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Evropskd komise vydala po¢dtkem roku 2000 tzv. Bilou
knihu o zdravotni nezavadnosti potravin', kterd shrnuje cile
nové potravinové legislativy, které jsou zaloZzeny na opatfe-
nich z oblasti potravin, krmiv, zdravi a ochrany zvifat, hygie-
ny, rezidui az po tzv. nové potraviny vcetné geneticky upra-
venych, a tvoii rdmec pro vytvafeni a zptsob prace kontrolnich
organd. Uvedend kniha byla konkrétni reakci na prohlasen{
predsedy Evropské komise Romana Prodiho, ktery ihned po
svém ndstupu do funkce avizoval revizi celého potravinového
prava ES a vytvoreni nadndrodni instituce, kterd by dohlizela
na dodrzovdni hygienickych predpisi ve vSech ¢lenskych
statech unie. Uvedend kniha avizovala vznik novych a jasnych
predpist v oblasti celého potravinového fetézce od farmy ke
spotiebiteli, které zahrnuji problematiku veterindrni (zdravi
zvitat, zootechniku, péci o zvitata, vetejné zdravi), fytosani-
tarni (zdravi rostlin, hygiena rostlin, pesticidy a kontaminanty)
véetné vyZivy zvifat a potravin (oznacenti, aditiva, nové potra-
viny atd.). V tomto dokumentu jsou téz avizovany provadéci
postupy pro ¢innost kontrolnich orgdnd a stanoveny odpovida-
jict ufedni kontroly na ndrodni i evropské urovni. Ziizeni
nezdvislého Evropského tfadu pro bezpecnost potravin po-
vazuje Evropskd komise za nejvhodnéjsi ndstroj, jak zajistit
vysoky stupen zdravotni nezdvadnosti potravin.

Uvedeny dokument deklaruje jednotny systém, ktery vy-
zaduje zajisfovdni zdravotni nezdvadnosti potravin v celém
potravinovém fetézci a pozaduje lepsi koordinaci a sjednocent
jak na drovni spolecenstvi, tak i na drovni narodni. Podle této
koncepce vychdzi politika bezpecnosti (nezdvadnosti) potra-
vin z analyzy rizika, kterd zahrnuje tfi zdkladni prvky, které
musi byt vzdjemné propojené a jejichz fungovani musi byt
koordinovdno. Jde o posouzeni rizika, management rizika
a komunikaci o riziku.

V Ceské republice je v soucasné dobé zakladnim aspektem
potravinové legislativy ochrana zdravi spotiebitell i ochrana
jejich ekonomickych zdjmié. Odpovédnost vyrobce za jakost
a zdravotni nezdvadnost produktu, ktery uvddi do obéhu, je
stéZejnim principem vyroby v celém fetézci od zemédélské
prvovyroby az po prodej spotiebiteli. Pro zabezpeceni ochrany
spotfebitele, ale i vzdjemné divéry mezi dodavateli a odbé-
rateli, funguje systém kontroly, ktery tuto odpovédnost zo-
hledriuje. Systém kontroly stanovuje povinnost podnikateltiim
provadét pravidelnou kontrolu dodrzovani pozadavki stano-
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venych pravnimi predpisy, a ddle pak je stanoven stdtni dozor,
reprezentovany stdtnimi dozorovymi orgdny. Nynéjsi systém
statni kontroly je zaloZen na vysoce odborné specializovanych
dozorovych orgdnech, které ve vzdjemné spolupraci garantuji
spotfebiteli uc¢innost predpisd zajiStujicich bezpecnou cestu
vyrobku od prvovyrobce po konecného spotiebitele i nezdvad-
nost vyrobku samého. Kompetence a pravomoci jednotlivych
dfadd jsou stanoveny v pfislusnych zdkonech, kterymi se vyse
uvedené organy dozoru fidi. Jde zejména o zdkon ¢. 110/1997
Sb., o potravindch a tabdkovych vyrobcich, v platném znént,
zdkon ¢. 258/2000 Sb., o ochrané vetejného zdravi, zdkon
¢. 166/1999 Sb., o veterindrni péci, v platném znéni, zdkon
&. 63/1986 Sb., o Ceské zem&délské a potravindrské inspekci,
v platném znéni, ktery bude od 1.1.2003 nahrazen novym
zakonem €. 146/2002 Sb., o Statni zemédelské a potravindrské
inspekci, zdkon ¢. 91/1996 Sb., o krmivech, v platném znén{
a v neposledni fadé zdkon €. 147/1996 Sb., o rostlinolékarské
péci, v platném znéni.

V kontextu naSeho vstupu do EU je ze strany Evropské
komise kladen velky diiraz pravé na zajisténi kritérii zdravotni
nezdvadnosti v celém potravinovém fetézci. Z tohoto divodu
si vroce 2001 Evropskd komise vyZddala od 12 kandidétskych
zemi zpracovani Strategie bezpecnosti (nezdvadnosti) potra-
vin, kterou vypracovala CR tak jako ostatni kandidatské staty.
Politicka priorita této problematiky byla zmifiovdna pravé
v souvislosti s nékolika krizemi v zemich EU, které se tykaly
zdravotni nezdvadnosti potravin, krmiv a vyskytu nemoci zvi-
fat prenosnych na ¢lovéka. Cilem této iniciativy je zajiSténi
stejného pristupu k bezpecnosti potravin ve stdtech unie i v kan-
didatskych zemich. Evropskd komise pozaduje ditkazy o pre-
vzeti veskeré klicové legislativy ES vcetné kontrolniho systé-
mu jesté pred vstupem do EU. V této souvislosti vSak nejde
pouze o harmonizaci naSeho prdva, ale diiraz je kladen na spl-
néni v8ech povinnosti, které z piislusnych predpist vyplyvaji.

Systém zajistén{ zdravotni nezdvadnosti potravin je v CR
(stejné jako v ostatnich kandiddtskych zemich) permanentné
podrobovdn detailnimu rozboru a kontrole ze strany orgdn
Evropské komise. Inspekéni mise pracovniki z Food and
Veterinary Office (FVO), kterd problematiku bezpe¢nosti (ne-
zdvadnosti) potravin, zejména pripravenost statnich orgdnd,
sledovala v celém komplexu, probéhla 14.—18. kvétna lonské-
ho roku. Cilem této mise bylo provéfeni organt a struktur
odpovédnych za tuto oblast, tykala se stavu harmonizace
legislativy a moznosti jejtho vynucovani (kontrolniho systému
nad bezpecnosti potravin). Zavérem bylo konstatovano, Ze
systém zajisténi zdravotni nezdvadnosti potravin v CR je
funk¢ni a na dostate¢né trovni, nicméné bylo doporuc¢eno
urychlit proces harmonizace a prohloubit spolupréci a koordi-
naci jednotlivych stdtnich orgdnti ptisobicich v celém procesu
vyroby potravin ,,0d pole az po vidlicku®. Proces inspekci ze
strany orgdnti Evropské komise se v soucasné dobé vyrazné
zintenzivnil a je zaméfen na urcité specifické oblasti, napf. na
dodrzovéni veterindrné-hygienickych pozadavkd pfi vyrobé
potravin, kontrolu potravin na hranicich, pfipravenost a tiro-
ven prace laboratofi, systém rychlé vystrahy apod. V dobé
vstupu nasi zemé do EU musi CR splitovat veskera kritéria



Chem. Listy 96, 587 — 590 (2002)

Referaty

Viada CR

I

Ministr zemédélstvi

<+“—>

Ministr zdravotnictvi |

—

Ministerstvo zemédélstvi

Sekretaridt KS
I______________________________‘_I\A
B Stétn{ veterindrni sprava R
L I
_’: Ceskd zemédélskd a potravindrskd !
1 1
1

inspekce

‘Védecké vybory:

1. Potraviny

2. Veterindrni
3. Vyziva zvifat i
4. Fytosanitdrni a Zivotniho prostfedi ::

e

Koordinaéni
skupina
(KS)

Informacni cetrum

v

Ministerstvo zdravotnictvi
Utvar hlavniho hygienika

Orgény ochrany vefejného
zdravi

Ministerstvo primyslu a obchodu |

Ministerstvo Zivotniho prostiedi |

Ministerstvo vnitra |

Ministerstvo dopravy a spoji |

Stétni dfad pro jadernou bezpecnost |

Obr. 1. Organizacni schéma koordinace bezpecnosti potravin v Ceské republice

bezpecnosti (nezdvadnosti) potravin a kontrolni orgdny Ev-
ropské komise budou tuto skutecnost bedlivé sledovat.

Jako reakci na zminénd doporuceni FVO z Dublinu piijala
vldda CR koncem lofiského roku usneseni ¢. 1320, na jehoz
zakladé byla ustavena mezirezortni Koordinac¢ni skupina bez-
pecnosti potravin, kterd je poradnim a iniciaénim orgdnem
ministra zeméd¢lstvi. Byl schvalen harmonogram legislativ-
nich ukolt souvisejicich s implementaci dosud plné nehar-
monizovanych pravnich predpist ES a déle pak bylo rozhod-
nuto o zfizeni tzv. védeckych vybord, jejichz ¢innost bude
zaméfena na hodnoceni rizik. Védecky vybor pro potraviny
bude ustaven pii Statnim zdravotnim udstavu v Praze, veteri-
narni védecky vybor bude pracovat pii Vyzkumném ustavu
veterindrniho 1ékaistvi v Brné, védecky vybor pro vyZivu
zvitat pfi Vyzkumném ustavu Zivocisné vyroby v Praze —
Uhiinévsi a védecky vybor pro oblast fytosanitarni a ochranu
zivotniho prostfedi pfi Vyzkumném ustavu rostlinné vyroby
v Praze — Ruzyni. Védecké vybory nejsou fizeny Koordina¢ni
skupinou — organizacni a technické zdzemi maji v jednotlivych
ustavech, ¢lenové védeckych vybort jsou vybrani experti, za
stanoviska vyddvand védeckym vyborem odpovidd predseda
vyboru, a nikoli feditel dstavu. Organizac¢ni uspofdddni je
zndzornéno na obrdzku 1.

Ze strany Evropské komise avizované nafizeni stanovujici
obecné principy a pozadavky na potravinové pravo zahrnujic{
téZ problematiku krmiv, zfizujici Evropsky tfad pro bezpec-
nost potravin a stanovujici postupy v zdlezitostech zdravotn{
nezdvadnosti, bylo po¢dtkem tohoto roku piijato Evropskym
parlamentem a Radou a zveiejnéno v Utednim véstniku ES
pod cislem 178/2002. Ustanoveni tohoto nafizeni se vztahuji
na celé potravinové fetézce od prvovyroby, zpracovani aZ po
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uvadéni do obehu véetné prodeje konecnému spotiebiteli a za-
fizeni spole¢ného stravovani, nevztahuji se na prvovyrobu pro
soukromé domadci pouziti nebo na domadci piipravu potravin.
Poprvé je zde na urovni ES legislativné definovdna potravina
(jako jakdkoli latka nebo produkt zpracovany, ¢astecné zpra-
covany nebo nezpracovany, ktery je ur¢en ke konzumaci
¢lovékem, nebo u néhoz to lze ocekdvat, véetné Zvykacek,
ndpojt a vody, kterd je zdmérné priddvana do potraviny béhem
jeji vyroby) a dalsi terminy nezbytné pro stanoveni pozadavki
na potravinové pravo, pficemz potravinovym pravem se chd-
pou predpisy tykajici se potravin vcetné jejich zdravotni ne-
zdvadnosti, a to na drovni ndrodni i ES, zahrnujici téZ cely
potravinovy fetézec vcetné krmiv pouzivanych v chovech
hospodéiskych zvitat.

Z obecnych zdsad pro potravinové pravo vyplyva, Ze pii-
slusné predpisy (jak na drovni ndrodni i ES) mus{ zajisfovat:
vysokou uroven ochrany lidského Zivota a zdravi,
ochranu zdjmu spotiebiteld véetné poctivého jednéni pii
obchodovani,
podle potieby zohlednit ochranu zdravi zvitat, pohodu
zvitat, ochranu rostlin a Zivotniho prostredi.

Predpisy musi vést k tomu, aby bylo ve Spolecenstvi
dosazeno volného pohybu potravin a krmiv vyrobenych a uve-
denych na trh podle pozadavki stanovenych v tomto natizeni.

Pro dosazeni vysoké urovné ochrany lidského Zivota
a zdravi se musi prislusné potravinové pravo opirat o analyzu
rizika’®, kterd v sob& zahrnuje 3 vzdjemné propojené prvky.
Tim prvnim je hodnoceni rizika, kterym se chdpe védecky
podloZeny proces sklddajici se ze 4 krokt — identifikace ne-
bezpe&i®, charakterizace nebezpedi, odhad expozice a charak-
terizace rizika. DalSim prvkem je management rizika, ktery
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Obr. 2. Organiza¢ni schéma Evropského iradu pro bezpecnost
potravin

spociva ve zvazovani strategickych moznosti, provadéni kon-
zultaci se zainteresovanymi stranami a zohlednéni hodnoceni
rizika a dalSich faktorti pfi zvoleni vhodnych moZnosti a na-
stroji prevence a kontroly. Za zvlastnich okolnosti je v rdm-
ci managementu potfeba uplatnit zdsadu prevence, zejména
v pripadé, kdy pretrvavd védeckd nejistota pii hodnoceni moz-
nosti §kodlivych ucinkti na zdravi — tato opatfeni v§ak mus{
byt pfiméfend a casové omezend do doby, nez dojde k vyjas-
néni védecké nejistoty a k provedeni komplexnéjsiho hodno-
ceni rizika. Tim tfetim prvkem v fadé¢ je komunikace o riziku,
kterou se rozumi vyména informaci a stanovisek v ramci
analyzy rizika. Tykd se zejména vnimadni rizik, a to mezi témi,
kdo hodnotf rizika, manaZery rizika, spotiebiteli, vyrobnimi
podniky, akademickou obci a dal$imi zainteresovanymi stra-
nami, véetné vysvétlovani vysledkt hodnoceni rizik a zdkladd
pro rozhodnuti v rdmci managementu rizika.

Dal$im tkolem potravinového prdva je ochraiiovat zdjmy
spotfebitele (prevence pred podvody, falsSovanim a klamavymi
praktikami) a zajistit, aby mél k dispozici dostatek informact,
které mu usnadni vybér. Podrobné je rozpracovan pozadavek
na nezdvadnost potravin a krmiv s tim, Ze na trh nemiZze byt
uvedena potravina, kterd mize poskodit lidské zdravi nebo se
nehodi k lidské spotiebe, stejné tak krmivo, které se nepova-
Zuje za zdravotné nezdvadné nebo md nepiiznivy ucinek na
zdravi nebo zptisobuje, Ze potraviny ziskané z hospoddiskych
zvitat nejsou bezpecné pro lidskou spotfebu. Vysledovatelnost
pivodu potravin, krmiv a hospodéiskych zvitat a jakékoliv
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latky, kterd je pouzita k vyrobé potravin nebo krmiv, je dal$im
zdkladnim principem, ktery musi podnikatelé zajistit v celém
fetézci. Jednoznacné je stanovena odpovédnost podnikatelti na
vSech stupnich vyroby, zpracovani a uvddéni do obéhu za
plnéni pozadavkd potravinového prava. Clenské stity pak
maji povinnost zavést systém ufednich kontrol, v¢etné opa-
tien{ a pokut pfi poruseni ustanoveni potravinového prava.

Vyznamné misto v systému zajisSténi bezpecnosti potravin
na urovni spolecenstvi ma Evropsky ufad pro bezpecnost
potravin (EUBP), ktery bude slouzit jako referenéni pracovisté
pro oblast hodnoceni rizik a komunikace o riziku v rdmci ES.
Poslanim dfadu je poskytovani védeckych doporuceni a sta-
novisek, védecké a technické podpory pii pripravé pravnich
predpisti v oblastech, které maji pfimy nebo nepfimy vliv na
bezpecnost potravin a krmiv a poskytovani nezdvislych infor-
maci véetné komunikace o riziku. Ufad bude shromazdovat
a analyzovat data, aby mohl charakterizovat a sledovat moz-
nd rizika. Ddle bude ifad poskytovat doporuceni, védeckou
i technickou podporu v otdzkich vyZzivy, védecka stanoviska
k problematice zdravi zvitat, pohody zvitat a zdravi rostlin
a v neposledni fadé k vyrobkiim tykajicim se geneticky modi-
fikovanych organismi. Clenskym stitiim se stanovuje povin-
nost spolupracovat s timto dradem s cilem zajistit plnéni jeho
posldni. Zdkladnimi tkoly jsou zejména — poskytovat institu-
cim ES a ¢lenskym stdtim védeckd stanoviska, podporovat
a koordinovat vyvoj jednotlivych metodik hodnoceni rizika,
poskytovat védeckou a technickou podporu Evropské komisi,
ato i v pfipadech krizového fizeni v oblasti potravin a krmiv,
zaddvat védecké studie, shromazdovat a analyzovat védeckd
data, podnikat opatfeni k identifikaci a charakterizaci vznika-
jicich rizik, poskytovat védeckou a technickou pomoc pro
zlepSeni spoluprdce s kandidatskymi zemémi, mezindrodnimi
organizacemi a tfetimi zemémi, zajistovat v¢asné, spolehlivé
a komplexni informace smérem k vetejnosti a plnit dalsi ukoly
zadané Evropskou komisi. Organiza¢ni uspotadani je uvedeno
na obrazku 2.

Je stanoven zplisob ¢innosti pfi plnéni jednotlivych tkold
uradu, zejména pii vyddvani védeckych stanovisek vcetné
feSeni rozdilnych stanovisek, zpracovani studii, shromazdo-
vani a analyzovani dostupnych udajd, identifikaci moznych
rizik i napojeni na systém rychlého varovéni a propojeni na
ostatni organizace pasobici v oblastech posladni tfadu. Velmi
silny dliraz je kladen na nezdvislost, transparentnost a daveér-
nost pii veskerych ¢innostech ufadu, neni opomenuta povin-
nost sdélovat vefejnosti a vSem zainteresovanym strandm
informace o vysledcich prace tfadu vcetné Sirokého pristupu
k dokumentim, které vlastni.

Systém rychlého varovani (RAS — Rapid Alert System),
krizové fizeni a mimoiddné uddlosti jsou predmétem kapitoly
IV zminéného nafizeni. Systém rychlého varovani ve formé
sité¢ pro ohlaSovdni pifimého nebo nepiimého rizika pro lidské
zdravi, vyplyvajictho z potraviny nebo krmiva, zahrnuje ¢len-
ské staty, Evropskou komisi a Evropsky tfad pro bezpecnost
potravin. Za sprdvu sité je odpovédnd Evropskd komise. Tento
systém byl pivodné koncipovan na zdkladé smérnice o obecné
bezpecnosti vyrobkll (zahrnoval veskeré vyrobky vcetné po-
travin); postupné se systém rozdélil na 2 ¢asti, z nichz jedna
se tykala vyhradné potravin a druhd ostatnich priimyslovych
vyrobku. Natizenim EC ¢.178/2002 se tak zfizuje samostatny
systém vcasného varovdni pro potraviny a krmiva vcetné
vymezeni jeho plsobnosti, provddécich opatieni, pozadavki
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na jeho ¢innost a moznosti tcasti dalSich statd a mezindrod-
nich organizaci. Evropskd komise i ¢lenské stdty mohou pfi-
jmout mimorddnd opatfeni spocivajici v zdkazu uvadéni po-
travin nebo krmiv (pochdzejicich ze zemi ES i dovezenych)
na trh ES nebo stanoveni specidlnich podminek pro uvadéni
na trh, pokud tyto potraviny nebo krmiva piedstavuji vazné
riziko pro lidské zdravi, zdravi zvitat nebo zZivotni prostfedi.
Podminky pro jejich pfijeti jsou predmétem c¢lanku 53 a 54.
V ramci krizového fizeni je Evropskd komise povinna ve spo-
lupraci s Evropskym dfadem pro bezpecnost potravin a ¢len-
skymi staty EU sestavit obecny plan krizového fizeni a ziidit
krizovy Stdb.
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legislation as well as the establishment of the independent
European Food Safety Authority has become the main tool of
the food safety policy of the European Commission. The food
safety issue represents the system throughout the whole food
chain from farm to table based on risk analysis. The risk ana-
lysis consists of three interconnected elements — risk assess-
ment, risk management and risk communication. The basic
requirements obligatory for the EU countries were set in the
Regulation No. 178/2002 of the European Parliament and of
the Council of 28 January 2002 laying down general principles
and requirements of food law, establishing the European Food
Safety Authority and laying down procedures in matters of
food law. The Czech Government adopted the resolution
No.1320/2001 concerning food safety strategy and ackno-
wledged that food safety is one of the main priorities of the
Government with regard to the accession of the Czech Repub-
lic to the EU. The Czech Government adopted organizational
safeguarding of the strategy. An interdepartmental coordina-
tion team working as an advisory and initiative body of the
Minister of Agriculture plays the key role in this field. Esta-
blishment of scientific boards and their activities will support
the decision-making of the ministries and control bodies, and
will serve as a basis for the risk communication. The boards
will also cooperate with scientific panels of the European Food
Safety Authority.
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1. Uvod

Vysokou spotiebu hnojiv, pesticidi a dal$ich agroche-
mikalii 1ze v budoucnu v CR oéekdvat pouze v oblastech
s nejvyssi produktivnosti (ONVP) a s vysokou produktivnosti
(OVP) zemédélstvi, kde se budou rozvijet i nové systémy
technologické, kontrolni, organizacnf aj., napf. tzv. ,,precizni
zeméd&lstvi“'. Tyto oblasti (zhruba 50 % zemé&délské pidy
CR) jsou vhodné pro intenzivni zeméd&lskou vyrobu a zajisti
prakticky celou nasi spotiebu zemédélskych produktt. Zbyva-
jici plodiny z oblasti s méné piiznivymi podminkami (oblasti
LFA —less favoured areas) jsou prevdzné urceny pro nepotra-
vindiské vyuziti produkce a pro neprodukéni vyuziti pady.
Produkuji viak v priméru 72,64 GJ.ha™' &istého energetického
zisku, ktery je zavisly na hustoté skotu v soustavé?. Mohou byt
tedy dobie vyuzity k vyrobé energie z naakumulované ener-
gie sluneéni, zachycené rostlinami’. Spotieba agrochemikalii
v oblastech LFA bude zcela minimalni *.
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2. Vymezeni oblasti LFA v CR®

Evropskd komise EU ptedlozila 18. 3. 1998 v rdmci tzv.
»Agendy 2000 své ndvrhy k reformé zemédélstvi, kterd
vstoupila v platnost v roce 2000. Tato reforma md predevsim
zajistit konkurenceschopnost evropského zemédélstvi. Oblas-
ti LFA zahrnuji horské oblasti (kde sniZenou vynosovost
plsobi nadmoiskd vyska, svazitost a klimatické podminky)
a ostatni oblasti s pidami, které maji nizkou vynosovost,
obtiZznou obd¢latelnost, s nizZsi produktivitou pifirodniho pro-
stiedi, s nizkou populaci prevdzné zdvislou na zemédélstvi
a oblasti, postizené specifickymi pfekdzkami — napt. kontami-
naci imisemi aj.

V rdmci celé EU je do LFA zafazeno zhruba 51 % veskeré
zemédélské pudy. Rozdily jsou vsak velké: napt. v Belgii
23 %, ve Francii 40 %, ve Spanélsku 63 % a v Lucembursku
témét 100 %.

Vychozim tfidicim kriteriem pro stanoveni zemédé¢lskych
oblasti v CR byla zvolena vynosovost zeméd&lského tizemi
(Vyzkumny ustav zemédélské ekonomiky Praha), stanovend
pro jednotlivé bonitované ptidné-ekologické jednotky (BPEJ)”.
Hrani¢nim limitem pro vymezeni oblasti s pfiznivymi a ne-
pfiznivymi podminkami se stala hodnota vynosovosti 35 bo-
dd, tj. 76 % celostdtniho priméru. (V CR je primérna vynoso-
vost 3 035 Ké&.ha™' zem&délské pidy, a to je 46,2 bodu.) K této
hodnoté se dospélo po analyze vSech pfirodnich a socidlné-de-
moggaﬁck)?ch kritérif tak, jak jsou rdimcové pozadovany EU
(cit.”).

VCR patfi do oblasti LFA (horské, ostatni oblasti a oblasti
se specifickymi piekdzkami) 48,83 % veskerého zemédél-
ského ptudniho fondu.

3. Agrochemicka charakteristika
pid oblasti LFA®™2

Z celkové plochy oblasti LFA v CR tvoii LFA se spe-
cifickymi pfekdzkami pouze 7,21 % vyméry. Pfevazuji te-
dy oblasti LFA horské a podhorské, a proto za oblast vy-
zkumu pid byla zvolena jihovychodni Sumava, zahrnuiji-
ci horské i podhorské lokality. Dal$im zdrojem informaci
byly zpravy Usttedniho kontrolniho a zku$ebniho dstavu
zemédélského (UKZUZ) Brno se svodnymi tdaji z okre-
st CR".

3.1. Zmény pH'l2M

Vysledky UKZUZ Brno v tabulce I dokazuji zménou
procentického zastoupeni pid v kategoriich A a B (extrémné
kyselé a silné kyselé pidy), ze k nejsilnéjSimu a zdrovern
nejrychlejsimu okyseleni ornych ptd doslo v jiho¢eském re-
gionu a k okyseleni pid pod trvalymi travnimi porosty v zd-
padoceském regionu. Zména podilu ptd v téchto kategoriich
v jihogeském regionu se zvysila 3—4x proti priméru Ceské
republiky a zména podilu pid téchto kategorii pod trvaly-
mi travnimi porosty v zdpadnich Cechéch je dokonce 15-20x
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Tabulka I
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Procentické zastoupeni piid podle kategorie pidni kyselosti a jeho zmény ve vzorcich ornych pid a pid pod trvalymi travnimi
porosty ve srovndvacim obdobi 1990-1992 a 1993-1998 podle UKZUZ Brno; A —extrémné kyseld, B —silné kyseld, C —kyseld,

D — slabé kyseld

Region Obdobi Ornd pida Trvalé travni porosty
A B C D A B C D
Jihocesky 1990-92 2,08 6,52 13,54 45,04 5,43 10,40 14,14 36,03
1993-98 2,79 9,12 16,78 53,52 7,01 12,62 15,78 43,89
rozdil 0,71 2,60 3,24 8,48 1,58 2,22 1,64 7,86
Stiedocesky 1990-92 1,05 3,56 7,61 30,05 4,68 10,47 14,36 40,41
1993-98 1,56 3,79 8,58 34,69 5,12 10,26 16,17 49,26
rozdil 0,51 0,23 0,97 4,64 0,44 -0,21 1,81 8,85
Zapadocesky 1990-92 1,32 6,48 16,01 53,56 4,87 9,21 16,33 48,58
1993-98 1,93 7,38 17,07 59,43 10,34 11,91 18,56 43,15
rozdil 0,61 0,90 1,06 5,87 5,47 2,70 2,23 -5,43
Vychodocesky 1990-92 0,96 3,10 9,00 44,10 7,20 8,50 13,10 40,73
1993-98 1,37 3,67 9,26 46,35 7,13 8,56 14,47 45,09
rozdil 0,41 0,57 0,26 2,25 -0,07 0,06 1,37 4,36
Ceskd republika 1990-92 1,23 4,20 9,69 36,27 6,82 10,74 14,48 37,14
1993-98 1,47 4,78 10,63 40,03 7,15 10,98 15,97 42,49
rozdil 0,24 0,58 0,94 3,76 0,33 0,24 1,49 5,35
Tabulka IT

Primérné hodnoty pH/KCI a piistupného vapniku (mg.kg™) v ornych ptdich jihoteského regionu ve srovnavacim obdobi

1990-1992 a 1993-1998 podle tidaji UKZUZ Brno

Okres pH/KCI Pristupny vapnik
1990-1992  1993-1998 rozdil 1990-1992  1993-1998 rozdil
Cesky Krumlov 6,3 6,0 -0,3 2063 1945 -118
Pelhiimov 6,0 5,7 -0,3 1 696 1736 +40
Prachatice 6,1 59 -0,2 2154 1952 -202
Jihocesky region 6,0 5,9 -0,1 1743 1 861 +118

vys§i, coz je pfi relativné kratkém casovém intervalu 3-6 let
vysledek Sokujici, i kdyZ v priméru CR jsme se zménami
ptdniho pH nadmiru spokojeni. Podivejme se do tabulky Il na
zmény pH/KCI ornych ptd v jednotlivych okresech jihoces-
kého regionu.

Zmény pH/KCI se casto davaji do souvislosti s eluci
véapniku a piekvapivé malé okyseleni ptd v celé Ceské repub-
lice se vysvétluje dvéma piicinami: sniZzenym okyselovacim
efektem aplikovanych primyslovych hnojiv, hlavné dusika-
tych, protoZe v soucasnosti pouziva ¢s. zemédélstvi zhruba jen
30 % cistych zivin NPK proti stavu hnojeni v roce 1987; dals{
pfic¢inou je podle nékterych autort dostatecnd zdsoba ptiidniho
vapniku, ktery se stdle uvoliiuje z hrubé mletych védpencd,
aplikovanych v dobdch vysoké intenzity vapnéni — do roku
1990 (cit."). Je to jisté jedna z mnoha pii¢in. Z tabulky II je
ziejmé, Ze v okrese Pelhfimov doslo k pomérné rychlému
okyseleni ptid a obsah piistupného vapniku se v téchto ptidach
dokonce zvysil, i kdyZ je nutno vidét, Ze jeho celkové mnozstvi
v téchto pidach je v priméru nizsi. Z tabulek vsak 1ze jedno-

znacné vyvodit zavér, ze okresy s podhorskymi a horskymi
polohami vyznamné ovliviiuji droveinl rychlého okyselovani
pud vzhledem k celym regiontim a Ze v ptidach téchto okrest
dochdzi k ibytku vyménného vdpniku. Zv14st je to markantn{
v plidich pod trvalymi travnimi porosty.

3.2. Ubytek piistupnych zivin®*'"

Prudky pokles intenzity hnojeni (v roce 1987 byla spotfeba
zdkladnich zivin NPK 238 kg.ha™' zemédélské pidy, v roce
1991 jen 65 kg.ha™' a v roce 1998 jen 73,2 kg.ha™' zemé&délské
pidy) vede pochopitelné ke sniZzeni zdsoby piistupnych Zivin,
fosforu a zvlasteé drasliku. Z obr. 1 a 2 je ziejmé, Ze pokles
obsahu piistupnych Zivin v okresech horskych a podhorskych
poloh je mnohem vyraznéjsi a ze zv1asté tibytek drasliku pod
trvalymi travnimi porosty pies relativné kritké sledovaci ob-
dobi je uz zlovéstny. Protoze v celé Ceské republice poklesl
obsah pfistupného drasliku pod trvalymi travnimi porosty za
toto obdobi o 19 mg.kg’l, je zhorseni této situace v horskych
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Obr. 1. Priumérny obsah pristupného drasliku pid pod trvalymi travnimi porosty (a) a u ornych pid (b) v obdobi 2 cykli agrochemického
zkouseni pud
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Obr. 3. Pufrovitest P pid (a), obsah C_ pid (b) a sorp¢ni kapacita 7' u pidnich vzorki (c) pod trvalymi travnimi porosty vybranych
okrest v roce 1999
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Obr. 4. Pomér aktivniho uhliku C,  a vodorozpustného uhliku C_ k celkovému organickému uhliku C, pid pod trvalymi travnimi
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org

a podhorskych polohdch 2-3 ndsobné (na ornych ptdach
zhruba 2 ndsobné) (cit.%).

i9,11,12,18

3.3. Hodnoty prvkd pidni dirodnost

V obr. 3 je mozno vidét stejny trend, pronikaveé horsi
hodnoty dalSich dynamickych i konzervativnich prvka padn{
trodnosti'!®v okresech horskych a podhorskych poloh proti
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polohdm niZinnym a vrchovinnym. Nizkd pufrovitost pfi vy-
sokém obsahu C,, piid okresu Cesky Krumlov a Prachatice
dokazuje, Ze organickd hmota téchto ptid ma nizky stupei
humifikace. Potvrzuji to i nizké hodnoty sorp¢ni kapacity pid
t&chto okrest'.

V ptdach horskych a podhorskych poloh pod trvalymi
travnimi porosty (TTP) v okrese Cesky Krumlov a Prachatice
ve srovndni s relativné trodnymi pidami pod TTP v okrese
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Ceské Budgjovice bylo zjisténo, Ze hodnoty celkového uhliku
C,, a aktivniho organického uhliku Cy ¢ (cit.'®) jsou relativné
vyssi, naopak obsah vodorozpustného uhliku C, (cit.") je
vyrazné niz$i (obr. 4).

SniZeni mnozstvi humusu a jeho zhorSend kvalita v ptid-
nich vzorcich pid horskych a podhorskych oblasti se podili
(proti srovndvaci skupiné vzorkt pid urodnych vrchovinnych
oblasti okresu C. Bud&jovice) na praimérném snizeni sorp&éni
kapacity o 33 %, snizeni pH/KCl o 7,5 % a sniZeni zdsoby
pristupnych zivin — fosforu o 20 %, drasliku o 23 %, vapniku
0 29 % a hoic¢iku o 22 %. Zvlasté pokles obsahu pristupného
fosforu je zna¢ny. (V celé Ceské republice v piidach pod TTP
obsah fosforu v rozmezi let 1992—1998 viibec neklesl' a ve
srovndvaci skuping ptid okresu C. Bud&jovice je v sou¢asnosti
proti piidim pod TTP celé CR zaznamenén pokles o pouhych
9 %.)

3.4.Zvyseni koncentrace pristupného

zeleza Fe,, a labilniho hliniku

Al .5 a sniZzeni mikrobidln{

aktivity pad®!oIhn

Pocate¢ni respirace (1-3 dny) (cit. 112021y "pazdlni respira-

ce (47 dnid) (cit.'"**??) i dlouhodob4 respirace pri 35denni
inkubaci ''* je v sérii pidnich vzorkd z horské a podhor-
ské oblasti jihovychodni Sumavy ve srovnani se vzorky pid
z trodné vrchovinné oblasti okresti Ceské Bud&jovice a Tie-
bori vyrazné nizsi. V horskych pidédch dochézi soucasné s po-
klesem respiraci ke vzestupu ,,aktivniho plidniho uhliku® C, ¢
(cit."2%) coz jenelogické. Zjistili jsme, Ze soucasné v téchto
vzorcich vyrazné vystupuje vysoky obsah pfistupného Ze-
leza'"**? nebo labilniho hliniku'"*>?%, vé&tsinou obou kovi
soucasné. Domnivdme se proto, Ze neobvyklou mikrobidlni
nerozlozitelnost frakce uhlikatych zdrojd, charakterizovanych
C,we DUsobi prosyceni ptidni organické hmoty soly Zeleza
a hliniku. ProtoZze v pidnich podminkdch horskych poloh
Sumavy neklesd pouze bazdlni respirace, ale vlivem nepiizni-
vych podminek, hlavné nizkého pH, také uhlik biomasy mi-
kroorganismii Cg,, (cit.""?7), Hendrixiv index biologické ak-
tivity pady?® paradoxné neklesd, nebo relativné malo. Je tedy
Hg ,p pro hodnoceni biologické aktivity pid v téchto extrém-
nich podminkdch zcela nespolehlivy a zkresluje kriticky stav
podhorskych a horskych pid.

4. Ekonomické zhodnoceni dosazenych vysledkii

Dynamické prvky ptidni drodnosti pid horskych a podhor-
skych oblasti se s poklesem intenzity hnojeni a vapnéni v ob-
dobi 1988-1998 zhor3uji 2—-3x rychleji, nez je praimér Ceské
republiky; soustavné vyrovndvani téchto dynamickych prvkd
proto nebude ekonomicky tnosné. I konzervativni prvky ptd-
ni drodnosti jsou zde §patné6’9"2.

S predstavami klasické intenzivni zeméd€lské vyroby v ob-
lastech LFA je nutno se rozloucit.

5. Navrh vyuziti oblasti LFA v CR

Obecné se uvddi, ze oblasti LFA musi obsahovat soustavy
hospodateni s extenzivnim vyuzitim pidy a s vyznamnymi
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mimoproduk&nimi piinosy”. Predstava, Ze kromé podpr-
nych programti EU i vlady CR bude obyvatelstvo LFA Zivit
ochrana a tvorba krajiny, ochrana vodnich zdroja, agroturis-
tika a ekologické zemédélstvi, je trochu mdlo presvédciva.
Regenim by byl intenzivni chov skotu s produkci mléka a ma-
sa, ale o tyto produkty neni dostate¢ny obchodni zdjem. Zvy-
Seni poctu zvitat by zlepsilo uhlikovou bilanci v gﬁdé a zasta-
vilo pokles piidni trodnosti v téchto oblastech™. Extenzivni
zemédelskd vyroba znamend nevyuZiti slune¢ni energie, a je
tedy a priori nehospodérna®'. Humidng&j$i klima a nendro¢nost
nékterych trav na pidni podminky vedly k ndvrhu vyuzit
oblasti LEA k produkci obnovitelnych zdroji energie®*% Kro-
mée energetickych plodin k pfimému spalovani™” se zde uvazu-
je o vyrob& methanu*®a jeho kogeneraci na elektrickou
energii alterndtory, pohdnénymi plynovymi motory, nékdy
jen upravenymi z vyfazenych automobild®’, anaerobnim vy-
hnfvanim travni hmoty z nehnojenych ploch kofermentaci
s vykaly skotu®®. Odpady z anaerobni degrese by bylo nutno
zpracovat na organominerdln{ hnojiva”, kterd by spolu s ome-
zenim spotieby vnéjsi energie ekonomicky, ekologicky i vy-
robne¢ stabilizovala zemédélskou soustavu oblasti LFA(cit.4 .

6. Moznosti chemického pramyslu a vyzkumu
pri vyuziti oblasti LFA

Snaha pfeménit vyznamnou ¢dst zemédélské vyroby z pro-
dukce potravinaiské na nepotravindiskou v celé CR a zv14sté
v oblastech LFA bez pomoci chemie je nemyslitelnd. Moz-
nosti spoluprdce lze stru¢né vyjmenovat takto:

a) nepotravindiské vyuziti klasickych produktii Zivocisné vy-
roby, piedevsim mléka,

nepotravindiské vyuziti klasickych produktt rostlinné vy-
roby, predevsim obilnin, fepky, travni hmoty (zatim bo-
huzel v této kategorii mdme jen bionaftu z methylizova-
ného fepkového oleje a problematicky bioethanol slabé
konkurujici syntetickému),

energetické vyuziti hmoty energetickych plodin a tech-
nologie jejich zpracoviani (kromé klasickych postupti pii-
mého spalovdni a anaerobni degrese je zdjem o moderni
technologie pyrolytické, zvlasté s produkci vodiku*'),
vyroba nepotravindfskych produktd z netradi¢nich zemeé-
délskych plodin, zvlasté pro farmaceuticky E)rﬁmysl, napf-.
imunogenni rostliny Echinacea purpurea 2 adaptogen-
n1’c£14rostlin Hippophae rhamnoides® a Leuzea carthamoi-
des™,

vyroba zuSlechténych produkti z tradi¢nich zemédélskych
plodin pro Sirokou spotfebu v primyslu, napt. nové typy
levnych modifikovanych $krobu, které by konkurovaly
velkému dovozu pro potieby potravinarského, textilntho
a papirenského primyslu; vyhodné by bylo k tomuto tcelu
vyuziti obilnin, méné jiz brambor a kukufice®,

vyuziti organickych odpadd k vyrobé levnych organomi-
nerdlnich hnojiv; soucasnd minerdlni hnojiva jsou pro
oblasti LFA vzhledem k vynosovosti pfili§ drahd a navic
vyuziti jejich Zivin je nizké. Je nutno zvysit bioenergeticky
potencial pﬁd30’46, ato lze pii nizkych stavech skotu (v CR
0,34 VDJ.ha !, ve vyspélych zemich EU 1,2-2 VDJ .ha'l)
jediné organominerdlnimi hnojivy (VDJ — velka dobyt¢i
jednotka, tj. 1 kus skotu o hmotnosti 500 kg; ostatni zvitata
se prepocitavaji pomoci koeficienti).

b)

c)

d)

e)
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7.

Zavér

Stav prvki pidni drodnosti v oblastech LFA naSeho stdtu

je Spatny a nedostatkem financnich prostiedkt i malym zdj-
mem o produkty Zivoc¢isné vyroby, a tim o zvySeni stavu skotu
se ddle zhorSuje. Nemad-li 48,83 % ceského zemédelského
ptdniho fondu (oblasti LFA) byt zavislé pouze na podpordch
vlady a EU, je pomoc chemického vyzkumu a pramyslu
ceskému zemédélstvi naprostou nutnosti. Tato pomoc by vS§ak
byla neucinnd, kdyby se méla realizovat pouze formou vyvoje
a vyroby minerdlnich hnojiv, pesticidi a ostatnich agroche-
mikalii.

Zjisténé vysledky byly ziskdny s financ¢ni podporou grantu

MSMT, id kéd: CEZ: J 06/98:122200002.
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tives of Czech Agriculture in Areas of Lower Productivity
and Cooperation of Agriculture with Chemical Research
and Industry

The Institute investigated in 1986—1987 the quality of
water flowing away from nine small areas, which are parts of
the Vltava and MalSe catchment areas. Fifteen years later, the
quality of running water in the same areas has been re-esti-
mated, using the same methodology of sampling and labora-
tory tests. The aim of this investigation was to assess the
impact of landscape management consisting in extensive gras-
sing, decreasing the cattle density to a half, and the associated
radical decrease in perennial fodder crops in crop rotations and
the preference of technical crops, in particular rape (Brassica
napus L.). Regarding the hydrological aspects, the transport
of dissolved substances and of all cations and anions has
decreased. The nitrate nitrogen fell to 66.3 % and the ammo-
nium nitrogen even to 7.1 % of the previous values. On the
contrary, the value of CHSK,, expressing the proportion of
slightly degradable organic substances, has increased. The
C/N and N/P ratios increased. The saprobic index has de-
creased significantly especially in comparable spring periods.
Variability has decreased in most cases.

Zavedend farmaceutickd firma
hledd do vyzkumného oddéleni

absolventy VS — specialisty

na vyvoj a validace analytickych metod (HPLC, GC, titrace).
Praxe v oboru a znalost AJ nutnd.

Zadosti s profesnim Zivotopisem zaglete na:
Interpharma Praha, a.s., Komotanskd 955, 143 10 Praha 12,
fax: 02/41773235, e-mail: interpharma@ interpharma-praha.cz
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DEPOZICE A POHYB VYBRANYCH LATEK V_LESNICH
EKOSYSTEMECH S VAZBOU NA POTRAVNI RETEZEC

HANA UHLIROVA, VERA FADRHONSOVA,
MILAN BIBA A VACLAV LOCHMAN

Vyzkumny istav lesniho hospoddrstvi a myslivosti, Jiloviste-
-Strnady 136, 156 04 Praha 5
e-mail: uhlirova@vulhm.cz

Doslo dne 2.X.2001

Klicova slova: depozice bulk, podporostni srazky, ionty vodi-
ku, dusik, sira, t¢zké kovy, jedlé houby, humus, okyselovan{
pud, vapnik a hot¢ik, ionty hliniku, kvalita odtékajici vody
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1. Uvod

Lesni ekosystém piedstavuje z biologického hlediska spo-
vSak ovlivitovdn vnéjs$imi vlivy jak po strance klimatické, tak
i chemické. Jednim z procesd, kterymi se ¢loveék podili na
ovliviiovéni lesnich ekosystému, je zvySeny piinos rdznych
chemickych latek z jeho ¢innosti, tzv. antropogenni ovlivnéni
zdravotniho stavu lest. Cizorodé litky se do lest dostdvaji ve
formé plynnych sloucenin nebo aerosold, nebo padaji rozpus-
téné v destovych a snéhovych srazkdch, popfipadé v tuhé
formé jako prachové castice.

Depozice jsou vsechny latky, které se z atmosféry usazuji
v lesnim prostiedi. Atmosférickd depozice je tvorena mokrou
depozici, kdy jsou ¢dstice prachu, aerosoly a plyny ,,vymyva-
ny*“ z atmosféry desfovymi ¢i sn€hovymi srdZkami a s nimi
deponovidny do lesnich ekosystému, a suchou depozici, kdy
pevné Castice, oxidy siry a dusiku a aerosoly fluorovodiku
a chlorovodiku a dalSich sloucenin pfimo ulpivaji na vlhkém
povrchu asimilaéniho aparatu nebo pldy nebo jsou piijimédny
listovymi priiduchy. Suchd depozice pfevazuje v ptipadé obdobi
beze srdzek a je vétsi v oblastech blize ke zdrojtim znecisténi,
kdy cdstice prechdzeji pfimo z nizsich vrstev atmosféry na
povrch listt, pidy apod. Na vétsi vzddlenosti jsou prendSeny
hlavné stfedni a malé Cdstice a aerosoly obsahujici i plynné
oxidy siry a dusiku, které se z oblakl ¢i z vyssSich vrstev
atmosféry uvolni az se srazkami'% Podil suché depozice na
volné ploSe je pomérné maly, pro SO, a NO, se uvddi 15 %,
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pro NH;20 % a 20-30 % pro bazické kationty”. Suchd a mokra
depozice na volné plose tvoii dohromady depozici celkovou,
ktera charakterizuje celkovou droven znecisténi ovzdusi.

V lesnich porostech se analyzuji tzv. podkorunové srazky,
coz je srazkovd voda pronikajici korunami stromt. V této vodé
jsou obsazeny ldtky, které se zachytily na povrchu listi nebo
jehlic a vétvi jako podstatnd ¢dst suché depozice v porostu
a byly srazkovou vodou smyty, a latky, které pfichdzeji pifimo
se srazkovou vodou (mokra depozice), a ¢dste¢né také latky,
které se srdzkami vymyvaji z listli nebo jehlic. Dalsi slozkou je
stok po kmeni, neboli voda stékajici po kmenech na povrch pa-
dy, ktery je vyznamny napf. v porostech buku, jefdbu a biizy.

Chemickeé sloZen{ depozice zdvisi na nékolika faktorech —
na urovni znecisténi ovzdusi, a tim i na vzddlenosti od zdroji
zneCiSténi, na meteorologickych podminkdch (ptevladajici
proudéni vzduchu, vyskyt inverznich situaci, horizontdlnich
srazek apod.), na pifrodnich podminkach (nadmoftskd vyska,
s niz souvisi mnozstvi srazek, a expozice terénu viici proudéni
vzduchu), na charakteristikdch lesnich porostd (druh dfeviny,
vék) a na charakteru vegetacniho pokryvu ptdy.

V uplynulych desetiletich vyznamné ovliviiovaly lesni
ekosystém predevsim imise SO,, NO,, HF a prachové Cdstice,
v soucasnosti dominuje vliv NO,. Je prokdzano, Ze pisobeni
»kyselych imisi* negativné ovliviiuje lesni ptidu a pidni mi-
krofléru. Zmény pidniho chemismu mohou zpiisobit uvoliio-
véani nékterych iontd kovi z jinak pevnych komplexd a orga-
nickych vazeb. Spolu s pfimym vstupem téchto ldtek z depozic
se takto zvySuje i koncentrace jejich pristupnych forem v ptidé
a pudnim roztoku Casto az na hodnoty, které prokazatelné
pusobi v lesnim ekosystému toxicky, tzn. Ze ohrozuji jak
kofenovy systém dfevin, bylinné patro, dilezitou pidni mi-
krofléru, tak i kvalitu odtékajici vody. Schematicky jsou tyto
vazby zndzornény na obrdzku 1. Jednotlivé slozky ekosysté-
mu jsou proto sledovany i s ohledem na riziko priiniku nebez-
pecnych nebo nezadoucich latek do potravniho fetézce. Pozor-
nost je vénovdna zejména obsahu té€zZkych kovd v pudiach
a také v houbdch a mechu, které jsou povazovany za vhodné
bioindikdtory. K objasnéni pohybu téchto ldtek v ekosystému
prispivd i jejich sledovani ve vodé sraZek (celkovd depozice),
v pudni vodé (nejcastéji pod humusovym horizontem) i ve
vodé odtékajici z lesniho prostfedi do vodnich zdroja.

voda ve
zdrojich

puadn{
chemismus
A

pldni

voda

depozice

v

lesni flora

.

lesni fauna

A 4

¢lovék
a potravni
fetézec

Obr. 1. Vazba procesi v lesnich ekosystémech na kvalitu potrav-
niho retézce
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Cist litek se v ekosystému sorbuje v nezménéné podobg,
¢ast je biologicky a chemicky degradovana. Podle rozsahu
sorpce latek a biochemickych zmén v organismech mize byt
lesni ekosystém mirné az vdzné narusen a jeho naruseni se
promitne i do ostatnich slozek Zivotnitho prostfedi. Cilem
tohoto ¢ldnku je poukdzat na vliv antropogenni zatéZe na urcité
zmény chemismu lesnich pid, které nakonec ovliviiuji potrav-
ni fetézec a kvalitu pitné vody.

2. Metody studia ovlivnéni lesnich ekosystémii

Metody studia vychdzeji z monitoringu zdravotniho stavu
stromd, chemickych zmén v ptidé, chemickych zmén v listo-
vych orgdnech, zjisfovani depozice latek v ekosystému a po-
dilu intercepce korun na tomto procesu a ze zjistovani zmén
chemismu pidni vody a chemismu latek ve vodach odtékaji-
cich z lesniho prostiedi do vodnich zdroja.

Monitoring zdravotniho stavu lesa se provadi v celé Evro-
pé v projektu ,,ICP Forests* zapocatém v roce 1986 na zdkladé
Umluvy o ddlkovém pienosu litek zne&istujicich ovzdusi pies
hranice stiti (CLRTAP) jako reakce na neustdlé zhorSovan{
zdravotniho stavu lesi. Postupy hodnoceni jsou predepsdny
manudlem®. Na plochich intenzivniho monitoringu lesnich
ekosystémi se sleduji depozice pod korunami stromt a na
volné plosSe, v listnatych porostech ddle chemismus stoku po
kmeni, hlavné u buku. Pohyb a pfemény latek z depozic
v lesnim ekosystému je mozné studovat jako zménu ptidniho
chemismu a hlavné jako zmény chemismu ptidniho roztoku.
Slozeni ptdniho roztoku je rovnéZ limitujicim faktorem kva-
lity vody odtékajici z lesa do vodnich zdrojt.

Na monitoring projektu ICP Forests tizce navazuje Minis-
terstvem zemédélstvi CR garantovany monitoring latek vstu-
pujicich do potravniho fetézce, ktery zahrnuje sbér, analyzu
a vyhodnoceni toxickych a zatéZovych prvki v houbdch a po-
vrchovych vodach odtékajicich z lesnich ekosystému do zdro-
ju pitné vody.

K odbéru vzorki srdzkové vody na volné plose byly po-
uzity polyethylenové nadoby s kruhovou zachytnou plochou
0,033 m?, v porostech byla pouzita tfi koryta z polyethylenu,
kazdé se zachytnou plochou 0,4 m* Voda z nich byla svadéna
do zdsobnich nddob umisténych v zemni sondé, aby byly
vzorky chranény pied pisobenim slune¢niho zéieni a tepla,
hlavné v letnim obdobi.

Povrchovd voda byla odebirdna piimo z drobnych vodnich
tokt, pramend a ostatnich vodnich zdrojt do plastovych vzor-
kovnic.

Ve vzorcich srazkové a povrchové vody byly stanoveny
nasledujici parametry — pH, alkalita, vodivost, kationty Ca**,
Mg*, K*, Na*, NH}, AI**, Mn**, Fe**, anionty NO; , SO;~,
CI', F azkovt Cu a Zn. Tyto parametry jsou diny manudlem
programu ICP Forests®. Hodnoty pH byly stanoveny potencio-
metricky, alkalita titra¢n& do pH 4,5, NHj spektrometricky
a anionty (CI', SOi_ , NO3, F) metodou iontové chromato-
grafie. Kationty byly stanoveny na optickém emisnim spek-
trometru s induk¢éné vdzanou plazmou s ultrazvukovym zml-
zovacem (OES-ICP).

Pldy byly odebirdny v souladu s pfedepsanou metodikou
ICP Forests®, oddélené organické horizonty a minerdlni hori-
zonty. Pristupné kationty v minerdlnich horizontech byly sta-
noveny ve vyluhu 0,1 M-BaCl,, kovy v organickych horizon-
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tech ve vyluhu lucavkou kralovskou, vse ze vzdusnosuchych
vzorki a poté piepoéitano na susinu (105 °C). Plodnice hub
byly na misté sbéru ociStény a do laboratofe dopraveny v pa-
pirovych sdccich. Po rozkrdjeni nerezovym nozem byly suSe-
ny na plastovych sitech susicky urc¢ené pro suseni potravin.
As, Cd, Cu, Cr, Ni, Pb aZn byly stanoveny metodou OES-ICP,

Hg analyzdtorem na jednotcelovém spektrometru AMA 254.

3. Vysledky a diskuse
3.1. Depozice

Vyvoj depozice v CR na plochach intenzivniho monitorin-
gu VULHM, kde se depozice sleduji delsi dobu a je mozno
porovnat dvé oblasti s riiznou trovni imisniho zatiZeni, znd-
zoriuji obr. 2-7. Experimentdlni plocha Zelivka na okraji
Ceskomoravské vichoviny (povodi Pekelského potoka) pied-
stavuje relativné Cistou oblast a Moldava v Kru$nych hordch
oblast v minulosti siln€¢ imisné zatéZovanou s devastovanymi
lesnimi porosty. Na ploge Zelivka, sledované od roku 1973,
byl v sedmdesatych letech zaznamendn ndrtst spadu kyselin
(iontd H*) se srazkami a pokracoval az do prvni poloviny
osmdesdtych let, kdy na volné ploSe (holé seci) dosahoval
1 kg.ha ".rok™" a v dosp&lém smrkovém porostu 2 kg.ha'.rok".
Postupny pokles v dal§im obdobi zptisobil sniZeni depozice vo-
dikovych iontl na konci devadesdtych let na volné plose pod
0,1 !fg a v porostu smrku na hodnoty okolo 0,1 kg.ha '.rok™
(cit.”).

Ve stejnych obdobich byl téZ nejvyssi roéni spad SO,
na volné plose az 80 kg.ha’1 a pod porostem >200 kg.ha ',
Koncem devadesdtych let a i v soucasnosti se pohybuji ro¢n{
depozice S Oi_ na volné plose okolo 20 kg.ha™' a pod porostem
smrku okolo 50 kg.ha ™.

Ro¢n{ spad dusiku (NO; + NHj) na volné plose od
poloviny osmdesdtych let do poloviny devadesatych let pre-
kracoval 10 kg a v porostu 30 kg.ha™'. V poslednich letech
kolisd na volné plose okolo 10 kg.ha™ a pod porostem okolo
20 kg.ha™".

Na plochdch Moldava na volné plose (holé seci) piesaho-
val spad iontd H' v letech 1981 az 1984 1,5 kg.ha '.rok ' a po
roce 1990 poklesl na cca 0,2 kg.ha ' .rok™". Nejvétsi depozice
S Oif navolné ]l)lo§e bylazjisténa v letech 1981-1984 v mnoz-
stvi >80 kg.ha .rok™' a na konci devadesitych let poklesla na
<40 kg.ha 'rok™. Rovnéz spad dusiku (N O; +N H%) se ve
stejném obdobi snizil z 15-20 kg na <10 kg.ha™".rok™".

V porostu smrku na Moldavé dosahoval v letech 1978—
1980 ro¢ni spad kyselin vice nez 5 kg.ha™'. Po smyceni porostu
na seci (volné plose) poklesl na troven volné plochy. Vyvoj
porostu jetdbu depozici vodikovych ionti nezvysil, a ta je
spiSe niz$i nez na volné plose. Ro¢ni spad SOi_ dosahoval
v porostu smrku okolo 400 kg.ha™!, koncem devadesatych let
a v poslednich letech je v porostu jefdbu nizsi nez 50 kg.ha™'.
Vysokd depozice dusiku (NO; + NHj) v porostu smrku
40 kg.ha '.rok™! v letech 1978-1980 po jeho smyceni poklesla
aod poloviny devadesatych let se v jefdbu pohybuje v rozmez{
10 az 20 kg.ha'.rok ! (cit.>%).

Hodnoty pH srizkové vody na Zelivce se pohybovaly
v letech 1973-78 v rozmezi 3,95—4,50 na volné plose a 3,55—
4,51 v porostu, nejnizsi byly v obdobi 1979-85 (mezi 3,80-4,35
na seci a 3,15-3,45 v porostu). Od poloviny 80. let dochézi
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Obr. 2. Celkova depozice vodikovych iontd na plochach Zelivka
(kg.ha 'rok™); ® smrkovy porost, 4 se&, B bukovy porost
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Obr. 4 Celkova depozice sirani (SO ) na plochiach Zelivka
(kg.ha 'rok™'); @ smrkovy porost, 4 se¢, B bukovy porost
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Obr. 6. Celkova dePOZlce dusiku (NO; + NH ) na plochach
Zelivka (kg.ha 'rok™); ® smrkovy porost, 4 se¢, l bukovy porost

k ndristu a v letech 1986-93 se hodnoty pH pohybovaly
v porostu mezi 3,35-3,90 a na seci 4,15—4,85; v obdobi 1994—
2000 mezi 4,14-4,80 v porostu a 4,56-5,19 na seci. V roce
2001 byly hodnoty pH v porostu 4,61 a na seci 4,90. Na
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Obr. 3. Celkova depozice vodikovych ionti na plochiach Moldava
(kg.ha'.rok™); ® porost, @ se¢
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Obr. 5 Celkova depozice sirani (SO ) na plochach Moldava
(kg.ha .rok™); ® porost, @ se¢
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Obr. 7. Celkova depoznce dusiku (NO, + NH;) na plochach
Moldava (kg.ha” "rok™"); ® porost, ¥ sed

1978-80 (3,25-3,35), po smyceni se zvySily na 3,60-4,20
v obdobi 1981-84. Pozdéji se zacal projevovat vliv nartstaji-
ciho jefdbu, hodnoty pH se v obdobi 1985-94 pohybovaly
mezi 4,05-4,95 a v obdobi 1995-2000 mezi 5,10-5,42. Na
volné plose byly hodnoty pH v obdobi 1978-80 mezi 4,05—
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4,30, nejnizsi pak byly v letech 1981-84 (3,70-4,05). Poté do-
chdzi ke snizovdni kyselosti srdzZkové vody, v obdobi 1985-94
se pH pohybuje mezi 4,05-4,85 a v obdobi 1995-2000 mezi
4,49-5,45.V roce 2001 byly hodnoty pH v porostu jetabu 4,67
a na volné plose 4,76.

Na plose Zelivka je patrné mirné zpozdéni poklesu hodnot
na prelomu osmdesdtych a devadesatych let ve srovndni s ob-
lasti intenzivné imisné zatéZovanou (Kru$né hory-Moldava).
Obdobny trend je vidét také z vyvoje hodnot pH sraZkové vody
— pokles pH na pfelomu sedmdesatych a osmdesétych let a od
pocdtku devadesdtych let postupné snizovani kyselosti sraz-
kové vody. Depozice dusiku neklesd, na Zelivce je po poklesu
béhem osmdesdtych let trend v poslednim obdobf spiSe opac-
ny. Také na Moldavé dochdzi v poslednich letech k mirnému
ndrGstu. Vlivem vys$sich srdzkovych dhrnG dosahuje spad
dusiku (NO; + NH}) s podkorunovymi srazkami v dospg-
lych (star§ich) smrkovych lesich horskych poloh 20 a vice
kg.ha 'rok™ (cit.”®).

Mezi toxické prvky vstupujici do lesniho prostfedi patif
tézké kovy (zejména Cd, Hg a Pb, ale i fada dalSich z toxiko-
logického hlediska pro lesni ekosystémy méné vyznamnych
prvki jako napf. As, Cu, Ni, Cr a Zn), které pochdzeji jak ze
zdroju ptirodniho ptivodu (zvétravani minerdld, sopecnd Cin-
nost apod.), tak z primyslovych vyrob a mobilnich zdroja.
Jako prenosovd média vystupuji vzduch a voda. Zejména
v atmosféie mohou byt pevné Cdstice aerosoltl i plynné orga-
nokovové slouceniny prendseny na velké vzdalenosti. Zavaz-
nym aspektem emisi t€Zkych kovi je pomér jejich pfirodniho
a antropogenniho pivodu’.

Na imisich se podili vyznamnou mérou i ddlkovy prenos
ze zahrani¢i'®. Udajii o depozici t&zkych kovi do lesnich
ekosystémii v Ceské republice je celd fada'' ™', méné je znamo
o jejich dal$im osudu.

Depozice tézkych kovii se vzhledem k nizkym koncentra-
cim ve srazkové vodé sleduji 1épe pomoci vhodnych bioindi-
katord. Ve srazkovych voddch se relativné presné analyzuji
jen prvky, které se vyskytuji ve vyssich koncentracich, viz
tabulky I a II. Nejdelsi pozorovani je k dispozici na plose
Zelivka, kde je patrnd vy3ii depozice kovii pod smrkovym
porostem nez na volné plose a jeji pokles zejména pod poros-
tem smrku v druhé poloviné devadesdtych let (pokles suchého
spadu).

Pro tézké kovy se ukdzaly nejvhodnéjSimi bioindikétor;/
epifytické mechy'>'*'5 nekteré lisejniky a plodnice hub'®"’,
Teézké kovy byly nalezeny také ve vnitfnich orgdnech i ve
svaloviné volné Zijici zvéfe — bazanti, 9prase divoké, danék,
jelen, liska, kuna, srnec, zajic a dals{ 18,19

Pfi feseni dkolu Ministerstva zeméd&lstvi CR ~Monitoring
cizorodych latek v lesnich ekosystémech s vazbou na potravn{
retézec* byly v letech 1997-2000 sbirdny plodnice jedlych
druhti hub na vybranych plochdch monitoringu projektu ICP
Forests a v nékolika dalSich lokalitdch v hojné navstévova-
nych rekreacnich oblastech. Vyhodnoceni obsahu rizikovych
elementi bylo porovnano s hygienickymi limity®’. Ukdzalo se,
ze nékteré prvky vyjimecné vykazuji i nadlimitni obsahy
(tabulka III). Plochy monitoringu jsou vzdy soucdsti vétsiho
komplexu lesa, kde je omezena nebo i vylouc¢ena doprava,
kterd by obsah nékterych kovii (napt. Cd a Pb) mohla vyznam-
né ovlivnit. Obsah analyti v houbdch z téchto ploch tak
predstavuje prevdzné zdtéz z ddlkového prenosu a vyznam-
nych lokdlnich zdroja.

601

Referaty

Tabulka I 5
Roc¢ni depozice vybranych kovli na volné plose Zelivka
(kg.ha '.rok™)

Obdobi Al Cu Fe Mn Zn
1973-77 - - 0,239 0,212 0,545
1978-80 2,202 - 0,136 0,244 0,608
1981-85 1,277 - 0,153 0,190 0,677
1986-90 1,571 - 0,210 0,303 0,509
1991-95 0,821 - 0,120 0,186 0,274
1996-2000 0,153 0,028 0,103 0,241 0,255
Tabulka II

Rocni depozice vybranych kovii ve star$im porostu smrku na
plose Zelivka (kg.ha '.rok ™)

Obdobi Al Cu Fe Mn Zn
1973-77 - - 0,680 3,822 1,263
1978-80 3,001 - 1,059 5,869 1,606
1981-85 3,223 - 0,889 6,760 0,815
1986-90 3,550 - 0,773 4,179 0,960
1991-95 2,036 - 0,616 4,964 0,711
19962000 0,675 0,024 0,266 3,896 0,460
Tabulka IIT

Cetnost piekracovani limitu pro té7ké kovy v suging hub

(vyjaddreno v % celkového poctu vzorkl)

Rok As Cd Cr Cu Hg Ni Pb Zn Pocet
vzorkd
1998 0,0 80 00 00 80 00 1,0 00 136
1999 23 36 00 00 392 0,0 00 0,0 167
2000 24 11,2 00 0,0 335 00 0.8 0,0 251

Zminénd vyhldska uvddi limity specidlné pro houby v pii-
rodnim stavu jen pro Cd, Hg a Pb. Pro ostatni prvky se uZivaji
limity, které plati pro potraviny typu B (potravinové dopliiky),
kam se houby zarazuji. Vétsina druhd Cerstvych hub obsahuje
a7 90 % vody, takze koncentrace jednotlivych elementt v Cer-
stvych houbdch je na rozdil od hodnot v susiné témét desetkrat
niz§i. Za nebezpecné pro lidské zdravi miizeme tedy povazo-
vat jen ty vzorky hub, kde byl limit piekrocen vice jak deseti-
ndsobné. Nejcetnéjsi jsou piipady piekracovdni limitu pro
suché houby u rtuti.

Vlivu tézkych kovi na lesni ekosystémy vénovali pozor-
nost Augustin a Andreae*' ve své studii o kauzilnich je-
vech a interakcich v lesnim prostiedi. Tento materidl navazuje
na podrobné&jsi studii zpracovanou rovnéZz pro projekt ICP
Forests*%. Z poznatki shrnutych v obou studiich vyplyvd, Ze
toxicita tézkych kovt velmi zdvisi na druhu organismu, na
vlastnostech jednotlivych elementi, na zpisobu piijmu a jesté
na fadé dalSich faktorti. Také mechanismy toxicity jednot-
livych kovu se lisi. Toxické koncentrace kovi byvaji Casto
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odvozovdny od fyziologickych poruch, jako je ovlivnéni ris-
tu, transpirace a alokace uhliku. Mechanismus tc¢inku souvis{
s interakci kovd s enzymy a se strukturdlnimi zménami bunéc-
nych membran. Organismy vystavené zvySenym hladindm
tézkych kovi se mohou bud vyhnout jejich piijmu, a tim i je-
jich stresovému ptisobenti, nebo je pfijimat a postupné si na stres
piivyknout. Cesty pifjmu a odmitnuti mohou byt nasledujici®':
aktivni vyména v rhizosféfte,

vazba kovi na vnitfni povrchy mykorrhiznich hub a kote-
novych bunék,

detoxifikace specidlnimi chelata¢nimi agens nebo kom-
plexem organickych kyselin,

zabranéni pfistupu vnéjsimi mykorrhiznimi vldkny nebo
v kofenovych appoplastech,

distribuce xylemem (moznd i floemem) k mistu uskladnéni
a pripadné vyloucenti.

Piimd adsorpce povrchem listti nebo jehli¢i je pro Cd
zanedbatelnd, pro Zn nizkd a pro Pb vysoka.

U vétsiny sbiranych druhfi hub tvofi hmotnost klobouk
nékolikandsobek hmotnosti tferit, takze je mozné tvrdit, Ze se
na celkovém obsahu méfenych prvkia podileji hlavné klobou-
ky. U plodnic bedly vysoké a muchomirky riizovky byla
prokdzdna nejvyssi sorpce z prostiedi u As, Cu, Pb a druhd
nejvyssi sorpce u Hg a Zn. Divodem nejvyssiho piijmu je
pravdépodobné velka plocha klobouku starsich plodnic, které
byly pfi sbéru vSech druhti upfednostiiovdny. Plocha i povrch
klobouku muchomirky rdZovky jsou srovnatelné s plochou
bedly vysoké a také poréznost klobouku je podobnd. Dalsi
faktor, ktery sorpci vyznamné ovliviiuje, je stanovisté. Na
okrajich porosti a v profedénych porostech je piimd depozice
nékterych kovili do pldy, a tim i na plodnice hub, vyssi nez
v zapojenych porostech.

Na kvalitu podkorunovych srdzek md velky vliv druhova
skladba porostu a jeho stafi. V listnatych porostech je depozice
kyselych latek obecné nizsi nez v jehli¢natych, protoze listnd-
¢e jsou podstatnou ¢dst roku bez listti a v dobé olisténi maji
jednak mensi zachytnou listovou plochu, jednak koruny vyka-
zuji vyssi schopnost tlumit protony vyménou za bazické kat-
ionty™. Ve smrkovych porostech je srazkova voda pronikajici
korunami obohacovdna kyselymi analyty ze suché depozice
vice neZ napi. v porostech borovych®.

3.2. 0vlivnéni pidniho chemismu
s ohledem na rizikové ldatky

Pod korunami stromt po smyvu srdzkovou vodou dopada
na povrch pudy voda Casto mnohem vice znecisténd nez na
volné plose. Povrch asimila¢niho apardtu je v pfipadé lesa
10-20 ndsobkem povrchu piidy bez vegetace®. Lesni pidy
jsou acidifikaci ohrozeny podstatné vice nez pidy zemédél-
ské, a to nejen diky vétsi zachytné plose (povrchu vegetace),
ale také proto, Ze kyseld depozice mize byt v piipadé zemé-
délské plidy kompenzovdna a upravovdna agrotechnickymi
zdsahy.

V poslednich letech se ¢asto poukazuje na ,,degradaci‘
lesnich pad v ramci celé CR. Tento pojem skryva fadu che-
mickych reakci spojenych s dlouhodobym okyselovanim pid.
Klimo®® udava snizeni hodnot pH svrchnich organomineral-
nich horizontl o 0,7 jednotek v regionu Moravskoslezskych
Beskyd v obdobi 1950-1983. Dlouhodobéjsi interval po-
rovndni obsahuje tabulka I'V. Z rozmezi uddvanych hodnot je
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Tabulka IV 3
Porovndni rozsahu hodnot ptidn{ reakce napfic CR mezi roky
1926 a 1995

Rok  Jehli¢naté porosty Listnaté porosty  Pocet vzorku ptid
pH pH organo-minerdlni
aktivni vyménné  aktivni vyménné  horizont A
1926 4,4-6,9 - 4870 - 97 (cit.?)
1991  32-51 2844 3569 3,065 207
1995 3,547 29-4,1 - - 108
Tabulka V

Rozlozeni dat do tfid pro vyménné pH (CaCl,) a procento
nasyceni bdzemi v organo-minerdlnich horizontech A vSech
typt pid (pocet méteni 107)

Tiida pH* % nasyceni bazemi®
Nizka <3,5 (32,7) <10 (48,5)
Stiedni 3,545 (67.3) 1022 (42,1)
Vysoka >4.5 (0,0 >25 (12,1)

 Cetnost pozorovéni v % je uvedena v zdvorkdch

patrné sniZzeni pH nejméné o 1 jednotku. Je vSak tieba dodat,
Ze se nejednd o totoZné porosty.

Tvorba slabych kyselin je pfirozenym vysledkem chemic-
kych procest v piidé, zejména pii rozkladu organické hmoty.
Tento proces je vSak velmi pomaly, v ptipadé bazickych ptd
je vrovnovdze se zvétrdvdnim matec¢né horniny a je v podstaté
zanedbatelny. Acidifikaci jsou ohroZeny predevsim pfirozené
kyselé ptdy v horskych oblastech (horské smr¢iny). Kyselou
depozici se do ptd dostavaji silné kyseliny, acidifikace probi-
hé rychle a je spojena s ndrstem koncentrace H* v piidnim
roztoku a sniZzenim koncentraci piistupnych bazickych Zivin
v ptidnim sorpénim komplexu, hlavné Mg, Ca, K. Uvolnéné
bazické prvky jsou vymyvéany bud do hlubsich vrstev pudy,
kde jsou jiz pro kofeny nedostupné, nebo jsou odndseny
s odtékajici vodou. U silné kyselych a chudych pid neni
mozné tlumeni iontd H vyt&siiovdnim bazickych kationtl ze
sorpéniho komplexu, proto dochdzi k uvoliovani ionti Al**,
které jsou ve vétsi mite pro kofeny toxické®®. Uvolnéné ionty
AP odchidzeji potom do povrchovych zdroji pitné vody.

Jak bylo vySe zminéno, nebezpeci pro lesni pidy predsta-
vuj;e v poslednich letech predevsim zvySend depozice dusi-
ku’®. Primérn4 spotieba dusiku z depozice se v lesnich eko-
systémech pohybuje okolo 10 kg.ha™'.rok™!. MnozZstvi zdvisi
na stanovistnich a porostnich pomérech. Priblizné polovina
dusiku, a ve znecisténych oblastech i vice, pfichdzi v amonné
formé. Tonty NH} jsou v pidé z &sti nitrifikovdny a pfi
tomto procesu jsou do plidniho prostiedi uvoliiovany ionty H*
(cit.”). Dochazi-li k vymyvani vzniklych iontd NO; odtéka-
jici vodou do zdroji, potom tyto zmény piispivaji k acidifikaci
pudy a vétsi kontaminaci vody povrchovych zdroji nitréty.
Proto také zdroje v horskych lesich, kde jsou vy$si srazky
a vétsi promyvnost pid, maji i vy$si koncentrace NO; nez
zdroje v lesich nizsich vegetacnich stupnd. VEtsi schopnost
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odc¢erpdvat dusi¢nany z ptidniho roztoku maji listnaté porosty
neZ jehli¢nany (prokazano hlavng pro smrk)>*°.

V lesich Ceské republiky, kde pievazuji smrkové porosty,
je vaznym problémem dalsi okyselovani v disledku stdle
vysoké depozice dusiku. Tabulka V shrnuje vysledky monito-
ringu pud projektu ICP Forests z roku 1995, ze kterych je patr-
né relativné vysoké zastoupent, tj. 32,7 % kyselych pid (orga-
no-minerdlniho horizontu A) ve smrkovych porostech a jesté
vys§i zastoupeni — 45,8 % ptd s nizkym procentem nasycen{
tohoto horizontu bazickymi kationty — Ca, K, Mg (cit."?).

Miru acidifikace ovliviiuje droven depozice (mnozstvi ky-
selych latek vstupujicich do ptidy), charakter matecné (podlozni)
horniny jako potencidlniho zdroje bazickych ionti a kvali-
ta opadu, ktery spolu s podminkami mikroklimatu pisobi
na biologickou ¢innost ptidnich mikroorganismd, a ovliviiuje
tak procesy humifikace a mineralizace. Dal§im faktorem je
i stupeni promyvnosti plidy a rozvoj pfizemni vegetace, kterd
odcerpava hlavné slouceniny dusiku, a snizuje tak jejich vy-
myvani. Nepfiznivé formy humusu s vysokou akumulac{ or-
ganického materidlu, které se pomalu rozklddaji (napf. ve
smrkovych porostech), blokuji bazické kationty pfijaté stromy
béhem ristu, tzn. Ze zaostavd biologicky kolobéh.

Monitoring lesnich ptd v letech 1995/96 byl zaméfen i na
stanoveni tézkych kovil v organickych horizontech. Stru¢ny
ptehled o vyskytu tézkych kovl uddvd tabulka VI. U téméf
29 % hodnocenych ploch byla zjiSténa vysokd akumulace Pb
au 69 % hodnocenych stanovist vysokd akumulace Cu. Na
vétsim poctu ploch byly nalezeny i vy$si koncentrace As a Hg,
pro které zatim chybf kritéria urceni toxicity v lesnim ptidnim
prostiedi.

Vice nez 30 % stanovist vykazuje velmi nizké pH v rhizo-
sfére, a tak se zvysuje nebezpeci uvoliiovani pro kofeny toxic-
kych kovovych ionti. Zjisténé tézké kovy jsou vSak organicky
vazdny a nemusi vZdy ptedstavovat pro rostliny pfimé nebez-
peci. Tato ,,zdsoba* se stdvd nebezpecnou az pii vytvoreni
podminek, kdy se z organickych vazeb uvoliuji a stavaji se
v iontové podobé ,,dostupnymi‘ pro rostliny, ptidni mikroflé-
ru a mikrofaunu. Kovy ,,dostupnymi‘ pro rostliny jsou ptede-
v§im kovové ionty v plidnim roztoku, dile kovové ionty
véazané na pidni koloidy, napf. vyménny komplex. Dostupnost
tézkych kovii zdvisi velkou mérou na plidnich podminkach,
jako je pH, redox potencidl a mnozstvi a typ jilu a organické
hmoty. Obecné plati, Ze dostupnost kovi v pidé se zvysSuje
spolu s klesajici hodnotou pH. Nejnizsi koncentrace v ptidnich
roztocich, pfi nichz byl zaznamendm vliv na péstované kultu-
ry, byly tyto (v ug.I™"): 20 pro Cd, 20-30 pro Cu, 100200 pro
Pb a200-300 pro Zn. Pb, stejné jako Cr a Cu z pidnich roztokd
jsou obvykle pfitomné jako organokovové komplexy; o téch
je zndmo, Ze jsou pro rostliny s cévnimi svazky méné toxické
nez volné ionty>!. Relativni toxicita v ekvimoldrnich koncen-
tracich jednotlivych kovli v roztocich pro péstovani kultur
se snizuje v tomto pofadi CH;Hg(methylrtut)>Hg>Cd>Cu>
Pb>Zn (cit.?).

Teézké kovy mohou inhibovat rozvoj mykorrhiznich hub
a interakce mezi houbami a rostlinou, coz muze vést k nedo-
statecnému piijmu Zivin, kofenovym onemocnénim a stresu
suchem. Nékteré mykorrhizni houby vSak maji vysokou kapa-
citu pro ochranu hostitelské rostliny pied zvySenym piijmem
tézkych kovi. Pravé s mykorrhizou souvisi zvySend citlivost
bylin a listnatych dievin ke kontaminaci tézkymi kovy ve
srovndni s jehli¢nany s jejich vice rozvinutou metal-tolerantni
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Tabulka VI

Rozlozeni dat do tfid pro obsah tézkych kovi v organic-
kych horizontech lesnich piid CR. Zdroj projektu ICP Forests,
VULHM 1996 (pocet méfeni 108). Kritéria rozdéleni podle
Tylera®'

Zn*
[mgkg ']

Ccu*
[mgkg ']

cd®
[mgkg ']

Pb*
[mgkg ']

Ttida

Nizka®
Stiedni
Vysoka

<15 (0,0) <035 (88,9) <5 (0,0) <35 (2.8)
15-150 (71,3) 0,35-3,5(10,2) 5-20(31,5) 35-300(96,3)
>150 (28,7) 3,5  (0,9) >20 (68,5) >300 (0.9)

* Cetnost pozorovani v % je uvedena v zdvorkdch ° dvojna-
sobné pozadi

ektomykorrhizou. U¢inky t&7kych kovii se velmi lisi mezi
rtiznymi typy mykorrhizy. Kofeny citlivéjSich druhd dievin
a bylin mohou byt inhibovdny uZz pfi koncentracich 45 mg Zn
a 19-34 mg Cu v kg plidy, tyto prvky jsou jako esencidlni pii
prijmu upfednostiiovany.

Prijaté kovy jsou ve dievindch nejcastéji deponovany v kore-
nech a kmeni. Nékteré rostliny mohou akumulovat vysoké kon-
centrace, aniz by vykazovaly jakékoliv symptomy poskozent,
napt. Sambucus, Vaccinium spp., Populus tremula a dalsi.

3.3. Odtékajici voda

Chemické slozeni pidniho roztoku md vliv na vyZivu
lesnich dfevin a vytvafi prostiedi pro jejich kofeny. Pfi priniku
humusovym horizontem se obecné zvysuji koncentrace iontd
H*a NHZ a dalsich biogennich prvki (K, Mg, Ca, P, Fe). Pri
spotiebé iontt H* v mineralni padé (rhizosféie) dochazi k vy-
tésnovdni bazickych kationtl. Pfi nedostatku bazickych ka-
tiontl v sorpénim komplexu a souc¢asném okyselovdni pid-
niho prostfedi se do plidniho roztoku uvoliiuji koncentrace
AI** a v ptidé se mohou tvofit komplexni slou¢eniny SO3~
s hlinikem®***, Zatimco jesté v osmdesdtych letech 20. stoleti
se koncentrace SOJ~ v piidni vodé diky této vazbé snizovaly,
v soucasnosti se i pies vyrazny pokles depozice siry koncen-
trace sirand na mnoha mistech ve vodé zdroji zvysuji.

Niriist koncentraci SO~ ve vodé zdrojii imisemi zasaZe-
nych oblasti po poklesu depozice sloudenin siry>® je vysvét-
lovdn jejich postupnym uvoliiovdanim z komplexnich reverzi-
bilnich sloucenin hliniku s SO?{ v pidnim prostiedi, které
vznikly v predchozim obdobi****, Tyto slougeniny se akumu-
lovaly pedevsim v hlubSich pidnich horizontech a minimdlné
ovliviiuji pfizemni vegetaci. Na povodich, kde prevazuje pii-
my odtok srazkové vody do zdroji a v minulosti nebyly vy-
tvofeny podminky pro tvorbu komplexnich slouc¢enin SO;~
s oxidy hliniku (napf. Sumavska jezera) nebo neprobihd jejich
rozpad, sleduje pokles koncentraci siranti ve vodé zdroju
snizenf jejich spadu.

Vlastnosti padniho prostiedi a v ném obsazeného ptidni-
ho roztoku maji rovnéz vyznamny vliv na chemické slozeni
vodnich zdroji. Voda téchto zdrojl je tvofena zpocatku pre-
vazné vodou podpovrchovou, vyvérajici ve formé pramend,
pramennich vyvért a v lesnich porostech Castych pramenist
(lesni typy kategorie V). Po soustfedéni do drobnych vodnich
tokl je doplnovdna vodou z povrchového odtoku, ktery je
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primo zdvisly na vysi a ¢asovém i prostorovém rozlozeni
srdzek.

Antropicky podminéné zmény chemismu jednotlivych ptad-
nich profild, kterymi voda v pribéhu podpovrchového a pod-
zemniho odtoku prochdzi, maji spolu s pfimym vlivem depo-
zic a transportem latek z povrchového odtoku odraz i v kon-
centraci jednotlivych sloucenin ve vodé. Chemické sloZeni
vody odtékajici z lesnatych povodi je vyznamné jak z hlediska
jejtho pfimého vyuzivani jako slozky potravniho fetézce, tak
i z hlediska pfiznivého vlivu na prostiedi vodnich biocenéz
a celospolecenského vyuziti vodnich zdrojti (zavlahy, rekre-
acéni vyuZiti aj.).

Chemické slozeni odtékajici vody na rtiznych dlouhodo-
béjsich vyzkumnych plochdch VULHM je sledovano spolu
s monitoringem depozic a ptid jiz celou fadu let. Pii hodnoceni
vyvoje chemismu vody povrchovych zdroji v horskych zales-
nénych povodich je zfejmy nartst primérnych hodnot pH po-
catkem devadesatych let oproti hodnotdm stanovenym v osm-
desdtych letech. V dal$im obdobi podléhalo pH vody zdroji
vykyvim ovlivnénym pritokem. Vyssi srazkové tihrny a po-
vodiové situace zvySuji pfimy (povrchovy) odtok srdzkové
vody a snizuji moznost spotieby iontd H* v pidé a zvétralino-
vém plasti. Nejvetsi vykyv byl patrny na povodi s minerdlné
chudymi pidami a podloZzim v zimé roku 1995/96.

Na horskych zalesnénych povodich se v devadesdtych
letech také sniZovaly koncentrace NO5 jako diisledek sniZzeni
depozice dusiku do lesnich ekosystému. Tento pokles v povr-
chovych zdrojich se v druhé poloviné devadesdtych let téméer
zastavil. Pokles koncentrace NOj v poslednim desetileti se
netykd zdroji na objektu Zellvka kde je patrny spise narust
(priimérné roéni koncentrace se pohybuji v rozmezi 2-3 mg.1™").
Lesni ekosystémy sledovanych povodi jsou schopny zadrzet
ro¢né 10 kg.ha™! dusiku prichdzejiciho se srazkami.

Béhem devadesatych let se projevil nejednotny trend ve
vyvoji koncentraci SO ve vodach sledovanych povrcho-
vych zdroja. V Beskydech se zejména na povodich se smyce-
nymi a obnovenymi Iporosty koncentrace sirant snizovala na
méné nez 20 mg.l". Na povodi U vodarny v Jesenikdch
a v oblasti Serlichu v Orlickych horach se koncentrace SO4
naopak zvySovaly. Na Moldavé v Krusnych hordch v povo-
di s nahradnimi dfevinami vysazenymi po smyceni porostt
smrku na pocatku osmdesdtych let ve vodé pramene nartstaly
koncentrace SO}~ az na >20 mg.I"' a v soucasné dobé mirné
klesaji. Ve vodé potoka v objektu Zelivka je pozorovan ndrist
koncentrace sirant (obrdazky 8—10). Na povodi Zdikov (Suma-
va) a predevS§im na objektu Vojifov u Jindfichova Hradce
se zietelné projevil zvyseny spad iontd H* a SO v zimé
1995/1996 poklesem pH a ndristem sirand ve vodé. Tyto
vykyvy doznivaly i v dalSich letech a byly spojeny se zvyse-
nymi koncentracemi hliniku®>,

V priibéhu 1let 2000-2001 probéhlo orienta¢ni Setfeni drob-
nych vodnich tokl a prament ve vétSin€ z 41 lesnich oblast{
Ceské republiky v rozsahu 150 vzorki. Cilem bylo posoudit
jakost vody odtékajici z lesnich ekosystémi jako potencidlni-
ho zdroje vody pro dal$i vyuziti v krajiné i v urbanizovaném
prostoru. Tedy mimo jiné rovnéz jako potencidlni zdroj pitné
vody v pifpadé niZe lezicich voddrenskych odbéri. Zdkladem
hodnocenf jsou vybrané ukazatele dle vyhldsky Ministerstva
zdravotnictvi & 376/2000 Sb. (cit.*®) z hlediska chemického
slozeni vody. Nebyly hodnoceny fyzikalni, biologické a mi-
krobiologické ukazatele.
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Obr. 8. Vyvoj hodnot pH vody odtékajici z lesnich porosti do
zdroja pitné vody; ® Zelivka — potok, 4 Moldava — pramen
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Obr. 9. Vyvoj koncentraci dusncnanu (NO;) ve vodé odtékajici z
lestt do zdroji pitné vody (mg.1"'); ® Zellvka potok, € Moldava
— pramen

30

O 1 1 1 1 I
1973 1978 1983 1988 1993 1998

Obr. 10. Vyvoj koncentraci 51ranu (SO ) ve vodé odtékajici z lest
do zdroji pitné vody (mg.1™); ® Zellvka — potok, 4 Moldava —
pramen

Z hlediska acidity vody lezelo 78,7 % vzorkl v rozpéti
normovanych hodnot pH 6,5-9,5 pro pitnou a povrchovou
vodu voddrenskych zdrojt, u 21,3 % vzorkl bylo zjisténo pH
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niz8i nez 6,5 (minimdlni hodnota pH 3,83). Jako zdvazné
riziko je nutno hodnotit vyskyt nizkych hodnot pH, které
v mnoha piipadech navic koresponduji s vysokym obsahem
hliniku. Jak jiz bylo uvedeno, hlinik je uvoliiovan z ptidniho
prostredi pravée v disledku okyseleni a rozkladu komplexnich
sloucenin. Z pohledu kyselosti byly nejkritictéjsi lesni oblasti
Jizerské hory (83 % vzorki s pH niz§im nez 6,5), Krkonose
a Krusné hory. U 59,4 % vzorkd s pH niz$im nez 6,5 byla z4-
rovei piekroena mezni hodnota pro obsah hliniku (0,2 mg.1™).
Celkem byla mezni hodnota piekroc¢ena u 14 % vzorka.

Z dalsich prvkl bylo jiz v mnohem mensi mife zji§t€no
prekroc¢eni normovanych ukazatelii u zeleza (18,7 %), hodnoty
médi, zinku, fluoridd, ani siranti neptekroCily ukazatele vyhl.
376/2000 Sb. v zadném piipadé. Koncentrace rtuti byla zjis-
tovdna v roce 2000 na omezeném souboru 44 lokalit. Ve vSech
pripadech byly vysledky negativni — koncentrace pod mezi
detekce pouzité metody stanoventi, tedy mensi nez 0,05 ug.1™".
Piesto jde o velmi vyznamny tdaj, nebof u analyzovanych
vzorkl hub bylo naproti tomu pfekroceni obsahu rtuti zazna-
mendno v fadé piipada.

Koncentrace dusi¢nanti (NOj ) byly v odebranych vzor-
cich pomérné nizké. Mezni hodnota 50 mg.1™" pro pitnou vodu
nebyla pfekroc¢ena v zadném piipadé a dfive uvddéna doporu-
&ena hodnota 15 mg.I™! (pro kojeneckou vodu) byla piekroce-
na pouze v 9 % vsech vzorkld. Koncentrace amoniakalntho
dusiku (NH} ) byly rovnéz nizké (pramér 0,093 mg.1™") a pre-
kroGeni mezni hodnoty 0,5 mg.I"! nebylo zaznamenéno.

V jednom pripadé bylo zjisténo prekroceni mezni hodnoty
pro chloridy, celkovy primér je ale velmi nizky. Rovnéz velmi
nizké byly obsahy fosforu, zvySené koncentrace byly zazna-
mendny pouze v lokalitich, kde je mozné urcité ovlivnéni
splachem ze zemédélskych pid.

Specifickymi prvky jsou z hlediska provadéného hodno-
cenf hot¢ik a vapnik. U hoi¢iku uvadi vyhlaska doporucenou
koncentraci nad 10 mg.I™! a u vdpniku doporucenou koncen-
traci nad 30 mg.1"". Zjisténé hodnoty u hot¢iku jsou ale velmi
nizké. Primérnd hodnota skutecné zjiSténych koncentraci je
pouze 6,9 mg.1"!, nedosahuje tedy ani minimalni doporucené
hodnoty. Celkem 78 % vzork(i md koncentraci Mg mensi nez
doporugenych 10 mg.I"\. Ze zdravotniho hlediska proto miize
byt problémem spiSe nedostatecny obsah tohoto prvku, defi-
citniho ve vyZzivé rostlin a zfejmé i clovéka. Nejnizsi primérné
koncentrace vykazuji lesni oblasti KrkonoSe, jihoceskd panev,
Novohradské hory a Sumava. Primérny obsah vapniku ve
vzorcich byl 25,9 mg.1"". Hodnoty nedosahujici doporu¢enych
30 mg.I"! byly zjistény v 60,7 % vzorki, prevazng v lesnich
oblastech pohrani¢nich pohofi. Zde jde nejvétsi mérou stejné
jako u hot¢iku o vliv nizkého obsahu téchto prvki ve sloZen{
minerdlntho podloZi a ptid.

4. Zavér

Piirozené kyselé lesni pidy v CR jsou ohrozeny dalsf
acidifikaci vlivem neustdvajici depozice kyselinotvornych l4-
tek, i kdyZ souc¢asné depozice jiz nedosahuji vysokych hodnot
zaznamenanych v 80. letech minulého stoleti. Spektrum depo-
zic se v poslednim desetileti méni spiSe ve prospéch dusika-
tych latek oproti sirnatym, ale celkové zatiZeni ptidy protony
se vyrazné neméni. Soucasnd depozice tézkych kovt nezna-
mend zdvazné riziko pro potravni fetézec, pouze u rtuti byla
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zjisténa rizikova akumulace v plodnicich jedlych hub. Acidi-
fikace ptid znamend neustdlé nebezpeci uvoliiovani toxickych
iontl z ptdniho prostfedi do ptidniho roztoku a jejich kolob&h
v lesnim ekosystému a odtok do zdroji pitné vody. Voda
odtékajici do zdrojti pitné vody je Casto kyseld s vysS$im
obsahem hliniku a chudad na hoi¢ik, ktery je spolu s vipnikem
z lesnich ptd jiz do zna¢né miry vyplaven.
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1. Uvod

Aktudlnim trendem v oblasti vyroby zemédéelskych komo-
dit a nasledné potravin se stala produkce kvalitnich, a prede-
v§im zdravotné nezdvadnych produktt. Tento trend do zna¢né
miry souvisi i se sledovanim obsahu exogennich toxickych
latek, mezi nimiz dtlezité misto bezesporu zaujimaji mykoto-
xiny.

Po 11. z4t{ 2001 ziskalo téma mykotoxind i jinou neblahou
aktudlnost v souvislosti s jejich moznym zneuzitim k teroris-
tickym cilim. Jednou z doposud nejvyznamnéjSich skupin
mykotoxinii jsou trichotheceny'. S instrukcemi, jak se zacho-
vat pfi jejich zneuZiti, se dnes lze setkat na webovych stran-
kiach cetnych americkych nebo britskych uradi. Takovéto
varovani rozhodné neni liché, nebof z vélecné historie jsou
znamy pripady uziti substance zvané ,,zluty dést*, jejiz zaklad
byl tvofen nékterymi trichotheceny a jez byla pravdépodobné
uzita pfi konfliktech v Laosu, Kambodzi a ndsledné i v Afgha-
nistanu’. I kdyZ jsou tyto litky piedmétem mezindrodni kon-
vence o biologickych zbranich (The Biological Weapons Con-
vention), existuje i podezfeni na jejich pouziti ve vdlce v Ko-
reji a Perském zaliva®™. Piiblizné 50leté historii objeveni
ucinku trichothecenl a specielné houbé, jez dala vzniknout
jménu této skupiny ldtek, je vénovan tento ¢lanek.

2. Vyskyt mykotoxini

Mykotoxiny jsou toxické sekunddrni metabolity mikro-
skopickych vldknitych hub, vyvoldvajici rizné toxické syn-
dromy nazyvané souhrnné mykotoxikézy. Mykotoxiny se vy-
skytuji na viech rovnich potravniho fetézce®, ke kontaminaci
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mize dochdzet uz v dobé péstovani na poli, stejné tak i béhem
skladovéni®. Bennet (1987) (cit.'®) definoval mykotoxiny jako
prirodni produkty hub, které evokuji toxickou odezvu organis-
mu uz i ve velice malych koncentracich; z tohoto diivodu je
jakdkoliv kontaminace toxinogennimi houbami potencidlné
znacné nebezpecnd. Nejvice zndimé mykotoxinogenni druhy
nélezi do rodl Aspergillus, Penicillium a Fusarium'!, nicméng
v posledni dobé vystupuji do popiedi i dalsi zdstupci, jako jsou
rody Alternaria, Paecilomyces, Rhizopus, Trichoderma a Tri-
chothecium. V8echny tyto houby se obecné vyskytuji v ptudé
a ve form& spor pak bézné ve vzduchu'’. Mezi vyznamné
skupiny mykotoxind jsou fazeny: aflatoxiny, trichotheceny,
ndmelové alkaloidy, zearalenony, ochratoxiny, sterigmato-
cystin, cyklopiazonovd a peniciliovd kyselina, patulin, citri-
nin, rubratoxiny, fumonisiny a tremorgeny.

Diusledky expozice organismu mykotoxiniim jsou zndmy
u lidi i zvitat uzZ z davné minulosti, kdy byly nékteré otravy
(ergotismus) zivnou pidou pro Sifeni ndbozenskych povér,
stejné tak z minulosti pomérné neddvné, napt. tmrti 17 000
lidi v disledku alimentdrni toxické aleukie (ATA), vyvolané
pozitim kontaminovaného obili za II. svétové vélky v byvalém
Sovétském svazu®'3. Koneené i v dnesni dobé je skodlivy vliv
mykotoxinii na populaci patrny®, a to hlavné v rozvojovych
zemich'®,

3. Trichotheceny

Trichotheceny jsou jako skupina sekundarnich metaboliti
hub systematicky popisovdny jiz od roku 1948, kdy byl na
zdkladé svych inhibiénich vlastnosti'>~'® objeven Freemanem
a Morrissonem v houbdch Trichothecium roseum (pers Fr.)
Link" prvni zdstupce této skupiny nazvany trichothecin®.
Producenti trichothecent tvofi dnes jiZ pomérné Siroké spek-
trum zéstupcii*' a od té doby bylo objeveno daliich asi 170
trichothecent®*

Z hlediska praktického vyskytu trichothecent v kontami-
novanych potravindch je zndmo, Ze hlavnim kontaminantem
byva deoxynivalenol. Jde nastésti o jeden z méné toxickych
trichothecend®. Hygienické limity v CR pro tento mykotoxin
jsou stanoveny pro obili, ryzi a kukufici 2 mg.kg"l a pro mouku
1 mg.kgl. Pro jiné trichotheceny nejsou v CR zdkonné limity
uréeny”.

Trichotheceny jsou vétSinou charakterizovany jako tricy-
klické seskviterpeny se dvéma Sesticlennymi a jednim péti-
¢lennym kruhem®. Vétsina z nich md dvojnou vazbu v poloze
9,10 a obsahuje epoxyskupinu v poloze 12,13 (cit.”’). Mohou
byt rozdéleny do Ctyf typt (A, B, C, a D). Typ A se vyznacuje
nepiitomnosti oxoskupiny v poloze 8 a prikladem je vysoce
toxicky HT-2 a T-2 toxin. Typ B je vyznacny pfitomnosti
oxoskupiny na C-8 a piikladem by mohl byt deoxynivalenol
(DON), nazyvany téz vomitoxin. Skupina trichotheceni typu
C je charakteristickd dal$i epoxyskupinou v poloze 7,8 nebo
i 9,10 a Ize sem zafadit napiiklad krotocin. Typ D obsahuje
makrocyklus mezi C-4 a C-15 s n€kolika esterovymi vazbami,
jehoz prikladem je verukarin A (cit.*?).
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HT-2 toxin OH OH OCOCH; H  OCOCH,CH(CH,),
Deoxynivalenol OH O OH OH =0

Obr. 1. Struktura trichothecent'

Kontaminace organismu trichotheceny md za nésledek
Sirokou paletu projevi. Vesmés jde o silné inhibitory syntézy
proteinéi a DNA (cit.)). Pfi vystaveni organismu u&inkiim
trichothecenti miize dochdzet k rozli¢nym syndromdm, napii-
klad ke snizovani pfijmu nebo totdlnimu odmitdni potravy,
k podrdzdéni kiize az k dermdlnim nekrézdm, zvraceni, prij-
mim a krvdcivosti. Trichotheceny jsou popsdny i jako imuno-
supresory>> . Bez vyjimky viechny trichotheceny vykazuiji
vetsi ¢i men51 stupen toxicity pro zivocichy, vykaz {1 iinsek-
ticidni efekt'>’. Byla popséna i fytotoxicka aktivita' TOX1
cita je vysvétlovdna predevs§im piitomnosti epoxyskupmy
V minulosti se trichotheceny staly pro svou toxicitu predmeé-
tem zdjmu vojenského vyzkumu, ktery ndsledné odhalil u né-
kterych zdstupcti (napt. T-2 toxin) vlastnosti spliiujici predpo-
klady pro jejich bojové vyuziti. Jednd se napiiklad o schop-
nosti vyvolat poskozeni kiize a o¢i uz od davky nékolika
ng—lg, vdzné poskozovani nervové soustavy, respiracni, ga-
strointestindlni a hematologickou t0x101tu S;JOJenou s mnoho-
Cetnosti zpiisobi priiniku do organismu™

Trzchotheczum roseum je celosvétove rozél’fena patogenni
houba® hojné se vyskytujici na rizném ovoci® i liskovych
ofi$cich®®, v nasich podminkdch pak piedeviim na jablkach®.
Trichotheceny izolované z hub Trichothecium roseum (tri-
chothecin) nebo Stachybotris cylindrospora® vykdzaly anti-
fungalni aktivitu spojenou s inhibici konkuren¢nich hub®**',
Farmakologicky zajimavou fungicidnf{ aktivitu, kterd nenf do-
provdzena cytotoxickymi tcinky, vykazuji n i)r trichothece-
ny izolované z houby Trichoderma harzianum™. Trichothece-
ny prekvapiveé nevykazuji Zddnou nebo témér zadnou aktivitu
vii¢i riznym bakteriim nebo kvasinkam*>*, Byly u nich viak
zjistény antivirdlni ucinky, a to jak u rostlinnych virti (tobacco
necrosis virus, TNV)44, tak virQ tc¢innych u ¢lovéka (Epstein-
-Barr virus EBV-EA, Herpes simplex virus)® . Velmi zaji-
mavd je i velmi vysokd aktivita nékterych trichothecent na
maldrii*®. Na skupinu trichothecent se tedy v celku nelze divat
pouze jako na toxiny, ale mezi riznymi dcinky téchto latek l1ze
nalézt i medicinsky vyuzitelné aktivity.

Analyza trichothecent je dnes jiZ rutinni{ zdlezitosti. Pod-
kladem pro vétsinu soucasnych metod je metoda, kterou za-
vedl Scott (1970) (cit.*). Dodnes se tato metoda v rtznych
modifikacich uplatiuje pti detekci velkého mnozstvi mykoto-
xind. Jako dal$i metodu pro stanoveni 1ze zminit napt. detekci
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destruxin A roseotoxin B

Obr. 2. Struktury destruxinu A a roseotoxinu B (cit.ﬂ)

destruxin A: 2 hydroxﬁypent 4-enovd kyselina, 2 Pro, 3 Ile, 4 MeVal,

MeAla B-Ala
roseotoxin B: ' 2- hydroxypent 4 -enova kyselina, 3—Me—Pro, 3 Ile,
*MeVal, > MeAla, © B-Ala

pomoci kultur na agarovych lotndch, kterou predstavil Fil-
tenborg a Frisvad (1980) (01t . Zékladem metod je dnes uziti
TLC, HPLC nebo pokrocilych metod GC-MS nebo HPLC-
-MS. Navic jsou komeréné pouzivdany i metody zaloZené na
kitech vyuZzivajicich immunodetekci nebo afinitni chromato-
grafii’!,

4. Roseotoxiny a destruxiny

Trichothecium roseum produkuje jak jiz meene tricho-
theceny, tak méné znamé roseotoxiny a destruxmy Roseo-
toxiny a destruxiny po chemické strance nalezi do skupiny
cyklickych depsipeptida®. Termin cyklické depsipeptidy po-
prvé uzil Shemyakin (1960) (cit> a predstavuje cyklické
peptidy sklddajici se z aminokyselin a hydroxykyselin. Pepti-
dova vazba je tudiz v mistech napojeni hydroxykyseliny na-
hrazena esterovou vazbou. O cyklickych depsipeptidech lze
hovorit jako o Siroké skupiné latek s mnoha rtiznymi bio-
loglckSyml ucinky. Byly u nlch objeveny napiiklad insekti-
cidni>>>® nebo prot1v1r0ve 7 \i¢inky a také napf. cytotoxicita
k leukemickym buiikam>®.

Roseotoxiny jsou skupinou mykotoxint origindlné produ-
kovanych pouze patogenni houbou Trichothecium roseum™.
Roseotoxiny jsou slozeny z péti aminokyselin a jedné hydro-
xykyseliny a vyznacuji se piitomnosti neobvyklé aminokyse-
liny trans-3-methylprolinu. Popsdny byly roseotoxiny A, B
a C, které byly pojmenovany dle retence na sﬂlkagelus2 3339
a roseotoxin S ligici se poctem hydroxykyselin v cyklu®.

Destruxmy jsou roseotoxiniim piibuzné hexadepsipepti-
dy®" 20bsahupc1 jednu o-hydroxykyselinu. Jedinou odlisnos-
ti je substituce frans-3-methylprolinu u roseotoxint prolinem
u destruxini®. Destruxiny jsou produkované houbou 7. ro-
seum a nékolika dal$imi vétSinou entomopatogennimi houba-
mi*> %8 v soucasnosti je znamo okolo 30 destruxind. Pred-
pokladd se, Ze tato skupina metabolitti je pravdépodobné
syntetizovdna extraribosomovym multienzymatickym systé-
mem®, a pravé tento aspekt je ziejmé pfi¢inou velké rozma-
nitosti téchto metaboliti®>"".
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Biologickd aktivita roseotoxini a destruxind byla a je
i dnes pfedmétem vyzkumu. Byla u nich Z7ji§téna nezanedba-
telnd insekticidni® ’64’66‘71’72, nematocidni’>, imunomodulag-
ni™ nebo fytotoxickd aktivita®® a neméné zajimava toxicita
testovand na modelech teplokrevnych Zivocicht”. Lze zminit
i neddvno objeveny kardiostimula¢ni uc¢inek roseotoxinu B
a destruxind A, B (cit.®)).

Biologicka aktivita cyklodepsipeptidl tedy rovnéz potvr-
zuje, Ze i zde jsou nalézany zajimavé a vyuZitelné vlastnosti,
a tudiZ nelze na tyto latky pohlizet jen jako na mykotoxiny.
Hranice mezi uziteCnosti a toxicitou mize byt vSak znac¢né
uzkd, jako je tomu i u jinych biologicky aktivnich latek.

S. Zavér

Po mnoha letech od popisu prvniho trichothecenu z houby
T. roseum si dnes pfipomindme tuto skupinu latek v novych
souvislostech. Sekunddrn{ produkty hub mohou pisobit akut-
ni i chronické otravy a stejné tak se mohou stat vyznamnymi
1éc¢ivy. Prislovi s minci o dvou strandch nds bezpochyby nuti
ke snaze hloubéji a dikladnéji témto prirodnim latkdm poro-
zumét.

Tato prdce byla podporena Grantovou agenturou Ceské
republiky (grant ¢. GA CR 203/02/1417) a MSM JO6/98:
122200002.
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Fungus That Gave Name to Trichothecenes

The investigation of mycotoxins is the topic of current
concern in food production at present, when the food quality
is often replaced by only quantitative criteria of production.
Special attention attracts the potential use of mycotoxins in
terrorist attacks. In contrast, some of the compounds can find
interesting pharmaceutical use. The paper is dedicated to the
55™ anniversary of discovery of trichothecenes, which were
first found in the Trichothecium roseum fungus appearing as
a natural contaminant in some agricultural commodities.
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1. Uvod

Tézké kovy provazeji lidstvo zfejmé po celou dobu jeho
existence'. Existuji zdznamy o pouZiti olova z doby okolo
2000 let pf.n.1., hojné byl tento kov pouzivan i v dobé antiky.
Ve starém Egypté byl vyuZivan napf. arsen jako aditivum do
barev. Velmi dlouho je zndmé i §kodlivé puisobeni nékterych
kovii na ¢lovéka a ostatni organismy?, nékteré slouceniny
olova, antimonu a mé&di oznacuje jako jedy uz Ebersuv papyrus
(cca 1500 let pi.n.l.), jeden z nejstarSich existujicich soubort
lékarskych zdznami. Naopak fada kovt byla objevena mno-
hem pozdéji. Piikladem miZe byt kadmium, které bylo poprvé
ziskdno az vr.1817 ze zinkové rudy, ve které se vzdy vyskytuje
jako doprovodny prvek. Lze proto predpoklddat, ze kovy patii
k nejdéle zndmym toxickym ldtkdm. V ekosystémech se mo-
hou tézké kovy pohybovat specifickymi cestami svych bio-
geochemickych cykli. Z téchto cykll v riznych momentech
vystupuji a kumuluji se velmi Casto napf. v puddch nebo
v Zivych organismech. S mobilitou kovu je uzce spjata roz-
pustnost sloucenin ve vodé — ¢im je sloucenina rozpustnéjsi,
tim je mobilita kovu vyssi. U rozpusténych ldtek je podstatné,
zda jde o nestdlou hydratovanou iontovou slouceninu nebo
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o stabilni komplex. Dilezitd je také rozpustnost sloucenin
tézkych kovil v kyselindch, zejména v kyselin€ sirové a du-
sicné, které jsou Casto pfitomné v Zivotnim prostiedi. Pii
nadmérné vysoké kyselosti vodnich srazek, pripadné prosaku-
jici vody, se mohou slouceniny tézkych kovli vymyvat z pudy,
pronikat do rostlin a stromt a ohroZovat zdroje pitné vody. Na
druhé strané je vSak nutné pfipomenout, Ze toxicita souvis{
s dosazenim urcité prahové koncentrace daného kovu v orga-
nismu. Ve stopovych koncentracich je fada kovti pro organis-
my dokonce nezbytnd. VétSinou jde o esencidlni prvky jako
meéd, zinek, chrom nebo Zelezo, které jsou napf. soucdsti
nékterych enzymu a jejichz nedostatek se miize projevit zd-
vaznym onemocnénim. Vyrazny zdjem o kovy a jejich chové-
ni v Zivotnim prostiedi je vyvoldn zejména jejich rozsahlym
prumyslovym vyuzitim. Z toho také vyplyva neimérné zaté-
Zovéani Zivotniho prostiedi stdle se zvySujicim mnoZstvim
produkovanych odpadi, které Casto obsahuji tento typ znecis-
tujicich latek v nadlimitnim mnozstvi.

2. Zakladni pojmy

Ke koviim se fadi asi osmdesdt prvka periodické soustavy,
z nichZ je pfiblizné tficet oznacovdno jako kovy toxické,
pripadné tézké. Terminy stopové kovy (trace metals), t€zké
kovy (heavy metals) a toxické kovy (toxic metals) jsou Casto
navzijem zaméiovany®. PouZivaji se pro skupinu kovovych
prvki, které predstavuji urcité riziko pro biotiku. Termin
stopové kovy se vztahuje na kovy, které jsou pritomné v orga-
nismu nebo v Zivotnim prostiedi ve velmi nizkych koncentra-
cich odpovidajicich nékolika ¢asticim v milionu ¢dstic okol-
niho prostfedi, fddové tedy v jednotkiach ppm (v lidském
organismu napf. zinek, chrom a zelezo). Jako tézké kovy jsou
oznacovany kovy, jejichZ specifickd hmotnost je vyssi nez
5g.cm™ (napf. kadmium, rtut, olovo). Toxické kovy jsou
takové kovy, které pfi urcitych koncentracich ptisobi skodliveé
na Clovéka a ostatni biotické slozky ekosystémi. Ekotoxiko-
logickd terminologie upfednostiuje v pfipadé kovi nebezpec-
nych pro biotiku termin tézké kovy a do této skupiny zahrnuje
predevsim méd, zinek, kadmium, rtuf, olovo, chrom, nikl,
mangan a zelezo, k nimz navic pfifazuje polokovy selen
a arsen.

V piirodé¢ se kovy vyskytuji jako ryzi nebo ve formé soli.
V urcitych nizkych koncentracich jsou pfirozenou soucdsti
zemské kiry. Lokdlné se mohou vyskytovat mnohondsobné
vys§i prirozend mnozstvi kovili, vétSinou jde o zakoncen-
trovani téchto prvkd v piislusnych rudéch. Slouceniny kovi
zahrnuji v§echna skupenstvi; jsou mezi nimi tuhé ldtky, kapa-
liny i plyny a mohou tvofit i aerosoly. V Zivotnim prostied{
se kovy pohybuji v geochemickych a biologickych cyklech.
Prostiednictvim biologickych cykli prechdzeji do Zivych casti
ekosystémd, do organismd. Migra¢ni cykly kovid mohou byt
prirozené (prirodni) nebo mohou mit antropogenni ptvod.
V piipadé nékterych kovi, napf. rtuti, za¢inaji mnoZzstvi ko-
vu migrujictho antropogennimi zptsoby pfevazovat nad pfi-
rozenymi cestami migrace. Nékteré mikroorganismy, zejména
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Tabulka I
Mezni hodnoty koncentraci tézkych kovi v ptdé

Tézky kov Mezni koncentrace [mg kg™ suginy]
bézné pidy  pisky, hlinité pisky
a Stérkopisky

Olovo 60 55

Arsen 20 15

Med 60 45

Zinek 120 105
Kadmium 0,5 0,4

Rtut 0,3 0,3

Chrom 90 55

Nikl 50 45

Tabulka II

Mezni hodnoty koncentraci tézkych kovi v kalech (pro pouZit{
na zemédelské ptde)

Tézky kov Mezni koncentrace [mg.kg ™' susiny]
Olovo 200
Arsen 30
Med 500
Zinek 2500
Kadmium 5
Rtut 4
Chrom 200
Nikl 100

pldni, umoznuji vstup toxickych kovi do komplexti s orga-
nickymi ldtkami, ty mohou byt z hlediska toxicity nebez-
dem k tomu, Ze na rozdil od latek organickych kovy nikdy
nedegraduji, je tfeba pocitat s jejich postupnou akumulaci
v Zivotnim prostiedi.

Z toxikologickych tidaji zabyvajicich se situaci v CR jsou
zdvazné ukazatele pro hodnoceni pud a kald, které jsou obsa-
hem piiloh ¢. 2 a ¢. 3 k vyhld3ce ¢. 382/2001 Sb. Ministerstva
zivotniho prostiedi CR. Mezni hodnoty koncentraci vybra-
nych tézkych kovi v pidach a kalech vymezujici maximaln{
hodnoty koncentraci, po jejichz prekroceni by mohlo dojit
k poskozovdni funkef plidy a slozek Zivotniho prostfedi, jsou
uvedeny v tabulkach I a II.

3. Zdroje tézkych kovi

Vzhledem k mnohostrannému vyuZiti nejrtiznéjsich slou-
&enin t&7kych kovi existuje mnoho zdroji*® a moznosti tiniku
téchto nebezpecnych latek do vsech slozek zivotniho prostie-
di. Jednd se o rtiznd odvétvi primyslu i zemédé€lstvi, kterd
mohou byt jak lokdlnimi, tak i celoploSnymi zdroji téZkych

kovy, které se nejcastéji vyskytuji v zivotnim prostiedi, je uve-
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Tabulka IIT

mi kovy

Tézky kov  Zdroje kontaminace

Upravny rud, huté, rafinerie, chemicky prtimysl,
akumuldtory, pigmenty do barev, olovnaté sklo,
pridavky do glazur, zemédélstvi (hnojiva, insek-
ticidy), spalovéni fosilnich paliv, automobilovy
provoz (pouzivani olovnatého benzinu)
zpracovani rud, aditiva do skla, zemédélstvi (hno-
jiva, insekticidy), koufenti, 1é¢iva pro veterindrn{
medicinu, ochranné prostfedky na dievo
zpracovani rud, komundlni odpady, spalovani fo-
silnich paliv, povrchové dpravy kovii, polovodice
elektrotechnicky materidl, slitiny (mosazi, bron-
zy), komundlni odpad, chemicky primysl, zemeé-
délstvi (fungicidy), médéné draty a plechy
galvanizace, pigmenty do barev a keramickych
glazur, slitiny (mosazi, bronzy), zemédélstvi, ko-
mundlni odpad, koufen{

doprovodny kov v zinkovych a olovénych ru-
déch, zemédélstvi (fosfatova hnojiva), pigmenty
pro barvy a plasty, baterie, spalovani fosilnich
paliv, koufeni

zpracovani rud, zemédélstvi (herbicidy, fungici-
dy), elektrochemie, katalytické procesy, baterie,
Iékarstvi (teploméry, zubni amalgamy), spalo-
véni fosilnich paliv

chemicky prtimysl, pigmenty do barev, ochranné
prostiedky na dfevo, zpracovéani kizZe, vyroba
cementu, pokovovani, slitiny, spalovani fosilnich
paliv

dpravny rud, huté, rafinerie, baterie, pokovovani,
slitiny, kosmetické piipravky (Sampony, laky na
vlasy), koufen{

Olovo

Zinek

Kadmium

Rtuf

Chrom

Nikl

den v tabulce III. Z uvedenych udaju je ziejmé, Ze fada téchto
kovti pochdzi ze shodnych odvétvi antropogenni ¢innosti. Jde
napi. o nékteré vyrobni procesy s rizikem intoxikace kovy,
jako je zpracovani rud zahrnujici jejich drceni nebo mleti, pii
kterém vznikd prach, ddle taveni zplsobujici horecku z ko-
vl (horecka slévacii) nebo prazeni, pti kterém vznikaji pary
a dymy kovl ohrozujici dychaci tstroji. Do Zivotniho pro-
stiedi se v téchto piipadech dostivd zejména olovo, arsen,
selen, kadmium, rtuf a nikl. Jiné primyslové procesy mohou
zpusobit kontaminaci Zivotniho prostiedi kromé jiz uvedeny-
mi kovy také slouc¢eninami chromu. Piikladem takovych pro-
cesl je spalovani fosilnich paliv, kdy mize do atmosféry
unikat pestrd smés latek obsahujicich slouceniny olova, sele-
nu, kadmia, rtuti a chromu ¢asto v nadlimitnich koncentracich.
Podobnym zdrojem kontaminace tézZkymi kovy mtze byt i ze-
médeélskd vyroba. Jde napt. o vyuziti primyslovych hnojiv,
zejména fosfatovych, pii jejichz aplikaci se do pid dostdva
predevsim kadmium nebo olovo a ddle vyuziti pesticidd (her-
bicidd, insekticidd a fungicid) nezbytnych pro zamezeni
poklesu zemédélské produkce, které se vyznacuji rovnéz nad-
mérnym obsahem olova, arsenu, médi, kadmia a rtuti. Jiné
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zdroje kontaminace jsou naopak charakteristické pro urcity
kov, napf. chrom je uvolilovan z roztokd pouzivanych jako
konzervac¢ni prostiedky pro ochranu dieva, ptipadné jako Ci-
nidlo pro zpracovani kiize, nebo rtuf, kterd se vyuzivd v elek-
trochemickych procesech nebo v lékaistvi. Castym zdrojem
expozice tézkymi kovy, zejména kadmia a niklu, je také
tabdkovy kouf. Plivodné hlavni zdroj kontaminace Zivotniho
prostiedi slou¢eninami olova, pochdzejici z vyfukovych plynd
spalovacich motord, by se mél zavedenim pouzivani bezolov-
natého benzinu vyznamné omezit.

4. Prinik tézkych kovi do organismi

Tonty tézkych kovi mohou prechdzet do organismt, pfi-
¢emz hlavnimi vstupnimi branami jsou dychaci ustroji, travici
ustroji a klze, v piipadé teratogennich a embryotoxickych
latek i placenta. lonty jsou do téla vstiebdny a po urcité dobé
pronikaji do krve, jejimz prostfednictvim jsou transportovany
na ruznd cilovd mista v organismu. Pfi transportu je kov
v nékterych piipadech obsazen piimo v ¢ervenych krvinkach,
nejcastéji vSak ve specifickych bilkovinach krevni plazmy
(napf. v o-2-makroglobulinu nebo v B-2-mikroglobulinu).
Jako cilové jsou oznacovdny orgdny, které jsou piislusnym
kovem ovliviiovany nebo je v nich kov ukldddn. Ovlivnéni
specifickych cilovych organi jednotlivymi kovy®!” je uvede-
no v tabulce IV.

Nejvice vnimavi k toxickému ptisoben{ tézkych kovi jsou
staff lidé a malé déti. Rychly riist bunék a jejich rychlé déleni
v détském organismu navic znamend pii xenobiotické zatezi
i riziko genotoxickych efektli. Poskozeni organismu je piimo
umérné dobé, po kterou jsou ionty kovu v organismu piitom-
ny. Z tohoto divodu se pro kazdy kov zjisfuje hodnota jeho
biologického polocasu. Je to doba, za kterou télo vylouci
polovinu naakumulované toxické latky. Hodnoty biologic-
kych polocast pro jednotlivé kovy se od sebe znacné lisi.
U arsenu, chromu a kobaltu se jednd o hodiny az dny, zatimco
u kadmia a olova jde o dvacet az tficet let. U iontl rtuti ¢in{
biologicky polocas pouze nékolik dni, jednd-1i se o vylouceni
z krve. Hodnota biologického poloc¢asu se vsak prodluzuje na
nékolik mésict, pokud jde o télo jako celek. V fadé piipadi je
biologicky polocas silné ovlivnén i formou, v jaké se kov
v organismu vyskytuje. Chemickd forma kovu a jeho mocen-
stvi urCuji jak miru absorpce, tak distribuci kovu v organismu,
casto i typ a silu toxického efektu. Prikladem mohou byt
alkylslouceniny, jako je methylrtuf nebo tetracthylolovo, které
maji lipofilni charakter, a proto se v ochrannych myelinovych
vrstvach nervovych vldken rozpoustéji 1épe nez anorganické
soli téchto kovd.

Mnozstvi toxického kovu se ¢asto méfi v krvi, moci a ve
vlasech. Vyhodou stanoveni ve vlasech je moznost sledovan{
vlasu po segmentech, a tedy s upfesnénim, jak télo vstfebdvalo
toxikant v riznych ¢asovych udsecich.

Dispozici lidského téla absorbovat kovy mohou ovlivnit
stravovaci navyky, a to jak pozitivné, tak negativné. Tak napf.
vitamin C vyznamné sniZuje absorpci kadmia a olova, prav-
dépodobné proto, Ze zvySuje absorpci Zeleza, které je jejich
antagonistou. Naopak konzumace mléka absorpci nékterych
kovi zvySuje. Vedle slozeni potravy je vstiebdvani kovi
organismem ovlivnéno i jinymi faktory, napt. konzumaci al-
koholu nebo koufenim, jejichz $kodlivost v souvislosti s toxi-
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Tabulka IV
Ovlivnéni cilovych orgdnt jednotlivymi tézkymi kovy

Tézky kov Cilovy orgédn

Olovo dlouhé kosti, mozek, jdtra, ledviny,placenta
Arsen centrdlni nervovy systém, kiize, vlasy
Kadmium ledviny, jatra, varlata

Rtuf mozek, jétra, ledviny, imunitni systém
Chrom plice, jdtra, ledviny, pohlavni orgdny, kiize
Nikl plice, srdce, imunitni systém, kiize

citou tézkych kovl byla mnohokrdt potvrzena. Cigaretovy
kouf obsahuje kromé fady jinych slozek i nékteré toxické kovy
(kadmium, nikl) a ovliviiuje negativné piredevsim funkcnost
plic. Alkohol vedle jinych Skodlivych ucinki zasahuje rusivé
do hospodareni organismu s minerdlnimi latkami. Pfidavek
chelata¢niho ¢inidla mtZe naopak prispét ke sniZeni nebo
zamezeni toxického uc¢inku vazbou kovu do iontového kom-
plexu. Pokles toxicity se v tomto pfipadé projevuje zejména
u kovi, které se v organismu hromadi, tzv. kumulativnich
kovt.

5. Toxicita tézkych kova

Toxické tc¢inky t&zkych kovii jsou mnohostranné' =13 gz
ké kovy mohou byt pfic¢inou zazivacich potizi, riznych der-
matitid, nepfiznivych zmén v krevnim obraze, poSkozeni di-
lezitych orgdnt (mozku, jater, ledvin), rakovinnych procest
atd. Urcujici veli¢inou pro metabolické chovini a toxické
pusobeni kovu je jeho biologicky polocas. Protoze ionty kova
pusobi Skodlivé uvniti bunék, je jejich negativni piisoben{
nejpresnéji vyjadieno ddvkou kovu, kterd do jednotlivych
bunék pronikne. Konkrétné jsou negativné ovliviiovany spe-
cifické biochemické procesy (napf. enzymatické reakce) a po-
Skozena cilovd mista, zejména bunécné membrany a organely.
Toxicky efekt kovu je obvykle vysledkem interakce mezi
volnym iontem a cillovym mistem. Toxicita na celuldrni drovni
je urcena i dal$imi faktory, napf. chemickou formou iontu,
oxida¢nim stavem kovu nebo jeho ligandovou vazbou. Vaz-
bou na bunééné membrany brani ionty kovu (napf. médi,
kadmia, rtuti, olova) transportnim procesim pifes bunécné
stény, a blokuji tak pfisun zivin do bunék. Velkou roli pfi tom
hraje tvarovd podobnost molekuly nebo ¢astice obsahujici kov
s molekulou ldtky, kterd je pro bunku potfebnd. Tato tvarové
podobnd uskupeni jsou oznacovdna jako molekuldrni mimi-

kry.

Kovy vytvidreji elektrofilni kationty. Pro vétSinu téchto
kationtll je typickad silnd afinita k sife, a proto atakuji napf.
thiolové —SH skupiny v enzymech, ¢imz dochdzi k jiz zminé-
nému potlaceni nebo zkresleni enzymatickych funkci. Kation-
ty t€Zkych kovi se rovnéz velmi ochotné navazuji i na karbo-
xylovou skupinu —COOH a aminoskupinu —NH, , které jsou
charakteristické napf. pro latky souvisejici s genetickou infor-
maci. Afinita k fosfatové skupiné zptsobuje, ze tézké kovy
v organismech srdzeji fosfatové bioslouceniny nebo katalyzu-
jijejichrozklad. Velmi nebezpecnd je schopnost kovi akumu-
lovat se v rtznych télnich tkdnich. Dlouhd retence téchto
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xenobiotik nastdva zvlasté pii akumulaci kovti v kostech, kterd
je aktudlni napf. pro ionty olova nebo kadmia.

Velky rozdil v toxicité existuje mezi anorganickymi a or-
ganickymi slouceninami kovt, a to jak v kvalité, tak i v in-
tenzité toxického plsobeni. Organokovové slouceniny patii
a nezménény pres bunéné membrany. Jejich dealkylace na
anorganické soli je velmi pomald.

Akutni otravy slouceninami kovli nebo kovy samotnymi
jsou vétsinou otravy profesni. Jde zejména o poskozeni plic
(napt. plicni fibrézy po nadychani kovového prachu), rizné
dermatitidy (napf. psobeni iontd chromu nebo niklu) nebo
poruchy zazivactho ustroji (téméf vSechny tézké kovy). Pri
vstupu kationtli do organismu pozitim je vstiebani kovu vy-
razné usnadnéno kyselym prostfedim v travicim ustroji.

Chronické otravy vét§inou znamenaji tézké poskozeni po-
stizeného organismu a jsou zptisobeny predevsim akumulacni
ki tézkych kovi je jejich karcinogenita. Karcinogenni G¢inky
jsou dokonce v nékterych pripadech pokldddny za urcujici pro
prifazeni prvku do skupiny té€zkych kovti. Kovy jsou karcino-
genni ve formé svych iontd. V fadé piipadi vsak kationty kovu
karcinogenni proces piimo nevyvoldvaji, ale Casto ptsobi jako
promotory nebo kokarcinogeny v souc¢innosti s karcinogenni-
mi organickymi latkami, napf. s polyaromatickymi uhlovodi-
ky. Karcinogenita je ¢asto doprovdzena i u¢inky mutagennimi
(kadmium, olovo, selen, arsen, chrom, nikl) a embryotoxicky-
mi (olovo, rtuf zejména ve form& methylrtuti).

6. Toxické pusobeni jednotlivych
tézkych kovi'*2°

6.1. Olovo

Podobné jako rtut patii i olovo k nejdéle znimym a hojné
vyuzivanym tézkym kovtim, coZ vedlo mimo jiné zdhy i ke
zjisténi jeho toxickych dcinka.

Do soucasné doby nebyl zjistén zadny esencidlni vyznam
olova. V lidském organismu se chova jako antagonista vapni-
ku. Pfiblizn€ 90 % olova pfijatého organismem se kumuluje
v kostech, kde ovliviiuje negativné krvetvorbu (rusi syntézu
hemoglobinu), a je proto pfi¢inou anemickych stavd. V obdo-
bi, kdy mad télo nedostatek vapniku (napf. v obdobi te¢hoten-
stvi), mize se akumulované olovo z kosti mobilizovat, vstu-
povat do krevniho fecisté a toxicky plsobit na dalsi organy.
Dochadzi tak k poSkozeni jater, ledvin a reprodukéniho systé-
mu. Toxicky pisobi rovnéZ na nervovy systém, zejména u déti,
kde muze byt pfiinou jejich mentdlni retardace. Olovnaté
ionty, podobné jako ionty dalsich tézkych kovd, jsou karcino-
genni. Olovo je zvldsté nebezpecné pro te¢hotné Zeny, protoze
podobné jako nékteré slouCeniny rtuti mize prestupovat jinak
velmi striktni ochrannou bariéru placenty a poskozovat nervo-
vy systém plodu nebo zptisobit potrat. Pro lidsky organismus
je nejvice rizikovy vstup olova do organismu pozitim, protoze
vede k nejvyssi zadrzi tohoto xenobiotika (az 60 % pfijatého
mnozstvi oproti 30 % z inhalace). Jako antagonisté olova
mohou plisobit prepardty na bazi zinku.

Do trofickych fetézct se olovo dostdva predevsim z pidy
absorpci autotrofnimi organismy (obtiznéji nez kadmium).
V piirod€ existuji nékteré typy rostlin, které jsou piistupné
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prijmu znacné vysokych koncentraci olova, aniz by byl posko-
zen jejich vyvoj a riist. Autotrofy jsou ndsledné konzumovény
heterotrofnimi organismy a rezistentni ionty olova jimi pre-
chézeji do dalsich ¢lanki potravnich cest. Byla zjisténa vysokd
toxicita olova pro divoka zvifata.

Pres veskeré uvedené $kodlivé ucinky na lidsky organis-
mus je vSak olovo z celé skupiny tézkych kovl nejméné
toxické viuci dafnifm (drobnym kory$tm), které jsou povazo-
vdny za hlavni testovaci organismy v monitoringu Zivotniho
prostiedi.

6.2. Arsen

Arsen se v zivotnim prostiedi vyskytuje v ovzdusi, pudé
i ve voddch®'. V pitné vodé je piitomen ve formé svych roz-
pustnych anorganickych sloucenin. Organické komplexni slou-
¢eniny mohou byt soucdsti potravy motskych zZivocichi (ko-
ry$a). Pouzivani pesticidl na bazi arsenu je divodem piitom-
nosti tohoto polokovu v nékterych kulturnich rostlindch, ale
napt. i ve vinnych ndpojich.

Arsen se vyskytuje jako doprovodny prvek nejcastéji v ru-
ddch médi, stfibra a olova a pfi ziskdvani téchto kovi z rud se
uvolnuje do zivotniho prostiedi.

Slouceniny arsenu jsou silné€ toxické s vysokou kumula-
tivni schopnosti v organismech. Ukladaji se v jatrech a ledvi-
ndch, charakteristickd je jejich akumulace ve vlasech, nehtech
a kdzi. Prestupuji i pfes jednu z nejpfisnéjsich ochrannych
bariér v téle — bariéru placenty, a mohou tak zptsobovat
teratogenni poSkozeni plodu. Zasahuji rovnéZ nervovy sys-
tém. Otravu arsenem je mozné identifikovat i senzoricky. Je
totiz spojend s nadmérnym rohovaténim ktiZe a jeji charakte-
ristickou pigmentaci (Sedozelené zabarveni). Objevuji se bilé
prouzky na nehtech a z dechu je citit cesnekovy zdpach.
Obecné lze fici, Ze rozpustné anorganické slouceniny arsenu

nebezpecnéjsi nez pétimocna.

Podobné jako kationty ostatnich tézkych kovl reaguje
i trojmocny kation arsenu s thiolovymi skupinami enzymu. To
je pric¢inou rusivych zdsahti do metabolismu tukd a cukri
a nasledné blokace tvorby metabolické energie.

Arsen byvd oznacovan jako protoplazmaticky jed, protoze
miZe pronikat bunéénymi membrdnami do protoplazmatické-
ho prostoru, a hluboce tak postihovat Zivou hmotu. Je klasifi-
kovan i jako kapildrni jed, protoZe zptisobuje propustnost stén
krevnich kapilar.

Akutni otravy slouceninami arsenu jsou spojeny s bolest-
mi hlavy, zdvratémi a nékdy velmi bouflivymi zazivacimi
potiZzemi, které mohou vyustit v selhdni krevniho obéhu a smrt
organismu. Chronické otravy zptsobuji zanéty kidze, trvalé
zazivaci potize, aplastickou anémii a poskozeni nervového
systému projevujici se mimo jiné i mravenc¢enim v konceti-
a plic spojené s plsobenim sloucenin trojmocného arsenu
a ddle u¢inky mutagenni a teratogenni.

Vyznacnd je i ekotoxicita arsenu. Ve vysokych koncentra-
cich je arsen toxicky pro rostliny. Na polich oSetfovanych
opakované pesticidy s obsahem arsenu se arsen zabudovava
do pidy a zptisobuje snizeni trodnosti kulturnich rostlin, jako
jsou napft. je¢men nebo vojtéska. Na arsen také citliveé reaguji
stromy. Na zvifata md trojmocny arsen teratogenni ucinky
a prokdzdna byla jeho Skodlivost pro vcely.
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6.3. Selen

Selen patii mezi polokovy a pro vyznamnou cast biotiky
se fadi k esencidlnim prvkim. V lidském organismu je soucdsti
metaloenzymi, piisobi jako u&inny antioxidant® a jeho pri-
tomnost snizuje toxicitu kadmia, rtuti, methylrtuti, thalia a stfi-
bra tim, Ze ménf jejich metabolismus.

Selen je zna¢né rozsiten v pedosfére, zvlasté v sedimen-
tarnich typech hornin. Do Zivotniho prostiedi se dostdvad pri
erozi pad a hornin a jeho pfenos do biotiky je vyznamné
podpofen mikrobidln{ degradaci.

Vyssi davky selenu mohou pisobit toxicky, ale otravy lid{
jsou otravy zvitat, zejména skotu.

Do lidského organismu selen vstupuje prostiednictvim
trofickych fetézci jednak z obilnych produktt, ale také z mas-
nych a mlécnych vyrobkl. U c¢lovéka dochdzi k otravdm
selenem velmi ziidka. Pfiznaky téchto pomérné vzacnych
otrav jsou rizné dermatitidy, poskozeni nehtd a zubt, vypa-
ddvani vlasi a zasazeni nervového systému. Podstatné vy-
dochdzi v oblasti pastvin s podlozim obsahujicim vysoké
koncentrace selenu. Rostliny na téchto podlozich pomérné
snadno akumuluji selen ve svych pletivech az do tdrovné
prekracujici préah toxicity pro pasouci se skot. Zvitata pak trpi
cirh6zou jater, malformacemi kopyt, vypadavanim srsti, tibyt-
kem véhy, ztrdtou orientace v prostoru (chtize v kruzich)
a mladi jedinci mohou oslepnout.

Biologicky dobfe piistupnou formou selenu pro rostliny a zvi-
fata jsou rozpustné selenany SeO>, které se b&zné v piirodé
za oxida¢nich podminek v alkalickém prostfedi tvoii. Anae-
robni bakterie dokdzou selenany redukovat na methylderivaty
selenu, které jsou tékavé a mohou piechdzet do atmosféry.

6.4. Med

Meéd je v zivotnim prostfedi zastoupena prevazné ve formé
svych rud, ale v nékterych piipadech i v ryzi formé a podobné
jako zinek patif k esencidlnim prvkim. Je soucdsti nékterych
metaloenzymi, napf. tyrosinasy, a jeji pfitomnost je nutnd pro
funkci jinych, zejména oxidativnich enzymi. Dtilezitd je rov-
néz pro bezchybny metabolismus Zeleza v lidském organismu
a jeji nedostatek mtize byt pti¢inou zhorSené syntézy hemo-
globinu a ndsledné anemickych stavii. Absorpci médi organis-
mem sniZuje pfitomnost zinku a kadmia v téle. Vyssi koncen-

zdravotnim potizim. Méd patif k akumulacnim xenobiotikim
a hromadi se pfedevSim v jdtrech a kostni dfeni. Rozpustné
soli médi mohou kromé anemie zpisobit i poskozeni jater
a ledvin, pripadné zazivaci potiZe spojené s krvacenim do
zazivactho traktu.

Soubor zdravotnich problémi souvisejicich s chronickou
akumulaci médi v jatrech, ledvindch, mozku a o¢ni rohovce je
oznacovdn jako Wilsonova nemoc. Dochdzi k poSkozeni uve-
denych orgdnti a k jejich funk¢ni nedostate¢nosti.

Mankesova choroba je vyvoldna negativnim piisobenim
meédi na déti mladsi nez tfi roky. U téchto déti je poskozen
nervovy systém s ndslednou dusevni i fyzickou retardaci,
v krajnich pripadech koncici smrti.

Meéd je nepiilis toxickd pro zvifata a mirné toxickd pro
rostliny a fasy. Znac¢nou toxicitu md tento kov pro nizsf orga-
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nismy typu plisni, bakterii a nizsich hub. Z tohoto diivodu se po-
uzivd zejména modra skalice (siran médnaty CuSO,.5 H,0),
nékdy ve smési s vipnem, jako fungicidni{ prostiedek v zemé-
délstvi, napf. k oSetien{ vinné révy.

6.5. Zinek

Je to relativné meékky kov namodralé barvy tvofici s ostat-
nimi kovy primyslové dilezité slitiny. Hojné vyuzivané jsou
zejména slitiny s médi (mosazi) a slitiny s médi a cinem
(bronzy). Dithiokarbamdty zinku byly pouZivany pfi odvykaci
protialkoholni 1é¢bé (antabus), av§ak v soucasné dobé se od
pouzivani téchto prepardtd upousti z divodu podezieni na
jejich karcinogenitu.

Zinek patii k esencidlnim prvkiim, ur¢itd nizkd koncentra-
ce tohoto prvku je nezbytnd pro ¢lovéka, zvitata i rostliny.
V organismech je soucdsti vice nez dvaceti metaloenzymil
a dalSich sto enzym potiebuje zinek ke své funkci. Hraje také
dilezitou roli v metabolismu bilkovin a nukleovych kyselin.

Metabolismus zinku mohou negativné ovlivnit nékteré
Iéky. Jednd se zejména o chelata¢ni ¢inidla, ale také o nékterd
antibiotika, napf. penicilin.

Nedostatek zinku je zdvazny zvlasté pro déti, u chlapci
miZze zplsobit poruchy pri dospivdni. Nedostatecnd koncen-
trace zinku v té€le miiZze byt pti¢inou neuropsychickych abnor-
malit, dermatitid i vdZného poSkozeni imunitniho systému.
Velké expozice zinku mohou naopak vyvolat vazné zdravotn{
problémy. Rizikovy je inhala¢ni a ordlni vstup tohoto kovu
do organismu. Po inhalaci par oxidu zine¢natého (vétSinou
se jednd o profesni expozice) se s nékolikahodinovou laten-
ci mize projevit tzv. horecka z kovi. Typickymi piiznaky
jsou unava, bolesti hlavy, kasel, vysoké teploty, dehydrata-
ce pocenim a bilkoviny v moci. Pri¢inou je alergicka reakce
na bilkoviny denaturované pravé ptsobenim dymi oxidu zi-
necnatého. Tento typ intoxikace je zndmy i u fady dalSich
tézkych kovt, napf. médi, kadmia, rtuti, olova, niklu, cinu
a zeleza.

Rozpustné slouceniny zinku, napf. siran zinecnaty nebo
chlorid zine¢naty maji mistni leptavé ucinky. Jejich poziti
vyvoldva zalude¢ni potiZe, zvraceni a prijmy.

Zinek je rozsiten ve vSech abiotickych médiich Zivotniho
prostfedi — atmosféie, ptidé a vodé. Pro vodni organismy je

zooplankton. Efekt zinec¢natych iontti je pfitom vétsi v meékké
vodé nez ve vode tvrdé. Rovnéz fytocendza miize byt ve svém
vyvoji negativné ovlivnéna vysokymi koncentracemi zine¢na-
tych iontli v pidnim prostiedi.

6.6. Kadmium

Je to meékky kov stiibfitého lesku vyuzivany nékterymi
modernimi technologiemi zejména pro svou vysokou odolnost
vici korozi. Na rozdil od zinku, ktery ¢asto doprovdzi v riz-
nych zinkovych rudach, vSak nepatii mezi esencidlni prvky
a na biotiku ptsobi vysoce toxicky. Vzhledem k podobnému
atomovému poloméru v$ak mize kadmium zinek nahrazovat
v biochemickych strukturdch organismu, a tim miZe ménit
jejich funkcnost (napf. zplsobit inaktivaci nékterych enzy-
md). Je jednou z pfi¢in vysokého krevniho tlaku, zpisobuje
poskozeni ledvin, reproduk¢nich orgdnti, destrukci Cervenych
krvinek a mtize vyvolat i rakovinu plic. Kademnat€ ionty jsou
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rovnéz pricinou kiehnuti kosti, které pti dostatecné akumulaci
kadmia v téle vede aZ ke zborceni kostniho skeletu.
Kadmium se vyskytuje pfirozené v pidé jako stopovy
prvek, pricemz kontaminaci muze byt jeho koncentrace vice
nez tisickrat zvySena. Nékteré primyslové rostliny funguji
jako hyperakumuldtory kadmia, a mohou tudiz ve svych ple-
tivech tento kov oproti pidé mnohondsobné zakoncentrovat
(napf. s6ja, pSenice, nékteré druhy zeleniny). Jednou z téchto
rostlin je i tabdk, a to je pfi¢inou nezanedbatelného vyskytu
kadmia v cigaretovém kouti. Kadmium je podobné jako ostat-
ni té¢Zké kovy zna¢né kumulovdno vys$simi houbami, ptrede-
v8§im hiibovitymi. Tento kov se rovnéZ velmi dobfe zacleniuje
do trofickych fetézcd. Soli kadmia mohou byt vymyty z pid do
vodného prostiedi, kde se kadmium jevi jako vysoce toxicky
prvek vii¢i vodni biotice. Ve zvySené mife kumuluji kadmium
ve svych organismech néktefi moisti zivocichové, zejména
musle, ustfice a krabi. V mensi mife hromadi tento kov ryby.
U testovanych zvitat byly zaznamendny teratogenni ucin-
ky kadmia, pficemz bylo zji§téno pozitivni antagonistické
plsobeni zinku a selenu, které toxicitu kadmia snizZovaly.

6.7. Rtuf

Patii k nejdéle znamym toxickym koviim?. Z hlediska
toxikologického je velmi dilezitd forma, ve které se rtut
vyskytuje. Charakteristickym toxickym plisobenim se od sebe
odlisuji kovova rtuf, pary rtuti, anorganické slouceniny rtuti
a organické slouceniny rtuti. Toxicita je navic pfimo ovlivné-
na délkou expozice. Rtuf se vyznacuje velmi silnou afinitou
k site. Proto se pevné vdze na thiolové skupiny bilkovin v¢etné
enzymd, a negativné tak ovliviiuje jejich funkénost. Rovnéz
se vaze na sérovy albumin a hemoglobin, a tim poskozuje
krevni buriky. Vazba rtuti na bunééné membrany muze inhi-
bovat aktivni transport Zivin, zejména cukrii, membranami
a zvySovat permeabilitu membran pro draslik. Nasledkem ne-
dostateéného transportu cukru do mozkovych bunék muze
dojit k energetickému deficitu v téchto bunkdch. Zvysend
propustnost membrén pro draslik zptisobuje poruchy pienost
nervovych impulzti z mozku.

Elementdrn{ rtut je po poziti Casto vyloucena bez dopadu
na organismus. Jednd se o nejméné toxickou formu rtuti.
Nebezpeci spocivd v moznosti prevedeni kovové rtuti metha-
nogennimi bakteriemi na velmi toxickou methylrtut. Navic se
kovovd rtut kontinudlné odpafuje do ovzdusi.

Péry rtuti jsou po nadechnuti rychle adsorbovany do krev-
ntho obéhu, kterym jsou dopraveny do cilového orgdnu, moz-
ku. Mirné expozice zptsobuji poskozeni centrdlniho nervové-
ho systému, které mize vyvolat unavu, podrazdénost, nespa-
vost, poruchy jemné motoriky véetné tiesu koncetin a poruchy
paméti. Silné expozice mohou mit az smrtici ic¢inek ndsled-
kem zdvazného poskozeni plic.

Anorganické slouceniny rtuti jsou mirné toxické, pticemz
slouceniny jednomocné rtuti (rtufné) jsou obecné méné skod-
livé nez slouceniny rtuti dvojmocné (rtutnaté), predevsim
z divodu jejich mensi rozpustnosti ve vodé i v kyselém pro-
jako v pripadé olova. Pravé u déti mohou byt rtutné slouc¢eniny
pri¢inou tzv. rizové nemoci. Jde o hypersenzitivni reakci na
tento typ ldtek zptsobujici hypersekreci potnich Zldz, svétlo-
plachost, horecku, charakteristicky zbarvenou vyrdzku (odtud
nazev nemoci), otoky prstl, zdufeni miznich a slezinnych
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uzlin a rohovaténi s naslednym olupovanim pokozky. Anor-
ganické slouceniny rtuti mohou poskozovat rovnéz ledviny.

a vznikd z anorganickych sloucenin ptisobenim methanogen-
nich bakterif v anaerobnim prostfedi, napf. v sedimentech
sladkych i slanych vod. Protoze je rozpustnd ve vodé i v tucich,
zustava ve vodném prostiedi, odkud ptechdzi snadno do rybi-
ho masa. Methylrtut v rybim mase je vydatnym zdrojem rtuti
pro potravni fetézec vedouci az k ¢lovéku, pricemZ v jednot-
livych ¢lancich fetézce dochdzi k jejimu zakoncentrovini.
Toxicita methylrtuti vyplyva predevsim z jeji schopnosti pre-
stupovat dvé z nejpfisnéjsich ochrannych bariér v lidském
organismu — plodovou placentu a hematoencefalickou bariéru
mezi krvi a mozkem. Z tohoto divodu pati{ methylrtut mezi
embryotoxické a mutagenni latky, a je tudiZ nebezpecna ze-
jména pro t€hotné Zeny, protoze muze vyvolat poskozeni
plodu nebo spontdnni potrat. Toxickd je rovnéZ pro malé déti.
U nich zpiisobuje pfedevs§im smyslové poruchy aZ uplné se-
lhani nékterych funkci (hluchota, slepota, ztrata chuti). U do-
spélych jedincli pak miiZze vyvolat tfes téla.

V ekosystémech je rtut pfitomna hlavné ve vodném pro-
stfedi, pfevazné ve formé jiZz zminované methylrtuti. Sladko-
vodni i mofiské ryby (napf. tundk, Zralok) maji schopnost
zna¢né kumulovat rtut ve svych tkdnich. Od urcité koncentrac-
ni hranice je pak pro tyto organismy toxickd, pricemz sladko-
vodni organismy jsou méné odolné vici tomuto kovu nez
organismy moiské. Pfi¢inou je urcity obsah selenu v mofské
vodg, ktery je antagonistou rtuti. Rtut poskozuje i fasy a bez-
obratlé organismy, z nichz nejcitlivéjsi vaci toxickym ucin-
ktm je dafnie.

V piadéch, zejména humoznich, je rtut vazdna do znacné
stabilnich komplext s organickymi slozkami. To je také pii-
¢inou nizké dostupnosti rtuti pro rostliny. Vyssi obsah rtuti byl
vSak zaznamendn napfi. u nékterych obilnin.

6.8. Chrom

Vzhledem ke svym vlastnostem ma chrom $iroké primy-
slové vyuziti. V Zivych organismech je ve stopovém mnozstvi
vyznamnym esencidlnim prvkem, a to zejména ve formé
chromitého kationtu Cr’*, na rozdil od chromu $estimocného,
ktery je klasifikovdn jako silné toxickd latka. Slouceniny
Sestimocného chromu jsou vyznamné karcinogeny (vedou
k rakoviné plic), nékteré maji i mutagenni dc¢inky, poSkozuji
jatra aledviny a zptisobuji vnitini krvdceni. Mohou byt rovnéz
pri¢inou alergickych reakci, projevujicich se vesmés jako
zdvazné dermatitidy.

Sestimocny chrom je klasifikovan jako jeden z nejvy-
znamnéjsich kontaminantt Zivotniho prostiedi, zejména at-
mosféry, ale i ostatnich abiotickych slozek, jako je pedosféra
a hydrosféra. Na rozdil od chromitého kationtu, Sestimocny
kation Cr* je v Zivotnim prostiedi velmi mobilni, a to zvlaste
v padnich voddch. Pfiznivou okolnosti je jeho moznd detoxi-
kace na Cr’* nékterymi organickymi litkami, které maji re-
dukénid¢inky. Pro vétsinu rostlin je Sestimocny chrom znac¢né
toxicky, pfi vysokém obsahu chromu v pdé klesa jeji trod-
nost. Toxicita k rostlindm je ale pozitivni v tom smyslu, Ze se
chrom obvykle neakumuluje v potravnich fetézcich. Nekteré
rostliny (v€etné primyslovych, napt.obili) mohou piijmout
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urcitou koncentraci chromu z pidy, ale vétSinou ji zadrzi ve
svém korenovém systému, a chrom tak nepiechdzi do dalsich
pletiv tvoficich nadzemni ¢dsti. Podle nékterych autorl rost-
liny vstfebdvaji chrom pouze v chelatované formé, a nikoliv
anorganické slouceniny chromu rozpusténé v ptidnim prostiedi.
Z potravin obsahuji zvySené mnozstvi chromu napf. né-
které druhy kotent, nerafinovany cukr a maso. Mald mnozstv{
chromu byla zjisténa v rybéch, ovoci a rostlinnych olejich.

6.9. Nikl

Nikl vykazuje vyrazné toxické ucinky na lidsky organis-
mus v nékterych sloucenindch, jako je chlorid, dusi¢nan, fos-
fore¢nan nebo siran. Zejména prach vznikajici pii zpracovani
rtiznych niklovych nebo poniklovanych soucdsti mize byt
pri¢inou vzniku rakoviny plic nebo rakoviny nosni a kréni
sliznice. Mutagenita tohoto kovu vsak byla prokdzana pouze
u testovanych zvitat. Kontakt pokozky se slouc¢eninami niklu
mitiZe vést k zdvaznym dermatitiddm, které mohou pfechizet
az do formy chronickych ekzémd. Chronické otravy maji za
ndsledek poskozeni srdecniho svalu, ledvin a centrdlniho ner-
vového systému. Zeny jsou obecné k negativnimu piisobeni
tohoto kovu vnimavéjsi nezZ muzi. Nezanedbatelnym zdrojem
niklu v lidském organismu mohou byt i poniklované hlavice
umélych kloubt a podobné jako u kadmia i koufeni.

Nikl se mtize vyskytovat jako kontamina¢ni slozka ve
vSech typech abiotického prostfedi — v atmosfére, hydrosfére
i v pedosfére. Jeho zdrojem mohou byt metalurgické provozy,
ale i spalovny komundlniho odpadu.

Kontaminace vodného prostedi niklem nebyva prilis vy-
raznd, pficemz vodni fasy a bezobratl{ Zivocichové kumuluji
tento kov vice nez ryby. Sladkovodni organismy jsou vici
toxicité nikelnatych iontti obvykle citlivéjsi nez organismy
moftské. V akvatickych trofickych fetézcich mize dochdzet ke
kumulaci niklu.

Znecisténi pid niklem mtize byt oproti voddm vyznamné;j-
81 s vyraznym negativnim dopadem na souvisejici fytocendzu.
Jde zejména o lokality v blizkosti huti a rafinerii niklu, kde
dochdzi ¢asto k uplné devastaci pfirozené vegetace. Proto nikl
obvykle nevstupuje do trofickych fetézct vychdzejicich z
autotrofnich organismu.

7. Zavér

Kovy jsou v Zivotnim prostfedi doslova vSudypiitomné.
Clovék kovy ani nestvofil, ani je nemiize chemicky destruovat.
Muze ale vyznamné prispét jak k jejich zvySené mobilité
v Zivotnim prostiedi, tak k jejich lokdlni akumulaci v urcitych
¢astech zemského ekosystému. Sledovani a hodnocenf jejich
obsahu v jednotlivych slozkdch Zivotniho prostfedi se tudiz
stdva stale vyznamnéjsim.
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Z. Kafka and J. Puncocharova (Department of Environ-
mental Chemistry, Institute of Chemical Technology, Prague):
Toxicity of Heavy Metals in Nature

A survey is given of heavy metals most frequently occur-
ring in the environment, which are the main cause of its
pollution. Attention is especially paid to potential penetration
of heavy metals into the organism, their toxicity and affecting
specific target organs. The sources of the environment conta-
mination with particular heavy metals and their toxic effect on
biotics are discussed.
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1. Hmotnostni spektrometrie

na pricipu MALDI-TOF

V soucasné dobé dochdzi k prudkému ndrlstu vyuZziti
novych metod hmotnostni spektrometrie v oblasti biochemie.
Jednou z nejvyznamnéjsich je v tomto sméru metoda na prin-
cipu MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption/ioniza-
tion time-of-flight - MALDI-TOF MS).

Vzorek pro MALDI-TOF hmotnostni analyzu se pfipravu-
je smichdnim analytu s pfebytkem matrice, coz je obvykle
slabd organickd kyselina. Smés se pak nanese na desku, kterd
se po vysus$eni vzorku zasune do evakuovaného MALDI-TOF
pristroje (obr. 1). K desorpci a ionizaci vzorku dochdz{ ozdre-
nim krystalii smési laserovym pulzem. Vyznam matrice spo-
¢ivd v tom, Ze silné€ absorbuje laserové zdienf; teplotni relaxace
excitovanych molekul matrice vede k jejimu vypafovdni, ¢imz
dochdzi i k pfechodu netékavych molekul analytu do plynné
fdze. Zaroven matrice pusobi jako ionizacni ¢inidlo, jelikoz
protonuje nebo deprotonuje analyt; nejcastéji pritom vznikaji
molekuly analytu s jednotkovym ndbojem. Matrice i intenzita
laserového zdblesku jsou voleny tak, aby nedochdzelo k frag-
mentaci molekul analytu.

Hmotnost iontu miZe byt obecné ur¢ena zméfenim jeho
rychlosti po urychleni v elektrickém poli. V TOF spektrometru
se méfi Cas letu iontu prevazné v oblasti s nulovym elektric-
kym polem po doddni definované kinetické energie. Pulzn{
laser pouzivany v MALDI je pfitom idedln{ pro spojeni s TOF
spektrometrem, nebof pfesné urcuje okamzik vzniku iontu.
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Detektor umistény na konci separdtoru pak méfi cas letu
kazdého iontu. Vzhledem k tomu, Ze ¢dsticim se stejnym
ndbojem je urychlenim v elektrickém poli doddna stejnd kine-
tickd energie, pohybuji se lehké ionty rychleji nez tézké. Vztah
mezi dobou letu a hmotnosti iontu je popsan v rovnici (/), kde
tje doba letu, U urychlovaci napéti, z naboj iontu a m hmotnost
iontu. Ze vztahu vyplyvd, Ze skute¢né métenou veli¢inou nen{
hmotnost, ale pomér hmotnost/ndboj pro kazdy iont. Konstan-
ta v rovnici (/) je pro kazdé méfeni urcena kalibraci.

mlz

t = konst. X ,[——

(1)

Soucasné MALDI-TOF spektrometry obsahuji dalsi prv-
ky, které vyznamné zvétsSuji rozliSeni pfistroje: zpozdénou
extrakci iontd (delayed ion extraction) a reflektor. Zpozdénd
extrakce iontt, kterd spo¢ivd v malém ¢asovém posunu mezi
desorpci vzorku (zdbleskem laseru) a aplikaci urychlovaciho
napéti, do zna¢né€ miry vyrovnavd rozdily v ptivodnich rych-
lostech iontt, které vznikaji v pribéhu desorpce. Optimaln{
Casovy posun ovsem zdvisi na hmotnosti iontu, proto nelze ce-
Iy hmotnostni rozsah méfit najednou s maximalnim rozlisenim.

Reflektor vyuzivd elektrostatického pole pro odrazeni ion-
tt na druhy detektor v malém uhlu k ptivodnimu sméru letu.
Rozliseni se zvysuje jednak prodlouzenim drdhy letu, jednak
zaostfovacim efektem, nebot ionty se stejnym pomérem hmot-
nost/niboj, ale vyssi kinetickou energif, proniknou hloubéji do
reflektoru, ¢imz se prodlouzi doba letu vici iontim s nizsi
kinetickou energii. Méfeni v reflektorovém moédu je velmi
vhodné zejména pro detekci peptid s molekulovou hmotnosti
mens$i nez 5000 Da. Dosahuje se zde fascinujici pfesnosti,
dovolujici bezpecné rozlisit molekuly liSici se napf. o jeden
neutron (izotopové rozlisent, obr. 2).

Zrod techniky MALDI-TOF MS Ize datovat do roku 1989,
kdy spojeni ionizdtoru MALDI a hmotnostniho separdtoru

Obr. 1. Schéma MALDI-TOF hmotnostniho spektrometru; 1 —
laser, 2 —regulacni filtr, 3 — opticky hranol, 4 — deska se vzorkem, 5 —
urychlovaci napéti, 6 — deflektor, 7 — vakuové pumpy, 8 —reflektorovy
detektor, 9 — reflektor, 10 — linedrni detektor
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Obr. 2. Priklad MALDI-TOF hmotnostniho spektra. Lidsky sérovy albumin po redukci disulfidovych mistkd, zablokovani thiolovych skupin
jodacetamidem a Stépenf trypsinem. Ve vyfezu izotopové rozliseni peptidového iontu (MH+) o hmotnosti 1910,86 Da
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Obr. 3. Strukturni vzorce matrici zminovanych v tomto ¢lanku;
2,6-dihydroxyacetofenon (/), 2,5-dihydroxybenzoovd kyselina (II),
6-aza-2-thiothymin (/1]), 3,5-dimethoxy-4-hydroxy-skoficovd kyseli-
na (/V), o-kyano-4-hydroxyskoficova kyselina (V), p-nitroanilin (VI)

TOF poprvé pouzili R. Beavis a B. Chait. Historie obou
komponent je ale mnohem dels$i. Spektrometry TOF se zacaly
pouzivat v 50. letech, ale kvili Spatnému rozliSeni nebyly dédle
rozvijeny, a na vyvoji techniky MALDI zacali jejl’ autori
F. Hillenkamp a M. Karas pracovat v roce 1971 (cit."). Jejich
snaha byla motivovdna cilem vytvorit hmotnostni spektrometr
pro méfen{ spekter proteint. Pivodni ndvrh, vypafovani plaz-
my organického vzorku vysoce vykonnym laserem, byl opus-
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tén. V roce 1980 ale autofi poprvé zpozorovali vliv matri-
ce, kdyz se podafilo soucasné zaznamenat spektrum alaninu
a tryptofanu za podminek, kdy oc¢ekdvali pouze desorpci tryp-
tofanu. Ten v dané smési ovSem fungoval jako matrice pro
alanin. Dals{ vyvoj Sel cestou hledani nejvhodnéjsi kombinace
frekvence laseru a matrici, pficemz dnes nejpouzivanéjsi du-
sikovy laser s vinovou délkou 337 nm se v piistrojich objevil
az po roce 1989; struktury matric, o nichZ je zminka v tomto
prehledu, jsou uvedeny na obrazku 3. ZvySovani rozliSeni
separdtoru TOF bylo umoznéno rozvojem digitdlni techniky,
prelomovym okamzikem pak bylo znovuobjeveni a vyuziti
zpozdéné extrakce iontl v roce 1995.

V oblasti biologickych véd je MALDI-TOF hmotnostni
spektrometrie v soucasné dobé vyuzivdna predevsim k detekci
a identifikaci proteinﬁz, sekvenaci DNA (cit.?), identifikaci
bodovych mutaci®, sekvenaci peptidi® a identifikaci bakteridl-
nich kmeni®,

Ke studiu prostorové struktury proteinti byla zpocatku
technika MALDI-TOF MS vyuzivdna pouze ojedinéle, av§ak
postupné bylo vyvinuto nékolik metod, pficemz téméft kazdou
z nich 1ze pouzit ke studiu nékolika trovni struktury proteint
(napf. struktura aktivniho mista enzymu nebo vazebného mis-
ta proteinu, posttranslaéni modifikace, stabilita proteind, od-
had prostorové struktury, tvorba nekovalentnich komplexi).
Z tohoto divodu je ndsledujici prehled tfidén prevazné podle
principu metody s piiklady jednotlivych pouziti.

2. Charakterizace proteini

proteolytickym Stépenim

Zdkladem pro identifikaci bilkoviny nebo ziskdni podrob-
néjSich informaci o jeji struktufe pomoci MALDI-TOF MS je
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specifické enzymové nebo chemické stépeni proteinu a méteni
hmotnostnich spekter proteolytickych stépt. Jednotlivym pi-
kim ve spektru pak lze piifadit sekvence peptidd, a to porov-
nanim hmotnosti §tépt ziskanych experimentdlné s hmotnost-
mi odvozenymi na zdkladé znalosti primdrni struktury protei-
nd a Stépicich mist. Z tohoto diivodu je proteolytické §tépeni
soucdsti témét vSech ddle uvedenych metod. Nicméné uz
z pribéhu samotného $té€peni 1ze ziskat — vzhledem k jedno-
duchosti postupu — velmi zajimavé poznatky o stabilité a kon-
formaci proteint. Nativni bilkoviny jsou obvykle odolné proti
proteolyze, ale odolnost vyznamné klesd jiz pfi ¢dste¢ném
rozbaleni molekuly”®. Studiem ¢asové zdvislosti proteolyzy
lysozymu a cytochromu c v riznych koncentracich guanidin-
hydrochloridu bylo zjiSténo, Ze s rostouci koncentraci denatu-
rac¢niho ¢inidla se nejen urychluje proteolyza, ale ménf se také
sloZen{ uvoliiovanych fragmentﬁg. To umoziuje zfetelné roz-
liSeni denaturacnich stavi i pfi malych zménach koncentrace
denaturac¢niho ¢inidla.

Obdobna metoda byla vyuzita pro studium konformace
Cdk inhibitoru p21 (cit.'%), kdy bylo zjisténo, Ze koncentrace
denatura¢niho ¢inidla nemd vliv na priibéh proteolyzy, a pro-
tein tudiz nemd rigidni strukturu. Omezenim popsanych metod
je samoziejmé stabilita proteolytického enzymu pti denaturac-
nich podminkdch, pfipadné je nutné zohlednit pokles jeho
aktivity.

Metody proteolytického Stépeni bylo také vyuzito pii de-
tekci konformacnich zmén UDP-N-acetylglukosaminenolpy-
ruvyltransferasy pii vazbé substratu'!, kdy dochdzi ke zvyseni
odolnosti viici §t€peni zplisobené sniZzenim flexibility protei-
nu.

Ponékud odliSnou aplikaci této metody je mapovdni epi-
topu antigenu limitovanou proteolyzou komplexu antigen—
protildtka'?. Protildtka blokuje piistup k epitopu, peptid tvofici
epitop proto neni na rozdil od zbytku molekuly $tépen. Po
odstranéni proteolytickych fragmentt a disociaci komplexu
1ze peptidy, ucastnici se na vystavbé antigenni determinanty,
s vyhodou analyzovat technikou MALDI-TOF MS.

3. Vyména vodikovych a deuteriovych ionti

Isotopova vyména se bézné pouziva pii ziskavani infor-
maci o struktuie peptidt a bilkovin. Principem této metody je
skutecnost, Ze amidové protony proteinu se mohou vymeénovat
s protony rozpoustédla. Pokud rozpoustédlo obsahuje deute-
riové ionty, dochdzi k izotopové vymeéné, ta je ptfitom rychlejsi
v povrchovych amidovych skupindch. Kromé NMR je hlavni
detek¢ni technikou vymény hmotnostni spektrometrie na prin-
cipu elektrospray ionizace (ESI MS). MALDI-TOF MS byla
pro detekci vymény vodikovych iontt za deuteriové pouzita
poprvé v roce 1998, modelovym proteinem byla cAMP-de-
pendentni proteinkinasa'’. Deuterace byla provedena piidav-
kem D,0 a po okyseleni roztoku byl protein St€pen pepsinem.
V kyselém prostiedi je omezena zpétnd vymeéna izotopd, kterd
snizuje reprodukovatelnost experimentu, a diky tomu se po-
datilo detegovat zastoupeni deuteria v jednotlivych proteoly-
tickych fragmentech, a tak odhadnout intezitu kontaktu jed-
notlivych ¢asti molekuly proteinu s rozpoustédlem. Jinym
pristupem k omezeni zpétné vymeény je pouZziti deuterované
matrice'*. Metody vymény H/D bylo také pouzito pro detekci
konformacnich zmén peptidl bradykininu, melittinu a hormo-
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nu stimulujictho a-melanocyty pfi pfidavku D,0O do roztoki
uvedenych peptidii v riiznych organickych rozpoustédlech'’.
S rostouci polaritou rozpoustédla dochazelo k rozvolnovani

Stejné vysledky jako vyména H/D poskytuje postup opac-
ny, kdy je protein plné deuterovdn za denaturacnich podminek
a po renaturaci dochdzi k vyméné D/H. Vyhodou této metody
je, Ze zpétnd vyména neovliviiuje negativné vysledek, ale na
druhou stranu je omezena na proteiny s vratnou denaturaci 14
Vymény D/H bylo vyuzito k identifikaci vazebnych mist pro
ATP a inhibitor cAMP-dependentn{ proteinkinasym‘ Protein
je deuterovdn, zpé€tnd vyména probihd za ptitomnosti liganda.
Po okyseleni je protein Stépen pepsinem a proteolytické frag-
menty analyzoviny MALDI-TOF MS. Cisti peptidového fe-
tézce, které se ticastni vazby, jsou méné pristupné rozpousted-
lu, zpétnd vymeéna probihd pomaleji a obsah deuteria v nich

zlstane VysSi.

4. Specifické modifikace
aminokyselinovych zbytku

Pouziti MALDI-TOF MS pro detekci chemickych reakc{
predstavuje rychlou a efektivni metodu pro urcovdni pro-
storové struktury proteinti. Obecny postup lze popsat nédsle-
dujicimi kroky'”: chemickd modifikace proteind, odstranéni
prebytku modifikacniho ¢inidla, Stépeni proteinu specifickou
proteasou, méfeni hmotnostnich spekter proteolytickych frag-
mentl a ur€eni mist modifikace, interpretace dat ve vztahu
k prostorové struktufe proteinu.

Modifikace histidinovych zbytkd v rhM-CSF-8 (Recom-
binant Human Macrophage Colony-Stimulating Factor ) po-
moci diethylpyrokarbondtu bylo vyuzito ke zjisténi tlohy
histidinG v interakci ligand—receptorls. Tryptické $tépy rhM-
-CSF-B byly identifikovainy MALDI-TOF MS, spravnost iden-
tifikace byla ovétena Edmanovym odbourdavanim po rozdélen{
na HPLC. Modifikace histidinovych zbytkt byla doprovidzena
80-90 % ztritou vazebné aktivity, coz dokdzalo ucast histidi-
novych zbytki ve vazebné interakci. Reaktivita jednotlivych
histidinovych zbytkd s modifika¢nim ¢inidlem se zvySovala
s jejich povrchovou dostupnosti vypoc¢tenou na zdkladé kry-
stalografickych udaji. Modifika¢ni specifita diethylpyrokar-
bondtu a vliv reakénich podminek pak byly testovany na
inzulinu a angiotensinu II (cit.'”). Studie ukdzala, 7e jiz v malé
molekule inzulinu jsou vyznamné rozdily v reaktivité histidi-
novych zbytki, které 1ze vysvétlit rozdilnymi strukturnimi
povrchovymi rysy. K detekci modifikaci byla kromé MALDI-
-TOF MS pouzita ESI MS.

Chemické modifikace lysinovych zbytkli pomoci anhy-
dridu kyseliny jantarové a jejich detekce MALDI-TOF MS
bylo vyuzito pro rozliseni konformacnich stavli nativniho a ve
vodé rozpusiténého porinu Rhodobacter capsulatus®*'. Bylo
zjisténo, zZe pfi modifikaci nativniho porinu dochdzi k sukci-
nylaci tif lysinovych zbytkl na vnitin{ stran€ kandlu, zatimco
modifikace ve vodé rozpusténého porinu vede k sukcinylaci
tif jinych lysinovych zbytkd, které jsou v nativnim proteinu
nepristupné. Rentgenovou krystalografii bylo ovéfeno, Ze mo-
difikace nezplsobuje zménu prostorové struktury porind.

MALDI-TOF MS byla takeé testovdna pro detekci peptidi
obsahujicich nitrovany tyrosinzz. Ptedchozi vyzkumy ukdzaly,
Ze hladina nitrovanych proteind se zvySuje pii nékterych one-
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mocnénich, napft. pii Alzheimerové chorobé a atherosklerose.
Modelové peptidy byly vytvoreny tryptickym St€penim ho-
véziho sérového albuminu nitrovaného tetranitromethanem.
Ukdzalo se, Ze nitrované peptidy poskytuji pfi méfeni speci-
fickou sérii iontt, jejichZ vznik je ddn chemickymi pfeménami
nitrofenolu béhem desorpce a ionizace.

Informaci o vzdjemnych vzdalenostech povrchovych ami-
nokyselin lze ziskat pouzitim bifunk¢nich ¢inidel, kterd vedou
k prokiizeni aminokyselinovych zbytkd. Bifunk¢ni ¢inidla pro
lysin byla pouzita napf. pro ziskan{ informaci o struktuie CMP-
-NeuAc synthetasy, HIV-1 integrasy'’ a acetylcholinového
receptoru™. Jako bifunkéni Ginidlo byl pouzit bissulfosukcin-
imidylsuberdt, respektive dimethylsuberimat. Bifunkéni ¢i-
nidla mohou vytvéiet i mezimolekulové vazby, pfitomnost
ndhodné spojenych peptidi by ovSem ztéZovala hmotnostn{
analyzu. Proto byla po modifikaci reakéni smés preciSténa
gelovou chromatografii®.

Jako bifunkéni Cinidla pro cysteinové zbytky byly testo-
vany derivdty arsenitych kyselin24 (melarsen oxid, 4-amino-
fenylarsenitd kyselina a pyridinyl-3-arsenitd kyselina), a to
na redukovaném hovézim pankreatickém inhibitoru trypsinu
a redukovaném peptidu oxytocinu. Proteolytické Stépeni po
modifikaci bylo provedeno pitimo na MALDI-TOF ter¢i pfi-
ddnim roztoku enzymu. NejlepSim z pouzitych cinidel se
ukdzal byt melarsen oxid z ddvodt vysoké rozpustnosti a také
pomérné vysoké molekulové hmotnosti.

Obdobné 1ze MALDI-TOF MS pouzit pro ureni mist
modifikace u proteint, které byly pro dalsi pouZiti stabilizo-
véany prokfizenim. Pfikladem je identifikace mist modifikace
oxyhemoglobinu, ve kterém byly lysinové zbytky prokiizeny
bis(3,5-dibromosalicyl) sukcindtem®. Vyznam takto uprave-
nych hemoglobinti spo¢ivd v mozném vyuziti jako krevni
ndhrady.

Metodu detekce chemickych modifikaci pomoci MALDI-
-TOF MS lze, podobné jako metodu proteolytického $tépeni,
vyuzit k mapovani epitopﬁ%. Vyhodou metody modifikacnich
reakci vSak je, Ze umoznuji charakterizaci konformacnich
epitopt, nikoliv pouze linearnich. Jako modelovy systém byl
pouzit lysozym vajec¢ného bilku a odpovidajici monoklondln{
protildtka typu IgM. Pouzitymi modifika¢nimi reakcemi byla
jodace tyrosinu, acetylace lysinu a modifikace argininu 1,2-
-cyklohexandionem. Epitop byl identifikovan na zakladé roz-
dild mezi modifikaci komplexu antigen—protildtka, ve kterém
jsou aminokyselinové zbytky epitopu chrdnény proti modifi-
kaci protildtkou, a modifikaci samotného lysozymu. Pfesnost
vymezeni epitopu je ddna hustotou modifikovanych aminoky-
selin na povrchu proteinu a poctem provedenych modifikaci.

5. Identifikace posttransla¢nich modifikaci

MALDI-TOF MS je také vyuZivdna k detegovdni proteinti
modifikovanych in vivo, tedy k identifikaci posttransla¢nich
modifikaci. Urceni mist posttransla¢nich modifikaci pak pii-
spiva k poznatkim o prostorové struktufe proteinti. Nutnou
podminkou je opét znalost primarn{ struktury proteini. MALDI-
-TOF MS a ESI MS byly pouzity k uréeni mist fosforylace
a glzykosylace hovéziho chromograninu A z dfené¢ nadledvi-
nek”’ na zdkladé porovnani hmotnosti proteolytickych §t&pi
nativniho a defosforylovaného nebo deglykosylovaného chro-
mograninu A. Smés tryptickych §tépi proteinu byla vzhledem
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k velkému poctu Stépicich mist pro jednoznacnou identifikaci
peptidi prilis slozitd, proto bylo nejprve provedeno Stépeni
bromkyanem, rozdéleni na koloné s reverzni fazi a poté tryp-
tické Stépeni. Takto zjednodusené smési bylo jiz mozné piimo
analyzovat hmotnostni spektrometrii.

Fosforyla¢ni mista kaseinomakropeptidu byla identifiko-
vdana MALDI-PSD-MS (PSD - post source decay) (cit.?®).
Ukdzalo se, ze fosforylované serinové zbytky jsou béhem PSD
nestabilni, ztriceji fosfatovou skupinu a fosfoserin se méni na
dehydroalanin, ktery je ve spektru detegovan. To je rozdil
oproti fosfotyrosinu, ktery je pii PSD stabilni. Jinym piikla-
dem je porovndni fosforylace parafusinu in vivo a in vitro
peptzi‘;iOVYm mapovanim proteinu pomoci MALDI-TOF MS
(cit.”).

Jako pfiklad vyuziti MALDI-TOF MS pro studium glyko-
sylace 1ze uvést ur¢eni mist N-glykosylace a velikosti oligo-
sacharidii kvasni¢né invertasy”’ nebo studium heterogenity
glykosylace lidského interferonu 7y (cit.™.

6. Disulfidova struktura proteini

Disulfidovd struktura proteint je soucdsti jejich kovalentn{
struktury, ale zdrovenl vypovidd o prostorovém uspoidddni
proteind, zejména u proteint s velkym poctem disulfidovych
miustkd. Disulfidovou strukturu proteinti s malym poctem
cysteinovych zbytkl lze pomoci MALDI-TOF MS ur¢it na
zdkladé analyzy proteolytickych §tépd. Takto byly napiiklad
identifikovény tii disulfidové miistky lidské B-hexosaminida-
sy B (cit.*?). Pfi vyhodnocovani spekter proteolytickych §tépt
je ovSem nutné brdt v dvahu zvldstni chovani disulfidovych
vazeb béhem ionizace. Pfi pouziti a-kyano-4-hydroxyskofi-
cové kyseliny a 2,5-dihydroxybenzoové kyseliny jako matric
a pfi vyssich intenzitdch laseru totiz dochdzi ke Stépeni disul-
fidovych vazeb a pfislusné peptidy pak svymi hmotnostmi
odpovidaji redukovan;?m33.

Pro proteiny s velkym poctem disulfidovych vazeb lze
k jejich identifikaci vyuzit kombinaci MALDI-TOF MS a N-
-koncové sekvenace peptidi. Touto metodou byla urcena di-
sulfidova struktura extraceluldrni domény lidského epider-
malniho receptoru pro ristovy faktor, kterd obsahuje 25 di-
sulfidovych vazeb®. Izolovand doména byla §t&pena brom-
kyanem a sérii proteas; po kazdém Stépeni byly fragmenty
izolovdny pomoci HPLC a identifikovdny hmotnostni spek-
trometrif a sekvenovanim. Znalost disulfidové struktury umoz-
nila navrhnout prostorovy model domény.

7. Prima detekce nekovalentnich komplexi

MALDI-TOF MS byla dlouhou dobu povazovdna za ne-
vhodnou techniku pro detekci nekovalentnich komplexd,
a proto byla k tomuto tcelu pouzita az v roce 1995 (cit.*).
Postupné se vSak metodu podafilo aplikovat k detekci kom-
plext protein—sulfonové barvivo®®®’, protein—kovovy iont™,
protein—peptid3 5384 protein—protein”’ ° Hlavnim problémem
je zajistit, aby komplexy, které se tvoii v roztoku, byly zacho-
vany i po vykrystalizovani smési vzorek—matrice na terci. Jak
postupu pfipravy vzorku je pouziti neutrdlni matrice nebo
kyselé matrice neutralizované pfidanim vzorku. Pro ispéSnou
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detekci specifickych komplexi protein—protein a protein—pep-
tid je predpokladem zachovdni tercidrni struktury proteinu.

Komplexy nékolika modelovych peptidi a proteind se
sulfonovymi barvivy (Cibacron blue F3GA a Direct Yellow
50) byly detegovdany pomoci MALDI-TOF MS za pouZiti
p-nitroanilinu jako matrice™. Bylo dokdzano, ze v komplexu
interaguji sulfondtovy anion a kladné nabité (bazické) postran-
ni fetézce aminokyselin. Pocet navdzanych molekul barviva
odpovidal poc¢tu dostupnych bazickych skupin modelovych
molekul, a metodu je proto mozno vyuzit ke zjisténi poctu
povrchovych bazickych skupin proteind. V ndvazné studii
byla testovana celd fada dalsich sulfonatii®’. Zajimavé byly
jednodussi sulfondty (napf. naftalen-1,5-disulfonova kyseli-
na), které se vdzaly pouze k argininu a kterych je tedy mozné
pouzit jako specifickych ,,modifika¢nich* ¢inidel.

Neutrdlni roztok o-kyano-4-hydroxyskoficové kyseliny
byl pouzit jako matrice pro detekci komplexu zine¢natych
jontii a zinek vézicich peptidi (zinc finger peptides)®. V ky-
selém prostiedi totiz dochdzi k vytésnéni zinec¢natého iontu
z komplexu protony rozpoustédla. Ve stejné studii bylo pouzi-
to neutrdlniho roztoku 3,5-dimethoxy-4-hydroxyskoficové ky-
seliny jako matrice pro detekci komplexu enzym-substrait
(aminopeptidasa I a peptid).

Dalsi moznosti je pouZiti 6-aza-2-thiothyminu jako matri-
ce bez dalsich organickych rozpoustédel®; pomoci niz byly
detegovany nekovalentni komplexy RNasy S a dimert nékte-
rych peptidt (leucine zipper polypeptides).

Moznosti MALDI-TOF MS pro méfeni nekovalentnich
komplext protein—protein byly studovdny u proteind tvoricich
v roztoku homooligomery (streptavidin, kvasni¢nd alkoholde-
hydrogenasa a hovézi jaterni katalasa)®. Jako nejvhodnéjsi
matrice se v tomto piipadé ukdzal byt 2,6-dihydroxyacetofe-
non rozpustény v tetrahydrofuranu (byl ale pouzit laser o vI-
nové délce 355 nm). Podafilo se detegovat tetramery vSech tif
proteind, pficemz intenzita piku komplexu byla vzdy vétsi nez
intenzita piku monomerd. Pravé pomér intenzit je dilezity pro
odliseni prirozenych komplext a aduktd, které bézné vznikaji
pfi méfeni. Intenzita pikt téchto aduktl totiz byvd daleko
mensi nez intezita piku monomeru. Velmi zajimavou, ale
tézko vysvétlitelnou skutecnosti, byla zdvislost charakteru
spektra na zptsobu méfeni. Pik komplexu byl totiZ intenzivni
jen pri prvni stiele laseru do jednoho mista; pii dalsich stielach
jeho intenzita vyznamné klesala. Pfes uspésnost detekce uve-
denych komplexti nelze popsany postup povazovat za univer-
zdln€ pouzitelny, coz 1ze ilustrovat skute¢nosti, Ze se autorim
nepodaiilo detegovat velmi silny komplex streptavidin—bio-
tin.

MALDI-TOF MS je také vyuzivdna k detekci komplexd
protein—-DNA. Jako matrice byly pouzity napt. 6-aza-2-thio-
thymin*®a 2,5-dihydroxybenzoovakyselina*'. Vzhledem k ion-
tové povaze interakce protein-DNA je pro tvorbu komplext
opét urcujici zvolené pH (cit.*h).

8. Zavér

Z uvedenych piikladd vyplyvd, ze MALDI-TOF MS lze
vyuZzit pro feseni Sirokého spektra problému prostorové struk-
tury proteinti. Vyhodou téchto metod je zejména jejich rych-
lost a jednoduchost. Na druhé strané byly popsané metody
Casto pouzity pouze pro omezeny pocet modelovych proteint
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MALDI-TOF MS, a technique developed in the late 1980’s,
is today a routine method for detection and identification of
proteins but its utilization for study of spatial structure of
proteins is ever-growing. The main approaches are detection
of chemical and post-translational modifications of proteins,
characterization of protein structure by proteolysis, detection
of protium-deuterium ion exchange, characterization of the
disulfide structure of proteins and direct detection of non-co-
valent complexes. MALDI-TOF is thus the technique that can
replace some much more time-consuming and experimentally
demanding methods but it can also afford information inac-
cessible by other methods.
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Uvod

Jednim ze zdkladnich ukazatell, jenz charakterizuje dspés-
nost ziskdvani sacharosy z cukrovky, je vytéZnost bilého cu-
kru. Z ekonomického pohledu je zapotiebi kldst diraz na
minimalizaci vyrobnich ndkladi pfi maximalni vytéZnosti. Na
vytéznost cukru md vliv celd fada faktort, zejména technolo-
gickd jakost cukrovky, technika pouzitd jak pfi sklizni, tak i pfi
nasledném zpracovéni a technologickd kdzen u zpracovatele
v cukrovaru.

Technologickou jakosti cukrovky se rozumi komplex mno-
ha vlastnosti fepy, mezi které patii vedle chemického sloZe-
ni téZ vlastnosti biologické, fyzikdlné-chemické i mechanic-
ké. Z biologickych vlastnosti jsou to zejména: tvar, velikost
a hmotnost bulvy, jeji vyzrélost, zdravotn{ stav, odolnost vii-
¢i sklddkovym chorobdm, aktivita enzymu (pfedevsim inver-
tasy) a mikrobiologickd ¢innost. Z mechanickych vlastnosti
jsou dilezité, jak z hlediska sklizn€, dopravy a skladové-
ni, tak i vlastniho zpracovani: pevnost, pruznost a odpor k fe-
zani. Konecné z fyzikalné-chemickych vlastnosti se uplatiiu-
ji pii téZenf a CiSténi Stavy pH fepné Stavy a jeji osmoticky
tlak.

Otdzce technologické jakosti cukrovky se vénuje zvysend
pozornost jak ze strany péstiteld, tak i cukrovarnickych tech-
nologli u nds i v mezindrodnim méfitku. Vyznamné aktivi-
ty vyviji zejména mezindrodni organizace cukrovarnickych
technologii C.I.T.S., kterd md ustavenou sekci Technologickd
jakost cukrovky. Na zasedanich védeckého vyboru C.I.T.S.,
jsou pak prezentovdny odborné referaityl’2 k tomuto tématu
prakticky ze vSech cukrovarnicky vyznamnych zemi Evropy.

Chemické slozeni cukrovky md rozhodujici vliv na kvalitu
$tdv a je ddno zejména obsahem popelovin (tj. draselnych
a sodnych solf), dusikatych sloucenin (o.-aminodusik, betain
a jiné) a ddle napf. monosacharidii, organickych kyselin aj.

tvorné ldtky, jeZ maji schopnost zvySovat rozpustnost sacha-
rosy. Kvantitativné je melasotvornost (neboli mira zadrzeni
cukru v melase) vyjadiena melasotvornym koeficientem ne-
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cukri MK. Je to bezrozmérné ¢islo vyjadiené hmotnosti cukru,
kterou jednotka hmotnosti necukru zadrzuje v melase. Z hle-
diska melasotvornosti se necukry rozdéluji do tfi skupin:
silné melasotvorné (MK > 2,4)
sttedné melasotvorné (0,8 < MK <1,1)
slabé melasotvorné (MK < 0,8)
K nejvice melasotvornym necukrdm patii sodik, draslik
a o-aminodusik. Tyto latky se také nejvice vyskytuji v em-
pirickych vztazich, které jsou v riznych zemich odvozovany
s cilem kvantifikovat uvedené efekty. V nasich predchozich
pracich®* jsme uvedli piehled vypocetnich vztahii, pouZiva-
nych pro vypocet teoretického zlstatku cukru v melase v z4-
vislosti na slozeni fepy a provedli rozbor dvou nejznaméjsich
vypocetnich vztahii, a sice Reinefeldova vzorce® a nového
Braunschweigského vzorce®.

Obecny tvar vztahu pro vypocet teoretického zistatku
cukru v melase v zdvislosti na koncentraci alkalickych kovi
a amidového dusiku Ize vyjadfit rovnici:

Cy=alK+Na]+b[aN]+c (1)
kde C,,je teoreticky zistatek cukru v melase (hm.%, vztazeno
na fepu), [K + Na] — koncentrace ionti K* a Na* v fepé
(mol/dt = mmol/100 g fepy), [0N] — koncentrace ot-aminodu-
siku v fepé (mol/dt), a, b, c — empirické koeficienty.

NejzndméjsSim vztahem je Reinefeldiv vzorec’:

Cy=0,343 [K + Na] + 0,094 [aN] - 0,31 (2)

Vysledkem ndkladného vyzkumu, ktery byl organizovan
Zuckerinstitutem Braunschweig v Némecku, byl tzv. novy
Braunschweigsky vzorec® pro vypocet Cy kde jako proménné
opét vystupuji analytické hodnoty koncentrace iontt alkalic-
kych kovti a amidového dusiku v fepé:

Cy=0,12 [K + Na] + 0,24 [aN] + 0,48 (3)

Vhodnost uvedenych vztahd byla ovéfovdna i pro nase
podml’nky4. Jak ukdzaly vypoctené vysledky, pro aplikaci
vztahii v podminkdch jinych zemi, a to plati i pro Ceskou
republiku, je nezbytné provést zptesnéni vztahu rozsdhlym
doplinovanim provoznich dat a jejich statistickym zpracova-
nim nebo na zdkladé vlastnich experimentd.

V této prdci shrnujeme rozsdhlé experimenty z oblasti
hodnoceni kvality cukrovky, které byly provadény v minulém
desetileti na Ustavu chemie a technologie sacharidd VSCHT
ve spoluprdci s VUC Praha, a. s. Vyzkum byl zaloZen na
vlastni metodice, kterd vychdzela z krystalizaCnich testl s t&z-
kou stavou. Dil¢i vysledky v%?zkumu byly publikovédny v né-
kolika predchozich sd&lenich’™".

Experimentalni ¢ast

Hlavni oblasti experimentdlni prace je mozno shrnout do
Ctyt zékladnich okruht:
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vyvoj metodiky na stanoveni technologické kvality cukrovky,
zpusob vybéru rajont, odbéru a zpracovdni vzorkd,
ndvrh, simulace a modelovani krystaliza¢nich postupt
s tézkou §tdvou, vCetné vypracoviani potiebného software,
vyhodnoceni vztahi mezi teoretickym zlstatkem cukru
v melase a sloZzenim cukrovky.

Vyvoj a ovéreni metodiky byly zdkladnimi a podminuji-
cimi parametry pro feSeni zadanych cili. Bylo nutno vyfesit
predevsim zpisob vzorkovani odpovidajicich si vzorki fepy
a tézké §tavy, navrhnout a realizovat krystaliza¢n{ aparaturu
véetné separacnich a regulacnich prvki, a kone¢né vyvinout
software pro bilance, modelovani, simulace, ptipravu a vyhod-
nocovani krystaliza¢nich testti. Uvedeny soubor tkold byl
feSen v pribéhu celého projektu a na zdkladé ziskanych vy-
sledki byl neustdle zptesinovén a zdokonalovan. Celd metodi-
ka1 jeji jednotlivé Casti a podptirné programy byly jiz ¢dstecné
publikovany®>!! a proto budou v daliim textu zminény pouze
hlavnf{ principy.

Princip metody na stanovenf{
technologické kvality cukrovky

Zdkladni dvahy pfi navrhu metody jsou graficky zndzor-
nény na obrdzcich 1 a 2. Na obrazku 1 je schematicky zndzor-
nén standardni a dosud pouzivany postup zkoumdni vlivu
kvality fepy na vytéznost v pfedchdzejicich pracich. Porovna-
ni mezi slozenim fepy a odpovidajici melasy je zatiZeno
znacnou nepiesnosti, nebof casova diference mezi okamzikem
zpracovani fepy a ziskdnim melasy je az nékolik dnd, coZ
témét znemoziuje ziskat zcela korespondujici vzorky. Situace
je dale zkomplikovdna faktem, Ze v nékterych cukrovarech je
soucasné zpracovdvdn surovy cukr z jinych zdvodd a do
procesu jsou vnaseny necukry s jinym sloZenim. Tyto necukry
téZ prechdzeji spolu s fepnymi necukry do melasy. Uvedené
zavery vysvétluji pii¢iny velkych rozdild mezi skute¢nymi
ztratami cukru v melase a mezi hodnotami vypoctenymi z teo-
retickych vztahi zahrnujicich sloZeni vybranych fepnych ne-
cukrt, coz ve svém dtsledku brani uplatnéni ziskanych po-
znatkd v praxi.

Nas ndvrh fesi vyse uvedené problémy zplsobem, jenz je
schematicky naznacen na obrdzku 2. Jako meziprodukt plné
charakterizujici slozeni melasotvornych necukrt fepy a kores-
pondujici zpracovavané partii fepy, byla vybrdna tézkd Stava.
ZdrZeni mezi fepou a tézkou Sfdvou je jen nékolik hodin,
a metoda tak umozZiluje ziskat odpovidajici si vzorky. Z dal-
Sich vyhod je mozno uvést, Ze sloZeni necukrti neni ovlivnéno
zaddnym cizim vstupem.

Hlavnim procesem navrzené metodiky je transformace
tézké stavy na melasu. Tento proces byl modelovan podle
skute¢né priimyslové vyroby v cukrovaru, tj. s cilem zachovat
zdkladni podminky, pfi nichZ vyroba cukru probihd. Podstatou
procesu je dvoustupniovd krystalizace, jejiz schéma je zobra-
zeno na obrdzku 3. V prvnim stupni probiha krystalizace za
izotermniho odparovani, matecny sirob je po dosazeni urcité
Cistoty (pfip. daného obsahu krystald v cukroving) odseparo-
van a podroben analyze. Zbytek sirobu je podroben krystali-
zaci ve druhém stupni. Zde proces nejprve probihd opét za
izotermniho odparovéni a pak ndsleduje chladici krystalizace
za atmosférického tlaku. Po dosazeni rovnovéhy se opét odse-
paruje matecny sirob (v tomto stupni odpovidd melase) a pro-
vede se jeho rozbor.
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surovy cukr

A4

cukrovar

CUKROVKA pomocné

latky

odpady

polarizace
K+ Na

oN

A

| rafinovany cukr | melasa

vzorec overent skutecné ztrity
LILR.B. plgtr{;(z’stl cukru v melase

Obr. 1. Schéma postupu pii vyhodnocovani vztahu mezi sloZzenim
Fepy a vytéZnosti cukru

CUKROVKA | | pomocné materidly | | surovy cukr
vyroba 14 x vyroba :
wiké stavy | AtV krystalu

v

analyza
cukrovky

krystalizacnf test
s tézkou Stavou

Obr. 2. Schéma metody navrzené v této praci

Sacharizace S (rozpus$ténd susina v %) a polarizace P
(obsah cukru v %) mate¢ného sirobu v rovnovdzném stavu, tj.
rozpustnost sacharosy pii dané teploté a sloZeni necukrd, je
hlavnim vystupem krystalizac¢nich testd. Z téchto dat je vypoc-
ten koeficient nasyceni Kn a pomér necukrtt N/W. Koeficient
nasyceni Kn je definovan jako pomér mezi rozpustnosti sacha-
rosy v technickém a v ¢istém cukerném roztoku pfi stejnych
podminkdch. Rozpustnosti jsou zde vyjadieny jako hmotnost-
ni poméry sacharosy a vody. Obsah necistot, které se v cukro-
varnictvi nazyvaji necukry, se vyjadfuje jako hmotnostni po-
mér necukrd N(%) a vody W(%).

Pro kazdou zkoumanou tézkou §tdvu je potfeba provést 6
az 8 krystalizaCnich testi v rozmezi koncentraci necukri
odpovidajicich redln€ dosahovanym hodnotdm v praxi. Pomo-
ci namétenych a vypoctenych hodnot dvojic veli¢in Kn a N/W
je pro kazdou tézkou §tavu vyhodnocen pribéh tzv. rozpust-
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odparovani

%—>| odpai-. krystalizace

2. krok v
| chlad. krystalizace |

Obr. 3. Navrzené schéma krystaliza¢niho procesu

nostni kiivky (tj. zdvislost koeficientu nasyceni Kn na poméru
necukra N/W):

Kn=A.N/W+ B+ (1-B).exp(C.NIW) (4)

Dalsi dulezitou ideou navrzeného postupu je vypocet Cis-
toty melasy pro tzv. ,standardni podminky®, jez je mozno
definovat pro dany region (stdt) a pro dany standardné pouZzi-
vany technologicky postup vyroby cukru. Pro podminky Ces-
ké republiky navrhujeme na zdkladé dlouholetych technolo-
gickych ukazateli nasledujici data: teplota r = 40 °C, kone¢né
presyceni mate¢ného sirobu Kp = 1,075 a poméru necukrd
NIW =2,4. Koeficient pfesyceni Kp je definovdn jako pomér
mezi koncentraci sacharosy v pfesyceném a nasyceném cuker-
ném roztoku. Koncentrace sacharosy jsou zde opét vyjadio-
vany jako hmotnostni poméry sacharosy a vody. V nékterych
zemich EU je Cistota pfi standardnich podminkach nazyvédna
jako ,,Target Molasses Purity* (TMP).

Hodnota stanovené cistoty melasy — TMP pfi zvolenych
standardnich podminkdch je charakteristikou dané fepy a od-
povidajici tézké stavy a mize byt tedy korelovdna s analytic-
kymi rozbory dané fepy a piislusné tézké Stdavy. Bilanénim
vypoétem za pouziti vyhodnocené veli¢iny TMP a slozen{
prislusné té€zké $tavy je mozno ziskat idaj o mnozstvi cukru
v melase. Pfi zahrnuti vyrobnich ztrat, napt. 0,6 hm.%, vztaze-
no na fepu, miZzeme vypocitat vytéznost bilého cukru z fepy.
Vztahy ziskané v dostatecné rozsdhlého poctu méfeni umoz-
fiuji pozvednout metodiku hodnoceni kvality cukrovky na
kvalitativné mnohem vys$i droven a poskytuji fadu velmi
cennych vystupt:
ndkup cukrovky podle skutecné ziskatelného cukru,
ocenéni sort cukrovky z hlediska Slechtitelského,
volbu nejvhodnéjsi odriidy v daném rajonu,
optimalizaci zptisobu vyZivy cukrovky,
vhodnost daného druhu cukrovky pro alternativni uziti.
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Zpisob vybéru rajond, odbéru
a zpracovani vzorku

Pii vybéru mist odbérd vzorkd v cukrovarech bylo nutno
brét v uvahu, zda vykup a zpracovani cukrovky v cukrovaru
jsou organizovédny postupné podle jednotlivych péstiteld. To
znamend, Ze po urcitou dobu (pozadovdny alespon 2 smény)
je zpracovdvdna fepa od jednoho dodavatele.

Dile bylo nutno sledovat, zda je v cukrovaru pouZivdn
standardni zptisob epurace (CiSténi §tdv), tj. bez zmékcovani
$tdv vyménou iontl, bez pridavku MgO a dalSich zdsaht —
napt. piidavek fosforecnanu sodného na odparce, alkalizace
$tdv a pod. Bylo nutno stanovit co nejpiesnéji zdrzeni mezi
vstupem fizkl do extraktoru a vystupem odpovidajici tézké
$tavy z odparky.

Pii vlastnim odbéru a zpracovéni vzorkt se postupovalo
ndsledujicim zpisobem:

v dobé zpracovani fepy od daného péstitele byly po dobu
12 az 16 hodin odebirdny v hodinovych intervalech sladké
fizky a po stanovené dobé zdrzZeni po stejnou dobu a ve
stejnych intervalech vzorky tézké $tavy (1 kg Stdvy za
hodinu nebo 0,5 kg $tavy kazdych 30 minut),

pro jednu vyhodnocovanou partii cukrovky se celkem
odebralo 10 1 §tdvy, které se spojily do 1 vzorku. Pro lepsi
skladovatelnost byl vzorek konzervovan formaldehydem
a skladovan v chladné mistnosti,

u fizk{l byla stanovena polarizace, oi-aminodusik a popel,
vyluh byl dédle skladovédn ve zmraZzeném stavu pro pozdéjsi
stanoveni obsahu alkalickych kovili a zemin, betainu, redu-
kujicich latek (glukosy a fruktosy) a piipadné i dalsich latek,
u vzorki té€zké §tavy byla stanovena sacharizace, polari-
zace a popel a ¢dst vzorku byla uchovéna pro dalsi rozbory,
byl sestaven graficky prubéh jednotlivych sledovanych
parametrd, a tim bylo moZno zkontrolovat, zda se jednd
o cukrovku s vyrovnanymi vlastnostmi, a ptipadné vylou-
¢it ¢dst krajnich vzorkd.

Pouzité analytické metody vychdzeji ze standardni meto-
diky pro cukrovarnické laboratofe'”.

Navrh, simulace a modelovani
krystalizac¢nich postupt

s tézkou §ftdvou viéetné vypracovdni
potfebného software

Rozhodujicim procesem celé vyvinuté metody jsou kry-
stalizacni testy s tézkou Stdvou. Cely krystalizacni proces
i experimentdlni aparatura prochdzely béhem feseni projektu
vyvojem s cilem ziskat obecnéji pouzitelnou metodu pro cu-
krovarnické laboratofe a ddle zvysit produktivitu prace, tj.
zkrétit proces a provést v daném casovém tseku na daném
zafizeni co nejvetsi pocet testd.

Prvni ndvrh krystaliza¢niho postupu zjednodusenym zpu-
sobem modeloval proces probihajici v primyslovych apara-
tech. Jednalo se o schéma, jehoz blokovy diagram je zndzor-
nén na obrazku 3. V prvnim stupni byl krystalizovan sbérny
vzorek t&zké §tavy. Po zahus§téni pii 80 °C na ptesyceni 1,10-
1,15 a zaockovani krystaly o stiedni velikosti 0,02—-0,05 mm
byla tézkd Stdva navarena pri stejné teploté po dobu 4-5 h. Ze
ziskané cukroviny (suspenze) byly oddéleny 3 vzorky, které
byly pouZzity jako zdklad pro ndsledné krystalizace ve druhém
stupni. Krystaly byly tlakové odfiltrovdny a ziskany matecny
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sirob byl pouzit k navéareni ve druhém stupni, které probihalo
opét za podtlaku pti 80 °C po dobu 3—6 h. Rovnovadzného stavu
pak bylo dosazeno ndsledujici chladici krystalizaci v zdvislosti
na konecné Cistoté mate¢ného sirobu za 12-20 h. Po skoncen{
pokusu byl nasyceny matecny sirob separovdn na tlakovém
filtru. Cilem tedy bylo ziskat 3 cukroviny, jejichz matecné
siroby mély pomér necukry/voda v rozmezi hodnot 1,5 az
3,0 g necukrd na 1 g vody. Tento proces sice splnil zadané
pozadavky a byl dspésné aplikovan napf. pii feSeni projektu’
GA CR, ale na druhé stran& byl velmi pracny a vyslednd
produktivita byla nizkd. Vzhledem k vySe popsanym diivodim
byly studovéany dalsi krystalizacni postupy. Jako nejlepsi fe-
Seni byla vyhodnocena jednostupiiova odparovaci krystaliza-
ce s periodickym odbérem tuhé fdze. Tato metoda” zvysila
produktivitu prace na jedné laboratorni aparatuie na dvojna-
sobek, tj. béhem 1 tydne bylo mozno provést na 1 zafizeni
krystalizacni test se 4 riznymi tézZkymi $tdvami.

Krystalizacni aparatura a postup prdce

Vyvinutd krystaliza¢ni aparatura umoznila studovat riizné
faze a typy postupii pii krystalizaci tézké §tavy i jinych technic-
kych cukernych roztokl, coz umoznilo ur¢itou optimalizaci
pii vybéru a modifikacich navrhovanych postupd. Pri téchto pra-
cich byla ziskédna fada cennych vysledkd i v oblastech modelo-
vani a dynamické simulace procest, vyhodnocovani kinetickych
parametrd krystalizace a nukleace, pocitatového monitoro-
véani a fizeni krystalizacniho procesu a hmotnostni a entalpické
bilance procesii'®!"'* Schéma pouzité laboratorni krystaliza¢-
ni aparatury a jeho podrobny popis, véetné pracovniho postu-
pu a zpiisobu odbéru vzorkii bylo detailné popsdno v praci®.

Postup pri vyhodnocovdni vysledkii

Z rozbort nasycenych mate¢nych roztoki byly vypocteny
hodnoty koeficienti nasyceni Kn a hmotnostniho poméru
necukrt a vody N/W. Regresni analyzou byly vypocteny koe-
ficienty zavislosti Kn = f(N/W), nazyvané téZ rozpustnostni
kfivka. Pomoci rozpustnostni kiivky byla pro zvolené stan-
dardni podminky vypoctena cistota ,,cilové” melasy, TMP.
Pro cukrovary v Ceské republice byly navrzeny podle dlou-
hodobych primérnych vysledkl rozborti melas ndsledujici
standardni podminky: konecnd teplota chlazeni zadinové cu-
kroviny 50 °C, koeficient pfesyceni Kp = 1,075 a hmotnostni
pomér necukrii a vody N/W = 2,4 g necukrl na 1 g vody.
Cistota TMP miiZe slouzit bud pifmo ke korelaci se slozenim
napt. tézké stavy nebo miize byt pouzita k vypoctu teoretické-
ho zistatku cukru v melase ¢i vytéznosti cukru z fepy nebo
z tezké §tavy.

Vysledky a diskuse

Ovéfeni metodiky
na modelovych vzorcich

O tom, Ze metodu krystaliza¢nich testl je mozné aplikovat
na predpovéd teoreticky dosazitelné vytéznosti cukru z dané
tézké stavy, svédci vysledky testd s modelovymi roztoky tézké
S$tdvy, ve kterych byl ménén obsah hlavnich melasogennich
necukri — drasliku, sodiku, oN (reprezentovaného kyselinou
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Tabulka I
Vysledky krystalizacnich testi s modelovymi roztoky tézké
Stavy

Obsah Ptavodni Pridavek

latky tézka [K + Na] [Mg]  [oN]
[%] §tdva 100 % 200% 100 % 100 %
K 047 094 1,41 047 047
Na 009 0,18 027 0,09 0,09
MgO 0,23 0,23 0,23 0,55 023
Kys. glutamovd 0,030 0,030 0,030 0,030 0,060
Kys. asparagovd 0,003 0,003 0,003 0,003 0,006
Orus 574 6277 648 557 63,0

glutamovou a asparagovou) a také hoiciku. Vysledky jsou
dokumentovdny v tabulce I.

Pridavek melasogennich latek zvysil rozpustnost sacharo-
sy, coz mélo za ndsledek ziskani vysledného mate¢ného sirobu
lalo zvySeni Cistoty melasy z 57,4 na 62,7, ztrojndsoben{
obsahu téchto latek ddle zvySilo Cistotu melasy na 64,8 %.
Podobnou tendenci zvyseni Cistoty vykazal téZ zdvojndsobeny
pridavek kyseliny glutamové a asparagové (zvyseni Cistoty na
63,0 %). Opacny tcinek prokdzal pridavek MgO, kde vyslednd
Cistota melasy poklesla na hodnotu 55,7 % oproti ptivodnimu
vzorku tézké $tavy.

Vytvofeni databanky pro péstitele
i zpracovatele cukrovky

Jednim z hlavnich cilt prace bylo vyhodnotit vztah mezi
teoretickym zlstatkem cukru v melase (vytéznosti cukru)
platnosti. Proto bylo snahou vybrat cukrovary ve vsech vy-
znamnych fepnych rajénech Cech a Moravy. Méfeni probiha-
lo v nasledujicich oblastech: severni Cechy (Zatecko), stiedni
Cechy a Kolinsko, vychodni Cechy (Polabi), stiedni Morava
(Hand), severni Morava a Slezsko.

Rozsahlé experimenty byly provadény v minulém deseti-
leti na Ustavu chemie a technologie sacharidd VSCHT ve
spolupréci s VUC Praha. Uvodni nejrozsahlejii soubor dat byl
ziskdn pfi fedeni grantového projektu’ GA CR. Po ukon&eni
projektu byla vzhledem k velké ndro¢nosti pokusi v dalich
letech provddéna jen jednotlivd méfeni urcend k ovéfeni zis-
kanych dat i v ménicich se klimatickych podminkach. Celkem
bylo odebrdano 83 sérii vzorki fepy a tézké $tavy, coz je
dohromady vice nez 1700 vzorki. Jako série se rozumi 10 po
sobé odebranych vzorkd sladkych fizkt a tézké Sfavy, jez
odpovidaji jedné partii fepy — od jednoho dodavatele, z jedno-
ho rajonu. Z kazdé série odebranych tézkych stav byl proveden
jeden krystalizacni test.

Vyhodnoceni vztahl mezi vytézZnosti
cukru z cukrovky a jejim slozenim

Vysledky rozbori odpovidajicich si vzorki cukrovky a téz-
ké Stdvy a z krystalizacnich testi s téZkou $tdvou byly zpraco-
vany statistickymi metodami, pfedev§im regresni a korela¢n{
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Obr. 4. VysledKky statistického zpracovani namérenych dat pro zavislost obsahu cukru v melase na obsahu drasliku, sodiku a o-amino-

dusiku

analyzou. Byly hleddny a vyhodnocovdny vztahy umoznujic{
vypocet teoretického zlstatku cukru v melase (vytéznosti
cukru) jako funkce slozeni rozhodujicich melasotvornych ne-
cukrti obsazenych v cukrovce (tj. koncentrace sodiku, drasliku
a o-aminodusiku). Kromé téchto hlavnich necukrt byl studo-
van i vliv dal$ich ldtek, pfedevsim betainu, redukujicich ldtek
(tj. glukosy a fruktosy) a nékterych kationtti. Obdobnym zpa-
sobem byly hleddny i vazby mezi slozenim cilové melasy
a vytéznosti cukru z té€zké §tavy.

Pro korelaci se slozenim cukrovky neni hodnota Cistoty
cilové melasy TMP vhodnd, protoze nezahrnuje ztraty cukru
ve vyrobé€. Proto bylo pocitino s pomérovymi veli¢inami Cy,
nebo Cyp¢ které uddvaji mnozstvi cukru piechdzejiciho do
melasy. Obé uvedené veli¢iny byly vypocteny pomoci hmot-
nostni bilance za pfedpokladu, Ze mnozstvi necukrii v tézké
Stdvé amelase, jeZ z ni byla vyrobena, jsou z hlediska piesnosti
téchto vypoctl shodné. Pro vypocet veliciny C,, je nutno ddle
uvazovat vyrobni ztrdty. Ve shodé se zahrani¢nimi zkusenost-
mi i na$i praxi byla zvolena hodnota 0,6 % hmotnosti fepy.

V dal$im textu budou uvedeny hlavni vysledky dosazené
korelaci.

Korelace mezi teoretickym ziistatkem cukru
v melase Cy; a sloZenim cukrovky

Obsah drasliku a sodiku [K + Na] (mmol/100 g fepy)
Byla vyhodnocena zdvislost ve tvaru:
Cy=0,19 [K+ Na] + 1,38 (5)

kde korelacni koeficient r = 0,60, smérodatna odchylka s =
0,23 (10,1 %).

Konduktometricky popel A (%)
U této veliCiny byla prokdzdna korelace a nalezeny kore-

la¢ni koeficient dosahl hodnoty 0,64, smérodatnd odchylka s =
0,28 (12,1 %). Korelace byla provedena v ndvaznosti na
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statistickou analyzu, kterd umoZznila vyradit data zatiZend
hrubou chybou, jejiz pti¢ina nebyla béhem méfeni odhalena.

Cy=6,01A-0,50 (6)

o-Aminodusik aN (mmol/100 g fepy)

Pribéh této zdvislosti ukazuje, ze vliv oi-aminodusiku je
prokazatelny i pfi jeho samostatné korelaci s hodnotou C,,
a potvrzuje tak vyznamny vliv tohoto necukru na vytéznost
cukru:

Cyi=0,29 [aN] + 1,47 (7)
kde korelacni koeficient r = 0,74 a smérodatna odchylka s =
0,19 (8,4 %).

Glukosa, fruktosa, vdpnik a betain

Pro doplnéni této analyzy byly jesté zkoumany korelace
mezi Cy; a obsahy glukosy, fruktosy, vdpniku a betainu v cu-
krovce. V zadném z uvedenych vztahi se zdvislost prokazat
nepodafilo.

Celkovy vysledny vztah pro vytéZnost

Koeficienty rovnice, vyjadfujici zdvislost mezi teoretic-
kym zlistatkem cukru v melase Cy; a sloZenim fepy byly
vypocteny pro cely soubor experimentdlnich dat. Ziskana
vyslednd rovnice ma tvar:

Cy=0,11[K+Na] + 0,23 [oN] + 1,10 (8)
kde smérodatnd odchylka s =0,17 (7,4 %). Hodnoty namétené
i vypoctené z rovnice (8) jsou znazornény v prostorovém grafu
na obrdzku 4.

Vysledky ukazuji velmi dileZity zavér, Ze oi-aminodusik
md stoupajici nepfiznivy vliv na teoreticky zistatek cukru
v melase, a tim na vytéznost cukru. Z ¢iselnych hodnot koefi-
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cientt v rovnici (8) je ziejmé, Ze koeficient u [0N] je téméF
dvakrat vyssi nez u [K + Na], coZ odpovidd dvojndsobné
vyssimu efektu oi-aminodusiku na vytéznost, nez je vliv kon-
centrace alkalickych kovu.

Korelace mezi sloZenim tézké stavy
a cistotou cilové melasy Qqyp

U zdvislosti Qr,,p na koncentraci alkalickych kovi [K +
Nalg v tézké Stavé byl vypocten korelacni koeficient 0,65.
Korelace mezi Qr,,p a obsahem redukujicich ldtek RL, stejné
jako mezi Qpyp a obsahem betainu nebyla prokdzana, korelac-
ni koeficient byl v obou ptipadech mensi nez 0,3.

Korelace mezi sloZenim tézké stavy a teoretickym
ziistatkem cukru v melase Cyrg
(vztaZeno na cukr v tézké Stdaveé)

Zavislost veli¢iny Cy,rg na koncentraci alkalickych kovi
[K+ Na] v t&Zké $tave se ukdzala byt, jak bylo o¢ekdvano, ze
vsech sledovanych zdvislosti nejtésnéjsi. To dokazuje i hod-
nota korela¢niho koeficientu 0,70. U dalsich sledovanych
latek v t€zké §tave, tj. u betainu, redukujicich latek a vapniku
dosahovaly korelacni koeficienty pouze hodnot niz§ich nez
0.,5.

Zaveér

Pro vyhodnoceni kvality cukrovky byla navrzena a tspés-
né ovérena experimentdlni metodika zaloZend na krystalizac-
nich testech s tézkou $tdvou. Byl navrzen standardni postup
odbérid vzorki a jejich zpracovéni vetné programd pro pii-
pravu, fizeni a vyhodnoceni testli. Metodiku je mozno vyuzit
u §lechtiteld, péstitelt i zpracovatelt cukrovky pro hodnoceni
technologické kvality cukrovky.

S vyuzitim nové vyvinuté metodiky byla vyhodnocena
kvalita cukrovky v riiznych rajénech CR. Na zdkladé dosaze-
nych vysledkt je mozZno uvést tyto hlavni zavéry:

Statisticky byl prokdzan vliv slozeni cukrovky a tézké
$tavy na ztstatek cukru v melase, resp. zavislost vytéznosti
cukru na koncentraci drasliku, sodiku a a-aminodusiku.
Byla vyhodnocena rovnice umoznujici vypocitat teoretic-
ky zGstatek cukru v melase ze sloZzeni cukrovky nebo tézké
$tavy a déle i ocekdvanou Cistotu cilové melasy.
Vyznamnd korelace byla ziskdna i mezi obsahem konduk-
tometrického popela v cukrovce a tézké $taveé a vytéznosti
cukru.

Vliv obsahu redukujicich latek (glukosy a fruktosy), hot-
¢iku a vépniku nebyl prokdzan.

Cukernatost fepy neprokdzala statisticky vyznamnou ko-
relaci s vytézZnosti.

Navzdory tomu, co vyplyva ze stavajicich rovnic popisuji-
cich vztah mezi teoretickym ztstatkem cukru v melase,
resp. vytéznosti cukru, a sloZzenim cukrovky, byl nalezen
vyrazné stoupajici vliv oi-aminodusiku.

Pti rozsdhlych experimentech byl ziskdn cenny soubor dat,
ktery md vyznam i jako dokument soucasného stavu kvality
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cukrovky v CR. Je mozno ziskat i pohled na pouZivané agro-
technické zpisoby (napf. hnojenf), ptipadné i na kvalitu rtz-
nych odrid a vliv ptidnich podminek v daném rajénu. VSechny
ziskané ddaje jsou uloZeny u autoridl tohoto ¢ldnku a jsou
k dispozici jednotlivym zdvodim, péstitelim i jinym zdjem-
clim.
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Z. Bubnik and P. Kadlec (Department of Carbohydrate
Chemistry and Technology, Institute of Chemical Technology,
Prague): Quality Evaluation of Sugar Beet by Crystal-
lization Tests with Thick Juice

The article deals with the evaluation of sugar beet based
on crystallization tests of thick juice. A standard methodology
was developed of measuring the yield of sugar based on
crystallization tests with thick juice, including programs for
preparation, control and evaluation of tests and the relations
between the composition of nonsugars in sugar beet and the
sugar residue in molasses or the yield of sugar. The methodo-
logy can be utilized by cultivators and processors of sugar beet
for evaluation of technological quality of sugar beet. A valua-
ble result of the project is the extensive data bank of properties
of sugar beet pertinent to current conditions of its cultivation
in the Czech Republic. The data bank can be used by sugar
beet cultivators, the sugar manufacture community and in
projects dealing with new perspectives and potentials of sugar
beet utilization.
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Uvod

Trimethoprim (obr. 1), 5-(3,4,5-trimethoxybenzyl)pyrimi-
din-2,4-diamin, se pouZzivd ve veterindrni mediciné nejcastéji
v kombinaci se sulfadiazinem, sulfadoxinem nebo sulfame-
thoxazolem v poméru 1:5 jako antibakteridlni 1é&ivo' a je
ucinny proti Sirokému spektru mikroorganismd. Jednim ze
zpusobi jeho podavani je jako soucdst findlniho krmiva. Pro-
toze rezidua trimethoprimu maji nepfiznivy vliv na ¢lovéka,
zejména na chronicky nemocné, star$i lidi a téhotné Zeny,
zaméfuje se vétsina analytickych metod stanoveni trimetho-
primu na jeho stanoveni ve vlastnim 1é¢ivu nebo v davce 1éCiva
a dale ve zvifecich tkanich, mase a mléce””’. Ke stanoveni
trimethoprimu ve vlastnich lécivech nebo v ddvce 1é¢iva se
pouzivaji spektrofotometrické metodyg’10 nebo metody chro-
matografické”’lz. Metody stanoveni trimethoprimu v krmi-
vech se omezuji vét§inou na simultdnni stanoveni trimetho-
primu i pfisluSného sulfonamidu. Pro detekci 25 nebo 29
veterindrnich 1é¢iv pouzivanych v krmivech jako profylakti-
ka, resp. rustové stimuldtory, byla aplikovdna metoda HPLC
(cit."). Hlavni vyhodou této metody je rychld identifikace
jednoho nebo vice téchto aditiv za pouziti dvou riznych
elu¢nich systémi HPLC (gradientovy a isokraticky madd za
pouziti mobilni fdze o sloZen{ acetonitril + voda + acetdtovy
pufr) na reverzni fazi C8. K simultdnnimu stanoveni sulfadi-
midinu, sulfamethoxypyridazinu a trimethoprimu v premi-
xech téchto latek byla vypracovdna metoda HPLC s UV
detekei pii 254 nm (cit.'*). K extrakci trimethoprimu pouzili
autofi pffmo mobilni fazi acetonitril + 0,05 M-H,SO, (11+39)
a po nafedéni mobilni{ fazi se extrakt piimo pouzije k HPLC
analyze v isokratickém médu. Metoda stanoveni trimethopri-
mu a sulfadiazinu v medikovanych krmivech pro ryby byla

OCH,
CH,O. NH
3 | N\\l/ 2
N
CH,0
NH,

Obr. 1. Strukturni vzorec trimethoprimu
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publikovana v roce 1990 (cit."®). Sledovana aditiva byla opa-
kované extrahovdana methanolem a po spojeni extraktd a na-
fedéni se extrakt pouzije piimo k HPLC analyze v isokratic-
kém modu za pouziti mobilni fdze voda + acetonitril + HCIO,
(300+100+0,2) s UV detekei pfi 230 nm. Jind metoda stano-
ven{ trimethoprimu a sulfadiazinu v krmivech pro ryby pouzi-
vd extrakci 0,7 % trichloroctovou kyselinou v acetonu za
pusobeni ultrazvuku pii 40 °C. Po nafedéni extraktu fosfdto-
vym pufrem (0,01 M-Na,HPO,, pH 3 + acetonitril (4+1)) se
takto ziskany extrakt pouZzije pfimo k HPLC analyze v isokra-
tickém modu na reverzni fazi C18 za pouziti mobilni faze 0,01
M-Na,HPO,, pH 2,8 (obsahujici 0,1 % triethylaminu) + aceto-
nitril (79 + 21) s UV detekci pfi 270 nm. Jako intern{ standard
se pouzivd sulfadimidin. VytéZnost metody je 100-105 % pro
trimethoprim'®. Nevyhodou obou piedchozich metod stanove-
ni trimethoprimu je velmi nizkd hmotnost navdzky vzorku
pouzitého k analyze (1 g), kterd nemize obsdhnout nehomo-
genitu findlntho medikovaného krmiva pfi obvyklém davko-
vani trimethoprimu 32 mg.kg'l. Navic jsou obé pfedchozi
simultdnni metody stanovenf{ trimethoprimu pouZitelné pouze
pro koncentrace trimethoprimu vy$$i nez 250 mg kg ™. Z téch-
to diivodi jsme se rozhodli vyvinout takovou analytickou
metodu, kterd by umoznila stanoveni trimethoprimu v krmi-
vech i pro nizké koncentracni irovné trimethoprimu a zaroven
snizila pravdépodobnost interference matrice.

Experimentalni ¢ast
Pfistroje a zafizeni

Extrakce vzorkd byla provedena na laboratorni tfepacce
LT 2 (Laboratorni pfistroje, Ceska republika). Pegisténi ex-
traktu bylo provedeno na separacni jednotce Baker spe 12G
System (J. T. Baker, USA) na kolonkdch Sep-Pak Plus Car-
tridges C18 (500 mg), resp. OASIS poly(N-vinylpyrrolidon-
-co-divinylbenzen) (60 mg) (Waters, Milford, USA). Zakon-
centrovdni extraktu bylo provedeno na koncentratoru vzorkt
Termovap (ECOM, Ceskd republika). Odstfedéni extraktu
bylo provedeno na laboratorni odstfedivce Hermle Z 230 MR
(Hermle, Gosheim, SRN). VSechna méfeni byla provedena na
kapalinovém chromatografu, ktery se sklddal z vysokotlaké
pumpy W515, autosampleru W717 Plus Autosampler, spek-
trofotometrického detektoru W486, fluorescen¢niho detekto-
ru W474 (vse Waters, Milford, USA) a datastanice PC Com-
paq. Byla pouZita chromatografickd kolona NovaPak C18,
4 um, 3,9 x 150 mm (Waters, Milford, USA). pH roztoku bylo
méfeno pH-metrem pH 526 (WTW, SRN) s kombinovanou
sklenénou elektrodou, ktery byl kalibrovan dvoubodovou ka-
libraci komeréné doddvanymi pufry CertiPUR pH 4,01 a pH
9,18 (Merck, SRN).

Chemikalie

Acetonitril a kyselina octovd byly ¢istoty pro HPLC (J. T.
Baker, USA), sodné stil kyseliny hexan-1-sulfonové Cistoty
98+ % (Sigma-Aldrich, USA), triethylamin p.a. (FLUKA,
SVYCarsko), dichlormethan, methanol, kyselina sirovd a chlo-
rid sodny &istoty p.a. (Lachema Neratovice, Ceskd republika),
octan sodny trihydrat, kyselina boritd, hydroxid sodny a kyse-
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lina fosfore¢na Cistoty UltraPure (Merck, SRN), o-ftaldialde-
hyd a 2-merkaptoethanol &istoty BioChemika (FLUKA, Svy-
carsko).

Extrakéni smés pro premixy byla pfipravena smisenim 200
ml methanolu a 800 ml ziedéné kyseliny sirové (0,15 mol.I™").
Promyvaci ¢inidlo pro extrakci na pevné fazi bylo pfipraveno
smisenim 5 ml methanolu a 95 ml vody. Extrakéni roztok
k extrakci kapalina—kapalina byl pfipraven smisenim 450 ml
zfedéné kyseliny sirové (0,15 mol.I™") a 50 ml nasyceného
roztoku chloridu sodného. Boratovy pufr byl pripraven roz-
pusténim 2,47 g kyseliny borité ve 200 ml vody a pH bylo
upraveno roztokem 1 mol.I”! NaOH na hodnotu 9,5. Derivati-
zacni ¢inidlo bylo pripraveno rozpusténim 100 mg o-ftaldial-
dehydu (OPA) v 9 ml methanolu; potom bylo pfiddn 1 ml
bordtového pufru, 100 pl 2-merkaptoethanolu a smés byla
promichdna. Octanovy pufr byl pifipraven rozpusténim 19,05 g
trihydrétu octanu sodného v 1000 ml vody a pH bylo upraveno
kyselinou octovou na hodnotu 7,0.

Mobilni féze I byla pfipravena smisenim 170 ml acetoni-
trilu, 830 ml demineralizované vody (Milli-Q systém, Milli-
pore, Bedford, USA), 4 ml kyseliny fosforecné a 2 ml triethyl-
aminu. V mobiln{ fzi se rozpustilo 0,9411 g sodné soli ky-
seliny hexan-1-sulfonové (0,005 mol.1™") a pH mobilni fize se
upravila triethylaminem na hodnotu pH 3,0.

Mobilni faze II byla ptipravena smisenim 180 ml acetoni-
trilu a 820 ml octanového pufru pH 7,0.

Kalibra¢ni roztoky o koncentraci 4,0; 8,0; 16,0 a 40,0 mg.l'l
byly pfipraveny postupnym fedénim zdkladniho roztoku tri-
methoprimu (Riedel-deHaén, SRN) v methanolu o koncentra-
ci 200 mg.1"! mobiln{ fazi.

Princip metody

Trimethoprim se extrahuje methanolickym roztokem ky-
seliny sirové nebo dichlormethanem pro premixy, resp. medi-
kované krmné smési. V piipadé premixl se extrakt se natedi,
v ptipadé findlnich krmnych smési se piecisti reextrakei zfedé-
nou kyselinou sirovou a extrakci na pevné fazi C18. Trime-
thoprim se stanovi na reverzni fazi s iontovymi pary a UV
detekcf pii 271 nm.

Standardni operac¢ni postup

Vzorek se upravi homogenizaci a mletim na ¢dstice o ve-
likosti 0,5 mm tak, aby se zabrdnilo jeho prehfati. 6 g zkuseb-
ntho vzorku premixu se extrahuje 150 ml extrakéni smési po
dobu 30 minut v kénické batice 500 ml na laboratorni tiepacce.
Takto pfipraveny extrakt se odstfedi 5 minut pti 10 000 otac-
kdch za minutu a po nafedéni mobilni fazi se nand$i na
chromatografickou kolonu. Pfi analyze medikovanych krm-
nych smési se postupuje nasledovné: 20 g zkusebniho vzorku
krmné smési se extrahuje 120 minut v Soxhletové extraktoru
150 ml dichlormethanu tak, aby béhem jedné hodiny doslo
nejméné ke Ctyfem pretokiim dichlormethanu. Po této dobé
se extrakce prerusi, dichlormethanovy extrakt se odpafi pod
proudem dusiku na polovi¢ni objem a dichlormethanem se
kvantitativné prevede do odmérné baiky na 100 ml. Precisténi
extraktu se provede reextrakci trimethoprimu do zfedéné ky-
seliny sirové (0,15 mol.1™") a ndslednou preseparaci na pevné
fazi C18. 40 ml ziskaného dichlormethanového extraktu se 4x
reextrahuje 25 ml ziedéné kyseliny sirové (0,15 mol.I™"), pii-
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cemz tyto extrakty se jimaji v odmérné baice na 100 ml.
Zbytky dichlormethanu se odfoukaji pii teploté asi 50 °C
proudem dusiku a odmérna barika se doplni vodou po znacku.
Na kolonku C18 kondicionovanou 5 ml methanolu a 5 ml vody
se pipetuje 5,0 ml extraktu. Kolonka se promyje 5 ml promy-
vaciho ¢inidla (methanol + voda, 5+95) a zbytky promyvaciho
¢inidla se odstrani proudem vzduchu asi 1 minutu. Trimetho-
prim se eluuje 2 ml methanolu do odmérné baiiky na 2 ml.
Eludt se odpaii pod proudem dusiku pfti 55 °C téméf k suchu
a odparek se rozpusti v mobilni fazi. Takto pfipraveny extrakt
se odstfedi 5 minut pii 10 000 otdckdch za minutu a davkuje
na chromatografickou kolonu. Podminky pro HPLC jsou uve-
deny v tabulce L.

Tabulka I

Podminky pro HPLC

Parametr Hodnota

Pratok mobilni faze 0,8 ml.min""!

Teplota kolony 38 °C

Detektor UV 271% nm (288° nm)

Objem ndstiiku 25 ul

Kolona NovaPak C18, 4 um, 3,9 x 150 mm

* Pro mobilni fazi I,  pro mobilni fazi IT
Derivatizace trimethoprimu

Ke zvySeni selektivity a citlivosti je mozné pouzit predko-
lonovou derivatizaci trimethoprimu o-ftaldialdehydem. Re-
akéni mechanismus derivatizacni reakce byl jiz popsdn a je
mozné pouzit piedkolonové derivatizace'” nebo derivatizace
za kolonou'® za vzniku derivatii s excitaénim maximem mezi
330 az 360 nm a emisnim maximem 450 nm. Pfedkolonovd
derivatizace trimethoprimu byla uskutecnéna v odmérné ban-
ce na 2 ml ndsledovné: ke 100 ul standardu nebo vzorku se
ptidalo 200 pl bordtového pufru, 100 pl roztoku derivatizac-
niho ¢inidla OPA, vse se promichalo a pockalo se 200 s. Poté
se smés neutralizovala 100 ul 0,75 mol.I"' kyseliny chlorovo-
dikové, doplnila vodou po znacku a promichala. K separaci
derivdtu byl pouzit linedrni gradient mobilni fdze A od 55 %
do 80 % z 0 do 10 minut pfi teploté 38 °C, poté byl gradient
vracen béhem 1 minuty na pocate¢ni hodnotu a kolona ekvi-
librovdna 5 minut. Jako mobiln{ fdze A byla pouZita mobilni
faze o slozeni acetonitril + voda (60/40, v/v) a mobilni fazi B
byl octanovy pufr pH 7,0. Gradient mobiln{ faze ani teplota
nebyly optimalizoviany.

Vysledky a diskuse

Sprdvnost a presnost

Vzhledem k tomu, Ze certifikované referencni materidly
nejsou dostupné, byla spravnost metody (tésnost shody ziska-
né hodnoty s hodnotou skute¢nou) ovérena analyzou modelo-
vych vzorki. Byly pfipraveny modelové vzorky krmiva (45 %
pSenice, 25 % jecmen, 12 % séjovy extrahovany Srot, 8 %
masokostni moucka, 5 % ususky picnin a 5 % vdpenec)
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s pridavkem trimethoprimu o koncentracni hladiné 15, 25, 35
a 45 mg.kg’l. Pro kazdou koncentra¢ni hladinu byl vzorek
analyzovan 5x. Vysledky a vypoctené statistické parametry
(hladina vyznamnosti P = 0,95) jsou uvedeny v tabulce II.
Celkovd vytéZnost metody pro koncentra¢ni hladiny 15 az
45 mg.kg je (99,4+5,7) %. Nalezené hodnoty modelového
vzorku byly s ocekdvanymi hodnotami srovndny pomoci li-
nedrni regrese. Oc¢ekdvané hodnoty byly povazovdny za nezd-
visle proménné, nalezené hodnoty za zdvisle proménné. Kon-
stanta a regresniho vztahu (konstantni soustavna odchylka) ma
hodnotu 1,4021+3,6194 a statisticky se nelis$i od nuly. Kon-
stanta b regresniho vztahu (proporciondlni soustavnd odchyl-
ka) ma hodnotu 0,9403+0,1117 a nelis{ se statisticky od jed-
nicky. Metoda poskytuje spravné vysledky.

Tabulka IT

Vytéznost metody — vysledky méfeni a vypoctené statistické
parametry pro vzorky krmnych smési (hladina vyznamnosti P
=0,95)

Statistické parametry Hodnota

Ocekavana hodnota [mg.k%‘l] 16,3 25,2 34,8 45,7
Nalezend hodnota [mg.kg™ '] 17,1 245 345 444
Vytézek metody [%] 104,6 97,0 99.1 970
Interval spolehlivosti [%] 28 30 20 2,8
Relativni smérodatnd odchylka [%] 0,30 0,46 0,44 0,79

Volba precisténi extraktu

Byla sledovéna vytéznost extrakce kapalina—kapalina v sys-
tému dichlormethan —0,15 mol.I™! kyselina sirovd, spotieba
desorpcniho Cinidla a vytézek extrakce na pevné fazi.

Pro vypocet vytézku extrakce kapalina—kapalina byl sta-
noven distribu¢ni koncentra¢ni pomér D_ = 81,6. Pro pomér
objemu obou fazi r = 0,625 je vytézek déleni R = 0,981 pro
jeden stupeil extrakce n = 1. Pro kvantitativni vytéZek trime-
thoprimu R = 0,9999 je nutny pocet stupiii extrakce n = 2,33
pfi zachovani stejného poméru objemu obou fazi. Ze ziska-
nych experimentdlnich dat je zfejmé, Ze pii vySe uvedenych
podminkdch extrakce trimethoprimu extrakci kapalina—kapa-
lina je vytéZek extrakce kvantitativni.

K precisténi extraktu na pevné fazi byly zkoumdny dva
chromatografické systémy — extrakce na pevné fazi C18
a OASIS. Postup extrakce byl u obou sorbentd stejny, ale
protoze jsme u pevné faze OASIS pouzili pouze 60 mg sor-
bentu, byly vzhledem k niZsi sorpéni kapacité snizeny objemy
extraktu a promyvaciho ¢inidla na 1 ml. Primérny vytézek
extrakce ze tif méfeni na sorbentu C18 byl 98,4 % a na
sorbentu OASIS pouhych 71,8 %, proto jsme ddle optimalizo-
vali pouze extrakci na sorbentu C18. Spotieba desorpcniho
¢inidla je patrnd z elu¢niho profilu trimethoprimu z pevné faze
C18 (obr. 2). Méfenim bylo zjisténo, ze ke kvantitativni de-
sorpci trimethoprimu postacuji 2 ml methanolu.

Presnost metody (mira tésnosti shody mezi vzdjemné ne-
zavislymi vysledky zkousek za predem specifikovanych pod-
minek) byla pouze omezena na vypocet opakovatelnosti, kterd
byla vypoctena ze smérodatné odchylky rozpéti obou paralel-
nich stanoveni redlnych vzorku, jejichz celkovy pocet byl 15.

633

Laboratornf pfistroje a postupy

60

R, %

40

20

0,4 0,8 1,2 1,6

V, ml

2,0

Obr. 2. Eluéni profil trimethoprimu na pevné fazi Sep Pak Silica
(R — vytéznost, V — objem desorp¢niho ¢inidla)

Po vylouceni odlehlych vysledki (Cochrantv test) pro obsahy
22,0 a7 34,0 mg. kg~ m4 opakovatelnost hodnotu 2,3 mg.kg ™.

Optimalizace extrakce
pevnd fdze—-kapalina

Extrakce byla optimalizovdna sledovdnim vytéZku extrak-
ce pfi zméné poméru navazky a objemu extrakéniho Cinidla
a doby extrakce. Tato optimalizace byla provedena pouze
u premixti doplinkovych ldtek, ve kterych je koncentrace tri-
methoprimu fadové 200-500x vyssi nez ve findlnich mediko-
vanych krmivech. Byl pfipraven modelovy vzorek premixu
trimethoprimu o koncentra¢ni hladin€ 23 000 mg.kg . Pomér
navdzky a objemu extrak¢niho ¢inidla byl upravovdn zménou
objemu extrak¢niho ¢inidla pfi konstantni hmotnosti navazky
5 g. Pro kazdou koncentra¢ni hladinu byl vzorek analyzovédn
3x. Z experimentu je ziejmé, Ze jiz od doby extrakce 10 minut
dostdvame kvantitativni vytézky trimethoprimu pro pomeér
navdzky a objemu extrak¢niho ¢inidla 1:25 az 1:50.

Optimalizace mobilni fdze

Mobiln{ faze byla optimalizovdna tak, aby kapacitni po-
mér byl k > 2,5, pocet teoretickych pater N =5 000 a asyme-
tricky faktor 7, < 1,2. V obou mobilnich fizich byl sledovin
vliv koncentrace acetonitrilu a u mobilni faze I vliv koncen-
trace iontového paru (protiiontu) v mobilni fdzi na kapacitni
pomeér a vliv pH mobilni fdze na retencni faktor.

Vliv koncentrace organického rozpoustédla ¢ (vyjadiené
jako moldrni zlomek) v mobilni fdzi na reten¢ni faktory chro-
matografované latky k byl popsdn rovnici'®:

k=k, 107"° (1)
kde retencni faktor k, je retencni faktor v Cisté vodé€ jako
eluentu, ziskany extrapolaci experimentdlnich idaji a m je
parametr piimo zdvisly na sile organického rozpoustédla a po-
vaze rozpoustené ldtky. V logaritmické formé prejde rovnice
na tvar

log k =log k, — m¢ (2)
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a logaritmy reten¢nich faktord se snizuji s klesajici koncentra-
ci organického rozpoustédla v mobiln{ fazi. Experimentalné
byla zjiSténa linedrni zavislost mezi koncentraci acetonitrilu
(v koncentracnim rozmezi ¢ = 0,14 az 0,22) a logaritmem
reten¢niho faktoru a rovnice pro mobiln{ fazi I ma tvar log k =
2,129 -9,638 ¢, korelacni koeficient r =—0,9997. Pro mobiln{
fazi I mad rovnice tvar log k = 1,920 — 8,2942 ¢, korela¢n{
koeficient r = -0,9971.

Vliv koncentrace protiiontu na reten¢ni faktor byl sledo-
van pro latkové mnozstvi 2,5;5,0; 7,5 a 10 mmol.I"! sodné soli
kyseliny hexan-1-sulfonové v mobilni f4zi. Podle pfedpokladu
retence trimethoprimu roste s koncentraci protiiontu a opti-
malni koncentrace leZ{ v rozmezi 5 a7z 7,5 mmol.l1”}, kdy se
méni retence trimethoprimu vlivem koncentrace protiiontu
nejméné (obr. 3).

Tabulka IIT
Porovnani chromatografickych charakteristik optimalizova-
nych mobilnich fazi

Chromatografickd Mobilni faze
charakteristika I 1I
Retencni ¢as [min] 4,96 4,89
Retenéni faktor & 2,54 2,49
Pocet teoretickych pater N 5500 5900
Asymetricky faktor 7, 1,11 1,15

35
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Obr. 3. Vliv koncentrace ¢ protiiontu sodné soli hexan-1-sulfonové
kyseliny v mobilni fazi na reten¢ni faktor & trimethoprimu
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Obr. 4. V]iv pH mobilni faze na retenc¢ni faktor k trimethoprimu
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Pfi sledovédni vlivu pH mobilni faze na retencni faktor
trimethoprimu bylo pH mobilni fdze upraveno vzdy triethyl-
aminem nebo kyselinou fosfore¢nou na pozadovanou hodno-
tu. Optimdlni pH mobilni faze lezi v oblasti pH 2,7 az 3,7, kdy
nedochdzi ke zméné retence trimethoprimu (obr. 4). Vliv pH
mobilni faze II na reten¢ni faktor trimethoprimu nebyl opti-
malizovan.

Teplota separace nebyla optimalizovdna. Porovnéni chro-
matografickych parametrii pro obé optimalizované mobiln{
faze je uvedeno v tabulce III.

Linearita

Nezndmé koncentrace byly vyhodnocovany z kalibracni
primky. Pfi vypoctu hodnot koeficientl a, b se vychdzelo
z platnosti modelu regresni zdvislosti, ktery predpokladd kon-
stantni rozptyl pro vSechny hodnoty zavisle proménné, pouZi-
tim metody nejmensich ¢tvercd. Rovnice kalibraéni piimky
mad pro mobilni fazi I tvar: plocha=(6265+927) + (24 809+42)
X koncentrace (mg.l'l), korelac¢ni koeficient = 0,99999; pro
mobilni fazi II md rovnice kalibra¢ni ptimky tvar: plocha =
(=5 8632 568) + (31 12280) x koncentrace (mg.1™"), korela¢ni
koeficient r = 0,99999. Kalibra¢ni pfimky jsou linedrni v roz-
sahu 0,1-1,0 mg.

Mez detekce a mez stanovitelnosti

Mez detekce a mez stanovitelnosti byly vypocteny z ka-
libra¢niho modelu. Mez detekce odpovidd hodnoté koncentra-
ce, pro kterou je dolni mez (1 — o) procentniho intervalu
spolehlivosti predikce signdlu z kalibra¢niho modelu rovna
kritické drovni a mez stanovitelnosti je nejmensi hodnota
signdlu, pro kterou je relativni smérodatnd odchylka predikce
z kalibra¢niho modelu dostate¢né mald a obycejné se poklada
rovnd hodnotg 0,1 (cit.?%). Pro mobilni fdzi I byly vypoéteny
nésledujici hodnoty: mez detekce méd hodnotu 0,35 mg.17", tj.
pro dany standardni operaéni postup 0,7 mg.kg™' a mez stano-
vitelnosti md hodnotu 0,52 mg.l"", tj. pro dany standardni
operaéni postup 1,0 mg.kg™". Pro mobilni fazi II byly vypoé-
teny nasledujici hodnoty: mez detekce ma hodnotu 2,3 mg.1™",
tj. pro dany standardni opera¢ni postup 4,6 mg.kg™' a mez
stanovitelnosti md hodnotu 2,8 mg.1"}, tj. pro dany standardni
opera¢ni postup 5,6 mg.kg .

Detekce

Absorpcni spektra trimethoprimu jsou zdvisld na pH pro-
stiedi a vykazuji dvé absorpcni maxima pfi 225 nm a 288 nm
pii pH 7 (cit.”"). Snizenim pH prostiedi dochazi k hypso-
chromnimu posunu druhého absorpéniho maxima na 271 nm.
Priprava vzorku, precisténi extraktu a ndslednd separace tri-
methoprimu na chromatografické koloné zarucuje dostatec-
nou citlivost i selektivitu stanoveni trimethoprimu i za pouZiti
UV detekce pii 271 nm, resp. 288 nm v zdvislosti na pouZité
mobilni fazi a nedochdzi k zadnym kolonovym interferencim
(obr. 5).

Pouzitim derivatizace trimethoprimu doslo k vyraznému
zvySeni citlivosti a sniZeni meze stanovitelnosti. K fluores-
cenéni detekci byla pouzita emisni vlnovd délka 450 nm
s excita¢ni vinovou délkou 330 nm. Kalibra¢ni piimka je
linedrni v rozsahu 5-50 pg, mez detekce ma hodnotu 3,4 ug.1”",
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Obr. 5. Separace trimethoprimu na chromatografické koloné C18; a — s iontopdrovym &inidlem — krmnd smés s obsahem 30 mg.kg ™,
chromatografické podminky viz tabulka I, b — standard trimethoprimu 8 pg.I”", chromatografické podminky v textu

tj. pro dany standardni operaéni postup 6,8 ugkg’, mez
stanovitelnosti ma hodnotu 4,1 pg.I™}, tj. pro dany standardni
operacni postup 8,2 ug.kg ™.
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M. Dousa (Central Institute for Supervising and Testing
in Agriculture, Plzeri): Optimization of the HPLC Method
of Trimethoprim Determination in Additive Premixes and
Medicated Fodders

An HPLC method was developed for rapid determination
of trimethoprim in additive premixes, in final fodders, and in
contaminated final fodders. Trimethoprim is extracted from
the sample with acidified aqueous methanol or dichlorome-
thane and, after dilution of the methanolic extract or purifi-
cation of the dichloromethane extract by re-extraction into
0.15 mol.I"! H,SO, and on the solid phase C18, it is determined
by reverse-phase chromatography on C18 with UV detection.
The composition of the mobile phase was optimized. The limit
of determination (2 mg.kg™") and the yield of the method
at trimethoprim concentrations 15-45 mg.kg™" (99.4+5.7 %)
were determined. The repeatability was not determined due to
a low number of real samples of final fodders. To lower the
limit of determination, fluorescent detection was used after
precolumn derivatization of trimethoprim with phthalaldehy-
de. The calculated limit of detection was then 15 mg.kg™".
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Uvod

V posledni dob¢ se za¢ind i u nds vénovat zvySend pozor-
nost alternativnim zptisobtim hospodateni na zemédélské pu-
dé, zejména v okrajovych hrani¢nich oblastech. Jednou z moz-
nych alternativ je péstovani novych nebo netradi¢nich druhii
1é¢ivych rostlin, které by mohly byt bud surovinou pro farma-
ceuticky primysl, anebo by extrakty z nich mohly slouzit jako

OH OH
HO
HOOC™ ™ OH
kyselina kdvova
COOH
0
5 OH
HOOC
o)
OH N OH

(0]

kyselina chlorogenova

kyselina kaftarova
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potravni dopliiky, resp. potraviny urcené pro zvlastni vyzivu.
Jednim z hojné studovanych druhti 1é¢ivych rostlin v posledn{
dobé jsou i rostliny rodu Echinacea.

Rostliny rodu Echinacea pochdzeji ze Severni Ameriky,
kde je pouzivali jako 1écivé rostliny (kofeny) pii fadé nemoci
jiz americti Indidni'. Do Evropy se Echinacea dostala asi pied
300 lety a zpocdtku byla péstovdna jen jako okrasnd rostlina.
V soucasné dobé se Echinacea purpurea (L.) Moench (tfapat-
ka nachovd) uspésné péstuje ve velkém jako lécCivd rostlina
nejen v Americe, ale i v Evropé a v Australii. Kromé trapatky
nachové se péstuje i E. angustifolia DC. (tfapatka uzkolistd),
méné pak E. pallida (Nutt.) Nutt. (tfapatka bleda).

Trapatky obsahuji celou fadu ldtek s lécebnymi ucinky.
Prepardty z tfapatek se nejcastéji pouzivaji pii onemocnén{
hornich cest dychacich a chiipkdch. Na imunostimulac¢nich
ucincich se podili cely komplex ldtek jak poldrnich, tak lipo-
filnich!™. Jsou to napf. derivéty kyseliny kavové (kyselina
kaftarovd, chlorogenovd, cichorovd), echinakosid, verbako-
sid, polysacharidy, glykosidy kvercetinu, pryskyfice, silice,
polyeny, polyyny, alkylamidy. Na obrdazku 1 jsou uvedeny
vzorce nékterych fenolickych latek nachdzejicich se v trapat-
kdch. Z fenolickych latek je nejvice pozornosti vénovano ky-
seliné cichorové a echinakosidu. Kyselina cichorovd a kafta-
rovd jsou hlavni slozkou kofene a nadzemni casti tfapatky
nachové, echinakosid je dominantni fenolickou latkou kofene
trapatky uzkolisté a trapatky bledé.

Obsah kyseliny cichorové v kofenech tfapatky nachové
dosahuje a7 20 mg v 1 g susiny*. Rozdil v obsahu kyseliny
cichorové v riznych genetickych liniich tfapatky nachové
muize byt aZ étyfndsobny’. Mnozstvi kyseliny cichorové a os-
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Obr. 1. Schematické vzorce nékterych fenolickych latek z trapatek
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tatnich latek samoziejmé zdvisi na dobé sklizné, na zptisobu
suSeni a zplsobu extrakce rostlinného materidlu. NejSetrnéj-
$im zpisobem susen{ je lyofilizace. Pfi suseni horkym vzdu-
chem (40 °C) dochazi k 10-15 % ztrité kyseliny cichorové.
Podle literarnich tdaji® maze byt pfi suseni pii 25 °C ztrita az
50 %, pii 70 °C je ztrdta asi 80 %. Bylo zji$téno, Ze mnozstv{
ucinnych latek v tfapatce nachové se zvysuje ;)ﬁ prebytku
dusiku v substratu vzhledem k ostatnim Zivindm'.

K laboratorni extrakci fenolickych latek se pouzivd pre-
vazné suchy rozemlety rostlinny materidl. Extrahuje se nejcas-
téji methanolem v Soxhletovée pfistroji. Bauer a spol‘8 extra-
huji 1 g suché drogy 1 hodinu v Soxhletové piistroji 50 ml
methanolu. Jako optimédln{ pro tfapatku nachovou doporucuje
Kim a spol.® 5 hodinovou extrakci 1 g suché drogy 50 ml
methanolu v Goldfischové pfistroji. Optimdlni pro spole¢nou
extrakci kyseliny cichorové a alkylamidl je podle Stuarta
a Willse’ 60% ethanol. ,,INA Methods Validation Programs*'°
navrhuje extrahovat 0,125 g suchého materidlu 25 ml smési
ethanol-voda (70:30). Néktefi autori pouzivaji k extrakci 70%
ethanol v kombinaci s ultrazvukem™''. Nepolarni litky se
z extrakti odstranuji ¢isténim pies SPE kolonky s naplni C18
(cit.%'?). N&kteii autofi odstraiuji z rostlinného materidlu nej-
prve nepoldrni ldtky, a to extrakci chloroformem, poté ndsle-
duje extrakce methanolem'?,

Kyselina cichorovd podléhd velmi rychle enzymatické
degradaci, proto §tavy pfipravované z Cerstvych rostlin neob-
sahuji prakticky Zadnou kyselinu cichorovou. Kyselina cicho-
rova se pii enzymatické hydrolyze rozpadd na kyselinu kafta-
rovou a kavovou'”,

Extrakty z trapatky nachové se pouzivaji jako potravni
dopliiky (potraviny urcené pro zvlastni vyZivu), nejcastéji ve
formé tinktur, vodné-ethanolovych extraktti a §tdv z Cerstvych
rostlin. Suchd droga, vétSinou nadzemni ¢ast tfapatky nacho-
vé, se pouzivd i k pripravé bylinnych caju.

Jak je vidét z vySe uvedeného literarniho piehledu, udaje
tykajici se obsahu ucinnych litek v extraktech a zpusoby
extrakce se navzdjem velice lisi. LiSi se, nebo chybi nejen
udaje o zplsobech extrakce, ale i chromatografickd data pro
dominantni fenolické latky. Nékteré starsi udaje uvadeéji i re-
tenéni data, kterd neodpovidaji novéj$im ddajim. K tomu
vSemu je tfeba pripocitat problém standardd. Firmy vétSinou
nabizeji provedeni analyz jiZ hotovych extraktd, které zdkaz-
nik mize sim dodat. Hlavnim cilem nas$i prace bylo tedy
prostudovat vliv organickych poldrnich rozpoustédel a vody
na mnozstvi kyseliny kaftarové, kavové a cichorové v riznych
extraktech z nadzemni ¢dsti tfapatky nachové pii pouziti ma-
cerace drogy jako nejbéznéjsi techniky extrakce a ovérit udaje
v literatufe tykajici se retencnich dat hlavnich fenolickych
latek v podminkdch vysokoucinné kapalinové chromatografie.

Experimentalni ¢ast
Pouzité chemikdlie

Methanol a acetonitril (LiChrosolv Gradient grade, Merck),
85% kyselina o-fosforecnd (Lachema), kyselina kdavova a ky-
selina chlorogenovd (Aldrich), kyselina kaftarova (Dalton Che-
mical Laboratories, Kanada), rutin (Sigma), kyselina trifluo-
roctovd (Fluka), potravindisky 96 % ethanol (Obilni lihovar
Kralupy nad Vltavou).
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Pristroje

Kapalinovy chromatograf HP 1050 (Hewlett-Packard, USA),
DAD detektor HP 1054 (Hewlett-Packard, USA), kolona C18
3 um, 2x150 mm (Luna Phenomenex, USA). Nastiikovany
objem byl 5 l, analyza probihala v gradientu acetonitril-voda
s ptidavkem 0,15 % trifluoroctové kyseliny, sledované litky
byly detegovany pfi 330 nm (data byla zaznamendna v rozsahu
190-600 nm).

Centrifuga (Tomy Tech PMC - 060, USA), nozZovy mly-
nek VIPO (CR).

Rostlinny materidl

Rozemletd suSend nadzemni Cdst trapatky nachové, rok
sklizné 2000 (mleti rostlinného materidlu po dobu 2 min na
mlynku VIPO).

Vysledky a diskuse

Ve vSech extrakénich pokusech se vychdzelo z 0,2 g roze-
mleté susené drogy, ke které bylo nejprve priddno prvni ex-
trak¢ni ¢inidlo v mnozstvi 1,5 ml a po uplynuti extrakéni doby
byl k této smési pfiddn 1 ml druhého extrakéniho cCinidla.
Béhem extrakce byla smés nékolikrdt intenzivné protiepdna.
Po uplynuti extrak¢éni doby byla smés centrifugovana, roztok
byl odebran a ulozZen pii —18 °C. Pouze pii extrakci vrouci
vodou byl cely objem vody (2,5 ml) pfiddn najednou a po dobu
15 minut byla teplota udrzovdna blizko bodu varu. Poté byla
smés ochlazena a centrifugovana. Podrobné schéma extrakce
je v tabulce L.

Z tabulky 1II je vidét, Ze Cisté alkoholy extrahuji pti poko-
jové teploté jen velmi nepatrnou ¢ast sledovanych fenolickych
latek, pficemz o néco uc¢innéjsi je methanol, zejména pro
kyselinu cichorovou. JestliZze pouzijeme pro extrakci samot-
nou vodu nebo smés voda—methanol, je extrakéni efekt pro
kyselinu cichorovou velmi slaby, stejné jako v pfipadé Cistych
alkohold. U kyseliny kaftarové, kterd v podminkéch kapalino-
vé chromatografie na reverzni fazi C18 eluuje dfive nez kyse-
lina cichorova (je tedy relativné o néco poldrnéjsi), je vytézek
extrakce pouhou vodou daleko vétsi nez vytézek extrakce
alkoholy, jak je také vidét z poméru kyseliny cichorové a kaf-
tarové (posledni sloupec tabulky II). PouZijeme-li k extrakci
25% methanol, dochdzi ke zhruba dvojndsobnému zvyseni
vytézku u obou kyselin.

Nejpouzivanéjsi zplisob extrakce je podle némeckého 1é-
kopisu zptisob, kdy je droga nejdiive extrahovdna ethanolem,
poté se pfidd tolik vody, aby mnozZstvi ethanolu ¢inilo 60 obj.%
a extrahuje se ddle po stejnou dobu jako u ¢istého alkoholu.
V nasem piipadé Cinily vytézky (v soustavé ethanol, poté
stejné mnozstvi vody) 60 % pro kyselinu cichorovou a 73 %
pro kyselinu kaftarovou. Doba extrakce nehraje v tomto sys-
tému podstatnou roli. Jak je vidét z tabulky II, dochdzi po
dvouhodinové extrakci k poklesu vytézku pouze u kyseliny
kaftarové o cca 8 %. Zaménou ethanolu za methanol, coz ale
neni systém vhodny pro farmaceutickou, resp. potravindrskou
vyrobu, ziskdme maximdlni mnoZzstvi obou kyselin, a tato ¢isla
byla zvolena jako referen¢ni vztaznd hladina pro vypocet
vytézku extrakce u ostatnich systému.
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Tabulka I
Schéma extrakce fenolickych ldtek z nadzemni Casti tfapatky
nachové

Extrakcéni Doba extrakce [h] Teplota Pocet
metoda 1. extr. ¢inidlo 2. extr. ¢inidlo ['Cl vzorki
1. 24 24 25 2
ethanol ethanol
2. 24 24 25 4
methanol methanol
3. 24 24 25 6
H,0 H,0
4. 24 24 4 2
H,0 H,0
5. 24 24 25 4
25% methanol 25% methanol
6. 24 24 25 3
methanol H,0
7. 168 168 25 3
ethanol H,0
8. 1 1 25 3
ethanol H,0
9. 24 24 25 4
H,O methanol
10.% 0,25 100 3
H,0

*Ke vzorku jednordzové pfiddano 2,5 ml vody

Tabulka II
Obsah kyseliny cichorové a kyseliny kaftarové v extraktech

Extrakéni Kyselina
metoda cichorovd  kaftarovd  cichorova/
[%] [%] kaftarova
1. 0,4 0,3 5,7
2. 14,9 42 14,4
3. 4.8 42,9 0,5
4. 3,0 17,2 0,7
5. 40,7 80,3 2,1
6. 100* 100* 4,1
7. 59,8 73,3 34
8. 58,3 64,8 3,8
9. 19,9 48,7 1,7
10. 78,4 125,1 2,6

2Obsah kyseliny cichorové v methanol-vodném extraktu (¢. 6)
je 16,055 mg.g”", obsah kyseliny kaftarové je 3,904 mg.g”'
suché drogy

Nejzajimavejsi jsou vysledky ziskané pti extrakcei tfapatky
nachové vrouci vodou, pfi které dochdzi k 80 % vytézku
u kyseliny cichorové, ale 125 % vytézku u kyseliny kaftarové
— Caj pripraveny z tfapatky bude tedy obsahovat velké mnoz-
stvi polarnich (fenolickych) latek. Je vidét, Ze mnoha staletimi
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Obr. 2. Chromatogram vodné-methanolového extraktu z tiapatky
nachové; HPLC: mobilni fdze A 5% acetonitril + 0,15% kyselina
trifluoroctovd, mobilni fize B 80% acetonitril + 0,15% kyselina
trifluoroctovd, gradient: 0—20 % B (25 min), 20 % B—40 % B (35 min),
prutok: 0,25 ml.minfl; 1 —kyselina kaftarova, 2 — kyselina kdvova, 3 —
kyselina cichorova

provéfend lidskd zkuSenost v piipravé ndlevii md také své
raciondlni jadro.

Obsah kyseliny kdvové je nejvyssi v extraktu voda—me-
thanol (0,22 mg.g~' suché drogy), o néco méné Ije kyseliny ka-
vové v extraktu 25% methanolem (0,18 mg.g ). U vodné-al-
koholovych extrakti je obsah kyseliny kdvové 0,10-0,12mg.g™".

Zajimavd jsou i data o rozptylu namétenych hodnot vytéz-
kd extrakei (R.S.D.). Nejvétsi rozptyl hodnot (72 %) byl
zjistén u obsahu kyseliny cichorové ve vzorcich extrahova-
nych vodou pii pokojové teploté. Hodnoty kolem 30 % by-
ly zjistény v extraktu voda—methanol a v extraktu 25% me-
thanolem. Velmi maly rozptyl hodnot je u vodné-ethano-
lovych extrakti (5-8 %) a u extraktd vrouci vodou (neceld
2 %).

Jak je vidét z provedenych extrakénich pokust, je nej-
vhodnéjsim extrakénim postupem skute¢né dvoustupniova ex-
trakce (nejdiive Cisty alkohol-ethanol, pak po urcité dobé
voda). Takto pripravené extrakty obsahuji jak latky poldrni,
tak i latky méné poldrni. VSechny extrakty byly analyzovany
pomoci kapalinové chromatografie za podminek popsanych
v experimentdlni ¢asti. Vzhledem k tomu, Ze nebyl k dispozici
standard kyseliny cichorové, byla méfena relativni retencni
data hlavnich fenolickych ldtek a byla zjiSténa vynikajici
shoda s jedinymi dosud publikovanymi udaji relativnich re-
tenénich dat'’. Reten¢ni Gasy sledovanych litek byly také
porovnavany s retenénimi ¢asy nékterych dalsich latek uvade-
nych v literatuie®', pii¢emz byly pouzity rizné mobilni fize
(voda—acetonitril-trifluoroctova kyselina, voda—acetonitril-ky-
selina o-fosforecnd) i gradienty. K dispozici byly standardy
rutinu, kyseliny kaftarové, kyseliny kdvové a kyseliny chloro-
genové. Mnozstvi kyseliny cichorové bylo pocitdno z kali-
bra¢ni ktivky pro kyselinu kaftarovou. Na obrdzku 2 je ukdzka
chromatogramu extraktu tfapatky nachové s vyznacenim hlav-
nich fenolickych latek.
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_Tato studie byla podporena vyzkumnym zdamérem UEK AV
CR ¢ AV0Z6087904 s ndzvem:,, Ekologie clovékem ovliviiova-
né krajiny “.
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The main goal of this study was the investigation of various
extraction procedures of the Echinacea purpurea plant mate-
rial in order to optimize the yield of phenolic compounds, such
as caftaric acid, caffeic acid, cichoric acid, to establish their
relative HPLC retention data together with retention data of
rutin and chlorogenic acid and to compare them with the
literature data. The most useful was the extraction with me-
thanol or ethanol, followed by extraction with dilute alcohols
(60 % v/v) after addition of water. Almost the same results
were obtained with boiling water. The measured relative re-
tention data for the phenolic compounds are in good agreement
with the data found in the very recent literature.
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