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Jak si Evropa sama déla problémy

Ceskd republika je c¢lenem Evropské unie a to je
dobre. Dovedu si predstavit, ze nékdy v budoucnu bude-
me mit vSichni evropské obcanstvi a EU bude mocnym
partnerem mirumilovnych a demokratickych uskupeni
na nasi planeté. Ale zatim tomu tak neni. Evropa se
neosvedcila pri rFeseni velmi vaznych problémii svéta,
jakymi byly napriklad ndrodnostni valky na Balkane.
A neosvedcuje se ani pri potlacovani byrokracie spoje-
né s budovanim spolecnych struktur a spolecné politiky.

V posledni dobé se velmi nepriznivé vyviji napri-
klad cela evropska legislativa zavadeni geneticky modi-
fikovanych plodin do zemédélstvi. Ta je zalozena na
iracionalnich predpokladech a vychazi vstiic populismu
a natlaku nékterych nevladnich organizaci s globalni
pusobnosti. Jiz vychozi paradigma, uzdkonéné v roce
1990, je postaveno na absurdni predstave, Ze riziko
pouzivani GMO neplyne z viastnosti plodin, ale ze zpii-
sobu jejich Slechténi. Transgenose (prendseni genii) se
a chemicka mutageneze se bez omezeni povoluje. Na
rozdil od prenosu genii metodami molekuldarni biologie,
které zarucuji, ze k zadnym nahodnym a skrytym zme-
nam v plodiné nedojde, meéni ze své podstaty mutacni
metody mnohé geny, pri Cemz se o podstaté téchto zmeén
nic nevi. Nékteré tyto zmeny vSak mohou piisobit vazné
zdravotni potize, napriklad alergii.

Povoleni experimentii s geneticky modifikovanymi
bramborami se zmenénym slozenim Skrobu vyZaduje
neuveritelné mnozstvi papirovani, ale rostliny a zvirata
vznikla béznym krizenim, Ize uvoliiovat do prirody bez
omezeni. Pro biodiverzitu a Zivotni prostredi pri tom

vevr
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Uvodnik

Evropska verejnost je cilené matena. Pripomind mi
to cas od casu se opakujici ,,opici procesy* v USA, tedy
odmitani darwinismu, vyuka tzv. inteligentniho planu,
kreacionismu a podobné. Vyzkumy ukazuji, Ze vice nez
polovina Evropanii se domnivd, ze snédenim transgenni
plodiny se zméni jejich dédicnost. 44 % obcanii EU si
mysli, Ze jen transgenni plodiny maji geny. Ty pitvodni,
nemodifikované plodiny, ,,geny nemaji*, a proto zadné
Skodlivé geny nemohou na cloveka ,,preskocit” a zme-
nit ho v monstrum.

Znacit ,,vyrobeno z GMO® je nutno i to, co
z transgenni plodiny neobsahuje prakticky nic, napri-
klad lih destilovany z transgennich brambor.

Evropska legislativa také potraviny zdrazuje. Je
treba nakladné zjistovat i jen stopy transgenni soji
v potravinach, ackoliv se ji uz celosvétové zkonzumova-
lo okolo 750 milionii tun — a nikde se neprojevil zadny
negativni efekt.

Veédci marné upozornuji na to, ze na zakladé iraci-
onalni legislativy bude Evropa stile méné a méné kon-
kurenceschopnd. Stdle vice a vice se budou v zemédel-
stvi pouzivat chemické pripravky se vSemi negativnimi
dopady na Zivotni prostiedi. Ceskd verejnost by se méla
spoléhat na viastni selsky rozum a neméla by podléhat
nepodlozenym argumentium nékterych zajmovych sku-
pin.

Neddvno byla Biologickym centrem AV v Ceskych
Budejovicich publikovana Bila kniha geneticky modifi-
kovanych plodin, kterd na zakladeé tvrdych mnohaletych
pokusti dokazuje neskodnost geneticky upravenych po-
travin.

Vaclav Paces
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1. Uvod

Chemie volnych iontd v plynné fazi predstavuje dile-
zité pojitko mezi experimentem a teorii, protoze experi-
menty jsou provadény za dobie definovanych podminek
a studované systémy jsou vétSinou dostatecné malé pro
pouziti presnych kvantové-chemickych vypoéti'. Energe-
tické informace o volnych iontech v plynné fazi
(pfedevsim ionizacni energie) lze ziskat pomoci spektro-
skopickych metod?, které v sou¢asnosti dosahuji piesnosti
blizici se 0,1 meV, ale pouze za podminky, Ze existuje
vhodny neutrdlni prekurzor. Velmi pfesnd experimentalni
data (pfesnost az + 10 meV) lze také ziskat studiem elek-
tronti vyrazenych fotonem z hmotové vybranych aniontd’
(metoda Photodetachment). Pro stanoveni energetiky frag-
mentii Ize pouzit riizné metody fotoionizace® nebo také
kvantitativni analyzu prahového chovani pti disociaci in-
dukované srazkou’, kde Ize dosdhnout nejlepsich piesnosti
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okolo 50 meV. Mezi dalsi velmi uzite¢né metody pro urce-
ni termodynamickych charakteristik iontd v plynné fazi
patfi rovnovazna méfeni™, termokinetické experimenty6’7
a Cooksova kineticka metoda®, kterou lze pouzit také na
komplexy piechodnych kovi’. Detailni piehled o téchto
metodach lze ziskat v ¢lanku K. M. Ervina'’.

Daleko komplikovanéjsi situace nastava v okamziku,
kdy nés zajima vySka aktivacni bariéry, kterd je experi-
mentalnimi metodami ur€ovana obvykle s velkou chybou,
nebo dokonce neni mozné ziskat zadné spolehlivé udaje.
Pravé v této oblasti dosahly moderni metody kvantové
chemie v poslednich dvaceti letech obrovského pokroku''™"?
avelké mnozstvi souCasnych publikaci v oboru chemie
v plynné fazi spoléha na klicova data ziskana z vypoctu.
Nicméné stale je nezbytné nutné mit ptistup také k experi-
mentalnim tdajim pro reakéni prahové energie a aktivacni
bariéry, abychom mohli testovat pfesnost a spolehlivost
hodnot pfedpovédénych teoretickymi metodami.

V souvislosti se soucasnou iniciativou pro postaveni
geského synchrotronu'® bychom zde radi piedstavili jednu
z experimentalnich metod, kterd umoziuje stanovovat
vztazné termodynamické hodnoty pomoci kombinace foto-
ionizace fotony z vakuové ultrafialové (VUV) oblasti
spektra a sledovani reaktivity.

r

2. Princip VUV-fotoionizace a monitorovani
reakei

Fotoionizace neutralniho atomu na monokation se fidi
Wannierovym zakonem, ktery fika, Zze pokud energie foto-
nl dosdhne prahové energie Ey, vytéZzek stoupne jako kro-
kova funkce na o,". Pfi ionizaci molekul se situace kom-
plikuje pfitomnosti mnoha vibracnich stavt (obr. 1), pfi-
¢emz ionizace do kazdého vibracniho stavu se rovnéz tidi
Wannierovym zakonem. V praxi tedy neziskavame kroko-
vou zavislost ionizaéniho vytéZku na energii fotond, ale
narust vytézku je linedrni. Ionizacni energii (/E = E,) urcu-
jeme vétSinou linearni extrapolaci nartstu vytézku k nule
(obr. 1).

Analyza a detekce iontd je zalozena na metodach
hmotnostni spektrometrie. Ionty jsou vytvareny v ionto-
vém zdroji ionizaci fotony a nasledné vytazeny elektrosta-
tickym polem do hmotnostniho analyzatoru a detektoru.
Nejcastéji pouzivanym hmotnostnim analyzatorem je kva-
drup6l. Zarazeni hmotnostniho analyzatoru poskytuje se-
lektivitu pro pozadované ionty a eliminuje mozny vliv
necistot v iontovém zdroji. Umoznuje také jednoduché
stanovovani prahovych energii pro fragmentace iontii pou-
hym pieladénim hmotnostniho analyzatoru na hmotu frag-
mentu a sledovanim tvorby fragmentu v z4vislosti na stale
se zvySujici energii ionizujiciho zafeni.

Studium bimolekularni reaktivity iontl s neutrdlnimi
atomy/molekulami v zavislosti na jejich vnitini energii
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Obr. 1. Schéma narustu vytéZku monokationtii (Cernd plna
¢ara) vznikajicich z neutrdlnich molekulovych prekurzori pomoci
fotoionizace. Krokové nartisty odpovidajici ionizacim do jednotli-
vych vibracnich stavi jsou naznafeny v Sedé barvé a linearni
extrapolace nardstu vytézku je ukazana pomoci pferusované cary

vyzaduje prodlouzeni experimentalniho zafizeni o kolizni
celu, kam lze v plynném stavu zavadét neutralni reaktant,
ao dalsi hmotnostni analyzétor, ktery slouzi k analyze
vzniklych produktd (Schéma 1). Pro lepsi kontrolu energie
iontu vytvoreného fotoionizaci, detegujeme rovnéz elek-
trony, které jsou vyrazeny z neutralni molekuly pfi ioniza-
ci. Pouze v pfipadé, ze elektrony maji nulovou kinetickou
energii, lze uvazovat, ze cela energie fotonu byla pienese-
na do vytvofeného iontu.

3. Priklady experimentalnich studii

Nasledujici priklady ukazuji, jak 1ze pomoci synchro-
tronového zateni ve VUV oblasti provést experimenty,
které poskytuji dalezita termodynamicka data a také infor-
mace o mechanismech organickych a organometalickych
reakci. Rozhodujici vlastnost, pro kterou je synchrotrono-
vé zatfeni nenahraditelné, je moznost snadného a presného
ladéni fotonové energie v pomérné Sirokém energetickém
spektru.

3.1. Isomerizaéni bariéry pro ionizovany acetamid

Z organické chemie je dobfe znamé, Ze u normalnich
karbonylovych sloucenin je keto-forma znacné stabilngjsi
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nez odpovidajici enol-forma. Pfi ionizaci se u molekulo-
vych kationtli poradi obrati tak, Ze enol-forma radikal-
kationtu ptedstavuje stabilngjsi tautomer. V piipadé aceta-
midu 1ze na piikladu chemické reaktivity ukazat, ze radi-
kal-kation vytvoreny elektronovou ionizaci (EI) se prevaz-
né vyskytuje v enol-formé (Schéma 2)"°.

EI O T+ j)D 4.
D3C) kNH2 - DsC) kNH2 T D,CPNH,
25-40 % 60-75%
Schéma 2

Nevyhnutelné vyvstava otdzka, s jak vysokou barié-
rou je spojeny tento presmyk. Vedle celé fady teoretickych
metod lze ziskat experimentalni hodnotu vysky isomeri-
zacni bariéry pomoci sledovani reaktivity za pouziti syn-
chrotronového zéfeni. Acetamid je ionizovan ve zdroji
pomoci VUV =zafeni a vytvofeny radikal-kation (bud
v piivodni keto-form¢ nebo rovnou v enol-formé) je hmo-
tové vybran pomoci kvadrupdlu. Vybrany kation reaguje
s vhodnym reakénim partnerem, ktery poskytuje selektivni
reakce s obéma formami radikal-kationtu. Produkty jsou
monitorovany v zavislosti na energii ionizujicich fotont.

Zatimco vSechny parametry (vybér hmoty reaktantu,
srazkova energie, tlak reaktantii, apod.) jsou konstantni,
méni se pouze energie fotont. Vhodnym reaktantem pro
rozliSeni reaktivity obou isomerd radikal-kationtu je me-
thylvinylether, ktery s keto-formou pfendSi pouze néboj,
kdeZto s enol-formou dochazi k pfenosu protonu. Pro za-
mezeni prekryvu hmot je nutné pouzit deuterovany aceta-
mid (Schéma 3).

Vysku bariéry tedy snadno ur¢ime v nasledujici sek-
venci: neutralni znaceny acetamid ionizujeme VUV syn-
chrotronovym zarenim, molekularni kation CD;CONH,"
(m/z = 62) vybereme pomoci hmotnostniho analyzatoru
(kvadrupo6l Q1) a nechame reagovat s neznacenym methyl-
vinyletherem (MVE). Druhy hmotnostni analyzator (Q2)
naladime na hmotu produktu specifického pro enol-formu
reaktantu (CH;OCHCH,D", m/z = 60) a detegujeme pro-
dukt. Pfi experimentu ménime pouze energii ionizujiciho
zateni a detegujeme také vyraZzené elektrony, abychom
mohli normalizovat efektivitu ionizace (obr. 2). Experi-
ment musime provést také bez pritomnosti MVE (bez ply-
nu), abychom mohli korigovat data o signal, ktery pochézi
ze samovolné ztraty deuteria z reaktantu CD;CONH,".

Opakovanim experimentu a pouzitim dalSich kombi-
naci reaktantd (neznaceny acetamid se znacenym MVE,

Vzorek Kvadrupoél

TOF

Oktopol Kvadrupoél

.C

e
vybér hmoty reaktantu

T

>

Kolizni cela

neutralni reaktant analyza produktd

Ihv

Schéma 1. Schéma geometrie experimentalniho zafizeni pro studium reaktivity iontd v zavislosti na jejich vnitini energii. TOF je

,.time of flight analyzator kinetické energie vyrazenych elektront
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H/D vyména enolformy s methanolem) jsme ziskali praho-
vou energii AE 10,5+0,1 eV, coz dohromady
s ioniza¢ni energii acetamidu /E = 9,69 £ 0,02 eV, vede
k experimentalni hodnoté vysky bariéry E, = 0,8 + 0,1 eV
pro unimolekularni ptesmyk z keto- do enolformy ionizo-
vané¢ho acetamidu. Pro srovnani vyska bariéry vypoctena
pomoci G2-teorie dosahuje hodnoty E, 4 = 1,16 €V, coz je
sice v uspokojivém souladu s experimentem, ale poukazu-
je to na lehké pfecenéni spocitané bariéry.

3.2. Aktivace C—-H vazby v OV(OCH;);"

Zatimco teoretické vysledky z oblasti nepfechodnych
prvkil jsou v soucasnosti rovnocenné s experimentalnimi
daty, pokud nejsou dokonce presnéjsi, v oblasti pfechod-
nych kovl vykazuji kvantové chemické metody stale jesté
zna¢né nedostaky. Pro vyvoj G¢innych teoretickych metod
jsou naprosto nezbytna presna experimentalni data vazeb-
nych a aktivacnich energii. Také v tomto ohledu mohou
fotoionizacni experimenty se synchrotronovym zafenim
poskytovat podstatné informace, které nelze zjistit jinym
zpusobem. Jako piiklad uvadime oxid trimethoxyvanadic-
ny, OV(OCHj;);, ktery mizeme povazovat za modelovy
systém pro aktivaci vazby C—H pomoci oxidu vysoko-
valenéniho pfechodného kovu.

Zahrada

Obr. 3 ukazuje vytézek molekularnich iontth OV(OCH3);"
(obr. 3a) a primarniho fragmentu HOV(OCH;)," (obr. 3b),
ktery vznika po ztrat¢ formaldehydu a ptedstavuje tedy
produkt oxida¢ni reakce. Analyzou kfivek iontovych vy-
tézkt ziskame ionizacni energii 9,56 + 0,04 eV pro neut-
ralni slouceninu a prahovou hodnotu (10,1 +0,1 eV pro
disociativni fotoionizaci na HOV(OCH;)," (cit.'). Obé
hodnoty ptedstavuji vztazné hodnoty pro teoretické meto-
dy. Prvni popisuje energii potiebnou pro odstranéni jedno-
ho elektronu z vanadi¢nich sloucenin, coz ptedstavuje
analogii k vytvoreni defektu v pevném stavu. Pomoci teo-
rie 1ze ukazat, ze druha hodnota, prahova energie pro vznik
HOV(OCHj;),", nepfedstavuje pouze termochemickou
hranici pro energetiku rozpadu, ale jedna se ptimo o vysku
bariéry pro aktivaci C—H vazby v OV(OCH;);". Experi-
mentalné ur€ena vyska bariéry 0,5 + 0,1 eV byla zreprodu-
kovana s dostateCnou piesnosti vypocty pomoci teorie
hustotniho funkcionalu B3LYP (0,82 eV). Ackoliv v tomto
pfipadé i jiné funkcionaly (BLYP, BP86) poskytuji konzis-
tentni energie, nékteré predchozi prace ukazaly, ze u vys-
Sich oxidd vanadu rizné funkcionaly poskytuji velmi od-
lisné vysledky'® a pravé proto jsou vztazné experimentalni
hodnoty dutlezité.

Uzitecnost ziskanych dat byla demonstrovana pozd¢;j-
81 praci, kde kombinovanym pfistupem experimentu
a teorie bylo mozné urcit termochemické hodnoty pro OV
(OCHs3); od pevné faze pres plynnou fazi az ke kvazi-
termalnim fragmentim VO* a VOH" (cit.").

3.3. Termalni reaktivita dikationtl

Predchozi priklady ukazovaly pouziti fotond
s relativné nizkou energii (9—12 eV), protoze prahové hod-
noty pro fotoionizaci a naslednou fragmentaci molekular-
nich iontl vétSiny sloucenin spadaji pravé do této oblasti
energii. Pouziti vice energetickych fotoni ukaZzeme na
pfikladu studia bimolekuldrni reaktivity stfedn€ velkych

Zdroj Kvadrupdl Oktopol Kvadrupdl
CD5CONH m/z = 62 CH5OCHCH m/z = 60
'C TOF | 3 2 3 2 -
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vybér hmoty reaktantu neutralni reaktant analyza produkt(
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Obr. 2. Schématicky nakres titrace reakce pomoci synchrotronového zifeni, viz text. Relativni intenzity ionti s m/z = 60 za a bez
pfitomnosti reakéniho partnera methylvinyletheru (MVE) v oblasti energie ionizujicich fotonti 9,5-11,5 eV
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Obr. 3. Fotoionizaéni vytézky (a) molekularniho iontu OV(OCH3);" a (b) fragmentu HOV(OCH;)," v zavislosti na energii fotontl pouZi-

tych pro ionizaci neutralniho plynu OV(OCHS3); (cit.”)

uhlovodikovych dikationti C,.H,*" s neutralnimi uhlovodi-
ky. Tyto reakce pfedstavuji mozny mechanismus ristu
uhlovodiki v mezihvézdném prostoru nebo planetarnich
atmosférach, napf. v ionosféte Titanu®® >,

Specialni role synchrotronového zateni ve vyzkumu
bimolekularnich reakci nasobné¢ nabitych iontl spociva
v definovani jejich vnitini energie. Je dobfe znamo, Ze
reaktivita iontl se s jejich zvySujici se vnitini energii muze
zna¢né liSit od jejich termdlni reaktivity. Ionty mohou
vznikat ve vysoce vzbuzenych vibracnich stavech, nebo
dokonce mohou byt elektronicky excitovany. V téméf
vSech typech hmotnostnich spektrometrit se standardné
k ,,zchlazeni“  iontd  pouzivaji  nasobné  srazky
s nereaktivnim plynem (obvykle vzacnym plynem)®. P¥i
srazkach dochazi k prerozdéleni energie mezi studovanymi
ionty a atomy plynu, coz vede ke snizeni vnitini energie
ionth aZ na energii odpovidajici teplot¢ prostredi
(termalizace). Malé nasobn¢ nabité ionty nesou vysokou
potencidlni energii, coZ z nich ¢ini velmi reaktivni ¢éstice
(superelektrofily), které ve skutec¢nosti dokonce velmi
Casto reaguji 1 se vzécnymi plyny nemluveé o stopovych
necistotaich v nich obsazenych. V nasobnych srazkach
proto Casto nedosdhneme termalizace, ale studované ionty
ztracime diky pienosu naboje nebo chemické reakci®.
Dokonce i v piipadé ionizace elektrosprejem, coz je tech-
nika znama jako malo energeticka ioniza¢ni metoda (tj.
poskytuje ionty s malou vnitini energii), predstavuje tvor-
ba nasobné nabitych iontll za dobie definovanych podmi-
nek velky problém®. V souhrnu lze fici, Ze termalizace
iontll mize predstavovat kriticky bod ve vyzkumu bimole-
kularnich reakci nasobné€ nabitych iontl. Jedine¢né feseni
nabizi synchrotronové zafeni, které umoznuje presné defi-
novat vnitini energii iontl uz pfi jejich tvorb¢ a tim jasné
urcit zavislost mezi vnitini energii dikationtl a jejich reak-
tivitou.

Atmosféra Titanu se sklada prevazné z dusiku
(98,4 %). Druhym nejzastoupenéjs§im plynem je methan.
Nedavno zjisténé slozeni atmosféry Titanu ukazalo vedle
nizsich uhlovodikd piekvapiveé vysoky vyskyt uhlovodika
s Sesti a vice atomy uhliku. Mechanismus jejich vzniku

nemize byt zalozen na reaktivité neutralnich a jednou
nabitych molekul, protoze tyto castice za danych podmi-
nek (extrémné nizka teplota a tlak) nereaguji. Na druhou
stranu, dvojnasobné nabité stfedni uhlovodiky podstupuji
reakci s methanem (rovnice (1))*%*, acetylenem®*!, nebo
benzenem?® a poskytuji v&tsi uhlovodiky.

C,H,” + CHy > CpH,a™ + Hy (1)

Mozny mechanismus ristu uhlovodikii by tedy mohl
zahrnovat tvorbu dvojnasobné nabitych iontti nasledova-
nou C—C spojenim s methanem nebo jinym malym uhlo-
vodikem. Vzhledem k prostiedi je dilezité ukazat, ze reak-
ce probihaji pro zakladni stav dikationtd s malou vnitini
energii. Chlazeni vytvofenych iontil je obtizné (viz vyse),
proto je vyhodnégjsi tvofit ionty rovnou s definovanou
vnitfni energii za pomoci ionizace fotony. Obr. 4 ukazuje
iontovy vytézek reaktantu C;He>" v zavislosti na energii

Zdroj Kvadrupdl Oktopdl Kvadrupdl
TOF | vzorek C,Hg2* CgHg?* | o
& S
| vybér hmoty reaktantu analyza produkt(
hv
1 0 | 2+

S 76
N
c
Q
-
£
— 2+
c konverze
s C.H,
T 0.5 / w
[}
= D

0.0 / . . . .

25 26 27 28 29 30
energie fotonu, eV

Obr. 4. Zavislost iontového vytézku C;He>', produktu CgHg*
z reakce (2) a odpovidajici konverze v zavislosti na energii ioni-
zujicich fotonti



Chem. Listy 103, 636—640 (2009)

ionizujicich fotond a vytézek produktu CsHg®* pochézejici-
ho z reakce (2). Konverze reaktantu na produkt klesa se
stoupajici energii fotond, coz ukazuje, ze reakce (2) je
nejucinné€j§i pro reaktanty v zdkladnim stavu s nizkou
vnitini energii.

(:71‘1624r + CH4 - C8H32++ H, (2)

4. Shrnuti a vyhled

Predstavené piiklady ukazuji, Ze studie reaktivity za
pomoci VUV synchrotronového zafeni maji velky potenci-
al pro vyzkum dilezitych témat chemie v plynné fazi, pfi-
¢emz nezbytnym ptedpokladem k provedeni takovych
studii je pristup k synchrotronové fotonové lince
s vhodnymi charakteristikami fotonového svazku a vyba-
vené vhodnym koncovym zafizenim ve formé¢ multipdlo-
vého hmotnostniho spektrometru. Experimenty uvedené
v této praci byly provedeny na aparatute CERISES® a na
synchrotronech SuperACO a SOLEIL ve Francii. Paramet-
ry a vlastnosti CERISES uZ nejsou pro soucasné MS/MS
experimenty idealni a pfistup k zahraniénim synchrotro-
niim je pouze omezeny, proto by optimalizované koncové
zafizeni na mozném &eském synchrotronu'* predstavovalo
obrovskou vyhodu a perspektivu pro chemii v plynné fazi.

Tato prace byla podporena Akademii véd Ceské re-
publiky (Z400550704) a Ministerstvem Skolstvi a telovy-
chovy Ceské republiky (MSM0021620857). JR dékuje za
stipendium L’Oréal pro Zeny ve véde.
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J. Roithova™® and D. Schréder” (“ Department of

Organic and Nuclear Chemistry, Faculty of Science,
Charles University, Prague, " Institute of Organic Chemis-
try and Biochemistry, Academy of Sciences of the Czech
Republic, Prague): Reactive Monitoring with Synchro-
tron Radiation as a Unique Source of Accurate Bench-
mark Data for Gas-Phase Reactions

The important role of experiments with vacuum ultra-
violet (VUV) radiation from synchrotron sources for the
determination of thermodynamic benchmarks for ions in
the gas phase is briefly reviewed. Smoothly tunable VUV
photons from a synchrotron are used to ionize neutral pre-
cursor molecules. Monitoring the ion yields as a function
of the VUV photon wavelength permits an accurate deter-
mination of ionization energies and fragmentation thresh-
olds. The ions formed on photoionization above the ioniza-
tion threshold bear a precisely determined internal energy,
which can be used for investigation of their reactivity in
bimolecular collision processes as a function of their inter-
nal energy content. This technique is referred to as
“reactive monitoring”, which, among others, allows the
determination of energy barriers in chemical reactions.
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1. Uvod

Enterobacter sakazakii (Cronobacter sakazakii) je
gramnegativni tyCinka nalezici do celedi Enterobacteria-
ceae. Jedna se o oportunniho patogena, ktery napada pie-
vazn€ novorozence a imunitné oslabené jedince a je spojen
se zavaznym onemocnénim nekrotizujici enterokolitidy,
meningitidy a otravy s vyjimecné vysokou mirou umrtnos-
ti az 80 %.Ve vétSin€ piipadi byla ndkaza E. sakazakii
spojena s konzumaci mléc¢né kojenecké vyzivy.

SuSend mlécnd strava neni sterilni produkt a vysoka
odolnost E. sakazakii k vysouseni zarucuje jeho kompeti-
tivni vyhodu' oproti jinym bakterialnim druhtim v tomto
produktu. Nejbézngjsi cestou destrukce organismi
v potravinach je tepelny zahiev, a proto poznatky o tepelné
metry pro zajisténi nezavadnych potravin a sniZeni rizika
nakazy.

Nezbytnymi poznatky pro epidemiologické studie je
spravna identifikace a odliSeni Enterobacter sakazakii od
blizce ptibuznych druht celedi Enterobacteriaceae a také
pfesné uréeni patogenu zpusobujici onemocnéni. Ukazalo
se, ze standardni biochemické soupravy pro rozliseni Ente-
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robacter sakazakii mohou poskytovat faleSn¢ pozitivni
a stejné tak fale§né negativni vysledky®. Genetické metody
tedy slouzi jako mocny ndstroj pro spravnou identifikaci
organismu a zji$téni vzajemnych evolucnich vztaht. Sou-
¢asné metody sekvenovani DNA jsou vysoce u¢inné, takze
jsou stanoveny kompletni nukleotidové sekvence genomu
mnoha bakterii. Pro urceni druhové piislusnosti vSak po-
stacuji sekvence genu pro malou ribosomalni podjednotku
16S rRNA.

2. Historie

Jiz ve dvacatych letech bylo zaznamenano, ze Zluté
zbarvena koliformni bakterie zptsobila septikémii u novo-
rozence. Az mnohem pozdé&ji, v roce 1961 (cit.’) byl po-
psan dalsi pripad, kdy ,,zluté zbarveny Enterobacter cloa-
cae” zpusobil novorozeneckou meningitidu. Brenner
a spol.* v roce 1977 poprvé uzili nyngjsiho ndzvu bakterie
Enterobacter sakazakii pojmenované podle slavného ja-
ponského mikrobiologa Riichiho Sakazakiiho.

Do dne$niho dne bylo popsano né&kolik piipadd
z jednotek intenzivni péce pro kojence, kdy Enterobacter
sakazakii zpusobil zavaznd onemocnéni typu otravy
(sepse), zanétu mozkovych blan (meningitida) nebo nekro-
tizujictho zanétu traviciho traktu (enterokolitida). Ackoliv
v mnoha ptipadech zlstal zdroj infekce neznamy, ve stou-
pajicim poctu hlasenych piipadl se zjistila souvislost se
susenou kojeneckou stravou.

V roce 2002 ICMSF® (International Commission on
Microbiological Specification for Foods — Mezinarodni
komise pro mikrobiologickou specifikaci potravin) oznaci-
la Enterobacter sakazakii jako vazné nebezpecny organis-
mus pro vyhrazenou ¢ast populace, ohrozujici jeji zivot
a zpusobujici dlouhodobé zavazné nasledky. Enterobacter
sakazakii se tak zatradil mezi nebezpecné potravinové pato-
geny vedle Listeria monocytogenes nebo Clostridium bo-
tulinum. V listopadu 2005 vydala Evropska Komise Nafi-
zeni €. 2073/2005 a vtomto znéni pak dal§i Nafizeni
1441/2007 o mikrobiologickych kritériich pro potraviny,
ze kterého vyplyva nutnost sledovat pritomnosti Entero-
bacter sakazakii v susené détské vyziveé a podobnych suse-
n}'l;:h pfipravcich urcenych kojenclim do stari Sesti mési-
cu.

3. Taxonomie

Az do roku 1980 se vérilo, Ze se jedna o Zluté zbarve-
ného Enterobacter cloacae, teprve Farmer a spol.® dokaza-
li zékladni rozdily a definovali novy druh — Enterobacter
sakazakii. Reklasifikace byla uskuteénéna na zakladé
DNA-DNA hybridizace, produkce zIutého pigmentu
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a biochemickych reakci®. Pii srovnani E. sakazakii se za-
stupci rodl Enterobacter a Citrobacter na zakladé DNA-
DNA hybridizace se ukazala 50% podobnost s obéma ro-
dy. Podle fenotypovych ryst blizSich E. cloacae byl
E. sakazakii ptitazen do rodu Enterobacter, Celedi Entero-
bacteriaceae’. V puvodni studii byly kmeny rozdé€leny
podle biochemickych vlastnosti do 15 bioskupin.

Do dnesni doby neexistuje jednotné minéni o zatazeni
E. sakazakii do rodu Enterobacter. Zatimco analyza plné
délky genu pro 16S rRNA poukézala na dva fylogeneticky
odlisné rody vramci druhu Enterobacter sakazakii®, tak
genotypizace podle 16S rRNA spolec¢né s analyzou genu
pro hsp60 ukazala, ze kmeny E. sakazakii tvofi minimalné
Ctyfi genetické skupiny s vétSinou kmenti nalezicich do
prvni skupiny.

Tyto zmatky v taxonomii se staly vyzvou pro Carol
Iversen a spol.’, ktefi provedli analyzu 210 kment E. saka-
zakii. Na zakladé typizace podle f-AFLP, ribotypizace,
analyzy genu pro malou ribosomalni podjednotku 16S
rRNA, jejiz celd sekvence je tvofena vice nez 1300 pary
bazi, a DNA-DNA hybridizace navrhli reklasifikaci tohoto
organismu do rodu Cronobacter, ktery by obsahoval pét
riznych skupin a fadil by se mezi Enterobacteriaceae.
Nazev rodu vychazi z fecké mytologie, ve které se pravi,
ze bih Cronos spolknul své déti kratce po jejich narozeni,
coz symbolizuje vysokou tmrtnost novorozenct zpusobe-
nou timto organismem. Duvod, pro¢ organismy zafazené
do druhti Cronobacter sakazakii, Cronobacter turicensis,
Cronobacter malonaticus, Cronobacter muytjesii a Crono-
bacter dublinensis, jsou v tomto sdéleni oznacovany jako
Enterobacter sakazakii, je ten, Ze soucasna platna potravi-
narska legislativa vychazejici z nafizeni Evropské Komise
pouziva dosud tento nazev.

4. Charakteristika rustu

Enterobacter sakazakii je gram-negativni rovna ty¢in-
ka 0,5—-1,5 pm S§irokd, pohybliva, diky peritrichalnim bici-
kim. Je to nesporulujici fakultativni anaerob, ktery na
neselektivnich pidach tvofi Zluté nebo bezbarvé kolonie.
Cerstvé izolovana bakterie tvoii kolonie dvou riznych
morfologii'®. Jeden typ se popisuje bud’ jako suchy nebo
mukoidni, vroubkovany a po dotknuti ockovaci jehlou
sklouzavajici zpatky na agar. Tato vlastnost se prisuzuje
heteropolysacharidovému pouzdru, které umoZziuje snad-

Tabulka I
Generacni doba (h) E. sakazakii pii ruznych teplotach
inkubace

Generacni doba [h] pfi teploté: Lit.

6°C 10 °C 21°C 23 °C 37°C
13,70 1,70 0,37 31
5,52 0,65 20
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né&jsi prichyceni k povrchu a tvorbu biofilmu. Druhy mor-
fologicky typ je popisovan jako hladky a snadno odstrani-
telny pomoci ockovaci jehly. Pti rdstu v bujonu ma ten-
denci sedimentovat. Bakterie vykazuje znacnou odolnost
ke kyselému pH a extrémné vysokou odolnost k vysouseni
a tepelnému zahtfevu.

Enterobacter sakazakii roste v Sirokém rozmezi tep-
lot, pfiCemz minimalni teplota ristu je 36 °C, maximalni
47,6 °C a optimalni rastova teplota ¢ini 39,4 °C (cit.").
Mnoho vyzkumnych pracovist' se zabyva rastovym pro-
filem E. sakazakii v mlééné vyzivé a zaznamenaly doby
zdvojeni bakterie pfi ruznych teplotach, jak popisuje
tabulka I.

5. Biochemicka charakteristika

Produkce zlutého pigmentu spolu s a-glukosidasovou
bacter sakazakii od dalsich kment rodu Enterobacter. Orga-
nismus redukuje nitrat, vyuZiva jako zdroj uhliku citrat, hyd-
rolyzuje eskulin a arginin, dekarboxyluje L-ornithin. Tvoii
kyseliny z D-glukosy, D-sukrosy, D-rafinosy, D-melibiosy,
D-cellobiosy, D-mannitolu, D-mannosy, L-rhamnosy,
L-arabinosy, D-trehalosy, galakturonatu a D-maltosy. Poz-
deji se ovSem prokazalo, ze produkce Zlutého pigmentu je
nestabilni se zvySujicim se poctem pasazovani a nemize
proto slouzit k v&rohodné identifikaci®. Vy3si produkce
pigmentu se projevuje pii teplotach kultivace niz§ich nez
36 °C, s optimem pii 25 °C (cit.'?). Za hlavni rozdil mezi
E. sakazakii a dal§imi Enterobacteriaceae se diive pova-
zovala jeho neschopnost fermentovat D-sorbitol a schop-
nost produkovat extracelularni deoxyribonukleasu®. Ente-
robacter sakazakii dava pozitivni reakci na produkci ace-
toinu (Voges-Proskauerova reakce). Tvorba indolu je za-
visla na pfislusnosti k biotypu (viz nové druhy rodu Cro-
nobacter).

Prvni sekvenovany genom Enterobacter sakazakii byl
zvefejnén v druhé poloviné roku 2007. Jedna se o sbirkovy
kmen Enterobacter sakazakii ATCC BAA-894, ktery po-
chézel z kojenecké vyzivy, jakou bylo krmeno hospitalizo-
vané dit€, u n€hoZ propukla infekce. Jeho genom je tvofen
cirkularni DNA délky 4,4 Mbp, kodujici 4277 proteind
a ze dvou plazmidd. Obsah guaninu a cytosinu (G+C) byl
stanoven pro rod Cronobacter 56,7 % (cit."?).

6. Vyskyt Enterobacter sakazakii
6.1. Zdroje z potravin a z prostiedi

Vzhledem k infekcim, které E. sakazakii zplGsobuje
u novorozenct, se jeho vyskyt Casto spojuje s kontaminaci
susené¢ mlécné vyzivy. Vyskytuje se vSak v rizném pro-
stiedi, jako je voda, piida a zelenina, které jsou ptedpokla-
danym hlavnim zdrojem kontaminace'®. Jako sekundarni
zdroj pienosu mohou slouzit mouchy nebo hlodavei'®.
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Hamilton a spol." izoloval E. sakazakii ze stie-
va larvy Stomoxys calcitrans, ktera se Zivi krvi hospodai-
skych zvitat i lidi. Organismus byl izolovan z n¢kolika
zdrojli zahrnujici zékladni potraviny jako syr, chléb, tofu,
kofeni a bylinky, ryZe a maso. Studie také ukazaly, ze E.
sakazakii se vyskytuje v suchém a pra$ném prostiedi tova-
ren na vyrobu ¢okolady, zpracovani obilovin, vyrobu tés-
tovin, zpracovani a baleni kofeni a také v domacim pro-
sttedi'. Jeho hlavni rezervoar se oviem stale nepodafilo
uréit. Miriam Friedemann'® v roce 2007 shromazdila data
o vyskytu E. sakazakii v potravinach a napojich, které
nejsou v kategorii détské vyzivy nebo suSeného mléka.
Organismus byl nalezen v mnoha typech cereédlnich a lus-
téninovych potravin, dale v prasku pro pfipravu ledového
Caje a v n€kolika typech koteni. Rovnéz byl E. sakazakii
nalezen v krajenych Cerstvych ovocnych a zeleninovych
salatech, v riznych typech ofechll a bramborech. Pozitivné
testované masné vyrobky zahrnovaly napf. parky, mleté
maso, ktize driibeze Cerstvé po porazce a zelatinu. Mlécné
vyrobky byly pozitivni v ptipad¢ testovani syrového mléka
a meékkych syrii. V roce 2007 publikovali japonsti autofi'’
H. Asakura a spol. studii, kde po mikrobiologickych roz-
borech 2000 typi potravin izolovali 30 kmentl, které pfifa-
dili do E. sakazakii. Mezi pozitivné testovanymi potravina-
mi byly tii typy suSené détské mlécné vyZivy, ale také
ryze, mrazeny chléb, pSeni¢na mouka, praskovy agar, riz-
né vyrobky ze soji, pohankova mouka, ¢esnek a dalsi po-
traviny, jejichz spoleénym znakem byl rostlinny pivod.

6.2. Klinické zdroje

Klinické izolaty Enterobacter sakazakii z infikova-
nych pacienti ¢asto pochazely z centralni nervové sousta-
vy, krve, slin, krku, nosu, stolice, stieva, kiize, mo¢i, o¢i
ausi',

Bohuzel kontaminace nemocni¢niho prostiedi a nedo-
statecné hygienické zabezpeceni ptipravy détské mlécné
stravy zustava permanentnim problémem. V mnoha pfipa-
dech bylo spole¢nym jmenovatelem onemocnéni kontami-
nované nadobi pro piipravu mléné vyZivy jako lZice,
michadlo a také Zinka na umyvéani nadobi'®. Nebezpeti
tkvi zejména ve schopnosti bakterie tvofit biofilm, tim se
stava mnohem odolngjsi viici Cisticim prostiedkim i zvy-
Sené teplot¢ myti a mize tak prezivat na nemocni¢nim
nadobi po dlouhou dobu.

6.3. Susena mlécna vyziva

Infekce zptisobena Enterobacter sakazakii byla popr-
vé spojena s kojeneckou mlécnou vyzivou v roce 1983
(cit.'®). V byvalém Ceskoslovensku byly ve stejnych letech
izolovany Ctyfi kmeny E. sakazakii ze suSeného mléka
adva ze sufené kojenecké vyzivy". V jednom
z nejvyznamngjsich prizkumi mlééné vyzivy™ se zjistilo,
ze 52,2 % ze 141 suSenych mléénych vyziv ze 35 zemi
svéta bylo pozitivnich na kmeny rodu Enterobacteriaceae,
z toho 14 % obsahovalo E. sakazakii, ktery se umistil na
tretim misté nejcastéji izolované bakterie po E. agglome-
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rans a E. cloacae. Pii testovani’® 120 plechovek mlé&né
vyzivy od péti rliznych vyrobcl bylo zjisténo, Ze 6,7 %
z nich bylo kontaminovano, mnozstvi E. sakazakii bun¢k
vSak cCasto predstavovalo pouze 0,36 KTJ/100 g. Pfi takto
nizké koncentraci kontaminace (méné nez 1 bunka/ 100 g)
je nepravdépodobné, ze by mlécna vyziva byla pfic¢inou
infekce. OvSem pii nedbalém zachédzeni a nedostate¢nych
hygienickych podminkdch se miZze riziko poziti bungk
E. sakazakii zvysit az 30 000x (FAO-WHO, 2004, cit.*").
Prokazatelnou spojitost mezi ndkazou E. sakazakii
a suSenou mlécnou stravou v roce 2002 oznamilo americké
Centrum pro kontrolu nemoci** (CDC — Center for Disease
Control).

6.4. Vyroba susené mlécné vyzivy

Susena mlécna vyziva neni sterilni produkt. Prvni
susend mlécna vyziva se na trhu objevila téméf pred 100
lety jako nahrada matetského mléka. Aby dosahovala stej-
né nutriéni hodnoty, jakou ma lidské matefské mléko, je
zapotiebi kravské mléko upravit snizenim obsahu minerald
a proteint, zvySenim podilu Ca/P, zvySenim mnozstvi
sacharidii a proteinii ze syrovatky. Nakonec se pridavaji
vitaminy a upravuje se tukové slozeni®.

SuSend mlécnd vyZiva mize byt vyrdbéna dvéma
zpusoby, ,,suchou” a ,,vlhkou* cestou, které se Casto vza-
jemné& kombinuji podle rozpustnosti pfiddvanych slozek.
Rozpustné latky se ptidavaji do tekuté faze, zatimco méné
rozpustné az po oSetfeni smési horkym vzduchem.
Pti vyrobé suchou cestou se nizkotuéné mléko pasteruje
a odpafuje, poté se pfimichaji dal§i piisady, jako napt.:
esencialni mastné kyseliny, syrovatka, vitaminy, emulzifi-
katory a stabilizatory. Cela tato smés se zahtiva na 110 °C
po dobu 60 s a pak se sprejove susi. Pii této metodé hrozi
vy$$i nebezpeci bakteridlni kontaminace a dal§i nevyho-
dou je nestejnomérné promichani vSech piisad. Pii vlhké
vyrob¢ se ob& slozky (nizkotu¢né mléko a pfisady) oSetii
pri 80—82 °C po dobu 20 s. Poté se smés zahtiva na 107 az
110 °C po dobu 60 s a tato tekutd hmota se koncentruje
uzitim odparky s tenkym filmem. Koncentrat se opét zahfi-
va na 80 °C a kone&né sprejové susi®. Kritickd mista bé-
hem vyroby nejnachylnéjsi k mikrobialni kontaminaci se
nachézi mezi sprejovym suSenim, balenim produktu a do-
davanim latek v pevném stavu. Pfedpoklada se ovSem, ze
na kontaminaci kone¢ného produktu ma vétsi vliv prostie-
di tovarny nez samotny vyrobni proces.

Na zéklad¢ stanoviska Evropského uradu pro bezpec-
nost potravin (EFSA) bylo dle Nafizeni komise
¢. 2073/2005 o mikrobiologickych kriteriich pro potraviny
zaClenén pro kojeneckou pocate¢ni a pokracovaci vyzivu
pozadavek nepfitomnosti bakterii ¢eledi Enterobacteriace-
ae v 10 g produktu. Zjisténi ptitomnosti E. sakazakii vyza-
duje cilené vySetieni 10 g kojenecké vyzivy ze 30 vzork.
Rovnéz je timto nafizenim ulozeno vyrobcim suSené koje-
necké vyzivy provadét kontroly vyrobniho prostfedi zamé-
fené na zjistovani bakterii celedi Enterobacteriaceae’.

Pro detekci E. sakazakii ve vzorcich susené mlécné
vyZivy byla Mezindrodni organizaci pro normalizaci (ISO
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— International Standards Organisation) pfijata kultivacni
metoda (CSN P ISO/TS 22964:2006) zaloZzena na selektiv-
nim nabohacovani mikrobialni kultury®*.

7. Odolnost k vysychani

Susena mlécna vyziva ma velice nizkou aktivitu vody
(ay) kolem 0,2. Preziti mikroorganismid v takto neptizni-
vych  podminkach  vyzaduje  vysokou  odolnost
k osmotickému stresu. Enterobacter sakazakii ma neob-
vyklou schopnost pfezivat i ve velmi suchych podminkach
(v mlééném prasku az 12 mésici)®. Musi proto existovat
jisty mechanismus, jak se E. sakazakii vyrovnava
s osmotickym stresem. Iversen a Forsythe'® se domnivaji,
ze zodpovédnost za prezivani v takto nehostinnych pod-
minkéch nese pouzdro, jak je popsano dale.

Bakterie se proti zvySovani osmolarity brani rychlou
akumulaci iontd, zejména K", nasledné hromadénim roz-
pusténych latek, jako je prolin, glycin, betain a trehalosa.
Slouceniny jako trehalosa, neredukujici disacharid gluko-
sy, muze nahradit schranku tvofenou vodou kolem mak-
romolekul, kterd se ztraci béhem sprejového suSeni a chra-
ni tak buiiky pred zni¢enim®. Piedpoklada se, e trehalosa
hraje roli zejména ve stabilizaci fosfolipidové membrany
a proteinil.

Breeuwer a spol.' se zabyval vlivem suchého prostie-
di na Enterobacter sakazakii. V suchych podminkach se
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zvysi koncentrace trehalosy u Enterobacter sakazakii vic
nez pétkrat, zatimco tento jev neni pozorovan v staciondr-
ni fazi bunék E. coli za obdobnych podminek. Navic, pfi-
dani trehalosy do kultiva¢niho média zlepSuje schopnost
E. sakazakii prezivat za podminek sucha. Objasnil také
geneticky princip odolnosti E. sakazakii vici suchym pod-
minkam. Ukézalo se, Ze v ochrané baktérie hraje roli sedm
genl z ,,heat shock™ regulonu, Ctyfi z regulonu cyklického
AMP receptoru a Sest gentl, jeZ jsou odpovédné za syntézu
trehalosy a spravnou funkci bunééné membrany, jako je
biosyntéza lipidii a polysacharidi’.

Diky ptezivani bun¢k pfi zvySené teploté a schopnosti
bun¢k rust pii vice nez 47°C, E. sakazakii je
v kompetitivni vyhodé€ oproti jinym druhtm celedi Entero-
bacteriaceae. E. sakazakii se tak stdva dominantnim
v teplém a suchém prostfedi, napi. v blizkosti susicich
zafizeni ve vyrobnach susSené mlécéné vyzivy. Jeho vyskyt
v tscl)mto prostiedi zvysuje riziko post-procesni kontamina-
ce .

8. Méfeni tepelné odolnosti

Moznost zivota kazdého mikroorganismu je ohranice-
na tfemi zékladnimi teplotami a to 7Ty, , kterd udava mini-
malni teplotu pii které organismus jesté roste, dale je to
Tope » kterd udava teplotu, pii které je rlst optimalni a Tpax
pak oznacuje nejvyssi teplotu, pii které organismus je jesté

Tabulka II

Porovnani D-hodnot® ziskanych méfenim v riznych laboratorich

Kmeny E. sakazakii Médium®>* Dsg Dsg Dg¢o z-hodnota’ Lit.
Klinické izolaty SMV 10,91+ 1,52 545+0,46  3.06+0.12 56  (Nazarowec-White
Potravinové izolaty SMV 9,75+ 0,47  3,44+035  2.15+0.07 and Farber, 1997a)
E. sakazakii 1387-2 PBS 2.4 0,48 3,1

E. sakazakii 1387-2 SMV 0,50

E. sakazakii 16 PBS 11 0,40 3,6 %{g’;‘wer aspol,
E. sakazakii 1360 PBS 0,34

E. sakazakii 145 PBS 0,27

E. sakazakii NCTC 11467 TSB 274008 134028  09+0.17 5.8

S pouzdrem® TSB 124001  1,7+039  02+0.06 5,7  (Iversen and Forsy-
E.sakazakii NCTC 11467 SMV 514027  2,6+048  1.1+0.11 the, 2004b)

S pouzdrem! SMV 39+0,06  3,8+1,95 1.8 +0.82

E sakazakii ATCC 51329 0,51 5,6 (Edelson-Mammel
Klinicky izolat 9,87 and Buchanan, 2004)

*SMV - rozpuiténa suiené mléena vyziva, " PBS — fosfatovy pufr, “TSB — tryptonovy s6jovy bujon, ¢ kmen Enterobacter
sakazakii s pouzdrem, ° tepelna odolnost bakterii se vyjadiuje jako as nezbytny k usmrceni 90 % populace pii uréité teplo-
t¢ a vdaném mediu. Ciselné vyjadieni tohoto jevu se nazyvd D-hodnota (decimal reduction time) a udava se
v minutach; * z-hodnota je zména teploty, kterd vyvola desetinisobnou zménu D
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schopen riastu. Pro E. sakazakii je Tpn.x 47,6 °C, coZ zna-
mend, ze uchovavani kultur pfi vysSich teplotdch vede
k jeho devitalizaci.

Tepelnd odolnost bakterii se vyjadfuje jako Cas ne-
zbytny kusmrceni 90 % populace pii urcité teploté
a v daném médiu. Ciselné vyjadfeni tohoto jevu se nazyva
D-hodnota (decimal reduction time) a wudava se
v minutach. Testovana teplota je uvedena jako dolni index,
napt. Dgy udava Cas nutny pro snizeni mnozstvi bakterii
o jeden tad pfi 60 °C. Delsi Cas pfi dané teploté znamena
vys$si termalni rezistenci. Se zvySenim teploty D-hodnota
klesa. Tato zavislost je exponencialni, nebot’ pfi vyneseni
koncentrace bun¢k v zavislosti na ¢ase v semilogaritmic-
kém usporadani ziskdme piimku. Z toho 1ze odvodit dalsi
vyznamny parametr tepelného piisobeni: z-hodnota je zmé-
na teploty, kterd vyvola desetinasobnou zménu D. Tabul-
ka II udava tyto hodnoty pro rizné kmeny E. sakazakii.

Rtiznorodost vysledkd D-hodnot 1ze vysvétlit Sirokym
rozmezim tepelné odolnosti v ramci druhu Enterobacter
sakazakii. Srovnani termalni rezistence u 12 kment
E. sakazakii potvrdilo, Ze tato vlastnost je u riznych kme-
nl vysoce variabilni. Vzhledem k této variabilit¢ by bylo
mozné rozdelit E. sakazakii na dvé skupiny podle dvou
odlignych fenotypt® a toto rozd&leni by vysvétlilo rozdily
v tepelné odolnosti u riiznych kmenti E. sakazakii. Déle pti
patrani po tomto fenoménu?’ byl identifikovan protein,
vyskytujici se pouze v tepelné-tolerantnich kmenech. Ten-
to protein byl sekvenovan a oznacen jako homologni
s proteinem Methylobacillus flagellatus, coz je methylo-
trofni organismus, ktery dokaze ptezivat vysoké teploty
a nendlezi do rodiny Enterobacteriaceae.

Pti hledani genetické charakterizace termalni toleran-
ce'’ byly izolaty E. sakazakii rozdéleny do tii skupin: na
rezistentni, stfedné citlivé a citlivé. Po 90 minutach zahie-
vu pii 60 °C rezistentni kmeny klesly z ptivodnich 10° na
10%, zatimco u citlivych kmeni se po inkubaci na miskach
neobjevil zadny nariist. Analyza genové exprese genl pro
,.heat-shock® protein groEL, histone-like-proteinu #AnsB
a translacniho inicia¢niho faktoru infB ukézala, ze mira
exprese groEL a hnsB nebyla specificka, zatimco exprese
infB byla napadné zvysena u tepeln¢ odolnych kment. Gen
infB by tak mohl slouzit jako cilova sekvence pro rozliseni
tepelné odolnych a tepelné citlivych kment E. sakazakii.

9. Patogenita

Druhy rodu Enterobacter zpusobuji az 50 % vSech
nosokomialnich infekci, nejcastéji u imuno-deficientnich
jedincll nebo starych pacientd. Mimo E. sakazakii jsou
dal§imi Castymi druhy rodu Enterobacter zpusobujici in-
fekéni onemocnéni napt: E. meningitis, E. cloacae,
E. aerogenes, E. agglomerans, E. hormechle a E. gergovial.

Nemoci zpisobené E. sakazakii u dospélych jedinct
zahrnuji rozsahlé spektrum piiznaki, od zanétu spojivek,
zanétu zlu€ovodu a mocovych cest pies zanéty v ranach az
po zapal plic. Do soucasnosti bylo evidovano devét piipa-
da infekce E. sakazakii u dospélych, pficemz se vzdy jed-
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nalo o slabé, imuno-deficientni jedince nebo starsi obany''.
Rizikova skupina novorozencti jsou pfed¢asné narozeni
jedinci s nizkou porodni vahou a potlacenou imunitou ve
véku od tfi dnti do &tyt let'*. Navic zaludek novorozenci,
zejména predCasné narozenych, nema tak kyselé pH jako
zaludek dospélych, a to napomahé preziti bun¢k Entero-
bacter sakazakii *'.

Novorozenecka onemocnéni zplsobena E. sakazakii
se vyskytuji vzacné, ale maji zdvazny a rychly pribéh
s vysokym pomérem umrtnosti. Zahrnuji otravu krve
(sepse), zanét mozkovych blan (meningitida) a nekrotizuji-
ci enterokolitidu'*. Mezi lety 1958-2003 bylo zaznamena-
no 76 pripadi nakazy E. sakazakii u novorozencu, z to-
ho19 jedinct nepfezilo.

Zanét mozkovych blan nebo-li meningitida u novoro-
zencl muize byt zpusobena nckolika druhy bakterialnich
patogend, véetné FEnterobacter cloacae, fylogeneticky
velmi blizkého E. sakazakii. Onemocnéni zpisobena
E. sakazakii se vyznacuji velmi vysokym pomérem umrt-
nosti'* 40-80% a az v90 % vedoucich k mozkovému
abscesu a nasledné retardaci. Nekrotizujici enterokolitida
se vyskytuje az 10x Casteji u déti krmenych mlé¢nou vyzi-
vou oproti t€ém krmenych matetskym mlékem.

Nekteré kmeny Enterobacter sakazakii produkuji
extracelularni heteropolysacharidové pouzdro, které bakté-
riim napomaha k ptilnuti k povrchu a tvorbé biofilmu®.
Predpoklada se, ze ochranné pouzdro také hraje dilezitou
roli v ochrané proti vysychani, protoze polysacharid je
vysoce hydratovany diky inkorporaci zna¢ného mnozstvi
vody”. Analyzou monosacharidii tvoficich extracelularni
polysacharid byl zji§t€n obsah glukosy, galaktosy, fukosy
a glukurové kyseliny v poméru 1:1:1:0,8 a stopy mannosy.

Ackoliv neexistuji zadné epidemiologické tudaje
o0 hodnot& infek&ni davky, Iversen a Forsythe' predpokla-
dali prvni aproximaci 1000 KTJ (kolonie tvorici jednotky),
coz je davka stanovena pro E. coli, Listeria monocytoge-
nes nebo Neisseria meningitis. Infekéni ddvka se muiZe liSit
podle minulosti organismu, zdravotniho stavu hostitelské-
ho organismu a typu potraviny. Je ovSem velmi nepravdé-
podobné, ze by infekci zpasobil nizky pocet organismi
v suSené mlécné vyzivé (méné nez 0,36 E. sakazakii buné-
k/100 g), z ¢ehoz vyplyva, ze k nakaze dochazi kvili ne-
dostate¢nym hygienickym podminkdm piipravy stravy™.
Pokud budeme brat v tvahu, Ze suSena mlécna vyziva je
kontaminovana jedinou buikou, pak podle vypoctu risto-
vé rychlosti by bylo zapotiebi 13 h kultivace pii pokojové
teploté, aby bylo dosazeno 1000 KTJ.

10. Zavér

V lednu 2006 experti FAO a WHO?' znovu zdiraznili
nutnost preventivni strategie pro omezeni infekci E. saka-
zakii z kontaminovanych suSenych pfipravkil pro vyzivu
kojencti. Hlavnim tkolem je nutnost vzdélavani na vSech
arovnich k zajisténi bezpeéného nakladani, skladovani
a pouzivani susené mlécné vyzivy (powdered infant for-
mula, PIF) v€etné omezeni zdravotnich rizik vyvolanych
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jeji nevhodnou pripravou a pouzivanim. Cilovymi osobami
jsou pracovnici ve zdravotnictvi, rodice a dalsi poskytova-
telé péce jak v nemocnicich, tak ve vetejnosti, nebot’ in-
fekce vyvolané E. sakazakii se vyskytuji jak
v nemocnicich, tak v domacim prostiedi.

Kromé toho byla zdliraznéna nutnost vybudovani
dohledu a sit¢ pro rychlou odpovéd, kterd by usnadnila
pfenos informaci mezi klinickymi a laboratornimi pracov-
niky na jedné stran¢ a pracovniky organt vetejného zdravi
a hygieny na strané¢ druhé, scilem rychlé diagnostiky
a rozpoznani onemocnéni zpusobeného E. sakazakii a na-
lezeni zdroji kontaminace.

Tato prace byla podporena z prostredkii Vyzkumnych
zdméris MSMT MSM 6046137305 a Narodniho programu
vyzkumu II 2B06048.
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Technology, Prague): Enterobacter sakazakii alias Cro-
nobacter sakazakii — A New Menace ?

This survey informs about the ubiquitous opportunis-
tic pathogen Enterobacter sakazakii. Its main biochemical
and physiological characteristics including resistance to
desiccation and to heat are presented. The newest results
of taxonomy based on detailed analysis of 16S rRNA,
which led to renaming the organism as Cronobacter saka-
zakii, are mentioned. Majority of E. sakazakii outbreaks
have been strongly associated with contaminated pow-
dered infant formula (PIF). The E. sakazakii contamination
of PIF may be due to introduction of the organism during
manufacture or may result from the use of contaminated
utensils and poor hygiene in the preparation of PIF. Ac-
cording to an EC directive, all PIFs based on milk powder
must be tested for the presence of E. sakazakii.
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1. Uvod - charakteristika pojmu drahy kimen

Lidé vyhledavaji drahé kameny a obklopuji se jimi uz
od pocatkd civilizace. Byly a stale jsou vyuzivany jako
symbol postaveni a moci, pro své domnélé magické a 1é¢i-
vé ucinky nebo ,,jen” pro svou krasu.

Pojem drahy kéamen nemél vzdy stejny obsah.
V minulosti byly v Evropé za klasické drahé kameny po-
vazovany jen nckteré mineraly (napf. diamant, odridy
korundu a berylu, spinel, turmaliny a granaty). Tato skupi-
na ma fadu spole¢nych vlastnosti — jde o piijemné barevné
nebo naopak zcela ¢iré prihledné mineraly s vysokym
leskem, lomem svétla a vysokou tvrdosti (v Mohsové stup-
nici nad 7). O pficku niZe na pomyslném cenovém Zebtic-
ku staly polodrahokamy — nerosty, které nevyhovovaly
vSem vySe uvedenym vlastnostem. Bylo jich daleko vétsi
mnozstvi a byly také dostupnéjsi (napt. odrudy kfemene,
opal, olivin). Nejnize pak stily ozdobné kameny — vé&tsi-
nou nepruhledné mineraly a nékteré horniny dostupné i ve
vétSich kusech, vhodné pro galanterni vyrobu a vyrobu
ozdobnych a upominkovych predméta.
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Dnes uz se kategorie drahokam, polodrahokam
a ozdobny kamen kvuli nejasnému vymezeni prakticky
nepouZzivaji a nahradil je technicky pojem drahy kdmen.
Jde o jakykoli mineral, horninu (a dokonce i organickou
substanci), z niZ lze zhotovit drahokamovy brus, jde pou-
zit do Sperku v pfirodnim stavu nebo jde pouzit k vyrobé
dekoracnich pfedmétt. V soucasnosti CIBJO
(Confédération Internationale de la Bijouterie, Joaillerie,
Orfévrerie, des Diamants, Perles et Pierres — Mezinarodni
klenotnicka konfederace) ve své definici drahych kament
tika, ze jde o ,,pfirodni anorganické materialy s vyjimkou
kovil pouzivané ve Spercich a uméleckych vyrobcich®.
Podle posledniho seznamu uznanych drahych kament
z ledna 2006 uznava CIBJO vice jak 100 riiznych mineral-
nich druhd'.

Klasicky chapany drahy kdmen by ovSem stale mél
vyhovovat nékolika kritériim: mé¢l by byt v pfirodé vzacny,
odolny a trvanlivy a mél by vyhovovat estetickému hledis-
ku, tj. byt krasny a libivy.

2. Déleni drahych kamenii

Jednou z moznosti, jak rozd¢lit Sirokou skupinu dra-
hych kamend, je krystalochemicky systém minerala™’. Ten
se pouziva i ve vétS§iné muzejnich mineralogickych sbirek.
Drahé kameny je moZné najit prakticky ve vSech jeho de-
viti skupinach, i kdyz v ptipadé n€kterych jde jen o netra-
di¢ni a malo vyuZivané suroviny.

Krom¢& mineralli v pravém slova smyslu ovsem do
této kategorie patfi i pfirodni skla (vltaviny a dalsi tektity,
obsidian), nékteré horniny (napf. porcelanity, serpentinity,
mramory, migmatity) a dokonce i n€které organické hmoty
(sapropelity, koraly, perly, slonovina atd.).

V praktické gemologii se drahé kameny zpravidla
rozdeluji do tii kategorii:
diamant ma vysadni postaveni; jako jediny
z drahych kamendi ma viceméné unifikovany vlastni
systém hodnoceni barvy, Cistoty a kvality vybrusu
(spolu s hmotnosti tvofi takzvana 4 C — color, clarity,
cut, carat).
rubin, safir, smaragd — tzv. velka trojka barevnych
drahych kament, které se od ostatnich li§i zejména
vyrazn€é vys$$i cenou, zalozenou ovSem na tom, Ze
pred¢i ostatni ve svych vlastnostech — vSechny ve své
vzacnosti a krase, rubin a safir (odridy korundu) navic
v odolnosti.
ostatni drahé kameny.

Dalsi z moznosti déleni drahych kament je podle
barvy. Barva je prvni vlastnosti mineralu, které si kazdy

kritériem kvality. Barvou se fidi i obliba drahych kamenu
v jednotlivych regionech (napt. oblibenost zelenych kame-
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Ptiklady drahych kament v jednotlivych skupinach mineralogického systému s krystalochemickymi vzorci. V jednotlivych

skupinach jsou mineraly fazeny abecedné.

prvky:
diamant — C

sulfidy:
pyrit — FeS,
sfalerit — ZnS

halogenidy:
fluorit — CaF,

oxidy a hydroxidy:

hematit — Fe,O;
chryzoberyl — BeAl,O4
kasiterit — SnO,
korund — Al,O3
kfemen — SiO,
opal — SiO, - n H,O
spinel — MgALO4
rutil — TiO,
uhlic¢itany:
aragonit — CaCO;
azurit — Cuz[OH|COs],

kiemicitany:
andalusit — ALL[O|SiO4]
beryl - BC3A12[Si6OIg]
cordierit — (Mg,Fe),Al;[AlSisOq5]
diopsid — CaMg[Si,O¢]
dioptas — CuSiO,(OH),
euklas — BeAl[OH|SiO,4]
fenakit — Be,[SiOy4]
granaty * — skupina X3Z,[Si04];
chryzokol - (Cu,Al)szsi205(OH)4 ‘n HzO
jadeit — Na(Al,Fe)[SiyO4]
kyanit — AL[O|SiO4]
labradorit — (Ca,Na)[Al,Si,0g]
lazurit — (Na,Ca)g[(S,S04,Cl,)|AlSi6044]
1€pid0ht ~ K(Ll,Al)g(Sl,Al)40lo(OH,F)z
mastek — Mg;Si4,0,¢(OH),
mikroklin — K[AISi;Og]
nefrit — Cay(Mg,Fe)s(Sig0,,)(OH),
olivin — (Mg,Fe),[SiO4]

malachit — Cuy[(OH),|COs]
rodochrozit — MnCOj;
smithsonit — ZnCOj3

sirany:
baryt — BaSO,
celestin — SrSO4

fosfore¢nany:
amblygonit — (Li,Na)AI[(F,OH)[PO4]
apatit — Cas[(F,C1,OH)|(POy);]
beryllonit — NaBe[PO4]
brazilianit — NaAl;[(OH),[PO4],
lazulit — (Mg,Fe)Al,[OH[PO4],
tyrkys - Cu(Al,Fe)é[(OH)4|(PO4)2]2 -4 H20

pyrofylit — Al,Si,Oo(OH),

rodonit — MnSiO3

sepiolit — Mg,sSisO;5(OH), - 6 H,O

sodalit — Nag[C12|Al6Si6024]

spodumen — LiAl[Si,0¢]

titanit — CaTi[O|SiO4]

topaz — Al,[(F,OH),|SiO4]

turmaliny * — skupina AD3;G¢(BO3);[T¢O15]Y3Z

zirkon — Zr[SiO4]

zoisit — Ca2A13 [O‘OH|SIO4|81207]
organogenni mineraly:

jantar ~78 % C, 10 % H, 11 % O

*V piipadé granatd a turmalin® jde o vétsi skupiny minerald, kde pismena A, D, G, T, Y, X a Z ptedstavuji pozici riznych

kationtt a aniontd, pfip. jejich skupin.

nu v Asii) nebo historickych obdobich (mddni viny — obli-
by krvavé Cervenych pyropu, zelenych olivint aj.). Jde ale
o pon¢kud problematickou vlastnost pro uréovani kamenti.
Barva je totiZ vnimana subjektivné, zavisi na druhu osvét-
leni a navic jeden mineral mize mit Casto celou fadu ba-
revnych variet v zavislosti na strukturnich defektech krys-
talové struktury, isomorfnich pfimésich nebo velmi jem-
nych heterogennich inkluzich. Typickymi pfiklady minera-
It s vice barevnymi varietami mezi drahokamy jsou napf.
ktemen (bezbarvy kiiStal, rtzovy rlizenin, zluty citrin,
fialovy ametyst, hnéda zahnéda, ¢erny morion), korund
(Cerveny rubin, modry safir, bezbarvy leukosafir aj.) nebo
beryl (zeleny smaragd, modrozeleny akvamarin, rizovy
morganit, zluty heliodor aj.). U nékterych pfirodnich dra-
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hych kament je mozné barvu dale upravovat nebo ménit,
napf. zahfivdnim nebo vystavenim radioaktivnimu zafeni

nebo ozafovani n¢kterych kiist'ali na zahnédu).

3. Zpracovani a uziti drahych kameni

Az na vyjimky nebyly ani v nejstarsi historii lidstva
vyuzivany drahé kameny v surovém stavu. Mezi jejich
prvni upravy patfilo odstranovani kazt a dolestovani po-
vrchu tak, aby byl ziskdn vzhled dokonalého krystalu.
Pozdéji tato Cinnost piesla do brouseni, které mélo za cil
zvyraznit lom svétla a lesk mineralu.
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Brouseni a lesténi drahych kament jsou zakladni
operace zuslechtovani drahych kameni. V nejstar$i minu-
losti byla hojna vyroba tzv. nepravidelnych brusu, kdy $lo
jen o hrubé obrusovani, jehoz vysledkem byl nesymetricky
tvar. Vyhodou byly pomérné malé ztraty suroviny pfi od-
stranéni povrchovych kazii. V soucasnosti se tato technika
pouziva jen v primyslovém zpracovani méné cennych
drahych kament (napf. obsidian, hematit, variety kieme-
ne). Jde o tzv. tromlovani neboli tamblerovani, kdy se
velké mnozstvi pfipraveného polotovaru pfiblizn€ stejné
velikosti nechava brousit a lestit abrazivnimi prasky pfi
otaeni v motorem pohanénych bubnech. V podstaté je
tak napodobovan proces opracovani pfi fi¢nim transportu,
jehoz vysledkem jsou také vice ¢i mén¢ ohlazené valouny.

Nepravidelné brusy byly postupné vytlateny hladkym
brusem, vyuzivanym zejména u prihlednych kament
(fasetové brusy) a prusvitnych nebo opaknich kameni
(mugle). Brousenim bud’ na kamenech vznikaji drobné
rovné plosky (fasety), nebo vznika bezfasetovy vypoukly
tvar ¢ockovce (mugle) — obr. 1. Fasetové brouseni se dnes
vyuziva jak v pripadé symetrickych tradicionalistickych
brust, kdy se s ohledem na dany mineral maximalizuje hra
barev kamene diky disperzi svétla prochéazejiciho kame-
nem a odrazu svétla od jednotlivych faset, tak i v pfipadé
fantazijnich a vytvarnickych brusi. Ve vSech pfipadech
zustava stejny princip opracovani — fezanim nebo Stipanim
pfipravena surovina se vicestupfiové brousi abrazivy stale
mensi zrnitosti a nakonec je vylesténa. Existuji ¢etné vari-
ace — od brouseni z volné ruky pfes vyuzivani pfesnych
kvadranti az po pln¢ automatizované fasetové brousSeni

= (D

Obr. 1. Ptiklady zakladnich vybrusii drahych kameni*; fase-
tové brusy: a) briliant, b) routa (rdZice), c) tabulkovec, d) stup-
novec, bezfasetové nebo cCasteéné fasetové brusy: e) mugle
(¢ockovec)
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Obr. 2. Mozaika z ¢ervenych jaspisi a fialovych ametysti z
Krusnych hor a zelenych chryzoprasii z tizemi dneSniho Pol-
ska. Kameny jsou zapustény do sadrové vrstvy, jejiz povrch je
vzorkovan tlacitky a pozlacen. Jde o ¢ast ptivodni vyzdoby s
tématikou nebeského Jeruzaléma ze 14. stoleti. Kaple sv. Vaclava
ve svatovitské katedrale na Prazském hradé. Foto J. Jirasek, 2007.

bez piimé Ucasti ¢lovéka. Detaily ohledné zakladnich typt
vybrus uvadi napt. cit.*’, podrobngji pak cit.®’.

Samostatnou kapitolou je brouSeni diamantu, ktery
Ize brousit jediné diamantovym prachem. Postup opraco-
vani diamantd ma fadu stupnd (fezani, Stipani, rozbrusova-
ni, briliantovani), z nichz nékteré¢ lze v urcitych piipadech
vynechat. Brouseni diamantd vyzaduje zvladnuti ptesnych
technologii (mj. s ohledem na velmi drahou surovinu),
proto je brusiren schopnych produkce kvalitnich brust
pomérné malo.

Rovinné brouseni a lesténi drahych kament se vyuzi-
va hlavné u neprihlednych mineralt a hornin, které jsou
dostupné ve vétsich kusech. Velké ploché desky drahych
kament se vyuzivaji na obklady interiért (od stfedovéké
Svatovaclavské kaple v katedrale sv. Vita na Prazském
hrad¢ az napt. po stanice prazského metra), z menSich
kust se skladaji mozaiky a vyuzivaji se jako podklad pro
ryti a fezani do kamene (viz dale).

Do oblasti lesténi a brouseni drahych kament patii
i mozaiky, inkrustace a architektury. Mozaiky jsou figural-
ni nebo ornamentalni kompozice sestavené z drobnéjsich
kouskt drahokami (ale i jiného materialu) pfedem zpraco-
vaného rovinnym brouSenim a leSténim (obr. 2). Inkrusta-
ce je umélecka dekorativni technika, pfi které jsou podob-
né casti skladany do plosnych obkladi v interiérech.
V piipadé drahokamovych architektur vznikaji skladanim
opracovanych kamend riznych tvard trojrozmérmné objekty
— oltaficky, $perkovnice aj.

Dalsi z moznosti zpracovani drahych kament je ryti
a fezani (glyptika). Kameny zdobené plastickou rytinou se
obecné nazyvaji gemy. Zde jsou rozeznavany dva zakladni
technologické postupy — rytim do hloubky kamene vznika-
ji intaglie a fezby plasticky vystupujici z kamene se nazy-
vaji kameje (obr. 3a,b). Zatimco na intaglie se ¢asto vyuZzi-
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Obr. 3a,b. Antikizujici kamej s figuralnim vyjevem v prstenu; sardonyx a zlato, Evropa, 18. stoleti. Uméleckoprimyslové muzeum v

Praze. Foto O. Kocourek, 2007.

vaji prihledné kameny (napt. barevné odrudy kiemene)
nebo i neprihledné mineraly v ptipadé pecetnich prstent,
pro vyrobu kameji je nejvhodnéjsi rliznobarevna surovina
s vrstevnatou stavbou (achat, onyx).

Velmi vyuzivanou technikou zpracovani drahych
kament je plastické vybruSovani. Za pomoci fezani, brou-
Seni a ryti se zhotovuji vétSinou drobné plastiky (obr. 4)
a galanterni zboZi. Lze sem zafadit i vyrobu duté brouse-
nych nadob. Pro tyto vyroby se pouzivaji vétSinou drahé
kameny a horniny, které jsou dostupné ve vétSich kusech,
nejsou pruhledné a nemaji prilis velkou tvrdost (malachit,
aragonit, jadeit, nefrit, tyrkys, mastek aj., z hornin napft.
hadec nebo prachovito-jilovité bridlice).

Obr. 4. Pecetidlo ve tvaru kanelované vazy. Zahnéda, Evropa,
1. ¢tvrtina 19. stoleti. Uméleckoprimyslové muzeum v Praze.
Foto O. Kocourek, 2007.
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4. Cena drahych kamenu

Ocenovani drahych kament je nesmirné slozitd ob-
last, kterou zde zmifiujeme jen velmi stru¢né. Neexistuje
jednota v ocefiovani drahokamu a v podstaté finan¢ni hod-
nota drahokamu zavisi na nabidce a poptavce. Piesto lze
nalézt nékolik jednoticich faktort, které cenu vyznamné
ovliviuji:

o jaky mineral jde. U drahokamt se samoziejmé hod-
noti jejich vzacnost. Cim méné je minerdl v dané
kvalité dostupny, tim je cena vyssi. Bez spolehlivych
laboratornich testli nelze Casto s urcitosti mineral
identifikovat, obzvlast v ptipad¢, ze nejde o piirodni
surovinu, ale o jiz zpracovany drahokam,

barva kamene — jeji odstin, Cistota, intenzita, homo-
genita aj.,

vnitini Cistota kamene (pfitomnost vrostlic, bublin,
prasklin aj.),

hmotnost,

vybrus (kvalita vybrusu nebo jiné formy zpracovani).
Cenu ovsem ovliviuji také modni viny zajmu o urcity
drahokam nebo jejich barevnou skupinu, piivod suroviny
(pro Cechy ma jinou hodnotu pyrop nebo olivin z nasi
republiky neZ identické kameny z ciziny) a dalsi faktory®’.

U brousenych drahych kamenil se pro ocefiovani pou-
ziva hmotnostni jednotka metricky karat — 0,2 gramu. Tato
hmotnost je odvozena od hmotnosti semene rohovniku
obecného (Ceratonia siliqua), jehoz plody jsou téz znamy
pod oznacenim svatojansky chléb.

5. Zavér

Zajem o piirodni drahé kameny ve svété stale stoupa.
Moda diktuje pouzivat co nejvice pifirodni materidly.
S bohatnutim vychodoevropské populace a rozvojem no-
vych ekonomik v Asii vyrazng pfibyva lidi, ktefi si mohou
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drahé kameny dovolit jako Sperky, v pfipadé ozdobnych
kamenil potom jako dekorace obydli apod. Véda o drahych
kamenech — gemologie — fesi fadu ukoli pti urcovani,
kvalitativnim oceflovani a v neposledni fadé pii odliSovéani
prirodnich kamend od jejich synteticky vyrobenych vari-
ant, pfipadné od napodobenin.

Rozsitenou verzi tohoto textu doprovazenou barevny-
mi fotografiemi ilustrujicimi jednotlivé typy zpracovani
drahych kament lze nalézt na webové adrese®.

Je milou povinnosti autorii podekovat Uméleckoprii-
myslovému muzeu v Praze za svoleni k reprodukci fotogra-
fii predmeétii z jejich sbirkovych fondit a Spravé Prazského
hradu za svoleni fotografovat ve Svatovaclavske kapli
v katedrdle sv. Vita a pouzit ziskany obrazovy materidal pro
tento clanek.
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1. Uvod

Tvorba kovalentnich t€kavych hydrida prvkl ctvrté,
paté a Sesté hlavni skupiny periodické tabulky je znama
a vyuziva se jiz vice nez 170 let' . Nejcastéji generovany-
mi tékavymi slouceninami pro potieby stopové prvkové
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analyzy pfistroji pro atomovou spektroskopii jsou
v soucasné¢ dobé kovalentni hydridy arsenu, antimonu,
bismutu, selenu, teluru, germania, cinu a olova®. Genero-
vani t€kavych sloucenin se neomezuje jen na tékavé hydri-
dy, ale i na substituované hydridy a jiné té¢kavé slouceniny.
Mezi né lze zaradit napt. tekavé chelaty, alkylderivaty,
karbonyly apod.®. B&Zné se provadi generovani studenych
par rtuti’, byly generovany studené pary kadmia® a tékavé
slougeniny n&kterych drahych a prechodnych kovi’ ™.
Generovani tékavych sloucenin jako technika zavadéni
analytu, ktery je separovany od matrice vzorku, mize byt
spojena s riznymi detekénimi technikami’. Metodu gene-
rovani t€kavych sloucenin mizeme také pouzit jako deri-
vatizaéni techniku v plynové a kapalinové chromatografii
a atomovy spektrometr pak jako vysoce selektivni a citlivy
detektor'’.

V soucasné dobé je zdaleka nejcastéji pouzivanym
reduk¢énim ¢inidlem pii chemickém generovani t€kavych
hydridi NaBH,. Reakce analytu s NaBH,; probiha
v prostfedi mineralni kyseliny, obvykle HCI. Jinou moz-
nosti pfipravy tékavych sloucenin je jejich elektrochemic-
ké (elektrolytické) generovani. Elektrochemické generova-
ni tékavych hydrida pfedstavuje alternativni techniku pfi-
pravy tékavych hydridi, kdy misto redukéniho ¢inidla je
redukce provedena prichodem elektrického proudu pouze
v prostfedi velmi €istych minerdlnich kyselin. Tim odpada
moznost kontaminace analyzovaného vzorku redukénim
Cinidlem. Koncentrace analytu ve slepém pokusu by tedy
méla byt velmi nizkd. To umozinuje dosazeni velice niz-
kych hodnot mezi detekce a stanovitelnosti'"'?. Nezane-
dbatelnou prednosti je také uspora drahého redukcniho
Cinidla, které je nestdlé a musi byt kazdy pracovni den
pripravovano cerstvé.

Elektrochemické generovani t€kavych hydridi muze
byt, podobné¢ jako chemické generovani, kombinovano
s rliznymi analytickymi detekénimi technikami, jako je
atomova absorp¢ni spektrometrie s kiemennymi atomiza-
tory (QF-AAS)"™"7, atomova absorpéni spektrometrie
s elektrotermickymi atomizatory (ET-AAS)"*?°, atomova
fluorescenéni spektrometrie (AFS)*'*; atomové emisni spek-
trometrie s indukéné vézanym plazmatem (ICP-AES)'®*,
atomové emisni spektrometrie s mikrovinné indukovanym
plazmatem (MIP-AES)*?® i hmotnostni spektrometrie
s indukéng vazanym plazmatem (ICP-MS)>*.

2. Historie elektrochemického generovani
tékavych sloucenin

Prvni pokusy s elektrochemickym generovanim arse-
novodiku byly provadény na prelomu 19. a 20. stoleti®.
Do metod atomové spektrometrie bylo elektrochemické
generovani t€kavych hydridi zavedeno v davkovém uspo-
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fadani experimentu Riginem a spol. v 60. letech
20. stoleti***'. Novgjsi publikované prace piedstavuji pro-
gresivngjsi a praktictéjsi usporadani této metody v rezimu
kontinualni pritokové analyzy a pritokové injekéni analy-

zy. V soucasné dob&é pouziva davkové usporadani
v nékterych svych publikacich pouze Arbab-Zavar
a spol.*>*,

3. Experimentalni usporadani
pri elektrochemickém generovani tékavych
sloucenin

Metoda elektrochemického generovani tékavych slou-
¢enin mize byt stejné jako chemické generovani pouziva-
na jak v technice ptimého prenosu hydridu, tak ve spojeni
s kolekéni technikou. Kromé jiz zminéného davkového
generovani je v praxi mozné pii pfimém pienosu tékavé
slouCeniny pracovat technikou kontinudlni pritokové ana-
lyzy (CFA) a technikou pritokové injekéni analyzy (FIA);
ve spojeni s kolekéni technikou pak davkovym zpiisobem
nebo technikou kontinudlni priitokové analyzy.

V ptipadé davkového usporadani je aparatura elektro-
chemického generovani tvofena ndsledujicimi soucéstmi:
generatorem tékavych sloucenin (viz dale), zdrojem kon-
stantniho proudu (libovolny stabilizovany laboratorni
zdroj, ktery je schopny dodat potiebny piikon), zasobni-
kem nosného plynu s regulatorem pritoku (nosnym ply-
nem byva argon nebo dusik; je pfivadén na vstup elektro-
chemického generatoru, pfipadn€¢ az do atomizatoru)
a spojovacim materidlem (veSkeré spojovaci vedeni by

Pritokomér

-

lPl"ivod Kkatolytu
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mélo byt co nejkratsi z diivodu zamezeni transportnich
ztrat zplisobenych nejcastéji sorpci tékavé slouceniny
na povrchu neinertniho materialu; nejvhodnéjsim spojova-
cim materidlem je teflon).

Kontinualni uspofadani se od davkového lisi: prito-
kovym systémem (nejcastéji je realizovan multikanalovou
peristaltickou pumpou), separatorem plynné a kapalné faze
(hydrostatické separatory, separatory fazi s nucenym odta-
hem, separatory membranové) a moznosti zavadét nosny
plyn navic jesté do separatoru fazi. Piiklad zapojeni apara-
tury pro ptimy pienos pracujici v rezimu CFA je uveden
na obr. 1.

4. Elektrochemicky generator tékavé
slou¢eniny

Pratokova elektrochemicka cela pro generovani téka-
vych sloucenin byva vétsinou slozena ze dvou casti, které
jsou oznacovany jako katodovy a anodovy prostor. Tyto
dveé casti byvaji nejCastéji navzajem oddé€leny iontové
vyménnou membranou (vétsinou Nafion)'!#20-25-2735-41
nebo sklenénou fritou'“** &i keramickou porézni trubici'.
Tento separujici prvek od sebe oddéluje roztoky katolytu
a anolytu, které proudi obéma prostory, a jeho tikolem je
zabranit anodickym reakénim produktim difundovat
do katodového prostoru generatoru. Byly popsany i gene-
raéni cely bez iontové vyménné membrany®. Nejdast&ji
byva pouzivana tenkovrstva prutokova elektrolyticka cela
zavedena Linem'" a Brockmannem'. Tyto cely existuji
v fad¢ modifikaci, ale zakladem cely je vzdy katodovy

Separator fazi

Nosny plyn T
—

lOdpad

T Pfived anolytu

om Katoda | i
(= = = D
=il g > Anoda |_ l Odpad
Peristaltické éerpadlo y pa

Pridtokova generaéni cela

Peristaltické Cerpadlo

Obr. 1. Usporadani kontinualniho elektrochemického generovani tékavych sloucenin (detekce QF-AAS)
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Obr. 2. Tenkovrstva pritokova cela s integrovanym membranovym separatorem fazi®

Porézni keramicka trubice

B0y

Porézni skelny uhlik
nebo
rozemlety porézni skelny uhlik

Platinova dratova anoda

Grafitovy elektricky
kontakt

TKatolyt

Anolyt

Obr. 3. Priény Fez priitokovym tubularnim elektrochemickym
generatorem; upraveno podle cit."”

a anodovy prostor (zhotoveny z plexiskla, teflonu, poly-
propylenu) rtiznych rozmérii a tvard, s pfisluSnymi ptivod-
nimi a vystupnimi konektory; ob¢ ¢asti jsou odd€leny ion-
tové vyménnou membranou a k sob¢ jsou spojeny nejcas-
t&ji Srouby nebo pomoci svérek. Elektrody z riznych mate-
riald, riznych tvarG a velikosti jsou spolecné

s elektrickymi kontakty upevnény v katodovém i anodo-
vém prostoru. Objem katodového a anodového prostoru je
dan konstrukci téla cely, nebo je napf. vymezen pomoci
t&snéni'. Tento typ pritokové cely mize byt integrovan
s membranovym separatorem fazi za vzniku kompaktniho
elektrochemického generatoru (obr. 2); toto usporadani
vede pfedevsSim ke sniZeni transportnich ztrat.

Jinou konstrukei pritokové cely je tubularni uspota-
dani'"*'*, kdy katoda z porézniho skelného uhliku vypl-
nuje keramickou porézni trubici oddélujici katodovy
a anodovy prostor (obr. 3). Anoda ve formé platinového
dratku je navinuta na této trubici a celek je upevnén
v teflonové trubici; katodou proudi katolyt a prostorem
mezi keramickou a teflonovou trubici pak roztok anolytu.
V soucasnosti je snahou konstruovat generacni cely jednak
s minimalnimi vnitfnimi objemy (obr. 4, ~ 210 ul) pfi za-
chovani dostate¢né ucinnosti generovani (napt. pro aplikace
spojené s prediazenym separaénim procesem)™>*>*** a cely
s maximalni uc¢innosti generovani (obr. 5)*.

5. Generacni elektrody

V pratokovych elektrochemickych generatorech se
pouzivaji elektrody z rtiznych materiali a nejriznéjsich
tvarQ a rozméra.

U tenkovrstvych generatoru se podle konstrukce kato-
dového prostoru pouzivaji katody ve formé folii nebo de-
Sekl4,l5,18—20,25,27,40,46—48’ drétu24,36—39’ Vléknalﬁ,22,28,45 él gra-
nuli’’*®. P¥i pouziti katody ve tvaru desky muze katolyt
protékat pouze drazkou vyfrézovanou pifimo do bloku
materialu. Pfi zachovani minimalniho vnitiniho objemu se
tak plocha elektrody podstatng zvatsi*®*®,
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Anoda (Pt)
\
Odpad K separatoru fazi
Anodovy prostor Katodovy prostor

Vstup elektrolytu Vstup elektrolytu

|
Katoda (Pb)

Obr. 4. Priitokova generacni cela bez iontové vyménné mem-
brany

V pftipad¢ tubularniho detektoru protéka katolyt pii-
mo porézni elektrodou'?**, lisovanou praskovou elektro-
dou”® nebo na mnoha mistech provrtanou trubickou®'.
Anody byvaji opét zhotoveny z félie nebo dratu.
racni cely je spravna volba materidlu elektrod. Idealni
katodovy material by mél poskytovat vysokou uGc¢innost
generovani tékavé slouceniny, mél by mit velky povrch,
byt inertni, nemél by se Gcastnit chemickych nebo elektro-
chemickych reakci probihajicich na jeho povrchu.
Pfi pouziti tohoto materialu by mély byt interference mini-
mélni*. Volba materialu anody je pomé&mé jednoducha —
pouziva se platina diky své inertnosti v silném oxidacnim
prostiedi vznikajiciho kysliku ¢i chloru pfi elektrolyze
anolytu.

Jako katodovy material je nejcastéji pouzivana plati-
nal4,l5,18,]‘),24,25,27,40’ na druhém misté 010VO18720,24,36739,47
(v nejnovéjsich publikacich i slitina olova s cinem™"),

dale pak skelny uhlik'>***"  retikularni skelny uhlik'’
a pyrolyticky grafit'®'®1°,
Vybér spravného katodového materidlu zavisi

na daném analytickém problému. Ani jeden z vyjmeno-
vanych materialii totiz neni univerzalni**.

Platina vykazuje nejmensi G¢innosti generovani hyd-
ridd. Tato Gcinnost je vyrazné ovlivnéna kondicionovanim
povrchu. Platina mize byt pouzita pouze pro generovani
hydridt z niz8iho oxida¢niho stavu As, Se a Sb. Podobn¢

Referat

jako u chemického generovani je pro kvantitativni zisk
pfislusného hydridu nutné provést piedfazenou redukci
vyssich oxidacnich stavil téchto prvki. Naproti tomu byly
pfi pouZiti platiny zjiStény nejmensi interferencni efekty
zpusobené pritomnosti riznych prvkd v matrici vzor-
Ku'>16.

Materialy s vysokym piepétim vodiku, jako jsou Cd,
Hg-Ag, Pb a Pb-Sn, poskytuji nejvyssi ucinnost generova-
ni hydridd v riznych matricich za stejnych experimental-
nich podminek jako pfi pouziti platinové katody. V tomto
pfipadé neni nutny ptedredukéni krok pro generovani hyd-
ridd z vysSich oxidacnich stavi As(V), Sb(V) a (Se(VI))
(cit."®**>%) Generovani je viak zatiZeno interferencemi
v kapalné fazi v pfitomnosti vysSich koncentraci pfechod-
nych prvkil v matrici vzorku®**.

Uhlik ve vSech svych formach poskytuje mensi u¢in-
nost generovani nez materialy s vysokym piepétim vodiku
a pfi generovani z vys$$ich oxidacnich stavil je opét nutny
predredukéni krok!'>-'6-18:19-3347,

6. Reak¢ni mechanismus elektrochemického
generovani tékavych hydridi

Zakladni ptedstava o mechanismu elektrochemického
generovani t€kavych hydridi vychazi ze tif po sob¢ nasle-
dujicich krokd, uskuteiujicich se na povrchu generacni
elektrody™:

— v prvni fazi dochazi k depozici analytu na povrchu
katody (nebo na specifickych aktivnich centrech po-
vrchu) a jeho redukcei (oxidacni stav 0),

— nasledné prob&hne reakce mezi redukovanym analy-
tem a atoméarnim vodikem generovanym na povrchu
katody za vzniku pfislusného hydridu,

— poslednim stupném elektrolytického generovéani je
desorpce vzniklého tékavého hydridu z povrchu elek-
trody.

Prvni krok reakce probiha v silné kyselém prostiedi
a jde o reakci prenosu naboje. Uéinnost tohoto prvniho
kroku zavisi na velikosti aktivniho povrchu elektrody
a na velikosti dosazeného negativniho potencialu
na katod€. Negativnéjsiho potencialu je mozné dosahnout
na elektrodich s nejvétsim piepétim  vodiku®.
U uvedenych elektrodovych materialt za podminek elek-

Odvod plynné faze

Separator fazi (PTFE)

Elektricky kontakt

PTFE membrana

PFived katolytu

Katodovy prostor (Pb)

PFivod anolytu

Nafionovid membrana

Elektricky kontakt

Anodovy prostor

(PTFE, Pt drat)

Obr. 5. Kombinovana elektrochemicka cela se Zlabkovou celoolovénou katodou a integrovanym membranovym separatorem fazi
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trochemického generovani hydridi roste ptrepéti vodiku
v fadé: Pt < Au < Ag < skelny uhlik < Cd < Hg-
Ag <Pb < Pb-Sn*"*3,

Pro druhy krok reakéniho mechanismu popisuje
ve své praci Denkhaus®® dva riizné mechanismy reakce
mezi redukovanym analytem a atomérnim vodikem: me-
chanismus elektrokatalyticky a mechanismus elektroche-
micky. O tom, kterym mechanismem reakce pobéZzi, roz-
hoduje prepéti vodiku na dané katode¢.

Elektrokatalyticky mechanismus pfedpokladd tvorbu
vodikovych atomi adsorbovanych na povrchu katody
s nizkym pfepétim vodiku a jejich reakci s nasorbovanym
redukovanym hydridotvornym prvkem (oxidaéni stav 0).

Elektrochemicky mechanismus nejdiive uvazuje de-
protonizaci H;O" iontll na povrchu katody s velkym piepé-
tim vodiku. Tvorba hydridi probiha redukci hydridotvor-
ného prvku deponovaného na povrchu elektrody a nasled-
nou reakci s H;O" ionty z katolytu pres fadu meziproduk-
th.

U katody se stiedni hodnotou ptepéti vodiku mohou
pravdépodobné probihat oba typy reakci'®.

Treti krok, tj. uvolnéni vzniklé tékavé slouceniny
z povrchu katody, byva usnadnén pritokem nosného plynu
generatorem.

7. U¢innost elektrochemického generovani
tékavych sloucenin

Jak jiZz bylo feceno v predchazejici kapitole, technika
generovani te€kavych sloucenin zahrnuje minimalné nasle-
dujici faze: uvolnéni t€kavé slouceniny z roztoku vzorku
(4. konverzi analytu na t€kavou slouceninu a jeji prevedeni
z kapalné do plynné féze) a transport uvolnéné t€kavé slou-
Ceniny proudem nosného plynu do atomizatoru / budiciho
zdroje / ioniza¢niho zdroje. Pro G¢innost generovani téka-
vé slouceniny B, Ize napsat":

B, =B, B, (1)

kde B, znac¢i U€innost uvolnéni t€kavé slouceniny a B, c€in-
nost transportu tékavé slouceniny. Na zakladé vyse uvede-
né¢ho lze ¢len B, dale rozepsat:

B.=B.-B,

kde B.predstavuje ucinnost konverze analytu na tékavou
slouceninu a {3, u¢innost pfevodu generované tekavé slou-
Ceniny z faze kapalné do faze plynné. Ucinnost elektroche-
mického generovani (konverze) t€kavé slouceniny B, mtze
byt zjisté€na Ctyfmi zplsoby.

V prvni metodé se méii frakce analytu — hydridotvor-
ného prvku — v odpadu elektrolytického generatoru. Uéin-
nost elektrochemického generovani je pak definovana
vztahem:

)

656

Referat

=0 f

Brena =
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kde ¢y je ptivodni koncentrace analytu, ¢; je koncentrace
analytu v odpadu, Q je prutokova rychlost katolytu a f je
faktor nafedéni. Hodnota koncentrace ¢; mize byt zjisténa
napf. technikou chemického generovani tékavé slouceniny
(ptedpoklad 100% ucinnosti generovani). V tomto piipadé
vyjadieni Gcinnosti generovani nejsou zohlednény piipad-
né ztraty analytu v aparatufe.

Druhou metodou, jak miizeme zjistit Gucinnost genero-
vani, je spojenim techniky elektrochemického generovani
tékavé slouceniny s in situ zachytem tékavé formy
v grafitovém atomizatoru atomového absorpéniho spektro-
metru s naslednou atomizaci a detekci AAS'™®*®*. Zde po-
rovnavame integrovany signal zachycen¢ho analytu
se signalem stejného vychoziho mnozstvi analytu nadav-
kovaného piimo do kyvety. Timto zplisobem jsme schopni
zjistit celkovou ucinnost generovani, transportu a zachytu
hydridu na modifikovaném povrchu atomizatoru. Protoze
se ucinnost zachytu hydridu pro vétSinu stanovovanych
hydridotvornych prvkii blizi 100 % (cit.®), je takto vyjadie-
na ucinnost Ucinnosti elektrochemického generovani. Za-
hrnuje v sobé transportni ztraty, které je ale mozné mini-
malizovat vhodnym experimentalnim uspofadanim®.

Tteti metodou je mozné relativni i€innost generovani
vyjadrit jako pomér signali nebo smérnic kalibrac¢nich
zavislosti elektrochemicky a chemicky generovaného hyd-
ridu za jinak stejnych experimentalnich podminek
(0c¢innost chemického generovani se predpoklada 100 %).

Ctvrtd metoda uréeni udinnosti generovani plyne
z latkové bilance pfi pouziti pfisluSnym radioisotopem
obohaceného analytu®’. Porovnava se aktivita radioisotopu
ve vygenerované tekavé slouceniné zachycené na aktivnim
uhli s aktivitou téhoz isotopu v roztoku, z kterého byla
tékava sloucenina vygenerovana. Touto v soucasnosti nej-
uznavanéjs$i a nejobjektivnéjsi metodou je mozné odhalit
1 Casti aparatury, na nichZ dochazi k sorpci ¢i ztratdm ana-
lytu.

Uginnost elektrochemického generovani t&kavé slou-
Ceniny dané¢ho analytu je obecné zavisla na pouzité kon-
strukci pritokového generatoru a nastavenych pracovnich
podminkach. U uc¢innosti uvadénych v publikacich je nut-
né rozli§it mezi maximalnimi, které byly ziskdny
pfi maximalnich proudovych hustotich a minimalnich
pritocich elektrolytl, a dlouhodobymi pracovnimi. Dlou-
hodoba aplikace extrémnich pracovnich podminek, vedou-
ci k maximalnim uc¢innostem generovani t€kavé slouceni-
ny, zpravidla znamena velmi brzké zniceni generacni cely.
Prakticky je nemozné porovnavat riiznymi autory publiko-
vané hodnoty u¢innosti generovani. N&ktefi autofi totiz
neuvadi, za jakych pracovnich podminek byly tyto ucin-
nosti zjiStény a jakym zpiisobem jsou definovany. V téchto
pripadech se pravdépodobné jednd o maximalni Gc¢innosti.

U klasické tenkovrstvé priitokové generacni cely byly
zjistény nasledujici G¢innosti generovani tékavych slouce-
nin: As 57 %, Se 90 % a Sb 92 % (prvni metoda, Pb kato-
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da)’’, Se 80 + 5 % (druha metoda, Pb katoda granulovana)*®;
v piipad€ tubuldrniho generatoru byly zjiSt€ny ucinnosti
generovani pro As, Se a Sb lepsi nez 90 % (prvni metoda,
katoda ze skelného uhliku)'”. Ding a Sturgeon uvadi celko-
vou ucinnost generovani As 86 + 4 %, Se 60 + 5 % a Sb
92 £ 2 % (druha metoda)'®'"”; Denkhaus a spol. pak celko-
vou ucinnost pro generovani arsenovodiku 97 % (druha
metoda)®.

8. Pracovni podminky elektrochemickych
generatoru

Pro dosazeni maximalni citlivosti stanoveni daného
prvku (dosazeni maximalni ucinnosti generovani tékavé
slouceniny) je potieba u kazdého pritokového generacniho
systému optimalizovat slozeni, koncentraci a prutokovou
rychlost katolytu a anolytu proudicich generatorem, veli-
kost generacniho proudu a pritokovou rychlost inertniho
nosného plynu (vétSinou Ar). Je-li elektrochemické gene-
rovani kombinovano se zachytem (kolekci) t€kavé slouce-
niny, je tfeba jeSté optimalizovat pfinejmensim dobu za-
chytu.

Jako katolyt se nejcastéji pro generovani hydridd As,
Se a Sb pouzivaji ziedéné roztoky minerdlnich kyselin
(HC1, H,S0O,) o koncentraci 0,5-2,0 mol I"!. Obecné plati,
ze ucinnost generovani téchto hydridi roste s klesajici
koncentraci kyseliny'®"’. Pouziti koncentrace kyseliny
mensi nez 0,5 mol 1" vede k silnému zahfivani elektroly-
t4'”*®. Anolytem obvykle byvéa roztok H,SO, se stejnou
koncentraci jako katolyt. Pouziti HCI je nevhodné, protoze
dochazi k prianiku vzniklého plynného chloru
do katodového prostoru pies iontové-vyménnou membra-
nu nebo fritu a ten pak puisobi jako silny interferent a sni-
zuje citlivost stanoveni. Chceme-li ptesto pouzit jako ano-
lyt HCI, je nutné pfidat k ni 20% roztok hydroxylami-
BN

Prutokové rychlosti elektrolytli v tenkovrstvych ce-
lach se zpravidla pohybuji v intervalu 0,5-2,0 ml min™.
Pro ostatni typy generatori byvaji pritokové rychlosti
vyssi' 7424 Uginnost generovani (ne viak citlivost stano-
veni) opét roste se snizujici se pritokovou rychlosti®’.

Uginnost elektrochemického generovani t&kavych
sloucenin velmi zavisi na velikosti vloZzeného genera¢niho
proudu. Obecné u tenkovrstvych generatorti se vzrustaji-
cim vloZenym proudem Ucinnost vyrazné stoupd. Velikost
protékajiciho proudu je omezena vlozenym napétim a od-
porem elektrochemické (elektrolytické) cely. Velikost
optimalniho  genera¢niho proudu zna¢né zavisi
na konkrétni konstrukci elektrochemického pritokového
generatoru a bézné€ se pohybuje v intervalu 0,4-3,0 A.

Pratok nosného plynu (zpravidla byva do genera¢niho
systému zavadén jiz pred pritokovou celu; napomaha tak
uvolnéni vzniklého hydridu z povrchu elektrody a trans-
portuje ho pies separator fazi az do detek¢niho zatizeni) se
pohybuje v Sirokém rozsahu od jednotek az po desitky
(i stovky) ml min™". Obecng pouziti piili§ velkého priitoku
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nosn¢ho plynu vede ke snizeni Sumu signalu, ale také
ke sniZeni citlivosti stanoveni daného prvku.

9. Technika elektrochemického generovani
kombinovana se zachytem tékavé slouceniny

Spojeni techniky elektrochemického generovani téka-
vé slouceniny s jejim zachytem predstavuje (podobné jako
u chemického generovani) dalsi krok pro zvySeni citlivosti
a snizeni meze detekce daného stanoveni analytu.

Kombinace techniky elektrochemického genero-
vani s naslednym zichytem tékavé slouceniny se
omezuje na spojeni s atomovou absorpéni spektrome-
trif 820233438403 piinadné na spojeni s MIP-AES (cit.”).

Zachyt elektrochemicky generované tékavé slouceni-
ny se provadi na vnitfnim povrchu (zpravidla modifikova-
ném pomoci Pd nebo Pd/Ir pro hydridy a Au pro rtut)) gra-
fitové kyvety elektrotermického atomizatory'® 20343840
nebo na vnitinim povrchu kiemene miniaturni kfemenné
pasti™®.

Vygenerovand t€kava forma analytu spolecné
s nadbytkem vodiku a nosnym plynem je ze separatoru
fazi zavedena kiemennou kapilarou davkovacim otvorem
do (pfedehraté) grafitové kyvety. Po skonceni akumulacni
faze a vytazeni kapilary je zachycena forma analytu vypa-
fena a atomizovana piimo v grafitové kyveté ET-AAS.

V ptipadé kiemenné pasti je zachyceny analyt revola-
tilizovan (opétovné zplynén) zvySenim teploty pasti
(ze 400 °C na 1030 °C) a zvySenim pritoku vodiku

(100 ml min™") a zaveden do atomizatoru®*.

10. Interference pri elektrochemickém
generovani tékavych sloucenin

Zatimco rozsah atomizacnich interferenci 1ze oceka-
vat v technice elektrochemického generovani obdobny
jako v pfipadé¢ chemického generovéani, interference
v kapalné fazi se budou pro obé techniky lisit. V pripadé
elektrochemického generovani pfichdzi v tivahu dalsi typ

interferenci  souvisejici s elektrochemickymi  dé&ji
na katodé. Vyznamnou skupinou interferenti jsou
v technice elektrochemického generovani hydridd

(podobné¢ jako pii chemickém generovani) ionty prechod-
nych a drahych kovl pro svoji schopnost katalytického
rozkladu vzniklych hydrida*. V piipadé elektrochemické-
ho generovani hydridii se mohou projevit interference typt
ion — ion, ion — produkt, hydrid — ion i hydrid — produkt®.
Interference zplsobené konkurenéni spotfebou chemické-
ho redukéniho ¢inidla neptipadaji v uvahu, ale jsou mozné
interference vyplyvajici z konkurence déji probihajicich
maji pficinu v modifikaci katodového povrchu (depozice
interferujicich ptechodnych prvka na katode€). Modifikaci
povrchu katody dochéazi ke zméné prepéti vodiku na této
elektrodé, méni se jeji vlastnosti a muze dojit ke zméné
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Tabulka I
Dosazené hodnoty mezi detekce a mezi stanovitelnosti pfi elektrochemickém generovani t€kavych slouc¢enin
Analyt Mez detekce Mez stanovitel- Typ cely Detekce Lit.
[ng mlfl] nosti
[ng mi™']
As 0,02 0,09 tenkovrstva, Pb katoda pfima QF-AAS 57
As 0,01 0,09 dle obr. 2, Pb katoda pifima QF-AAS 36
Se 0,53 1,62 tenkovrstva, Pb katoda pfima QF-AAS 57
Se 50 pg (1000 ul) 200 pg tenkovrstva, Pb katoda granulovana in situ zachyt, 38
(1000 pl) ET-AAS
Se 0,32 1,06 dle obr. 4, Pb katoda pfima QF-AAS 42
Se 0,50 1,67 dle obr. 5 (bez integrovaného pfima QF-AAS 46
separatoru fazi), Pb katoda
Sb 0,48 1,34 tenkovrstva, Pb katoda pfima QF-AAS 57
Te 23,0 46,2 tenkovstva, Pb katoda pifima QF-AAS 57
Hg 0,33 1,10 tenkovrstva, Pt katoda pfima QF-AAS 40
Hg 80 pg (1000 ul) 266 pg tenkovrstva, Pt katoda in situ zachyt, 40
(1000 pl) Au-ET-AAS

ucinnosti elektrochemické reakce. Tato modifikace katody
je ireverzibilni. Kromé toho mtize byt na katod¢ redukova-
ny interferent nasledné dispergovan v podobé jemnych
castecek kovu v proudu katolytu a zpisobovat rozpad
vzniklého hydridu. Studiem interferenénich vliva prechod-
nych a drahych kovi a jednotlivych hydridotvornych prv-
ki navzajem se zabyvali rizni autofi, napg.'*!>#43%47:5,

11. Stanovované analyty

Podobné jako pti chemickém generovani, jsou nejcas-
t&ji generovanymi tékavymi slouceninami hydridy As, Se
a Sb. Vedle hydrida téchto prvkid byly vice ¢i méné Gspés-
né elektrochemicky generovany hydridy Sn** Te’*,
Ge™® a Bi*®®. Kromé& hydrida byly v poslednich letech
elektrochemicky generovany studené pary rtuti®***40>°
a t&kavé formy kadmia®®>'.

12. Charakteristiky stanoveni analytu
technikou elektrochemického generovani

Dosazend mez detekce a mez stanovitelnosti
pfi analyze daného hydridotvorného prvku zavisi na typu
elektrochemického generatoru, materidlu a velikosti aktiv-
ni plochy katody, experimentalnich podminkach a detekc-
nim systému. Obecné je nejmensich detekcnich limith
dosazeno pouzitim tenkovrstvych pritokovych cel
s olovénou katodou a zachytem s naslednou atomizaci ET-
AAS'". Dosazena citlivost ve srovnani s chemickym gene-
rovanim je zpravidla nepatrné horsi; zato mez detekcee,
mez stanovitelnosti a opakovatelnost je lepsi nez v pripadé
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chemického generovani*®*°. Linearni rozsah kalibrace je
podobny jako v pripadé chemického generovani. Priklady
nami dosazenych vybranych hodnot mezi detekce a mezi
stanovitelnosti jsou shrnuty v tab. I. Ve srovnani
s publikovanymi vysledky jinych autort se pii pouziti QF-
AAS pohybujeme s deteknimi limity na pfiblizné stej-
nych drovnich®™*. S pouZitim AFS dochézi ke zlepeni
mezi detekce az o tfi fady*~*%.

13. Praktické vyuZiti elektrochemického gene-
rovani tékavych slou¢enin

Elektrochemické generovani té€kavych sloucenin bylo
zatim vyuzito pfedev§im pro analyzu obsahu As, Se a Sb
ve vodich (pitné, povrchové a moiské)'®!%*7283
v biologickych vzorcich (krev, moc) a dalSich materidlech
(dopliiky stravy, ,,¢inska medicina®)'>'"*** Casto se elek-
trochemické generovani tékavych sloucenin pouziva
pro rychlé soucasné stanoveni hydridotvornych prvku
(vé&tsinou ve spojeni s ICP-MS)***. Piehled doposud pub-
likovanych stanoveni vybranych prvkil v praktickych vzor-
cich uvadi ve svém ptehledném &lanku Laborda a spol.'”.
Jako novinku Ize oznacit stanoveni teluru v pajecim cinu
provedené metodou elektrochemického generovani TeH,
s atomovou fluorescenéni detekci v Cing, kde na urovni
jednotek ppm dosahovali vytéznosti cca 100 % (cit.*®).

V posledni dobé je technika elektrochemického gene-
rovani t€kavych sloucenin vyuzivana také pii speciacni
analyze hydridotvornych prvki bud’ sekvenéné® nebo jako
derivatizatni technika po HPLC separaci®®'™®.
Pti sekvencni analyze se vygeneruji davkovym zplisobem
t€ékavé slouceniny nejprve z nizSich oxidacnich stavi
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(v alkalickém prostiedi), poté v kyselém prostiedi tekavé
slouCeniny sumarné jak z nizSich, tak i z vySSich oxidac-
nich stavi®™. V on-line uspofadani je elektrochemicky
generator tékavych sloucenin napojen pfimo na vystup
chromatografické kolony a s piislusnou uc¢innosti jsou
vygenerovany tékavé slouceniny, které jsou nasledn¢ dete-
govany prvkove specifickym detektorem®®' %3, Dosavadni
vysledky tykajici se speciacni analyzy vybranych slouc¢enin
arsenu kombinovanou technikou HPLC — elektrochemické
generovani  hydrida QF-AAS byly prezentovany
na konferencich®®.

14. Zavér

Elektrochemické generovani tékavych sloucenin je
pomérné mladé fyzikalné-chemicka metoda, ktera nachazi
stale vétsi uplatnéni diky rozvoji modernich instrumental-
nich analytickych metod. Své uplatnéni nalezne nejen
pri pfimém stanoveni celkového mnozstvi prvki, které 1ze
na tékavou slouCeninu prevést, jeji budoucnost je zejména
v moznosti jejiho vyuziti pfi on-line speciacni analyze
ve spojeni s chromatografickou technikou.

P1i elektrochemickém generovani tékavych sloucenin
je dosahovdno téméf shodnych vytéZnosti jako
u generovani chemického. Elektrochemické generovani
t€kavych slouenin je tedy pln¢ alternativni generovani
chemickému, dokonce ma i své nesporné vyhody. Nesmir-
nou vyhodou elektrochemického generovani oproti che-
mickému je zejména srovnatelna ucinnost generovani té-
kavych sloucenin z rliznych oxida¢nich stavil stanovova-
nych prvki. Chemicky lze generovat tékavé slouceniny
pouze z niz§ich valenci (Se, Te) nebo je G¢innost genero-
vani (pro dané uspotfadani chemického generatoru) zavisla
na vychozi valenci prvku (As, Sb,...). V obou piipadech je
pak pro vzorky obsahujici vy$$i mocenstvi analytu vhodna
pfediazena redukce.

Soucasné prace nasvédéuji tomu, Ze vyvoj spéje ces-
tou zvySovani UCinnosti a miniaturizace generatort
ke komer¢nim instrumentacim, které bude mozné vyuzit
pro vSechny moderni detek¢ni techniky.

Prace vznikla s podporou grantu A400310507/2005
Grantové agentury Akademie véd CR a projektu MSMT
¢ MSM0021620857 a RP MSMT 14/63.
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Uvod

Kapilarni elektroforéza patfi mezi moderni vysoko-
ucinné separacni techniky, kde je separace zaloZena na
rozdilnych rychlostech pohybu ionti v elektrickém poli' ™.
Jeji vyuziti saha od analyzy malych molekul jako jsou
anorganické*® i organické ionty’™ az po analyzu slozitych
biomolekul, jako jsou proteiny'®™'?, polysacharidy'*™* &i
fragmenty nukleovych kyselin'>™"". Za zminku rovnéz stoji
vyznam kapilarni elektroforézy v projektu sekvenace lidské-

ho genomu'®", v aplikacich metabolického vyzkumu**>*
nebo pro analyzy mikroorganismi® > a jednotlivych orga-

nel buiiky***,

Krasa kapilarni elektroforézy nespociva pouze
v §irokych moZnostech aplikace této techniky, ale
i v moznosti jednoduchého a G¢inného ovliviiovani separa-
ce pfidavkem urcitého selektoru do zékladniho elektrolytu
(navic v malém mnozstvi, protoze objem kapilary se pohy-
buje v desitkach nanolitri)***>°. Dalgim kouzlem kapilar-
ni elektroforézy je moznost volby sledu elektrolytd, resp.
kroki separace, které vedou ke zkoncentrovani analyti, ale
zéroved i k jejich separaci’’. Metody, které se pouzZivaji
pro tyto tzv. ,,on-line prekoncentrace, je mozné rozdélit

* Jan Petr ziskal cenu Shimadzu 2006.
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EOF detektor

A

elektrolyt o pH ~ 3

s analyty elektrolyt o pH ~ 9

elektrolyt o pH ~ 3
s analyty

zakoncentrované  elektrolyto pH~9

analyty

EOF

C Ll

separované ﬂ

analyty

elektrolyt o pH ~ 9

Obr. 1. Schéma prekoncentrace na rozhrani elektrolyti o
rizném pH (,,dynamic pH junction®)

do nékolika velkych skupin: metody zakoncentrovani zesi-
lenim pole (,,stacking® metody), metody vyuzivajici izota-
choforeticky stav, metody nametani (,,sweeping™ metody)
a metody prekoncentrovani na prechodném rozhrani pH
(,,dynamic pH junction” metody). VSechny tyto metody

byly popsany v fadé monografii>*** a prehlednych &lan-

kﬁ31,40—46.

Z uvedeného je velice zajimava metoda prekoncentra-
ce na rozhrani elektrolytd o rizném pH (tzv. ptechodné
rozhrani pH), kterou poprvé pouzil Britz-McKibbin'" na
zakladé pozorovani uvedeného v praci Aebersolda (cit.*®).
Princip metody je pro aniontové analyty uvedeny na
obr. 1. Analyt je v elektrolytu o pH 3 nenabity a je unaSen
elektroosmotickym tokem (1A), na rozhrani elektrolytd
disociuje a zacne se pohybovat k anodé. Opétovnym vstu-
pem do zony o pH 3 se neutralizuje naboj analytu a dgj se
opakuje; tak vznika tzka prekoncentrovana zoéna (1B). Po
ukonceni prekoncentrace se analyty rozdéli zonovou elek-
troforézou (1C).

Zajimava alternativa k metodé prekoncentrace na
rozhrani elektrolyti o rizném pH byla publikovana o dva
roky pozdgji*’, jde o metodu kombinujici metodu prekon-
centrace neutrdlnich latek, tzv. nametani pomoci micelér-
niho prostredi (,,sweeping™) a metodu prekoncentrace na
pfechodném pH rozhrani (viz obr. 2). Metodika prekon-
centrace je podobnd; opét aniontové analyty disociuji na
rozhrani elektrolytli, ov§em zéroven se i rozdéluji mezi
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detektor

EOF

elektrolyt o pH ~ 9
s SDS

elektrolyt o pH ~ 3
s analyty

elektrolyt o pH ~ 3

elektrolyt o pH ~ 9

s analyty zakoncentrované sSDS
analyty
EOF
; — A
C o5 L= 50y
zakoncentrované élektroly't opH~9
s SDS
analyty
EOF *
o ﬂ elektrolyt o pH ~ 9
separované < SDS
analyty

Obr. 2. Schéma prekoncentrace na rozhrani elektrolyti
o riizném pH v kombinaci s nametanim (,,dynamic pH junction
— sweeping*)

Tabulka I
Piehled aplikaci metody prekoncentrace na rozhrani elekt-
rolytti o rizném pH

Analyty Lit.
Katecholaminy 47
Nitrofenoly, kresoly 50
Proteiny 51-55
Ethynylestradiol 56
Flaviny 49, 57, 58
Derivaty anilinu 59
Purinové a pyrimidinové derivaty 60-64
Serotonin 65
Barbituraty, pesticidy 66, 67
Lovastatin 68
Aminokyseliny 69-72
Aminy 73
Slouceniny arsenu 74,75
Muramova kyselina, 2,6-diaminoheptandiova 76
kyselina

Pyrrolizidinové alkaloidy 77

micely a volny elektrolyt (pfed zkoncentrovanymi analyty
vznikd nefokusovana zona). Separace analytli pak probiha
metodou miceldrni elektrokinetické chromatografie.

Ob¢ blize prezentované metody se od svého vzniku
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pomérné rozsitily a dodnes bylo publikovano jiz nékolik
desitek praci zabyvajicich se témito tématy; strucny pte-
hled aplikaci téchto metod ptinasi tabulka 1. Zajimava
alternativa k obéma metoddm byla vyvinuta v nasi labora-
tofi pro analyzu benzoové a sorbové kyseliny (cit.”**);
jde o metodu kombinujici mechanismus prekoncentrace na
rozhrani elektrolytd o rizném pH (elektrokinetickd aku-
mulace analytu) a mechanismus separace micelarni elek-
trokinetickou chromatografii (mobilizace analytu). Mode-
lovanim s pouzitim programu Simul 5.0 (cit.”®) bylo pro-
kazano, Ze na pohyblivém rozhrani elektrolyti se ana-
lyt neutralizuje a vytvoii se jeho ostré zony. Mobilizace
mechanismem rozdélovani neutralniho analytu mezi mice-
ly natrium dodecylsulfatu a volny elektrolyt pak vede
k rozmyvani piku.

V této praci se zabyvame on-line prekoncentraci me-
todou elektrokinetické akumulace a separaci sedmi vy-
znamnych fenolickych kyselin: 4-hydroxybenzoové, syrin-
gové, vanilové, kumarinové, kavové, ferulové a sinapové
kyseliny (struktury viz obr. 3). Zaroven ukazujeme, ze lze
nami navrzenou prekoncentra¢ni metodu pouzit i pro ana-
lyzu pomérné slozitych redlnych vzorkd.

COOH

COOH

1 RZ 1 2

OH OH

A B

Obr. 3. Struktury fenolickych kyselin; A) R' = R* = H, 4-
hydroxybenzoova kyselina; R' = CH; R* = H, syringova kyseli-
na; R! = H, R? = OCH, vanilova kyselina; B) R'=R?= H, kuma-
rinova kyselina; R'=H, R? = OH, kavova kyselina; R'= OCHs,
R? = H, ferulova kyselina; R' = OCH;, R* = OCH;, sinapova
kyselina

Experimentalni ¢ast
Chemikalie a aparatura

Slozky zakladnich elektrolyti: kyselina fosforecna,
kyselina borit4, hydroxid sodny a natrium dodecylsulfat
(SDS), a standardy analyti: kyselina 4-hydroxybenzoova,
syringova, vanilovd, kumarinova, kadvova, ferulové a sina-
pova byly zakoupeny od firmy Sigma (St. Louis, USA)
v Gistoté p.a. Méfeni bylo provadéno na piistroji HP*® CE
(Agilent Technologies, Waldbronn, Germany)
s detektorem s diodovym polem snimajicim pfi 200 nm.
Pro méfeni byla pouzita nepokryta kiemenna kapilara
(CACO-Silica Tubing and Optical Fibers, Slovenska re-
publika) s vnitinim primérem 50 um o celkové délce
48,5 cm a efektivni délce 40 cm. Kapildra byla termostato-
vana na 25 °C. Aplikované davkovaci a separacni napéti
bylo —10 kV. Kazdy den byla kapilara kondiciovana pro-
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mytim 0,1 M-NaOH (5 min), vodou (10 min) a zakladnim
elektrolytem (15 min). Mezi métenimi byla kapilara pro-
myvana vodou (5 min) a zékladnim elektrolytem (5 min).
Zakladni elektrolyty byly pfipraveny rozpus§ténim vypocte-
ného mnozstvi kyseliny v deionizované vodé, pH bylo
upraveno hydroxidem sodnym; mobiliza¢ni elektrolyt byl
pripraven pfidanim natrium dodecylsulfatu k pfipravené-
mu elektrolytu. Vzorky byly rozpustény v boratovém elek-
trolytu o pH 9,5.

Ptiprava realného vzorku

Pro ptipravu extraktu majoranky zahradni (Majorana
hortensis L.) byla pouzita vysokotlaka extrakce rozpouste-
dlem: 1,0000 g suSeného homogenizovaného rostlinného
materialu bylo navdZeno piimo do extrakéni patrony
(22 ml) a extrahovano acetonem pii teploté 150 °C a tlaku
15 MPa, dvéma statickymi extrakénimi cykly (2 x 10 min)
na automatickém extraktoru one PSE (Applied Separati-
ons, Allentown, USA). Extrakty byly jimany do sklené-
nych vialek, zkoncentrovany pod dusikem, rozpustény ve
smési voda-methanol (90:10, v/v) a prefiltrovany pfes filtr
Microcon YM-10, Regenerated Cellulose 10 000
(Millipore Corporation, Bedford, USA). Takto ziskané
extrakty byly rozpuSt€ény v davkovacim elektrolytu
opH9.5.

Vysledky a diskuse

Studované fenolické kyseliny maji hodnoty pK,
v rozmezi 4,0-4,7. Z uvedenych hodnot mizeme odhado-
vat jejich elektroforetické chovani: v elektrolytech
s nizkym pH budou vystupovat jako nenabité a separova-
telné mechanismem micelarni elektrokinetické chromato-
grafie, zatimco v elektrolytech s vysokym pH se budou

detektor

o

borat/Na pH 9,5 fosfat/Na pH 2,5
s analyty
7 A4
B = +
=

fosfat/Na pH 2.5
s SDS

zakoncentrované
analyty

fosfat/Na pH 2,5

GOSOOOOOOOO0 B S
C S S S +
- M
fosfat/Na pH 2.5 separované fosfat/Na pH 2,5
s SDS analyty

Obr. 4. Schéma akumula¢ni/mobiliza¢ni techniky prekoncent-
race
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mAU
160
140 A
120 4
100 4
80 s
60 1 | 7
I 6 ?
40 4 ‘ 5 1 /
| N ‘ |
20 H . /
0 e JMLJUL .
T T T T T T
2 4 6 8 10 12 min

Obr. 5. Analyza standarda fenolickych kyselin kapilarni elek-
troforézou; 1 sinapova, 2 ferulova, 3 kumarinova, 4 kavova, 5
syringova, 6 vanilova, 7 4-hydroxybenzoova kyselina; davkovaci
elektrolyt 50 mmol I" borat sodny pH 9,5, zékladni elektrolyt
50 mmol I fosfat sodny pH 2,5; mobilizatni elektrolyt 50 mmol I”!
fosfat sodny pH 2,5 s 100 mmol I"' SDS, elektrokinetické davkova-
ni 10 min pii —10 kV; separace pii —10 kV; koncentrace standardd
50 ng ml™

chovat jako anionty a budou separovatelné zénovou elek-
troforézou. Rozdil v jejich disociaci umoznuje navrhnout
prekoncentracni systém zaloZeny na spojeni dvou elektro-
Iyt o rizném pH (obr. 4). Fenolické kyseliny jsou rozpus-
tény v davkovacim elektrolytu o pH9,5 umisténém
v davkovaci vialce. Aplikaci napéti migruji do rozhrani
elektrolyt o rizném pH vytvofeného pfitomnosti zaklad-
niho elektrolytu o pH 2,5 v kapilafe. Na vytvofeném po-
hyblivém rozhrani jsou kyseliny neutralizovany a zkon-
centrovany (akumulaéni ¢ast). Po zkoncentrovani vymeé-
nou davkovaciho elektrolytu za elektrolyt mobilizacni
o pH 2,5 obsahujici SDS v koncentraci vétsi nez je kriticka
micelarni koncentrace, probiha separace fenolickych kyselin.
Nami navrzeny systém se sklada ze zakladni-
ho fosfatového elektrolytu o pH 2,5, mobilizacniho fosfa-

mAU |

100
80 1
60 4
40 4
20 1
0 1 3
oy
401
601,

L e e i) TG R L i P SR U (R M e o R
5 7,5 10 12,5 min
Obr. 6. Analyza extraktu majoranky kapilarni elektroforézou;
podminky separace stejné jako u analyz na obr. 5 vyjma elektro-

kinetického davkovani: 30 min pfi —10 kV
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Tabulka II

Charakteristiky kalibra¢ni zavislosti

Kyselina Rovnice kalibra¢ni zavislosti R? LOD [ng ml'l]
Sinapova y=1,32x+0,352 0,989 2,2
Ferulova y=2,79x + 0,876 0,991 42
Kumarinova y=194x+0,521 0,980 0,7
Kavova y=2,13x+ 0,936 0,993 2,0
Syringova y=3,19x+ 1,128 0,962 1,1
Vanilova y=1,09x + 0,038 0,973 0,6
4-Hydroxybenzoova y=1,84x+ 1,297 0,957 0,4

tového elektrolytu o pH 2,5 s SDS a davkovaciho borato-
vého elektrolytu o pH 9,5. Davkovani probihé urcitou do-
bu (10-30 min) pii —10 kV, analyza pii —10 kV. Analyza
standard o koncentraci 50 ng ml™' pii desetiminutovém
davkovani je zndzornéna na obr. 5. Kalibracni zavislosti
jsou linearni v oblasti 2-100 ng mI™" pfi tiicetiminutovém
davkovani s koeficienty determinace 0,957-0,993 (viz
tab. II). Proti klasické metod¢ zaloZené na hydrodynamic-
kém davkovani analytu do zékladniho fosfatového elektro-
lytu a SDS mobilizaci dosahuje prezentovana metoda 720x
vani po dobu 30 min). NavrZend akumulac¢ni/mobiliza¢ni
metoda prekoncentrace byla rovnéz s uspéchem testovana
na vzorku extraktu z majoranky (pfiklad analyzy je na
obr. 6).

Zaveér

Vtéto praci byla navrzena nova akumulacni/
mobiliza¢ni metoda pro prekoncentraci slabych kyselin
kapilarni elektroforézou. Analyza touto metodou umozinu-
je dosahnout az 5560x niz§i limit detekce nez klasickou
metodou micelarni elektrokinetické chromatografie bez
prekoncentrace. Zarovein je mozno stanovit fenolické kyse-
liny i v pomérné slozitych matricich, jak bylo ukazano na
extraktu z majoranky.

Autori dekuji Ministerstvu Skolstvi mladeze a télovy-
chovy (Vyzkumny zamer MSM6198959216) a Grantové
agenture Ceské republiky (grant 203/07/P233) za financni
podporu prace.
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J. Petr, V. Maier, J. Znaleziona, K. Vitkova,
V. Ranc, and J. Sev&ik (Department of Analytical Chem-
istry, Palacky University, Olomouc): On-line Preconcen-
tration on pH Boundary — the Beauty of Capillary
Electrophoresis

The beauty of capillary electrophoresis is shown on
preconcentration of some phenolics. The method is based

Laboratorni pfistroje a postupy

on the electrokinetic injection of phenolics into a sodium
borate electrolyte (pH 9.5) at the pH boundary formed by
sodium phosphate (pH 2.5) followed by mobilization and
separation by replacing the injection vial with the vial con-
taining micellar environment. This technique allows deter-
mination of nanomolar concentrations of phenolics.
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Uvod

V klinické mediciné je dnes vénovana velkd pozor-
nost pochodim spojenym s oxida¢nim stresem a puisobe-
nim reaktivnich forem kysliku a dusiku (RONS — reactive
oxygen and nitrogen species). Mezi RONS patii jednak
volné radikaly, jednak slouceniny, které snadno oxiduji
jiné latky, nebo se na radikaly méni. Ke klinicky nejdilezi-
téjSim radikalim fadime superoxidovy anion ‘O, , oxid
dusnaty,"NO, nebo hydroxylovy radikal ‘OH. Mezi neradi-
kalové reaktivni Castice patii napf. peroxid vodiku, H,O,,
kyselina chlorna (HOCI) a peroxynitrit (ONOO") (cit.'™).

RONS vznikaji v pribéhu metabolickych pochodi
u vech aerobnich organismi; na jejich vzniku se tcastni
i vnéjsi vlivy, jako je elektromagnetické zafeni, xenobioti-
ka, toxiny ¢i 1éky. Buniky a tkdn€ zivych organismi jsou
pred poskozenim témito latkami chranény antioxida¢nimi
ochrannymi systémy (enzymovymi 1 neenzymovymi).
Pusobeni RONS hraje vyznamnou roli pfi vzniku a rozvo-
ji fady zé&vaznych onemocnéni, jako jsou ateroskleréza
a jeji komplikace, diabetes mellitus, arterialni hypertenze,
neurodegenerativni onemocnéni (Alzheimerova nemoc,
Parkinsonova  nemoc),  psychiatrickd  onemocnéni
(schizofrenie, depresivni porucha) i zhoubné nadory>*?
ana strané druhé se tvorba volnych radikalt s ispéchem
vyuziva u nékterych kancerostatik, antivirovych a antibak-
terialnich pfipravki. V lidském organismu se v§ak RONS
ucastni také fyziologickych regulaci, jako napf. Ucast
v procesech pienosu signalu, imunitni odpovédi, v regulaci
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cévniho tonusu a dalsich® . Pisobeni RONS v lidském
organismu mize poskozovat strukturu lipidl, pfiCemz
dochdzi ke zménam sloZeni biologickych membran
ak ovlivnéni funkce struktur snimi spojenych (funkce
enzymu, iontovych kanalt, pfenosu signalu aj.). RONS
poskozuji také strukturu proteinii a DNA. Jsou poskozova-
ny purinové a pyrimidinové baze i deoxyribosa. Oxida-
ce deoxyribosy pusobi destrukci a preruseni fetézce DNA.
Modifikace DNA vede k chybnym parovanim bazi pfi
replikaci DNA a ke zmé€ndm genetické informace s Casto
fatalnimi déisledky pro organismus” .

Proti patogennimu ptisobeni RONS piisobi v lidském
organismu antioxidac¢ni systém, zahrnujici antioxidanty
charakteru enzymu i antioxidanty neenzymové. Mezi en-
zymové antioxidanty patfi napf. superoxiddismutasa
(SOD), katalasa (CAT), glutathion-peroxidasa (GPx), glu-
tathion reduktasa (GR). Glutathion peroxidasa méni H,O,
na vodu za spoluucasti glutathionu (GSH) jako darce vodi-
ku. Vznikajici glutathion disulfid (GSSG) je pfeménovan
zpét na GSH pisobenim GR, jejimz kofaktorem je NADPH.
Mezi neenzymové antioxidanty patii vitaminy A, C aE,
GSH, kyselina alfa-lipoovd, déle karotenoidy, stopové
prvky jako méd, zinek a selen, koenzym Qjo (Co Qo)
a kofaktory jako kyselina listova, a vitaminy B;, B,, Bg
a By,, dale téZ mocovina i albumin. Hlavnim intracelular-
nim antioxidantem je GSH, ktery pasobi jako ptimy lapac
radikali a soucasné jako kosubstrat pro GPx (piehled pi-
sobeni antioxidantd viz cit.””). Stav, spojeny s nadmérnou
tvorbou a/nebo nedostateénym odstralovanim RONS,
resp. zvySeny pomér prooxidacni k antioxidacni aktivité, je
oznagovan pojmem oxidaéni stres (0S)".

Pro sledovani OS je mozné zvolit nkolik piistupi'’:
1. meéfit redoxni potencidly antioxidacnich systému,
2. kvantifikovat pfitomné radikaly ve vzorku, 3. sledovat
pfitomnost markertt oxida¢niho poskozeni systému
a 4. metit aktivitu antioxidacniho systému. Jako nejlepsi
pfima metoda detekce volnych radikali je dostupna (vedle
pristuptt polarografickych, HPLC nebo UV-VIS) elektro-
novd paramagnetickd rezonance (EPR), kterd dovoluje
méfit piimo relativng stabilni radikaly'’. Ve spojeni
s metodou spinového zachytu (,,spin-trapping®) je pak
mozné identifikovat a kvantifikovat i nékteré méné stabilni
radikaly, jako napf. hydroxylovy. Cilem této pilotni studie
bylo stanovit koncentrace hydroxylového a nitroxidového
radikalu v séru nemocnych s depresivni poruchou (DP)
s hyperlipidémiemi a u zdravych kontrolnich osob meto-
dou EPR.

Experimentalni ¢ast
Metodika EPR

EPR spektroskopie je zalozena na sorpci mikrovinné-
ho zé&feni neparovymi elektrony za pfitomnosti silnych
magnetickych poli. Tim je umoznéno studovat: a) volné
radikaly riznych typt, napf.: hydroxylové, superoxidoveé,
nitroxidové radikaly, b) paramagnetické komplexy (napf.
Cu*, Fe’', Mn*" a dalsi), c) excitované stavy (molekuly
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Obr. 1. Cinidla zachycujici radikalové slougeniny (spin trap
¢inidla)

s vybuzenym elektronem). V piipadech, Ze se jedna o rela-
tivné stabilni radikaly, je mozné jejich pfimé méfeni
v plynném, kapalném i pevném stavu. U nestabilnich radi-
kala s kratkou dobou Zivota se pouziva metoda spinového
zachytu (,,Spin Trapping®). Je to metoda chemické stabili-
zace radikald, ktera prodluzuje dobu jejich zivota. Kratko-
dobé 7zijici radikaly reaguji s nitrososlouceninami nebo
s nitrony a tim se pfevedou na stabilni radikaly. Nejcastéji
pouzivané radikalové lapace jsou: 5,5’-dimethyl-1-
-pyrrolin-N-oxid (DMPO), 5-(diethoxyfosforyl)-5-methyl-
-1-pyrrolin-N-oxid  (DEPMPO), 2-ethoxykarbonyl-2-
-methyl-1-pyrrolin-N-oxid (EMPO), N-terc-butyl-o.-fenyl-
nitron (PBN) a 1-hydroxy-2,2,6,6-tetramethyl-4-oxo-
piperidin (TEMPONE-H) (viz obr. 1). Spektra EPR téchto
aduktti s volnymi radikély jsou pro urCité druhy radikald
charakteristickd. Metoda umoziiuje zjistit druh radikalu,
jejich koncentraci i ¢asové zmény.

Zkoumané vzorky zpravidla nejsou stabilni. Krev
byla proto odebirana do zkumavky Vacutainer® obsahujici
draselnou stl EDTA (koncentrace 1 mgml™ krve), jez
byla ihned ulozena do ledové tfisté. Po oddéleni plazmy
centrifugaci (4 °C, 10 min, 1500 g) se odebralo 100 ml
plazmy do kryozkumavek s napipetovanym cinidlem za-
chycujicim radikaly (,,spin trap®) (10 ml DMPO) a dale
prechovavany pti teplotach —80 °C, nebo pfi teploté kapal-
ného dusiku —196 °C pro transport. Vzorky jsou rozmraze-
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ny, prevedeny do ploché kiemenné kyvety a ta je umisténa
do rezonatoru (méfici komirka) EPR spektrometru. Poté je
provedeno pri teploté 25 °C vlastni méfeni. Spektra jsou
vyhodnocovéana pomoci PC a grafickych programi, blize
viz téz cit."”.

Soubory nemocnych

V této pilotni studii jsme v dobé od cervna 2006 do
dubna 2008 vySetiili 3 skupiny postupné ptichazejicich
0sob.

1. Soubor 42 nemocnych z ambulance Psychiatrické
kliniky VFN a 1. LF UK Praha, u kterych byla dia-
gnostikovana depresivni porucha (DP) podle manuélu
Americké psychiatrické spole¢nosti (Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders, 4. vydani)'*;

2. Soubor 60 dosud neléCenych  nemocnych
s dyslipidémiemi  (koncentrace  sérového LDL-
cholesterolu > 4,1 mmol I" a/nebo triacylglycerolu >
1,7 mmol I a/nebo koncentrace HDL-cholesterolu <
1,0 mmol I"! u muza, resp. 1,3 mmol I zen);

3. Soubor 49 zdravych dobrovolnikt, dosud nelécenych
pro kardiovaskularni onemocnéni, diabetes mellitus,
rendlni ¢i jaterni onemocnéni.

Ze studie byly vylouceny osoby se znamkami endo-
krinopatie a osoby pozivajici antioxidanty, antidepresiva,
potravinové dopliiky vicenenasycenych mastnych kyselin
¢i ethylalkohol v davce vyssi nez 20 g denné. Byli také
vylou€eni nemocni, ktefi v uplynulych Sesti mésicich
prodélali operacni zakrok ¢i infekéni onemocnéni. Zaklad-
ni charakteristiky sledovanych souborti jsou uvedeny
v tab. 1.

Klinick4 a zdkladni biochemicka vySetieni

U osob ve sledovanych souborech jsme vypocetli
hmotnostni index (,,body mass index* — BMI) podle rovni-
ce BMI = hmotnost (kg)/vyska (v m)>. U viech zuéastng-
nych jsme provedli zakladni biochemicka a hematologicka
vySetieni, z nichZ je uvedena v tab. I pouze koncentrace
celkového cholesterolu (TC). Krev byla odebirana po celo-
nocnim la¢néni do zkumavky Vacutainer® obsahujici
draselnou sil EDTA (1 mgml™' krve). Koncentrace TC
byly stanovovany enzymovou metodou (CHOD/PAP, Test

Tabulka I

Zakladni charakteristiky sledovanych soubort

Parametr HLP ¢ (n = 60) DP ¢ (n=42)" KON ' (n = 49)
Vek, roky 54,8 +10,7° 61,0+ 15,8 56,1 + 14,5
Pohlavi, muzi/Zzeny 35/25 7/35 19/30

BMI ¢, kg m™ 29,9 +4,1 26,6 £4,7 253+4,1
Celkovy cholesterol, mmol I 6,24 + 1,44 5,79 £ 1,45 5,47 +£0,93

* Primér + S.D;
"KON — kontrolni skupina

® n = poget vy3etfenych, ¢ BMI — hmotnostni index, * HLP — hyperlipidémie, © DP — depresivni porucha,
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Combination, Boehringer Mannheim). Pro statistické hod-
noceni byl pouzit software STATISTICA (Tulsa, OK,
U.S.A., 2000).

Stanoveni nitroxidovych a hydroxylovych radikala
v séru metodou EPR

Vzhledem k tomu, Ze vétSina téchto radikald je velmi
nestabilni, rozhodli jsme se pouzit metodu spinového za-
chytu za pouziti lapact DMPO, pfipadné¢ PBN. Po vyhod-
noceni spektralnich parametri zjisténych radikald se zjisti
dvojitou integraci 1. derivace EPR spekter relativni kon-
centrace studovanych radikalt a jeji zmény v Case. Vysled-
né hodnoty se porovnavaji se spektry standarda (Mn?>*/
ZnS, ptip. Cr’'/MgO) o znamém poétu spind.

K zaznamu spekter jsme pouzivali Elexsys E-540
spektrometr od firmy Bruker (Bruker-Biospin, Rheinstet-
ten, Némecko), a magnetické pole na 1H NMR magneto-
metru s ¢itaCem mikrovinnych frekvenci. Vlastni podmin-
ky méfeni byly: vykon mikrovinného pole 20 mW, modu-
la¢ni amplituda 0,1 mT, faktor zeslabeni 20 dB, Casova
konstanta 0,5 s, rychlost zdznamu 0,3 mT min~". Software
pro zaznam, zpracovani a hodnoceni namétenych spekter
pochazel od firmy Bruker. Zaznam 1. derivace spekter
EPR byl pocitacove zpracovavan (program Origin, Origin-
Lab Corporation, Northampton, MA, U.S.A.) a spektra
byla interpretovana za pouziti databazi z National Institute
of Health, Bethesda, Maryland, USA. Paraleln¢ byly méfe-
ny kontrolni vzorky, t.j. slepé pokusy.

Pro zjisténi Casové stability vzorki byly prométreny
nadhodné vybrané vzorky. Od okamZiku rozmraZzeni vzor-
ki z kapalného dusiku, kde byly pfechovavany a transpor-
tovany, byly vzorky méfeny do 5 min. Zmétend spektra se
neménila po dobu 50 min, béhem dal$ich 30 min doslo
k poklesu intenzity spekter o cca 10 az 12 %. Jedna se
spise o Casovou stabilitu radikali a jejich spekter. Kalibra-
ce byla provedena pomoci firemnich standardi Weak
Pitch, Strong Pitch, (Bruker-Biospin), dale Mn**/ZnS
a Cr’"/MgO (Magnettech GmbH Berlin, Némecko).

Koncentrace hydroxylovych radikali byla kalibrova-
na pomoci srovnavacich méfeni, kdy jako zdroj ptesného
mnozstvi OH radikalu byl pouzit peroxid vodiku o znamé
koncentraci a mnozstvi. Koncentrace nitroxidovych radi-
kala byla kalibrovana pomoci stabilniho radikalu Tempolu
(4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethyl-piperidinu, Sigma-Aldrich).
V oblasti métenych mnozstvi volnych radikalta (OH, NO)
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ve vzorcich byla zavislost intenzity signalli na mnozstvi/
koncentraci zcela linearni, nad tuto hranici dochazi
k negativnim odchylkdm od linearity. Pfesnost metody
byla testovana opakovanim kompletniho méfeni, tj. pipeto-
vani, fedéni, ladéni spektrometru a meéfeni tiikrat,
v nékterych pripadech az pétkrat. Mez stanovitelnosti byla
brana jako hodnota intenzity signalu, ktera byla dvakrat
vys$si nez pomér amplitudy/intenzity Sumu (pfi akumulaci
spekter tficetkrat vyssi) pfi uvedenych nastavenych hodno-
tach. Akumulace signalu byla vhodné pro méfeni hydroxy-
lovych radikalt, pokud byla koncentrace pfilis nizka.

Vysledky a diskuse

Ziskané vysledky méfeni nitroxidovych a hydroxylo-
vych radikali, méfenych metodou EPR jsou uvedeny
v tab. II. Osoby ve skupiné pacientti s depresivni poruchou
(DP) méli statisticky vyznamné vys$si koncentrace nitroxi-
dovych radikald ve srovnani s hyperlipidemickymi osoba-
mi (P < 0,05), rozdil od kontrolni skupiny nedosahl statis-
tické vyznamnosti. Ve skupiné DP i hyperlipidémie jsme
ve srovnani s kontrolni skupinou zjistili vys$si koncentrace
OH radikal, rozdily vSak opét vzhledem k velikosti roz-
ptylu nedosahly statistické vyznamnosti (P = 0,131 resp. P
= 0,110). Ukazky ziskanych spekter jsou uvedeny na
obr. 2a—c. U hypercholesterolémie i hypertriacylglycerolé-
mie je zjistovana zvysena tvorba ‘O,  (cit.'""™'7) zfejmé
v disledku zvySené aktivity xantinoxidasy, (enzymu, redu-
kujiciho kyslik na *O,") a NAD(P)H oxidasy (enzym, va-
zany na bunénou membranu, ktery pouziva elektrony,
pochézejici z NADPH k redukci molekularniho kysliku na
'0,)  (cit.!®"). Lécba hypercholesterolémie statiny
(inhibitory kli€¢ového enzymu syntézy cholesterolu, HMG-
CoA reduktasy), je provazena snizenim urovné oxidacniho
stresu (OS). Puisobeni statint® vede mimo jiné k inhibici
aktivity enzymu NAD(P)H oxidasy a k poklesu tvorby
angiotenzinogenu II, s naslednym sniZenim tvorby ‘O,".
Zakladnimi farmaky, uzivanymi k 1écbé hypertriacylglyce-
rolémie** jsou fibraty (derivaty kyseliny fibrové), jejichz
podavani rovnéz vede k poklesu OS. Fibraty, podobné
jako statiny, ovliviluji vice metabolickych déjii; mimo jiné
aktivuji jaderny transkripcni faktor PPAR (peroxisome
proliferator activated receptor) o (cit.”*) s naslednou in-
dukci exprese a aktivace antioxidacnich enzymid SOD
aGPx a inhibiciindukce enzymu cyklooxygenasy 2

Tabulka IT

Nitroxidové a hydroxylové radikaly, méfené metodou EPR v plazmé

Parametr "8 HLP © (n = 60) DP ¢ (n=42) KON © (n = 49)
NOx, pmol 1™ 2,06 + 0,90 2,80+ 1,55° 2,38 + 1,49
"OH, pmol I 0,83 +£0,53 0,82 +£0,53 0,59 + 0,26

*Pramér £ S.D., n = po&et vySetienych, ° P< 0,05; rozdil mezi skupinou DP a KON; analyza rozptylu, “HLP — hyperlipidé-
mie, * DP — depresivni porucha, * KON — kontrolni skupina, "NOx — nitroxidovy radikal, ¢ "OH — hydroxylovy radikal
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Obr. 2. Elektronova paramagneticka spektra; a) vzorek osoby
z kontrolni skupiny, b) vzorek osoby ze skupiny hyperlipidémii,
c) vzorek osoby ze skupiny depresi; NOe — nitroxidovy radikal
(triplet), HO+ — hydroxylovy radikal (kvartet), * — ,six lines*
signal (sextet), zfejmée struktura konjugovanych dvojnych vazeb

(COX-2) (cit.*), ktery katalyzuje pfeménu kyseliny ara-
chidonové na prostaglandin G,, ktery je nasledné reduko-
van na prostaglandin H, za vzniku "O,".
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Etiopatogeneze depresivni poruchy (DP) je slozita.
Mezi jinymi faktory zde hraji roli chronicky stres se zvySe-
nim aktivity hypothalamus-hypofyza-nadledvina a chro-
nicky zanétlivy proces. Recidivujici chronicky stres piisobi
v mozku pokles hladiny tkanovych antioxidantti a zvyseni
lipoperoxidace®. Chronicky subklinicky zanét, asto pii-
tomny u pacientt s depresivni poruchou, vede rovnéz ke
zvysené tvorbé RONS®®. Zavaznost symptomti DP korelo-
vala s hladinou lipoperoxidi v séru?’. U nemocnych s DP
byly popsany zvysené hladiny malondialdehydu (vysledny
produkt oxidace polynenasycenych mastnych Kkyselin
v disledku ptsobeni RONS), aktivita SOD a pokles kon-
centrace kyseliny askorbové, které se po 16€bé antidepresi-
vy vracely k normé, soudasné s Gistupem deprese™. Oxi-
dacni stres mtize zfejmé vést k poklesu hladiny mozkové-
ho neurotrofického faktoru BDNF (brain derived neurotro-
phic factor). BDNF je protein, ktery usnadnuje riist neuro-
ni, neoneurogenezi a moduluje neurotransmisi®.
V poslednich 1étech byly publikovany prace, které ukazuji
na vyznam OS i v patogeneze dalSich neuropsychiatric-
kych onemocnéni (schizofrenie, Alzheimerova choroba,
Huntingtonova choroba a dal§i). Mozek je totiz vuci OS
vysoce citlivy, protoze vyuziva 20 % kysliku spotfebova-
vaného organismem’ a také obsahuje velké mnozstvi vi-
cenenasycenych mastnych kyselin i Zeleza; v mozku je
soucasné nizka aktivita antioxidacnich enzymd.

Vyznam néalezu zvySenych koncentraci nitroxidového
radikalu u depresivnich osob v nasi studii nelze zatim pies-
né posoudit. Za fyziologickych okolnosti vznikd "NO pi-
sobenim syntdz oxidu dusnatého (NOS) oxidaci L-argi-
ninu. Vyznamné se podili na regulaci cévniho tonusu, ma
protizanétlivé ucinky, inhibuje agregaci krevnich desti¢ek
a adhezi leukocytt i desticek na endotel, reguluje prolife-
raci a diferenciaci bun€k cévni stény a v mozkové tkani
pusobi jako neuropfenase¢. V podminkach OS za souCasné
zvysené tvorby ‘O,” vznikd z ‘NO toxicky peroxynitrit
(ONOO") s fadou neptiznivych G€inki. Peroxynitrit reagu-
je s CO, a vytvarfi jednoelektronové oxidanty "NO, a CO5™,
které oxidaci aminokyseliny tyrosinu vedou ke vzniku
tyrosylového radikalu Tyr" a pak k tvorbé 3-nitrotyrosinu,
3-NO,-Tyr (cit.*'). Z ONOO™ miize také vzniknout "OH,
pusobici peroxidaci lipidti, mutace DNA, jejich fragmenta-
ci nebo modifikace proteintl. Radikdl "NO miZze reagovat
s peroxylovym radikalem (ROO"), hydroxylovym radika-
lem (‘OH) nebo NO™ za vzniku alkyl peroxynitritu
(ROONO), kyseliny dusité (HNO,) nebo oxidu dusného
(N,0).

Zaverem lze Tici, Ze v této pilotni studii jsme prokaza-
li moznost pfimého meéfeni koncentrace hydroxylového
a nitroxidového radikalu v lidském séru metodou EPR.
Zjistili jsme zvySeni koncentraci nitroxidového radikalu
v séru nemocnych s depresi, coz podporuje hypotézu
o pusobeni oxidacniho stresu v patogeneze deprese, ktera
je v soucasné dobé intenzivné studovana. EPR metoda se
pouziva vétsinou pouze v zakladnim vyzkumu orientova-
ném na chemii, nicméné vysledky prace ukazuji na moz-
nost jejiho vyuzZiti i v oblastech klinického vyzkumu one-
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mocnéni, spojenych s oxidacnim stresem — aterosklerdza,
neurodegenerativni onemocnéni, diabetes mellitus a dalsi.

Prace byla podporena grantem IGA MZ CR, ¢. NR
8806-3.

Seznam zkratek

DP depresivni porucha

HMG-CoA  hydroxymethylglutaryl-koenzym A
PPAR peroxisome proliferator activated receptor
oS oxidacni stres

RONS reaktivni formy kysliku a dusiku
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the Czech Republic, Rez): Electron Spin Resonance De-
termination of Hydroxyl and Nitroxide Radicals in
Depressions and Hyperlipidemia

Increasing attention has been paid to clinical manifes-
tation of oxidative stress and reactive oxygen and nitrogen
species (RONS), e.g. in atherosclerosis, diabetes mellitus,
hyperlipidemia, neurodegenerative and psychiatric dis-
eases. The most clinically significant RONS are free radi-
cals (superoxide anion, hydroxyl and nitroxide radicals)
and non-radical species (peroxynitrite, hydrogen perox-
ide). The aim of this study was to investigate by EPR the
concentrations of hydroxyl and nitroxide radicals in blood
serum of patients with hyperlipidemia and with depres-
sions and to compare them with healthy persons. Nitroxide
radical concentrations were significantly higher in the de-
pressive patients compared with controls. The clinical
significance of this finding is not quite clear, but it sup-
ports the hypothesis on the participation of oxidative stress
in pathogenesis of depressive disorders.
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Uvod

Poly(ethylenglykol) (PEG) s vysokou molekulovou
hmotnosti je silny selektor pfi separaci organickych slou-
Cenin, stejné tak jako anorganickych ionti. Byly postulo-
vany Ctyti zakladni pochody pfi separaci v jeho pfitomnos-
ti':
1. kationizace PEG a tvorba komplexu s anorganickymi

nebo organickymi kationty,

2. distribuce mezi objemnou vodnou fazi a PEG pseudo-
fazi,

3. vodikova vazba PEG s H-donory,

4. sitovy efekt vysokomolekularniho PEG nebo neionto-

vych tenzidi.

Prvni efekt — kationizace a tvorba komplexti podob-
nych crownovym komplextim — se nejvyraznéji uplatiuji
pri separaci kationtl. Tyto pochody byly velmi Uspésné
pouzity prfi déleni anorganickych kationtd izotachoforézou
(ITP)* nebo CZE*”. Vliv PEG je dan uspofadanim PEG
fetézce kolem kationtu, podobné jako u crownovych kom-
plexi®. Tvorba komplexu je zalozena na principu
Kationizace“ etherovych atomt kyslikii v polyethyle-
novém fetézci, jez je jiz dlouho znama’. Tyto produkty
s proménlivou stechiometrii byvaji oznacovany jako pseu-
docrownové komplexy®.

Retézec poly(ethylenglykolu) tvoii smycky kolem
kationtu kovu podle jeho velikosti® a stabilita pseudocrow-
novych komplexd koresponduje s velikosti naboje, symet-
rii a rozlozenim naboje na povrchu kationtu. Stabilita
pseudocrownovych komplexii organickych kationtd je
obecné mensi, vetsi je u kationtl se symetricky delokalizo-
vanym ndbojem v disledku mezomerniho efektu. Proto
napf. separacni potadi lutidinu a chinolinu mize byt zmé-
néno rostouci koncentraci PEG v zékladnim elektrolytu
(BGE)!*!!,

Rozdé&leni mezi vodu a pseudofazi PEG je velmi G€in-
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ny jev pii separaci velkych molekul. Jako znamy priklad
miliZe byt uvedena separace motilind liSicich se pouze
v jednom aminokyselinovém zbytku'?. Zde hraje dalezitou
roli velikost a hydrofilné-lipofilni rovnovéha.

Treti efekt, vodikova vazba s H-donory, muze byt
vyuZzit spiSe pfi separaci kyselych latek a byl aplikovéan
napf. pro rozliseni chlorfenolii izotachoforézou' nebo
separaci derivatl benzoové kyseliny CZE'.

Konecéné sitovy efekt umozinuje separaci polyanionti
véetné oligonukleotidi’; PEG se ptitom chova jako gelo-
va faze.

Tento ¢lanek demonstruje uzite¢nost PEG pfi rozliSo-
vani relativné velkych molekul — lokalnich anestetik, které
jsou rozdilné struktury nejen chemickym typem (estery,
amidy, karbamaty), ale také okolim protonizovaného dusi-
ku. Pouze prvni a druhy separacni efekt je navrzen pro
studované slouceniny, tedy tvorba komplexu a distribuce
mezi vodou a PEG pseudofazi.

Obé metody, ITP a CZE, byly pouzity pti kontrole
farmaceutickych preparatii obsahujicich lokalni anesteti-
ka'®!", pii ureni jejich pohyblivosti'®', pii jejich separaci
v modelové smési’’, pfi stanoveni lokalnich anestetik
a jejich metabolitti v krevni plazmé nebo mogi*'** a pfi
separaci enantiomerd za pritomnosti cyklodextrint®.

7 wr

Experimentalni ¢ast
Chemikalie

Kyselina fosforecna a PEG (M, = 2000) byly analytic-
ké cistoty (E. Merck, Darmstadt, Némecko), hydroxid
sodny a oktan-1-ol rovn&Z (Lachema, Brno, CR). Lokalni
anestetika — amylokain, bupivakain, diperodon, B-eukain,
fomokain, kokain, leucinokain, lidokain, mesokain
(trimekain), prokain, psikain, tetrakain a tropakokain byly
standardni vzorky ziskané ze Statniho Ustavu pro kontrolu
1é¢iv, Praha.

Jako zakladni elektrolyt slouzil 0,05 M fosfatovy pufr
o pH 2,5. Elektrolyty s 12,5, 25, 30 a 33 hm.% PEG 2000
byly pfipraveny smichanim 0,2 M fosfatového pufru
s deionizovanym 50% vodnym roztokem PEG 2000 a de-
ionizovanou vodou. Koncentrace fosfatu byla konstantni
(0,05 mol I'"). Roztok PEG (50%) byl deionizovan vsad-
kové smésnym ionexem, jak bylo popsano diive'. Zasobni
roztoky lokalnich anestetik o koncentraci 0,02 mol I"' byly
pripraveny z jejich hydrochloridi (leucinokain byl methyl-
sulfat) a pak byly dohromady smich4ny na vyslednou kon-
centraci anestetika 5-10™ mol I"". Pfipravena smés lokal-
nich anestetik byla ddvkovana pro modelovou separaci.

Ptistroje

Byl pouzit systém SpectraPHORESIS 100 s rychle
skenujicim UV-VIS detektorem. Jako optimalni byla zvo-
lena vlnova délka 230 nm. Separace byly provedeny
v kfemenné kapilafe (bez pokryti) 72 cm x 75 um s efek-
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tivni délkou 45 cm. Pfed kazdou sadou méfeni byla kapila-
ra promyvéana vodou, 0,1 M hydroxidem sodnym, vodou
a BGE (vZdy 5 min). Pfed nasledujici analyzou byla kapi-
lara kondiciovana 10 min zakladnim elektrolytem pod
separaénim napétim a promyta vodou a zakladnim elektro-
lytem (vZdy 5 min). Konstantni napéti béhem méteni bylo
25 nebo 30kV, davkovani bylo provadéno vakuem po
dobu 0,5 s. Analyty byly identifikovany metodou standard-
nich ptidavkt a srovnanim UV spekter. Méfeni pH bylo
provedeno sklenénou elektrodou kalibrovanou vodnymi
roztoky pufrti s pouzitim pH metru Pracitronic MV 870
(Dresden, Némecko). Voda byla deionizovéana na zafizeni
ELGA (Buchs, UK). Distribu¢ni konstanty byly méfeny
spektrofotometricky v UV oblasti spektrofotometrem Phi-
lips PU 8750 (Philips, Nizozemi).

CH, CH,

H H
coyce
0 0

CHs kCH3 H,C CHs CHs

lidokain (1) mesokain (2)
CHj
D Hyc N9H3 \-CHs
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Obr. 1. Struktury lokalnich anestetik

fomokain (12)
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Me¢feni rozdélovacich konstant

Pfiblizng 10~ mol ! roztok hydrochloridu anestetika
ve fosfatovém pufru o pH 2,5 byl extrahovan stejnym ob-
jemem oktan-1-olu. Absorbance vodni vrstvy byla métena
pfi 230nm pfed a po extrakci. Pro estery 4-amino-
benzoovych kyselin (prokain, tetrakain, leucinokain) byla

absorbance méfena v intervalu 290 az 310 nm. Distribu¢ni
konstanta byla pocitana podle rovnice Kp = Coxi/Cyoda-

Vysledky a diskuse

Separace vybrané fady lokalnich anestetik miiZze byt
ovlivnéna:
—  strukturou analytu (hydrofobnosti),

H;C H3;C
3\/\ 0
N N
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Obr. 2. Zavislost migrac¢niho ¢asu na relativni molekulové
hmotnosti délenych latek; migracni Cas ¢, byl méfen v 0,05 M
fosfatovém pufru o pH2,5. Napéti 25kV, UV detekce pfi
230 nm. 1 — lidokain; 2 — mesokain; 3 — bupivakain; 4 — amylo-
kain; 5 — tropakokain; 6 — B-eukain; 7 — kokain; 8 — psikain; 9 —
prokain; 10 — tetrakain; 11 — leucinokain; 12 — fomokain; 13 —
diperodon. @ amidy, O estery benzoové kyseliny, Bl estery 4-
aminobenzoové kyseliny, [ ethery

molekulovou hmotnosti,
stupném disociace (protonizaci — bazicitou),
podminkami separace (pH, protiiontem, teplotou,
napétim)
a v pfitomnosti PEG déle:
tvorbou pseudocrownovych komplex,
hydrofobnimi interakcemi mezi analytem a PEG
pseudofazi,
koncentraci PEG, kterd ovliviiuje ¢tyfi uvedené efek-
ty.
Struktura tfinacti lokalnich anestetik je zobrazena na
obr. 1. Slouceniny 1, 2 a 3 jsou amidy, slouceniny 4-8
estery kyseliny benzoové. Latky 9—11 jsou estery 4-amino-
benzoové kyseliny. Latka 12 je ether a 13 je karbamat.

Pro bézné organické molekuly s podobnou strukturou
milizeme pouzit jednoduchy vztah mezi pohyblivosti
a molekulovou hmotnosti**

_a.Zi ])
=—1+Db (
l’LI M

r

kde z; je efektivni ndbojové ¢islo, M, je relativni molekulo-
va hmotnost, a, b jsou empirické konstanty. Elektroosmo-
ticky tok (EOF) byl zanedbatelny pfi pH 2,5 v zdkladnim
elektrolytu bez PEG. Migracni Cas je tedy pfimo imeérny
molekulové hmotnosti separovanych Uplné protonizova-
nych bazi (nebo uplné disociovanych kyselin). Na obr. 2 je
zobrazen vztah mezi M, a migra¢nim Casem ¢, pro jednot-
livé strukturni typy v pufru o pH 2,5 bez ptidavku PEG.

Z tohoto obrazku je patrné, ze amidy (vcetn¢ karba-
matu) a estery 4-aminobenzoové kyseliny spliiuji rovnici
(1), ale estery kyseliny benzoové nikoliv. Rozpor mezi
obéma stereoisomery kokainu a psikainu je velice vyznam-
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Obr. 3. Separace lokélnich anestetik v pufru bez pridavku
PEG; 0,05 M fosfatovy pufr; koncentrace anestetika 5-10~* mol 1",
Separacni napéti 25 kV, UV detekee pii 230 nm

ny, tvorba kruhu s bazickym dusikem je pti¢inou neregu-
lérnosti v chovéani téchto esterd. Pohyblivosti 4-amino-
benzoatt 9, 10 a 11 jsou znaéné vyssi nez ostatni. Tento
fakt je evidentné zplsoben dvoustupniovou protonizaci
obou bazickych dusikti. Z rovnice (/) Ize snadno spocitat,
ze stupen protonizace 4-aminobenzoatd lezi mezi 1,15
a 1,20, za predpokladu, Ze z; = 1 pro ostatni lokalni aneste-
tika. Celkova disociace (protonizace) alifatickych nebo
alicyklickych dusikdl vyplyva zjejich disociaCnich kon-
stant, které jsou uvedeny v tabulce I spolecné s dal§imi
vyznamnymi konstantami.

Ztab.1 a obr. 3 je ziejmé, Ze v kyselém pufru bez
aditiv existuji né&které neseparované péary (amylokain—
tropakokain; lidokain—kokain; mesokain—-eukain) a jedna
neseparovand trojice  (bupivakain—psikain—fomokain).
Separace v zasaditém pufru neni mozna kvuli srazeni né-
kterych slabych bazi pfi pH mezi jejich konstantami kyse-
losti (pH 7-9). Separace v oblasti pH od 2,5 do 5 nezlep-
Sovala ucinnost, navic nad pH 4 vystupuje vyznamna role
EOF. Proto byl testovan poly(ethylenglykol) jako aditivum
jen piipH 2,5.

Rostouci

koncentrace PEG umoziiuje separovat
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Tabulka I

Zakladni vlastnosti lokalnich anestetik

C. Nézev slouceniny M.*? pKa 18] Kp® w107 m* Vs
1 lidokain 2353 7,85 0,08 35,9
2 mesokain 249.4 7,95 0,14 34,4
3 bupivakain 289.,4 8,19 0,21 32,8
4 amylokain 236,3 7,96 0,08 37,8
5 tropakokain 246,3 9,36 0,02 37,8
6 B-eukain 248,3 9,50 0,14 34,4
7 kokain 304,4 8,69 0,02 35,9
8 psikain 304,4 8,54 0,45 32,8
9 prokain 2373 9,01 (pK) ®0 42.5
10 tetrakain 265,4 8,29 (pK)) 0,20 39,8
11 leucinokain 293,4 9,21 (pK,) 0,08 36,6
12 fomokain 312,4 - 0,74 32,8
13 diperodon 398,5 6,97 3,42 28,6

* Relativni molekulova hmotnost protonizované sloudeniny, ° distribuéni (rozd&lovaci) koeficient mezi oktan-1-olem
a 0,05 M fosfatovym pufrem pH 2,5, ¢ mobilita ve fosfatovém pufru pH 2,5 bez ptidavku PEG
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Obr. 4. Separace lokalnich anestetik v pufru s 12,5 % PEG; Obr. 5. Separace lokalnich anestetik v pufru s25 % PEG;
0,05 M fosfatovy pufr obsahujici 12,5 % PEG 2000. Ostatni viz 0,05 M fosfatovy pufr obsahujici 25 % PEG 2000. Ostatni viz
obr. 3 obr. 3
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vSechny kritické pary (obr. 4—6). Nejhlie separovatelny
par amylokain—tropakokain vyzaduje koncentraci PEG
vyssi nez 30 %.

Jak bylo uvedeno vyse, rostouci koncentrace aditiva
mize podporovat tvorbu komplexu, hydrofobni interakce
arovnéz meénit stupen protonizace. Efekt tvorby pseudo-
crownovych komplexii lze ilustrovat na migraci velice
podobnych molekul, napt. homologi s blizkou polaritou.
Takovym parem derivatd je lidokain a mesokain. Uginek
zvySeni koncentrace PEG na rozliSeni jmenovaného paru
a vSech kritickych pari je zobrazen na obr. 7. Rostouci
rozliSeni paru lidokain—mesokain naznacuje, Ze tvorba
pseudocrownovych komplexti hraje nezanedbatelnou roli
v separacnim mechanismu. Zarovei s touto moznosti hydro-
fobnost mesokainu roste smérem k lidokainu; vyssi rozpust-
nost v PEG pseudofézi musi rovnéZ zvySovat rozliSeni.

K ur€eni, zda se uplatiuje hydrofobni efekt, byla mé-
fena distribucni konstanta mezi oktan-1-olem a vodnym
roztokem pufru. Analyty byly separovany jako kationty,
ale soli objemnych iontd se pfitom mohou chovat jako
iontovy par rozpustny v organické poly(ethylenglykolové)
pseudofazi.

Ze zkusenosti ze soudnich analyz je znamo, Ze hyd-
rochloridy objemnych bazi 1é¢iv jsou ¢astecné extrahova-

2,5
A,
10°°
2 _45 13
7 6
15 F 8
9
10+11
17 2
1 12
3
0,5
0 L
29 33 37 41 45 49 53 57
tm, Min

Obr. 6. Separace lokalnich anestetik v pufru s 33 % PEG;
0,05 M fosfatovy pufr obsahujici 33 % PEG 2000; koncentrace
anestetika 5-10* mol I''; separa¢ni napéti 30 kV, UV detekce pii
230 nm
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telné do organickych rozpoustédel v potadi jejich hydro-
fobnosti. Z naméfenych rozd€lovacich konstant (tab. I) je
vidét, ze tfi hydrochloridy jsou znacné extrahovany do
oktan-1-olové faze, a to diperodon, fomokain a psikain.
Hydrofobni interakce s PEG pseudofazi je charakterizova-
na rozdilnym prodlouzenim migra¢nich ¢ast s rostouci
koncentraci PEG. To je v souhlasu s rychle rostoucim po-
mérem migra¢niho ¢asu mezi zdkladnim elektrolytem
s ptidavkem a bez ptidavku PEG (tab. II).

Diperodon, fomokain a psikain migruji nejpomaleji
ve vSech elektrolytickych systémech a diperodon jako
latka s nejvetsi distribucni konstantou se vyznacuje maxi-
malnim pfiristkem poméru migracnich casd. Relativni
hydrofobnost mize byt vyjadfena porovnanim migrac¢nich
Casti s migracnim casem nejhydrofobnéjsi slouceniny —
diperodonu. Rozdé€leni trojice bupivakain—fomokain—
psikain (obr. 3) je umoznéno hydrofobnimi interakcemi
s PEG pseudofazi, jak je ziejmé z obr. 8. Nejvetsi pokles
reprezentuje nejnizsi hydrofobnost.

Skupina esteri 4-aminobenzoové kyseliny vykazuje
vysoky pomér migracnich ¢ast. PrirGistek migracniho ¢asu
je srovnatelny s fomokainem nebo diperodonem. Tento
efekt neni vysledkem nepolarnosti nebo hydrofobnosti, ale
je zpusoben potlacenim disociace (protonizace). Organické
rozpoustédlo a pridavek organické pseudofaze oslabuje,
jak znamo, kyseliny i baze a protonizace do druhého stup-
né viubec neprobiha.

Zavér

Rozdily v migracnich ¢asech organickych bazi, jako
jsou lokalni anestetika, mohou byt vyuzity k identifikaci
individui nebo slozek ve smési. Ve vybrané sadé 13 lokal-
nich anestetik bylo dosazeno dokonalé separace vyuzitim
tii systémi — vodny roztok pufru, pufr s25% a s33 %
PEG 2000. Kvuli vysoké viskozité, dlouhému casu analy-

8
R
6
4
2
O /
0 10 20 30

% PEG

Obr. 7. Vliv rostouci koncentrace PEG na rozliSeni lokalnich
anestetik; ® amylokain + tropakokain, O lidokain + kokain, ll
mesokain + B-eukain, [J lidokain + mesokain
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Tabulka IT
Vliv koncentrace PEG na migraéni Casy lokalnich anestetik
Slouc¢enina t° * [min] t /1"

12,5 % PEG 25 % PEG 30 % PEG 33 % PEG
Lidokain 6,26 1,56 3,09 4,39 5,01
Mesokain 6,55 1,62 3,28 4,71 5,37
Bupivakain 6,85 1,64 3,33 4,78 5,45
Amylokain 5,96 1,58 3,12 443 5,05
Tropakokain 5,96 1,58 3,12 4,47 5,10
B-Eukain 6,55 1,64 3,34 4,79 5,46
Kokain 6,26 1,58 3,14 4,47 5,09
Psikain 6,85 1,71 3,53 5,17 5,91
Prokain 5,30 1,71 3,51 5,08 5,82
Tetrakain 5,66 1,95 4,17 6,11 6,98
Leucinokain 6,15 1,83 3,84 5,62 6,43
Fomokain 6,35 1,87 3,95 5,77 6,58
Diperodon 7,86 1,94 423 6,33 7,20

* Migraéni ¢as ve fosfatovém pufru, ° pomér migragniho ¢asu ve fosfatovém pufru s pridavkem PEG k migraénimu &asu

v pufru bez PEG

0,9

bt

0,8

0,7

0,6

10 20

% PEG

30

Obr. 8. Zavislost poméru migracnich ¢asii anestetik k ¢asu
diperodonu na obsahu PEG v zikladnim elektrolytu; @ bupi-
vakain, O fomokain, B psikain

zy a rovnéz rostoucimu Sumu zakladni linie jsou ke kvanti-
fikaci vhodné pouze systémy obsahujici méné nez 25 %
PEG.

Distribuce mezi vodou a PEG pseudofazi uréuje me-
chanismus separace v systému s piidavkem PEG. Tvorba
pseudocrownovych komplexi neni vyznamnym prispév-
kem k separaci vzhledem k lokalizovanému stericky stiné-
nému kladnému néaboji. Molekuly PEG nejsou schopny
obklopit velké kationtové molekuly s lokalizovanym nabo-
jem. Druhy stupen protonizace aromatické skupiny u ana-
logti prokainu mize byt vyuzit pro jejich separaci a zkra-
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ceni doby analyzy v kyselém pufru s minimalnim obsahem
PEG.
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P. Adamovsky and Z. Stransky (Department of Ana-
Iytical Chemistry, Palacky University, Olomouc): Separa-
tion of Some Local Anesthetics by Capillary Zone Elec-
trophoresis in the Presence of Poly(ethylene glycol)

Separations of inorganic cations and organic com-
pounds by capillary zone electrophoresis (CZE) can be
favourably influenced by addition of poly(ethylene glycol)
(PEG) to the background electrolyte. Local anesthetics,
organic bases, were selected as models for testing the in-
fluence of PEG on migration and resolution of analytes.
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Uvod

Mykotoxiny jsou toxické sekundarni metabolity mik-
roskopickych vlaknitych hub, vyvolavajici rizné toxické
syndromy, souhrnné nazyvané mykotoxik6zy. Mykotoxiny
se vyskytuji na viech Grovnich potravniho fetézce'. Sou-
Casné vyzkumy dokazuji, ze riziko mykotoxinl existuje na
celém svété, véetné pramyslové vyspélych statd’. Z che-
mického hlediska se mykotoxiny fadi mezi vysoce stabilni
nizkomolekularni organické slouceniny nebilkovinné po-
vahy’.

Deoxynivalenol (DON) je mykotoxin produkovany
plisnémi rodu Fusarium (F. graminearum, F. culmorum),
které jsou b&znymi patogeny obilnin*. DON patii
k celosvetove nejrozsirengj$im trichothecentim’.
Z toxikologického hlediska jsou akutni negativni zdravotni
ucinky deoxynivalenolu charakterizovany zejména stievni-
mi potizemi a zvracenim®. Béhem vyroby piva deoxyniva-
lenol prechazi zkontaminované¢ho je¢mene do sladu
a nasledné pak do sladiny. V pribéhu dalSich krokl zpra-
covani jiz nedochézi k jeho odstran&ni & degradaci. Cés-
teCné se jeho koncentrace v pivu muZze snizit sorpci na
komponenty bunécné stény (zejména B-D-glukomanany)
pivnich kvasinek. Neni zcela jisté, jak dalece muze konzu-
mace piva obsahujiciho mykotoxiny ohrozit lidské zdravi®,
ale jeho pfitomnost, kromé jinych faktorti, mize vést ke
vzniku nezadouciho jevu zvaného ,,gushing®, nebo-li pie-
péiiovéani piva®. Tento tikaz je velmi komplexni a miize
souviset i s produkci specifickych metaboliti plisni, mezi
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kt%r,é[) patii napt. relativné malé proteiny zvané hydrofobi-
ny .

Piimé stanoveni DON ve vzorcich rostlinného pivo-
du bez jejich pfedchozi Upravy je vzhledem ke slozitosti
matrice velmi obtizné. Proto jsou pro pfipravu vzorku
k analyze uzivany rizné postupy, které maji za ukol vliv
této matrice minimalizovat. Nejcastéji pouzivanou meto-
dou je extrakce na tuhou fazi (solid phase extraction, SPE)
1. Zde byva s riiznou vyt&znosti aplikovana cela fada sor-
bentl, jako jsou napf. aktivni uhli-alumina, iontové vy-
ménné pryskyfice, silica, Florisil'?, grafitizované saze
(GCB), MycoSep kolonky a imunoafinitni kolonky'?.

K vlastnimu stanoveni DON v potravinach se
v posledni dob¢€ pouzivaji chromatografické metody, jako
je napf. plynova chromatografie s detektorem elektrono-
vého zéachytu (ECD)" nebo s hmotnostnim detektorem,
vysokoucinna kapalinova chromatografie shmotnostni
detekei & superkriticka fluidni chromatografie'®. Kromé
téchto metod jsou Casto aplikovany imunologické postu-
py, napf. radioimunologické analyza (RIA) ¢i enzymova
imunoanalyza (ELISA)".

Cilem prace bylo vyvinuti a zavedeni metodiky pro
extrakci mykotoxind z je¢mene a sladu a nasledné i jejich
stanoveni pomoci vysokoucinné kapalinové chromatogra-
fie s hmotnostni detekci. Metodika byla poté vyuZita
k hodnoceni kontaminace zrna je¢mene a z néj vyrobeného
sladu a k posouzeni vlivu sladovani na obsah DON.

Experimentalni ¢ast
Ptistroje

Stanoveni obsahu DON ve vzorcich bylo provadéno
na kapalinovém chromatografu Agilent HP1100 (Agilent,
Palo Alto, USA), sestavajiciho z vakuové odplynovaci
jednotky (model G1322A), kvartérniho cerpadla mobilni
faze (G1311A), automatického davkovae vzorku
(G1313A), UV-VIS detektoru s nastavitelnou vlnovou
délkou (G1314A), fluorescenéniho detektoru (G1321A)
a kvadrupolového hmotnostniho detektoru (G1946VL)
s ionizaci elektrosprejem.

Standard DON byl zakoupen u firmy Sigma-Aldrich,
s. . 0. (Praha, CR). Z n&j byl poté rozpusténim v aceto-
nitrilu p¥ipraven zasobni roztok o koncentraci 0,2 mg ml ™.
Roztok byl uchovavan pfi teploté¢ —18 °C. Metoda HPLC-
MS stanoveni DON byla vyvijena s roztoky cistého stan-
dardu. Ty byly pfipravovany vzdy Cerstvé ze zdsobniho
roztoku DON v acetonitrilu o koncentraci 0,2 mg ml™
fedénim. Veskeré pouzité chemikélie odpovidaly chro-
matografické CcCistoté a byly dodany firmou Sigma-
Aldrich, s. 1. o.

Vzorky je¢mene a sladu
Vzorky je¢mene a sladu byly ziskdny od firmy Agro-

test fyto, s.r.o (Krométiz, Ceskd republika). Jednalo se
o vzorky nékolika odrid je¢mene péstovanych v riznych
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oblastech Ceské republiky a po riznych predplodinach.
Sladovéni bylo provadéno v laboratoii VUPS a.s., Sladai-
ského ustavu v Brné. Pro kontrolu byl u vSech vzorkd ob-
sah DON stanoven nejprve komerénimi kity ELISA
(RIDASCREEN ® FAST DON; vyrobce R-Biopharm,
Darmstadt, Némecko) s limitem detekce (LOD) pro jec-
men 12 pg kg™, pro slad 62 pg kg™ a limitem kvantifikace
(LOQ) pro jeémen 42 pg kg™ a pro slad 190 ugkg™". Vy-
téznost metody pro obé€ matrice odpovida 110 %.

Ptiprava vzorku

Navazka 1 g jemene byla jemné rozemleta a extra-
hovana 10 ml smési acetonitril (ACN)/voda (84/16, v/v)
po dobu 2 min na michac¢ce (MS2 Minishaker IKA, USA)
a vznikla suspenze byla centrifugovana pti 10 000 ot min™'
po dobu 10 min (centrifuga Universal 32 R, Hettich Zent-
rifugen, Némecko). Pevny zbytek byl opét extrahovan
2x7ml smési ACN/voda (84/16, v/v), centrifugovan,
extrakty spojeny a odpafeny do sucha na vakuové odparce.
Odparek byl rozpustén v 1 ml smési ACN/voda (84/16),
smichadn s 5 ml vody a pfefiltrovan pifes membranovy po-
lytetrafluorethylenovy filtr (SMI-LabHut Ltd., UK) o veli-
kosti porti 0,20 um. Takto pfipraveny roztok byl precistén
extrakci na tuhé fazi (SPE) na vakuovém manifoldu
(Supelco, USA). Kextrakci byly na zakladé dat
z literatury"® vybrany kolonky Envicarb (Supelco, USA).
Ty byly pfedem kondiciovany 10 ml vody a 0,3 ml metha-
nolu. Matrice byla vymyta 3 ml smési ACN/voda (84/16)
a nasledné byl DON vymyt 2,5 ml methanolu, 5 ml metha-
nolu okyseleného 0,095 ml kyseliny mravenc¢i a nakonec
opét 2,5 ml methanolu. Ziskany extrakt byl po odpafeni
pod mirnym proudem dusiku do sucha rozpustén
v 0,75 ml mobilni faze (1 mmol 1" kyselina mravengi/
ACN, 90/10, v/v). Takto pfipraveny vzorek byl pouzit
k vlastnimu stanoveni na HPLC/MS.

Analyza pomoci HPLC/MS

K separaci byla pouzita dle cit.'® chromatograficka
kolona LUNA C18(2) o rozmérech 250 x 4,6 mm, plnéna
Casticemi o velikosti 5 pm (Phenomenex, USA). Mobilni
faze pro eluci DON méla sloZeni 1 mmol I”* kyselina mra-
ven¢i/ACN (90/10, v/v) a prutok 1 ml min~". Detekce pro-
bihala na MS detektoru v pozitivnim modu (DON jako

Tabulka I
Parametry hmotnostniho detektoru
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[DON + HJ", m/z =297 a [DON + Na]", m/z = 319). Nale-
zené optimalni hodnoty jednotlivych parametri MS detek-
toru jsou uvedeny v tabulce I. Cas potfebny k analyze &ini
15 min a eluéni ¢as deoxynivalenolu je roven 10,9 min.
Proces separace byl provadén pfi laboratorni teploté.

Kalibrace

Kalibracni kiivka byla sestrojena metodou standard-
niho pfidavku. Postup zpracovani vzorku pro kalibraci
odpovidal postupu pouzitého pro tGpravu realného vzorku.
Pred vlastnim zpracovanim vzorku bylo k navazce obilovi-
ny pfidano pozadované mnozstvi standardu DON. Vice
k problematice kalibrace pomoci metody standardniho
pridavku napf. v publikaci'’.

Vysledky a diskuse
Extrakce a ¢i$téni vzorku

Pii zpracovani rostlinné matrice bylo vychéazeno
z publikovaného postupu’®. Podle potieby byly jednotlivé
kroky modifikovany na nami pouzitou instrumentaci. Ex-
trakce DON byla nejprve vyvijena s Cistym standardem
a teprve poté aplikovana na realné vzorky. K extrakci byly
vybrany SPE kolonky Envicarb od firmy Supelco, LiChro-
lut EN od firmy Merck s. r. 0. (Ri¢any, CR) a komer&ni
jednorazova kolonka MycoSep 225 (Romer Labs, Tulln,
Rakousko). U vSech typtu kolonek byla sledovana vytéz-
nost DON a také reprodukovatelnost extrakéniho procesu.
Dale byl testovan i vliv objemu rozpoustédla, ve kterém
byl vzorek rozpustén pied prichodem kolonou, na mnoz-
stvi zachyceného DON. Vytéznost byla sledovana pro tfi
koncentraéni hladiny, a to podlimitni (500 pg kg™), limitni
(1250 ug kg™ a nadlimitni (5000 pg kg™). Nejvyssi vy-
t&znost DON v oblasti koncentraci kolem 1250 ug kg™
obilniny (maximalni povoleny limit z Nafizeni Komise
Evropského spoleenstvi &. 1881/2006 (cit.'®) vykazovaly
kolonky Envicarb (84,6 %), zatimco kolonky LiChrolut
a MycoSep mély hodnoty vytéznosti velmi podobné (65,9
a 64,1 %). Jako nejvhodné&jsi pro dalsi praci byla proto
zvolena kombinace kolonky Envicarb a vzorku rozpusté-
ného v5ml vody. Kvymyti DON slouzil methanol
a methanol okyseleny kyselinou mravenci (0,19 ml/10 ml

Rozmezi sledovanych hodnot

Parametr Optimalni hodnota
Prittok sugiciho plynu, 1 min™' 13

Tlak rozprasovace, kPa (Psig) 345 (50)

Napéti na kapilafe elektrospreje, V 4500

Teplota, °C 350

Fragmentor, V 125

S5az13

138 az 414 (20 az 60)
1500 az 6000

150 az 350

0 az 400
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methanolu). Byl studovan vliv objemu eluéniho ¢inidla na
vytéznost DON. Nejlepsich vysledk bylo dosazeno pfi
pouziti 2,5 ml methanolu, 5 ml okyseleného methanolu
a nakonec opét 2,5 ml methanolu.

Chromatografické stanoveni deoxynivalenolu

Dilezitym krokem pfi vyvoji chromatografické sepa-
race bylo stanoveni nejvhodnéjsiho slozeni mobilni faze.
Byla pouzita izokratickd eluce pfi poméru vodné faze
a ACN (90:10). U vodné faze byl sledovan vliv ptidavku
kyseliny mraven¢i o ruzné koncentraci (0; 0,01; 0,1
a 1 mmol I'"). Nejlepsich vysledki bylo dosaZeno pii pou-
7iti mobilni faze s 1 mmol "' kyselinou mravenéi. Ta za
pouzitych podminek metody nejvice podporovala ionizaci
molekuly DON, potfebnou pro jeji stanoveni na hmotnost-
nim detektoru. Citlivost metody byla dale zvySena opétov-
nou optimalizaci jednotlivych parametri hmotnostniho

Laboratorni pfistroje a postupy

detektoru (viz vyse).

LOD vyvinuté metody pro stanoveni obsahu DON ve
vzorcich je¢mene (sladu) je roven 25 ug kg™ = 0,033 pg ml™
(30 pg kg™ = 0,040 pg ml™") a limit kvantifikace 83 pg kg™
= 0,110 pgml™" (100 pg kg™ = 0,133 pg ml™"). V porov-
nani s vychozi praci'®, kde slouzil k analyze systém
HPLC-UV, se nam LOD s roztokem C¢istého standardu
podaftilo sniZit téméf desetkrat (LOD HPLC/UV = 0,095 ng
DON/ml, LOD HPLC/MS = 0,01 pg DON/ml). Limit de-
tekce publikovanych metod urcenych k analyze obilovin je
nasledujici: ve vzorcich psenice LOD = 50 pg kg™ (cit."),
LOD = 40 pgkg™ (cit.”®), kukufice LOD = 60 pg kg™’
(cit.").

Byla provedena validace metody v rdmci jednoho dne
(10 mefeni), kdy relativni smérodatnd odchylka (RSD)
nepfesahla 6,08% a v ramci péti dnd (25 méfeni)
s RSD 6,54 %.

Tabulka II

Srovnani metod ELISA a HPLC-MS pii stanoveni obsahu deoxynivalenolu ve vzorcich je¢mene a sladu (mnozstvi DON
vugkg™)

Odrtda Piedplodina ELISA™ HPLC/MS™
jecmene jeGmen slad jeémen slad
Bojos kukuftice 138 pod LOQ pod LOQ pod LOQ
Diplom cukrovka pod LOQ pod LOD pod LOD pod LOD
Jersey pSenice 51 pod LOD pod LOD pod LOD
Jersey kukuftice pod LOQ pod LOD pod LOD pod LOQ
Jersey mak pod LOD pod LOD pod LOD pod LOD
Malz cukrovka 92 pod LOD 104 pod LOQ
Malz cukrovka 50 pod LOD pod LOD pod LOD
Malz pSenice 0zima 58 pod LOD pod LOD pod LOD
Malz kukuftice 53 349 pod LOD 112
Prestige cukrovka 56 pod LOD 103 109
Prestige cukrovka pod LOQ pod LOD pod LOD pod LOD
Prestige pSenice 0zima 55 pod LOD pod LOD pod LOD
Prestige pSenice pod LOQ pod LOD pod LOD pod LOD
Prestige jeCmen jarni 835 295 641 499
Prestige slunecnice 42 pod LOD pod LOQ 127
Prudentia kukuftice pod LOQ pod LOQ 177 231
Sebastian - 53 193 pod LOD pod LOQ
Sebastian cukrovka 63 pod LOQ pod LOQ pod LOQ
Sebastian kukutice 59 299 pod LOQ pod LOQ
Tolar soja 103 pod LOD pod LOQ pod LOQ
LOQ"® 42 190 83 100
LOD* 12 62 25 30

2LOD - limit detekce; ® LOQ — limit kvantifikace
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Vysledky méteni

20 vzorkd jeCmene a znich vyrobenych 20 vzorki
sladu bylo analyzovéno na obsah DON. Pfi pouziti SPE
extrakce a HPLC-MS analyzy ptevySovalo mnozstvi DON
LOQ v deviti ptipadech (viz tab. II). Analyzami provede-
nymi pomoci kiti ELISA RIDASCREEN® FAST DON, se
podatilo kvantifikovat DON celkem v 18 vzorcich. Pri
porovnavani vysledki je nutné ptihlédnout k faktu, ze
LOQ byl nizsi u vzorkt jeémene nez u sladu (ELISA 5,2x
niz§i, HPLC/MS 1,2x niZs§i), tudiz nebylo mozné vyhodno-
tit velmi nizké koncentrace DON v materialu po sladovani.
V piipadech, kdy se mnozstvi DON pohybovalo pod LOQ
ve vychozim materidlu, nebylo jeho mnozstvi s jedinou
vyjimkou stanovitelné ani po procesu sladovani.
Z naméfenych hodnot u pozitivnich variant je ziejmé, ze
obsah DON ve sladu nékde prevysil jeho obsah v kore-
spondujicich vzorcich je¢mene, v nékterych ptipadech byl
naopak nizi. Schwarz a spol.?' sledovali zmény obsahu
ergosterolu a DON v prub¢hu sladovani. Hodnoty obsahu
DON v zeleném sladu Cinily 18-114 % hodnoty obsahu
DON v ptivodnich vzorcich je¢mene, u uhvozdéného sladu
bylo rozpéti téchto hodnot 16—100 %. U kontaminovaného
jeCmene se muze obsah DON zvysit v prubéhu maceni,
kliceni a na pocatku hvozdéni je¢mene, kdy jsou nastoleny
idealni podminky pro rist plisni a dalsi produkci mykoto-
xind*>*%. Na strang druhé mize dojit k poklesu mnozstvi
DON a to pii maceni zrna, diky odstranéni prachu a splav-
k@, a také vylouZenim deoxynivalenolu do maceci vo-
dy®'°. Vztahy mezi obsahem DON v je¢meni a ve sladu
jsou obecné velmi riiznorodé a zavisi jak na odrtidé je¢me-
ne, tak také na technologickych podminkach sladovani®.

Zavér

Cilem prace bylo vyvinuti a zavedeni metodiky pro
extrakci a stanoveni DON v obilovinach dostupnou instru-
mentaci. K SPE extrakci DON zrostlinného materidlu
byla vybrana velmi ucinna kolonka Envicarb (Supelco).
K vlastnimu stanoveni byl pouzit kapalinovy chromatograf
s hmotnostni detekci. LOD pro vzorky je¢mene (sladu) je ro-
ven 25 pgkg™! 30 pgkg™) a LOQ 83 pgkg™ (100 ugkg™).
Doba analyzy odpovida 15 min, coz ji ptredurCuje jako
vhodné feseni pro veétsi série analyz. Vyvinutd metoda je
relativné levna, rychla a ma dostate¢nou citlivost, zarucuji-
ci stanoveni nizkych koncentraci DON v obilovinach.
Aplikaci tohoto postupu jsme ziskali hodnoty obsahu
DON ve vzorcich jeémene a z n€j vyprodukovaného sladu.
Namétené vysledky jednoznacné€ neprokézaly pokles nebo
nartist obsahu DON v procesu sladovani. Obsah DON ve
vSech analyzovanych vzorcich byl pod maximalnim povo-
lenym limitem danym legislativou.
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Laboratorni pfistroje a postupy

A. Jeikova®, J. Karasova®, V. Dohnal™"™,
and L. PoliSenska® (“ Department of Food Technology,
Faculty of Agronomy, Mendel University of Agriculture
and Forestry, Brno, " Department of Toxicology, Faculty
of Military Health Sciences, University of Defence, Hradec
Kralové,  Department of Chemistry, Faculty of Science,
J.E. Purkyné University, Usti nad Labem, ¢ Agrotest Fyto
Ltd, Kromériz): Development of Solid-Phase Extraction
and HPLC/MS Methods for Deoxynivalenol Determi-
nation in Barley and Malt

A method for the determination of deoxynivalenol
(DON) in cereals has been developed and tested. The
method is based on solid phase extraction in a column and
subsequent separation by HPLC-MS. DON was detected
with a MS detector in positive mode. The method is inex-
pensive, fast and highly sensitive. The method was used
for the determination of deoxynivalenol in barley and malt,
with the detection limit 25-30 pgkg™'. Changes in the
DON content after malting were followed using the
method.
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Uvod

Podnik Deza, a.s. je tradi¢nim zpracovatelem ¢ernou-
helného dehtu a surového benzolu, které ve svém vyrob-
nim zatizeni separuje na jednotlivé olejové frakce slouzici
dale k vyrobé Ccistych aromatickych chemikalii. Jednou
z izolovanych olejovych frakei z destilace dehtu je naftale-
novy olej, ze kterého je destilaci a naslednou krystalizaci
zisk&van naftalen. Pfed témito operacemi jsou oddélovany
fenoly a zasady (odfenolovani) s cilem zvysit koncentraci
naftalenu, odstranit slozky zptsobujici nemoznost rektifi-
kacniho koncentrovéani naftalenu tvorbou azeotropickych
smési a casteCné oddélit latky, které maji teplotu varu bliz-
kou naftalenu.

V provoznich podminkach vyrobny DEZA, a.s. pro-
biha odfenolovani surového naftalenového oleje (SNO)
protiproudné ve dvou stupnich pomoci vodného roztoku
NaOH. Surovy naftalenovy olej je pfimo odebiran
z kontinualni destilace dehtu a pfivadén na jednotku vyro-
by naftalenu. V prvnim stupni odfenolovéni probiha cés-
te¢né odfenolovani pomoci parciadlné nasyceného fenolatu
sodného (FS1) z druhého stupné. Do druhého stupné je
pak pfidavan Cerstvy roztok hydroxidu sodného a surovina
je hloubéji odfenolovéana. Surovy naftalenovy olej (SNO)
obsahuje podle zpracovavané suroviny az 4 % kyselych
fenolickych oleji (KO). Blokové schéma odfenolovani je
zndzornéno na obr. 1.

Pii béZném odfenolovani dosahuje koncentrace zbyt-
kovych KO asi 0,6 %. Pfitom je prokazano, ze je pii piizni-
vych  podminkdch a optimalnim néstfiku  moZno
v odchazejicim odfenolovaném naftalenovém oleji 1 (ONO1)
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Obr. 1. Zjednodusené blokové schéma odfenolovani surového
naftalenového oleje; FS — fenolat sodny

dosahnout podstatné nizsiho obsahu fenolt. Z diivodu zvyse-
né potieby produkce je v zafizeni zpracovavano vyrazné
vice suroviny, nez bylo pii navrhu technologie ptvodné
uvazovano. Pfedimenzovany nastfik spolu s mimofadné
jednoduchou konstrukei délicek (bez zarazek, koalescenc-
nich z6n apod.) vede k problémim pfi odd€lovani vodné
faze (VF) z ONOI a ke tvorbé emulze. Jako dusledek ne-
kvantitativniho oddéleni VF jsou kapénky vodné faze str-
havany do ONO1. Nasledné dochazi v predehiivaci ONO1
pred destilaci k prudkému odpafeni vody z kapének
a k usazovani anorganickych usad na sténach zafizeni.
Mechanismus usazovani anorganickych soli, ktery vsak
neni pfedmétem této studie, je pritom velmi komplikova-
ny. Bilance naznacuji, Ze na teplosménné ploSe se skokoveé
meéni v dusledku prudkého vypafeni vody pH, které jesté
podporuje vytvareni vrstvy soli. Tvorba usad vede nasledné
k vyraznému snizeni koeficientu ptestupu tepla na vyméni-
kovych trubkéch a zafizeni musi byt ndkladné ¢isténo.

Cile projektu

Jednou z prvnich feSenych otézek byla proto rychlost
sedimentace v kontinudlnim a diskontinualnim uspofradani.
Regeni problému je komplikovano faktem, Ze zpracovava-
na surovina je nepruthlednd a neni jednoduché, i pii labora-
tornich testech napf. rozeznat tvorbu kapének/koalescatt
vodné faze pfi jejim odsazovani z organické faze. DalSim
cilem projektu bylo posoudit moznosti technologickych
zmén stavajiciho odfenolovani a navrhnout upravy, které
by vedly jak ke snizeni koncentrace fenoli v ONOI, tak
k niz§imu zanaSeni teplosménnych ploch v navazujicich
vymeénicich.
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Vysledky a diskuse

Bilance sedimentacéni rychlosti

Cilenymi laboratornimi experimenty byly stanoveny
sedimentacni rychlosti kapének vodné faze v naftalenovém
oleji na 5,2-10™ — 8,4-10* ms™ v zavislosti na rychlosti
proudéni. Déle byla z bilanci provoznich udaji a z udaji
o geometrii zafizeni vypocitana rychlost unosu vodné faze
ve studované déli¢ce. Byla odhadnuta hodnota 5,6-107*
m ™. Bylo zji§téno, Ze rychlost tnosu vodné faze je srov-
natelnd s rychlosti sedimentace a zékonité¢ tedy musi do-
chazet k strhavani vodné faze do hlavniho proudu oleje.
Resenim problému mohlo proto byt bud’ zvyseni rychlosti
sedimentace vodné faze nebo snizeni rychlosti toku nafta-
lenového oleje v popisovaném separa¢nim systému. Pri-
béh sedimentacniho experimentu je dokumentovan
vobr. 2, kde je navic znazornéna bilance sedimentacni
rychlosti kapénky VF v naftalenovém oleji.

Systém odfenolovani SNO je mimofadné komplexni
a jednotlivé kroky jsou mezi sebou Uzce svdziny. Proto
bylo nutné uvazovat nejen o moznostech Uiprav samotné
délicky, ale i o modifikacich ostatnich aparatl, které by
vedly ke zlepSeni odsolovani ¢i k lepSimu odsazeni vodné
faze z ONOI. Po hlubsi analyze byly zvoleny dvé moznos-
ti technologickych uprav, které budou nyni v detailu pro-
diskutovany:
pouziti orientované struktury podporujici koalescenci
kapének vodné faze,
kontinualni odbér vodné faze ze zasobniku odfenolo-
vaného naftalenového oleje.

Organicka faze

Vodna faze

Obr. 2. Sedimentacni test v laboratornim méfitku a bilance
rychlosti sedimentace, uor = 5,6:10° ms™, ug=5,210" ms™
a78,310*ms!
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Orientovana struktura naplné délicky

Instalace orientované vyplné v celém prifezu délicky
by byla velmi slozitd, pracnd a ndkladnd procedura
s nejistym vysledkem. Z tohoto diivodu byla zvolena vari-
anta externiho koalesceru, ktery pracuje jako samostatny
segment. Vlastni aparat tvoii ocelovy valec, ve kterém je
ukotvena orientovand ndpli napomdhajici koalescenci
kapének vodné faze. Na orientovaném elementu jsou za-
chycovany prednostné kapénky vodné faze, které se shlu-
kuji do kapének velikosti fadové n€kolik milimetrti a dale
pfechazeji spolecné s olejem na specidlni hydrofobni tka-
ninu. Tam dochazi k oddéleni oleje a vodna faze se hroma-
di ve sbérné komore, ze které je podle potieby vypousténa.
Obr. 3 dokumentuje konstrukci pouzitého koalesceru pro
oddéleni kapének vodné faze.

I

d—. Differenzdruckanzeige (4)

Deckel (5)
(1)

Coalescer-
Element (6)

Tropfen-
abscheider (7)

Obr. 3. Schéma oddéleni vodné faze

koalesceru
z naftalenového oleje

pro
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Poloprovozni overeni. K provedeni poloprovoznich
testdi bylo odvétvovano 0,3—1 m*hod™" suroviny (ONOI).
Pro zhodnoceni G¢innosti koalesceru byl analyzovan obsah
vody na odkalovacim ventilu, vstupu a vystupu
z koalesceru. V provedenych testech nebylo dosazeno na
vystupu z koalesceru vyznamného snizeni obsahu vodné
faze oproti vstupni suroving. Stanovené hodnoty se ménily
kolem 0,1 hm.%, na vystupu z odkalovaciho ventilu bylo
v ustdleném stavu detegovano pouze 0,2 hm.% vody.

Pfi¢inu neuspokojivych vysledkl je mozno spatfovat
ve velmi malém rozdilu hustot v kombinaci s nizkou kon-
centraci vody, ktera mize byt z Casti také rozpusténa
v naftalenovém oleji. VSechny uvedené skutecnosti vedou
pravdépodobné k vytvofeni velmi malé hnaci sily procesu
usazovani. Pouziti orientovanych vyplni neni vhodné pro
systémy kapalin s blizkymi hustotami. Z tohoto divodu
nebyly provedeny zadné dalsi kroky v tomto technologic-
kém sméru.

Kontinualni odtah vodné faze

Zakladni problém celé technologie, tj. vytvaieni vrst-
vy anorganickych soli na teplosménné plose vyméniku
pred rektifikaci je zptisoben tim, ze je ¢ast vodné faze (VF)
z delicky strhdvana do proudu ONOI1. Mezi délickou
a vyménikem je jeSté zafazen mezizasobnik. Jeho funkci je
akumulovat ONO1 pii najizdéni jednotky po odstavce.
V téchto ptipadech je mozné pravé v tomto tanku selektiv-
né odebrat nahromadénou ¢ast vodné faze VF, kterd byva
normalné odcerpana spolu s proudem ONOI1 do dalsiho
zpracovani. Vopraxi je pfed spuSténim destilace
s predfazenym vymeénikem tepla jednoduse odcCerpana cast
suroviny ze dna mezizasobniku (tzv. odstfik) jako odpad
zpét do technologie odfenolovani. Velmi dulezity je pfi-
davny efekt stavu tohoto technologického zatizeni. SloZzeni
ONO1 z mezizasobniku bylo totiz po odstfiku testovano
na obsah vody s cilem bilancovat mnoZstvi strhdvané vod-
né faze do ONOI. Pravé obsah vodné faze pred vymeéni-
kem je zodpovédny za tvorbu anorganickych tisad. Bylo
zjisténo, ze tato koncentrace je mimoiadné nizka. Stanove-
ni vodné faze v ONOLI je vSak zatizeno velkou experimen-
talni chybou, a proto bylo nutné tuto bilanci upfesnit. To
bylo mozné diky realizaci kontinualniho odbéru spodni
vodné frakce ze zasobniku, ktera byla jimana a analyzova-
na. Dalsi vyhodou kontinuélniho odtahu vodné faze VF je
potom pifesné¢ definovany odbér spodni frakce
z mezizasobniku, a tim také vyrazné jednodussi provoz
(bez slozitého rozehfivani potrubi pied odstfikem apod.)
této Casti technologie.

Po dokonceni stavebnich tGprav a pievzeti zafizeni
byla provedena celd sada provoznich experimentl
v ruznych provoznich rezimech. Pfi dostatecné dlouhé
dobé¢ zdrzeni se jednoznacné potvrdil pozitivni vliv konti-
nualniho odtahu VF na sniZenou tvorbu anorganickych
usad pfi predehifevu ONOI.

PoZadovana kapacita (rychlost) produkce neumoziuje
zajistit v existujicim zafizeni potifebnou dobu zdrzeni ma-
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terialu v zasobniku. Potfebny Cas k odsazeni vodné faze by
mohl byt zajiStén pomoci dvou dostatecné velkych zésob-
nikti s kontinudlnim odtahem vodné faze pracujicich
v periodickém reZzimu. InZenyrsky ndvrh tohoto feSeni
bude zalozen na spojeni matematickych modelti obou za-
sobnikil.

Zavéry

Zvyseni vyrobni kapacity pfimélo technické pracovni-
ky Deza, a.s. se detailn€ji zabyvat intenzifikaci oddéleni
vodné faze VF od odfenolovaného naftalenového oleje ze
stupné ONOI s cilem snizit rychlost tvorby usad na sté-
nach vyménikd. Ve spolupraci s firmou QUIDO-
Engineering Berlin byly prométeny a vypocitany rychlosti
odsazovani vodné faze VF z odfenolovaného naftalenové-
ho oleje ONOI, cely systém byl bilancovan a na zakladé
ziskanych poznatkli byla navrzena mozna technologickd
feSeni.

Bylo zjiSténo, Ze pouZiti orientovanych struktur na
systémy s blizkymi hustotami a nizkou koncentraci jedné
z fazi neni vhodné z diivodu vytvofeni velmi malé hnaci
sily procesu.

Jedno z moZnych feSeni uvedeného problému spociva
v zajisténi dostatecné doby zdrzeni materialu ve dvou peri-
odicky pracujicich zasobnicich.

Autori tohoto prispévku dekuji provozu naftalen pod
vedenim pana Sedldre za systematickou podporu pri Feseni
problematiky, stejné jako vedeni firmy DEZA, a.s. za pro-
fesionalni zastitu celé problematiky.

Seznam zkratek

KO kyselé fenolové oleje

SNO surovy naftalenovy olej

FS1 parcidlné nasyceny fenolat sodny

ONO1 odfenolovany naftalenovy olej ze stupné 1
VF vodna faze

Q. Smejkal®, M. Zgabaj®, J. Obermajer” (“ QUIDO-
Engineering, Berlin, Germany, "DEZA Co., Valasské

vvvvv

Separation of Phenols from the Naphthalene Fraction

The regime of the unit for separation of phenols from
the naphthalene oil fraction was analysed. It was found
that the critical problem of the unit is a solid deposition on
the heat transfer surface. The solid formation is due to
a low sedimentation rate of water from naphthalene oil due
to a high flow rate in the equipment. To solve the prob-
lem, installation of two additional sedimentation tanks was
proposed.
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Klicova slova: Reakéni rychlost, reakéni kinetika, koncen-
trace, aktivita

Pfipomenime n¢které problémy definice reakéni rych-
losti, jak se s ni chemik setkava v riznych kontextech.

Oznacime-li symbolem #; latkové mnozstvi chemické
latky i, pak Casova zména tohoto mnozstvi

_dn,
"dt

tedy rychlost pfemény latky 7, je klicovou veli€inou reak¢-
ni kinetiky. R; je extenzivni veli¢inou, zavislou na velikosti
systému, pficemz zkusenost tika, ze pribeh reakce zavisi
jen na intenzivnich stavovych proménnych, jako jsou kon-
centrace, teplota a tlak. Proto je vhodné vztdhnout rychlost
pfemény R; na nékterou extenzivni veli¢inu, nejcastéji na
objem V systému. Potom je rychlost pfemény jako inten-
zivni veli¢ina definovéana vztahem

1 dn,
ro=—
Vodt

Teprve studiem rychlosti pfemény vSech zucastné-
nych latek vcetné meziprodukti mtzeme odhalit reakcni
mechanismus a vybrat k jeho popisu vhodné chemické
rovnice.

Jakmile dojdeme k pfesv&dCeni, Ze v systému probiha
jedina reakce obecné zapsana napt. formalni rovnici

vAA+ vgB+ .. —>wM+wN+ ..

kde vzorce reaktanti byly nahrazeny symboly A, B,...,
vzorce produktd M, N,... a kde v; jsou stechiometrické
koeficienty pfislusnych sloucenin, dostaneme se na zaca-
tek obvyklych tivah ucebnic chemické kinetiky. Pridame-li
dalsi predpoklady, Ze se latkové mnozstvi slozek neméni
pfitokem ¢i odtokem, dé se zavést pojem rychlost pfemény
r (jinak téZ pocet obrati reakce), ktera tika, kolikrat tato
reakce probéhne v jednotce objemu za jednotku casu
(v zékladnich jednotkach mol m~=>s™"). Tato rychlost pak
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7=
v,V dt

souvisi s rychlosti zaniku (rate of disappearance) reaktantti
a s rychlosti vzniku (rate of appearance) produktl

-1 dn, -1 dng; 1

vV dt

dny,

- _ L odny _
Ty Vode vV ode

Kromé toho, Ze platnost téchto rovnosti je podminéna tim,
ze smi probihat pravé jen jedina reakce, takto definovana
rychlost reakce r zavisi také na zépisu jeji chemické rovni-
ce. Je to vidét tfeba na jednoduchém ptikladu, kdy hodno-
ta r reakce

C+%0,—CO

je za stejnych podminek dvojnasobna nez hodnota » pro
tutéz reakcei, zapsanou rovnici

2C+0,—2CO

Této nejednotnosti se v praxi reaktorového inze-
nyrstvi predchazi tim, Ze subjektivné vybereme jednu latku
za kli¢ovou a u ni nastavime stechiometricky koeficient na
jednotku. Obvykle neni problémem, kterou latku zvolit,
protoze je praktické vybrat néktery z reaktantd a to ten,
ktery je nejsledovanéjsi, nejcennéjsi a vétSinou nebyva
v prebytku. Kli€ové latce pfitadime pismeno A a rychlost
pfemény pak vztahujeme k rovnici

A+ (vglva) B+ ... > (vm/va) M+ (Wn/va) N+ ..
pfipadné k dal$im probihajicim reakcim, v nichz latka A
vystupuje.

Reakéni rychlost jako intenzivni veli¢inu » pak odvo-
zujeme od rychlosti zaniku reaktantu A

Tak zavadi pojem reakéni rychlost (rate of reaction) prvo-
planové vétsina standardnich uebnic obecné a fyzikalni
chemie a inzenyrstvi chemickych reaktorti. Uved'me zde
knihy dostupné v &esting a slovensting'™'* a pridejme fun-
damentalni'' "3, Prekladatelé Moorovy knihy” k tomu do-
porucuji, aby se pojem jesté rozsitené konkretizoval jako
,rychlost reakce v jednotkovém objemu*.

Vztazeni reakéni rychlosti na objem reakéni smési se
hodi vyborné pro bézné homogenni reakce. U katalytic-
kych reaktor byva uceln€jsi vztahnout rychlost pfemény
treba na hmotnost katalyzatoru, sypny objem nebo aktivni
povrch heterogenniho katalyzatoru a dalsi veli€iny se nabi-
zeji v kontextu reaktord vicefazovych; takové varianty
zavedeni pojmu reak¢ni rychlost ukazuje napf. Kraus,
Schneider a Beranek'’, aviak obecné to patii az do specia-
lizovanych kapitol pokrocilejSich monografii o reakéni
kinetice a jejim praktickém pouZziti.

Zavedeni reak¢ni rychlosti 7 (v jednotkovém objemu)
je vrcholné uzitecné jiz proto, Ze s timto pojmem je mozno
vyuzit existujici bohaty aparat’ " vzorcii a algoritmi pie-
nosu dat mezi laboratofi a realnymi reaktory i tiecba za
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podminek, ze systémy jsou oteviené, kontinualni nebo
semikontinualni, se zménami tlaku a teploty. (Pozn.: po
zavedeni dalSich pojmd, jako je napf. vytézek a selektivita
je moZno pomoci (r,) obsdhnout také situace, kdy probiha
vice soubéznych anebo naslednych reakci.)

Ve zvlaStnim piipad¢ kdyZ se neméni reakeni objem,
plati pro koncentraci

n
Cp = 7A
a reakéni rychlost » se da vyjadrit jako
r = - de,
dt

Avsak v zadném ptipadé nedoporucujeme rychlost zmény
koncentrace r; pokladat za obecnou definici reakéni rych-
losti, jako se toho dopoustéji nékteré, v piislusné kapitole
trivializované uGebnice nebo prirucky'*'®. Je to asi dano
tim, Ze za autorstvim stoji takovi chemici, ktefi znaji kine-
tiku jen platonicky, aniZ by s ni nékdy néco komplikova-
n&jsiho museli fesit. Atkins ale v nov&j$im vydani® tento
nedostatek jiz napravuje. Chemicky inZenyr by nebyl ziej-
m¢ ptilis potéSen tim, Ze musi napf. pracovat se vztahem

t V(t)
nA(t): nA(to)—J.V r, dt + JcAdV
ly V(ty)

misto bézného

na0)=n, ) [V r

ty

atd., atd. (i kdyZ ani to jist¢ neni nepfekonatelné).

Dalsim problémem pii zapisu vztahii pro rovnovahy
a kinetiku reakci je s oblibou pouzivany symbol [A], ktery
jednou oznacuje (jako v definici IUPAC'®) skutetné kon-
centrace ¢4 ; jindy je to jen bezrozmérné ¢islo nazyvané
relativni koncentrace (napf. v zakladni pfirucce Vacika
aspol."), nékdy jsou to dokonce aktivity. Zvyklosti
s hranatymi zavorkami a s jejich vyznamem v chemickych
pfiruckach jsou nejen nejednotné, ale jsou i v konfliktu
s doporugenimi ISO*!. (Pfed webovou verzi Zlaté knihy
IUPAC'™* varujeme uzivatele obecné, nebot je natolik
nedbala, Ze napt. s tamni ,,definici* vychazi pro vodu cosi
jako pH=-7=+0,05)

V oboru, ve kterém se prolinaji pfirodovéda s fyzikou
a inzenyrskymi disciplinami, budou pravdépodobné pietr-
vavat stale urCité nazvoslovné stfety. Bylo by rozumné,
kdyby se zavadéni pojmu reakcni rychlost ponékud ujed-
notilo. Pokladali bychom pfitom za uzite¢né, kdyby se to
pfizplsobilo zvyklostem inzenyrské chemické kinetiky.
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Diskuse

DISKUSE

Nechame si vytunelovat i ceskou védu?

Roku 1769 vznikla v ¢eskych zemich Spolec¢nost uce-
n4, jejiz naplni bylo v&novat se védecké praci a vysledky
publikovat. V pribéhu uplynulych 240 let se tato Spolec-
nost parkrat prerodila do novych modernich organizaci,
avSak se stejnym zamérem — péstovat v Ceskych zemich
védu na vysoké trovni, a soucasnd Akademie véd CR je
poslednim ¢lankem, jez z ptivodni Spolecnosti ucené po-
stupné vznikly (viz Wikipedie).

Kralovska ceska spole¢nost nauk (1784—1952)

Ceskéa akademie véd a uméni (1890-1952)

Ceskoslovenska akademie véd (CSAV) (1953-1992)

Akademie véd Ceské republiky (AV CR) (1992 - )

Dulezitost existence védecké instituce typu akademie
si po dlouhd 1éta jejiho trvani uvédomovala fada ¢eskych
buditelii, mecenasi a velikant pramyslu, ktefi stédie doto-
vali védu odkazem budov a dalSich pozemskych statku,
protoze si uvédomovali, Ze véda je nedilnou soucasti rustu
sebevédomi naroda a jeho zaclenovani do vyspélé Evropy.
Lze konstatovat, Zze se diky pomoci tfady vzdélanych
auvédomélych donatord podafilo udrzet bez pieruseni
védeckou praci v Ceskych zemich i pies historické pielo-
my, které¢ v dobrém i Spatném zasadn¢ zménily zdejsi spo-
leCenské usporadani (1918, 1939, 1948). Za némecké oku-
pace akademie ilegaln¢ nahrazovala uzaviené vysoké sko-
ly, v obdobi komunistické perzekuce Akademie véd umoz-
fiovala i ,,neprovéfenym® badatelim a hlavné ucitelim
vysokych §kol prezit politickou diskriminaci. Po roce 1990
se Akademie uplné zreformovala na zéklad¢ pfisného au-
ditu zahrani¢nich odborniki, o tfetinu zeStihlela a zbavila
se komunistickych pohrobktli, coz bohuzel na vysokych
Skolach neprobéhlo.

Nemovitosti patfici Akademii z vy$e zminénych dart
maji nyni hodnotu n€kolika desitek miliard K¢ a prave ty
se staly v soucasné¢ dobé centrem pozornosti developerd,
protoZe ostatni majetky (napf. diive existujicich organizaci
ROH, SSM, atd.) uz byly zprivatizovany, vytunelovany
(amnohdy i rozkradeny). Scénaf zrusSit akademii jako
instituci neni tudiz ptekvapujici ani novy, protoze béhem
poslednich 20 let se napady, jak dosdhnout na jeji majetek,
uz objevily. Soucasny pokus se trochu odliSuje, protoze je
zfejmé vysledkem prace lobbistil a dosazenych ufedniku,
kteti mnohdy maji jen povSechné povédomi, jak se véda
dela, jak funguje a co celospolecensky reprezentuje, a je-
hoz cilem muze byt rozestvat akademickou obec a prosté
rozbit stavajici a vyuzit vhodny okamzik tfeba pravé pro
zakulisni majetkové tahy. Takovyto ekonomicky zamér je
usnadnovan zastiténim se statistikami a formalnim vyhod-
nocovanim vysledki védy, které jsou Casto ucelové zkon-
struovany tak, aby prave slouzily urcitému zdméru (vrstve)
hodnotitelt a né€kdy neodrazeji skute¢ny stav véci. Ma
smysl takto ,.konkurovat“ serioznim védeckym vystuptim
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a zneuzivat citacni balast, jako je tfeba mechanické zlepse-
ni softwaru ¢i navrzeni uzitného vzoru? Nedostdvame se
tim na neblahou trovenn vynucované¢ho a vzdy kladného
zhodnocovani ,,zlepSovacich navrha*“? I zakladni teze Hos-
podai'ské komory CR Ize vidét v obdobném socialistickém
duchu — cituji ,,poZadované zmeény prispeji k riistu konku-
rence schopnosti nasich podnikatelii v ére globalni ekono-
miky s ucelem docileni ekonomického ristu jednotlivych
regionii ve snaze pribliZit se priuméru zemi EU* — se za-
mérem pievést vyzkumné pracovniky do sféry vysokych
Skol, kde tato dé€lnd generace chybi anebo je propustit,
stejné jako namezdné délniky na stavbach. Zasadni rozdil
je v8ak v tom, ze ndmezdné délniky nemusi nikdo vycho-
vavat, zatimco vytvéteni Spickového badatele je dlouhodo-
by proces a nelze s nimi manipulovat ze dne na den, a je-
jich existence je navic i chloubou néroda.

Uvazujme, k ¢emu by zruseni Akademie véd, jako
jediné ceské mezindrodné uznavané védecké instituce,
mohlo vést:

Bude opravdu znamenat rozbiti ¢i rozkouskovani aka-
demie a zpfetrhani vazeb na vysoké skoly, zvyseni
prestize vysokych Skol (jejichZ nejlepsi reprezentanti
jsou nékde az ve treti stovce celosveétoveé srovnava-
nych vysokych $kol?).

Zlepsi to citacni rejstiik vysokych skol, kdyz fada
vysokoskolskych pracovnikidi pfevazné publikuje
v domacich casopisech, sbornicich ¢i konferencich,
i kdyz nelze ptehlédnout, ze i vysoké Skoly maji veli-
ce kvalitni vyzkum?

Je vhodné posilit vysoké skoly, které se v regionech
kvapné rodi a ustavuji nékdy na urovni odbornych
skol?

Muizeme prelit penize na védu do penéz na aplikovany
vyzkum, ktery neexistuje a ktery bude potfeba nejprve
vybudovat v horizontu mnoha let?

Mizeme si dovolit rozbit renomovanou instituci, ktera
patii k tém nejlepsim, jen na zakladé prace lobbistd,
kteti i o svém vysledku uz sami pfedem pochybu;ji?
Nehraje se opravdu jen o majetky a nejsou vedouci
pracovnici vysokych Skol nevédomky zneuzivani
v této hie, kdyz zde existuje dlouholetd vzajemna
davéra a spoluprace diileZita pro preziti obou subjek-
t1?

Celkovy objem na vyzkum a vyvoj v roce 2010 je téméf
25 miliard K¢, pfi¢emz dotace Akademii by mély klesnout
o miliardu na cca 4,9 miliard K¢ a do roku 2012 dale spad-
nout na pouhych 3 miliardy K¢&. Tyto uspotfené 3 miliardy
také predstavuji pfipravované a statem dotované Srotovné,
které pottebuji nase (ale vlastné cizacké) montovny vseho
mozného k preziti, zejména proto, Ze nemaji sviij vlastni
védecky vyzkum. USetfené 3 miliardy (reprezentujici jen
nekolik km vystavby predrazené dalnice) by mély byt vé-
novany vysokym Skoldm — kdo vSak zaruci, ze Skoly toto
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relativné malé finan¢ni zvyhodnéni svého celkového roz-
poctu opravdu vyuziji jen a jen na zkvalitnéni vyzkumu!
Neni potieba predstirat, ze Skoly (stejné jako tieba auto-
mobilky) penize nepotiebuji nebo Ze je nevyuziji — penéz
neni nikdy dost! Pfed o¢ima mame neblahou situaci hos-
podaiské krize, kterd je ve své podstaté krizi divéry
v prerozdélovani penéz. Bankovni systém se stal nedtve-
ryhodny a pro jeho ocistu se nam serviruje Setrnost, na
které opét vydélavaji ti bankéfi a jejich lobbisti, co nam
Setrnost serviruji a ktefi to vlastné¢ zpusobili. Ano,
v ptipadé hospodaiské krize je zahodné Setfit, ale je potie-
ba védét, kde Setfit! Chytré staty nepodporuji absurdni
Setfeni formou lobbistickych projektt Srotovného a zvy-
hodiiovani montoven (od zeleza az po elektroniku), ale
sazeji na rozvoj védy a na svoji odbornou sobéstacnost,
zaloZzenou pravé na vzristu védeckého potencidlu. Misto
tohoto moudrého uvazovani u nas vlada (prostiednictvim
svych lobbistickych komisi) védu predklada jako jakousi
malichernou a dokonce neddvéryhodnou c¢innost, jak je
vidno tfeba z pfispévku statu na védu, kde napt. Finsko
namisto ¢eskych 0,7 % HDP dava na védu plné 3 %. A tak
se hledaji diivody, pro¢ tolerovat takové elementy, ktefi pti
ekonomické povodni rabuji a naopak se hledaji divody,
jak potlacit hasice-védce, co zachranuji (mozna co se jesté
zachranit da).

Véda pfinasi pro mnohé Casto samoziejmé vysledky,
které mtizeme vidét napf. v modernim 1ékafstvi. Pivodni
zaklad takovych vysledkti se ovSem skryva v teoretické
praci, kterda se casto dostava do aplikacni sféry
s mnohaletym zpozdénim, coz vSak vyznam zékladniho
védeckého vyzkumu nijak nesnizuje. V celosvétovém hod-
noceni ma véda pro spolecnost mimotadny pfinos, i kdyz
se vyuzije pouhé procento vysledkl! Politici a zejména
jejich lobbisti ptidali CEZu nékolik desitek miliard, které
samoziejm¢ chybi n€kde na trhu, mnoho miliard se pro-
marnilo zavadénim béznych technologii a danovymi
prazdninami firmam, které postavily haly pro manudlni
robotickou praci, ale které si nechavaji samy pro sebe to
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s oblibou fika). Dobrovolné védu a vyzkum na sebe nikdo
nevezme, protoze vyrobni podniky na vyvoj penize davaji
nerady, ale ochotné dotace rozpoustéji ve svém ucetnictvi
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— a kdo by v primyslu, za tak nizkou mzdu jako pracovni-
ci akademie, chtél, pracovat? NeuvaZené prelévani pencz
do aplikovaného vyzkumu vyrobni sféry je tak motivovano
spiSe lobbingem neZ seriozni analyzou cilenou na posileni
vyzkumu a technologickych inovaci, coz by se nasledovné
mohlo ukazat Skodlivé pro rozvoj (moderni — doufim)
spolecnosti.

Chceme se opravdu stat jen pouhou vyrobnou a zavis-
lou kolonii pokrocilej§iho svéta bez vlastniho védeckého
a odborného zazemi?  Pridat ,,vyvojovné*“ na uGrovni
,,Srotovného* do vyvojové negarantované sféry je riskant-
nim krokem zpUsobu statniho dofinancovdvani a navic
tato ucelova dotace povede k rozpolceni odborné spolec-
nosti a mozna (zamérn€) k rozharanosti védecké a Skolské
komunity, coz nikomu neprospéje a naopak znevazi tyto
instituce v o€ich vefejnosti, protoze inteligence na akade-
mické pudé by se méla umét domluvit na spole¢ném fese-
ni, jak zachovat védu, o to tady preci jde!

Nedopustme, aby si vefejnost vsugerovala, ze védec-
ké objevy padaji z nebe jen sami od sebe a Ze aplikovany
vyzkum si védu muze pii nejhor§im koupit (tieba odkudsi
z USA, ale pozor — za nehorazné penize).

Kazdé poruseni kontinuity, rozbiti tymové prace,
preruseni domacich i zahranicnich vazeb je znicujici. Pre-
rody z Rakousko-Uherské, protektoratni a v dneSnim kon-
textu z komunistické védy do soucasné moderni podoby
stalo mnohaleté Usili. Lehce zranitelni badatelé a nepolitic-
ka Ceska véda si nezaslouzi, aby se stala hiickou v rukou
lobbistli, at’ uz predkladanou transformaci nazveme
,normalizaci“ nebo prosté ,kafemlejnkem®. Lobbisti uz
nejednou ukézali, co je zékulisi politiky a jak dalece nas
politici dovedou obloudit, kde Ize majetky vyhodné
»zainvestovat“ a zavedli do svétového pové€domi Cesky
termin ,,vytunelovat®. Chceme se do d&jin zapsat dal§im
roz§ifenim jeho vyznamu i na védu? Nebudou se ti, co se
nechavaji zmanipulovat vidinou lehce ziskanych penéz,
jednou za svlj bezcharakterni postoj stydét — pokud se
Cesi jako narod styd&t jesté umi!

Jaroslav Sestdk,
Fyzikalni ustav AV CR, Praha
University of New York in Prague
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Jaroslav Fiala a Ivo Kraus
Povrchy a rozhrani

POVRCHY
A ROZHRANI

Vysokogkolska uéebnice. Ceské
vysoké uceni technické v Praze.
Ceska technika — nakladatelstvi
CVUT Praha 2009, 299 stran,
ISBN 978-80-01-04248-9.

JAROSLAV FIALA
VO KRAUS.

Koho by dfive napadlo, Ze napf.
farmaceuticky vyvoj bude dnes zaji-
mat rozlozeni elektrického néaboje, porozita nebo smaci-
vost povrchu pevnych farmaceutickych substanci pro fize-
ni jejich rozpoustéci rychlosti. Tyto veliiny byly snad
diive doménou fyzikl, ale dne$ni pojeti védy smazava
hranice mezi pfirodovédnymi a technickymi obory a klade
diraz pravé na obory hrani¢ni. A to povrchy a rozhrani
bezesporu jsou.

Autofi predlozené ucebnice — renomovani fyzici
a pedagogové, prof. Jaroslav Fiala a prof. Ivo Kraus vyuzi-
li svych dlouholetych zkuSenosti a nesporné spisovatelské
erudice a spojili svoje sily do zpracovani velmi aktualniho
tématu. Tématu, ktery vzhledem k jejich zaméfeni prolina
predev§im materidlovym vyzkumem, technologiemi

691

a diagnostikou (zejména RTG difrakce), ale je tématem
také chemickym, farmaceutickym, biologickym aj. Uceb-
nice obsahuje tfi kapitoly: Struktura a vlastnosti, Diagnos-
tika a Materialy a technologie, které jsou dale ¢lenény na
tfadu podkapitol. Ctenat, ktery méa za sebou par Fialovych
a Krausovych ucebnic, samoziejmé poznava partie, které
napsal jeden ¢i druhy z autord, ale pfedlozena kniha obsa-
huje i fadu kapitol zcela novych a zajimave pojatych: napf.
Kapilarita, Horror superficei (,,Strach z povrchu®), Inklu-
sivni slouceniny, Povrchové aktivni latky, emulse a pény,
Tribologie. Pfednosti knihy je velmi Ctivé a vyvazené
fyzikalni zpracovani, ale autofi podnikaji i kratké exkurze
do chemie a biologie. Pro chemiky a biology je vzdy pfi-
nosné si precist, jak vidi jejich disciplinu fyzici. Drobné
nedostatky spocivaji v koordinaci nékterych kapitol, kdy
dochazi k duplicité¢ nékterych obrazkl (napf. obr. 1.3.8.,
1.3. 46. a 3.4.4. jsou v podstaté stejné). Ovsem opakovani
je matkou moudrosti! Fialova a Krausova ucebnice je
bezesporu kvalitni, jako jsou jeji autofi. Ackoliv je sméro-
vana predevs§im fyzikim, urcité ji objevi také chemici
i kdyz nékteré matematické partie ziejmé preskoci (napf.
2.3. Hloubkové profilovani prvkového a fazového slozeni).

Bohumil Kratochvil



61. ZJAZD CHEMIKOV

7. - 11. september 2009
Vysoké Tatry, Tatranské Matliare

VaZeni priatelia,

v mene organizacného a programoveého vyboru, spon-
zorov a ¢estného predsednictva je nam poteSenim Vas pozvat
na nas d’alsi spolocny zjazd chemikov a to opat’ do Vysokych
Tatier. Centrom zjazdu bude opét’ hotelovy komplex Hutnik
situovany v Tatranskych Matliaroch. UrCite ste si vSimli, ze
postupne budujeme tradiciu naSich tatranskych zjazdov. Popri
roznych pozvanych prednédsateloch (PP) sa moézete teSit' na
vyber (po dvoch nositeloch Nobelovej ceny) zaujimavého
plenarneho prednasatela. Novinkou bude tématicky vecer
venovany 80 rokom SChS a Kurz aplikacii kvantovej chémie.

Organizacny vybor
Dusan Veli¢ — predseda
Monika Aranyosiova — vykonny tajomnik
Miroslav Michalka — technické podpora
Zuzana Hlouskova — hospodar
Milan Drabik — vedecky tajomnik
Pavel Drasar — vedecky tajomnik

Programovy vybor
Prof. Ing. Dr. Jozef Tomko, DrSc. (SChS)
Doc. Ing Viktor Milata, CSc. (SChS)
Ing. Milos§ Revus (SSPCH, BA)
RNDr. Dalma Gyepesova, CSc. (SChS)
Doc. RNDr. Marta SaliSova, CSc. (SChS)
Prof. Ing. Vlasta Brezova, DrSc. (SChS)
Ing. Maria Omastova, PhD. (SChS)
Ing. Marian Janek, PhD. (SChS)
RNDr. Jozef Tatiersky, PhD. (SChS)
Mgr. Katarina Javorova (SChS)

Prof. Ing. Jan Labuda, DrSc. (STU, BA)
Ing. Michal Korenko, PhD. (SAV, BA)
Prof. Ing. Stanislav Biskupi¢, DrSc. (STU, BA)
Prof. RNDr. Jozef Cérsky, CSec. (UK, BA)
Ing. Milan Vrska,CSc. (STU, BA)

Prof. RNDr. Dusan Kaniansky, DrSc. (UK, BA)
Doc. RNDr. Jozef Kuruc, PhD. (UK, BA)
Prof. Ing. Milan Remko, DrSc. (UK, BA)
Prof. Ing. Lubor Fisera, DrSc. (STU, BA)
Doc. Ing. Dusan Berek, DrSc. (SAV, BA)
Doc. Ing. Stefan Schmidt, PhD. (STU, BA)
Ing. Jan Hirsch, DrSc. (SAV, BA)

Prof. Ing. Peter Simon, DrSc. (STU, BA)
Prof. Ing. Vasil Koprda, DrSc. (STU, BA)
Doc.Ing. Jan Reguli, PhD. (TU, TT)

Doc. RNDr. Jan Benko, CSc. (UK, BA)
Doc. RNDr. Martin Putala, PhD. (UK, BA)
Doc. RNDr. Tat4na Gondova, CSc. (UPJS, KE)
Doc. RNDr. Maria Rehakova, CSc. (UPJS, KE)
Doc. RNDr. Renata Orinakova, CSc. (TU, KE)
Prof. RNDr. Nadezda Stevulova, PhD. (TU, KE)
RNDr. Slavka Hamul’akova, PhD. (UPJS, KE)
Doc. RNDr. Maria Ganajova, CSc. (UPJS, KE)
Doc. RNDr. Magdaléna Balintova, PhD. (TU, KE)
Ing. Elena Kulichova (Novaky)
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Sekcie:
1. Analyticka a fyzikalna chémia
2. Anorganickd a materidlova chémia
3. Organicka chémia a polyméry
4. Vyucovanie a historia chémie
5. Zivotné prostredie a biotechnoldgia
6. CHEMPROGRESS

Konferencny poplatok:

ucastnik, ¢len* 300 €
Student, doktorand, ¢len* 200 €
dochodca, ¢len* 250 €
priplatok za neclena 100 €
priplatok za jednoldzkovu izbu 150 €
sprevadzajlca osoba 250 €

* ASChFS, ACChS, SChS

Poplatok zahriiia: konferen¢né materialy, ubytovanie v dvoj-
postelovej izbe s plnou penziou (od vecere 7. 9. po obed
11. 9.), uvitaci veéierok, vinny a pivny vecler, prestavkové
obcerstvenie, slavnostny vecierok, plavaren, miestny popla-
tok, poistenie nakladov na zasah Horskej zachrannej sluzby.

Terminy:
Registracia do 1. jina 2009
Platba do 1. jula 2009
Abstrakt do 1. jula 2009

Registracia po 1. 6. 2009 pri zaplnenej ubytovacej kapacite,
bude navysena o 100 € na zabezpecenie ndhradného ubytova-
nia.

Formy prezentacie:

Poster (800 mm 3irka x 1 000 mm diZka)
Sutaze formou komentovanych posterov
Studenti, doktorandi (ceny: 150, 100, 50 €)
vedci do 35 rokov (ceny: 300, 200, 100 €)
Prednaska

Format MS Powerpoint

pozvana prednaska 40 min. + 10 min. diskusia
prednaska 20 min. + 5 min. diskusia
Panelova diskusia ako zaver zjazdu
Abstrakt v ¢asopise ChemZi 5/9 2009
Publikacia v nasledujucich ¢islach ChemZi

Kontakt:

Slovenska chemicka spoloc¢nost,
Radlinského 9/1111, 812 37 Bratislava,
fax: +421/2/52495205

e-mail: zjazd.chemikov@gmail.com
web: http://www.schems.sk/61zjazd
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