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CeloZivotni vzdélavani na VSCHT Praha

Pod pojmem celozivotni vzdelavani se nejcastéji rozu-
mi vzdélavani dospélych, a to profesni, vieobecné nebo
zajmoveé. Podle materialii Evropské unie se toto vzdélavani
chadpe jako ,,komplexni systém instituciondlné organizova-
nych a individualnich vzdélavacich aktivit, které nahrazuji,
dopliuji, inovuji nebo jinak obohacuji pocatecni vzdélava-
ni dospélych osob a které rozvijeji znalosti a dovednosti,
hodnotové postoje, zajmy a jiné osobni a socidlni kvality,
potrebné pro plnohodnotnou praci i mimopracovni zivot.

Celozivotni vzdélavani je jednou z priorit sofistikova-
nych spolecnosti pro 21. stoleti. Mluvi se nejenom o uci-
cich se organizacich, podnicich, firmach, ale dokonce
o budovani ,,ucici se spolecnosti” (learning society).
V memorandu Lisabonského summitu Evropské rady je
kladen diiraz na prechod od informacni ke znalostni spo-
lecnosti (knowledge-based economy and society) a na
celozivotni uceni ve smyslu nikoli jen v pribéhu vsech
Zivotnich obdobi, ale s vyuZivinim vSech prileZitosti
k ucent: life-wide learning.

Je pochopitelné, zZe velice vyznamnd role v uskuteciio-
vani programii celozivotniho vzdélavani pripada vysokym
Skolam. Novela zdkona 111/98 Sb. dava cinnosti vysokych
Skol v oblasti celozivotniho vzdelavani novou dimenzi.
Rozsifuje totiz moznosti ,,poskytovat bezplatné nebo za
uplatu programy celozivotniho vzdélavani orientované na
vykon povolani nebo zdajmove. * Tato uprava tedy poskytu-
je vysokym skolam prakticky veskeré pravomoci pri vytva-
Feni, zavadeni a realizaci Siroké Skaly programii celozivot-
niho vzdélavani.

Rada vysokych $kol vyuziva tento prostor a nabizi
studentim pripravu na prijimaci Fizeni za uplatu nebo
dokonce moznost studovat jeden ¢i vice semestrit oboru, na
ktery nebyli prijati, za financni uhradu.

Vysoka skola chemicko-technologicka v Praze se neu-
bira touto cestou a ma v oblasti celoZivotniho vzdélavani
Jiz vytvorenu zcela odlisnou tradici. Soustredila svoji po-
Zornost zejména na:
kvalifikacni programy orientované na vykon povola-
ni, ato vpodobé jak dlouhodobych, tak kratkodo-
bych specializovanych kurzii pro odbornou verejnost,
programy pro firmy na zakdzku, zpracované na zd-
klade analyzy vzdelavacich potreb, vzdy pro konkrét-
ni skupinu zaméstnancii firmy nebo profesi (chemicky
technolog, mechanik strojni udrzby ap.),
programy univerzity tietiho véku.

Vzhledem k trendu klesajiciho zajmu o studium che-
mie, k naristu negativniho vnimdni chemickych podnikii a
produktit laickou verejnosti, i k neodbornému prezentovani
chemie v médiich vyvstala v oblasti celoZivotniho vzdéla-
vani potreba:

sjednotit a koordinovat nabidku programii celoZivot-
niho vzdélavani, dat jim marketingovy podklad a
zamérent,

soustredit informace o aktivitich a zamérech praco-
vist Skoly v této oblasti,
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zjistovat informace zvnéjSku, vytvaret adresné kon-
taktni a informacni centrum:

vyhledavat a stimulovat poptavku,

zjistovat potreby a pozadavky zdkaznikii,

stabilizovat vztahy s klicovymi klienty,

iniciovat vhodné pedagogické aktivity,

mapovat konkurenci,

zajistovat styk s centrdlnimi institucemi,
systematicky vyhledavat prilezitosti pro Sirsi uplatnént
VSCHT Praha,
rozsirit spektrum vzdelavacich programii (zakdzkoveé
programy, motivacni —naborové programy, osvétové
., PR pro chemii“, ...).
Rozhodnutim rektora VSCHT Praha bylo v souladu
s § 22 odst.1 pism.c) zakona ¢. 111/1998 Sb. o vysokych
Skolach zrizeno s platnosti od 1.10.2002 celoSkolské od-
borné pracovisté pro cinnost v oblasti celozZivotniho vzde-
lavani, jehoz poslanim je analyzovat situaci na trhu vzde-
lavani, hledat a rozpoznavat prileZitosti, spoluvytvairet
a koordinovat nabidku celozZivotniho vzdélavani vsech
pracovist skoly. V organizacni strukture je oddeleni celoZi-
votniho vzdeélavani primo podrizeno prorektorovi pro pe-
dagogiku.

Zamerem Skoly v oblasti celoZivotniho vzdelavani je
VYtvoFit vzdjemné provazany systém vzdélavani a poraden-
stvi za celou VSCHT Praha. Pod timto systémem se zacalo
budovat a rozvijet komunikacni, informacni, vzdeélavaci
a koordinacni zazemi pro systematické celoZivotni vzdela-
vani a vhodné dopliovat nabidka jiz existujiciho vzdélava-
ni a poradenstvi fakult a ustavii.

Jiz vice nez dva roky nabizi VSCHT Praha v rdmci
programii celozivotniho vzdélavani potencialnim zdakazni-
kim:
kratkodobé, strednédobé i dlouhodobé tréninky, kurzy
a vzdélavaci programy strukturované podle konkrétnich
potreb pro:
specialisty,
nizsi management,
stredni management,
orientované predevsim na:
prohloubeni odbornych znalosti v profesi,
aktuality v chemicko-technologickych oborech,
principy manazerské prdce,
vedeni lidi a pracovni pravo,
komunikacni a prezentacni dovednosti,
normy a legislativu EU v prislusném oboru,
lektorsky zabezpecené:

Spickovymi odborniky prisobicimi na VSCHT Praha,
zkuSenymi externimi spolupracovniky — lektory a tre-
néry zejména v problematice ,,soft skills*“ a v dalsich
potrebnych oborech (komunikacni a prezentacni do-
vednosti, budovani a vedeni tymu, motivace, hodnoce-
ni, ...).

Své aktivity v oblasti celozivotniho vzdélavani skola
orientuje zejména na:
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perspektivni a potencialni cilové skupiny, zakazniky,
firmy — provadi analyzu potieb podnikii, regionii,
verejné spravy,

spolupraci vSech fakult a ustavii pri vytvareni a koor-
dinaci nabidky kurzii a vzdélavacich aktivit,
konkurenci, ostatni vysoké Skoly, vzdélavaci firmy
a instituce, jejich nabidku, jejich trh,
alternativni financni zdroje, moznosti podpory ze stra-
ny MSMT, PHARE, EU.

Vintencich snah o zménu trendu, ktery v poslednich
letech vykazuje zdjem o studium chemickych oborii,
VSCHT Praha expandovala éasti svych aktivit do Mostu,
kde kromé denniho a distancniho bakaldrského studia
realizuje i programy celozivotniho vzdélavani pro firmy
a posluchace ze severozdpadniho regionu. Cilem je zvysit
zajem studentii v tomto regionu o obory vyuzitelné ve vel-
kych chemickych a primyslovych provozech, a tim
v dusledku prispivat k naristu zajemcii o studium chemie
a k postupnému  rozvoji vzdelanostni struktury v daném
regionu.

Analyzou vzdélavacich potreb vyznamnych firem,
ktera predchazela realizaci tohoto zameéru, byl vytvoren
i zdklad databdze pro tvorbu konkrétni nabidky kratkodo-
bych, strednedobych a dlouhodobych programii celozivot-
niho vzdélavani.

V soucasné dobé VSCHT Praha nabizi a realizuje
vice nez 40 otevienych semindrii, kurzii a programii celoZi-
votniho vzdélavani pro odbornou verejnost s nejvyssi cet-
nosti napr. Zavadeni HACCP (Hazard analysis critical
control points - Systém kritickych bodii) v provozech spo-
lecného stravovani, Vnitrni audit HACCP, Manazer
HACCP — priprava na certifikaci, Senzoricky kurz, Zdra-
votni nezdavadnost potravin, Mikroskopické praktikum
z hydrobiologie, Méreni emisi, Laboratorni cviceni pro
stredni Skoly, Analyza koroznich produktii, Technologie
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vody, Odpady, jejich vyuziti a zneskodnovani).

VSCHT Praha je certifikované skolici stiedisko SIP-
VZ (Statni informacni politiky ve vzdélavani), které prova-
di Skoleni pocitacové gramotnosti pro ucitele zdkladnich
a stiednich skol; v lofiském roce absolvovalo toto Skoleni
51 ucastnikii.

V pritbéhu roku 2004 byly na zdklade analyzy vzdela-
vacich potreb a po spolecné pripravé projektu kurzu se
zadavateli realizovany kvalifikacni vzdeélavaci programy
pro firmy na miru: Kvalifikacni vzdelavani pro technology
a.s. Chemopetrol v rozsahu 84 vyukovych hodin, Nové
metody prdace a normy v oblasti chemického primyslu pro
mechaniky a.s. Lovochemie v rozsahu 60 hodin, Technolo-
gie a ekologie anorganickych procesii pro technology a.s.
Lovochemie rovnéz v rozsahu 60 hodin, Kurz pro mechani-
ky strojni udrzby a.s. Kaucuk v rozsahu 48 hodin, Kurz
celozivotniho vzdelavani pro pracovniky odboru Zivotniho
prostiedi Magistratu hlavniho mésta Prahy v rozsahu
112 hodin.

Probihaji 3 dlouhodobé (ctyrsemestralni) programy
v ramci univerzity tretitho veku - Potraviny a vyziva,
Ochrana Zivotniho prostiedi a Zivot s pocitacem pro cel-
kem 130 posluchacii, které jsou semioriim poskytoviany
bezplatné.

Na podporu uplatnéni absolventii Skoly na trhu prdce
byl v priibéhu prazdnin uskutecnén Trénink komunikacnich
a manazerskych dovednosti v rozsahu 40 hodin pro stu-
denty zejména 3. rocnikii, doplnény tydenni praxi ve vy-
branych podnicich. Pro mimoradny ohlas a zdjem ze stra-
ny studentii i spolupracujicich firem bude obdobny pro-
gram uskutecnén i v letosnim roce.

PhDr. Adéla Petraskova
vedouci oddéleni celoZivotniho vzdélavani
VSCHT Praha
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3.3.

Uvod

Chiralita hraje velmi dtlezitou roli ve vétSing biolo-
gickych systémii. Rada fyziologickych jevii spodiva ve
schopnosti molekuly ¢i receptoru rozlisit mezi jednotlivy-
mi optickymi isomery interagujici slouceniny. Formy jed-
né a téze latky, lisici se pouze optickou otacivosti, mohou
mit ¢asto jinou vini a chut, mnohem podstatnéj$im jevem
je ovSem to, Ze mohou mit zcela opacné ucinky v ptipadé
jejich pouziti ve forme 1éciva. Obecné znamym ptikladem
z této oblasti je causa Gginné latky Thalidomidu'. Jeho
podavani v podobé¢ 1éku Contergan vyvolalo v Sedesatych
letech minulého stoleti aféru, kterd svou zavaznosti ptime-
la odborniky a védce z akademické i primyslové sféry
zaméfit znacné Usili na vyzkum a vyvoj metod syntézy
a separace opticky Cistych sloucenin. Thalidomid byl dis-
tribuovan ve formé racemické smési, pficemz jeden z jeho
optickych isomerd (R) je UCinnym sedativem, zatimco
isomer (S) je nebezpeCnym teratogenem. Podavani tohoto
léciva t¢hotnym Zendm zpisobilo u fady narozenych déti
malformace a defekty. I ptes obrovské pokroky, které byly
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v oblasti stereoselektivnich syntéz a katalyzy ucinény,
jesté pocatkem 90. let 20. stoleti bylo 90 % syntetickych
1é¢iv podavano ve formé racematd’.

Syntéza latek obsahujicich vice center chirality vyza-
duje stereoselektivni reakce v jednotlivych reakénich stup-
nich. Syntéza mize vychazet bud’ z opticky aktivniho ma-
teridlu (chiralniho synthonu), nebo z racematu ¢i z latek
achiralnich (opticky neaktivnich). Asymetricka katalyza ve
snaze o ziskani opticky cistych latek vykazuje vyrazné
prednosti. Pfedevsim je to vicenasobné enantiorozliSeni
reaktantu na jediném chirdlnim aktivnim centru, kdy se
vytvoii velké mnozstvi chiralniho produktu za pouziti
malého mnozstvi katalyzatoru jako zdroje chirality.
U heterogennich ¢i heterogenizovanych enantioselektiv-
nich katalyzatorti je vyhodou jesté snadnd separace kataly-
zatoru z reakéni smési. Enantioselektivni katalyza je v
soucasnosti velmi dynamicky se rozvijejici oblasti chemie.
To potvrzuje i ud€leni Nobelovy ceny za chemii v roce
2001 za dosazené vysledky pravé v oblasti vyzkumu asy-
metrické katalyzy".

2. Heterogenni katalytické systémy

Prvnim z ptikladi pouziti heterogenniho enantiose-
lektivniho katalyzatoru byl jiz roku 1922 oxid zine¢naty na
chiralnim nosi¢i — fruktose. Tehdy na ném Erlenmayer®
testoval adici bromu na kyselinu skoficovou s piekvapujici
enantioselektivitou (ee 50 %). Jednim z dalSich prikopnic-
kych pokust o pfipravu chirdlniho katalyzatoru bylo palla-
dium nanesené na hedvabném vlikng. Akabori a spol.’
s timto katalyzatorem dosahli v roce 1956 pii hydrogenaci
derivati oxazolinu enantioselektivity az 66 %.

Znamym a od poloviny 60. let intenzivné zkoumanym
pristupem k heterogenni asymetrické katalyze je modifika-
ce kovovych hydrogenacnich katalyzatort. Tato oblast
asymetrické katalyzy vyuziva klasické heterogenni kataly-
zatory s dobrou aktivitou pro pfislusné reakce, které se
modifikuji malymi organickymi chirdlnimi molekulami.
Tento pfistup se jevi jako velmi flexibilni, jelikoz je
k dispozici velké mnozstvi riznych typi strukturné dobie
definovanych modifikatort. Modifikatory se mohou prida-
vat ke katalyzatoru nebo pfimo do reakéni smési. Mezi
nejznaméjsi  systémy, jejichz vyvoji a vyzkumu byla
v poslednich desetiletich vénovana pozornost, patii niklo-
vé katalyzatory modifikované kyselinou vinnou a platino-
vé kovy modifikované cinchoninovymi alkaloidy.

2.1.Modifikované niklové
katalyzatory

Od dob pocatkd vyzkumu chiralné modifikovanych
niklovych katalyzatorti bylo shromézdéno a publikovano
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zna¢né mnozstvi vysledki enantioselektivnich hydrogena-
ci B-ketoesterti, predev§im methyl-acetoacetatu na niklo-
vych katalyzatorech modifikovanych opticky Cistym iso-
merem kyseliny vinné®. Modifikace katalyzatoru je vysoce
specificka vici substratu, coz zplsobuje, Ze dany katalyza-
tor modifikovany specifickym chiradlnim modifikatorem je
selektivni pouze v uzkém okruhu substratd. Nejvyssich
optickych vytézki bylo dosazeno pifi hydrogenacich (-
ketoesterd, B-diketont a alkyl(methyl)ketond’.

Objev katalytického systému Ni/kyselina vinnd/NaBr,
znamenal velky prilom v oblasti asymetrické katalyzy.
S pouzitim takto modifikovaného katalyzatoru byly jiz
v roce 1962 Izumiho skupinou hydrogenovany J3-
ketoestery s 89% optickym vyt&zkem®. Bylo prokazano, ze
kyselina vinna je optimalnim modifikatorem, pii pouziti o-
aminokyselin a a-hydroxykyselin nebylo dosaZeno uspo-
kojivych vysledkd (obr. 1).

Modifikace niklovych katalyzatorti je stupenl velmi
citlivy na fadi faktord, jako napt. teplotu, pH modifikaéni-
ho roztoku, dobu modifikace, koncentraci modifikatoru
a komodifikatoru'®. Bylo zjisténo, Ze klasicka modifikace
niklového katalyzatoru je korozivni proces, pii kterém se
nikl vyluhuje do modifika¢niho roztoku. Modifikaci kata-
lyzatoru lze provadét riiznym zplisobem a podminky modi-
fikace musi byt optimalizovany pro kazdy typ katalyzato-
ru. Pfedmétem vyzkumu byly prakticky vsSechny typy
niklovych katalyzatoréi po¢inaje Raney niklem''™ az po
nosi¢ové niklové katalyzatory'*™'. Nejlepsich vysledkd
bylo dosazeno s Raney niklem modifikovanym kyselinou
vinnou za puisobeni ultrazvuku'”'®. Takto p¥ipraveny kata-
lyzator vykazoval vysokou aktivitu a zaroven vysokou
enantioselektivitu (98 %) jak pfi hydrogenaci -ketoestert,
tak i B-diketonll. Pomérné novym zptusobem modifikace
niklovych katalyzatorti je modifikace in situ. Tyto modifi-
kace jsou hlavni metodou pro enantioselektivni hydroge-
nace za pouziti cinchoninem modifikovaného platinového
nebo palladiového katalyzatoru.

Referaty

O modifikacich in situ v systémech s niklovymi kata-
lyzatory bylo zvefejnéno pouze nékolik studii. V préci
Osawy a spol."” byl pouzit pii modifikacich in situ jako
zdroj katalyzatoru jemny niklovy praSek. Pfidavkem kyse-
liny vinné a NaBr do reak¢niho prostfedi bylo dosazeno
80% enantioselektivity pfi hydrogenacich methyl-
acetoacetatu. Harada a spol.”*' uvadgji, ze niklovy prasek
modifikovany in situ malym mnozstvim roztoku kyseliny
vinné, NaBr a kyseliny octové lze pouzit opakované. Po
deseti opakovanych pouzitich tohoto katalyzatoru v hydro-
genacni reakci nebyl zaznamenan vyraznéj$i pokles
v selektivité a pfi dalsich opakovanich byl obdrzen stabilni
opticky vytézek 89 %. Katalyzator byl mezi hydrogenace-
mi pouze promyt rozpoustédlem bez dal§i modifikace.
Katalyzator byl pouzit opakované ve tficeti reakénich cyk-
lech bez vyrazngjSich zmén v enantioselektivité. Pfi tomto
zpusobu modifikace nenastavaji korozivni zmény niklové-
ho katalyzatoru, které ve velké mife prispivaji
k dezaktivaci a nestabilni adsorpci modifikatoru na po-
vrchu niklu. Modifikace in situ predstavuje velmi slibny
postup pfipravy enantioselektivnich heterogennich kataly-
zatorQl s pomérné vysokou enantioselektivitou a s moznosti
opakovatelného pouziti. Ackoliv modifikované niklové
katalyzatory nejsou aplikovany v primyslovém méfitku,
byly s uspéchem pouzity v fad€ malotonaZnich hydroge-
naci chemickych specialit. Jednim z ptikladt je nekoli-
kastupnova syntéza isomerti sexudlniho feromonu pilat-
ky borovicové®?, ktera byla zjednodusena hydrogenaci
2-methyl-3-oxobutanoatu katalyzovanou Raney niklem
modifikovanym kyselinou vinnou a NaBr. Shodny kataly-
ticky systém byl vyuZit pro syntézu biologicky aktivnich
3-hydroxykyselin C10-C16 z odpovidajicich ketoesterd®
s optickou Cistotou 83—-87 %, ktera se dale zvySuje krysta-
lizaci az na 99 %. Modifikovany Raney Ni je rovnéz ucin-
nym katalyzatorem pro asymetrickou hydrogenaci methyl-
-3-oxo-tetradekanoatu pii syntéze tetrahydrolipstatinu®,
pankreatického inhibitoru lipas. Pfi syntéze je dosahovéano
100% vytézkia s 90-92% enantioselektivitou.

Modifikator Substraty
(0] (6] (e} (0]
COOH A coor, MM .
H——X 3
Y——H R= aIkyIé?I:kgl,k(‘:ykloalkyl R = alk. R = alk.
5 ce 84-98.6% ee 85-91% ee 63-85%
O (0] OR 0]
X Y z e (%) J\/ M
SO M
OH OH  COOH 83 R 2Ve H RJ\CHZC H,
OH H/OR COOH 61-65
OR OR  COOH 08 R =alk. R =alk. R =alk.
OH OH H/Me 0-1 ee 67-71% ee 68-70% ee 17-44%

Obr. 1.
s karbonylovou skupinou9
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Vliv struktury modifikatoru niklovych Kkatalyzatori a substratu na enantioselektivitu hydrogenaci slou¢enin
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2.2.Modifikované platinové kovy

Orito a spol.”® publikovaliv roce 1979 prvni studii
o aplikaci nosi¢ového platinového katalyzatoru modifiko-
van¢ho chininovymi alkaloidy pii enantioselektivnich
hydrogenacich a-ketoesterti. Ve vyzkumu tohoto katalytic-
kého systému bylo do soucasnosti dosazeno zna¢nych
pokroki. Byly testovany rtizné kovy platinové fady a rov-
n&Z rizné druhy modifikatora® . Z hlediska aktivity je
nejvhodnéjsim kovem platina, méné pak palladium, rhodi-
um a iridium®. Ruthenium a nikl jsou v tomto ohledu ne-
aktivni. Prakticky vzdy se pouzivaji kovy nanesené na
tuhych nosi¢ich®® (alumina, silika, aktivni uhli). Nedavno
byly také jako nosi¢e pouzity zeolity’'. Nejlepsimi modifi-
katory z chininovych alkaloidii jsou cinchonidin a jeho
enantiomer cinchonin®* (obr. 2).

Pfedmétem vyzkumu katalytickych vlastnosti mo-
difikovanych platinovych katalyzatori byla fada sub-
stratd. a-Ketoestery jako ethyl- nebo methylpyruvat v§ak
predstavuji bezesporu substraty s nejvysSSimi optickymi
vytézky* (obr. 3). Velkd pozornost byla rovnéz vénovana

cinchonidin
cinchonin

H

H (8R, 9S)

OMe (8R, 9S) chinidin
OMe (8S, 9R) chinin

A 000
mun nn
TITx

Obr. 2. Struktura modifikatora platinovych katalyzatori na

bazi cinchonidinovych alkaloid®

O
O
P COOEt
COOR
R=Me ee 97 % ee 94-96 %

R=Et ee98 %

O OH
O

COOEt )J\
CONHCH,CF,

ee 86 % ee 60 %
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modifikaénimu postupu. Byla testovana fada modifikac-
nich strategii (pouziti koloidni platiny”, ultrazvuku®®, smé-
si rozpoustddel®’, kyselych ¢&i bazickych aditiv’®) za uge-
lem zvySeni enantioselektivity.

Za pouziti platinovych a palladiovych katalyzatort
modifikovanych cinchonidinem a cinchoninem byly
v provoznim méfitku syntetizovany dva mozné mezipro-
dukty pro syntézu vazodilatancia benazeprilu, inhibitoru
enzymu konvertujiciho angiotensin, methylester (R)-4-
-fenyl-2-hydroxybutanové kyseliny a a-chloro-
benzazepinon®. Nevyhodou tohoto katalytického systému
je, ze vysokych selektivit je dosahovano pouze za pouziti
platiny jako katalytického kovu, cinchonidinovych alkaloi-
di jako modifikatort a a-ketoestert jako substrata.

3. Homogenni hydrogenacni katalyzatory

V tadé¢ asymetrickych hydrogenaci poskytuji homo-
genni katalyzatory pfi pouZiti vyborné optické vytézky
a maji vysokou aktivitu za relativné mirnych podminek
reakce. V roce 1974 byl skupinou profesora Noyoriho na
univerzit¢ v Nagoyi vyvinut chiralni ligand BINAP (2,2’-
-bis(difenylfosfino)-1,1°-binaftyl)*’, jehoz pouziti
v komplexech rhodia a ruthenia znamenalo zasadni prevrat
v oblasti asymetrickych hydrogenaci. Syntéza ligandu
BINAP byla nad oc¢ekavani slozita, nebot’ na prvni pohled
pfimé4 syntetickd cesta vychazejici z 2,2’-diamino-1,1’-
-binaftylu vykazovala ftadu stupiii nachylnych
k racemizaci meziproduktii*' (obr. 4a). Opticky &isty BI-
7enych na optickém rozligeni*~** (obr. 4b).

Pouziti v komplexu s rhodiem se axialné chiralni BI-
NAP dockal az po roce 1980. Prvnich vyznamnégjsich vy-
sledkd bylo dosazeno pii pouziti komplexu BINAP-Rh
v syntéze mentholu z myrcenu®. V isomerizanim stupni
geranyldiethylaminu ve smyslu tvorby (R)-citronellal ena-
minu, bylo dosazeno enantioselektivity 96-99 %, coz
predstavovalo vyrazné lepsi alternativu nez ziskavani dané
latky z pfirodniho rGizového oleje (ee 80 %).

(0]
(0]
COOEt PPN
EtOOC COOEt

ee 98 % ee 96 %

(0] (0]

Oﬁ/o oﬁ\l/\

(0]
ee 92 % ee 91 %

Obr. 3. Substraty hydrogenované za pouZiti platinovych katalyzitori modifikovanych cinchonidinovymi alkaloidy**
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a) Stereoselektivni syntéza

SO
C

b) Optické rozliSeni

NaNO,
CuBr

Doy
E—
Cr

OO PPh,
oy
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1. +-CHgLi
2. (CgHs),PCl

OO PPh,
O O PPh,

(R)-BINAP

1. [PAC(MeCHPhNMe,)],
2. NaB(CgHs),

3. frakéni rekrystalizace
4. LIAIH,

OO PPh,
O O PPh,

(R)-BINAP

+

(S)-BINAP

1. kafrsulfonova kyselina
(ev. 2,3-di-O-benzoylvinna kyselina)

Obr. 4. Zpisoby pripravy chiralniho ligandu BINAP

3.1. Ru-BINAP

Velky pfelom v oblasti homogennich asymetrickych
hydrogenaci znamenalo objeveni katalytickych vlastnosti
ligandu BINAP v komplexech ruthenia®®. Ru(Il) komplexy
dikarboxylatu BINAP (cit.*”**) jsou velmi u¢innym kataly-
zatorem hydrogenaci funkcionalizovanych alkent. Byly
s uspéchem pouzity i u fady substrati ze skupiny o,p-
nenasycenych karboxylovych kyselin. Nejvyznamnéj$im
prikladem aplikace v této tfid¢ je hydrogenacni stupen pfi
syntéze antiflogistika naproxenu®, pii némz je se 100%
vytézkem ziskdvan naproxen s enantioselektivitou 97 %
(obr. 5).

160

2. frakéni rekrystalizace
3. SiHCl,, (C,H;);N

Hydrogenace enamidd s vysokou enantioselektivi-
tou vytvari podminky k uc¢inné asymetrické syntéze
isochinolinovych alkaloida®. Hydrogenaéni stupefi syn-
tézy tetrahydropapaverinu vykazuje pii pouziti komple-
xu Ru(OCOCH;),-BINAP opticky vytézek prevysujici
99,5 %, coz usnadiiuje syntézu opticky Cistych derivati
tetrahydropapaverinu tretochinolu, norretikulinu, laudano-
sinu a salsolidinu, jejich syntézy' maji optické vyt&zky
v rozmezi 96-99,5 %. Stupeil asymetrické hydrogenace pfi
syntéze isochinolinovych alkaloidl poskytuje pfimou cestu
k pripravé opticky cistych opioidd, morfinu, kodeinu a
dalsich farmaceuticky vyznamnych analgetik a antitusik.
Hydrogenace 2-(acylamino)skoficové kyseliny ¢i B-(acyl-
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H, (13,5 MPa)

CH,OH

Referaty

SO
CH,0

Obr. 5. Hydrogenaéni stupeii syntézy naproxenu®

)\/\/K/\OH

geraniol

Ru(OACc)2[(S)-binap]

(S)-BINAP-Ru(Il)

N

g
CH,0

naproxen
97 % ee

)\/\/k/\
OH

(R)-citronellol

(R)-BINAP-Ru(ll)

™

OH

nerol

ANAP_$ )\/\/\/\
—_— :
X OH

(S)-citronellol
96-99 % ee

Obr. 6. Hydrogenace geraniolu a nerolu ve smyslu tvorby (R) a (S)-citronellolu

R

PPh O/\<
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/RT\O

PPh,
C ™ o
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a) b)
R = alkyl X=Cl,Br, |
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X
OO PPh,  / OO PPh _ Q
~~ u Ru
~ R
OO PPhZ/R \X PPh2 \X

c)

R =H, Me
R'=H, i-Pr
X=Cl,Br, |

Y =Cl, Br, |, BF,

Obr. 7. Formy komplexnich katalyzatori Ru-BINAP pro hydrogenaci: 1. olefininii a) [Ru(OCOR),(binap)]; II. karbonylovych slou-

¢enin b) [RuXy(binap)], ¢) [RuX(aren)(binap)]Y

amino)akrylové kyseliny vede k ziskani a- ¢i B-amino-
kyselin s vysokou enantioselektivitou® (ee 96-100 %).
Z oblasti chemickych specialit je vyznamna hydrogenace
vonnych latek geraniolu a nerolu®, kterd vede k ziskani
jednotlivych optickych isomerd citronellolu (obr. 6).

Viazeni asymetrického hydrogenacniho stupné za
pouziti dikarboxylatového katalyzatoru Ru-BINAP je vy-
znamnym krokem pii syntéze a-tokoferolu™, intermediat
karbapenovych antibiotik™ &i stavebnich blokd prostaglan-
dint™.

Dikarboxylatové komplexy Ru-BINAP, které jsou
vysoce ucinné pii hydrogenacich Siroké skaly sloucenin
obsahujicich C=C vazbu, jsou neefektivni pfi hydrogena-
cich B-ketoesteri. Reaktivita v prostiedi polarniho roz-
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poustédla je nizka a enantioselektivita velmi nedostacujici.
Karboxylatové ligandy rutheniového komplexu mohou byt
v prostiedi silné kyseliny zaménény za jiné anionty. Kom-
plexy obsahujici halogen s empirickym vzorcem [RuX,
(binap)] (X = Cl, Br, I) lze pfipravit’’ smichanim [Ru
(OCOR),(binap)] s HX nebo (CH3);Sil v molarnim pome-
ru 1:2. Syntézou vychazejici z komeréné dostupnych pre-
kurzorti [RuCly(benzen)], &i [RuCly(p-cymen)], a ligandu
BINAP v dimethylformamidu pfi 373 K lze pfipravit kati-
ontové komplexy™ se strukturnim vzorcem [RuX(aren)
(binap)]Y (X = halogen, Y = halogen nebo BF,). Oba typy
komplexti obsahujici halogeny jsou vynikajicimi katalyza-
tory hydrogenaci slou¢enin s karbonylovou funkci (obr. 7).

Komplexy Ru-BINAP obsahujici halogeny jsou ucin-
nymi katalyzatory hydrogenaci sloucenin s keto skupinou
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Obr. 8. Substraty s karbonylovou skupinou v f§ ¢i y poloze hydrogenované za pouZiti katalyzatorii Ru-BINAP

jak v B-, tak v y- poloze vici karboxylové skupiné ¢i jeji-
mu derivatu®. Optické vytézky se prakticky u viech hyd-
rogenaci -ketoslouc¢enin pohybovaly v oblasti nad 90 %
ve smyslu tvorby pfislusnych B-hydroxysloucenin. Hydro-
genace y-ketoesterll a y-ketoalkoholi probihala za tvorby
pfislusnych y-laktond ¢i 1,3-diolti s enantioselektivitou
prekracujici 98 % (obr. 8).

3.2.Imobilizace BINAP komplexu
na anorganickych nosic¢ich

Mimotadné katalytické vlastnosti homogennich kom-
plexti Ru-BINAP vedly ke snaze tyto vysoce selektivni
a aktivni katalyzitory imobilizovat. Pfi zachovani jejich
selektivity a aktivity by totiz pfedstavovaly idealni kataly-
zator, spojujici prednosti homogenni katalyzy
s provoznimi vyhodami heterogennich katalyzatort. Jed-
nim z prvnich pokust bylo zachyceni ve vodé rozpustného
komplexu [RuCl(binap(SO;Na),)(CsHg)]C1 (obr. 9) ve
forme¢ tenkého filmu vodného roztoku na matrici tvofené

kulickami hydrofilniho porézniho skla®. Takto zachyceny
katalyzator byl schopen velmi u¢inné¢ katalyzovat hydroge-
naci intermediatu naproxenu ve dvoufazovém reakcénim
prostiedi voda/ethylacetat. Zachycené katalyzatory proje-
vovaly vysokou aktivitu vii¢i neimobilizovanym sulfono-

SO,Na
R1
99
P
>Ru \ cr
P Cl
R
©\303Na
SO,Na

Obr.9. Ve vodé rozpustny komplex [RuCl(aren) (binap
(SO3Na))ICl, (R, R, = H, alkyl)
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vanym komplexim BINAP diky zvétseni mezifazového
rozhrani, bylo s nimi v§ak dosazeno pomérné nizké enan-
tioselektivity 70 %. Tento zpisob zachyceni imobilizované
vodné faze byl pozdéji vylepSen zdménou nanaseni ethy-
lenglykolového filmu s rozpusténym [RuCl(binap(SO;Na)
4)(CsH)]Cl. Komplex zachyceny v imobilizované kapalné
fazi vykazoval velmi dobrou enantioselektivitu 96 %, akti-
vitu srovnatelnou s katalyzatorem s nanesenou vodnou
fazi. Nepatrné mnozstvi ruthenia vylouzeného do reakéni
smési prokazalo, Ze systém je opravdu heterogenni®'.

Dalsi cestou k ziskani heterogenniho katalyzatoru na
bazi komplexu Ru-BINAP a anorganického nosice bylo
pouziti vn€jsiho povrchu zeolitli jako efektivni matrice. Ja-
cobs a spol.®? vyuzil elektrostatickych interakci kyselého B-
zeolitu s komplexem [RuCl((R)-binap)(p-cymen)]Cl. Takto
zachyceny komplex katalyzoval hydrogenaci methylaceto-
acetatu s enantioselektivitou 95 %.

Podobnym zpiisobem se Jacobs a spol.*® pokusil za-
chytit sulfonovany komplex Ru-BINAP na vrstevnatych
hydroxidech iontovou vyménou. Takto pfipraveny kataly-
zator byl pouzit pfi hydrogenaci geraniolu s dobrym optic-
kym vytézkem.

3.3.Zakotveni katalyzatord Ru-
BINAP s vyuzitim polymer-
nich materialu

Jednim ze zpisobu imobilizace komplexi Ru-BINAP
je zachyceni v fad¢ typu polymernich membran. V roce
1996 Vankelecom a spol.** zakotvili [RuCI((R)-binap)(p-
-cymen)]Cl v elastomernim typu poly(dimethylsiloxanové)
(PDMS) membrany. Komplex zachyceny v této membrané
byl testovan pfi hydrogenaci methylacetoacetatu s enanti-
oselektivitou 70 %. Lepsich vysledkt bylo posléze dosaze-
no pridavkem 4-methylbenzensulfonové kyseliny do mem-
brany jako zdroje Bronstedovskych kyselych center®.
S takto modifikovanou membridnou bylo zaznamenino
zvySeni ee na 92 %.

V roce 1998 Bayston a spol.*® zakotvili ligand BINAP

EtO
OO OH 1. Mel o)
l I 2. EtOCO(CH,)COCI, AICI,

H 3 Hypd
4. BBr,, CH,Cl,

Referaty

kovalentni vazbou na povrchové funkcionalizovaném po-
lystyrenu (obr. 10). Ne&kolikastupiiova syntéza ligandd
opatfeného spojkou (spacerem) umoznila pfipravit kataly-
zator, ktery byl schopen hydrogenovat P-ketoestery se
100% konverzi a enantioselektivitou az 90 %. Pfi testovani
opakovatelnosti pouZiti takto heterogenizovaného kataly-
zatoru bylo prokéazano, Ze jeho aktivita i selektivita zsta-
vaji 1 po né€kolika opakovanych pouZitich v hydrogenaci
vysoké.

S pouzitim smési rozpoustédel propan-2-olu a DMF
doséhl Noyorim a spol.*” lepsiho pienosu hmoty ve zbot-
nalém polymeru a tedy i vyssi aktivity i po nékolika pouZi-
tich. Hydrogenace 1-acetylnaftalenu a B-iononu poskyto-
valy 1 po 11 opakovanych pouzitich 100% konverzi s ee
97 % pro prvni substrat a ee 80 % pro druhy.

Strategie zabudovani ligandi BINAP do polymerniho
fetézce byla s tispéchem pouzita pii postupu vychazejicim
z kopolymerace 5,5’-diamino-(R)-BINAP, (S,S)-pentan-
-2,4-diolu a chloridu kyseliny tereftalové®®. Po nasledné
komplexaci s prekurzorem ruthenia byl tento katalyzator
pouzit v hydrogenacnim stupni syntézy naproxenu
s konverzi az 95 % a optickym vytézkem 90 %. Podobnym
postupem vychazejicim z ligandu 5,5’-diamino-(R)-
BINAP byl piipraven rozpustny dendrimer®, ktery jako
katalyzator po komplexaci s rutheniem mél enantioselekti-
vitu 92,8 % v hydrogenacnim stupni syntézy ibuprofenu.
Po vysrdzeni katalyzitoru z reakéni smési methanolem
mély recyklovany katalyzator polyester-Ru-BINAP i den-
drimerni Ru-BINAP stejné aktivity i optické vyté€zky pfi
opakovaném pouziti. Pfima polykondenzace 5,5’-diamino-
-(R)-BINAP, chloridu kyseliny tereftalové a monomethy-
lesteru polyethylenglykolu vedla k syntéze fetézce”®
schopného po komplexaci s prekurzorem ruthenia kataly-
zovat hydrogenace 2-arylakrylovych kyselin v methanolu
s optickym vytézkem az 90 %. Imobilizovany katalyzator
vykazoval hodnoty enantioselektivity pti nizsi teploté
a vy$$im tlaku neZ jeho homogenni proté&jSek (obr. 11).

Podobnym zplisobem pfipraveny katalyzator, pti
jehoz pripravé je ovSem pouzit polyethylenglykol,

OMe - (CFs80,),0, 2,6-lutidin

2. HPPh,, [NiCl,(dppe)]
OMe 2 z
3. LiOH

Obr. 10. Imobilizace komplexu Ru-BINAP na povrchové funkcionalizovaném polystyrenu
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Obr. 12. (6,6’-bis(aminomethyl)BINAP) v polyurethanovém ietézci

vede k syntéze fady ve vodé rozpustnych katalyzatori
PEG-BINAP"', které byly s usp&chem testovany v fadé
dvoufazovych hydrogenacnich systémd.

Snaha o zakotveni ligandu BINAP do vice ¢i méné
rigidniho polymerniho fetézce vedla k pfipravé tady dal-
§ich polymerné¢ vazanych ligandi koordinovanych
s atomem rhodia (poly(BINAP) Rh)"* pouzitych pti hydro-
genacich derivati dehydroaminokyselin. Mezi dalsi funk¢-
ni systémy patii skupinou profesora Noyoriho vyvinuty
katalyzator poly(BINAP)/DPEN/Ru’ aktivni pfi hydroge-
nacich aryl(methyl)ketonti (ee 84 %). Za zminku rovnéz
stoji  bifunkéni polymerni ligand® BINOL-BINAP
(BINOL - 1,1’-binaftyl-2,2’-diol), ktery byl po koordinaci
s [RuCly(C¢Hg)]» pouzit pii hydrogenaci acetofenonu
s optickym vytézkem 84 % jednotlivych optickych isome-
ri 1-fenylethanolu.

Lemaire a spo efektivné imobilizovali ligand
(6,6’-bis(aminomethyl)-BINAP) reakci s diisokyanaty za
vzniku polyurethanovych fetézct. NejlepSich vysledka
bylo dosazeno s komplexem poly-NAP-Ru jehoz fetézec
byl ptipraven kopolymeraci s toluen-2,6-diisokyanatem.
S timto katalyzatorem byl hydrogenovan methyl-
acetoacetat se stabilni 99% enantioselektivitou dokonce po
Ctytech pouzitich (obr. 12).

Komplexy imobilizované v polymerech ve vé&tSiné
zminénych pripadl projevovaly podobnou aktivitu a selek-
tivitu jako jejich homogenni ekvivalenty”®. Da se z toho
soudit na pomérn¢ maly vliv struktury polymerniho fetéz-
ce na katalytické vlastnosti. Dokonce Baystontiv ligand
vazany na polystyrenu dokazuje, ze i ztrata axialni symet-
rie nemusi byt na Ukor enantioselektivity. Ukotveni ligan-

1.75
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du BINAP v pozicich 5,5’ nebo 6,6’ v polymernim fetézci
poskytuje cestu k pfipravé vysoce aktivnich a selektivnich
heterogenizovanych katalyzatort.

3.4. Imobilizace
linami

heteropolykyse-

Prekvapujici vysledky byly publikovany Augustinem
a spol.”’, ktefi se pokusili zakotvit fadu komplext rhodia
a ruthenia na povrchu riznych nosi¢t s pouzitim heteropo-
Iykyselin. Tento koncept lze aplikovat pro homogenni

$6H4OMe-2
PacH J\ b
[ 675 ¢~ N prh,  (CH)L  Cofls
P/CeHs P~ 5
: Ph,P
CeH,OMe-2
DIPAMP BPPM DPPB
/[P(CeHs)z CEQ
P(CgHs), /b
PROPHOS Me-DUPHOS

Obr. 13. Ligandy imobilizované heteropolykyselinami
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heteropolykyselina
H3PW12040

[ nosic |

Obr. 14. Zakotveni komplexu na povrchu nosice za tucasti
heteropolykyseliny

katalyzatory obsahujici ligandy’® DIPAMP, BPPM, DPPB,
PROPHOS, Me-DUPHOS a BINAP (obr. 13). Jako nosice
byly testovany montmorillonit, aktivni uhli, alumina ¢i
oxid lanthani¢ity”® a heteropolykyseliny jako napf.
H;3;PW,049'nH,0 ¢i dalsi polyoxometalaty na bazi P/Mo,
Si/W nebo Si/Mo tvorily spojku (spacer) mezi komplexem
a povrchem nosice (obr. 14).

Jednoduchd pfiprava téchto katalyzatord zahrnuje
postupné smichani nosic¢e s roztokem heteropolykyseliny
a posléze s komplexem pfechodného kovu. Ze zadného
z publikovanych systému se navyluhoval komplex ani po
15 reakénich cyklech”. Aktivita i selektivita té&chto kom-
plexu se s rostoucim pocétem recyklaci neméni, po prvnim
pouziti oba parametry dokonce vyrazn¢ vzrostou.

Interakce povrch-heteropolykyselina a heteropolyky-
selina-komplex jsou doposud tématem diskuse, nebot’ je-
jich pravy charakter nebyl spolehlivé objasnén. Jednou
z koncepci je interakce van der Waalsovymi silami ¢i elek-
tronové interakce. V novéjsich pracich® je vazba prechod-
ny kov-heteropolykyselina prezentovana jako kovalentni
vazba ¢i jako iontova vazba kov-kyslik heteropolykyseli-
ny. Tento postup pfipravy heterogenizovanych katalyzato-
ri predstavuje velmi slibnou alternativu k synteticky na-
roénym imobiliza¢nim postupiim diky jednoduchosti pro-
vedeni, pomérné nizkym nakladim a vyrazné vyssi efekti-
vite.

4. Zavér

Asymetrické katalyzatory byly testovany jiz od pocat-
ki vyzkumu v oblasti stereoselektivnich syntéz. Od pocat-
ku 60. let bylo o principech asymetrické katalyzy shromaz-
déno obrovské mnozstvi dat, a to jak na poli modifikova-
nych heterogennich katalyzitorti, tak v oblasti homogen-
nich a nasledné imobilizovanych homogennich katalyzato-
ra. Tyto dva pfistupy, které stoji ¢asto zdanlivé proti sobe,
nabizeji fadu perspektivnich praktickych aplikaci a rozsi-
fuji tak moznosti syntézy cistych opticky aktivnich isome-
ri. V soucasnosti se v katalyze prosazuji Cisté technologie,
zalozené na vyvoji vysoce efektivnich katalyzatort
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s moznosti jejich recyklace. Obnoveny zajem o homogenni
katalyzu a snahy o pfeneseni jejich pfednosti do systému
se snadnou separaci a recyklaci mize oteviit obrovské
moznosti praktického vyuziti. Imobilizace katalyzatorQ
BINAP dnes predstavuji cestu k ziskani velmi ucinnych
katalytickych systému s Sirokou aplikovatelnosti pfi hyd-
rogenacich celé fady substratd vyznamnych pro syntézu
farmaceutickych substanci, vonnych a chutovych latek
a agrochemikalii. Imobilizace zalozené na riznych princi-
pech, pocinaje prostym nanaSenim homogennich katalyza-
tor na anorganické nosice, pres sofistikovanéjsi metody
zachyceni v kavitach a poérech zeolitl a mezoporéznich
latek az po synteticky naro¢né zabudovani funkcionalizo-
vanych ligandi kovalentnimi vazbami v polymernich fe-
tézcich at’ uz pfimo nebo pies vhodné spojky (spacery)
nasly svoje uplatnéni nejen v oblasti enantioselektivnich
a regioselektivnich hydrogenaci, ale i pfi isomeracich,
epoxidacich, oxidacich, vzniku vazeb C—C, hydroformyla-
cich, a v fad¢ dalSich reakci. Nabizi se tak velmi perspek-
tivni cesta k syntézam spliujicim pozadavky na vysokou
selektivitu, vysoké vytézky a nizké ekonomické naklady.

Pokud bychom se chtéli pokusit vyjadrit trend a bu-
douci sméfovani asymetrické syntézy, nemizeme se vy-
hnout pojmu interdisciplinarita. Ugelem neni p¥ipravit vice
¢i méné cistou opticky aktivni latku, ale s pouZitim sofisti-
kovanych syntetickych postupii pfipravit latku, ktera bude
splilovat nirocné pozadavky mediciny a farmakologie.
Prikladem je aplikace isotopové znaCenych sloucenin,
pfipravenych za pouziti katalyzatord BINAP, jako kon-
trastnich latek v positronové emisni tomografii mozku.
Dal$im pou¢nym ptikladem je pokracovani kauzy 1éCiva,
které bylo zminéno na samém zacatku tohoto ¢lanku —
thalidomidu. Lécivo, které zpusobilo tragédii mnoha li-
dem, pomohlo odstartovat dynamicky rozvoj celé oblasti
asymetrické syntézy, zpusobilo, Ze chemie dnes tizce spo-
lupracuje s medicinou a farmakologii. Vyfeseni problému
teratogennich a mutagennich ¢inkd tohoto 1é¢iva umozni-
lo dalsi vyzkum jeho farmakologickych ucinkd a thalido-
mid je dnes uspésné testovanym lékem pfi akutni myeloid-
ni leukémii, lepte a celé fadé karcinomt.
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1. Uvod

Funkéni potraviny jsou jednou z oblasti potravinai-
ského primyslu s nejvétsi dynamikou ristu. Pfimo nebo
preventivné ovliviyji zdravi konzumenta, a tim jsou pro
spotfebitele atraktivni. Mezi takové potraviny patfi také ty,
jez obsahuji probiotické kultury nebo prebiotické sachari-
dy. Slovo probiotikum pochéazi zfeckého pro bios (pro
zivot) a pouziva se pro zivé mikroorganismy (pfevazné
bakterie mlécného kvaseni), které pozitivné ovliviiuji slo-
zeni a vlastnosti stfevni mikrofléry konzumenta. Prebioti-
ka jsou naproti tomu nestravitelné slozky potravy
(pfevazné komplexni cukry), které selektivné stimuluji rust
nebo aktivitu nékterych kultur stfevni mikroflory
(prebiotik). Na rozdil od rustovych faktord, které podporu-
ji rist a zivotaschopnost mikroorganismu in vitro (pii kul-
tivaci v laboratofi), prebiotika pusobi in vivo (pfimo
v tlustém stfev€). Ziejme prvnim prebiotikem, se kterym
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se lidsky organismus setkd, je laktosa (mlécny disacharid
slozeny z glukosy a galaktosy). Matef'ské mléko ma vyso-
ky obsah laktosy (vice nez 7 %), v§echna nemutize byt hyd-
rolyzovana a metabolizovana v tenkém stieve, velka Cast
se dostava do tlustého stfeva a slouZi k vyZziveé probiotic-
kych mikroorganismd, bifidobakterii a laktobacild. Lakto-
sa muze byt také surovinou pro produkci dalsich prebio-
tickych sacharidti, ¢ehoz by se mohlo vyuzit pii zpracova-
ni syrovatky, jejiz hlavni slozkou je pravé laktosa (70 %
susiny). Pfi vyrobé syru se totiz ro¢né vyprodukuje na
celém svété vice nez 150 mil tun syrovatky (na 1 kg syra
pfipada pramérné 10 1 syrovatky) a celosvétova produkce
syru neustale stoupa. Syrovatka je malo vyuzita, vyrabi se
zni koncentraty syrovatkovych bilkovin (WPC) a jinak
byva zkrmovana hospodarskymi zvitaty.

2. Probiotika, jejich vliv na konzumenta a latky
ovliviiujici jejich Zivotaschopnost a aktivitu

Bakterie mlé¢ného kvaSeni, zvlast€ bifidobakterie,
vstupujici do organismu pii konzumaci kysanych mléc-
nych vyrobkd, pfezivaji v nezanedbatelném poctu
v prostfedi traviciho traktu (jsou tolerantni vici kyselému
prostiedi a zlucovym solim) a jejich produkty maji rizné
zdravi prosp&iné vlastnosti'. Bifidogenni mikroflora zajis-
tuje B-oxidasami hydrolyzu prebiotik na monomerni jed-
notky a v druhé fazi je metabolizuje na t€kavé mastné ky-
seliny (octovou, propionovou, mlé¢nou, maselnou) a ply-
ny* (CO,, H,, CH,). Vznikajici kratké fetézce mastnych
kyselin jsou nejen zdrojem energie, ale stimuluji také
stievni peristaltiku a kyselina méaselna ma navic ochranny
vliv na buiky intestindlni mukosy. Kyselina octova
a mlécna snizuji pH a v disledku toho se zlepSuje absorp-
ce ne¢kterych minerald (Zzelezo, vapnik) ve stfevech a klesa
pocet patogennich mikroorganismu (Clostridium perfrin-
gens), které kyselé prostiedi nesnaSeji. Nasledné se snizuje
také obsah hnilobnych produkt v moci a stolici a predcha-
zi se prijmim. Nékteré kmeny Lactobacillus acidophilus
asimiluji cholesterol z prostiedi, jiné zase inhibuji absorpci
cholesterolovych micel stfevni sténou, a tak se sniZuje
obsah cholesterolu v krevnim séru. Nezanedbatelna je také
produkce vitamini B, B,, Bs, By, kyselin nikotinové
a listové' ™. V ramci celoevropského projektu s nazvem
Demonstration of the Nutritional Functionality of Probio-
tic Foods (zkracené PROBDEMO) byla potvrzena stimula-
ce imunitniho systému i zmirnéni projevii alergickych
reakci na jidlo v&etné atopickych ekzémi’. Lourens-
Hattingh a Viljoen® uvadgji pro zajisténi pozitivniho G&in-
ku denni pijem 1.10°-1.10° JTK.mI™" (jednotek tvoficich
kolonie v 1 ml) Zivych probiotickych bun¢k, coz odpovida
konzumaci 100 g vyrobku s obsahem 1.10°-1.107 JTK.mI™
denné. Pozitivni ucinky (napf. imunostimulace) mohou mit
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také vyrobky s obsahem neZivé kultury’. Nékteré kmeny
velmi rychle rostou v prvni fazi vyroby, ale v pribéhu
skladovani rychle odumiraji. Vlastnosti a ucinek probiotic-
ké kultury byva také ovlivnén typem a vlastnostmi zékyso-
vé kultury (hlavng metabolity). Casto je opomijena také
moznost vyuziti kvasinek jako probiotik. Naptiklad Sac-
charomyces cerevisiae prochazi zazivacim traktem a piso-
bi v tlustém stieve proti Escherichia coli, Shigella, Salmo-
nella. Kvasinky jsou schopné metabolizovat galaktosu,
ktera se pfi metabolismu laktosy hromadi v prostiedi, ne-
vadi jim nizké pH a vyuzivaji organické kyseliny. Proto
jsou pro né kysané mlécné vyrobky velmi vhodnym pro-
sttedim a nékteré jsou na téchto poznatcich ptimo zaloze-
ny (kumys, kefir)’.

2.1. Rastové faktory

Bifidobakterie jsou citlivé na kyslik a kyselé prostie-
di, proto je jejich zivotaschopnost v mléénych vyrobcich
velmi omezena. Latky, které ji zlepSuji, jsou tzv. rastové
faktory”™® a patfi mezi né napiiklad x-kasein, o-laktal-
bumin, B-laktoglobulin, kvasni¢ny extrakt, threonin, cys-
tein, pepton, dextrin, maltosa a hydrolyzaty kaseinu. Ka-
seinomakropeptid (CMP) obsazeny v hydrolyzatech syro-
vatkovych bilkovin (WPC) je lepsim rustovym faktorem,
nez Cisty CMP (cit.”). Vyznamnymi rdstovymi faktory jsou
galaktooligosacharidy (GOS), inulin, rafinosa nebo fruk-
tooligosacharidy (FOS), které jsou zéaroven také prebioti-
ky. GOS jsou pro bifidobakterie kultivované in vitro lepsi
substrat nez laktulosa ¢i rafinosa'®. Vybornym médiem pro
bifidobakterie je sojové mléko obsahujici sacharosu, rafi-
nosu a stachyosu'', proto se vyrabi jogurt ze sojového
mléka zakysany standardni jogurtovou kulturou
s pfidavkem bifidobakterii. Vysledek je dvoji — konzument
prijima probiotika a senzorické vlastnosti sojového mléka
se fermentaci vyrazné¢ zlepsi.

Tabulka I

Referaty

2.2. Prebiotika a jejich Gacinek
Novorozenci nemaji v zazivacim traktu zadné mikro-
oganismy', kolonizace enterokoky, klostridiemi, koli-
formnimi bakteriemi a laktobacily zaciné kratce po naroze-
ni. Ke konci prvniho tydne jiz prevladaji bifidobakterie
a u kojenych déti tvofi aZ 85 % intestinalni flory. Nekojené
déti maji o tad nizsi pocty bifidobakterii a o to vyssi obsah
enterokokil a streptokoki'™'?. V priibéhu dospivani a star-
nuti zacnou v zazivacim traktu ptevladat ptislusnici roda
Bacteroides a Eubacterium a bifidobakterie jsou az 3. nebo
4. nejrozsitendjsi skupinou mikroorganismi’®. Tyto udaje
ukazuji na funkci slozek matefského mléka jako bifidogen-
niho faktoru (podporuji rist bifidobakterii v tlustém stie-
v&). Oligosacharidy mateiského mléka® obsahuji prevaz-
né pét zakladnich slozek — kyselinu sialovou, N-acetyl-
glukosamin, L-fukosu, D-glukosu a D-galaktosu™"*. Frakce
s témito slouc¢eninami lze ziskat po trypsinovém nebo chy-
motrypsinovém srazeni kaseinu a syrovatkovych bilkovin
matefského mléka". V prab&hu kojeni se z tdchto kompo-
nent syntetizuji oligosacharidy, ale jejich slozeni neni vzdy
stejné. Béhem 1. mésice obsahuje matefské mléko ptibliz-
né 24 % galaktooligosacharidii z celkového obsahu cukrti
a po 2 mésicich jiz pouze 15 %. Stéle jsou ale po laktose
a lipidech nejvice zastoupenou slozkou matefského mléka.
Pro¢ se jejich slozeni méni, neni zcela jasné, ale v rozvoji
specifické intestinalni mikroflory kojenych déti hraji dule-
Zitou roli?, &imz nepiimo snizuji riziko infekce (jejich me-
tabolizovanim se snizuje pH ve stievech a pocty patogen-
nich mikroorganismi). Oligosacharidy maji také pfimou
ucinnost proti enteropatogeniim, protoze slouZzi jako va-
zebnd mista pro jejich toxiny, které se potom nemohou
vazat na stfevni sténu. Zvlasté v prvnich dnech a tydnech
kojeni je tato ochrana pied infekci velmi dilezita, protoze
imunitni systém teprve vznikd a nedostatecné kyselé pH
zaludku neni pfirozenou ochranou. Pfi metabolismu oligo-
sacharidii matefského mléka se uvoliiuje velké mnozstvi

Nartst (+), pokles (), pfipadné zddna zména (0) v poctech mikroorganismii b&hem fermentace prebiotik stfevni mik-
roflérou in vitro (cit.'ﬁ); Bif — bifidobakterie, Bac — Bacteroides, Lac — laktobacily, Clos — klostridia, FOS — fruktooligosa-
charidy, IMO — isomaltooligosacharidy, GOS — galaktooligosacharidy

Prebiotika pH Davka prebiotika [g.1"']
10 20
Bif Bac Lac Clos Bif Bac Lac Clos

FOS 6 + — 0 + + _ _ +

6,8 + - 0 0 + + - +
Inulin 6 + 0 0 + + 0 0 +

6,8 + - 0 0 + 0 - +
IMO 6 + - 0 + + - 0 +

6,8 + - - - + - 0 +
GOS 6 + - + + + - +

6,8 + - + — + - - +
Laktulosa 6 + - 0 + + — 0 +

6.8 + - 0 - + + 0 +
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kyseliny sialové (zvlasteé v 1. tydnu laktace jsou velmi
aktivni jaterni enzymy zodpov€dné za jeji syntézu
v mléce), ktera je vyuzivana k syntéze mozkovych gangli-
osidl a glykoproteinti, dochazi k velkému rozvoji mozku.
Slozeni a struktura oligosacharidii matefského mléka ne-
miiZze byt reprodukovéna, proto jsou hledany a vyuzivany
jiné skupiny oligosacharidii s podobnym ucinkem. Nejvi-
ce jsou pouzivané derivaty laktosy (laktulosa, laktitol,
kyselina laktobionova), galaktooligosacharidy (GOS),
isomaltooligosacharidy ~ (IMO),  fruktooligosacharidy
(FOS) a inulin®'"*'°. Palframan a spol.'® studovali vliv pH
a davkovani téchto prebiotik na stfevni mikrofloru
(tabulka I). Pro zjistovani poctd bifidobakterii, laktobaci-
18, klostridii a Bacteroides pouzival fluorescencni hybridi-
zaci in situ (FISH). Za vSech testovanych podminek rostly
celkové pocty mikroorganismil a rostl i pocet bifidobakte-
rii.

3. Nestravitelné oligosacharidy

Sacharidy je mozné klasifikovat podle riznych krité-
rii, podle délky fetézce, podle technologickych vlastnosti,
podle fyziologickych vlastnosti. Prebiotika laktulosa, lakti-
tol, fruktooligosacharidy, inulin, xylooligosacharidy
a galaktooligosacharidy spadaji do skupiny nestravitelnych
oligosacharidi"®, pritom podle klasifikace na zaklade dél-
ky fetézce by patiily do riznych skupin'’. Nejsou hydroly-
zovany ani absorbovany v tenkém stievé a pisobi podobné
jako rozpustna vlaknina'®'®. V poslednich dvou desetile-
tich se Gasto stavaji slozkami funkénich potravin®, hlavné
v Japonsku a v Evropé. Jejich dilezitou vlastnosti je, Ze
hraji roli receptorovych analogt, které se zapojuji do spe-
cifickych interakci mezi bakteridlnimi patogeny a oligosa-
charidovymi slozkami receptorti stievni stény. Ne&které
nestravitelné oligosacharidy vznikaji pfi potravinaiskych
technologiich, napt. xylooligosacharidy najdeme v chlebu
a isomaltooligosacharidy v pivu nebo v sojové omacce'’.

3.1.Laktulosa, laktitol,
laktobionova

Laktulosa (4-O-B-D-galaktopyranosyl-D-fruktosa) vzni-
ka izomeraci glukosylu v laktose puisobenim zahfevu na
mléko a je v malém mnoZstvi pfirozenou slozkou tepelné
osetfeného mléka a mlécnych vyrobki. Signifikantni vliv
na stfevni mikrofléru ma az ve vétSich koncentracich, je
proto komercné produkovana zahtivanim laktosy za kata-
lyzy mnapf. hydroxidu sodného. Laktitol (4-O-B-D-
galaktopyranosyl-D-glucitol) vznika elektrolytickou reduk-
ci, redukei tetrahydridoboritanem sodnym nebo hydroge-
naci na niklu'®. Laktulosa i laktitol jsou podavéany pacien-
tam s jaterni encefalopatii (intoxikaci mozku mocovinou
v disledku nefunkénosti jater) a s chronickou zacpou. Jsou
zkvaSovany v tlustém stfevé intestindlni mikroflorou
aredukuji tvorbu amoniaku”. Kyselina laktobionova
(4-0O-B-D-galaktopyranosyl-D-glukonova kyselina) vznika
z laktosy oxidaci, ma sladkou chut, nizkou energetickou
hodnotu a prebiotické vlastnosti. Pouziva se do détskych

kyselina
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vyziv jako prebiotikum a ptidava se i do dalSich potravin
(sladkosti, Zvykagky, mlééné vyrobky, zmrzliny, pecivo)™*>'.
Zatimco laktulosa a kyselina laktobionova v tenkém stevé
metabolizovany nejsou, laktitol ¢astecné ano, ale vétSina je
vyuzivana az v tlustém stfevé za vzniku mastnych kyselin
s kratkym fetézcem, které jsou absorbovany, slouzi jako
zdroj energie a ovliviiuji metabolismus kyseliny cholové.
Laktitol také slouzi jako sladidlo pro diabetiky. Laktulosa
je v tlustém stievé 1épe vyuzivana bifidobakteriemi, nez
FOS a laktitol, je ale také dobfe metabolizovana klostridie-
mi. Zatimco kojenci maji vyskyt bifidobakterii v tlustém
sttevé 85-88 9%, déti krmené kojeneckou vyzivou
s obsahem 2 % laktulosy pouze 67 % (bez laktulosy do-
konce jen 20 %). U dosp€lého ¢lovéka zptsobi pifjem 3 g
laktulosy denné kolonizaci stiev bifidobakteriemi ze 47 %
(cit.”).
3.2. Fruktooligosacharidy
Fruktooligosacharidy (FOS) jsou polymery (polyme-
rizacni stupen 2—30) D-fruktosy spojené 3 (2—1) vazbami
zakoncené molekulou sacharosy, jsou rostlinného ptivodu
(¢ekanka, cibule, artycoky, rajcata, cesnek, banan) a jejich
pramérny obsah v Cerstvém ovoci ¢i zelenin€ je 6 %. Pri-
myslové se vyrabi  bud hydrolyzou inulinu* nebo
ze sacharosy Cervené fepy uUcinkem fruktosylfuranosidasy
z Aspergillus niger (transfruktosylace)™'*>1*?2 Nejsou
vyuzivany patogennimi mikroorganismy tlusté¢ho stfeva
(Escherichia coli, Clostridium perfringens) ani Strepto-
coccus mutans v ustech (nepfispivaji k tvorb& zubniho
kazu). Pfi davkovani 3-6 g FOS denné se snizuje pro-
dukce toxickych slozek a nezadoucich enzymi ve stfe-
vech 0 4045 %. Pozitivni efekt pro dospélého jedince ma
davka 2-10 g.den”', priméma spotieba je viak pouze
0,8 g.den”' (cit?). Jiné zdroje uvadgji pozitivni vliv pfi
davkovani 3 g.den’1 (cit."”) nebo dokonce az 15 g.derf1
(cit.?).
3.3. Galaktooligosacharidy
Galaktooligosacharidy (GOS) jsou zivoc¢isného pivo-
du (kravské mléko) a primyslové se vyrabéji z laktosy
transgalaktosylaci G&inkem B-galaktosidasy?’. Podobné
jako FOS puisobi jako rozpustna vldknina®2®. GOS maji
kromé fyziologickych ucinkl také vyznamné fyzikalné-
chemické vlastnosti. Ve srovnani s monosacharidy maji
vys$si molekulovou hmotnost, a tim zvysuji viskozitu vy-
robkli. U mraZenych produktd ovliviiuji bod tuhnuti,
u tepelné zpracovavanych potravin omezuji hnédnuti
v disledku Maillardovych reakei. Zptisobuji zadrz vihkos-
ti, vazbou vody snizuji jeji aktivitu, a tim vyznamné ome-
zuji projevy mikrobialni kontaminace vyrobkt. Mohou byt
vyuzivany jako inhibitory retrogradace skrobu'’.

4. Hydrolyza laktosy a transgalaktosylace
4.1.Hydrolyza

intolerance
B-Galaktosidasa (EC 3.2.1.23), trivialné nazyvana

laktosy, laktosova
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Tabulka II

Vyskyt laktosové intolerance v riiznych oblastech svéta™

Oblast Vyskyt [%] Oblast Vyskyt [%]
Skandinavie 1-5 Vychodni Evropa 10-20
Zapadni Evropa 10-20 Stfedni Evropa 15-50
Jizni Evropa 50-280 Severni Afrika 70 —80
Jihozapadni Asie 25 Vychodni Asie 70 — 100
Indiani 60— 100 Kanada, Amerika, Australie méné nez 30°

*Cislo odpovidéa vyskytu mezi bilym obyvatelstvem

laktasa, katalyzuje hydrolyzu laktosy na monosacharidy
D-glukosu a D-galaktosu. Tato reakce je nutnym krokem
pro spravné traveni laktosy a v pfipadé, Ze laktasa neni
v zazivacim traktu pfitomna nebo nema dostate¢nou akti-
vitu, projevi se tzv. laktosova intolerance (vétSinou travici
potize, nevolnosti a bolesti hlavy). V dospélé populaci je
laktosova intolerance velmi roziifena po celém svéts®
(tabulka II), protoze laktasa je indukovatelny enzym
a poté, co dité prestane byt kojeno, postupné ztraci aktivi-
tu. Podminky a vlivy riznych faktorti na enzymovou hyd-
rolyzu laktosy byly podrobné zkoumany, laktasa byla izo-
lovana z riznych zdrojt (tabulka III) a enzymové prepara-
ty o rozlicné Cistoté a aktivité jsou komeréné dostupné.
V rtiznych zemich svéta (nikoli v Ceské republice) se také
vyrab&ji mlééné vyrobky na bazi hydrolyzované laktosy.
Hydrolyzy laktosy v mléce se vyuZiva pii vyrobé sladkého
kondenzovaného mléka, mrazenych mléénych produkti®,
dezertu dadih® a syra’??. Mezi vyrobky ze syrovatky
s hydrolyzovanou laktosou®® patii mraZené smetanové kré-
my a mrazené dezerty, cukrovinky, pekaiské produkty™
napoje™ a kysané produkty®. Finska firma Valio Re-
search and Development od konce 70. let uvadi na trh své
produkty HYLA slaktosou hydrolyzovanou alespon
z 80 % — mléko, jogurt, kysané mléko, syr, zmrzlina, syro-
véatkovy napoj a dalsi®’.

Tabulka IIT
Prehled nejpouzivanéjsich mikrobialnich zdroju B-galaktosidas

4.2. Transgalaktosylace, podmin-
ky pro produkci galaktooli-
gosacharidu

Transgalaktosylace je doprovodnou reakci enzymové

hydrolyzy laktosy na glukosu a galaktosu uc¢inkem
B-galaktosidasy. B-Galaktosidasa katalyzuje pfenos galak-
tosylu, uvolnéného po rozstépeni vazby mezi glukosou
a galaktosou, na jiny sacharid pfitomny v prostiedi. V tom
nejjednodussim pripadé jde o prenos na molekulu vody
a vznikne volna galaktosa (hydrolyza). V ostatnich piipa-
dech vznikaji di-, tri-, tetra- a pentasacharidy (trans-
galaktosylace). Vznik vysSich oligosacharidi neni znam.
Mechanismus reakce je ovlivnén povahou aktivniho centra
enzymu’®, mnozstvi a typy GOS zaviseji na mnoha fakto-
rech®*, mezi n&Z patii koncentrace substratu®'® 4=
(tabulka 1V), zdroj a koncentrace enzymu'******! pH
a teplota'*2%424%47 (tabulka V), piitomnost riznych mine-
ralnich latek?’ a typ reakce* ' (imobilizace enzymu,
membranovy reaktor). Transglykosyla¢ni vlastnosti enzy-
mu izolovanych z riznych mikroorganismui byly zlepSova-
ny mutagenezi pripadné zménou specifickych aminokyse-
lin ptitomnych v aktivnim misté enzymu*®.,

4.2.1. Vliv koncentrace laktosy

Obecné plati, Ze ¢im vyssi je pocatecni koncentrace
laktosy, tim vice galaktooligosacharidli v priibéhu reakce
vznika*® (tabulka IV). Hydrolyzy laktosy s plisfiovym en-
zymem byly provadény v pufru pii 40 °C a pH 4. Hydroly-

36,37

Bakterialni zdroje Kvasinkové zdroje Plisniové zdroje
Escherichia coli Kluyveromyces (Saccharomyces) lactis Aspergillus foetidus
Bacillus megaterium Kluyveromyces (Saccharomyces) fragilis Aspergillus niger
Bacillus circulans Candida pseudotropicalis Aspergillus flavus
Thermus equaticus Sporobolomyces singularis Aspergillus oryzae
Streptococcus lactis Aspergillus phoenicis
Streptococcus thermophilus Mucor pusillus

Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus

Lactobacillus helveticus
Bifidobacterium bifidum
Sulfolobus solfataricus

Mucor miehei

Neurospora croussa
Penicillium chrysogenum
Penicillium simplicissimum
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Tabulka IV
Vliv koncentrace laktosy na vytézek GOS (galakto-
oligosacharidi))****

Pocate¢ni kon- Maximalni
centrace laktosy vytézek GOS

Puvod enzymu

[70] [70]
Aspergillus oryzae 4,5 10
Aspergillus oryzae 9 15
Aspergillus oryzae 18 21
Aspergillus oryzae 36 31
Kluyveromyces lactis 5 5
Kluyveromyces lactis 10 8,5
Kluyveromyces lactis 20 12,5

zy laktosy s kvasinkovym enzymem byly provadény
v permeatu po ultrafiltraci syrovatky pii 30 °C a pH 7.
K vytézkim 5 % GOS zpocatecni koncentrace laktosy
5 % cinkem enzymu z Kluyveromyces lactis dospél také
Burvall”. Foda a Lopez-Leiva’' ziskali se stejnym enzy-
mem vytézek az 18,6 % ze 14 % laktosy a az 22,2 % pro
20 % laktosy na pocatku reakce.

4.2.2. Vliv zdroje a koncentrace enzymu

Prenosil uvadi, Ze kazda laktasa z jiného mikrobialni-
ho zdroje vede pti pouziti k unikatnimu spektru galaktooli-
gosacharidii*’. Nejpouzivangjsi komeréni preparaty jsou
bud’ kvasinkového ptvodu (izolované z Kluyveromyces
lactis nebo fragilis) nebo plisnového pivodu (izolované
z Aspergillus niger nebo oryzae). Plisnové preparaty tvori
maximum oligosacharidii pfi dosazeni 40—50% hydrolyzy
pri 50 °C a pH 4,5. Kvasinkové preparaty tvoii maximum
oligosacharidt pfi dosazeni 70-80% hydrolyzy pfi teploté
37°C a pH 7. Za stejnych podminek vzniklo nejvice ga-
laktooligosacharidl pfi pouziti enzymu z Aspergillus ory-
zae (17 % trisacharidi a 3,8 % tetrasacharidi)*. Boon
a spol.*? porovnavali t¥i enzymy, enzym z Bacillus circu-
lans vedl k vy$$im vytéZkim nez enzym z Aspergillus
oryzae a nejmensi vytézky byly dosazeny senzymem
z Kluyveromyces spp. Enzym z Bacillus circulans dokonce
i pentasacharidy). Termostabilni bakterialni p-galakto-
sidasa ze Sulfolobus solfataricus vede ve srovnani s ko-

Tabulka V
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mercni termotolerantni B-galaktosidasou z Aspergillus
oryzae a termolabilni B-galaktosidasou z Escherichia coli
k nejvyssim vytézkim oligosacharid (48 % vs. 36 % vs.
32 %)™. Vliv koncentrace enzymu z Kluyveromyces lactis
(0,05 a 0,5 %) sledovali Foda a Lopez-Leiva’' v permeatu
po ultrafiltraci mléka pti 45 °C a pH 7. V membranovém
reaktoru byl pfi vychozi koncentraci laktosy 20 % vytézek
GOS 22 % pii koncentraci enzymu 0,05 % a 31 % GOS
pti 0,5 % enzymu.

4.2.3. Vliv pH a teploty

Pfi nizSich pocatecnich koncentracich laktosy
(ptiblizné 5 %) je s enzymem z Aspergillus oryzae pii pH 7
dosazeno ponékud vysSich vytézki GOS nez pii pH4
a vytézek naopak klesa s rostouci teplotou v rozmezi 30 az
60 °C. Pfi pocatecnich koncentracich laktosy vysSich nez
20 % je vliv pH i teploty minimalni*®. Vy3$si vytézky pii
vy§§im pH potvrdil také Cruz*® s enzymem z Penicillium
simplicissimum. Optimum pH tohoto enzymu pro hydroly-
zu je 4,0-4,6, avsak nejvyssiho vytézku GOS bylo dosaze-
no pfi pH 6,5. Optimalni pH pro hydrolyzu laktosy se tak
Casto neshoduje s optimalnim pH pro tvorbu galaktooligo-
sacharida**%. Vliv pH, teploty i zdroje enzymu byl sledo-
van také Rustomem a spol.”” v permedtu po ultrafiltraci
mléka o pocatecni koncentraci laktosy 14 % (tabulka V).
Podle Prenosila a spol.** viak nemé pH ani teplota na tvor-
bu GOS pro enzymy Aspergillus niger i A. oryzae a Kly-
uveromyces lactis 1 K. fragilis statisticky vyznamny vliv.

4.2.4. Vliv pritomnosti riiznych mineralnich latek

Mahoney®® uvadi niz$i obsah galaktooligosacharidii
ziskany hydrolyzou laktosy v mléce neZ v pufru. Chen™
uvadi podobny zavér, v zahuSténém mléce dosahl ucinkem
enzymu z Aspergillus oryzae nizsich vytézki galaktooligo-
sacharid (22,8 %) nez v zahusténém permeatu (27,9 %)
o stejné pocatecni koncentraci laktosy (16,7 %). Mléko,
permeat i pufr obsahuji rizné mineralni latky, nékteré
inhibuji aktivitu B-galaktosidasy (naptiklad véapnik), jiné ji
zlepSuji (napiiklad hot¢ik)”. Podle Garmana® by vapnik
obsazeny v mléce velky inhibi¢ni uc¢inek mit nemél, proto-
Ze je vazany na kasein. Rlzné mineralni latky neovliviuji
typy vznikajicich galaktooligosacharidu, ale pouze mnoz-
stvi. Mléko, permeat i pufr se ale 1isi také v obsahu bilko-
vin, které tvorbu GOS negativné ovliviuji>.

Vliv zdroje enzymu, teploty a pH na vytézek GOS (galaktooligosacharida) *°

Teplota [°C] pH Maximalni vytézek GOS [%]
Aspergillus oryzae Kluyveromyces lactis ~ Kluyveromyces fragilis
35 5 17,9 13,6 7,9
45 5 15,7 18,6 20,0
35 7 15,7 18,6 17,9
45 7 15,0 16,4 18,6
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4.2.5. Vliv imobilizace

Pti pouziti imobilizovaného systému [-galaktosidasy
z Bacillus sp. zjistil Rugh® vyznamny pokles maximalni
koncentrace trisacharidi a tetrasacharidi ve srovnani
s volnym enzymem. Betschart a Prenosil®> a Mahoney™
obdrZeli podobné vysledky ptfi pouZiti Aspergillus niger
(maximum koncentrace trisacharidii kleslo na 14 % , resp.
23 % a tetrasacharidll na 28 %, resp. 33 % z obsahu ziska-
ného ucinkem neimobilizovaného enzymu). Foda a Lopez-
Leiva’ dospéli v membranovém reaktoru k poklesu
z 5,1 % na 4,5 % oligosacharidu.

5. Vyuziti nestravitelnych oligosacharidu
v mlékarenské technologii

Nestravitelné oligosacharidy (nejvice fruktooligosa-
charidy) se vyuzivaji jako aditiva do riznych mléénych
vyrobkll (kysanych mlék, jogurti, susenych produkti,
zmrzlin)'?"®. Toba a spol® sledovali zmény v obsahu oli-
gosacharidi v pribéhu fermentace a skladovani jogurtu
zakysaného jogurtovou kulturou za soucasného pisobeni
[-galaktosidasy z Aspergillus oryzae. Obsah laktosy klesl
0 64 %, u kontrolniho jogurtu klesl o 35 % (bez ucinku
B-galaktosidasy), po 2 hodinach kultivace obsahoval jogurt
15 % galaktooligosacharidii, po 8 hodinach 12 % a po
10 dnech skladovani pii 5 °C obsahoval stale jeste¢ 7 %
galaktooligosacharidt. I kontrolni jogurt obsahoval galak-
tooligosacharidy ~ diky  transglykosylacni  aktivité
B-galaktosidas bakterii jogurtové kultury, nicméné 4—19x
mensi mnozstvi (0,3—1,7 %). Holubova a spol. aplikovali
pfi vyrobé jogurtu zaroven s fermentaci B-galaktosidasu
z Aspergillus oryzae a z Kluyveromyces lactis a sledovali
zmény v obsahu sacharidd v prib&éhu fermentace. Kromé
toho zkouseli také nejprve provést hydrolyzu laktosy
v mléce z 80 % a pak teprve zah4jit fermentaci. Ve vSech
téchto pripadech byl obsah galaktooligosacharidi
v produktu jiz nevyznamny®’. V Ceské republice se mnoho
zpracovatell mléka (pfedevSim vyrobcd syrti a tvarohu)
v poslednich letech zajim4 o moZnosti zatim ekonomicky
problematického vyuziti syrovatky. Vyroba preparatl
s GOS je prilezitosti pro zpracovatele syrovatky a moznos-
ti pro vyuziti laktosy do receptur novych vyrobki. Vyhod-
nad je moznost spojeni fyzikaln&-chemickych vlastnosti
oligosacharidii s jejich funkei ristového faktoru a prebio-
tickymi vlastnostmi. Vyzkumna ¢innost se zamétfuje na
zavedeni kysaného mlécného vyrobku s obsahem probio-
tickych kultur a galaktooligosacharidii na trh. Vyroba pre-
paratd s GOS je prilezitosti pro zpracovatele syrovatky
a moznosti pro vyvoj novych vyrobkd.

_ Tato prdce vznikla s podporou vyzkumného zameéru
MSMT (CEZ:J19/98:223300005) a grantu MZe (QD
0281).
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J. Rudolfova and L. Curda (Department of Dairy
and Fat Technology, Institute of Chemical Technology,
Prague): Galactooligosaccharides as Prebiotics and
Their Production from Lactose

In recent years an increasing interest in functional
foods has been observed. Prebiotic oligosaccharides are
one of the recognized ingredients. This group of com-
pounds includes, e.g., fructooligosaccharides, inulin,
isomaltooligosaccharides, lactose derivatives such as lacti-
tol, lactulose, lactobionic acid or galactooligosaccharides.
Prebiotic oligosaccharides enhance the growth of bifido-
bacteria and lactobacilli in the intestine, which are consid-
ered to be beneficial to human health. Galactooligosaccha-
rides are produced in the lactose hydrolysis using lactase
(B-galactosidase, EC 3.2.1.23) preparations since lactase
shows also transferase activity. Lactose accounts for over
70 % of the solid content in the milk whey obtained in
cheese production. Production of galactooligosaccharides
from lactose could be a method of whey utilization. Due to
a rapidly increasing production and use, the conditions for
achieving their maximal yields have been tested (lactose
concentration and source, pH, temperature, enzyme con-
centration and source, enzyme immobilization). Galactoo-
ligosaccharides are used in beverages, powdered milk for
infants, confectionery, bakery products, yoghurts and dairy
desserts.

VSCHT Praha vlastni novou telefonni usttednu, jeji provolba je
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Ctyfmistna Cisla vnittnich linek zstavaji beze zmény.
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LABORATORNI PRISTROJE A POSTUPY

VYUZITiI MALDI-TOF MS
PRI ANALYZE SMESI POLYMERU
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Uvod

Cilem tohoto ¢lanku je na modelovych vzorcich smési
polystyrenti ukazat moznosti praktického vyuziti MALDI-
TOF MS (Matrix Assisted Laser Desorption/Ionisation —
Time of Flight Mass Spectrometry) pro analyzu smési
polymernich latek. MALDI-TOF MS je relativné nova,
perspektivni metoda, objevend a zavedend koncem osmde-
satych let piivodné pro analyzu biopolymeri. O metodé
MALDI-TOF MS syntetickych polymert bylo v posled-
nich patnacti letech napsano mnoho ptvodnich ¢lankd
a n&kolik souhrnnych referati'~.

Polystyren je polymer, ktery je vyuZzivan v Siroké
Skale aplikaci. Vyrabi se radikalovou polymeraci styrenu
probihajici velmi snadno i za normalniho tlaku. Protoze
homopolymer mé nizkou houzevnatost, v praxi se uplatiu-
ji pfedev§im modifikované typy. D4 se predpokladat, ze
mnozstvi riznych modifikaci poroste a je dobré pro né
najit i patfi¢né analytické metody.

MALDI vyuziva skutecnosti, ze priddnim urcité niz-
komolekularni latky (matrice) k analytu a jejich spole¢nou
krystalizaci vznikne systém, ze kterého se ostielovanim
laserovymi pulsy celkem snadno uvoliuji ionty i relativné
velkych molekul. Vyhodou této metody je, Ze jen zridka
dochézi k fragmentaci molekul analyzované latky a vznik-
1é ionty jsou pievazné jednondsobné nabité. To znamena,
ze 1ze urcit hmotnosti celych molekul, v pfipadé polymert
i distribuce jejich relativnich molekulovych hmotnosti.

Pro méfeni daného analytu je dilezité nalézt vhodnou
matrici. Velmi zjednodusené plati, ze pro hydrofilni poly-
mery jsou vhodné hydrofilni matrice, a opané — pro hyd-
rofobni polymery hydrofobni matrice. Castetné to vyplyva
z nutnosti nalézt vhodné rozpoustédlo, ale existuji i dalsi
faktory, které nejsou dosud obecné vysvétleny. Vybér
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vhodné matrice je tedy pomérné slozity a ve vétsin€ piipa-
dd je nutné optimalni podminky hledat, pficemz je tfeba
vénovat pozornost moZnym interferencim (matricové
klastry, interakce matrice s polymerem). Napi. pfi méfeni
PS se s velkym Uspéchem pouziva dithranol (1,8,9-
-anthracentriol) se stifbrnymi solemi, ale slozeni roztoku
této smési je stabilni jen nékolik minut'. Vyuziti riznych
matric pro méteni syntetickych polymert popisuje mnoho
ptvodnich ¢lankd a velmi dobry pfehled je v jiz zminéném
referatu’. Jako matrice jsou nejlastéji vyuZivany slabé
aromatické kyseliny s chromoforem, které vykazuji silnou
absorpci pii vinové délce pouzitého laseru (N, — 337 nm).
Pro hydrofilni polymery to jsou kyseliny 2,5-dihydroxy-
benzoova, a-kyano-4-hydroxyskoficova a chlorosalicylo-
va, pro hydrofobni polymery kyselina retinova a dithranol.

Mechanismus tvorby iontt v MALDI je komplikova-
ny. Dochazi ke tfem zakladnim typlim ionizace: (i) pfenos
protonu, (i) interakce s ionty (napf. kationizace kovovymi
ionty) a (ii7) vytvoreni iontu odtrzenim elektronu. VSechny
uvedené typy ionizaci byly pozorovany i u syntetickych
polymeri. Pretrvava ovSem otazka, jestli k ionizaci docha-
zi v oblaku vytvofeném laserem nad povrchem vzorku,
nebo jestli dochazi k ablaci pfedem vytvofenych ionti.

Pti ionizaci syntetickych polymeri hraje hlavni roli
kationizace kovovymi ionty, zatimco u biopolymerl se
vice uplatiiuje mechanismus pfenosu protonu. Ve spek-
trech relativné polarnich polymeri jsou ¢asto pozorovany
sodné a draselné adukty, pfestoze ani sodné ani draselné
soli nebyly dodatecné pridany. Tyto kationty jsou pfitom-
ny jako nelistoty ze skla, rozpoustédel, reagencii apod.,
apolymery s relativné vysokou iontovou afinitou nutné
nevyzaduji jejich vyssi koncentraci ve vzorku pro MALDI.
Naproti tomu nepolarni syntetické polymery bez heteroa-
tomtl, jako pravé polystyren, ale i polybutadien a polyiso-
pren, mohou byt Uspé$né ionizovany teprve po pridani
stiibrnych ¢i médénych soli, jejichZ kationty interaguji
s dvojnymi vazbami t&chto polymerd'. Pro méfeni nepo-
larnich polymerd bez heteroatomi a dvojnych vazeb, jako
je polyethylen a ostatni polyolefiny, nejsou konvenéni
metody ionizace dostatecné a polymery musi byt pied
méfenim pomoci MALDI-TOF MS modifikovany”.

Porovnani vysledkit MALDI-TOF MS a jinych ana-
Iytickych metod (napt. gelové permeacni chromatografie)
ukazuje, ze u MALDI-TOF MS dochézi k urc¢itému posu-
nu distribuce relativnich molekulovych hmotnosti at’ uz
k vy$sim, ¢ (vétdinou) niz§im hodnotam'. Usuzuje se, Ze
k témto odchylkam pfispiva jak ptiprava vzorku, tak i in-
strumentalni faktory.

Pti pipravé vzorku je potfeba nalézt vhodnou matrici,
stul a rozpoustédlo, a smés spravné nanést na desticku
s cilem dosahnout co nejvice homogenni spole¢né krystali-
zace vSech latek. Rizné polymery, piipadné polymery
s riznymi koncovymi skupinami, se rizn€ ochotné ionizuji
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a tedy maji rizné iontové efektivity. Rozdilné iontové
efektivity maji ovSem i jednotlivé oligomery téhoz poly-
meru s ruznym poctem strukturnich jednotek v fetézci.
Obdobng tomu je i s desorpci riznych polymerd z matrice
po aplikaci laserového pulsu.

Pti méteni polymert s Sir§imi distribucemi relativnich
molekulovych hmotnosti zpravidla dochézi k urCitému
posunu priaméru relativni molekulové hmotnosti. Tyto
hmotnostni posuny mohou byt minimalizovany srovnanim
s mé&fenim polymert s tizkou distribuci, pfipadné¢ métfenim
separovanych frakci polymert s $irsi distribuci*®. Jiny
pfistup ukazuje prace amerického NIST (Nérodni ufad pro
standardizaci a technologii), kde jsou srovnany vysledky
primérnych relativnich molekulovych hmotnosti totoz-
nych polymernich vzorkti zméfenych za stejnych podmi-
nek pfipravy mnoha laboratofemi po celém svéte a nasled-
né statisticky vyhodnoceny’. Souéasti podobného projektu
je i tato prace, ktera je zaméiena na charakterizaci riznych
smési dvou polystyrenti pfipravenych v NIST. Cilem pro-
jektu je srovnat a statisticky vyhodnotit jednotlivymi labo-
ratofemi naméfené hodnoty primeéru relativnich molekulo-
vych hmotnosti a poméra slozek. Poméry, v jakych byly
slozky smichény, nebyly jednotlivym laboratofim oznadme-

ny.

7 wr

Experimentalni ¢ast

Vsechna meéfeni metodou MALDI-TOF MS byla
provedena na piistroji Kompact MALDI SEQ tDE (Kratos
Analytical, Shimadzu) TOF vybaveném dusikovym lase-
rem (337 nm) v linearnim mddu s pulsni extrakci. Smési
polystyrentt (PS) byly ziskdny z NIST (Gaithersburg,
USA). Kazdy z péti vzorkd (oznacenych pismeny A az E)
byl smési obsahujici v rizném pomeéru polystyren zakon-
¢eny hydroxylovou skupinou (PSOH) a polystyren zakon-
Ceny vodikem (PSH). Pro zaji$téni homogenniho promi-
chani obou slozek byly pripraveny roztoky téchto dvou
polymert v toluenu a pieneseny do vialek. Toluen byl poté
odpaten. Kazda vialka obsahovala pfiblizné 7 mg PS. Jako
matrice byla pouzivana kyselina retinova (Fluka, Buchs,
Svycarsko). Trifluoroctan st¥ibrny (AgTFA) byl ziskan od
firmy Aldrich (Milwaukee, USA). Vsechny latky byly
pouzity bez dalsiho precisteéni.

PS smési, matrice a soli byly rozpustény v tetrahydro-
furanu (Lachema, Neratovice, Ceska republika) na kon-
centraci 5 mg.ml™' PS, 75 mg.ml” kyseliny retinové
a5 mg.ml' AgTFA. Pfipravené roztoky pak byly v tomto
pofadi smichany v objemovém poméru 1:10:1, vzniklé
smési byly poté naneseny na terc¢ik a nechany volné vy-
schnout na vzduchu. Jednotliva spektra byla vysledkem
100 laserovych pulsi. Vzorky byly méteny vicekrat, pfi-
¢emz bylo dbano, aby se v prub¢hu méfeni neménilo na-
staveni pfistroje a z kazdé plosky na terc¢iku bylo sejmuto
jen jedno spektrum.
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Vysledky a diskuse

Obr. 1 ukazuje souhrnné spektra vSech polystyreno-
vych vzorku, obr. 2 pak vyfez hmotnostniho spektra vzor-
ku C, kde jsou vidét primérni i sekundérni série pikli posu-
nuté od sebe o 44 jednotek relativni molekulové hmotnos-
ti. Na obr. 1 jsou velmi dobfe vidét rozdilné tvary distri-
bucnich kiivek vzorkt A (pouze PSOH) a E (pouze PSH).
Ve smésnych vzorcich B az D si jednotlivé série piki tento
tvar zachovavaji.

Hmotnostni spektrum je zévislost intenzity signé-
Iu detektoru (ktera je pfimo umérna mnozstvi ¢astic na ngj
dopadlych) na poméru hmotnosti a naboje m/z. Z takového
vyjadieni se muze zdat, Ze uz je relativné snadné vypocitat
jak ciselné, tak hmotnostni primeéry relativnich molekulo-
vych hmotnosti (M,, M,,). Nicmén¢, pravé z divodi hmot-
nostni diskriminace, je potfeba byt velmi opatrny pii vy-
hodnocovani vysledki.

Pro spravny vypocet praméri relativnich molekulo-
vych hmotnosti je dilezita spravna kalibrace naméfenych
spekter. Oba polymery byly pfipraveny aniontovou poly-
merizaci styrenu, pti¢emz jeden z koncu fetézce nese ferc-
butylovou skupinu jako zabudovany zbytek iniciatoru.
PSH ma tedy vzorec:

(CHS)zc—[—CHZ—CH(csHSHn—H

PSOH je misto -H =zakonfen koncovou skupinou
CH,CH,0H, a ma tedy o 44 jednotek vétsi relativni mole-
kulovou hmotnost nez oligomery PSH obsahujici v fetézci
stejny pocet strukturnich jednotek. Z toho lze snadno spo-
Citat presné relativni molekulové hmotnosti jednotlivych
oligomertt PSH, PSOH a jejich kvazimolekularnich iontt.
Tyto piesné vypocitané hodnoty se ptifadi k jednotlivym
piktim a hmotnostni spektra se prekalibruji.

ol

.M“H'
,M“M

6000 7000

M | MMHMMMMMAMMMMUWA

8000 9000 10000 11000

2000 13000

m/z

Obr. 1. Hmotnostni spektra MALDI-TOF vzorki A az E
(slozeni viz. tab.l); vzorky pfipraveny krystalizaci roztoku smési
polystyrenti (5 mg.ml™"), kyseliny retinové (75 mg.ml™") a trifluor-
octanu stfibrného (5 mg.ml™) v tetrahydrofuranu v objemovém
poméru 1:10:1
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Obr. 2. Vyiez hmotnostniho spektra MALDI-TOF vzorku C
ukazujici primarni, resp. sekundarni sérii piki (polystyren
kon¢eny vodikem, resp. polystyren konéeny skupinou
CH,CH,0OH, pii¢emz sekundarni série je o 44 jednotek relativni
molekulové hmotnosti posunuta)

Dalsi moznosti kalibrace je vyuziti interniho standar-
du, tzn. pridani latky se znamou relativni molekulovou
hmotnosti, ktera je méfitelna pfi podminkach analyzy.
Jinou moznosti je vyuziti metody ,,multi-peak calibration*
znamé také jako metoda self-calibration*®, ktera je zalo-
zena na vypoctu relativnich molekulovych hmotnosti poly-
mernich materiald s vyuzitim znalosti pfesnych diferenci
mezi jednotlivymi oligomery. Vyhodné je vyuzit tyto dru-
hé dvé metody pro zpiesnéni kalibrace a po uspésné identi-
fikaci iniciatoru (pokud nebyl pfedem znam) a piitazeni
konkrétnich pikd kalibrovat na pfesn€ spocitané relativni
molekulové hmotnosti jednotlivych iontt.

Tabulka I
Piehled vysledkd vypocti

Laboratorni pfistroje a postupy

Integrovanim jednotlivych pikt se dostane jejich plo-
cha 4;(PSH) nebo 4;(PSOH). Dosazenim do rovnic:

. ( D ((Mi- Mag).- A;)]

ST
M[

Z((Mi—MAg)Z»Ai)
D (M- Mag)- 43)

se dostanou prislusné priméry relativnich molekulovych
hmotnosti. M; je relativni molekulova hmotnost jednotli-
vych oligomert, 4; je jejich plocha, My, je relativni ato-
mova hmotnost Ag" iontl vdzanych na jednotlivych mole-
kulach polymeru. Timto zptisobem se spoCitaji M, a M,
pro série pikd jak PSH, tak PSOH. Je zfejmé, Zze ¢im bu-
dou distribu¢ni kiivky relativnich molekulovych hmotnosti
$irsi a méné¢ symetrické, tim bude podil hmotnostniho
a ¢iselného priméru relativnich molekulovych hmotnosti
vetsi. Tento pomér (M,,/M,) je oznaCovan jako koeficient
polydisperzity v a je dalsi charakteristickou veliinou po-
pisujici polymery.

Protoze MALDI-TOF MS méfi principidlné pocet
iontli dopadajicich na detektor, odpovida podil 4(PSOH)/
A(PSH), kde A(PSOH) je suma 4;(PSOH) a A(PSH) suma
Ai(PSH), molarnimu poméru téchto slozek. Podle rovnice:

[ J

se vypocita hmotnostni pomér.

Z tabulky I je patrné, ze jak ciselné, tak hmotnostni
priméry relativnich molekulovych hmotnosti spocitané
z jednotlivych spekter danych sérii vzorki si veelku velmi
dobte odpovidaji. Bylo zjisténo, Ze ve smésich s postupné
klesajicim obsahem PSH dochdzi spolecné se sniZzenim
hodnoty koeficientu polydisperzity také k urcitému pokle-
su pruméra relativnich molekulovych hmotnosti PSH sloz-
ky. Na obr. 1 je vidét, ze vzorek E ma $§irsi distribuci nez
vzorek A (koeficient polydisperzity 1,0195 proti 1,0072)

m(PSOH)
m(PSH)

Mn(PSOH) - A(PSOH)
Mn(PSH) - A(PSH)

Vzorek Série pikl Primeér relat.molekulovych hmotnosti ~ Koeficient poly- Hmotnostni pomér
Ciselny M, hmotnostni M,, dispirzity m(PSOH)/m(PSH)
A PSOH 8569,73 8632,06 1,0072 -
PSH - - - -
B PSOH 8567,41 8616,81 1,0058 25,80
PSH 8126,83 8173,71 1,0058 -
C PSOH 8549,64 8599,18 1,0058 1,40
PSH 8227,56 8340,05 1,0138 -
D PSOH 8525,68 8564,62 1,0046 0,26
PSH 8279,66 8416,72 1,0166 -
E PSOH - - - -
PSH 8440,67 8605,50 1,0195 -
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apozvolngj§i pokles intenzit pikd s rostoucim m/z.
S klesajicim obsahem PSH ve smésich, tak jak jejich
mnozstvi klesa pod detekéni limit, mizi postupné ze spek-
ter piky sniz8i intenzitou. Pravé to ma u vzorku PSH
s nesymetrickou distribu¢ni kiivkou za nasledek pokles
primeéra relativnich molekulovych hmotnosti. U vzorku
PSOH, ktery ma distribu¢ni kiivky s daleko symetrictéj-
$im charakterem, se tento posun prumeéri relativnich mole-
kulovych hmotnosti se zménou poméru slozek ve vzorcich
neprojevuje.

Zavér

Tato prace sleduje jedno z moznych vyuZiti techniky
MALDI-TOF MS pro analyzu syntetickych polymert.
Tato metoda je vhodna nejen pro studium biopolymerd, ale
nachazi uplatnéni i v chemii syntetickych polymert, proto-
ze hmotnostni spektra ukazuji pfevaZzné jednou nabité kva-
zi-molekularni ionty bez fragmentace, a jsou tedy velmi
jednoducha. Provedené experimenty pii analyze smési
polystyrenti ukéazaly, ze MALDI-TOF MS dokaze ucinné
a pfitom velmi jednoduse identifikovat jednotlivé oligome-
ry polystyrenii s riznymi koncovymi skupinami, urcit dis-
tribuce molekulovych hmotnosti, koeficient polydisperzity
a stanovit molarni resp. hmotnostni sloZeni smési.
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K. Mazanec™® and J. Chmelik? (“Institute of Analyti-
cal Chemistry, Academy of Sciences of the Czech Repub-
lic, "Faculty of Chemistry, Technical University, Brno):
Utilization of MALDI-TOF MS for Analysis of Poly-
mer Mixtures

Utilization of MALDI-TOF MS in polymer analysis
is described. The method is suitable both for biopolymers
and synthetic polymers. Various mixtures of OH- and H-
terminated polystyrenes were studied. MALDI-TOF MS is
able to identify individual oligomers with different end-
groups, to determine molecular weight distribution and
polydispersity, and to analyze molar or weight composi-
tion of polymer mixtures.

Ustav makromolekularni chemie AV CR v Praze

nabizi

DOKTORSKE STUDIUM POLYMERU

Studium probiha ve spolupraci s vysokymi §kolami v CR. Témata studia se tykaji riznych oblasti moderni
polymerni védy, napt. syntézy polymert pro vyuziti v medicing a biologii, samoorganizace polymera pro vyu-
ziti v technologickych aplikacich, funkcionalizace polymert pro reakce na stimuly prostredi, recyklace odpad-
nich plastt, vyuziti Spickovych fyzikalnich a fyzikalné-chemickych metod pfi studiu a ovliviiovani vlastnosti

polymerda.

Anotace témat a dalsi informace jsou vystaveny na strance Moznosti studia na www.imc.cas.cz .V pripad¢e
zajmu o nékteré z témat prosim kontaktujte Skolitele uvedeného u tématu nebo tajemnika UMCH pro védeckou
vychovu RNDr. Petra Stépanka, DrSc. (tel. 296 809 111, e-mail: stepanek@imc.cas.cz).
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ODSTRANOVANI HERBICIDU
ATRAZINU Z POVRCHOVE VODY
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Klicova slova: atrazin, koagulace, filtrace, fotokatalyza,
TiO..

Uvod

Pesticidy predstavuji znecisténi, které se dostava do
vodote¢i a nadrzi predevS§im splachem zpoli a plodin
a transportem vétrem pii leteckém postiiku. Pesticidy mo-
hou porusit biologickou rovnovéhu v tocich tim, Ze toxic-
ky pusobi na biocendzu, nepfiznivé ovliviiuji samodistici
schopnost vody, jeji pach a chut’ a pfi proniknuti do pitné
vody ohrozuji zdravi obyvatelstva. Atrazin patii do skupi-
ny 1,3,5-triazint. Strukturni vzorec atrazinu je zndzornén
na obr. 5. Pfitomnost herbicidu atrazinu byla napf. zjiSténa
v malé &ce ve state lowa, USA!. Koncentrace atrazinu se
pohybovala v rozmezi 0,2-0,7 ug.I™" s vyraznym sezénnim
nartstem (2-9 pg.I™). Protoze na tseku dlouhém 12 km
klesla jeho koncentrace pfiblizn€ o 20 %, podléhd mala
Cast atrazinu samovolné degradaci, ale pfevazna cast je
stabilni.

V soucasné dobé je v CR dodévana vice nez poloving
obyvatel zadsobovanych z vetejnych vodovodl voda upra-
vena praveé z povrchovych zdroji. Mnohé z nich mohou
v riiznych koncentracich obsahovat i atrazin®. Jeho piitom-
nost byla prokazana ve Vltavé v Praze-Podoli®, kde se
koncentrace atrazinu pohybovala v rozmezi 0,075-0,300
pg 1™, pricemz hygienicky limit pro atrazin v pitné vodg je
podle vyhlasky Ministerstva zdravotnictvi ¢. 378/2000 Sb.
0,100 pg.l"'. Rozpustnost atrazinu ve vod& je nizka
(1,61.10* M) a nezavisi na pH (cit.?).

V literatufe je popsana fada zplsobl odstrafiovani
atrazinu. Jednou z metod je adsorpce na granulovaném
aktivnim uhli (GAU). Vyhodou metody je jeji jednodu-
chost a snadna aplikace v Gpravnach pitné vody. Nevyho-
dou je to, ze atrazin pouze piejde do jiné faze a k jeho
destrukci nedojde. V posledni dobé bylo sledovano odstra-
novani atrazinu adsorpci na GAU a vliv doby bézného
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provozu (5-20 mésict) na G&innost odstrandni atrazinu®.
Namétené adsorpéni izotermy ukazuji, Ze sorbovany orga-
nicky material prudce snizuje adsorpcni kapacitu GAU pro
atrazin, zatimco kinetika adsorpce se vyrazné nemeéni.

Mezi dalsi metody patii tzv. pokrocilé oxidacni pro-
cesy, jejichz podstatou je pridavek nebo tvorba vysoce
reaktivnich Castic, které jsou schopny oxidovat i velmi
stabilni molekuly. V literatufe je popsana degradace atrazi-
nu ultrazvukem’, oxidace Fentonovym ¢&inidlem®’ (Fe?" +
H,0,, H,0, a O3), homogenni fotokatal)’/zou8 (H,0,, UV
zéfeni) a fotoheterogenni katalyzou’' (polovodiovy
katalyzator TiO, + UV zéfeni).

K odstranovani dochazi také pii koagulaci béhem
tpravy povrchovych vod na vodu pitnou. Ugelem vodaren-
ské koagulace je vytvorit v surové vodé takové podminky,
aby se agregatné stabilni necistoty, plivodné pfitomné ve
vodeé, shlukly do vétsich celkt, které pak Ize z vody od-
stranit sedimentaci a filtraci nebo flotaci a filtraci. Koagu-
laci se z vody odstranuji vétSinou jemné suspendované
a koloidni slozky. Pfi volbé vhodného koagulantu se vy-
chéazi hlavné ze slozeni surové vody. Pro upravu vod
s malou mineralizaci (z nadrzi situovanych v hornich tse-
cich tokil) jsou vhodné hlinité soli. Pro tpravu vod vice
antropogenné zasazenych, se pouzivaji soli zelezité. Klad-
n¢ nabité Castice koaguluji s Casticemi necistot koloidni
povahy, které nesou zaporny naboj a vytvaieji tak separo-
vatelné vlockovité suspenze.

Cilem této prace bylo ovéteni schopnosti klasického
procesu upravy vod koagulaci odstraiiovat herbicid atrazin
a dale ovéfeni moznosti jeho nasledného odstranéni ze
surové vody fotokatalytickou degradaci nebo adsorpci na
GAU.

Experimentalni ¢ast

Uprava surové vody

Pro modelové zkousky dvoustupiiové tpravy vltav-
ské vody byly pouzity tfi koagulanty. Siran zelezity ve
formé vodného roztoku (PIX-113), krystalicky siran hli-
nity AlL(SO4); . 18 H,O a vodny roztok polyalumini-
umchloridu (PAC) (Al,(OH),Clsm, 17 % AlLOs, hustota
1,36 g.cm >, dodavatel Prochemie, vyrobce Kemwater).

Do stanoveného objemu surové vitavské vody (profil
VUV TGM Praha — Podbaba) bylo pfidano uréité mnoz-
stvi zasobniho roztoku atrazinu. Zasobni roztok byl pfipra-
ven rozpu§ténim navazeného mnozstvi atrazinu (Riedel de
Haen) v destilované vodé pro kazdy experiment s koagu-
lantem zvlast. Kvili malé rozpustnosti atrazinu ve vodé
bylo nutné nékolikadenni michéani a nasledné odstranéni
nerozpusténého podilu filtraci. Koncentrace atrazinu
v zésobnim roztoku pro rizné koagulanty proto kolisala
(=15-25 mg.dm™), a tim se lisila jeho vysledna koncentra-
ce v surové vodé (3,2-4,1 mg.dm>). Zasobni roztok mél
pH 6, coZz znamend, Ze rychlost hydrolyzy atrazinu
v zasobnim roztoku byla zanedbatelna.

Koncentrace atrazinu v obohacené surové vodé byla
vy$si nez by odpovidalo vyskytu tohoto herbicidu v realné
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povrchové vodé. Bylo ptedpokladano, ze béhem dvoustup-
fové Upravy dojde k poklesu o 1 fad a dale béhem fotode-
gradace nebo filtrace pies GAU o dalsi 2 fady. Aby bylo
mozno sledovat koncentraci atrazinu v prubéhu celého
experimentu metodou HPLC (mez detekce = 107—107* M),
byla koncentrace atrazinu zvolena ~ 2. 10°M 4 mg.dm’3).

K takto pripravené vodé bylo pfidano optimalni
mnozstvi koagulantu (stanoveno laboratorni koagulacni
zkouskou) a déale byla na Sestimistném laboratornim mi-
chacim zafizeni dvoustupiiové upravena, tj. zkoagulovana
a sedimentovana. Do kazdé ze Sesti dvoulitrovych kadinek
bylo vzorkovéano 1,5 1 vody. Vzorky byly nejprve michany
s vysokou rychlosti otacek (100-200 za min) a dale micha-
ny po dobu 20 min rychlosti 25 otacek za 1 min. Po
30 min sedimentace byly vzorky filtrovany ptes plovakové
filtra¢ni elementy'?, naplnéné piskem o zrnéni 0,7-0,8 mm
a vysce vrstvy 7 cm, pii filtradni rychlosti 5 m.h™'. Aby se
ustavila rovnovaha pii komplexacni reakci mezi atrazinem
a prirozenym pozadim organickych latek (NOM), bylo
mezi pfidanim atrazinu a koagulantu vyckano cca 2—4 h.

Uvedeny postup byl opakovan az do vyCerpani zaso-
by surové vody obohacené atrazinem tak, aby bylo ziskdno
12 1 vody dostacujici pro tieti stupen upravy vody pres
granulované aktivni uhli (GAU) a pro fotokatalytickou
upravu na TiO, ozafovaném UV zéfenim.

Adsorpce na GAU

Tteti stupen Gpravy byl modelovan filtraci ptes granu-
lované aktivni uhli. Pro pokusy s koagulantem Fe*" bylo
pouzito granulované aktivni uhli Chemviron carbon Typ
TL 830, Ref.: Fe 20/28 B a pro pokusy s koagulantem A’
jesté pro srovnani aktivni uhli Desorex, uréené pro plova-
kové filtry.

Zrnéné aktivni uhli bylo proplachovano destilovanou
vodou, aby se zavodnilo a zaroven se snizilo pH. V praci'’
doporucuji pred pouzitim GAU v procesu upravy vody
jeho zavodnéni a vyménu vody o objemu min. 10, 1épe

rotametr {

odbér vzorkl

zasobnik || - .- \LA .
Cerpadlo

Laboratorni pfistroje a postupy

20-30 nasobek jeho objemu podle druhu uhli. U Desorexu
se po Ctyfdennim vyluhovani nepodafilo podstatné snizit
pH (pouze o desetiny). Pti zavodiiovani po dobu 49 dni jiz
pH vyluhu pokleslo (viz tab. VI).

Vzorek po dvoustupiiové tpravé byl naplnén do 2 1
kadinky a bylo vlozeno plovékové zafizeni s filtratnim
elementem naplnénym GAU. Filtrace probihala pfi rych-
losti 5 m.h .

Fotokatalyticka degradace

Hlavni casti deskového vsadkového solarniho reakto-
ru (obr. 1) je obdélnikova deska se dvémi zasobniky na
obou koncich, ktera je naklonéna pod thlem 10°. Je kon-
struovana tak, aby na ni bylo mozno polozit sklenénou
desku o rozmérech 60 x 30 x 0,4 cm. Rovnobé&zné¢ nad
sklenénou deskou byla upevnéna ocelova deska s tfemi
UV zarivkami (Osram Eversun L40W/79K, délka 60 cm)
s maximalni zativosti pti 355 nm. Zafivky byly umistény
rovnob&zné se smérem toku kapaliny s odstupy 12,5 cm
a v kolmé vzdalenosti 12 cm.

Na sklenénou desku byla pfedem nanesena vrstva
polovodivého oxidu titanic¢itého (P25, Degussa, slozeni
80 % anatas a 20 % rutil). Sklenénd deska byla nejdiive
odmasténa a macena v 20% HNO;. Vodna suspense TiO,
(10 g.dm’3, pH 3) byla nalita na desku a nechana sedimen-
tovat 3—4 h. Po této dobé byla deska vyjmuta a polozena
vertikaln¢ tak, aby steklo prebytecné mnozstvi suspense
TiO,. Vrstva TiO, byla potom susena pii pokojové teploté.
Nakonec byla vrstva vypékana 3 hodiny pti 300 + 10 °C.

Analytické metody

Koncentrace zasobniho roztoku atrazinu
v destilované vodé byla stanovena UV-VIS spektrofoto-
metrem 2001 fy Cecil (maximum absorbance pfi 224 nm).
Ve filtratu po koagulaci byla stanovovana hodnota pH,
celkové alkality (KNK4s), chemické spotieby kysliku
(CHSKy,), absorbance pii 254 nm (Ajs4) a koncentrace

Obr. 1. Schéma deskového vsadkového solarniho fotoreaktoru s laminarnim tokem roztoku; D je vzdalenost mezi zativkami a TiO,
vrstvou (12 cm), w je $iika desky s TiO, vrstvou (30 cm), L je délka desky s TiO, vrstvou (L = 60 cm) a o je naklon desky (10 °)
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zbytkového koagulantu. K stanoveni fyzikalné-chemic-
kych hodnot byly pouzity metody uvedené v literatuie'*.
Hodnota pH byla méfena na pH-metru znacky pH 03
Labio, Ajs4 v 1 cm kyveté na UV/VIS spektrometru Uni-
cam 8700 Series. Koncentrace zbytkového koagulantu
byla stanovovéna spektrofotomericky na témze piistroji pii
vinové délce 500 nm (Fe'") a 535 nm (AI’"). Stanoveni
koncentrace atrazinu v surové vodé a dale po aplikaci jed-
notlivych technologickych postupti bylo provedeno meto-
dou HPLC s UV detektorem. Diivodem je snizeni koncent-
race atrazinu po jednotlivych upravach. Béhem fotodegra-
dace navic vznikaji meziprodukty, které absorbuji pfi stej-
né vlnové délce jako atrazin. K identifikaci nejvyznaméj-
Sich primarnich meziprodukti bylo pouzito metody GC-
MS.
Ur¢eni optiméalni déavky koagu-
lantu pro koagulaci

Byl proveden zkraceny rozbor surové vody a stanove-
ny hodnoty pH, KNK,4 5, CHSKw,, Azss a zdkalu. Odhad
zakladni koncentrace koagulantu se obvykle provadi podle
obsahu hydrogenuhli¢itanovych iontll v surové vode podle
vzorce':

D=100m (1)

kde D je koncentrace koagula¢niho &inidla v mgl™"' a m
hodnota KNK, s v mmol.I"' (u b&znych piirodnich vod jde
o koncentraci ionti HCO;") nebo podle miry organického
znecisténi

D =8CHSKy, )
kde CHSKy, je hodnota chemické spotieby kysliku (mg.1™)
podle Kubelovy metody.

Vysledky a diskuse

Uprava surové vody

Na zéklad¢ zkraceného rozboru surové vody (1. f.
v tab. I az III) byly podle rovnice (/) odhadnuty zékladni
koncentrace koagulantii. 135 mg.I™" Fe)(SO4); . 9 H,0 a
120 mg.1" Al,(SO4); . 18 H,0, coz odpovida koncentraci
26,9 mg.I"' Fe** a 9,6 mg.I”" AI*". Podle rovnice (2) maji
zékladni davky koagulantti hodnoty 8,0 mg.I"! Fe’" a 3,5
mg.I"' A, Déle byla provedena zkouska s cilem uréeni
optimalni davky koagulantu pro koagulaci.

Vysledky jsou pro jednotlivé koagulanty uvedeny
v tab. [-III. Jako optimalni byla stanovena davka 25 mg
Fe*'I! (siran Zelezity), 7,29 mg ALI*I" (siran hlinity)
a5,7mg AP T (polyaluminiumchlorid). Ze srovnani
experimentalnich hodnot a odhadnutych optimalnich hod-
not ziskanych na zéaklad¢ rovnic (/) a (2) je vidét, Ze expe-
rimentalni vysledky jsou v dobré shodé s odhadem podle
rovnice (/).

V tabulkach IV-VI jsou uvedeny parametry surové
vody po dvoustupiiové upravé a nasledné filtraci pres
GAU. Je patrné, Ze pridanim atrazinu se parametry surové
vody nezméni, jen CHSK se mirn¢ zvysi. Po koagulaci
klesne KNK i CHSK pfiblizné o 50 %, koncentrace atrazi-
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Tabulka I
Stanoveni optimalni koncentrace davky koagulantu
Fe, (SOy4);. 9 H,0 (PIX 113)

Koncent- pH KNK4 s Fe CHSKyvn  Assanm
race Fe*" [mmol.dm™] [mg.dm?] [mg.dm]
[mg.dm™]
0,0 7,70 1,35 - 5,0 0,130
5,0 7,30 1,10 1,80 5,3 0,282
10,0 6,85 0,80 2,60 3,6 0,278
15,0 6,55 0,50 0,55 2,3 0,094
20,0 6,30 0,35 0,30 1,9 0,064
25,0 540 0,15 0,05 1,6 0,031
30,0 4,40 0,00 0,30 1,8 0,035
Tabulka II
Stanoveni optimalni davky koagulantu Al, (SOy); .18 H,O
Koncent- pH KNK4 5 Al CHSKmn  Azs4nm
race AI** [mmol.dm™®] [mg.dm?] [mg.dm™]
[mg.dm™]
0,00 7,75 1,26 - 54 0,146
5,67 6,75 1,00 0,135 3,2 0,044
6,48 6,60 0,75 0,143 2,2 0,069
7,29 6,50 0,70 0,178 2,2 0,066
8,10 6,50 0,60 0,245 2,1 0,047
8,91 6,45 0,50 0,266 2,1 0,048
9,72 6,40 0,45 0,630 2,1 0,049
Tabulka IIT

Stanoveni optimalni davky koagulantu Al,(OH),,Cls,.,
(Kemwater)

Koncentrace AI’*  pH Al CHSKn
[mg.dm™] [mg.dm™] [mg.dm™]

0,0 7,40 - 6,3

5,7 6,85 0,04 2,4

6,5 6,80 0,01 2,2

7,3 6,70 0,00 2,2

nu klesne pro koagulant Fe,(SO4); 0 13 %, u koagulantu
Al (SOy); . 18 HO o 11 % a pro Al,(OH),,Cls,., klesne
koncentrace atrazinu jen nepatrné (o 2 %).

Filtrace ptes GAU probiha daleko efektivnéji pti pou-
7iti koagulantd obsahujicich AI’*, kde koncentrace atrazi-
nu klesla na 8 % pocatecni hodnoty, zatimco pro Fe,(SOs4);
koncentrace atrazinu po filtraci pfes GAU klesla na 35 %
puvodni hodnoty.

Fotokatalyticka degradace
Fotokatalytické odstranéni toxickych latek'® spociva
v absorpci fotonu o urcité energii na povrchu polovodico-
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Tabulka IV

Parametry upravované vody, koagulant Fe, (SO4); . 9 H,O (PIX 113)

Koncentrace Fe®": Voda Voda + atrazin Po dvoustupiiové Po dvoustupiiové upra-

25 mg.dm™ upraveé v¢ a filtraci pres GAU
(Chemwiron)*

pH 7,70 7,60 4,70 6,65

KNK 45, mmol.dm™ 1,35 1,30 0,15 0,35

CHSKyp,, mg O, dm™ 5,0 5,1 1,8 1,5

A (254 nm) 0,130 0,156 0,102 0,053

cre, mg.dm™ 0 0 0,25 0,075

Ca, mg.dm™ <0,06 4,13 3,60 1,43

#Proplach GAU 4 dny (pH ve vyluhu Chemviron carbon — 8,6, Desorex —10,3)

Tabulka V

Parametry upravované vody, koagulant Al, (SO4);.18 H,O

Koncentrace AI*": Voda  Voda +atrazin Po dvoustupriové Po dvoustupriové tipra- Po dvoustupnové tpra-

7,29 mg.dm™ uprave v¢ a filtraci pfes GAU  v¢ a filtraci pres GAU
(Desorex)* (Chemwiron)®

pH 7,45 7,50 5,95 (6,2) 9,35 9,10

KNK 45, mmol.dm™ 1,15 1,10 0,25 0,70 0,70

CHSKpyy, mg O,dm ™ 5,6 7,2;7,1 3,3 23 1,3

A (254 nm) 0,176 0,197 0,085 0,030 0,012

Ca, mg.dm™ <0,06 3,21 2,87 0,58 0,26

*Proplach GAU 4 dny (pH ve vyluhu Chemviron carbon — 8,6, Desorex — 10,3)

Tabulka VI

Parametry upravované vody, koagulant Al,(OH),,Cl;,.,,(KEMWATER)

Koncentrace Al'": Voda  Voda + atrazin Po dvoustupniové Po dvoustupnové Po dvoustupnové ipraveé

5,7 mg.dm™ upraveé uprave a filtraci pres a filtraci pres GAU
GAU (Desorex)* (Chemwiron)®

pH 7,40 7,30 6,30 7,70 7,65

KNK 45, mmol.dm™ 1,30 1,10 0,75 1,10 1,40

CHSKy, , mg O, dm 5,6 5,6 22 1,6 0,9

A (254 nm) 0,153 0,176 0,081 0,026 0,070

Cat » mg.dm™ <0,06 3,23 3,16 0,52 0,24

*Proplach GAU 49 dni (pH ve vyluhu (Chemviron carbon — 8,0, Desorex — 9,3)

vého fotokatalyzatoru (napf. TiO,), ktery je v kontaktu a preskoc¢i do energeticky vySe polozeného vodivostniho

s plynnym nebo kapalnym reakénim médiem. pasu (CB). Tim vznikne ve valenénim pasu dira, kterd
Pokud je energie fotonu £ vyssi nez energeticka Sitka predstavuje volné pohyblivy naboj

mezery mezi valenénim a vodivostnim pasem (pro TiO,

anatas musi byt vinova délka dopadajiciho zateni nizsi nez SC +hv — ecg +hyp 3

388 nm), elektron je excitovan ve valenénim pasu (VB)
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Diry, které vzniknou ozafenim polovodivého oxidu,
maji extrémné vysoky oxidac¢ni potencial (pro TiO, —
3,2 eV). Tyto diry mohou reagovat na povrchu polovodice
s vodou za vzniku OH radikali.

hyg +H,0=0H"+H" 4)

Tyto radikaly maji velice silné oxidacni vlastnosti
a jsou schopné oxidovat 1 velmi stabilni organické latky.
Hodnoty oxidac¢niho potencialu jsou od 1 do 3,5 V (proti
standardni vodikové elektrodg).

Jako akceptor elektrond ve vodivostnim pasu slouzi
rozpustény vzdusny kyslik.

O,+e > 0;° (5)

Na obr. 2 je znazornéna zavislost koncentrace atrazi-
nu na dobé fotodegradace pro koagulant Fe,(SOy);. Je
vidét, ze koncentrace klesa exponencialn¢ s dobou degra-
dace. Je mozno predpokladat, ze pii konstantni intenzité
svétla bude koncentrace OH radikali na povrchu katalyza-
toru konstantni. Fotokatalyticky rozklad atrazinu potom
probiha jako reakce pseudoprvniho tadu a rychlost ubytku
atrazinu lze vyjadrit rovnici

dey,
dt

= kCOH' Cat = kexp Cat (6)
kde ¢ je ¢as (s), con. je koncentrace OH radikalt (mol.dm™),
ca je koncentrace atrazinu (mol.dm ) a kexp j experimen-
talni rychlostni konstanta (s ).

Vliv intenzity UV zafeni na rychlost fotodegradace
atrazinu je pro koagulant Al,(SO,4); znazornén na obr. 3.
Experimentalni rychlostni konstanty jsou uvedeny v tab.
VII. Rychlost fotodegradace je pro vsechny tii pouzité
koagulanty blizka a hodnoty ke, se pohybuji v rozmezi
0,19-0,21 .10 s™'. ZvySeni intenzity svétla o = 100 %
vede ke zvySeni rychlostni konstanty pouze o 35 %. To
ukazuje na to, ze rychlost fotodegradace nevzrista imérné
se vzrustem intenzity svétla. Divodem je skuteCnost, ze
s rostouci intenzitou svétla se zvySuje podil fotogenerova-
nych dér a elektront, které rekombinuji v objemu fotokata-
lyzatoru, a tim se snizuje kvantovy vytézek. Tento jev byl
jiz pozorovan jinymi autory'”'®, ktefi uvadgji, ze rychlost
degradace je pifimo umérna druhé odmocniné intenzity
svétla.

Metodou GC-MS byly identifikovany nékteré primar-
ni meziprodukty degradace atrazinu  (4-chlor-6-
(ethylamino)-1,3,5-triazin-2-amin, CEAT) a (4-chlor-6-
(isopropylamino)-1,3,5-triazin-2-amin, CIAT) a sledovan
pribéh jejich koncentraci béhem fotodegradace atrazinu
(viz obr. 4). Na obr. 5 jsou potom naznaceny pocatecni
stupné fotokatalytické degradace atrazinu. Je patrné, ze
koncentrace primarnich meziproduktd vykazuji maxima po
100 min ozatovani, kdy koncentrace atrazinu klesne na ~
25 % pocatecni hodnoty. S dobou fotodegradace se dale
koncentrace CEAT a CIAT snizuje, coz ukazuje na to, Ze
meziprodukty dale podléhaji fotokatalytické oxidaci
a soutézi s atrazinem o OH radikal.

~
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Obr. 2. Zavislost koncentrace atrazinu na dobé fotodegrada-
ce; koagulant Fe, (SO,)s, 7 zativek, 5 1 roztoku atrazinu, pritok
280 Lh™!
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Obr. 3. Zavislost koncentrace atrazinu na dobé fotodegrada-
ce, vliv intenzity UV zafeni; koagulant Al, (SO,);, 5 1 roztoku

atrazinu, pritok 280 Lh™'. V 3 zafivky, O 7 zativek
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Obr. 4. Zavislost koncentrace meziprodukti fotodegradace
atrazinu (4-chlor-6-(ethylamino)-1,3,5-triazin-2-amin, CEAT
a 4-chlor-6-(isopropylamino)-1,3,5-triazin-2-amin, CIAT) na
dobé fotodegradace; koagulant Al, (SOy)s, 7 zafivek, 5 1 roztoku
atrazinu, pritok 280 Lh', V CEAT, o CIAT
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(H;C)ZHCHN]/N\(CI
“
(H3C)2HCHN]/N\(C1 AN
- hv/TiO2
NH.
N < N > CEAT
atrazin - NHCH,CH; HN _N_
7
N\\/N
NHCH,CHj
CIAT

Obr. 5. Podateéni stupné fotokatalytické degradace atrazinu;
CEAT: 4-chlor-6-(ethylamino)-1,3,5-triazin-2-amin,
CIAT: 4-chlor-6-(isopropylamino)-1,3,5-triazin-2-amin

Zavér

Byla ovétena moZznost odstrafiovani herbicidtl, kon-
krétné triazinového herbicidu atrazinu klasickym dvou-
stupnovym procesem upravy vody (koagulace, filtrace).
K surové vod& (vltavska voda, profil VUV TGM Praha-
Podbaba) byl pfidan atrazin (koncentrace ~ 4 mg.I™"). Byly
testovany 3 typy koagulantd: siran zelezity, siran hlinity
a polyaluminiumchlorid.

Bylo zjisténo, ze dvoustupniova fiprava surové vody
nestaci k odstranéni atrazinu pfitomného v mnozstvi 3—4
mg.I"". Filtrace pfes GAU je mozno pouzit k ¢aste¢nému
odstran&ni atrazinu (na hodnotu 0,2-0,5 mg.I""), problé-
mem vsak ziistava likvidace pouzitého GAU.

Fotokatalytickou degradaci byla snizena koncentrace
atrazinu o 2 ¥ady (na hodnotu 0,05 mg.I"") za 450 min, coz
predstavuje spotiebu energie ~ 200 Wh.I"'. Ukazuje se, Ze
fotokatalytickou degradaci je mozno pouzit k odstranéni
atrazinu v surové vodé. Nevyhodou jsou vsak vysoké na-
klady na tpravu vody a dale dlouh4 doba zdrzeni v reakto-
ru.

Tato studie byla vypracovana za financni podpory
Ministerstva priimyslu a obchodu Ceské republiky (projekt
¢ FD-K3/086) a financni podpory Ministerstva Skolstvi,
mladeze a  télovychovy Ceské republiky — (projekt
¢ IM4531477201).
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Removal of atrazine, a triazine herbicide, from its
model solutions in raw river water (3-4 mg.I"") was inves-
tigated. First, coagulation and filtration were applied. As
a third step, adsorption on granulated active carbon or
photocatalytic degradation on TiO, were used. While the
classic two-step treatment practically did not change the
starting atrazine concentration, the filtration through active
carbon caused its decrease to 0.5-0.2 mg.I™" and the photo-
catalysis to 0.05 mg.I"". However, a prolonged treatment
process and increased operation costs are major drawbacks
of the last mentioned method.
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Nomenklatura a terminologie

NOMENKLATURA A TERMINOLOGIE

DOPORUCENI IUPAC

Nomenclature of Organic Chemistry

For nomenclature purposes, a structure containing at
least one carbon atom is considered to be an organic com-
pound. The formation of a systematic name for an organic
compound requires selection and then naming of a parent
structure. This basic name may then be modified by prefixes,
infixes, and, in the case of a parent hydride, suffixes, which
convey precisely the structural changes required to generate
the compound in question from the parent structure. In con-
trast to such systematic names, there are traditional names
which are widely used in industry and academic circles. Ex-
amples are acetic acid, benzene and pyridine. Therefore, when
they meet the requirements of utility and when they fit into
the general pattern of systematic nomenclature, these tradi-
tional names are retained. A major new principle is elaborated
in these Recommendations. The concept of ‘preferred [IUPAC
names’ is developed and systematically applied. Up to now,
the nomenclature developed and recommended by IUPAC has
emphasized the generation of unambiguous names in accord
with the historical development of the subject. In 1993, due to
the explosion in the circulation of information and the globa-
lization of human activities, it was deemed necessary to have
a common language that will prove important in legal situa-
tions, with manifestations in patents, export-import regula-
tions, environmental and health and safety information, etc.
However, rather than recommend only a single ‘unique name’
for each structure, we have developed rules for assigning
‘preferred IUPAC names’, while continuing to allow alterna-
tives in order to preserve the diversity and adaptability of the
nomenclature to daily activities in chemistry and in science in
general. Thus, the existence of preferred [IUPAC names does
not prevent the use of other names to take into account a spe-
cific context or to emphasize structural features common to
a series of compounds. Preferred IUPAC names belong to
‘preferred IUPAC nomenclature’ Any name other than
a preferred IUPAC name, as long as it is unambiguous and
follows the principles of the IUPAC recommendations herein,
is acceptable as a ‘general’ IUPAC name, in the context of
‘general’ IUPAC nomenclature. The concept of preferred
IUPAC names is developed as a contribution to the continu-
ing evolution of the IUPAC nomenclature of organic com-
pounds. This book (Recommendations 2004) covers and ex-
tends the principles, rules and conventions described in two
former publications: Nomenclature of Organic Chemistry,
1979 Edition and A Guide to IUPAC Nomenclature of Or-
ganic Compounds, Recommendations 1993. In a few in-
stances, the 1979 rules and the 1993 recommendations have
been modified to achieve consistency within the entire sys-
tem. In case of divergence among the various recommenda-
tions, Recommendations 2004 prevail.

Otiskujeme synopsi nazvoslovného navrhu z oboru orga-
nické chemie, ktery byl pfipraven divizi IUPAC pro chemické
nazvoslovi a reprezentaci struktur. Navrh je nyni uréen
k posouzeni a kritice chemické vefejnosti. Zajemci o blizsi
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informace ¢i o text navrhu se mohou obratit na adresu Narod-
niho stiediska [IUPAC v Ceské republice:

Ing. Jaroslav Kahovec, CSc.

Ustav makromolekularni chemie AV CR

Heyrovského nam. 2,

162 06 Praha 6

tel. 296 809 322, fax 296 809 410, e-mail kah@imc.cas.cz

Navrh je téZ vystaven na webové strance [IUPAC na adrese
http://www.iupac.org/reports/provisional/index.html
Piipominky k ndvrhu je tfeba zaslat do 31. biezna 2005 na
adresu:

nebo

Prof. Henri A. Favre

2031 Rue Leclaire
Montréal, QC H1V 3A1
Canada

E-mail: halfa@contact.net

Dr. Warren H. Powell

1436 Havencrest Court
Columbus, OH 43220-3841
USA

E-mail: wpowell2@juno.com

Terminology of Polymers Containing Ionizable or Ionic
Groups and of Polymers Containing Ions

The document defines the most commonly used terms
relating to polymers containing ionizable or ionic groups and
to polymers containing ions. Inorganic materials such as
phosphates, silicates, etc., that also may be considered ionic
polymers are excluded from the present document. Only those
terms that could be defined without ambiguity are considered.
Terms subsidiary to the main terms, are printed in bold type in
notes to the main terms.

Otiskujeme synopsi nazvoslovného navrhu z oboru poly-
mernich materialt, ktery byl pfipraven komisi IUPAC pro
makromolekularni nomenklaturu a podvyborem [UPAC pro
makromolekularni terminologii. Navrh je uréen k posouzeni
a kritice chemické vefejnosti. Zajemci o bliz§i informace ¢i
o texty navrhd se mohou obratit na adresu Nérodniho stfedis-
ka ITUPAC v Ceské republice:

Ing. Jaroslav Kahovec CSc.

Ustav makromolekularni chemie AV CR

Heyrovského nam. 2,

162 06 Praha 6

tel. 296 809 322, fax 296 809 410, e-mail kah@imc.cas.cz

Navrh je téz vystaven na webové strance [IUPAC na adrese
http://www.iupac.org/reports/provisional/index.html
Pfipominky k navrhiim je tfeba zaslat do 31. kvétna 2005 na
adresu:

Prof. Przemyslaw Kubisa

Centre of Molecular and Macromolecular Studies
Polish Academy of Sciences

Sienkiewicza 112

PL-90 363 L6dz, Poland

E-mail: pkubisa@bilbo.cbmm.lodz.pl
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NOVE MOZNOSTI VYUZITI KOBALT
BIS(DIKARBOLLIDOVEHO) ANIONTU
JAKO LIPOFILNIHO PRIDAVKU

V MEMBRANACH IONTOVE-
SELEKTIVNICH ELEKTROD

JIRI TUTSCH?, MARTIN KRONDAK®, RADKO
VOLF?, BOHUMIR GRUNER” a VLADIMIR
KRAL®

“Ustav analytické chemie, Vysokd $kola chemicko-techno-
logickd, Technickd 5, Praha 6, 166 28, "Ustav anorganic-

ké chemie, Akademie véd CR, Rez, 250 68
Martin.Krondak@vscht.cz

Doslo 17.3.04, prijato 5.1.05.

Klicova slova: kobalt bis(dikarbollid), lipofilni ptidavek,
iontové-selektivni elektroda

Uvod

Iontové-selektivni elektrody (ISE) jsou diky jednodu-
chosti aplikace i instrumentace jednim z nejcastéji pouzi-
vanych analytickych nastroji soucasnosti. Uplatiiuji se
pfedevsim v klinické a environmentalni analyze. Pti ob-
rovském mnozstvi vzorkt (miliony ro¢n€) se i malé zlep-
Seni jejich parametrti vyznamné proje-
vi. V soucasnosti se vyzkum na poli
ISE soustfed’uje na zlepSovani selekti-
vity elektrod na primérni ion, na snizo-
vani detek¢nich limitd a rozSifovani
pracovniho rozsahu elektrod i na zlep-
Sovani jejich dlouhodobé stability.

Kli¢ovou slozkou kazdé iontove-
selektivni elektrody s kapalnou mem-
branou je ionofor schopny selektivné
komplexovat kation ¢i anion. Jeho se-
lektivita a komplexacni vlastnosti jsou
hlavnim faktorem ovliviiujicim rozpo-
znavaci vlastnosti elektrody, nicméné
nikoli faktorem jedinym. Hled4ni no-
vych ionoforti je doménou supramole-
kuldrni chemie a je véci profesionalni
cti supramolekularnich chemikd pfi-

R!

R' B

chézet s ionofory, které jsou selektivnéjsi a lepsi nez jejich
predchtdci. Kromé ionoforu se selektivni membrana skla-
déa z polymerniho nosice, nejcastéji PVC, a plastifikatoru,
coz je nepolarni organické rozpoustédlo tvotici prostredi,
ve kterém probihd vlastni interakce iontu analytu s mole-
kulou ionoforu. Pomér téchto dvou latek ovliviiuje mecha-
nické vlastnosti membrany, volba plastifikatoru pak ovliv-
nuje selektivitu, resp. interference ionoforem nepreferova-
nych iontd.

Posledni slozkou ve vyctu, nikoli v§ak co do vyzna-
mu, je tzv. lipofilni aditivum, které se pfimo podili na tvor-
b& odezvy elektrody'™ zaloZzené na nabitych i neutralnich
ionoforech®'’. Neni-li lipofilni aditivum v membrané pii-
tomno, piebiraji jeho tlohu nedistoty z jednotlivych slozek
membrany. ProtoZze jejich mnoZzstvi je neurcité a zdaleka
ne optimalni, je i funk¢nost takovéto membrany omezena.
Hlavnim cilem lipofilniho aditiva je pfi pouziti neutralnich
receptord vyrovnat naboj komplexu ligandu se sledova-
nym analytem a umoznit tak jeho prinik do membrany
nebo dvojvrstvy. Naboj lipofilniho pfidavku je samoziej-
me¢ dan analytem, ktery je stanovovan. Pro monitorovani
kationtd se jako lipofilni aditivum, resp. koreceptor,
v soucasnosti bézn¢ pouzivaji alkalické soli derivati tetra-
ratové rodiny je tetrafenylborat sodny (TPB, 1), ktery vSak
neni dostatecné lipofilni a podléhd rozkladu vlivem UV
zéteni a silnych kyselin a bazi'’. Nedostate¢na lipofilnost
se projevuje jeho pozvolnym vymyvanim z membrany,
ktera se projevi snizenim jeji Zivotnosti''. Z tohoto déivodu
je lepsi volbou chloroderivat TPB (2), ¢i dnes, ve smyslu
lipofilnosti, nejlepsi tetrakis[3,5-bis(trifluormethyl)fenyl]

C(CF3),0CH;

Obr. 1. Lipofilni aditiva na bazi tetrafenylboratu (1-4) a kobalt bis(dikarbollidu) (5)

Jiti Tutsch ziskal 1. cenu v soutézi o cenu firmy Merck 2004 za nejlepsi studentskou védeckou praci v oboru analy-

ticka chemie.
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borat (3) a tetrakis[3,5-bis(1,1,1,3,3,3-hexafluor-2-metho-
xypropan-2-yl)fenyl]borat (4) (cit.'"). Kromé téchto struk-
turn¢ analogickych latek je mozné nedostatecné lipofilni
aditivum zapolymerovat do skeletu PVC (cit.'"). Prikla-
dem je zapolymerovani latky obsahujici sulfoskupinu'®'?,
kterd ma vSak, na rozdil od TPB, ndboj koncentrovany na
malém objemu a spolu s opacnym nébojem analytu tak
vznikaji nezddouci coulombické interakce projevujici se
snizenim selektivity membrany".

Vzhledem k nedostatkim taktka vylu¢né pouzivanych
tetrafenylboratl se zacaly hledat nové latky spliujici poza-
davky kladené na lipofilni aditivum pro stanoveni kation-
ta, tedy: (i) vysoka lipofilnost, kterd zabrani vymyvani
aditiva z membrany, (i7) delokalizovany naboj a (iii) dosta-
te€na chemicka stabilita. Kandidatem spliujicim tato krité-
ria jsou napf-. kobalt bis(dikarbollidy)"*.

Kobalt bis(dikarbollid) [(1,2-C,BeH;),-3-Co]™ (5)'>°
ma strukturu dvou dvanactivrcholovych klastrli slozenych
z atomtl boru a uhliku a spojenych centralnim atomem
kobaltu. Jde o slabé koordinujici jednovazny anion s nabo-
jem delokalizovanym na velkém povrchu klastru. Poprvé
byl piipraven v roce 1965 (cit.'’) a diky svym vlastnostem,
predevsim vysoké chemické a termické stabilité, dobré
rozpustnosti ve stfedn¢ polarnich rozpoustédlech a snadné
piipravé, patii k nejvice studovanym metalokarborantim'®.
Dosud nejvyznamnéjsi oblasti pouziti tohoto iontu je ex-
trakce radionuklida Cs™ a Sr** z vysoce aktivnich jader-
nych odpadi'®. Za zminku stoji i jeho mozné uplatnéni ve
vodivych organickych polymerech'* . Oproti TPB vyka-
zuje vetsi odolnost vuci kyselé i alkalické hydrolyze a je
relativn€ odolny i vii¢i elektrochemické oxidaci. Dalsi jeho
nezanedbatelnou vyhodou je nepfitomnost aromatického
kruhu, ¢imz je eliminovana moznost nezadoucich mn-m in-
terakci s aromatickymi analyty. Vyhodou takovych aditiv
je moznost jejich modifikace substituci vodiki na karbolli-
dové kleci napf. halogenaci**?’, coz jests zvysi lipofilitu.

Experimentalni ¢ast

PVC membrany byly pfipraveny dfive popsanym
postupem® ptidanim piislusného receptoru (1,0 mg) do
smési PVC (33,0 mg) a plastifikatoru (66,0 mg). Jako plas-
tifikator byl pouzit (2-nitrofenyl)oktylether (o0NPOE, Flu-
ka, selectophore grade). Jako ionofory byly pouzity
dicyklohexano-18-crown-6-ether (DCH18C6; Aldrich)
a dibenzo-18-crown-6-ether (DB18C6; Aldrich). Kontrolni
experiment byl realizovdn méfenim s membranami bez
receptoru ¢i bez lipofilniho aditiva (tetrafenylborat — Flu-
ka, selectophore grade; kobalt bis(dikarbollid) — Katchem,
Praha). Lipofilni pfidavek byl v membrané zastoupen
50 mol.% vuci ionoforu. Vysledna smés byla rozpusténa
v tetrahydrofuranu (THF; Fluka; ca. Iml na 100 mg smé-
si), vlita do kovové formic¢ky a nechana 24 hodin, aby se
odpatil THF. Z vysledné membrany bylo vyfiznuto kolec-
ko o priméru 12 mm a tloust’ce ca 0,15 mm, které bylo
nasledné prilepeno na PVC krouzek o vnitinim priméru
8 mm. Takto pfipravend membrana byla vlozena do pri-
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tocné cely automatického testovaciho zatizeni ISE vyvinu-
tého na pracovisti autord®. Cela byla umisténa do ter-
mostatu s teplotou 25,00 £0,01 °C. Uspotadani méfici
cely bylo: Ag/ AgCl/ 0,1 M-KCl/ testovany roztok / PVC
membréana / 0,1 M-KC1/ AgCl / Ag. Roztoky Li*, Na*, K,
NH,", Rb" a Cs" o koncentracich 1.10™" az 1.10™® molL.I"*
byly pfipraveny rozpusténim pfislusnych dusi¢nant
v redestilované vode.

Vysledky a diskuse

Vzhledem k tomu, ze cilem prace bylo zkoumat vliv
kobalt bis(dikarbollidového) aniontu, byly jako ionofor
pouzity latky s dobfe znamou selektivitou a vlastnostmi.
Prvni dv€ byly dibenzo-18-crown-6-ether a dicyklohexa-
no-18-crown-6-ether, které maji primér kavity optimalni
pro komplexaci draselného kationtu (133 pm), a jsou proto
pro draselny ion selektivni.

Ziskana data lze posuzovat z riznych uhli pohledu.
Pfi srovnani podle ionoford membrany s dibenzo-18-
-crown-6-etherem vykazuji obecné lepsi odezvu v §irSim
rozsahu koncentraci nez membrany s ionoforem na bazi
dicyklohexano-18-crown-6-etheru.  Pfislu§né pracovni
rozsahy a smérnice jsou uvedeny v tabulce 1. Podle oceka-
vani elektrody zalozené na tomto typu ionofort vykazuji
preferenci vici draselnému iontu. Odezva na maly ion
lithia byla velmi nizka. Neschopnost lithia vyplnit kavitu
crownu a nedefinovana extrakce aniontu, ktery je lipofil-
n&jsi nez Li", vede k nepfedpovéditelné odezvé elektrody.
Dalsi ¢len fady alkalickych kovi je sodik, ktery je jiz vaz-
néj$im interferentem v redlnych vzorcich. Pracovni rozsah
je uzsi nez u drasliku a smérnice je rovnéz nizsi. Kation,
ktery nejlépe vypliuje kavitu ionoforu — draslik, vykazuje
nejlepsi odezvu. Nejvyznamnéjsim interferentem pro dra-
selné ionty je NH,", nicméné vzdalenost odezvy na drasel-
né ionty od odezvy na amonn¢ ionty je vEéts$i pro membra-
ny, ve kterych je jako lipofilni aditivum kobalt bis
(dikarbollid), nez pro elektrody s TPB. Odezvy na nejvétsi
alkalické kovy — rubidium a cesium — jsou niz§i pro K7,
ale vy$§i pro amonné ionty.

Druhé série méfeni byla provedena s dicyklohexano-
-18-crown-6-etherem jako ionoforem. Ackoli tyto elektro-
dy maji o néco horsi parametry, nez elektrody s dibenzo-
-18-crown-6-etherem, trendy jsou shodné. Elektrody vyka-
zuji nizkou odezvu na lithné kationty, vyssi na sodné ionty
a nejvyssi na draselné a rubidné ionty. Preference drasliku
neni velkym piekvapenim vzhledem k velikosti kavity
crown-etheru, nicméné stejnd odezva na rubidné ionty
mize byt vysvétlena synergickym efektem vyssi lipofil-
nosti a neprili§ odlisné velikosti kationtu.

Pokud jde o lipofilnich aditiva, TPB vykazuji predpo-
kladany pribeh selektivit (obr. 2) se ziejmou preferenci
K*. Zavedeni kobalt bis(dikarbollidu) do membrany
s dibenzo-18-crown-6-etherem sniZuje jeji odezvu na
amonné ionty a zvySuje selektivitni koeficient. Odezvy
membran s dicyklohexano-18-crown-etherem, ackoli jsou
o néco horsi nez pro dibenzo-18-crown-6-ether, zachova-
vaji stejny pribéh selektivit.
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Tabulka I
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Citlivosti a pracovni rozsahy elektrod obsahujicich lipofilni aditiva na bazi tetrafenylboratu (1) a kobalt bis(dikarbollidu)

(5) vuci kationtiim alkalickych kova

Tonofor, Li* Na* K" Rb" Cs" NH,"
lipofilni
aditivum smérnice  prac.  smérnice prac. smérnice  prac.  smérnice  prac.  smérnice  prac.  smérnice  prac.
[mV]*  rozsah [mV]* rozsah [mV]* rozsah [mV]*  rozsah [mV]®  rozsah [mV]*  rozsah
[mol.I"] [mol.I"] [mol.I"] [mol.I"] [mol.I"] [mol.I"]
1 2 -0 3 _° 15 10*-10"" 18 10°-10" 25 10*-10" 16 10°-10"
5 6 10%10" 12 10*t10" 24 10*10" 12 10*10" 33 1010 8 10°-10"
DBI18C6 3 -0 7 10210 10 10*-10"" 12 10710 8 10*-10" 8 103-10"
DCHI18C6 14 10°-10" 17 10°-10" 28 10°-10" 29 10°-10" 19 10°-10" 28 10°-10"
DB18C6 + 1 11 103-10" 27 10°-10" 49 10°-10" 37 10°-10" 29 10°-10" 37 10°-10"
DCHI8C6+1 22 10210 24 10*-10™ 46 1035-10" 37 10310 31 10*-10" 35 105-10™
DB18C6 + 5 14 10210 36 10*-10" 55 107°-10" 41 10°-10" 38 10°-10" 30 10°-10"
DCHISC6+5 27 10210 27 1010 51 107°-10" 41 10°-10" 32 10°-10" 43 10°-10"

“ Smérnice je v mV na fad koncentrace,

3,5

Jog(KseP®)

2,8

2,1 +

Li+ Na+ K+ NH4+ Rb+

Obr. 2. Priibéh selektivitnich koeficientii (metodou separat-
nich roztoki) pro pouzité lipofilni piidavky a ionofory;

[] dibenzocrown s TPB, 4 dibenzocrown s kobalt bis(dikar-
bollidem), x dicyklohexanocrown s TPB, A dicyklohexanocrown
s kobalt bis(dikarbollidem)

Zavér

Experimenty popsané v této praci demonstruji moz-
nost pouziti kobalt bis(dikarbollidového) aniontu jako
lipofilniho aditiva pro membranové kapalné elektrody.
Vysledky ukazuji, Ze karbollid funguje v ISE stejné ¢i 1épe
nez rutinné pouzivany TPB a zlepSuje funkci membrany.
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nedostate¢né linearni odezva

Navic vlastnosti karbollidu dtlezité pro ISE, jako je napf.
lipofilnost, mohou byt dale modifikovany substituci na
karbollidové kleci. Z téchto davodi jsou kobalt bis
(dikarbollidy) atraktivni latkou pro vyvoj elektrochemic-
kych senzort.

Tato prace byla realizovana za financni podpory
MSMT (MSM 223400008).
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J. Tutsch?, M. Krondak®, R. Volf®, B. Griiner®, and
V. Kral® (“ Department of Analytical Chemistry, Institute
of Chemical Technology, Prague, "Institute of Inorganic
Chemistry, Academy of Sciences of the Czech Republic,
Prague): New Possibilities of Application of Cobalt Bis
(dicarbollide) Anion as a Lipophilic Additive in Ion-
Selective Electrode Membranes

Selectivity and sensitivity of PVC membrane electro-
des are dramatically influenced not only by a specific
receptor but also, especially for neutral ionophores, by
additional lipophilic coreceptor. We describe novel sys-
tems based on classic cation receptors and a highly lipo-
philic cobalt bis(1,2-dicarbollide), a bulky, weakly coordi-
nating anion with delocalized charge. The function of the
novel coreceptor is demonstrated by the use of dibenzo-
18-crown-6 or dicyclohexano-18-crown-6 as ionophore in
combination with a classic lipophilic additive and a cobalt
bis(dicarbollide). The obtained data show its higher effi-
ciency, which makes this coreceptor suitable for cation
detection and development of novel sensors.

Dovolujeme si upozornit na ¢lanek

Zbynék Plzak
CESKE PREKLADY METROLOGICKYCH TERMINU

ktery vySel v tomto ¢asopise v ¢isle 1/2005 na str. 65-66

a zaroven se omlouvame autorovi, ze tento ¢lanek nebyl zarazen do obsahu tohoto ¢isla.
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B-cyklodextrin, pseudoefedrin.

Uvod

Chirdlni separace kapildrni
elektroforézou

Kapilarni zoénova elektroforéza (CZE) je moderni
analyticka separa¢ni metoda vyznacujici se vysokou G¢in-
nosti. Aplikace kapilarni elektroforézy sahaji do oblasti
separaci biomakromolekul jako proteinfl, sacharidi, oligo-
nukleotidt, restrikénich fragmenti DNA, resp. analyzy
obsahu bungk'. Diky své jednoduchosti, variabilité a G¢in-
nosti dosahuje kapilarni elektroforéza vyraznych tspécht
i v oblasti separace chiralnich latek™”.

Analyza optickych isomert latky A kapilarni elektro-
forézou je zalozena na tvorbé diastereoisomernich kom-
plext analytu s chiralnim selektorem (CS):

(R)-A + (8)-A 2 (5)-CS — (R)-A-(5)-CS + (9)-A-(5)-CS

Existuji dva pfistupy k analyze chiralnich latek ozna-
Cované jako metody pfimé a nepfimé. Nepiimé metody
analyzy chiralnich latek se vyznacuji tvorbou diastereoiso-
mernich komplext jejich derivatizaci pfed vlastni separaci
v achiralnim prostfedi. Tyto metody maji oproti metodam
ptimym vyhodu v dosahovani nizkych detekénich limiti,
naproti tomu maji fadu nevyhod, jako problematickou
validaci derivatizace, moznost tvorby vedlejSich produkti,
re%sP. racemizace aj., které zptisobuji jejich omezené pouzi-
ti

Cena Merck

Piimé metody jsou zalozené na dynamické tvorbé
ptechodnych komplexti v pribéhu vlastniho separa¢niho
procesu. K tvorbé diastereoisomernich komplext ptispiva-
ji intermolekularni interakce selektoru a analytu, jako jsou
coulombické repulse a atrakce, tvorba vodikovych vazeb,
hydrofobni interakce, interakce n—m, interakce dip6l-dipdl
apod. Vlastni rozliSeni enantiomert je zaloZeno na pied-
st%\gé ,tiibodové“ interakce analytd a chirdlniho selekto-
.

Jako chirdlni selektory se nejcastéji pouzivaji cyklo-
dextriny a jejich ionizovatelné derivaty®, crown ethery’,
proteiny® a makrocyklicka antibiotika’. Mezi dal§i pouzi-
vané selektory patfi linearni oligosacharidy a polysachari-
dy, chiralni micely, kalixareny aj.*”. Cyklodextriny se
nejéastéji pouzivaji predev§im z ddvodu jejich snadné
rozpustnosti ve vodnych prostfedich a jejich nizké absorp-
ce v UV oblasti. Diilezitou roli hraje i moznost pouzit deri-
vatizované cyklodextriny, které podléhaji ionizaci a tak mo-
hou Iépe interagovat s analyty®. Naopak pouziti makromole-
kularnich selektorti s sebou pfinasi problémy s adsorpci
selektoru na stény kapilary a problémy s interferenci
s analytem diky jejich absorpci zafeni v UV oblasti'’. Prv-
ni problém lze fesit dynamickou modifikaci povrchu kapi-
lary, resp. pokrytim povrchu kapilary derivatizaci. Druhy
problém je feSen pouzim nepiimé UV detekce analytl
nebo pouzitim techniky castecného plnéni kapilary (partial
filling)™'°.

Techniky ¢dste¢ného plnéni
kapilary

Principem technik ¢aste¢ného plnéni (partial filling
technique — PFT) je naplnéni casti kapilary elektrolyty
s riznym sloZenim. Pfi separacich chirdlnich latek je cast
kapilary k detekéni cele naplnéna zékladnim elektrolytem
obsahujicim chirdlni selektor, zbyly prostor kapilary je
vyplnén zakladnim elektrolytem bez chiralniho selektoru.
Kapiléra je rovnéz ponofena do roztoku zakladniho elekt-
rolytu bez chiralniho selektoru. Podle podminek probiha
separace tfemi zpuasoby: (i) zona selektoru migruje od de-
tektoru, (i7) zOna selektoru se béhem analyzy nepohybuje,
(iii) zbna selektoru migruje stejnym smérem jako analyty.
Tyto systémy umoziuji pfimou detekci analyti bez inter-
ferenci s chiralnim selektorem'".

Technika ¢astetného plnéni se nevyuziva pouze
u chirdlnich separaci, ale také napf. pfi spojeni kapilarni
elektroforézy s hmotnostni spektrometrii, kde eliminuje
mozna znedisténi iontového zdroje'® nebo pii afinitni kapi-
larni elektroforéze, kde umoziuje napt. studovat nekova-
lentni interakce mezi receptory a ligandy'?. Césteéného
plnéni kapilary v CZE se také vyuziva pii zakoncentrova-
vani analyta'*!*,

Jan Petr ziskal 3. misto v soutézi o cenu firmy Merck 2004 za nejlepsi studentskou védeckou praci v oboru analyticka che-

mie.
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Tamsulosin, efedrin

Tamsulosin, 5-(2-{[2-(o-ethoxyfenoxy)ethyl]amino}
propyl)-2-methoxybenzen-1-sulfonamid je ve formé R
isomeru (viz obr. 1) G€innou latkou pti 1é€b€ benigni hy-
perplasie prostaty. Tamsulosin plsobi jako selektivni anta-
gonista o s-adrenoreceptort, ¢imz reguluje kontrakei hlad-
kého svalstva prostaty'>. V literatufe byla popsana metoda
separace enantiomertl tamsulosinu metodou HPLC'®. Chi-
ralni separaci metodou kapilarni elektroforézy se vénuje
nedévna prace z naseho pracovists'’.

Efedrin, 1-fenyl-2-(methylamino)propan-1-ol (viz
obr. 1) ma dvé centra chirality, enantiomery se shodnou
absolutni konfiguraci na obou centrech (S,S nebo R,R)
nekdy nazyvame (£)-pseudoefedrin a enantiomery
s rozdilnou absolutni konfiguraci (S,R nebo R,S) nazyvame
(+)-efedrin. Efedrin patii napt. spolu s amfetaminem, adre-
nalinem aj. do skupiny sympatomimetik, tj. latek ovliviiu-
jicich centralni nervovou soustavu. Jeho farmakologicky
vyznam spociva ve vasokonstrikénich, dekongescnich
a bronchodilata¢nich t&incich'®'. Sevéik a spol. popsal
separaci enantiomerti efedrinu kapilarni elektroforézou
s pouzitim B-CD (cit.”).

a H3C\/O
. NH\/\O I j

Obr. 1. Vzorec (a) (R)-tamsulosinu a vzorec (b) (-)-pseudo-
efedrinu

Tato prace popisuje studium vyuziti techniky Castec-
ného plnéni kapilary k separaci enantiomertl tamsulosinu
a efedrinu s pouzitim sulfatovaného B-cyklodextrinu.

7 wr

Experimentalni ¢ast

Chemikalie

Standardy (R)- a (S)-tamsulosinu byly ziskany od
firmy Farmak, a.s. (Olomouc, Ceska republika). Kompo-
nenty zakladnich elektrolyti (kyselina fosfore¢na, hydro-
xid sodny a tris(hydroxymethyl)aminomethan (tris)), stej-
n¢ jako chiralni selektor sulfatovany-p-cyklodextrin (s-f3-
CD) byly ziskany od firmy Sigma (St. Louis, USA). Jako
markery elektroosmotického toku (EOF) byly pouzity
mesityloxid, ethanol a isopropylalkohol od firmy Sigma
(St. Louis, USA). Vsechny pouzité latky byly Cistoty p.a.
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Pro pripravu vSech roztokii byla pouzita deionizovana
voda 18 MQ.cm™ (Elga, Bucks, Anglie).

Aparatura a
minky

Mgfeni bylo provadéno na piistroji HP*® CE (Agilent
Technologies, Waldbronn, Némecko) s detektorem
s diodovym polem snimajicim pfi 210 nm. Pro méfeni byla
pouzita nepokryta kiemenna kapilara (CACO-Sila Tubing
and Optical Fibers, Slovenska republika) s vnitinim pri-
mérem 50 um o celkové délce 33 cm (efektivni délka
24,5 cm). Kapilara byla termostatovana na 25 °C. Apliko-
vané separacni napéti bylo 20 kV.

Méfeni bylo rovnéZz provadéno na pfistroji zkonstruo-
vaném v nasi laboratofi s pouzitim UV detektoru Jasco
snimajicim pfi 210 nm. Pro méfeni byla pouZita nepokryta
kifemenna kapilara (CACO-Sila Tubing and Optical Fibers,
Slovenské republika) s vnitfnim priimérem 50 um o celko-
vé délce 39 cm (efektivni délka 26 cm). Byl pouzit stabili-
zovany zdroj vysokého napéti Spellman CZE1000R
(Spellman, New York, USA), bylo aplikovano napéti
15 kV. Analyzy byly provadény pii laboratorni teploté
(25°C+1°0C).

Zakladni elektrolyty o koncentraci 100 mmol.I" byly
pfipraveny rozpusténim kyseliny fosfore¢né v deioni-
zované vod¢, pH bylo upraveno hydroxidem sodnym, resp.
tris na hodnotu 2,5. Zékladni roztoky s pfidavky s-B-CD
byly pfipraveny rozpusténim daného mnozstvi s-B-CD
v prislusném zékladnim elektrolytu. Standardni roztoky
o koncentraci 1.10* mol.I"' (R)- a (S)-tamsulosinu byly pfi-
praveny rozpusténim (R)- a (S)-tamsulosinu v piisluSném
zakladnim elektrolytu. Elektroosmoticky tok (EOF) byl
méfen s pouZitim mesityloxidu a isopropylalkoholu. Mar-
kery EOF byly pfidany ke standardnimu roztoku (R)-
a (S)-tamsulosinu.

Kazdy den byla kapilara kondiciovana promytim
0,1 mol.I'" NaOH (5 min), vodou (5 min), 0,1 mol.I"" HCI
(5 min), vodou (5 min) a zakladnim elektrolytem (15 min).
Mezi kazdym méfenim byla kapildra promyvana zaklad-
nim elektrolytem 5 min.

experimentdlni pod-

Vysledky a diskuse

Kvuli experimentalnim obtizim pfi méfeni elektroos-
motického toku mesityloxidem jsme hledali jiné markery
EOF pro tato méfeni. Ke studiu jsme pouzili vodu, metha-
nol, ethanol, isopropylalkohol, mesityloxid, mocovinu
a benzen. Benzen byl pouzit jako srovnavaci marker, pro-
toze interaguje se s-B-CD (cit.”"). Porovnani markert je
uvedeno na obr. 2, resp. v tabulce I. Vypoctené mobility
markertt EOF mimo benzenu jsou podle t-testu na hladiné
vyznamnosti 0,05 shodné. Bylo pozorovano, Ze pouziti
isopropylalkoholu pro méteni EOF v téchto systémech je
nejvyhodnéjsi.

Vyuziti  techniky c¢éastecného plnéni  kapilary
k separaci enantiomert tamsulosinu bylo mozné z diivodu
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Obr. 2. Elektroforeogramy s pouZitim riznych markera elektroosmotického toku; Zakladni elektrolyt 0,1 M fosfat/Na, pH 2,5,

s 3 g1 s-B-CD; kapilara 50 pm i.d., 39 cm / 26 cm, napéti 15 kV

Tabulka I
Porovnani méfeni elektroosmotického toku (EOF)
s ruznymi markery (n = 5)

Marker EOF Mobilita EOF Smérodatna
odchylka
[10°m?Vs']  [10° m%Vs']

Voda neméfitelna -
Methanol nemgéfitelna -
Ethanol 4,72 0,08
Isopropylalkohol 4,67 0,10
Mesityloxid 4,64 0,09
Mocovina neméfitelna -
Benzen 3,90 0,11

pouziti sulfatovaného [-cyklodextrinu jako chirdlniho
selektoru. Sulfatovany [-cyklodextrin nese v prostiedi
fosfatového pufru (pH 2,5) opacny néboj neZ analyt tamsu-
losin. Oproti klasickému uspotadani kapilarni elektroforé-
zy, kdy je chirdlni selektor umistén v celém systému: na-
dobka ze strany davkovani (,,inlet)-kapilara - nadobka ze
strany detektoru (,,outlet™) (systém (a)), lze ziskat dalsi t¥i
mozné separacni systémy (viz obr. 3), kdy je chiralni se-
lektor umistén v kapilare a ,,outletu” (systém (b)), chiralni
selektor umistén pouze v ,,outletu” (systém (c)) a chiralni
selektor umistén pouze v kapilafe (systém (d)). Priklad
separace enantiomer( tamsulosinu v téchto systémech je
na obr. 4.
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Provedli jsme srovnani rozliSeni enantiomeri
v jednotlivych systémech, viz tabulka II. Z dat je patrné,
ze hodnota rozliSeni siln¢ zavisi na pouzitém systému.
Tyto systémy se 1iSi ptedevS§im dobou interakce chirdlniho
selektoru s analytem. Na rozhrani rizné vodivych zon
zakladniho elektrolytu se selektorem a zékladniho elektro-
Iytu bez selektoru muze také dochéazet k fokusacnim je-
viim'*'*. Ve shodé s timto tvrzenim dosahneme nejvyssiho
rozliSeni pti pouziti systému, kdy je chiralni selektor umis-
tén v kapilafe a ,,outletu* (usporadani (b)). V tomto systé-
mu je doba interakce selektoru s analytem nejdelsi a zaro-
veil mize dochazet k fokusacnim jevim. Naproti tomu
pouziti systémuti (b) a (c) vyrazné Setii chiralni selektor.
Spotreba selektoru v systému (d) je minimalni a zaroven je
dosazené rozliSeni pro praxi dostacujici, coZz umoziuje
pracovat i s drahymi popf. malo stabilnimi selektory.

Popsany zpiisob jsme dale testovali na separaci enan-
tiomerd pseudoefedrinu. Modifikovali jsme postup popsa-

detektor
a
b

[+]

Obr. 3. Experimentalni uspoiadani; (a) chiralni selektor je
umistén v celém systému (,,inlet“-kapilara-,,outlet™), (b) chiralni
selektor je umistén v kapilafe a ,,outletu”, (c) chiralni selektor je
pouze v ,,outletu, resp. (d) chiralni selektor je pouze v kapilare;
o zakladni elektrolyt, O zakladni elektrolyt s pfidavkem s-B-CD,
m zona vzorku
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Tabulka II
Porovnani hodnot rozliSeni enantiomerti tamsulosinu v jednotlivych separacnich systémech (viz obr. 3)

Koncentrace ~ RozliSeni v systému (a) Rozliseni v systému (b) Rozliseni v systému (c) RozliSeni v systému (d)

s-B-CD
[g.l'l] fosfat/Na  fosfat/tris fosfat/Na fosfat/tris fosfat/Na fosfat/tris fosfat/Na  fosfat/tris
1 0,88 2,15 0,94 1,81 0,58 0,96 0,53 0,93
3 2,60 5,80 3,10 6,46 1,50 3,68 1,00 2,02
5 4,60 9,16 5,20 10,55 2,50 8,46 0,90 1,82
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Obr. 4. Priklad separace enantiomert tamsulosinu v diskontinualnich systémech; Systémy: (a) chiralni selektor je umistén v celém
systému (,,inlet“-kapilara-,,outlet”), (b) chiralni selektor je umistén v kapilafe a ,,outletu, (c) chiralni selektor je pouze v ,,outletu®, resp.
(d) chiralni selektor je pouze v kapilafe; Zakladni elektrolyt 0,1 M fosfat/tris, pH 2,5, s 3 g.l’] s-B-CD, kapilara 50 pm i.d., 39 cm / 26 cm,
napéti 15 kV
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Obr. 5. Priklad separace enantiomeri pseudoefedrinu v diskontinualnich systémech; Systémy: (a) chiralni selektor je umistén

v celém systému (,,inlet“-kapilara-,,outlet), (b) chiralni selektor je umistén v kapilare a ,,outletu®, (c) chiralni selektor je pouze

v ,;outletu®, resp. (d) chiralni selektor je pouze v kapilafe; Zakladni elektrolyt: 0,1 M fosfat/Na, pH 2,5, s 3 g.I"" s-B-CD, kapilara 50 pm
i.d., 39 cm/ 26 cm, napéti 15 kV
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ny Sevéikem a spol.? pouzitim fosfatového pufru (pH 2,5)
a s-B-CD jako chirdlniho selektoru a porovnali jsme rozli-
Seni enantiomert pseudoefedrinu v diskontinualnich systé-
mech. Pfiklad separace je na obr 5. Hodnoty rozliSeni opét
silné zavisi na pouzitém systému. Nejlepsiho rozliseni
jsme shodné doséahli v systému (a) s chiralnim selektorem
v celém systému a v systému (b) se selektorem v kapilare
a ,,outletu®.

Je zfejmé, Ze pouziti diskontinudlnich systému tedy
vyrazn€ ovliviiuje chiralni separaci a rozliSeni enatiomert.
Nejvyssiho rozliSeni pfi separaci enatiomer tamsulosinu
jsme dosahli v usporadani, kde byl chiralni selektor umis-
tén v kapilare a ,,outletu. Nejvyssiho rozliSeni pfi separaci
enatiomert pseudoefedrinu jsme dosahli v uspotadani, kde
byl chirdlni selektor umistén v kapilafe a ,,outletu®, resp.
v celém systému (,,inlet“-kapilara-,,outlet).

Zavér

V nasi praci jsme ukazali, Ze pfi separaci v daném
prostiedi opacné nabitého analytu (tamsulosin, efedrin)
nez je chiralni selektor (s-B-CD) je mozno pouzit rizna
separacni uspofadani liSici se dobou interakce selektoru
s analytem.

Jak se neokrast o uspé€Snou chirlni separaci kapi-
larni elektroforézou? Byl ukazéan Casto opomijeny fakt, ze
pro chirdlni separace neni nejvyhodné&jsi pouZivat systém
s chiralnim selektorem v ,,inletu®, kapilare a ,,outletu. Lze
tvrdit, Ze pifi pouziti diskontinudlnich systému a snaze do-
sahnout nejvyssiho rozliSeni je vyhodné provadét chiralni
separaci v uspofadani s umisténim chiralniho selektoru
v kapilafe a ,outletu“. Nezanedbatelnou roli zde hraje
i ekonomickd stranka separace, nebot' toto usporadani
vyrazné Setfi chiralni selektor. Nesmime ovSem opome-
nout fakt, Ze se rozliSeni zlepsi pouze v ptipadé, ze chirdlni
selektor nese naboj a muze tedy migrovat v kapilate svou
vlastni rychlosti.

Autori dékuji Grantové agenture Ceské republiky
(¢islo grantu 203/03/0161) za financni podporu prace.
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Czech Republic, "Department of Physical and Macromo-
lecular Chemistry, Faculty of Natural Science, Charles
University, Prague, Czech Republic): How To Achieve
Successful Chiral Separation by Capillary Electropho-
resis

This work is devoted to enhancing the potential of
capillary electrophoresis as a separation technique. Im-
provement of chiral resolution of organic bases in an acid
electrolyte using sulfated P-cyclodextrin as an anionic
chiral selector is demonstrated on an example of chiral
separation of tamsulosin and ephedrine. Better resolution
of enantiomers of the bases can be achieved by changing
the concentration of a chiral selector in compartments of
the separation system (inlet — capillary — outlet). Migration
of the chiral selector in the direction opposite to that of the
cationic analytes was utilized and thus the resolution could
be improved. The best resolution was obtained if the chiral
selector was in the working electrolyte in the capillary and
outlet vial while the inlet vial contained only the back-
ground electrolyte. In contrast, if the chiral selector is ei-
ther only in the capillary or in the whole electrophoresis
system, a lower resolution was obtained though both the
systems are most frequently employed in practice.
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Uvod

Triacylglyceroly (TG) patii do skupiny pfirodnich
lipidi, které jsou v pfirodé zastoupeny prevazné
v rostlinach nebo v tukovych tkanich Zivocichi, kde tvofi
az 90 % jejich tukovych zasob. Jsou velice diilezitou sou-
Casti potravy nejen pro svou vysokou energetickou hodno-
tu, ale i pro obsah esencidlnich mastnych kyselin (MK)
a vitamind rozpustnych v tucich. V téle slouzi jako vydat-
ny zdroj pfimé nebo potencidlni energie ulozeny do zasob
v tukové tkéni. Jsou také vyznamné jako tepelné izolatory
nekterych organti a elektrostatické izolatory nervovych
vlaken'”.

TG tvori v ptirodé slozité smési a z tohoto diivodu je
nutné pred vlastni identifikaci pfedfadit separacni stupen.
Jedna z nejpouzivanéjSich technik pro separaci a identifi-
kaci TG ve slozitych piirodnich smésich je spojeni vyso-
kouc¢inné kapalinové chromatografie v systémech s obra-
cenymi fazemi’ > (RP-HPLC) a hmotnostni spektrometrie
s chemickou ionizaci za atmosférického tlaku®!! (RP-
HPLC/APCI-MS), kterd byla také pouZita v této praci.
Retence TG v RP-HPLC se zvySuje s prirtustkem tzv. ekvi-
valentniho poc¢tu uhlikovych atomi (Equivalent Carbon
Number, ECN) definovaného jako pocet uhlikii (Carbon
Number, CN) ve vSech acylovych fetézcich minus dvojna-
sobek poctu dvojnych vazeb (Double Bonds, DB), tj. ECN
= CN — 2DB (cit.>>?). Pro znaceni TG se standardn& pou-
zivéa pocate¢nich pismen MK setfazenych podle jejich pozi-
ce sn-1, 2 nebo 3 (stereochemické cislovani) v glycero-
lovém skeletu (zkratky identifikovanych MK viz tabul-
kaI).

Cena Merck

Experimentalni ¢ast

Pouzita rozpoustédla (acetonitril (ACN), propan-2-ol,
hexan) byla Cistoty pro gradientovou HPLC eluci (vSe
Merck, Darmstadt, Némecko). Vzorky oleju (olej z lisko-
vych ofechtl, vlasskych ofecht, keSu ofechd, mandli, maku
tmavého, pecic¢ek zlutého melounu, Sipku, fikd, datli, cer-
ného rybizu) byly pfipraveny v laboratofi nasledujicim
postupem. Priblizné 10 g semen nebo ofechii bylo nejdiive
rozdrceno v tfeci misce na malé ¢astecky, které byly smi-
chany s 15 ml hexanu. Po 15 min byla tato smés prefiltro-
vana nejdiive s pouzitim bézného filtracniho papiru a na-
sledné pres filtr s rozméry pord 0,45 um. Z filtratu byl
hexan odpaten pii laboratorni teploté pfes noc, ¢imz byl
ziskan Cisty ole;j.

Experimenty byly provadény na kapalinovém chro-
matografu v sestav€ pumpa Waters 616, UV detektor
s diodovym polem Waters 996, automaticky davkovac
vzorkl Waters 717+ (v§e Waters, Milford, USA) spojeném
s hmotnostnim spektrometrem s iontovou pasti Esquire
3000 (Bruker Daltonics, Brémy, Némecko) s moznosti
ionizace elektrosprejem nebo APCI s rozsahem métenych
hmot do m/z 6000. Byly pouZity kolony Nova-Pak C18,

Tabulka I

Mastné kyseliny, jejich zkratky, pocet uhliki (CN) a dvoj-
nych vazeb (DB), ekvivalentni pocet uhlikovych atomu
(ECN)

Mastnd kyselina ~ Zkratka CN:DB ECN
Kaprylova Cy C8:0 8
Kaprinova C C10:0 10
Laurova La C12:0 12
Myristova M C14:0 14
Pentadekanova Pe Cl15:0 15
Palmitolejova Po Clé:1 14
Palmitova P C16:0 16
Heptadekanova Mo C17:1 15
Margarova Ma C17:0 17
Stearodonova St C18:4 10
Linolenova Ln C18:3 (9,12,15) 12
v-Linolenova vLn C18:3(6,9,12) 12
Linolova L C18:2 14
Olejova (0] Cl18:1 16
Stearova S C18:0 18
Ikosadienova E C20:2 16
Gadoleova G C20:1 18
Ara8idova A C20:0 20
Henikosanova H C21:0 21
Behenova B C22:0 22
Trikosanova T C23:0 23
Lignocerova Li C24:0 24

*M. Lisa ziskal zvlastni cenu poroty v soutézi O cenu firmy Merck 2004 o nejlepsi studentskou védeckou praci v oboru

analytické chemie.
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150 a 300 x 3,9 mm, velikost ¢astic 7 um (Waters, USA).
Optimalizace HPLC separaci byla provedena s 3% roz-
tokem (m/v, ve smési acetonitril : propan-2-ol : hexan
(1:1:1)) vzorku oleje z liskovych ofechl pti nastiiku 10 pl
se spektrofotometrickou detekei pti vinové délce 205 nm.
Pro studium vlivu délky kolony na separaci bylo
pouzito 15 cm, 30 cm a spojeni 15 a 30 cm kolony pfi
pritoku mobilni fize 1 ml.min'. Podminky gradientové
eluce v zavislosti na délce kolony byly nasledujici:
a) spojeni 15 a 30 cm kolony: 0 min — 100 % ACN,
106 min — 31 % ACN a 69 % propan-2-olu, 109 min —
100 % ACN, 110 min konec analyzy;

b) 30 cm kolona: 0 min — 100 % ACN, 71 min — 31 %
ACN a 69 % propan-2-olu, 74  min — 100 % ACN,
75 min konec analyzy;

¢) 15 cm kolona: 0 min — 100 % ACN, 35 min — 31 %

ACN a 69 % propan-2-olu, 38 min — 100 % ACN,
39 min konec analyzy.

Studium vlivu teploty na separaci bylo provedeno na
spojenych kolonach v délce 30 cm a 15 cm pfi teplotach
20, 25, 30, 40 a 50 °C. Byla pouzita gradientova eluce
(1 ml.min™', 0 min — 100 % ACN, 106 min — 31 % ACN
a 69 % propan-2-olu, 109 min — 100 % ACN, 110 min
konec analyzy).

Byly analyzovany 3 % roztoky (m/v, ve smési aceto-
nitril : propan-2-ol : hexan (1:1:1)) rostlinnych oleji pfi
teploté 25 °C a pritoku mobilni fize 1 ml.min' s nés-
tiikem 10 pl vzorku. Mezi jednotlivymi nastfiky byla
davkovaci jehla oplachovana mobilni fazi. Pro analyzu byl
pouzit gradient mobilni faze 0 min — 100 % ACN, 106 min
—31 % ACN a 69 % propan-2-olu, 109 min — 100 % ACN,
110 min konec analyzy. Eluat na vystupu ze spektrofoto-
metrického detektoru byl veden do hmotnostniho spektro-
metru, kde byla pro analyzu TG pouzita ionizace APCI pfi
zaznamu kladnych iontl v rozsahu m/z = 50-1200, teplota
APCI sondy 400 °C a teplota iontového zdroje 350 °C.
Priitok susiciho plynu byl 3 L.min" a tlak zmlzujiciho ply-
nu 483 kPa.

Vysledky a diskuse

Optimalizace metodiky HPLC

V této praci byla pro separaci komplexnich smési TG
pouzita vysokoucinna kapalinova chromatografie v systé-
mech s obracenymi fazemi s gradientovou eluci a sloZenim
mobilni faze acetonitril-propan-2-ol.

Nejprve byl studovan vliv délky chromatografické
kolony na separacni Uc¢innost (na 15 c¢cm koloné, 30 cm
koloné a sériovém zapojeni 15 a 30 cm kolony), ktery je
patrny na obr. 1. S rostouci délkou chromatografické kolo-
ny roste pocet vzajemnych interakci mezi analyzovanymi
latkami a sorbentem na koloné, coz vede ke zlepSeni sepa-
race. Pfi pouZiti 30 cm kolony a spojeni 15 a 30 cm kolony
v porovnani se separaci na 15 cm kolon¢ se vyrazné zvy-
Suje rozliSeni TG v rdmci skupiny se stejnym ECN (viz
skupina OLL, OLnO a LLP). Zlepseni separacni uc¢innosti
bylo také potvrzeno vypoctem rozliSeni a poCtu teoretic-
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Obr. 1. Vliv délky kolony na separacni ucinnost (liskovy olej, UV
detekce pfi 205 nm); a — separace na 15 cm koloné, b —na 30 cm,
¢ —spojeni 15 a 30 cm kolony

kych pater, kdy ob& hodnoty s prodluzovanim kolony rost-
ly. Na zaklad¢ téchto poznatkll bylo vybrdno spojeni
15 a 30 cm kolony.

Dale byl studovan vliv teploty na kvalitu separace
(obr. 2) (pfi 20, 25, 30, 40 a 50 °C). Snizovanim teploty se
zvySuje separacni U¢innost, coz muze byt zplisobeno roz-
dilnym prostorovym uspotadanim TG pii ruznych teplo-
tach. Pfi vysSich teplotdch mize dochazet k rotaci nékte-
rych vazeb, coz by se projevilo ohybanim acylového fetéz-
ce', a tim zmenSenim interakci mezi latkou a sorbentem.
ZlepSeni separace bylo potvrzeno stejnym zpisobem jako
pfi studiu vlivu délky chromatografické kolony vypoctem
rozliSeni a teoretického poCtu pater. Pro dalSi separace
byla vybrana teplota 25 °C jako kompromis mezi separac-
ni U€innosti, dobou analyzy a tlakem mobilni f4ze na kolo-
né.
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Obr. 2. Vliv teploty na separa¢ni ucinnost (liskovy olej, UV
detekce pii 205 nm); a — separace pii 50 °C, b —pii 30 °C, ¢ — pii
20°C

Analyza rostlinnych oleju

K identifikaci TG obsazenych v 10 rostlinnych ole-
jich byla pouzita hmotnostni spektrometrie s ionizaci AP-
CI po separaci slozek optimalizovanou metodikou HPLC.
APCI hmotnostni spektra obsahuji strukturné dulezité
[M+H-RCOOH]" (ionty A) vzniklé ztratou acylu z polohy
sn-1, 2 nebo 3. Na zéklad¢ téchto iontl byla provedena
identifikace TG. Tonty [M+H]" identifikovanych TG, je-
jich retencni Casy #; a relativni retencni Casy r jsou uvede-
ny v tabulce II. Jako standardy pro vypocet relativniho
retenéniho casu byly pouzity TG bézné obsazené
v rostlinnych olejich, tj. LLLn pro ECN =36 az 41, LLL
pro ECN = 42 a 43, OLL pro ECN = 44 a 45, OOL pro
ECN =46 a 47, OOL pro ECN =48 a 49, SOO pro ECN =
50 a 51 a AOO pro ECN = 52. S pouzitim fragmentovych
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iontll A byla urcena prevladajici MK v poloze sn-2, proto-
zpolohy sn-1 a 3 (cit.>™). To Ize vysvétlit vznikem méné
stabilniho péti¢lenného cyklu pfi ztrat€ acylu z polohy sn-2
oproti vzniku cyklu Sesti¢lenného ztratou acylu z poloh sn-1
nebo 3 (obr. 3).

Separace TG v RP-HPLC je fizena ekvivalentnim
pocétem uhlikovych atomt.. V ramci jedné skupiny ECN je
separace TG ovlivnéna charakterem pfitomnych MK, je-
jichz vliv na retenci mize byt demonstrovan na skupinach
TG se stejnym ECN. Napftiklad ve skupiné TG s ECN =48
(000, OOP, OPP, PPP) (retencni Cas roste v tadé:
84,0 < 85,4 < 87,0 < 88,7 min), ¢ili pfitomnost dvojné
vazby zpusobuje snizovani retence daného TG v ramci
jedné skupiny ECN. Tento zavér lze potvrdit retenci dvojic
LLL a LLPo (reten¢ni Cas: 65,3 < 65,7 min) v ramci skupi-
ny ECN =42, OLL a OLPo (reten¢ni ¢as: 71,8 < 72,2 min)
ve skupiné ECN = 44, OOL a OOPo (reten¢ni Cas:
77,9 < 78,3 min) ve skupiné ECN = 46, u kterych se téz
snizuje retence se zvySujicim se poctem dvojnych vazeb.
Srovnanim retenci skupin TG se stejnym ECN a odlisnymi
MK lze odhadovat z potadi separace neznamych TG jejich
slozeni, coz lze pouzit k ovéfeni jejich identifikace a vy-
louceni ptipadnych chyb.

Pripravené oleje obsahuji velky pocet TG slozenych
z béZné se vyskytujicich nenasycenych MK (Po, Ln, L, O)
a jejich kombinace s béznymi nasycenymi MK (P, S). Jako
minoritni byly dale v olejich identifikovany i TG obsahuji-
ci jednu kyselinu slichym pocétem uhliki (Mo, Ma).
V nékterych olejich byly zastoupeny kyseliny s del$im
alifatickym fetézcem (G, B, A, Li). V olejich pfipravenych
ze seminek plodd jsou navic v malém mnozstvi zastoupe-
ny kombinace béznych MK a kyselin, které se
v rostlinnych olejich vyskytuji vzacné (C, Cy, Pe, St, E, H,
T). Vyjimkou je olej ze seminek cerného rybizu, ktery
obsahuje velky pocet kombinaci béznych MK s kyselinou
y-linolenovou (yLn), kterd prevladala v tomto oleji. Od
kyseliny linolenové se odliSuje pouze polohou dvojnych
vazeb v acylovém fetézci (yLn v poloze 6, 9, 12 a Ln
v poloze 9, 12, 15) a byla identifikovana na zéklad¢ re

As;

2 cHy R'coo -2
R'CO-0—CH — \[\/ lk
i
CH;0-COR? 07
/ L3
. . CH,0COR™®
CH,0-COR CHy0-COR .
RICO-0-CH — CH ——¢ o
| | - i
CH,0-COR’ CH,0-COR’ S S
£ "
[
(I-HZ.O—CORI R'C oo\l’,»\_0
)
RC0O-0-CH _
| - e
CH;y ) JN'Rl

1(3)
CH; OH CH,0-COR .
) i T RCO
R'CO-0-—CH HO-CH [RCO]
CH, CH,

Obr. 3. Schéma fragmentovych iontii pozorovanych v APCI
hmotnostnich spektrech
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Tabulka IT

Triacylglyceroly (TG) nalezené v rostlinnych olejich, jejich zkratky, ekvivalentni pocet uhlikovych atomti (ECN), moleku-
lové ionty ([M+H]"), retenéni &asy (¢z) a relativni retenéni &asy » = (tg — ty)/(ts — ty) ( tyy = 3,2 min, tg — retenéni as stan-
dardu). Zkratky mastnych kyselin v jednotlivych TG byly sefazeny sestupné podle jejich hmotnosti

TG ECN [M+H]" tr r TG ECN [M+H]" tr r

LnLnLn 36 873 48,3 0,800 OOPo 857 78,3 1,005
LLnSt 873 49,4 0,819 GOLn 909 78,8 1,012
StStP 847 52,6 0,876 SLL 883 79,0 1,015
LLnLn 38 875 54,0 0,901 OLP 857 79,3 1,019
LLaLa 719 54,8 0,915 GOLa 831 79,4 1,020
OMCy 693 55,9 0,934 ALLn 909 79,6 1,023
OLnSt 875 56,2 0,940 (010)Y| 831 79,7 1,024
MLaLa 667 56,6 0,947 OPPo 831 79,8 1,025
StLnP 849 57,4 0,961 SOLn 883 80,0 1,028
LnLnMo 39 863 57,7 0,966 BLnLn 935 80,1 1,029
LnLnPe 837 58,7 0,984 LPP 831 80,9 1,040
LLLn 40 877 59,6 1,000 SLM 831 80,9 1,040
LLLa 799 60,3 1,012 PPPo 805 81,3 1,046
OLnLn 877 60,6 1,018 OPM 805 81,3 1,046
00Cy 747 61,4 1,032 SOLa 805 81,3 1,046
LMLa 747 61,5 1,034 SLnP 857 81,4 1,047
OLaLa 721 61,8 1,039 OMoMo 857 81,4 1,047
OLSt 877 61,9 1,041 OOMo 47 871 81,5 1,048
LnLnP 851 62,1 1,044 OLMa 871 82,3 1,059
OPCy 721 63,0 1,060 HLLn 921 82,3 1,059
LStP 851 63,1 1,062 OMoP 845 82,7 1,064
MMLa 695 63,8 1,074 TLnLn 949 82,9 1,067
SLnSt 877 64,7 1,090 GOL 48 911 83,1 0,989
LLnMo 41 865 63,3 1,066 000 885 84,0 1,000
LLL 42 879 65,3 1,000 ALL 911 84,8 1,010
LLPo 853 65,7 1,006 GOM 859 85,0 1,012
OLLn 879 66,4 1,018 BLLn 937 85,1 1,014
LLM 827 66,7 1,023 SOL 885 85,1 1,014
OLLa 801 67,0 1,027 (0102 859 85,4 1,017
00C 775 67,6 1,037 SLP 859 86,6 1,032
LLnP 853 67,8 1,040 BLLa 859 86,6 1,032
LMM 775 68,2 1,047 SSLn 885 86,9 1,036
LPLa 775 68,3 1,048 AOLa 833 87,0 1,037
SLnLn 879 68,5 1,052 OPP 833 87,0 1,037
OMLa 749 68,5 1,052 SOM 833 87,0 1,037
SLSt 879 69,6 1,069 PPP 807 88,7 1,058
OStP 853 69,8 1,072 HLL 49 925 87,4 1,042
SOCy 749 69,9 1,074 TLLn 951 87,8 1,047
PMLa 723 70,7 1,087 OOMa 873 88,4 1,054
LLMo 43 867 69,0 1,060 OMaP 847 89,7 1,071
LLPe 841 70,3 1,081 GOO 50 913 89,0 0,979
LLnMa 867 70,7 1,087 GSL 939 89,9 0,990
ELL 44 907 70,8 0,985 BLL 913 90,0 0,991
OLL 881 71,8 1,000 LiLLn 965 90,2 0,993
GLLn 907 72,1 1,004 AOL 913 90,4 0,995
OLPo 855 72,2 1,006 GOP 887 90,4 0,995
OOLn 881 72,6 1,012 SO0 887 90,8 1,000
LLP 855 73,1 1,019 ALP 887 91,8 1,011
OLM 829 73,7 1,028 SSL 887 91,9 1,013
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Pokracovani tabulky 11

TG ECN [M+H]" tr r TG ECN [M+H]" tr r

SLLn 881 73,8 1,029 SOP 861 92,3 1,017
OLnP 855 74,0 1,032 AOM 861 92,3 1,017
OOLa 803 74,1 1,034 BOLa 861 92,3 1,017
ALnLn 907 74,3 1,036 SPP 835 94,4 1,041
LPM 803 75,1 1,048 TLL 51 953 92.4 1,018
SLLa 803 75,2 1,050 TOLa 875 94,7 1,045
OMM 777 75,5 1,054 SOMa 875 95,0 1,048
OPLa 777 75,6 1,055 LiLL 52 967 94,9 0,988
LnPP 829 75,7 1,057 BOL 941 95,5 0,995
SOSt 881 75,9 1,060 AOO 915 96,0 1,000
OLMo 45 869 75,6 1,055 LiLM 915 96,7 1,008
LLMa 869 76,3 1,066 BLP 915 96,8 1,009
LMoP 843 76,4 1,067 ASL 915 96,9 1,010
OLnMa 869 77,0 1,076 LiOLa 889 97,1 1,012
GLL 46 909 77,2 0,991 AOP 889 97,5 1,016
OOL 883 77,9 1,000 SSO 889 97,6 1,017
tencnich Cast. Vlivem odlisné polohy dvojnych vazeb se 5. Héron S.: Dissertation. Université Paris 6, Paris 1992.

reten¢ni ¢as TG obsahujiciho tuto kyselinu posouva pfi-
blizné o 0,7 min k vys$§im hodnotam.

Zavér

Byla optimalizovdna metodika HPLC s obracenymi
fazemi a mobilni fazi acetonitril-propan-2-ol pro analyzu
slozitych smési TG s pouZitim spojeni dvou chromatogra-
fickych kolon Nova-Pak C18 v sérii pii teploté 25 °C. Tato
metoda poskytuje dobré rozliseni TG s riznymi skupinami
ECN, ale i pro TG v ramci jedné skupiny. Byla pouzita pro
analyzu 10 rostlinnych olejt (olej z liskovych ofecht, vlas-
skych ofechut, kesu ofechti, mandli, maku tmavého, peci-
cek zlutého melounu, §ipkt, fikt, datli, ¢erného rybizu).
Celkem bylo v rostlinnych olejich identifikovano 130 TG
slozenych z 22 mastnych kyselin obsahujicich 8 az 24
uhlikd a 0 az 4 dvojné vazby. U identifikovanych TG byla
na zéklad¢ poméri intenzit urcena prevladajici kyselina v
poloze sn-2. Pfednostné jsou v této poloze zastoupeny
nenasycené MK (ptevazné kyselina linolova).
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M. Lisa and M. Hol¢apek (Department of Analytical
Chemistry, University of Pardubice, Pardubice): Analysis
of Natural Mixtures of Triacylglycerols Using HPLC/
MS Technique

An HPLC/MS method was developed for analysis of
triacylglycerols (TGs) in plant oils from hazelnut, walnut,
cashew nut, and almond as well as from poppy, yellow
melon, rose hip, fig, date and black currant seeds. The
objective of the present work is unambiguous identifica-
tion of the maximum number of TGs, based on the opti-
misation of temperature, column length and gradient steep-
ness. Non-aqueous reversed-phase HPLC with an opti-
mized acetonitrile — propan-2-ol gradient, 30 + 15 cm
Nova-Pak C;s columns and temperature 25 °C were used
in the TG identification based on their positive-ion APCI
mass spectra. Total 130 TGs derived from 22 fatty acids
C8—C24 with 0—4 double bonds were identified.
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Uvod

Speciacni analyza je analyticka ¢innost identifikace/
meéfeni mnozstvi jedné nebo vice chemickych species ve
vzorku'™, kdezto speciace (prvki) je stanoveni distribuce
prvku ve formé chemické species v daném systému' ™.
Chemickd species je specifickd forma prvku definovana
svym izotopovym slozenim, elektronovym nebo oxidac-
nim stavem, resp. molekuldrni strukturou ¢i strukturou
komplexu' . V souasnosti je znalost koncentraci jednotli-
vych forem chemickych prvkd a latek pfitomnych
v chemickém systému za danych experimentalnich podmi-
nek vyzadovéna praxi, napf. pro studie biogeochemickych
cyklt chemickych sloucenin ¢i stanoveni toxicity a ekoto-
xicity vybranych prvkl v zivotnim prostiedi (t¢zké kovy,
aktinidy, aj.).

Specia¢ni analyza mize byt realizovana dvéma pfi-
stupyH:

Aplikace  pokrocilych  separacnich technik
s naslednym vyuzitim nékteré ze spektralnich metod
umoziyjicich jednoznacnou identifikaci chemické
species — tzv. ,,hyphenated” (kombinované) techniky,
které maji uplatnéni vétSinou v analyze inertnich
komplexti napt. (bio)makromolekularnich sloucenin a
jejich komplexti nebo toxickych organokovovych
slouenin'~. Tento piistup vyZaduje finanénd naroéné
pfistroje.

Analyza systému analytickymi technikami (napf.
spektrofotometrie nebo elektroanalytické techniky)

Cena Merck

umoziujicimi stanoveni celkové koncentrace analytu,
resp. celkové koncentrace inertnich a labilnich kom-
plexi*. Stanovené analytické koncentrace viech latek
pfitomnych v chemickém systému slouZi jako vstupni
data pro vypocet koncentraci jednotlivych forem ana-
lytu (chemickych species) pfisluSnym programem pfi
znalosti jejich stechiometrie a rovnovaznych konstant
korigovanych na experimentdlni podminky (teplota,
iontova sila, aj.)%. Tento piistup se hlavng pouziva pro
speciacni analyzu ve vzorcich zivotniho prostfedi
napf. vod*”.

Zelezo se ve vodach vyskytuje v oxidanim stupni II
nebo III. V bezkyslikatém (anoxickém) prostiedi podzem-
nich vod a v povrchovych vodach u dna se vyskytuje ze-
lezo v oxida¢nim stupni II, kdeZto zelezo v oxida¢nim
stupni III je nejstabilng€jsi formou vyskytu ve vodach obsa-
hujicich rozpustény kyslik’. Rychlost oxidace a podil oxi-
dované formy Zeleza zavisi na chemickém slozeni vod’
(zejména na obsahu kationtti — Cu*", Co*", Mn**, aniontd
— siranti, chloridii, hydrogenuhlic¢itant, organickych slou-
¢enin — huminovych latek a tféislovin). V mineralnich vo-
dach® se celkovy obsah Zeleza pohybuje v koncentracich
desitek mg.I"!, proto jsou pred sta¢enim zbavovany Zeleza.
Ve vodarenskych tocich nesmi obsah Zeleza prekrocit hod-
notu 0,5 mg.l", v ostatnich tocich 2,0 mg.l’1 a v zavlaho-
vych vodach 10,0 mg.I"', agkoliv v nékterych primyslo-
vych vodach® byva zjisténa i koncentrace fadové v g™,
proto je nutné mit jednoduchou metodu pro terénni stano-
veni chemickych species Zeleza.

Umélé neuronové sit€ (Artificial Neural Network,
ANN) se objevily pied vice nez padesati lety®, aviak za-
jem o jejich aplikaci rychle poklesl, jelikoz tehdejsi neuro-
nové sité a zpuisob jejich pouziti nevykazovaly uspokojivé
vysledky pii feSeni redlnych problémd®. Zajem véded
o tuto oblast vzrostl az po n¢kolika desetiletich po publiko-
vani Hopfieldovych praci®, ktery zavedl novy model neu-
ronové sité s pouzitim tzv. logistické funkce jako aktivacni
funkce pro popis nelinearity mezi souctem vstupt piija-
tych neuronem a vystupem prevadénym do dalSich vrstev.
Hopfield také zavedl vykonny algoritmus zpétného Sifeni
chyb®, coz vedlo spolu srozvojem vypodetni techniky
k obrovskému nardstu zajmu o ANN v riznych védnich
oborech (chemie, biologie, farmacie), kde aplikace ANN
umoziuje piedpovidat vlastnosti bez znalosti funkénich
vztahl (modelil) zalozenych na chemické, termodynamic-
ké nebo matematické podstaté vyhodnocovanych dat nebo
probihajicich d&ja’ ' (tzv. soft modelovani). ANN spolu
s ostatnimi matematickymi a chemometrickymi metodami
pfedstavuji jednu z variant vyhodnoceni vysledki analytic-
kych méfeni. V souCasné dobé se ANN pouzivaji
v nékterych oblastech analytické chemie, napf. pro kalibra-
ce iontové selektivnich elektrod'"'>, vyhodnocovani rov-
novaznych'? nebo rychlostnich'>'*  konstant z experi-

" Tato prace byla prednesena v soutézi o cenu firmy Merck 2004 o nejlepsi studentskou védeckou praci v oboru

analytické chemie.
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mentalnich dat'? a pro optimalizace analytickych me-
tod'>'. Ukolem piedkladané prace bylo ovéfit praktickou
pouzitelnost ANN spolu s metodou planovani pokust'’ pro
simultdnni spektrofotometrické stanoveni dvojmocného
a trojmocného Zeleza v realnych vzorcich vod.

Experimentalni ¢ast

Chemikalie a pfistroje

Pro pfipravu vSech roztokti byla pouzita voda re-
destilovana v kiemenné aparatuie (Heraeus, Némecko),
chemikalie (siran amonno-Zeleznaty, dusi¢nan Zelezity,
dusi¢nan médnaty, dusi¢nan kobaltnaty, dusi¢nan nikel-
naty, dusi¢nan zinecnaty, dusi¢nan manganaty, kyselina
S-sulfosalicylova, 1,10-fenanthrolin, kyselina gallova,
vSechny Cistoty p.a.) byly dodany firmou Lachema (Brno,
Ceska republika). Hydrogenftalat draselny (p.a., Merk,
Némecko) byl pouZit pro ptipravu roztoku pufru (pH
4,00), kdezto kyselina octova a octan sodny (p.a., Lache-
ma, Brno, Ceskéa republika) pro roztok pufru (pH 5,00).
Meéfeni byla provedena pri laboratorni teploté na dvoupa-
prskovém spektrofotometru UV2 (Pye Unicam, Velka
Britanie) s rozsahem vlnovych délek 190-900 nm. pH
roztoki bylo kontrolovano kombinovanou sklenénou elek-

Tabulka I

3% experimentalni plan koncentraci iontti Fe*" a Fe*" pou-
zity pro spektrofotometrické stanoveni s pouzitim kyseliny
gallové nebo smésného ¢inidla (1,10-fenathrolin a kyselina
5-sulfosalicylova)

Mnozina dat Kyselina gallova Smésné ¢inidlo

c(Fe’) c(Fe™)  c(Fe*) ¢ (Fe')

[mg.I'] [mgl'] [mgl'] [mgl']
Trénovaci 1 0,5 1,0 5,0 5,0
Trénovaci 2 0,5 2.5 5,0 16,5
Trénovaci 3 0,5 4.0 30,0 5,0
Trénovaci 4 2,0 4,0 30,0 30,0
Trénovaci 5 4,0 4,0 5,0 30,0
Trénovaci 6 4.0 2,5 16,5 16,5
Trénovaci 7 4,0 1,0 16,5 30,0
Trénovaci 8 2,0 1,0 16,5 5,0
Trénovaci 9 2,0 2,5 30,0 16,5
Verifikacni 1 1,0 3,0 6,0 6,0
Verifikac¢ni 2 3,0 1,5 28,5 28,5
Verifika¢ni 3 1,5 1,0 14,5 21,5
Verifikacni 4 1,5 1,5 10,0 10,0
Testovaci 1 3,5 3,5 10,0 23,5
Testovaci 2 2,5 2,0 27,5 15,0
Testovaci 3 2,5 1,0 16,5 10,0
Testovaci 4 1,0 1,0 6,0 28,5
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trodou (Monokrystaly, Turnov, Ceska republika) na pH
metru OP-208 (Radelkis, Mad’arsko) s pfesnosti 0,01 pH.

Piiprava vzorkd

Pro pfipravu vSech vzorkl o riznych koncentracich
byly pouzity zasobni roztoky siranu amonno-zeleznatého
(¢ = 500 mg.1I"") a dusi¢nanu Zelezitého (¢ = 500 mg.I™").
Simultanni stanoveni ionti Fe’" a Fe*' reakci s kyselinou
gallovou bylo provadéno podle postupu popsaného
v literatuie'®, kdezto pro stanoveni se sm&snym ¢inidlem
(1,10-fenanthrolin a kyselina 5-sulfosalicylova)'? byl po-
psany postup'’ modifikovan. Kyselina salicylova byla kvi-
li moznym problémuim s jeji rozpustnosti v realnych vzor-
cich pfirodnich vod nahrazena kyselinou 5-sulfo-
salicylovou.

Pro stanoveni pomoci kyseliny gallové byl pouzit
zasobni roztok o koncentraci ¢ = 0,01 mol.I"". Vzorky byly
pfipraveny pipetovanim 5,00 ml roztoku octanového pufru
(pH 5,00), 2,00 ml zasobniho roztoku kyseliny gallové a
piislusnych mnozstvi roztoki ionti Fe’ a Fe'* tak, aby se
koncentrace obou iontli pohybovaly vrozmezi 0,5-4,0
mg.I"" (koncentrace byly ménény podle experimentalniho
planu 3* (viz tabulka I, cit.')), a poté doplnény redestilo-
vanou vodou na celkovy objem 10,00 ml. Spektrum rozto-
ki bylo méfeno 15 min po smichani vzorkii, aby reakce
probéhla kvantitativné. Zasobni roztok smésného cCinidla
byl pfipraven znavazky 0,998 g 1,10-fenanthrolinu
a0,575 g kyseliny 5-sulfosalicylové rozpusténim
ve 100,00 ml redestilované vody; koncentrace 1,10-fenan-
throlinu byla 0,0554 mol.I"" a koncentrace kyseliny 5-sulfo-
salicylové 0,0264 mol.1"". Vzorky byly piipraveny pipeto-
vanim 3,00 ml roztoku smésného ¢inidla, 0,50 ml roztoku
hydrogenftalatového pufru (pH 4,00) a ptisluSnych mnoz-
stvi roztokd ionti Fe*" a Fe** tak, aby se koncentrace obou
ionti pohybovaly v rozmezi 5,0-30,0 mg.I"" (koncentrace
byly mén&ny podle planu pokusi 3° (viz tabulka I, cit.')),
a poté doplnény redestilovanou vodou na celkovy objem
5,00 ml. Spektrum roztokd bylo méfeno 5 min po smichani
vzorkll. Kromé tohoto zakladniho méteni byla také zkou-
mana moznost speciatni analyzy iontd Fe®" a Fe'
v mineralnich vodach a vliv nadbytku Co®*, Ni*', Mn?*",
Zn*" a Cu®" na vysledky jejich stanoveni pro mozné stano-
veni v metalurgickych vzorcich, kdy po jejich Gpravé na
mokré cesté nemusi byt oxidace Zeleza dokonala.

Vyhodnoceni vysledku

Nameétend spektralni data byla exportovana do pro-
gramu Excel™, po jejich nasledném zpracovani byla vy-
hodnocena programy AnnWizzard'® a Trajan™ (StatSoft,
Velka Britanie) s pouzitim ANN. Jako vstupni hodnoty
sité byly pouzity hodnoty absorbanci v rozsahu vinovych
délek 420-626 nm po 2 nm (celkem 114 vstupnich neuro-
nt) pro smésné ¢inidlo nebo 420—890 nm po 5 nm (celkem
95 vstupnich neuronil) pro kyselinu gallovou. Vystupni
hodnoty (2 neurony) byly v obou piipadech koncentrace
jednotlivych forem zeleza (crery @ crequry). Optimalni archi-
tektura ANN (pocet skrytych neuronil) byla hledana pro-
gramem Trajan™ pfi pouziti 9 roztoki (trénovaci soubor)
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Vysledky simultanni analyzy iontii Fe** a Fe’" v nezndmém vzorku reakci s kyselinou gallovou. Vysledky byly vypoéteny
s pouzitim ANN (95:5:2, program AnnWizzard, ANNW — logisticka funkce a Trajan™ — linearni funkce)

c(Fe’) [mg.1"] Rel. chyba [%]

c(Fe’) [mg.1"] Rel. chyba [%]

hodnoty hodnoty vypoctené Trajan AnnW hodnoty hodnoty vypoctené Trajan AnnW
dané Trajan AnnW dané Trajan AnnW
1,0 1,0 1,0 0,12 0,01 3,0 3,0 3,0 0,07 0,07
3,0 3,0 3,0 0,66 0,03 1,5 L5 1,5 0,20 0,01
1,5 1,5 1,5 0,63 0,03 1,0 1,0 1,0 0,84 0,01
1,5 1,5 1,5 0,06 0,06 1,5 L5 1,5 0,46 0,40
3,5 3,5 3,5 0,67 0,11 0,5 0,5 0,5 0,20 0,20
3,0 3,0 3,0 0,66 0,70 3,0 3,0 3,0 0,66 0,40
a 4 roztokl (ovéfovaci-verifikacni soubor) (viz tabulka I) Vysledky a diskuse

a nasledujicich parametrii: aktivacni funkce linearni, pocet
ucicich epoch 50 000 (stejné pro obé stanoveni), rychlost
uceni 0,8; ,,momentum® 0,5 (stanoveni smésnym Cini-
dlem); rychlost uceni 0,6; ,,momentum* 0,3 (stanoveni
kyselinou gallovou). Optimalni architektura ANN byla
nalezena pro 6 skrytych neuront (viz obr. 1) pro smésné
¢inidlo nebo 5 skrytych neurond pro kyselinu gallovou
a byla pak pouzita pro predpovéd’ koncentraci ionti Fe"
a Fe'" v neznamém vzorku z naméfenych hodnot absor-
banci. Pro ovéfeni vypocti byl pouzit také software
AnnWizzard'® se stejnymi parametry pro optimalizaci
ANN, kdy misto aktivacni linearni funkce byla pouzita
funkce logisticka.

A402 nm \
Aot om ‘§¥\\\r«¢'
AN
%\\\;‘3";5.*‘\' o c(Fe’)
N, =X o(Fe™)

Obr.1. Piiklad optimalni architektury (114:6:2) umélé neuro-
nové sité (ANN) pouZité v praci

Kyselina gallova je citlivé organické ¢inidlo pro sta-
noveni iontd Fe**, které je ruseno piitomnosti iontd Fe*'.
Tuto interferenci je mozné zahrnout do procesu kalibrace
a stanovit ionty Fe*" a Fe** vedle sebe. Jak bylo ukazano
v literatufe, reakce ma kineticky charakter'® a produkt
reakce Fe?' s kyselinou gallovou vznikne az po 15 min. Je
nutné proto dodrzet tento Casovy interval a také jiné expe-
rimentalni podminky (pH, nadbytek kyseliny gallové),
abychom eliminovali vedlejsi chemické reakce, které mo-
hou rusit vlastni stanoveni. Naméfena absorban¢ni data
byla pouzita pro hledani optimalni architektury ANN, kte-
ra pak byla pouzita pro pfedpovéd’ koncentrace iontll ze-
leznatych a zelezitych ve vzorku (viz tabulka II). Jak je
patrné z vysledkl, pouziti obou druhl software s obéma
aktivaénimi funkcemi pfineslo takika shodné vysledky
nezavislé na metod¢ vypoctu. Jelikoz program TrajanTM je
pro potencialni uzivatele komercné dostupny, pouzivali
jsme ho pro dalsi vypocty. Navic aplikace linedrni aktivac-
ni funkce odpovida vice fyzikalnimu vyznamu Bougerova-

Tabulka IIT

Vysledky simultanni analyzy iontd Fe** a Fe' v nezna-
mém vzorku reakci se smésnym ¢inidlem. Vysledky byly
vypocteny s pouzitim ANN (114:6:2, program Trajan™ —
linearni funkce)

c(Fe*") [mg.1™] Rel. c¢(Fe’") [mgl™] Rel.

dano  vypoc- C}[l(,}g])a dano  vypoc- Cl[l(%}])a
teno teno

28,5 28,5 0,07 29,0 29,1 0,37
10,0 10,0 0,00 6,0 6,0 0,17
23,5 23,5 0,03 23,5 23,5 0,04
28,5 28,5 0,04 6,0 6,0 0,13
5,5 5,5 0,18 29,0 29,2 0,69
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Vysledky spektrofotometrického stanoveni obsahu iontil Fe’" a Fe'" v mineralnich vodach reakci se smésnym Cinidlem.
Vysledky byly vypocteny s pouzitim ANN (101:5:2, 380-580 nm, program Trajan™ — linearni funkce)

c(Fe’") [mg.1 ] Rel. chyba [%] c(Fe’) [mg.1 ] Rel. chyba [%]
hodnoty teoretické hodnoty vypoctené hodnoty teoretické hodnoty vypoctené
Korunni®
23,5 23,6 0,28 10,0 10,2 1,54
28,5 28,6 0,21 6,0 6,1 1,64
6,0 6,0 0,61 29,0 29,3 1,04
6,0 5,9 -1,43 6,0 6,0 0,42
Rudolfirv pramen®
23,5 23,4 -0,55 10,0 9,9 -1,33
28,5 28,6 0,23 6,0 6,0 0,22
6,0 6,0 0,70 29,0 29,3 0,89
6,0 6,1 1,48 6,0 6,1 1,48
Vincentka®
23,5 23,6 0,42 10,0 10,2 1,53
28,5 28,2 -1,06 6,0 6,1 1,15
6,0 5,9 1,15 29,0 29,1 0,32
6,0 6,1 1,32 6,0 6,0 0,45
Podébradka®
23,5 23,6 0,38 10,0 10,1 0,51
28,5 28,6 0,19 6,0 6,0 0,06
6,0 5,9 -1,69 29,0 28,7 -1,05
6,0 6,0 0,50 6,0 6,0 0,20
Ondrdsovka®
23,5 23,2 -1,29 10,0 9,9 -1,46
28,5 28,8 1,04 6,0 6,0 0,58
6,0 6,0 0,17 29,0 29,1 0,32
6,0 6,0 0,66 6,0 6,0 0,10

SloZeni mineralnich vod (v mg.I™"):
* Na' 97,56; K* 24,30; Mg™* 29,72; Ca*" 78,55; Mn*" 0,61;
H,Si0; 55,60

Fe?* 0,02; F~ 0,87; CI” 14,05; SO,> 66,54; HCO;™ 583,4;

> Na'84,17; K' 11,13; Mg*" 136,2; Ca** 276,7; Sr** 0,497; Fe’* 12,32; Mn?* 0,548; F~ 0,103; CI" 45,32;I" 0,006; SO4*
122,7; HCO; 1581; H,Si0; 117,8 (celkova mineralizace 2392)

¢ Li" 9,81; Na* 2440,00; K™ 133,50; Mg®" 15,28; Ca®" 239,20; Sr*" 4,23; Ba®* 8,68; Rb" 0,59; Cs" 0,16;Fe** 3,81; Mn*"
0,55; NH," 10,57; F~ 2,54; CI" 1617,00; Br 7,03; I 6,77; SO,> 8,43; HCO;™ 4825,00; HBO, 318,50; H,SiO5 15,56;

volny CO, 3030,00 (celkova mineralizace 963,4)

4 Na' 483.9; K' 61,6; Mg2+ 69,6; Ca’" 167,9; F 1,5; CI” 439,6; I 0,08; SO,* 82,4; HCO;™ 1431,0 (celkova mineralizace

2741)

¢ Na' 29,60; K" 1,582; Mg®* 19,56; Ca’* 184,0; F 1,17; Cl°

3973 (celkova mineralizace 963,4)

Lambertova-Beerova zékona.

Pouziti smésného ¢inidla (1,10-fenanthrolin + 5-sulfo-
salicylova kyselina) pro analyzu je vyhodné®, jelikoz vyu-
7iva selektivity obou ¢inidel pro stanoveni iontti Fe’"
a Fe** (cit."”). Experimentalni podminky (nadbytek chela-
tacnich cinidel, pH 4,00) jsou nastaveny tak, abychom
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546; SO, 15,38; HCO; 706,2; NO; 0,41; volny CO,

vyuzili co nejvyssi citlivosti stanoveni a eliminovali moz-
nost vedlejSich chemickych reakei (napf. hydrolyzy iontl
Fe*"). Stanoveni viak mie byt rufeno ostatnimi ionty
a nemusi tak byt zajiSténa linearita méfeného analytického
signalu jako funkce koncentrace v ramci Bougerova-
Lambertova-Beerova zékona. Tento problém lze odstranit
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pouzitim metody ANN.

Spektrofotometrickd data namétend podle experimen-
talniho planu (tabulka I) byla pouzita k optimalizaci archi-
tektury ANN (obr. 1). Optimalizovand natrénovand ANN
pak byla pouzita pro piedpovéd vysledkl simultanniho
stanoveni koncentrace obou forem Zeleza. Vysledky jsou
uvedeny v tabulce IIl. Relativni chyba stanoveni je ve
vsech pripadech mensi nez 0,70 %.

Dale bylo testovano, zda pritomnost ostatnich iontd
prechodnych kovii (Co*, Ni*', Mn*, Cu*, Zn*)
v prebytku rusi stanoveni Fe’" a Fe'' navrzenym postu-
pem. Optimalizaci architektury ANN (101:6:2) a nasled-
nou predpovédi koncentraci iontéi Fe** a Fe*" ve vzorcich
bylo zjisténo, Ze koncentrace 100 mg.ml™ (Co*" a Ni*),
70 mg.ml™ (Zn*"), 20 mg.ml™ (Mn*") a 60 mg.ml™ (Cu*")
stanoveni nerusi a tyto hodnoty koncentraci iontii dopro-
vodnych prvkil lze povazovat za limitni pro stanoveni
obou chemickych species Zeleza v roztoku. Relativni chy-
ba stanoveni Fe’" a Fe’'v pfitomnosti vyse uvedenych
iontll prechodnych kovil vzrostla, ale neptesahla 2 %, coz
je prijatelné pro vétSinu béznych analytickych postupti. To
je zlep3eni vzhledem k pivodni praci'’, kde bylo konstato-
vano, 7e ionty Co’" a V*' rudi stanoveni v piitomnosti
1,10-fenanthrolinu pravdépodobné v dusledku vzajemnych
redoxnich reakci.

Dale bylo zkouseno, zda je navrzena metoda vhodna
pro stanoveni forem Zeleza v mineralnich vodach’. Jako
vzorky bylo vybrano 5 druhii mineralnich vod liSicich se
vyrazn¢ svym chemickym sloZzenim (tabulka IV), které
byly obohaceny znamym ptidavkem Fe®*a Fe*". Agkoliv
je z mineralnich vod pfed staCenim odstranéno Zelezo,
vysledky jejich chemickych analyz deklaruji ptitomnost
ionti Fe*" (napt. Rudolfiv pramen 12,32 mg.I"!, Vincentka
3,81 mgl™). Vysledky stanoveni i s obsahem ostatnich
interferujicich iontd jsou uvedeny v tab. IV. Stanoveni
byla provedena opakované (4x) a relativni smérodatna
odchylka stanoveni nepiekroCila 4 % pro oba ionty. Byly
provedeny testy na systematickou chybu (Grubsuv test,
Studentuv #-test) a testovani hypotéz potvrdilo, Ze navrze-
na analytickd metoda neni zatiZzena systematickou chybou.
Stanoveni neni mozné provést pouze v mineralnich vodach
s extrémng vysokym obsahem hofe¢natych iontt (Saratica
2943.8 mg.I"!, Zajeticka hotka 5105,1 mg.l™"), kdy se po
pridavku ¢inidla tvofi srazeniny.

Zavér

V predlozené praci byly navrzeny dvé spektrofotome-
trické metody pro simultinni stanoveni ionti Fe’" a Fe’*
s naslednym vyhodnocenim experimentalnich dat
s pouZitim ANN. Metody jsou vhodné pro stanoveni che-
mickych species zeleza v rGznych vzorcich (slitiny, pod-
zemni vody a jiné vzorky Zivotniho prostedi)
v piitomnosti iontd jinych prechodnych kovii (Co®*, Ni*,
Mn?*, Zn**, Cu*"). Rychlé a jednoduché spektrofotometric-
ké stanoveni poskytuje piesné vysledky (relativni sméro-
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datna odchylka do 4 %), které nejsou zatizeny systematic-
kou chybou. Metoda mtze byt pouzita napf. pro terénni
stanoveni obou forem Zeleza ve vzorcich vod.

Tato prace byla podporovana granty GA CR (grant
203/02/1103) a FR VS 522/2003/F6a.
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M. Holbova and P. Lubal (Department of Analytical
Chemistry, Faculty of Science, Masaryk University, Brno):
Simultaneous Spectrophotometric Analysis of Fe*" and
Fe* Ions

Two new procedures for simultaneous spectropho-
tometric analysis of ferrous and ferric ions utilizing
their different reactivities to a selective reagent (gallic
acid) and/or reagent mixture (5-sulfo-salicylic acid and
1,10-phenanthroline) were developed. The measured ex-

Cena Merck

perimental data are treated by Artificial Neural Network.
The concentration ranges used were 0.5-4.0 mg.I”" (Fe*")
and 1.0-4.0 mg.I"" (Fe’") for the determination with gallic
acid and 5.0-30.0 mg.I"" (both ions) for the determination
with the reagent mixture. It was demonstrated for the latter
method that transition metal cations (Co", Ni**, Mn*,
Cu®*, Zn*") do not interfere and the method can be used for
iron speciation analysis of Czech mineral waters. The pro-
posed methods give precise (RSD < 4 %) and accurate
results.

ZPRAVY

Soutéz o cenu firmy Merck 2005

Ve dnech 14. a 15. unora 2005 prob&hl na katedie
analytické chemie Prirodovédecké fakulty Masarykovy
Univerzity v Brné jiz 8. ro¢nik soutéZe o nejlepsi student-
skou védeckou praci v oboru analytické chemie o cenu
firmy Merck organizované ve spolupraci s odbornou sku-
pinou analytické chemie Ceské spole¢nosti chemické.
Rekordni pocet ucastnikti (19 studentl z péti vysokych
Skol: Piirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy v Praze,
Prirodovédecké fakulty Masarykovy Univerzity v Brng,
Fakulty chemicko-technologické Univerzity Pardubice,
Vysoké skoly chemicko-technologické v Praze a Pfirodo-
veédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci) svédci
o rostoucim z4jmu o tuto soutéz. Odborna porota méla
nelehky tikol vybrat z téchto velmi kvalitnich praci ty nej-
lepSi. Prvni misto ziskala Markéta Ryvolova z katedry
analytické chemie Prirodovédecké fakulty Masarykovy
Univerzity v Bmé za praci ,,Derivatizace peptidi a pro-
teind fluorescencnimi barvivy®. Druhé misto obsadila Pet-
ra Vyskocilova z katedry analytické chemie Pfirodovédec-
ké fakulty Univerzity Palackého za praci ,,Studium bunéc-
nych modelti pomoci analytickych metod a diagnostika
metabolickych defekti™ a na tfetim misté se umistil Vac-
lav Ranc, rovnéZ z katedry analytické chemie Pfirodové-
decké fakulty Univerzity Palackého, s praci ,,Analyza chi-
ralnich latek metodou FIA-EIS-MS/MS“. Vzhledem
k vysoké urovni soutéznich praci se porota rozhodla udeélit
zvlastnich cenu poroty Michaele Galiové, Veronice MozZné
a Alici Stanikové z katedry analytické chemie Pfirodové-
decké fakulty Masarykovy Univerzity v Brn¢ za soubor
praci z oblasti spektroskopie s laserem indukovanym mik-
roplasmatem.

Soutézici na prvnim az tfetim misté ziskali rovnéz
celoro¢ni pfedplatné casopisu Chemické listy a vSem
Ucastnikiim soutéze bylo diky vysoké kvalité jejich praci
nabidnuto jejich publikovani v tomto Casopise. Prezento-
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zleva: Markéta Ryvolova, Mgr. Zdenék Havac — zastupce
fy Merck, spol. s r.o., Petra Vyskocilova a Vaclav Ranc

vané prispévky, vysledky a fotodokumentace ze soutéze
jsou umistény na adrese http:/www.chemi.muni.cz/
~analytika/cm0.htm. Za dokonalou organizaci soutéze
i vytvofeni pfijemné atmosféry si zaslouzi podékovani cely
tym organizatorti v ¢ele s prof.. RNDr. Viktorem Kanic-
kym, CSc.

V roce 2006 se bude v poradi jiz devata soutéz o cenu
firmy Merck konat na Ptirodovédecké fakulté Univerzity
Palackého v Olomouci. Uzavérka ptihlasek do soutéze
bude 30.11.2005, abstrakta praci bude tieba zaslat elektro-
nickou postou organizatorim soutéze do 20. prosince
2005. Dalsi informace lze ziskat na adrese Ba-
rek@natur.cuni.cz.

Jiri Barek
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chemickych spole¢nosti
4. — 8. zari 2005

Vysoké Tatry

Dovolujeme si Vés pozvat, jménem organiza¢niho vy-
boru, Asociace ¢eskych chemickych spolec¢nosti, Asoci-
acie slovenskych chemickych a farmaceutickych
spol'o¢nosti, garantd a sponzord, na spoleény 57. sjezd
chemiki. Sjezd se bude konat v hotelovém komplexu
Hutnik v Tatranskych Matliaroch. V pripadé velkého
zajmu je mozné rozsifit ubytovaci kapacitu o sousedni
hotely. Tatranské Matliare maji vyhodnou vychozi po-
lohu pro vylety do vSech hlavnich tatranskych lokalit.
Predpokladané vlozné na konferenci je

175 Euro,
zahrnuje konferencni poplatek, sbornik, ubytovani, pl-
nou penzi, obcerstveni béhem sekci, spolecenské vecery
a moznost vyuziti sportovniho vybaveni hotelu
(plavecky bazén, bowling). Hotelovy komplex
s moznosti centralniho ubytovani a stravovani vsech
ucastnika zajisti lepsi podminky pro odbornou i spole-
¢enskou komunikaci ucastnikii sjezdu. Odborna tiroven
bude podpotena ptitomnosti fady pozvanych pirednase-
jicich, zahajovaci prednasku pfislibil prof. Zewail Kontaktni adresa
(Kalifornsky technologicky institut, nositel Nobelovy E-mail: upolzhlo@savba.sk, schs@chtf.stuba.sk
ceny za chemii pro rok 1999).

Slovenska chemicka spolo¢nost’
Predbézné prihlaSky zasilejte na adresu Slovenské che- FCHPT STU
mické spol'ocnosti pisemné nebo E-mailem co nejdtive. Radlinského 9/1111
Dalsi nformace najdete na webovych strankach sjezdu: 812 37 Bratislava
http://schs.chtf.stuba.sk . Stranka je dostupna i z do- Slovensko
movské stranky CSCH (www.csch.cz).
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Vystavisté Praha 7 - Holesovice

'9. - 2'0 '00 2005

PRAGO

ANALYTIKA

VYSTAVA DODAVATELSKEHO ZAJISTENiI LABORATORI SLOUZICICH KE ZKOUSENI,
KONTROLE JAKOSTI, VYZKUMU A VYVOJE VE VSECH SEKTORECH PRUMYSLU,
POTRAVINARSTVi A OCHRANY ZIVOTNIHO PROSTREDI

« ANALYZA: Analytickd zafizeni
Chromatografie
Spektroskopie
Detektory
Mikroskopie

» MERENi A KONTROLA JAKOSTI, ZKOUSKY

« VYBAVENI LABORATORI: Zdakladni vybaveni laboratofi
Laboratorni datové systémy
Analyza zpracovdni obrazu
Laboratorni technologie a pfistroje

« CINIDLA, PROVOZNIi MATERIALY, POMUCKY A SUROVINY
« VYZKUMNE A PRUMYSLOVE POLOPROVOZY

« INZENYRSKE SLUZBY

« PORADENSTVI

* DOPROVODNY PROGRAM

Garant odborného doprovodného programu:
CESKA SPOLECNOST CHEMICKA

INCHEBA PRAHA spol. s . o.
aredl Vystavisté Praha, 170 90 Praha 7
tel.: 220 103 476, fax: 233 378 225

INCHEBA

€XPO PRAHA e-mail: rkrombholzova@incheba.cz, www.incheba.cz
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