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Uvodnik

SPOLECNE KORENY CESKYCH A RAKOUSKYCH CHEMIKU

Neddvné odhaleni pamétni desky
Josefu Loschmidtovi (1821-1895)
v Ostrové nad Ohii, kde jsem mél tu
Cest a potéSeni byt pritomen, pripo-
mnélo ceskym a rakouskym chemi-
kiim jejich spolecné védecké a eko-
nomické koteny. Vyvoj chemie ve
stredni Evropé byl ovlivnén pred-
nimi univerzitami habsburské mo-
narchie v Praze a Vidni, které vy-
tvarely tvirci a stimulujici pro-
stredi pro radu védeckych osob-
nosti 18. a 19. stoleti. S prvnimi profesurami chemie na
téchto univerzitdach, ustavenymi v letech 1811, resp. 1838,
byly poloZeny zdklady pro vznik dnesnich chemickych tistavii
v nasich zemich. Nds chemicky priimysl a obchod vznikal na
téch mistech v severnich Cechdch, na Slovensku, v okoli Pra-
hy a Vidné, kterd jsou v habsburské monarchii poprvé spojo-
vdna s hornictvim. Prvniho shromdzZdeni chemikii Rakouska,
28. tinora 1887, se ziicastnilo pres 100 chemikii ze vSech cdsti
habsburské monarchie. Ackoliv na tomto shromdzdéni bylo
rozhodnuto zaloZit chemickou spolecnost, trvalo to jesté
10 let, nez byla v roce 1897 ustanovena ,,Verein Osterrei-
chischer Chemiker*. Pocet clenit rychle vzriistal z pocdtec-
nich 700 na 1300, které spolecnost méla na konci monarchie.

Pro¢ jsem zacal tento iivodnik pohledem o dvé stoleti
zpét? Nase zemé putovaly spolecné urcitym tisekem historie
a pozdéji byly oddéleny na nékolik desetileti fyzickou i ide-
ologickou bariérou. V roce 2004 Ceskd republika vstoupi do
Evropské unie, jejimZ clenem je Rakousko jiz zhruba jednu
dekddu, takZe obé zemé budou opét soucdsti velkého poli-
tického uskupeni. To, co kdysi bylo povaZovdno za nepreko-
natelnou prekdzku, zmizelo béhem nékolika let a je dnes mi-
nulosti. Ve védeé nastésti takové bariéry nikdy neexistovaly,
a proto jsou védci predurceni k tomu, aby hrdli duleZitou
roli pri dalsim zlepSovdni vztahii mezi sousedy a pri politic-
kém sjednocovdni Evropy. Chemické spolecnosti Ceské re-
publiky a Rakouska maji méné prostiedkit neZ chemické
spolecnosti vétsich zemi v Evropé, ale nasim vkladem je
pravé spolecnd minulost.

NeZ se budu zabyvat budoucnosti, dovolte mi uvést née-
kolik iidajii o dnesni Rakouské chemické spolecnosti
(GOCH). Ta md okolo 1900 &lenii a je organizovdna v 6 re-
giondlnich sekcich a 17 tématickych pracovnich skupindch,
pokryvajicich v§echny obory. Nasi clenové reprezentuji celé
spektrum chemie: pracuji v priumyslu, v obchode, v akade-
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mické sfére a ve verejné sprave. Ucitelé chemie maji svou
vlastni, velmi tispéSnou organizaci, Spolecnost ucitelii che-
mie Rakouska (VCO), s kterou GOCh iizce spolupracuje.
., VSedni* prace GOCh se odehrdvd v regiondlnich sekcich
a pracovnich skupindch; nejviditelnéjsi ,,centrdlni“ aktivi-
tou je komunikace prostrednictvim dvojmésicniku Chemie-
Report.at a nasi domdci strdanky (www.goech.at), ddle ude-
lovdni nékolika cen za uispéchy v chemii jak studentiim, tak
renomovanym védcum a pordddni nasi ndrodni chemické
konference jednou za dva roky. Novinkou bude pordddni
prvaiho Rakouského tydne chemie (25. 9. — 2. 10. 2004),
kdy chceme mnoha akcemi a aktivitami v celé zemi upoutat
pozornost vefejnosti na chemii jako na diileZitou védeckou
a prumyslovou oblast.

Existuje velkd snaha koncipovat Evropskou chemickou
spolecnost. Podporuji existenci takové spolecnosti jako
platformy pro jednotlivce organizované v ndrodnich che-
mickych spolecnostech. Je mimo diskusi, Ze mnoho veci dii-
leZitych pro chemii, napr: lobovdni v Evropské komisi, stra-
tegie zlepSeni obrazu chemie u verejnosti nebo definovdni
standardii chemického vzdéldani, miiZe byt licinné prosazeno
pouze na evropské tirovni. Neni to ovSem minéno tak, Ze by-
chom se vzdali ndrodnich chemickych spolecnosti. Naopak,
se silnou Evropskou chemickou spolecnosti mohou ndrodnit
chemické spolecnosti lépe FeSit své domdci problémy. Umim
si predstavit, Ze mezi evropskou platformou a ndrodnimi
spolecnostmi budou hrdt diileZitou roli jakési , klastry“ spo-
lecnosti, které by se prirozenou cestou vytvdrely mezi sou-
sedicimi zemémi. Zvldsté spolecnosti malych zemi budou
moci spolecné Tesit problémy dané limitovanymi zdroji:
samy dosud nemohou svym cleniim poskytnout vSechny po-
trebné sluzby a jejich osamoceny hlas neni dostatecné sly-
Set na evropské iuirovni. Regiondlni , klastrovdni“ by ndm
mohlo ddt prileZitost tyto sluZby zlepsit a nasi pozici posilit.
Toho muiZe byt dosaZeno koordinaci jistych ¢innosti u tako-
vych problémii, které je lepsi resit v rdamci bi- nebo multi-
naciondlni spoluprdce.

Tim se dostdvdm zpét k zacdtku svého vvodniku. Lze do-
loZit, Ze chemicky priimysl a véda nasich dvou zemi vychd-
zeji ze spolecnych kofenii. Doufdm, Ze miiZeme spojit ales-
pori néco z naseho usili k formovdni spolecné budoucnosti.

Videri, prosinec 2003

Ulrich Schubert
prezident Rakouské chemické spolecnosti
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1. Uvod

V roce 1980 objevil a popsal Robert Furchgott biologicky
ucinek endotelidlniho relaxacniho faktoru (EDRF). V roce
1987 bylo zjisténo, Ze EDRF je identicky s oxidem dusna-
tym!. Jeho biochemickou tvorbu objasnil Moncada v r. 1989.
Oxid dusnaty se stal jednou z nejsledovanéjsich molekul po-
slednich 10 let. Roku 1992 €asopis Science vyhlasil oxid dus-
naty molekulou roku, v roce 1998 Robert F. Furchgott, Louis
J. Ignarro a Ferid Murad ziskali Nobelovu cenu za fyziologii
a lékarstvi ,,za klicové objevy tykajici se NO jako signalni
molekuly v kardiovaskularnim systému* (cit.2).

Oxid dusnaty pusobi jako medidtor v imunitnim
systému, uplatiiuje se ve vazomotorice i pfi neurotrans-
misi’-. Nejvyznamngjsi odlisnosti NO od jinych mediatort
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je jeho schopnost difundovat volné a rychle pres membrany,
tzn. pusobit na okolni buné¢né elementy bez ohledu na ana-
tomické spojeni.

Intenzivni studium oxidu dusnatého a jeho metabolit
dalo vzniknout novému terminu: ,reaktivni formy dusiku‘
(reactive nitrogen species, RNS), cozZ jsou slouceniny pri-
marné odvozené od oxidu dusnatého®.

2. Chemické vlastnosti a reakce oxidu
dusnatého

Oxid dusnaty je v atmosférickych podminkach drazdi-
vym plynem, ktery pfispiva k zneCistovani ovzdusi. Za
standardnich podminek je koncentrace oxidu dusnatého
v nasyceném vodném roztoku asi 2 mM (cit.”).

Je relativn€ stabilnim radikdlem s 15 elektrony (jeden je
neparovy), a proto byva oznacovan t¢zZ NO®. Odstranénim an-
tivazebného elektronu z NO vznika nitrosoniovy ion NO*. Re-
dukci NO (pridanim elektronu) vznikd nitroxylovy ion NO.

S kyslikem reaguje NO podle rov. (/) za vzniku oxidu
dusic¢itého NO,, coz je hnédy jedovaty plyn, rovnéz radikal.
Reakce je 1. fadu vzhledem ke kysliku a 2. fadu vzhledem
k NO. Polocas této reakce neni konstantni, ale zavisi na po-
¢atedni koncentraci (2). Cim je koncentrace NO vysii, tim
rychleji reakce s kyslikem probihS.

2NO + 0, > 2NO, )

-d[NO] /dt = k[NOJ? [O,] 2)

Oxid dusicCity muze dimerizovat v bezbarvou formu
(N,O, — dimer NO,), kterd uZ nema charakter radikélu. Vy-
skytuje se predev§im v atmosféie jako polutant®. Pi vysta-
veni vy$$im davkdm oxidu dusicitého (nebo jeho dimeru)
dochazi k poskozeni epitelidlnich bun€k dychacich cest,
v&etné fibrozy, ktera miZe byt smrtelna®.

Oxid dusicity jako oxidacni ¢inidlo reaguje s nenasyce-
nymi mastnymi kyselinami za vzniku allylového radikalu
a kyseliny dusité, jakoZto mozného zdroje karcinogennich
nitrosamin®. Patologické nésledky ma i nitrace tyrosinu
v proteinech zpasobend NO,, kterd vede k destrukci tkani®.
Reakeci (3) oxidu dusicitého s oxidem dusnatym vznika oxid
dusity, ktery je vlastnim nitrosylacnim Ccinidlem. Jeho
tvorba je usnadnéna v hydrofobnim prostfedi proteindi mi-

celdrni katalyzou'°.

NO + NO, > N,O, )

Hlavnim rozkladnym produktem vodného roztoku
oxidu dusnatého jsou dusitany, které se v pritomnosti he-
moproteinll oxiduji aZ na dusi¢nany (4).

N,0; + H,0 - 2NO, + 2H* )

o
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Rychlost autooxidace zavisi na koncentraci NO a kys-
liku’. Oxid dusnaty nereaguje v anaerobnich podminkach.
Ve tkanich reaguje kyslik s oxidem dusnatym v hydrofob-
nim prostiedi membran, reakce zde probihd 300x rychleji
neZ ve vodé!!.

Patologicky vyznamna je reakce NO se superoxidem
(O," "), pfi niz vzniké toxicky peroxodusitan (OONO")!%13
(5). Za fyziologického pH existuje v protonované formé
jako kyselina peroxydusitd, kterd se rozklada na hydroxy-
lovy radikal a oxid dusicity (6).

NO + O,"~ — OONOr %)

OONO" + H* <> HOONO — HO® + NO, (6)

Toxicita peroxodusitanu prameni z oxidace SH skupin
bilkovin, atoma Zeleza a siry v biologickych molekuldch
a z peroxidace lipida. MuZze indukovat poSkozeni DNA
a apoptdzu®.

In vivo se oxid dusnaty v pfitomnosti akceptorl elek-
tront (pfechodné kovy, NO,) snadno sluCuje s fenoly, thioly
a se sekundarnimi aminy. Reaguje jako elektrofilni nebo
jako oxidac¢ni cinidlo. Reakci se Zelezem v erytrocytech
vznikd methemoglobin, vazbou na Zelezo enzymu guanylat-
cyklasy stimuluje syntézu cyklického guanosinmonofosfatu
vedouciho k vazodilataci'4.

Nitrosylace!? je jednou z rozsifenych modifikaci bilko-
vin, vyskytujici se za fyziologickych i patologickych pod-
minek. Nitrosyla¢nim c¢inidlem je oxid dusity. S-Nitroso-
slouceniny mohou slouZit jako zdroj oxidu dusnatého.

3. Biosyntéza oxidu dusnatého

Oxid dusnaty vznika'®!® oxidaci guanidinového dusiku
aminokyseliny L-argininu pusobenim NO-syntasy za vzniku
L-citrulinu. NO-syntasa (NOS) byla izolovana v nékolika for-
mach, které se mezi sebou lisi subcelularni lokalizaci, kineti-
kou, zplisobem aktivace, a tedy i funkci. Konstitutivni (stale
pritomné — cNOS ) se nachazi v buiikdch endotelu a v neuro-
nech. Aktivuji se vazbou vapenatych iontli na kalmodulin.
Dalsi dvé jsou induktivni (iNOS) a jsou obsazeny v makrofa-
zich, hepatocytech, srdecnich myocytech a dalSich burikach.
Aktivuji se jen po stimulaci téchto bunék. VSechny isoen-
zymy NOS obsahuji hemové Zelezo (protoporfyrin IX), fla-
vinmononukleotid (FMN), flavinadenindinukleotid (FAD),
jako kofaktor potfebuji nikotinamidadenindinukleotidfosfét
(NADPH) a tetrahydrobiopterin. Katalyticky ucinné jsou jen
ve formé dimerd a jsou stereospecifické.

NO-syntasy se téz klasifikuji podle svého zdroje na en-
dotelovou (eNOS), neuronovou (nNOS) a makrofigovou
nebo-li inducibilni NO-syntasu (iNOS).

4. Biologické ucinky oxidu dusnatého

NO je bunécny posel, ktery difuzi ovliviiuje fyziolo-
gicky i patofyziologicky razné typy savcich bunék.
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4.1. Fyziologicka funkce NO

Oxid dusnaty stimuluje aktivitu solubilni guanylatcy-
klasy, a tim reguluje syntézu cyklického guanosin-mono-
fosfatu (cGMP), ktery vyvolava prostfednictvim cGMP-de-
pendentni proteinkinasy vazodilataci!®. V imunitnim systé-
mu se Ucastni nespecifické obrany organismu hlavné proti
prvokiim, nékterym bakteriim, virim a nddoriim, zasahuje
do procesu fagocytézy a zanétu. Také indukuje tvorbu in-
terferonu 7, ktery ptisobi antivirové?0,

V kardiovaskularnim systému se oxid dusnaty podili na
udrZovani tonu cév a krevniho tlaku, inhibuje adhesi i agre-
gaci trombocytl, tlumi aktivaci leukocytl a mé antiprolife-
ra¢ni Géinek?!.

V centrdlnim nervovém systému ptisobi jako bunécny
posel. Hraje roli pfi morfogenezi mozku, reguluje tvorbu
synapsi, vybojovou aktivitu neuronil, vydej neurotransmi-
terd. NO je povazovan za jeden z mediator bolesti, mize
hrat urcitou roli pfi vzniku morfinové tolerance i pfi zdvis-
losti na kokain a alkohol?2.

Oxid dusnaty inhibuje apoptdzu (geneticky programovana
smrt bun€k) tim, Ze inhibuje (prostfednictvim cGMP a G ki-
nasy) apoptické fosforylacni signaly. Soucasné piimo inhibuje
kaspasy (specifické proteasy, které obsahuji v aktivnim misté
cystein, s moZnosti S-nitrosylace oxidem dusnatym)?3.

Oxid dusnaty relaxuje stfevni hladkou svalovinu vcetné
svéracl, prostednictvim vazodilatace zplsobuje erekci. Se-
lektivnim inhibitorem enzymu rozkladdajiciho cGMP (fosfo-
diesterasa typu 5) v corpus cavernosum je sildenafilcitrat
(ViagraR), 1é¢ivo pouZivané k terapii erektilni dysfunkce?*.

Oxid dusnaty vyznamné ovliviiuje rendlni hemodyna-
miku a tubuldrni funkce. ZvySend produkce NO v glomeru-
lech infiltrovanych leukocyty pfispiva k udrZeni perfuze
glomerulé a k inhibici trombézy??.

Oxid dusnaty ma klicovy vyznam pro obranné schop-
nosti mukdzni vrstvy gastrointestindlniho traktu. Ma
ochranny vliv na mukézu Zaludku, napodobuje nékteré
funkce prostaglandinti?®.

Inhalace NO jako selektivniho plicniho vazodilatancia
je uspésné pouzivana pro 1écbu akutnich i subakutnich plic-
nich hypertenznich stavi?’.

4.2. Patofyziologicka funkce NO

Oxid dusnaty se Géastni septického $oku?®, mize byt
kli¢ovou molekulou pfi migréné i jinych vaskuldrné podmi-
nénych bolestech hlavy?2,

SniZena koncentrace NO je jednim z faktor hypertenze
a erektilni dysfunkce?*.

Inhibitory inducibilni NOS maji pozitivni vliv u artritid,
zanétt??, bronchialniho astmatu. Pravidelné méfeni exhalo-
vaného NO je novou neinvazivni metodou umoziiujici kon-
trolu astmatu. Bylo potvrzeno, Ze hladina vydechovaného
NO je jednim z markerd stavu zdn&tu dychacich cest®.

Je pravdépodobny vliv NO pii rozvoji Alzheimerovy
choroby a epilepsie, kdy pfemira NO md neurotoxické
ti¢inky vyvolané hlavné jeho reakci se superoxidem3!.

o
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Vliv oxidu dusnatého se uplatiiuje i u o¢nich chorob,
kde se patologicky projevuje nejen jeho sniZend, ale i zvy-
$ena produkce (hlavné tvorba daliich RNS, cit.32).

Autooxidaci NO vznikl4 nitrosylacni ¢inidla mohou po-
$kozovat deaminaci baze DNA a tak vyvolat mutace3?.

Existuje i vztah mezi diabetem a volnymi radikaly.
U nemocnych s diabetem 1. typu (insulindependentni dia-
betes mellitus) jsou B-buiiky Langerhansovych ostravki ni-
Ceny autoimunitni reakci, zpisobenou antigen-specifickymi
protilatkami a reaktivnimi formami kysliku a dusiku —
hlavné peroxodusitanem34.

Oxid dusnaty je zapojen i v onemocnénich gastrointes-
tindlniho traktu, jako je porucha motility (NO je extrémné
dualezity u regulace prichodu trdveniny nebo pro tonus své-
racll), viedova choroba. Jeho nadmérnd tvorba je spojena se
zanétlivym onemocnénim stiev (kolitidou)3.

5. Analyza oxidu dusnatého a jeho metabolitu

Oxid dusnaty je in vivo tvofen v malém mnoZstvi a ry-
chle reaguje s kyslikem, thioly, hemoglobinem a jinymi l4t-
kami. Proto je jeho existence velice kratké (3-5 s). Stanovit
ho 1ze pfimo nebo nepiimo z jeho produkta.

5.1. Pfiméa stanoveni
5.1.1. Chemiluminiscence

Luminiscen¢ni analyza je zaloZena na méfeni luminis-
cen¢niho zafeni, které zkoumany vzorek emituje. Luminis-
cenci rozumime vlastni zafeni latky ve viditelné oblasti
spektra nebo blizko ni, které zpravidla vznikd po nebo pii
ozafeni této latky. Luminiscencni zafeni neni tepelnym za-
fenim, ma jinou vlnovou délku neZ zafeni primarni a trva
i po preruSeni primarniho zafeni. Zdrojem excitace u che-
miluminiscence je energie chemické reakce3®.

NO reaguje s ozonem (7) za tvorby oxidu dusicitého
v excitovaném stavu. Pfi ndvratu excitovanych molekul na
zédkladni hladinu je pfebytecné energie emitovana ve formé
svétla (8).

NO + O —» NO,* + O, )

NO,* — NO, + hv ()

Intenzita chemiluminiscence je pfimo imérna koncent-
raci NO. VInova délka emitovaného svétla lezi v Cervené
a infraCervené oblasti spektra (640-3000 nm). PfestoZe jsou
detektory emitovaného svétla citlivé jen v oblasti vinovych
délek pod 900 nm, patii metoda chemiluminiscence k nej-
citlivéj$im metoddm pro stanoveni NO — detekéni limit je
1-2 pM (cit.?737). Pro vysokou rychlost reakce NO s O,
a citlivost detekce emitovaného svétla je mozné méfit hla-
dinu NO v redlném Case, a to v plynné i v kapalné fazi. Lze
stanovovat i oxida¢ni produkty NO, ale az po prevedeni du-
si¢nand na dusitany (napf. bakteridlnimi reduktasami nebo
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kadmiem) a jejich redukci zpét na NO (v kyselém prostiedi
vznika z dusitanu nitrosoniovy ion, ktery je moZné reduko-
vat napf. jodidem nebo dvojmocnym vanadem na NO)3”.

Tato metoda je pouzitelnd napt. k méfeni NO ve vyde-
chovaném vzduchu béhem konstantniho vydechového
proudu’s,

5.1.2. Elektrochemickd (ampérometrickd)
detekce

Biologicky polocas oxidu dusnatého (fadové sekundy)
a jeho produkci jednotlivymi buiikami je mozné sledovat am-
perometricky3®. Referen¢ni elektroda je nejcastéji Ag/AgCl
ponoiend do roztoku NO. Na pracovni elektrod€ je odevzda-
van elektron za vzniku NO*. V pfitomnosti OH™ vznika
HNO, a dusitany mohou byt déle oxidovany na dusiCnany.
Mnozstvi oxidovaného NO je umérné proudu protékajicimu
mezi elektrodami. Pavodné€ pouzivana Clarkova platinova
elektroda je dnes nahrazovana uhlikovou elektrodou modifi-
kovanou porfyrinem, které je potaZzena vrstvou Nafionu (ka-
tionovy iontomeéni¢ odpuzujici negativné nabité ionty, napt.
NO,"). Vyuzivéna je i elektroda z polykrystalické platiny, vy-
kazujici vyssi ucinnost oxidace NO, potazend vrstvou Nafi-
onu a acetatem celulosy*?. Nejnové&jsi piistroje jsou zaloZeny
na mikrocipovém senzoru, jehoZ citlivost je 16 pA/nM NO
s detek&nim limitem priblizng 300 pM (cit.*!).

Byl ptipraven biosenzor selektivni na NO na bazi optic-
kych vldken zaloZzeny na méfeni zmén fluorescence zpuso-
bené cytochromem c, ktery je oznaCen fluorescencnim barvi-
vem a zabudovan do senzoru. Detekéni limit je 20 uM (cit.*2).

Kalibrace NO senzoru je zaloZena na vzniku oxidu dus-
natého z dusitanu nebo na rozkladu donoru NO N-acetyl-S-
-nitroso-DL-penicillaminu®3 & na uZiti standardniho NO
roztoku pfipraveného z plynného NO. Elektroda citlivad na
NO byla napft. pouzita k pfimému méfeni NO in vivo v Za-
lude¢ni mukézni vrstvé béhem ischemické reperfuze®*.

5.1.3. Elektronovd spinovd (paramagnetickd)
rezonance ESR (EPR)

Po vloZeni latky s neparovym elektronem (radikalu) do
vnéjSiho magnetického pole dochdzi k orientaci magnetic-
kého momentu elektronu do dvou povolenych orientaci,
které se liSi energii. Dodanim zéafeni o vhodné energii lze
zméfit hodnotu rozdilu mezi obéma spinovymi stavy elek-
tronu. Zaznamem méfeni je spektrum ESR (cit.*).

NO obsahuje v molekule 11 valencnich elektrontl, ale
ESR spektrum vznikd u volné molekuly NO, jen pokud je
v excitovaném stavu. Pro detekci NO se uzivd metoda za-
chytu spinu, kdy reakci radikalu s diamagnetickou latkou
nachylnou k tvorbé komplexu vznikéa radikal, ktery ma delsi
biologicky polocas, a tim i lepsi detegovatelnost. NO tvofi
komplex nejéastji s prechodnymi kovy (Fe2*), thioly nebo
s reaktivnimi kyslikovymi centry. Pro zachyceni NO se nej-
astéji pouzivda Fe?*— N-methyl-D-glukamin-dithiokarba-
mat*® nebo hemoglobin*’. Detekéni limit vzniklych nitro-
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sosloucenin nebo methemoglobinu je pfiblizné 1 nM
(cit.*8).

5.2. Nepfimé stanoveni
5.2.1. Griessova metoda

Je zaloZena na spektrofotometrickém stanoveni dusitanii
po diazotaci sulfanilamidu a kopulaci s N-(1-naftyl)ethylen-
diaminem* (viz obr. 1) s detekei v oblasti pfi 540 nm.
V biologickych vzorcich musi byt dusi¢nany (vzniklé re-
akci NO s hemoglobinem) zpét zredukovany na dusitany,
které podléhaji reakci, ¢imZ je zajiSté€no stanoveni celkové
hladiny oxida¢nich produktii NO.

NO;
7

ONOO- NADPH + H*
nitratreduktasa > G6PDH
NO, NADP*

NO, NH24©7302NH2

H+
diazotace

kopulace

S S

Obr. 1: Reakéni mechanismus NO pri Griessové reakci (8)

zhk_/NH_

Pri analyze séra musi byt pied stanovenim provedena
deproteinizace (napf. ultrafiltraci). K redukci nitratd se nej-
Castéji pouzivi NADPH-dependentni nitratreduktasa. Vyssi
koncentrace NADP* inhibuje Griessovu reakci. Proto se do
reak¢ni smési pfidava glukosa-6-fosfatdehydrogenasa a glu-
kosa-6-fosfat, které NADP* regeneruji na redukovanou
formu koenzymu.

Vyznamné je postupné piidavani obou sloZek Griessova
¢inidla pro dosaZeni maximadlni citlivosti testu. Pokud rea-
guje postupné kysely roztok sulfanilamidu a pak teprve
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N-(1-naftyl)ethylendiamin, je reakce témér trikrat citlivéjsi
nez v pfipadé, kdy se obé sloZky smichaji pfed pfidanim do
reakéni smé&si*®. Uskalim metody je moZnost interference
antikoagulant@i nebo hemoglobinu ve vzorcich plazmy>!
Kalibra¢ni kiivka s limitem citlivosti 5 uM (cit.*?) je se-
strojena pomoci vodného roztoku dusitanu sodného.

5.2.2. Oxidace hemoglobinu

Reakci oxyhemoglobinu (Fe2*) s NO vznika methemog-
lobin (Fe3*) a dusi¢nan (9).
HbO, + NO — metHb + NO; €2)

Vyhodou reakce je jeji vysoka rychlost (probiha 26X
rychleji neZ autooxidace NO), nendrocnost provedeni, moz-
nost méfeni in vivo i in vitro a vysoka citlivost a specific-
nost pro NO (cit.?2). Spektrum oxyhemoglobinu je charak-
terizovano intenzivnim absorpénim pisem s maximem prfi
415 nm a dvéma uZ8imi absorpénimi maximy pfi 542 nm
a 577 nm. Methemoglobin vykazuje hlavni absorpcni maxi-
mum pii 406 nm (cit.>?).

NO je detegovan diky charakteristické zmeéné absorpc-
niho maxima hemoglobinu z 415 nm (oxyHb) na 406 nm
(metHb). Méfit 1ze i konverzi oxyhemoglobinu na reduko-
vany methemoglobin jako rozdil absorbance pii 401 nm
a 411 nm (izosbesticky bod, cit.>3). Pfi mé&feni chalkoni
(prekurzory flavonoidii, u nichZ jesté nedoslo k tuplné cyk-
lizaci na flavonoidni skelet) jako inhibitorti NO (cit.>#) byla
sledovdna tvorba methemoglobinu pomoci poklesu absor-
bance oxyhemoglobinu pfi 576 nm.

Detekéni limit metody pro méfeni NO in vivo je 1-10 nM
(cit>?).

5.2.3. Fluorescencni detekce

Pro fluorescencni detekci NO se uZivaji rizné aroma-
tické diaminy, napf. naftalen-2,3-diamin (DAN, cit.) &
4,5-diaminofluorescein (DAF-2, cit.>®), které v piitomnosti
kysliku reaguji s NO za vzniku triazolii. Metoda neni selek-
tivni pro NO, nebot reaguji i dusitany. Schopnost DAF-2
detegovat NO je vySsi v pfitomnosti dvojmocnych kationi.
Vépnik zvySuje signdl NO uvolnéného z NO donoru 200x.
Soucasné bylo pozorovano zvySeni fluorescence s rostouci
dobou osvitu’’

ProtoZe DAN je maélo rozpustny ve vod€, neni prilis
vhodny pro méfeni biologickych vzorkld. Rozpustnéjsi je
5,6-diaminonaftalen-1,3-disulfonovd kyselina (DANDS)
s maximem absorbance pfi 267 nm (cit.’8). DANDS reaguje
s NO za vzniku 1H-naftotriazol-6,8-disulfonové kyseliny
(NTADS) s maximem absorbance pfi 415 nm. Pfirozena
fluorescence DANDS je velice nizkd a zvySuje se reakci
s NO. Intenzita fluorescence je méfena pti 428,8 nm s exci-
taci pfi 302,4 nm. Méfeni se provadi na fluorescencnim
spektrometru nebo metodou HPLC s fluorescen¢ni detekci.
Detekéni limit je 0,6 nM (cit.?®).

o



02Kupkova 9.3.2004 10:17 Stréanka 120

Chem. Listy 98, 116 — 122 (2004)

5.2.4. Chemiluminiscencni reakce NO
s luminolem

Luminol (5-aminoftalazin-1,4(2H,3H)-dion) je Siroce uzi-
vané chemiluminiscencni ¢inidlo pro detekci reaktivnich fo-
rem kysliku a dusiku v biologickém systému. Oxid dusnaty
reaguje s peroxidem vodiku za vzniku peroxodusitanu, ktery
oxiduje luminol a vyvola emisi chemiluminiscenc¢niho zafeni.

Metoda byla pouZita pri studiu patofyziologické role oxidu
dusnatého v ledvinidch potkan@i u hypertenze®®. Detegovana
koncentrace NO uvolnéného po priniku ledvinami byla 39 pM.

Yao a spol.%0 pouZivaji metodu pro méfeni NO in vivo,
kde je vzorek odebirdn mikrodialyzou a detekce NO probihd
chemiluminiscen¢n€ pomoci luminolu. Specidlni mikrodialy-
zacni sonda je vysoce selektivni pro NO. Systém byl uZit pro
meéreni NO v krvi a tkanich a je dostate¢né citlivy na zmény
koncentrace NO, zptisobené teplotou nebo efekty donortd
NO. Validovany linedrni rozsah metody je 5 nM az 1 uM s de-
tek¢nim limitem 1nM.

Je uzivdna i metoda zaloZend na spojeni chemiluminis-
centni detekce NO (peroxodusitanu) luminolem a prito-
kové injekéni analyzy (FIA, cit.1-02). NO vznik4 reakei jo-
didu s dusitanem, prochdazi selektivni membranou a reaguje
s peroxidasou za vzniku stabiln€jSiho komplexu. Ten po de-
naturaci uvolituje NO, ktery je detegovan technikou FIA na
zakladé chemiluminiscence vznikajici pfi reakci s lumino-
lem. Detekéni limit metody je 0,9 UM (cit.%").

Peroxodusitan mtze byt k chemiluminiscen¢nimu de-
tektoru ptivadén dialyzacni, vysoce selektivni membranou
z acetatu celulosy. Metoda ma vysokou citlivost, detek¢ni
limit je 10 pM (bez dialyza¢ni membrany) a 100 pM (s di-
alyza¢ni membrénou)®2.

5.2.5. Pfeména argininu na citrulin

Schopnost tkdni nebo bun€k vyuzivat generovany NO
miiZe byt sledovdna na zédkladé tvorby citrulinu z argininu
v pritomnosti NOS kofaktortt FAD, FMN, NADPH, tetra-
hydrobiopterinu, vipniku a kalmodulinu (v pfipadé¢ NOS
neuronové nebo endotelové). Reakci iniciuje radionuklidem
oznaCeny arginin, terminacni uc¢inek ma EDTA pfi pH 5,5,
kterd vaZze vapnik, coZ vede k inaktivaci enzymu. Vzorek pro-
chazi katexem. Za téchto podminek se arginin vaZe na ionto-
ménici, zatimco citrulin je eluovidn a méfen scintila¢nim po-
Sitatem®?,

Pfeména argininu na citrulin NO-syntasou a tvorba NO in
situ muze byt monitorovdna metodou FIA s chemiluminis-
cenéni detekci®. Imobilizovand NOS produkuje NO v mnoz-
stvi dmérném koncentraci L-argininu. Kalibra¢ni kfivka se
sestroji s argininem, mez detekce je 0,5 mM (cit.%%).

5.2.6. Analyza dusitanii a dusicnanii
metodou HPLC

Pro soucasné méreni dusitanti i dusi¢nanii v plazmé byla
vypracovdna metoda HPLC s detekci spektrofotometric-
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kou® nebo elektrochemickou (pfedeviim amperometrickou
nebo coulometrickou®®). V praci®’ je pro simultanni méfeni
dusitan® i dusi¢nanli uZivdna metoda HPLC se 2 detektory
. Prvnim je DAD detektor, detegujici dusitany a dusi¢nany
pfi 212 nm a druhym je citlivéjsi elektrochemicky detektor
s elektrodou ze skelného uhliku, monitorujici dusitanové
ionty. Detek¢ni limit pro dusitany je pii pouZziti UV-VIS de-
tektoru 0,1 UM a u elektrochemického detektoru 0,001 uM;
pro dusi¢nany s UV-VIS detekci je 0,2 uM.

Dusitany 1ze méfit také pomoci HPLC s fluorescen¢ni
detekci po jejich derivatizaci naftalen-2,3-diaminem za
tvorby 3,4-dihydro-1,2,4-triazaanthracenu (excitace pfi 375
nm a emise pii 415 nm). Detek¢ni limit metody je 10 nM
(cit.8).

Dalsi metoda HPLC je zaloZena na nitrosaci dusitanu
a N-acetyl-L-cysteinu na N-acetyl-S-nitroso-L-cystein, ktery
je detegovén pii 333 nm. Mez detekce je 50 nM (cit.%%).

Pro stanoveni dusitan a dusi¢nanti byla vypracovana
také metoda iontové chromatografie’®’! s detekci konduk-
tometrickou, spektrofotometrickou (214 nm) a elektroche-
mickou.

5.2.7. Ostatni metody

Pro detekci plynného NO se pouZivd hmotnostni spekt-
rometrie’2, pro detekci dusitanti plynova chromatografie’3,
pfipadné kombinace plynové a hmotnostni spektrometrie
(GC-MS)74. Pro analyzu a detekci vazeb NO se uZiva infra-
ervena spektrometrie’. Dusitany a dusi¢nany se daji sta-
novit také kapildrni elektroforézou’, p¥ipadné polarogra-
ficky’778.

6. Zavér

Oxid dusnaty je v pfitomnosti kysliku reaktivnim a ne-
stalym radikdlem s kratkym polocasem. Podléha snadno
oxidaci, reaguje se Zelezem hemoglobinu, pfipadné se su-
peroxidem. M4 funkci neurotransmiteru, ucastni se nespeci-
fické obrany organismu, napiiklad pfi chronickych zanétech
(revmatoidni artritida, bronchialni astma), pfi ateroskler6ze,
diabetu, epilepsii a septickém Soku. Vyzkum metod stano-
veni oxidu dusnatého a objev potencidlnich 1éCiv, kterd by
byla schopna zasahovat do procesu tvorby a ptsobeni NO,
patfi k novym pfistuptim v ovlivnéni zanétlivych, autoimu-
nitnich, neurodegenerativnich a dalSich civiliza¢nich cho-
rob.

Prdce byla realizovdna v rdmci feSeni Vyzkumného zd-
méru FaF VFU ¢&.1637 0003.
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Z. Kupkova and L. Bene§ (Department of Chemical
Drugs, Faculty of Pharmacy, University of Veterinary and
Pharmaceutical Sciences, Brno): Chemical Properties, Bi-
ological Effects and Methods of Detection of Nitric
Oxide

Nitric oxide (NO) produced by the action of NO synt-
hase on arginine plays many important roles in physiologi-
cal and pathophysiological processes as well as in the ma-
intenance of neurotransmission, vascular regulation and im-
munity systems. NO is formed in small amounts in vivo and
is rapidly decomposed by interaction with oxygen, making
its measurement difficult. NO is usually determined by
chemiluminescence, EPR, electrochemically and by the
Griess assay.
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1. Uvod

Uplynula zhruba dvé desetileti od uvedeni na trh prv-
nich hmotnostnich spektrometrti s induk¢né vazanym plaz-
matem (ICP MS) s analytickou technikou. Presnéji feceno
uplynulo 25 let od konstrukce prvnich spektrometri tohoto
typu a 15 let od jejich proniknuti na trh. Pfistroj vznikl pt-
vodné pro potiebu geologickych, ocednologickych a ekolo-
gickych laboratofi. Jeho vyuZiti vSak brzy nalézaji i pru-
mysl, medicina, armada, policie, ale i akademicka praco-
viSté vSeho druhu. V soucasnosti piistroje doddvd rada fi-
rem, pristroje jsou vybaveny cetnymi pridavnymi zafize-
nimi usnadiiujicimi a urychlujicimi vlastni méfeni, umoz-
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fujicimi méfeni vzorkl tuhych, silné viskdéznich, ¢i vzorka
s vysokym obsahem soli bez predchozi slozité upravy.
Hmotnostni spektrometr s indukéné vazanym plazma-
tem se stal nepostradatelnym zafizenim pro radu laboratofi,
které provadéji anorganickou prvkovou analyzu!. Pro ty,
ktefi se vybavili timto zafizenim, miZze znac¢na produktivita
a vykon pfistroje zplisobit milé prekvapeni. Opak muZe na-
stat vzhledem k vysokym ndkladiim, které jsou nezbytné na
chod, dokonalé zvladnuti a udrZbu vlastniho pfistroje.

2. Zakladni princip instrumentace

ICP MS je analyticka spektrilni technika kombinujici
ICP (Inductively Coupled Plasma — indukéné védzané
plazma) jako zdroj kladn& nabitych Castic (napf. Na*, Pb*)
a hmotnostni spektrometrii (MS — Mass Spectrometry),
ktera tyto Castice deteguje. Vznik pfistroje byl podminén
vyfesenim problému spojeni obou hlavnich &asti2, tj. umoz-
nit pohyb nabitych iontl z prostfedi atmosférického tlaku
(ve kterém se nachazi plazmovy hoték) do prostiedi s vyso-
kym vakuem (ve kterém je umistén detektor ionti). Tako-
véto spojeni umoziiuje konstrukce pristroje, kterd je znazor-
néna na obr. 1. Zakladni soucasti piistroje tvoii plazmovy
zdroj, spojeni neboli prechodnou Cast tvofi tzv. expanzni
komora. Vlastni hmotnostni spektrometr je tvoreny ionto-
vou optikou, kvadrupdlem a detektorem. VSechny tyto sou-
casti, véetné expanzni komory, jsou vykonnymi cerpadly
zbavovany vzduchu, aby byl umoznén pohyb vznikajicich
iontl z plazmy do analyzétoru a zaroven, aby ¢éstice vzdu-
chu nerusily vlastni stanoveni. Tlak v prostoru kvadrupdlu
a detektoru dosahuje az 107 Pa.

Plazmovy zdroj je tvofen radiofrekven¢nim (RF) gene-
ratorem a induk¢ni civkou, plazmovym hotdkem, mlZnou
komorou a zmlzovacem (viz obr. 2). V plazmovém hotédku
vznika diky radiofrekvenc¢nimu generatoru (obvykla frek-
vence je 27 nebo 40 MHz) a indukéni civee v proudu ar-
gonu plazma. Pomoci inertniho plynu (Ar) a zmlZovace je
tvofen v mlZzné komote z kapalného vzorku aerosol, jehoZ
jemna frakce (Castice < 5 um) se dostava do hotdku.

Tento plazmovy hotédk byvé identicky s plazmovym ho-
tfékem pouzivanym v ICP OES (Inductively Coupled Plasma
Optical Emission Spectrometry — optickd emisni spektro-
metrie s indukéng vdzanym plazmatem)?. Indukéné vdzané
plazma je velmi vhodnym zdrojem iontl. Jeho teplota (aZ
10 000 K, vétsinou v§ak 7000-8000 K) je schopna ionizovat
vétSinu prvki. Plazmovy hotédk je tvofen tfemi koncentric-
kymi kifemennymi trubicemi, kterymi protéka raznymi rych-
lostmi argon (celkovy tok miZe byt az 18 L.min!). Vznik
plazmatu je podminén fluktuacemi elektrického pole v pro-
stiedi induk¢ni civky. Konstrukce indukéni civky ovliviiuje
vlastnosti plazmatu a jednotlivé typy spektrometr se lisi
v jejim usporddani a moznostmi ovladdani pole, kterym je

o
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Obr. 1. Schéma hmotnostniho spektrometru s indukéné vazanym plazmatem; mezi pridavnd zafizeni, ktera 1ze kombinovat s ICP MS na-
lezi napt.: ETV (elektrotermicka vaporizace), laserova sonda, zafizeni pro vyvijeni plyni a HPLC (vysokoucinné kapalinova chromatografie)

plazma buzeno a udrZovano. Vykon plazmového zdroje se
pohybuje kolem 1300 W, ale miZe byt modifikovan. Osci-
lacemi v elektromagnetickém poli v prostiedi argonu do-
chazi ke kolizim jednotlivych Castic, elektroni a iontd,
které tvofi vlastni plazma. Prichodem aerosolu vzorku
plazmatem vznikd para, nasledné atomy a ionty. MnoZstvi
a zastoupeni jednotlivych iontll vznikajicich z analytu za-
lezi zejména na energii v plazmatu oscilujicich elektront.
Minimalni energie elektrond potfebnd pro ionizaci mole-
kuly (atomu) se nazyva energie ionizacni pfipadné ioni-
zacni potencidl. Prvni ioniza¢ni potencidl vybranych prvka
a stupeni ionizace (procentudlni zastoupeni ionizovanych
Castic v plazmatu) pri teploté 8700 K je uveden v tabulce I.

Velké skupina prvki ma prvni ionizacni potencidl mensi
nez Ar a ziské v plazmatu s teplotou 8000 K energii nutnou
k vytvoreni kladn¢ nabitych ionti. Tyto prvky proto mii-
Zeme pomoci plazmatu ionizovat a nasledné analyzovat.
Ostatni prvky, napf. fluor nebo vzicné plyny, ionizovat
a méfit v tomto prostiedi nelze.

Spojeni mezi plazmatem a vlastnim spektrometrem je
tvofeno expanzni komorou, kterd je od okolniho prostfedi
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Obr. 2. Schéma mlzné komory s koncentrickym zmlZovacem,
plazmovym hoiakem a vybojem

ohranicena dvéma déli¢i tlaku — kovovymi kuZely (nejcas-
téji vyrobenymi z niklu nebo platiny). Tlakovy gradient na
obou strandch déli¢e tlaku vytvaii paprsek ionizovanych
Castic, ktery jiz vstupuje do vlastniho spektrometru. Mate-
ridl délich tlaku musi mit dobrou tepelnou vodivost a musi
byt inertni vii¢i pouZivanym rozpou§tédlim.

Ulohou iontové optiky je rozostfeni iontového svazku,
tak aby obesel pohlcovac¢ fotont (desticka v ose pfistroje,

o
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Tabulka I
Ionizacni potencidly a stupné ionizace vybranych prvki
Prvek Prvni ioniza¢ni Stuperi
potencidl [eV] ionizace [%]
Ar 15,8 0,2
H 13,6 4
o 13,6 4
N 14,5 1
F 17,4 0,003
Cl 13,0 8
Br 11,8 21
Be 9,5 53
Pb 7.4 99,4
In 5,8 99,9

chrénici detektor pfed dopadem fotont), poté ho opét za-
ostfit a vhodné urychlit do kvadrupélového separitoru
(kvadrupélu).

Kvadrupdl tvori Ctyfi kovové tyCe (nejcastéji z molyb-
denu), které oscilaci svého elektromagnetického pole
umozni pohyb iontu smérem k detektoru. Frekvence osci-
laci polarity na kvadrupdlovych tycich je konstantni, ale
méni se amplituda napéti na tycich, které umozni prichod
iontu v zavislosti na jeho naboji a hmotnosti. Podminky na
kvadrup6lu se méni béhem zlomka vtefiny a umoZiiuji tak
analyzu v celém hmotnostnim spektru béhem nékolika se-
kund. Ionty, které neprojdou kvadrupdlem, se na nékteré
z tyCi vybiji a jsou odstranény vakuovymi pumpami. lonty
proslé kvadrupdlem dopadaji na detektor a jejich signél je
dale zesilovan v elektronovém néasobici. Dopadem jednoho
iontu zde vznikd kaskddovy tok elektrond, ktery je zazna-
menén jako vysledny signdl a je dale zpracovavan.

VSechny parametry, zejména vykon RF generétoru, pri-
toky plynil, pozice hotdku, napéti iontové optiky a napéti
detektoru jsou ovladany fidicim pocitacem.

Popisovana spektrometrie je rychla, viceprvkova a umoz-
fiuje rovnéZ izotopovou analyzu. Pfistroj je béhem nékolika se-
kund schopny zmérit koncentrace Siroké Skaly prvki, kterd je
déna poctem prvkl v kalibracnim roztoku. Kalibracni roztoky
jsou pfipravovany zejména s ohledem na stélost jednotlivych
prvkd, minimalizaci interferencnich jevli a minimalizaci pamé-
fového efektu (tj. schopnosti méfit signdl, i kdyZ prestal byt
vstiikovan analyzovany vzorek). Vyjimecny paméfovy efekt
vytvéreji zejména bor, jod, rtut a cin, ale i fada dalSich prvku,
které dlouhou dobu ulpivaji na sténach hadicek, hordku pfi-
padné povrchu delict tlaku. Pro analyzu obecné plati, Ze tézké
ionty (které diky vetsi hmotnosti snaze prolétnou az k detek-
toru) se analyzuji 1épe neZ ionty lehké. Mezi dileZitd omezeni
naleZi vlastnosti analyzovaného vzorku. Ten nesmi obsahovat
velké koncentrace kyselin (zplsobuji korozi vnéjsiho délice
tlaku), nebo velkd mnoZstvi soli (celkové mnoZstvi tuhych latek
musi byt nizi nez cca 1 g1'"). Vysoké koncentrace soli zpliso-
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buji zaneseni otvoru ve vnéj$im délici tlaku, a tim zménu para-
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metri méfeni. Podobné existuje omezeni v mnoZstvi organic-
kych sloucenin v roztocich, které mohou zplsobit uklddani
uhlikatych céstic na vnéj$im délici tlaku a néslednou zménu
signélu. Pro diikladné spalovani uhliku v organickych matricich
je mozné prisévat do plazmového hotdku stopy kysliku, které
tomuto jevu zabrani. Pfi méfeni velmi nizkych koncentraci je
tieba neustale sledovat koncentrace analytu ve slepém pokusu.

3. Interference

Vysledkem procesu méfeni je hmotnostni spektrum vét-
Sinou s rozsahem 5-250 atomovych hmotnostnich jednotek.
Ackoliv je hmotnostni spektrum mnohem jednoduSsi neZz
spektrum atomové, setkdvame se i v ICP MS s rfadou inter-
ferenci (viz obr. 3). Existuji interference spektrdlni dané
prekryvem izobarickych iontl ve spektru a interference ne-

spektralni zpiisobené zejména sloZenim matrice?.
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Obr. 3. Vyrez ¢asti hmotnostniho spektra vzorku granitu s hlav-
nimi izotopy europia, gadolinia a monoizotopového terbia; dile
jsou zastoupeny nékteré izotopy neodymu, samaria a dysprosia. Je
patrné, Ze dochdzi k hmotnostnim piekryviim izotopti riznych
prvkua a vybér izotopt vhodnych k vlastnimu méfeni se tim znacné
zuzuje. Napf. pro sedm izotopt gadolinia se vybér zuZuje na pouhé
dva izotopy '3°Gd a 157Gd

3.1. Spektrdlni interference

Nékteré Castice, které se hojné vyskytuji v argonovém
plazmatu, napf. Ar* s hmotnostni jednotkou 40, nebo
ArAr*s hmotnostni jednotkou 80, ¢i ArO* (hmotnostni jed-
notka 56), byvaji v hmotnostnim spektru pfi detekci preska-
kovany z diivodu snahy o minimalizaci zatéZe detektoru?.
Komplikuji se tim stanoveni K, Ca (izotopy blizké 40), Fe
(nejhojngj§i izotop “°Fe) a Se (nejhojndjsi izotop 80Se).
Rada izobarickych interferenci jednotlivych prvkd (napf.
114Cd+* interferujici s ''4Sn*) miZe byt eliminovéna podita-
Cové€ tim, Ze méfime soucasné signdl dalSiho izotopu, ktery
neni zatiZen interferenci a vypocitdme korekcni faktor pro
interferujici izotop (na zadkladé jejich pfirodniho zastou-
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peni). Jeho signdl (koncentraci) poté odecteme od celko-
vého signdlu. Jak vyplyvd z predchoziho textu, vétSina
prvki tvori kladné nabité ionty. Dvakrat nabité ionty se pro-
jevi v hmotnostnim spektru s polovi¢ni nominalni hodnotou
matefského iontu (napt. '4°Ce** se projevi v hmotnostnim
spektru na pozici zdanlivé odpovidajici 7°Zn*). Pomér mezi
ionty nesouci jeden nebo dva naboje je zavisly exponenci-
4lné& na poméru prvniho a druhého ioniza¢niho potencidlu®.
Tento pomér vSak miiZe byt sniZen vhodnym nastavenim
méficich podminek na hodnotu < 0,5 % matefského iontu.
Spektrélni interference vyvolavaji rovnéZ prvky matrice
nebo nosného plynu spojené do polyatomovych Ccastic.
V praxi se nejcastéji miiZzeme setkat s interferujicimi polyato-
movymi Casticemi vznikajicimi kombinaci Ar, O, C, N,
H s dals$imi ionty. Napf. CaO* (40+16) muZe interferovat
s S%Fe* nebo ClO* (37+16) s 53Cr*, vzhledem k Gastému vy-
skytu Ca a Cl ve vzorcich3. Pfitomnost chloridd, sirant a fos-
foreCnanti mize rovnéz zptsobovat vznik nezadoucich inter-
ferenci. Typickym pfipadem je stanoveni As v roztocich s vy-
sokym obsahem Cl iontl (¢astice ArCl* interferuje s jedinym
izotopem 7> As*). Problém interferenci byl u nové konstruova-
nych pfistroji odstranén pomoci cely, kde kolizemi s He, CH,
nebo NH; dochazi k rozbiti interferujicich Céstic. Aby se
predchazelo interferencim, pouZiva se jako zédkladni rozpou-
Stédlo roztok HNO, (1-5 %), ktery zajisti stabilitu iontt a pfi-
tomnost dusiku nezplisobuje ve vétsi mife vznik neZadoucich
interferujicich castic. Pfi béZznych rutinnich stanovenich je
vSak vétSina predpokladanych interferenci minimalizovana
vhodnym nastavenim parametrti zmlZovace a iontové optiky.

3.2. Nespektrdlni interference

Matri¢ni prvky mohou vyvolavat nespektrdlni interfe-
rence (zejména potlaceni signdlu) tim, Ze ovliviluji energe-
tické poméry a tudiZ ionizac¢ni rovnovahy v plazmatu.

Obecné plati, Ze signal izotopové lehkého analytu v izo-
topové t€Zké matrici je potlaten ve vét§i mife, neZ signdl
izotopové téZ8iho analytu v matrici izotopové lehké. Zna-
mena to, Ze 1épe se stanovuje napt. koncentrace Th v roz-
toku obsahujicim B, nezZ B v matrici obsahujici Th. Miru
potlaceni signdlu mezi prvky, které jsou si hmotnostné blize
nez B a Th, urcuje hodnota ionizac¢niho potencidlu. V paru
dvou prvkil s odlisSnym ioniza¢nim potencidlem zplsobuje
veétsi potlaceni signélu prvek s niz§im ionizacnim potencia-
lem. Potlaceni signalu zalezZi spiSe neZ na poméru koncent-
race analytu a koncentrace matri¢niho elementu na absolut-
nich obsazich matri¢nich prvki. Z praxe je zndmé i zesileni
signalll nékterych prvkd pritomnosti poldrnich sloucenin
uhliku, zejména niZSich alkohold a kyseliny octové. Toto
zesileni signdlu pravdépodobné pochdzi z dokonalejsi ioni-
zace srazkami s atomy uhliku®.

Jednotlivé interferujici vlivy potlacujeme nékolika zpi-
soby: méfenim pomoci externiho standardu (zpisob znamy
pod nazvem metoda standardniho pfidavku), pomoci inter-
niho standardu a metodou izotopového fedéni.

Externi standard ¢i standardni pfidavek zajiStuje stejné
podminky pfi méfeni standardu a vzorku. Interni standard je
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izotop, jehoZz pribéZnym méfenim umoZiujeme fidicimu
systému reagovat na béZné zmény ve stabilit€ signalu pii-
stroje. Pomoci interniho standardu systém opravuje vy-
chylky zméfené koncentrace analytu vzniklé ndhodnou ne-
stabilitou pfistroje. Interni standard by se mél svoji hmot-
nosti blizit hmotnostem prvkl v analyzované $kéle. Interni
standard musi byt dobte ionizovatelny prvek, ktery se v mé-
feném vzorku nevyskytuje. Nejcastéji byva internim stan-
dardem !'5In, 45Sc, 299Bi nebo 19Rh. Idealni interni stan-
dard pro dané méfeni je jeden z izotopt analyzovaného
prvku. Je-li pouzit takovyto interni standard, hovotime o me-
tod¢€ izotopového fedéni. Tento postup je velmi pracny a na-
rocny, ale ve svém disledku presny. Metoda izotopového fe-
déni byva pouzivana pro analyzu referencnich material
a dalSich vzorkil vyZadujicich vysokou pfesnost stanoveni.

4. Detekcni limity

Detek¢ni limity ICP MS jsou vzhledem k ostatnim
spektralnim metoddm (GF AAS — atomova absorpc¢ni spekt-
rometrie s grafitovou pickou, ICP OES - optickd emisni
spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem, XRF — rent-
genova fluorescencni spektrometrie, INAA — instrumentalni
neutronova aktivacni analyza, PIXE — analyza protony vy-
buzenych spekter) velmi nizké. I kdyZ jsou po mineralizaci
tuhého vzorku brany v potaz interferencni vlivy, matri¢ni
efekty a zmény ve stabilité signélu pfistroje, dosdhneme po-
moci ICP MS velmi dobrych vysledki. Detekéni limity se
u fady téZkych kovl v redlnych podminkich pohybuji
v ng.I'! (ppt) a u fady ostatnich v desetinich pg.I'! (ppb).
ICP MS predci fadu metod svym dynamickym rozsahem,
ktery miiZe pokryt vice nez 4 fady?, jak je znizornéno na
obr. 4. V praxi pouzivime rozsah o fad nizsi. Pro dosazZeni
co nejnizsich detekCnich limitd je nutné nalézt maximalni

il Ll
100
C,mgr1 1000

Obr. 4. Rozsah kalibraé¢ni kiivky pro Cd, Cr, Cu, Ni, TI2
(osa x koncentrace analytu, osa y pocet pulzii za vtefinu — cps)
[ kadmium, A chrom, Om&d, 2\ nikl, B thallium

pomér signdl/Sum. Optimalizovany signdl (pro urcitou kon-
centraci prvku) by mél byt rovnéZz stabilni v Case. Para-
metry, které pomér signdl/Sum ovliviiuji pfedev§im, jsou:
pratoky jednotlivych plyni (charakter vstfikovaného aero-

o
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solu), vykon RF generdtoru, umisténi hofdku, vykonnost
vakuové techniky, parametry iontové optiky, kvadrupolu
a detektoru, v neposledni fadé charakter analytu a matrice.

5. Pridavna zarizeni
5.1. Zmlzovace

Vyznamnou soucasti ICP MS je zdroj aerosolu, na ktery
je nutno roztok vzorku prevést. Zikladni usporadani pii-
stroje je urceno pro analyzu roztok a nejb€Znéjsim zdro-
jem aerosolu je zmlZovac (nebulizér) v kombinaci s mlZnou
komorou. Existuji riizné konstrukce zmlZovact a jejich vy-
lepSeni. Vybér vhodného zmlZovace je zavisly na spotfebé
vzorku, charakteru aerosolu, vlastnostech roztoku ¢i sus-
penze. Nejhojnéji pouZzivany zmlZovac¢ (sklenény, koncen-
tricky) je nachylny k poskozeni suspenzi pfitomnou v nedo-
konale mineralizovanych vzorcich. ZmlZovace schopné
zmlZovat vzorky se suspenzi ¢i viskézni vzorky, napf. se
zlabkem tvaru V (V-grooved) a Babingtontiv (GMK zmlZo-
vac), nemaji takové parametry jako sklenény koncentricky
zmlzovaé. Mezi nejefektivnéjsi zplisoby zmlZovani nalezi
v posledni dobé pouZiti ultrazvukového zmlzovace. Ultra-
zvukovy zmlZoval produkuje vibracemi piezoelektrické
membrdany mnohem jemnéjSi aerosol neZ ostatni zmlZo-
vace, ¢imz zvySuje citlivost vlastniho stanoveni.

Pfimé zmlZovani (bez mlZzné komory) usnadiiuje praci
pii analyze prvka s velkym paméfovym efektem.

5.2. Technika ,,davkovani do proudu*

Dévkovani do proudu (metoda FI — Flow Injection) je
technika aplikovana ve spektrometrii od roku 1975 (cit.)
a spociva v aplikaci vzorku do nosného média a sledovani
signdlu analytu v Case. Systém mé velmi mnoho variaci li-
Sicich se zejména stupném disperze vzorku v nosném mé-
diu. Mezi hlavni vyhody tohoto usporadani patii sniZeni
kontaminace vzorkem nebo matrici, odstranéni matri¢nich
efektt, mozZnost predipravy vzorkl, minimalizace mnozstvi
vzorku, pfipadné davkovéani internich standardf. Technika
nachdzi uplatnéni zejména pfi analyze vysoce mineralizo-
vanych roztoki, napf. moiské vody®, biologickych teku-
tin®7, roztokd koncentrovanych kyselin®, ropy®, pfipadné

rozpusténych soli, kovi & p¥irodnin!?,

5.3. Analyza plyna

Namisto aerosolu, ktery je nasat do plazmového hotaku,
mohou byt do proudu argonu zavadény plynné slouceniny
obsahujici analyt (zejména ve formé hydridu pfislusného
analyzovaného prvku). Docili se tim sniZeni obsahu roz-
poustédla v plazmatu a odstranéni matricnich interferenci
(napt. molekuly ArCl ovliviiujici stanoveni As, cit.!0:11),
Proces vyvijeni plynnych sloucenin s naslednym zavadénim
do ICP MS se tyka zejména Ge, As, Se, Sn, Te, Pb a Bi,
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prip. Hg. Specidlni postup s tvorbou tékavych oxidl byl
pouZit k stanoveni izotopového sloZeni Re a Os (cit.!?).
Dale mohou byt rovnéz vyvijeny jednotlivé halogeny, ze-
jména Br, T (cit.!3), karbonylové sloudeniny!4, slouceniny
fluoru!® piipadn& methylester kyseliny borité!®.

5.4. Elektrotermdlni odpafovéni

Elektrotermalni odparovani (electrothermal vaporisa-
tion, v kombinaci s ICP MS méi oznaCeni ETV ICP MS)
spociva v zavedeni malé ¢asti kapalného nebo polokapal-
ného vzorku do grafitové (pfipadné wolframové) picky, ter-
malniho zpracovani vzorku, zavedeni pyrolyznich produktt
do plazmatu a nésledné Casové rozliSené analyzy. Aplikace
zéhy potvrdily pfedpokladané vyhody tohoto uspofadéanil’.
Nejvétsi vyhodou zminéného systému je mald spotieba
vzorku. Optimalizovany teplotni program rovnéZz dokéze
odstranit matri¢ni prvky z analyzovaného roztoku, vcetné
potlaceni tvorby oxidil a vyrazné pfispét ke sniZeni detekc-
niho limitu. Pfi vhodném pouZiti miZeme sniZit spektralni
interference az o fad. Reprodukovatelnost méfeni timto
zpusobem je zavisld zejména na mnoZstvi vzorku a geo-
metrii jeho davkovani do kyvety. ETV ICP MS bylo s tspé-
chem pouZito pro analyzu roztokl s vysokym obsahem roz-
pusténych soli!8, olejﬁlg, t&lnich tekutin?©, suspenzim, zrn
jednotlivych minerald?2, ale i relativné &isté vody vzniklé
rozpusténim arktického ledu?3.

5.5. Laserova sonda

Laserova sonda se pouziva pro pfimou analyzu tuhych
vzorkl pomoci ICP MS. Laser s tuhou latkou nebo plynovy
pulzni laser je nejCastéji zdrojem zafeni (infracerveného
nebo ultrafialového, A = 1064 nebo 266 nm), které dopadem
na tuhy vzorek vytvofi kréter (obr. 5), pficemZ vznikly ae-
rosol je pfiveden PTFE hadici do plazmatu. Vzorek spo-
le¢né s kalibracnim materidlem je umistén v kiemenné cele
na pohyblivém a ovladatelném stolku a je moZné jej pozo-
rovat mikroskopem ¢i kamerou. Primér krateru vzniklého
pusobenim laseru na povrch vzorku se pohybuje od 10 do
100 um, hloubka je zavisld na energii a dobé plisobeni la-
seru. Energie pulzu dosahuje v pfipad€ UV laseru 0,1-2 mJ.
Problém vznikd s kalibraci takového uspotfddéani a naleze-
nim vhodného interniho standardu. Hloubka a pramér kra-
teru zaleZi i na druhu materidlu a je proto nutné systém ka-
librovat stejnymi materidly, napf. silikaty sklem, kovy sliti-
nami kovu, lisované prasky tabletami lisovanych referenc-
nich materidld. Jako interni standard vétSinou slouZi né-
ktery z makroprvkil matrice (v piipadé silikati napf. 2%Si),
do tablety zakomponovany vhodny prvek nebo prvek, ktery
je priveden ze zmlZovace piipojeného k proudu aerosolu
vzniklého laserovou ablaci analyzovaného materialu. U ma-
1ého mnoZzstvi vzorku a lze-li jej tavit bez ztraty analytu je
mozné pripravit sklenéné pelety tavenim. Velky objekt,
z n¢hoZ nelze ziskat Cast, kterd by se veSla do kfemenné
cely (pramér nejcastéji 5 cm), je mozné analyzovat tak, Ze

o
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Obr. 5. Kratery vzniklé pisobenim laseru na slitinu
mincovniho kovu; primér 30 pum, foto z elektronového
mikroskopu

ho ¢astecné pokryjeme mensi celou a kontakt cely s objek-
tem dokonale uté€snime, aby prochazejici argon nesouci ab-
ladovany prach neunikal do okoli, ale dostaval se do plaz-
matu. Kromé jiz zminéné mikroanalyzy je velkou vyhodou
kombinace laserové ablace a hmotnostni spektrometrie
moznost pfimé analyzy vzorku bez nutné mineralizace ¢i
dalgich chemickych krokd. Sirokou $kalu aplikaci prvkové
a izotopové analyzy detailné popisuji Beauchemin a spol.!°
Metoda nasla vhodné uplatnéni pfi analyze jednotlivych mi-
nerald (zirkony, granaty, pyroxeny, diamanty, sulfidy) plyn-
nych-kapalnych uzavfenin v minerdlech, skla, keramiky,
kosti, skofapek, zubil, korald, aerosolii a dalsich vzorka?.

6. Aplikace

ICP MS je metoda pfedurcend k analyze prvki, které
nelze analyzovat jinymi spektralnimi metodami. V pfirod-
nich tuhych materidlech jsou takovymi prvky zejména
prvky vzacnych zemin, platinové kovy, zlato a refraktorni
prvky Zr, Hf, Nb, Ta, W. Metodou nema smysl analyzovat
napf. sodik v pfirodni vodé, zinek v odpadnim kalu a man-
gan v pudé, pokud se tyto prvky ve vzorcich vyskytuji
v koncentracich stovek mg.kg™! a vyssich.

Totéz plati pro biologické materidly a vody. Zajem se
soustieduje na stopové a ultrastopové koncentrace toxic-
kych prvka ¢i stopové a ultrastopové koncentrace esencial-
nich prvkl. Z téchto velkych skupin uvedme napt. TI, Pb,
Cd, As, U za toxické a I ¢i Se za esencidlni.

ICP MS predci ostatni metody velmi nizkou spotfebou
vzorku (z méné nezZ 1 ml vzorku je mozZné stanovit Sirokou
skalu prvki).

6.1. Prvky vzacnych zemin

Prvky vzacnych zemin (Rare Earth Elements neboli REE
— skupina prvkia od La k Lu) jsou vyznamné pro studium di-

128

Referaty

ferenciacnich procesti mezi jednotlivymi Castmi zemské
kury a stanovuji se obvykle vSechny spolecné s yttriem. ICP
MS umoZiiuje (s vyjimkou Pm) pfimé stanoveni, bez sepa-
race matri¢nich prvka a obohaceni (nutné pro ICP OES) ¢i
bez nakladného zafizeni pro neutronovou aktivacni analyzu
(NAA). Pfi analyze REE sledujeme hmotnosti od 139 do
176. Tb, Pr, Ho, Tm jsou prvky monoizotopové, ostatni
prvky vzécnych zemin maji vice izotopd. U kaZdého z prvkil
1ze nalézt alesponi jeden izotop bez izobarické interference
(obr. 3). Stanoveni miiZe byt ovlivnéno tendenci prvki leh-
kych vzdcnych zemin tvofit Castice s kyslikem (!4!PrleO*
miiZe interferovat s 157Gd*, cit.3). Analyzované roztoky by
rovnéZ nemély obsahovat vétsi mnozZstvi chloridii vzhledem
k tomu, Ze Castice obsahujici chlor a prvky lehkych vzéc-
nych zemin interferuji s prvky tézkych vzacnych zemin.
Tvorba interferujicich kyslikatych ¢astic je v praxi minima-
lizovana vhodnym nastavenim prito¢nych plyni zmlZovace,
mlZné komory a plazmového hofdku. ProtoZe t€Zké vzacné
zeminy jsou hojné v n€kterych t€zkych minerélech (tj. mi-
nerdlech obtiZné€ rozpustitelnych), stavé se taveni vzorku ne-
dilnou soucasti mineraliza¢ni procedury.

6.2. Refraktorni prvky

Refraktorni prvky (rozuméj zejména Zr, Hf, Nb, Ta) jsou
pritomné v béznych silikatech, ale i ve specidlnich minera-
lech, které se obtizné mineralizuji. Proto je nezbytné, aby se
v mineralizacnim kroku objevilo taveni. Taveni napf.
s LiBO, byvé provadéno bez pfedchoziho rozpousténi sili-
kath a eliminace Si jako SiF, kyselinou fluorovodikovou
nebo nasleduje po rozkladu silik4tti a odstranéni kfemiku.
Volbu tavidla urcuji zejména charakter analytu, teplota eu-
tektika vznikajiciho z tavidla a vzorku piipadné z tavici
smési a vzorku, charakter prostfedi, které chceme nastolit
béhem taveni (tj. alkalické nebo kyselé, oxidacni nebo re-
dukéni). V neposledni fad€ nds zajima stupeii opotiebeni ta-
vici nddoby zejména z dlivodu ceny drahych kovi, pripadné
mozné kontaminace vzorku. Rozklad nékterych sloucenin
tavenim, nemusi to byt jenom slouceniny refraktornich
prvki, ale i napf. oxidy, sirany, fosfore¢nany, karbidy nékte-
rych kovi i nekovil, nemd zatim pfi rozpousténi alternativu.

Béhem taveni je nutné pamatovat na celkové mnozstvi
rozpusténych soli v nasledné pfipraveném roztoku, které by
nemélo presiahnout 1 g.1"'. V kazdém piipadé plati, Ze ana-
lyza roztokli s vysokym obsahem rozpusténych soli je ob-
tiznéjsi a jeji vysledky jsou zatiZeny vétsi chybou neZ ana-
lyza roztokii s malou iontovou silou.

6.3. Platinové kovy a zlato

Platinové kovy a zlato se v zemské kite vyskytuji v kon-
centracich ppb ¢i ppt a jsou v mineralech a horninach rozpty-
leny velmi nerovnomérné. Pro jejich stanoveni byvaji nutné
specidlni rozkladné a prekoncentracni kroky dokonce i v ICP
MS (cit.?%). Komplikace s interferencemi mohou nastat ze-
jména vlivem tvorby &astic ®'Ni%0Ar* s 101Rut, & S3Cu*0Art

o
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Tabulka II
Roc¢ni naklady na provoz, relativni cena za stanoveni 1 resp. n prvki, relativni ¢as na zvladnuti metody

Technika FAAS GF AAS ICP OES ICP MS

Cena roc¢niho provozu, tis. K¢ 80 150 250 400

Pocet analyzovanych prvki 1 1 n n

Relativni cena za vzorek 1 30 70 100

Relativni doba zvladnuti metody 1 2 3 6

S 103Rh+, 65Cu40Ar+ S IOSPd+, a ]8]Ta16o+ S 197Au+(cit.3).
Mezi bézné pouzivané rozkladné metody naleZi dokimasticka
(prubifsk4) mineralizace na NiS & PbS (cit.?). Vzorek se ve
specidlnim kelimku smisi se spektralné Cistym niklem, sirou,
kiemenem a vhodnym tavidlem (nejcastéji Na,B,0,). Prota-
venim smési se oddéli silikatova a sulfidova tavenina. Vznikly
NiS obsahuje platinové kovy a vétSinu Au. Nasleduje selek-
tivni rozpousténi kupelu, ¢i celkové rozpousténi a koprecipi-
tace platinovych kovi s telurem nebo jejich separace na ion-
toménicich. Ekologicky méné piiznivd metoda tvorby PbS je
méné pouZzivani, nicméné vhodna pro analyzu platinovych
kovl a Au. ProtoZe vétSina doprovodnych prvkil zistava bé-
hem procesu v silikdtu, metoda umoZiuje pracovat s vétsi na-
vézkou vzorku neZ je b&Zné u prostého taveni. Redici faktor

[yl

proto napf. u navazky vzorku 10 g nepresahuje nizsi desitky.

7. Srovnani s béZnymi spektralnimi metodami

Vsechny vyse jmenované superlativy jsou zatiZeny cenou
instrumentace, cenou provozu pristroje a cenou nezbytného
vybaveni laboratofe. Nezanedbatelnym faktem pifi vyuZiti
ICP MS je kromé vysoké porizovaci ceny i vysokd cena
chodu instrumentace. Néaklady vznikaji zejména velkou spo-
tiebou argonu, spotiebou energie pro vlastni pfistroj (obvykle
tfi jeho vakuova Cerpadla zistavaji neustéle v chodu), energie
na chod klimatizace a ventilace laboratote. I kdyZ tedy pfi-
stroj neméri, spotfebovava finance. Dalsi nédklady predstavuji
supercisté chemikalie a kyseliny, déle pak referencni materi-
aly. V Zadném méfeném experimentu, proceduie a sadé
vzorkll by nemél chybét odpovidajici referencni material.

Pomérné ndklady nejbéznéjSich spektridlnich metod
(plamenové atomové absorp¢ni spektrometrie FAAS, AAS
s grafitovou pickou — GF AAS, optické emisni spektromet-
rie s indukéné vazanym plazmatem — ICP OES) a ICP MS
na ro¢ni chod a relativni ¢as na zvladnuti techniky jsou uve-
deny v tabulce II. Tabulka je vytvorena pro ICP MS s kvad-
rupélovym analyzatorem. Cas na zvladnuti techniky i na-
klady na stanoveni jsou nesrovnatelné vétsi pro ICP MS nez
pro ostatni spektralni metody.

8. Zavér

ICP MS zptsobila nebyvaly pokrok v prvkové a izoto-
pové analyze materidld, pfirodnin, tkéni a télnich tekutin.
Vyuziti techniky zjednodusilo analyzu fady prvkl (platino-
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vych kovl, prvkd vzdcnych zemin, refraktornich prvki)
a urychlilo analyzu ultrastopovych koncentraci v fadé pri-
rodnich materidli. K vlastnimu pfistroji existuje fada pfi-
davnych zafizeni, kterd umoznuji odstranéni interferencnich
vlivil, zejména matri¢nich, stanoveni koncentraci v tuhych
vzorcich, stanoveni forem. Radu postupii (zejména analyzu
roztokl) je moZné povaZovat za rutinni analytickou préci,
vyuziti pridavnych zafizeni, analyza izotopovych poméra
a specidlnich vzorkd, napf. silné mineralizovanych nebo or-
ganickych, ma stéle jesté badatelsky charakter.

Pfi vyuziti pfistroje je tfeba brat v tvahu finan¢ni na-
ro¢nost, kterd je spojena s jeho provozem, a proto je dile-
Zité nesnazit se aplikovat tuto techniku na vSechny vzorky,
ale zejména na specidlni dlohy, jinak velmi obtiZné fesi-
telné. Pfi rozhodovani je nutné mit jasnou predstavu ze-
jména o poctu a typu meéfenych vzorki, charakteru jejich
matrice, analyzovaném spektru prvkd, objemu analyzova-
nych roztoki, nutnosti urovat izotopové sloZeni, moznosti
financovani nejen vlastniho provozu stroje pfi méfeni, ale
i vyvoje postupl, metodik a praxe, které povedou k doko-
nalému zvladnuti techniky. Zpisob, jakym donutit uZivatele
prace na ICP MS, aby ziskané vysledky nekoncily pouze
v zasuvkach, ¢i nepublikovanych zpraviach a aby mnoZstvi
a vyjimecnost ziskanych dat nenahrazovaly divtip a hypo-
tézy, vétSinou prodejci pfistroje nenabizeji.

Autori pracuji v laboratori ICP MS UK PrF vybavené
z prostiedkii PHARE (CZ 9503-01) MF CR a FRVS 1557.
VyuZivaji uvedenou technikou na veSeni projektu MSMT
113 100 005 — , Ldtkové a energetické toky ve svrchnich
Cdstech zemské kiiry“.
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M. Mihaljevi¢?, L. Strnad®, and O. Sebek” (“Institute
of Geochemistry, Mineralogy and Mineral Resources,
bLaboratories of the Geological Institutes, Faculty of Sci-
ence, Charles University, Prague): Application of Inducti-
vely Coupled Plasma Mass Spectrometry in Geoche-
mistry

This review covers principles and applications of ICP
MS in geochemical and environmental sciences. The cur-
rent popularity of ICP MS is attributed to very low detec-
tion limits for almost all elements across the Periodic Table,
simple mass spectra and the ability to measure isotopic ra-
tios. The most frequently analysed groups of elements are
described in relation to the occurrence of spectral and non-
spectral interferences, methods of calibration and measure-
ment, the instrumental arrangement and also the most fre-
quent methods of decomposition of solid samples. Modifi-
cations of the way of introducing the sample, in particular
the use of electrothermal vaporisation and laser ablation,
make the ICP MS a very effective instrumental method for
trace analysis. However, it is necessary to take into consi-
deration the high costs of purchase and operation of the in-
strument.
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1. Uvod

HYSYS se v soucasné dobé fadi mezi celosvétoveé nej-
roz§ifendj$i univerzalni simula¢ni programy! pro chemické
procesy. PrestoZe jeho soucdsti je rozsahla knihovna jedno-
tkovych operaci a objemna databdze fyzikalnich dat, pro-
blematika simulace chemickych procest je natolik sloZita,
Ze jsme nuceni posuzovat kvalitu simulacnich programu
predevsim podle moznosti rozsifit je o vlastni modely apa-
ratd, o vlastni termodynamické modely, experimentalni da-
ta, vypocetni metody apod. Typickym problémem je oblast
reakéni kinetiky, kde jsme vétSinou odkdzani na vysledky
méfeni a vlastni vztahy. Proto jsme testovali moZnosti roz-
Sifeni simula¢niho programu HYSYS.Process v oblasti che-
mické kinetiky.
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2. Uzivatelské prizpasobeni programu HYSYS

Piistupy k rozsifovani programu HYSYS je moZné roz-
délit do tfi skupin:
— technika automatizace (OLE),
— vnéjsi programova rozhrani,
— proménné a jednotkové operace definované uZivatelem.

2.1. Technika automatizace (OLE)

Ptizptisobovani programu HYSYS potfebam uZivatele
je usnadnéno tim, Zze HYSYS plné vyuziva techniku auto-
matizace (Automation). Jde o techniku Microsoft zaloZenou
na modelu COM (Component Object Model), ktery umoz-
Huje jedné aplikaci (programu) pracovat s objekty naleZeji-
cimi jinym aplikacim. Vyvinula se z techniky spojovani
a vkladani objekti OLE (Object Linking and Embedding),
a proto se nékdy pouziva termin OLE Automation. Tech-
nika OLE dovoluje vzit urCity objekt (napf. tabulku Excelu)
a vlozit ho s propojenim do jiného objektu (napf. textového
dokumentu), pficemZ zmény v tabulce se automaticky pro-
mitaji do textového dokumentu.

Technika automatizace umoZziiuje programatorovi zpfi-
stupnit objekty jednoho programu pro uziti v jinych aplika-
cich. V prostfedi MS Windows je tato technika jiZ standar-
dem. Jejim principem je sdileni objektii v jednotlivych pro-
gramech, pficemZ tyto objekty jsou definovany na zdkladé
reference na zdrojovy program, ve kterém jsou vytvoreny.
Technika automatizace pracuje zplisobem klient — server.
Serverem je aplikace, kterd umoziiuje ostatnim aplikacim
pracovat s jejimi soubory. Klientem automatizace je apli-
kace, ktera pracuje s objekty jinych aplikaci pomoci auto-
matizace. Pritom vétSina aplikaci mizZe tvofit jak klienta au-
tomatizace, tak server automatizace.

HYSYS je aplikace serveru automatizace (poskytuje po-
zadované sluzby), jiny program, napt. Visual Basic, pied-
stavuje klienta automatizace (pozaduje sluzby). MiZeme
v ném napsat kod, ktery ma pfistup k objektim programu
HYSYS a vyuziva je. UZivatel napisSe program podle svych
potieb v libovolném prostiedi, které podporuje techniku au-
tomatizace (Visual C++, Visual Basic, Delphi, aj.) a vyu-
Ziva pro své ucely vlastnosti proudt, fyzikalné-chemické
vlastnosti latek ¢i matematické modely simulacniho pro-
gramu HYSYS. Program pfedfazeny simulaénimu pro-
gramu HYSYS miZe slouZit i jako maska, kterd vyuZivd
dalezité vysledky simulace a skryva komplikovanost feseni.
Typickym prikladem je propojeni mezi MS Excelem a pro-
gramem HYSYS pomoci jazyka VBA (Visual Basic for Ap-
plication), ktery je soucasti MS Excelu. Propojeni Excelu
a HYSYS je vhodné naptiklad pro prezentaci vysledkii ana-
lyz citlivosti. Tento doplnék je jiz k dispozici na internetu2
i s prisluSnym zapracovanym grafickym rozhranim vcetné
dokumentace.

o
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Architektura klient — server se vyuZiva i opanym sme-
rem — programu HYSYS se zpfistupni rozSifujici moduly,
jak popiseme dale.

2.2. Vytvofeni rozSifeni ve Visual Basicu nebo
ve Visual C++

Funk¢nost programu HYSYS verze 2.0 1ze roz§ifit pfi-

danim nasledujicich uzivatelskych objektd k simulaci:

— rozSifujici jednotkova operace (Unit Operation),

— rozsifujici reakéni kinetika (Reaction Kinetics),

— roz§ifujici bali¢ek fyzikalné-chemickych vlastnosti (Pro-
perty Package).

Tato rozSifeni se vytvéreji pomoci rozhrani mezi pro-
gramem HYSYS a vyvojovym programovacim prostfedim
Visual Basic nebo Visual C++ (rozSifujici balicek fyzi-
kalné-chemickych vlastnosti 1ze vytvofit pouze ve Visual
C++). HYSYS obsahuje knihovny objektil, ke kterym maji
tyto dva programovaci jazyky pristup. Propojeni je uskutec-
néno pres kontejnery HYSYSu (containers), které obsahuji
objekty a metody, které pouzivd HYSYS a nasledné pak
i vyvojové prostfedi. Pro uvedené typy rozsifeni se vyuZi-
vaji tfi typy kontejnerti. Vlastni rozsiteni se definuje — ko-
duje se ve vyvojovém prostiedi a kod je po odladéni zkom-
pilovéan jako knihovna DLL (Dynamic Linked Library). Po-
slednim stupném je registrace knihovny DLL do systému
registri Windows. I kdyZ uvedena tfi rozSifeni zlstavaji
v separatnim souboru DLL, pfi pouZivani se tvafi jako inte-
grélni soucast programu HYSYS.

Pfi vytvareni roz§ifeni se postupuje v Sesti stupnich. Po-
stup popiSeme pro rozsifeni ve Visual Basicu:

1. Vytvoreni defini¢niho souboru rozsifeni (EDF = exten-
sion definition file). Tento soubor obsahuje dillezité in-
formace vyzadované kontejnerem rozsifeni programu
HYSYS, napt. jména a typy vlastnich proménnych nebo
jeho identifikaci (Progld). Pro tvorbu souboru EDF se
pouziva program dodévany spolecné se simulacnim pro-
gramem HYSYS — editor pohledd (Extension View Edi-
tor).

Vytvoreni grafického prostfedi objektu (Object View).
Tento stupeti sice neni povinny, ale umoZiiuje uZivateli
interaktivni praci s vytvofenym objektem.
Implementace metod poZadovanych kontejnerem, napf.
roz§ifujici jednotkové operace musi mit implemento-
vany metody Inicializuj (Initialize) a Proved (Execute).
Registrace rozsifeni, pficemz se vyZaduje, aby registro-
vany identifikator Progld byl stejny jako ten, ktery jsme
vloZili do defini¢niho souboru rozsifeni EDF.

. Odladéni rozsifeni pomoci standardnich postupt Visual
Basicu. Napt. je mozno vlozit body preruseni, nejlépe do
metody Inicializuj, nebo se pouZije ladici okno Debug atd.
Distribuce rozsifeni. Jakmile je rozsifeni odladéno, 1ze
vytvorit ActiveX DLL soubor vybérem pfislusného pii-
kazu Visual Basicu v nabidce Soubor (File). Vysledkem
je rozsiteni, které je mozné distribuovat, pficemz uZiva-
teli z@istanou skryté pouzité informace ¢i metody. Distri-
buovat je nutné jak soubor DLL, tak soubor EDF, popf.
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dalsi soubory, pokud je roz§ifeni vyZaduje. Pro spusténi
vlastniho modulu je tfeba mit nainstalovany soubor DLL
a soubor EDF v jednom adresafi.

2.3. Proménné a jednotkové operace
definované uZivatelem

Funk¢nost simula¢niho programu HYSYS lze zlepsit
pouZzitim proménnych a jednotkovych operaci definovanych
uzivatelem. UZivatelem definované proménné (User Variab-
les) jsou po své definici plnohodnotnymi proménnymi,
které nelze rozliSit od vestavénych proménnych objektl
HYSYS. Lze je pouZivat stejnym zpisobem v ramci celého
objektu simulace (Simulation Case). UZivatelem definované
proménné se pisi v internim jazyku maker, ktery je soucasti
programu HYSYS. Interni editor maker (Macro Language
Editor) je interaktivni prostfedi pro vyvoj, testovani a pro-
vadeéni skriptd. PouZiva syntax velmi podobnou syntaxi ja-
zyka MS Visual Basic. UmoZiiuje zapis kddi, které je
moZzné spoustét v programu HYSYS v mnoha riznych situ-
acich.

S uZivatelem definovanymi proménnymi lze napf. pra-
covat v ramci analyz citlivosti, 1ze je monitorovat graficky
a také je exportovat do jinych simulaci, nebot kazda nova
proménné je uloZena do svého souboru. Podobné je tomu
také s uzivatelem definovanymi jednotkovymi operacemi.
Jde o vlastni modely jednotkovych operaci, které jsou rov-
néZ programované v internim jazyku maker programu HY-
SYS.

Prikladem vyuZiti mizZe byt vypocet Reynoldsova Cisla
pri proudéni tekutin, vypocet Wobbeho Cisla pro plynné
smési, vypocet rosného bodu nebo vyjadfeni cenovych na-
kladd proudicich médii.

3. Priklad rozsifeni — katalyticka oxidace
SO, na SO,

3.1. Reak¢ni kinetika

K popisu kinetiky reakci v plynné fazi na tuhém kataly-
zatoru jsou v programu HYSYS k dispozici modely Lang-
muira a Hinschelwooda, Eleye a Rideala a Marse a Van
Krevelena’. Tyto obecné modely ne vidy pfesné popisuji
kinetiku reakci na urcitych katalyzatorech. Z tohoto divodu
je casto nutné doplnit simulaéni dlohu o vlastni model,
ktery vychdzi z experimentalnich méfeni nebo je publiko-
van v literatufe. Jednim z takovych piikladi je oxidace SO,
na SO; na vanadovém katalyzdtoru v primysloveé dilezité
vyrobé kyseliny sirové:

VZOS
SO, +1/20, ¢ SO, AH298 K = — 198 kJ.mol"! (1)

Jde se o exotermni vratnou reakci, kterd probihd adiaba-
ticky v etdzovém reaktoru prakticky za konstantniho tlaku.
Kinetickd data byla ziskdna méfenim vzorka pramyslovych

o
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katalyzatord na laboratornim diferencidlnim priitokovém
reaktoru s recirkulaci plynu*>-°, Pro vyjadfeni zdvislosti re-
akéni rychlosti na teploté byla pouZita kinetickd rovnice’-8

Yso
r=0.5% A% exp(-EIRT* (0, "5 = ——) @
p

kde r je reakcni rychlost, A frekvencni faktor, E akti-
vacni energie, T teplota, y molarni zlomek a K_ rovnovdzna
konstanta reakce (/). Konstanta K_ je pouze funkci teploty
a vychazi z experimentélnich dat® :

log K, = 4812:3 _ 5 83541007 + 2,284.10 T -
T

—7,012.1077% + 1,197.10°1973 + 2,23 3

3.2. Simulaé¢ni model

Cilem vypocti byla simulace chovini prvni etdZe adia-
batického reaktoru na oxidaci SO,. K tomu byl pouzit kni-
hovni model reaktoru s pistovym tokem (PFR) a knihovni
termodynamicky model PRSV (modifikace Pengovy a Ro-
binsonovy stavové rovnice). Kinetika reakce — vztahy (2)
a (3) byla naprogramovana jako rozsifeni (Reaction Kine-
tics Extension) v prostiedi Visual Basicu 6.0 a reakce se tak
stala soucasti nabidky reakci v programu. Do kinetické rov-
nice jsme pouZili experimentélni data pro starsi typ kataly-
zatoru:

pro T < 763,34 K A =1,80.108 kmol.kg’l.h’l,
E =121,4 kJ.mol'!

proT >76334K A =2,55.10* kmol kg™ I,
E = 65,3 kJ.mol’!

Pro ziskani ndzornéjsi pfedstavy o ndro¢nosti/jednodu-
chosti vytvéreni rozsiteni je dile uveden jeho kod ve Visual
Basicu. Za apostrofy jsou uvedeny vysvétlujici komentare
(vSechny znaky uvedené mezi apostrofem a koncem radku
povaZzuje Visual Basic za komentar).

Pro simulaci byla pouZita redlnd priimyslovd data prvni
etaze reaktoru, jehoZ zékladni udaje jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka I
Parametry simulovaného reaktoru

Parametr Hodnota
Pramér reaktoru, m 7,07
Vyska vrstvy katalyzatoru v prvnim loZi, m 0,495
Sypna hmotnost katalyzitoru, kg.m™3 580
Teplota na vstupu do loze, °C 425
Tlak na vstupu do loZe, kPa 1144
Priitok plynu, kg.s™! 10,902
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Kvli verifikaci modelu byl nejprve simulovan zakladni
vyrobni reZim — denni vyroba 313 t H,SO, pfi koncentraci
SO, 10,9 mol.% ve vstupnim plynu. ProtoZe bylo dosazeno
dobré shody s daty ziskanymi z redlného procesu, byl mo-
del vyuzit ke zkoumdani vlivu nékterych provoznich para-
metrll na stupeil konverze:
zavislost stupné konverze a vystupni teploty plynu na
teploté vstupujiciho plynu,
zévislost stupn€ konverze na koncentraci SO, ve vstupu-
jicim plynu,
priubéh konverze a teploty podél loze katalyzatoru.

700

7<;ut i °C

70
X, %

/"_‘—“\*\u

50
600
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Obr. 1: Zavislost stupné konvereze SO, (x) a vystupni teploty
plynu (7 ,) na teploté vstupujiciho plynu (7;));
A konverze, B teplota

50

10 12

¢, mol%

Obr. 2: Zavislost stupné konvereze SO, (x) na koncentraci SO,
ve vstupujicim plynu (c)

3.3. Vysledky a diskuse

Zavislost stupn€ konverze a vystupni teploty plynu na
teploté vstupujiciho plynu je zndzornéna v obr. 1. Optima-
lizace vstupni teploty do vrstvy katalyzatoru predstavuje
u exotermni vratné reakce nejjednodussi moznost racionali-
zace vyroby bez nutnych investic. Vstupni teplotu je tieba
pruzné piizpisobovat zméndm reZimu vyroby (sniZovat pfi
rostouci koncentraci SO, a zvySovat pfi rostoucim pritoku
plynu) i stavu katalyzatoru (jeho postupnd dezaktivace se dd
do jist¢é miry kompenzovat vzristem vstupni teploty). Pfi
stanoveni optimalni vstupni teploty jsme omezeni vystupni

o
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Obr. 3: Zavislost stupné konvereze SO, (x) a teploty (T) na
délce loze katalyzatoru; A konverze, B teplota

teplotou, kterd nesmi prekrocit maximalni pfipustnou hod-
notu, pii které dochazi k dezaktivaci katalyzatoru. Ta se ob-
vykle pohybuje podle pouZitého typu katalyzatoru mezi 600
a 650 °C, pro urcity starsi typ ¢ini 600 °C. Proto optimalni
vstupni teplota zédkladniho reZimu nemiZe byt vySSi neZ
425 °C a maximalni dosaziteln4d konverze je pak 57,6 %.
Zavislost stupné konverze na koncentraci SO, ve vstupuji-
cim plynu je znazornéna na obr. 2. V grafu jsou vyneseny
konverze pfi optimalni vstupni teploté, kterd odpovida ma-
ximdlni pfipustné teploté na vystupu z etdZze 600 °C.

Option Explicit
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Konverze SO, je pfiznivé ovliviiovadna piebytkem vzdu-
chu, ale pfitom soucasné rostou naklady souvisejici s pri-
chodem plynu vyrobnou, jsou nutnd rozmérnéjsi zafizeni
a zejména klesa vyuziti reakcniho tepla, které ohiiva vétsi
mnoZstvi inertniho dusiku. Aby se 1épe vyuZila energie pro
vyrobu pdry, dava se proto prednost vyssim koncentracim
SO, (11-12 %). Pii pouziti dvoustupfiové konverze se 4-5
lozi katalyzétoru se pro vyssi koncentrace pokles konverze
na prvni etazi reaktoru v dalSich loZich do zna¢né miry vy-
rovna.

Pfi dalsi simulaci jsme zaznamenali konverzni a teplotni
profil loZe katalyzatoru v rozmezi 0,3 m az 1,0 m. Jak je
zfejmé z obr. 3, je pouZiti loZe del§iho nez 0,5 m neefek-
tivni, protoZe se konverze prfibliZila rovnovaZné hodnoté
a déle neroste — bylo dosaZeno stupné premény 0,647 pri
teploté 623 °C.

4. Roz3ifujici reakéni kinetika oxidace SO,

Rozsifeni simula¢niho programu HYSYS je ilustrovdno
prikladem reak¢ni kinetiky katalytické oxidace oxidu sifici-
tého pfi vyrobé kyseliny sirové. Potfebnd kineticka rovnice
byla naprogramovana jako rozsifeni v prostfedi Visual Ba-
sicu 6.0 a celd reakce se tak stala soucasti nabidky reakci
V programu.

‘vsechny promenne musi byt deklarovany;

‘usnadnuje to jejich identifikaci a zabranuje chybam pri preklepu

Dim hyContainer As Object

‘deklarace globalnich objektu HYSYSU

‘predpona hy oznacuje promenne pochazejici z HYSYSu

Public Function Initialize(ByVal Container As Object,

As Long
‘Tato funkce se vola,
nahrano
On Error GoTo chyba
Dim hyReactant As Reactant
Initialize extnCurrentVersion
Set hyContainer Container
cleneni rozsireni

ByVal IsRecalling As Boolean)

kdyz je rozsireni poprve pridano do programu nebo kdyz je

‘v pripade chyby ukonci program

‘Deklarace lokalnich objektu v HYSYSU
‘overeni pouzivane verze HYSYSU

‘Odkaz na kontejner,

ktery obsahuje metody pro za-

‘TsRecalling je False pri prvnim pridani rozsireni k simulaci

If IsRecalling False Then

‘reakcni podminky:
hyContainer.Phase ptVapourPhase
hyContainer.ReactionBasis
hyContainer.Reactants.RemoveAll

rbMoleFracBasis

‘plynna reakcni faze
‘molarni zlomky
‘odtraneni vsech puvodnich reaktantu

‘pridani pozadovanych reaktantu a jejich stechiometrie:

Set hyReactant

hyContainer.BaseReactant
Set hyReactant

Set hyReactant

= hyContainer.Reactants.Add(,S02")
hyReactant.StoichiometricCoefficientValue
hyReactant

hyContainer.Reactants.Add(,0Oxygen”)
hyReactant.StoichiometricCoefficientvalue

-1
‘klicova slozka v rychlostni reakci

-0.5

hyContainer.Reactants.Add(,S03*)
hyReactant.StoichiometricCoefficientvValue

1

‘nadefinovane vlastnosti se nastavi jako vypoctene takze je nelze me-

nit:
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With hyContainer
.SetReactionPropertyState rpReactants, wvsCalculated
.SetReactionPropertyState rpStoichiometricCoefficients, vsCalculated
.SetReactionPropertyState rpMinTemperature, vsCalculated
.SetReactionPropertyState rpMaxTemperature, vsCalculated
.SetReactionPropertyState rpReactionBasis, vsCalculated
.SetReactionPropertyState rpReactionPhase, vsCalculated
.SetReactionPropertyState rpBaseReactant, vsCalculated
.SetReactionPropertyState rpBasisConversion, vsCalculated
.SetReactionPropertyState rpRateConversion, vsCalculated
End With
End If
chyba: ‘navesti pro chybu
End Function

Public Function ReactionRate(ByVal Fluid As Object, ByVal RxnTemperatureInC As
Double, ByVal RxnVolumeInKmolPerM3 As Double, rate As Double) As Boolean
‘rychlost reakce (funkce ReactionRate) se vola pri kazdem vypoctu pomoci
rozsireni
On Error GoTo chyba ‘zachyceni moznych chyb

‘definice lokalnich promennych

Dim TK As Double ‘reakcni teplota v Kelvinech

Dim KSO3 As Variant ‘rovnovazna konstanta

Const Ro As Long = 580 ‘sypna hustota katalyzatotu (kg/m3)

Const R As Single = 8.314 ‘univerzalni plynova konstanta J/K*mol

‘indexy slozek - pro prehlednost programu:
Dim SO2Index As Integer
Dim O2Index As Integer
Dim SO3Index As Integer
Dim A As Double ‘predxponencialni Arrheniuv faktor
Dim B As Double ‘aktivacni energie
Dim ComponentFracs As Variant
‘molarni zlomky slozek:
Dim yS02 As Double
Dim ySO3 As Double
Dim y02 As Double

TK = RxnTemperatureInC + 273.15 ‘reakcni teplota v Kelvinech
‘experimentalni hodnoty aktivacni energie a predexponencialniho faktoru
If TK >= 763.34 Then

A = 25500# / 3600 ‘kmol/kg/s
B = 15600 * 4.186 * J/mol
Else
A = 180000000# / 3600 ‘kmol/kg/s
B = 29000 * 4.186 ‘J/mol
End If
‘vypocet rovnovazne konstanty jako funkce teploty
KSO3 = 10 ~ (4812.2 / TK - 2.8254 / 2.3025 * Log(TK) + 0.002284 * TK -

0.0000007012 * TK ~ 2 + 0.0000000001197 * TK ~ 3 + 2.23)
‘indexovani slozek (na zaklade vlastnosti HYSYS Containeru)
S02Index = Fluid.Components.Index(,S02")
S03Index = Fluid.Components.Index(,S03")
02Index = Fluid.Components.Index(,Oxygen”)
ComponentFracs = Fluid.MolarFractionsValue ‘molarni slozeni vstupniho proudu
vS02 = ComponentFracs (SO2Index)
vS0O3 = ComponentFracs (SO3Index)
yv02 = ComponentFracs (02Index)
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‘reakcni rychlost (kmol/kg kat./s)
rate = 0.55 * A * Exp(-B / (R * TK)) * (y02 * yS02 ~ 0.5 - yS0O3 / KSO3)
' prepocet na vnitrni jednotky HYSYSu:

rate = rate * Ro ‘kmol/s/m3

ReactionRate = True ‘reakcni rychlost spoctena
Exit Function
chyba: ‘reakcni rychlost neni spoctena
ReactionRate = False

End Function

5. Zavér 4. Vosolsobé J., Michdlek J.: Chem. Listy 60, 87 (1966).
5. Michalek J., Vosolsobé J.: Chem. Prum. 17, 527 (1967).
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univerzalni, a tak je kvalita prostfedku pro jejich rozSifeni vy- chim. 48, 80 a 766 (1975).

znamnym kritériem pfi jejich hodnoceni. Typickou oblasti je 8. Michilek J., Vosolsobg J.: Sbornik VSCHT Praha B19,

reak¢ni kinetika, kde jsme vétSinou odkazani na vysledky 55 a 67 (1975).

méfeni a vlastni vztahy. Vzhledem k oteviené architektuie 9. Twigg M. V.: Catalyst Handbook, 2. vyd., 1. Manson

poskytuje program HYSYS.Process né€kolik moZnosti rozsi- Publishing, London 1996.

feni, které jsou podle naSeho nazoru dostatecné. Jejich vyu-

Zivani vSak neni zcela trividlni a vyZaduje vzhledem k objek-

tovému charakteru programu specidlni znalosti a alespofi mi-

nimalni zkuSenost s pouZivinim objektoveé orientovaného J. Pozivil and J. Chudoba (Department of Computer

programovaciho jazyka, jako je napf. Visual Basic. and Control Instrumentation, Institute of Chemical Techno-

logy, Prague): Possibilities of Program Extension for Si-
Tato prdce vznikla za financni podpory projektu MSMT mulation of Chemical Processes
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Simulation of chemical processes is insofar complex

that even the latest simulation programs are not sufficiently
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1. Uvod

V zmysle nariadenia vlady ¢. 606/1992 Zb. o nakladani
s odpadmi bolo prevadzkovanych v roku 2001 na Slovensku
165 skladok odpadov a to v zloZeni!:

21 skladok I. stavebnej triedy,
5 skladok II. stavebnej triedy,
133 skladok III. stavebnej triedy,
6 sklddok osobitného urcenia.

Po prehodnoteni skladok podla kritérii vyhlasky MZP
SR ¢. 283/2001 Z.z. o vykonani niektorych ustanoveni Z4-
kona o odpadoch je od 1.1.2002 v prevadzke 156 sklddok
odpadov v zloZeni%:

— 20 skladok na inertny odpad,
— 120 skladok na odpad, ktory nie je nebezpecny,
— 16 skladok na nebezpec¢ny odpad.

Odpadom je v zmysle zdkona ¢. 238/1991 Zb. o odpa-
doch vec, ktorej sa chce majitel zbavit alebo tiezZ hnutelna
vec, ktorej odstranenie je potrebné z hladiska ochrany Zi-
votného prostredia. Podla Regiondlneho informacného
systému o odpadoch (RISO) bolo v roku 2001 v SR vypro-
dukovanych celkom 16,4 milionov ton odpadov, z toho 6,28
milionov ton ostatnych odpadov a 8,46 milionov ton zvlast-
nych odpadov (z toho 1,66 milionov ton nebezpecnych od-
padov), na ktoré sa vztahuje zakon ¢. 223/2001 Z.z. o od-
padoch. Vznik odpadov v SR podla jednotlivych hospodar-
skych odvetvi udava tabulka I (cit.?).

Komunalny odpad je odpad z domécnosti vznikajici na
uzemi obce pri ¢innosti fyzickych os6b a odpad podobného

Vznik odpadov podla jednotlivych hospodarskych odvetvi za rok 2001 (kt.rok™!)

Odvetvie hospodarstva Spolu Mnozstvo odpadov

ostatné zvlastné? nebezpecné
Polnohospodérstvo 4 654,6 287,6 43290 37,9
Rybolov 0,087 0 0,084 0,003
Priemysel spolu 6645,0 3882,0 1814,6 948,4
Stavebnictvo 338,7 169,2 144,5 25,0
Obchodné sluzby 183,4 14,8 81,8 86,8
Hotely a reStaurécie 8,2 0,3 7,7 0,3
Doprava a spoje 174,1 84,7 55,7 33,7
Penaznictvo a poistovnictvo 1,1 0,08 0,9 0,06
Verejnd sprava a obrana 1603,0 98,0 1502,1 29
Skolstvo 10,3 1,1 8,8 0,4
Zdravotnictvo a soc.starostlivost 92,3 4,0 75,0 13,4
Ostatné verejné sluzby 231,6 82,7 102,2 46,7
Predaj,udrzba a oprava mot.voz. 243,1 144,1 79,5 19,5
Nezistené 22248 1514,5 262,6 4477
Spolu 16410,2 6283,0 84644 1662,8

4 bez nebezpecnych
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charakteru vznikajici pri ¢innosti pravnickych osob alebo
fyzickych osdb opravnenych na podnikanie, ako aj odpad
vznikajuici pri ¢innosti obce pri Cisteni verejnych komuni-
kacii a priestranstiev, ktoré si v sprave obce, ako aj pri
udrzbe verejnej zelene vratane parkov a cintorinov, pri¢om
podla3? je zastipenie biodegradovatelného odpadu v ko-
munélnom odpade cca 28 %.

NajrozsirenejS$im sposobom zneSkodnovania odpadov je
stale ich skladkovanie 23,3 % (3,7 milionov ton) na ¢om sa
podiela hlavne kategéria komunélny odpad a to 63,47 %
(1,08 milionov ton). Podla idajov z RISO sa v roku 2001
zneskodnilo spalovanim 550,8 kt odpadu vsetkych kategé-
rii, o predstavuje 3,5 % odpadov.

Z celkového mnoZstva odpadov vzniknutych v roku
2001 sa v SR zhodnocuje 8181,0 kt, ¢o predstavuje 51 %.
V Slovenskej republike vzniklo podla idajov RISO a po ich
prepocitani na suSinu 2 095 577,5 milionov ton komunl-
neho odpadu, o je 389,6 kg na obyvatela a rok®$,

V skladkach dochddza k rozkladovym procesom za
vzniku tuhych, kvapalnych a plynnych produktov v do-
sledku biochemickych reakcii spdsobovanych prevazne
mikroorganizmami. Za pomoci kyslika, resp. i bez pomoci
kyslika prebiehaju v skladke aerébne a anaerébne procesy.
Ak je zloZenie odpadu priaznivé, t.j. odpad obsahuje dost
kuchynského odpadu, papiera a organickych latok, teplota
sa zvySuje behom 4 aZ 6 tyZdilov na 60 aZ 65 °C.

Anaerébny rozklad (vyhnivanie), je proces vyuZzivany
na produkciu metanu z pevného a kvapalného organického
odpadu (obr. 1). Vo vicSine pripadov produkcie metinu
z pevnych a kvapalnych odpadov je tito produkcia rozde-
len4 do troch krokov?-!1:

odplyriovacie

o komin
Sachty.

na spalovanie
skladkového
plynu

odplyriovacia
f \ komora

/[ zberné’,

potrubie:’ s

generator
:

export
energie
tesniaca

vrstva

Obr.1. Schéma skladky
plynu na vyrobu energie

odpadov s vyuzivanim skladkového

1. prvy krok zahfiia transformaciu vysokomolekularnych
zloZiek na zlozky vhodné ako pre zdsobu uhlika, tak aj
pre zdroj energie, prostrednictvom enzymov,

2. druhy krok stvisi bakteridlnou konverziou zloziek, ktoré
su vysledkom prvého kroku na identifikovatelné nizko-
molekuldrne prechodné zlozky,

3. treti krok zahfiia bakteridlnu konverziu prechodnych
zloZiek na jednoduché zlozky a produkty ako su oxid
uhli¢ity a metén.

Teoreticky by mohol vzniknit z 1 kg organického uhli-
ka, 1,86 m® zmesi metinu a kysli¢nika uhli¢itého, Co by
znamenalo, Ze pri asi 20 % organického uhlika v odpade by
malo vzniknit asi 150 m? plynov. Aviak v skladkach pre-
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biehaju i vedlajsie reakcie vzniku skladkovych plynov, ob-

vykle v mnoZstve 50 a7 120 m? na 1 t domového odpadu.

Zlozenie plynov vznikajucich v skladke je zavislé na
zloZeni organického podielu odpadov. Priblizne vznikd
v sklddke 10 az 45 % metanu (pri dodrZani pravidiel sepa-
rovaného zberu stiipa % vznikajiceho metanu az na 50-60
%), ktory je z hladiska energetického vyuZivania ako jediny
zaujimavy. Zbytok tvoria oxid uhlicity, sirovodik, oxid uho-
Inaty a iné plyny, velmi malo zastipené v produkovanych
plynoch.

Takto vzniknuty skladkovy plyn je moZné nésledne vy-
uzivat!2-15;

— neupraveny na priame spalovanie v kogeneracnych jedno-
tkach pripadne v kotloch,

— upraveny prostrednictvom primieSavania zemného plynu
(za ucelom zvysenia vyhrevnosti skladkového plynu) na
spalovanie v priemyselnych spalovacich zariadeniach,

— priamym ziskavanim cistého metdnu zo skladkového
plynu.

Kvalita a vyhrevnost plynov sa meni podla jednotlivych
skladok, pricom za najdoleZitejSiu vlastnost je mozné pova-
Zovat vyhrevnost. R6zni autori uvadzaju rdézne hodnoty,
ktoré sa pohybuiji od 5,5 MJ.m™ aZ po 23 MJ.m™3 (cit.17-18),
pricom na obr. 2 je uvedena zavislost vyhrevnosti bioplynu
na obsahu metanu v fiom!'6-19,

40
Q,, MJ.m3
30 J

20 |

| I |

60 80 100
C (CH4)7 %

40

Obr.2. Zavislost vyhrevnosti bioplynu 0 na obsahu
metanu ¢ (%)

2. NajpouZivanejSie rovnice vypo¢tu mnozstva
metanu a ich pouzitie

Problematike vypoctu metanu vznikajiceho z komunal-
neho odpadu sa venuje pozornost priblizne od roku 1930,
napr. prace A. M. Buswella. Medzi najzndmejSich autorov,
ktori sa touto problematikou zaoberali resp. zaoberaji pat-
ria dalej S. P. Peavy, G. Tchobanoglous, D. R. Rowe, J. He-
erenklage, R. Stegmann, N. Nakicenovi¢, E. Wagnerova,
B. Weber, J. Vana a niektori dalsi.

Napriek ich zdujmu o problematiku odpadov, prostred-
nictvom vyuZitia metanu vznikajiceho v skladke odpadov,
nevypracovali vSetci prakticky vyuZiteIné rovnice pre vypo-
Cet mnoZzstva takto vznikajiiceho plynu. Najdalej sa v tejto
oblasti dostali A. M. Buswell, S. P. Peavy a G. Tchobanog-
lous, na zdklade nimi vytvorenych rovnic boli neskor vy-
tvarané ich rézne modifikécie.

o
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2.1. Buswellove rovnice

Ako bolo uvedené v tivode kapitoly 2, A. M. Buswell sa
uspesne pokusil zostavit rovnice na vypocet mnoZzstva vzni-
kajiceho sklddkového plynu uz v roku 1930. Na zédklade
experimentalnych prac s odpadom, a na zéklade tychto jed-
noduchych rovnic boli neskdr navrnuté rovnice presnejsie,
ktoré sam autor nazval roz§irenymi Buswellovou rovni-
cami. Rozdiel medzi nimi spociva v tom, Ze pokial jedno-
ducha rovnica povazuje za vstupny substrat len jednoduché
chemické zliceniny a ako vystupny produkt anaerébneho
rozkladu odpadu len CO, a CH,, roz8irend rovnica zahffia
ako predmet rozkladu zloZitejSie chemické zliceniny obsa-
hujuce tiez siru a ako vystupny produkt rozkladu okrem
CO, a CH, tiez NH; a H,S.

2.1.1. Jednoduchd Buswellova rovnica

Jednoducha Buswellova rovnica vyplyva z nasledujticej
schémy?0:

mikrobidlna aktivita

organicka hmota » CO, + CH,

pri¢om tvar rovnice je:

C,H O, + (n— al4 + bI2)H,0 — (n/2 — a/8 + b/4)CO, +
+(n/2 + al8 — b/4)CH, (1)

kde n, a, b st pocty atomov uhlika, vodika a kyslika v zli-
Cenine.

Takze, ak je zndma empirickd rovnica substratu resp.
odpadu, potom nahradenim relativnych hodnoét pre n, a, b,
je mozné vypocitat mnoZzstvo ziskaného metanu z 1 tony or-
ganického komundlneho resp. priemyselného odpadu.

PouZzitie jednoduchej Buswellovej rovnice zahfiia nasle-

dovné zjednoduSujice predpoklady:

— pri anaerébnom rozklade odpadu vznikéd len CH, a CO, ,
toto neplati pre nddoby na prepravu odpadov,

— nevznikaju iné stale medziprodukty,

— v procese rozkladu neposobia chemické inhibitory,

— vietok odpad je mineralizovatelny a neuvaZuje sa nede-
gradovatelny material,

— zo Ziadnej Casti odpadu nevznikd mikrobidlny material,

— ziadna Cast odpadu nie je vyuzitelnd pre vznik mikrobidl-
nej energie.

K nevyhoddm pouZitia tejto rovnice patri:

— jednoduchd Buswellova rovnica vyZaduje znalost empi-
rického vzorca odpadu resp. elementarnu analyzu od-
padu, kedZe tito rovnica zloZenia odpadu mo6ze byt rozna
pre rdzne skladky odpadov i pre rdzne miesta na tej istej
skladke odpadov,

—nie sd tu uvaZované fyzikalno-chemické premenné (tlak,
teplota, sudrznost vrstvy odpadu, produkcia priesakovych
kvapalin,...).
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Rozklad glukozy

MnoZstvo metdnu vznikajiceho rozkladom glukézy na-
chéadzajicej sa v komunéalnom odpade, CcH;,0; , t.j. n = 6;
a =12 ; b =6, na jednotlivych sklddkach odpadov je mozné
vypocitat po dosadeni rovnice glukézy do rovnice (7):

C,H,,0, — 3CH, + 3CO,
180,12 131,97 48,12

Z jednej tony glukézy modze vzniknut 0,73 t CO,
(131,97 /180,12) a 0,27 t CH, (48,12 / 180,12). Na zédklade
skuto¢nosti, Ze 1 mol plynu zaberd za normalnych podmie-
nok 22,4 1, je mozné urcit mnoZstvo metdnu vznikajiceho
z rozkladu 1 t glukozy:

1 tony glukézy — 376,8 m? CH, + 371,1 m3 Co,
Pri rozklade glukézy vznika cca 50 % CO, a 50 % CH,.

Rozklad mokrého odpadu

Pri rozklade mokrého odpadu, ktorého chemicky vzorec je
podl’a7’21 C H,(O,tj.n=11,a=16, b= 1, ak odpad obsahuje
len latky na baze C, H a O, vznikne z 1 t mokrého odpadu:

C,\H,;0 +6,5H,0 — 7,25 CH, + 3,75 CO,
164,17 117,07 116,36 164,96

kde z 1 t mokrého odpadu vznika:

0,709 t CH, + 1,05 t CO,
989,5 m3 + 514,3 m3

Pri rozklade mokrého odpadu vzniké cca 65,7 % CH,
a 34,3 % CO,.

2.1.2. RozSirend Buswellova rovnica

Rozsirena Buswellova rovnica vyplyva z nasledujicej
schémy?! a ako bolo uvedené na za&iatku kapitoly 2, tito
rovnica zahfia, na rozdiel od jednoduchej Buswellovej rov-
nice, aj obsah siry a dusika v komunalnom odpade:

odpad + voda — CO, + CH, + NH; + H,S
pri¢om tvar rovnice je:

CH,ONS, + (n—al4—Dbl2 + 3cl4 +

+ d/2)H,0 — (n/2 — al8 + b/4 + 3c/8 — d/4)CO, +
+ (n/2 + al8 — bl4 —3cc/8 + d/4)CH, + ¢cNH; +

+ dH,S )
kde n, a, b, c, d st pocty atdbmov uhlika, vodika, kyslika, du-
sika a siry v zlucenine.

Rozklad suchého odpadu
Empiricky vzorec suchého odpadu vypocitany podla
na zdklade ddajov z chemickej analyzy, umoZiiuje po jeho

7,21
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implementacii do rovnice (2) vypocitat mnoZstvo metanu
vznikajliceho z rozkladu 1 t suchého odpadu:

CysgH12850516NgS + 284,5 H,0 — 400,3 CO, +
+457,8 CH, - 8 NH, + H,S

kde z 1 t suchého odpadu vznika:

0,37 t CH, + 0,88 t CO,
516,4 m® + 448,1 m3

Pri rozklade suchého odpadu vznika cca 53,5 % CH,
a 46,5 % CO,.

Rozklad odpadu so zahrnutim konverzie na biomasu
a energiu

Pocas anaerébneho rozkladu organického materidlu, bude
mala Cast substratu konvertovana na bakterialnu biomasu a ener-

giu. Tito premena mdZe byt popisana nasledujticou schémou?!-23:

organicky material + voda mikrobidlna akt1v1ta> CH, +
+ CO, + bakterialna biomasa + iné€ kone¢né produkty +
+ energia

C,H,0ON, + (2a +d - c — (9520 —
~ (f)/HH,0 — (f2)/8CH, + (a — d — (s)/5 —
~ (f2)/8)CO, + (5/).CsH,0,N + (d — (sF)/20)NH, +

+ (d - (s/)/20)HCO, 3

kde vzorec biomasy podla’2! je uvaZovany v tvare
CsH,0,N, kde jednotlivé symboly v rovnici (3) znamenaju:
f= 4a+b-2c-3d

g — Cast substratu konvertovana na energeticky
zaujimavy CH,,
s — &ast materialu konvertovana do biomasyZ2’.

Pouzitie Buswellovej rovnice s konverziou zahfiia na-
sledovné zjednodusujice predpoklady:

— vSetky organické materidly st mineralizované,

— vietka sira sa premeni na H,S a Ziadna nebude vyuZita pre
mikrobialnu aktivitu,

— hodnoty s a g st konStantné.

Dalsie zjednodusenia, ktoré je potrebné uvazovat si:

— kaZda empiricka rovnica je Specificka pre konkrétnu vzor-
ku odpadu a nemoZe byt reprezentativnou hodnotou pre
cela skladku odpadov,

— hodnoty s a g su Specifické pre kazdy substrét a pre kazda
skupinu mikroorganizmov aktivnych pri degradicii od-
padu, ktoré zavisia na teplote,

— do tvahy sa nebert fyzikalno-chemické premenné vo vn-
utri skladky, ako su teplota, vlhkost, produkcia priesako-
vych kvapalin, sidrznost skladky, produkcia vodika a pre-
vzdu$nenie skladky.

Rozklad odpadu so zahrnutim jeho konverzie na biomasu
a energiu

Podla’2! bolo navrhnuté pouZivat pre biomasu che-
micky vzorec CsH,O,N, ktory je tiez zahrnuty do rozsire-
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nej Buswellovej rovnice. V pripade aplikacii rovnice (3)
a bertic do dvahy hodnoty konstant z literatiry?2:

s =0,04 g =096
je mozné vypocitat pre 1 t odpadu, ktorého chemicky vzo-

rec je podla’ Cy9H, 4405, a rozkladaného prostrednictvom
rovnice (3) hodnoty:

0,37 t resp. 268 m3 CH,,
0,84 t resp. 231 m? CO,.

2.2. Peavyho rovnice

Anaerébny rozklad (vyhnivanie), ako bolo spominané
v tvode prispevku, je proces vyuzivany na produkciu me-
tanu z pevného a kvapalného organického odpadu (obr. 1),
ktory je popisovany v literatire!! prostrednictvom rovnice

4):

CH, 0N, - nC HON, +mCH, +sCO, +
+ rH,0 + (d — nz)NH, “@)
kde s=a-nw-m,

r=c—ny-2s.
Vzorce CH,ON, a CwaOyNz reprezentuji molarny za-
klad zloZenia materidlu na zaciatku a na konci procesu rozkladu
odpadu!!. Pre rozklad stabilizovaného odpadu plati rovnica (5):

CH,ON,+[(4a—b—2c + 3d)/4]H,0 — [(4a + b —
—2c - 3d)/8]CH,, + [(4a—b+2c+3d)/8]CO, + dNH;  (5)

TakZe, ak je zndma empirickd rovnica substratu resp.
odpadu, ktory obsahuje aj siru, potom nahradenim relativ-
nych hodndt pre a, b, ¢, d, e je moZné vypocitat mnozstvo
ziskaného meténu z 1 tony organického komunalneho resp.
priemyselného odpadu z rovnice (6):

CH,ON,S, +[(4a — b - 2c¢ + 3d)/4]H,0 —
— [4a+b—-2c+3d]CH, + [(4a—b + 2c +
+ 3d)/8]CO, + dNH; + €S 6)
Rozklad komunalneho odpadu

Pre vypocet teoretického objemu metidnu z anaer6bneho
rozkladu 1 tony komunélneho odpadu, ktorého chemicky
vzorec je podla!! Cs H,,,0,0N, bude pouZitd rovnica (5),
pri¢om dostaneme:

CsoH,000u0N + 5,75 HyO — 27,125 CH, + 22,875 CO, + NH,
1354 103,5 434 1,0065 17

— dalej sa ur¢i hmotnost metinu produkovaného z 1 t ko-
munalneho odpadu

My, = (434/1354).1000 kgt =320,5 kg.t'!

— &o pri hustote metanu p = 0,7167 kg.m™ (za normalnych

o
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podmienok) znamend nasledovny objem vzniknutého me-
tanu pre uvaZovand 1 tonu komunalneho odpadu

Ve = 320,5/0,7167 = 447,2 m3.t’!
4

Pri uvazovani iného chemického zloZenia komunélneho
odpadu (vypocitaného autorom prispevku podla priemer-
ného zloZenia odpadov v SR) v tvare C92,7H22(.)’ 4097’9N bez
siry resp. Cyyg ,H; 705 §0750N7 ¢S 80 sirou, boli ziskané na-
sledovné objemy vznikajiceho metanu:

Vey =375,5 m.t'! podla rovnice (5),
4

VCH4 =375,2 m3.t"! podla rovnice (6).

Na zaklade literdrnych prametiov>7?11 na ziklade ex-
perimentalne ziskanych hodnot!®15:1922 § na zaklade prak-
tickych skiisenosti*1213:17_ je potrebné uvaZovat pri ziska-
nych vysledkoch s ich vyndsobenim koeficientom 0,85. Do-
vodom je zredlnenie vypocitanych vysledkov s praxou.

3. Zaver

KedZe skladky odpadov a rovnako tak ani spalovne od-
padov v SR nespliajii v drvivej vicSine pripadov predpisy
MZ SR ani EU, je moZné i tejto oblasti konstatovat neuspo-
kojivy stav. Dalej je treba podotkniit, e zo Zdkona NR SR
¢. 223/2001 Z.z. z 15.5.2001 o odpadoch a o zmene a dopl-
neni niektorych zdkonov a z Vyhlasky NR SR ¢&. 283/2001
Z.z. 7 11.6.2001 o vykonani niektorych ustanoveni zakona
o odpadoch, vyplyva pre prevadzkovatelov a majitelov skla-
dok odpadov, na ktorych sa ukladajui biologicky rozloZite-
Iné odpady, povinnost podla § 27, bod 7: ,,Skladkovy plyn
sa musi zachytavat zo vSetkych skladok odpadov, na ktoré
sa ukladaju biologicky rozloZiteIné odpady. Zachyteny
skladkovy plyn sa musi upravit a vyuZit na vyrobu energie;
ak sa zachyteny sklddkovy plyn nemdZe vyuZit na vyrobu
energie, musi sa spalit.*

Toto sa v sicasnosti nerobi na Ziadnej sklddke odpadu
v SR.

V neposlednom rade je potrebné konstatovat dve skutoc-
nosti. Za prvé, Ze vsetky vypocty vychadzaji z rovnakého te-
oretického zdkladu a liSia sa velmi mélo, aj to len v zapocita-
vani, resp. nezapocitavani dusikatych a sirnych latok, ktorych
obsah v komunalnom odpade je ¢asto velmi maly. Za druhé,
Ze trend spracovania organickej frakcie tuhych komunalnych
odpadov jednoznacne smeruje od anaerébneho rozkladu na
skladkach odpadov k jeho intenzivhemu kontrolovanému
rozkladu v Specidlnych anaerébnych reaktoroch.

Tdto prdca bola podporovand projektmi VEGA
¢.1/1105/04, VEGA ¢.1/9398/02 a VEGA 1/0555/03.
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frakce, polariza¢ni mikroskopie

Uvod

Kandyty jsou ne¢okolddové cukrovinky!, které byly pii-
vodné vyrabény ze sacharosy a hydrolyzat skrobu, tj. Skro-
bového sirupu nebo maltosového sirupu a vody. Skrobovy
sirup se ziskava kyselou hydrolyzou, maltosovy sirup enzy-
movou hydrolyzou a také je vyuzivana kombinovana hydro-
lyza bramborového nebo obilného Skrobu. V soucasné dobé
se vyrabéji kandyty také z alditold a redukovanych Skrobo-
vych nebo maltosovych sirupti (maltitolovych sirupt). Kan-
dyty z alditoltl maji sniZenou energetickou hodnotu, nezpti-
sobuji kazivost zubl a patii mezi potraviny pro zvlastni vy-
Zivu. V pripad¢ alditolti pripada v dvahu zejména D-glucitol
a isomalt, nékdy se objevuji kandyty s laktitolem. Isomalt
(palatinit) je ekvimolarni smés o-D-glukopyranosyl-1,6-glu-
citolu a o-D-glukopyranosyl-1,6-mannitolu a vyrabi se hyd-
rogenaci palatinosy (6-0-o.-D-glukopyranosyl-D-fruktosa).

V kazdém piipadé by kandyty mély obsahovat cukry
pouze v amorfnim stavu. Amorfni latky se mohou vyskyto-
vat ve velmi visk6znim sklovitém stavu nebo méné viskoz-
nim kau¢ukovitém stavu?. Pfechod mezi témito stavy se
obecné nazyva skelny prechod. Teplota, kterd prechod cha-
rakterizuje, se nazyva teplota skelného prechodu Tg (cit.3).
Jde spiSe o teplotni interval, nezZ o presnou teplotu, coZ je
typickou vlastnosti fizovych pfechodu 2. ¥adu?3. Skelny
stav je nerovnovazny stav. Hnaci sily vedouci ke krystali-
zaci jsou zde velmi silné, av§ak vysokd viskozita sklovitych
kandytd brani krystalizaci redukci molekuldrni pohybli-
vosti%, a proto molekuly nemohou zaujmout misto v krysta-
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lové struktufe. Pokud se vSak viskozita sniZi, miZe dojit ke
zvySeni molekulové pohyblivosti a tim ke krystalizaci. Ke
sniZeni viskozity miZe dojit bud zvySenim obsahu vlhkosti,
nebo zvySenim teploty nad 7,.

Pfi vyrob& kandytd ze sacharosy>® je nutné pouZivat
Skrobovy nebo maltosovy sirup, pfipadné jejich redukované
produkty. Skrobovy a maltosovy sirup zvysuji teplotu skel-
ného prechodu tradi¢nich kandytovych hmot. Naopak voda
je hlavni zmékc¢ovadlo a tudiZ jeji obsah by mél byt co nej-
nizsi. Maximalni hodnota teploty skelného prechodu u kan-
dytd, které neobsahuji krystaly, se pohybuje kolem 60 °C.
V pripadé kandyti vyrdbénych z isomaltu miZe naopak
pridavek sirupu krystalizaci urychlit®. Krystalizace b&hem
skladovani je jedna z nejvyznamnéjSich vad kandytu.

V tomto ¢lanku bude vénovana pozornost kandytlim vy-
rabénych z isomaltu, kdy se v receptuie nepouzivaji hydro-
lyzaty Skrobu.

Isomalt taje pii 145-150 °C. KdyzZ je zahtivan nad tuto
teplotu a pak je rychle ochlazen, utuhne kapalina v pra-
hledné sklo. Diky nizké hygroskopicité materidlu se netvori
lepkavy povrch, coZ je vyhodné pro vyrobu tvrdych bon-
bontl — kandytd’.

Sorp¢ni izotermy isomaltu ukazuji, Ze pfi teploté 25 °C
a relativni vlhkosti vzduchu do 85 % neabsorbuje vyraznéji
vlhkost’, proto miZe byt snadno skladovéan a distribuovan
bez zvlastni péfe. Nizka hygroskopicita je dulezita fyzi-
kélni vlastnost, kterd vysvétluje, pro¢ produkty zaloZené
vyhradné nebo hlavné na isomaltu se nestdvaji lepkavymi
a maji dlouhou trvanlivost. Kandyty vyrobené z tradi¢nich
surovin, tj. sacharosy a Skrobového sirupu, maji rovnovaz-
nou relativni vlhkost vzduchu kolem 30 %, a proto musi byt
pouzivany vhodné obaly. Soucasné musi byt vyrobky skla-
dovany za poZadovanych podminek.

Senzorickd kvalita, napt. sklovity vzhled a nelepkavy
povrch, a skladovatelnost kandytt jsou dany jejich fyzi-
kélné-chemickymi vlastnostmi. K charakterizaci téchto
vlastnosti se jevi jako uZitecné sledovani jejich hygroskopi-
city, stanoveni teploty skelného prechodu, ktera by méla byt
co nejvyssi a stanoveni pritomnosti krystalické faze, pfi-
padné jejiho obsahu. V tomto ¢lanku byly sledovany zmény
hmotnosti kandytt béhem skladovani pfi relativni vlhkosti
65 %, coz je obvykla relativni vlhkost vzduchu na tzemi
Ceské republiky, piitomnost krystalické fize byla identifi-
kovadna pomoci polariza¢ni mikroskopie a rentgenové di-
frakce a konecné teplota skelného prechodu byla stanovena
pomoci diferencialni skanovaci kalorimetrie.

Material a metody

Vzorky kandytl vyrobenych z isomaltu byly méfeny 14
dni ode dne vyroby a znovu po tydennim skladovani pfi
stalé relativni vlhkosti vzduchu 65 %. Skladovani pii rela-

o
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Tabulka I
Pocatecni sloZeni kandyta
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Vzorek ¢. Obsah [hm.%]
H,0 isomalt fruktosa glukosa sacharosa maltosa
1 2,25 97,07 - - - -
2 2,25 97,07 - - - -
3 1,53 97,83 - - - -
4 1,53 97,83 - - - -
5 1,63 97,66 - - - -
6 1,14 95,09 - - - -
7 4,90 - 8,55 12,44 59,50 0,70
8 2,50 - 0,39 3,73 43,36 21,27

tivni vlhkosti vzduchu 65 % probihalo nad nasycenym roz-
tokem NaNO, v uzavieném prostoru® pfi laboratorni tep-

lot€.

Vlhkost

Pocatecni vlhkost kandyt byla méfena metodou Karla
Fischera (Karl Fischer Titrator AF8 ThermoOrion, USA).
Absorpce vlhkosti pfi skladovani byla zjiSfovana vaZenim

jednotlivych cukrovinek.

HPLC

SloZeni kandytt bylo stanoveno kapalinovou chromato-
grafii HPLC. Vzorek o hmotnosti 5 gramii byl rozpustén
v destilované vodé a objem roztoku byl doplnén na 100 ml
v odmérné barice. Pfed ddavkovanim na kolonu byl roztok
prefiltrovan pomoci diskového mikrofiltru s velikosti p6rt
0,45 um. Objem nastfikovaného vzorku byl 20 pl. HPLC
sestava byla nasledujici: predkolonka 3,3 X 30 mm Separon
SGX NH,, kolonavTessek s ndplni Separon SGX NH, veli-
kost ¢astic 5 um (CR), mobilni faze acetonitril:voda 75:25,

pritok na kolon& 1,0 ml.min"!

, teplota 30 °C, cerpadlo

Delta Chrom™ SDS 030 Watrex (CR), detektor Refracto-
Monitor IV (USA). Data byla ziskéna a zpracovdna pomoci

DATA Apex software (CR).

Polariza¢ni mikroskopie

Vzorky krystalll isomaltu a reprezentativni vzorky kan-
dytt pred a po skladovani byly studovany pomoci polarizacni
mikroskopie optickym mikroskopem Jenapol-Carl Zeiss Jena

(SRN), se zkfiZenymi nikoly; snimky byly zaznamenany digi-
talni barevnou kamerou Hitachi HV-C20M (3 CCD elements)
(Japonsko) a vyhodnoceny programem LUCIA 4.21 (CR).
Tenky platek nebo tlomek z kazdého vzorku byl méfen pfimo

na mikroskopickém podloznim sklicku.
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Diferencialni skanovaci kalorimetrie

Meéfeni byla provedena na piistroji DSC Pyris 1 Perkin-
Elmer (USA). Teplotni a vykonova kalibrace byly prove-
deny pomoci teploty tani india a tepelné kapacity korundu.
Navéazky vzorku se pohybovaly mezi 4 aZ 5 mg. Vzorky
byly uzavieny v hlinikovych nadobkach a ohfivany s rych-
losti ohfevu 20 °C za min. Teplota skelného prechodu byla
vyhodnocena programem Pyris software for Windows.

Rentgenova difrakce

Méfeni byla provedena na RTG difraktometru X’Pert
firmy PANalytical (Holandsko). Podminky méfeni: Anoda
Cu, zatizeni 40 kV, 30mA ; monochromator v difraktovaném
svazku; clony...D.S.1/2, A.S1/2, R.S.0.2; velikost kroku
0,02° 2 0; nacitaci doba 0,6 s v kontinualnim usporadani.
Rozsah méfeni 3-50° 2 6.

Vysledky a diskuse

Vysledky stanoveni pocédtecni vlhkosti a sloZeni kan-
dytl jsou v tabulce I. Zkoumané kandyty byly vyrobeny
pouze z isomaltu, bez piidavku jinych surovin, které zlep-
Suji stabilitu skla a brani krystalizaci. Poc¢ate¢ni vlhkost
kandytt se pohybovala kolem 1-2 %. Tato hodnota je uspo-
kojiva pro udrZeni kvality kandytd béhem skladovéni po
dlouhou dobu bez neZadoucich zmén’. V tabulce I jsou pro
ilustraci také uvedeny rozbory typické kandytové hmoty vy-
robené ze sacharosy a Skrobového sirupu (vzorek ¢. 7) nebo
ze sacharosy a maltosového sirupu (vzorek €. 8).

Absorpce vody
Pro zjiSténi absorpce vody byly vybrany 4 kandyty

podle druhu, a to vzorky 1, 3, 5 a 6. Kandyty 1 a 2 a kan-
dyty 3 a 4 se od sebe liSily pouze barvou a ptichuti. Vaze-

o
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nim téchto kandytd po jednom, dvou, tfech dnech a po
tydnu skladovani pfi relativni vlhkosti vzduchu 65 % a la-
boratorni teploté bylo zjiS§téno mnoZstvi absorbované vody
jako pririistek hmotnosti (%). Nejvétsi prirtstek byl pozo-
rovan prvni den po vloZeni do prostiedi se stdlou vzdusnou
vlhkosti. Po prvnim dnu skladovani pfi relativni vlhkosti
vzduchu 65 % zistal obsah vody v kandytech téméf kon-
stantni. Nejvice vody absorboval vzorek cislo 6, ktery mél
nejnizs§i pocatecni vlhkost. Konecnd vlhkost v kandytech
nepfesdhla vyznamné 3 % ani po 7 dnech skladovani v at-
mosfére s relativni vlhkosti vzduchu 65 % (obr. 1).

—p—

Laboratorni pfistroje a postupy

chem. Vytvafi se zde aglomerity z jednotlivych malych
krystalkd, které se lisi velikosti a mohou byt i mens$i nez
5 um. Podle literatury’ by kandyty vyrobené z isomaltu ne-
mély obsahovat Zadné krystaly.

Z obr. 3 je ztejmé, Ze vzorek kandytu pred skladovanim
obsahuje ojedin€lé malé krystalky ve hmoté. Tyto krys-
talky jsou pravdépodobné zpuisobeny Spatnym rozpusténim
isomaltu pfi vyrobé cukrovinky. Vyskyt nerozpusténych
krystald ve hmoté mulze podporovat krystalizaci v celé
hmoté vyrobku, protoZe zplisobuje nukleaci dalSich krys-
tald.

3 ‘ oT L — = ————
’
¢, % L,
4
/
/ ___'.__———’—
2 .
1 w | | |
Obr. 1. Obsah vody v kandytech (c) v zavislosti na ¢ase; — « ¢ — vzorek 1, — vzorek 3, - - - vzorek 5, — — — vzorek 6

Obr. 2. (a) Krystalicky isomalt a (b) krystal sacharosy

Polariza¢ni mikroskopie

Na obr. 2 je snimek krystalu krystalického isomaltu (a)
a sacharosy (b). Isomalt na obr. 2 byl pfekrystalizovan z iso-
maltu, ktery slouzi jako surovina k vyrobé kandyti. Na
tomto obrazku isomalt netvofi krystaly s pravidelnym povr-
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U vzorkia skladovanych pfi relativni vlhkosti vzduchu
65 % byl studovan zv1ast povrch a vnitini ¢ast. Povrch skla-
dovaného kandytu byl ,omiely’ s vrstvou krystald (obr. 4).
Vnitni ¢4st skladovaného kandytu obsahovala ojedinélé
shluky krystalkd (obr. 5), nepatrn€ zvétSené oproti kandytu
analyzovaném 14 dni ode dne vyroby.

o
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Obr. 3. VnitfFni ¢ast kandytu pred skladovanim

Obr. 4. ,Omfely’ povrch skladovaného kandytu s vrstvou krystalii

Obr. 5. Vnitrni ¢ast skladovaného kandytu s ojedinélymi shluky
krystalki

Diferencialni skanovaci kalorimetrie

Teplota skelného prechodu Tg krystalického isomaltu pfi
podminkdch popsanych v této prci je 75,8 °C. Udaje o teploté
skelného prechodu Cistého isomaltu se v literatute liSi a pohy-

Laboratorni pfistroje a postupy

buji se od 34 °C (cit.'!), 59,3 °C (cit.'?), do 63,6 °C (cit.!0).
Teploty skelného pfechodu vzorkd naméfené v této studii se po-
hybuji od 49 °C do 55,8 °C (tab. II a III). Pokud budou kandyty
skladovany pfi teploté, ktera je nizsi nez teplota jejich skelného
prechodu, lze predpokladat dobrou stabilitu a trvanlivost. Kan-
dyty udrZi svij tvar a nebudou se slepovat, roztékat ani krysta-
lizovat béhem skladovéni.

Teplota tdni isomaltu T, se podle literatury pohybuje
okolo 145-150 °C (cit.”) resp. 142 °C (cit.!2). Tani &istého
isomaltu v uvedenych podminkach nastalo pfi 127,3 °C
(tab. II). Primérna hodnota tepla tdni AH  isomaltu namé-
fené v této praci je 110 J.g'! (tab. II), Ndindayino'? viak
uvadi hodnotu a7 137,3 J.g'l.

Tabulka II
Vysledky diferencialni skanovaci kalorimetrie isomaltu
a kandytd pted skladovanim

Vzorek T,[°C] T, [°Cl  AH_ [J.g']
Isomalt 74,90 127,30 112,30
Isomalt 76,70 127,30 107,70
Pramér 75,80 127,30 110,00
1 50,20 75,70 1,20
2 53,90 - -

3 53,60 73,70 0,30
4 53,00 78,80 0,90
5 53,00 82,10 0,40
6 53,30 82,00 0,40
7 27,60 155,00 1,90
8 63,00 - -

Tabulka I1I

Vysledky diferencidlni skanovaci kalorimetrie kandyta
po 7 dnech skladovéni pii relativni vlhkosti vzduchu 65 %

Vzorek T, [°C] T, [°C] AH, [J.g'] T,,[°C] AH,, [J.g"]

1 49,00 - - 95,90 13,80
2 53,40 - - 96,60 23,30
3 55,80 - - 80,80 1,20
4 54,60 70,60 - 78,40 0,30
5 49,60 82,10 0,30 96,90 6,70
6 54,90 81,50 0,21 94,20 6,10

Na termogramech vzorkd kandytl métenych pred i po
skladovéni se vyskytuji nevyrazné endotermni piky. Jejich
poloha na teplotni Skale a velmi malé entalpické zabarveni
ukazuji na to, Ze pfi téchto teplotich pravdépodobné pro-
biha tani nedokonale vyvinutych zarodecnych krystalickych
struktur, které vznikaji pfi relaxaci kandytl pfi laboratorni
teploté (tab. II a III). Teploty T, byly stanoveny pro povr-
chovou vrstvu.

o
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Obr. 6. RTG difraktogramy vzorku pred (2) a po skladovani (1)
a RTG difraktogram isomaltu (3)

Pro srovnani jsou v tabulce II uvedeny teploty skelného
pfechodu T, a popiipadé teplota tini 7, kandytd vyrobe-
nych ze saciarosy a Skrobového (7) resp. maltosového (8)
sirupu'4. Teplota skelného prechodu kandytu vyrobeného
ze Skrobového sirupu je nizka 27,6 °C a je moZno ocekdvat,
Ze tato cukrovinka se bude béhem skladovani nebo prodeje
roztékat. Naopak kandyt vyrobeny z maltosového sirupu méa
vysokou hodnotu T,= 63 °C.

Rentgenova difrakce

Pomoci rentgenové difrakce byl vzorek proméien pied
a po skladovéni (obr. 6). Pro srovnani je zde uveden i di-
fraktogram krystalického isomaltu. Vzorek pfed skladova-
nim se zde jevi jako zcela amorfni. Rentgenova difrakce
neprokazala vyraznéjsi vyskyt krystall ani ve vzorku po ty-
dennim skladovéni v prostiedi s 65% vlhkosti.

Zavér

Teplota skelného prechodu a vyskyt krystalti v kandy-
tech ovliviiuje jejich kvalitu a skladovatelnost. Pokud je
teplota skelného ptechodu niZ§i neZz skladovaci teplota,
muze dochazet ke krystalizaci skelného materiélu, k rozté-
kani vyrobku a ztraté jeho tvaru béhem skladovani. Obsah
vody, sloZeni a hygroskopicita kandytl ovliviiuje vyznamné
teplotu skelného prechodu.

Isomalt je idedlni modelovy material pro vyrobu kan-
dytd s ohledem na jejich trvanlivost. M4 nizkou hygrosko-
picitu a dobrou stabilitu skelného stavu, vzhledem k vy-
soké teploté skelného prechodu. V soucasné dobé ziskava
toto sladidlo stdle vétsi vyuZiti v cukrovinkach se sniZe-
nou energetickou hodnotou, které nezplsobuji kazivost
zubtl.
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Polarizacni mikroskopie a rentgenova difrakce jsou di-
lezité metody, které umoziuji sledovat vyskyt krystalt bé-
hem skladovani kandytl. Polarizacni mikroskopie prekva-
pivé prokazala pfitomnost krystalii jiz kratce po vyrobé
a potom jejich nartst béhem skladovéni pti laboratorni tep-
lot¢ a relativni vlhkosti vzduchu 65 %. Povrchové vrstvy se
jevily jako vice krystalické. Rentgenovou difrakci se pri-
tomnost krystalli nepodafilo prokdzat a vzorky pfed i po
skladovani se jevily jako amorfni.

Pomoci diferencidlni skanovaci kalorimetrie 1ze zazna-
menat fazové zmény, krystalizaci a tdni vzorku, nebo skelny
prechod. Je to metoda dostatecné efektivni pro zachyceni
velmi malych zmén energie v relativné Sirokém teplotnim
rozsahu. Podafilo se zméfit hodnoty skelného prechodu
kandytl vyrobenych z isomaltu pfed skladovanim a po skla-
dovani pfi relativni vlhkosti vzduchu 65 % a laboratorni
teploté a zaznamenat entalpické zmény zplsobené tanim
pritomnych krystalickych struktur.

Seznam zkratek a symboll

T, T teploty tani, °C

T, teplota skelného ptechodu, °C
AH_, AH_, tepla tani, J.g'!
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I. Smidova?, J. Copikova?, A. SikoraP, and M. Ma-
ryskac (“Department of Chemistry and Technology of Sac-
charides, Institute of Chemical Technology, Prague, YInsti-
tute of Macromolecular Chemistry, Academy of Sciences of
the Czech Republic, Prague, “Department of Glass and Ce-
ramics, Institute of Chemical Technology, Prague): Cry-
stallization and Glass Transition of Candies from Iso-
malt

The main purpose of the present contribution is the
study of the glassy state and the presence of crystals in hard
Isomalt candies. Crystallization in the glassy state of hard
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candies occurs as a result of the bad formulation, processing
or storage and can be detrimental to the product quality.
Samples were measured two weeks after the date of pro-
duction and then after storage in a closed space with rela-
tive humidity 65 %. Differential scanning calorimetry was
used to determine the glass transition temperature Tg and
the amount of crystals. Polarisation microscopy and X-ray
diffractometry were used to show the undesirable presence
of crystals. The saccharide composition of samples was de-
termined by HPLC and the water content by the Karl Fis-
cher method. Water absorption after storage was determined
by weighing.
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SEROVAR TYPHIMURIUM DT104
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KTIucové slova: biskvartérne amoéniové zluceniny,
14C_prekurzory, respiracia, Salmonella enterica subspecies
Enterica serovar Typhimurium

Uvod

V 90. rokoch minulého storocia sa medzinarodne objavili
kmene Salmonella enterica subspecies Enterica sérovar Typ-
himurium definitivneho fagotypu 104 (S. Typhimurium
DT104) ako vyznamnd pricina potravou prenaSanych ocho-
reni Tudi. Kmene tohto fagového typu sa po prvy raz objavili
v Anglicku!, ale v nasledujicich rokoch sa izolovali tieZ
v dal8ich $titoch ako v Nemecku?, USA3, Kanade*, Talian-
sku?, Ceskej republike®, Rakisku’ a v Slovenskej republike®.

Kmene S. Typhimurium DT104 predstavuju klon, ktory
je charakteristicky svojou multirezistenciou voci antibioti-
kdm. Vicsina izoldtov sa vyznacuje pentarezistenciou voci
ampicilinu, chloramfenikolu, streptomycinu, sulfonamidom
a tetracyklinu a predstavuju rezistentny typ ACSSuT. Gény
kédujice rezistenciu si kédované chromozomalne na integ-
rénoch. Okrem charakteristickej pentarezistencie sa vysky-
tuju aj kmene so zniZenou alebo naopak zvySenou rezisten-
ciou, ale aj kmene citlivé voci antibiotikdm.

Biskvartérne amoéniové soli (BQAS) patria do skupiny
katiénovych povrchovo aktivnych zluc¢enin. BQAS sa zara-
duji k membranovo aktivnym zlicenindm viaZucich sa na
cytoplazmovi membranu a ovplyviiujicich metabolizmus
bunky®!!. V désledku ich povrchovej aktivity boli tispesne
pouZité na elimindciu plazmidov pKM101 a F’lac z kmetiov
S. Typhimurium a E. coli'?.

V ¢lanku referujeme o ucinku BQAS odvodenych od
kyseliny L-vinnej na rast, biosyntetické procesy (syntéza
nukleovych kyselin a proteinov) a na respiraciu buniek mul-
tirezistentného kmena S. Typhimurium DT104.

*koreSpondujuici autor
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Experimentalna cast
Bakteridlny kmen

Kmeii S. Typhimurium DT104 bol izolovany od pacienta
s gastroenteritidou a fagotyp bol identifikovany v Narod-
nom referen¢nom centre pre fagotypizdciu salmonel na
Ustave preventivnej a klinickej mediciny v Bratislave.
Kmein bol rezistentny voci ampicilinu, chloramfenikolu,
streptomycinu, sulfonamidu a tetracyklinu.

Studované zliceniny

Pouzili sa chromatograficky cisté biskvartérne amoni-
ové soli homologického radu N,N’-bis[2-(alkyldimetylamo-
nio)etyl]Jamidy kyseliny L-vinnej zosyntetizované doc. Lac-
kom na Farmaceutickej fakulte UK v Bratislave. Ich Struk-
tura je znazornend v schéme 1.

Ako kultivatné médium sa pouZilo minimélne synte-
tické médium'3 na pripravu bakteridlnych suspenzii na sta-
novenie antibakteridlnej aktivity, inkorporicie 4C-prekur-
ZOrov a respirécie.

O\\ (0]

Hs C—?H—?H—C” Hs
R—lil@—CHZCHz—NH/ on ou \NH—CHZCHZ—II@—R 2 8P
CH3 CHs

Schéma 1. Struktira $tudovanych zhi¢enin

Urcenie antibakteridlnej dc¢innosti

Bakteridlna suspenzia sa pripravila z inokula kmena
S. Typhimurium DT104 (Aggo = 0,8) inokulovanim 0,4 ml
do 6,5 ml syntetického kultivacného média v L—skdmav-
kach, ktoré sicasne sluzili ako kyvety na meranie absor-
bancie. Studované BQAS rozpustené a zriedené do poZado-
vanych koncentrécii v sterilnej destilovanej vode boli pri-
dané v mnozstve 0,1 ml. Kultivicia prebiehala za podmie-
nok intenzivnej aerdcie pri 37 °C, 24 h. Rast sa sledoval
spektrofotometricky pri 600 nm (Specol, Carl Zeiss, Jena,
Nemecko).

MIC sa urcila ako najniZSia koncentrécia latky, ktora in-
hibovala rast bakteridlnej kultiry. Hodnoty EDy, sa vypoci-
tali matematicko-grafickou metédou z rastovych kriviek po
8 h kultivicie. Hodnoty EDs, predstavuju koncentraciu
latky, ktora vyvolala 50% potlacenie rastu.

Inkorporicia !4C-prekurzorov

0,4 ml suspenzie bakteridlneho kmefa (A, = 1,0) sa
inokulovalo do 10 ml syntetického média a suspenzie sa in-
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kubovali za podmienok intenzivnej aeracie pri 37 °C do lo-
garitmickej fazy rastu (Ag,, = 0,8-1,0). Suspenzia sa roz-
delila do skiimaviek po 1 ml, ku ktorej sa pridalo 10 ul tes-
tovanej zliceniny v poZzadovanej koncentracii. Zmesi sa
predinkubovali 10 min za podmienok intenzivnej aerécie pri
37 °C. Do prvej série skimaviek, v ktorej sa zistovala inhi-
bicia syntézy nukleovych kyselin, sa pridalo 5 pl ['*CJade-
ninu a do druhej série skimaviek, kde sa sledovala inhibi-
cia syntézy protefnov, sa pridalo 10 pl ['*C]leucinu. Inku-
bacia s prekurzormi trvala 1 h pri 37 °C za podmienok in-
tenzivnej aerdcie. Obe série skiimaviek sa potom preniesli
na 30 min do ladového kupelu, pricom do kazdej skimavky
sa pridal 1 ml ladovej 10% kyseliny trichléroctovej. Po od-
stredeni sa precipitity premyli 1 ml ladovej 5% kyseliny tri-
chléroctovej. K precipitdtom sa po odstredeni a odstraneni
supernatantu pridalo 5 ml scintila¢nej kvapaliny a radioak-
tivita sa merala na scintilacnom pocitaci (Rack-Beta, LKB,
Svédsko).

Respiracia

Respiracia sa urcila polarograficky pouzitim Clarkove;j
elektrody na oxygrafe (Gilson Medical Electronics, Yellow
Springs, USA). Nocna kultdra Studovaného kmena v expo-
nencidlnej faze rastu (Ag,, = 0,8-1,0) sa scentrifugovala,
bunky sa premyli dvakrat TRIS — timivym roztokom (pH 7,4)
a koncentrovali sa na hustotu zodpovedajicu 80 mg suchej
vdhy na 1 ml. Do nadobky oxygrafu sa pipetovalo 1,5 ml
TRIS - tlmivého roztoku. Spotreba kysliku sa monitoro-
vala, ked systém dosiahol teplotu 37 °C. Suspenzia buniek
bola pridand za konStantného mieSania. Monitorovanie tr-
valo 10 min a linedrna Cast krivky sa pouZila na vypocet
rychlosti spotreby kysliku. Rychlost respiracie sa vyjadrila
v nanomoloch spotrebovaného kysliku za mindtu zodpove-
dajicu suchej vahe buniek.

Pri urovani exogénnej respirdcie sa pouZili nasledovné
substraty: glukdza, octan sodny, glycerol, jantaran sodny, glu-
tamat sodny, asparagin, 2-oxoglutarit sodny, pyruvat pripra-
vené ako 0,2 M roztoky v TRIS — tlmivom roztoku (pH 7.4).

Vysledky a diskusia

Kvartérne amoniové soli (QAS) predstavuji farmaceu-
ticky vyznamnu skupinu zlicenin s povrchovo aktivnymi,
solubilizaénymi a antimikrobnymi vlastnostami. ViaZu sa
na cytoplazmovi membranu buniek, ktoré tymto spdsobom
poskodzuju, a pritom zasahuji do metabolickych procesov
buniek. Je zname, Ze biskvartérne amoéniové soli (BQAS) st
G¢innejiie na gramnegativne baktérie!, aviak v praxi sa
uplatiiuji prevazne zluceniny s relativne jednoduchou $t-
ruktirou!?,

Studované BQAS predstavuju derivéty kyseliny L-vin-
nej s roznou dizkou alkylového refazca. Ich antibakterialna
aktivita na testovany multirezistentny kmen S. Typhimurium
DT104 vyjadrena hodnotami MIC a EDg, je znazornena
v tab. I. V ramci homologického radu BQAS boli na testo-

149

—p—

Laboratorni pfistroje a postupy

vany kmen najucinnejSie latky substituované dodecylom
(MIC = 3,125-6,25 pg.ml’') a tetradecylom (MIC =
= 6,25-12,5 ug.ml'l), o korelovalo aj s hodnotami EDs,.
Latka substituovana najkrat§im alkylom — oktylom — bola
na testovany kmei netdcinnd. Hodnota jej MIC bola vysSia
ako 400 pg.ml-!. Pri hodnoteni antibakteridlnej aktivity sa
prejavil ,cut-off“ efekt, ked so zvidcSujicim sa alkylom
réastla antimikrébna aktivita aZ po optimum. Dal§im predl-
zovanim alkylu vSak antimikrébna aktivita klesala. Tento
efekt je znamy pri rozlicnych typoch zlicenin a dokazal sa
aj v homologickych radoch kvartérnych mono- aj bisamoni-
ovych zlic¢enin na viacerych bakteridlnych kme-
floch!0-11:15-18 "Rovnako sa menili hodnoty EDy, ktoré st
presnejSie pri urcovani antimikrébnej aktivity ako MIC,
pretoZe sa urcujui po 8-hodinovej submerznej kultivicii, t.j.
v priebehu exponencialnej fazy rastu. Podobne ako popisali

Tabulka I
Antibakteridlna uc¢innost bisamoéniovych soli na S. Typhi-
murium DT104

Cislo  Alkyl Antibakteridlna G¢innost [ug.ml-']
MIC EDS50

1 oktyl > 400 -

2 decyl 12,5-25 20,323

3 dodecyl 3,125-6,25 2,113

4 tetradecyl 6,25-12,5 8,851

5 hexadecyl 50-100 45,186

Majtin a Majtdnova'! pri hodnoteni antimikrébnej aktivity
BQAS dvoch homologickych radov: A — bis[2-(alkyldime-
tylamonio)etyl]-glutarat-dibromidov a B — bis[2-(alkyldi-
metyldiamoénio)etyl]-alkandiodt-dibromidov na Enterobac-
ter cloacae aj v aktivite voci testovanému kmeinu S. Typhi-
murium DT104 boli zo Studovanych zlicenin najicinnejsie
latky substituované decylom a dodecylom. Ziskané vy-
sledky potvrdzuji skutocnost zndmu z rozsiahleho vy-
skumu QAS, Ze pre ich antimikrébnu dcinnost je rozhoduj-
tica popri kladne nabitej ,,hlave* molekuly s kvartérnym du-
sikovym atémom najmi dizka alkylového refazca. Ta ma
rozhodujici vplyv na hydrofilno-lipofilni rovnovahu mole-
kuly. Podla stcasnych predstdv o sposobe interakcie mole-
kil QAS s miestom ich téinku — cytoplazmovou membra-
nou, dizka hydrofébneho ,,chvostu® molekuly rozhoduje
o vzniku, resp. vyplneni prazdneho priestoru vo vnitri fos-
folipidovej dvojvrstvy membrany a o stupni jej poSkodenia.
To vysvetluje aj vysSiu G¢innost bisamoéniovych soli v po-
rovnani s monoamoéniovymi.

BQAS v dosledku svojej membranovej aktivity zasa-
huji aj do metabolizmu bakteridlnych buniek. Ovplyviiuju
procesy energiu vyZadujice bunkové dychanie — syntézu
nukleovych kyselin a proteinov, ako aj procesy energiu pro-
dukujice. Syntetické médium Staples je vhodné na sledo-
vanie inkorporécie ['*Cadeninu a ['*C]leucinu. Bunky tes-
tovaného kmena S. Typhimurium DT104 boli v exponenci-

o
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dlnej faze rastu. Uinok Studovanych latok je vyjadreny
hodnotami ICs, (koncentréicia zliceniny v ug.ml! potrebna
na zniZenie rychlosti inkorporacie sledovanych prekurzorov
0 50 %). Vyhodnejsi parameter pre vyjadrenie ucinnosti
predstavuji R hodnoty (pomer IC, adeninu a ICs, leucinu).
Hodnoty ICs;, ako aj R hodnoty Studovaného homologic-
kého radu BQAS sii uvedené v tab. II. Studované BQAS
prejavili vyraznejSiu inhibiciu syntézy nukleovych kyselin
v porovnani s proteosyntézou, ¢o vyjadruji hodnoty R. Tato
hodnota bola u vsetkych Studovanych zlicenin nizSia ako 1,
¢o je typické pre biologicky aktivne litky zasahujice do
energetického metabolizmu buniek!9-2!, Aj v pripade
ucinku Studovanych BQAS na rychlost inhibicie inkorpora-
cie radioaktivnych prekurzorov sa prejavil ,cut-off* efekt.
NajucinnejSie zluceniny boli latky substituované decylom
a dodecylom. Proteosyntéza bola menej citlivd oproti syn-
téze nukleovych kyselin. Zistili sme, Ze podobne ako na rast
baktérii aj na syntézu makromolekiil mala vplyv dizka al-
kylového retazca, ¢im sa potvrdili zavery predchadzajiceho
vyskumu??, 7e kratkoretazcové analégy nepdsobia na mem-
branu baktérii a neinhibuji metabolické procesy.

Ucinok BQAS na endogénnu respirdciu buniek S. Typ-
himurium DT104 je zndzorneny na obr. 1. Bunky testova-
ného kmeria z exponencidlnej fazy rastu mali pomerne vy-

Tabulka II
U¢inok Studovanych bisaméniovych soli na inkorporaciu
14C_prekurzorov do buniek S. Typhimurium DT104

Cislo  Alkyl ICy, [ug.ml!] R?
[“Cladenin ['*C]leucin

1 oktyl 473,94 1706,8 0,28

2 decyl 22,5 46,4 0,485

3 dodecyl 8,67 10,44 0,830

4 tetradecyl 43,97 55,95 0,786

5 hexadecyl 176,9 219,8 0,800

R — ICy adenin/ICs, leucin

soki endogénnu respiraciu. V Studovanom homologickom
rade zlicenin sa ukdzala zavislost inhibicie endogénnej re-
spirdcie od ich zvySujicej sa koncentracie, pricom zluce-
niny substituované tetradecylom a hexadecylom uz v kon-
centrécii 1,56 pg.ml'! potlacili dychanie buniek na 69,2 %,
resp. 75 %. Najucinnejsia zlicenina v inhibicii endogénne;j
respirdcie bol zlicenina substituovand dodecylom, ktord uz
v koncentracii 3,125 pg.ml"! potlagila dychanie na 60 %.
Majtdnova a Majtan'® pri sledovani vplyvu BQAS typu
bis[2-(alkyldimetyldiaménio)etyl]-glutarit-dibromidov na
endogénnu respiraciu S. Typhimurium tiez popisali zavislost
¢inku od koncentracie a diZky refazca alkylu. Zda sa, Ze
inhibicia respirdcie vSak zavisi na velkosti celej molekuly.
Ak bocny retazec zliceniny je adekvétne dlhy, mdZe vytva-
rat velké medzery vo fosfolipidovej dvojvrstve membran,
a tak redukovat jej normalnu funkciu?3.
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Obr. 1. Uéinok N,N’-bis[2-(alkyldimetylamonio)etyl]Jamidov
kyseliny L-vinnej na endogénnu respiraciu
S. Typhimurium DT104
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Obr. 2. Utinok latky &. 3 viz tab. II (R = dodecyl,

¢ =100 ug.ml!) na respiraciu buniek S. Typhimurium DT104
v pritomnosti roztokov (0,2 M) réznych substratov v TRIS-
tlmivom roztoku (pH 7,4),

S - spotreba O, (nmol O, min"L.mg"! susiny)

m bezinhibitora 0O s inhibitorem

Utinok najidinnejSej zli¢eniny (R = dodecyl) na exo-
génnu respirdciu S. Typhimurium DT104 je zndzorneny na
obr. 2. Citlivost exogénnej respiracie sa aktivitu tejto zluce-
niny zavisela aj od substratu. VSetky pouZité substraty boli
bud intermedidty Krebsovho cyklu alebo do neho vstupuji
po predchéddzajicej degradécii. V tomto pripade aktivne zI1d-
¢eniny moZu zniZovat respiraciu nielen degradaciou substratu
alebo vstupovanim do dychacieho refazca, ale aj ovplyviio-
vanim transportu substratu do bunky. Ako vyplyva z obr. 2,

o
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najvyssia inhibicia respiracie testovaného kmetia S. Typhimu-
rium DT104 sa zistila v pritomnosti tychto exogénnych zdro-
jov uhliku: glukézy, octanu, glycerolu a asparaginu, t.j. sub-
stratov, ktoré nie st priamo intermediaty Krebsovho cyklu.
V pritomnosti substratov glukézy, glycerolu a asparaginu
bola tieZ zistend najvysSia inhibicia respirdcie S. Typhimu-
rium po Uc¢inku zliceniny substituovanej hexadecylom z ho-
mologického radu BQAS bis[2-(alkyldimetyldiamoénio)etyl]-
glutarat-dibromidov 0.

Studované BQAS potladili rast S. Typhimurium DT104
pravdepodobne zasahom do energiu poZadujucich a energiu
poskytujicich procesov bakteridlnych buniek ako dosledok
ich zasahu do integrity biologickych membran.
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T. Majtan!, Lubica Majtanova2, and Dusan Mlynar-
K3 (!Institute of Molecular Biology, Slovak Academy of
Sciences, Bratislava, Diibravska cesta 21, 2Institute of Pre-
ventive and Clinical Medicine, Slovak Academy of Sciences,
Limbovd 14, 3Department of Cell and Molecular Biology of
Drugs, Faculty of Pharmacy, Comenius University, Kalinci-
akova 8, Bratislava, Slovak Republic): The Effect of Bis-
quaternary Ammonium Salts on the Growth and Meta-
bolic Processes of Salmonella enterica Subspecies Ente-
rica Serovar Typhimurium DT104

The effect of five bisquaternary ammonium salts of
a homologous series of N,N’-bis[2-(alkyldimethylamo-
-nio)ethyl]-L-tartaramide on the growth, synthesis of nu-
cleic acids and proteins, and respiration of Salmonella typ-
himurium DT104 was studied. The tested strain was resi-
stant against ampicilin, chloramphenicol, streptomycin, sul-
fonamides and tetracyclin. The highest antibacterial activity
was found for dodecyl (MIC 3.125-6.25 pg.ml'!) and tetra-
decyl compounds (MIC 6.25-12.5 ug.ml'!). The studied
compounds showed a considerable inhibition of nucleic
acid synthesis as expressed by percentage of inhibition of
[!4C]adenine incorporation compared with proteosynthesis.
In the antibacterial activity as well as in influencing the in-
corporation rate of radioactive precursors, the well-known
cut-off effect was shown. A pronounced inhibition of en-
dogenous respiration of tested S. typhimurium cells was
shown by the tetradecyl and hexadecyl compounds at the
1.56 ug.ml’! concentration (to 69.2 % and 75 %, respecti-
vely), the highest by the dodecyl compound (60 % of the
control at 3.125 ug.ml'!). The latter compound inhibited
also exogenous respiration, most in the presence of glucose,
acetate, glycerol and aspartate as the sources of carbon.
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Uvod

Paracetamol (N-(4-hydroxyfenyl)acetamid) je hod-
notné nesteroidni lé¢ivo svétov€ uZivané pii bolestech
hlavy, zad a pri redukci horecky u bakteridlnich ¢i virovych
infekci!-3,

V soucasné dobé jsou kladeny vysoké pozadavky na sta-
bilitu 1éCiv, se kterou tzce souvisi i Cistota. Mezi nejcastéjsi
rozkladné reakce v tekutych 1ékovych formach patii hydro-
Iytické Stépeni esterové a amidické vazby. Ze stabilitnich
studii paracetamolu je patrné, Ze paracetamol v roztoku
podléha alkalické i kyselé hydrolyze vazby N-C, viz.
schéma 1 (cit.*%). Koshy a Lach zkoumali vliv rizného pH
na hydrolyticky rozklad paracetamolu v roztoku, ktery byl
temperovan na 70 °C po dobu 20, 40, 60, 80 a 90 hodin. Pfi
pH 2 a 9 byl roztok temperovan na 80 a 90 °C a spektrofo-
tometrické stanoveni bylo ovlivnéno zménou zbarveni diky
oxidaénim produktiim p-aminofenolu’. Cista substance pa-
racetamolu je pomérné stabilni i pfi teploté 45 °C, ale pfi-
tomnost p-aminofenolu i v malych koncentracich zpisobuje
charakteristické barevné zmény substance od razové pres
hnédou aZ na Eernosedoud-10.

p-Aminofenoly se totiz dlouhodobym vystavenim na
vzduchu a svétle ochotné oxiduji na chinony, chinoniminy
a semi-chinoniminy®*.

Stabilitou p-aminofenolu v 50% methanolu a v 0,5%
kyseliné octové po dobu 24 a 48 hodin se zabyval Bloomfi-
eld, vzorky byly skladovany za laboratornich podminek
z dosahu pfimého sluneéniho svétla'!.

V této praci byl sledovan vliv teploty, svétla a UV zareni
na stabilitu p-aminofenolu.

Ackoli je paracetamol latkou Siroce uzivanou, jejiz pou-
Zivani je vZito 1 v mnoha volné prodejnych pfipravcich, pii
predavkovdani ¢i enzymatické indukci aktivity hepatdlniho
cytochromu P450 muiZe dochdzet ke kumulaci toxickych
metaboliti paracetamolu, které mohou zpisobit velmi
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Schéma 1. Mechanismus kyselé a alkalické hydrolyzy paraceta-
molu

vazné poskozeni jater. Jeho toxicitou, metabolismem a sta-
bilitou se zabyva fada praci!?-1°. Hlavni pfi¢inou jeho toxi-
city je jeho metabolit a zaroveni jeho hlavni rozkladny pro-
dukt, p-aminofenol.

Jeho toxicita je béznou pric¢inou akutniho jaterniho se-
lhdni a to vede k hlubokému nabourdni fyziologickych
funkci a je charakterizovano vasoplegii, encefalopatii a ko-
agulopatii. Je béZné¢ komplikovdno rendlnim selhdnim,
mozkovym edémem a multiorganovou disfunkci. Mortalita
je vysokd a pacienti Casto vyzaduji sluzby viceoborovych
specialistii na intenzivni pé¢i a transplantaci jater20.

S ohledem na riziko spojené s jeho pritomnosti v 1é¢i-
vych pfipravcich byla zaméfena pozornost na jeho stano-
veni ve velmi nizkych koncentracich. K tomu byla vypraco-
vana vhodna metodika HPLC za pouZiti derivatizace volné
aminoskupiny.

s w2

Experimentalni ¢ast
Chemikalie

p-Aminofenol, dansylchlorid, 9-fluorenyl-methyloxy-
carbonyl chlorid, o-ftaldialdehyd, 2-sulfanylethanol (Sigma
Aldrich), kyselina fosforecnd, kyselina boritd, hydroxid
sodny, ethanol p. a., acetonitril p. a., methanol p. a., kyse-
lina octova p. a. (Lachema a. s.), destilovana voda.

o
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Separace p-aminofenolu

K separaci p-aminofenolu byly pouZity kolony Sym-
metry:

1. sreverzni fazi C18, 150 X 4,6 mm, 5 wm a jako mobilni
faze byla pouzita methanol/0,6 % CH;COOH (5-15 :
: 95-85, v/v), pritokova rychlost byla 1,2 ml.min!.

s reverzni fazi C8, 250 x 4,6 mm, 5 wm a v tomto pripadé
byla zkouSena mobilni fize methanol/0,02 mol.I"! H,PO,
(30 : 70, v/v) a pritokova rychlost byla 0,8 ml.min™!. Dale
byla zkouSena mobilni faze acetonitril/voda (80 : 20, v/v),
priitokova rychlost byla 0,9 ml.min"!.

Chromatografické zaznamy byly méfeny pfi vlnovych
délkach 282 nm — absorpni maximum p-aminofenolu a 243
nm — absorpéni maximum oxida¢niho produktu p-aminofe-
nolu. Vzorky byly nastfikovany na kolonu v objemech 10 pl.
Separace probihala pfi teploté 25 °C.

Pti zjistovani fotostability p-aminofenolu v roztoku byla
pouzita UV lampa (Camag, Switzerland) s nastavenou vl-
novou délkou 254 nm, intenzita zafeni byla 1200 uW.cm™2.

Roztok p-aminofenolu byl v kfemenné barice.

Hodnoceni p-aminofenolu

K hodnoceni derivitu p-aminofenolu byla pouZita kolona
Separon SGX s reverzni fazi C 18, 250 x 4,6 mm, 7 um a jako
mobilni faze byla pouzita methanol/voda (60 : 40, v/v) s upra-
venou hodnotou pH na 7,40 pomoci 0,1 mol.I' NaOH. Prito-
kova rychlost byla 0,9 ml.min!.

Chromatografické zaznamy derivatu byly méfeny fluo-
rescenénim detektorem pii excitacnim maximu 333 nm
a emisni maximum bylo 450 nm. Vzorky byly nastfikovany
v objemech 20 pl. Separace probihala pii teploté 20 °C.

Pouzité pfiistroje byly soucasti sestavy HPLC firmy
SHIMADZU: System kontroler SCL-1 0Ayp, UV-VIS de-
tektor SPD-10A;p, fluorescen¢ni detektor RF-10AXL,
pumpa LC-10ADy;p, low pressure gradient flow control
valve FCV-10ALy;p, on-line degasser DGU-14A, pec pro
kolonu CTO-10AS;p, PC Pentium IIT s chromatografickym
softwarem Class-VP.

Vysledky a diskuse

Pfi zjistovani vhodnych chromatografickych podminek pro
hodnoceni p-aminofenolu jsme pouZili delsi kolonu 250 mm
s reverzni fazi C8, pfic¢emZ mobilni faze obsahovala mensi po-
dil organické slozky, abychom docilili prodlouZeni retencnich
faktorii alespoti do 3. minuty. Pfi pouZiti mobilni faze acetoni-
tril/voda (80 : 20, v/v) byl retencni ¢as p-aminofenolu 1,9 min
a byla horsi reprodukovatelnost pii kvantifikaci p-aminofenolu
neZ pfi pouZiti mobilni fize methanol/0,02 mol.l'! H;PO,
(30 : 70, v/v). Pro ovéfeni selektivity této metody pro separaci
p-aminofenolu a jeho oxida¢nich produktli bylo provedeno
méfeni 1 pfi vlnové délce 243 nm, coZ bylo absorp&ni maxi-
mum oxida¢nich produkt p-aminofenolu. Tyto rozkladné pro-
dukty mély odli$né retencni charakteristiky nez p-aminofenol.
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Obr. 1. Chromatograficky zaznam analyzy p-aminofenolu
v roztoku 50% methanolu; a) po 48 h pfi laboratorni teploté za
nepfistupu svétla, b) po 48 h plisobeni UV zéfeni, c) po 48 h pii
7 °C. Podminky analyzy: kolona s reverzni fazi C8, 250 x 4,6 mm,
5 um a jako mobilni faze byla pouZity smés methanol/0,02 mol.I"!
H;PO, (30 : 70, v/v) a pratokova rychlost byla 0,8 ml.min!, de-
tekce pfi 282 nm. Pik ¢. 1 — p-aminofenol

o
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Bylo provedeno hodnoceni HPLC obsahu p-aminofe-
nolu v roztoku 50% methanolu pii rizném skladovéni, viz
obr. 1a, b, c.

Obsah p-aminofenolu byl zjiStovin metodou vnéjSiho
standardu, ktery byl Cerstvé pfipraven, jen v piipadé hodno-
ceni fotostability ptisobenim UV zéfeni o vinové délce 254
nm byl pouZit jako vnéjsi standard roztok p-aminofenolu

Tabulka I
Ubytek p-aminofenolu v methanolickém roztoku
(0,2 mg.ml'!) pfi 7 °C, bez pfistupu svétla

—p—
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uchovéavany pfi 7 °C. V piipadé, Ze byl roztok uchovavan
pri 7 °C v lednici, béhem dvanécti dnti byl sledovan tbytek
p-aminofenolu az na 67,89 %, viz tabulka I.

Déle byl roztok ponechén bez svétla pfi laboratorni tep-
loté a byl sledovan tbytek p-aminofenolu po dobu deseti
dnt azZ na 58,25 %, viz tabulka II. Fotolyticky rozklad byl
sledovan po dobu 48 hod, viz tabulka III.

Tabulka III
Ubytek p-aminofenolu v methanolickém roztoku
0,2 mg.ml’l) plsobenim UV zafeni

Cas [h] ¢ [ug.ml''2 Obsah Cas [h] ¢ [ug.ml-1)2 Obsah
p-aminofenolu® [%] p-aminofenolu® [%]
0 199,98 99,99 0 199,99 99,99
1 199,76 99,87 7 192,04 96,02
4,5 199,29 99,64 22,5 179,84 89,92
24 195,12 97,56 24 179,55 89,77
31 193,55 96,78 31 174,06 87,03
46 191,07 95,54 32 170,92 85,46
75 185,95 92,98 34 169,39 84,69
96 181,68 90,84 48 158,34 79,17
125 173,22 86,61
148 166,58 83,29 a Aktualni koncentrace, ® obsah v % vzhledem k vnéj§imu
168 157,66 78,83 standardu
199 147,84 73,92
219 139,16 69,58
293 135,78 67,89

a Aktualni koncentrace, P obsah v % vzhledem k vn&jsimu
standardu

Tabulka II
Ubytek p-aminofenolu v methanolickém roztoku
(0,2 mg.ml") ve tmé& pii 20 °C

Cas [h] ¢ [ug.ml''2 Obsah
p-aminofenolu® [%)]
0 198,89 99,45
2,5 197,52 98,75
3 197,01 98,50
7 193,9 96,59
15 189,76 94,87
21 185,82 92,91
25 183,15 91,57
47 174,54 87,27
57 170,37 85,18
76 166,10 83,05
110 163,90 81,95
125,5 155,30 77,65
148 143,66 71,83
196 130,58 65,29
220 116,50 58,25

a Aktualni koncentrace, ® obsah v % vzhledem k vnéjSimu
standardu
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Schéma 2. Mechanismus oxidace p-aminofenolu ve vodnych
roztocich

Nestabilitu p-aminofenolu v roztoku zachycuje reak¢ni
schéma 2 (cit.2!).

Na zédkladé zjisténych hodnot koncentrace nerozloze-
ného p-aminofenolu v ¢ase odbéru vzorku byly vypocteny
kinetické charakteristiky oxidacniho procesu v tom caso-
vém useku, kdy byly zévislosti hodnot log ¢ na Case line-
arni. Tento Casovy tsek vyjadiuje graf na obr. 2.

Pro zvySeni citlivosti byla zkouSena derivatizace p-amino-
fenolu. K derivatizaci byla pouZita derivatizacni Cinidla — dan-
sylchlorid, 9-fluorenyl-methyloxycarbonyl chlorid a o-ftaldial-
dehyd. V prvnich dvou piipadech byl p-aminofenol v acetonit-
rilu s nadbytkem cinidla zahfivan pod zpétnym chladic¢em 30,
40 a 60 min na teplotu 60 °C. Po odfoukani acetonitrilu pod du-
sikem a po rozpusténi zbytku v mobilni fazi byly vzorky na-
stfikovany na kolonu s reverzni fazi C 18, kterou protékala mo-
bilni faze methanol/ 0,05 mol.I'! H;PO, (50 : 50, v/v) rychlosti
0,8 ml.min"!. Mé&feni probihalo pfi vinové délce 220 nm. Z hle-
diska separace byly tyto chromatografické podminky optimélni,
ale nepodafilo se optimalizovat podminky derivatizace tak, aby
reakce probihala kvantitativné a reprodukovatelné. Proto bylo
pouzito k derivatizaci dalsi Cinidlo, o-ftaldialdehyd.

o
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Obr. 2. Zavislost logaritmu koncentrace p-aminofenolu v me-
thanolickém roztoku na ¢ase; standard v lednici — rychlostni kon-
stanta k = 9,9.10% 571, vzorek ve tmé k = 2,745.103 571, vzorek pod
UV lampou k = 4,769.1073 57!

@® UV lampa, B bez pfistupu svétla a pii laboratorni teploté,
A 7 °C, bez piistupu svétla
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Obr. 3. Chromatograficky zaznam analyzy derivatu p-amino-
fenolu ( 0,5 ug.ml). Podminky analyzy: kolona Separon SGX s re-
verzni tazi C 18, 250 x 4,6 mm, 7 um a jako mobilni faze byla pou-
zita methanol/voda (60 : 40, v/v) s upravenou hodnotou pH na 7,40
pomoci 0,1 mol.I! NaOH. Pritokova rychlost byla 0,9 ml.min™.
Vzorky byly méfeny pii excitatnim maximu 333 nm a emisni maxi-
mum bylo 450 nm. Pik s reten¢nim ¢asem 10,24 min vyjadiuje de-
rivat a v§echny piky do osmé minuty pochézeji z Cinidla.

Pfi pfipravé derivatiza¢niho cinidla se vychézelo z lite-
ratury?2. 30 mg o-ftaldialdehydu bylo rozpusténo v 0,5 ml
ethanolu a po pfidani 20 pl 2-sulfanylethanolu byl obsah
doplnén boratovym pufrem o hodnoté pH 8,5 na 5 ml. Tento
zéasobni roztok byl nafedén boratovym pufrem dvacetkrat.

Vzorky pro analyzu byly pfipraveny tak, Ze 0,5 ml roz-
toku cinidla bylo doplnéno do 2 ml methanolickym rozto-
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kem p-aminofenolu tak, aby vysledné koncentrace p-ami-
nofenolu byly 4; 1; 0,5; 0,25; 0,125 pg.ml-!.

Reakce c¢inidla s p-aminofenolem probihala 60 s za in-
tenzivniho tfepani tésné pred nastfikem vzorku na kolonu.
Byla zkouSena mobilni faze methanol : H,O v rizném po-
méru o hodnoté pH od 3,6 az 7,5. S narGstem organické
slozky v mobilni fazi se sniZoval retencni ¢as a pifi vySSim
pH mobilni faze se také retencni ¢as posouval k niZ§im hod-
notdm, coZ bylo vzhledem k nizké stabilité derivatu vy-
hodné. Pti hodnoté pH 6,6 byl retencni ¢as derivatu 33 min
a pfi pH 7,4 uZ jen 11 min, cozZ se ukazalo jako optimadlni,
protoZe doba analyzy byla dostatecné kratka a zaroven byl
nadbytek derivatiza¢niho ¢inidla dobfe separovdn od pro-
duktu derivatizace, viz obr. 3.

Pro vypocet detek¢niho limitu byla sestrojena kalibracni
kfivka potvrzujici linearitu v koncentratnim rozmezi
0,125-10 pg.ml‘l s korelacnim koeficientem R = 0,9998. De-
tekéni limit pro stanoveni p-aminofenolu byl 1,00554 .10©

ug.ml!,

Prdce byla vypracovdna za podpory vyzkumného zd-
méru MSM 111600001.
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Laboratorni pfistroje a postupy

Pharmacy, Charles University, Hradec Krdlové): Study of
Stability of 4-Aminophenol as Dominant Decomposition
Product of Paracetamol

An HPLC method for determination of very low con-
centrations of 4-aminophenol was elaborated, and the kine-
tics of its decomposition at low temperatures and at labora-
tory temperature in the absence of light or under irradiation
at 254 nm were compared. To increase the sensitivity of the
method, derivatization of 4-aminophenol with various rea-
gents was tested. Phthalaldehyde proved to be the best; its
reaction at laboratory temperature in the presence of 2-sul-
fanylethanol is very fast. The derivatization conditions were
optimized.
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Recenze

RECENZE

A. Gossauer:

Progress in the Chemistry of Organic Natural Products,
Part 86, Monopyrrolic Natural Compounds Including
Tetramic Acid Derivatives, (W. Herz, H. Falk, G. W. Kir-
by, eds)

vydané Springer, Wien jako 1. vydani 2003.

Stran 222. Cena USD 149; 139,10 €. ISBN 3-211-83889-9.

Kniha se soustfeduje na prehled informaci o pfirodnich
latkach s jednim pyrrolovym jadrem, vcetné derivatt 4-hyd-
roxy-1,5-dihydro-2H-pyrrol-2-onu (tetramic acid). Tato
klasicka série je publikovdna nakladatelstvim Springer od
roku 1938. Jeji soucasti zahrnuji prispévky z nejriznéjsich
oblasti chemie prirodnich latek, at jiz se tyka jejich pivodu,
vyskytu, chemie, syntézy, biochemie, funkce ¢i pouZiti riz-
nych druhd pfirodnich latek poc¢inaje malymi molekulami
aZz k biopolymertm. Kazd4 tato soucast je napsana uznava-
nou autoritou v oboru a pfind$i souborny a soucasny pie-
hled piislusné zvolené oblasti.

Autor, Albert Gossauer, neni v literatufe novackem, je
autorem rozebrané knihy Die Chemie der Pyrrole (1974)
a soudobé Struktur und Reaktivitit der Biomolekiile: Eine
Einfiihrung in die organische Chemie (2003). V této své po-
sledni prehledné praci ze zndmé série Fortschritte der Che-
mie organischer Naturstoffe o pfirodnich latkach s jednim
pyrrolovym jadrem uvadi kriticky rozbor 890 literarnich ci-
taci a to az do roku 2001. Price je roztfidéna na kapitoly
podle biologického ptivodu pyrrolovych sloucenin na latky
pivodem z obratlovcii, bezobratlych, rostlin, hub a bakterii.
U fady sloucenin se zabyva nejpravdépodobnéjSim metabo-
lismem vzniku a pfemén dané latky. V fadé piipadi posky-
tuje i syntetické podrobnosti o popsanych syntézach. Pre-
hledné podavd i biogenetické zdroje pro jednotlivé pyrro-
lové derivaty. Typografickd a grafickd stranka knihy jsou na
dobré urovni, autor se dobfe vyporadavéd se stereochemii.
Slabsi je graficka strana pokusu o trojrozmérnou reprezen-
taci molekuly na jediném obrazku uvedeném v knize. Lite-
rarni citace uvadéji nazvy praci, takZe mohou byt vcelku
dobrym voditkem pro hlubsi studium literatury. Kniha je
vybavena jmennym a pfedmétovym rejstiikem.

Pfirucka poskytne mimotaddné uzite¢né informace jak
organickému chemikovi, biologovi, technologovi, farmako-
logovi, ale i farmaceutim a lIékafiim, je vyznamnym zdro-
jem informaci a citaci, ale mize byt pouZzita i nékym, kdo
neni expertem v oboru, ale chce se orientovat v dané ob-
lasti.

Pavel Drasar
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K. C. Nicolaou, S. A Snyder:
Classics in Total Synthesis II, More
Targets, Strategies, Methods
vydanid Wiley-VCH, Weinheim jako
1. vydani 2003.

Stran 639. Cena 69.- EUR / 102.-
SFR. brozovana vazba, ISBN 3-527-
30684-6; 99.- EUR / 146.- SFR pevna
vazba, ISBN 3-527-30685-4.

Nicolaou - Snyder Ll

Classics
in Total Synthesis Il

Vore Tages,Sunteg e, Metbods

Klasikové v totdlni syntéze, dil druhy, s podtitulem
,vice cill, strategii a metod*, je dlouho o¢ekavanym nésle-
dovnikem svého prvého dilu vzniklého z pera dvojice Nico-
laou a Sorensen r. 1966. V tomto vitaném novém dilu pa-
nové K. C. Nicolaou a Scott A. Snyder diskutuji velmi po-
drobné nejvyznamnéjsi udalosti v oblasti totdlni syntézy
pfirodnich latek od r. 1990 do zacatku 21. stoleti, kam patii
jevy a udalosti jako domino reakce, kaskadové sekvence,
biomimetické strategie, asymetrickd katalyza. Tyto oblasti
jsou systematicky vysvétlovany na prikladu zvolené syn-
tézy. Prace se vénuje pfevratnym novinkdm v syntetickych
technologiich i diskusi stran jejich mechanismu a moZnosti
vyuziti. Nové reakce, jako napriklad olefinovd metathese,
jsou uvedeny témér ve formatu mini-review. Velké mnoz-
stvi odkazl na literaturu uvadénych u kazdé z 22 kapitol
zv1a3t jsou moznym zdrojem dal§iho pouceni Ctenare.

Studenti, ucitelé, ale i vyzkumnici v oblasti syntetické
a medicinalni chemie najdou v této knize nepostradatelného
spole¢nika a mnoho dopliiujiciho materidlu k prvému dilu
Klasikt (Classics in Total Synthesis).

Z obsahu vyjmenujme heslovité Isochrysohermidin (Bo-
ger), Swinholide A (Paterson), Dynemicin A (Myers), Ecte-
inascidin 743 (Corey), Resiniferatoxin (Wender), Epothilone
A (Nicolaou), Manzamine A (Winkler/Martin), Vancomycin
(Nicolaou/Evans), Everninomicin 13,384-1 (Nicolaou), Bi-
sorbicillinoids (Nicolaou), Aspidophytine (Corey), CP-Mo-
lecules (Nicolaou), Colombiasin A (Nicolaou), Quinine
(Stork), Longithorone A (Shair), FR-182877 (Sorensen),
Vinblastine (Fukuyama), Quarigemine C a Psycholeine
(Overman), Diazonamide A (Nicolaou), Plicamine (Ley).

Tak jak ucinily vSechny atributy prvého dilu Klasiki tuto
knihu jedine¢nou a popularni jako uéebni pomicku, toto jeji
,pokracovani* prinasi nejnovéjsi ,.finesy* pokroku v orga-
nické chemii a syntéze jako prekrasné dilo popisujici nékteré
prace vynikajicich organickych chemikii soucasnosti.

Kvalitni typografie, ktera barevné zdiraziiuje vybrany
material, fotografie klasikl oboru, homogenni kresba struk-
turnich vzorct se spravné vyznaCenou stereochemii (IU-
PAC) ¢ini z knihy opravdu cennou a uzivatelsky piijemnou
pomucku.

Pavel Drasar
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