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1. Uvod

Objektivne hodnotenie toxicity hlinika'? v Zivotnom pro-
stredi je z dovodu jeho stdle sa zvicSujicej acidity velmi
aktudlnym problémom. Znizovanie kyslosti pddnej reakcie
sposobuje zvysenie rozpustnosti roznych foriem Al s rozdiel-
nou toxicitou pre zivé organizmy. To prispieva k zvicsujice;j
sa mobilite a reaktivite Al v podnom systéme. Monomérne
ionové formy Al su uvolniované do pddnych roztokov, pod-
zemnych a povrchovych vod predovsetkym ako polymerizo-
vané alebo komplexné zlticeniny vytvdrané pritomnymi anor-
ganickymi a organickymi ligandami. Za najviac toxické pre
Zivé organizmy st povazZované anorganické monomérne aqua-
a hydroxidové a niektoré polymérne komplexy Al (cit."). Zlo-
zitost laboratdrnej Specidcie Al suvisi s pouzivanim princi-
pidlne rozdielnych metdd pre stanovenie jednotlivych foriem
Al (cit.™).

Cielom predlozenej price je uviest prehlad vybranych
metdd, pouzivanych najCastejSie na Specidciu Al vo voddch
a pddnych roztokoch za poslednych asi desat rokov vyskumu
(s vynimkou uvddzania starsich, ale pre dand metodiku pod-
statnych prac), s upozornenim na problémy a obmedzenia
tychto postupov.
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2. Fyzikalna Specidcia

Metddy fyzikdlnej Specidcie Al umoziiuji rozdelenie Cas-
tic alebo molekaiil zlicenin Al podlaich velkosti a tvaru, z coho
vyplyva jej SetrnejSie zaobchddzanie s pritomnymi frakciami
Al, ako v pripade chemickej Specidcie. Patri sem filtrdcia
a ultrafiltracia, dialyza a gélovd permeacnd chromatografia
(GPC).

2.1. Filtrdcia a ultrafiltrdcia

Membranova filtrdcia a ultrafiltrdcia su Casto vyuZzivané
na oddelenie rozpustnych foriem Al od jemnych minerdlnych
koloidov a makromolekulovych organickych foriem Al pocas
predipravy vzorky. Pri separdcii nerozpustnych frakcii Al
membranovou filtrdciou sa pracuje obvykle s velkostou pérov
filtraod 10 do 0,1 um, najcastejsie sa pouziva velkost 0,45 pm.
Ultrafiltrdcia vyuziva mensiu velkost pérov, az do 1 nm. Casto
sa vyskytujicim problémom je adsorpcia analytu na filtri
alebo na nerozpustnych Casticiach a rdzny stupeii zanesenia
filtra, Co stvisi s materidlom, z akého je filter vyrobeny.

Menzies a spol.'” porovndvali acetdt- a nitritcelul6zové
filtre s velkostou pérov 0,45, 0,22, 0,05 a 0,025 um. Vyznam-
né zmeny v koncentrdcii Al nastali len pri pouziti 0,025 wm
filtra pri pH 4,5 a 5,0. Ultrafilter vyuzivajici technoldgiu
dutého vldkna aplikovali Lydersen a spol.'"'? na separiciu
koloidov od ostatnych nerozpustnych castic Al pri sic¢asnom
sledovani vplyvu teploty a pH na koncentrdciu Al Spécii.
Komplexdciu hlinika huminovymi latkami a Spécie Al v pode
studoval Gerke'’. Kombindciou ultrafiltrcie cez triacetitce-
lulézovi membréanu a sorpcie na anexe stanovil ,,volny mono-
mérny“ Al (velkost pérov filtra definovand M, ~ 20 000)
a ,,organicky viazany* Al. Metodika mad viaceré nedostatky, au-
tor nevylucuje pritomnost polymérnych foriem Al v prvej frakcii.

Chakrabarti a spol.'* pouzili filtrdciu (0,45 pm) a ultrafil-
traciu (M, ~ 500-100 000) v spojeni s dal§imi metédami na
$pecidciu Al a inych kovov. Lu a spol." aplikovali filtrdciu
a ultrafiltrdciu pri Specidcii Al a inych kovov v rie¢nej a daz-
dovej vode a v snehu. Vzorky dazdovej vody po filtracii cez
0,45 um membranu obsahovali v nerozpustnych frakcidch az
74,3 % (pH 3,4), resp. 69,8 % (pH 4,7) celkového Al. Ndsled-
nou ultrafiltrdciou rozdelili frakcie Al podla ich relativnych
molekulovych hmotnosti. V rie¢nej vode (pH 8,0) mala naj-
vyssi podiel frakcia Al s M, > 100 000, v snehu (pH 4,7) to
bola naopak frakcia Al s M, < 500. Podobnym spésobom
stanovili aj Al frakcie s fulvokyselinami v modelovom roztoku
(pH 5,0).

Vplyv filtracie na vysledky Specidcie hlinika v pddnych
a modelovych roztokoch pre pH 3,0 az 8,0 skimali Kozuh
a spol.16 Pracovali s roztokmi filtrovanymi cez nitratcelul6zo-
vé membrany (0,01, 0,10 a 0,45 um), resp. nefiltrovanymi
vobec. Vplyvom filtrdcie pédnych roztokov z deviatich roz-
nych typov pdd sa koncentracie celkového Al zniZia oproti
nefiltrovanym roztokom na 31-77 % (0,45 um) a 21-65 %
(0,10 um) pdvodnej hodnoty v zdvislosti od pH (3,7-6,6)
a obsahu organickej hmoty.
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Van Hees a spol.'” a van Hees a Lundstrém'® dosiahli

ultrafiltraciou oddelenie nizkomolekulovych foriem Al (M, ~
1000) pri stanoveni komplexov Al s jednoduchymi organic-
kymi kyselinami v pode. Riise a spol.19 podobnym spdsobom
separovali koloidy (M, > 3000), stredne velké molekulové
frakcie (1000 < M, < 3000) a nizkomolekulové frakcie (M, <
1000) Al pri Stidiu ich mobility v pode.

2.2. Dialyza

Metdda je zaloZend na difuzii foriem Al s ur¢itou moleku-
lovou velkostou, tvarom a ndbojom cez polopriepustni mem-
oddeluje roztok vzorky (dialyzat) od roztoku, do ktorého
$pécie Al difunduju (difuzat). Nevyhodou dialyzacnej techni-
ky Specidcie je hlavne jej Casovd ndrocnost. V dialyzate s vy-
sokym obsahom organickej hmoty, vznikd na membrane tzv.
Donnanov potencidl, redukujici mnozstvo predifundovaného
Al (cit.**?"). Dalsim nepriaznivym javom pri dialyze je osmé-
za, tj. difizia rozpusfadla z difuzdtu do dialyzdtu, ktory sa
nésledne zrieduje. Dalsie problémy vyskytujiice sa pri pouZi-
vani dialyza¢nych membran si obdobné ako pri filtrdcii a ul-
trafiltrdcii (napr. adsorpcia analytu).

24 hodinovi dialyzu pouZili na frakciondciu hlinika
a inych kovov v povrchovej vode Benes a Steinnes™. LaZer-
te’' zistil, Ze 6-12 % organickej hmoty (nizkomolekulové
fulvokyseliny a jednoduché organické kyseliny; M, < 1000)
pri frakciondcii Al v prirodnych vodach preslo za 24 h cez
dialyzaéni membranu. Salbu a spol.? potrebovali na dosiah-
nutie rovnovdzneho stavu in situ dialyzy povrchovej vody tri
tyzdne. Dlhy Cas analyzy zapriinil zmenSenie efektivnej vel-
kosti pérov membrany vplyvom adsorpcie anorganickych zlu-
¢enin zeleza, ktoré sa nachadzali vo vzorke.

Berggren®* dialyticky separoval pocas 48 h huminové
kyseliny (M, > 1000) pri Specidcii Al ainych kovov v podnom
roztoku. Morrison® oddelil in situ dialyzou rozpustné a ko-
loidné $pécie Al za Styri dni. Formy hlinika naviazaného na
huminové kyseliny a fulvokyseliny Studovali Clarke a spol.
v pracach’®*’, kde sa dialyza pouZila ako referenénd metoda
(M, ~ 1000; 48 h (cit.”®), 96-120 h (cit.*’)).

2.3. Gélovd permeacnd
chromatografia (GPC)

Separdciu $pécii Alumoziuji hydrofilné gély, najcastejSie
s polymérnou Struktirou, ktoré su chemicky inertné. Obsahuju
pritom velké mnozstvo zosietovanych pérov. Molekuly s vel-
kosfou vicsou, ako sd pory gélu, prechddzajui cez kolénu bez
zadrzania, kym menSie molekuly sa zachytia v péroch gélu
a eluuji neskor. Vyhodou GPC je pouzivanie malych objemov
vzorky.

Rengasamy a Oades®® kombinovali GPC, dialyzu a ultra-
filtrdciu pri Studiu polymerizdcie hlinika a interakcii medzi
monomérnym a polymérnym Al. Spécie Al v podnych rozto-
koch s pouzitim GPC §tudovali Gardiner a spol.”” Kerven
a spol.*” sledovali distribticiu Al vo vzorkdch obsahujticich
fulvokyseliny. Dokonalu separdciu organického Al dosiahli
pri pH 3,5. Pri vySSom pH eluovali vSetky frakcie spolu.
Rovnaky efekt mala aj pritomnost siranov. GPC na frakciond-
ciu siranovych komplexov Al aplikovali Alva a Sumner’".
GPC, filtriciu a ultrafiltraciu pouzili Itoh a spol.** pri separacii

175

Referdty

vysokomolekulovych foriem Al vo vodnych vzorkach. Al sa
nachddzal vo frakcii s M, > 300 000.

Van Hees a spol.!” oddelili pomocou GPC komplexné
formy Al s nizkomolekulovymi jednoduchymi organickymi
kyselinami v pddnych roztokoch. Zistili, Ze obsahuju priemer-
ne 25 % celkového Al vo vzorkdch. Vysledky porovnali
s hodnotami ziskanymi ultrafiltraciou (M, ~ 1000), ktoré do-
sahovali priemerne 34 % celkového Al vo vzorkach. Rozdiel
vysvetlujud autori nizkou priemernou vytaznostou GPC (79 %)
vzhladom na celkovy Al. V prefiltrovanom roztoku naopak
nevylucuju pritomnost inych organickych molekul s naviaza-
nym AL

3. Chemicka Specidcia

Metddy chemickej Specidcie poskytuji za cenu vySsieho
rizika (porusenie rovnovazneho stavu medzi jednotlivymi for-
mami Al, zmena pdvodnej formy Al, kontamindcia vzorky)
komplexnejsie vysledky. Patria sem metddy zaloZené na roz-
dielnej kinetike vzniku stabilnych komplexnych zlic¢enin Al,
metddy vyuzivajice ionovi vymenu a idnova chromatografia
dc).

3.1. Metédy zaloZené na kinetike
vzniku stabilnych komplexnych
zlic¢enin hlinika

NajpouZzivanejsia a najstarsia technika Specidcie je zaloze-
nd na tvorbe stabilnych komplexnych zlicenin hlinika najcas-
tejsie so spektrofotometrickymi a fluorometrickymi ¢inidlami
(organické komplexotvorné zliceniny). Principom techniky je
pouzitie vhodného reakéného casu, ktory rozdeli Spécie Al na
rychlo (prevazne anorganické monomérne formy Al) a poma-
ly (organické formy Al) reagujuice s ¢inidlom pri urcitej hod-
note pH. Cinidlo sa priddva vo velkom nadbytku, aby sa
zarucila jednoduchd kinetika reakcie. Vysledny produkt sa v
pripade malej rozpustnosti vo vode extrahuje do organického
rozpustadla. Vyhodou metddy je moznost jej automatizdcie
(FIA — Flow Injection Analysis), ktord prispieva k lepsej
reprodukovatelnosti vysledkov, skrateniu ¢asu analyzy a pres-
nejsie definovanym reakénym casom. Metodika byva casto
vyuzivand v spojeni s inymi technikami, hlavne v kombindcii
s ibnovou vymenou (odsek 3.2.).

8-hydroxychinolin (oxin)

Oxin tvori s Al vo vode mdlo rozpustny trioxindtovy
komplex. Po extrakcii do vhodného organického rozpustadla
sa stanovuje najcastejSie spektrofotometricky pri 390 nm ale-
bo metédami atémovej spektroskopie. Extrakcia pri pH 8
kvantitativne separuje fluoridové komplexy, ale ponechdva vo
vodnej fdze dostatocné mnozstvo oxinovych aniénov na po-
kracovanie reakcie. Pri pH 5 nastane uplné ukoncenie reakcie,
ale bez separdcie fluoridovych komplexov.”

Barnes®® modifikovala a aplikovala oxinovii extrak&nt
metddu na frakciondciu Al v prirodnych vodach. Po filtracii
cez 0,1 mm membranu, reakcii s oxinom (10-30 s) a tpra-
ve pH na 8, sa komplex extrahoval methylizobutylketénom
(MIBK) a obsah Al sa stanovil s FAAS (atémova absorpcnd
spektrometria s plamenovou atomizdciou) s detekénym limi-
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tom 2 ug.l’l pri 100-ndsobnom prekoncentraénom faktore.
Stanoveny ,reaktivny* Al reprezentoval ,rychlo reagujice
Spécie Al*.

Bloom a sp01.34‘3 Sextrahovali Al trioxindtovy komplex do
butylacetdtu a ndsledne merali spektrofotometricky a fluoro-
metricky jeho absorpciu s detek&nym limitom 0,350 pg.1™".
Pouzili reakény ¢as 15 min pri pH 5. James a spol.*®a James
a Riha®’ upravili metédu podla Blooma a spol.** zniZenim
reak¢ného Casu na 15 s, aby minimalizovali disocidciu Al
komplexov pri analjze modelovych roztokov obsahujtcich
fluoridy a citrénany® a roztokov z lesnych pod®’.

LaZerte*' zjednodusil oxinovi extrakénd metédu podla
Barnesovej>>. Reak&ny &as znizil na 15 s, pH extrakcie upravil
na 8,3-8,8 a obsah extrahovaného Al stanovil s GFAAS
(atomova absorpcnd spektrometria s elektrotermickou atomi-
zéciou v grafitovej kyvete). V stanovenom ,,rychlo reaktiv-
nom* Alsapotvrdila pritomnost fluoridovych a citrénanovych
komplexov Al. Lalande a Hendershot™® pouzili metédu podla
Blooma a spol.34 pre rozne reakcéné ¢asy a pH (15 s pre pH 5,0;
15 s pre pH 8,3 a 60 min pre pH 8,3), aby ziskali viaceré frakcie
Al Pri reaké¢nom ¢ase 60 min a pH 8,3 stanovili viac ako 60 %
komplexného Al. Podla ich zistenia nie je oxinové extrakcia
vhodnad na separdciu anorganickych a organickych foriem Al.
Vysledky prac*#° potvrdili, ze oxinovou metédou (15 s pre
pH 5,0) sa separuju siranové, ale nie fluoridové komplexy Al.
Boudot a spol.*' pouzili reakény &as 5's a pH 5,0 pri §pecidcii
hlinika v modelovych a pédnych roztokoch.

Clarke a sp01.26’42 aplikovali spojenie oxinovej metédy
a FIA na stanovenie ,,rychlo reagujiceho® Al v modelovych
roztokoch a prirodnych vodach. Pouzili reakény cas 2,3 s pri
pH 5,0 a chloroform ako extrak¢né ¢inidlo. Stanovend frakcia
obsahovala AI**, kationické monomérne hydroxidové, sira-
nové, kremicitanové a uhlic¢itanové komplexy Al. Velké po-
lymérne hydroxidové, fluoridové, citrénanové a huminové
komplexy Al sa v tejto frakcii nenachadzaju, fosforecnanové
a Stavelanové komplexy Al len Ciastoéne. Vyhodou metédy
s detekénym limitom cca 5 pg.1™' je maly davkovaci objem
vzorky (12-250 ul) a vysokd vzorkovacia frekvencia (66 .
Clarke a spol.** modifikovali uvedend metédu (pH 4,5), aby
odstranili komplex AIHP O} z meranej frakcie hlinika. Povod-
ni metodiku*? pouzili Clarke a spol.’ pri §tidiu komplexdcie
Al s huminovymi kyselinami a fulvokyselinami. Simultannu
$pecidciu hlinika a Zeleza uskuto¢nili Clarke a Danielsson**,
V povrchovych vodéch oddelili ,,volné“ iény AI**, Fe®* a Fe*
s labilnymi komplexami Al, napr. AISOj.

Pyrokatecholovd violet (PCV)

Komplex hlinika s PCV je vo vode rozpustny (pH ~ 6,1)
a absorbuje pri 580-585 nm. Metdda, ktord je zaloZzend na
stanoveni celkového Al podla Dougana a Wilsona™®, je zata-
ier}é glterferenciou so Zelezom a kremikom, resp. kremicitan-

Seip a spol.*® stanovili ,,celkovy monomérny“ Al vo vod-
nych vzorkdch pri reakénom &ase 4 min. Noller a spol.*
navrhli frakciona¢nu schému na stanovenie ,Jabilného* Al
(monomérne hydroxidové a fluoridové komplexy). FIA v spo-
jeni s touto metédou pouzili Henshaw a spol.*°, aby stanovili
,monomérny*‘ Al, ktory obsahoval aj fluoridové komplexy Al.
Autori vylicili vo frakeii pritomnost komplexov Al s organic-
kymi latkami. Podla ich zisteni huminové latky redukuji
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mnoZzstvo ,,monomérneho‘* Al vo vzorke. K podobnym zdve-
rom priili aj Lewis a spol.”’

Kerven a spol.>? navrhli reakény &as 60 s pre oddelenie
,anorganického monomérneho** Al v pédnom roztoku. Testy
s roznymi organickymi ligandami ukdzali, Ze frakcia obsahuje
aj isté mnozstvo organicky viazaného hlinika. Metéda bola
kombinovan4 s filtraciou a ultrafiltraciou'’. Morrison® zistil,
ze reakény cas 10 s je prili§ dlhy na dokonald separdciu
anorganického Al. Dokazom je pritomnost koloidov vo frak-
cii.

Aluminon

Aluminén alebo kyselina aurintrikarboxylova poskytuje
s hlinikom vo vode rozpustné komplexy, ktoré absorbuju pri
515-530 nm.

Blamey a spol.53 aplikovali na frakciondciu hlinika alumi-
nénovi metédu pre stanovenie celkového Al (cit.>*). Vyuzili
poznatok, Ze polymérne Spécie a fosforecnanové komplexy
Al reaguji s aluminénom velmi pomaly. Po reakénom case
30 min oddelili monomérny a polymérny Al. Metéda bola
pouzita pri $tidiu toxicity hlinika na rastliny™ %,

Parker a spol.” povazuje reakény &as 30 min za nie do-
stato¢ny na zreagovanie celkového monomérneho Al. Alva
a spol.* zistili, ze iba Cast fluoridovych komplexov Al reaguje
s aluminénom (reak&ny ¢as 15 s), aj ked Noble a spol.*
povazuju tieto Spécie za dostatocne rychlo reagujice. Kerven
a spol.*” stanovili za 30 min 80 % Al viazaného na fulvokyse-
liny v meranej frakcii. 30 s reak¢ny ¢as podla nich umoziuje
lepsiu separaciu, hoci ich vysledky dokazuju, Ze ,,anorganicky
monomérny‘‘ Al obsahuje aj organické komplexy Al.

Gintinf a spol.** porovnavali aluminénovi a PCV metédu
(reakény cas 30 s) pri skimani vplyvu piatich jednoduchych
organickych aniénov na koncentriciu hlinika. Z koncentracii
reaktivneho Al vypocitanych z konstant stability zistili, Ze
PCV metdda tito frakciu nadhodnocuje, tj. podcenuje kom-
plexdciu organickych aniénov. Aluminén poskytuje lepsi od-
had ,,reaktivneho* Al.

Ferron

Ferron (kyselina 8-hydroxy-7-jédchinolin-5-sulfénovd) je
derivdtom oxinu a s hlinikom tvori vo vode rozpustné kom-
plexy, ktoré absorbuju pri 370 nm. Interferencie s rovnako
absorbujicimi huminovymi latkami zvySuju signdl hlinika.

Bersillon a spol.®! aplikovali ferron a reakény Gas 30 s
na separdciu ,,monomérneho* a ,,polymérneho Al. Bertsch
a spol.62 zistili, Ze nimi stanovena frakcia monomérneho Al ob-
sahuje aj malé mnozstvo polymérneho Al, a frakciu polymér-
neho Al identifikovali podobne ako neskér Parker a Bertsch®
s0 §péciami [A1O,Al,,(OH),,(H,0),,]"*. Parker a spol.****po-
uzili ferrénovi metédu na Stidium toxicity Al

Jardine a Zelazny“’67 skimali vplyv anorganickych a or-
ganickych aniénov na frakciondciu hlinika. Zistili, Ze niektoré
komplexy Al (sirany, fulvokyseliny) reagujui s ferrénom rov-
nako ako monomérny Al. Neplati to pre fluoridové, fosforec-
nanové, citrénanové a Sfavelanové komplexy Al. Reakciu
fluoridovych a siranovych komplexov Al s ferrénom Studovali
Alvaa spol.40 prerozne reak¢né casy (15 s az30 min). Siranové
komplexy Al reagovali kvantitativne bez ohladu na reakény
Cas, zatial ¢o fluoridové komplexy Al reagovali len Ciastocne
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pre vietky sledované &asy. Jardine a Zelazny® oddelili mono-
mérny a polymérny Al v roztokoch s obsahom anorganickych
a organickych aniénov.

Chromazurol S (CAS)

Absorpcné maximum komplexu Al s CAS lezi pri 545 nm.
Zoltzer a Schwedt® pouzili CAS v zapojeni FIA a CFA
(Continuous Flow Analysis), aby stanovili kineticky labilny
Al. Interferencie Zeleza boli potlacené pridavkom kyseliny
askorbovej. Kennedy a Powell™ aplikovali CAS pri pH 4,9
a zistili, Zze velké polymérne hydroxykomplexy s CAS ne-
reaguju v ¢ase do 1 hod. Simpsonovi a spol.”" slizila metéda
modifikovand podla Hawke a Powella’ (reak¢ny Cas 7 s ) ako
referencnd pri hodnoteni 1,3 s oxinovej techniky v spojeni s FIA.

Kyselina 8-hydroxychinolin-5-sulfonovd (HQS)

Vo vode rozpustny komplex AI(HQS); absorbuje pri 370
nm, kde sa prejavuju interferencie huminovych latok, podobne
ako v pripade ferrénu. Backes a Tipping73 pouzili na Specidciu
hlinika HQS zmieSani s NaF. Monomérny Al obsahujuci aj
fluoridové a huminové komplexy Al reagoval rychlo (<1 min).
Reakcia polymérnych hydroxykomplexov Al bola pomald.
HQS slizi ¢asto ako ¢inidlo pri postkolénovej fluorimetricke;j
detekcii, hlavne pri i6novej chromatografii (odsek 3.3.).

Eriochromkyanin (ECR)

Komplex Al s ECR ma absorpéné maximum pri 535 nm.
Kerven a spol.30 zistili, Ze ECR pre dlhy reakcny Cas zreaguje
s viac ako 80 % Al naviazaného na fulvokyseliny. Hawke
a Powell™ porovndvali ECR s CAS a PCV pri stanoveni
toxického Al. Aplikovali reakéné ¢asy 10 s a 10 min vo FIA
zapojeni. Adams a Moore” a Adams a Hathcock’® povazuji
ECR za nevhodny na separdciu toxickych foriem Al.

3.2. Metédy vyuzivajice i6novi vymenu

Metodika Specidcie hlinika formou iénovej vymeny na
vhodnom sorbente sa ¢asto vyuziva kvoli relativne jednodu-
chej inStrumentdcii a mozZnosti separdcie a prekoncentricie
analytu podobne ako pri oxinovej extrakcii, ¢o pri si¢asnom
odstranen{ pripadnych interferentov vyznamne zvySuje citli-
vost merania signdlu. Toxické anorganické formy Al majd
kladny ndboj, kym komplexy Al s organickymi ldtkami majui
prevazne zaporny ndboj. Pri pouziti katexu sa na iom zachytia
anorganické monomérne labilné formy Al a organické frakcie
Al zostand v roztoku, alebo pretecui cez kolénu, zdleZ{ na
technickom prevedeni (vsadkovd alebo kolénova technika).
V pripade anexu, ktory sa na tento ucel pouZiva menej ¢asto,
je to naopak.

V roku 1980 navrhol Driscoll”’ frakcionaént schému na
stanovenie roznych foriem Al, ktord vyhodnotil a aplikoval
v neskorsich pracach’®”. Skombinoval ferrénov, resp. oxi-
novi metédu podla Barnesa®, so sorpciou na koléne. Oxino-
vou metédou pri pH 1 stanovil ,,celkovy reaktivny* Al. Na
separdciu ,,monomérneho” Al pouzil oxin bez predchddzaju-
ceho okyslenia. Rozdiel medzi oboma frakciami nazval ako
,.kyslo-reaktivny” Al, ktory reprezentoval koloidné, polymér-
ne a organicky viazané formy Al. Frakciu ,,monomérneho* Al
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sorboval na katexe Amberlite 120. Na koléne sa zachytil
anorganicky monomérny ,,labilny Al reprezentujici aqua-,
hydroxidové, siranové, kremicitanové a fluoridové komplexy
Al. Organicky ,,nelabilny Al“ cez kolénu pretiekol. Aby sa
vyhol disocidcii organickych komplexov Al na koléne, ktorej
rozsah sa pohybuje medzi 0-34 % v zdvislosti od pomeru Al/C
vo vzorke®***¥(pre nizky pomer Al/C je disocidcia zanedba-
telnd a naopak), zvolil dostatocne rychly prietok. Vysledky
porovnal s hodnotami frakcii Al ziskanymi vypoctom z rov-
novéh. Dobri zhodu nasiel pre nizke obsahy organicky viaza-
nych foriem Al. Goenaga a spol.®' aplikovali PCV miesto
oxinu. Driscollova metéda’” bola mnohymi sposobmi modifi-
kovana' 12248087 vigsina dalej uvddzanych g)rzic vychddza
z povodnej Driscollovej frakcionacnej schémy’®.

Campbell a spol.*® skombinovali filtraciu, sorpciu na che-
latacnom katexe a fotooxiddciu. Vzorka bola filtrovand cez
0,4 um membranu. Vo zvysku na filtri stanovili po kyslom
rozklade ,,nerozpustny* Al (A), vo filtrate priamym stanove-
nim s GFAAS ,iplne rozpustny* Al (B), po ustdleni rovnova-
hy s katexom (Chelex 100) v roztoku ,,nevymenitelny* Al (C)
a po fotooxiddcii organickych latok vo filtrate a aplikdcii
Chelexu 100 ,,nevymenitelny anorganicky* Al (D). ,,Vymeni-
telny”“ Al (E) bol dany rozdielom B-C a ,jnevymenitelny
organicky* Al (F) ako rozdiel C-D. Viac ako 85 % monomér-
neho anorganického Al spolu s polymérnymi hydroxidovymi
komplexami Al sa na Chelex 100 nasorbovalo do 30 min.
Postup bol aplikovany na povrchové vody s detekénym limi-
tom 1 pg.1™.

Hodges® porovndval vysledky $pecidcie Al v podnych
roztokoch ziskané metédami podla Driscolla™ a Campbella
a spol.88 Frakcia monomérneho anorganického Al stanovend
druhou metédou bola vécsia. Autor to zdovodnuje viacsou
agresivitou chelatacného katexu v reakcii s komplexami Al
v porovnani s kyslym katexom.

Landing a spol.”’ pouzili na frakciondciu Al a inych kovov
vo voddch s vysokym obsahom organickej hmoty tri sekvenc-
né kolény (hydrofilny Fractogel TSK ako filter na separdciu
nerozpustného, koloidného a vysokomolekuldrneho organic-
kého Al, anex Fractogel DEAE na separdciu rozpustnych
huminovych ldtok a ich komplexov s Al, oxinom derivatizo-
vany Fractogel TSK na separdciu kationickych foriem Al).
Metodiku upravili a zautomatizovali Simpson a spol.”’ a Po-
well91, ked oxin-gélom naplnili reakénu kolonu vo FIA. Roz-
tokom NaOH eluovand frakcia obsahovala bud ,,volny“ Al
(AI**, AI(OH)** alabilné komplexy Al) a fluoridové komplexy
Al alebo hydroxidové polymérne formy Al v zdvislosti od
koncentrdcie NaOH. Metdda bola aplikovand na huminové
a podne roztoky71 a pri skumani komplexacnej kapacity hlini-
ka s fulvokyselinami®'.

Miller a Andelman®? modifikovali metédu pre rozne Casy
sorpcie na Chelexe 100 a aplikovali ju na $tidium distribicie
Al vo vodnych vzorkach. Duffy a spol.”* pouzili kombindciu
katexu a anexu na Specidciu Al a inych kovov v podnych
roztokoch. Eluent z kolény s anexom bol ndsledne prepusteny
cez kolonu s katexom. Hlinik v eludtoch bol stanoveny s NAA
(nukledrna aktivacnd analyza). Vysledky porovnali s hodno-
tami frakcii Al ziskanymi oxinovou extrakénou metédou pre
rozne reakené Casy, pri¢om deklarovali dobri zhodu medzi nimi.

Henshaw a spol.”® aplikovali katiénovii vymenu spolu
s PCV vo FIA zapojeni na prirodné vody, aby separovali
monomérny Al. Achilli a spol.”* pouzili kombindciu katiéno-
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vej vymeny a PCV na oddelenie monomérneho a polymérneho
Al v podzemnych voddch s ICP AES (atémova emisnd spek-
trometria s induk¢ne viazanou plazmou) na detekciu signdlu.
Quintela a spol.95 porovnali vysledky ziskané pouzitim FIA
skatexom a PCV (reakény ¢as 15 s ) s Driscollovou metédou .
FIA poskytovala lep$iu reprodukovatelnost a bola rychlejsia,
pri Driscollovej metéde sa dosiahla vyssia citlivost.

Kerven a spol.** vyhodnotili pouzitie katexu (Amberlite
200) a chelata¢ného katexu (Chelex 100) na odstranovanie
anorganického monomérneho Al z roztoku v pritomnosti ful-
vokyselin. Po aplikdcii sorbentu bol pozorovany pokles pH
v roztoku. Pettersson a spol.96 separovali frakcie Al zvlast na
katexe a zvl4st na anexe. Haraldsson a spol.”” pouzili chela-
tacny katex na stanovenie volnych iénov a labilnych komple-
xov, anex na komplexy s huminovymi kyselinami a C-18 na
nepoldrne organické komplexy Al a inych kovov. Chelatacny
katex Hyphan Cellulose pouzil Burba®na Specidciu Al ainych
kovov. Separoval styri rozne frakcie Al v roztoku huminovych
latok.

Chakrabarti a spol.”” skombinovali v $peciacnej schéme
pre Al a iné kovy katiénovi vymenu (Chelex 100) s filtraciou,
ultrafiltraciou a ASV (anddova rozpustacia voltametria). V ul-
trafiltrdte stanovili katiénovou vymenou na koléne ,,priemer-
ne labilny* a vsddkovou metédou ,,mdlo labilny“ Al. Lu
aspol.”® aplikovali Chelex 100 na koléne a vsidkovo na
Specidciu Al a inych kovov v povrchovej a dazdovej vode
a snehu. Chemickad reaktivita Al s katexom bola merand v ul-
trafiltrovanych roztokoch.

Berdén a spol.” porovnali metodiku $pecidcie podla Dris-
colla’®a oxinovii metédu s reakénym Easom 2,3 s podla Clarke
a spol.42 pre modelové roztoky a prirodné vody. Pritomnost
flouridovych komplexov Al zistili iba vo frakcii ,,labilny** Al
(cit.”®), komplexy Al s citrénanom a huminovymi kyselinami
sa nenachddzali ani v ,Jabilnom* Al, ani v ,rychlo reaguju-
com® Al (cit.*?). Detek&né limity oboch metéd si rovnaké
(10 ug.1™"), vzorkovacia frekvencia vychddza priaznivejsie pre
FIA (66 h™' oproti 5 h™").

Moznosti Specidcie Al v rozsahu pH 3,0-8,0 skimali
Kozuh a spol.'® Pouzili katiénovi vymenu na koléne s Chele-
xom 100 v spojeni s ICP AES a oxinovu spektrofotometrickd
metddu podla Jamesa a spol.36 Stanovené frakcie Al obsaho-
vali kladne nabité monomérne aqua-, hydroxidové a siranové
komplexy Al. Chelex 100 eSte naviac sorboval fluoridové
komplexy Al a oxin reagoval aj s vdcSinou organického Al.
Metodiku aplikovali na vodné a pddne vzorky a modifikovali
ju pouzitim mikrokolény s Chelexom 100 v spojeni s GFAAS
(atomova absorpcnd spektrometria s elektrotermickou atomi-
zéciou v grafitovej kyvete)loo.

Pesavento a spol.IOI Studovali Specidciu Al vo vode s vy-
uzitim sorpcie na Chelexe 100 a skimali povahu vzniknutého
komplexu. Bérubé a Br(1¢'” navrhli Speciacnu schému pre
analyzu Al vo vode, ktord obsahovala i6novi vymenu na
koléne s Chelexom 100 po prefiltrovani vzorky. Wickstrgm
a spol.' porovnali pit analytickych metéd na $pecidciu Al
v prirodnych vodéch, v ktorych boli vyuzité rozne frakcionacné
principy (katiénovd vymena, tvorba komplexov s oxinom aPCV).

114

3.3.I6novd chromatografia (IC)

I6nova chromatografia s postkolénovou fluorimetrickou
alebo spektrofotometrickou detekciou umoziiuje na rozdiel od
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idénovej vymeny priame stanovenie reaktivnych anorganic-
kych $pécii. Dalsou vyhodou IC je velmi maly objem vzorky
potrebny na stanovenie a rychlost analyzy. Pri fluorimetricke;j
detekcii je to jej nizky detekény limit.

Bertschovi a Andersonovi' ™ sa podarilo s IC separovat
AI**i6ny od fluoridovych (Al E), citrénanovych a §tavelano-
vych komplexov Al v modelovych roztokoch pri detekénom
limite 10 pg.1™". Vysledky boli porovnané s hodnotami ziska-
nymi vypo&tom z rovnovih. Willett'?® pouzil katiénovi kols-
nu, K,SO, pri pH 3,0 ako elu¢né ¢inidlo a PCV ako postkolo-
nové ¢inidlo pri separdcii AI**, AI(OH)** a Al(OH); od fluo-
ridovych a $tavelanovych komplexov Al. Metdda je vhodnd
aj na stanovenie nizkych koncentracii komplexov Al s humi-
novymi kyselinami. Gibson a Willett'*® a Jones'"’ aplikovali
HQS ako postkolénové ¢inidlo pre fluorimetricku detekciu na
zlepsenie detekéného limitu metédy (1 ug.1™). J ones'”’ stano-
vil vo vode monomérne hydroxidové komplexy Al.

IC s nepoldarnym polystyréndivinylbenzénom ako stacio-
ndrnou fizou a s fluorimetrickou detekciou umoznila Micha-
lasovi a spol.'”® stanovit komplexy Al s fluoridmi a kyselinou
$tavelovou, citrénovou a vinnou. Sutheimer a Cabaniss'®”
chromatograficky separovali fluoridové, kremicitanové, octa-
nové a citronanové komplexy Al v povrchovej vode. Disocid-
ciu komplexov na koléne autori vylicili. Na fluorimetrickd
detekciu pouzili komplex Al-lumogallion. Tiron ako postko-
16nové &inidlo pouzili Boudot a spol.*! pri separacii monomér-
neho Al s IC na sorbente Dionex v pddnych roztokoch a po-
vrchovych vodach.

Mitrovi¢ a spol.''® pouzili pre $pecidciu Al v Sirokom
rozpiti pH techniku FPLC (rychlo proteinovd kvapalinova
chromatografia) v ,,off-line* zapojeni s ICP AES. Kladne
nabité monomérne Spécie Al boli separované od polymérnych,
neutrdlnych a zaporne nabitych Spécii Al na katexovej FPLC
koléne a s NaNO; boli eluované v troch pikoch. Prvy pik
(retenény ¢as 1,5 min) reprezentoval A1(OH); a siranové,
difluoridové, stavelanové a citrénanové komplexy Al; druhy
(4,0 min) Al(OH)2+ a fluoridové komplexy Al a treti (4,5 min)
Al¥ iény. Pri nizkom pH (4) eluovali citrénany Al v druhom
a trefom piku. Detekény limit metédy bol 120 pg.I™. Metédu
autori aplikovali na pddne roztoky''%a po modifikécii zmenou
elu¢ného cinidla (NH,NO,) a detek¢nej metédy (GFAAS)
s detekénym limitom 3 pg.I"" na vodné a podne vzorky'''.

Bantan a spol.''? pouzili na stanovenie citrénanovych, §ta-
velanovych a EDTA (kyselina etyléndiamintetraoctovd) kom-
plexov Al v modelovych roztokoch aniénovi FPLC s NaNO,
ako elu¢nym c¢inidlom a ICP AES detekciou. Detekény limit
met6dy bol 100 pg.1™". Bantan a spol.'* kombinovali katiéno-
vi a aniénovi FPLC (,fast protein“ kvapalinovd chromato-
grafia) s ICP AES a s GFAAS a ES MS MS (,electrospray‘
hmotnostnd spektrometria) pri Specidcii nizkomolekularnych
komplexov Al v rastlindch. Analyza ukdzala, Ze separované
§pécie so zdpornym ndbojom su zlozené predovsetkym z ci-
tréonanovych a akonitanovych komplexov Al.

Fairman a spol.114 porovnali fluorimetrickd (HQS) a ICP
MS (hmotnostnd spektrometria s indukéne viazanou plazmou)
detekciu pri chromatografickom stanoveni AI** a AIF** §pécii
vo vode. ICP MS sa napriek vyraznejSej interferencii pozadia
javi ako selektivnej$ia metéda. Dosiahli detekény limit 0,3—
0,6 ug.I"". Hils a spol.""® pouzili katex v iénovej chromatogra-
fii s ICP MS detekciou na oddelenie anorganického a organic-
kého Al vo vodnych vzorkach.
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4. Vypoctové metody

Vypoctovymi metédami s vyuzitim chemickych rovno-
vaznych modelov mozno predpovedat rozdelenie roznych fo-
riem Al v danom roztoku. PouZzitie vypoctovych programov si
vyzaduje hodnoty konstdnt stability a rovnovdznych konstdnt
pritomnych 14tok (§pécii, komplexov, zlic¢enin a pod.) v mo-
deloch zohladnujuicich ich mozné vzdjomné reakcie pri danej
teplote, i6novej sile, pH a dosiahnuti rovnovdzneho stavu.
V mnohych pripadoch su ale rovnovdzne konstanty nezname,
alebo maju nespravne hodnoty (napr. pre komplexy s humino-
vymi ldtkami). Dokonald zhoda medzi experimentdlne ziska-
nymi vysledkami a predpovedanymi hodnotami $pécii Al nie
je redlna. Nesulad je zapriCineny nedostatkami oboch pristu-
pov. Pri pouziti vypoctovych programov su to predovsetkym
rozdielne udaje pre rovnovazne konStanty, ktoré vyplyvaju
Casto z nedostatocného zohladnenia reak¢nej kinetiky a nedo-
statocného definovania podmienok. VyuZitie pocitacovych
programov znamend napriek tomu prinos pre Specidciu Al,
pretoze laboratérne metddy st financne a casovo velmi ndroc-
né. Najviac pouzivané vypoctové programy pre vody a pod-
ne roztoky st napr. HALTAFALL''®, SOLGASWATER ',
ALCHEMI''®, MINEQL+'"’, GEOCHEM-PC'%.

5. Zaver

Specidcia Al je v stcasnej dobe predmetom mnohych
vyskumnych a monitorovacich programov, v ktorych je po-
trebné porovnat a vyhodnotif vysledky ziskané roznymi labo-
ratériami. Velky pocet metdd pouzivanych na frakciondciu Al
je zaloZzenych predovsetkym na operacnej Specidcii, pri ktorej
su jednotlivé Spécie definované podla postupu, ktory bol po-
uzity pre ich separdciu. Spolo¢nym znakom tychto metdd je
ich mald robustnost, tj., pri aplikdcii jednej Speciacnej techni-
ky sa ziskavaju rozdielne vysledky pri malych zmendch pod-
mienok analytického postupu (pH, teplota a pod.). Udaje
ziskané viacerymi analytickymi metédami v roznych labora-
toridch Casto nie je mozné porovnat a spravnost vysledkov
nemozno overovat kvoli neexistencii certifikovanych referen-
¢nych materidlov pre Al §pécie. V sicasnej dobe najicinnej-
$im sposobom testovania spolahlivosti dosiahnutych vysled-
kov sd medzilaboratérne porovndvania vysledkov ziskanych
frakciondciou tych istych vzoriek metddami zaloZenymi na
roznych principoch.

Vyvoj metodoldégie frakciondcie Al vo vodach a podnych
roztokoch smeruje ku kombindciam jednotlivych metdd, kto-
rych principy sud opisané v predloZenej praci. VicsSinou su to
ale metody Casovo a finan¢ne velmi ndrocné a nie je mozné
ich rutinne vyuZzivat v beznych laboratériach pre rychle a ak-
tudlne poskytovanie informdcii o pritomnosti jednotlivych
foriem Al vo voddch a pddnych roztokoch. Trendom v sticas-
nosti je preto vypracovat rychlu, spolahlivi a v rdmci moZnosti
jednoduchu metodiku $pécidcie Al, ktord by spdjala principy
uz znamych technik za ticelom potlacenia operacného defino-
vania $pécii a zvySenia robustnosti metddy.

Autori su riesitelia projektu VEGA (Vedeckd grantovd
agentiira Ministerstva Skolstva SR a Slovenskej akadémie vied)
¢ 1/7390/20: ,, Vypracovanie a hodnotenie analytickych po-
stupov pre Specidciu hlinika v podach a podnych roztokoch .
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P. Matds and J. Kubova (Geological Institute, Faculty
of Natural Sciences, Comenius University, Bratislava, Slovak
Republic): Speciation of Aluminium in Waters and Soil
Solutions

Toxicity of aluminium depends on its chemical forms
occurring in nature. Unequivocally toxic for live organisms
are inorganic aqua’hydroxo monomeric and some polymeric
complexes of aluminium. Most laboratory speciation methods
use operational definitions of determined species, depending
on the type of the applied method. The principles of the most
frequently used laboratory methods are based on the size and
shape of particles or molecules of Al compounds (filtration
and ultrafiltration, dialysis, gel chromatography), on different
kinetics of formation of stable complex Al compounds and on
the type and bond strength in Al compounds (ion exchange
and ion chromatography). In addition to a survey of methods
of Al speciation in water and soil solutions, methods based on
chemical equilibrium calculations used for identification of
chemical forms of aluminium or for comparison with ex-
perimental results are given.
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Zaver

1. Uvod

Medzi progresivne technoldgie, ktoré sa v poslednych
rokoch dspesne zacali uplatiiovat v rdznych priemyselnych
odvetviach, patria aj technoldgie vyuZivajice mikrovlnné Zia-
renie. Mikrovlnné Ziarenie je vyuzivané predovsetkym pre
komunikacné tcely, ale md Siroké uplatnenie aj v priemysle
a v domdcnostiach ako zdroj rychleho objemového ohrevu
potravin a Sirokého sortimentu tuhych aj kvapalnych latok.
Vyznamné je tieZ jeho pouzitie ako intenzifikacného Cinitela
roznych technologickych procesov najmé v chemickom, po-
travindrskom a keramickom priemysle. V oblasti spracovania
nerastnych surovin bolo uplatnenie mikrovinného Ziarenia
orientované predovsetkym na oblast susenia a tepelného spra-
covania nerastnych surovin, intenzifikicie procesov rozpojo-
vania, chemickej upravy minerdlov a uhlia. Spomenuté moz-
nosti vyuZitia mikrovlnného Ziarenia si podmienené vlast-
nosfami ozarovanych latok.

2. Princip mikrovinného ohrevu

Vysokofrekvencné elektromagnetické Ziarenie s vlnovou
dlZzkou od 1 cm do 1 m vo vSeobecnosti nazyvame mikrovl-
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nami. V technickej praxi boli pre mikrovlnny ohrev vyme-
dzené frekvencie 915 a 2450 MHz. Elektromagnetické viny sa
generuju v magnetréonoch. Anténa magnetrénu vyZaruje elek-
tromagnetické vinenie do pracovného priestoru mikrovinnej
pece. Rovnomerny ohrev vzorky sa zabezpecuje jej otd¢anim,
resp. mieSanim. V pripade potreby mdze v jednom pracovnom
priestore pracovat aj viac magnetrénov paralelne'.
Mikrovlnny ohrev sa odliSuje od konvencnych spdsobov
ohrevu tym, Ze teplo vznikd rotdciou poldrnych castic (mo-
lekil, i6nov) vo vysokofrekvenénom elektromagnetickom po-
1i®. Vysledkom je vysokd rychlost ohrevu v celom objeme
ohrievaného materidlu. Prioritou tohto ohrevu je schopnost
niektorych kvapalnych a tuhych ldtok selektivne absorbovat
mikrovlny a premenit elektromagneticku energiu na teplo.

3. Mikrovinné zariadenia

Zakladom uspesného vyuzitia mikrovlnnej energie je vol-
ba vhodného mikrovlnného laboratérneho zariadenia a zd-
kladné znalosti o chovani a interakcidch mikrovin s réznymi
latkami. V zdsade sa rozliSuju dva druhy konStrukcii mi-
krovlnnych zariadeni: systémy s rozptylenym polom a systé-
my s fokusovanym mikrovinnym polom ($pecidlne zariade-
nia). V prvom pripade pracuje magnetron generujuici mi-
kroviny s rozptylenym polom so stdlym vykonom (vi¢§inou
600 az 1000 W) a vykon sa menti, resp. znizuje len ¢asovym
vypinanim a zapinanim magnetrénu (pulzy, ktoré moézu byt
vysielané v ¢asovom rozmedzi aj viac ako 10 sektind). Pre
fokusované pole, t.j. pole s cielenym Ziarenim na vzorku,
stacia nizsie vykony (do 300 W) a vykon magnetrénu je mozné
menif plynule. NajjednoduchS$im zariadenim na mikrovinny
ohrev materidlov je kuchynskd mikrovlnnd pec. Kuchynské
piecky sa vyrdbaju vicsinou s jednym vinovodom a rozptyl
elektromagnetického pola sa dosahuje kovovou vrtulou na
vystupe. Pole vo vniitri pece je vSak nehomogénne a nie je
jednoduche vzorku, resp. reakénd zmes umiestnif vzdy na to
isté miesto, najlepsie s ¢o najvysSSou intenzitou Ziarenia. Nov-
Sie typy dosahujice homogénnejsie rozloZenie pola su vyba-
vené dvoma vlnovodmi a oto¢nym tanierom. Nevyhodou vset-
kych tychto zariadeni sd problémy spojené s meranim teploty
vo vnitri reak¢nej zmesi (nie je mozné pouZitie beZnych
teplomerov z dovodu ich interakcii s mikrovlnami), problémy
s mieSanim vzorky a obmedzené moznosti uskutocfiovania
reakcii zahrievanim k bodu varu pod spitnym chladi¢om®.

Pre realizdciu chemickych experimentov je potrebné ku-
chynsku piecku jednoducho upravit, aby mohla byt vybavend
vonkaj$im spdtnym chladicom a aby bolo moZné zabezpecit
meranie teploty a mieSanie ozarovanych vzoriek. Kontinudlne
snimanie teploty v mikrovlnnej peci sa realizuje prenosnym
infracervenym pyrometrom alebo prostrednictvom optickych
vldkien. Pre mieSanie zrnitych, alebo kvapalnych médif v mi-
krovlnnej peci si vhodné mechanické sklenené miesadld alebo
magnetické mieSadld. Komer¢ne upravené kuchynské mikro-
vinné pece zabezpecuji plynuld zmenu vykonu a reguldciu
teploty. Laboratérne mikrovinné zariadenia s pulznym systé-
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mom, umoziujui pouzivat menitelny vykon po 10 W s pulzmi
krat§imi nez 1 sekunda. Pece si vybavené magnetickym mie-
$anim, spatnym vodnym chladi¢om umiestnenym mimo mi-
krovlnny priestor, ako aj meranim a reguldciou teploty. V su-
Casnosti st vyvijané zariadenia s fokusovanym mikrovlnnym
polom. So stdle sa rozSirujicim uplatnenim mikrovinného
Ziarenia v roznych priemyselnych odvetviach’ sa na trhu obja-
vuji nové mikrovlnné zariadenia, napr. mikrovinné vysoko-
teplotné pece.

4. Vyuzitie mikrovinnej energie v chémii
a pribuznych priemyselnych odvetviach

Mikrovinny ohrev sa zacal uplatiiovat v potravindrskom
priemysle pri tepelnom spracovani potravin. Neskor sa zacali
mikrovlny vyuzivat pri realizdcii chemickych procesov, pri
suseni rdznych materidlov, spracovani plastov a skla, vulka-
nizdcii gumy, pri spracovan{ uhlia a keramickych materidlov,
ako aj v dalsich priemyselnych odvetviach. V Ceskej repub-
like a v Slovenskej republike sa mikrovlnnd energia v prie-
myselnom meritku vyuZziva v pri suSeni dreva, organickych
farbiv a najnovsie na tavenie a spracovanie skla®. V Slovenskej
republike sa vyuzitie mikrovin pri spracovani skla zatial iba
pripravuje.

Pri uskuto¢iovani chemickych reakcii bolo pozorované,
Ze je mozné vyhodne vyuzif niektoré Specifické vlastnosti
mikrovlnného ohrevu, ktoré nie si mozné pri konvenénych
postupoch priebehu chemickych reakcii. Pri mikrovlnnom
ohreve materidlov mdzZu v objeme vzorky vznikat hortice
centrd (hot spots), o mdZe v znacnej miere ovplyvnit rdzne
procesy, predovSetkym urychlenie uskuto¢niovanych reakcii
(napr. ak jedna komponenta v tuhej faze absorbuje mikrovlny,
je mozné tito vlastnost vyuZzit k velmi rychlemu a objemové-
mu ohrevu celej reakénej zmesi). Aj napriek zndmym poznat-
kom o reflexii mikrovlnného Ziarenia kovmi, jemné kovové
prasky st dobrymi absorbentami mikrovin. Tieto vlastnosti
boli vyuzité pri priprave kovovych sulfidov, selenidov, teluri-
dov, boridov, nitridov, chloridov a dalSich anorganickych
zlucenin, véitane supravodicov. Aj ked je vyuzitie mikrovin-
ného ohrevu v organickej syntéze len v pociato¢nom Stadiu
vyskumu, doteraz publikované vysledky potvrdzuju, Ze znac-
ny pocet zdkladnych organickych reakcii mdze byt usku-
to¢fiovany za pritomnosti mikrovinného Ziarenia rychlejsie
a s dosiahnutim vyssich vytazkov nez konvencnymi postup-
mi. Mikrovlnny ohrev umoziuje nielen rychle dosiahnutie
reakcnej teploty v celom objeme vzorky, ale umoZiiuje, aby sa
na zahrievani podielali aj samotné substrdty ¢i rozpuistadla.
Pri¢inou urychlenia chemickych reakcii mikrovilnnym Ziare-
nim je aj moznost prehriatia reak¢nej zmesi (superheating). Je
napr. zndme, Ze body varu rozpustadiel sd v mikrovlnnom pro-
stredi az 0 30 °C a viac vy3§ie ako zname tabulkové hodnoty’,
napr. voda 104(100) °C, metanol 84(65) °C, etanol 103(78) °C,
acetonitril 107(81) °C.

Na zdklade sicasnych poznatkov je mozné predpokladat,
Ze urychlenie chemickych reakcii moze byt vo vicsine pripa-
dov prisidené tepelnému efektu, t.j. lokdlnemu prehriatiu,
pricom priemernd teplota v celkovom objeme mdZe byt pod-
statne nizsia. Je diskutovany aj tzv. $pecificky mikrovlnny
efekt, t.j. jav na molekuldrnej drovni, suvisiaci s aktiviciou
reaktantov a poldrnych vizieb. Tento pripad je velmi aktudlny

183

Referdty

pri uskutoiiovani heterogénnych reakcii bez rozpuistadla,
hlavne v katalyze, pretoZe tu existuju priaznivé podmienky pre
absorpciu mikrovinného Ziarenia adsorbovanymi polarizova-
nymi molekulami reaktantov na aktivnych miestach. Vyhody
mikrovlnného ohrevu v katalyze boli zaznamenané uZ pri
priprave alebo aktivdcii katalyzdtorov. Mikrovlnnym ohre-
vom mozno nielen vyznamne skrtit dobu susenia, ale dosiah-
nuf aj dokonalejSie vysusenie, rovnomernejsiu distribticiu ko-
vovych Castic na nosici a vyssiu mechanicku odolnost. V pri-
pade heterogénnych katalytickych reakcii je mozné nielen
zvysit reakénu rychlost, ale aj selektivitu reakcii. Tieto vyhody
sd zrejme sposobené vlastnostami mikrovin prenikat hlboko
do katalyzdtora a interagovat s kovovymi aktivnymi centrami,
u ktorych pri absorpcii mikrovin dochddza k lokdlnemu pre-
hriatiu aktivnych centier na povrchu katalyzatora, t.j. k selek-
tivnemu ohrevu aktivnych centier. To vedie k selektivnej ak-
tivdcii, pripadne k Stiepeniu vizieb adsorbovaného substrdtu.

Mikrovlnnd energia bola vyuzita pri urychleni redukénych
procesov oxidov niklu, kobaltu a mangdnu pred lihovanim
a pri prazeni medenych sulfidov®. Standish’ sa zaoberal apli-
kéciou mikrovin pri redukcii kovovych oxidov uhlikom. Pri
aplikacii mikrovin v procesoch redukcie mozno vyuzit pozna-
tok, Ze uhlik dobre pohlcuje mikrovinnd energiu. Ak oxidy
vstupujtce do procesu mikrovlnného ozarovania nie su ,,stra-
tové* dielektrikd, t.j. nie si dobrymi receptormi mikrovin,
selektivny ohrev uhlika moze napomdct pri ohreve tychto pre
mikrovlny transparentnych materidlov. Ak oxid je stratové di-
elektrikum, bude dobre absorbovat mikrovinnud energiu a bude
sa ohrievat. Aplikdcia mikrovlnného Ziarenia v procesoch
redukcie oxidov uhlikom md moZnost prekonat principidlne
konvenc¢nu redukciu udrziavanim objemového ohrevu pocas
celého redukéného procesu znizenim aktivacnej energie, ako
aj urychlenim redukcie®.

Dobrym prikladom je redukcia Fe,O5, ktory nie je dobrym
mikrovlnnym receptorom, ale Fe,O, je materidlom intenzivne
sa ohrievajicim v mikrovinnom poli. Zaujimavym aspektom
mikrovlnného ohrevu hyperaktivnych materidlov, ako je Fe;O,
je, Ze dosahuju teplotné maxima pri prakticky vsetkych vyko-
novych stupiioch bez ohladu na vstupny vykon. McGill a kol."
tvrdia, Ze ohrev Fe;0, je prdve taky efektivny pri 500 W ako
pri 2000 W.

Mikrovlnnd energia sa vyuziva aj v keramickych techno-
16gidch, napr. pri suSeni keramickych materidlov, spekani
feritov a karbidov, syntéze keramickych praskov, povrcho-
vej modifikacii skiel, ako aj pri spdjani keramik. Aplika-
ciou mikrovlnnej energie v keramickom priemysle je moz-
né zabezpecCit rovnomernejsi ohrev keramickych materidlov.
Pri ohreve vznikd inverzny tepelny gradient redukujuci te-
pelné napitia, ktoré by mohli sposobif vznik trhlin pocas
uzZivanym pri spracovani keramik je selektivita absorpcie mi-
krovin réznymi materidlmi, ¢o sa vyuziva pri vylep$eni ich
vlastnosti.

Interakcie mikrovln s materialmi
(chemické zhic¢eniny, mineraly)

5.

Interakcie mikrovin s materidlmi zdvisia predovietkym na
dielektrickych vlastnostiach, tepelnej vodivosti, hustote, mer-
nej tepelnej kapacite, chemickom zlozeni, obsahu primesi
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ozarovanych latok, ako aj na parametroch pouzitého mikro-
vinného zariadenia (frekvencii a vykone mikrovlnnej pece
a intenzite elektrického pola). V pripade vzdjomného pdsobe-
nia mikrovin s elektricky vodivymi materidlmi, napr. kovmi,
dochddza k odrazu mikrovlnného Ziarenia. Pri interakcii mi-
krovin s bezstratovymi dielektrikami (sklo, kremen) dochddza
k transmisii mikrovlnného Ziarenia ldtkou. Pre technologické
ucely je nevyhnutnd absorpcia mikrovinného Ziarenia, ku
ktorej dochddza u materidlov, ktoré dobre pohlcuji mikroviny
(polarne latky — napr. voda; stratové dielektrikd). Vysledkom
absorpcie mikrovlinného Ziarenia je premena elektromagne-
tickej energie na tepelnu.

Pre orientaény vypocet ndrastu teploty objemovej jed-
notky materilu v mikrovinnom poli je mozné pouzit vztah'":

dT _ P _ 55651077 fe"E?

— 1
dr  pc pc ()

kde T — teplota [K], # — ¢as [s], P — vykon absorbovany
jednotkovym objemom [W.m™], f — frekvencia [Hz], £” —
imagindrna zlozka komplexnej dielektrickej permitivity, E —
intenzita elektrického pola [V.m™], p — hustota materialu
[kg.m’s], ¢ —mern4 tepelnd kapacita materialu [J.K ' kg™].

Hodnota imagindrnej zlozky permitivity charakterizuje
velkost dielektrickych strdt a mozno ju pouzit ako kritérium
pre posudenie vhodnosti ohrevu ldtok v mikrovinnej peci.
V pripade, ak dochddza pri ohreve v mikrovlnnej peci k fdzo-
vej premene materidlov (sulfidy, karbondty), detailnejsi popis
ohrievacieho procesu je komplikovany.

Tabulka I

Mikrovinny ohrev vybranych chemickych prvkovlz; t — cas
mikrovinného ohrevu, T — teplota namerand po Case #, vykon
mikrovinnej pece 600 W

Chemicky T t
prvok [°C] [min]
Al 577 6
C (amorf.) 1283 1
C (grafit) 1073 1,7
Co 697 3
Cu 228 7
Fe 768 7
Hg 40 6
Mg 120 7
Mo 660 4
Nb 358 6
Ni 384 1
Pb 277 7
S 163 6
Sb 390 1
Sn 297 6
Ta 177 7
A% 557 1
w 690 6,2
Zn 581 3
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Problematikou mikrovinného ohrevu réznych latok sa za-
oberali Walkiewicz a kol.'>  Sledovali rychlost ohrevu
chemickych zlic¢enin v mikrovlnnej peci pri vykone 600 W.
Maximdlne dosiahnuté teploty a ¢as mikrovinného ohrevu
vybranych prvkov a chemikdlif si uvedené v tabulkédch I a II.

Z experimentdlne ziskanych vysledkov vyplynuli nasledu-
juce zdvery:
najvyssie teploty pri mikrovlnnom ohreve boli dosiahnuté
u NiO, MnO,, Fe;0,, Co,0,, CuO, WO,,
vicsina kovovych sulfidov sa v mikrovinnom poli dobre
ohrieva,
niektoré materidly sa extrémne rychlo ohrievaju, napr.
amorfny uhlik dosiahol teplotu 1170 °C za 30 s,
kovové prasky sa ohrievaju intenzivne,
zlic¢eniny ZnCl,, SnCl, sa ohrievaju slabo,
sprievodné minerdly, napr. kremen sa v mikrovlnnom poli
neohrievaju.

6. Vysledky a diskusia

6.1. Ohrev minerdlov
v mikrovlinnej peci

Vplyv mikrovlnného Ziarenia na rychlost ohrevu bol sle-
dovany u roéznych typov minerdlov. Vzorky minerdlov zrni-
tostnej triedy 0,2-0,5 mm boli ohrievané v mikrovlnnej peci

Tabulka IT

Mikrovinny ohrev vybranych chemikdlii'’; ¢ — ¢as mikro-
vinného ohrevu, T — teplota namerand po Case ¢, vykon mi-
krovlnnej pece 600 W

Chemicka T t
zlic¢enina [°C] [min]
Ag,S 652 5.2
AgCl 45 4
CaS 102 4,5
CdC1,.2,5 H,0 144 2,5
CoCl,.6 H,0 153 4
Co,0, 1290 3
CuBr 722 11
CuCl 619 13
CuCl,.2 H,0 171 2,7
CuO 1012 6,2
FeCl, 33 1,5
FeCl,.6 H,0O 220 4,5
Fe,(SO,);.9 H,0 154 6
HgCl, 112 7
KCl 31 1
MgCl,.6 H,O 254 4
MgO 203 5,5
MnO 113 6
MnO, 1287 6
NiO 1305 6,2
SbCl, 224 1,7
WO, 1270 6
ZnCl, 609 7
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Tabulka III
Ohrev minerdlov v mikrovlnnej peci; ¢ — ¢as mikrovinného
ohrevu, T — teplota namerand po ¢ase t; vykon mikrovinnej
pece 900 W

Mineral Lokalita T[°C]

1 min 5 min
Baryt (BaSO,) Rudnany 69 107
Galenit (PbS) Banskd Stiavnica 741 -2
Hematit (Fe,O5) Hacava 118 423
Chalkopyrit (CuFeS,)  Slovinky 780 -
Chromit (FeCr,0,) Turecko 85 218
Kremeii (SiO,) Svedldr 65 90
Magnetit (Fe,0,) Rusko (Krivoj Rog) 547 2
Pyrhotin (FeS) Zlata Bana 290 -2
Pyrit (FeS,) Hnusta 670 -2
Sfalerit (ZnS) Banskd Stiavnica 176 192
Siderit (FeCO5) Rudnany 152 257
Tetraedrit (Cu;,Sb,S,;) Roziava 413 2

#Nebolo sledované

Whirlpool AVM 434 pri vykone 900 W v keramickych nddo-
bach. Navazka vzoriek bola 20 g. Teplota bola merand pocas
mikrovinného ohrevu vzoriek infracervenym bezkontaktnym
teplomerom Raynger MX4 otvorom v hornej Casti piecky.
Dosiahnuté vysledky sd uvedené v tabulke III.

Na zdklade rychlosti ohrevu boli oZarované minerdly za-
radené do nasledujucich skupin:
minerdly, slabo sa ohrievajice, alebo neohrievajice sa
v mikrovlnnom poli: kremen, baryt,
minerdly, dobre sa ohrievajiice v mikrovlnnom poli: py-
rhotin, hematit, siderit, sfalerit, chromit,
minerdly, intenzivne sa ohrievajice v mikrovlnnom poli:
chalkopyrit, galenit, pyrit, magnetit, tetraedrit.

.2. SusSenie

Pri uprave nerastnych surovin, podobne ako v ostatnych
priemyselnych odvetviach st mikrovlny pouZzivané najmé na
vyvolanie termického efektu, ktory sa u}é)latﬁuje priamo pri
suSeni alebo ohreve nerastnych surovin'®. Pri mikrovinnom
suSeni dochddza k dvom zdkladnym interakcidm. Prvy druh
predstavuje vplyv mikrovinného Ziarenia na tuhy komponent
sustavy minerdl — voda a druhy zase na vodu, ktord sa v mi-
krovlnnom poli rychlo ohrieva. V pripade, Ze sa susi minerdlna
latka, ktord absorbuje mikrovinné Ziarenie lepSie ako voda,
uplatiluje sa predovsetkym prvy druh interakcie. Voda sa
ohrieva a vyparuje v dosledku ohrevu od oZarovaného mine-
ralu a priamy vplyv mikrovin na jej odparovanie nie je pod-
statny. V druhom pripade, ked mineral nedostato¢ne absorbuje
mikrovlnné Ziarenie, prevazuji interakcie mikrovin s vodou.
Experimentédlne bola sledovand rychlost susenia vybranych
zrnitych minerdlov —kremena (Si0,), sideritu (FeCO,) a zmesi
kremefia s magnetitom (SiO, + Fe;0,). Z teoretickych a ex-
perimentdlnych vysledkov vyplynulo:

— jemnejSie zrnitostné triedy sideritu a kremena vykazuju
rychlejsi priebeh suSenia v porovnani s hrub$imi triedami,
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rychlost susenia zmesi kremena a magnetitu, z ktorych sa
prvy mikrovlnami slabo a druhy intenzivne ohrieva, sa
zvySuje s rastom podielu magnetitu.

Uvedené vysledky potvrdili moznost mikrovinného suse-
nia latok roznych vlastnosti a urychlenie procesu susSenia
pridanim latky, ktord sa v¢inkom mikrovin silne ohrieva.
Efektivnost mikrovinného ohrevu v zdvislosti na velkosti
Castic bola potvrdend aj pri suSeni hnedého uhlia. Bolo zistené,
Ze rychlost suSenia v mikrovlnnej peci rastie so znizovanim
zrnitosti ozarovaného materidlu, kym pri klasickom suseni bol
pozorovany opacny efekt.

6.3. Intenzifikdcia rozpojovania
a separdcie rud

Vychddzajic z teoretickych poznatkov a experimentdl-
nych vysledkov sprdavania sa minerdlov v mikrovinnom poli
a na zdklade selektivnych interakcii mikrovin, ktoré mozu
ovplyviovat pevnost ozarovanych materidlov, je mozné zvy-
Sit efektivnost rozpojovania nerastnych surovin. V pripade
heterogénnych nerastov roznych dielektrickych vlastnosti mi-
krovlny selektivne posobia na jednotlivé minerdlne kompo-
nenty, medzi ktorymi dosledkom nerovnakého ohrevu a tepel-
nej dilatdcie vznikaju pnutia a destrukéné javy, ktoré znizuju
pevnost upravovanej nerastnej suroviny. U minerdlov, ktoré
sa vplyvom tepla rozkladaju, sa evidentne zvySuje uz spome-
nuty destrukény ucinok. Prikladom su chalkopyritom preras-
tané sideritové valceky, u ktorych doslo po 30 sekunddch
ozarovania v mikrovlnnej peci k destrukcii v miestach vtri-
senia chalkopyritu ndsledkom jeho intenzivneho ohrevu. Mi-
krovlnna prediprava rudnych minerdlov v procesoch ich roz-
pojovania umoziuje zvysit efektivnost ich selektivneho liho-
vania, flotacie a magnetickej separdcie.

Intenzifikdciu magnetickej separdcie nerastnych surovin
je mozné vyvolat selektivnou modifikdciou ich magnetic-
kych vlastnosti prostrednictvom mikrovinného ohrevu. Napr.
pri mikrovinnom ohreve slabomagnetickych sulfidickych
a karbondtovych rid dochddza k ich rychlej termickej dekom-
pozicii ndsledkom selektivneho ohrevu zloziek obsahujicich
Fe. Vyvolané fazové zmeny uzitkovych zloziek spdsobia zvy-
Senie ich magnetickych vlastnosti (magnetickej susceptibi-
lity) na mieru dostato¢nu k ich efektivnej magnetickej sepa-
racii.

Preduiprava slabomagnetickych rid mikrovlnnym Ziare-
nim bola laboratérne odskiui§and na chalkopyritovej (CuFeS,)
a sideritovej (FeCO;) rude. Modifikdcia magnetickych vlast-
nosti chalkopyritu posobenim mikrovin vyzaduje jeho ter-
mickd dekompoziciu a vznik silne paramagnetického hema-
titu (Fe,O,) pri teplote nad 680 °C podla rovnice:

2 CuFeS, + 15/2 0, — 2 CuSO, + Fe,0,+2S0,  (2)

Ozarovanie sideritu sposobuje ndrast teploty a jeho dekar-
bonizéciu podla rovnice:

4 FeCO, + 0, — 2 Fe,0, + 4 CO, (3)

Mikrovinné ozarovanie bolo realizované u chalkopyrito-
vej rudy (Slovinky) zrnitostnej triedy 5—15 mm, ktord bola po
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mikrovinnom ohreve dodrvend na zrnitost pod 0,5 mm a né-
sledne magneticky rozdruZovand. Zrnitostnd trieda 5-15 mm
bola pouzitd na zdklade experimentdlnych vysledkov mikro-
vinného ohrevu chalkopyritovej rudy roéznych zrnitostnych
tried. Mikrovlnny ohrev bol realizovany v mikrovlnnej piecke
Panasonic NN 5251 B pri vykone 900 W. Vzorky boli ozaro-
vané v keramickych nddobdch, ¢as ozarovania bol 60 a 90 s.
Pre magnetické rozdruzovanie vzoriek bol pouzity valcekovy
elektromagneticky rozdruZzova¢ Mechanobr typ 138 T-SEM,
urceny pre suchy proces rozdruzovania. ZvysSenie magnetic-
kych vlastnosti vyvolané mikrovlnnou predipravou chalko-
pyritovej rudy umoznilo efektivne magnetické rozdruzovanie,
ktoré u povodnej rudy nebolo mozné. V procese magnetického
rozdruzovania sledovanej chalkopyritovej rudy, ktord bola
ozarovand 90 s, pri indukcii 0,65 T sa ziskal magneticky
produkt, ktory obsahoval 14,92 % Cu pri vytaznosti 73,23 %.
Vplyv mikrovlnnej predipravy na intenzifikdciu procesu ma-
gnetického rozdruzovania bol sledovany aj u vzorky rudnian-
skej sideritovej rudy. V procese magnetického rozdruzovania
vzorky zrnitostnej triedy 0,5-1 mm, ozarovanej 15 min sa
ziskal magneticky produkt, ktory obsahoval 45,6 % Fe pri
vytaznosti 97,6 %.

Vplyv mikrovinného Ziarenia na magnetické vlastnosti
minerdlov $tudovali aj Kingman a Rowson'* a zistili, Ze nie-
ktoré materidly vykazovali po mikrovinnom ohreve podstatné
zmeny magnetickej susceptibility.

6.4. Desulfurizdcia uhlia

Desulfurizacia uhlia roztavenymi hydroxidmi je mokry
alkalicky postup, uréeny na odsirenie uhlia s obsahom pyri-
tickej a organickej siry s pouzitim NaOH, resp. KOH (cit.").
Zliceniny, ktoré v procese vznikaju, su ndsledne lihované
vodou, pricom dochddza k rozpusteniu prevazného mnoZzstva
zlicenin Si, Al, S, Cr a pod.

V suvislosti s hladanim novych postupov odsirovania
uhlia bol Studovany ucinok mikrovinného ozarovania uhlia
v zmesi s alkalickymi hydroxidmi na zniZenie obsahu siry.
Experimentdlne bolo zistené, Ze uhlie sa v mikrovlnnom poli
slabo ohrieva, avsak voda, pyrit, ako aj hydroxidy (NaOH,
KOH) dobre absorbuji mikrovlnni energiu, ¢oho makrosko-
pickym prejavom je zvysenie teploty ohrievanej zmesi'®. Za
ucelom desulfurizdcie slovenského hnedého uhlia bol sledo-
vany vplyv mikrovlnného Ziarenia v procese RMCL (Radia-
tion and Molten Caustic Leaching) na zniZenie obsahu siry
v zmesi uhlia s alkalickym tuhym ¢inidlom (KOH). Uplat-
nenie mikrovinného Ziarenia v procese desulfurizicie bolo
sledované na vzorke uhlia z bane Cigel, zrnitosti <3 mm.
K mikrovlnnému oZarovaniu vzoriek bola pouZitd laboratérna
mikrovlnna piecka Whirlpool (vykon 400 W). Kontinudlne
meranie teploty zmesi (KOH + uhlie v pomere 1:1) bolo
realizované bezkontaktnym teplomerom. Teplota bola udrzia-
van4 na hodnote od 270 do 300 °C. Cas ohrevu bol 5, 8 a 10
mintt. Za uvedenych podmienok bol po 10 minttach mikro-
vinného ozarovania dosiahnuty 85%-ny pokles siry oproti
obsahu siry v pdvodnej vzorke. Porovnanim tohoto experi-
mentdlneho vysledku s konvenénym tavenim v muflovej peci
pri teplote 380 °C pocas 45 minut bolo pozorované podstatné
zniZenie doby tepelnej dpravy uhlia v procese jeho desulfu-
rizdcie aplikdciou mikrovinného ziarenia pri danych defino-
vanych podmienkach.
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7. Zaver

Vyuzitie ziskanych poznatkov o interakcidch mikro-
vin s materidlmi predpokladé $iroké uplatnenie mikrovln-
nej energie pri inovdcii zauZivanych procesov Upravy ne-
rastnych surovin, napr. pri urychleni susenia Sirokej Skdly
materidlov, pri intenzifikdcii procesov drvenia a mletia
nerastov, v procesoch magnetického rozdruzovania slabo-
magnetickych rid po ich mikrovinnej prediprave, ako aj
pri chemickej uprave uhlia a minerdlov absorbujicich mi-
krovlnné Ziarenie.

Na zdklade dosiahnutych experimentdlnych vysledkov
boli zistené charakteristické prejavy mikrovinného ohrevu:
urychlenie prebiehajicich procesov,
objemovy charakter ohrevu, pri ktorom sa materidl ohrieva
v celom objeme, zvnitra ozarovaného materidlu smerom
k vonkaj$im vrstvam,
selektivnost ohrevu materidlov na zdklade ich dielektric-
kych vlastnosti,

v mikrovlnnej peci sa materidl absorbujici mikrovinnui
energiu zacina ohrievat hned po zapnuti pece,
ekologicka nezdvadnost procesu, nakolko pri mikrovin-
nom ohreve nedochddza k vzniku skodlivych spalin a ply-
nov, ako pri inych spésoboch ohrevu, pri ktorych sa pece
vyhrievajui pouZitim paliva.

Tento prispevok vznikol v rdmci rieSenia iiloh VEGA
(grant ¢. 6104/2001) a Medzindrodného slovensko-ceského
projektu ¢. 25.
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Microwave Energy to Inorganic Compounds and Raw
Materials

This is areview of the literature information on application
of microwave energy to inorganic materials and to chemical
treatment of raw materials. Methods of microwave heating of
various materials and suitable laboratory or pilot-plant micro-
wave facilities are described. The results of microwave heating
of various chemical elements, compounds, and minerals and
possible use of microwaves for the reduction of sulfur in coal
as well as in drying, disintegration and magnetic separation of
ores are presented.
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1. Uvod

S vyjimkou energetické chemie byla v hydrochemii a tech-
nologii vody vénovdna chemii a biologii kfemiku dosud jen
okrajova pozornost. Vétsinou neni uvddén v pozadavcich na
jakost riznych druht vod, s vyjimkou pozadavki na jakost
vody pro napdjeni parnich kotlli a provoz turbin. Tato situace
se v poslednich letech ponékud méni, protoze napt. v povr-
chovych vodach mohou byt vétsi koncentrace kiemiku pfici-
nou nadmérného rozvoje nékterych organismd. Proto se zdjem
o slouceniny kifemiku ve voddch postupné zvySuje. Chemie
kfemiku je pomérné slozitd. Zdkladni ddaje lze najit v uceb-
nicich chemie, napf.v knize Greenwooda a Ernshawa'. Byly ji
vénovany rozsahlé, dnes jiz klasické monografiez. Kiemici-
tany se vSak v pfirodnich a uzitkovych voddch vyskytuji
v relativné velmi nizkych koncentracich, kde chemie kiemiku
jeponékud jednodussi. V referdtu je vénovdna pozornost prave
této koncentracni oblasti.

2. Geneze

Ktemik je po kysliku nejrozsifenéjSim prvkem v piirodeé.
Avsak na rozdil od jinych prvki je rozsifen pomérné rovno-
mérné. Vyskytuje se zejména ve formé kiemicitanl silné
elektropozitivnich prvki; proto je kfemik béZnou soucdsti
riznych druht vod.

Hlavnim pfirodnim zdrojem kiemiku ve vodéch je che-
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mické zvétravani kiemicitant, které jsou soucdsti hornin a ptid
(zivee, slidy, amfiboly, pyroxeny, jilové minerdly aj.). Jde
o jejich rozpousténi a hydrolyticky rozklad, ktery je pod-
porovdn pritomnosti oxidu uhli¢itého. Pfi tomto procesu se
tvoii sekundarni minerdly a ¢4st nadbytecného kifemiku pre-
chdzi do kapalné fdze. V prostych podzemnich vodich je
zvétravani kfemicitani a hlinitokfemicitanti hlavnim zdrojem
kfemiku a alkalickych kovli. Zna¢né mnozstvi kfemiku je
pfitomno ve vodach, jejichZ geneze je spojena s vulkanickou
aktivitou.

Mechanismus hydrolytického rozkladu 1ze demonstrovat
na rozpousténi hlinitokfemicitanu (jilového minerdlu) albitu,
pripadné na jeho transformaci na kaolinit:

Na(K)AISi,Oq+4 H,0 +4 H* = Na*(K*) + AI** + 3 H,Si0,
(1)
2 NaAlSi,Og+ 2 H* + 9 H,0 =

= ALSi,04(OH), + 4 H,SiO, + 2 Na* (2)
Na hydrolyze se mtize vyznamné podilet rozpustény oxid
uhlicity:

CaSiO; +2 CO, + 3 H,0 = Ca>* + 2 HCO;3 +H,Si0, (3)

pricemz soucasné dochdzi k obohaceni vody hydrogenuhli-
¢itany. Dalsim piikladem miiZe byt reakce andezinu s oxidem
uhli¢itym za vzniku montmorillonitu:

2 Na,CaAl,Sig0,, + 6 CO, + 18 H,0 =
= Na,AlLSi; 0, (OH)s +2 Ca™ + 2 Na* +

+ 6 HCO35 + 6 H,SiO, (4)
Z uvedenych rovnic (/) az (4) vyplyvd, ze pokud se pfi
tvorbé chemického sloZeni podzemnich vod uplatiiuje pre-
devSim zvétravani kiemicitanovych minerdld (tzv. silikato-
genni vody), pak se obvykle nachdzi ve vodach litkovy pomér
Si:HCOj; = 1:1 az 1:2 a pomér Si:Na* = 2:1 az 3:1 (cit.”).

Zdrojem kiemiku mdZe byt i znacnd rozpustnost samot-
ného amorfniho a krystalického SiO,, kterd byva piicinou
vysokych koncentraci kiemiku v podzemnich voddch hlubin-
ného piivodu.

Antropogennim zdrojem kifemiku mohou byt nékteré pri-
myslové odpadni vody z vyroby skla a keramiky, kde se vSak
slouceniny kfemiku vyskytuji pfevazné v nerozpusténé for-
mé. Dal$im zdrojem kiemiku jsou pak praci prostiedky (viz
kap. 7.). V nékterych piipadech se slouceniny kifemiku (vod-
ni sklo) pridavaji do vody pfi jeji iprave, protoze zabranuji
vylucovani Zeleza a manganu a inhibuji korozi ocelového
a litinového potrubi (viz kap. 7.). Aktivovand kyselina kie-
micitd se dfive pouzivala jako pomocny koagula¢ni prosttedek
pfi dpravé vody cifenim. Nyni se vSak jiZ tento postup ne-
pouziva.
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3. Formy vyskytu, rozpustnost

Pfi rozpousténi SiO, ve vodé se tvori pfi 25 “C kyselina te-
trahydrogenkiemicitd H,SiO,, resp. Si(OH), (formdlné
H,SiO;) podle rovnice:

SiO,(s) + H,0 = H,Si0,

log K =-2,6 (pro amorfni SiO,)
log K =—4,0 (pro kfemen)

(5)

Rozpustnost amorfniho SiO, ve vodé v zdvislosti na tep-
loté byla podrobné sledovana*’. Prehled je uveden v tabulce I.
Az do hodnoty pH 9 je zdvislost rozpustnosti na teploté mald.
Teprve pfi hodnotdch pH nad 9 se rozpustnost znacné zvy-
Suje, coz je zpisobeno disociaci molekuly H,SiO, na anion
[SiO(OH),]". Podrobna teplotni zdvislost byla publikovana®.
Amorfni SiO, se rozpousti na pravy roztok s molekuldrni
H,SiO,. Netvoi{ se koloidni disperze. Krystalické formy SiO,
jsou podstatné méné rozpustné, nejméné rozpustny je kre-
men. Jeho rozpustnost pii 25 °C a hodnotdch pH pod 9 je asi
0,1 mmol.I™" (asi 6 mg.I"! jako Si0,).

Za urcitych podminek mize dochézet ke vzniku presyce-
nych roztokt. Avsak rozpoustéci a sraZeci rovnovéha se usta-
luje jen velmi zvolna. Pfesycené roztoky mohou pfetrvdvat i
nékolik tydnt az mésici. Z presycenych roztoki (pfipra-
venych napf. ochlazenim nasycenych roztokd nebo okysele-
nim alkalickych roztoki) se hydratovany SiO, vylucuje v ko-
loidni formé. Forma tuhé faze zdvisi kromé uvedenych faktord
také na rychlosti vylu¢ovani. Z horkych prament s teplotou
nad 100 °C se za ur¢itych podminek vylucuje minerdl opdl,
ktery je nestabilni a pfeménuje se postupné na chalcedon
a kfemen.

Pokud je kfemik pfitomen v pravém roztoku, nesrdzi se
ptidavkem elektrolytd, které rozpustnost ovliviiuji jen velmi
madlo. Proto rozpustnost kiemiku v moiské vodé je priblizné
stejnd jako rozpustnost ve voddch s malou celkovou minerali-
zaci. Avsak SiO, v koloidni disperzi pfidavkem elektrolyti
koaguluje a vylucuje se jako srazenina. Koloidni SiO, se
snadno sorbuje na jiné koloidy pfitomné ve vodé a podle
okolnosti dochdzi ke spolusrazeni.

V zavislosti na koncentraci (v pfesycenych roztocich),
hodnoté pH a teploté mize dochédzet ke vzniku polykiemi-
¢itant. Jde o polynukledrni hydroxokomplexy. K tvorbé po-
Iykfemicitant dochdzi predevsim pii vysoké pocdtecni kon-
centraci kiemiku, v alkalickém prostiedi a pfi vyssi teploté.
Polymerace na koloidni formy probihd jen velmi zvolna, tak-

Tabulka I
Rozpustnost amorfniho SiO, ve vodé v hmotnostnich a l4t-
kovych koncentracich v zdvislosti na teploté (pH < 9)

Rozpustnost Teplota [°C]

0 25 90
Si [mg.I™"] 28-37 46-65 140-178
Sio, [mg1™] 60-80 100-140 300-380
H,SiO, [mg.1™] 78-103 128-180 389-495
Si, SiO,, 0,996-1,32  1,63-2.31 4,98-6,33

H,Si0; [mmol.I"]
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Ze mnohé vody jsou dlouhodobé presyceny vzhledem k amorf-
nimu SiO,. Z polykiemicitant pfichdzeji v dvahu napi.
[Si,05(0H),]%, [Si,04(OH)(]* a [Si,04OH),1*". Vznik jed-
noho z uvedenych komplext 1ze zndzornit reakci’:

4 Si(OH), = [Si,0,(OH)]> + 4 H,0 + 2 H*
log K =—-12,6 (25 °C)

V piirodnich a uzitkovych voddch byva vSak zastoupe-
ni polymernich forem pomérné malé a obvykle nepiesahuje
10 % celkové koncentrace kiemiku.

Kyselina tetrahydrogenkfemicita je velmi slabou kyseli-
nou disociujici v prvnim stupni na anion [SiO(OH),]|” (formdl-
né HSiO5). Disocia¢ni konstanta ma hodnotu asi 107 (25
°C). To znamend, 7e teprve pii hodnoté pH 9,5 je v roztoku
zastoupena disociovand a nedisociovana forma v litkovém
poméru 1:1. Pfi disociaci do druhého stupné se uplatiiuje anion
[SiOz(OH)2]2’. Disocia¢ni konstanta do druhého stupné md pfi
teploté 25 °C hodnotu asi 107*7 (cit.”). Nutno dodat, e idaje
o disociac¢nich konstantdch se v literatufe dosti 1isi.

V kyselém, neutrdlnim az slabé¢ alkalickém prostiedi (asi
do hodnoty pH 8) zcela prevazuje nedisociovand molekula
H,Si0,; proto se kiemik ve voddch chovd pfevdzné jako
neelektrolyt. Iontové formy kiemiku se mohou uplatiiovat ve
vodach ve vétsi mite jen v silnéji alkalickém prostredi, asi nad
hodnotou pH 9.

Kremik tvori s nékterymi kovy komplexy. Jde napt. o kom-
plexy s Fe', nap. [FeSiO(OH),]** nebo [FeSiO(OH),]". P¥i
vyssich koncentracich Zeleza prichdzi pravdépodobné v dva-
hu i tvorba polynukledrnich komplexd®. Vznik vyse uve-
deného komplexu lze zndzornit reakci:

(6)

Fe* + Si(OH), = [FeSiO(OH)3]2’r +H* (7)

Pii hodnoté pH 3,3 a koncentraci celkového Fe™ 0,05
mmol.I"! md rovnovdznd konstanta reakce (7) hodnotu 0,57.
Za tohoto predpokladu lze vypoditat, Ze v kyselych dalnich
voddch s hodnotou pH 3, s koncentraci celkového kiemiku
1 mmol.I™" a celkovou koncentraci zeleza 0,1 mmol.I”', mze
byt asi jedna tfetina Zeleza komplexovana s kfemikem, coz se
miiZe projevit na chemickych a biochemickych vlastnostech
vody.

Dalsi formou existence kiemiku ve vodach jsou nerozpus-
téné formy, obvykle v koloidni disperzi. Jde pfedevsim o hli-
nitokfemicitany (jilové minerdly). Pavodni predpoklad, ze ve
voddch dominuje koloidné dispergovany SiO, se ukdzal jako
neopodstatnény. Ukdzalo se, Ze dominujici formou vyskytu
kfemiku ve vodach jsou rozpusténé formy. Teprve v kyselém
prostiedi a zejména za vyssi teploty dochazi postupné ke
vzniku polymernich koloidné dispergovanych forem az forem
suspendovanych. Vznikld tuhd faze, v podstaté hydratovany
Si0,, md pievazné zdporny povrchovy ndboj a vynikajici
sorpcni vlastnosti (viz kap. 7.).

4. Analytické stanoveni

4.1. Zptisob vyjadfovdni vysledkt

V praxi se dosud obvykle preferuje vyjadrovani koncen-
trace kfemiku ve voddch v hmotnostnich koncentracich jako
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mg SiO, v 1 litru vody. V balneologickych rozborech se dosud
nékdy vyjadiuji vysledky v mg H,SiO; v 1 litru vody. Je to
archaismus v porovnani s vyjadfovdnim vétSiny ostatnich
slozek (Ca, Mg, Na, K, Fe, Mn atd.). Vyjadfovéni slozeni vody
prostiednictvim obsahu oxidi (CaO, MgO, Na,O, SO atp.)
bylo uzivdno v 19. stoleti. Obvyklym argumentem zastdnct
tohoto zptisobu je, Ze pfi odparovani vody a suseni odparku se
zpocdtku vylucuje kfemik jako hydratovany SiO, a po vysu-
Seni a vyZihani odparku je piftomen jako SiO,. Na druhé strané
je si vSak nutné uvédomit, Ze pfi odparovani vzorku vody
a suSeni odparku se v hydrogenuhli¢itanovych vodach vylu-
¢uje vapnik jako CaCO; (po vyZihani jako CaO) a v siranovych
voddch pievazné jako CaSO,. Obdobnad situace je i u horc¢iku.
To vsak neni zadny diivod k tomu, aby se koncentrace vapniku
ve vodach vyjadfovaly jako uhli¢itan nebo siran.

Pokud se koncentrace kiemiku vyjadfuje v hmotnostnich
koncentracich, mélo by byt preferovano vyjadfovani v mg Si
v 1 litru vody; ovSem zdsadni pfednost by méla byt ddna
vyjadrovani sloZeni v latkovych koncentracich (mmol.I™! resp.
umolL.I™"), které jsou jednoznaéné, nezaviseji na formé vyskytu
dané slozky (1 mmol Si = I mmol SiO, = I mmol H,SiO,)
a jsou na rozdil od koncentraci hmotnostnich porovnatelné.
Napi.1 mg.1™! Si0, a 1 mg.I”! Ca neznamenaji stejnou kon-
centraci, protoZze obé slozky maji rozdilnou moldrni hmot-
nost a pocet molekul ¢i iontl je ve stejném objemu vody
rizny. O stejné koncentraci 1ze hovofit jen tehdy, kdyz se
rovnaji latkové koncentrace jednotlivych slozek, napt. kdyz
1 mmol.l™! SiOo, =1 mmol.I"! Ca (cit.?). Pro prepocty plati
nasledujici vztahy:

I mg Si=2,14 mg SiO, = 2,78 mg H,SiO0; = 35,605 umol
1 pmol = 28,08 g Si = 60,10 ug Si0, = 70,08 nug H,Si0;4
4.2. Analytické stanoveni

Pfitomnost riznych forem kfemiku ve voddch m4 za ndsle-
dek problém s jeho analytickym stanovenim. Jak z hygienic-
kého, hydrogeologického, limnologického a i technologické-
ho hlediska by mély byt specifikovany formy vyskytu, které
se z chemického a biologického hlediska chovaji odlisné (jde
o analogicky problém, jako je stanoveni rtiznych forem fosforu
ve voddch). Proto je tendence stanovovat jednak celkovou
koncentraci kiemiku (celkovy, resp. veskery kiemik), nebo jen
nékteré jeho formy, které se vSak Casto prekryvaji. Prehled
riiznych metod lze najit nap. v cit.'®!!, kde 1ze najit i dalsi
odkazy.

Pro oddéleni rozpusténych a nerozpusténych forem se
pouziva filtrace vzorku membranovymi filtry s velikosti port
0,45 pum, coz je poréznost béZné ve svété akceptovand pro tyto
tcely’.

Rozpusténé formy kiemiku mohou byt piitomny bud v mo-
nomerni nebo polymerni formé¢. Polymerni formy lze prevézt
na monomerni. NejCastéji se provadi alkalickd hydrolyza pfi
vyssi teploté (na vodni 1dzni). K alkalizaci 1ze pouzit NaHCO;,
Na,CO, nebo NaOH (cit.'"'*™'*). Pro déleni monomernich
a polymernich forem lze vyuzit i rizné reaktivity téchto forem
s molybdenanem. Monomerni formy reaguji na rozdil od
forem polymernich velmi rychle.

Dulezité je, Ze se musi pracovat s laboratornim nddobim
z odolného skla, protoze v zdvislosti na iontové sile, teploté,
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Casu a hodnoté pH se miZze ze sklenéného laboratorniho na-
dobi vyluhovat kiemik v mnoZstvi az v jednotkdch umol.h"l.
Zejména v alkalickych voddch mize byt podil vylouZeného
kfemiku ze skla pomérné zna¢ny, coz ma velky vyznam pii
analyze vod s nizkou koncentraci kiemiku'>. Z tohoto diivodu
1ze doporucit praci v laboratornim nddobi z plastd; to se tykd
i nddob pro odbér vzorkl. Vzorky se uchovdvaji ve tmé
a nekonzervuji se. Zmrazenim vzorkd se miZe sniZit obsah
rozpusténych kiemicitant az o 40 %. K tomu muiiZe dojit i pfi
okyseleni vzork.

Klasicka gravimetrickd metoda se pro stanoveni kfemiku
pouzivd jiZ jen vyjimecné. Po opakovaném okyseleni vzorku
vody kyselinou chlorovodikovou a odpaieni do sucha se vy-
louceny hydratovany SiO, odfiltruje a vyzihd. Vazi se SiO,.
Odpatovdni vzorku vody a Zihdni zbytku se musi provadét v Pt
misce a kelimku. Aby se pro kontrolu oddélil Si od event.
strzenych necistot, odstrani se SiO, z vyzihaného zbytku jako
SiF, pisobenim smési HF a H,SO,. Gravimetrickd metoda je
pouZitelnd pro stanoveni celkového kfemiku ve vodach v kon-
centracich asi nad 10 mg Si v 1 litru.

Nejvice se rozsitily metody zaloZené na reakci (kondenza-
ci) kfemicitanti s molybdenanem amonnym v kyselém prostre-
di za vzniku riznych heteropolykyselin, zpravidla koloidniho
charakteru. Molybdenan reaguje s monomernimi formami
kfemicitant za vzniku Zluté molybddtokiemicité kyseliny.
Absorpcni charakteristika tohoto zbarveni ma pomérné strmy
prubéh bez maxima, coZ neni pro fotometrii pfili§ vhodné
(méfi se obvykle asi pii 430 nm). Stanovit 1ze koncentrace
kfemiku vyssi nez 0,2 mg.l_l.

Casto se provadi redukce Zluté molybdatokfemicité kyse-
liny na smés slouc¢enin oznacovanych obvykle jako silikomo-
lybdenovd modf. Jako reduk¢ni ¢inidla se pouzivaji kyselina
askorbov4, kyselina 1-amino-2-naftol-4-sulfonova, chlorid ci-
naty, hydrogensifi¢itan sodny, sifi¢itan sodny aj. Absorpéni
charakteristika tohoto zbarveni ma vyznamné maximum asi
pri 820 nm. Témito postupy lze za vhodnych podminek sta-
novit kiemik v koncentracich v desitkach pg.1™". Citlivost
metody zalozené na tvorbé heteropolymodii lze podstatné
zvysit jeji extrakci do butan-1-olu. V takovém piipadé lze
stanovit i koncentrace v jednotkach pg Si v 1 litru vody'*'¢

Podobné jako kfemik reaguji s molybdenanem amonnym
také fosfore¢nany. Rusivy vliv vyssich koncentraci fosforec-
nanl lze potlacit vhodnou volbou kyselosti prostfedi nebo
pridavkem ldtek, které na rozdil od molybdatokfemicitych
rozklddaji molybddtofosforecné kyseliny. Pro tento ucel se
pfidava kyselina $tavelovd, vinnd nebo citronovd. Z dalSich
latek rusi stanoveni fluoridy, jejichz vliv se odstrani pridav-
kem kyseliny borité nebo hlinitych solf'o14

Metodami, pfi nichZ se pouzivd molybdenan amonny, lze
do urcité miry délit monomerni kiemicitany od polymernich.
Déleni je zaloZeno na rozdilné kinetice procesu. Velmi rych-
le reaguji s molybdenanem monomerni formy (béhem dvou
az tif minut), kdezto polymerni formy podstatné pomaleji. Za
uvedenych podminek jsou dimerni formy stanoveny jen z&asti'’.

Protoze molybdenanem nejsou stanovitelné vSechny for-
my rozpusténého kiemiku, objevuje se v analytice a technolo-
gii vody misto stanoveni orthokiemicitanti termin ,,reaktivn{
kfemik s molybdenanem®. Cést kiemiku nereagujici s molyb-
denanem se nazyvad nereaktivni kfemik s molybdenanem.
Nerozpusténé kfemicitany, vcetné koloidnich disperzi, nere-
aguji s molybdenanem prakticky vibec.
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~Reaktivni* formy maji v hydrochemii a hydrobiologii
zvlastni vyznam. To se tykd také hydrogeochemie a hydro-
geologie.

V rdmci mezindrodnich norem byly navrzeny postupy pro
stanoveni kiemiku pritokovou anallyzou18 (FIA a CFA).

Pro stanoveni kifemiku ve voddch se stdle vice uplatiuji
instrumentdlni metody'®. PouZiva se napi. atomova absorpéni
spektrometrie (AAS), kdy lze stanovit koncentrace kifemiku
asi od 0,5 mg.1™". Dile jde o rtizné techniky ICP, kterymi lze
pfimo stanovit celkovy kfemik ve voddch, protoze koloidné
dispergované formy jsou v plasmé destruovdny, napt. ICP-
-AES, IEC+ICP-MS. Posledné jmenovanou metodou 1ze sta-
novit i jednotky ng kiemiku v 1 litru vody"®.

5. Vyskyt ve vodach

Slouceniny kiemiku jsou pritomny v kazdé vode. Rozdil
mezi analyticky zjiSténou koncentraci celkového (veskerého)
kfemiku a reaktivniho rozpusténého kifemiku byvd jen maly.
To potvrzuje vyse uvedené poznatky, Ze ve voddch je kiemik
pfitomen pfevazné v rozpusténé monomolekuldrni formé. Vy-
sledky se prevdzné tykaji ,reaktivniho kiemiku s molybde-
nanem*, a proto se metoddm s molybdenanem davd v analytice
vody prednost. Diferenciace mezi celkovym a reaktivnim
kiemikem se provadi jen vyjime¢n&®. Dile uvedené tdaje se
tykaji pfedevsim stanoveni reaktivniho kfemiku s molybde-
nanem.

Mimofddné nizké jsou koncentrace kiemiku v atmosféric-
kych vodich, vétsinou pod 1 mg.I™. Napi. v okoli Certova
jezera na Sumavé byla ve srazkdch na oteviené plose v letech
1992 az 1995 z_ustena priméra koncentrace kiemiku 77 pg.I™
(SiO, 165 pg.I” Yav podkorunovych srazkdch byla nalezena
koncentrace kfemiku 159 ug. 1! (Si0, 340 ng.I” Yy (cit.?).

Koncentrace kiemiku v prostych podzemnich a povrcho-
vych voddch jsou pomérné malé. Pohybuji se obvykle v roz-
mezi od 2,3 mg1™" do 14 mg.I™' (Si), resp. od 5 mg.I"! do
30 mg.I™! (Si0,). Tyto pomérné nizké koncentrace, v porov-
ndni s rozpustnosti slou¢enin kfemiku, jsou zptisobeny tim, Ze
tyto vody byvaji ve styku s kfemicitanovymi minerdly jen
krdtkou dobu. Napiiklad v labské vodé se vyskytuje kie-
mik (Si) v koncentracich v jednotkdch mg.l'1 a nepresahu-
je 10 mg.1"". Pokud dochdzi v labské vodé k mistnimu rozvoji
fytoplanktonu s vysokym podilem rozsivek, jejichZ bunécnd

Tabulka II
Celkovd mineralizace (Xp) a koncentrace kiemiku v nékterych
minerdlnich vodach

Lokalita zp Si Si SiO2  HaSiO3
(pramen) me.™] [mmoll™] [mgl™] [mg.l™] [mgl™

Velké Losiny 284
Maridnské Lazné
(Farska kyselka) 578 1,231 34,5 74,0 86,2

1,174 329 70,45 82,3

(Ferdinand IV) 1814 1,570 44,1 94,45 1100
Saratice 28 066 1,346 37,8 80,9 94,3
Darkov 29 000 0,51 14,3 30,6 35,7
Zajecice 44 874 0,20 5,6 12,0 14,0
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sténa ma vysoky obsah krfemiku, pak koncentrace kiemiku
klesd i pod 1 mgl (viz kap. 7.). V roce 1999 byla primérnd
koncentrace kiemiku v ceske &asti Labe asi 5 mg.l™! (SiO,
10,7 mg.I"", 0,178 mmol.I™") (cit.?>%).

v Jezermch voddch byvaji koncentrace kiemiku nizsi nez
v tocich. Napf. v Sumavskych jezerech byla zjisténa primérnd
koncentrace kiemiku v povrchovych vrstvach 1,76 mg.I™,
u dna 2 mg.1"" a v piitocich asi 3 mg.1™! (cit.?.

Stanoveni kfemiku je béZznou soucdsti chemického roz-
boru minerdlnich vod, a proto je k dispozici pomérné velky
pocet udaji. V minerdlnich voddch, zejména fosilnich, které
jsou po delsi dobu ve styku s kfemicitanovymi minerdly, se
nachdzeji vyssi koncentrace kfemiku. Ze souboru 101 rozbor
mineralnich vod® vyplyva ze mlnlmalnl koncentrace kreml-
ku byla 0,107 mmol I (Si 3,00 mg.I”!, SiO, 6,43 mg. 1,
H,SiO;7,5 mg.I” )a max1maln1 koncentrace 1, 57 mmol ' (Si
44 1 mgl ! Si0, 94,4 mg.I™, H,SiO; 110 mg.1” 1. Nutno
dodat, ze stanovenl kfemiku bylo v techto pripadech prova-
déno gravimetricky. Nebyl nalezen vztah mezi koncentrac{
kfemiku a celkovou mineralizaci. Naopak Casto vody s mi-
moiddné velkou celkovou mineralizaci (nad 10 g.I™) maji
pomérné nizké koncentrace kfemiku v porovndni s vodami
s relativné nizkou mineralizaci (do 2 g.I™!). Typické piiklady
jsou uvedeny v tabulce II (cit.”®). V karlovarskych prame-
nech je prﬁmérné koncentrace kiemiku (Si) asi 30 mg.1™" (asi
1,07 mmol.I™"). Také v minerdlnich voddch Zapadnich Karpat
nepresahuji koncentrace krem1ku (Si) hodnotu 50 mg.1™! (SiO,
asi 100 mg.1™", 1,78 mmol.I™") (cit.%).

Mlmoradne velké koncentrace kiemiku, az 200 mg.I™"
(7,12 mmol.1™), Ize zjistit v horkych vulkanickych voddch
(napft. ve vodéch gejzir(). V literatufe 1ze najit idaje o koncen-
traci kfemiku v termdlnich a hypertermalnich vodach’. Z hor-
kych prament se mize hydratovany SiO, vylucovat jako
minerdl geysirit (opdlovy sintr).

V mofiské vodé se v povrchovych vrstvdach nachazeji po-
mérné velmi nizké koncentrace kiemiku 0,5 mg.1™" a7z 2 mg.1™!
(Si0,), resp. jako Si 0,23 mg.I"" az 0,93 mg.I"". Ve hlubsich
vrstvdch byvaji koncentrace asi desetkrat vyssi. Je to zptso-
beno rozvojem planktonu (rozsivek) a nékterych motskych
hub ve svrchnich vrstvdach vody ocednt a mofi, které vyuzivaji
kfemik pfi své reprodukci.

Potvrzuje se, Ze v prirodnich voddch je koncentrace celko-
vého kiemiku a reaktivniho kfemiku pfiblizn€ stejnd, takZe
obvykle dominuje monomolekuldrni forma Si(OH), (cit.2).

V pitné vodé se kiemik bézné nesleduje. Podle starSich
udajt se v 80. letech minulého stoleti nachdzely v pitné vodé
z 8 regiond CR koncentrace kiemiku, jejichz priimérné hodno-

Tabulka IIT
Primérné koncentrace kiemiku v pitné vodé z osmi regio-
ni CR

Koncentrace Pitné vody ptvodu
podzemniho povrchového
Si [mg.1” 4 6,5-8,7 3,46-7,7
Si0, [mg. 1 13,9-18,7 7,4-16,5
H S1O [mg.1™] 18,0-24,2 9,6-21,4
S1 8102, H,SiO; [mmol.I” h 0,23-0,31 0,12-0,27
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ty jsou uvedeny v tabulce Il (cit.?”). Koncentrace kiemiku (Si)

v jednotlivych zdrojich se pohybovaly pfevdzné v jednotkdch
-1 % < -1 ven

mg.l"". Vyssi koncentrace nez 10 mg.I"" se jiz vyskytovaly

ziidka. Nejvyssi nalezend 1jednotlivai koncentrace Si byla27 asi

19 mg.I"! (SiO, 40 mg.I"', 0,67 mmol.I""). Podle ocekdvani

jsou ve voddch povrchového pivodu primérné koncentrace

kfemiku ponékud nizsi nez u vod podzemniho ptivodu.

6. Hydrochemicka a balneologicka klasifikace

Dosavadni béznd hydrochemickd klasifikace vod bere v tiva-
hu pouze pfevazujici anionty a kationty (tj. hydrogenuhlici-
tany, sirany, chloridy, dusi¢nany, vapnik, hoi¢ik, sodik a dras-
lik), nikoli neiontové soucdsti vod, kam patii i kfemik. Proto
se kiemik v této klasifikaci nevyskytuje, coz je urcitym ne-
dostatkem, protoze zahrnuti kiemiku do klasifikace umoziuje
odhalit nékteré dalsi hydrogeochemické zakonitosti. To umoz-
fuje hydrochemickd klasifikace podle moldrnitho schématu,
které fadi slozZky podle klesajici latkové koncentrace bez ohle-
dunato, zda se jednd o kation, anion nebo neiontovou slozku,

Balneologicka klasifikace je zaloZena v podstaté na stej-
ném principu jako hydrochemickd, s tim rozdilem, Ze se podle
okolnosti berou v tvahu jesté dalsi slozky vody. Hovoii se
o voddch se zvySenym obsahem prislusné latky (napt. F, Li,
Sr, B, Si aj.). Dosavadni CSN 86 8000 ,,Ptirodn{ 1é¢ivé vody
a ptirodni minerdlni vody stolni“ sice u kfemiku limitn{ kon-
centraci neuvadi, aviak n&kteff autofiz> navrhuji koncentraci
Si asi 25 mg.I™! (53,5 mg.I™! jako Si0,, 896 umol.1™).

7. Vlastnosti a vyznam

Ktemik miZe ovliviiovat chemické i biologické vlastnosti
vody. Biologické vlastnosti se uplatiiuji pfedevsim v povrcho-
vych vodach, véetné vody morské.

Kfemik je hygienicky mdlo vyznamny. Proto se v poza-
davcich na jakost pitné vody dosud neuvddi. Jen zcela vyji-
mecné se uddvd, Ze vody s vyssi koncentraci kiemiku mohou
byt pii¢inou podrazdéni pokozky u citlivych osob®.

Protoze kifemik md vyznam pii hydrochemické a bal-
neologické klasifikaci podzemnich vod, byva béZnou soucdsti
rozbord téchto vod, véetné vod minerdlnich (viz kap. 6.).

V povrchovych voddch neni kiemik dosud limitovin,
avSak ovliviiuje jejich biologické vlastnosti. Kfemik je esen-
cidlni prvek, ktery je pro nékteré vodni organismy limitujicim
mikronutrientem. Kfemik je soucdsti bunécéné stény skupi-
ny fas, tzv. rozsivek (Bacillariophyta), a je proto pro jejich
rozmnozovani a rist nezbytny. Proto také pii vyssich kon-
centracich kfemiku v povrchovych voddch mutize dojit k nad-
mérnému rozvoji téchto forem fytoplanktonu. Tvofi se tzv.
,rozsivkové kvéty®, ty byly pozorovdny napf. ve stiednim
a dolnim toku Labe. Pivodni koncentrace kifemiku presahuji-
cii 10 mg.I"! se béhem toku v disledku tohoto rozvoje zmensuji
aZ na hodnoty pod 1 mg.I"! (viz kap. 5.). Pii biologickém
rozkladu rozsivek se tvoii fada Skodlivych a organolepticky
zdvadnych produktli, voda pachne a ziskdva rtizné prichuté,
coz se nepfizniveé projevuje pri tpraveé takové vody na vodu
pitnou. Kfemicité schranky davno odumfelych rozsivek tvoii
vrstvy tzv. kiemeliny (rozsivkové zeminy), kterd ma v tech-
nologii vody vyznam jako filtra¢ni a sorpcni materidl. Z vyse
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uvedenych didvodi se v poslednich letech pfi sledovén{ eutro-
fizace povrchovych vod bere v dvahu mezi Zivinami také
kfemik, nejen slouceniny fosforu a dusiku.

Kiemik je kumulovan také v nékterych druzich hub. V je-
jich susiné lze najit az 30 % kiemiku”.

Klasicky se uvadi, Ze ve vétsich koncentracich mize kie-
mik vadit v provoznich vodach pfi vyrobé kvalitniho papiru
a kvalitntho umélého hedvabi. Nékdy se uvadéji orientacni
piipustné koncentrace asi do 20 mg.I™' (asi 0,7 mmol.l")
(cit.’®). V t&chto piipadech jde hlavng o zadrZovéni neroz-
pusténych forem kfemiku ovliviiujicich povrch vyrobeného
materidlu. Proto se kvalita provozni vody pro tyto tcely po-
suzuje (kromé dalsich ukazateld) spiSe podle zdkalu a obsahu
nerozpusténych latek nez podle obsahu Si.

Zvlast nebezpecny je kfemik v kotelni vodé€ a v napdjeci
vodé pro parni kotle. Za vyssich teplot mtize kiemik za ptitom-
nosti Ca a Mg vytvdfet velmi nebezpecné kfemicitanové (si-
likdtové) nanosy (kameny) s velmi malou tepelnou vodivosti.
Tepelnd vodivost je pfiblizné desetkrdt mensi nez u CaSO,,
resp. CaCOj, které tvoii tzv. siranovy nebo uhli¢itanovy kd-
men. Jde napf. o slou¢eniny CaSiO;, 3 MgO.2 SiO,.2 H,0 aj.
Muze dojit az k destrukci stény kotle. Kromé toho se tyto
slouc¢eniny mohou usazovat i na lopatkach parnich turbin.
Piipustnd koncentrace kiemiku v téchto vodidch zdvisi na
jmenovitém pracovnim tlaku. Napfiklad v napdjeci vodé pro
prutocné kotle se jmenovitym tlakem pod 8 MPa md byt
koncentrace kiemiku (Si) nejvyse 9,35 ug.l'l, resp. (SiO,,
20 pg.1™, 0,333 umol.I™Y) (cit.’), proto se napdjeci voda pro
vysokotlaké parni kotle podrobuje tzv. desilikaci.

Pokud se tyka dpravy vody, pouzivaji se nékdy kiemici-
tany bud jako inhibitory koroze, nebo jako prostfedky pro
zabranéni vzniku dsad sloucenin Zeleza a manganu v distri-
bucnf siti.

Pfi inhibice koroze pisobi kfemicitany jako anodicky
inhibitor, ktery tvofi na anodé korozniho ¢lanku reakei s koro-
dovanym kovem ¢i koroznimi produkty mdlo rozpustnou slou-
Ceninu, kterd pasobi jako ochrannd vrstva branici dal$i korozi.
Dadvkovéni kiemicitanti vede ke zvySeni hodnoty pH, cozZ je
z hlediska protikorozni ochrany vyhodné (pomérné tézko se
odlisuje vliv vlastniho kiemicitanu od vlivu zvySené hodnoty
pH). Protikorozni davky kifemicitant (Si) se pohybuji obvykle
v rozmezi od asi 2 mg.1”" az do 14 mg.1™" (jako Si0, asi od
4 mg.I™! do 30 mg.1™Y). Vyssi davky jsou nutné u vod s v&tsi
celkovou mineralizaci a u kyselych vod. V piipadé kyselych
vod se nékdy z ekonomického hlediska doporucuje nejprve
alkalizace, napt. pfidavkem NaHCO,nebo Na,CO,. Kfemici-
tany se Casto pouzivaji ve smési s jinymi inhibitory koroze
(napf. s fosforecnany nebo slouc¢eninami zinku).

Druhou moznou aplikaéni oblasti kiemicitani pii upra-
vé vody je inhibice vylucovéani hydratovanych oxida Zeleza
a manganu v distribu¢ni siti. Potiebné ddvky kfemicitanu (Si)
pro stabilizaci Zeleza a manganu ve vodé se pohybuji obvykle
v jednotkdch mg.1"!, asi do 10 mg.I"". Uinnost zdvisi také na
hodnoté pH, kterd by se méla pohybovat ve slabé alkalické
oblasti, asi nad 7,5. Zelezo a mangan musi byt piitomny
v oxidované formé. Pro redukované formy je ti¢cinnost pomér-
né mald, a proto se doporucuje ddvkovat kiemicitany napf.
soucasné s chloraci. Vysvétleni tohoto efektu je zaloZeno na
tvorbé komplexti mezi Fe, Mn a Si (viz kap. 3.). Inhibice
vylucovani manﬁganu kfemicitany je ucinnéjsi, nez je tomu
v piipadé zeleza™
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Zdpravarenského hlediska je ddle vyznamné, Ze slouceni-
ny kiemiku piisobi katalyticky a urychluji oxidaci Fe' na Fe"™.
Tim podporuji proces odzelezovani vody. Napf. pfi hodnoté
pH 6,7 a pfi koncentraci kiemiku 1 mmol.1”" je rychlost oxidace
Fe asi dvakrat vy3si, nez kdyZ kiemik neni piitomen viibec.
Na druhé strané slouceniny kiemiku zpomaluji proces hy-
drolyzy zelezitych ionti’.

Dalsi oblasti aplikace kifemicitand jsou praci a odmasto-
vaci prostiedky. Patii mezi tzv. aktivacni piisady, které mohou
v kombinaci s jinymi nahradit z environmentdlniho hlediska
Skodlivé polyfosfore¢nany. Nejcastéji se v pracich prostied-
cich pouzivd dikfemicitan Na,Si,Os, ktery je technickou smési
monomeru a riznych oligomerti. Kfemicitany v pracich pro-
gacni, detergencni, komplexacni a inhibic¢ni (zabranuji vy-
lucovani CaCO, a mdlo rozpustnych sloucenin hoic¢iku).

Koloidni hydratovany SiO, md vynikajici sorp¢ni vlast-
nosti. Hodnota pH nulového bodu naboje se pohybuje v kyselé
oblasti, asi 1,5 az 3,0. U rtiznych hlinitokfemicitanti se pohy-
buje v rozmezi asi od 2,0 do 4,5. Proto je jejich povrch ve
vodach nabit pfevdzné zaporné a maji schopnost adsorbovat
pfedevsim kationty. Vymeéna kationtii na hlinitokfemicitanech
je vyznamnym procesem ovliviiujicim chemické slozeni pri-
rodnich vod. Lze tak napf. vysvétlit ndhly vyskyt vyssich
koncentraci sodiku ve vodach, ktery se uvolnil z hlinitokfe-
micitanti vyménou za vapnik’.

LITERATURA

1. Greenwood N. N., Earnshaw A.: Chemie prvkii, sv. 1.
Informatorium, Praha 1993.

Tler R. K.: The Chemistry of Silica. Solubility, Polymeri-
sation, Colloid and Surface Properties, and Biochemistry
of Silica. Wiley, New York 1979.

Schenk J. E., Weber W. J.: J. Am. Water Works Assoc.
60, 199 (1968).

2.

4. Krauskopf K. B.: Geochim. Cosmochim. Acta 10, 1
(1956).
5. White D. E., Brannock W. W., Murata K. J.: Geochim.
Cosmochim. Acta /0, 27 (1956).
6. Alexander G. B., Heston W. M., Iler R. K.: J. Phys. Chem.
58, 453 (1954).
7. Lagerstrom G.: Acta Chem. Scand. /3, 722 (1959).
8. Weber W. J., Stumm W.: J. Inorg. Nucl. Chem. 27, 237
(1965).
9. Pitter P.: Hydrochemie, 3. vyd. Vydavatelstvi VSCHT,
Praha 1999.
10. Nollet L. M. L.: Handbook of Water Analysis, Chapter

24: Determination of Silicon and Silicates. M. Dekker,
New York 2000.

Eaton A. D., Clesceri L. S., Greenberg A. E.: Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater,
20. vyd. Am. Publ. Health Assoc., Washington 1998.

11.

193

Referdty

12. Kobrova M.: Metody chemické analyzy prirodnich vod.
UUG, Praha 1983.

13. Horikova M.: Analytika vody, skriptum VSCHT. Vy-
davatelstvi VSCHT, Praha 2000.

14. Fahnrich V.: Chemicky rozbor priimyslovych vod. SNTL,
Praha 1955.

15. Zhang J., Fischer C.J., Ortner P. B.: Water Res. 33,2879
(1999).

16. CSN 83 0530, &dst 23 Chemicky a fyzikdlni rozbor povr-
chové vody: stanoveni kfemicitani.

17. Chow D. T.,Robinson R.J.: Anal. Chem. 25, 646 (1953).

18. ISO/DIS 15682:2000 Water quality — Determination of
soluble silicates by flow analysis (FIA and CFA) and
photometric detection.

19. Hioki S., Lam J. W. H., McLaren J. W.: Anal. Chem. 69,
21 (1997).

20. George S., Steinberg S. M., Hodge V. : Chemosphere 40,
57 (2000).

21. Hruskal., Kopdcek J., Hlavaty T., HoSek J.: Silva Gabre-
ta 4, 71 (2000).

22. Kolektiv: Projekt Labe Il a I11. VUV, Praha 1998 a 1999.

23. Kiichler L., Roch K., Kormann B., Raschewski U.: Shor-
nik z 8. magdeburgského semindre o ochrané vod, str.
187. Povodi Ohie, Chomutov a VUV TGM Praha 1998.

24. Vrbal., Kopacek J., Fott J.: Silva Gabreta 4, 7 (2000).

25. Nevoral V., Berdychova M., Lstiburkovd M., Tesaf J.:
Balneol. Listy XVII, supl. 28 (1989).

26. Franko O., Gazda S., Michalicek M.: Tvorba a klasifi-
kdcia minerdlnych véd Zdpadnych Karpdt. Geologicky
tstav D. Stura, Bratislava 1975.

27. Zyka V.. Geochemie pitnych vod Ceské socialistické
republiky. Sbornik geologickych véd, sv. 18. Academia,
Praha 1982.

28. Jetel J., Paces T.: Hydrogeologickd rocenka /978, 111.

29. Rummel W.: Wasserwirt. Wassertechnik /3, 128 (1963).

30. Heller A.: Handbuch der Lebensmittelchemie. Band VIII:
Wasser und Luft. Springer, Berlin 1940.

31. CSN 07 7401 Voda a pdra pro tepelnd energetickd zafi-
zeni s pracovnim tlakem pdry do 8 MPa.

32. Dart F. J., Foley P. D.: J. Am. Water Works Assoc. 62,
663 (1970).

33. Dart F. J., Foley P. D.: J. Am. Water Works Assoc. 64,

244 (1972).

P. Pitter (Department of Water Technology and Environ-
mental Engineering, Institute of Chemical Technology, Pra-
ha): Hydrochemistry of Silica in Water

The review deals with the hydrochemistry of silicon in
natural and service waters. The topics are its occurrence,
analytical determination, concentrations in various waters,
hydrochemical and balneological classification as well as its
properties and importance.



Chem. Listy 96, 198 — 201 (2002)

Laboratorni piistroje a postupy

LABORATORNI PRISTROJE A POSTUPY

ENZYMOVA IMUNOANALYZA NEKTERYCH
HORKYCH PEPTIDU Z KASEINU

MICHAELA VITKOVA? LADISLAV FUKAL?
GARY BRETT" a PAVEL RAUCH*

“Ustav biochemie a mikrobiologie, Vysokd Skola chemicko-
-technologickd, Technickd 5, 166 28 Praha 6, bInstitute of Food
Research, Colney Lane, NR4 7UA Norwich, United Kingdom
e-mail: Ladislav. Fukal @vscht.cz

Doslo dne 9.1.2002

Klicova slova: horké peptidy, enzymova imunoanalyza, ka-
sein, zrdni syri

Uvod

Dtlezitym procesem béhem zrdni syrt je proteolytické
Stépeni molekul kaseinti i jejich fragment zpGsobujici zménu
textury kaseinové hmoty za vzniku senzoricky vyznamnych
latek, které ddvaji jednotlivym typtim syrt charakteristickou
chut a viini'; vedle nich viak mohou vznikat i nezddouci hotké
peptidy?. Rezidudlni mnozstvi proteolytickych enzymd, kterd
se podileji na téchto pochodech, mohou pfedstavovat v syrar-
ské technologii priddavand syfidla, proteolyticky systém piida-
vanych startovacich mléénych bakteridlnich kultur i pfirozené
kontaminujicich mlé¢nych bakterif a také endogenni protei-
nasy mléka. Priibéh a produkty proteolyzy jsou ovliviiovdny
nejenom koncentraci a specifitou ptisobicich enzymi, ale také
fyzikdlné-chemickymi podminkami pfi technologii (pH, kon-
centrace soli, obsah vody, teplota)3. Jako prvni je v kaseinové
micele atakovdna syfidlovymi proteasami molekula k-kasei-
nu, kterd je na povrchu micely. Odstépenim makropeptidu je
k-kasein konvertovdn na tzv. para-k-kasein, coz destabilizuje
kaseinové micely do té miry, Ze agreguji a vypadavaji z rozto-
ku v podobé srazeniny. Béhem dalsi technologie pak dochdzi
k proteolyze o -kaseinu, o,-kaseinu i B-kaseinu, zatimco
para-K-kasein je jiz k ucinku proteas odolny. Nejprve jsou
uvolnovany velké, ve vodé nerozpustné peptidy, které jsou
postupné tépeny na mensi*. Bylo zji§téno, ze hotké kaseinové
peptidy maji primérnou hydrofobicitu vztazenou na jednu
aminokyselinu vy3§i nez 5860 J.mol™!, zatimco fragment
s hodnotou této veli¢iny niz$i nez 5440 J.mol ™" hoiké nejsou’.
Pro piipadna technologickd opatfeni proti hoiké chuti syrt je
nezbytné posouzeni, zda se vznikajici hotky peptid v syru
akumuluje, nebo zda je ddle hydrolyzovdn na nehorké frag-
menty. Pfi studiu peptidi odstépovanych béhem zrani syrt je
extrakt obvykle frakcionovdn podle rozpustnosti nebo veli-
kosti molekuly, pomoci HPLC na reverzni fdzi jsou separo-
vany jednotlivé peptidy, které jsou findlné identifikovdny
Edmanovym odbouravanim nebo hmotnostni spektrometrii*®.
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Pokud jsou predmétem separace hoiké peptidy, je intenzita
horké chuti jednotlivych frakci porovndvdna s chuti standard-
nich roztokd chininu nebo kofeinu. Tento analyticky postup
je vSak pro provozni kontrolu velice ndkladny a zdlouhavy. Za
urcitych okolnosti by mohly byt vhodnym ndstrojem ke sle-
dovani konkrétniho peptidu z molekuly kaseinu imunoche-
mické metody.

Pomoci imunostanoveni makropeptidu uvoliiovaného
z K-kaseinu proteasami psychrotrofnich bakterii byla prediko-
vana trvanlivost mléka pii skladovani’. Enzymovou imuno-
analyzou sledované koncentrace odstépeného fosfopeptidu (f1-28)
z B-kaseinu pii zrani syra umoznily hodnotit jeho stafi®. Se-
nocq a spol.? pouzili protildtky proti péti peptidim z molekuly
B-kaseinu k monitorovani proteolyzy tohoto proteinu plas-
minem a chymosinem.

V této prdci jsme pfipravili protildtky proti péti diive
identifikovanym hotkym peptidiim, které ﬂ'sou odstépovany
z o, -kaseinu a B-kaseinu béhem zrdni syrii 011 Se ziskanymi
protildtkami byly sestaveny a charakterizovany postupy enzy-
mové imunoanalyzy (ELISA) ke stanoveni jednotlivych pep-
tidd.

Experimentalni ¢ast
Chemikdlie

Hovézi sérovy albumin (BSA), o-fenylendiamin a Tween
20 byly ziskdny od Sigma Chemical Company, St. Louis,
USA,; Zelatina byla od firmy Fluka AG, SRN; konjugat pero-
xidasy s ,,druhymi‘ protildtkami (prase¢imi imunoglobuliny
proti krali¢im imunoglobuliniim) byl ziskdn od Sevapharmy,
Praha (v katalogu oznacovédn jako SwAR/Px; koncentrace
imunoglobulini 8,1 mg.cm ™, moldrni pomér peroxidasa/imu-
noglobulin byl 1,15). Polystyrenové mikrotitra¢ni desticky
8%12 jamek Costar 9018 byly dodédny firmou Corning Costar,
USA.

Pufrové roztoky

Tti nejCastéji pouzivané pufry pfi enzymové imunoana-

lyze byly znaCeny ndsledujicimi zkratkami:

PBS (,,phosphate buffered saline*) — fosfdtovy pufr 0,01
mol.I"!, pH 7,4, obsahujici 0,8% NaCl,

PBS-Tw — promyvaci pufr, PBS obsahujici 0,05% Tween
20,

PBS-Tw (s 1% zelatinou) — fedici pufr pro vSechny imuno-
reaktanty.

Peptidy

Bylo syntetizovéno celkem 5 peptidt. Ctyfi tiseky z mole-
kuly o -kaseinu: "“EVLN'? (oznaceni GB29), '"NENLL?'
(GB30), 2APFPQVF¥ (GB31), APFPQVFG?** (GB34) a je-
den usek z B-kaseinu: SIPEPGPIPNS® (GB33). Syntéza byla
provedena na automatickém syntetizdtoru peptidi Novasyn
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Crystal (Calbiochem-Novabiochem, V. Britanie). Cistota pfi-
pravenych peptid@ (>95 %) byla kontrolovdna pomoci HPLC
na reverzni fdzi s pouZitim ndpIné kolon C o velikosti ¢dstic
5 um (Phenomenex, V. Britdnie), eluce gradientem acetonitril/
voda. Identita peptidd byla kontrolovdna hmotnostni spektro-
metrii. ProtoZze molekulovd hmotnost v§ech uvedenych pep-
tidd je natolik nizkd, Ze nemohou ve volné podobé provokovat
tvorbu protildtek, byly pro potieby imunizace syntetizovany
imunogenni konjugdty peptidti s BSA. Pro tyto tcely byla na
volnou aminoskupinu peptidu zavedena sulfhydrylova skupi-
na pomoci 2-iminothiolan hydrochloridu (tzv. Trautovo ¢inid-
lo). Takto modifikovany peptid spontdnné konjuguje s BSA,
ktery byl aktivovdn pomoci sukcinimidyl 4-(N-maleinimi-
domethyl) cyklohexan-1-karboxyldtu'? Tyto konjugity byly
pouzity nejen jako imunogeny k imunizaci, ale také pri vlast-
nim imunochemickém stanoveni jako molekuly obsahujici
epitopy, se kterymi interaguji ptipravené protildtky. V systé-
mu ELISA byly konjugdaty imobilizovany na pevnou fazi.

Protildatky

Polyklondlni antiséra proti kazdému z péti syntetizova-
nych peptidd byla pfipravena imunizaci krdlikti postupem de-
tailn& popsanym dfive'®. Jako imunogeny byly pouZity konju-
gdty peptidd s BSA. Imunoglobulinova frakce kazdého antisé-
ra byla izolovdna a purifikovdna afinitni interakci s Proteinem
A pomoci komer¢nich kolonek Prosep A (Sigma Chemical
Company, USA), mrazové sublimovdna, a dale uchovdvdna
pii —18 °C. Pro experimenty byl zdkladni roztok protilatky
o fedéni 1:100 pfipravovan rozpousténim 1 mg sublimdtu v
10 ml PBS.

Enzymovd imunoanalyza

Byla pouzita kompetitivni nepfima enzymova imunoana-
lyza (ELISA) se separaci vdzanych a volnych imunoreaktanti
prostfednictvim zakotveni na pevnou fdzi. Nejprve byl na
stény jamek mikrotitracnich desti¢ek zakotven prostou sorpci
prislusny protein (konjugdt peptidu s BSA nebo kasein) —
zasobni roztok proteinu byl vhodné nafedén karbonat—bikar-
bonatovym pufrem (0,05 mol.1"\, pH 9,6) a pipetovan do jamek
v mnozstvi 200 pl; po inkubaci 18 hodin pfi 4 °C byl roztok
proteinu vylit a jamky ctyfikrdat promyty 200 pl PBS-Tw.
Vlastni kompetitivni imunochemickd interakce byla zahdjena
pipetovanim 50 p roztoku peptidu (¢i jiné testované latky)
v PBS-Tw (s 1% zelatinou) a 50 pl vhodné natfedéné antipep-
tidové protilatky v PBS-Tw (s 1% Zelatinou). Reakéni roztoky
byly inkubovany 1 hodinu pfi 37 °C za mirného tfepdni. Poté
byly jamky ctyfikrat promyty 200 ul PBS-Tw. Kvantifikace
antipeptidové protildtky, kterd byla zprostfedkované imuno-
chemickou reakci zakotvena na stény jamek, byla ucinéna
pomoci tzv. druhé protildtky znac¢ené peroxidasou. Do jamek
bylo pipetovdno 100 pl konjugatu SwAR/Px fedéného 1:2000
v PBS-Tw (s 1% zelatinou). Po inkubaci 1 hodinu pti 37 °C
byl nenavazany konjugdt odstranén ¢tyfmi promyvy 200 pl
PBS-Tw. Dile bylo do jamek pipetovdano 100 ul roztoku
peroxidasového substratu a chromogenni latky (0,03% H,O,
v citrdtovém pufru 0,1 mol.I™!, pH 5.0, s 0,05% o-fenylen-
diaminem). Enzymova reakce byla po 15 minutdch inkubace
pii 37 °C zastavena pifdavkem 50 pl H,SO, (2 mol.1™). Ab-
sorbance reakéni smési byla méfena v jamkdch mikrotitracni
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desticky na pfistroji Multiscan MCC/340 (Labsystems, Fin-
sko).

Vyhodnoceni vysledkt

Sigmoidni kalibra¢ni kfivky byly proklddany pocitaco-
vym programem Microsoft Excel pomoci Ctyfparametrové
regresni funkce

D-C

A=Cr 1+exp(—2><((x+[3><x))

(1)

kde A je absorbance pfi 492 nm, C je dolni asymptota kiivky,
D je horni asymptota, o. charakterizuje posun linedrni ¢dsti
sigmoidni kfivky v systému soufadnic, B charakterizuje sklon
linedrni ¢asti sigmoidni kiivky, x je dekadicky logaritmus
koncentrace antigenu (log ¢).

Detekéni limit byl pocitdn jako koncentrace cgq, 0dpo-
vidajici hodnoté absorbance, jez predstavuje 80 % z rozmez{
D — C (oznaceno jako Ag,,) podle rovnice

(D=4
(Aso% - C)
-2
p

-

log (cgpq) = (2)

kde Agy;, = C+ 0,8 (D-C)

Podobné mtize byt vyjadien dalsi charakteristicky para-
metr kalibracni kfivky csy, pomoci Ayy,. A pomoci stejné
rovnice (2) 1ze vypocitat koncentraci analytu v analyzovaném
vzorku ze zméfené hodnoty absorbance.

Vysledky a diskuse

Bylo syntetizovdno pét peptidd, které jsou odstépovany
z o -kaseinu a B-kaseinu béhem zrdni syrd, a proti nim byly
pfipraveny polyklondlni protilatky. Se ziskanymi protildtkami
byly sestaveny a charakterizovdny postupy enzymové imu-
noanalyzy (ELISA) ke stanoveni jednotlivych peptidi.

Metoda kompetitivni nepfimé ELISA pouziva obecné
platné usporddani analytické procedury. Nejprve je standard
antigenu imobilizovan na stény jamek na mikrotitra¢nich des-
tickach, potom je do jamek napipetovdna protildtka proti
stanovovanému analytu (tzv. ,,prvni* protildtka) a analyzova-
ny vzorek s analytem (nebo roztok standardu analytu). Po
ustaveni rovnovdhy a vymyti vSech reakcnich slozek nefixo-
vanych na sténu jamky je pfidan pfebytek konjugdtu enzymu
stzv. ,,druhou* protildtkou (protildtka proti ,,prvni* protilatce).
Findlné kvantifikovand aktivita enzymu, ktery je zprostiedko-
vané fixovdn na jamku desticky, je pak pfimo imérnd mnoz-
stvi ,,druhé®, a tim i ,,prvni* protildtky fixované na jamku,
a tudiz nepfimo imérnd koncentraci analytu ve vzorku. Citli-
vost a specifitu popsané procedury ovliviluje kombinace celé
fady faktord, jako jsou napf. sorp¢ni vlastnosti desticek, kon-
centrace standardu antigenu v potahovacim roztoku, afinita
a specifita ,,prvni* protilatky a jeji koncentrace v systému.

Pro kazdy ze sledovanych péti peptida byly nejprve zjisté-
ny hodnoty vhodnych koncentraci antigenu v roztoku pro imo-
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Tabulka I

Charakteristika kalibra¢nich kiivek ELISA s protilatkami proti peptidim

Laboratorni piistroje a postupy

Peptid Redéni Létka imobilizovand Detekéni limit [pg.cm™]
protilatky na pevnou fizi Cso9 C0%
v ELISA (koncentrace® [mg.cm’3])
GB29 1:200 BSA-GB29 (2) NDP ND®
GB30 1:500 BSA-GB30 (2) NDP NDP
GB31 1:1000 BSA-GB31 (2) 13,5 4,1
GB34 1:4000 BSA-GB34 (2) 9,7 2,5
GB33 1:1000 BSA-GB33 (2) 14,4 4.6
GB29 1:1000 o-kasein ) 6,9 2,1
GB30 1:1000 o-kasein %) 6,6 1,1
GB31 1:500 a-kasein (10) 11,4 2,6
GB33 1:500 B-kasein (10) 7,6 2,8

 Koncentrace v roztoku pro imobilizaci, ® nebylo mozné sestrojit kalibra¢ni kiivku pro stanoveni peptidu (peptid v roztoku
neinhiboval interakci protilatky s ldtkou imobilizovanou na pevnou fazi)

1,0 o —_ .
AlA,
0.5
0.0
3 5 7 9

log c, pg.cm_3

Obr. 1. Kalibraé¢ni k¥ivky pro rizné kompetitory v systému ELI-
SA s imobilizovanym konjugatem BSA-GB34 a s protilatkami
proti tomuto konjugatu: € peptid GB34, [0 BSA, ® o-kasein, B
konjugat BSA-GB34

bilizaci ve spojitosti s konkrétni koncentraci piislusné proti-
latky. Aplikovany experiment predstavoval proceduru prezen-
tované metody ELISA bez priddvani roztoku analytu do kom-
petice. Jednotlivé fadky a sloupce jamek na destickdch se liSily
koncentraci antigenu v roztoku pro imobilizaci a koncentrac{
,»prvni* protildtky. Naméfené hodnoty absorbanci odpovidaji
parametru D v rovnici (/) (horni asymptota kalibra¢n{ kfivky).
Vhodné pro dalsi experimenty ELISA jsou takové dvojice
hodnot koncentraci uvedenych imunoreagencif, pfi kterych je
dosazeno absorbance v rozpéti hodnot 0,8 az 1,5.

V experimentech, kdy byl na stény jamek imobilizovan
konjugat prislusného peptidu s BSA, se podafilo sestrojit
kalibracni ktivky pouze pro peptidy GB31, GB34 a GB33.
Tabulka I sumarizuje dilezité parametry téchto kalibra¢nich
ktivek. Pro koncentrace uvedenych peptida blizkych hodnoté
C50q, byla hodnota relativni smérodatné odchylky mensi nez
12 % (pro deset stanoveni v rdmci jedné desticky) a mensi nez
9 % (pro stanoveni na Ctyfech destickdch). Priklady krivek
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4 6 8
log c, pg.cm_3

Obr. 2. Kalibra¢ni krivky v systému ELISA s imobilizovanym
kaseinem a s protilatkami proti prislusSnému konjugatu BSA-pep-
tid: ® GB29, ¢ GB30, O GB31, ® GB33

ziskanych v tomto systému s protildtkami proti GB34 jsou
uvedeny na obr. 1. Pro vSechny tfi zminéné peptidy lze shr-
nout, Ze interakci protildtky s konjugitem BSA-peptid fixo-
vanym na pevnou fazi viibec neinhibuje BSA, do zna¢né miry
ji inhibuje kasein, ze kterého peptid pochdzi, mnohem vice
vSak prislusny peptid a jeho konjugdt s BSA. Zbyvajici dva
peptidy (GB29 a GB30) ani ve vysokych koncentracich ne-
zpUsobily vyznamné sniZeni hodnoty absorbance dosahované
v systému s nulovou koncentraci peptidu v roztoku. To vypo-
vidd o tom, Ze schopnost interagovat s protilitkou ma kon-
jugadt, ale ne samotny peptid. MiiZe to byt zplisobeno tim, Ze
se jednd o pomérné kréatké peptidy (tetrapeptid a pentapeptid).
Dosavadni prdce o imunochemickém stanoveni kaseinovych
peptidi se zabyvaji strukturami s 10-20 aminokyselinovymi
Zbytky14"5.

Bylo zjisténo, Ze a-kasein interaguje s protilatkami proti
GB29, GB30, GB31 a GB34 a Ze B-kasein interaguje s pro-
tilatkami proti GB33. Této skutecnosti jsme vyuzili pro sesta-
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veni ELISA, pii kterych je na stény jamek imobilizovan ka-
sein, jehoZ soucdsti je sekvence sledovaného peptidu. Ve vSech
pripadech bylo mozno sestrojit kalibra¢ni kiivky (obr. 2). Pro
koncentrace analytti blizkych ¢, byla hodnota relativni smé-
rodatné odchylky mensinez 15 % (pro stanoveni v rdmci jedné
desticky) a mensi nez 11 % (pro stanoveni na tfech destic-
kéch). Z diivodu interakce kaseind s protildtkami proti pepti-
ddm musi byt pfed imunochemickym stanovenim téchto pep-
tidd v extraktech syrd pfedem odstranény proteiny a vyso-
komolekuldrn{ peptidy.

Zavér

Za pouziti polyklondlnich protildtek proti peptidiim byly
vypracovany a charakterizovany analytické postupy kompeti-
tivni nepfimé enzymové imunoanalyzy. Detek¢n{ ]imit%/ pro
jednotlivé peptidy se pohybovaly v rozmezi 1-5 plg.cm™. Pro
koncentrace ve stiedu kalibracni kiivky byly stanoveny hod-
noty relativnich smérodatnych odchylek mensi nez 15 %.
Pomoci vyse prezentovanych imunochemickych postupti bu-
de sledovdna tvorba hotkych peptidi béhem zrani syrd s cilem
zjistit podminky, pfi kterych k jejich tvorbé (resp. kumulaci)
nedochdzi.

Prdce byla financné podporovina GA CR, je soucdsti

projektu GA CR 525/99/1507.
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M. Vitkova?, L. Fukal?, G. Brett”, and P. Rauch? (“De-
partment of Biochemistry and Microbiology, Institute of Che-
mical Technology, Prague, Institute of Food Research, Nor-
wich, UK): Enzyme Immunoassay of Bitter Peptides from
Caseins

Five peptides have been targeted to be synthesised which are
correlated to bitter flavour of cheeses. Four are from o ,-casein
(“EVLN"", "NENLL?', APFPQVF>, and *’APFPQVFG™)
and the fifth from B-casein (*'PFPGPIPNS®). Using rabbit
polyclonal antibodies raised against conjugates of these pep-
tides with bovine serum albumine, competitive indirect ELI-
SA methods for determination of peptides have been construc-
ted and characterised. The detection limits for individual pep-
tides are in the range 1-5 pig.cm™. For concentrations in the
centre of standard sigmoid curves, values of relative standard
deviation were estimated to be less than 15 %.
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Uvod

Ttezalka teckovand (Hypericum perforatum L.)je vytrva-
l1d bylina ndlezici do fadu Hypericaceae. Je rozsitena v Evropé,
Asii, Severni Africe a zdomécnéla také v USA. Do povédomi
vstoupila jiz ve stiedoveku, kdy se pouzivala k 1é¢eni infekei
a mirnych nervovych poruch. Diky intenzivnimu studiu obsa-
hovych ldtek v poslednich letech vyrazné vzrostl jeji vyznam

antidepresivni, protirakovinné a antimikrobidln{ tc¢inky nafto-
dianthronovych a floroglucinovych derivata'. Typickymi
predstaviteli naftodianthront jsou hypericin a pseudohyperi-
cin (obr. 1).

V pfirodnich podminkach jsou jejich obsahy limitovany
fadou biotickych i abiotickych faktort (klimatické podmin-
ky, choroby, $kidci aj.). Vzhledem k témto skutecnostem
jsou predmétem zdjmu alternativni zdroje hypericinu. Jednim
z nich mohou byt i tkdiiové kultury. Rada autord se zabyva
studiem intenzity produkce sekunddrnich metabolitd v tka-
fiovych kulturdch. Kirakosian a spol.* uvadgiji, ze kalus H. per-
Sforatum, bunécné a orgdnové kultury produkuji hypericin
v extrémné rozdilnych mnozstvich. Produkce je zdvisld na
morfologické diferenciaci a organogenezi. Autoti dokazuji, ze
produkce hypericinu v bunikdch midze byt stimulovéna elici-
tory, jako je mannan’, piipadné ovlivnéna jinymi faktory, jako
jsou pridavky sacharosy nebo antibiotik do kultivaéniho mé-
dia. Tkanové kultury poskytuji piilezitost lepsi manipulace
vedouci ke zvyseni produkce hypericinu nad pfirozenou hladi-
nu obsazenou v rostlinach.

Vedle klasické spektrofotometrie patif k nejrozsifenéjsim
metoddm pouzivanym pii stanoveni hypericinu a jeho derivati
vysokouc¢innd kapalinovd chromatografie ve spojeni se spek-
trofotometrickou detekci pomoci detektoru s diodovym polem
(DAD), fluorimetrickou detekci (FLD) a detekci pomoci hmot-
nostn{ spektrometrie (MS)*°. Cilem této prace bylo vyvinout
dostatecné ucinny postup pro extrakci a optimalizovat pod-
minky pro pfesné a citlivé stanoveni hypericinu v tkanovych
kulturdch pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie
(HPLC) v kombinaci s fluorescen¢ni detekci.

202

Laboratorni piistroje a postupy
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Experimentalni ¢ast
Chemikdlie a pristroje

Acetonitril ¢istoty pro HPLC, ktery byl pouZzit, byl vyrob-
kem firmy Merck (Darmstadt, Némecko). Pro veskeré roztoky
a fedéni byla pouzita deionizovand voda Mili-Q (Millipore,
Bedford, USA). Octan sodny byl analytické Cistoty (Sigma
Chemical Company, St. Louis, USA), hypericin ¢istoty HPLC
byl dodédn firmou Roth (Karlsruhe, Némecko). Zdsobni roz-
tok standardu byl pfipraven rozpusténim hypericinu v 80%
ethanolu (v/v) Cistoty pro HPLC a jeho koncentrace byly:
40 pg.cm™, 4 pg.cm™, 1,6 pg.cm™, 0,8 pug.cm™, 0,4 pug.cm™
a0,1 ug.cm’3. Standardy byly uchovdany ve tmé pfi teploté 4 °C.

Ostatni chemikdlie cistoty p. a. (6-(benzylamino)purin
(BAP), kinetin, 2,4-dichlorofenoxyoctova kyselina (2,4-D),
giberelovd kyselina a sacharosa) a antibiotika (kanamycin
a ticarcillin) byly béZné dostupné komercni prepardty firem
Sigma (Sigma Chemical Comp., St. Louis, USA), Lachema
(Brno, CR) nebo Serva Feinbiochemica (Heidelberg/New York,
Némecko/USA).

Pro stanoveni hypericinu byl pouZit kapalinovy chro-
matograf HP 1100 (Hewlett Packard, Waldbronn, Némec-
ko) sestdvajici z vakuového odplynovaciho modulu (model
G1322A), bindrni pumpy (model G1312A), autosampleru (mo-
del G1313A), termostatu kolon (model G1316A), UV/VIS
DAD detektoru diodového pole (model G1315A) a FLD fluo-
rescencniho detektoru (model G1321A). Separace byla pro-
vadéna na koloné Zorbax SB C18 (75x4,6 mm, velikost ¢dstic
5 um) s reverzni fazi. Byla pouZita eluce mobilni fz{ acetoni-
tril (slozka A) a 10 mmol.dm™ octan sodny (slozka B) o po-
¢atecnim sloZeni od A:B 40:60 v/v v ¢ase O minut a s linedrnim
gradientem s pozitivni smérnici na 100:0 do 8 minut a nasledné
S ne%ativm’ smérnici na 40:60 B do 18 minut. Pritok byl
1 cm®.min"" a teplota termostatu kolon byla 40 °C. Signal byl
snimén fluorescen¢nim detektorem pii Ag, = 295 nm a A, =
600 nm a UV/VIS DAD detektorem ve viditelné oblasti pii
592 nm.

P1i pripravé vzorkl byla pouZita rotacni vakuova odparka
Model 350 (Unipan, Polsko) a ultrazvukova ldazen (Cole —
Parmer Instrument Comp., Chicago, USA), pocitatem fizeny

OH O OH

OH O

OH

pseudohypericin

Obr. 1. Strukturni vzorce hypericinu a pseudohypericinu
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extraktor fexIKA Werke 50® (IKA®—Werke GmbH & Co.,
Staufen KG, Némecko) a kulovy mlyn Vibrom 2S (Jebavy
s.r.o., Tfebechovice p. O., CR).

Rostlinny materidl

Syntetické schopnosti byly studovany na rostlinach Hype-
ricum perforatum L. var. Topaz pochdzejicich ptivodné z ka-
lusové kultury. Organogeneze byla navozena uzitim 1,1 mg.dm™
6-benzylaminopurinu (BAP), 0,45 mg.dm'3 kinetinu, 0,45 mg.dm'3
2,4-dichlorofenoxyoctové kyseliny (2,4-D) a 2 mg.dm™ gi-
berelové kyseliny. Rostliny blyly kultivovény 6 tydnt na mé-
diu ,,Murashige and Skoog* ° v polovi¢ni koncentraci (Mu-
rashige and Skoog — MS 1/2) s pfidavkem sacharosy (10, 30
a 100 g.dm™ média). Pro zamyslenou selekci transgennich
rostlin byla stanovovdna soucasné rezistence tohoto druhu
vici vysoké (150 mg.dm‘3 kanamycinu a 750 mg.dm"3 ticar-
cillinu) a extrémni (250 mg.dm ~kanamycinu a 1250 mg.dm™
ticarcillinu) hladin€ antibiotik.

Pfiprava vzorki

Vzorky byly odebrany z tkanové kultury, zmrazeny teku-
tym dusikem a lyofilizovdny. Ndsledné byly homogenizovany
mletim v tekutém dusiku. Byly pouzity tii extrakéni postupy.
Ve vsech ptipadech bylo 20 mg lyofilizovaného materidlu
extrahovano celkovym objemem 40 cm® 80%-niho ethanolu
po dobu 60 minut: i) pod zpétnym chladi¢em po dobu 1 hodinly
pii teploté 80 °C, ii) dvoustupiiovou extrakci v extraktoru''
fexIKA Werke 50® pti 80 °C po dobu 2x 30 minut nebo iii)
extrakcfi ultrazvukem (sonikaci) pfi 40 °C po dobu 60 minut.
Extrakty byly odpafeny na vakuové odparce do sucha pii
teploté 40 °C a odparek byl rozpuitén v 1 cm® mobilni fize
(acetonitril: 10 mmol.dm™ octan sodny = 40:60 v/v). Takto
pripraveny vzorek byl injektovdn v mnozstvi 10 mm® do
chromatografického systému.

Vysledky a diskuse

Srovndni efektivity extrakénich technik bylo provedeno na
zdkladé porovndni ploch pikii hypericinu naméfenych u ex-
traktl jednotlivych vzorka (tab. I). Z uvedené tabulky Vyglyvé,
Ze v piipadé extrakce extraktorem fexIKA Werke 50 byla
vytéznost v priméru o 30 % vyssi proti extrakci ultrazvukem

a 0 50 % vyssi nez pii extrakci pod zpétnym chladicem.

Tabulka I

Srovndni vytéZnosti extrakénich technik (uvedené v miliab-
sorban¢nich jednotkdch — mAU jako primérné vysky pikd)
pro shodné vzorky tfezalky teckované

Typ Hypericin RSD* Pseudohypericin RSD
extrakce [mAU.s] [%] [mAU.s] [%]
Ultrazvuk 41,6 52 97,9 4,5
Zp. chladi¢ 30,1 5,8 70,6 5,1
FexIKA 60,3 43 141,5 38
*Pron=>5
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Pro stanoveni hypericinu byla vypracovana ti¢cinnd metoda
HPLC s tandemovou DAD a fluorescen¢ni detekei. Excitaén{
a emisni maxima byla stanovena fluorescencnim detektorem
FLD HP 1100 v tzv. rezimu piimého ndstfiku standardu.
Emisni vlnova délka byla snimdna pies vinovy rozsah 400 az
700 nm s konstantnim krokem A = 2 nm a maximum bylo
stanoveno na 600 nm. Excitacni vlnovd délka byla urcena
proméfenim v rozsahu 200 az 350 nm s konstantnim krokem
A =2 nm. Maximum bylo nalezeno pfi 295 nm.

a b
1
6 6 2
1
2
Lu mAU
47 2y
'\}\(J\\_ \\ (/
Jk/ 2
2 L ’J/
1 3 5 1 3 5
t, min t, min

Obr. 2. Chromatogram tkanové kultury Hypericum perforatum
var. Topaz s detekci fluorescenénim A, =295 nm a A =600 nm
(a) a UV/VIS DAD detektorem pri 592 nm (b); chromatografické
podminky: kolona Zorbax SB C18 (75x4,6 mm, 5 um velikost ¢astic),
mobilni faze acetonitril (A) a 10 mmol.dm™ octan sodny (B) o po-
catecnim slozeni A:B 40:60 v/v v ¢ase 0 minut s linedrnim gradientem
na 100:0 v/v do 8 minut a na 40:60 v/v do 18 minut, priitok 1 cm®.min"'
a teplota termostatu kolon 40 °C
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Obr. 3. Absorp¢ni spektra hypericinu (a) a pseudohypericinu (b)
v ultrafialové a viditelné oblasti spektra snimana in-line UV/VIS
DAD detektorem na vystupu z kolony; chromatografické podminky
viz obr. 2
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Obr. 4. Kalibraé¢ni kfivka hypericinu pri detekci fluorescenénim
detektorem pri A, = 295 nm a A, = 600 nm; chromatografické
podminky viz obr. 2; A — plocha piku, ¢ — koncentrace, y = 131,88x +
5,7542, R* = 0,9998

Tabulka II

Obsah hypericinu HP (ug.g™") v prytech Hypericum perfora-
tum L., var. Topaz kultivovanych in vitro v ug.g‘l s pfidav-
kem 3 rtiznych koncentraci sacharosy a Efi nulové, vysoké
(150 mg.dm’3 kanamycinu a 750 mg.dm™ ticarcillinu) a ex-
trémni (250 mg.dm~kanamycinu a 1250 mg.dm ticarcillinu)
koncentraci antibiotik

Obsah HP na hladinég antibiotik
sacharosy
[g.dm™] nulova vysokad extrémni
10 41,23 24,53 0
30 28,20 41,19 20,82
100 7,55 9,23 9,82

Porovndnim naméfenych hodnot obsahti hypericinu bylo
zjisténo, Ze koncentrace hypericinu pfi detekci ve viditelné ob-
lasti spektra (592 nm), obr. 2, vykazovaly v priméru o 15,6 %
vyssi zjisténé hodnoty nez pri detekci fluorescenénim detek-
torem v disledku soucasné eluce jiné litky (pseudohyperi-
cinu) s obdobnym absorpénim spektrem ve viditelné oblasti
spektra (obr. 3). Tuto odchylku Ize snadno sniZit nebo zcela
vylou¢it pouzitim fluorescenc¢niho detektoru, vzhledem k to-
mu, Ze pseudohypericin a dalsi latka/latky vychdzejici z kolo-
ny soucasné s hypericinem nevykazuje/nevykazuji fluores-
cenci v dané oblasti’. Optimalizaci gradientového profilu (viz
vyse) bylo navic dosazeno kvalitniho rozdéleni naftodian-
thronovych derivati hypericinu a pseudohypericinu i pfi po-
uziti tzv. ,rychlé kolony* (fast column — viz ukdzka chroma-
togramu na obr. 2). Jeji pouziti zajisti vyrazné zkraceni doby
analyzy a je zv1asté vyhodné pro rychlou orientaci pfi hodno-
ceni biologickych pokust. Kalibracni kiivka (obr. 4) byla
linearni v koncentraénim rozsahu od 0,1 do 10 pg.cm™ hy-
pericinu s korelacnim koeficientem pfii fluorescencni detekci
R > 0,999 a limitem detekce (LOD pro 3 S/N) 0,006 ug.cm’3.

Metoda byla aplikovdna na stanoveni hypericinu v tka-
novych kulturich Hypericum perforatum L. var. Topaz se
stupniujicimi se pridavky sacharosy do zivného média a byla
zdroven testovdana odolnost tkdnovych kultur vii¢i antibioti-
kiim. Rostliny kultivované pfi vysoké hladin€ sacharosy mély
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zménény habitus (silné zkrdacend internodia a ovdlny tvar
Cepeli listd vlivem omezeni ¢innosti meristému) v disledku
osmotického stresu a ndpadné zmény v pigmentaci (listové
cepele byly hnédocervené barvy, kterd vSak nebyla v korelaci
s obsahem hypericinu).

Zelené zbarvené rostliny kultivované na médiu Murashige
and Skoog — MS 1/2 s piidavkem sacharosy 10-30 g.dm™
vykazovaly vyznamné vy$si obsah hypericinu (tab. II) nez
rostliny péstované za osmotického stresu (100 g sacharosy na
1 dm® média). Narozdil od pfidavku sacharosy vliv antibiotik
na syntézu hypericinu nebyl statisticky vyznamny.

Rostliny Hypericum perforatum var. Topaz byly schopny
tolerovat vysoké az extrémni hladiny antibiotik za ptedpokla-
du, Ze byl v médiu soucasné dostatek sacharosy. Pii nizkych
koncentracich sacharosy v médiu (10 g.dm™ média) a extrém-
nich koncentracich antibiotik dochdzelo k odumirdni rostlin
béhem pokusu, zatimco rostliny péstované na médiu s vyS§im
obsahem sacharosy (30 g.dm™ média) piezivaly i extrémni
koncentrace antibiotik (tab. II).

Zavér

Pro stanoveni hypericinu v tkdanovych kulturdch byla vy-
vinuta rychld a selektivni chromatografickd metoda. Pouzitim
tzv. rychlé (fast) chromatografické kolony Zorbax SB C18
(75%4,6 mm, 5 um velikost Castic) bylo dosazeno velice
krétkych reten¢nich ¢asi sledovanych analytd (do 5 minut).
Ve spojeni s fluorimetrickou detekci bylo dosazeno vysoké
selektivity, nebot pfi dosud pouzivané detekci ve viditelné
oblasti spektra pii 592 nm dochdzi k vyznamnym chybdm pii
stanoveni hypericinu vlivem soucasné eluce jedné nebo vice
latek s podobnymi absorpcnimi spektry. Tyto chyby jsou diky
pouziti fluorescencniho detektoru minimalizovany nebo zcela
odstranény, nebot tyto rusici ldtky nevykazuji fluorescenci
v dané oblasti. Metoda miize s vyhodou slouzit jako rychld
orienta¢ni metoda pro sledovani dynamiky tvorby biologicky
aktivnich latek, pro fyziologické a biochemické studie sekun-
ddrnich metabolitli i pro dalsi védecko-vyzkumné tcely.

_ Tato prdce byla teSenav ramci vyzkumného zdméru MSMT
CR reg. ¢. MSM 432100001.
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Hypericum perforatum is a medicinal plant that has been
known in traditional medicine as an anti-inflamatory and
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healing agent. The alcoholic extract of its aerial parts finds
wide application for its antidepressant activity. Three methods
of extraction into 80% ethanol were compared. An HPLC
method with fluorimetric detection was developed for the
identification of its constituents. The calibration curve was
strictly linear in the concentration range from 0.1 to 10 ug.cm’3
of hypericin with the correlation coefficient R > 0.999 and the
detection limit (LOD for 3 S/N) 0.006 pg.cm™. HPLC with
fluorimetric detection can separate and detect naphthodian-
throne derivatives in Hypericum perforatum in the presence
of other constituents with a greater specificity than HPLC
with spectrophotometric detection at 592 nm. Hypericin was
quantified in the culture tissues of Hypericum perforatum L.
var. Topaz cultivated under different conditions (saccharose
and antibiotics concentrations) in the Murashige — Skoog
medium.
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- méfeni tvrdosti pfinesené vody (vodni kamen je previt)

- uréeni obsahu metanolu v tatinkoveé slivovici
- kontrola kvality slune&nich bryli (vzhledem k UV zareni)

- hratky s plastovymi lahvemi
- fyzika a chemie v kuchyni

- stanoveni vitaminu C v ovocnych napojich
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- Debrujarijada, matematické kvizy a hlavolamy
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