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Novd vina miniaturizace nds nemine

Pokrok se nadd zastavit a véci se méni. To jsou obecné
uzndvané poucky, které se kaZdodenné obrdZi v nasem Zivoté.
Nové véci se objevuji, zatimco Fada drive velice uZitecnych
predmeétii prosté zapadla v propadlisti déjin. Z téch druhych
namdtkou jmenujme logaritmické pravitko, psact stroj, ¢i ko-
pirovaci papir. Ty prosté zmizely a lze je nalézt jesté tak
v literature ¢i ve stolech zarytych staromilcii. Mezi témi pred-
které jsme teZ nekdy nazyvali lampami, protoZe jejich podoba
se Zdrovkami byla zcela ziejmd. Dodnes vzpomindm na zkou-
Sku z elektroniky na VSCHT, k niZ jsem se musel pracné viech-
ny ty diody a triody a jd uz nevim jesté jake -ody a jejich
elektrody a mrizky peclivé naucit, abych uspél. Kde je jim
dneska konec? Kdo jesté vi, jak pracovaly! Radiové prijimace
v domdcnostech se honosily ndzvy jako osmilampovka a to uz
bylo skutecné néco! Prvni vispésny pocitac ENIAC jich mél
v roce 1946 dokonce 18 000. Pak prisel koncem ctyricdtych
let minulého stoleti tranzistor a lampdm hbité odzvonilo.
Kdosi spocital, Ze kdyby se dnesni mobilni telefon mél sestavit
z elektronek, byl by velky asi tak jako Washingtonitv monu-
ment ve Washingtonu, D.C. Bylo by asi smésné nazyvat jej
mobilnim. Tranzistor zpiisobil, Ze se rozméry elektronickych
zarizeni zmensily o nékolik rdadii a i ,,obycejny“ kapesni poci-
tac, do néhoZ si zaznamendvdme telefonni c¢isla, schiizky,
a vyrizujeme cestou tramvaji e-mail, jsou mnohondsobné vy-
konnéjsi nez jejich netranzistorovi predchiidci, kteri zabirali
celé mistnosti. Pomineme-li skutecnost, Ze ndm vsechny tyto
moderni ,,hracky* vyznamnou mérou zprijemniuji Zivot, pak
tato mikroelektronickd revoluce vedla ke vzniku priimyslového
odvewvi, jeZ md obrovsky dopad na celosvétovou ekonomiku.

Miniaturizace elektroniky se projevila i v chemii. Pristro-
je jako infracervené ¢i hmotové spektrometry zabiraly jeste
v sedmdesdtych letech znacnou cdst mistnosti a jejich vystup
byl registrovdn na ponékud kurioznim papite s nalepenou
vrstvou kridy. V dnesnim mikroelektronickém svété tyto pri-
stroje zabiraji malou cdst pracovniho stolu a lze je vcelku
snadno premistovat z mista na misto, i kdyZ to jesté nékdy
vyzZaduje urcité usili. Mnohdy je pocitac, ktery tyto apardty
Fidi, vétsi neZ samotny pristroj.

Pristroje, jeZ poskytuji chemické a biochemické infor-
mace, jsou mimorddné diileZitym pomocnikem, nebot prak-
ticky celd spolecenskd produkce na nich néjakym zpiisobem
zdvisi. Chemickd analyza je béZnym prostredkem stanoveni
klinické diagnozy, procesy v chemickém primyslu jakoZ i Zi-
votni prostiedi jsou nepretrZité monitorovdny s pouZitim c¢asto
plné automatickych pristroju. A to neni ani snad tieba zmi-
fiovat vyzkum, ktery se bez chemickych informaci ziskdvanych
prostrednictvim pristrojii prosté neobejde. Jak rostou poZa-
davky na pocet analyz a rychlost zpétného preddvdni infor-
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mact, jsou potieba pristroje vykonnéjsi le¢ soucasné i mensi.
Zdd se vSak, Ze pristrojovd technika, tak jak ji zndme na
pocdtku 21. stoleti, uz do znacné miry vycerpala moznosti
dalsiho soucasného zrychlovdni a zmenSovdni pri pouZiti tra-
dicnich pristupii.

Jak jiZ bylo feceno, v soucasné dobé roste pocet objektii,
Jjez maji byt podrobeny zkoumdni i jejich komplexnost. Do-
brym, a dnes by se dalo jiz ici klasickym prikladem, je desi-
[frovdni lidského genetického kodu (genom). Jednd se vpravdeé
o velmi sloZity vyzkum, od ného? se ocekdvd enormni pokrok
v [ékarstvi. Jeho prvni cdst, rozlusténi lidského genomu, se po
12 letech celosvétového uisili stalo skutecnosti. Ve skutecnosti,
znalost genetického kodu je teprve pocdtek, protoZe teprve
ovlddnuti oblasti proteinii (proteom), které jsou v DNA z cdsti
zakodovdny, miize vyznamné prispét k predchdzeni i cilenému
lécent mnoha nemoci. A tady se opét dostavame do oblasti
obrovskeého poctu analyz, jez budou muset byt provedeny,
abychom vnesli svétlo do svéta proteinii, z nichZ jsme stvoreni.
Stridmé odhady soudi, Ze v nasem téle je jich na 100 000
a v soucasné dobé zndme funkci sotva jedné ctvrtiny z nich.
K cemu jsou dobré ty ostatni, zistdvd zatim zdhadou. Vyresit
Jji s dnesSnimi pristroji a postupy se zdd byt velice obtiiné
a kvalitativni zména je vice neZ potiebnd.

Zdd se, Ze onim Zddoucim ,,skokem* bude pouZivdani mi-
krofluidnich systémii, tedy miniaturizace ne nepodobnd oné,
JiZ elektronika prosla pred zhruba padesdti lety. Tato paralela
Jje velice slibnd, nebot miiZe vyznamnym zpiisobem zrychlit
cely novy vyvoj. Co jsou to vlastné ta mikrofluidni zarizent.
Dnes v podstaté nic jineho nez zndmé laboratorni postupy
provddeéné ve velmi miniaturizovaném méritku. Nicmené pro
budoucnost se této technice také nékdy rikd laborator na cipu
¢i mikroskopicky totdlni analyticky systém (LWTAS). Tak na
priklad Ize dnes separovat ldtky v kandlku s priifezem nékolika
set Ctverecnich mikrometrii a délce nékolika centimetrii, jeZ je
vyleptdn do sklenéné desticky podobné podloZnimu sklicku
pouZivanému v optickém mikroskopu, pricemz v§echny opera-
ce, jeZ vyZaduji priitok kapaliny jako je ddvkovdni vzorku ci
vlastni separace, jsou rizeny prostymi zménami napéti na
elektroddch viozenych do jednotlivych vstupu k mikrokand-
lim. AZ potud se zdd celd zdleZitost byt snadnou. Jak je tomu
v§ak ve skutecnosti? Obsluhujeme-li tradicni pristroj, pouZi-
vdme vétSinou ruce ¢i pomérné jednoduché mechanicke pro-
stredky. To ovSem neni mozné v zarizenich, kde jednotlivé
prvky maji rozmér pouhych nékolika mikrometrii a pojed-
ndvdme objemy o velikosti nano- a pikolitrii (107°-107" 1).
TakZe napriklad ddvkovdni vzorku injekcni stiikackou je ne-
redlné. Pritom pro sestaveni kompletniho UTAS bude za-
potrebi zabudovat celou radu prvkii, jez zndme z dnesniho
makrosveéta, jako jsou ventily, kolony, absorbéry, smésovace,
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reaktory a mnohé dalsi, které vSak nelze prosté miniaturizovat.
Reseni k nékterym z nich jsou jiz alespoii z édsti zndma, o ji-
nych se zacind uvazZovat. Problémem, reklo by se trividlnim,
Jje na priklad miSent ldtek z riiznych proudu. Tok v kandlcich
je totiz lamindrni a k prevodu hmoty dochdzi pouze difuzi,
kterd je ovSem velice pomald. I kdyZ je tato oblast velice mladd,
bylo jiZ dosaZeno pozoruhodnych a velice slibnych vysledkii.
Elektrochromatografickd separace dosazend za nékolik mili-
sekund, ¢i paralelni elektroforetickd separace 96 vzorkii na
kruhovém cipu s priiomérem mensim nez 10 cm jsou jisté im-
presivni priklady. Prvni komercni zarizeni, které dokdZe ve
velmi krdtke dobé separovat nukleové kyseliny ve dvandcti
paralelnich kandlech vyleptanych ve skle o rozméru 2,5%
2,5 cm, bylo v roce 1999 uvedeno na trh firmou Agilent Tech-
nologies. Podstatnou vyhodou téchto cipii je nejenom maly
rozmér, ale i potencidlné nizkd cena a tudi? jejich jednordzové
pouZiti.

Kam tato technika miiZe vést v blizké ¢i vzddlenéjsi budou-
cnosti? Mikrolaboratore budou vyznamnymi pomocniky pri
vyzkumu vesmiru a pocitd se s nimi na priklad v misi k Titanu
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a jinym télesiim nasi slunecni soustavy. Zmeéni se také tradicni
logika chemicke laboratote. Zatimco dnes se nosi vzorky do
laboratore, nebude v budoucnu problémem prenést laborator
na c¢ipu ke vzorkiim. Levné senzory specificky detegujici pri-
tomnost neZddoucich ldtek v ovzdusi ¢i ve vodé bude moZné
nasadit masové. Podobné jii existuji predstavy o zarizeni ve
velikosti ndramkovych hodinek, které bude nepretrZité moni-
torovat stav organismu a preddvat tyto informace do centrdl-
niho pocitace. Ten po jejich vyhodnoceni a pripadném nale-
zeni abnormalit navrhne okamZité reseni v podobé odpocinku,
lécent, ci jiné akce nasmérované k navrdcent zpét do poZa-
dovaného optimdlniho stavu. Zni to jako sci-fi? Prvni uispésné
experimenty, i kdyz se znacné zjednodusSenymi zarizenimi, byly
Jjiz popsdny. TakZe podobné jako se prvni primitivni tranzi-
storovy rozhlasovy prijimac zménil v dnesni superkomputery,
Ize ocekdvat, Ze i druhd vina miniaturizace, jeZ se tentokrdt
bytostné dotykd chemie, zméni v blizkeé budoucnosti od zd-
kladu pristupy k chemické analyze.

Frantisek Svec
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1. Uvod

Kapildrna elektroforéza je modernou analytickou separac-
nou technikou, ktord dnes preziva prudky rozvoj. Vdaka dobre
prepracovanej tedrii, mnoZzstvu pracovnych maédov, vysokej
ucinnosti, rychlosti analyzy, jednoduchému vyvoju metéd
a dostupnosti automatizovanych pristrojov na trhu nachddza
svoje uplatnenie v r6znych oblastiach aplikdcii. Prikladmi
mozu byt jej pouzitia pri analyzach biomakromolekul — pro-
teinov, cukrov, oligonukleotidov, restrikénych fragmentov
DNA (projekt Hugo zamerany na deSifrovanie Tudského geno-
mu), obsahu buniek ¢i Casti virusov, aminokyselin, organic-
kych kyselin, lie¢iv, vitaminov, potravindrskych farieb, anor-
ganickych iénov, pesticidov ¢i detergentov.

Jednou z oblasti analytickej chémie, v ktorej kapildarna
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elektroforéza dnes v plnom rozsahu prezentuje svoje moznos-
ti, je problematika separdcii chirdlnych latok. Separacie op-
ticky aktivnych zlicenin maju okrem ldkavého analytického
problému (enancioméry vykazuji v achirdlnom prostredi to-
tozné fyzikdlno-chemické vlastnosti) i zna¢ny prakticky vy-
znam, pretoze jednotlivé enancioméry chirdlnych zlic¢enin vo
vicsine pripadov vykazuji znacne odlisné farmakologické,
toxikologické ¢i pesticidne vlastnosti pri svojich interakcidch
so Zivymi — tj. chirdlnymi — systémami. Doposial vsak pri
tvorbe analytickych postupov separdcii konkrétnych chirdl-
nych zlicenin prevlada empiricky pristup spojeny ako s vybe-
rom vhodného chirdlneho ¢inidla, tak i s mnozstvom nutnych
krokov pri optimalizdcii experimentdlnych parametrov.

Tento prehladny ¢lanok je venovany problematike separdcif
chirdlnych ldtok metédami kapilarnej elektroforézy. Vzhla-
dom k tomu, Ze od roku 1988 neustdle narasti mnoZstvo
publikovanych prac, prehladnych &lankov' ™ ako i $pecidl-
nych cisel odbornych Casopisov (napr. Electrophoresis /8
(1997), J. Chromatogr. 792 (1997).) vztahujicich sa k tomuto
problému, je uvedeny prehlad iba reprezentativnym prierezom
roznych postupov a vybranych aplikacii.

2. Separicie chiralnych latok metédami
kapilarnej elektroforézy

Separdcie optickych izomérov su zaloZené na interakcidch
enanciomérov s chirdlnym selektorom (pred, alebo pocas se-
paracného procesu) za tvorby diastereoizomérnych komple-
xov liSiacich sa vo svojich fyzikdlno-chemickych vlastnos-
tiach. Rozdiely vo fyzikdlno-chemickych vlastnostiach sa vy-
uzivaji k ovplyvneniu rozdielov vo vyslednych efektivnych
pohyblivostiach enanciomérneho pdru. Tedria diskrimindcie
chirdlnych latok je zalozend na predstave minimdlne trojbo-
dovej interakcie enanciomérov s chirdlnym selektorom®', pri-
¢om minimdlne jedna z tychto interakcii musi byt stereoche-
micky definovana’.

Transformdcia enanciomerického paru na stabilné diaste-
reoizoméry derivatizaciou s chirdlnym selektorom pred vlast-
nou separdciou v achirdlnom prostred{ je principom tzv. ne-
priamych metdd analyzy chirdlnych latok. Vyhodou tohoto
postupu je znacnd flexibilita vo volbe elektroforetickych se-
paracnych podmienok a moznost znizenia detekéného limitu
analyzovanych ldtok. Nevyhody spocivaju v nutnosti validé-
cie derivatiza¢ného kroku (vytazok reakcie, tvorba vedlajsich
produktov, moznost racemizdcie, vplyv vzorkovej matrice),
v ndrokoch na ¢istotu chirdlnych selektorov uréenych k deri-
vatizdcii, v potrebe analytu vlastnit vhodné funkéné skupiny
schopné reakcie s chirdlnym selektorom a v casovej naro¢nosti
metddy. Pomocou tohoto postupu boli separované napr. enan-
cioméry aminokyselin derivatizdciou s Marfeyovym cinid-
lom* (N*-(2,4-dinitrofenyl-5-fluor)-L-alaninamid), s GITC
(cit.*) (2,3.4,6-tetra-O-acetyl-B-D-glukopyranozylizotiokya-
ndatom), methamfetaminu, amfetaminu a ich prekurzorov s GITC
(cit.¥) & derivaty tréyptofanu s anhydridom kyseliny (+)-0,0’-
-diacetyl-L-vinnej*°.



Chem. Listy 95, 139 — 146 (2001)

Priame met6dy analyzy enanciomérov su zaloZené na ich
priamej separdcii v chirdlnom prostredi. Chirdlny selektor je
pridavany do zdkladného elektrolytu”’ss, inkorporovany do
2élu*®***° naviazany na nosi¢’'*¢i imobilizovany na stendch
kapiléry%’%. Zaujimavé moznosti urcite prinesie pouzivanie
chirdlnych ,,monolitickych kolén“?”. Jednotlivé enancioméry
su diskriminované na zdklade tvorby rozne stabilnych diaste-
reomérnych komplexov s chirdlnym selektorom. Tento postup
je dnes najCastejSie pouzivany, pretoze eliminuje vSetky ne-
vyhody spominané u nepriamych metdd (nie je vyzadovana
derivatizdcia, Cistota chirdlneho selektoru nie je dominantnd,
atd.). Urcita nevyhoda tohoto postupu spocéiva vo vybere
vhodného chirdlneho selektoru.

Principy pouZzivanych priamych met6d podla typu pouzi-
tého chirdlneho selektoru a separacného mechanizmu spolu
s niektorymi aplikdciami sd blizsie diskutované v ndsleduju-
cich podkapitoldch. Je si treba uvedomit, Ze uvedené rozdele-
nie selektorov podla separa¢ného mechanizmu nie je najpres-
nejsie, pretozZe v interak¢énom mechanizme chirdlny selektor —
analyt sa ¢asto kombinuje viacero typov interakcii.

2.1. Mechanizmus ligandovej vymeny

Enanciosepardcia vymenou ligandov je zaloZend na tvor-
be koordinacnych komplexov pozostdvajicich z centrdlneho
i6nu tranzitného kovu (napr. Cu*, Ni**, Zn*, Co™, ...) a pri-
najmensom dvoch chirdlnych bifunkénych ligandov (chirdl-
neho koselektoru a separovaného enancioméru). Tieto koor-
dinacné komplexy su charakterizované svojimi konstantami
stability, ktoré su zdvislé na geometrii a orientdcii ligandov
vznikajucich terndrnych komplexov, na vzdjomnych interak-
cidch kratkeho dosahu koselektoru s jednotlivymi enancio-
mérmi a si vyznamne ovplyvilované separacnym prostredim
(zlozenim zdkladného elektrolytu).

Tymto postupom bolo v kapildrnej elektroforéze vykona-
nych relativne mdlo experimentov, pretoZe dvojica enancio-
mérov, ktord md byt separovand, musi obsahovat minimdlne
dve funkéné skupiny schopné poskytovat elektronovy par
centrdlnemu kovu (napr. amino- a karboxylovi ¢i hydroxy-
a karboxylovu skupinu). NavySe stabilita vznikajicich koor-
dina¢nych komplexov klesd s narastajicou pocetnostou ato-
mov cheldtového kruhu.

Princip tvorby diastereomérnych kovovych komplexov
bol vyuzity, podobne ako rovnaky princip v kvapalinovej
chromatografii, najmé pri analyzach enanciomérov amino-
kyselin (s Co>*-etyléndiaminom v prostredi kyseliny (L)-(+)-
-Vinnejgg, Cu2+—(L)—hydroxyproh’nomgg), danzylderivatov ami-
nokyselin (pomocou Cu**-L(D)-histidinu'**'"!, Cu**-asparti-
mu'", Cu®*-N,N-didecyl-L-alaninu'®), dipeptidov obsahuju-

cich histidin (komplexgr Zn*H)'"™ o-hydroxykyselin (s Cu*'-
-(L)-hydroxyprolinom'®).

2.2. Tvorba inkliznych komplexov

Podstata separdcii chirdlnych analytov pomocou tvorby
labilnych inkliznych komplexov spociva v rozdielnej afinite
jednotlivych enanciomérov s rigidnym vnutornym prostredim
kavity chirdlneho selektoru a jeho okolia. Reprezentantmi
tejto skupiny chirdlnych selektorov si najmi cyklodextriny
aderivaty crown etérov. Avsak v literatire sa objavuju i dalSie
typy selektorov, ktoré aspori ¢iastoéne vyuZivajui host-hosti-
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telské interakcie (napr. makrocyklické antibiotik4***!, kalixa-
reny42).

Zo §irokého spektra crown etérov bola k chirdlnym sepa-
rdciam doposial pouzitd iba [18]-crown-6-tetrakarboxylova
kyselina, ktord vdaka rozmerom svojho kruhu vytvdra s pro-
tonizovanymi primdrnymi aminmi selektivne inklizne kom-
plexy (interakcie medzi vodikovymi atomami aminoskupiny
s kyslikovymi atémami polyetérového kruhu). Tedria chirdl-
nej diskrimindcie je zaloZend na predstave, Ze Styri karboxy-
lové skupiny na crown etérovom kruhu vytvdrajui chirdlnu
bariéru pre inkludujtice sa enanciomérne molekuly, pricom sa
sic¢asne medzi nimi uplatiujd i interakcie kratkeho dosahu
(najmai elektrostatické interakcie karboxylovych skupin a vo-
dikové mostiky). Je zaujimavé, Ze so vzrastajicou koncentra-
ciou [18]-crown-6-tetrakarboxyklovej kyseliny v zdkladnom
elektrolyte dochddza k lepSiemu rozliSeniu bez vyznamného
poklesu pohyblivosti analytov*. Enancioseparaciu méZu ne-
gativne ovplyviiovat i6ny alkalickych kovov pritomné v sepa-
racnom elektrolyte, pretoZe taktiez tvoria s crown etérmi kom-
plexy.

[18]-Crown-6-tetrakarboxyklovd kyselina bola tspesne
pouzitd pri separdcidch niektorych aminokyselin®** dipep-
tidov*, aminoalkoholov* a dal3ich zli¢enin majtcich primar-
nu aminoskupinu®. Synergicky u¢inok o-cyklodextrinu a chi-
ralneho crown etéru bol pozorovany pri separdcii racemického
tryptofanu®,

Cyklodextriny v nativhom stave, alebo modifikované roz-
nymi ¢i uz ionizovatelnymi (sulfobutyl-, sukcinyl-, fosfo-,
karboxymetyl-, acetyl-, metylamino-, aminoetylamino-, ...),
alebo neionizovatelnymi (hydroxypropyl-, metyl-, ...) skupi-
nami patria medzi najpopuldrnejSie a najcastejsie pouzivané
chirdlne selektory. Cyklodextriny su neutrdlne prirodné cy-
klické oligosacharidy majuce tvar zrezaného kuzela. Ich rela-
tivne hydrofébna kavita s vysokou elektrénovou hustotou
umoziuje vytvdrat inklizne komplexy s nepolarnymi analyt-
mi (resp. ich skupinami) o vhodnych rozmeroch. Objem kavity
variuje s po¢tom glukézovych jednotiek®’. Enancioselektivita
cyklodextrinov je dand asymetrickymi uhlikmi glukézy a hy-
droxylovymi skupinami primarnych a sekunddrnych alkoho-
lov na vstupnych prstencoch*®. Afinita cyklodextrinovej kavi-
ty k analytu vzrastd s jeho narastajticou hydrofébicitou. Chi-
rdlny analyt moze byf inkludovany do kavity tplne, alebo
CiastoCne, pricom vznikajuici komplex je stabilizovany inter-
akciami so sekundarnymi hydroxylovymi skupinami glukézo-
vych jednotiek, ktoré st zodpovedné za enanciodiskrimindciu.
Stabilita vznikajucich inkliznych komplexov spolu s efektiv-
nymi pohyblivostami jednotlivych enanciomérov, a tym i vy-
sledné chirdlne rozliSenie, st ovplyviiované mnozstvom rozne
vyvdzenych experimentdlnych parametrov, ktorych vplyv je
blizsie diskutovany v ndsledujicich podkapitoldch. Derivati-
zdciou hydroxylovych skupin dochddza k zmene v molekular-
nej Struktire nativnych cyklodextrinov, ¢o sa ndsledne odrdza
napr. v zmene velkosti a hydrofébicity kavity, novej ponuke
stereoselektivnych centier umoziujicich dalSie interakcie,
alebo v ich solvatidcii ¢i stabilite. U B-cyklodextrinov sa na-
vySe Casto zvySsi ich rozpustnost vo vodnom prostredi. Priaz-
nivym dosledkom chemickej modifikdcie najmi u B-cyklo-
dextrinov ge vyznamné zvySenie selektivity separdcie enan-
ciomérov**°. Nabité derivéty cyklodextrinov dalej rozsiruju
moznosti pouZitia tychto chirdlnych selektorov pre separdciu
analytov, ktoré sami nenest vlastny ndboj. Novy rozmer do
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diskrimina¢ného procesu separdcie enanciomérov vndsa pouzitie
B-cyklodextrinovych oligomérov®'~* u ktorych sa uplatiiuje
vplyv ich konformacie®.

Cyklodextriny pouzili ako chirdlne aditiva v jednotlivych
elektromigracnych technikdach medzi s)rVij Smolkové-Keule-
mansova % (izotachoforéza), Karger 8 (gelovd elektroforéza),
Terabe®, Fanali® (kapilarna zénova elektroforéza), Doba-
shi'%”, Terabe™ Nishi®’ (miceldrna elektrokinetickd chromato-
grafia). Odvtedy bolo r6znymi autormi analyzované nespocet-
né mnozstvo enanciomérov fyziologicky vyznamnych latok
aleciv’®® aminokyselin®® aromatickych hydroxykyse-
1in®, pesticidov®” atd. Mnozstvo dalsich aplikdcif je obsiah-
nutych v prehladnych ¢ldnkoch a publikacigch’$! 1415,

2.3. Afinitné interakcie

Nazov tejto podkapitoly nie je najpresnejsi, pretoze afinit-
né interakcie zahriuju cely rad interakcii, pocinajuic elektro-
statickymi, cez vodikové vizby, hydrofébne interakcie a kon-
¢iac napriklad inkliziou. Termin ,,afinitné* bol prevzaty z na-
zvu ,afinitnd kapildrna elektroforéza“%, ktory sa pouZiva pre
systémy obsahujice napr. proteiny, alebo iné biomakromole-
kuly ako aditiva.

Nasledne prezentované chirdlne selektory vykazuji vo
svojich molekuldch enanciodiskriminac¢né centrd, ktoré su
definované konformdciou tychto selektorov a su vysokoselek-
tivne iba pre ten ktory analyt (enanciomér). Tieto selektory su
vécsinou biologického povodu a maji velké mnozstvo chirdl-
nych atémov v molekule. Ich pouzitie je odvodené najmi od
ich transportnych vlastnosti v Zivych organizmoch. VicSinou
ide o polyméry pozostdvajiice z chirdlnych monosacharidov
a aminokyselin.

Proteiny tvoria jednu zo skupin chirdlnych biopolymér-
nych selektorov dspesne pouzitych k separdcii mnozstva roz-
nych typov enanciomérov. Substrdtovd Specifita proteinov
determinujuca separacnu selektivitu je v§ak znacne zdvisld na
pouzitych experimentdlnych podmienkach (najméa na pH a zlo-
zeni zdkladného elektrolytu, resp. danej iénovej sile). Vzhla-
dom k pomalej kinetike a nizkej kapacite protein — ligando-
vych interakcii si obdrzané piky Siroké a asymetrické. Urc¢itou
nevyhodou pouzitia proteinov vo vyssich koncentrcidch je
iich absorbancia v UV oblasti spektra. Navyse, ich interakcie
so stenou kapildry vyrazne znizuju opakovatelnost a reprodu-
kovatelnost merani a Casto i negativne ovplyviiuji vysledné
chirdlne rozliSenie. Z proteinovych selektorov boli pouZzité
najma sérové albuminy ¢i uz navzdjom zosietované (kapildrna
gelovd afinitnd elektroforéza)@’ﬂ, alebo ako chirdlne aditi-
vum priddvané do zakladnych elektrolytov’>"?, celobiohydro-
laza™, avidin” ¢ kyslé glykoproteiny (orosomucoid, ovomu-
coid, ...)75’76.

Linedrne sacharidy tvoria druhu skupinu biopolymérnych
selektorov, ktord bola pouzitd pre enanciodiskriminaciu. Zo
Sirokej skupiny vo vode rozpustnych oligosacharidov boli
ako chirdlne selektory dspesne pouzité zmesi maltodextrinov
(Maldex, Glucidex, Maltrin, mylc’)za)77, dextran’® a heparl’ng.
Niektoré protonizovatelné enanciomérne lie¢iva (clenbuterol,
mianserin, verapamil, ...) boli separované pomocou dextrin
sulfopropyletéru’®. Zaujimavé enantiodiskrimina¢né vlast-
nosti vykazujt tiez chondroitinsulfat A (cit.3%), chondroitinsul-
fit C (cit.%') & curdlan (linearny B-1,3-glukan)® tvoriaci po
zahriat{ stabilny gel.
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Jednu z najnovsich a velmi sTubnych skupin chirdlnych
selektorov tvoria makrocyklické antibiotikd. Pouzité makro-
cyklické antibiotikd vlastnia mnoZstvo stereogénnych centier
a funkénych skupin, ktoré su vyuziteIné pri enancioselekcidch
(aromatické skupiny, amidové vizby, skupiny poskytujice
tvorbu vodikovych vizieb, hydrofobne regiony, kavity, ...).
Pomocou makrocyklickych gl;/kopeptidOVYCh antibiotik van-
komycinu®*-*a teikoplaninu®’ bolo doposial rozligenych cez
sto rdznych racemdtov zahrnujicich nesteroidné protizdapalo-
vé latky, antineoplastické zliceniny ¢i derivatizované amino-
kyseliny. K chirdlnemu rozliSeniu aminoalkoholov boli tiez
pouzité antibiotikd rifamicinového typu*’, Ristocetin A (cit.®®)
a Avoparcinmg.

Z dalsich prirodnych ldtok boli pre separdciu opticky
aktivnych zlicenin pouZité pozitivne nabity ergotovy alkaloid
(+)-(5R.8S,10R)-1-allyl-tergurid'*''°, cinchonovy alkaloid
quinin'"! &i polymérny chitosan (deacetylovany chitin)''%
2.4. Miceldrne systémy a mikroemulzie

Pri separdcidch opticky aktivnych latok pomocou miceldr-
nych systémov su chirdlne centrd zodpovedné za enanciodis-
krimindciu vi¢sinou inkorporované v miceldch. Tenzidy tvo-
riace micely ¢i mikroemulzie plnia obycajne jednu z dvoch
funkcif — bud vytvdraji vlastné chirdlne miceldrne prostredie
¢i uz zo samotnych chirdlnych tenzidov, alebo z nechirdlnych
tenzidov zmieSanych s chirdlnymi selektormi, ktoré su v za-
kladnom elektrolyte nerozpustné, alebo mdlo ic¢inné (zmesné
micely), alebo na druhej strane solubilizuju a transportuji
neutrdlne ¢i nenabité analyty v zdkladnom elektrolyte.

Medzi najcastejSie pouzivané chirdlne tenzidy patria deri-
vaty zl¢ovych kyselin (kyselina cholovd, deoxycholovd, tau-
rocholovd a taurodeoxycholovd). Mechanizmus ich chirdlnej
diskrimindcie vSak nie je doposial dostatocne objasneny. Po-
mocou tychto chirdlnych tenzidov boli analyzované niektoré
danzylované aminokyseliny'*'"? a lie¢iva''*""" Dalsimi po-
uzivanymi chirdlnymi tenzidmi si dodekanoylové derivaty
niektorych aminokyselin (L-valinu, L-alaninu, L-glutamadtu),
ktoré boli pouZité pri separdcidch enanciomérov derivatizova-
nych aminokyselin'?"1"-122 & cukrov'?. Zvysenie selektivity
tohoto typu chirdlnych tenzidov sa docieli tvorbou zmesnych
miciel s dodecylsulfdtom sodnym (SDS) (kombindciou elek-
trostatickych a hydrofébnych interakcii s chirdlnymi centrami
a miceldrnym jadrom zmesného systému). Komiceldrne sys-
tém;/ SDS s digitoninom''*'**a SDS s niektorymi saponin-
mi'?® (glycinrhizovou kyselinou &i [B-escinom) boli pouzité pri
analyze derivdtov aminokyselin. Tenzidy (najmd SDS) su
vyznamnymi aditivami priddvanymi do zdkladného elektroly-
tu pri enanciosepardcidich pomocou y-cyklodextrinov, kedy
okrem modifikdcie vnitra kavity plnia i solubiliza¢nu a trans-
portnd funkciu. Tymto zmesnym systémom boli separované
napr. enancioméry derivatizovanych aminokyselin (SDS)!26:127
binaftylov'?®, niektorych pyrethroidov (SDS)'?, bupivakainu
(hexadecyltrimetylamoniumbromid'*%). Sti¢asne makrocyklic-
ké antibiotika boli dspesne pouzité v micelarnych systémoch
s SDS?2. Teikoplanin tvori sam agregéty, ktorych pritomnost
v elektrolyte enantiosepardciu skor zhorsuje®’. Boli pouzi-
té i zmesné systémy cyklodextrinov s chirdlnymi tenzidmi
(ta?{lo?%oxycholét) pre separdcie danzylovanych aminokyse-
lin"> 7%

Mikroemulzie mozno zjednodusene oznacit ako ,,micelar-
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ne systémy svelmi vysokym agrega¢nym c¢islom®. Su preto
vhodné predovsetkym pre separdcie hydrofébnych zlicenin.
Avsak S§irSieho uplatnenia mikroemulzné systémy pre sepa-
rdcie opticky aktivnych latok nedosiahli. Prikladom pouzi-
tia mikroemulzii je separdcia efedrinu pomocou lipofilného
(2R,3R)-di-n-butylvinanu s butanolom a SDS!,

2.5. Imobilizované chirdlne systémy

Alternativou k priamemu priddvaniu chirdlneho aditiva do
zdakladného elektrolytu je pouzitie imobilizovanych chiral-
nych fézi. Toto experimentdlne usporiadanie je sice slubné,
ale doposial obtiazne realizovatelné. PouZitie tradi¢nych chi-
rdlnych HPLC staciondrnych faz{ (B—cyklodextn’nonchm, gly-
koproteinovichgz, ...), chirdlnych aditiv navzdjom spolyme-
rizovanych (allylkarbamoylovany P-cyklodextn’n s akrylami-
dom®, B-cyklodextrin s dextranom'*°, hoviidzi sérovy albumin
S glutaraldehydomgo, ...) ¢i zosietovanych pomocou poly-
akrylamidovych gélov (B-cyklodextrin*®), alebo priamo vyvia-
zanych na stenach kapilary (modifikované [3—cyk10dextn’ny93 )
nenachddza pri praktickych elektrochromatografickych enan-
ciosepardcidch uplatnenie vzhladom k problémom spojenym
najmi s ich pripravou (napr. gelové matrice su obtiaZne repro-
dukovatelné, majd kratku dobu Zivotnosti, vytvdrajui sa bubli-
ny, ...) amalou operac¢nou flexibilitou. Mozné riesenie tychto
problémov by mohlo priniest uz spominané zavedenie mono-
litov, alebo modifikovanych linedrnych polymérov.

3. Ovplyvnenie separacie chiralnych latok —
modely versus experiment

Separdcia dvoch analytov v kapildrnej elektroforéze je
zalozend na rozdieloch v ich efektivnych elektroforetickych
pohyblivostiach. Mierou dspesnosti tejto separdcie je rozlise-
nie Ry, ktoré je funkciou tc¢innosti N a selektivity S (relativne-
ho rozdielu v pohyblivostiach'*®) a méze byt definované rov-
nicou (1)’

Ry= 1y o

4 M= e

(1)

kde Ap je rozdiel v efektivnych elektroforetickych pohybli-
vostiach dvoch analytov, L strednd elektroforetickd pohybli-
vost a U, elektroosmotickd pohyblivost.

Separacnd selektivita je ovplyvilovand navzdjom mnoz-
stvom experimentdlnych parametrov, pricom vplyv niekto-
rych z nich sa dd takmer predpovedat (pH, koncentricia chi-
rdlneho selektoru, teplota) a predpoved u inych je obtiazna
(typ cyklodextrinu, typ a koncentrdcia zdkladného elektrolytu
¢i organického aditiva). Preto je potrebné pri vyvoji metédy
separdcie danych opticky aktivnych latok, ¢i pri testovani
novych chirdlnych selektorov Studovat vplyv vSetkych experi-
mentdlnych parametrov a ndjst medzi nimi najvhodne;jsi kom-
promis.

Systematické Stidium vplyvu experimentdlnych parame-
trov na separacnu selektivitu je zaloZzené bud na meneni hod-
ndt jednoho parametru pri konstantnom zachovani hodnot
ostatnych parametrov (nevariacné postupy), alebo na sucas-
nom meneni viacerych parametrov podla ur¢itého algoritmu
(multivariaéné postupy'*® napr. metéda tplnych ¢&i frakénych

142

Referaty

faktorialov (Plackettova-Burmanova)]39, simplexova metdda,
mapovania prekryvu rozliSenia ¢i metdda hlavnych zloziek).
Vyhodou multivaria¢nych postupov je podstatné zniZenie poctu
experimentov a lepsia Statisticka interpretdcia. Avsak postupy
meniace iba jeden parameter prindSaju lepsiu interpretdciu
vplyvu daného parametru na enanciodiskrimina¢ny proces.

3.1. Vplyv experimentdlnych
parametrov na separdciu
chirdlnych ldatok

3.1.1. Vplyv typu a koncentrdcie pouZitého chirdlneho

selektoru

Vyber vhodného typu chirdlneho selektoru vychadza z che-
mickej Struktiry analytu a vyrazne predurcuje uspésnost vy-
sledného chirdlneho rozlisenia'**'*. Aby mohlo déjst k maxi-
madlnemu rozvinutiu vSetkych interakcii medzi analytom a chi-
rdlnym selektorom musia si obidvaja navzdjom maximdlne
priestorovo vyhovovat®. Toto vieobecné pravidlo mozno do-
kumentovaft na priklade B-cyklodextrinov. Ak porovnidme na-
tivne a derivatizované -cyklodextriny, vyhoda pouzitia mo-
difikovanych B-cyklodextrinov spo¢iva okrem ich lepsej roz-
pustnosti tiezZ i vo variabilite objemu a geometrie kavity ¢i
ponuke stereoselektivnych interakcii danych réznorodostou
substituentov. Zavedenie ionizovatelnej skupiny do Struktury
cyklodextrinu zvy3uje separaéni selektivitu (prediZenim u&in-
nej separacnej drahy, ponukou elektrostatickych interakcif).

Koncentrdcia cyklodextrinov je dominantnym parame-
trom enancioselektivity. S narastajicou koncentraciou cyklo-
dextrinov narastd viskozita zdkladného elektrolytu, redukuje
sa elektroosmoticky tok a predlzuje doba analyzy. Vzhladom
k tomu, Ze nie si zndme asociacné rovnovazne konStanty
inkliznych komplexov jednotlivych enanciomérov, ani ich
elektroforetické pohyblivosti, je nutné tito optimdlnu koncen-
traciu zistif experimentdlne. Ur¢ité semiempirické pristupy su
demonstrované v kapitole 3.2.

3.1.2. Vplyv zlozenia, koncentrdcie a pH zdkladného
elektrolytu

Zlozenie zdkladného elektrolytu, jeho koncentrdcia, pH
a i6nova sila vyznamne ovplyviiuju tc¢innost (vplyv elektro-
disperzie, adsorbcie na steny kapilary, modifikacie elektroos-
motického toku'*?) i selektivitu (modifikdcia polarity prostre-
dia, hustoty ndboja analytov, interakcif analytov ¢i chirdlnych
selektorov s proti-i(’)nmil43) vysledného chirdlneho rozliSenia.
pH ovplyviiuje ionizdciu analytov i chirdlnych selektorov,
a tym ddva moznost (alebo naopak brani) vniku novych vza-
jemnych interakcii. Vzrast iénovej sily zvySuje chirdlne rozli-
Senie napr. v cyklodextrinom modifikovanych systémoch,
pretoze vzrastom hydrofilicity pufrovacieho systému sa zin-
tenziviiuju hydrofébne interakcie medzi analytom a cyklodex-
trinovou kavitou®. K priprave zdkladnych elektrolytov je
vhodné pouzivat litky s nizkou vodivostou'*! (potlacenie ge-
nerovania Joulovho tepla).

3.1.3. Vplyv pridavku organickych aditiv

Pridavok organickych rozpustadiel do zdkladného elektro-
lytu v r6znej miere modifikuje (zmenou rozpustnosti, solvata-
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cie, ionizdcie) vzdjomnu interakciu analytov a chirdlnych
selektorov ¢i uz v pozitivnom'** alebo negativnom zmysle
(solvatacnd stabilizdcia ionov sa zmensSuje, klesd stupeti diso-
cidcie, rozpustadla potlacuju tvorbu miciel). V pripade teiko-
planinu ma rozrusenie jeho agregdtov (zvysenie kritickej mi-
celdrnej koncentricie) pridavkom niekolkych percent aceto-
nitrilu za nasledok zlepSenie enantioselektivity i separacnej
tcinnosti'®. Pri pouziti napr. proteinovych chiralnych selek-
torov mdze pridavok organického aditiva spdsobif zmenu kon-
formdcie a tym negativne ovplyvnif enantiosepardciu. K ov-
plyvneniu interak¢ného mechanizmu prispieva i zmena pola-
rity zédkladného elektrolytu (pokles hydrofébnych interakcif).
Vplyv pridavku organickych rozpustadiel sa odrdza i v zmene
viskozity zdkladného elektrolytu a zeta potencidlu (pokles
elektroosmotického toku). Vzhladom ku komplexnosti zmien,
vysledny efekt vplyvu organickych rozpustadiel na chirdlne
rozliSenie je podstatny a musi byt experimentdlne optimali-
zovany.

Podobne i tenzidy pridané do zdakladného elektrolytu vy-
znamne modifikuju selektivitu systému. Svojimi nepoldrnymi
Castami molekdul interaguji napr. s kavitou cyklodextrinov
astfaZia s analytmi o jej viizbové miesta'® 0.146 Pravdepodobne
i poldrne Casti tenzidov interagujui s hydrofilnym povrchom
cyklodextrinov ¢o sa moze odrdzat v modifikdcii stereoselek-
tivnych interakcii na vstupnych otvoroch kavity. Tenzidy sa
sorbuju na steny kapildry a ovplyviuju velkost a smer (katio-
nové tenzidy) elektroosmotického toku'*’.

3.1.4. Vplyv pracovnych parametrov — volba kapildry,
aplikovaného napditia a teploty

Vyber pokrytej ¢i nepokrytej kapildry je dany ldtkami,
ktoré maju byt analyzované a pouzitymi chirdlnymi selektor-
mi (vyuzitie, alebo potlacenie elektroosmotického toku, potla-
Cenie sorbcie). VSeobecne s poklesom vnitorného priemeru
kapildry a vzrastom dizky kapildry sa zlepSuje chirdlne rozli-
Senie® — vdaka lepsej disipdcii generovaného Joulovho tepla
apredizeniu separaénej drahy. Nevyhodou prediZenia kapilary
je ndrast Casu, ktory je potrebny k analyze. Nizsie priemery
kapildr vedu k poklesu citlivosti detekcie.

Intenzita elektrického pola je pracovny parameter, ktory
musi byt opatrne optimalizovany'“®. Je potrebné ndjst kompro-
mis medzi elektrickou silou udelujticou rychlost danému ana-
Iytu a chemickou asociacnou silou (afinitou) vznikajiceho
asocidtu (v pripade cyklodextrinu inklizneho komplexu), kto-
rd umoznuje chirdlnu diskrimindciu. S narastajticou hodnotou
aplikovaného napitia narastd t¢innost systému (N) a rychlost
analyzy, avSak klesd hodnota rovnovaznej asociacnej konstan-
ty inklizneho komplexu (vplyvom generovaného Joulovho
tepla a posunom chemickej rovnovéhy).

Zmeny v teplote separacného systému vedu k rozdielnym
efektom na vysledné chirdlne rozliSenie. S narastajticou teplo-
tou klesd viskozita zakladného elektrolytu (zvySuje sa efektiv-
na pohyblivost a diftizia separandov), narastd rychlost elektro-
osmotického toku (klesd u¢innd separacnd drdha). Pri pouZiti
cyklodextrinov klesd asociacnd rovnovdzna konstanta vznika-
jucich inkliznych komplexov (exotermny charakter vlastnej
komplexdcie). VSeobecne s ndrastom teploty dochddza k po-
klesu selektivity systému®®®, a tym i vysledného chirdlneho
rozliSenia. Niektoré chirdlne selektory (napr. makrocyklické
antibiotikd) su navyse pfi vyssich teplotiach nestabilné.
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Z kinetického hladiska moze byt vyhodné také experimen-
tdlne usporiadanie, kde chirdlny selektor a jednotlivé enancio-
méry migruju oproti sebe. Pokial chirdlny selektor absorbuje
pri vinovej dizke, ktord je potrebnd k detekcii analytov (napr.
vankomycin““), je mozné si vypomoct napr. iba ¢iasto¢nym
naplnenim kapilary chiralnym selektorom'*.

3.2. Modely a postupy chirdlnych
separdcii pomocou cyklodextrinov

Vzhladom k tomu, Ze cyklodextriny v 80. rokoch takmer
uplne ovladli pole chirdlnych separdcii, je vdcSina modelov
a postupov chirdlnych separdcii demonStrovand prostrednic-
tvom pouzitia cyklodextrinov ako chirdlnych selektorov. Na-
sledujice priklady maju iba ilustrovat pristupy k optimalizdcii
(resp. hladaniu najlepSich podmienok) enantioseparicie a ne-
kladu si ndrok na to, aby podali vycCerpdvajuci prehlad. Sku-
toc¢nostou ale stdle ostdva, Ze zatial Ziadny z nich nedokdze
predpovedat podmienky, za ktorych dojde k najlepsej separa-
cii daného pdru enanciomérov. Tieto podmienky musia byt
doposial stanovované empiricky.

Wrenov model optimdlnej koncentracie chirdlneho selek-
toru!**13*vychddza z predstavy, Ze merand efektivna elektro-
foretickd pohyblivost je vektorovym stictom pohyblivosti vol-
ného a v komplexe viazaného enancioméru. Obidve elektro-
foretické pohyblivosti st determinované afinitou k chirdlnemu
selektoru a jeho koncentrdciou. Pre rozdiel v efektivnych
pohyblivostiach jednotlivych enanciomérov Au bola odvode-
né rovnica (2) (cit'®) z ktorej moze byt vypocitand optimdlna
koncentrdcia chirdlneho selektoru poskytujica najlepSie roz-
lienie.

B [C]{Kl(ul — o) = Ks (M = Ko ) + K Ko [C(1y = Hz)}
B (1+ K [CT)(1+ K[ C)

Au
(2)

V rovnici (2) reprezentuje [, elektroforetické pohyblivosti
volnych (nevyviazanych) enanciomérov, |, a 1, limitné elek-
troforetické pohyblivosti oboch enanciomér — cyklodextrino-
vych komplexov (ktoré moZu, ale nemusia byt rozdielne), K,
a K, ich asocia¢né rovnovazne konStanty, C koncentriciu cy-
klodextrinu. Pomocou tohoto modelu sa dajui velmi dobre
popisat i inverzie v pohyblivostiach jednotlivych enanciomé-
rov pozorované s narastajicou zmenou koncentracie chirdlne-
ho selektoru.

Modely navrhnuté Vighom a spolupracovnikmi
relujui vplyvy koncentrécie cyklodextrinu a pH (zmena disocidcie
slabych elektrolytov a konstant stability inkliznych komple-
xov) spolu so zloZenim zdkladného elektrolytu]m (vplyv elek-
tromigracnej disperzie) na efektivnu pohyblivost volnych i in-
kludovanych enanciomérov slabych elektrolytov, separacnu
selektivitu a symetriu pikov. Snahou tohoto modelu je ndjst
sledom zmien jednotlivych experimentalnych parametrov (pH,
koncentricie cyklodextrinu a koncentracie ko-iénu) tzv. mo-
delové parametre (i6novu pohyblivost enancioméru a komple-
xu enanciomér—cyklodextrin, spolu s hodnotami ich disociac-
nych konstdnt), ktorych dosadenim do odvodenych rovnic
mozu byf stanovené tzv. povrchové profily pohyblivosti, se-
parac¢ného faktoru ¢i rozliSenia. Modelové parametre sa expe-
rimentdlne stanovujui tromi setmi merani — meranim zmien
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pohyblivosti analytu na zmene pH (bez pridavku cyklodextri-
nu v zdkladnom elektrolyte) a na zmene koncentracii cyklo-
dextrinu pri vysokej a nizkej hodnote pH zdkladného elektro-
lytu.

Technika cyklodextrinového setu analyzy chirdlnych la-
tok'*'%navrhnuta Guttmanom popisuje rychly vyvoj metédy
enanciosepardcie slabych elektrolytov. Vychddza z predstavy,
Ze uspech chirdlnej separdcie (enancioselektivita) zavisi naj-
mi na hodnote pH pouzitého zdkladného elektrolytu, koncen-
tracii a type vhodného chirdlneho selektoru. Je zaloZend na
vykonani sady experimentov s vybranym setom Styroch cyklo-
dextrinov (- a y-cyklodextrin, hydroxypropyl-B-cyklodextrin
a dimetyl-B-cyklodextrin) pri dvoch hodnotédch pH zakladné-
ho elektrolytu (2,5 a 8,0).

Uvedené priklady ukazujui, Ze vytvorenie si predstavy
o konkrétnom enancioselektivnom separacnom systéme pre
rozseparovanie pozadovanych enanciomérov nie je jednodu-
ché. Tiez dalsie pristupy, ako su napr. modelovanie interakcif
medzi chirdlnym selektorom a analytom'®*~'%%¢i stanovovanie
konstanty stability'®’ takéhoto asocidtu, si omedzené iba na
konkrétny systém s danym zdkladnym elektrolytom (v pripade
modelovania sa dokonca na vplyv pufru tplne zabida) a ne-
daju sa jednoducho zovseobecnif. Preto zatial najlepSou cestou
k dspesnému rozdeleniu daného paru enanciomérov ostdva
skisenost experimentdtora spolu s informdciami o enanciose-
pardcidch podobnych ldtok ziskanych z literatiry.

Tato prdca bola podporend grantami MSMT CR VS
96021, MSM 153100013 a GA UK 9/1998/B CH/PFF.
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J. Sev¢ik™, E. Tesarova®, and Z. Stransky™” (“Depart-
ment of Analytical Chemistry, Palacky University, Olomouc,
bLaboratory of Bioanalytical Research, Palacky University,
Olomouc, “Department of Physical and Macromolecular Che-
mistry, Faculty of Science, Charles University, Prague): Se-
paration of Chiral Compounds by Capillary Electropho-
resis

The article gives an overview of the state of the art of
capillary electrophoresis in the field of chiral separations. The
review covers basic principles of separation of enantiomers by
electromigration methods. Various separation modes, various
chiral selectors, and separation mechanisms responsible for
chiral recognition are shown. Factors affecting the resolution,
such as concentration of chiral selector(s), electrolyte compo-
sition, its concentration, pH, ionic strength, and addition of
organic modifiers, are discussed. Possibilities to use mathe-
matical or semiempirical approaches for optimization of the
separation system are demonstrated on examples of the most
frequently used chiral selectors — cyclodextrins.
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Uvod

Rozvoj rtufovych elektrod piedstavuje nedilnou soucdst
rozvoje polarografické, voltametrické a dalsi piibuzné elek-
trochemické metodiky a instrumentace' . Zvl4st vyrazné se
projevil v priibéhu poslednich dvaceti let, zahdjeny zejména
prumyslovym zavedenim statické rtutové kapkové elektrody
SMDE (resp. obnovované visici HMDE) americké a ceské
provenience’ '’ pocitkem 80. let. Rozdilné konstrukce obou
typt systémi odrédzely rozdily v jejich celkovém pojeti. Ame-
rické zafizeni (SMDE, P.A.R., Princeton, USA), vyuZzivalo
prerusovani toku rtuti kapilarou (s horni pfirubou a vodivym
povlakem) pomoci pritla¢ného vretena, pti jeho relativné vel-
kych pritlacnych sildch, vysoké osové symetrii a odpovidaji-
ci robustnosti uzavéru. Ceskd statickd rtufova elektroda® '
SMDE-1, zavedend poprvé vr. 1981 v rdmci polarografického
analyzdtoru PA 3 (Laboratorni pfistroje, Praha) u jehoz zrodu
stdl prof. R. Kalvoda, byla naopak zaloZena na uziti specidlné
upravenych kapildr, na malych pfitla¢nych sildch, miniaturi-
zovanych uzdvérech a pruzné ulozenych komponentich uza-
vérd, bez vysokych ndrokii na symetrii systému.

Trendem v konstrukci elektroanalytickych analyzétort se
v 80. letech staly vétsi laboratorni (nepfenosné) komplexy'’
se zabudovanym pocitacem ¢i fidici jednotkou. Nahrdvala
tomu i tehdy pomérné vysokd cena osobnich pocitact (PC).
Meéfici celky byly vice méné staciondrni, sefizované pfi insta-
laci na uzivatelském pracovisti. Tomu t€Z zejména na pocatku
80. letodpovidal zddnlivée jediny svétovy trend rozvoje pomér-
né robustnich laboratornich elektrodovych systémi, tvoficich
soucdst popsanych analyzdtori. Ve skutecnosti byla vsak jiz
tehdy vedle zminéného sméru nastartovana®'® nova eskd
koncepce mobilnich, komponentnich a miniaturizovanych se-
stav. Ta pak, jak dalsi vyvoj ukdzal, ovlivnila a dosud ovliviiu-
je aktudlni konstrukéni pojeti, vlastnosti a vyuZiti pfislusnych
typt rtufovych i nertufovych elektrod, elektrodovych systémd,
odpovidajicich analyzatori a elektrochemickych celktl (napf.
systém'®" PC-ETP).

Cilem tohoto sdéleni je informace o koncepci, schématu
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a zdkladnich funk¢nich parametrech komponentniho elektro-
dového systému s miniaturizovanou rtutovou tuzkovou elek-
trodou (UMUE), vyuzitelného samostatné s generdtorem pulst
nebo v kombinaci s komeré¢né dostupnym Eko-Tribo polaro-
grafem ¢i jinymi typy elektrochemickych a dal$ich systémad.

Ceskd koncepce rozvoje elektrodovych a méficich systé-
mi je a od prvopocdtku byla zaméfena predev$im na vyvoj
jednak nepienosnych celkl pro laboratorni vyuziti, jako zmi-
nénd SMDE-1, samostatné ¢i v rdmci polarografickych analy-
zdtord (napi. PA3, PA4, CPA, SPAL, EDLC, ad.)" a jednak
prenosnych miniaturizovanych sestav, véetné miniaturizova-
né tuzkové elektrody.

Zminéné pivodni ,,stolni* elektrody SMDE byly uréeny
pro piipravu visicich rtufovych kapek o priiméru cca 0,5 az
1 mm. Vzhledem ke svym konstrukénim parametrtim nedo-
volovaly vsak tvorbu kapek malych priméria okolo 0,1 mm.
Ukdzalo se, Ze funkéni parametry téchto systémi jsou limito-
vany napt. setrvac¢nosti pomérné velkych ovladacich mecha-
nismd, klepdtek, s tim spojenych vibraci a rezonanci, pfili§
velkymi aktudlnimi rozméry uzavéra kapildr, pouzitymi para-
metry kapildr atd. Ceskd koncepce fesila tyto problémy v jed-
notlivych, i kdyZ soubéznych etapach. Mezi prvni patiila
orientace na méné robustni konstrukce elektrodového bloku
(plexisklového, kovového, ap.) ,,kazetového* typus’lo, pred-
stavujictho ¢ést elektrodového systému, ovladaného podle
potieby zabudovanym nebo externim zdrojem pulsti, osobnim
po&itacem apod.''* Spolu se zlepsenim kvality elektrodo-
vych uzédvért doslo tak k omezeni uvedenych nezddoucich
faktorl a k rozsifeni vyuzitelnosti zafizeni i na oblast mini- az
semimikroelektrod s priméry okolo 0,1 mm a vét§imi. Tyto
vysledky byly a jsou vyuZivdny napf. v tuzemskych zatizenich
UMUE, Tribo I1/2, PPS-1 ¢&i laboratorni minipolarograf'®,

Vyzkumny ndskok se u ceskych zafizeni projevoval téz
napt. rozsahem funkénich parametr elektrodovych moda,
zahrnujicich jiz od poc¢atku moznosti realizovat rostouct, kro-
kové rostouci, staciondrni, statické elektrody, mini- a semi-
mikroelektrody, za specidlnich podminek i smr$tujici se elek-
trody (s komprimovanym mezifdzovym rozhranim) a obnovo-

vané meniskové elektrody® ',

Priklad reSeni elektrodového systému
a rtutové tuzkové elektrody

Jak je patrno z obr. 1, je miniaturizovand tuzkovd elektroda
1 s kapildrou 2 ptes prechodovy segment 3 a hlavu nddobky 4
zasunuta do vnitfniho prostoru mérné nddobky 5 s roztokem 6.
K pfechodovému segmentu 3 je pfipevnéno miniklepatko 7
a hlavou nddobky 4 jsou do roztoku 6 zasunuty michadlo 8,
privod dusiku 9, referentni a pomocné elektrody 10 a pfip.
dalsf pfislusenstvi. Komponenty 1, 7, 8, 9, a 10 jsou pfipojeny
k panelu hlavy 11 stojanu 12, opatfeného posuvem 13 systému
hlavy nddobky 4 s nastavitelnym pfitlacnym segmentem 14.
V podstavé stojanu 15 a ¢dstecné téZ v hlavé 11 jsou umistény
elektronické obvody a prvky pro ovladani UMUE spojené
s méficim systémem ¢i s pfevodnikovou kartou 16 zasunutou
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Obr. 1. Priklad usporadani elektrodového systému (UMUE)

(popt. zabudovanou) v fidici jednotce osobniho pocitace PC
stolniho typu, laptopu nebo notebooku. Podle potfeby mize
UMUE zahrnovat téZ i ke stojanu 12 piipevnény drzdk s exter-
nim zdsobnikem rtuti, spojenym s miniaturizovanym zdsob-
nikem rtuti uvniti tuzkové elektrody 1. Podstava stojanu 15,
kterd je opatfena odnimatelnou sbérnou miskou, je pfitom se
stojkou stojanu 12 spojena rozebiratelné; prostor nad hlavou
nddobky 4 mize byt chrdnén krytem.

Priklad miniaturizované tuzkové elektrody ilustruje obr. 2.
Duté télo elektrody 1 obsahuje elektromagnet 2 ventilu a za-
sunutou ampuli 3 s kapildrou 4, s vnitinim zdsobnikem 5
a s miniaturizovanym systémem uzdvéru horniho usti kapilary
1. Systém uzdvéru mize byt tvofen dritkovou jehlou 7 spoje-
nou s ter¢em 8, gumickou 9 a tvarovanym tésnénim 10 s hor-
nim kluznym uzavérem 11, kterym jehla 7 prochdzi. Pfivod 6
prochazi zatkou 12, ke které je jeho dolni konec pfitlacen
elektricky vodivym piitlacnym Sroubem 13 s elektrickym
kontaktem 14 pro polarizaci elektrody, opatfenym ve spodn{
¢dsti trubkovitym vystupkem 15. Horni okraj 16 ampule 3 do-
sedd k fixovanému elektromagnetu 2. Zafizeni je sestaveno
a zaplnéno rtutf tak, Ze pfi aktivaci elektromagnetu 2 napt.
fidicim systémem UMUE, externim zdrojem pulst, apod. do-
jde k priskoceni feromagnetického terce 8 k télu elektro-
magnetu 2 a tim i k otevfeni jehlového uzdvéru v hornim
(ndlevkovitém) usti kapildary 4 po dobu aktivace elektroma-
gnetu 2. Skonceni aktivace elektromagnetu md za ndsledek
opétné dosednuti drdtkové jehly 7 do sedla kapildry 4 a tim
preruseni toku rtuti kapildrou. Pfipadné zapliovani kapildry 4
rtuti se provad{ pii zvednutém terci 8 s jehlou 7 a za pomoci
odsdvacky 24 s odnimatelnou hadickou 25. Po strané téla
elektrody 1 je vytvofen prizor 17, ktery slouzi ke sledovani{
hladiny rtuti ve vnitinim zdsobniku 5 a k jejimu opatrnému
dopliiovéni napf. injekéni stitkackou 18. Obvykle prisvitnou
plastikovou sténu ampule 3 je pak tfeba opatrné propichnout
injek¢ni jehlou tak, aby nedoslo k deformaci dratkové jehly 7
atvarovaného tésnéni 10. Otvor po vpichu injek¢ni jehly mize
byt pak prelepen napt. izolepou (nejlépe s nalepenou pénov-
kou) a podle potieby vyuzivan ke stejnému ucelu opakované.
Tuzkova elektroda 1 je zasunuta do méfeného média primo,
nebo pies prechodovy segment 19 s mechanickym 20 nebo
elektromagnetickym 21 klepatkem zasazenym do hlavy nd-
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Obr. 2. Priklad konstrukce miniaturizované tuzkové elektrody

t

Obr. 3. Priklady zavislosti plocha elektrody A vs. ¢as ¢ pro rostouci
(1), staciondrni (2), krokové rostouci (3) a kompresné-expanzni (4)
mody, realizovatelné pomoci popsaného elektrodového systému

dobky a podle potieby opatienym uzaviraci membranou 22.
Elektromagnet 2 a elektromagnetické klepatko 21 jsou napa-
jecimi pfivody 23 podle potfeby spojeny s ovlddacim zafize-
nim ¢i zdrojem pulst 26.

Testovaci méfeni potvrdila vyuZitelnost popsaného elek-
trodového systému v zavislosti na piislusenstvi v rostoucich,
staciondrnich, krokové rostoucich a kompresné-expanznich
modech, poskytujicich riizné zdvislosti plochy na case (obr. 3),
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oznacCenych tuseky 1, 2, 3 a po modifikaci tézZ pribéhem 4
zavislosti plocha elektrody A vs. Cas 7.

Nejcastéji je dnes pfitom vyuzivdn rezim staciondrnich
a statickych rtutovych mini- a semimikroelektrod (MmE, MsUE)
pfi primérech okolo 0,1-0,2 mm. Cely cyklus mechanického
obnoveni elektrody, jeji elektrochemické predipravy a dalsi
polarizace v rdmci aplikovaného rezimu méfeni Ize tak fidit
a opakovat pomoci PC resp. zadanych parametrdi méfent,
apod.

Zavér

Popsand koncepce elektrodovych systémil vyznamné pfi-
spivd k dal$imu rozvoji elektrochemické metodiky a instru-
mentace, véetné pozndvani a vyuzivani novych elektrod a mi-
kroelektrod, rezimt s fizenou kompresi a expanzi plochy
elektrody, apod. Tato koncepce se mj. vyznamné uplatiiuje
i pfi dalsi typové a generacni inovaci ¢eskych elektrochemic-
kych analyzitori. Cetné poznatky lze piitom analogicky vy-
uzit i pro systémy s rozhranim fdz{ kapalina/kapalina a kapa-
lina/plyn'"*'>!8 pro konstrukci fady nertutovych popf. kombi-
novanych ¢idel, pro popis mezifdzovych déjti na nertufovych
elektroddch a rozhranich (analogicky k elektroddm rtufovym),
atd.

Autor dékuje za financéni podporu grantu GACR ¢ 204/
97/K084.
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1. Uvod

Technika pritokové injekéni analyzy (FIA — Flow Injec-
tion Analysis) se stala béhem poslednich dvou desetileti velmi
ucinnym a mnohostrannym ndstrojem zejména pfi zpracovani
vétstho poctu vzorkt v agrochemickych a biochemickych
laboratoftich, pfi analyzach v oblasti Zivotniho prostiedi, far-
macie aj. Vzestupu vyuziti této techniky bylo dosazeno diky
jejim pozitivnim analytickym vlastnostem, mezi které patii
vysSi dosazitelnd selektivita pritokové metody ve srovnan{
s jejim manudlnim protéjskem, kterd je vysledkem vyuZziti
rozdilné kinetiky chemickych reakci probihajici v pratokovém
systému. Velkd univerzdlnost techniky umoziuje modifikovat
metodu zpasoby, které zvySuji jeji citlivost (stopped flow
analyza, opakovany prichod vzorku pfes detek¢ni bod) nebo
ji snizuji (rozmyvéni zén, fedéni vzorku, zmény pratokové
rychlosti nebo objemu vzorku).

Piimo v pritokovém systému jsou pak kontinualné prova-
dény jednotlivé analytické operace za ic¢elem prevedeni vzor-
ku do stavu vhodného k detekci napt. oxidace, redukce, zak-
oncentrovani, fedéni, zahiivan{ aj.

Jednou z dulezitych vlastnosti pritokovych analyzatord je
moznost zapojeni reaktord s tuhou fazi (SPR — Solid Phase
Reactors) vhodné imobilizovanych v uzaviené koloné nebo
v reakéni civee do téchto systému.

Vyuzitim SPR zapojenych on-line do pritokového systé-
mu FIA analyzdtoru se vyznamné rozsifuje potencial pratokovych
metod zvySenim zdkladnich analytickych parametrt jako jsou

150

citlivost a selektivita. Obecné se SPR vyuZzivaji pro svou
schopnost reagovat s analyzovanou latkou (enzymatické, imu-
nologické, iontové vyménné, oxidacné-redukéni reakce) na
svém povrchu, nebo chovat se jako extrakéni sorbenty (extrak-
ce, mikroextrakce tuhou fazi (SPE, SPME)), nebo uvoliovat
reakéni Cinidla'.

2. Typy reaktora s tuhou fazi

Rizné typy SPR, které mohou byt kontinudlné zaclenény
do pritokového systému analyzdtori muZeme rozdélit do
dvou skupin podle toho, zda se zicastni chemické reakce ¢i
nikoliv.

Na povrchu prvniho typu reaktorti probihaji chemické
reakce, pficemz se nejcastéji vyuzivaji enzymatické, oxidac-
né-redukeni, iontové-vymeénné nebo imunochemické reakce.
PrileZitostn€ také reaktory slouZi k vhodnym oxidac¢né-re-
dukénim reakcim, které dany analyt pfevedou na vhodnéjsi
oxidacni stav analytu, ktery se pak snadné&ji tcastni vlastni
derivatiza¢ni reakce .

Pro jiné icely, nez je zajisténi derivatizacnich reakci slouzi
druhy typ reaktord, které 1ze vyuzit jako nosic¢e nebo extrakén{
faze se sorpcnimi vlastnostmi. Tyto reaktory pfi jejichz kon-
taktu se vzorkem nedochdzi k chemické reakci, funguji jako
adsorbenty bud analytu anebo matrice. B&zné typy téchto
reaktorli obsahuji silikagel, oxid hlinity, chemicky vdzané
staciondrni fdze, polyamid a dalsi latky. Zvlastni kapitolu
téchto reaktord, u nichz nedochézi k chemické reakci s ana-
lytem, tvofi materidly uvoliujici ¢inidlo.

Podle vnitiniho uspofdddni mohou byt SPR rozdéleny do
dvou obecnych skupin:

I) oteviené tubuldrni reaktory, které maji reakéni materidl
imobilizovany na stén¢ kolony. Jejich pfiprava je ndroc-
néjs$i a s tim souvisi i jejich mensi vyuziti v analytické
praxi,

plnéné kolonové reaktory, které dosahuji vySsi reaktivity
ndsledkem vétsitho povrchu a tim i vétsiho kontaktu ana-
lytu s reaktorem. Tyto reaktory vyzaduji jednodussi pii-
pravu a v praxi jsou také ¢astéji vyuzivany~.

Jednou z dalSich moZnosti jak mizeme SPR klasifikovat,
je zptsob jejich zapojeni do systému. To vyplyvd z icelu jejich
vyuziti. Pokud reaktor slouzi k oxidacné-reduk¢ni nebo deri-
vatiza¢ni reakci, pak analyt prochdzejici pies reaktor podstu-
puje reakci a opousti kolonu jako produkt, ktery je smisen se
zbytkem vzorku.

Jestlize je kolona pouzita pro prekoncentraci nebo k od-
stranénf interferenci z matrice, pak je analyt zadrZen chemic-
kymi, fyzikalnimi nebo fyzikalné-chemickymi silami na urci-
tou dobu kontaktem s povrchem materidlu, dokud matrice
vzorku neopusti reaktor a je odvedena do odpadu. Naslednou
eluci dojde k vymyti analytu z kolony a k jeho detekci; timto
zpusobem se zbavime balastnich sloZek vzorku a vyhneme se
vzniku nezddoucich signdli v detektoru.

Pro FIA analyzdtory existuji tedy rizné moznosti umistén{
SPR v systému, které vychazi z materidlu a funkce reaktoru

2)



Chem. Listy 95, 150 — 156 (2001)

b
Y

Referaty

¢ d
— reakéni |
nosny proud civka ¥
> T
—- I injekeni - detektor ,&
proud vzorku ! ventil odpad odpad
o a

Obr. 1. MoZnosti umisténi reaktort s tuhou fazi v pritokovém systému FIA analyzétoru

v celém procesu. Obr. 1 naznacuje mozné umisténi reaktoru
v pritokovém systému:

a) pred injek¢ni ventil, v nosném proudu nebo v proudu
vzorku. Takové umisténi reaktoru umoziiuje odstranéni
necistot pritomnych v ¢inidlech nebo je vyuZzivano k uvol-
néni ¢inidla. Umisténi v proudu vzorku slouzi k odstranéni
vlivu matrice a balastnich latek pfitomnych ve vzorku,
respektive pro prekoncentraci analytu®,

ve smycce injekéniho ventilu, pro prekoncentraci analytu,
k odstranéni balastnich latek ve vzorku, pro multianalytic-
ké stanoveni nebo simultdnni stanoven{i vzorku a blanku™*>,
mezi injek¢ni a detekeni jednotku; nejobvyklejsi umisténi
pro SPR v prittokové injekéni analyze®’, s vyse uvedenymi
zaméry (viz a) a b)), avsak nejcastéji je takto umistény
reaktor vyuzivan pro derivatizaci stanovované slouceniny,
v detekénim systému za tcelem sjednoceni reakce (reten-
ce) a detekce, a tim vyuZiti vyhod jako zvySen citlivosti,
selektivity, miniaturizace atd., v tomto piipadé¢ se pouzivd
specidlni reaktor’.

b)

)

d)

2.1. Enzymové reaktory

Tyto reaktory zapojené on-line do FIA systému pracuji
s enzymy zakotvenymi na nosi¢ich.

Kromeé toho, Ze pouzitim kolon obsahujici reaktory s imo-

bilizovanymi enzymy (IMER — Immobilized Enzyme Reac-
tors), se snizuje vySe ndkladii na rutinni analyzu, poskytuji tyto
biokatalyzatory jesté dalsi mnozstvi vyhod, mezi které patii:
a) pozadované zjednoduseni priitokového systému (elimina-
ce pouziti dodate¢ného ventilu pro simultanni ddvkovani
enzymu/vzorku),
zvyseni citlivosti jako vysledek mensiho rozmyvani zony
vzorku na rozdil od pouZiti enzymu jako ¢inidla v roztoku.
Tato vyhoda je nejvice patrnd pfi stanovent, které zahrnuje
nékolik riznych enzymatickych krokd a po nékolika bio-
katalytickych reakcich je problematické ziskat detegova-
telny produkt. Pro tento ucel je pak nejvyhodnéjsi seriové
sefazeni nékolika reaktori za sebou”.
Jako nejcastéjsi nosiCe enzymu jsou vyuzivdny agarosa,
celulosa, polyakrylamid, nylon, sklo, silikagel, a nékdy téz
ionexové pryskyfice. Nejrozsifenéj$im nosi¢em je sklo. Ko-
valentné navdzanym enzymum se ddvd prednost pied sorpéni
imobilizaci, kterd predstavuje slabsi vazbu enzymu, projevu-
jict se jeho postupnou desorpci.

Nejobvyklejsim zptisobem zakotveni je dprava povrchu
nosice aminopropylem a ndslednd aktivace glutaraldehydem.
Na takto upraveny nosic se pak enzym koordinuje jako ligand.

b)
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Imobilizace enzymu probihd pfimo v reaktoru naplnéném
aktivnim nosi¢em promyvanim roztokem enzymu, obvykle
nekolik hodin a pii snizené teploté.

Analyticky vyuzitelné enzymy jsou jako latky bilkovinné
povahy citlivé na zmény teploty a sloZeni okolniho prostied{
a jejich vyroba je pomérné drahd. Zakotveni téchto latek na
kolonce reaktoru ve FIA systému vede ke sniZeni jejich spo-
tieby a umoziuje také opakovanou aktivaci uvniti systému’.

Na druhé strané je vSak pouZziti enzymovych reaktort
omezeno nékolika faktory, mezi které patii pfedevsim postup-
né klesani aktivity reaktoru v zdvislosti na Case, pouzitych
reakcnich cinidlech a teploté, desorpce enzymu, omezené
pouziti drastickych reakénich podminek (pH, teplota, organic-
ka ¢inidla, ionty tézkych kovl) z diivodu poskozeni enzymu
samotného nebo jeho vazby na nosic. Pfi stanoveni je nutné
reaktor temperovat na konstantn{ teplotu pro zachovdni stej-
nomérné aktivity enzymu a tim i reprodukovatelnosti méfeni.

Jako priklad vyuziti enzymovych reaktorti ve FIA muze
slouzit stanoveni glukosy s pomoci imobilizované glukosa-
-oxidasy'” a ndsledné reakce peroxidu vodiku s luminolem'' ™",
V téchto pracich se kombinuje stanoveni glukosy s dalSimi
latkami, laktdtem a penicilinem. Pfi analyze samotného laktd-
tu se vyuziva reakce enzymového systému dependentniho na
NAD™ a vznikly NADH se deteguje spektrofotometricky14"6.
Podobné probihd i stanoveni ethanolu produkovaného bunéc-
nou kulturou, imobilizovanym enzymem je zde alkoholdehy-
drogenasa”, stanoveni L-fenylalaninu v séru'®, nebo moco-
viny v t&lnich tekutindch'®. Dalsi piiklady pouZiti enzymo-
vych reaktorti ve FIA jsou uvedeny v souhrnné tabulce 1.

2.2.0xidac¢né-redukcni reaktory

Mikrokolony obsahujici oxidacni nebo redukéni materidl
jsou vyuzivany v pritokovych systémech z diivodu prevedeni
analytu na vhodny oxida¢ni stav pro ndslednou derivatiza¢ni
reakci nebo oxidace ¢i redukce analytu na poZadovanou slou-
ceninu.

Oxidac¢né-redukéni materidly jsou umistény v kolonkdch,
do kterych jsou plnény samostatné ve formé prasku nebo
granuldtu o rdzné velikosti zrn, nebo jsou navdzédny na inertn{
nosi¢, kterym je pak kolona naplnéna. Jako nosice se bézné
pouzivaji granulované sintrované sklo o velikosti ¢dstic nék-
olik desetin milimetru oSetfené epoxidovym lepidlem, které
slouzi k zachyceni reakéniho materidlu, nebo amberlitové
pryskyfice rtizné zrnitosti (dowex, porovina aj.).

Tyto kolonky nejsou obvykle komercné vyrdbény, ale jsou
pfipravovdny piimo na pracovisti pro dany druh analyzy.
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Jednd se vétSinou o pevné plastikové hadicky o vnitinim
pruméru v rozmez{ 0,5 mm az 2 mm, které jsou na obou
koncich opatiené vatovou zdtkou k zamezeni vymyvani ma-
teridlu z kolony. Materidl je do kolony plnén sypanim za sucha,
Castéji vSak nasdvanim z vodné suspenze pomoci vakua.

Délka kolony pro dany typ stanoveni se voli podle velik-
osti ,,oxidacni‘ resp. ,,redukéni* sily v ni obsazeného mate-
ridlu, pfitom mezi veli¢inami plati nepfima iméra. Uginnost
reakéni kolony zdvisi také na aktivnim povrchu reaktoru tedy
na velikosti ¢dstic. Délku reakéni kolony je proto nutné opti-
malizovat vzhledem k jeji ic¢innosti ak velikosti ¢dstic, jelikoz
s rostouci délkou a se sniZujici se zrnitosti stoupd i ucinnost
kolony, ale zarovei dochdzi k vét§imu rozmyvani zény vzorku
a tim i sniZzeni odezvy detektoru. Délka vétSiny reakcnich
kolon se pohybuje v rozmezi 0,5-20 cm.

Pro reprodukovatelnost méfeni je také dilezitd rovnomeér-
nost plnéni kolony. Pfi nerovhomérném naplnéni kolona ob-
sahuje volné prostory, kterymi analyt prochdzi, aniz by zre-
agoval. Pii ndhodném vniknuti vzduchové bubliny do systému
se vzduch zachyti ve volném prostoru a jeho ndsledné uvolnéni
pak znehodnot{ dal$i méfeni.

Jednou z Castych praci zabyvajicich se redukénimi reakto-
ry je stanoveni dusi¢nani zaloZené na jejich redukci kadmiem
na dusitany, které s Griessovym ¢inidlem ddvaji meéfitelnou
barevnou reakci’® %, Za pomoci reduk&nich reaktort byly také
pfimo stanoveny i smési dusitant a dusi¢nant. Princip stano-
veni spociva v pouziti dvojitého injektoru, kterym je vzorek
jedinym néstfikem ddvkovan soucasné do dvou vétvi pratok-
ového systému. V jedné vétvi je zafazen priitokovy reaktor
s houbovym kadmiem, v némz probihd redukce dusi¢nand na
dusitany. Dusitany ptvodné pfitomné ve vzorku i vzniklé
redukei dusi¢nant jsou prevadény na azobarvivo. Prvni ode-
zva detektoru odpovidd obsahu dusitanti a druhd odezva sou-
&tu obsahu dusitant a dusi¢nani ve vzorku®.

Jako postkolonovy reaktor ve spojeni s HPLC byl pouzit
napf. oxida¢ni MnO% reaktor ke stanoveni paralytickych toxi-
nd moiskych kory$i”. K FIA stanoveni oxidovatelnych orga-
nickych sloucenin ve vodnych vzorcich byl pouZit PbO, oxi-
dac¢ni reaktor vdzany na SiO, (cit.?®).

Mezi dal$imi byly pomoci FIA s vyuZzitim oxidac¢nich resp.
reduk¢nich reaktori stanoveny napi. obsahy 1éCiv, vitami-

Tabulka I
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nd nebo iontl kovi prevdzné ve farmaceutickych priprav-
cich”?" (viz tab. I).

2.3. lontové vyménné reaktory

Mikrokolony s iontové-vyménnym materidlem zapojené
on-line do pritokového systému se fadi k reaktordm, jejichz
povrch se tcastni chemické reakce s analytem, avSak svou
funkci patif k extrakénim reaktorim. Ve FIA systémech jsou
vyuzivany z divodu:

a) prekoncentrace analytu,
b) odstranéni interferenci z matrice vzorku pouzitim vhodné-
ho nosice (anex nebo katex rizné iontové sily, inertni nosic¢

s imobilizovanym ¢inidlem — obvykle cheldtové skupiny).

Toho Ize dosdhnout pouzitim postupné sefazenych reak-

torti naplnénych vhodnym materidlem.

Nedostatkem tohoto typu mikroreaktoru je:

1. nérdst kompaktnosti materidlu v koloné zptisobené konti-
nudlni cirkulaci proudu stejnym smérem,
2. vyskyt parazitickych signdld v detektoru, po té co matrice

vzorku prochdzi pfes detektor béhem prekoncentra¢niho

procesu.

Oba nedostatky mohou byt odstranény jednoduchou zmé-
nou v pratokovém systému — umisténim reaktoru ve smycce
davkovaciho ventilu tak, aby retence probihala v opacném
sméru nez eluce.

Dalsi nedostatek, ktery prodluzuje dobu analyzy a jez je
zpusoben Casem uréenym k prekoncentraci analytu, je mozZno
odstranit pouzitim dvou mikrokolon na nichz stfidavé probiha
prekoncentrace a eluce, takZe se navzdjem dopliiuji’.

Jednim z aspektti pouziti téchto reaktord ve FIA je ovliv-
néni citlivosti stanoveni jejich tvarem. Vyssi citlivost stano-
veni byla dosaZena pouzitim kénickych kolon na rozdil od
kolon cylindrickych. Kolona musi byt vloZena do systému tak,
aby proud vzorku prochdzel diive uzsim a pak Sir§Sim koncem
kolony a zadrZeny analyt musi byt eluovan v opacném sméru
k dosazeni minimalni disperze v kolon&*. Vyse uvedené zdk-
onitosti plati také pro adsorp¢ni reaktory.

Tontoménicové reaktory pro ucely FIA jsou pfipravovany
piimo na pracovisti z komerc¢né doddvanych ménict iontd pro
HPLC, jejich plnénim do plastikovych hadi¢ek na konci opa-

Priklady pouziti reaktord s tuhou fdzi v pritokové injekéni analyze

Typ reaktoru Stanovovand ldtka

14-16

Enzymovy glukosa'®", laktat'+16,

tova’?, glutamity’
Oxidacéné-redukéni

ethanol'’, L—fenylalanin1
a glycerol®, neostigmin a galantamin®, hypoxantin®, glycero

8 mocovina'®, chloramin®, formaldehydéﬁ, galaktosa

17071 L-lysin’, fosfaty”®, kyselina oc-

fenothiazin’, dusi¢nany s dusitany20’24, adrenalin®”?®, sulfadiazin®, N-substituované fenothiaziny30,
noradrenalin® ! vitamin C32, vitamin K333, sulfidy34, aspartam35, thioridazin36’43, chlorpromazin

36,44

5

iproniazid a isoniazid®’, mangan®, kodein®, ondansetron®, kyselina acetylsalicylova*', cystein*?,

promethazin45
Iontové vyménny
Adsorp¢ni

kaptopril5 ', Fe63, ethanol“, Cd76, kyselina monochloroctova’’, Zn, Cd, Pb’®
Cd, Pb, Cu’, Mo*, Cd*, Cd, Co, Cu, Mn, Pb*, kaptopril5 ! kyselina salicylovz’l5 2 pesticidy53, 7>

kyanidy®, smési amina®, Cr’®, pseudoefedrin®, pesticid naptalam®', polyfenoly®

L-fenylalaninlg, albumin’

peroxidy®

Imunoafinitni
Uvolnujici ¢inidlo

7, insulin®
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ttenych vatovou zdtkou. Plnéni probihd za pomoci vakuové
vyvévy nasdvanim pevné faze iontoménice v suspenzi s kapa-
linou (doporucuje se nechat ménic bobtnat v této kapaliné pies
noc).

Délky reaktori se lisi podle typu stanoveni a typu ménice.
Rozhodujici pro délku reaktoru je predev$im vyménnd kapa-
cita ménice (mnozstvi iontd, které mize ménic poutat svymi
vyménnymi skupinami). K dosaZeni co nejmensi disperze
zony vzorku je pak délka reaktoru pro vétSinu stanoveni
nepiimo umeérnd kapacité iontoménice. Nejvétsi kapacitou se
vyznacuji porovité pryskyfice s organickou matrici, mensi
kapacitu maji ménice chemicky vazané na pérovitém silika-
gelu.

Vyhodou silnych ménict je uplnd disociace funkcnich
skupin v Sirokém rozsahu hodnot pH (1 az 14 pro ménice
kationtdl a 0 az 12 pro ménice aniontli na bdzi organickych
pryskyfic a 2 aZ 8 pro ménice na bdzi silikagelu), kterd umoz-
fiuje pouziti silnych kyselin a bazi jako nosného proudu nebo
elu¢niho ¢inidla. Je moznd i jejich aktivace pfimo v pritoko-
vém systému nebo v pribéhu stanoveni.

Tontoménicové faze se vyuzivaji také k detekci vlozenim
téchto reaktort do pritokové cely konvenénich nedestruktiv-
nich molekuldrnich optickych detektori. Nejcastéji mérenymi
veli¢inami jsou absorbance, fluorescence a reflektance. Zpt-
soby provedeni detekce s vyuzitim iontoménice vyuzivaji:

1. reakce ¢inidla a analytu v roztoku a retence produktu na
iontoménici, ktery je vhodny u velmi selektivni reakce,

2. selektivni adsorpce analytu na pryskyfici s ndsledujici
reakci s vhodnym cinidlem,

3. ireverzibilni adsorpce ¢inidla na iontoménici a pozdéjsi

reakce s analytem, ktery je pouzitelny, jestlize reakéni
produkt nemiize byt piimo adsorbovan na iontoméni&’.

2.4. Adsorp¢ni reaktory

Volba nédplné reaktoru pro FIA stanoveni pozadovaného
analytu se fidi zakladnimi charakteristikami jako jsou:
funkcnost — tj. vztah afinity sorbentu k rliznym organickym

sloucenindm, kterd je ur¢ena mirou polarity sorbentu resp.

analytu;
velikost a tvar cdstic — ovliviiujici hydrodynamické podminky

v koloné (turbulentni a molekulovd difiize v nosném proudu);
velikost povrchu — souvisejici s poctem aktivnich mist. Sor-

benty majici vysokou povrchovou velikost na jednotku

hmoty maji vysoky pocet aktivnich mist a dosahuji vy$siho
stupné kumulace latek z roztoku;

velikost porii — ovliviiujici prostup molekul do sorbentu. Bylo
by mozné soudit, Ze malé pory jsou vhodné pro ucinnou
kumulaci. Pfi realizaci tohoto piistupu, kdy velikost porid
je porovnatelnd s rozméry molekul, je prostup latky velice
obtizny. Pfi pouziti sorbentu s vétsi velikosti pori, schop-
nost sorpce roste;

chemickd inertnost — charakterizujici zménu kvality povrchu

a tim i reprodukovatelnost v sorpénim procesu.

Nejzndméjs$im a nejuzivanéj$im materidlem pro adsorpéni
reaktory ve FIA je chemicky modifikovany silikagel, oxid
hlinity, oxid kfemicity, ddle polymerni sorbenty — akryldtové
polymery, styren-divinylbenzenové kopolymery, polypropy-
leny, polytetrafluoroethyleny, nebo chelatacni sorbenty obsa-
hujici kovové ionty a jiné dalsi.

Tyto reaktory jsou pfipravovany pifimo na pracovisti z te-
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flonovych hadi¢ek a komer¢né dostupnych sorbentti podobné
jako iontové vyménné reaktory. PInéni probihd za vlhka ze
suspenze organického rozpoustédla a sorbentu. Délka téchto
adsorp¢nich reaktorid zapojenych do FIA systému se pohybuje
v rozmezi 5 az 70 mm. PouZiti reaktorti krat§ich pozitivné
ovliviluje disperzi zony vzorku, ale na druhé strané sniZuje
sorpcni kapacitu reaktoru. V piipadé nizsi afinity analytu
k sorbentu (napf. pouZiti chemicky vdzané nepoldrni stacio-
ndrni fize) dochdzi pak k predcasnému vymyvdni analytu
z kolonky jiz béhem prekoncentra¢niho kroku. Tomuto jevu
mizeme zabrdnit zménou sorbentu nebo nosného proudu,
popi. jeho pritokové rychlosti, nebo mnoZstvim sorbentu
v kolonce (prodlouZenf reaktoru). Pouzitf adsorpcnich reakto-
rt delSich nez 70 mm je ve FIA systémech zcela vyjimecné.
Dochdzi tim ke zna¢nému rozmyvani zény vzorku, nezadou-
cimu prodluzovdni doby analyzy a eluce analytu z reaktoru
neni dostatecné ndhld pro cilené dosaZzeni maximalni odezvy.

Pravdépodobné nejvétsi nevyhoda v uplatnéni téchto re-
aktorti ve FIA systémech spocivd v nemoznosti pouZiti kon-
centrovanych organickych rozpoustédel jako elu¢nich ¢inidel.
Toto omezeni je zplisobeno piitomnosti pryZovych hadicek na
peristaltickém cerpadle, které zajistuji kontinudlni aspiraci
¢inidel do celého FIA systému. Pii pouziti organickych ¢inidel
ve vy$si nez 50% koncentraci dochdzi k porusenti téchto hadi-
¢ek a tim i k nerovnomérnému pratoku Cinidla, vzniku fales-
nych signdli nebo zvySovani nulové linie pfi pouZiti spektro-
fotometrického detektoru v dasledku zmén v indexu lomu,
a také Casto ke znehodnoceni adsorpcniho reaktoru.

Adsorpéni reaktory slouzi pfedevsim pro prekoncentraci,
zvlasté kovovych iontl pro jejich stanoveni AAS detekei*’™°,
nebo jsou vyuziviny pro zakoncentrovani organickych slou-
¢enin z vodnych roztokd.

Znacnd vyhoda téchto reaktord spociva v jejich pouZiti pii
analyze vzorkl se slozitou matrici, jako jsou odpadni vody,
biologické materidly (krev, sérum, mozkomiS$ni mok, moc)
apod., kdy je pozadovidna prekoncentrace analytu a odstranén{
balastnich latek. Pfi zafazeni ochranné predkolonky do proudu
vzorku ve FIA systému je pak mozné analyzovat vzorek bez
predchozich dprav. Technika FIA-SPE se usglatnila pfi stano-
veni napf. captoprilu’!, kyseliny salicylové>?, pesticidi’®® aj.

Jednim z méné zndmych sorbent( je polyurethanovd péna,
kterd byla pouzita ve FIA poprvé k prekoncentraci zinecnatych
iontl ZIiako thiokyandtovych komplexi z biologického mate-
ridlu®®,

Meéné obvyklé je pouziti adsorpcnich reaktort jako fdzo-
vych separdtord pii extrakci z kapaliny do kapaliny'. Tyto
kolony se schopnosti selektivné adsorbovat vodni fazi mohou
nahradit pouziti obvyklych jednotek pro kontinudlni separacn{
procesy.

Adsorp¢nich materidlt je také mozno pouzit ke tvorbé
pritokovych senzordi umisténych v pritokovych celdch, do-
volujicich individudlni a multianalytické stanoveni. Tak je
tomu v piipadé fluorimetrického stanoveni kyanidi, které je
zaloZeno na retenci kyanidovych komplexd s berylliem na
chemicky modifikovaném silikagelu a jeho simultdnnim mo-
nitorovani. Citlivost této metody je g)ak zvysena o 2 fady ve
srovnani s konvenéni FIA metodou®.

Tyto reaktory umisténé v detek¢nich celdch také umoznuji
multianalytické stanoveni s vyuzitim spektrofotometrie s dio-
dovym polem, jako je tomu napiiklad u analyzy terndrnich
smési amind™.
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2.5. Imunoafinitni reaktory

Tyto typy reaktorti se uplatfiuji zejména pii stanoveni
antigennich materidld makromalekuldrniho charakteru pfi kli-
nicko-biochemickych ¢&i imunologickych vysetienich!®78
Patff mezi separacni reaktory, které vyuZzivajf afinitnf ligandy
(protildtky) imobilizované na sténu reaktoru nebo na inertni
nosic¢ k vytvoreni selektivni staciondrni faze pro analyzu vzorku.

Po nadavkovani vzorku do kolony se analyt specificky
vdze na imobilizovanou protildtku a ostatni komponenty vzor-
ku jsou bez zadrzeni eluovdny. Tvorba téchto biospecifickych
komplexti mezi analytem a afinitnim ligandem je velice citlivd
na prostiedi a je podminéna nejen vhodnym pH, iontovou
silou, teplotou, ale i koncentraci kovovych iontd, piipadné
kofaktord nebo jinych dalezitych latek. Pfi zméné reakénich
podminek v koloné (sloZeni pufru, rozpoustédla, pH, gradien-
tu jontové sily, teploty nebo pomoci konkuren¢nich ligandd,
alosterickych efektort, koenzymti, disociacnich cinidel aj.)
miizeme analyt nasledné eluovat a detegovat®®®.

Jako afinitn{ ligand pro izolace biologicky aktivnich ldtek
je vhodna kazdd sloucenina, kterd s nimi tvoi{ biospecifické,
pevné a reverzibilni komplexy.

Nevyhodou téchto reaktorit je jejich naroc¢na priprava,
kteﬁrlé spocivd ve slozité imobilizaci afinitnich ligandd na no-
Sic™.

Afinitni ligand musi spliovat dvé zdkladni podminky:
musi obsahovat funkéni skupinu pouzitelnou pro kovalentn{
vazbu na tuhy nosic, aniZ se tim naru$i komplementarni vaze-
bné misto nutné pro tvorbu specifického komplexu a po imo-
bilizaci mit dostate¢nou afinitu pro izolovanou latku. Mnoho
pozadavki je také kladeno na nosi¢ afinitniho ligandu umi-
sténého v reaktoru: nerozpustnost, nulova adsorpéni kapacita,
dostate¢nd permeabilita a velky specificky povrch, vysokd
pevnost, chemicka reaktivita dovolujici vazbu afinitniho li-
gandu, chemickd stabilita za podminek vyzadovanych pro
vazbu, adsorpci, desorpci i regeneraci, hydrofilni charakter aj.

Z biopolymernich nosi¢l je nejéastéji pouzivdna agarosa,
ddle celulosa, dextran, polyakrylamid aj. Pro imobilizaci gly-
koproteind je v soucasé dobé nejvic uzivdna vazba pies cuk-
ernou slozku do nizZ je oxidaci zavedena aldehydova skupina,
kterd se vaze na hydrazinové derivaty tuhych nosica.

Nevyhodou imunoafinitnich reaktord je také velka zavis-
lost tvorby komplexti biologicky aktivnich ldtek s afinitnimi
ligandy na mikrookoli. To je Casto pfi¢inou casové naro¢nosti
vypracovani podminek piipravy optimdlnich bioadsorbentt
i podminek pro sorpci a desorpci izolovanych ldtek. Optimdln{
sorpcni a desorpéni podminky reaktoru zjistime ze stanoveni
adsorpce izolované latky na imobilizovany afinitni ligand
v zdvislosti na pH, iontové sile, povaze pufri, teploté, piipad-
né i dalsich faktorech™ .

Pracovni podminky téchto reaktor jsou odlisné podle
jednotlivych typt stanoveni, tak jako u vySe uvedenych reak-
tort. Je zde ale kladen diraz na omezené reakéni podminky
(silné kyseliny a zasady, koncentrovand organicka ¢inidla). Pfi
pouziti drastickych podminek pro uvolnéni stanovované latky
dochdzi k naruseni vazby nosi¢—afinitni ligand a tim ke zne-
hodnocent celého reaktoru. Vétsina imunoafinitnich reaktord
pracuje v rozmezi pH 5-11. Délka vétSiny téchto reaktorti se
pohybuje v rozmezi 0,5-5 cm, (podobné jako u adsorp¢nich
reaktor() a voli se podle mnozstvi navdzaného a aktivniho
afinitniho ligandu.
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2.6. Reaktory uvoliujici ¢inidlo

Vyuziti téchto reaktort ve FIA systémech nedosdhlo zatim
vétSiho rozsiteni. Jejich zapojeni do systému umoziluje elimi-
novat pouziti ¢erpadla pro pfiddvani reagencif, pouziti sméso-
vacich T-kust a odstranéni problémi vznikajicich z nedoko-
nalého miseni zony vzorku s pfidavanymi Cinidly. Dals{ vy-
hodou téchto reaktordi je minimdlni pfispévek k rozsifeni
separovanych z6n, a tim zvySeni citlivosti stanoveni diky
snizenému fedéni vzorku. Jejich celkovd vyhoda vyplyvd ze
zjednoduseni celého systému, ktery pak pracuje bez nadbytec-
nych kanalt ddvkujicich ¢inidlo.

Tyto reaktory jsou uzavieny v minikolondch tzv. cartridge
(napf. peroxyoxaldt pro chemiluminiscen¢ni stanoveni pero-
xidi®®) nebo jsou vazdny na nosici. Imobilizovanych cinidel
se také ve FIA vyuzivd k detekcei, pokud jsou ¢inidla vhodné
imobilizovana na sténu pritokové cely.

Dalsi modifikaci tohoto typu reaktord jsou reaktory z du-
tych vldken. Reaktory vyuZzivaji nékolika dutych vldken napf.
ze sulfonovaného polyethylenu kterd jsou ponofena do rozto-
ku ¢inidla a zavedena do FIA systému.

3. Zavér

Jednoduchost, rychlost, flexibilita a plnd automatizace
jsou hlavnf{ charakteristiky metody FIA a umoznily uplatnén{
této techniky v agrochemickych a biochemickych laborato-
fich, pfi analyzach v oblasti zZivotniho prostiedi, ve farmacii
v kontrole kvality a uc¢innosti 1éCiv, pfi disolucnich testech,
stabilitnich studiich apod. Se zvySujicimi se pozadavky na
citlivost a selektivitu analytickych metod, na sniZeni spotfeby
¢inidel a na zjednoduseni pripravy vzorku pied stanovenim je
i v technice FIA nutné udrzeni tempa s modernimi analyticky-
mi postupy. ReSeni téchto pozadavkil spolivd v zapojeni
riznych typl reaktor s tuhou fdzi pfimo do pritokového
systému FIA analyzatoru.

Hlavni aspekty soucasného trendu v technice FIA-SPR
miZeme rozdélit do 4 skupin:

1. miniaturizace jako prostfedek sniZeni spotieby Cinidel a vzor-
k@; zmény systému z makroskopického na mikroskopicky,
uprava vzorku piimo v pratokovém systému (prekoncen-
trace, derivatizace, odstranéni vlivu matrice) a tim zvySeni
selektivity a citlivosti,

sjednoceni reakce (retence) a detekce za ucelem vyuziti
vsech vyhod tohoto zapojeni (zvySend citlivost, selektivi-
ta, frekvence davkovani),

pozadavek na multianalytické stanoveni diky jednoduché-
mu konven¢nimu detektoru, vhodnému reaktoru s tuhou
fazi a FIA systému.

Spojeni FIA-SPR piedurcuji tuto techniku jako velmi
vhodny prostiedek vSude tam, kde je nutno analyzovat velké
sérire vzorkil (rutinni analyzy vod, potravin, krve, moci),
sledovat zmény koncentrace analyt v pribéhu rdznych pro-
cestl (fizeni a optimalizace biotechnologickych vyrob, moni-
torovdni hladin 1é¢iv nebo jejich metabolitl v télnich tekuti-
ndch pacientl) a zejména tam, kde je stanovovany analyt
soucdsti slozité matrice. Ve vSech téchto rozmanitych oblas-
tech se technika FIA-SPR uplatiiuje také z divodu sniZeni
objemu vzorkl i spotieby Cinidel a tim i nizStho zatiZen{
zivotniho prostfedi diky mensimu mnozstvi odpadu.

2.
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Zuvedenych skutecnosti vyplyvd, Ze potencidl vyuziti FIA
s on-line zapojenim reaktort s tuhou fdzi je v analytické praxi
znacny a bude se zfejmé ddle rozsifovat.

Autori dékuji Ministerstvu Skolstvi a mlddeZe za financni
podporu této prdce (projekt MSM 111600001 ).
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Chemistry, Faculty of Pharmacy, Charles University, Hradec
Krdlové): Solid Phase Reactors in Flow Injection Analysis

The review deals with the principles and practical applica-

tions of the use of the solid phase reactors in FIA (flow
injection analysis) techniques. The article is confined to the
advances in the development of the analysis of samples in the
flow systems, mainly on-line preparation (derivatization, se-
paration and preconcentration) of samples inside the flow
injection manifold. The article involves 82 references cove-
ring the period from 1985 to 1999.
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1. Uvod

Terpeny jsou pfirodni uhlovodiky, vznikajici jako metabo-
lity nékterych rostlin, pfevazné stromd, a zejména jehli¢na-
ni'% Ty, které vyznamné ovliviiuji chemické procesy v atmo-
sféfe (obr. 1), se vyznacuji nepfili§ vysokymi body varu (155—
185 °C) a nizkou polaritou molekuly, kterd je pfi¢inou jejich
relativné vysoké t&kavosti®. Tyto slouceniny patii k rozsahlé
skupiné rostlinnych latek (isoprenoidi), do niz zahrnujeme
i zddnlive tak rozdilnd chemicka individua, jako jsou kaucuk,
karoten a kyselina giberelova. Zvlastni postaveni mezi iso-
prenoidy mad isopren.

Systematika terpenové chemie déli terpeny na monoterpe-
ny, seskviterpeny, diterpeny, triterpeny, tetraterpeny, sester-
terpeny a polyterpeny. Tyto nazvy vznikly historickym vyvo-
jem a oznaceni vychdzi ze sloucenin, které obsahuji dvé
isoprenové jednotky. Monoterpeny obsahuji dvé isoprenové
jednotky, diterpeny Ctyfi isoprenové jednotky, triterpeny Sest
isoprenovych jednotek. Seskviterpeny maji tfi isoprenové jed-
notky a sesterterpeny pét isoprenovych jednotek. Slouceniny
s vy$§im poctem uhlikii nez patnict maji vysoké body varu
a minimdlni tékavost. V pfirodé lze také nalézt skupinu po-
lyterpenti predstavovanou kaucukem a gutapercou, coZ jsou
polymery se zanedbatelnou tenzi par.

Biochemie tvorby isoprenoidd byla, a stdle je rozsdhle
zkoumdna a jsou znadmy nékteré detaily jejich biosyntézyl’z.
P1i téchto reakcich 1ze dospét az k iridoinovym alkaloidiim,
véetné kyseliny abscisové. Isopren se tvoii v chloroplastu
plsobenim isoprensynth::lsy‘F6 na 3,3-dimethylallyl-difosfdt
v pfitomnosti hofec¢natych iontd.

Stdle nevime, pro¢ nékteré rostliny terpeny produkuji.
Predpoklada se, Ze jde o urcitou formu chemické obrany
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rostlin pfed hmyzem a cizopasniky’. Tyto slougeniny piisobi
i jako chufovd bariéra pro bylozravee® '° Produkci isoprenu
rostlinami nelze v souc¢asné dobé uspokojiveé vysvétlit. Podle
soucasnych poznatkti jde o metabolickou poruchu, nemajici
piimou souvislost s biosyntézou ostatnich isoprenoidu.
Neékteré terpeny maji praktické vyuziti. V kosmetice a v 1¢-
karstvi tvoii slozky zvlastni skupiny 1é¢iv s antibakteridlnimi
ucinky (pineny, limonen, felandren, kamfen, karen). Na terpe-
ny bohaté rostlinné silice se primyslové ziskdvaji z rostlin-
ného materidlu, napiiklad z borové klry nebo z terpentynu
destilaci s vodni parou''. V etherickych olejich pochdzejicich
z jehli¢nanéi pievladaji monoterpeny'’. Jsou to zejména o-
-pinen a B-pinen, v mensi mite limonen, B-felandren, 3-karen
a kamfen, vzacnéji jsou v nich obsazeny tricyklen, terpinolen,
o-terpinen a 7y-terpinen, pifipadné bicyklicky uhlovodik ze
skupiny seskviterpenti, zndimy pod ndzvem kadinen. V téchto
kapalnych silicich je mozno nalézt i kyslikaté derivaty mono-
terpent, jako jsou 1,8-cineol (eukalyptol), kafr, linalool, cit-
ronelol a bornyl-acetdt. Vzacné se v prirodé vyskytuji sabinen
(v jalovci), thujen (v thuji), nebo santen (v sibifské jedli)lz.

2. Atmosférické emise isoprenoidu

Tékavé isoprenoidy patii ke skupiné biogennich slou-
¢enin, které je mozné obecné zaradit mezi t€kavé (VOC) nebo
polotékavé (SVOC) organické slouceniny. V globdlnim mé-
fitku je produkce tohoto druhu isoprenoidii vyznamna'® a za-
sadnim psobem ovliviiuje chemii atmosféry. Emise z rostlin
principielné kontroluji oxidac¢ni kapacitu kontinentdlni oblasti
troposféry. Tyto biogenni uhlovodiky jsou prekurzory tropo-
sférického neantropogenniho ozonu', ovlivﬁugl’ koncentrace
OH radikalii a oxidu uhelnatého v atmosfére'*'¢ Isoprenoidy
byly také identifikovany'” jako vyznamné vychozi reaktanty
pfi okyselovani Zivotniho prostredi.

Zejména lesni porosty emituji do atmosféry velkd mnoz-
stvi téchto reaktivnich uhlovodikd. Terpeny a isopren se ze
zivych i z odumielych stroml uvoliiuji do atmosféry v tako-

5 v o of

tricyklen O-pinen [-pinen kamfen

LR QU

myrcen B-felandren limonen 3-karen



Chem. Listy 95, 157 — 162 (2001)

vém mnozstvi, Ze i pfes nardstajici primyslové znecistén{
predstavuji hlavni zdroj uhliku v atmosfére. Biogenni emise
fadove pfevyéu[jl’ emise antropogenné emitovanych organic-
kych sloucenin'®.

Jako prvni se pokusili odhadnout produkci biogennich
slou¢enin Rasmussen s Wentem'? v roce 1965. Podle jejich
odhadu se do atmosféry uvoliluje ro¢né 432 Tg uhliku/rok,
ktery pochdzi z biogenné produkovanych organickych slou-
Cenin. V ndsledujicim obdobi byly Cinény pokusy zpiesnit
a strukturovat tyto emise'>?*2 Podle poslednich poznatki
emise téchto slouc¢enin odpovidaji ekvivalentu 1150 Tg uhliku
za rok** a jsou strukturovany nésledovng: 503 Tg uhliku/rok
(isopren), 127 Tg uhliku/rok (monoterpeny), 260 Tg uhliku/
rok (reaktivni organické tékavé latky), zbyvajici ¢dst emisi,
260 Tg uhliku/rok, tvofi ostani organické slouceniny.

Kromé toho, Ze pfitomnost terpenti a isoprenu v atmosféie
ovliviiuje obsah fotochemickych oxidanti, kysli¢éniku uhel-
natého a vodiku, je tato skupina uhlovodikti spojovédna s at-
mosférickym ukazem, nazvanym modry opar (Blue Haze),
jehoz existenci dokladaji ¢etné historické ndzvy, napt. v USA
,,Blue Ridges” nebo ,,.Blue Mountains” v Austrdlii. Jednd se
o modfe zbarveny opar aerosolového charakteru vznikajici
nékdy v 1ét¢ za jasnych bezvétrnych dnt nad lesy, ptipadné
nad lukami, v mistech vzdédlenych od mist primyslového
znedisténi. Tento jev poprvé diskutoval Went®, ktery se do-
mnival, Ze ¢astice modrého aerosolu jsou bituminosniho a as-
faltického charakteru a vznikaji oxida¢nimi reakcemi par ter-
pent v invezrni vrstvé vzduchu. V soucasnosti predpokla-
ddme, Ze modry opar je pfimo pozorovatelnym disledkem
fotochemickych reakci probihajicich v atmosfére®®’, podle
ndsledujiciho schématu: seskviterpeny reaguji s OH radikdly,
NO, radikdly a ozonem?® v reakcich, jejichz produkty jsou
oxygenované formy seskviterpend. Tyto slouceniny jsou mé-
né tékavé a shlukuji se do mikroskopickych ¢dstic organického
aerosolu (biogenni aerosol).

Struktura biogennich emisi isoprenoidi je geneticky pod-
minéna®®?’. Bylo viak zjiiténo, Ze ani v ramci jednoho ekotypu
nelze extrapolovat sloZeni biogennich sloucenin v jednom
druhu rostlin do geneticky piibuzného druhu rostlin. Jako
ptiklad 1ze uvést dub Cervina (Quercus ilex), ktery, na rozdil
od ostatnich druhii dubu, v jejichz emisnich charakteristikach
prevazuje isopren, emituje do okoli vyznamnd mnozstvi mo-
noterpeni’. Pfi prvnim piibliZeni viak plati, Ze opadavé druhy
stromd uvoliiuji zejména isopren, jehli¢nany uvoliuji prevaz-
né terpeny”’. V lokdlnim méfitku maji vliv na obsah a zastou-
peni isoprenoidii v lesnim vzduchu tyto faktory: botanické
slozeni biotopu, mnozstvi isoprenoidi akumulovanych ve ve-
getaci a jejich t€kavost, vegetacni obdobi, denni doba, meteo-
rologické podminky, pedologické poméry, teplota , listi* a in-
tenzita osvétleni*>*>. V zdvislosti na t&chto parametrech se
koncentrace terpentt v ovzdu$i méni v rozmezi tisicin az
nekolika jednotek ppb(v/v). Maximdlni, jednotkové ppb(v/v)
obsahy terpenti (o-pinenu) byly naméfeny v lesnim vzduchu
v letnich mésicich tésné pred vychodem slunce, pripadné
po zdpadu slunce a mohou byt az desetkrat vyssi nez koncen-
trace denni®’. V lesnim ovzdusi lze nalézt i relativné vysoké
koncentrace B-pinenu, limonenu, ale i dalSich terpend, ja-
ko jsou kamfen, 3-karen, myrcen, tricyklen, 1,8-cineol. Za-
kladnim faktorem, ktery ovliviluje okamzité emise terpend
z rostlin, je teplota. Emise terpent jsou na teploté exponen-
cidlné zavislé. Mnozstvi emisi a rychlost jejich uvoliiovan{
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souvisi s biologickymi parametry porostu, stupném jeho po-
Skozeni, se strukturni integritou olejnatych bunék a Zivic-
nych 7ldz lista®' a 1ze je v nékterych piipadech jednozna¢né
korelovat s fotosxntetickou asimilaci a transpiraci oxidu uhli-
&itého rostlinami®'. Emise isoprenu jsou ovliviiovany aktudlni
intenzitou svétla a jeho spektrdlnim slozenim®*, proto kon-
centrace isoprenu v lesnim vzduchu vykazuji vyrazné denni
fluktuace, jsou maximdlni béhem dne a zanedbatelné v noc-
nich hodindch®. Je piekvapivé, Ze obdobné jako isopren se
chovaji i monoterpeny s thujanovym skeletem®, sabinén
a thujén.

3. Reaktivita isoprenoidi a vliv jejich
reaké¢nich produkti na lesni porosty

Reaktivita isoprenu a terpenl je zaloZena zejména na
elektrofilnich a radikdlovych adi¢nich reakcich dvojné vazby
C=C. Nékter¢ terpeny jsou natolik citlivé k adi¢nim reakcim,
Ze napriklad o-terpinen, obsahujici dvé konjugované dvojné
vazby v Sesticleném kruhu, reaguje jiz pfi béznych teplotach
se vzdusnym kyslikem za vzniku cyklického peroxidu, s trivi-
dlnim ndzvem askaridol. Reakce ozonu s isoprenem nebo
terpeny vedou ke vzniku hydroxylovych radikali'” a nestabil-
nich ozonidd'>!73>8 Ozon se aduje na dvojnou vazbu za
vzniku primdrniho ozonidu, ktery ndsledné pfechdzi na sekun-
dédrni ozonid, ve kterém je kyslikovy a peroxidicky mustek
lokalizovédn v misté, kde pred reakci byla dvojnd vazba mezi
uhlikovymi atomy'% V piitomnosti molekuly vody se sekun-
darni ozonid Stépi, a v zdvislosti na poloze dvojné vazby
vznikaji karbonylové nebo aldehydické slouceniny a peroxid
vodiku'?* Reakéni schéma oi-pinenu s ozonem je uvedeno na
obrdzku 2.

V nocnich hodindch reaguji tékavé isoprenoidy podle do-
posud ne zcela objasnéného chemického mechanismu, s NO,
radikdly. Z experimentt, které provadél Corchnoy s Atkin-
sonem’’ vyplyvd, 7e reaktivita o- a [-pinend, 3-carenu, sa-
binenu, limonenu, myrcenu, ocimenu, y-terpinenu a o-felan-
drenu s OH radikdly, ozonem a radikdly NO, je srovnatelna'®,
Vyjimku mezi sledovanymi terpeny tvoii o-terpinen, u kte-
rého reakce s ozonem dominuje pfi jeho odstrafiovani z tro-
posféry.

V souvislosti s isoprenoidy emitovanymi lesnimi porosty
byla prokazdna tvorba znaéného mnozstvi peroxidu vodiku
a organickych peroxidﬁ35’3840. Tyto peroxoslouceniny maji
vyrazné fytotoxické ucinky***?a zptisobuji patologické zmé-
ny ve struktufe listd a jehli¢i®’. Peroxid vodiku vyvoldva
zavéazné deformace™ mezofylovych bunék listd, které se pro-
jevujizvétsenim plochy mezibunécného prostoru a naslednym
zvy3enim emisi biogennich slougenin. Podle Peterse*® piiso-
beni peroxidu vodiku a organickych peroxidi miize zptisobo-
vat vazné Skody na lesni vegetaci. Expozice smrkového jehlici
kyselé mlze obsahujici peroxid vodiku generuje katabolické
efekty v primdrnim jehlici, které se projevuji poruchou vodni{
rovnovéhy rostliny*®*! a mohou mit v piipadé nedostatku
vldhy fatdlni ndsledky na lesni porosty™.

Kromeé toho, Ze pfitomnost peroxidu vodiku v ovzdusi je
a priori nebezpecnd pro rostliny, molekuly peroxidu vodiku
reaguji*’ s ionty dvojmocného Zeleza v tzv. Fentonové reakci

Fe** + H,0, — Fe’* + OH™ + OH’
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Obr. 2. Reakéni schéma o-pinenu s ozonem

produkujici s vysokym vytéZkem mimorfddné reaktivni hy-
droxylovy radikal. Reakce probiha jiz pti béznych teplotach
a nevyzaduje plisobeni ultrafialového zdfeni. Ionty dvojmoc-
ného Zeleza*’ jsou fotoredukei regenerovany z komplexi troj-
mocného Zeleza s peroxidem vodiku, a tak mtize Fentonova
reakce predstavovat novy zdroj generujici hydroxylové radi-
kaly do biosféry. Pravdépodobnost pribéhu Fentonovy reakce
Ize v ptirodé pozitivné korelovat zejména s obsahem isopre-
noidid v ovzdus$i a lze ocCekdvat, Ze reakce bude probihat
zejména v mistech s intenzivnim automobilovym provozem,
pfi kterém se uvoliiuje do troposféry zelezo v disledku otéru
toCivych soucdsti motora.

4. Historické mezniky pri stanoveni
isoprenoida v ovzdusi

Prestoze spolehlivé stanoveni isoprenu a terpenti v ovzdusi
ma v sou¢asném obobi mimoradny vyznam a vysokou prio-
ritu, neni problematika jejich stanoveni beze zbytku dofeSena.
Chyba stanoven{ pii analyze emisi isoprenu sou¢asnymi ana-
lytickymi postupy je vyznamna*®*”. Publikované tidaje o ob-
sahu ostatnich isoprenoidd v ovzdusi jsou diskutabilni**, jsou
s nejvetsi pravdépodobnosti podhodnoceny.

Podle dostupné literatury, prvnf historicky dolozitelné po-
kusy, systematicky provadéné za ucelem stanoveni biogen-
nich sloucenin v ovzdusi byly u¢inény Rasmussen s Wentem
v roce 1964 (cit."®). Autofi sledovali obsahy terpent v lesnim
vzduchu. Jejich méfeni pfindSeji prvni kvantitativni ddaje
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o aktudln{ koncentraci nékterych rostlinnych t€kavych latek
ve vzduchu i zajimav4 zjisténi, Ze produkce biogennich litek
je spojena s vyvojovym stadiem dievin, zdsahy ¢lovéka do
ekosystému a meteorologickymi podminkami. Analyza se
provadéla pfimym ndstfikem 5 ml okolniho vzduchu do ply-
nového chromatografu (GC) Perkin Elmer 800, umisténém
v mobilni laboratofi, ktery obsahoval ndpliovou kolonu se
staciondrni fazi Carbowax 20M. Detekce jednotlivych slou-
¢enin byla provadéna plamenové ioniza¢nim detektorem (FID).
Tato metodika umoznovala sledovat tékavé rostlinné latky ve
volné pfirodé na urovni 10 ppb(v/v). Rassmusen s Wentem
prokdzali, Ze v ovzdusi je, kromé sloucenin s terpenovym
skeletem (oi-pinen, B-pinen, 3-karen, limonen, myrcen), také
isopren. Tento experiment probihal sou¢asné& i v Holandsku'".
Vzduch vSak nebyl analyzovdn na misté odbéru, ale po trans-
portu v polypropylenovych saccich do laboratofe, odbérem
injek¢ni stifkackou a ddvkovanim do plynového chromato-
grafu. Pfimy ndstfik analyzovaného vzduchu do plynového
chromatografu byl pouzit v ndsledujicim obdobi nékolikrét.
V roce 1972 Rasmussen?! analyzoval biogenni slou¢eniny po
ndstiiku 1-5 ml plynného vzorku do plynového chromato-
grafu s plamenové ionizacnim detektorem.

Ke snizen{ detek¢éniho limitu pfi analyze isoprenoidd v ov-
zdusi jehli¢natych lest vypracovali Whitby s Coffeyem*® tech-
niku, kterd umoziovala davkovat do plynového chromato-
grafu stovky mililitr vzduchu. Analyticky postup je zaloZen
na kryofokusaci analytii z naddvkovaného plynného vzorku
v nerezové trubici pii teploté kapalného dusiku. Po kryofoku-
saci nasledoval ohfev trubice a separace v napliové nerezové
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koloné se staciondrni fazi OV-101. Tento postup, ve spojeni
s plamenové ionizacni detekci, umoznil monitorovat sub-ppb
(v/v) mnozstvi isoprenoidd v plynném vzorku.

Prestoze je metodika pfimého ndstiiku analyzovaného vzdu-
chu do plynového chromatografu jednoduchad, snaha o zvysen{
poctu identifikovanych isoprenoidd v jednom vzorku vedla
k téméf vyhradnimu pouzivani kapilarnich plynoveé chroma-
tografickych kolon, jejichZz pouziti pfimy ndstfik plynného
vzorku vyznamné omezuje. V této souvislosti se pfi vzorko-
vani ovzdusi zacala aplikovat technika adsorpce na tuhych
sorbentech. Slouceniny jsou ze sorbentil extrahovany rozpou-
stédly, pripadné jsou desorbovany teplem ve specidlnich de-
sorpcnich aparaturdch a analyzovdny plynovou chromato-
grafii. Poprvé se sorbenty experimentoval Hedin***®, ktery
stanovoval tékavé biogenni latky v prostiedi bavinikovych
plantdzi. Analyzovany vzduch prosdval ptes Chromosorb 102,
adsorbované slouceniny byly extrahovany n-pentanem a ex-
trakt byl analyzovan na plynovém chromatografu s hmotovou
detekci (MS). Jako prvni separoval biogenni slouceniny na
kapildrni koloné (staciondrni faze OV-17), kterd umoznila
identifikovat v ovzdusi®® celkem 73 sloucenin, véetné o.-pi-
nenu, limonenu, myrcenu a 3-caryophylenu.

Extrakce adsorbovanych sloucenin kapalinou je ¢asové
ndroc¢nd a byla pouzivdna pfi analyze biogennich sloucenin
v ovzdusi vyjimec¢né, napiiklad pii vyvoji pasivnich monitort
monoterpenti v pracovnim prostiedi pii zpracovani dfeva’'.

V roce 1977 Holzer’® jako prvni aplikoval pii analyze
organickych sloucenin emitovanych biogennimi a antropo-
gennimi zdroji adsorpéné-tepelné-desorpéni techniku. Pii vzor-
kovani ovzdusi, které bylo do laboratofe transportovano v 35
litrovém kontejneru, pouzil Tenax GC, Carbopack BHT nebo
Ambersorb XE-340. Analyty byly ze sorbentti tepelné desor-
bovany v upraveném injektoru plynového chromatografu a ve
spojeni s GC-MS analyzovdny. Vyhradné pro monitorovani
obsahu terpenti a isoprenu v ovzdusi slouzila adsorpcné-te-
pelné-desorpéni technika v roce 1979 Holdrénovi 3 ktery
porovndval dva zptisoby vzorkovani biogenné emitovanych
sloucenin z ovzdusi: kryogenicky a adsorpci (Tenax GC). Oba
poskytovaly srovnatelné vysledky. Vzorkovéni do kryotrapu
ipres adsorp¢ni trubic¢ku se neprovadélo piimo v misté métent,
ale z 6-litrového nerezového kanistru, ve kterém byl moni-
torovany vzduch shromazdovan a transportovan do laboratote
k analyze. Ldtky byly separovany ve sklenéné SE-30 kapildrni
koloné a v ocelové naplinové koloné s Durapakem-Low K. Pri
detekci a identifikaci byl pouzit MS detektor. Minimdlni de-
tegovatelné mnozstvi bylo stanoveno na méné nez 10 ppt(v/v).
Pfi téchto experimentech byla poprvé testovana hypotéza o vli-
vu ozonu pfitomného v analyzovaném vzduchu na vysledky
stanoveni obsahu biogennich latek olefinického charakteru.
Vzdjemna souvislost mezi obsahem ozonu v atmosfére a spo-
lehlivosti vysledkii nebyla potvrzena, byla v§ak nalezena kore-
lace pro reakci téchto sloucenin s oxidy dusiku.

Prestoze se od konce sedmdesatych let pri stanoveni bio-
gennich sloucenin v ovzdusi pouzivaly vyhradné kapilarni
kolony, Yokouchi*prokazal, Ze vhodnou metodikou (tandem
GC-MS, ,,single ion mode* detekce), 1ze spolehlivé sledovat
sub-ppb(v/v) koncentrace monoterpend v ovzdusi i v piipadé,
Ze je pouzita ndpliova kolona. Vzorkovani probihalo na ko-
lonky s Tenaxem GC, ze kterého byly analyty tepelné desor-
bovany do sklenéné ndpliiové kolony se smésnou staciondrni
fazi silikon DC 200 s Bentonem 34. V roce 1982 Arnts>* se
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spolupracovniky analyzovali biogenni slouceniny po odbéru
vzduchu do 20 litrového Tedlarového vaku pokrytého ¢ernou
polyethylenovou f6lif, jehoZ obsah byl k zabranéni reakci
s ozonem dopovan oxidem dusnatym. Po transportu do labo-
ratofe bylo 500 ml vzduchu z Tedlarového vaku kryogenicky
zakoncentrovdno v nerezové kapildfe a podrobeno plynové
chromatografické analyze s plamenové ioniza¢ni detekci. Pro
separaci pouzili WCOT kolonu se staciondrni fazi SE 30.
Tento postup umoznil analyzovat obsah biogennich uhlovo-
dikl v ovzdusi na drovni desitek ppt(v/v). Vysledky nepotvr-
dily negativni vliv oxidu dusnatého ani vliv casového prodlen{
mezi vzorkovanim a analyzou na spolehlivost stanoveni.

Pri leteckém i pozemnim odbéru vzorkt vzduchu, které
byly provddény v letech 1977-1980 v rdmci sledovani vlivu
spalovani destného pralesa na Zivotni prostfedi v Brazilii,
vyhodnocovali Greenberg s Zimmermanem” také emise iso-
prenu a nékterych monoterpend. Pii této kampani pouzivali
k odbéru vzduchu 4 litrovy nerezovy kanystr, ze kterého byly
vzorky vzduchu po transportu k analyze kryofokusovdny v ne-
rezové smycce naplnéné sklenénymi kulickami a ponoiené
v chladici ldzni (kapalny kyslik nebo argon). Kondenzdt byl
po zahfdt{ injektovan do plynového chromatografu a po sepa-
raci v kapildrni koloné SE-30 byly jednotlivé piky detegovany
plamenové ionizacnim nebo MS detektorem. Bylo prokazéno,
ze vzorkovéni vzduchu do nerezovych kanystrd, s vyjimkou
uhlovodikti obsahujicich ve své molekule kyslik, je stejné
spolehlivé jako vzorkovani na Tenax, do teflonového nebo
Tedlarového vaku®.

Pii sledovdni emisi isoprenu a terpent ze stromti charak-
terizujicich ekosystém severni polokoule popsal Isidorov™®
adsorpcné-tepelné-desorpéni techniku bez kryofokusace. Pri
vzorkovéni testoval sorbenty Carbochrom a Tenax GC, sepa-
raci analyti provadél v kapildrni kovové koloné s dinonylfta-
latem a k identifikaci jednotlivych sloucenin chromatografic-
kého zdznamu pouzil MS detektor. Isidorov zjistil, Ze tepelnd
desorpce z Carbochromu zptisobuje piemény, rozklad, izome-
raci piripadné dehydrataci terpend. Takto zpdsobené ztrdty
mohou byt az 60 % (o~ a B-pinen). Spolehlivéjsi vysledky
stanoveni ziskal Isidorov pii vzorkovani na Tenax GC.

Od poloviny osmdesatych let se pro vzorkovéni biogen-
nich sloucenin z ovzdusi pouzival téméf vyhradné Tenax
(polymer 2,6-difenyl-p-fenylenoxidu). Tento sorbent se v né-
kterych piipadech chova nestandardng>”*® V piitomnosti oxi-
dujicich litek nebo latek kyselé povahy produkuje analytické
artefakty™, reaguje s ozonem®’*, jeho vlastnosti se zhorsuji
se zvySujicim se po&tem tepelné-desorpénich cykla®®, méni se
po ozéfeni slune¢nim svétlem®. Tyto nevyhody lze ¢dstecné
eliminovat pouzivanim tepeln& kondiciovaného Tenaxu® (Te-
nax TA) piipadné jeho chemickou tipravou®’.,

Pro vzorkovdni biogennich slouc¢enin z ovzdusi neni vhod-
né pouzivat Carbopack B (cit.””) ani ostatni sorbenty obsahu-
jici uhlik, napt. Carbotrap (cit.®) nebo Carboxen 569, ktery
v souvislosti se vzorkovdnim biogennich sloucenin v ovzdusi
studoval Coeur se spolupracovniky’®. Piesto se uhlikaté sor-
benty pfi vzorkoviani isoprenu v ovzdus$i pouzivaly, napf.
v ramci projektu’* BEMA (trojslozkové loze Carbotrap C/Car-
botrap B/Carbosiv S III) pfi analyze ovzdusi na obsah biogen-
nich slou¢enin’ (Carbotrap 300). Sorbenty s obsahem uhliku
byly také pouzity v projektu® BEMA, ve kterém tcastnici
projektu méfili denni a sezonnich zmény emisi monoterpent
z dubu Cervina (Quercus ilex); pti kyvetovém studiu emis{
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isoprenoidd z anatomicky i morfologicky srovnatelnych péti
druhil dubu (Carbosiv IIT a Carbotrap, Carbotrap C s Carbo-
trapem) i r1 Larsenové porovndvacim prOJektu 63

PI‘OJth ATILA, v jehoz pribéhu byly v roce 1984 moni-
torovdny isopren a terpeny v atmosféfe lesnich porosti ve
Francii, vedl k rozsifeni adsorpéné-tepelné-desorpcni tech-
niky bez kryofokusace®>*®. Pii téchto experimentech byl po-
uzit plynovy chromatograf s FID detektorem, pficemz vzor-
kovani atmosféry probihalo na Tenax GC a Tenax TA (cit.%).
Po adsorpci byla trubicka se sorbentem ptipojena perforaci
septa ddvkovace plynového chromatografu k chromatografu
a adsorbované produkty byly tepelné desorbovény pii 300 °C.
Separace probihala v nerezové ndpliiové koloné€ se staciondrni
fazi Carbowax 20M.

Témét do konce osmdesdtych let vzorkovani a analyza
biogennich sloucenin v ovzdusi probihaly oddélené. V roce
1988 Riba® se spolupracovniky popsali automatizované zafi-
zeni, umoznujici on-line spojeni vzorkovdni a stanoveni iso-
prenoidti v atmosfére. Princip jeho ¢innosti byl ndsledujici:
biogenni slouceniny jsou zachycovany na sorbentu (Tenax
TA) naplnéném v niklové trubicce, ze kterého byly po tepelné
desorpci transportovany pomoci nosného plynu do kapilarni
kolony plynového chromatografu s plamenové ioniza¢nim
detektorem. Po tepelné desorpci analytd byl sorbent ochlazen
a pripraven k dalSimu vzorkovani. Analyza je casové méné
ndro¢nd a v porovndni s metodami pouzivajici kryofokusaci
je pristroj pfi stejné spolehlivosti vysledkd autonomnéjsi.

Se zvySujicim se poctem analyz na obsah biogennich
sloucenin v ovzdusi bylo ziejmé, Ze existuje korelace mezi
mnoZstvim ozonu ve vzorku analyzovaného vzduchu a analy-
tickymi artefakty. Proto v roce 1988 Jiittner®’ testoval indigo-
karmin, ktery byl v roztoku kyseliny chlorovodikové nanesen
na kfemenné kulicky naplnéné v ochlazené (0°C) sklenéné
kapilafe a mél slouzit k odstranéni ozonu. Pfi analyze redlnych
vzorki nebyl tento zptisob odstrannovani ozonu pouZit, protoze
v disledku kondenzace vodni pary dochdzelo k zahlcovani
reduktoru vodou. Pozdéji Jiittner® 8 pouzil jako reduktor ozonu
komer¢né vyrdbény ozonovy katalyzator. Jiittner doporucuje
pouzivat tento zptisob odstrafiovdni ozonu pii stanoveni bio-
gennich sloucenin v ovzdusi i presto, ze katalyzator nékteré
terpeny (kafr, 3-karen, tricyklen, kamfen a 1,8-cineol) ¢d-
ste¢né zadrzuje nebo je rozklddd. V pozde€jsi dobé se k odstra-
néni ozonu pouzivaly: bezvody sifi¢itan sodny®, thiosiran
sodny”, jodid draselny naneseny na vnitinich sténdch anuldr-
niho denuderu’’ nebo na sklenéné vate’, pripadné krystalicky
jodid draselny % K odstranéni ozonu slouzila i kovovd niklovd
trubice”®, uhlicitan draselny74 a oxid manganicity naneseny na
specielné konstruované médéné sifce minimalizujici ztraty
biogennich sloucenin’.

V roce 1994 dochdzi pfi analyze biogennich sloucenin
v ovzdusi k renezanci kryogenniho zpiisobu vzorkovani*’.
Kryotechnika vSak vyzaduje ochlazovat vzorkovany vzduch
na teploty hluboko pod bod mrazu (cca —190 °C) a je provizena
kondenzaci ozonu a oxidu dusicitého spolecné s analyzova-
nymi latkami, coz zvysuje pravdé fodobnost jejich reakef s bio-
gennimi slou¢eninami’'. Peters™ prokdzal, ze spolehlivost
vysledki stanoven{ terpenu zavisi na druhu terpenu a ovliviluji
ji ozon, oxid dusicity a relativni vlhkost vzorkovaného vzduchu.

Petersem™ byly v podstaté vy&erpany instrumentalni moz-
nosti, které skytd pro stanoveni biogennich slouc¢enin v ovzdu-
$1 plynovd chromatografie. V souvislosti se stanovenim iso-
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prenoidt vSak zbyva dofesit problémy, které jsou spojeny se
vzorkovanim isoprenoidii z ovzdusi, zejména jednoznacné
definovat vliv fotooxidantii na spolehlivost stanoveni iso-
prenoidi?*33376

S. Zavér

Smyslem tohoto ¢ldnku bylo sezndmit Citatele se zdklad-
nimi fakty, tykajicimi se produkce a analyzy isoprenoidd
v ovzdusi, a s potencidlem téchto t€kavych uhlovodiki ovliv-
fiovat hladinu fotooxidanti v troposfére.

Prdce byla realizovdna v ramci grantu 203/98/0943 GA CR.
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1. Uvod

Ptibarvovani poZivatin ma své opodstatnéni nejen z hle-
diska estetického, ale i fyziologického, avSak divodi pro
priddvani{ barviv je vice (znovu ziskat barevny vzhled potra-
viny, ktery se zménil béhem vyrobniho procesu, zajistit uni-
formitu vyrobku ve vSech vyrobnich Sarzich, zlepsit vzhled
potravinového vyrobku aj.). Pro ptibarvovdni se pouzivaji
pfirodni i syntetickd barviva.

Povoleni pouZiti aditiva autorizované statem (a tedy i syn-
tetickych barviv) musi zajistit spotiebiteli zdravotni nezdvad-
nost. To Ize uskutec¢nit na zakladé znalosti o toxickych vlast-
nostech kazdé aditivni latky (ze zdroji Svétové zdravotnické
organizace WHO a Potravindfské a zemédélské organizace
FAO jsou relativné dobfe zndmy) a znalosti o skutecném
konzumu kazdého typu potraviny v konkrétni komunité. Tyto
udaje hodlaji zjisfovat zemé€ EU povinnym monitorovanim
v kazdém clenském stdté. Druhy a pocty povolenych barviv
se v jednotlivych zemich lisi. Ve vétsiné zemi je povoleno
okolo deseti druhii syntetickych barviv jakoZto potravindf-
skych aditiv. Nejvyssi povolené mnozstvi (NPM) téchto bar-
viv v potravindch je stanoveno tak, aby ochraiiovalo zdjmy
spotiebitele.
sprdvnd a nedostatecnd vyziva, pfirodni toxické latky, mikro-
bidlni kontaminace a kontaminanty. Dlouhodoby vliv nékte-
rych aditiv na zdravi ¢lovéka nenf jesté zcela prozkoumadn
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a dodate¢né vyzkumy pak mnohdy odhaluji chronické posko-
zovani zdravi. Skryté nebezpeci pouZivani potravindiskych
aditiv (a tedy i syntetickych barviv) by se tedy nemélo podce-
novat. Vyrobci musi dodrzovat limity — NPM, jak jim uklddd
zdakon €. 110/1997 Sb. — o potravindch a tabdkovych vyrobcich
a provddéci vyhladsky. Stdld kontrola orgdny statniho dozoru
je zde zcela opodstatnénd.

2. Barviva

Barviva jsou organické slouceniny s takovou molekuldrn{
strukturou, kterd umoziuje absorpci svétla ve viditelné ¢asti
spektra a zarovenl umoziuje fyzikdlni nebo chemickou vazbu
s vybarvovanym substratem. Barevnost je podminéna rozsah-
Iym konjugovanym systémem dvojnych vazeb v molekule
barviva'. Nositelem barevnosti jsou skupiny obsahujici dvojné
vazby, tzv. chromofory (skupina azo-, nitro-, nitroso-, karbo-
nylovd). Vlastni sloucenina nesouci chromofory se nazyva
chromogen. Intenzitu zbarveni a afinitu k substrdtu zvySuji
auxochromy (skupina hydroxy-, amino-, alkylamino-). Nejd-

rotenoidy, flavonoidy, anthrachinony, betalainy a pyrrolovd
barviva’”. Rostlinné pigmenty se pouZivaji jako zdravotné
nezdvadnd barviva v potravinaiském primyslu, farmacii, kos-
metice a jejich vyuZiti se neustdle rozsituje.

2.1. Syntetickd barviva

Syntetickych barviv je vyrdbén velky pocet. Jde o primy-
slové vyrdbéné barevné slouceniny, které se syntetizuji z vel-
kého mnozstvi polotovard, zaloZenych na produktech zpraco-
vani ropy a dehtu, proto se Casto nazyvaji dehtova barviva.
U fady syntetickych barviv, zejména u barviv rozpustnych
v tucich, byly zjistény kancerogenni dcinky (napf. u maslové
Zluti, kterd byla pouzivdna k barveni ztuZenych tukli — marga-
rintt). U mnohych syntetickych barviv je také prokdzano he-
molytické pusobeni, inhibice nékterych enzymi a negativni
plsobeni na zaludecni sekreci. Mohou skodit také obsahem
rezidui z vyroby (rtiznych uhlovodiki, t€Zkych kova aj.).
Nékterd syntetickd barviva (tartrazin, amarant, erythrosin)
jsou podstatné méné akceptovatelnd nez ostatni. Je tfeba na to
pamatovat zejména pii nachylnosti k alergiim.

Podle chemické povahy lze fadit syntetickd potravindfskd
barviva do nékolika skupin. Jsou to azobarviva mono- i poly-
funkéni, di- a trifenylmethanova barviva, nitrobarviva, pyra-
zonovd, xanthenovd, antrachinonovd, chinolinova a indigoid-
ni barviva. VétSina ve vodé rozpustnych barviv je kyselé
povahy. Obsahuji ve své molekule jednu nebo nékolik sulfo-
skupin a jsou pouZzivdna ve formé sodnych soli, které jsou
velmi dobfe rozpustné ve vodeé. Z hlediska legislativy jsou
velmi dilezité i dikazy pfibarvovdni potravin synteticky-
mi barvivy, pfedevSim se zietelem k dodrZovanf{ piisluSnych
zdravotnickych norem'”,

Povoleni k pouzivani veskerych aditiv je podminéno celou
fadou zdravotnich zkouSek. Patii mezi né napiiklad zjiStén{
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akutni toxicity (LD-50) u pokusnych zvitat, tj. ddvka latky,
kterd usmrti 50 % jedincti, subchronické a chronické toxicity,
kancerogenity, mutagenity, teratogenity, kumulace v organis-
mu, bioenergetické ucinky, vliv na imunitu a nékteré dals{
ucinky. Byva urcen povoleny denni piijem (ADI — acceptable
daily intake), ktery vychdzi z pokusli na zvifatech. Podle
doporuceni WHO se zjisti koncentrace litky, kterd jesté nema
pro pokusné zvife zddné toxické plisobeni, tato hodnota se
snizi 100x a vyjadiuje ADI pro &lovéka (v mg.kg™" télesné
hmotnosti)'".

Potravindrskd barviva musi spliiovat i dal$i pozadavky.
Nesmi nepfiznivé ovlivnit ostatni organoleptické vlastnosti
pfibarvené potraviny, zejména pak chuf a vini. Musi mit
vysokou barevnou mohutnost a byt dobfe rozpustnd ve vodeé.
Nesmi dochdzet k interakcim s jinymi slozkami potravin.
Barvivo musi byt stdlé vii¢i zméndm pH, oxida¢né redukénim
vlivlim, vGci svétlu, teplu a u pevnych potravin i vii¢i vlihkosti.
Musi byt ekonomicky dostupné a piijatelné a musi spliiovat
pozadavky na obsah hlavni slozky a pfitomnost vedlejsich
slozek'%. Ve smyslu zdkona &. 110/1997 Sb. a vyhlasky MZ
CR ¢&.298/1997 Sb. jsou za barviva povazovény latky ziskané
z potravin a dal3ich slozek ptirodniho ptivodu extrakcei fyzi-
kalni a chemické povahy, kterd md za ndsledek selektivni
oddéleni barevné latky.

Potraviny, chufové a aromatické latky a jejich slozky, které
se priddvaji béhem vyroby do potravin pro své aromatické,
chufové nebo vyZzivové vlastnosti a pfitom maji sekundarn{
barvici dc¢inek, jako napf. mletd paprika, Safran a kurkuma
a ddle barviva, uréend k barveni nejedlych vnéjsich casti po-
travin, jakymi jsou napf. povrchové povlaky syrt a salimova
stfeva, se za barviva ve smyslu této vyhldsky nepovazuji.
Seznam barviv povolenych k barveni potravin je uveden v ta-
bulce I. K pfibarvovani se obvykle nepouzivaji v§echna povo-
lend barviva spolecné, ale maximdlné kombinace dvou az tif
barviv. Mezi nejcastéji pouzivand barviva na ptfibarvovani
potravin patif: chinolinova zlut, zlut SY, tartrazin, ponceau
4R, indigotin, azorubin, brilantni modf, zelen S, brilantn{ cern
a amarant.

Nejvyssi povolend mnoZstvi'2 jsou vztaZena na potravinu
pripravenou k pouzivani podle navodu vyrobce (pokud piipra-
vu pred spotfebou vyzaduje). Pii pouziti v kombinaci se
hodnota tykd celkového mnozZstvi pouzitych barviv. U skupiny
vyjmenovanych potravin (napf. odridovd vina) nesmi byt
pouzita zadna syntetickd barviva.

3. Stanoveni syntetickych barviv v potravinach

Zdjem hygienikl o potravinarska syntetickd barviva vzro-
stl, kdyZ u fady béZné pouzivanych syntetickych barviv byly
vystopovany pravdépodobné kancerogenni ucinky. Vysled-
kem je i zdkaz pouzivani nékterych lipofilnich syntetickych
barviv pro potravinafské ucely ve vétSiné stitli. To se tykd
rovnéz uplného zakazu pouzivani barviva ponceau 4R (E 124)
na celém tzemi USA a Velké Britdnie. Podobny osud potkal
v USA i amarant (E 123) a erythrosin (E 127). V Ceské
republice upravuje barveni potravin zdkon ¢. 110/1997 Sb.
o potravindch a tabdkovych vyrobcich, ktery pouzivani barvi-
va ponceau 4R (E 124), amarant (E 123) i erythrosin (E 127)
povoluje i pfes dosud nepotvrzené podezieni na pravdépodob-
né kancerogenni ucinky.
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Tabulka I

Barviva, kterd sméji byt pouzivdna k vyrobé potravin jednot-
livé ¢i v kombinaci az do nejvyssiho povoleného mnozstvi
(NPM)

Cislo Barvivo

E 100 kurkumin

E 104 chinolinova zlut

E 120 kosenila, kyselina karminovd, karminy
E 124 ponceau 4R

E 131 patentni modi' V

E 133 brilantni modf

E 151 C¢ern BN

E160d lykopen

E160f ethylester kyseliny beta-apo-8’-karotenové
E 102 tartrazin

E 110 zlut SY

E 122 Azorubin

E 129 Cerven Allura AC

E 132 indigotin

E 142 zelen S

E 155 hnéd HT

E160e beta-apo-8’-karotenal

E161b lutein

Z uvedeného vyplyva nutnost neustalého zkoumanf rizik
pouZzivanych syntetickych barviv na lidské zdravi, s ¢imz
souvisi i rozvoj metod zabyvajicich se méfenim hodnot kon-
centraci syntetickych barviv v potravinarskych vyrobcich.

3.1. Metody diikazu a izolace
syntetickych barviv

Nejzndméjsi postupy diikazu piftomnosti syntetickych bar-
viv v rliznych druzich potravindfskych vyrobkd, jsou vybar-
vovaci zkousky na odtuénéném vinéném vldkné a nebo se
pouzivaji extrakéni zplisoby pomoci organickych rozpouste-
del. Kyseld barviva se daji izolovat extrakci n-amylalkoholem
a naslednou vicendsobnou extrakei do vody?. U tuhych vzor-
ki se pouziva k extrakci amoniakdlni roztok methanolu a etha-
nolu?*. PouZivanym zptisobem izolace je také adsorpce na
polyamid23’25, kaolin, pfirodni kiemicitan hlinity, aktivni uh-
11, U kapalnych vzorki se dokazuje p¥itomnost barviv piimo,
z tuhych vzorki je po homogenizaci tfeba barviva extrahovat
vodou. Pokud vzorek obsahuje vic nez 5 % tuku, je tfeba ho
nejprve extrahovat petroletherem.

Z bilého vinéného vldkna se nejprve odstrani tukové sloz-
ky a necistoty (extrahuje se petroletherem, po ususeni se za-
hiivd v 5 % (m/m) NH, a nakonec se vypere vodou). Takto pfi-
pravené vldkno se namoci do roztoku vzorku a pii 70-100 °C
se po dobu 10-30 minut nechd adsorbovat syntetické barvivo.
Ziaroveni se vsak adsorbuji také antokyaniny, pokud jsou pii-
tomny. Ty se ale odstrani ndslednym vypranim ve studené
vodé. Pokud ztistane vldkno po vyprani zabarvené, je to dikaz
pfitomnosti syntetickych barviv ve vzorku.

U metody vybarvovani polyamidového prasku se pfi izo-
laci umélych barviv ze vzorku postupuje stejné jako v prvnim
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pfipadé. Vodny roztok barviv se smisi s polyamidem, protiepe
a prefiltruje. Polyamid zachyceny na filtru se pak promyva 2 %
(m/m) roztokem kyseliny octové v methanolu. Tim se odstrani
piirodni barviva. JestliZze i po tomto promyti ziistane polyamid
zabarveny, byla prokdzana pfitomnost syntetickych barviv.
Ve srovnani s vybarvovanim vinénych vldken je tato metoda
citlivéjsi, méné ¢asoveé narocnd a poskytuje veétsi kvantitativ-
nost adsorpce.

3.2. Stanoveni syntetickych barviv
metodou HPLC

Pii identifikaci jednotlivych barviv se vyuzivaji spektralni
metody v UV a viditelné oblasti, charakteristika absorp¢nich
spekter, fluorescence. Dfive se ke stanoveni potravindiskych
barviv vyuzivalo piedeviim chromatografickych'*2¢ spektro-
fotometrickych?’?® a elekrochemickych metod”. V soucas-
nosti nejvétsi pocet metod spadd do oblasti chromatografic-
kych a elektromigraénich metod'*2%**>% Casto se vyuziva
i chemometrie™.

V minulosti se jakoZto metody analyzy potravindiskych
barviv pouzivaly predevsim chromatografické metody (papi-
rovd, tenkovrstvd akolonovd). V soucasnosti se nejvice vyuzi-
va vysoce uc¢innd kapalinova chromatografie, kapildarni zéno-
vd elektroforéza, miceldrni elektrokinetickd chromatografie,
iontové parovd chromatografie a iontové vyménnd chromato-
grafie.

Syntetickd barviva (tartrazin, chinolinovd Zluf, azorubin,
kosenila, erythrosin, patentni modi V, indigotin, zelen S,
brilantni ¢ert BN) byla separovana*? metodou HPLC na kolo-
né¢ LICHROSORB RP-18 gradientovou eluci mobilni fazi
CH;OH a fosfdtovy pufr (pH 7,8). Barviva byla v eludtu
detegovdna spektrofotometricky s detekénim limitem v roz-
mezi 0,5-2,0 ].Lg.rnl'1 (tab. II).

Pro rozdéleni a stanoveni syntetickych barviv (amarant,
chinolinova zluf, Zlut SY, zelenn S) ve vzorcich nealkoholic-
kych ndpoji na kolon"H SPHERISORB byla pouzita smés
acetonitril:methanol:tlumivy roztok 17,5:12,5:70 (v/v). Doba
analyzy byla pouze 4 minuty. Detekce byla provedena spek-
trofotometricky.

K separaci 15 barviv** na koloné ULTRASPHERE ODS
byla pouzita gradientovd eluce mobilni fdzi tvofenou smési
roztoku siranu sodného o ¢ = 0,1 mol.I"" (pH 2,5 upraveno
pridavkem H PO4) a roztoku Na,SO, (¢ = 0,1 mol.I” b: H,O:
CH;OH v poméru 1,5:7:22 (v/v). Zlutd barviva byla dete-
govana spektrofotometricky pfi 430 nm, Cervena pii 520 nm
a zelend a modrd pfi 640 nm.

Vhodnost metody HPLC pro stanoveni syntetickych bar-
viv v potravindch® byla ovéfena mezilaboratornim testem (12
vefejnych a stdtnich laboratofi (GB) a jedné ddnské stdtni
laboratofe) na 6 vzorcich limondd a 2 vzorcich piSkotovych
buchet. Z nealkoholickych ndpojt byla barviva nejdfive za-
chycena na kolonu s polyamidem. K separaci bylo pouzito
chromatografického systému s reverzni fazi na koloné SPHE-
RISORB C8 s mobilni fdzi methanol:KH,PO, (5 mmol.I™)
s pomérem obou slozek 50:50 (v/v) az 60:40 (v/v). Vlnova
délka pro detekci (v rozmezi 430-640 nm) byla volena podle
druhu barviva.

Pro separaci a stanoveni 11 syntetickych barviv v 21
vzorcich nealkoholickych n::ipojﬁ46 metodou iontové parové
HPLC izokratickou eluci na chromatografické koloné¢ DEVE-
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Tabulka IT
Prehled podminek chromatografické separace (HPLC) syn-
tetickych barviv

Sorbent Eluce LOD Lit.
[ug.ml™]
LICHROSORB RP-18* gradientova  0,5-2,0 42
SPHERISORB" gradientova 43
ULTRASPHERE ODS¢ gradientova 44
SPHERISORB C8‘ 45
DEVELOSIL ODS 5° izokratickd ~ 0,05-0,2 46
COSMOSIL 5 C18-R' gradientovda  0,1-0,5 47
DIONEX ION PAC AS11# 48
SEPHARON SGX C18" gradientovd 49
_ i izokratickd

HYPERSIL BDS' _ gradientovd  <ng 50
SEPHARON SGX C18 izokratickd ~ 0,2-0,4 57,58

*CH,OH + fosfatovy pufr (pH 7 8) b acetonitril: methanol tlu-
mivy roztok 17,5:12,5:70 (v/v), © Na,SO, (¢ = 0,1 mol. I, pH
= 2,5 upraveno piidavkem H,PO,) + NaZSO (¢=0,1 mol.I™)
:H,0: CH OH v poméru 1,5: 7 22 (v/v) methanol:KH,PO, (5
mmol I~ ) 50:50 (v/v) az 60:40 (v/v) acetonitril:50 mmol !
NaH,PO,, obsahuym 2 mmol.I"! cetyltrimethylamoniumchlo-
ridu a 3 mmoll tetra-n-hexylamoniumbromidu (pH 3,0) =
3:2 (v/v), acetonitril + 0,015 mol.I”! tetrabutylamonium-hy-
droxidu, & HCl:acetonitril, " methanolicky avodny roztok TBAB
0 ¢ =5 mmol.I"", ' NaH PO, (c =10 mmoll Na tetrabutyl-
amonium- d1hydrogenfosfat (c =1 mmol.lI™") o pH 4 2 a ace-
tonitrilu, I 50 mmol.I"! fosfatovy pufr a 5 mmol.I"" tetrabu-
tylammonium-hydroxid (TBAOH) o pH 4,2 v 30 % resp. 38 %
(v/v) acetonitrilu

LOSIL ODS 5 byla pouzita smes acetonitril:50 mmol.l™!
NaH,PO,, obsahUJ1c1 2 mmol.I™! cetyltrimethylamoniumchlo-
rid a 3 mmol.I"! tetra-n-hexylamoniumbromid (pH 3,0) = 3:2
(v/v). Pred naddvkovanim na HPLC kolonu byla barviva z ne-
alkoholickych ndpojt nejdifve zachycena na kolonu s poly-
amidem. Barviva byla detegovana spektrofotometricky s de-
tekénimi limity v rozmezi 0,05-0,2 ug.ml’l.

Ke stanoveni syntetickych barviv v nealkoholickych na-
pojich a bonbonech?’ metodou iontové parové HPLC byl
vzorek rozpustén ve vode¢ a pridavkem kyseliny octové upra-
ven na pH 3—4. PreciSténi roztoku bylo provedeno pies Sep-
-Pak NH, kolonu. Barviva byla eluovédna 50 % (v/v) roztokem
ethanolu obsahujl’cirn 1 % NH;. Po neutralizaci eludtu kyseli-
nou octovou byla vlastni separace barviv provedena na koloné
COSMOSIL 5 C18 — AR gradientovou eluci smési acetonitril
a 0,015 mol.I"! roztok tetrabutylamonium-hydroxidu. K de-
tekci barviv byl pouzit UV/VIS spektrofotometr, pficemz
¢ervend a modrd barviva byla detegovana pfi vinové délce 550
nm, zlutd barviva pfi 450 nm. Detek¢ni limity barviv byly 0,1—
0,5 ug.g" resp. pg.ml~' vzorku.

Separace a stanoveni 8 syntetickych barviv (amarant, bri-
lantni modf, new red, indigotin, ponceau 4R zlut SY, tartrazin,
Cerven allura) v nealkoholickych a instantnich ndpojich meto-
dou HPIC (high — performance ion chromatography) byla
provedena s vyuzitim gradientové eluce na aniontové — vy-
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ménné koloné DIONEX ION PAC AS11 s velmi nizkou
hydrofobicitou®®. Mobilni fizi tvofila smés HCl:acetonitril.
Barviva byla detegovana spektrofotometricky. Pro amarant,

ponceau 4R a new red byla jako kompromis zvolena detekén{

vlnovd délka 525 nm, pro Zlut SY a Cerveri allura 480 nm, pro
tartrazin 430 nm a pro brilantni modf a indigotin 625 nm.
Metoda nevyzadovala casoveé narocné precisténi, které se po-
uzivd u bézné kapalinové chromatografie.

Zkusebni metoda*” CZPI pro stanoveni syntetickych po-
travindfskych barviv v ndpojich, sirupech, cukrovinkdch
apod., pouzivd metodou HPLC na koloné€ Sepharon SGX C18
(3x150 mm) s velikosti ¢dstic 7 um a gradientové eluce,
popiipadé izokratické eluce (pro barviva s vys$Simi retencnimi
¢asy). Mobilni fazi je smés methanolického a vodného rozto-
ku TBAB o ¢ = 5 mmol.I"". Zlutd a ervend barviva lze
spektrofotometricky detegovat pii 480 nm (chinolinova Zlut
pti 420 nm), modrd pii 590 nm. Syntetickd barviva jsou nej-
diive vyextrahovdna z pozivatiny ve vodném prostiedi. Po
jejich adsorpci na polymerni sorbent jsou odstranény ldtky,
které mohou rusit stanoveni (sacharidy, ptirodni barviva aj.),
syntetickd barviva jsou eluovdna smési CH;OH:NH; = 90:10
(v/v) a eludt je zahus$tén na vakuové odparce.

Pro stanoveni syntetickych barviv (tartrazinu, amaran-
tu, ponceau 4R, zluti SY, erytrosinu a Sarlatové cerveni) v po-
travindch®® gradientovou eluci na koloné HYPERSIL BDS
(125%3 mm, 3 pm) byly zhodnoceny 4 riizné mobilni fize
a jako nejlepm byla doporuc¢ena smés roztoku NaH,PO, (c =
10 mmol. l ") a tetrabutylamonium- dlhydrogenfosfat (c=
1 mmol.I™Y) o pH 4,2 a acetonitrilu (ddle ACN). Pfi pouzm
dvou posledné uvedenych fazi (NaH,PO,, (c = 10 mmol I+
tetrabutylamonium-hydrogensulfat (c = 1 mmol. "o pH 4,8)
a ACN; octan amonny (¢ = 10 mmol.l™" o pH 4,9) a ACN
aNaH,PO, (¢ = 10 mmol.I"" o pH 4,3 a ACN) dochizelo
k mirné deformaci pikti barviv obsahujicich sulfoskupiny (tar-
trazin, amarant, azorubin, zZlut SY).

3.3. Stanoveni syntetickych barviv
metodou CE

Ke stanoveni syntetickych pfidavnych barviv v potravi-
ndch se stdle Castéji vyuzivd elektromigrac¢nich metod, a to
predevsim kapildrni elektroforézy. Jednd se o kyseld (azo-
a triarylmethanovd) aniontova barviva obsahujici karboxy-,
sulfo- nebo hydroxyskupiny, které v zdsaditém prostredi tvori
negativné nabité barevné ionty. Kapildrni elektroforéza je tedy
idedlni metodou ke stanoveni téchto latek, neboft je schopna
separovat v§echna barviva s rozdilnymi funkénimi skupinami
béhem jedné analyzy a v kratkém case. Dalsi nezanedbatelnou
vyhodou je velmi mald spotfeba vzorku (tab. III).

Ke stanoveni syntetickych barviv v potravinovych vzor-
cich® metodou kapildrni izotachoforézy byl pouZit izotacho-
foreticky analyzator ZKI 01 s vodivostnim detektorem. Ja-
ko vedouci elektrolyt byl zvolen 10 mmol.I"" roztok HCI
s B-alaninem o vysledném pH 3,5 a pfidavkem 0,1 % rozto-
ku methylhydroxyethylceluosy. Koncovy elektrolyt byl tvofen
5 mmol.I™! kyselinou octovou. Vzorky byly analyzovény pfi
proudu 300 1A v piedseparacni koloné a 50 pLA v analytické
koloné. Doba analyzy byla 30 minut. V nékterych piipadech,
kdy vzorek obsahoval kombinaci syntetickych barviv s indi-
gotinem byl rozdil pohyblivosti jednotlivych barviv velmi
maly a detektor je nezaznamenal. V takovém piipadé byl
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pouzit selektivni fotometricky detektor ve viditelné oblasti
spektra.

K identifikaci 11 potravindfskych barviv metodou®> CZE
pomoci izotachoforetického analyzdtoru EA 100 s tpravou
pro metodu CZE v hydrodynamicky uzavieném systému byl
aplikovan elekrolytovy systém (ES) nosny anion: 30 mmol.1™!
TES (kyselina N-tris-(hydroxymethyl)-methyl-2-aminoethan
sulfonova), protiion: 8 mmol.I™ imidazol, 2 % PEG (polyethy-
lenglykol) a 6 mmol.I"" B-cyklodextrin. Vysledné pH ES bylo
6,84. Doba analyzy byla 600 s pfi hnacim proudu 140 pA.
Diky jednoduchému uspotadani pfistroje, kratké dobé analyzy
a malé spotfebé nosného elektrolytu a vzorku byla tato metoda
zhodnocena jako nejméné finan¢né ndro¢nd k identifikaci
syntetickych barviv v pozivatinach.

V pripadé pouziti metody kapildrni zénové elektroforé-
zy>, kdy byl jako zdkladni elektrolyt pouzit 20 mmol.l™!
bordtovy pufr adjustovany na pH 7-9 bylo moZné stanovit Sest
zdkladnich syntetickych potravinafskych barviv s detekénim
limitem 3 pg.ml™" pro jednotliva barviva. Reprodukovatelnost
migra¢nich ¢astt %RSD byla pod 1 % a pro plochy piki pod
5 %. K separaci bylo pouzito elektrokinetické davkovani vzor-
ku pfi 4 kV po dobu 14 s, analytické napéti 25 kV, teplota 18 °C
a vlnova délka pro detekci 220 nm. Méfeni bylo provedeno na
CE systému s CV* CE absorpénim detektorem s kiemennou
kapildrou 60 cm dlouhou s 75 um i.d.

Dalii tym autort® stanovoval potravindiska barviva na
elektroforetickém systému HCZE-30 PNO.25-LSD s on-co-
lumn detekci (875-CE UV-VIS detektor). K separaci jednot-
livych barviv byl pouZit jako elektroforeticky pufr 20 mmol.1™!
tetraboratovy pufr pH 7,5 a kapildra o celkové délce 77 cm
a 50 um i.d., analytické napéti 25 kV a hydrostatické davko-
vani vzorku.

Stanoveni potravindiskych aditiv na CAPI-3000 systému
s kfemennou kapllarou 75 um i.d. o celkové délce 50 cm
MEKC popisuje prace . K detekci byl pouzit diode-array
detektor s rozsahem absorban01 190-600 nm. Elektroforeticky
pufr byl tvofen smési 25 mmol.I™! fosfitového a 25 mmol.I”!
boratového pufru 1:1 o pH 8,0 obsahujici 10 mmol.I"! SDS.
Separace probihala pii 25 °C a 10 kV. Pfi pouziti hydrostatic-
kého ddvkovani bylo béhem 20 minut separovdno sedm syn-
tetickych barviv s RSD migracnich ¢asti 0,7 % a ploch piki
5,1 % a detekénim limitem ca. 1 ug.ml™.

HP'°CE systém s vestavénym diode-array detektorem
a HP*PCE ChemStation softwarem® byl pouZit pro separaci
v kfemenné kapildre 50 um i.d. a 64,5 cm celkové délky pii
30 °C a30kV. Z celé fady pouzitych elektroforetickych pufri
(bordt, CAPS, fosfit) byl jako optimdlni vybran 10 mmol.l™"
fosfatovy pufr s 5 mmol.I"" hydrogenuhli¢itanovym pufrem
o celkovém pH 10,5. Vzorek byl vpraven do separac¢ni kapi-
lary hydrodynamicky 100-200 mbar.s~ Bylo dosazeno sepa-
race s RSD migracnich c¢asti pod 0,5 % a ploch pikd mezi
24 %. Mez stanovitelnosti LOQ (10.S/N) byl 0,5-1 pg.ml™".

Syntetickd barviva v bonbonech, pudincich, vinech, siru-
pech, limonddéch, instantnich a nealkoholickych ndpojich
byla soubézné stanovena kapilarni elektroforézou (CE) a ka-
palinovou chromatografii (HPLC) s diode-array detekci®’*®
Vysledky obou metod byly ve velmi dobré shodé s vysled-
ky UV-VIS spektrofotometrie. Jako zdkladni elektrolyt pro
CE byl zvolen borat/fosfitovy pufr pH 9,0 (12,5 mmol.l™!
boritovy pufr a 12,5 mmol.I™' fosfitovy pufr 1:1) obsahujici
40 mmol.1"' dodecylsulfit sodny (SDS). Pro HPLC separaci
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Tabulka IIT

Prehled podminek separace syntetickych barviv elektromigra¢nimi metodami

Mod CE Elektrolyt LOD Lit.

[ug.ml™]

ITP ved. — 10 mM-HCl + B-alanin (pH 3,5) + 0,1 % methylhydroxycelulosa - 51
konc. — 5 mM kys. octovd

CZE na ITP analyzdtoru 30 mM TES (nosny ion) + 8 mM imidazol, 2 % PEG + 6 mM 3-C - 52
(protiion) pH 6,8

CZE 20 mM boratovy pufr pH 7-9 3 53

CZE 20 mM tetraboritanovy pufr pH 7,5 1-3 54

MEKC 2 5 mM fosfatovy + 25 mM bordtovy pufr 1:1 + 10 mm SDS 1 55

CZE 5 mM hydrogenuhlic¢itanovy pufr pH 10,5 0,5-1 56

MEKC 12,5 mM bordt. + 12,5 mM fosfatovy pufr 1:1 + 40 mM SDS 0,5-1 57,58

na koloné Sepharon SGX C18 (3x150 mm, 5 pm) byla jako
mobilni fdze zvolena smés (30:70 v/v) acetonitrilu s vodnym
roztokem 50 mmol.I™! fosfatového pufru a 5 mmol.I! tetrabu-
tylamonium-hydroxidu (TBAOH ) o pH 4,2. Relativni smé-
rodatnd odchylka pro jednotlivd stanoveni byla mensi nez
0,5 % pro migracni ¢asy a mensi nez 3 % pro plochy elektro-
foretickych pikt, mensi nez 0,9 % pro reten¢ni Casy a mens{
nez 2,4 % pro plochy pikti. Mez stanovitelnosti LOQ (10.S/N)
pro jednotliva piidavna barviva byl 0,5-1 pg.ml™" pii pouziti
separacni kapildry o celkové délce 50 cm a 50 um i.d., sepa-
raénim potencidlu 30 kV, teploté 30 °C a hydrodynamickém
davkovani vzorku pii tlaku 50 mbar po dobu 10 s, a/nebo
0,2-0,4 pg.ml™" pro HPLC.

4. Zavér

Pro stanoven{ obsahu jednotlivych syntetickych barviv ve
vzorcich potravin, v ndpojich a jejich koncentrédtech 1ze pouzit
fadu separacnich a optickych metod (LC, CE, UV/VIS spek-
trofotometrie). Vysledky vSech metod jsou obvykle ve velmi
dobré shodé s vyjimkou vzorkd obsahujicich smés barviv
s podobnymi absorpénimi maximy. V tomto piipadé je jed-
noduchd metoda UV/VIS spektrofotometrie zatiZena velkou
chybou 10-15 %. Metoda je vyhodnd predev§im u vzorkd

nebo barviv s podobnymi optickymi charakteristikami je
vhodné pouzit vice ¢i méné komplikované postupy vicesloz-
kové analyzy (PLS, nelinedrni regrese atd.).

Kapildrni elektroforéza poskytuje velmi dobré vysledky
i postacujici citlivost stanoveni. Jeji hlavni vyhodou je piede-
v§im mald spotfeba vzorku a zdkladniho elektroforetického
pufru, a krdtkd doba analyzy. Urcitou nevyhodou CE ve srov-
nani s HPLC je nutnost oddéleni latek ze vzorku, které by
mohly mit za ndsledek ucpdni separa¢ni kapildry. Uvedend
metoda ddva velmi dobré vysledky nejen v oblasti syntetic-
kych barviv potravindrskych, ale i dalSich barviv obsahujicich
alespon jednu sulfo-, karboxy-, nebo hydroxyskupinu. Tato
barviva v neutrdlnim nebo zdsaditém prostiedi tvoii negativné
nabité ionty a to umoziiuje jejich snadné a rychlé stanoven{
metodou kapildrn{ elektroforézy. Naopak u pfirodnich barviv
se tyto skupiny nevyskytuji viibec nebo jen velmi ojedinéle
a to spolu s velikosti molekul jednotlivych piirodnich barviv
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komplikuje jejich stanoveni kapildrni elektroforézou.

Ke stanoveni téchto barviv je mnohem jednodussi vyuzit
metodu HPLC, kterd je dokonale propracovanou metodou. LC
dovoluje separaci ionogennich i neionogennich barviv, vyzna-
Cuje se jednoduchosti kvantifikace a v neposledni fadé i snad-
nosti identifikace barviv na zdkladé jejich spektrdlnich cha-
rakteristik (UV-VIS, IR, MS atd.). V tadé piipadli odpadd
slozitd vprava vzorka pted vlastn{ separaci, citlivost stanoveni
je casto o vice nez jeden fdd lepSi a pro vétSinu pripada se
vyznacuje i dostate¢nou separacni i¢innosti.

Tato prdce vznikla za financni podpory Ministerstva Skol-
stvi, mlddeze a telovychovy CR, grant. reg. ¢. VS 97014.
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A. glampové, D. Sméla, A. Vondrackova, I. Jan¢arova,
and V. Kuban (Department of Chemistry and Biochemistry,
Mendel University of Agriculture and Forestry, Brno): Deter-
mination of Synthetic Colorants in Foodstuffs

Synthetic dyes can be determined in solid food, in non-al-
coholic drinks and their concentrates by several separation and
spectrometric methods (LC, CE, UV/VIS). All the methods
give similar results for most samples. Direct UV-VIS spectro-
photometry gives very good results if a single colorant or
amixture of colorants of different absorption spectra is present
or if the colorants can be completely separated by solid-phase
extraction. If this is not the case, the simple multicomponent
analysis leads to deviations up to 10-15 %. More complicated
programs for multicompoment analysis (PLS, nonlinear re-
gression) have to be used in such cases and also when other
constituents (sugars, phenolics, etc.) are present at high con-
centrations.

Capillary electrophoresis (CE) is the method of choice for
determination of anionic synthetic dyes in biological materials
and foodstuffs since it can separate the dyes in a single analysis
within a short run time, gives very precise and accurate results,
reduces sample consumption and, under optimum conditions,
is not time-consuming. The necessity of sample pretreatment
is a certain disadvantage of CE in comparison with HPLC. CA
also enables separation of synthetic colorants from hydropho-
bic natural pigments. For the identification and determination
of the latter, LC methods are well established. Their sensitivity
is usually by more than an order of magnitude higher, their
separation efficiency is mostly sufficient, and sample pretreat-
ment is simpler.
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1. Uvod

Chlorované alifatické uhlovodiky se fadi v souvislosti se
svym rozsdhlym pramyslovym pouZzitim k prioritnim konta-
minantim Zivotniho prostfedi. Tyto ldtky ptfedstavuji b&ézné
kontaminanty podzemnich vod a tvofi vyznamnou soucdst
nebezpecnych odpadi a sklddkovych vyluht. V raznych for-
mach odpadu se z této skupiny vyskytuji nejcastéji chlorované
methany, chlorované ethany a chlorované etheny.

Chlorované methany se pouzivaji jako extrakéni a chladici
Cinidla, rozpoustédla pii vyrobé plastl, k vyrobé tetraethyl-
olova atd. Chlorované ethany slouZzi jako surovina k vyrobé
vinylchloridu (VC), tri- a tetrachlorethylenu, jako chladici
¢inidla, insekticidy atd. Chlorované etheny se pouzivaji k od-
mastovani kovd, jako extrakéni ¢inidla v cukrovarnictvi a Zi-
vocisné vyrobe, jako rozpoustédla a vychozi latky v chemic-
kych vyrobach.

Z primyslového a komundlniho odpadu se tyto litky do-
stavaji do riznych slozek Zivotniho prostedi. V bézné sklad-
ce komundlniho odpadu byl odhadnut’ ndsledujici obsah téch-
to sloucenin: dichlormethan (DCM) piiblizné¢ 100 mg/kg,
trichlorethen (TCE) ptiblizné 28 mg/kg, tetrachlorethen (PCE)
pfiblizné 55 mg/kg a 1,1,1-trichlorethan (TCA) pfiblizné
52 mg/kg.

Chlorované alifatické uhlovodiky se fadi k latkdm, které
jen pomalu a obtizné podstupuji biologickou transformaci.
Obecné jsou tyto latky odolné k aerobni biodegradaci a sndze
se pfeménuji za anaerobnich podminek.
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2. Biodegradace chlorovanych uhlovodiku

2.1. Aerobni biodegradace

Principem biodegrada¢niho procesu je za aerobnich pod-
minek ve vétsing piipadi kometabolismus. Jde o transformaci
sloucenin, které neposkytuji uhlik a energii pro rtist mikroor-
ganismu za soucasného vyuziti jiné slouceniny v roli primdr-
niho substrdtu. V pfirozeném ptidnim nebo sklddkovém pro-
stiedi byla aerobni bio-oxidace podporovéana pritomnosti me-
thanu. Ve vzorku sedimentu obohaceném methanem byla za
téchto podminek pozorovdna degradace TCE, DCE a VC
(cit.%). Speitel a Closmann® prokdzali degradaci 1,2-DCA,
TCE a trichlormethanu (TCM) ve vzorcich pdd vystavenych
pisobeni smési methan/vzduch. Zv14st€ intenzivné byla sle-
dovana degradace karcinogenniho VC, ktery se ukdzal za
téchto podminek odbouratelny. VC byl s vysokou dcinnost{
degradovén v biofilmovém reaktoru® pfi teploté 20 az 35 °C
v koncentraci 1,8 a7 9,6 mg.1"!. Za biodegradaci byly v tomto
pripadé odpovédné methanotrofni mikroorganismy vyuziva-
jici methan jako primdrni substrat a produkujici enzym methan-
monooxygenasu, ktery katalyzuje vlastni pfeménu chlorované
slouceniny.

Laboratorni experimenty zabyvajici se aerobni a fakulta-
tivné aerobni degradaci vedly k izolaci Cistych kultur schop-
nych vyuzit chlorované alkany jako zdroj uhliku a energie.
Logan’ uvadi, Ze kmen druhu Pseudomonas putida je schopen
za anaerobnich podminek degradovat chlorované alkany na
alkeny obsahujici o dva atomy chloru méné. Za aerobnich
podminek byly detegovany produkty oxidacni i redukéni re-
akce.

Sharma a McCarty6 izolovali z kontaminované pudy bak-
terie schopné provadét dechloraci PCE na (Z)-DCE. Podle
svych charakteristik byly mikroorganismy zafazeny k rodu
Enterobacteriaceae. Jde o rychle rostouci kmen, oznaceny
MS-1, optimdlné rostouci pii pH 7 a teploté 37 °C. Mikro-
organismus byl schopen dechlorovat PCE za aerobnich i anae-
robnich podminek, bez ptitomnosti termodynamicky vyhodnych
akceptort elektrond jako je N O3 . Ve stejnych podminkdch byl
testovan i zndmy kmen Enterobacter agglomerans, velmi
podobny kmenu MS-1, ktery rovnéZz dechloroval PCE na
(2)-DCE.

2.2. Anaerobni biodegradace

Anaerobni degradace nizsich chlorovanych uhlovodiki se

prostfedi. Anaerobni rozklad zahrnuje obecné konverzi orga-
nickych sloucenin na methan, oxid uhlicity a jiné anorganické
produkty. Tento proces je realizovan konsorciem mikroorga-
nismd, které se podle zjednoduseného modelu skldd4 z acido-
gennich bakterii transformujicich komplexni organické slou-
¢eniny na nizsi nasycené karboxylové kyseliny, oxid uhli¢ity
a vodik a methanogennich bakterii , které konvertuji kyselinu
octovou, oxid uhli¢ity a vodik na methan. Z hlediska biode-
gradace kontaminantd v Zivotnim prostfedi spo¢ivd vyhoda
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téchto systému predevsim v dobré rozpustnosti Zivin ve vodé.
Provedené laboratorni testy ukdzaly, Ze anaerobni systémy
jsou schopny pfi stejném mnozstvi pridaného donoru elektro-
ni rozlozit fddove vy$si mnozstvi kontaminantu nez systémy
aerobni, u kterych je aktivita mikroorganismti omezena roz-
pustnosti kysliku.

Vyzkum transformace chlorovanych uhlovodikd se nej-
Castéji provddi s ohledem na konkrétni kontaminované pro-
stfedi. V piirodé predstavuji anaerobni prostfedi napiiklad
podzemni vody, fi¢ni sedimenty, ptida, skladky odpadd, tedy
oblasti ¢asto zasazené kontaminaci vlivem lidské ¢innosti. Pro
blizsi charakteristiku anaerobniho prostfedi je mozné pouZit
typ probihajiciho redoxniho déje. Zdkladnimi redoxnimi dé&ji
v tomto prostiedi jsou redukce dusi¢nanti, redukce Fe(III),
redukce siranti a methanogeneze (uvedené slouceniny predsta-
vuji konecné akceptory elektrontl).

2.2.1. Transformace za podminek redukce Fe(Ill)

Bradley a Chapelle’ sledovali mineralizaci VC v sedimen-
tech za anaerobnich podminek s pfidavkem vody a Fe-EDTA.
Zjistili, ze ptidavek komplexu Zeleza podpofil rychlou mine-
ralizaci 15 az 34 % VC na CO, Dechlorace byla piitom
srovnatelnd s dechloraci za aerobnich podminek. Podobné
byla popsdna transformace tetrachlormethanu na trichlorme-
than®. V piitomnosti Fe(III) ve formé citratu rychlost dechlo-
race trojndsobné vzrostla a navic doSlo k transformaci na
dichlormethan. Bylo zjisténo, Ze transformace obtiZné rozlo-
zZitelnych kontaminanti je podpofena ptitomnosti silného oxi-
dac¢niho ¢inidla. Uginnost procesu miize byt zvysena, pokud
je zelezo Fe(III) v mikrobiologicky dostupné formé, napt. ve
formé komplext s organickymi ligandyg.

2.2.2. Biodegradace za podminek redukce siranii

Sulfit-redukujici podminky predstavuji velmi rozsifeny
typ anaerobniho prostiedi. Bagley a Gossett'® pozorovali v sul-
fat-redukujici smésné kultuie degradaci PCE za vzniku TCE,
(Z)-DCE a stechiometrického mnozstvi sulfidd. Freedman akol. '
popsali dechloraci CT na TCM a DCM stejnym typem kultury.
Vyznamny krok predstavovala izolace dechlora¢niho mikro-
organismu Desulfomonile tiedjei DCB-1 z anaerobniho kalu'?.
Tento novy druh sulfdt-redukujici bakterie mize ziskdvat
energii pouze prostiednictvim pienosu elektronti na 3-chlor-
benzodt a v dobé svého objeveni se jednalo o jediny mi-
kroorganismus, ktery pouzival reduk¢éni dechloraci jako no-
vy typ anaerobni respirace”. Dulezité je, ze paralelné s re-

duka’ 135;chlorbenzoa’1tu je tento kmen schopen degradovat PCE
(cit. ™).

2.2.3. Biodegradace za methanogennich podminek

Methanogenni bakterie se v piirodé tcastni posledni faze
degradace organické hmoty. Vzhledem k substratové specifité
jsou zavislé na jinych bakteridlnich skupindch, zvlasté na
mikroorganismech produkujicich vodik. Typickym prostfe-
dim, ve kterém se methanogenni podminky rozvijeji je skladka
komundlnich odpadi. Johansson a kol.'® prokazali schopnost
mikrorganismd v anaerobni ¢asti sklddky transformovat PCE
za vzniku TCE a DCE za pouziti vzorkl odpadu rozpusténych
ve fosfatovém pufru. V jiném experimentu byla ve skladko-
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vém vyluhu na piskové matrici pozorovdna degradace CT,
TCA, TCE a PCE (cit.'?). Christensen a kol.'®!® sledovali
biodegradaci chlorovanych alifatickych uhlovodiki na sklad-
ce komunalniho odpadu. Zjistili, Ze TCA a tetrachlormethan
byly v kapalné fazi degradovany ze 70 az 90 % po 50 dnech ,
zatimco rozklad PCE probithal mnohem pomaleji. Z uvede-
nych vysledkt vyplyvd, Ze béhem posledni faze sklddkového
procesu probihaji s velkou pravdépodobnosti premény vsech
niz§ich chlorovanych uhlovodikd s vyjimkou VC, ktery je
pristupny k aerobni degradaci.

Ulohu methanogenti pii biodegradaci DCM ve smésné
anaerobni kultuie studovali Freedman a Gossett’**.. Za pod-
minek aktivni methanogeneze byl DCM odbourdvan za vzni-
ku stechiometrického mnozstvi methanu. DCM byl vsak od-
bourdvdn i v piipadé, kdy byla methanogeneze inhibovana
ptidavkem specifického inhibitoru bromethansulfonové kyse-
liny, a to za vzniku kyseliny octové. Dechlorace tudiz probihd
v methanogennich podminkdch, ale je pravdépodobné zpro-
sttedkovdna nékterym z acetogennich mikroorganismt. Vy-
znamnou roli mohou hrdt v tomto procesu i abiotické faktory
prostiedi*?. Tetrachlormethan byl granulovanym methanogen-
nim kalem rostoucim na methanolu degradovédn az na methyl-
chlorid, pficemz v autokldvovanych vzorcich byla pozoroviana
stejné rychld degradace na trichlormethan. Specifickou inak-
tivaci vitaminu B12 dechlorace v paralelné ptipravenych abio-
tickych vzorcich znacné poklesla, coZ potvrzuje redukéni Gci-
nek této slouceniny.

Biodegradaci PCE v koloné s pevnou fazi za ustdlenych
methanogennich podminek dokumentovali Vogel a McCar-
ty*>. PCE byl sekven¢né dechlorovan na TCE, DCE, VC
a stopy CO, z pocdtecni koncentrace 300 ugl”' na 5 pgl™.
Rovnéz anaerobni kal z Cistirny odpadnich vod ma velkou
dechlora¢ni schopnost24. Pridavkem specifického inhibitoru
methanogeneze se vSak dechlorace PCE sniZila z pivodnich
80 % na 35 %. Podobny tucinek inhibitoru methanogeneze na
dechloragni proces byl dokumentovan v fadé studii*>>’. Fa-
thepure!*?® odvozuje tdlohu methanogent ze spotieby nékte-
rych typickych methanogennich substratd jako je methanol,
vodik a mravencan , které smésné methanogenni kultury vy-
uzivaji, stejné jako z inhibice procesu po inhibici methanoge-
neze.

Testovani dechloracni schopnosti Cistych methanogen-
nich kmeni ukdzalo, Ze methanogenni bakterie jsou schopny
degradace PCE a TCE, ale ve vyrazné€ niz$i mife nez smésnd
kultura®. Neni tedy vylou¢eno, e inhibice methanogeneze
vede k inaktivaci jinych mikroorganismd, které se na dechlo-
raci podili, napf. akumulaci methanogennich substratd.

Je ziejmé, Ze smésnd anaerobni kultura je pro dechlora-
ci chlorovanych uhlovodikd zvlast¢ vhodna. V tomto pro-
sttedi se odehrdvaji vzdjemné interakce mezi jednotlivymi
mikrobidlnimi spolecenstvy, které vytvareji podminky pro
vyvoj jednotlivych kultur a provadépodobné i pro vlastni de-
chlora¢ni proces. Pfitomnost fermenta¢nich mikroorganis-
mé ve smésné methanogenni kultuie®®>° podpotila degradaci
TCE na VC ve srovndni se smésnou methangenn{ kulturou na
specifickém médiu, kterd nevykdzala Zadnou preménu TCE.
V jiném piipad&®! bylo dplné dechlorace PCE dosazeno kom-
binaci dvou typt inokula — fi¢niho sedimentu a anaerob-
niho granulovaného kalu. Za pouziti smésné kultury vyvi-
nuté z granulovaného kalu byla pozorovdna pouze ¢dste¢nd
a pomald dechlorace. Transformace chlorovanych ethend by-
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la pozorovdna ve smésné kultufe vyvinuté ze sedimentii*?
a z nekontaminované i dlouhodob& kontaminované pidy**.
Ve smésnych kulturdch adaptovanych na PCE byla pozo-
rovana biodegradace vysokych koncentraci tohoto kontami-
nantu***>. Zvy$ovéni koncentrace PCE piitom &asto zptisobilo
ubytek az zastaveni produkce methanu a tim i zménu zastou-
peni mikroorganismu. Stupeni dechlorace PCE se vSak i pfi
vysoké koncentraci pohyboval kolem 80 %.
Pro presnou charakteristiku biodegrada¢niho procesu
a podminek, za kterych k nému dochdzi je vSak Zddouci iden-
tifikovat piislusny mikroorganismus, ktery je za dechloraci
odpovédny. Dosud bylo publikovdano pouze nékolik praci,
které se zabyvaji dechlora¢ni schopnosti ¢istych kultur. Fa-
thepure'* testoval schopnost vybranych &istych kmeni b&zné
se vyskytujicich v prostiedi biodegradace chlorovanych uhlo-
vodikd (kmeny rodu Methanosarcina, Methanothrix, druhu
Desulfovibrio desulfuricans, Clostridium a kmen DCB-1).
Znacnou dechloraci PCE vykazaly kmeny DCB-1, Methano-
sarcina sp. a Methanosarcina mazei. Vyznamnd je zvlasté
dechlora¢ni schopnost kment rodu Methanosarcina, protoze
tyto mikroorganismy se b&zné vyskytuji v methanogennim
prostiedi. Je tedy ziejmé, Ze na dechloraci se mohou podilet
samotné methanogenni bakterie. V jiné praci*® vykdzaly bak-
terie Methanosarcina sp. kmen DCM vyraznou dechloraci
PCE na TCE, pficemz byla pozorovdna jasnd zavislost této
dechlorace na spotiebé methanogenniho substratu, methanolu.
V neddvné dobé byly popsdny Cisté kultury dvou striktné
anaerobnich mikroorganismﬁ, které spojuji redukéni dechlo-
raci se svym rastem'>’. Jde o kmeny druhu Dehalospirillum
multivorans a Dehalobacter restrictus, které vyuZivaji chlo-
rované etheny jako konecné akceptory elektronti. Kmen fadic{
se k druhu Dehalobacter restrictus vyuzival vodik jako donor
elektrond a podle elektronové bilance predstavovala oxidace
vodiku a dehalogenace TCE spole¢né redoxni proces, pii némz
byla generovdna veskerd potiebnd energie38.
Maymé-Gatell® izoloval ze smésné kultury dechlorujici
PCE cisty kmen prozatimné nazvany Dehalococcoides ethe-
nogenes kmen 195, ktery vykazoval rlist pouze v pfitomnosti
PCE a vodiku. Dechlorace PCE probihala s i¢innosti vyssi nez
90 % na VC a ethylen, pficemz degradace VC nastoupila az
po uplném odstranéni PCE ze systému.

3. Zavér

Biodegradacni pfemény chlorovanych alifatickych uhlo-
vodik v prostfedi jejich Castého vyskytu se ukdzaly jako
pravdépodobné, a to zvlasté za anaerobnich vysoce redukc-
nich podminek. Takové prostfedi predstavuji zejména skladky
komundlniho odpadu v methanogenni fdzi rozkladného pro-
cesu. Vzhledem k nebezpecnym vlastnostem uvedenych kon-
taminantl, zvlasté vinylchloridu, ktery byl identifikovdn ve
skladkovém plynu, a s pfihlédnutim k probihajici sanaci sta-
rych sklddkovych téles predstavuje vyzkum biodegradace
téchto latek vysoce aktudlni problém.
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1. Uvod

V posledni dobé se zvySuje zdjem o problematiku kata-
lyzované oxidace nebo oxidac¢ni pyrolyzy uhlikatych latek.
Vzhledem k riznorodosti téchto materidld je tento piispévek
orientovan predevSim na problematiku katalytické oxidace
nejvyznamnéjsich zdstupcl — uhli, koksu, saz{ a grafitu.

Velky vyznam md vyzkum vlivu katalyzdtorti na oxidaci
uhli, nebot jeho energetické vyuziti i nékteré metody jeho
chemického zpracovani jsou zaloZeny na dplné nebo Castecné
oxidaci. Pouziti katalyzdtorG umoziuje zvySovat efektivitu
spalovdni nebo fidit priibéh oxidacné pyrolyznich reakci. Na
oxidaci koksu a jeho interakci se slou¢eninami kovti je zalo-
Zena vétsi ¢dst hutnického primyslu. Pochopeni mechanismu
této interakce mezi uhlikatym a anorganickym materidlem mad
vyznam nejen pii vlastni vyrobé kovi, ale i pfi zpracovani
hutnickych odpadt. Saze a jiné formy uhliku vznikajici py-
rolyzou kapalnych nebo plynnych organickych slou¢enin maji
rozsdhlé primyslové pouziti. Jejich odolnost vici oxidaci je
obvykle jedna z jejich vyznamnych charakteristik. V nékte-
rych pifipadech jsou saze naopak neziadoucim faktorem a je
nutné jejich odstranéni. Katalytickd oxidace je z tohoto po-
hledu rozsifenou metodou. Na druhé strané je grafit technicky
materidl, pfi jehoz aplikaci je vysokd odolnost vii¢i oxidaci
vyzadovdna. Jeji sniZeni vlivem necistot vede k ekonomickym
ztratdm piipadné az k havariim.

Cilem tohoto pfispévku je podat piehled o katalytické
oxidaci uhli, koksu, sazi a grafitu. Aby bylo mozné tuto
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problematiku zevrubnéji posoudit, je v pfispévku diskutovana
i oxidace uhlikatych materidli bez minerdlnich piimési. Kata-
lytickd oxidace ani oxidace uhlikatych materidld zatim v tomto
rozsahu piehledn& zpracovdna nebyla, s vyjimkou refertu’
zabyvajictho se pouze oxidaci sazi.

2. Oxidace uhlikatych materiala
bez mineralnich primési

Za uhlikaté latky 1ze povazovat takové materidly, v nichz
prevazuje prvek uhlik. Vzhledem ke schopnosti uhliku tvofit
pevné vazby C—C je logické, Ze prevazujicim typem vazeb
v téchto materidlech jsou pravé vazby uhlik—uhlik. Zjednodu-
Sime-li dvahy o oxidaci uhlikatych materidld na jejich totdln{
oxidaci kyslikem, lze proces vystihnout schématem na obr. 1.

Jednoduché vazby uhlik—uhlik se vyskytuji predevsim
v méné metamorfovanych fosilnich palivech (ropa, raSelina,
hnédé uhli), v biomase a ve vétsiné odpadnich plastd. Vyji-
mecné systémy C—C vazeb predstavuji diamant a fullereny.
Vazby C—C jsou odolné vii¢i iontovym ¢inidltim, ale snadno
podléhaji radikdlovym reakcim, ke kterym patii i oxidace
molekuldrnim kyslikem.

Vazby C=C se v uhlikatych materidlech zfidka vyskytuji
jako izolované. Vyjimku tvoii pfedevs§im skupina dienovych
polymert (kaucuky). Izolované dvojné vazby piedstavuji cen-
tra, snadno podléhajici reakcim s elektrofilnimi i radikalovymi
¢inidly. Cast&jsim pifpadem jsou konjugované systémy, pie-
devsim aromatické. Diky delokalizaci mt-elektront jsou velmi
chemicky stdlé, a tedy i odolné vici oxidaci. Uhlikaté aro-
matické systémy prevazuji u vice metamorfovanych fosilnich
paliv (¢erné uhli, antracit) a v produktech pyrolyzy uhlikatych
latek (polokoksy, koksy, dfevéné uhli, saze). Dokonalym sys-
témem kondenzovanych aromatickych kruhi s nejvétsi mirou
delokalizace m-elektront je grafit.

Trojné vazby uhlik—uhlik se v béznych uhlikatych ma-
teridlech prakticky nevyskytuji diky jejich znacné reaktivité.
Presto maji vyznam v meziproduktech oxida¢nich a dehydro-
genacnich reakci.

Hlavnimi produkty totdlni oxidace uhlikatych ldtek jsou
oxid uhelnaty a uhli¢ity. Jejich obsah zavisi pfedevSim na
podminkach oxidace (teplota, oxidacni atmosféra), ale také na
struktufe a sloZeni uhlikaté latky. Sledovdni obsahu téchto

B /
\C—C
/ N
B o CO,
N v — =
/C:C\ CO

(—c=c—)

Obr. 1. Schéma hlavniho procesu pri totalni oxidaci uhlikatych
latek kyslikem
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oxidu v oxida¢nich produktech miize ptinést podstatné infor-
mace o mechanismu oxidace.

Uhlikaté materidly 1ze z hlediska pribéhu jejich oxidace

rozdélit na
krystalicky uhlik (grafit a diamant),
uhlikaté ldtky bez minerdlnich pfimési (saze ¢i rizné for-
my amorfniho uhliku vznikajici sekundarni pyrolyzou),
uhlikaté latky obsahujici minerdlni slozky (uhli, polokoks,
koks, biomasa).
Oxidace grafitu a diamantu (kapitola 2.1.) md mimotadny
vyznam pro pochopeni oxidace vsech ostatnich uhlikatych
materidld a rovnéz jeji technicky vyznam je nepopiratelny.
Grafit je navic Casto pouzivdn jako modelovy systém pro
studium vlivu aditiv na oxidaci uhlikatych latek.

Uhlikaté ldatky bez minerdlnich primési (kapitola 2.2.)
obsahuji kromé uhliku i mald mnozZstvi organicky vdzaného
vodiku, kysliku, dusiku a siry. Spole¢nym znakem této sku-
piny latek je velmi nizky obsah popelovin; jejich reaktivita
z hlediska oxidace je ddna predevsim strukturou uhlikatého
skeletu.

Pii oxidaci uhlikatych latek obsahujicich minerdlni pii-

tivita téchto latek viici oxidaci je vyrazné ovlivnéna predevsim
kvalitou a kvantitou anorganickych pfimési, pficemz vliv
struktury uhlikatého skeletu je ¢dste¢né potlacen.

Zv1astni skupinu uhlikatych latek pfedstavuji plasty. Po-
drobny rozbor jejich oxidace pfesahuje ramec tohoto prispévku.
2.1. Oxidace grafitu a diamantu

Prestoze oxidace materidlt tvofenych Cistym uhlikem se
zd4 byt jednoduchym déjem popsatelnym nékolika malo rov-
nicemi, skryvd tento proces mnohé nejasnosti a podrobny
vyzkum jiz pfinesl mnohd prekvapeni.

Grafit je za béZnych podminek termodynamicky nejstabil-
néjs$i modifikaci uhliku. Diky své elektrické vodivosti a vyso-
ké chemické odolnosti je vyznamnym technickym materid-
lem.

Pii studiu® interakce molekul kysliku s povrchem grafitu
bylo zjisténo, Ze i strukturné dokonalé povrchové vrstvy gra-
za velmi nizkych teplot (173 K). Divodem je skutecnost, Ze
antivazebné molekulové orbitaly kysliku jsou schopny in-
terakce s m-elektrony grafitu, jejichZ hustota je u dokonalé
struktury vysokd. Tato interakce umoZznuje disociaci molekuly
kysliku a vzniklé atomdrni ¢dstice jsou tak reaktivni, Ze dojde
k naruseni povrchové struktury oxidaci nékterého z uhliko-
vych atomd. Vytvoreny defekt ve struktufe snizuje hustotu
n-elektront ve svém okoli a zabrafiuje tak dal$i oxidaci za
nizkych teplot. Takto se velmi rychle reaktivni dokonald struk-
tura grafitu pasivuje a odoldva dalsi oxidaci az do vysokych
teplot. Prvnim krokem pfi vysokoteplotni oxidaci je pak od-
stranéni pasivujicich defektt. Struktura se zdokonaluje a je
znovu schopna sorbovat molekuly kysliku.

Ponékud v rozporu s témito predstavami jsou zdvéry vy-
plyvajici ze studia’ zmén mérného povrchu grafitu v pribéhu
oxidace pfi teplotich v rozsahu 600-800 K, pii némz bylo
zjisténo, Ze pii nizsich teplotdch (623—-693 K) mérny povrch
grafitu prudce roste jesté pfi vyhoteni 70 % hmotnosti vzorku.
Naproti tomu pii vysSich teplotdch (713-793 K) mérny povrch
grafitu na poc¢atku oxidace roste jen zvolna a asi pii vyhoteni
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50 % hmotnosti za¢ind klesat. Pozorované skutecnosti byly
pricteny zméndm v reaktivité¢ defektd ve struktufe grafitu
a difuzi kysliku a produktd oxidace. Pfi nizsich teplotdch
napada kyslik reaktivni mista struktury (hrany zrn, defekty na
povrchu), ale nereaguje s plochami s dokonalou strukturou.
Diky tomu dochdzi ke vzniku pori v mistech defektd, pory se
postupné prohlubuji, povrch roste, ale velikost castic se prilis
neméni. Pfi vysoké teploté maji molekuly kysliku dostatecnou
energii k napadeni strukturné dokonalych ploch na povrchu
zrn. Rychlost oxidace povrchu pievazuje nad rychlosti difuze
kysliku do pfipadnych pérti, takZe na vnitfnim povrchu k oxi-
daci prakticky nedochdzi. Zrna se postupné zmensuji, celkovy
povrch tedy mirné roste a pfi vyS$$im stupni vyhoteni klesd se
zanikem zrn.

Jiny pfistup ke studiu oxidace grafitu byl neddvno zalozen
na bombardovani nizkoenergetickymi ionty, které vedlo k vy-
tvoreni umélych defektti s definovanou hloubkou a velikost{
na vrstvdch grafitu s dokonalou strukturou, a sledovdn{ jejich
zmén pii oxidaci kyslikem pfi teplotdch okolo 800 K. Na z4-
kladg identifikace rdznych typti adsorbovaného kysliku a vy-
poctl se podafilo na atomdrni trovni zdivodnit rozdily mezi
anizotropni jednovrstevnou a izotropni vicevrstevnou oxidac{
grafitovych vrstev. Autofi této studie pozdéji urcili’ i kinetické
parametry jedno- a vicevrstevné oxidace a vénovali se i vlivu
typu strukturnich defektii na pribéh oxidace®.

Zajimavym piispévkem ke studiu oxidace grafitu je po-
¢itacové modelovani pribéhu reakce zaloZené na pravdépo-
dobnosti reakce riiznych typt uhlikovych atomt’. Na zakladé
této simulace byly interpretovany experimentdlné pozorované
rozdily ve tvaru dilkt vzniklych jednovrstevnou oxidaci (kru-
hové a hexagondlni tvary). Nepodaiilo se vsak realisticky
modelovat oxidaci probihajici soucasné na vice vrstvach gra-
fitu.

Porovndni oxidace grafitu a diamantu bylo provedeno
v précig. Oxidace diamantu je podobné jako u grafitu anizo-
tropni a probiha® rychleji na rovindch (100) neZ na rovindch
(111). Odolnost prirodniho diamantu je srovnatelna se stabili-
tou grafitu. Vrstvy v syntetickych diamantech vsak vykazuji
vyS8i stabilitu diky vhodné orientaci krystald ve vrstvach.
Vzhledem ke zna¢né stabilité uhliku ve stavu sp3 zacingd oxi-
dace diamantu na mistech obsahujicich sp* uhliky, tedy na
hrandch, zlomech a povrchovych miizkovych poruchéch.

4

2.2. Oxidace sazi a pyrolyzniho uhliku

Skupina uhlikatych latek bez minerdlnich primési, kterou
Ize zjednodusené pojmenovat jako saze, je tvofena piede-
v§im produkty pyrolyzy plynnych nebo kapalnych organic-
kych sloucenin nebo jejich smési. PrestoZze se v souvislosti
s témito latkami casto hovoii o amorfnim uhliku, jednd se ve
vétsiné piipadl o formy mikrokrystalického grafitu. Spolec-
nym znakem téchto ldtek je relativné velky povrch a mimo-
fddné adsorpéni schopnosti.

Vycerpavajici prehled riznych piistupt k modelovani vzniku
a oxidace sazi byl zvefejnén Kennedym'.

Kinetickymi aspekty oxidace sazi se zabyvali Gilot se spo-
lupracovniky®. Izotermickymi experimenty sledovali rychlost
hotenf sazi v zdvislosti na parcidlnim tlaku kysliku a dospéli
k zdvéru, ze v oblasti teplot 900-1000 K dochdzi ke zméné
mechanismu oxidace. Pod touto teplotou je nejpomalej$im
déjem rychlost vlastni chemické reakce, ktera tak urcuje cel-
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kovou rychlost oxidace. Pfi vyssich teplotdch se naopak fidi-
cim déjem stava difuze kysliku k povrchu sazi. Tato zjistén{
jsou v souladu i s jinymi pracemi (viz napf.m). Ve zminéné
praci’ byly rovnéz sledovany zmény specifického povrchu
v zdvislosti na stupni vyhoieni sazi. Vysledky se shoduji s daty
zméfenymi pro grafit’.

Kinetika oxidace sazi byla studovéna i dal§imi autory'’. Ti
sledovali dvarizné typy sazi (dieselové a plamenové) a nalezli
v obou pripadech prakticky shodné reakéni fady vzhledem
k uhliku (n-=0,7) akysliku (ny = 1). Byl také zjiSt€n vyrazny
vliv vody na oxidaci plamenovych sazi, ktery se projevoval
zvySenim reakéniho fadu vzhledem k uhliku a zvySenym
pomérem CO,/CO v produktech.

Pii studiu kinetiky'? oxidace pyrolyzniho uhliku vznika-
jictho sekunddrni pyrolyzou smési uhli s riznymi aditivy byly
identifikovdny a popsdny dvé formy uhliku kineticky se lisic{
reakénim fddem vzhledem k uhliku a tedy mechanismem
jejich oxidace.

3. Vliv anorganickych slou¢enin na oxidaci
uhlikatych materiala

3.1. Oxidace uhli a koksu

Uhli je heterogenni systém obsahujici vedle aromatickych
makromolekul i nizkomolekuldrni organické a anorganické
latky.

Pfi zahfivan{ uhli v oxida¢ni atmosfére probihaji dva na-
sledné procesy, které se vzdy vice ¢i méné prekryvaji. V prvni
fazi dochazi k uvoliovani t€kavych slozek a produktd py-
rolyzy uhli, které se pak homogennim mechanismem oxiduj{
v plynné fdzi. Tato prvni ¢dst oxida¢niho procesu je silné
ovlivnéna mnoZzstvim a kvalitou tékavych slozek, porozitou
a velikosti ¢astic uhli. Vliv pfitomnych minerdlnich slozek se
projevuje uz v pribéhu pyrolyzy. Kovové oxidy a soli jsou
zndmymi a pouzivanymi katalyzdtory mnoha organickych
reakci, z nichz reakce dehydrogenac¢ni, dehydratacni, dekar-
bonylacni a dekarboxyla¢ni maji v pribéhu pyrolyzy velky
vyznam. Obsah minerdlnich ldtek tedy bude mit znacny vliv
na slozeni tékavych produktl pyrolyzy a soucasné i na vlast-
nosti a strukturu uhlikatého zbytku — polokoksu.

Po odstranéni tékavych slozek a ¢aste¢né uz v jeho pri-
béhu zacind dochdzet k postupné oxidaci vznikajiciho polo-
koksu. Oxidac¢ni reaktivita polokoksu je znacné ovlivnéna
pfitomnymi anorganickymi slou¢eninami. Se sniZujicim se
obsahem popelovin (demineralizované uhli) je obvykle po-
zorovatelné zvySeni teploty hofeni.

Z hlediska vlivu minerdlt je oxidace koksu podobnd oxi-
daci polokoksu. I zde jde o heterogenni reakci, ktera je ovliv-
néna pritomnymi slouc¢eninami kovii. Rozdil ve struktuie uhli-
katého skeletu vSak u koksu posouvd vsechny déje k vySsim
teplotdm.

Minerdln{ latky obsazené v uhli ovliviiuji tedy oxidaci uhl{
akokst zdanlivé ve dvou stupnich. V prvnim stupni se icastn{
pyrolyzy, kde se podileji na vzniku polokoksu nebo koksu. Ve
druhém stupni pak pfimo katalyzuji (piip. inhibuji) hete-
rogenni oxidacni reakci pyrolyzniho produktu. PohliZime-li
vSak na pyrolyzu uhli jako na parcidlni oxidaci, pak je ziejmé,
Ze oba uvazované stupné pisobeni minerdlnich latek mohou
mit mnoho spole¢ného.
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Z naznacenych uvah nelze vyloucit ani samotny proces
vzniku uhli. Podle béZznych pfedstav o oxidaci a redukci je
uhli produktem parcidlni oxidace pivodni rostlinné hmoty.
Pfi tomto procesu rovnéz asistovaly anorganické latky a zdd
se velmi pravdépodobné, Ze kvalita dnesniho uhli je ovliv-
néna minerdlnimi latkami lpﬁ’tomn}?mi v pribéhu jeho vzni-
ku. Sv&d&i o tom i studie’®, ve které byly sledovdny vzta-
hy mezi stupném prouhelnéni a chemickym a minerdlnim
slozenim uhli. Dile bylo poukdzino'* na propojeni jednotli-
vych minerdlnich slozek s konkrétnimi organickymi slozkami
uhli.

Pii oxidaci smési riiznych uhelnych paliv dochdzi k sil-
nému vzdjemnému ovliviiovan{ jednotlivych sloZek a jejich
minerdlnich ¢dsti. Hofeni sloZzek ve smési vykazuje odlisné
parametry od jejich hofeni samostatné, pricemz pro tyto zmeé-
ny neexistuji dosud vhodné predikéni modely. Komplikova-
nost sledovdni oxidace smési uhlikatych paliv byla doloZena
napf. na smési uhli a grafituls.

3.2. Vliv katalyzdtori na oxidaci uhli
a koksu

Hlavnimi diivody pro pfiddvani minerdlnich ldtek k ener-
getickému uhli jsou sniZzeni emisi $kodlivin a dokonalejsi
spdlenf paliva.

Posuzovani vlivu aditiv na kinetiku oxidace uhli a koksu
je komplikovdno jiz pfitomnymi anorganickymi slozkami,
jejichz pusobeni prekryva sledovany vliv aditiv. BéZné se
proto pro studium katalytickych efektti pouzivaji definovanéj-
§1 uhlikaté materidly (grafit, saze). Pro modelovani oxidace
koksu byl navrzen pyren .

Vlivem minerdld piitomnych v uhli a aditiv na energetiku
spalovdni se zabyvd prace'’. Autofi prokdzali zna¢né energe-
tické ztraty v pribéhu spalovdni zplsobené endotermickymi
rozklady anorganickych pfimési.

Béznymi latkami ptfiddvanymi k uhli z dGvodi sniZeni
emisi oxidu sifi¢itého jsou vdpenaté a hotecnaté slouceniny.
Vlivem téchto ldtek na emise a rychlost ¢i teplotu spalovan{
se zabyva n&kolik praci'®!°. Pfi studiu'® vlivu impregnace uhli
octanem vdpenatym a hofe¢natym na teplotu hofeni uhelné
Cdstice a na obsah oxidu sifi¢itého a oxidd dusiku v plynnych
produktech bylo zjisténo, ze pfitomnost téchto soli zvysuje
teplotu hofeni, mirné¢ zvysuje obsah oxidl dusiku a razantné
sniZuje obsah SO,. Naproti tomu'? piitomnost siranu, uhli¢i-
tanu nebo oxidu vdpenatého podstatné zvySuje rychlost oxida-
ce polokoksu. Tato katalytickd aktivita roste v fadé CaCO5<
CaSO, << CaO.

Mnozstvi praci bylo vénovdno katalytickému vlivu slou-
cenin alkalickych kovi, které tvori z[(;odstatnou ¢ast anor-
ganické slozky uhli. Tak bylo zjisténo™, Ze uhlicitany a chlo-
ridy, pfip. jejich smési urychluji rozklad uhli na vzduchu,
v dusiku i v oxidu uhli¢itém a zvySuji podil oxidu uhelnatého
v produktech. Nejvyraznéjsi efekt vykazoval uhli¢itan lithny.
Smeési soli mély vétsSinou vyraznéjsi vliv nez Cisté latky.

Vliv uhli¢itanu draselného na hoteni polokoksu a antracitu
byl sledovan Wagnerem a Muhlenem?!, kteif pro i¢inek K,CO,
na teplotu vzniceni uhli navrhli mechanismus podobny me-
chanismu ptisobeni této litky pfi zplyiovani uhli®>. Autofi
predpoklddaji hydrolyzu uhli¢itanu vlivem vlhkosti na hy-
droxid, jehoZ nizkd teplota tdni umoziiuje rychlou distribuci
katalyzatoru po povrchu castice uhli. Ve sledu reakci, které
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pak vedou k oxidaci uhli, vystupuje jako intermedidt i kovovy
draslik.

Studium® vlivu louZeni v roztavenych alkalickych hy-
droxidech na hofeni ¢erného uhli a antracitu ukdzalo, Ze te-
plota hofeni ¢erného uhli nebyla pisobenim roztavenych al-
kdlif prakticky ovlivnéna. U antracitu vSak byl pozorovin
velmi vyrazny efekt, nebot jeho teplota hofeni se sniZila
0 150-200 K. Ze studia vyplyvd, Ze zvySend reaktivita louze-
ného antracitu je zplsobena spiSe fyzikdlnimi zménami na
povrchu ¢dstic nez chemickymi vlivy.

Zajimavy piispévek predstavuje studium oxidace aduktu
vzniklého redukei uhli kovovym draslikem®* provedenou s ci-
lem zvySit obsah rozpustnych organickych slozek v uhli. I zde
draslik usnadiiuje oxidaci uhli vzdusnym kyslikem, pficemz
KO, je navrZen jako meziprodukt reakce.

Znamymi katalyzdtory oxidacnich reakef organickych la-
tek jsou slouceniny prechodnych kovi. Pokud de o vliv
riznych kovovych soli na oxidaci hnédého uhli” , nejvetsi
vliv vykazovaly soli médnaté. JiZ v minimdlnim mnoistvi
(0,4 mmol Cu** g™) zptisobuji zna&né zvyseni reaktivity a sni-
7eni teploty hofeni o 125 K. Zadny vyrazny vliv anionti nebyl
pozorovdn.

Sirokd skupina soli kovii byla z hlediska jejich katalytic-
kého efektu na oxidaci polokoksu z pyrolyzy odpadnich plastd
zkoumdna Molinem a Parejou®®. Nejsilngjsi katalyticky uci-
nek byl pozorovan u soli sodnych a médnatych. Pfi sledovan{
vlivu aniontli v sodnych solich vykazovaly nejvétsi aktivitu
octan sodny a hydroxid sodny, mensi vliv pak mély uhli¢itan
a dusi¢nan sodny. Chlorid sodny mél inhibi¢ni ucinek, ktery
se projevil pri teplotdch nad 800 K. Dihydrogenfosfore¢nan
sodny se pfi niz§ich teplotdch projevoval jako inhibitor, pii
vyssich teplotach pak prekvapive reakci urychloval.

Katalyticky tcinek na oxidaci uhli a koksu maji i mnohé
oxidy kovii. Silny vliv oxidu olovnatého na oxidaci koksu?’
Ize pficist tomu, Ze v jeho pifitomnosti dochdzi ke sniZeni
aktivacni energie oxidace. Podobné byl prokdzdn katalyticky
vliv aditiv (smés MgO Fezog, MnO, Al,O;, SiO, a B,05) na
oxidaci uhli a grafitu®®. Pokus o posouzeni vllvu aditiv na
kinetické parametry procesu neposkytl prili§ vérohodné vy-
sledky (napf. reakéni fdd oxidace grafitu vzhledem k uhliku
ne=6).

c Casto pouzivanymi katalyzatory dehydrogena&nich i hy-
drogenacnich reakci jsou Lewisovy kyseliny (napi. ZnCl,,
AICI,). Pfi studiu chloridu Zelezitého jako katalyzdtoru py-
rolyzy ¢ernouhelné smoly pifi vyrobé sorbentl na bdzi aktiv-
niho uhli® byl v rdmei vysvétleni mechanismu jeho pasobeni
zdtraznén vyznam schopnosti soli piejit do kapalného nebo
plynného stavu pred vlastnim zacdtkem pyrolyzy.

Katalyticky vliv iontfl d- (Fe, Zn, Ni) i p-prvki (Sn, Pb)
na hydro§enacn1 zkapaltiovdni uhli byl prokdzén jiz v préci
Rogerse

V posledni dobé se objevuji préace, které poukazuji na
souvislost katalytické aktivity pfi oxidacné dehydrogenacnich
reakcich s acidobazickymi vlastnostmi latek (napf. cit.®").

3.3. VIliv katalyzdtort na oxidaci
grafitu a sazi

Grafit a saze (mikrokrystalickd forma grafitu) jsou téméf
idedlnimi materidly pro studium katalytickych efektl. Struk-
tura grafitu je dobfe popsana a umoziuje matematické mode-
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lovani procesti probihajicich na jeho povrchu (napf. cit.”),
véetné zahrnuti vlivu cizich atomt. Ukazkou teoretického
matematického pohledu na interakci grafitu s jinymi prvky je
studie®?, ve které autofi na zakladé modelovani odtvodnili
inhibicni vliv boru pfi oxidaci grafitu.

Pres tuto zdanlivou jednoduchost materidlu a pfistupnost
modelovani jeho vlastnosti nebyla dosud zpracovdna obecna
teorie o mechanismu katalytického pisobeni kovii na oxidaci
grafitickych materiald, kterd by dokdzala vysvétlit vSechny
experimentdlné pozorované vlivy. Didvod této absence ziejmé
neni v problémech se strukturou grafitu, ale v rtiznorodosti
pouzivanych katalyzétorti. Pokud omezime dvahy na kataly-
zatory na bdzi anorganickych sloucenin, pak jejich katalyticky
vliv je ovlivnén minimdlné ndsledujicimi skute¢nostmi:
vlastnostmi kationtd (druh, oxida¢nf ¢islo, vaznost a pro-
storové uspordddni vazeb),
vlastnostmi aniontii piip. elektroneutrdlnich liganda (druh,
pocet, oxida¢né redukéni vlastnosti),
vlastnostmi slouceniny jako celku (teplota tdni, varu nebo
rozkladu, moznost sublimace, acidobazické vlastnosti, po-
larita vazeb),
vlastnostmi produktti vzniklych termickym rozkladem ka-
talyzatoru nebo jeho interakei s uhlikem.

Pfi vlastnim experimentdlnim studiu se k nim pridavaji
thy zpusobené uspotfdddnim experimentu:

zptsobem aplikace (impregnace, adsorpce, mechanické
miseni),

mnozstvim katalyzdtoru (publikovand data pokryvaji roz-
sah od stopovych mnozstvi az po vyrazny prebytek kata-
lyzétoru),

oxida¢nim prostiedim a jeho parametry (vzduch, kyslik,
vodni pdra, CO,, oxidace v roztoku nebo tavening, ...),
obecnym experimentdlnim uspofdddnim (izotermické ¢i
neizotermické méreni, celkové mnozstvi oxidované smési,
fedéni inertnim materialem, ...).

Pokusy vysvétlit mechanismus katalyzované oxidace gra-
fitu nebo sazi se obvykle omezuji na dzkou skupinu kata-
lyzatort.

Na atomadrni drovni (elektronovou mikroskopif) byl sledo-
van vliv kovovych katalyzatoru na oxidaci vysoce uspord-
daného pyrolytického grafitu®>. Autofi bombardovali povrch
grafitu cesnymi ionty a pozorovali vznik ddlkid ve vrchnich
vrstvach grafitu béhem oxidace kyslikem. Zjistili, Ze oxidace
vrstev zacind pravé v okoli kladné nabitych iontd cesia, coz
pfipsali zvySeni hustoty m-elektrond, které jsou kladnym ion-
tem pritahovany. Mista se zvySenou elektronovou hustotou
umoziuji snadné&jsi adsorpci a ndslednou disociaci molekul
kysliku.

Pri stud1u vlivu oxidl vanadu, Zeleza a olova na oxidaci
grafltu byl nejvétsi katalyticky efekt pozorovan s V,0s,
nejvetsi zmeénu aktivacni energie oxidace vSak zpisobil PbO.
Autofi pfedpokladaji, Ze V,O5pouze urychluje reakci, zatfmco
PbO méni zdsadné reakeni cestu. Presto pro vliv obou oxidd
navrhuji podobné mechanismy zaloZené na vzniku vazeb kov—
kyslik—uhlik, kde kovovy oxid plsobi jako prenase¢ kysliku.
Vyraznéjsi katalyticky vliv oxidu Zelezitého nebyl pozorovan.

Vliv fady kovovych oxidd na oxidaci sazi byl sledovan
pomoci izotopicky znaceného kysliku*. Studium vedlo k na-
vrhu tff typd mechanismu oxidace sazi v piftomnosti oxidi
kovi (obr. 2).

Experimentdlné bylo prokdzano, Ze na oxidaci sazi se
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Obr. 2. Mechanismy oxidace sazi na povrchu oxidového katalyzitoru™, < mezera v kryst. mifzce, O kyslik — kryst. mifzka oxidu, o kyslik —

atmosféra, @ uhlik

CuCl-0"

R1 R2

Co/CO,

Obr. 3%. Mechanismus Kkatalytického pisobeni CuCl (prevzato
Z cit.

120, CuCl

v piipadé Fe,0, a Co,0, podili predevsim kyslik vdzany v po-
hyblivé povrchové vrstvé oxidu (obr. 2a). Na rozhrani saze—
katalyzator dochdzi k vlastni reakci, vznikd CO/CO, a v povr-
chové vrstvé katalyzdtoru vznikaji mezery. Tyto mezery jsou
pak zaplnény kyslikem z plynné fdze, jehoz pfitomnost je pro
tento mechanismus nutnd.

Pii oxidaci sazi v piitomnosti Cr,05 se uplatiiuje i kyslik
adsorbovany na povrchu katalyzdtoru, ktery neni soucdsti
krystalové mfizky oxidu (obr. 2 b). Tento kyslik pfechdzi
z povrchu oxidu na povrch sazi za vzniku povrchovych kysli-
katych sloucenin uvolfiujicich se pak ve formé CO nebo CO,,.

U oxidii MoO;, V,05 a smésného K,MoO, byl zjistén
stejny mechanismus jako u Cr,O; doplnény o moZnost vymé-
ny kyslikovych atom@ mezi povrchovou vrstvou a vnitfnim
objemem katalyzdtoru (obr. 2¢). Tento mechanismus mutze
jako jediny probihat i bez pritomnosti kysliku v plynné fdzi
a predstavuje karboredukci oxidu.

Rozsdhlé studium katalyzatort pro spalovani sazi vznika-
jicich v dieselovych motorech bylo provedeno Moulijnem se
spolupracovniky®> . Z vysledki ziskanych pro oxidy kovi®
vyplyvd dilezitost tésného kontaktu mezi katalyzdtorem a sa-
zemi (podrobnd analyza viz cit.’”). P dostate¢ném styku
vykazuje katalytické i¢inky vétsina oxidd kovi. Pfi jeho ztraté
si vSak katalytickou aktivitu zachovavaji pouze oxidy, u kte-
rych je umoznéna mobilita pfi teplotdch oxidace (tani, subli-
mace nebo var samotnych oxidi nebo produkti jejich reakce
s uhlikem nebo vlhkosti). Pii zachovani kontaktu bylo stano-
veno ndsledujici potfadi oxidl podle klesajictho katalytické-
ho tcinku: PbO, Co,0,, V,05, M0O;, Fe,0;, La,0;, MnO,,
Sb,0;, Bi,05, CaO, CuO, Ag,0, NiO a Cr,0;. Pii rozsifeni
studia na chioridy a chlorid-oxidy kovi® se ukazalo, Ze pii-
tomnost chloru siln€ zvysuje katalytickou aktivitu ve srovnani
s oxidy, prestoZe chlor je zndamym inhibitorem hofeni. Mezi
chloridy a chlorid-oxidy vynikaly svou katalytickou aktivitou
slouceniny médné, médnaté a olovnaté. U sloucenin médi
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bylo prokdzdano, ze ucinnou litkou je ve vSech pripadech
chlorid médny, na ktery jsou béhem oxidace ostatni litky
prevedeny. Predpoklddany mechanismus pasobeni CuCl pfi
oxidaci uhliku je na obr. 3.

Prvnim krokem oxidace v pfitomnosti CuCl je aktivace
kysliku na povrchu CuCl (obr. 3 — reakce R1). Aktivovany
kyslik je pfenesen na povrch sazi (obr. 3 — R2) za vzniku
povrchovych kyslikatych slou¢enin C—QOg. Jejich rozpadem
se uvoliiuje CO a CO, (obr. 3 —R3).

Pro slouceniny olova zddny podobny spole¢ny faktor na-
lezen nebyl. Pii testovani®® katalyzétort na bazi chloridi médi
na oxidovych nosi¢ich vSak bylo zjisténo, Ze tyto komplexy
diky t€kavosti chloridli rychle ztrdceji ¢dst své aktivity. Vzhle-
dem k predpoklddané souvislosti aktivity katalyzatoru s jeho
mobilitou pfi teplotdch oxidace byly studovdny eutektické
smési soli s oxidy>’. Smési Cs,M00,-V,05 a CsVO;-Mo0O,
vykazovaly vysokou katalytickou aktivitu pfi teplotach prevy-
Sujicich jejich teplotou tani. Na druhou stranu smés KVO,—
KClI silné ovliviiovala oxidaci sazi i pod teplotou tdni.

Kriticky pohled na pouziti katalyzdtort obsahujicich chlor
z hlediska vzniku polychlorovanych aromatickych slou¢enin
byl zvefejnén Luijkem a spolupracovnﬂ<y4°. Meéd se chova
jako katalyzdtor nejen oxidacnich, ale i chloracnich reakct,
¢imz prispivd ke vzniku stabilnich chlorovanych polyaro-
matickych fragmentt. Ty jsou prekursory polychlorovanych
aromatickych sloucenin v plynnych produktech.

4. Zavér

Z uvedeného prehledu je zfejmd komplexnost problema-
tiky katalytické oxidace uhlikatych materidld a Siroké moz-
nosti volby pfistupt k jejimu feseni. Nezodpovézené otazky
lezi v celé oblasti popsaného problému, od relativné jed-
noduché oxidace grafitu aZ po mechanismus pisobeni kata-
lyzétort pfi oxidacnich nebo pyrolytickych reakcich.

Soucasné metody umoziuji studium oxidace ¢istych uhli-
katych latek zaméfit na popis interakce kysliku s povrchem
uhlikatého materidlu na atomdrni drovni. V této oblasti pfindsi
zajimavé vysledky i matematické modeloviani oxidac¢nich pro-
cestl.

Vyzkum aditiv pouzivanych pfi energetickém vyuziti fo-
silnich paliv se zaméfuje na hleddni latek umoziujicich snizit
teplotu hofeni pii soucasném dokonalém spdleni paliva a snizit
obsah oxidu sifi¢itého a oxidti dusiku v plynnych produktech.

Vyznamnym smérem je studium katalyzdtorG usnadiu-
jicich oxidaci sazi a jinych forem pyrolyzniho uhliku s cilem



Chem. Listy 95, 173 — 178 (2001)

nalézt katalyzdtor s dostate¢nou a pfitom dlouhodobou dcin-
nosti.

Znacnd ¢dst praci se v soucasnosti vénuje i studiu interakce
uhlikatych materidli s oxidy kovl. To md vyznam nejen
v oblasti katalytické oxidace uhlikatych latek, ale i pro pocho-
peni mechanismu redukce téchto oxidd uhlikem.

Obecné pochopeni interakce mezi organickymi a anorga-
nickymi slozkami v pribéhu oxidace ma kli¢ovy vyznam pro
ekonomicky a ekologicky pfijatelné vyuzivani prirodnich su-
rovin stejné jako pro zpracovani $iroké skupiny odpadi. Neza-
nedbatelné jsou i moznosti v oblasti pfipravy novych tech-
nickych materidld.

Tato prdce vznikla za podpory Grantové Agentury CR,
¢islo projektu 105/00/1698.
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V. Slovak (Department of Chemistry, Technical Univer-
sity of Ostrava, Ostrava-Poruba): Catalytic Oxidation of
Carbonaceous Materials

The current research on oxidation of carbonaceous mate-
rials is primarily aimed at detailed understanding the mecha-
nism of interaction of carbon with oxygen and at studies of the
influence of inorganic substances on the process. Oxidation of
graphite as a model compound with oxygen is a complex
process, the interpretation of which is still contradictory, abo-
ve all in the field of an influence of structure arrangement on
the oxidation reactivity. Studies of soot oxidation has been
recently focused on determination of the process kinetics and
searching for substances lowering the soot combustion tem-
perature. As catalysts, oxides and inorganic salts of metals are
investigated. The study of catalytic oxidation of coal and coke,
containing both organic and inorganic substances, is compli-
cated. The research is aimed at common substances in ashes
and at substances used as additives to coal and coke used as
energy sources. Attention is also paid to coal pyrolysis and its
potential affecting by various catalysts.
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Uvod

Putida predstavuje velmi slozity komplex organickych a anor-
ganickych sloucenin tvoficich jedine¢ny vzdjemné provdzany
celek, ktery je vyznamnou a nenahraditelnou soucdsti bio-
sféry. Pro posouzeni moznych interakei prvki obsazenych
v pudé s dalsimi slozkami Zivotniho prostiedi je informace
o celkovém obsahu téchto prvki jen mélo obsaznd. Pro ziskan{
podrobnéjsich informaci o distribuci prvkid v jednotlivych
komponentech pidy a o zptisobu a pevnosti vazeb prvki na
tyto komponenty byla vyvinuta celd fada extrakcnich Cinidel.
Néktera z téchto ¢inidel mohou byt specificka pro uréity prvek
¢i studovanou plodinu'. Volba chemické slou¢eniny pouzité
pro extrakci se pak fidi pozadavkem, kterd frakce prvku ma
byt z dané pidy uvolnéna.

Velmi detailni piehled pouzivanych extraktantd a moz-
nosti jejich aplikace publikoval Beckett®. Tato prace zdrovei

Tabulka I
Vybrané charakteristiky testovanych pad

dokumentuje nesmirnou pestrost $kdly extrak¢nich ¢inidel, jez
vyplynula ze specifickych pozadavki analytickych pracovist
nafeseni konkrétnich problému. Jen v piipadé EDTA je v préci
Becketta” citovano vice nez 20 extrakénich postupt lisicich se
koncentraci vyluhovadla, teplotou ¢i pH extrakéniho roztoku.
Rozdilnost analytickych postupi v§ak velmi ztéZuje vzdjemné
porovndni vysledkt jednotlivych pracovist, k ¢emuz pfistu-
puje i omezend moznost kontroly kvality analytickych dat
vzhledem k neexistenci certifikovanych referen¢nich mate-
ridld pid se zndimym obsahem extrahovatelnych frakci jednot-
livych kovi®.

V nasich difve publikovanych pracich jsme studovali moz-
nosti pouzitf vybranych extrak¢nich postupii pro stanoveni As
(cit.%), Cd a Zn (cit.”). Ze zavért obou té&chto praci vyplynula
jak nutnost roz§ifeni po¢tu analyzovanych padnich vzork, tak
i Skdly testovanych extrahovadel. V této praci jsme se zejména
zaméfili na vyuziti slabych roztok neutrdlnich soli, které vice
¢i méné simuluji sloZeni pidniho roztoku a mohou tedy z pidy
uvolnit tu ¢ast celkového obsahu prvku, kterd je pristupnd
rostlindm.

Material a metody

Byl vybrdn soubor 35 vzorkid pld reprezentujicich roz-
manitost fyzikalng-chemickych vlastnosti ptid na tizemi Ceské
republiky. Do vybéru vzorkl byly vedle lokalit pfedstavu-
jicich béZznou hladinu obsahii sledovanych prvkd v danych
typech pd umyslné zarazeny i vzorky z lokalit s vyznamné
zvySenou hladinou zejména As a Cd, a to jak ptsobenim
geogennich, tak i antropogennich vlivti. Vybrané charakteris-
tiky téchto ptd shrnuje tabulka I. Laboratorni ptidni vzorky
z jednotlivych lokalit byly zhomogenizovany, ususeny pii
laboratorni teploté a pfesdty pies plastové sito o velikosti ok
2 mm. Takto pfipravené vzorky byly pouZity pro stanoveni
celkovych i extrahovatelnych obsahd sledovanych prvka.

Poutité extrakcni postupy: Extrakce H,O: Vzorek pidy
byl extrahovdn deionizovanou vodou v poméru 1:5 (w/v) pfi
teploté mistnosti ndsledovné: 5,0 g vzorku pidy bylo nava-
zeno do 100 ml plastové lahvicky a zalito 25 ml H,0O. Reak¢ni

Parametry pH C," KVK® Jilnaté Cdstice Celk. As Celk. Cd Celk. Zn
[%] [mvalkg™] [%] [mgkgl  [mgkg]  [mgkg]
Arit. primér 6,2 2,26 187 20,8 43,3 2,06 119
Medidn 6,5 2,00 188 22,0 20,1 0,39 109
Smeérod. odchylka 0,9 1,25 55 8.4 70,8 5,1 74
Minimum 3,6 0,70 89 10 4.4 0,11 35,8
Maximum 7,3 6,67 292 48 352 19,4 451

% Obsah oxidovatelného uhliku, ° kationtova vymeénnd kapacita
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Obr. 1. Histogramy rozdéleni ¢etnosti celkovych obsahii As, Cd a Zn ve sledovanych pudnich vzorcich. Sloupec a uddvd rozdéleni celého
souboru ptd, sloupec b pak rozdéleni souboru po vylouceni extrémnich hodnot pro jednotlivé prvky
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Tabulka II

Laboratorni pfistroje a postupy

Zdkladni statistické charakteristiky souboru dat relativnich extrahovatelnych obsahi prvki v pidach dle jednotlivych vyluhovadel

(% z celkového obsahu)

Arsen 1 mol.I"! 0,1 mol.I"! 0,01 mol.I"" H,0 0,5 mol.I"!
NH,/NO; NaNO, CaCl, NaHCO,
Arit. priimér 0,088 0,145 0,277 0,424 1,46
Medidn 0,053 0,086 0,198 0,310 0,777
Smérod. odchylka 0,086 0,166 0,255 0,358 1,66
Minimum 0,008 0,003 0,017 0,059 0,040
Maximum 0,364 0,659 1,22 1,45 7,12
Kadmium H,0 0,1 mol.I"! 1 mol.I"! 0,01 mol.I"! 0,5 mol.I"!
NaNO, NH,NO, CaCl, NaHCO,
Arit. priimér 1,08 0,788 3,02 5,33 7,76
Medidn 0,546 0,341 0,818 2,18 3,98
Smérod. odchylka 1,39 1,63 5,98 8,78 10,3
Minimum 0,064 0,033 0,152 0,270 0,190
Maximum 6,30 9,74 31,6 47,0 454
Zinek H,0 0,1 mol.I"! 0,5 mol.I"' 1 mol.I"! 0,01 mol.I""
NaNO, NaHCO, NH,NO, CaCl,
Arit. primér 0,067 0,154 0,242 0,603 0,718
Medidn 0,047 0,020 0,176 0,098 0,128
Smérod. odchylka 0,062 0,402 0,254 1,52 1,44
Minimum 0,006 0,001 0,031 0,001 0,025
Maximum 0,234 2,14 1,24 8,47 6,74

smés byla mechanicky protfepavana po dobu 30 minut, poté
byla smés ponechdna 16 hodin v klidu pii teploté¢ mistnosti,
ndsledné byla opét protiepavana po dobu 5 minut a poté
centrifugovdna po dobu 15 minut pii 3000 otdckach (Hettich
Universal 30 RF). Supernatant byl bezprostfedn& analyzovan®.
Dalsi pouzité metody extrakce pud byly jiz podrobné popsédny
v na$i predchozi praici4, véetné literdarnich zdroju, proto na
tomto misté uvadime jen jejich stru¢nou charakteristiku: /. ex-
trakce 0,01 mol.I”' roztokem CaCl, v poméru 1:10 (w/v),
2. extrakce 1 mol.I"' roztokem NH,NO, v poméru 1:2,5 (w/v),
3. extrakce roztokem 0,1 mol.I”' roztokem NaN O; v poméru
1:2,5 (w/v), 4. extrakce 0,5 mol.I"! roztokem NaHCO; v po-
méru 1:20 (w/v).

Celkovy obsah prvkid v pidach byl stanoven v minera-
lizatech ziskanych pfedchozim dvoustupnovym rozkladem
s ptitomnosti HF v jeho mokré fazi podle ndsledujictho po-
stupu: 0,5 g vzorku pidy bylo spdleno na suché cesté ve smési
superoxida¢nich plynti v piistroji APION pii teploté 400 °C
po dobu 10 hodin. Pevny zbytek po suchém rozkladu byl
rozloZen ve smési HF konc. + HNO, konc. (1 +2) na teflonové
horké desce v teflonovych kéadinkdch pfi 150 °C. Odparek
byl rozpustén ve ziedéné lucavce kralovské a ulozen v kali-
brox;an)?ch zkumavkadch pri teploté mistnosti az do doby meé-
feni’.
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Obsah prvkd v roztocich byl stanoven metodou atomové
absorp¢ni spektrometrie na piistrojich Varian SpectrAA-300
a Varian SpectrA A-400. Obsah arsenu byl stanoven technikou
generace hydridi s vyuzitim kontinudlniho generdtoru hy-
dridd VGA-76, pro stanoveni Cd pak byl pouzit grafitovy
bezplamenovy atomizator GTA-96 a Zn byl atomizovén v pla-
meni acetylen—vzduch. Pro vyhodnoceni signdlu bylo pouzito
metody standardniho ptidavku.

Pro kontrolu spravnosti vysledki byl vyuzit certifikovany
referenéni materidl RM 7003 Silty Clay Loam s ndsledujicim
vysledkem: V materidlu obsahujicim 16,7+3,1 mg As.kg™,
0,32+0,04 mg Cd.kg™! a 81,0+7,6 mg Zn.kg™' bylo nalezeno
19,0121,0 mg Askg™, 0,34+0,08 mg Cdkg' a 78,2+4.8 mg
Znkg .

Vysledky a diskuse

Z tabulky I vyplyvd, Ze celkové obsahy sledovanych prvki
se pohybovaly ve velmi Sirokém rozmezi s vyskytem extrémné
vysokych hodnot, zejména As a Cd. Na obrdzku 1 je vidét, ze
rozdéleni Cetnosti hodnot celkového obsahu prvkd v paddch
neodpovidd parametrim normdlniho rozdéleni, a to ani po
vylouceni statisticky odlehlych hodnot. Pro dalsi hodnoceni
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byl proto zvolen median jako hodnota lépe reprezentujici
studovany soubor vzorkl. Hodnoty medianu neprekrocﬂy ma-
ximdlné pripustné obsahy Prvku v puddch CR®, které predsta-
vuji pro arsen 30 mg.kg ™, pro Cd a Zn pak dle typu plady
0,4-1,0 resp. 130-200 mg.kg™". Median byl posléze vybran
i pro hodnoceni soubort dat extrahovatelnych obsahi jednot-
livych prvki. Jak uz bylo feceno vyse, nejednalo se o ndhodny
vybér pudnich vzorkd, ale pidy s extrémnimi obsahy prvki
byly vybirdny zdmérné. V piipadé kadmia se pak podafilo
shromdzdit ptdni vzorky zahrnujici oba extrémy, tj. vzorky
reprezentujici pidy s velmi nizkymi i velmi vysokymi obsahy
tohoto prvku, pficemz 20 % vzorkl prekrocilo maximalné
piipustné hodnoty celkového obsahu tohoto prvku v pidéch.
U arsenu a zinku se pak vyskytly vzorky bliZici se horni hranici
maximdlné piipustnych hodnot obsaht téchto prvki, a k jejich
ptekroceni doslo v 26 resp. 6 % vzorkd.

Je zfejmé, Ze dominantni vliv na koncentraci prvki v ptid-
nich extraktech mél celkovy obsah prvki v zemindch, jehoz
rozpéti vyznamné pievysovalo rozpéti ostatnich sledovanych
pldnich parametrti (tabulka I). Relativni vyjddfeni hodnot
vztazenych k celkovému obsahu prvki v pide, uvedené v ta-
bulce II, umoznilo v tomto piipadé lepsi porovnani jednot-
livych metod.

Vysledky ukdzaly, Ze pouziti deionizované vody a neutral-
nich soli vedlo pres nékteré odlisnosti k vzdjemné porovnatel-
nym vysledkiim jak ve vlastni extrahovatelnosti jednotlivych
prvkd, tak i pfi dal$i interpretaci dat. Tato ¢inidla jsou schopna
uvolnit pouze slabé vdzané, rostlindm snadno ptistupné podily
pidnich elementii' U fady vysledkd se naméfené hodnoty
pohybovaly na hranici meze detekce, coz vedlo ke zvySeni
nejistoty stanoveni.

U arsenu a zinku neptesdhly vyluhovatelné obsahy prv-
kd 0,5 % jejich celkového obsahu v pidé, ale byly pozorova-
ny rozdily v jejich dcinnosti. U arsenu se dcinnost extrakce
zvySovala v pofadi 1 mol.I ' NH NO;<0.1 mol.I ! NaNoO,
<0,01 mol.I"! CaCl,<H,0 a potvrdilo se, Ze vyssi iontova sﬂa
pouzitého vyluhovadla sniZuje rozpustnost slabé vazanych
forem tohoto prvku. Je také tfeba mit na zfeteli, Ze vétSina
bézné pouzivanych ¢inidel byla vyvinuta pro extrakci prvkd
véazanych v ptidé ve formé dvojmocnych kationtii a nemusi byt
vzdy aplikovatelnd pro prvky tvorici jiné typy Vazeb Obsah
zinku v extraktu se zvySoval v porad1 0,1 mol.I"! NaNO,<
H,0<1 mol. I"'NH NO;<0,01 mol. 1! CaCl,. V pfipadé kadmia
koplrUJe poradi extraktanti fadu sestavenou pro zinek, ale
extrahovatelnost tohoto prvku byla vyznamné vys$si ve srov-
nani se zinkem. Rovnéz rozpéti hodnot pro jednotlivé vzorky
bylo vyznamné Sirsi, pficemz v nékterych piipadech se obsahy
Cd extrahovatelné chloridem vdpenatym bliZily 50 % celko-
vého obsahu prvku (tabulka II).

Ze vzdjemného srovndni extrahovatelnych obsahti prvkd
s nékterymi ptidnimi charakteristikami vyplynul zfetelny vliv
ptdnich vlastnosti na mobilitu sledovanych prvka. Linedrn{
regresni analyza ukdazala statisticky vyznamny pokles obsahi
Cd a Zn v extraktech (s vyjimkou obsahu Cd ve vodnim
vyluhu) pfi zvySujicim se pH ptdy. Korela¢ni koeficienty se
v tomto pripadé pohybovaly v rozmezi —0,5 az -0,7 (0. = 0,05).
Ostatni sledované vlastnosti extrahovatelnost téchto prvki
vyznamné neovlivnily. Prestoze literatura uvddi zvySenou
mobilitu As pii extrémné nizkych hodnotdch padni reakce’
(pH<S5), v nasem experimentu pH pidy vyluhovatelnost arse-
nu slabymi c¢inidly vyznamné nezménilo. Byl vSak zazna-
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mendn trend ke sniZzeni mobility arsenu pfi zvySujicich se
hodnotdch dalsich pidnich parametrl, tedy kationtové vy-
meénné kapacity, obsahu organickych ldtek a obsahu jilnatych
Castic. Statisticky vyznamné korelacn{ koeficienty v rozmez{
—0,36 az —0,46 byly stanoveny regresni analyzou pii hodno-
ceni vztahu obsahu oxidovatelného uhliku v pidé a podilu
arsenu uvolnéného slabymi vyluhovadly.

Stejny soubor 35 pud byl vyuzit v nddobovém vegetacnim
pokusu, kdy byla zjisténa dobrd korelace obsahli As a Cd
v rostlindch fedkvicky a Spendtu s obsahy téchto prvka extra-
hovatelnymi roztoky neutralnlch soli. Vysledky byly jiZ publi-
kovany na jiném mist&'’. Ve shod& s literaturou'~ Ize tedy
shrnout, Ze tato ¢inidla jsou vhodnd pro studium transportu
prvkl z pidy do rostlin. Chlorid védpenaty, ktery se svym
slozenim nejvice podobd ptidnimu roztoku a je schopen uvol-
nit relativné vysoké, tedy snadnéji stanovitelné, obsahy sle-
dovanych prvku se pak jevi jako nejvhodnéjsi.

0,5 mol.I"! roztok NaHCO; pti pH 8,5 je Cinidlem vyvi-
nutym pivodné pro extrakci fosfatovychiontd z ptidy. U zinku
byla jeho extrahovatelnost srovnatelnd s roztoky neutrdlnich
soli, u Cd a zejména As pak vyssi (tabulka II). Nebyl vsak
nalezen zddny priikazny vztah s ostatnimi pouZitymi extrak-
tanty, hodnocenymi plidnimi vlastnostmi ¢i celkovym obsa-
hem prvkd. V pifpadé arsenu pak nelze pii vysokém pH
roztoku vyloucit zménu mocenstvi z As na snadnéji rozpust-
ny As', jak je zminéno v literatuie''. Zd4 se tedy, Ze hydro-
genuhlic¢itan sodny neni vhodnym extrakénim ¢inidlem pro
sledované prvky na daném souboru pud.

Zavér

Extrahovatelnost As, Cd a Zn z pudy se liSila podle jed-
notlivych prvki i podle pouzitych extrakénich Cinidel. V pii-
padé arsenu jeho uvolnitelnost klesala v poradi NaHCO;>
H,0>CaCl,>NaNO;>NH,NO;. U kadmia a zinku bylo sta-
noveno ndsledujici sestupné poradl extraktantti: NaHCO;>
CaC12>NH NO,;>H,0=NaNO;. Roztoky neutralnich soli uvol-
nuji z pady frakce prvki prlbhzne odpovidajici podilu prvki
prijatelnych rostlinami. Jsou tedy velmi vhodné pfi studiu
prestupu prvki z pidy do rostlin. Z pouzitych roztokl se pak
u viech tif prvki jevil 0,01 mol.l™ CaCl, jako nejvhodné&;jsi
pro tento tcel.

_Problematika byly FeSena v rdmci vyzkumného zdméru
MSMT CR cislo CEZ:J0O3/985 a interniho vyzkumného pro-
Jektu CZU cislo 204/10/25098/0.
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trition, Czech University of Agriculture, Prague): A Com-
parison of Suitability of Mild Extraction Procedures for
Determination of Available Portion of As, Cd and Zn in
Soil

Five extraction procedures were tested for the determina-
tion of extractable contents of As, Cd and Zn in thirty-five soils
differing in their physicochemical properties and in element
contents. The extractability from soils varied depending on the
individual elements and the extraction agents used. The extra-
ctability of arsenic using various extractants decreased in the
order NaHCO,>H,0>CaCl,>NaNO>NH,NO,. For cadmium
and zinc, the order was: NaHCO,>CaCl,>NH,/NO,>H,0>
NaNO;. Solutions of the neutral salts released approximately
the amounts of the soil elements available to plants. For this
reason, the extraction agents proved to be suitable for studying
plant — soil relations. Of the solutions tested, 0.01 mol.I™!
CaCl, seems to be the most appropriate for the purpose.
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Uvod

Expozice vinylchloridu je v soucasné literatufe posuzova-
na nejcastéji stanovenim kyseliny thiodiglykolové (sulfanyl-
dioctové) (KTG) plynovou chromatografii . KTG je jednim
z hlavnich metabolitd vinylchloridu a ve srovndni s dal$imi
metabolity, S-(karboxymethyl)-L-cysteinem a N-acetyl-S-(2-
-hydroxyethyl)-L-cysteinem, nejvice koreluje s vysi expozice
vinylchloridu®. Pouziti plynové chromatografie je vhodné pro
velké laboratore se sériovym stanovenim vzorkt. Ekonomic-
t&j$1 metodou v nasich podminkach by byla metoda polaro-
grafickd, resp. voltametricka. Potencidlni mozZnosti stanoveni
vinylchloridu a popf. dalsich chlorovanych uhlovodikt s vy-
uzitim polarografie byly naznaceny jiZ napf. v monografii’.
Pocdtek polarografické viny se v§ak nachdzel pfi negativnich
potencidlech (v nevodném prostiedi) v blizkosti rozkladu z4-
kladniho elektrolytu, takZe ho bylo mozno analyticky vyuZzit
jen v omezeném koncentraénim rozsahu. V soucasné dobé
skytaji redlnou nadéji na stanoveni KTG metody adsorpéni
voltametrie*®, za vhodnych podminek katodického &i anodic-
kého nahromadéni silng adsorptivnich latek**!°. Zvlast citlivé
jsou varianty vyuzivajici méfeni na obnovovanych rtufovych
elektrodéch, zejména v miniaturizovanych rezimech!! ™' Vy-
uziva se pritom faktu, ze organické latky obsahujici siru vy-
kazuji na rtutovém elektrodovém rozhrani silnou adsorpci az
chemisorpci. Vyznamnou roli hraje ovSem sloZeni roztoku,
resp. obsah dal$ich adsorptivnich latek, které pri méfent rusi.
Diilezitou soucdsti feseni elektroanalytickych postupi je pak
nalezeni vhodné metody upravy vzorku.

Znacny zdjem je v klinické praxi o dosud nevyfesenou,
levnou a dostupnou orientacni diagnostiku hladiny KTG v moc¢i,
kterd by umoznila rychlé rozliseni vzorkti kontaminovanych
od vzorkii nekontaminovanych; po ném by pak v piipadé
tické (napft. chromatografické) stanoveni. Cilem tohoto sdéle-
ni je ndvrh postupu jednoduché predipravy vzorku pro stano-
veni KTG v moci, pro orientacni urceni jeji hladiny, pod nebo
nad stanovenou mez{.
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Experimentalni podminky

Pouzité pristroje a metody

Pro méfeni bylo vyuZito po¢itacového Eko-Tribo polaro-
grafického analyzatoru PC-ETP s piislusenstvim (POLARO-
-SENSORS, spol. s r. 0., Praha), v¢etné prislusného software.
Jako pracovni slouZila staciondrni tuzkovd rtutovd elektroda
UMUE, jako referentni 1 M argentochloridovd a jako po-
mocnd platinovd elektroda. Zaznamy byly provadény meto-
dou diferen¢ni pulsni voltametrie (DPV) nahromadénim KTG
po dobu 7, = 60 s (za volné difuze) pii vychozim (resp. klido-
vém) potencidlu E g = Eyy = -250 mV, tedy s vyuzZitim
technik katodické rozpoustéci voltametrie (CSV); konecny
potencidl ¢inil £, =—1000 mV, rychlost polarizace 20 mV.s™!
a vySka pulsu =50 mV. Méfeni probihala pifi pokojové teploté
293+1 K, s reprodukovatelnosti lepsi nez 5 %.

Pouzité roztoky

Analyzy byly provadény ve vodnych roztocich 0,1 M chlor-
acetdtového pufru (CICH,COOH + CICH,COONa) pH 2,5—
2,8, v pfitomnosti 0,01 M-CuSO,; viechny pouzité chemikdlie
byly cistoty p.a.; zdkladni i referenéni roztoky byly pfipravo-
vany z redestilované vody.

Vysledky a diskuse

Stanoveni KTG bylo nejprve otestovdno metodou pridav-
ki standardniho vodného roztoku KTG do 10 m1 0,1 M chlor-
acetdtového pufru s 0,01 M-CuSO,, za vySe uvedenych expe-
rimentdlnich podminek. Vyska DPV signdlu i ve tvaru piku
(viz obr. 1) vykazovala reprodukovatelnost lepsi nez +1 %
a jeho koncentra¢ni zavislost byla v uvedeném koncentracnim
rozsahu linedrni.

Po té byla KTG ptiddvdna do upravenych vzorkdi moci
a méfeni DPV/CSV byla opakovdna. Reprodukovatelnost
pribéhu i-E kiivek se v§ak v porovndni s obdobnym méfenim
v ¢istém chloracetdtovém pufru zhorsila, ndbéZnd hrana piku
i pozadi se zvysily, poklesla citlivost stanoveni a vyhodnoco-
van{ i-c zavislosti se stalo nespolehlivym. Vyrazné téZ vzrostl
vliv zmén matrice vzorku a casového faktoru na vysledky
meéfeni. Pozitivnich zmén nebylo mozno dosahnout ani po-
stupnymi zménami parametril, rezZimi a podminek méfeni.
Obdobny signal jako KTG poskytoval i cystein a cystin.

K vyraznému zlepSeni v reprodukovatelnosti vysledku
vedl ndsledujici postup pifpravy vzorku: 0,5 g aktivniho uhl{
bylo pfiddno do 5 ml Cerstvé rozmrazené moci. Smés byla
protiepdna a na papirovém filtru s modrou pdskou prefiltrova-
na. Celkova doba filtrace Cinila 20 s; 0,1 ml ziskaného filtratu
bylo ?fidéno do 10 ml chloracetdatového pufru obsahujiciho
8.10M-CuSO,. Po Sestiminutovém probubldni roztoku dusi-
kem byl registrovan zdznam metodou DPV/CSV. Vzhledem
k silné povrchové aktivit¢ KTG vyZadoval popsany postup
préci bez zbytecnych casovych prodlev.

Vysledkem bylo snizeni koncentrace rusivych slozek roz-
toku bez zfetelného ovlivnéni obsahu sledované KTG. Repro-
dukovatelnost analyzy byla lepsi nez £5 % a jeji spravnost,
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Obr. 1. Série krivek DPV Kkyseliny thiodiglykolové v 0,1 M chlor-
acetdtovém pufru obsahujicim 8.10” mol.I”' CuSO ; E, ., = 250 mV
(vs. Ag/AgCl); t, = 60 s; rychlost scanu 20 mV.s™, vyska pulsu —50
mV,5Hz; 1-5.10°m; 2-10.10°m; 3 - 15.10° M; 4 - 20.10°m; 5
—24.10°M; 6 -29.10°M; 7= 34.10° m

ovétend absolutnimi ptidavky KTG a jejich zpétnym vyhod-
nocenim, vyhovovala potfebam klinické praxe.

Ziskané vysledky dokumentuje série voltametrickych kfi-
vek na obr. 1. Signdl KTG se nachdzel v oblasti =380 mV vs.
SCE ajeho vrchol se v zdvislosti na koncentraci KTG posouval
0od =350 mV do -390 mV vs. SCE. Vys§ka DPV-piku, odpovi-
dajici jednotlivym ptidavkim KTG, byla linedrni funkci kon-
centrace a vyhovovala zdvislosti

ilnA]=4,34 . c [uM] - 4,15

s korelacnim koeficientem r = 0,999. Popsanym postupem
byla promeéfena série vzorki moci rliznych pracovnikll. Na-
lezené hladiny KTG kolisaly mezi jednotkami az stovkou
mg.I™"; rimcové ¢ini mez kontaminace KTG 50 mg.1™". S rez-
ervou byly proto vzorky s takto urcenou koncentraci ¢ <
40 mg.1"' povazoviny za nekontaminované (s pozadim danym
individudlni stravou, metabolismem apod.); asi 5 % vzorkd
s hodnotami ¢ > 40 mg.1"!" bylo pfeddno k ndsledné chroma-
tografické analyze, kterd obsah sumy zminénych ldtek nad
40 mg.1™! potvrdila. Analytické vysledky podobné DPV/CSV
poskytla t€Z u vybranych vzorkt nezdvisle provedend izota-
choforetickd analyza.

Zavér

Popsany postup dpravy vzorku s ndvaznou voltametrickou
analyzou umoznil rychlé rozliseni vzorkd moci nekontamino-
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vanych kyselinou thiodiglykolovou (KTG) nad ur¢enou mez
od vzorkd, u kterych bylo tfeba analyzu obsahu KTG ndroc-
néjSimi chromatografickymi metodami provést.

Tato prdce se uskutecnila diky financni podpore grantu
GA CR ¢. 203/98/P239.
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Z.Dlaskova®, L. DvoidkovaP, T. Navratil®¢, and P. Ba-
$ova® (“Clinic for Occupational Diseases, 1st Medical Facul-
1y, Charles University, "UNESCO Laboratory of Electroche-
mistry of Environment, °J. Heyrovsky Institute of Physical
Chemistry, Academy of Sciences of the Czech Republic, Pra-
gue): Utilization of Active Carbon in Voltammetric Ana-
lysis of Thiodiglycolic Acid in Biological Matrix

A procedure of pretreatment of urine samples with active
carbon for voltammetric determination of thiodiglycolic acid
is described. The procedure enables rapid distinguishing un-
contaminated samples from those contaminated above a cer-
tain limit.
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ZPUSOB VOLBY ZAKLADNIHO ELEKTROLYTU
PRO VOLTAMETRICKE STANOVENI
TRICHLORBIFENYLU NA ZAKLADE MERENI
POVRCHOVYCH TLAKU

KAREL BOJDA a JANETTE KACIROVA

Ustav ochrany Zivotniho prostiedi, Doubravice 41, 533 53
Pardubice 19, e-mail: Jankar @pha.pvtnet.cz

Doslo dne 10.X.1999

Klicova slova: polychlorované bifenyly, voltametrie, mezifa-
zovd aktivita

Uvod

Trichlobifenyly (TCB) patfi k nejrozsifenéj$im polychlo-
rovanym bifenyltim a tvoii dominantni slozku u nds do roku
1984 vyrabéného Deloru 103, ktery je od roku 1980 v CR a SR
zafazen mezi podezielé chemické karcinogeny'. TCB vzhle-
dem k rozsahu diivéjsich aplikaci patif mezi nejcastéji sledo-
vané kontaminanty Zivotniho prostiedi>. Vedle b&zné uzi-
vanych chromatografickych metod”se pro jeho analyzu (i kdyZ
nékdy jen na orienta¢ni urovni), vzhledem ke své dostupnosti
aoperativnosti, prosazuji metody elektrochemické, napf. s vy-
uzitim adsorpéni rozpoustéci voltametrie®™”. Z literatury je
zndmo’, Ze vyznamnou roli hraje u t&chto technik volba pro-
stiedi zdkladniho elektrolytu. Tento vliv je disledkem popsa-
nych souvislosti mezi mezifdzovym chovanim a adsorpén{
rozpoustéci voltametrii ¢i tenzametrii> (AdSV/AdST). Pod-
statou elektrosorpce a AASV/AdST TCB jsou zejména adsorp-
¢ni interakce silné€ adsorptivnich TCB s povrchem obnovova-
né elektrody, uplatnéni relativnich adsorpcnich koeficientd
slozek pritomnych v roztoku, mezicdsticové interakce na elek-
trodovém mezifdzovém rozhrani, tvorba adsorbovanych filmd
apod. Vyznamnou roli hraje tudiz otidzka obnovitelnosti po-
uzité elektrody. Vhodnou elektrodou se v praxi ukdzala obno-
vovand rtufovad kapkové elektroda'®"% zejména jeji novéjsi
verze'>!>. Publikované vysledky ukazuji, e lze dnes mezi-
fazovd méfeni na elektrodovém rozhrani rtuf/roztok vyuzit
ipro ogtimalizaci podminek analyzy povrchové aktivnich la-
tek>6:16.17

Cilem tohoto sdéleni je popsat obdobny postup vyuZziti
takovych mezifazovych méfeni pro nalezeni optimalnich pod-
minek stanoveni PCB s vyuZitim adsorp¢ni voltametrie.

Experimentalni ¢ast

Pro méfeni povrchovych tlakt byla vyuzita elektrokapildr-
ni aparatura popsanzi5 616 vietenovitymi kapilzirami5 10,16 jako
pracovni elektroda slouzila rtufovd kapkovéd elektroda, jako
referentni nasycend rtufovd kalomelova elektroda SKE a jako
pomocna Pt-elektroda. Voltametrie TCB byla provadéna s vy-
uzitim pocitacového Eko-Tribo polarogratu PC-ETP ty Pola-
ro-Sensors Praha, vzorky TCB (Delor 103) byly ziskdny z n.p.
Chemko Strdzské, vSechny roztoky byly pfipravované z che-
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mikadlif istoty p.a. a z dvakrdt destilované vody, méfen{ byla
provddéna pii laboratorni teploté 293,15 K.

Pracovni postup

Do mérné nadobky umistime 10 ml testovaného zdkladni-
ho elektrolytu, zasuneme mérnou rtutovou kapkovou elektro-
du RKE, referentni nasycenou kalomelovou elektrodu SKE
a popt. pomocnou platinovou Pt-elektrodu. Po vybubldni roztoku
dusikem po dobu 5 min se nastavi potencidl RKE na hodnotu
—0,5 V vs. SKE. Poté se zaznamendva zdvislost zmény doby kap-
ky At, na koncentraci pfiddvaného TCB a po prepoctu®s16:17
At na odpovidajici hodnoty povrchovych tlaki 1t podle vyrazu
T = (425,6/40,5).At, (za predpokladu, Ze pfi E =—-450 mV vs.
SKE ¢ini £, = 40,5 s) se vynasi zdvislosti T — log c.

Vysledky a diskuse

Reseni zmin&ného postupu, obdobného popsanému jiz
v knize*°vychazelo z teorie mezifizovych elektrokapilarnich
méfeni>®!®; pro roztoky elektrolyti obsahujici povrchové ak-
tivni ldtku jako jsou TCB plati pro zménu povrchového napéti
rtuti rovnice (/). Pro obdobny systém lisici se sloZenim za-
kladniho elektrolytu 1ze psat rovnici (2). Zména povrchového
tlaku pfi prechodu od prvniho systému k systému druhému je
dana rovnici (3), kterd je rozdilem rovnic (/) a (2).

dy =—¢’dE-T"dp - 21—; .dui[T, P] (1)
dy’ =—¢ dE-Tdu- YT, . dwI[T. P] (2)
J
/1
*
16
1 m mN/m
l2
X 14
*
3
o/ |
A/: ,
/ d
.
&
0
o8~ /o 1
-6 V*/6V -4
O/O log ¢ J

o—

Obr. 1. Série zavislosti povrchovych tlaki 7t na log ¢ TCB v pro-
stfedi: 0,05 M-KOH ve smési ethanol-voda, 1:1 (7); 0,05 M-H,SO,
ve vodném roztoku formaldehydu (2); 0,05 M-H,SO, ve smési etha-
nol-voda, 1:1 (3); 0,05 M-H,SO, ve smé&i DMSO-voda, 1:1 (4);
0,05 M-H,SO, ve smési DMF-voda, 1:1 (5)
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dn=dy —dy’ =" - T)du [E. W, W, T, P] (3)

du = 2,303.RT.d log ¢

kde veli¢iny V', ¥~ oznacuji povrchové napéti rtuti; q’, q”°
povrchové hustoty ndboje; I””, I””” (popf. ¢) povrchové popt.
objemové koncentrace TCB; I', I'; popf. W, W; povrchové
koncentrace popt. chemické potencidly ostatnich slozek roz-
toku; E, T, P, R potencidl elektrody, teplotu, tlak a univerzaln{
plynovou konstantu.

Plati, Ze ¢im vétsi je v daném systému mezifazovd aktivita
TCB, tim vyssich hodnot nabyvaji zmény dr za podminek
uvedenych u rovnice (3). Tim lepsi jsou téZ piedpoklady
citlivého stanoveni TCB pomoci AdSV. Vyrazy za sumac¢nimi
znaménky v rovnicich (/) az (3) odrdzeji vliv slozeni zdklad-
nich elektrolytd na hodnotu I' pfi dané hodnoté povrchového
tlaku m. Proto md sloZeni pouzitého zdkladniho elektrolytu
pronikavy vliv zejména na citlivost a mez detekce TCB meto-
dami AdSV.

Z porovnéni pribéhu 1t — log ¢ kiivek pro rtizné zdkladni
elektrolyty se ur¢i zakladni elektrolyt, ktery ze sledované Skdly
vykazuje nejvétsi zmény 1 a log ¢ a nejlépe tak vyhovuje
podminkdam aplikace AdSV.

Na obr. 1 je zndzornéna série ® — log ¢ zdvislosti pro
zdkladni elektrolyty tvofené smési vody s ethanolem, DMF ¢i
DMSO v poméru 1:1 vodnym roztokem formaldehydu s pii-
davkem malého mnozstvi KOH ¢i H,SO,, takZe jejich vysled-
nd koncentrace je 0,05 M. Nejvétsi zmeény v hodnotach povr-
chovych tlakd byly nalezeny u elektrolytu obsahujictho 0,05 M-
-KOHve smési voda—ethanol (1:1), nejmens{ u roztoku 0,05 M-
-H,SO, v DMF. Cim vétii zmény 7 sledované roztoky vy-
kazovaly, tim citlivéjsi adsorpcni voltametrickd méfeni po-
skytovaly. Diagramy 1 — log ¢ naznacuji rovnéz oblast kon-
centraci TCB, ve které dochdzi k zanedbatelnym zméndm
mezifazové aktivity, popf. i ke zméndm nemonotonnim, do-
provdzenym pribéhem 1 — log ¢ kiivek pod osou log c.

Popsany postup tedy v principu umoziuje vytypovat
vhodné podminky pro AdST-stanoveni TCB na zakladé¢ pfi-
slusnych dat, ziskanych experimentdlné tak, jak bylo popsano
v tomto sdéleni, nebo analogickym vyhodnocenim z publiko-
vanych literdrnich dat, jsou-li dostupna.

AutoFi dékuji za financni podporu této prdce grantu FRVS
¢. F4-0333.
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K. Bojda and J. Kacirova (Department of Environment
Protection, University of Pardubice, Pardubice): The Choice
of Base Electrolyte for Voltammetric Trichlorobiphenyls
Determination Based on Surface Pressure Measurement

A method of basic electrolyte choice for voltammetric
determination of trichlorobiphenyl (TCB) in mixed solvents
(water — ethanol, dimethylformamide, dimethyl sulfoxide, or
formaldehyde, 1:1) containing 0.05 M-H,SO, or 0.05 M-KOH
as electrolytes, based on surface pressure measurement was
described. The highest interphase activity of TCB was ob-
served in 0.05 M-KOH in a water — ethanol mixture (1:1), the
lowest in 0.05 M-H,SO, in water — dimethylformamide.
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Recenze

RECENZE

Miloslav Rechcigl, Jr.:
Postavy nasSi Ameriky
Prazska edice, Praha 2000. Stran 356.

Od roku 1950 zije v USA biochemik Miloslav Rechcigl,
ktery pres 40 let shromazdoval udaje o osobnostech, jez mély
kofeny v naSich zemich a které se staly vyznamnymi pro
Ameriku. Z ohromného mnozZstvi materidlu sestavil 105 por-
trétd. Kniha s podtitulem ,,Pouc¢né a zabavné Cteni ze Zivota
zahrani¢nich Cecht“ skute¢né takovym étenim je.

Rechcigl usporddal medailonky podle zaméfeni ¢innosti
osob v knize uvedenych. Pétinu knihy tvofi medailonky vy-
znamnych pfirodovédci, matematiki, 1ékait a technik. Koho
si Rechcigl vybral? Patologa a bakteriologa Simona Flexnera,
prukopnika americké mikrobiologie Fredericka Nového, an-
tropologa Alese Hrdlicku, botanika Bohumila Simka, manzele
Coriovy (Nobelova cena 1947), fyzika Felixe Blocha, objevi-
tele nukledrni rezonance (Nobelova cena 1952), matematika
Viclava Hlavatého, matematického logika Kurta Godela, as-
trofyzika a vyndlezce prvnich tryskovych motort Fritze Zwic-
kyho, chemika Thomase Cecha (Nobelova cena 1989), z 1éka-
i Simona Polaka, Carla Kollera, Olgu Stastnou a Helenu
Taussigovou, mostniho inZenyra Gustava Lindenthala, zakla-
datele radioastronomie Karla Janského a dalsi. Z ostatnich
odvétvi jsou uvedeni napr. Madelaine Albrightovd, Antonin
Cermdk, Vojtéch Naprstek, Ferdinand Peroutka, Egon Hos-
tovsky, Rudolf Firkusny, Rudolf Friml, Bohuslav Martind,
Jaroslav Jezek, Jarmila Novotnd, Jifi Voskovec, FrantiSek
Dvornik, Otakar Odlozilik aj.

Amerika je tavicim kelimkem evropskych, asijskych a af-
rickych ndrodii. Podobnou knihu jako sepsal Rechcigl by mohl
napsat néjaky Poldk, Rus ¢i Ind o Poldcich, Rusech ¢i Indech
v Americe, ale podil vyznamnych Cechii na tispéchu Ameriky
je vzhledem k velikosti ¢eského ndaroda mimotadné velky.
Prectéte si recenzovanou knihu, nebudete litovat.

Jiri Jindra

Herfried Griengl (Ed.):

Biocatalysis

Springer-Verlag, Wien 2000, ISBN 3-211-83527-X.
Stran 179; cena 228, — DEM.

V feci organickych chemikd je biokatalyza synteticky
pristup, pfi némz se pouzivaji ptirozené katalyzdtory, enzymy,
pro urychlenf reakci ,,nepfirozenych® substritti. Toto spojent
organické syntézy s biochemickym prvkem nabyva v soucasné
dobé stdle vétstho vyznamu a md jiz dnes distojné postaveni
vedle klasickych postupil vyuZivajicich homogenni nebo he-
terogenni katalyzatory. Ve srovnani s nimi umoziuje biokata-
lyza mimofddné vysokou chemo-, regio- a stereoselektivitu;
v mnoha piipadech se ukdzalo, Ze je to jedind moznost pro
splnéni daného syntetického tikolu. Mezi vysoce cenéné pied-
nosti biokatalyzy patii i to, Ze pouziti enzymd, at jiz izolova-
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nych nebo v podobé celych bunék, nabizi moZnost ekologicky
Cisté vyroby v primyslovém meéfitku.

Z téchto divodu je biokatalyza studovdna na mnoha pra-
covistich na celém svété. Aby dokumentoval souCasny stav
vyvoje této discipliny, usporadal prof. H. Griengl z Technické
univerzity v Styrském Hradci (Gratz, Rakousko) piispévky
fady védci do utlého svazku (179 stran). Prvni 4 piispévky
byly editorem vyzdddny a maji formu prehledného referdtu,
dalsf kapitoly jsou jiz spiSe ve formé Casopiseckého Clanku.
Pro informaci uvddime ndzvy ptispévki spolu se jmény autort
a mista jejich pracovist; tyto informace mohou poslouZit ze-
jména pro vyhleddni autord na internetovych strankéch:

1. G.Colombo, G. Ottolina, G. Carrea: Modelling of enzyme
properties in organic solvents. Milano, Itélie.

2. F. van Rantwijk, M. A. P. J. Hacknig, R. A. Sheldon:
Lipase-catalyzed synthesis of carboxylic amides: nitrogen
nucleophiles as acyl acceptor. Delft, Holandsko.

3. D. Kadereit, H. Waldman: Chemoenzymatic synthesis of
lipidated peptides. Dortmund, SRN.

4. M. Ferrero, V. Gotor: Chemoenzymatic transformation in
nucleoside chemistry. Oviedo, Spanélsko.

5. E. Santaniello, P. Ferraboschi, S. Reza-Elahi: Lipase-ca-
talyzed regio- and stereoselective acylation of hydroxy groups
in steroid side chains. Milano, Itdlie.

6. B. Galunsky, K. Lummer, V. Kasche: Comparative stu-
dy of substrate- and stereospecificity of penicillin G ami-
dase from different sources and hybrid isoenzymes. Hamburg,
SRN.

7. E.Henke, S. Schuster, H. Yang, U. T. Bornscheuer: Lipa-
se-catalysed resolution of ibuprofen. Greifswald, SRN.

8. M. Pogoreve, U. T. Strauss, M. Hayn, K. Faber: Novel
carboxyl esterase preparations for the resolution of linalyl
acetate. Graz, Rakousko.

9. M. Pietzsch, T. Waniek, R. J. Smith, S. Bratovanov, S. Bienz,
C. Syldatk: Microbial and enzymatic synthesis of optically
pure D- and L-trimethylsilyl-alanine by deracemization of D,L-
-5-trimethylsilyl-methyl-hydantoin. Stuttgart, SRN a Zurich,
Svycarsko.

10. J. Colby, D. Snell, G. W. Black: Immobilization of Rho-
dococcus AJ270 and use of entrapped biocatalyst for the
production of acrylic acid. Sunderland, UK.

11. H. L. Holland, P. R. Andreana, R. Salehzadeh-Asl, A. van
Vliet, N. J. Ihasz, F. M. Brown: Beauveria bassiana ATCC
7159 contains an L-specific oi-amino acid benzamidase. St.
Catharines, Kanada.

12. D. R. Boyd, D. Clarke, M. C. Cleij, J. T. G. Hamilton,
G. N. Sheldrake: Bacterial biotransformation of isoprene and
related dienes. Belfast, UK.

13. A. Tuynman, H. E. Schoemaker, R. Wever: Enantioselec-
tive sulfoxidation catalyzed by horseradish peroxidase, man-
ganese peroxidase and myeloperoxidase. Amsterdam a Ge-
leen, Holandsko.

14. W. Adam, C. R. Saha-Moller, O. Weichold: Synthesis of
optically active a-methyl-B-hydroperoxy esters by diastereo-
selective singlet oxygene reaction and horseradish peroxidase
catalyzed kinetic resolution. Wiirzburg, SRN.
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Vsechny piispévky jsou doplnény pfiméfenym seznamem
dalsi literatury. Toto kolektivni dilo miiZe slouZit jak pracov-
niklim se zdjmem o Sir${ oblasti biochemie a organické chemie
jako souhrnnd informace o sou¢asném stavu studia biokataly-
zy, tak i organickym syntetiktim pro hlubsi pozndni jednotli-
vych typi reakci.

Milan Kodicek

H. Barvinkovd (Ed.):

Véda v Ceskoslovensku v letech 1953-1963
Archiv AV CR v nakladatelstvi Arenga, Praha 2000.
Stran 592.

Kniha obsahuje prispévky ze 3. konference o ceské védé
ve 20. stoleti konané na podzim 1999 v Praze. Casové byla
konference omezena 1éty 1953—-1963.

Publikované referdty jsou rozdéleny do 9 kapitol, jejichz
ndzvy napovi, ¢emu byly vénovdny. Kapitola 1 je o Ceské
védé, kterd v uvedeném obdobi oscilovala mezi svétovosti
a izolaci. Dals{ kapitoly si v§imaji poméri na vysokych sko-
lach, v CSAV, ve spolecenskych védach, v déjepisectvi, ar-
cheologii, d€jindich uméni atd. Pro chemiky a pfirodovédce
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Recenze

budou zajimavym c¢tenim kapitola ¢tvrtd o pfirodnich védach
(napt. piispévky M. Solce — Dvoji tvaf &s. véd o vesmiru,
M. Ferlese — R. Lukes, prikopnik organické syntézy, J. Seke-
rdka — Postoj k Nobelové cené P. B. Medawara, V. Podaného —
Jaroslav Heyrovsky v 50. a 60. letech, A. Maréekové — Z hi-
stérie organizovania slovenskych chemikov, L. Pdtého — Ob-
noveni ¢innosti Jednoty ¢s. matematikd a fyzikt), ddle kapi-
tola devitd o deformacich véd a jejich prekondvanich (napf.
referdty J. Pokorného —Véda vyrobni silou. Pocdtky Védecko-
technické spole¢nosti, J. Janka — Soumrak micurinské biologie
v &eskych zemich a J. Jindry — Pirodni védy a KSC). V ¢asti
Dokumenty jsou neobycejné zajimavé vynatky z didre Jaro-
slava Heyrovského, které zvetejnil jeho syn Michael.

Starsi ¢tendfi knihy se pfenesou do svych mladych let, kdy
i za podminek totalitniho politického systému se ,,délala®
véda, mladym ¢tendfiim kniha prinese pouceni a méla by byt
i mementem, jakymi sméry se véda také mize ubirat.

Knihu rozhodné doporucuji v§em piirodovédctim pro ka-
pitoly jich se tykajici, i pro kapitoly z oblasti spolecenskych
a humanitnich véd, o néz by mél mit zdjem kazdy chemik,
fyzik ¢i biolog.

Jiri Jindra



Chem. Listy 95, 190 (2001)

Osobni zpravy

OSOBNI ZPRAVY

Prof. RNDr. PhMr. Robert Kalvoda, DiSc.
pétasedmdesatilety

Cas netiprosné b&zi, a tak jsem byl pozadan, abych piipo-
mnél, Zze za par dni se Bob Kalvoda stane pétasedmdesatni-
kem, a¢ se mi zdd, Ze k jeho sedmdesdtinam jsem mu gratulo-
val v¢era. Co nadéldme... Nechtél bych opakovat to, co jsem
napsal ke Kalvodovym sedmdesdtindm (Chem. Listy 90, 196
(1996)), ale rozhodné jsem svij ndzor v ni¢em nezménil.
Presto alespon nékolik vét.

Stile dominantnéjsi a obdivuhodnéjsi se mi zdd Bobova
vitalita. A¢koli by mohl, tak jako mnozi, obratit svou pozornost
k minulosti a k pfitomnym vétsim ¢i mensim neduhlim, ¢ini
pravy opak — divd se dopiedu. Stdle denné dochdzi do svého
matetského dstavu a podili se na jeho préci. Stdle se ucastni
tradi¢nich elektroanalytickych konferenci a semindfii. A nejen
to: zdaleka neni pasivnim dcastnikem. Ma neobycejny piehled
o soucasném stavu elektrochemie a elektroanalyzy a dokdze
bystfe odhadnout, kam se dalsi vyvoj nejspiSe bude ubirat.

Ndm o pdr let mladSim (ale i t€ém o hodné mlad$im) mutze
byt prikladem v pfistupu k Zivotu: vzdy vidét to, co se v jedné
swingové pisni z tficdtych let pravé minulého stoleti nazyva
,.the brighter side, nepodddvat se nepiizni osudu a radovat se
z tvurci préce.

Mnoho zdravi, spokojenosti a neztenc¢enou vitalitu, Bobe.

Karel Stulik

Prof. RNDr. Pavel Mader, CSc. — 60 let

Pavel Mader se narodil 6.3.1941 v Hodoniné v ucitelské
rodiné. Kdyby mésto nebylo v listopadu 1944 bombardovano,
zfejmé by vyrtstal na Slovdcku a studoval v Brné. Takto se
rodina po vdlce prestehovala do Liberce, kde Pavel v roce
1957 maturoval. Po promoci na PfF UK v Praze v r. 1962
(obor chemie) byl prijat do védecké aspirantury na Polarogra-
fickém tstavu CSAV. Jeho §kolitel prof. R. Brdi¢ka mu zadal
k feSeni tzv. Brdickovy katalytické proudy bilkovin. V roce
1966 ziskal stipendium u prof. I. M. Kolthoffa na Minnesotské
statni univerzité¢ v USA. Stdz zahdjil v dnoru 1967 a i zde se
vénoval stejné problematice jako v disertacni praci.

Po ndvratu do Ceskoslovenska pracuje od tinora 1970 na
Agronomické fakulté VSZ (dnes CZU) v Praze, nejprve jako
odborny asistent pro radiobiologii a biofyzikuaodr. 1981 jako
veédecky pracovnik ve skupiné Zivocisné fyziologie; zde dostal
za kol vybudovat laboratof pro stanoveni tézkych kova v bio-
logickych materidlech. V r. 1994 se habilitoval na katedfe
analytické chemie PfF UK a od 1.9.1995 je vedoucim katedry
chemie AF CZU. V listopadu 1997 byl jmenovin profesorem
pro obor kvalita zemédélskych produkta.

Vyse uvedené curriculum urcilo jeho védecké zdjmy. Vy-
sledky studia polarografické aktivity cysteinu (nositele Brdic-
kovy aktivity proteind), cystinu a jejich analog souhrnné zhod-
notil v przici1 pivodné vyzadané do pfipravovaného jubilejni-
ho ¢isla casopisu Collection k 65. narozenindm prof. R. Brdicky;
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bohuzZel po jeho ndhlém dmrti v cervnu 1970 se stalo ¢islem
pamétnim. Na CZU se nejprve zabyval studiem sloZent, struk-
tury a aktivity fotosyntetického apardtu vyssich rostlin a zele-
nych fas. Jako prvni u nds provedl izolaci a SDS-PAGE
separaci membrdnovych proteind a pigment-proteinovych
komplext thylakoidt chloroplastii. Vyznamnou se stala jeho
spoluprdce s dr. J. NauSem z katedry chemické fyziky MFF
UK, aodr. 1977 i s oddélenim autotrofnich mikroorganismi
CSAV v Treboni (viz 67 Z. Sestdk ve své praici2 ,.History of
photosynthesis research in Czechoslovakia®). Rok 1981 zna-
mend navrat k elektrochemickym metoddm, nebot to zpocatku
byly pouze diferen¢ni pulsni polarografie a anodickd rozpou-
Stéci voltametrie na rtufové elektrodé, které mél pro stanoveni
tézkych kovi k dispozici. Jelikoz ob& funguji pouze tehdy,
jsou-li z analyzovaného vzorku biologického materidlu doko-
nale odstranény veskeré zbytky jeho organické osnovy, hledd-
ni, ovéfovani a validovani pouZzitelné metody mineralizace na
suché cesté se stalo dal§im pfedmétem metodického vyzkumu
Pavla Madera. Od pocatku 80. let se stala predmétem velkého
zdjmu jubilanta i skupina rostlinnych a zivoci§nych peptidi
zvanych metalothioneiny. Tyto peptidy totiz obsahuji 30—
50 % zbytkd cysteinu, jehoz polarografickému studiu se vé-
noval jiz ve své disertaci. Elektrochemicky aktivni jsou i ka-
tionty tézkych kovt, které biosyntézu metalothioneind v Zi-

vych systémech vyvoldvaji. Price s témito latkami** tak lo-
5-8
).

gicky dopliiuje studii' i prace na ni navazujici (napf-

Prof. Mader pracuje fadu let v komisi pro referencni mate-
ridly (RM) Ceského metrologického institutu a je &lenem jeho
védecké rady. Nekolik let zastupoval CR ve vyboru pro RM
pii ISO v Zenevé a v sekci EUROMET ,,Amount of Substan-
ce”. Je zakladajicim ¢lenem EURACHEM-CR. Od r. 1998 je
predsedou oborové rady nové akreditovaného postgradudl-
niho doktorského studia ,,Zemé&délskd chemie* na AF CZU.

Ale nejen védou ziv je ¢loveék. To plné plati i pro prof.
Madera. Je to pfedevs$im hudba, které vénoval a vénuje mnoho
Casu. Pocdtkem 70. let vystudoval pfi zaméstndni Lidovou
konzervatof, od té doby verejné vystupuje a pomdhd organi-
zovat hudebni zivot na CZU. Poslednich 3est let prednasi
o ¢eské hudbé americkym studenttim v rdmci pravidelnych
letnich $kol, které pordda v Praze PEF CZU ve spolupraci
s University of Ohio.

LITERATURA

1. MaderP.: Collect. Czech. Chem. Commun. 36, 1035 (1971).
2. Sestdk Z.: Photosynthetica 27, 1 (1992).

3. Mader P.: Talanta 43, 521 (1996).

4. Mader P.: Analusis 25, 175 (1997).

5. MaderP.: Collect. Czech. Chem. Commun. 53, 1579 (1988).
6. Heyrovsky M., Mader P.: J. Electroanal. Chem. 369, 53

(1994); 430, 103 (1997).

7. Sestdkovd L. et al.: Electroanalysis 7, 237 (1995); 10, 764
(1998).
8. Sestakova I., Mader P.: Cell. Mol. Biol. 46, 257 (2000).

Daniela Miholovd



Chem. Listu 95, 191 (2001)

Odborna setkdni a Zpravy

ODBORNA SETKANI

31. zaseddni Divize analytické chemie Federace
evropskych chemickych spole¢nosti (Division

of Analytical Chemistry of the Federation of European
Chemical Societies — DAC FECS).

Vyro¢ni zaseddni DAC FECS probéhlo 3. zaf{ 2000 v Li-
sabonu v ndvaznosti na mezindrodni konferenci EUROANA-
noceni konference EUROANALYSIS XI v Lisabonu
a priprava konference EUROANALYSIS XII v roce 2002
v Dortmundu. Ddle bylo v tajném hlasovéni rozhodnuto, Ze
konference EUROANALYSIS XIII se v roce 2004 bude konat
ve $panélské Salamance. Podrobné byly diskutovdny otdzky
souvisejici s evropskym curriculem analytické chemie, s vy-
Slou ucebnici profesora Kellnera a jeho spolupracovnikd a s pii-
pravou jejiho dal$iho vydani. Problematika moderniho pfistu-
pu k vyuce analytické chemie by méla byt i hlavnim bodem
pripravovaného spole¢ného setkdni DAC FECS a zdstupcd
divize analytické chemie Americké chemické spolecnosti.

Déle byly projednavény otdzky souvisejici s iniciativami DAC
FECS v oblasti akreditace analytickych laboratofi a v oblasti
zabezpetovani kvality vysledkd analytickych mé&feni. Ucast
zéstupce Ceské spole¢nosti chemické na praci DAC FECS
bylaumoznéna jednak grantem Ministerstva Skolstvi, mladeze
a t&lovychovy Ceské republiky v ramci projektu INGO LA
034(2000) (Reprezentace ceské analytické chemie ve Federaci
evropskych chemickych spolecnosti ) a jednak laskavou pod-
porou firem Merck s.r.o. Praha, Janssen-Cilag CR, Polaro-
-Sensors s.r.o. Praha, Vyzkumny ustav organickych syntéz,
Pardubice-Rybitvi a ChromSpec, Praha. Je milou povinnost{
autora podékovat vySe uvedenym firmdm za jejich pochopeni
a podporu aktivit Ceské spolecnosti chemické a odborné sku-
piny analytické chemie. VSechny materidly souvisejici s ¢in-
nosti DAC FECS jsou k dispozici na adrese: Katedra analy-
tické chemie, PiF UK, Albertov 2030, 128 43 Praha 2, tel:
2195 2295, fax: 2491 3538, e-mail: Barek @natur.cuni.cz.

Jifi Barek, zdstupce Ceské spolecnosti chemické v DAC FECS

ZPRAVY

4. ro¢nik SoutéZe o cenu firmy Merck za nejlepsi
studentskou védeckou prici v oboru analytickd chemie
v roce 2001

Ve dnech 1. a 2. tinora 2001 na katedfe analytické chemie
Piirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci
soutézili studenti chemie ze Sesti Ceskych vysokych §kol v jiz
ctvrtém rocniku SoutéZe o cenu firmy Merck, kterd byla opét
organizovand Odbornou skupinou analytické chemie Ceské
spolecnosti chemické ve spoluprdci se Spektroskopickou spo-
le¢nosti Jana Marka Marci vyse uvedenou katedrou Univerzi-
ty Palackého. V tomto roc¢niku se soutéze zucastnilo celkem
11 studentd, jejichz prdace distojné reprezentovaly jednot-
livé vysoké skoly a dokumentovaly rostouci droven analytic-
ké chemie v nas$i republice. Prvni cenu ziskal Martin Valik
z VSCHT Praha za prici ,,Nové receptorové systémy pro
interakci s DNA-polypyrolové derivaty Trogerovy baze“, dru-
hou cenu Karolina Peckovd z Pfirodovédecké fakulty Uni-
verzity Karlovy v Praze za préci ,,Polarografické a voltamet-
rické stanoveni stopovych mnozZstvi 1-nitronaftalenu® a tieti
cenu Petr Fryc¢dk z Univerzity Palackého v Olomouci za préci
,Hmotnostné¢ spektrometrickd metoda pro monitoring pyrimi-
dinovych a purinovych metabolitli v moci*. Ceny predal stu-
dentdm zdstupce firmy Merck Ing. Ivo Darihel. Zvlastni oce-
néni ddle ziskali: Dagmar FriSova (UJEP, Usti nad Labem) —
Monitorovéani obsahu selenu v lidském organismu metodou
atomové absorpéni spektrometrie, Ladislav Moko§ (VSB-TU,
Ostrava) — *’Si NMR strukturni analyza vybranych vzorkt
vodnich skel, Michal Penaz (VSB-TU, Ostrava) — Organickd
strukturni analyza vyluhd uhli a Jitka Pilpytlova (UJEP, Usti
nad Labem) — Vyuziti nékterych biologickych materidld pro
stanoveni obsahu nékterych kovi v lidském organismu meto-
dou atomové absorp¢ni spektrometrie. V piipadé zvldstnich

191

ocenéni porota vysoce ohodnotila kvalitu praci vzniklych
mimo existujici tradi¢ni centra analytické chemie, v jejichZ
piipadé dosazeni vysoce kvalitnich vysledkti vyZadovalo ne-
pochybné vyssi osobni nasazeni nezli na zabéhnutych praco-
viStich s vybudovanou vyzkumnou infrastrukturou. Autor to-
hoto pfispévku byl zejména mile prekvapen kvalitou sou-
t&znich praci z Pedagogické fakulty UJEM v Usti nad Labem,
které — a¢ vypracované nespecialisty v oboru analytické che-
takto kvalitné pfipraveni budouci ucitelé chemie s nadSenim
pro tento obor mohou udélat mnoho pro jeho popularizaci na
stiednich $koldch a tim zajistit dostatek kvalitnich zdjemct
o vysokoskolské studium chemie, coZ je nepochybné nutnd
podminka pro dal$i rozvoj chemie u nds. A lidé, ktefi takovéto
budouci ucitele pfipravuji, si nepochybné zaslouZzi nase podé-
kovani. Ceskd spole¢nost chemickd vénovala viem ocenénym
soutézicim predplatné Chemickych listt na rok 2001 a soucas-
né nabidla uvefejnéni jejich soutéznich praci v tomto ¢asopise.
Organizaci soutéze zajiStoval kolektiv pracovnikl katedry
analytické chemie PfF UP v Olomouci (Mgr. Pavel Adamov-
sky, Mgr. Petr Bartdk, Mgr. Petr Bednar, Mgr. AleS Gavenda,
Eva Hauserovd, Mgr. David Jirovsky, doc. Karel Lemr a prof.
Zdenék Stransky), ktery pod vedenim doc. Juraje Sevéika
dokazal dobre pripravit celou soutéz a navic vytvorit neobyce-
jné pifjemné ovzdusi, na které vSichni dcastnici budou jisté
radi vzpominat. Na zdvér nezbyva nez podékovat firmé Merck
a Spektroskopické spolecnosti Jana Marka Marci za vydatnou
pomoc a podporu této nepochybné uZitecné a vyznamné akce
a poprdt si, aby stejné uspésné bylo i jubilejni 5. kolo této
soutéze, které je predbéZné pldnovano na tnor 2002 na praz-
skou VSCHT v ramci oslav 50. vyroéi jejiho zaloZeni.

Jifi Barek
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