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ABSTRAKT

PredloZend prace se zabyva vyuzitim sefydcd technik pro analyzu degradace polyimer
a polycyklickych aromatickych uhlovodikJe rozdlena na d¥ ¢asti, které jsou zpracovany
samostaté

V prvni ¢asti prace byly studovany zejména degtadalastnosti blokovych kopolymer
na bazi kyseliny mkéné, glykolové a poly(ethylenglykolu) PLGA-PEG-PLGAITA-PLGA-
PEG-PLGA-ITA (modifikovany kyselinou itakonovou). 8yuZzitim €chto kopolymei
(predevsim jejich termosensitivnich hydragese p@itd v ortopedii na k&u zlomenin (jako
Jlepidlo). U vybranych vzork kopolymefi byly sestaveny diagramy jejich fazovéeho
piechodu sol-gel. Pro dalSi studium byly pouZity kgotvorici gel i 37 °C. Vzorky byly
degradovany ve fosfatovém pufru o pH 7,4 peplo€ 37 °C. Degradace vzniklych
fyzikélnich hydrogal byla popsana poklesem molekulové hmotnosti polyngemaistem
koncentraci kyseliny méé a glykolové vroztoku pufru. Bylo zj@&to, Ze polymer
modifikovany kyselinou itakonovou podléh& rychlejiEigradaci nez stejny nemodifikovany
polymer, roviz bylo prokazano, ze vzorky s niz§im pgem PLGA/PEG degraduji rychleji
nez s porrem vySSim. Rychlost degradace je také zavisléodad® pH pufru a to v ptadi
pH 4,0 <pH 7,4 <pH 9,0.

V druhé ¢asti prace byl ve vzorcich saldmu Rali, odebranych ve vyrobnim zaod
KMOTR, spol. sr.0., sledovan obsah 16 PAH stangelerdS EPA. Jako vhodna analyticka
metoda byla zvolena plynova chromatografie s hnsitriom detektorem (G& GC-TOF-
MS). Vzorky salam byly odebirany vizné fazi vyroby, celkem byly v pbc¢hu 5 tydri
provedeny 4 oddry; odebrdno bylo celkem 120 vzdrk Obsah jednotlivych
polyaromatickych uhlovodikbyl posuzovan i z hlediska platné legislativy. @yjis€no, Ze
v zadném z analyzovanych vzérknebyly gekrateny limity pro vyskyt BP. Nejvyssi
koncentrace byly nalezeny pro fenanthren (aZ 2[Hqgfy Pomoci obsahu PAU byla
posuzovana také technologie vyroby Patiu pouZivana ve vyrobnim zavodNa zaklad
porovnani zji&nych kvantifikovanych PAU lze konstatovat, z& porovnani starSiho a
nowjSiho typu zakiovaci komory nebyl nalezen vyznamny rozdil v obsaladovanych
xenobiotik.

KLi COVA SLOVA
biodegradovatelné polymery, kyseliny glykolova, éysa ml&na
PAU, salam, dvojdimenzionalni plynova chromatograliOF-MS



ABSTRACT

This work deals with the using and application eparation techniques for analysis of
polymers degradation and polycyclic aromatic hydrbons. Thereby this work is separated
to two special parts.

In the first part, the degradation properties afitegtic biopolymers based on lactic acid,
gylcolic acid and poly(ethyleneglycol) PLGA-PEG-PA@Gnd ITA-PLGA-PEG-PLGA-ITA
(modified by itaconic acid) were studied. These adpmers (firstly their thermosensitive
hydrogels) should be used for therapy of fractimezrthopedy (as adhesives). Therefore, the
sol-gel and gel-sol phase diagrams were deterndniateselected samples of copolymers.
The samples forming gel at 37 C was used for athety. Polymer samples were depredated
in phosphate buffer at 37°C. The degradation poéphysical hydrogels was described by
the decrease of molecular weight and the increds®mcentration lactic acid and glycolic
acid in phosphate buffer. The obtained results inoefd that the degradation of polymer
modified by itaconic acid is faster process thamualified polymer and polymers with lower
ratio PLGA/PEG degrade also faster than lower naBhGA/PEG. The influence of pH it
was also tested. The rate of degradation of polgmeis follow pH 4,0 < pH 7,4 and pH 9,0.
The differences of degradation rate were obsereddden various rates PLGA/PEG.

In the second part, the presence of polycyclic aterhydrocarbons in the samples of
salami Pokan from company KMOTR, spol. sr.0. was studied.oTdimensional gas
chromatography with mass detection (§ GC-TOF-MS) was chosen as a suitable analytical
method. The salami samples were collected in aerifit technological phases of their
production, four samplings were made during fiveks it means the sum were 120 samples.
The content of PAH was compared with actual letisa The analysis of samples confirmed
that limit for BaP wasn’t exceeded in all samples. Fenanthren vessifiéd in the highest
concentration (up 2,7 |ikgY). The content of PAH allows assess the technolofy
production. The type smoking chambers were compaineidthe influence of type of smoking
chambers on the PAH concentration were also study.

KEYWORDS
biodegradable polymers, glycolic acid, lactic acid
PAH, salami, two dimensional gas chromatography--M5
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2 Uvobp

Biologicky rozlozitelné polymery jsou rychle aint@vné se rozvijejici oblasti vyzkumu.
Nejvice je pozornost zaffena na vyvijeni novych typ biologicky rozlozitelnych
polymernich materiél vhodnych pro biomedicinské aplikace. Biologickgzlozitelné
polymery maji d¢ hlavni vyhody, které syntetické rozlozitelné miitigr nemaji. Za prvé
nevyvolavaji chronické reakcéla (imunitniho systému) naipomnost cizihodesa, protoze
jsou postupé v lidském ¢Ele vstebavany. Za druhéckteré z nich mohou byt pouzity
v tkatovém inZenyrstvi [1-2]. Material, kteryibe byt pouZzit v I€kiskych aplikacich, musi
sphovat fadu pozadawuk jako je biokompatibilita, biodegradovatelnost, tva netoxickych
degradanich produki; zarovés musi mit dobré mechanické vlatnosti.

Snahy o napodobenitfippdnich materidl, které maji jak hydrofilni, tak hydrofobni
vlastnosti, vedly k vyvoji biokompatibilnich amfifich syntetickych polymér Do této
klasifikace jsou zahrnuty hydrogely, k jejichz wgiteni doslo pomoci fyzikalniho nebo
chemického zesovani polymernictrettzci. Polymery maji zvlastni povrchové a fyzikalni
vlastnosti a schopnost absorbovat vice nez 20 %y (8H v pomeru k jejich celkové
hmotnosti. Biomedicinska aplikace hydraggé velmi Sirok4, od kontaktnichoéek pres
diagnostické a terapeutické nastroje na implamatiil biosenzorech s kratkou nebo dlouhou
Zivotnosti.

V posledni dob byly pripraveny tzv. chytré hydrogely se schopnosti reaganenou
stavu na iizné externi podity. Tato citlivost na okolni prosdi miZze byttizena zminou
teploty, pH, iontovou povahou, elektrickym polenozpoustdlem, tlakem, sitlem nebo
nagétim [4]. Aktualre je snaha oifpravu hydrogel technikou "in situ”, tzn. vznik gelutmo
v mist aplikace pimo v mist aplikace. V pipact reverzibilniho fazového ipchodu je
vysledkem gel (sol-gel), ktery ma reverzibilni ttassti a nize grechézet z§t na roztok (gel-
sol).

Vyvoj degradovatelnych polymeer (hydrogeti), které mohou injeiné¢ vpraveny do
postizenych oblasti kosti a klauyb ma fadu vyhod v oblasti tkéového inZenyrstvi
v porovnani s fedem pipravenymi kostrami. Hlavni vyhodou je moZnostitkstout roztok
polymeru do &la, kde vznikne gel. Toho je mozné vyuzit k z&pinvolnych (postizenych)
mist s¢asto velmi slozitymi tvary [1].

V této praci budou studovany dva typy termosensitiv blokovych kopolymér na bazi
poly(mlé&né kyseliny), poly(glykolové kyseliny) a polyethgiglykolu, PLGA-PEG-PLGA,
ITA-PLGA-PEG-PLGA-ITA (koncové skupiny funkcionabzané kyselinou itakonovou).
Predpokladané pouzitéthto polymed spada do oblasti mediciny, a to probé zlomenin.
Bude pouzito inje&ni aplikace roztoku polymeru s delSi dobou Zivote, kterém budou
nana@astice hydroxyapatitu, a které budou obaleny pohgmes dlouhou dobou Zivota. Po
nutné dob lécby nebude zaptebi jakéhokoliv chirurgického zakroku pro odstimain
implantatu, protoZe dojde k jeho Uplné degradagilauceni degradénich produkt z €la.

Pro funkcionalizaci jiz tive publikovaného typu blokového kopolymeru je m@oZouzit
kyselinu itakonovou, kter4d vnasSi do polymernikiettzce reaktivni dvojné vazby a
karboxylovou skupinu. Navic, ITA @Ze byt ziskavana z obnovitelnych zdrgpomoci
pyrolyzy kyseliny citronové nebo kvaSenim polysaaha Vysledné kopolymery mohou
tvorit chemicky gel (fotopolymerizace) nebo fyzikalmlg (iontové interakce).
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3 TEORETICKA CAST
3.1 Prirodni biodegradovatelné polymery

Velkou skupinu biodegradovatelnych polyrehojré vyuzivanych v lékestvi tvai
piirodni biopolymery. Hrodni biodegradabilni polymery jsou syntetizovahéhem
piirozenych metabolickych proaess/ pribéhu ristu organismu (rostliny, ziwechove). Do
této skupiny pat predevSim kolagen, gelatin, dextrin, chitin, chitqsskrob, celulosa, atd.
[5].

3.1.1 Kolagen

Kolagen je extracelularni skleroprotein, ktery je wod nerozpustny. Tvid 20 — 30 %
vSech proteir v t&le savd. Je zakladni stavebni hmotou pojivovych tkani, red@gleme ho
také v kostech, kloubech, chrupavkachzika Slachach. Ve forénkolagennich viaken je
slozkou mezibuétné hmoty. K jeho syntéze dochazi ve fibroblastechpaki mezi
obnovitelné zdroje [6]. V s@asnosti je znamo nejm&a7 rozdilnych typ kolagenu [7].

Obr. 1: Tropokolagen [8]

Molekula kolagenu je twena hlavd aminokyselinami glycinem, prolinem,
hydroxyprolinem a hydroxylysinem. Kolagen se skladétzci alfa 1 a alfa 2, které se jen
mélo li$i pdadim aminokyselinRetszce tvdi trojitou spirdlu, kterd se oztige jako
tropokolagen Je to zakladni jednotka kolagenu, dlouhdiblgné 256 —290 nm.
V tropokolagenové molekule jsou vSechny fetzce udrzovany ip soké vodikovymi
vazbami mezi sousednir@tzci [9].

K degradaci molekul kolagenu dochaziuspbenim enzyf kolagenas a dalSich
nespecifickych enzyth Po naStipnuti helixové struktury se kratSi fragipeSepi na malé
molekuly peptid a aminokyselin [10].

Kolagen nachazi Siroké pouZzitfgolevSim v kosmetickém jpnyslu a v Iékéstvi (dophky
stravy — klouby, vyhlazeni vrasek, posileni ulastebatelné obvazy a membrany).
3.1.1.1 Zelatina

Pri zahrivani vihkého kolagenu dochazii purcité teplot k vyrazné zmné struktury,
provazené zvySenym botnanim a émmymi fyzikalneé chemickymi vlastnostmi. Takto
modifikovany kolagen neni jiz odolny protédmym proteasam a ma mnohem nizsi siupe
uspdadani. Oznélje se nazvem Zelatinaidéna kolagenu na Zelatinu nastava g pri
teplog& kolem 60 °C, zavisi vSak také na pH, iontové s#l@zeni roztoku a na stupni
kovalentniho zegovani kolagenu [11].
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Zelatina je hoja pouzivana v potravitigkém ptimyslu (pojivo, zahu®vadlo, cukrovinky,
atd.), ve farmaceutickém jmyslu a v lékéstvi (mekké a tvrdé kapsle, pojivo v tabletach)
[12], ptipadré ve fotografickém pmmyslu (pojivo).

3.1.2 Chitin a chitosan

Chitin a chitosan jsoutprodni polymery, které jsou produkovany velki@dou Ziv@icht
arostlin. Chitin je linearni polysacharid temy N-acetyl-glukosaminovymi jednotkami
vazanymip(1—4) glykosidovou vazbou. Chitosan je derivatem ohita vznik4 alkalickou N-
deacetylaci [13]. Viirodk se ani jeden polymer nevyskytuje jako 100Kty. Chitin ma
spoustu unikatnich vlastnosti, v kterym je hojé pouzivan. Jsou toiedevSim jeho
biokompatibilita, biodegradabilita a bioaktivitedld pak jeho chetai a adsorgni vlastnosti.
Svoje uplaténi najde roviz jako sodast textilnich produkt balicich materidl krevni
antikoagulant, progtdek umo#ujici fizené uvatovani I€iv, kosmetika, Uprava;isteni vody
atd. [14], [15], [16].

3.1.3 Skrob

Skrob je polymer, ktery je syntetizovan v rostlihade kon&nym produktem fotosyntézy.
Mezi hlavni producenty Skrobu patrambory, kukiice a ryze. Skrob je polysacharid se
vzorcem (GH100s)n, ktery je slozeny ze dvou polysachdridamylosy a amylopektinu.
Pouziva se v potravibgkem, papirenském a textilnimupryslu, dale jako lepidla, obaly
v potravindstvi i v zengdélstvi (biodegradovatelné) [5].

3.1.4 Celulosa

Celulosa je polysacharid o molekulové hmotnostiloktD0 kDa tveeny 3-glukosovymi
jednotkami. Glukosové jednotky jsou spojené vazp@i—4) a tvdi dlouhé, nerozitvenée
ietzce, které jsou zcela nerozpustné ve évode hlavni stavebni latkou rostlinnych
primarnich buacnych sén (spolu s ligninem se podili na stavkekundarnich buginych
sttn). Na rozdil od Skrobu se celulosa ®&xi ani nekrouti, ale tistava ve forma dlouhych
rovnychtetzci. Je syntetizovana extracelulérn aktivované formy glukosy (UDPglukosa).
VétSina Ziv@ichi nema enzymy, které by dokazaly répit p(1—4) vazby mezi
jednotlivymi glukosovymi jednotkami. iP hydrolytickém Stpeni celulosy vznikajitzné
Sttpné produkty (celopentosa, celotetrosa, celotricsiabiosa) az po glukosu [17].

Celulosa je vyuzivana jako konsttuk material (ve forrd dieva), gipadré na vyrobu
textilu nebo papiru. Dale je celulosa vSestranngheyi material vhodny pro nasledné
chemické upravy, ze kterych vychéazeji vlakna a yilstejré jako velka spousta stabilnich
rozpustnych celulosovych derivatDerivaty jsou produkty etherifikace, esterifikaosidace,
roubovani, siovani a degradace [5] .

3.2 Syntetické biodegradovatelné polymery

Krom¢ ptirodnich polymaeit, které maji tu vyhodu, Ze jsou v mnoh@pdech dlu viastni,
a proto neni problém s jejich toxicitou gopmlegradaci, se syntetizuje celdda dalSich
polymeii nebo kopolymet. Tyto polymery jsou row¥ hojreé pouzivany v lékestvi nebo ve
farmacii. Jejich hlavni vyhodou je to, Ze se dajpravit konkrétni typy polymér (vétSinou
kopolymeii), coz umo#uje kombinovat pdebné vlastnosti. Zvelkého mnoZstvi
syntetickych polymer byla pro @ely naSeho vyzkumu vybrana skupina polyneopr.
kopolymei, které tvdi hydrogely a podléhajifpdevsim hydrolytické degradaci.
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3.2.1 Polyestery

Alifatické polyestery, jako jsou hydrofobni poly@ha kyselina) (PLA), poly(glykolova
kyselina) (PGA), poly§-butyrolakton) (PBL) a hydrofilni poly([RS]-3,3-disthyljabl&na
kyselina) (PAMMLA), reprezentuji tdezitou skupinu biodegradovatelnych makromolekul
s vybornou biokompatibilitou a degradovatelnossiou] ziskavany z obnovitelnych zdroj
Doba degradace se pohybuje vrozmesiohka dni az rok, a to v zavislosti na typu
polymeru nebo kopolymeru. Z&aou roli zde hraje molekulovd hmotnost, fiankskupiny,
typy vazeb, fipadrt enzymaticka degradace [18]. Polyestery jsdev@Zzi pouzivany
v |éka'stvi a ve farmacii.

Poly(ml&na kyselina), poly(glykolova kyselina) (PGA) a @jikopolymery (PLGA) jsou
negasgji studované a pouzivané polyestery. fhdu desetileti jsou pouzivany v praxi na
chirurgické Siti, na fixaci zlomenin, n@siy systém bugk pri transplantacich, apod. [15].

Pouzivani syntetickych biodegradovatelnych polyésjako vstebavatelného Siti nebo
vyztuzi kosti bylo zavedeno uz té&mpred 50 lety [19]. Stéle jeStpati mezi nejvice
pouzivané syntetické polymery vyuZitelné v ligitai. Na trhu jsou dostupné vyrobky pod
nazvy Dexon, Vicryl, Maxon a Monocryl pro Siti; ltamer a Absolol jako svorky; Biofix a
Phusiline jako tabulky a Srouby; Decapeptyl, LuprDepot, Zoladex, Adriamycin, Regel a
Capronor jako matrice pro ndgsve systémy [20]. | i@s tyto deklarované vyrobky je oblast
vyvoje novych kopolymer na bazi polyestérstéle aktualni a v séasnosti se hledaji nové
moznosti jejich vyuZziti.

3.2.2 Polyanhydridy

Polyanhydridy (PA) jsou polymery s vlaknitou strukdu, které lehce podléhaji hydrolyze
a k jejich degradaci dochazigulevsim povrchovou erozi. Jsou velmi idobiokompatibilni.
Rychlost degradace zavisi na typu polymeru. Alifadi PA degraduji éhem rekolika dni,
zatimco aromatické PA degraduji pomalasto i rkolik rokt. VyuZivaji se pedevsim jako
nosce léki [1] [5].

3.2.3 Polyuretany

Polyuretany (PU) reprezentujialézitou skupinu syntetickych elastomerkteré jsou
pouzivany v lékestvi predevSim jako implantaty (kardiostimulatory, céviépg). Maji
vyborné mechanickeé vlastnosti a jsou biokompatibiln

PU byvajicasto syntetizovany tak, aby chemické vazby bylyhgl@ k biodegradaci. Lze
fici, Ze polyuretany na bazi polyetheru jsaitivbiodegradaci odolné a polyuretany na bazi
polyesteru jsou lehce degradovateln@isdbenim mikroorganisin (Aspergillus niger
Aspergillus funeigatysFusarium solanii atd.) a enzyiin (papin, subtilisin, atd.) dochazi
k jejich &inné degradaci [1] [5].

3.2.4 Polyorthoestery

Polyorthoestery jsou hydrofobni polymery synteteno& polykondenzaci acetah diok.
Prislusnou polymerni reakci vznikaji ortho-esteroaghby, které jsou stabilnifipneutralnim
pH, av3ak rychle degradujiippH okolo 5,5. Polyorthoestery se aplikuji jakosite I&iv
nebo v ortopedii [21].

3.2.5 Poly(ethylenglykol)

Polyethylenglykoly (PEG) jsou neionogenni, ve &orbzpustné polymery, které se
pouzivaji v lék#stvi, kosmetickém, farmaceutickém nebo potrasgkém pémyslu jiz
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mnoho desetileti [22] [23]. Jejich pouZziti je ve&snovlivneno molekulovou hmotnosti. Velmi
¢asto nachazi uplatni jejich nejtizrejSi derivaty (stearaty, alkylpolyethoxylaty, lausraa.)
[24].

3.3 Vlastnosti, biokompatibilita a toxicita
3.3.1 Kyselina ml&né&

Kyselina ml€na (2-hydroxypropanova kyselina) hrajéle¥itou roli v biochemickych
procesech. frozere se vyskytuji dva optické izomery D(-), L(+)iipadre jejich racemicka
smes (DL). Biologicky vyznamna je L(+) mé@a kyselina [25].

V bunkach je L-laktat produkovan ¢hem anaerobniho metabolismu (fyzicka ¢zt
pyruvatu, a to f;sobenim enzymu laktatdehydrogenasa (LDH). Konceatlaktatu v krvi je
obvykle 1 —2 mmdll', aviak Bhem fyzické namahy fite dojit k jeho zvySeni a? na
20 mmoll*. Z laktatu obsaZeného v jatrech (Coriho cyklusphdizi ke glukoneogenesi
(tvorba glukosy).

Primyslow se kyselina mi&na vyrabi fermentaci, a torguevSim bakteriemi rodu
Lactobacillug[25].

Kyselina ml€éna pisobi drazdiw pii styku s pokozkou. ProtoZe je nezbytna zejména
v biochemickych procesech, jeji akutni toxicitavgmi nizka.Clovek toleruje oralni davky
a? do 1500 m§g* tslesné hmotnosti. Smrteln& koncentrace v krvi je 28mmoll*.
Koncentrace okolo letalni davky podavana afakrysdm zgsobila ztratu hmotnosti a
anemii; sodasré doSlo ke snizeni koncentrace £®@krvi. ZvySena koncentrace kyseliny
mlé&né v krvi vede k acidose (pH okolo 6,95), cohstibuje zminy v koagulaci krve. Studie
chronickych a subchronickych tésteprokazaly zadné kumulativniiaky [26].

Tab. 1: Akutni toxicita D,L-laktatu [26]

Druh Aplikace LD 5o mg-kg*
krysa  orélrg, podkozi 3730
krysa  intraperitoneal& 2000
mys oralg, podkozri 4875
morce oralng 1810

3.3.2 Kyselina glykolova

Kyselina glykolova (2-hydroxyethanova kyselinangimensi zi-hydroxy kyselin (AHA).
Je to pevna, bezbarva, hygroskopicka, krystalickajoct rozpustna latka. Pro své vlastnosti
se pouziva v dermatologii jakeipada do produlitp&e o ple’ (nag. pri [écb¢ akné, vrasky),
dale v textilnim pimyslu a v potravingkém ptimyslu. Kron€ toho je vhodn& proffpravu
polymeii (PGA) a biokompatibilnich kopolymér(nag. PLGA). Nejvice aplikaciéthto
polymeifi je @i jejich vyuZziti jako chirurgického Siti (Dexon, Agrican Cynamide Co.) [19].

Z t¢la je kyselina glykolova vylatena meéi v neznénéné forn®, jako $avelan nebo
oxyglykolat, gipadre je tato kyselina v Krebs@éwcyklu metabolizovana az na gCktery je
vyloucen (i dychani.

Akutni toxicita kyseliny glykolové je nizka; stéjjako kyselina mléna pisobi drdzdiv pri
styku s pokozkou. Kyselinadvelova, ktera vznikaipmetabolismu kyseliny glykolové, tvio
s ionty vapniku soli. Tyto soli mohouwipvysSich koncentracich krystalizovat v ¢gngych
cestach a Zjsobit tak jejich blokaci [26].
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Tab. 2: Akutni toxicita glykolatu [26]

Druh Aplikace LD 5o mg-kg*
krysa oréalre 1950
krysa intravenoss 1000
morce oraln 1920

3.3.3 Ethylenglykol

Ethylenglykol je bezbarva, ve védozpustna kapalina, bez zapachu, s nasladlou.chuti
Pouziva se k vyrabpolymefi (nag. PET) a do nemrznoucich &si.

Ethylenglykol ma nizkou akutni toxicitu. #pobuje pouze minimalni podréd pii styku
s kiizi. Jen v gkolika pripadech fpisobil drazdi¢ pii vdechovani [27], v provedenych vitro
ain vivostudiich nebyl ethylenglykol prokazan jako genot&yi

Pribéh odbouravani ethylenglykolu a jeho vytemi z €la navazuje na cyklus kyseliny
glykolové. V disledku toho je vyleovan gedevsim méi nebo jako CQ

3.4 Biodegradace polymefi

Degradace polymeru je charakterizovana poklesemo jeholekulové hmotnosti
doprovazeném zvySenim mnozstvi kratSich polymermétizci v objemu nebo okolnim
prostedi.

VSechny biodegradabilni polymery obsahuji vazby|g@uajici hydrolyze (labilni vazby
estefi, ortoestel, anhydridi, karbonai, amidi, aj.). NejdileZit¢jSim mechanismem
degradace je uéthto polymet hydrolyza nebo enzymaticky katalyzovana hydrolyza.
V piipact hydrolyzy ma velky vliv na rychlost degradace ktama polymeru, protozZe
molekuly vody musi mitifistup k labilnim vazbam.

Rychlost hydrolyzy ovliviuje fada faktoi jako nap.:

* relativni stabilita vazby

» hydrofobni/ hydrofilni vlastnosti

» sterické efekty

» tvorba produki autokatalyzy

« difuzni koeficienty fragmeirit

» mikrostruktura (fazova separace)

» Kkrystalinita.

3.4.1 Degradace poly(mléné kyseliny) (PLA)

Poly(ml&na kyselina) se fize, steji jako kyselina mléna, vyskytovat v D, L fornebo
jako racemické sus D,L. Je to semikrystalické latka s obdobnymi tgstmi degradace jako
PGA. PLA je vice hydrofobni nez PGA a je vice ckrenged hydrolytickou degradaci, a to
diky methylové skupi ktera stericky branitfgstupu molekuly vody kietzci. Pro hoda
aplikaci je pouzit polymer L-PLA, protozZe jégoinostd metabolizovan wte [1].

V neutralnim nebo slabalkalickém prosedi je degradace polymeru PLA i®gobena
vnitini transesterifikaci, iemz dojde k odtrzeni dimeru. Hydrolyza v kyselénosgedi
probiha odtrzenim molekuly kyseliny miféé z konceéetézce polymeru [28-29].

Na za&atku bazicky katalyzované degradace dojde k nuiieoéakci hydroxylu a druhé
karbonylové skupiny; viz Obr. 2:. Vznikne tak oliger kratSi o d& molekuly LA a stabilni
cyklicky dimer LA, ktery dale degraduje na kyselimi&nou. Doba Zivota dimeru je menSi
nez 1 minuta, a proto je jen velndZko detekovatelny. U kysele katalyzované reak&énza
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degradace protonaci koncové OH skupiny a tvorb#iélpnného cyklu (vodikova vazba),
ktery je nejstabilgsi (Obr. 3:) [28, 30]. V dsledku toho dojde ke zvySeni elektrofility
karbonylové skupiny; tim je v tomto mdstumozrén pristup molekuly vody. Dojde
k odSgpeni molekuly kyseliny miéné a #istane oligomer o jednotku kratsi.

R i (6) i O)
. wJ Y%)Yg
l

Oligomer kyseliny mlééné DP 7

Kyselina mlé¢na

Obr. 2: Bazicky katalyzovana degradace oligomeru kyseliiégma [28]

b)\ ‘|/‘K( O 9
Oligomer kyseliny mlé¢éné DP 7
(@]
R o) + HO +
~ OH OH
(@]
5 O

Oligomer kyseliny mlééné DP 6 Kyselina mlé¢na

Obr. 3: Kysele katalyzovana degradace oligomeru kyseligyma [28]
3.4.2 Degradace poly(glykolové kyseliny) (PGA)

Poly(ml&na kyseliny) je pevna vysoce krystalicka latka {480 %). Kwili vysoké
krystalinitt je PLA nerozpustna veétsire organickych rozpoustiel, krong fluorovanych
(nag. hexafluoropropanol) [1].
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Degradace probiha ve dvou krocich. Nijd dojde k difuzi vody do oblasti s amorfni
strukturou a k jednoduchému rof@ni esterové vazby. Poté teprve dochazi k ponnalejs
degradaci v oblastech s krystalickou strukturou [1]

3.4.3 Degradace poly(ethylenglykolu)

PEG nmiZe byt vsteban gastrointestinalnim traktem, coz je vSak #via molekulové
hmotnosti. Krond toho miZze byt PEG vyltiovan mai. Stejreé tak je tomu u v$ebavani pes
pokozku, kde vSak jiz PEG o nizké molekulové hmsting vstebavan jen velmi malo,ip
molekulové hmotnosti 4000 aétéi uz neni v$ebavan vubec. Nezavisle na molekulové
hmotnosti niZze PEG proniknoutips KiZi, kterd je gjakym zpisobem porusené [24].

Po oralni nebo intravenosni expozici je PEG wvyou edevSim m& a faeces
v neznénéné podob. Mala ¢ast absorbovaného polymeru je metabolizovana naSimen
oligomerniietzce, kyselinu glykolovou, hydroxyglykolové kyseliaydiglykolové kyseliny,
CO;, (detekovan ve vydechovaném vzduchu) a ve velmémahnoZstvi row¥ na kyselinu
Stavelovou. Biochemické studie také prokazaly, Zeladk dehydrogenasa (ADH) je schopna
iniciovat oxidaci PEG [24].

3.4.4 Degradace kopolymeru PLGA

V minulych letech bylo provedeno mnoho studii 2&anych na studium degradacasto
pouzivanych nastrdj z PLGA (mikrokultky, filmy, fixa¢ni pomicky, Siti, atd.).
Hydrolytické Stépeni esterovych vazeb v PLGA kopolymeru poskytugekoncichietzce
karboxylovou a hydroxylovou skupinu. Karboxylovéuplky katalyzuji dalSi hydrolyzu
esterovych vazeb, dochazi k autokatalyze.

Faktory, které ovlisiuji rychlost ptibeéhu hydrolyzy PLGA z#zeni:

e pribéh pripravy

* velikost a tvar

« teplota a pH

e autokatalyzy

* molekulovd hmotnost vznikajicich oligonier
e vnitini vlastnosti polymeru.

3.4.5 Priprava

V lékarstvi mohou byt pouzitytzné typy pipravki z PLGA. Metoda fipravy €chto
piedntta hraje dilezitou roli @i urc¢ovani jejich degradsiho chovani a s@asré ovliviuje
jejich mechanické a termalni vlastnosti [31]. Bymkazano, ze z mikrosfér (dutéstice)
piipravenych sprejovanim a susenim byla rychlostiiox@ni monomeru &tsi, v porovnani
s mikrosférami fipravenymi pouhym odgavanim rozpougtlla. Degradace PLGA
mikrosfér byla rychlejSi nez PDLLA, protoZze PLGAVjiee hydrofilni [32].

3.4.6 Velikost a tvar

Velikost a tvar pouzité poficky vyrazré ovliviiuje rychlost degradace [33] [34].¢¥8i
objekty degraduji heteroge&irychleji uprosted, nez na koncich, a také mnohem rychleji nez
objekty mensi [35]. Rozpustné oligomery mohou tatiiadiji penetrovat ven. U &tSich
predneta k tomu dochazi jen u oligomierblizko povrchu, jinak diky relativn nizkym
difuznim koeficienim zistavaji oligomery uvnit[36]. Bylo publikovano, Ze v zavislosti na
tvaru pouzivaneho materialuige dojit ke zrding, a to z objemové na povrchovou erozi [37].
U polymernich filni hraje g degradaci dlezitou roli jeho tlougka, protoze silgsi film
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degraduje rychleji [38]. RychlejSi uvani |&iva bylo pozorovano wastic se sil§si
membranou [35].

3.4.7 TeplotaapH

Hodnota pH vyraz® ovliviiuje reakce, které probihajétiem degradace.iiPkyselém pH
dochazi k rychlejSi degradaci ne% pH neutrdlnim. Jestlize je pH okolniho prest
neutralni, dochazi k neutralizaci vznikajicich Kysk produkfi degradace. Zasadité pH
urychluje povrchovou erozi [39].

Teplota okolniho progedi rovrez hraje pi degradaci znaou roli. Ri nizSich inkubanich
teplotach vykazovalycastice z PLGA kratkou gdateeni periodu, nez zala vlastni
degradace. Rychlost degradace se zvysSuje se zsiySejteplotou [34]. K vyja@ni zavislosti
rychlosti degradace na tepiotnize byt pouZzita Arrheniova rovnice, ze které Ize ottt
aktivatni energii [40].

3.4.8 Autokatalyza

Degradace polymeru je heterogenni degradace, ki@éi na reaknich a difaznich
procesech. Na Zatku je polymerni matrice homogenni (rovrioné rozlozeni $edni
molekulové hmotnosti). Po umési do roztoku penetruje voda do vzorku &ima S€peni
esterovych vazeb. RoZpenim kazdé esterové vazby vznikne nova karboxykkupina.
Dochazi tak k autokatalyze a ke zvySeni rychlosgirddace. Z patku probiha degradace
v objemu a navenek homogenrKe zneéné situace dochazi v okamziku, jakmile se zvySi
pocet vzniklych oligomerniclietzci, které se v oblasti povrchu dostavaji difuzi dolokho
prostedi. Vznika rozdil mezi povrchem a \tkiém polymeru, kde jiz k difuzi nedochézi a
shiZuje se vnini pH [38].

Jestlize ma& okolni roztok neutraini pH 7,4 (poukitsfatového pufruin vitro) dojde
k neutralizaci a ke snizeni kyselosti u povrchwt®je autokatalyza&si ve vnitnim objemu
polymeru a zpsobuje rozdily mezi vnikem a povrchem. Jak degradace pdkje vznika
vice a vice karboxylovych skupin, které degradadlie durychluji a zvysSuji rozdil mezi
povrchem a vnikem [41-42]. Dokonce je moZzné pozorovat rozdilpxoZzeni molekulové
hmotnosti a vznik dvouiznych skupin makromolekul, které degraduji rozdilmgchlosti.
Nakonec |ze také pozorovat vznik duté strukturyZje vnitni polymer totala premenén na
oligomery schopné difuze [20].¢které ¥tSi mikrosféry mohou vykazovat totalni zhrouceni
struktury [42]

3.4.9 Délka vznikajicich retézci

Oligomery produkovanédhem hydrolyzy vytvBi osmoticky tlak mezi vnikem gednttu
a okolnim prosedim. Tento osmoticky tlak apobuje péinik vody do polymeru a jsi
vrstva misobi jako polopropustna membrana. VSechno vedekopychlejsi vnitni degradaci.
Jakmile jsou vzniklé oligomery natolik malé (krki&c molekulova hmotnost oligomeru), ze
jsou rozpustné, dochazi k jejich difuzep povrchovou vrstvu do okolniho pri@sti. Dochazi
ke snizovani molekulové hmotnosti. Pro mikrosféryPLA se pohybovala kriticka
molekulovd hmotnost oligomeru mezi 1050 a 1150 .[43¢ zvySujici se molekulovou
hmotnosti polymeru je doba pebna ke vzniku ve va@drozpustnychietzci a doba, kdy
dochazi ke zmné M,, delSi. Vnitni i povrchova eroze je zavisla na tvérbligomen
schopnych difaze [43].
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Pro PLGA implantaty a mikrosféry je §@teini zpozéni v poklesu molekulové hmotnosti
typickeé. Je to zfgsobeno pomalym pnikem vody do hydrofobni matrice; teprve potom @ojd
k hydrolyze polymeru [33].

3.4.10 Vnit¥ni vlastnosti polymeru

Je znamo, Ze rychlost degradace alifatickych ptiyiesje vyraz@e uréena jejich
molekulovou hmotnosti, stejnako krystalickou nebo amorfni strukturodigadré pomerem
hydrofilnich a hydrofobnich polymé&rf41]. Velmi malé rozdily v degradaich rychlostech
byly pozorovany naiznych mistechéta.

Degradaéni chovani nantsticového systému zavisi na hydrofilnich viastedst
polymeru. Cim vice je polymer hydrofilni, tim rychlejsi je jetdegradace. Hydrofilita je
ovlivnéna pondrem krystalickych a amorfnich oblasti polymeru,ré&tgsou uéeny sloZzenim
kopolymeru a optickou aktivitou monontef44]. PLGA kopolymer, fipraveny z L-PLA a
PGA, je krystalicky kopolymer, zatimco z D,L-PLA RGA vznika amorfni kopolymer.
Kyselina mléna je vice hydrofobni nez kyselina glykolova. Préimpolymery s ¥tSim
obsahem kyseliny mé&é jsou mé& hydrofilni a degradace je pomalejsi [45].

SloZeni polymernihdetzce (pondry L-PLA, D-PLA a PGA) uéuje rychlost degradace
PLGA kopolymet [35, 38, 41-42]. U kopolymeru obsahujiciho viceogant jednotek
kyseliny glykolové dochazi k uviabvani vice L-LA do okolniho média. Je toigpbeno tim,
Ze PGA je hydrofilgjSi, a proto dochazi k rychlejSimu¢géni vazeb jak mezi GA
jednotkami, tak mezi GA a LA. U testovanych polyim@LA/PGA: 90/10, 80/20, 70/30 a
50/50) probihala degradace nejrychleji u kopolymerpongrem 50/50 [42], ktery
nejvyssi obsah PGA. Je znamo, Ze biodegradace iR@&oO je rychlejSi nez biodegradace
semikrystalického PLA [19] a kopolymer degradujehtgji nezZ homopolymer [46]. Navic
amorfni kopolymer PLGA degraduje rychleji (nepraalith morfologie) ve srovnani se
semikrystalickym analogem.

3.5 Polymerni gely, hyddrogely

Jako gel je definovana trojrozmma st’, ktera bobtna v rozpou$tie. Xerogel tak rze
zvysit svij objem vice jak o 100 %. Rozpo&dho je hlavni sotasti gelového systemu. Gely
mohou byt roz8leny do dvou kategorichemické gelyznikajici tvorbou kovalentnich vazeb
a fyzikalni gelytvorené sekundarnimi silami. Jestlize je rozpé&digim zabudovanym v siti
voda, nazyvame tento systémydrogel.

3.6 Pouziti hydrogeh

Hydrogely jsou pouZzivany ve velkémdbo riznych aplikacich, nap
* noske v tkAiovém inZenyrstvi
* noste I&iv
» biosenzory (hydrogely, které specificky reaguji mékteré molekuly — glukosa,
antigeny, aj.)
» kontaktni¢ocky
» |ékarské elektrody
» bio-lepidla, obvazy, obklady
* hrudni implantaty
» granule (nap pro udrzeni vihkosti vimé v aridnich oblastech)

19



|. Studium degradace syntetického biokompatibildébpolymeru

3.7 Voda v hydrogelech

Charakter vody v hydrogelech uire utovat celkovy piinik latek do gelu a z gelu.
V okamziku, kdy suchy xerogel &@e absorbovat vodu, prvni molekuly vody vstupugioi
matrice hydratuji polarni hydrofilni skupiny. Je twv. primarni vazana voda. KdyzZ jsou
polarni skupiny hydratované, dochazi k dalSimu &otnHydrofobni skupiny zé&naji také
interagovat s molekulami vody a vznika hydrofdlwdzana voda (sekundarni vazana voda).
Primérni a sekundarni vazané vodaiteelkovou vdzanou vodu [47].

Pokud je voda vazana na hydrofilni i hydrofobni teiv polymeru, dochazi diky
osmotickym silam k dalSi absorpci vody (volna vodajo smirem k nekonénému Zedini.
Toto botnani je protialdné k fyzikalnim nebo kovalentnim vazbam a vede/dngni sil
tvoricich elastickou $i V systému je dosazena rovnovaha. Volna vodanwy@lmista mezi
makromolekulami, makropory nebo jiny volny prostd?okud jsou vazby botnajiciho
polymeru degradovatelné, dochazi k rozruSeni gejeha rozpous&ni. Rychlost zavisi na
sloZzeni polymeru. Gely pouzivané viikaem inzenyrstvi by ne#ly byt nikdy suché, ale
vzdy by nEly obsahovat vazanou nebo volnou vodu [47].

3.7.1 Rovnovazna teorie botnani

Botnéni polymerni sitv organickych rozpou&tllech je pednetem studia jiZz pes 60 let.
Pro popis tohoto chovanitbe byt pouzito mnoho teorii a jejich modifikaci [48

V lékaistvi jsou jako nose I&€iv pouzivany hydrogely; jejich chovaniipspecifickych
aplikacich zavisi do z&aé miry na jejich vnini struktue.

Struktura hydrogdl, které neobsahuji iontové staniny, miZze byt popsana pomaoci Flory-
Rehnerovy teorie [49]. Tato termodynamicka teome zploZzena na ifpdpokladu, ze v
zestovaném polymernim geluapobi proti sob dw sily; sméSovaci termodynamickd sila a
elasticka sila polymernihi@ttzce. Rovnice 1 popisuje tuto situaci pouZzitim Gduysvolné
energie.

AG +AG,;, 1)

Kde AGgpastje [ispivek elastickych smt®vacich sil vznikajicich uvriitgelu aAGnix je
energie samovolnych si$ovacich sil molekul kapaliny a polymerni@&zci. TerminAGmix
je mirou kompatibility polymeru a okolni kapaliny.

Jiné vyjadeni rovnice 1, s ohledem naget solvatovanych molekul za konstantni teploty a
tlaku, je uvedena v rovnici 2.

lul - lul,o = Aluelast + Alumix (2)

V rovnici 2 je u; chemicky potencial rozpoustia v polymernim geluy o je chemicky
potencial ¢istého rozpoustlla. V rovnovaze musi byt rozdil mezi chemickymitgraialy
roven nule.

Jestlize jsou v hydrogelufipomny iontové skupiny, musi byt teorie botnaniSitena o
Gibbsovu energinGjo, (rovnice 3).

celk = AGelast

AGcelk = AGelas.t + AGmix + AGion (3)
Podobné vyjéatkni jako je rovnice 2, je pro chemické potenciahpwnici 4.
lul - lul,o = Aluelastic + Alumixing + Aluionic (4)

Zde jeAuion zména chemického potencialutgobena iontovym charakterem hydrogelu.
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3.7.2 Dynamika botnani

Prinik vody do sklovité matrice polymeru je r@teh do tech po sob nasledujicich krok
1. diftzemolekul vody do polymerni sit
2. relaxace— hydratace polymernidetézci
3. expanzeolymerni si& do okolniho vodného prasdi.
Pribéh botnani se fize liSit v zavislosti na tom, ktery z krbke dominantni. Ten potom
uréuje rychlost celého procesu. Podle mechanismu goats vody do polymeru fize byt
botnani difazg kontrolované nebo relaga¢ kontrolované.

3.7.3 Popis botnani

Botnani niize byt vyjadeno znénou hmotnosti, objemu nebo délkou. Informace by se
mely sbirat v okamziku ustanoveni rovnovahy. Hmotnagtné frakce v hydrogelu je

_ (mokrahmotnost suché&hmotnos)

W = 5
f (mokrahmotnos} ®)

Obsah vody v % je

W, =W, x100 W,(100 (6)

Botnani vztazené k suchému stavu polymeru je ta#@ywano hydratace. Procento
hydratace nebo index bobtnani je vygdjako

_ 100(mokrahmotnost-suchéhmotnos}

H 7
P (suché&hmotnos}) @
Hp mize byt ¥tSi nez 100. Stugebobtnani je vyjatkn jako
= (mokr?hmotnos) D> 1 @)
(suché&hmotnos})
Stupé botnani nize byt vyjaden i pomoci objeri
R, =D, o = Mokyoplem ©
d,, suchyobjem

kdedp je hustota suchého gelwa, je hustota nabotnalého gelu.
3.8 Hydrogely reagujici na vrgjSi podnéty

Hydrogely reagujici na \#Bi podréty (SRH — stimuly responsive hydrogel) jsou polyyer
které dramaticky zgni své vlastnosti se Zmou vrgjSiho prostedi. Mohou vykazovat zény
v bobtnani, strukite polymerni s& permeabilé nebo mechanické pevnosti. Podle typu
vngjSiho podetu jsou polymery rozgleny na polymery citlivé na zénu teploty, pH,
iontovou silu, s#tlo, elektrické nebo magnetické pole [50]¢Kieré polymery mohou
reagovat na vice nez jeden psdi#8]. Reverzibilni hydrogely (fyzikalni hydrogélyykazuji
vratné sol-gel fechody. Jedna se o niz§iephod, pi kterém roztok (sol) f&chazi na gel
a o vySSi pechod z gelu na sol, kdytde dojit ke kolapsu itk vypuzenicastic nebo vseho,
co bylo absorbovano. Hydrogeh, u kterych dochazi kiechodu sol-gel v progdi lidského
téla, se také&ika ,chytré” (smart) hydrogely.

Hydrogely (polymery) citlivé na wjSi prostedi maji ohromny potencial wznych
aplikacich. Nkteré zngny prostedi, jako nizké pH a zvySena teplota, jséang v lidském
téle. Proto mohou byt polymery reagujici na tytoémsnpouzity jako nosie |&iv. Hydrogely,
které reaguji na specifickou molekulu (glukosajgent), mohou byt pouZity jako biosenzory
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i jako noste I&iv. Swtlo-citlivé, dale na tlak reagujici nebo elektroieé hydrogely maji
také podobné uplatni v Iékdstvi.

Pri pouzivani SRH rize byt vyznamnou slabinou to, Ze odpdwna vrEjSi podrét je ¢asto
velmi pomala. Jednim z moznyt#Seni je tvorba mensSich nebo deh vyrobki
(mikrocastice nebo narastice, tenké filmy). ZmenSeni rogm s sebou $nasi dalsi
problém. ZvySuje seitkhkost objekt a ¢asto nemusi byt dosaZzena figbna mechanicka
odolnost.

Dulezitou vlastnosti pro SRH je jejich biokompatitali Syntéza stale novych polymer
v mnoha pipadech kopolymér je zaméfena na vyvoj novych materials \&tSi
biokompatibilitou a biodegradovatelnosti, které waji UsgSné pouziti v lékakych
aplikacich. Pozornost je z&hena pedevSim na biopolymery lidskémaglu viastni nebo
syntetické polymery, které obsahtgiczce z latekdu vlastnich [51].

V poslednich letech doSlo k vyzkumu fisbvatelnych (injectable) polymeér které tvai
gel az v mist potteby. Tento systém makolik vyhod: tekuty material ize vyplnit prostor
nepravidelného tvarufipadré miZze obsahovatizné I&€ebné prosedky, neobsahuje zbytky
rozpoustdel, které mohou bytiiomny u gedem pipravenych skelét (scaffolds). Pokud
jsou pouzity biodegradovatelné polymery, neni zdrghd nasledné operace Zivddu
odstrarni pouzitého materialu [52]. Vzhledem Kk jejich ‘fasstem je mozné jejich pouziti
jako nostu I€civ, tkanové bariéry a také v tkdvem inZenyrstvi [53].

Mechanisni, které z@sobi tvorbu geluin situ, je nékolik a jsou podrobgi popsany
v nésledujicich kapitolach.

3.8.1 pH-citlivé hydrogely

Hydrogely, u kterych je bobtnani zavislé na¢mpH, jsou tvdéeny iontovymi si&mi. Tyto
sit obsahuji bd kyselé funkni skupiny (karboxylové nebo sulfonové kyseliny)boe
bazické funkni skupiny (aminy). B vhodném pH a iontové sile dochazi ve vodném pedst
k ionizaci funknich skupin; takto vznikda néboj polymerni ésitVysledkem &chto
elektrostatickych odpudivych sil je zvySena abserpody a tvorba hydrogelu. K ionizaci
dochéazi p pH prostedi menSim nezKa u kyselych funknich skupin, gipadré pii pH
vySSim nez je I§, v piitomnosti bazickych furdnich skupin [48] [54]; pH-citlivé hydrogely
jsou vyuzivany pro aplikace v gastrointestinalniaktu (Gl-trakt).

Poly(akrylova kyselina) (PAA), poly(methakrylovadefina) (PMAA), poly(ethylenimin),
poly(L-lysin) a poly(N, N-dimethylaminoethylmethakramid) jsou typickym fikladem na
pH citlivych hydrogel [50] [55]. Tyto polymery, fipadré jejich kopolymery pdf k
negastji zkoumanym pH-citlivym hydrogém.
3.8.1.1 Kopolymery s kyselinou itakonovou

Kyselina itakonova (ITA) je nenasycena dikarboxydwyselina, ktera f¥e byt ziskavana
z obnovitelnych zdrdj (z melasy, hydrolyzou Skrobu, fermentaci) [56]AlITuze byt
jednoduse zderéna do polymar nag. akrylové nebo methakrylové kyseliny. ITA magdv
ionizovatelné skupiny s rozdilnymi hodnotanip které mohou tvigt vodikové niistky. Je
velmi hydrofilni a je biokompatibilni [57].

Kyselina itakonové je velmi snadno pouzitelnd pyotézu kopolymaet, kde do vzniklého
polymernihofettzce vnasi karboxylové skupiny. Malé mnoZstvi ITAgakomonomeru
v gelové siti zafi¢inuje pH citlivost a zvySuje stupeobtnani [58]. Navic vznik vodikovych
mustka v polymerni siti nfize zvySit mechanickou pevnost hydrogelu [57].
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V nedavné dob byla ITA pouzita pro syntézurady kopolymet jako poly(N-
isopropylakrylamideo-itakonova kyselina) (PNIPAMo-ITA) [59], poly(N-vinyl-2-
pyrrolidonco-itakonova  kyselina) (PNVRe-ITA) [58] nebo poly(2-hydroxy-
ethylmethakrylato-itakonova kyselina) (PHEMA©O-ITA) [60]. Sowasré byly hodnoceny
pribéhy bobtnani a reakce na &mu teploty. U vSech kopolymierbyla pozorovana takeé
citlivost na znénu pH diky gitomnosti kyseliny itakonové.

3.8.2 Swétlo-citlivé hydrogely

Hydrogely citlivé na UV z&ni jsou chemické hydrogely (nevykazuji vratnfgghod).
K zestfovani miZze dojit pouzitim fotoiniciatoru fmlaného k monomém, pripadré je
k zestovani pouzit sam monomer (obsahuje dvojnou vazbu).

West a spol. [61] popsali fotopolyméra hydrogel, ktery ma mozné pouZiti jako rosi
léciv pro bioaktivni materialy. Prekurzor hydrogelul iyofen kopolymerem poly(ethylen
glykolu) a a-hydroxy kyseliny s akrylatem na kazdém kokeizce. Podminky nutné pro
polymerizaci byly velmi mirné a tak je bylo mozneoyest v gimém kontaktu s hikami.
Rychlost degradace a permeabilita hydrogelu bylsra na slozeni prekurzoru. Vysledny
kopolymer byl pouzit k uvalovani proteif a oligonukleotid in vitro.

Wei a spol. [62] syntetizovali novy polymer, ktegglovatl (fyzikalni gel, bez UV) ve
vodé diky supramolekularnim samo-shlukovaaireyklodextrinim, navli€éenym na amfifilni
LA-PEG-LA copolymer ukodeny methakrylovou skupinoufriRexpozici UV zd&eni, kdy byl
piedem pidan fotoiniciator, dochazelo k fotopolymerizaci isitu. Vznikal chemicky
zestovany hydrogel s vyraznlepSimi mechanickymi vlastnostmi. Oba dva typyugel
(fyzikalni a chemicky) mohou nalézt své uptathjako vstikovatelny biomaterial.

3.8.3 Elektro-citlivé hydrogely

Elektricky proud niZe byt také pouZit k iniciaci tvorby hydrogelu. Hgdely citlivé na
elektricky proud jsou obvykle polyelektrolyty a m#z jsou pH-citlivé. Ke srazeni nebo
bobtnani dochazirpaplikaci elektrického pole [51].

Elektro-citlivé hydrogely a mikr&stice byly aplikovany i kontrolovaném uvdlovani
léciv [63]. Bioaktivni molekuly jako glukosa a insulirbyly uvohovany z hydrogelu
puasobenim elektrického pole, které bylo aplikovanagpem vypinége (on/off).

Elektricky modulovanou transdermalni migracti@ diklofenak (sodna, draselndl,s
diethylamonium) z hydrogelu t¥eného algindtem sodnym (NaAlg) a CarbopSie(@P)
v riznych pondrech (2:1; 2:1,5; 2:2), zkoumal a hodnotil Suni§@ol.[64]. Byl pozorovan
pulzni transport v zavislosti n&ifpmnosti nebo néftomnosti elektrického pole.

3.8.4 Specifické ion-citlivé hydrogely

Ve vod rozpustné nabité polymery mohou formovat gefipack, kdyZ reaguji s di- nebo
tri-valentnimi protiionty. Alginatové gely jsouiladem ionto¥ zestovanych gel. Alginat
je biodegradovatelny polysacharid s manuronovymiglakuronovymi opakujicimi se
jednotkami. Vodny roztok alginatu tkiogel, pokud se smicha s divalentnimi kationty,fnap
vapenatymi solemi. Alginaty byly rozsahle studovargy (telem aplikace ve tk#@vém
inZenyrstvi jako material pro enkapsulaci &kmebo jako vstkovatelna 3D matrice. V
mnoha publikacich bylo konstatovano, Ze vapenatjnalovy gel vykazuje zvySenou
imunogenicitu a slabou bioresorpci, coz mohlo kas¢iznivym reakcim tkad[52, 65].

Westhaus a spol. [66] zkoumal termélpuséné uvohovani C&" z liposoni pro tvorbu
vapenatého alginatového hydrogelu. Dalsim sledawasystémem pro uvoini C&* byla
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aktivace transglutaminasy. Liposomy uvolnily vicezrO0 % zachyceného véapniku, pokud
doSlo k zakati na 37 °C. B ponechani systému za laboratorni teploty nedasigo rekolika
dnech k tvor® vapenatého alginatového gelu, aviak pdatah rychlém uvokni C£* doslo

k tvorbe gelu hem rékolika hodin.

Prikladem jinych hydrogél tohoto typu jsou vsikovatelné bioabsorbovatelné
supramolekularni hydrogely, tiené z poly(ethylenoxidu) (PEO)@cyklodextrini (a-CD),
vhodné protizeny genos I€iv [67]. Vznik hydrogelu je zaloZen na fyzikalninest’ovani
vyvolaném supramolekularnimi samo shlukujicimi rkalami. Kinetika gelace je zavisla na
koncentraci jednotlivych slozek a také na molekéldvmotnosti PEO. Ve vznikajicim
hydrogelu mohou byt ffmo uzawvena I€iva bez pitomnosti dalSich organickych
rozpoustdel.

3.8.5 Teplotné-citlivé hydrogely

Zména teploty je nejpouZivgsim stimulem pro tvorbu hydrogel Je lehce
kontrolovateln& a testiy vitro ain vivo jsou dolde proveditelné [15, 51]. Proto se tepkstn
citlivé hydrogely hodi k nefiznéjSim aplikacim v oblasti farmaceutickéhaipryslu [2, 47] a
stale je jim pi vyzkumu wnovana velka pozornost.

V pripac, Ze (i gelovatni nedochéazi k tvorbkovalentnich vazeb a gel vznika pouze diky
slabym interakcim, vykazuji gelytgchod sol-gel a gel-sol. Proto jsou hydrogely teglo
reverzibilni. Teplota reverzibilni hydrogely mohou bytipodni i syntetické polymery.

Do skupiny teplota reverzibilnich gel pati prirodni polymery gelatin, agarosa a derivaty
celulosy. Proces gelowti je u nich jiz dobe prostudovan. P vySSich teplotach zaujmou
nahodnou svinutou konformacitiRnizovani teploty se Zaaji formovat dvojité Sroubovice
a agregaty. ¥tSina z pirodnich hydrogei jsou ve fazi gelu i nizsi teplo¥, tzn. Ze maji
horni kritickou teplotu roztoku (Upper Critical Stibn Temperature — UCST). Nicm#&n
vodné roztoky derivatu celulosy vykazuji ¢pau termogelaci. Ke gelowati dochazi fi
vySSi teplot a této teplat setika spodni kriticka teplota roztoku (Lower Criticablution
Temperature — LCST. Se zvysujici se teplotou kiegpustnost polymérve vod [2].

U syntetickych polymer dochazi ve &sSin¢ pripadi ke gelovatni pii LCST. Takovym
prototypem syntetického tepla@teitliveho polymeru je poly(N-isopropylakrylamid)
(PNIPAAM) [2, 53]. Jeho LCST jeijblizné 32 °C. Bohuzel PNIPAAM neni vhodny pro
biomedicinské aplikace, protoZe je cytotoxicky ain#odegradovatelny [15, 51].

Dobré gelani vlastnosti, s moznosti regulace teploty geldmgp dosazeno syntézou
kopolymeii, ve kterych jsou vhodnym #pobem kombinovany vlastnosti jednotlivych
polymeifi. Nekteré typy blokovych kopolymér (diblokové nebo triblokové kopolymery),
piipravenych z poly(ethylenoxidu) (PEO) a poly(pragybxidu) (PPO), jsou teplatn
reverzibilni hydrogely. ProtoZe jejich LCST je o&deploty €la, jsou Siroce pouzivany pro
VyVvoj systéni proifizené uvailovani I€iv. Velky potet PEO-PPO blokovych kopolymieje
komegng dostupny pod irznymi kometnimi nézvy, nap Pluronic§ (nebo Poloxamé&)

a Tetronic§ [51]. Potencialni nevyhodou poloxamernichig@ jejich mala mechanicka
pevnost, rychla eroze a to, Ze nejsou biodegradmé@atProto nemohou byt pouzity polymery
o WwtSi molekulové hmotnosti [15]. Kissel a spol. plbiiali rozsahly pehled o novych
triblokovych kopolymerech typu ABA ijpravenych z biodegradovatelnych polyester
a hydrofilnich poly(ethylen oxig [68].

Biodegradovatelny  teplo¥ecitlivy  polymer  poly(kaprolaktori-ethylenglykolb-
kaprolakton) (PCL-PEG-PCL) zkoumali Bae a spol.][6@nto triblokovy kopolymer tvio
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pii pokojové teplat praSek. Vodny roztok kopolymeru (20 %ephazi po jedné hodimifi
laboratorni tepldt do faze negihledného gelu. Tento problémuge byt vyeSen syntézou
multiblokového kopolymeru PEG/PCL z triblokovyctogolymen [70]. Oba dva typy
kopolymeru (jejich 20% roztoky) vykazujitgchod sol-gel b teplo& 37 °C. Multiblokovy
kopolymer je fazo¥ stabilni i g pokojové teplat.

3.8.5.1 Triblokovy kopolymer PEG-PLGA-PEG

Syntéza nového typu biodegradovatelného triblokoviépolymeru poly(ethylenglykol)-
poly(ml&na-co-glykolova kyselina)-poly(ethylenglykol) (PEG-PLGREG) byla poprvé
publikovana Jeongem a spol. [71-74]. Jedna se deyporeverzibilniho kopolymeru BAB
(hydrofilni-hydrofobni-hydrofilni), ktery vykazujéazové pechody pi kontinualni zngné
teploty. Prvni je fechod sol-gel (niZSi teplota) a potéeghod gel-sol (vysSi teplota). Zny
ve fazovém fechodu mohou byt zaznamenany ve fazovém diagrakeuzi@vislost teploty a
koncentrace. Z diagramu lze potonxitirkritickou teplotu gelovani (CGT) a kritickou
koncentraci gelovahi (CGC). Molekulova hmotnost PLGA owvitiuje velikost CGT a CGC.
Zvyseni molekulové hmotnosti (z 2 320 na 2 480 ¢“inoklo za nasledek posun CGC k
nizSim hodnotam (z 26% na 15% roztok), avSak C(&fata nezrénéna.

Studie ukazaly, Ze triblokovy kopolymer PEG-PLGA@HRe vhodny pro pouZiti jako
vstiikovatelny nosiovy systém. V publikaci Jeonga a spol. [75] bylypg@nyin situ testy na
krysach. Po podkoZzni aplikaci 33% roztoku PEG-PLBAG byly pozorovany zémy
vlastnosti vzniklého gelu v méswstiknuti. Gel vykazoval dobrou mechanickou odolnost a
integrita gelu #stala nezrénéna po dobu delSi neZasic.

Vzhledem k triblokové strukte polymeru existuje limitace v molekulové hmotnosti
kterou polymer mize mit, aby jegt dochdzelo k fazovymipchodim pii zmeéné teploty.
Teplota pechodu sol-gel je vysoce zavisla na molekulové hogit PEG. Celkova
molekulova hmotnost PEG-PLGA-PEG by ngapresahnout 4 000 — 5 000 [76]. Triblokova
topologie polymerwaste&ne limituje délku trvani gelu nebo uvalvani I€iv. Proto Jeong a
spol. syntetizovali roubovany kopolymer PEGRLGA nebo PLGAg-PEG (Obr. 4:) [74, 77-
78]. Teploty gechod: sol-gel roubovanych kopolymemohu byt v rozmezi 15 a 45 °C,
s ohledem naizny paet PEG nebo sloZeni polymeru.

PLGA-Q-PEG i 9 o) oy,
AL

Obr. 4: Schema triblokového kopolymeru PEELGA a PLGAgG-PEG [72]
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3.8.5.2 Triblokovy kopolymer PLGA-PEG-PLGA

Jako prvni syntetizoval tento triblokovy kopolymBLGA-PEG-PLGA Zentner a spol.
[79]. Kopolymer byl registrovan pod z#ou ReGel. ReGeP byl vyvinut jako
biodegradovatelny nagivy systém l&iv, ktery je do &la vstiknut jako roztok a b teplog
t&la se formuje gel. Uvabvani I&iv pak miZe trvat 1 — 6 tydin ReGeP miZe byt pouZit pro
lokélni, ale také pro systémovou aplikaciivé

Malé alkylové skupiny na koncidetzci mohou zndnit fyzikalni vlastnosti kopolymer
z PEG a PLGA. Tento vliv koncovych skupin zkoumal & spol. [80]. U #tSiny derivai
zustava zachovana schopnost reverzibilniho getovatTyp koncové skupiny ovliluje
hydrofobicitu a tim také kritickou micelarni kont¢eati (CMC) a CGC. Tento vliv je&sSi
nez zvyseni molekulové hmotnosti PLGA.

Pro rozdilné typy kopolymérplati, Ze pro ABA typ (PLGA-PEG-PLGA) je CGC menSi
nez u typu BAB (PEG-PLGA-PEG), u kterého se typipiohybuje nad 20 % [81]. Dale bylo
pozorovano, Ze se zbéna gelu ve fazovém diagram$ifugz se zvysujicim se pamem
PLGA/PEG.
3.8.5.3 Mechanismus gelovahi

Tvorba micel a jejich chovani je zavislé na stridtunolekuly polymeru a pofru
hydrofobni/hydrofilni ¢asti, které hraji vyznamnou rolifip gelovatni. Vstikovatelny,
biodegradovatelny, teplateitlivy triblokovy kopolymer PLGA-PEG-PLGA (ABA) &
sklada z hydrofobniho kopolymeru poly(réhé-co-glykolova kyselina) a hydrofilniho
polymeru poly(ethylenglykol). Ve vodném roztoku ts®ii micely s hydrofobnim centrem
(core) a hydrofilnim obalem (shell).

U tohoto typu kopolymeru byly publikovany &veorie pro vysstleni grechodr sol-gel a
gel-sol.

Shim a spol. [82] se =zabyvali tvorbou micel u PLEBEG-PLGA kopolymeru.
Charakterizovali velikost micel a jejich distribupiomoci dynamického rozptylu &la.
NejmensSi micely @y velikost pod 5 nm (unimery, voln@tzce). Ri teplo& pod CGT byly
pozorovany micely &Si nez 20 nm (spojené micely). Pokud byla zvySau@plota, velikost
individualnich micel se moc nemila, zato u spojenych micel dosSlo az ke dvojnasaiun
zvétSeni. To ukazuje na to, Ze spojené micely expammtapgtednictvim spojeni (bridging) s
individualnimi micelami. R teplo& blizké CGT vyrostly micely az na 95 nm a pozorgvan
pik byl SirSi a ¥tSi. Zde pravé&podobré doSlo ke vzniku gelu. Mechanismus gel@wnatbyl
takto vysetlen pomoci teorie i@moséni micel (bridging micelle theory). Podobny
mechanismus byl jiZz popsan v publikaci, kteroutejréli Lee a spol. [83]. Na Obr. 5: je
schematicky zakreslen popis gelaydtpomoci této teorie. Zéna z roztoku na gel, ke které
dochazi zvysSenim teploty, neni nikdy ostra; vzdypmstupnd a doprovazena @mami
v uspdadani molekul v roztoku. iPteplo€# mnohem nizsi nez je CGT, existuji v roztoku
volnérettzce polymeru a individualni micely, avSak spojenéefy se zde nevyskytuji Obr.
5: (Gast A). Se zvySovanim teploty klesa¢pbvolnychtettzci; Obr. 5: ¢ast B). Dale se
velmi ychle z&inaji tvait spojené micely a dochazi kgehodu sol-gel; Obr. 5&4st. C). Se
zvySovanim teploty rostou agregé interakce mezi micelami a vznika hustsi a g@irgel;
Obr. 5: ¢ast D). Ri dalSim fistu teploty se hydrofobnietzce uprosted micely ¥srgji
stdhnou a hydrofilni PEG blok podléha dehydrataochazi k pechodu gel-sol; Obr. 5¢ést
E). Zhroucené micely se sraZeji ve ¥a roztok se rozi na dw faze vodu a srazeninu
polymeru Obr. 5:dast. F).
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Obr. 5: Schematicky popis tvorby gelu podle Lee a sp8l. [8

Jiny princip gelovaini popsali ve své praci Yu a spol. [80] Podle Jejitazoru existuji
spojené micely uz i ve fazi roztoku. Proto vznikugeeni mozné dostatee vyswtlit pouze
tvorbou mistki mezi micelami. Nkteré blokové kopolymery jako PEO-PPO-PEO nemohou
tvorit mastky, ale jejich koncentrované roztokiepto vykazuji teplothzavisly gechod sol-
gel. Proto Yu a spol. navrhl, Ze hydrofobni agregaezi micelami (micelarnitdije hlavnim
mechanismemipchodu sol-gel u kopolymeru PLGA-PEG-PLGA. UvaZgvarechanismus
je schematicky znazoén na Obr. 6:. V roztoku agreguji amfifilni blokow@polymery
samovolg. P postupném zvySovani teploty vyiva micely makroskopicky gel
s nehomogenni micelarni sitii Fazovém pechodu sol-gel je dosaZzeno neporusené micelarni
struktury. 'V okamziku, kdy jsou hydrofobni sily takelké, Ze indukuji tvorbu
makroskopickych asoci@t nastal pechod sol-gel. Micelarni sise niize dale z¥tSovat se
zvysujici se teplotou. Pokud velikost micelarnidaskii nebo mezer mezi nimi spadne do
rozmezi vinové délky viditelného &la, zda se gel nefinledny. Je také mozné, Ze micely
nejsou kulovité nebo micelarni klastry mohouitvwelké zdeformované micely. Srazeni
polymeru nastane, kdyz je cela strukturaigna vzhledem k velké hydrofobigiblokového
kopolymeru pi vysSi teplog.

27



l. Studium degradace syntetického biokompatibildébpolymeru
o O, (o]

(oXo) ggﬁp S
o (o)

00 © ° § 5
(o] [0} (o] 0o

o O o o
(@] o Oo

(o) (o] (o) P (o) (o't

TR wif PR

Obr. 6: Schématicky popis tvorby gelu podle Yu a spol.[80]
3.8.5.4 Fazovy diagram

Triblokovy kopolymer PLGA-PEG-PLGA ma dva fazovi@phody sol-gel a gel-sol. Jak uz
bylo diive zmirgno, jsou tyto pechody zavislé na teplbta také na koncentraci roztoku
polymeru. Tato zavislost frie byt zaznamenana yegchodovém fazovém diagramu (Obr. 8:).
Vliv sloZeni kopolymeru na grechod sol-gel

SloZeni triblokového kopolymeru vyznammvliviiuje jeho geléni chovani (Obr. 7:).
Rozdily mohou byt sledovany 2zmami CGT, CGC nebo vymezenou oblasti, kilstava gel
prihledny. Molekularni hmotnost polymeru a pasnindividualnich polymet ovliviuji tyto
vlastnosti [71-72, 74-78, 82]. Byly provedeny teiyovych pechodi na PLGA-PEG-PLGA
kopolymerechitzného slozeni [79, 82, 84].

DLLA/GA

(mol/mol) 34 30 25 20 15 13
PEG/PLGA
(wt/wt)

1/32

(1600-1000-1600) I I I I I I
1/3.0
(1500-1000-1500) I A1 B1 C1 D1 —
1/27
(1350-1000-1350) — A2 B2 C2 D2 —
1/2.5
(1200-1000-1200) — A3 B3 C3 D3 —
1/20
(1000-1000-1000) — A4 B4 C4 D4 S
1/1.8
(900-1000-900) S 5 S 5 S S

Obr. 7: Vlastnosti polymer, u kterych byly sestaveny fazové sol-gel diagramy-
nerozpustny ve védS — rozpustny ve vé{B2]

Jako kriticky faktor se jevi rovhovaha mezi hydimiémi a hydrofilnimi bloky polymeru.
Triblokovy kopolymer zaloZzeny na centralnim PEG @11 000) s PLGA na koncich
(M, <900) je nerozpustny ve védPouze PLGA o molekulové hmotnosti 900 — 1 600
vykazuji termoreverzibilni jfgchody [82]. CGT a CGC se zvysuji se shiZujicinpe@rem
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PEG/PLGA; na druhou stranu se zuZuje v diagramasbbidze gelu. DalSimutezitym
pontrem je pondr PLA/PGA (obr. 8: A). CGT a CGCustavaji se znou pongru temes
stejné, avSak dochazi k zuZovani oblasti gelu (BbB). Ri sledovéani vlivu molekulové
hmotnosti PEG se prokazalo, ze delSi polymery &maPEG maji obdobny tvariek a
stejné CGC jako polymery s kratSim PEG; dochazk WSposunu CGT k vy$Sim hodnotam
(obr. 9:).

50 A= 50
Sol (Suspension) A-2
A-3
40 + 40 |
%)
E 30 + A-4 %) 30
= g
2 9
20 S 20}
|_
10 10
Sol
0 1 1 | 1 0 L 1 1 | |
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
Koncentrace (w%) Koncentrace (w%)

Obr. 8: Vliv sloZzeni PLGA-PEG-PLGA triblokového kopolymeaupribeh fazového sol-gel
diagramu: (A) stejny poen LA/GA a rozdilné poanry PEG/PLGA; (B) stejné paodry
PLGA/PEG a rozdilné podry LA/GA [82]

60
Precipitation

50 | Sol(suspension)

B
o
X T

Teplota (T)

0 5 10 15 20 25 30
Koncentrace (w9%)

Obr. 9: Fazovy sol-gel diagram PLGA-PEG-PLGA triblokovékaopolymeru s rozdilnou
molekulovou hmotnosti PEG; A-3,M 1000; E-1 M, = 1500 [82]
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3.9 Analyza degradanich produkti
3.9.1 HPLC

V dostupné literatte bylo popséano dkolik metod pro sledovani degraaéch produki
polymeru PLGA-PEG-PLGA za pouziti kapalinové chroogaafie.
3.9.1.1 Reverzni faze a pouziti pufrv mobilni fazi

Pouziti puffi jako mobilni faze je zcelatbhné actasté i ve spojeni s reverznimi fazemi [85].
V piipac, Ze je pateba separovat od sebe latky obsahujici ionizovatietkupinu, jeiasto
nezbytné, aby analyza probihala gefinovaném pH. Hodnotu pH ovilivje stupé disociace
kyselych/zasaditych sléanin a volnych silanolovych skupin na povrchu staérni faze a;
pH maze vyraz® ovlivnit separaci, retemi cas a tvar pik

Hodnota pH vybraného pufru byéha byt dw jednotky od K, (pKp) analyzované latky,
protoZe v této oblasti pH se vyskytuji molekulyedpé forng, bud’ nedisociované nebo
disociované. Analyty s kyselym charakterem septd nizS§im o d¢ jednotky nez je Ka
vyskytuji prevazré v nedisociované fory naopak fi pH vysSSim o d¥ jednotky jsou
vSechny molekuly disociované (vznikaji anionty) ko se tge iontové sily pouzitého pufru
je dilezité, aby mil dostaténou kapacitu, avSak zasélg velka iontova sila five zpisobit
problémy @i smichani pufru s organickym rozpotdiem. Obvykle se pouZivaji pufry
o koncentraci 0,01 — 0,05 mal:ISmichanim pufru s methanolem nebo acetonitrileohézi
ke zvySeni pH [86].

HPLC analyza

Marcato a spol. [87] pouzili pro analyzu kéngch produki degradace PLGA
kapalinovou chromatografii. K separaci byla pouitdona Bondesil SAX (250 x 4,6 mm,;
5 um) a jako mobilni faze sim acetonitril a fosfatovy pufr (75 : 25, v/v). Veéspublikaci
poukazuji autth na kritické sloZeni pufru, které vyrazovliviiuje separaci a tvar pik i pH
vySSim nez 6 byly pikyiis Siroké nebo dochéazelo k jejich zdvojovani.
3.9.1.2 lon-parova chromatografie

lon-parova chromatografie je alternativou k iort@ymeénné chromatografii. Ve spojeni
s ion-parovou chromatografii the byt roveZ pouzit princip reverzni faze. Pouziva se
k separaci slabych kyselin a zasad. Do mobilni féeg¥ida organicka latka, ktera tio
iontovy par s komponentou vzorku, ktera méadayanéboj. Vznik4 tak molekula, ktera se
v chromatografikych podminkach chova jako neutralolekula.

vzoreK + proti iont — [vzoreK proti ionfliontovy asociat
vzorek + proti iont” — [vzorek™ proti iont'] iontovy asociat

Vyhody tohoto typu chromatografie pouzitéi pseparaci latek nesoucich naboj jsou
nasledujici:
* pro separaci iize byt pouzity systém reverzni faze
* muze byt separovana sskyselin, zasad, neutralnich i amfoternich molekul
« selektivita niize byt lehce ovlivéna vykErem jiného proti iontu.
HPLC analyza

Giunchedi a spol. [32] publikovali studii, ve kteb§lo dosaZzeno ptgbné separace a
rozliSeni kyseliny glykolové a kyseliny ndlée ve standardnim systému reverzni faze za
pouziti hydrofobniho iont-parovéhsinidla pridaného do mobilni faze. Optimalni vysledky
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byly pozorovany, pokud byl pouZzit 2% methanol vefédovém pufru ( 0,025 M, pH 7,4)
obsahujicim tetrabuthylamonium iodid (0,002 M). Btu kolona byla Ultrasphere ODS
column (150x4.6 mm; 5 pum).

3.9.1.3 Derivatizace

Jedna z dalSich mozZnosti, jak je mozné analyzoegradi@ni produkty kopolymeru
PLGA-PEG-PLGA na HPLC, je derivatizace -COOH skupahymeru.

V ¢lanku, ktery publikoval Ding a spol. [88], byl p@szpisob derivatizaceipd vlastni
analyzou pomoci HPLC. Metoda byla pouzita pro standodegradénich produki a neistot
polymeru PLGA. Do sucha odfEmé, ve vod rozpustné degradai produkty, byly znovu
rozpusény v acetonitrilu, k d3mu byl p@idan dvojnasobek triethylaminu (TEA) a roztok
bromfenacyl bromidugBPB) v ACN. Sn&s byla v tmavé vialce umésta do vyhiivané 1azg
(50 °C po dobu 3 hodin). Po zreagovani byl vzorekisén do chladniky az do vlastni
analyzy kapalinovou chromatografii. K analyze bypauzita kolona Symmetry C18,
(250 x 4,6 mm) (Waters) a mobilni faze ACN@ (70:30, v/v), slinearnim nistem na
80:20 (v/v) Bhem 2 — 4 min.

3.10 Gelova permedni chromatografie

Gelova permeami chromatografie (GPC) je obecny nazev kapalindw®matografie, {
které dochazi k separaci podle velikosti molekuPG5je synonymum pro daliasto
pouzivané nazvy ipdevsSim z anglického: ,sice exclusion chromatogyaptsEC), ,gel
filtration chromatography” (GFC), apod. Pomoci gpijtéto metody s vhodnym detektorem
muze byt ve vzorcich dena distribuce molekul podle molekulové hmotnoBti. syntéze
makromolekul vznikaji polymernitettzce s W#znou délkou, resp. jinou molekulovou
hmotnosti. Statisticky charakter reakci, kterymujgipravovany polymery, z&finuje vznik
polymeru s relativé Sirokou distribuci molekulovych hmotnosti. Tatstdbuce a pimérna
molekulova hmotnost je zakladni charakteristikomnéte polymeru. Rozdil mezi nizko
molekularnimi latkami a polymery je ten, Ze u pognnrozhoduje o ¥tSir jejich vlastnosti
praw molekulova hmotnost a jeji distribuce (polydispie)z

Primérné molekulové hmotnosti jsou gitany podle nasledujicich rovnic (10 — 12). Kazda
primérnd molekulova hmotnost charakterizuje polymemnein bod piku znégreného pomoci
GPC.

Y h(M)IM > w(M)

pramérnaciselnd molekulova hmotnodt. = = (10)
D h(M) D> wM)/M
h(M) M ? w(M) M
pramérna hmotnostni molekulova hmothiw = z (M) = z M)
2 h(M) D W(M)
(11)
h(M)M*® w(M) M ?
z-praimérna molekulova hmotnost  M: = Z (M) = Z M) (12)

© > hM)2 T > wM)M
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Z uvedenych rovnic vyplyvéa, Ze musi platit,,=>M,.
Distribuce molekulovych hmotnosti je obvykle popsémlexem poydisperzity (D):
D= Mw
Mn

Na obrazku Obr. 10: je zjednoduSemazng&ena separace idealni &n dvou
makromolekularnich latek s rozdilnou velikosti [8@Jstice stacionarni faze jsou porézni
s definovanou velikosti pér MenSi molekuly i prachodu kolonou penetruji déahto pof,
zato \&tSi molekuly #stavaji v prostoru mezidsticemi nebo se nedostanou douptak
hluboko. Kolonou projdou &Si castice rychleji nez mensi. Na GPC chromatogramu je
vétSinou vidét kontinualni pik, ktery rize mit vice maxim. Zcela odéné piky byvaji pouze
u analyti, které se vyrazh liSi svou molekulovou hmotnosti. Rozsah molekutvy
hmotnosti, které mohou byt na kotoeS€ separovany, zavisi na jeji charakteristice.

(13)

Obr. 10: GPC separace dvou makromolekularnich latekané molekulové [89]

Nejjednodussi metodou Kkalibrace je pouziti extekalibraini kiivky, kdy kazdé
molekulové hmotnostiffslusi utity elucni objem (reteéni ¢as). Jako standardy se pouZzivaji
polymery s velmi Uzkou molekulovou distribuci (MMDBohuZel vSak neexistuji pro kazdy
polymer vhodné standardy stejného slozeni, c6Zzemu tohoto zfisobu uéeni molekulové
hmotnosti zfsobovat nefesnosti. Mezi obvykle pouzZivané standardy s UzkddDMpati
polystyren, poly(methylmethakrylat), polyisopren, olybutadien, poly(ethylenoxid),
poly(methakrylové kyselina), atd.[90].
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Syntéza kopolymeru PLGA-PEG-PLGA a ITA/PLGA-PEG-PLGA/ITA

V ramci spoluprace s Ustavem materidfakulty chemické VUT v Brh byly jejich
pracovniky a studentyiipravovany v laboraid syntézy polymar testované polymery.
Nejdiive byl syntetizovan vzorek polymeru PLGA-PEG-PLGApatom byl tento vzorek
modifikovan kyselinou itakonovou. Samotnymi probiémpostupy H syntéze se tato prace
nezabyva. V nasledujicich odstavcich je&téypopsan postupifpravy polymeru.

Syntéza polymér byla provadna na vakuové apardwipod inertnim plynnym Npomoci
Schlenkovych technik. Triblokové kopolymery na baaolyethylenglykolu, kyseliny
polymlé&né a polyglykolové (PLGA-PEG-PLGA) bylyfipraveny polymeraci za ot&ni
kruhu z mvodnich i pgesublimovanych monomér D,L-laktidu a glykolidu, dale
polyethylenglykolu (PEG) jako makroniciatoru a ditmatu jako katalyzatoru (Obr. 11:).
Syntéza probihala v tavegipii 130 °C (po dobu 8 a 3 hodin) pod dusikem.

O O O 0O
X OH H+ vy
j\/ f + V\Q 44 /[ :/(
O O 0] O
PEG glykolid

D,L - laktid

oktoat cinaty

H’f"\jtoﬁj\rrjmo%"ﬁpoﬁ“

O PLGA-PEG-PLGA O

Obr. 11: Schéma syntézy PLGA-PEG-PLGA kopolymeru

Kopolymery byly néasledh modifikovany anhydridem kyseliny itakonove, a tpéo
katalytickou reakci za otéeni kruhu pod dusikentipeplot 130 — 150 °C po dobu 8 hodin
(vzorky 1-7). V dsledku optimalizace reakich podminek byly PLGA-PEG-PLGA
kopolymery (vzorky 8 —17) funkcionalizovany subtiwanym anhydridem kyseliny
itakonoveé pi 110 °C po dobu 3 hodin (Obr. 12:).
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HTO\%OMMO%OW\O%;H

O PLGA-PEG-PLGA O

110 °C 2 o)

o O
Anhydrid kyseliny itakonové

HOOCW PLGA-PEG-PLGWCOOH
O O

ITA-PLGA-PEG-PLGA-ITA

Obr. 12: Schéma funkcionalizace PLGA-PEG-PLGA kopolymemaod anhydridu kyseliny
itakonové

4.2 Seznam testovanych polymaer

Pripravené polymery byly typu ABA (hydrofobni-hydriii-hydrofobni) a ITA-ABA-ITA
(funkcionalizovany polymer kyselinou itakonovou).e M&tSiné pripadi byly pripraveny
k sokE prislusné kopolymery PLGA-PEG-PLGA a ITALGA-PEG-PLGA-ITA.

Tab. 3: Charakteristika zkoumanych polynier

vzorek typ “Sf'rﬁﬁlG PLGAIPEG PLA/PGA Mé‘_:ﬁg}[‘é
1 PLGA-PEG-PLGA 1 500 2,50 3,00 6 470
2 ITA-PLGA-PEG-PLGA-ITA 1500 2,50 3,00 6 310
3 PLGA-PEG-PLGA 1 500 2,50 3,00 7 100
4 ITA-PLGA-PEG-PLGA-ITA 1500 2,50 3,00 6 770
5 ITA-PLGA-PEG-PLGA-ITA 1500 2,50 300 5630
6 PLGA-PEG-PLGA 1 500 2,50 3,00 5830
7 ITA-PLGA-PEG-PLGA-ITA 1500 2,50 3,00 5460
8 PLGA-PEG-PLGA 1500 2,50 3,00 7 200
9 PLGA-PEG-PLGA 1 000 3,75 3,00 6 360
10 ITA-PLGA-PEG-PLGA-ITA 1000 3,75 3,00 5 550
14 ITA-PLGA-PEG-PLGA-ITA 1500 2,00 2,42 4 660
16 ITA-PLGA-PEG-PLGA-ITA 1500 2,00 3,00 5 560
17 PLGA-PEG-PLGA 1500 2,00 3,00 5 850

Jednotlivé vzorky jsou charakterizovany molekulovouotnosti M, ktera byla zrsfena
pomoci GPC, molekulovou hmotnosti kokrer dodavaného PEG, hmotnostnim PLGA/PEG
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a molarnim porérem PLA/PGA. Dale byly na Ustavu matetigirovedeny analyzy NMR a
IC, pomoci kterych byla a¥ovana modifikace kyselinou itakonovou a strukturaiklého
polymeru. Jejich vysledky zde nejsou prezentovgmptoZe nejsou seasti této prace.
V tab. 3 je uvedenighledny seznam testovanych polyiey vSech vzork byl sestaven sol-
gel diagram. U &kterych byla sledovana rychlost aipéh degradace.

4.3 P¥istroje, zarizeni, software

4.3.1

4.3.3

Priprava vzorki

analytické vahy KERN 770, Version 2.3{Mecko)

pH metr pH 730, wtw series, inoLab {MNecko)

inkubator Nuve cooled incubator ES 110 (Turecko)

magneticka michika s olievem a elektrickym kontaktnim teplérem IKA ETS-D5,
(Némecko)

lyofilizator Freezone 4.5 Freeze Dry System,( Ladwmg USA)

béZzné vybaveni analytické laboréto

VysokoW€inna kapalinova chromatografie

kapalinovy chromatograf Agilent Technologies 1 1®¢€ries, (Agilent Technologies,
USA)

o gradientov&erpadlo

o vakuovy odplyova’

0 automaticky davkova

o termostat kolon

o0 detektor s diodovym polem (DAD)
kolona Restek Aqueous C18 (250 x4,6 mm IynDH a (150 x 2,1 mm ID; 8m),
(Restek, USA)
predkolona Restek Aqueous C18 (4 x 2 mm Ipndnebo 3um), (Restek, USA)

Gelova permed&ni chromatografie

kapalinovy chromatograf Agilent Technologies 1 1®€ries, (Agilent Technologies,
USA)

0 izokratickécerpadlo

o vakuovy odplyiova®

0 automaticky davkoua

0 termostat kolon

o refraktometricky detektor (RID)
kolona PLgel Mixed C (300 x 7,5 mm ID;um), (Polymer Laboratories, USA)
predkolona PLgel Mixed C (50 x 7,5 mm IDuf), (Polymer Laboratories, USA)

Software pro zpracovani a prezentaci dat

Microsoft® Word

Microsoft® Excel

Chemstation Rev. A 02.01.

Mn Agilent GPC — Addon Rev. A 02.02.
Chemstation Rev. B 01.01.
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4.4 Pouzivané chemikalie a standardy
4.4.1 Chemikalie

* kyselina mravedi, ¢istota p.a., (Riedel-de Haén¢iecko)

» tetrahydrofuran,cistota gradient grade for liquide chromatorgaphyCHrosolv,
(Merck KGaA, Nemecko)

 acetonitril, ¢istota gradient grade for liquide chromatographlyach:ner, Ceska
republika)

» dihydrofosforénan draselnyistota p.a., (Sigma-Aldrich, &necko)

* hydrogenfosforénan draselnyistota p.a., (Sigma-Aldrich, &necko)

4.4.2 Standardy

» kyselina glykolové p.a., (Merck KGaA,dwhecko)

* D, L-kyselina mléna 90%, (Sigma-Aldrich, &inecko)

- piipraveny kalibrani fady o koncentracich 0,01 — 5 mg“npiro kyselinu gykolovou a
0,1 — 7 mg-mt pro kyselinu mlénou

» polystyrenoveé standardy EasyCal Mp = 580 — 377 @®@0lymer Laboratories, USA)
o koncentraci od 3 do 5 rimgl™

4.5 Stanovované analyty a jejich vlastnosti

Pro ugeni rychlosti degradace byl sledovanusarkyseliny mléné a glykolové v roztoku
pufru.

4.5.1 Kyselina ml&na

s (C3HeOs3)

e D,L-2-hydroxypropanova kyselina

¢ M =90,08 gmol™

* teplota tani 53 °C (pro racemickou &n; = 16,8 °C)

* teplota varu 122 °C

 hustota 1,209 gm*>

e pKi=3,9

 vpevném stavu bily prasek, vyskytuje se ve stawapakém jako bezbarva
hydroskopicka kapalina.

4.5.2 Kyselina glykolova

o (CoH405)

* hydroxyethanova kyselina

« M =76,05 dgmol™

* teplota tani 70 — 74 °C
 hustota 1,27 gm*

s pK;=3,83

» bily praSek dote rozpustny ve vad

4.6 Piiprava a degradace vzork

Kopolymer PLGA-PEG-PLGA i kopolymer modifikovany lelgiou itakonovou je vysoce
viskozni a lepkavy. Nemodifikovany kopolymer bylzbarvy, modifikovany byl jantarové
barvy. Ri pripraw vzorki bylo navaZzeno ptebné mnozstvi podle aktualni hmotnostni

36



l. Studium degradace syntetického biokompatibildébpolymeru

koncentrace. K navdZzenému mnoZstvi kopolymeru piano vyp@itané mnozstvi Milli-Q
vody pro dosazeni p@bné koncentrace. Taktdiravené vzorky byly za laboratorni teploty
byly rozpou&ny ve vialkach, a to idgkolik dni. Doba, kterd byla nutnd pro rozpumt
navazky, se u jednotlivych vzarkiSila. NejdelSi byla 10 dni. U modifikovanych vké byla
tato doba kratSi nez u nemodifikovanych, coz bytav@podobré zpisobeno koncovou
skupinou —COOH, ktera je polarni a usiaé rozpusini ve vod.

4.6.1 Stanoveni kritické koncentrace gelu a kritické tepbdty gelu, sestaveni sol-gel
diagramu (inverzni vialkova metoda)

Pro sledovani gelov&ti vzorki polymeru je nejjednodussi pouzivanou metodou mmier
vialkova metoda [71, 74, 78, 91]. Jeji vyhodouZe je levna, nenatoa, zapdebi je pouze
vhodnéd vodni laze je moZné také sledovat barevné ¢my pogF. zakaleni roztoku.
Nevyhodou je jeji ngesnost£ 2 °C), mala exaktnost ziskanych dat (pouze liddt@ a take
¢asova narénost. Resto je dosud nejpouzivgsi metodou pro sestaveni fazového sol-gel
diagramu. DalSimi metodami aplikovanymi pro sleddvamen vlastnosti gelu jsou
piedevSim reologickd #&eni [92-95], pipadré také spektrofotometricka ¢imi (ukeni
kritické micelarni koncentrace) [71, 75].

Pripravena koncenttai fada polymeru (4 — 24 %) byla pouZita pro sestaféatvého sol-
gel diagramu. Vzorky byly umi&ty do 4ml vialek. Vialky byly upewiny do stojanu a pak
pondeny do vodni lazh Méreni bylo prova&no v rozmezi teplot od 23 °C do 59 °C. Teplota
vodni laz@ byla postupé zvySovana o 1 °C. Vzorky bylyfipdané teplat temperovany
5 minut. Po uplynuti tohoto intervalu byly lakky vyjmuty a byla pozorovana zma
viskozity a zbarveni kazdého vzorku. &my byly zaznamenany a nasledoyl sestaven sol-
gel diagram. Z diagramu bylyteny CGC CGT.

4.6.2 Degradace vzork

Pro sledovani degradace vzorku polymeru byla zwliednoducha metoda, ktera mohla
byt pouzita v naSich laboratornich podminkach. @gmstup byl prezentovan ¢kolika
odbornych publikacich [35, 38, 41, 96-97]. Bylyigraveny zasobni vzorky PLGA-PEG-
PLGA a ITA-PLGA-PEG-PLGA-ITA kopolymedr o miznych koncentracich. Do vialek bylo
napipetovano 300l kazdého vzorku. Takto byly vialky ponechany v ibltoru, dokud se z
roztoku nestal gel. Nasledivylo giidano 70Qul temperovaného fosfatového pufru o pH 7,4.
Pripravené vzorky byly ponechény v inkubatoti 7 °C. Od prvniho dne gatku inkubace
bylo odebirano 40(l fosfatoveho pufru, ktery tud fazové rozhrani hydrogelu a samotného
fosfatového pufru. Tento odebrany pufr byl nastednalyzovan pomoci HPLC a zbytek
hydrogelu byl 24 hodin lyofilizovan.

4.6.3 Identifikace a kvantifikace degradanich produktd pomoci HPLC

Odebrany fosfatovy pufr, ktery obsahoval degtadgrodukty, byl analyzovan pomoci
vysokolinné kapalinové chromatografie (HPLC) s DAD deted&iorna pistroji Agilent
1 100 Series.
4.6.3.1 Standardy

V odmeérnych baikach o objemu 10 ml bylipraven zasobni roztok ssnéeho standardu
kyseliny glykolové a miéné (GA a LA). Jejich koncentrace bylyzné, protoze v realnych
vzorcich byla kyselina mé@a ve vysSich koncentracich nez kyselina glykolova.
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4.6.3.2 Nastaveni HPLC

* mobilni faze: 0,01 mol/l roztok kyseliny mrawénacetonitril
e ponxer mobilnich fazi: (1:99) 0,01M HCOOH : acetonitril
e pritok mobilni faze: 0,8 ml/min

e nastik: 5 pl

* teplota kolony: 30 °C

* vinova délka: 192 nm

* izokraticka eluce

4.6.4 Analyza molekulové hmotnosti degradovaného polymeru

Po odebrani 400l fosfatového pufru byla inkubace vzorku ukena. Po ukafeni
inkubace byl kazdy vzorek lyofilizovan.i€d lyofilizaci byl vzorek zmrazen v mrazoe
na teplotu minus 30 °C. Samotna lyofilizace probihdi teplot -80 °C a tlaku 15 Pa po
dobu 24 hodin. Naslednbylo z kazdého lyofilizovaného vzorku odebranouba 5 mg
zdegradovaného kopolymeru, ktery byl rozpnst 1 ml tetrahydrofuranu. Po rozpérdit byla
zjisStovana zmina molekulové hmotnosti a polydisperzity gelovounp&ni chromatografii
(GPC).

Lyofilizované a v tetrahydrofuranu rozp&sé vzorky byly analyzovany pomoci gelové
perme&ni chromatografie s refraktometrickym detektorenpifistroji Agilent 1 100 Series.

Analyza byla provatha na koloa PLgel MixedC (300 x7,5mm ID; 5um) s
piedkolonou. Jako standardy byly pouzity polystyrénastandardy EasyCal, kdy podle
navodu byl prouzek s nanesenymi standardy fgnalo 4 ml tetrahydrofuranu a asi po
1 hodirt byly standardy rozpudty a pipraveny pro mifeni. Hotové standardy byly
uchovavany v ledidce. Kalibr&ni kiivka byla vZzdy promtena ped kazdou analyzou noveé
sady vzork.

4.6.4.1 Nastaveni GPC
* mobilni faze: tetrahydrofuran
e pritok mobilni faze: 1 ml/min
e nastik: 50 ul
* teplota kolony: 30 °C
» teplota detektoru: 30 °C
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5 VYSLEDKY A DISKUZE
5.1 Fazove sol-gel diagramy

U vSech pipravenych vzorik byl sestaven fazovy diagram na zakladizualniho
pozorovani (inverzni vialkovd metoda). Krémsledovani zrény viskozity byla pozorovana i
zmeéna zbarveni roztoku. VSechna pozorovani byla zaenama pomoci grafu. Podle typu
vzorku byly gipraveny koncentrace a také zvolenacqieini teplota pro provashy
experiment.

Jak jiz bylo uvedeno v kapitole 3.8.5.4, sloZzenpdgmeru (M, pontry jednotlivych
polymeii) ovliviiuje kron® rozpustnosti, kritické teploty a koncentrace getéwi take
pribéh celého procesu tvorby gelu (sol-gel fazovy diagraDo nasledujici tabulky byl pro
piehlednost zpracovan souhrn vSech proémsidh experimeri.

Tab. 4: Souhrnna tabulka provedenych experinient

rozpustnost ve sol-gel

vzorek typ vode diagram degradace

1 PLGA-PEG-PLGA ano ano ne
2 ITA-PLGA-PEG-PLGA-ITA ano ano ne

3 PLGA-PEG-PLGA ano ano ne
4 ITA-PLGA-PEG-PLGA-ITA ano ano ne
5 ITA-PLGA-PEG-PLGA-ITA ano ano ne
6 PLGA-PEG-PLGA ano ano ano
7 ITA-PLGA-PEG-PLGA-ITA ano ano ano
8 PLGA-PEG-PLGA ano ano ano
9 PLGA-PEG-PLGA ne ne ne
10 ITA-PLGA-PEG-PLGA-ITA ne ne ne
14 ITA-PLGA-PEG-PLGA-ITA ano ano ne
16 ITA-PLGA-PEG-PLGA-ITA ano ano ano
17 PLGA-PEG-PLGA ano ano ano

Ze vSech vzork rozpustnych ve vadbyly pro sestaveni sol-gel fazového diagramu
piipraveny roztoky kopolymeru ve véd U wtSiny vzorki to byly roztoky v rozmezi
koncentraci 4 — 24 %. Uckterych vzork nebylo tSi mnoZstvi polymeru uz rozpustne, a
proto byl sledovany rozsah koncentraci jiny.

Na nasledujicich strankach jsou uvedeny ziskangeddiazové diagramy pro jednotlivé
vzorky. Sodasre je zde také uveden vizualni popis fazové&am
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Sol-gel fazovy diagram vzorku PLGA-PEG-PLGA
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Obr. 13: Sol-gel fazovy diagram vzorku 1 (PLGA-PEG-PLGA)

Sol-gel fdzovy diagram kopolymeru ITA-PLGA-PEG-PLGA-ITA
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Obr. 14: Sol-gel fazovy diagram vzorku 2 (ITA-PLGA-PEG-PLIGA)
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U v8ech vzork bylo vizualni pozorovani pbéhu vzniku gelu obdobné. Z tekutého roztoku
polymeru se P postupném zvySovani teploty stava viskozni roztoko bud’ transparentni,
nebo bily, v zavislosti na daném vzorku, teplat koncentraci. i# nizkych koncentracich
zustavaji vzorky jenom tekuté a s teplotoéninpouze barvu. Okolo teploty 37 °C vznika
transparentni gel, ktery se zvysujici se teplot@eipézi na bily gel.iPteplotach okolo 45 °C
dochazi k vysradzeni polymeru a rélmhi vzorku na d¥ faze (polymer a voda). iP
opétovném zchlazeni se vzorek polymeru znovu rozpastykazuje o@t sol-gel gechod.
Pozorovani odpovida vysledik uvedenym v kapitole 3.8.5.3.

Vzorek 1 a 2 ma poény PLGA/PEG 2,50 a PLA/PGA 3,00, MPEG je 1 500 ghol™.
Vzorek 2 je modifikovan ITA a jeho molekulova hmost je o #co malo mensi nez
molekulovd hmotnost twodniho kopolymeru. Malé sniZzeni molekulové hmatinesse
projevilo u vSech vzoik (0 100 —200). Pro oblast transparentniho gelu bydana kriticka
teplota (CGT) a kriticka koncentrace gelairat(CGC) (Obr. 13: a Obr. 14:). U obou vzork
se tato teplota pohybovala okolo 37°C, u modifikt®éao kopolymeru doslo k snizeni CGC.
Z grafu je ¥ejmé, Ze { nizSich koncentracich nedochéibec k tvorks gelu (4 — 8 %). U
vzorku 2 je celkova oblast gelu (transparentnily gel) mnohem SirSi nez u vzorku 1. Oba
vzorky jsou vhodné pro sledovani degradacegplot lidského ¢éla 37 °C.

Tab. 5:Kriticka teplota a koncentrace gelovaf pro vzorek 1 a 2

vzorek CGT (°C) CGC (W%)
1 (bez ITA) 37 18
2 (sITA) 38 14

Vzorek 3 a 4 méa poeny PLGA/PEG 2,50 a PLA/PGA 3,00, MPEG je 1 500 (ol
stejre jako u vzork 1 a 2. V porovnani siedchozimi vzorky rély tyto vysledné polymery
asi 0 500 ghol™ v&tsi molekulovou hmotnost. Z giafe patrny pedevsim vyrazny posun
CGT pro vzorek 4 (Obr. 15: a Obr. 16:). Lze si tewylit tak, ze g modifikaci zZ'ejme¢ doSlo
k vétSimu navazani kyseliny itakonové, coz nastedpisobilo posun CGT. Tyto vzorky
nebyly pouzity pro sledovani degradace. U modifé&mého vzorku je pro dosazeni faze gelu
nutné pouzit vice koncentrovany roztok. Ke vznikww fazi (suspenze) dochazi rézrpri
nizsi teplok (asi 40 °C) nez u vzorku bez ITA.

Tab. 6:Kriticka teplota a koncentrace gelovaf pro vzorek 3 a 4

vzorek CGT (°C) CGC (w%)
3 (bez ITA) 38 10
4 (s ITA) 33 20

41



l. Studium degradace syntetického biokompatibildébpolymeru

Sol-gel fazovy diagram kopolymeru PLGA-PEGPLGA
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Obr. 15: Sol-gel fazovy diagram vzorku 3 (PLGA-PEG-PLGA
Sol-gel fazovy diagram kopolymeru ITA-PLGA-PEG-PLGA-ITA
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Obr. 16: Sol-gel fazovy diagram vzorku 4 (ITA-PLGA-PEG-PLIGA)
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Sol-gel fazovy diagram kopolymeru ITA-PLGA-PEG-PLGA-ITA
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Obr. 17: Sol-gel fazovy diagram vzorku 5 (ITA-PLGA-PEG-PLIGA)

Vzorek 5 (Obr. 17:) ma potry PLGA/PEG 2,50 a PLA/PGA 3,00, MPEG je
1 500 dmol™, stejré jako u fredchozich vzork Vzorek 5 je modifikovan ITA, slusny
nemodifikovany vzorek kdmu je vzorek 3. Pro oblast transparentniho gela hytena
kriticka teplota (CGT) a kritickd koncentrace gedni (CGC) (Tab. 7:). ® porovnéni
hodnot se stejnym vzorkem (vzorek 4) bylo dosazdepSich vysledik Oblast
transparentniho gelu je SirSi, vznikid ywySSi teplot a jiz od koncentrace 16 % (oproti 20 %).
Tento vzorek nebyl pouzit pro provedeni degtadzh pokus.

Tab. 7:Kriticka teplota a koncentrace gelovaf pro vzorek 5
vzorek CGT (°C) CGC (W%)
5 (s ITA) 36 16
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Sol-gel fazovy diagram kopolymeru PLGA-PEG-PLGA
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Obr. 18:Sol-gel fazovy diagram vzorku 6 (PLGA-PEG-PLGA)

Sol-gel fazovy diagram kopolymeru ITA-PLGA-PEG-PLGA-ITA
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Obr. 19: Sol-gel fazovy diagram vzorku 7 (ITA-PLGA-PEG-PLIGA)
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Vzorek 6 a 7 (Obr. 18: a Obr. 19:) ma poynPLGA/PEG 2,50 a PLA/PGA 3,00, MPEG
je 1500 ghol*, shodr s predchozimi vzorky. Pro oblast transparentniho gefa bicena
kriticka teplota (CGT) a kritick& koncentrace geltind (CGC) (Tab. 8:). Pro modifikovany
gel je CGT pi teplot 37°C. Transparentni gel se tvod 12 % do 24 %, pro nemodifikovany
transparentni gel je toto rozmezi 14 % az 24 %zatku 6 (bez ITA) se twd gel jiz od 8 % a
od teploty 39 °C; gel vSak byl zakaleny az bilygrafi je Zetelrg vidét, Ze celkova oblast
gelu je u modifikovaného polymeru mnohem uzsi. Wyobyly pouZzity pro sledovani
pribéhu degradace.

Tab. 8:Kriticka teplota a koncentrace gelovaf pro vzorek 6 a 7

vzorek CGT (°C) CGC (W%)
6 (bez ITA) 39 14
7 (s ITA) 37 12

Vzorek 8 (Obr. 20:) ma pofry PLGA/PEG 2,50 a PLA/PGA 3,00, MPEG je
1 500 gmol?, stejré jako u fedchozich vzork avsak pibsh syntézy byl v skterych
krocich odliSny. RedevSim se pouzivalyetisténé vzorky komeaemé dostupnych chemikalii a
teplota @i syntéze byla nizsi (viz. kapitola 4.1). Pro oblansparentniho gelu bylacdena
kriticka teplota (CGT) a kritickd koncentrace gedni (CGC) (Tab. 9:). P porovnéni
s predchozimi vzorky stejného sloZeni je sol-gel diagrehoto vzorku znm¢ odlisSny.
Kritick& gelani teplota je uz 30 °C,ipkoncentraci 6 %. # rozpous&¢ni vzorku pro nasledné
testy musely byt koncentrace roztiokizSi nez u jinych vzork Fi koncentraci nad 18 % se
uz vzorek nerozpustil. Vzorek byl dale pouzit ptedsvani degradaceiip37 °C ve fazi
bilého gelu.

Tab. 9:Kriticka teplota a koncentrace gelovaf pro vzorek 8
vzorek CGT (°C) CGC (W%)
8 (bez ITA) 30 6

U dalSich dvou vzoik 9 a 10 bylo zrinéno sloZeni kopolymeru. P@amPLGA/PEG byl
3,75 a PLA/PGA 3,00, MPEG byl 1 000 ghol™. V polymeru se zvysil obsah hydrofobni
slozky (PLGA) a to zfisobilo, Ze tyto polymery (i vifpact polymeru modifikovaného ITA)
nebyly rozpustné ve védale pouze v organickém rozpaidie. Z tohoto dvodu nebyly u
vzorki sestaveny sol-gel diagramy.
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Sol-gel fazovy diagram kopolymeru PLGA-PEG-PLGA
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Obr. 20: Sol-gel fazovy diagram vzorku 8 (PLGA-PEG-PLGA)

Vzorek 14 byl pipraven a testovan jenom jako kopolymer, modifikowekyselinou
itakonovou (Obr. 21:). Po#ry jsou nasledujici: PLGA/PEG 2,00 a PLA/PGA 2,42, REG
je 1 500 ghol™. Pro oblast transparentniho gelu byla stanoveitiaké teplota (CGT) 35 °C
a kriticka koncentrace gelowaii (CGC) 18 % (Tab. 10:). Transparentni gel séiltydi vyssi
koncentraci a jiz od teploty 39 °Cigqzhazel na bily gel. Celkova molekulovd hmotnost
polymeru byla stanovena pomoci GPC a byla asi @ 2fidol* mens$i neZ uiedchozich
kopolymeii. Vzorek sice vytvéel gel, avSak ten velmi rychle degradoval a doSlozpuséni
gelu. Proto s nim nebyly provedeny degtadgokusy.

Tab. 10:Kritick& teplota a koncentrace gelovaf pro vzorek 14

vzorek CGT (°C) CGC (W%)
14 (s ITA) 35 18
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Sol-gel fazovy diagram kopolymeru ITA-PLGA-PEG-PLGA-ITA
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Obr. 21: Sol-gel fazovy diagram vzorku 14 (ITA-PLGA-PEG-PLIGA)

Vzorek 16 a 17 (Obr. 23: a Obr. 22:) ma goynPLGA/PEG 2,00 a PLA/PGA 3,00, M
PEG je 1500 @gnol?, shod® s pgedchozimi vzorky. Pro oblast transparentniho galia b
uréena kriticka teplota (CGT) a kriticka koncentraceogattni (CGC) (Tab. 8:). Pro
modifikovany polymer je kriticka teplota CGT 37°C.ahsparentni gel se tkigiz v rozmezi
od 12 % az do 24 %, pro nemodifikovany transpaiemeh je tento rozsah od 14 % do 24%.
U vzorku 16 (bez ITA) se sice tkiogel uz od 8 % od teploty 39 °C, ale je bile zakglaz
bily. Z grafi vyplyva, Ze celkova oblast gelu je u modifikovangfolymeru mnohem uZsi.
Vzorky byly pouzity pro sledovani fiochu degradace.

Tab. 11:Kriticka teplota a koncentrace gelovat pro vzorek 16 a 17

vzorek CGT (°C) CGC (W%)
17 (bez ITA) 38 6
16 (s ITA) 35 8
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Obr. 22: Sol-gel fazovy diagram vzorku 17 (PLGA-PEG-PLGA)
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Obr. 23: Sol-gel fazovy diagram vzorku 16 (ITA-PLGA-PEG-PLIGA)
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5.2 Studium degradace blokového kopolymeru

Ze vzorki popsanych vySe byly pro sledovani degradace vylvaarky 6, 7, 8, 16, 17. U
vSech &chto vzorki byly sestaveny sol-gel diagramy; vSechnytilyogel pii teplot 37 °C.
Kopolymery byl navaZzeny do vialek v pebnych mnozstvich, zality MilliQ vodou a
ponechany rozpou&tpii laboratorni teplat VétSina vzorki byla gipravena v koncentracich
16, 20 a 24 %. U vSech vzdrko vSak nebylo mozné Buz nedostatku vzorku nebo
vzhledem k jeho horsi rozpustnosti ve ¥od tomto ipact byly pripraveny pouze #které
vybrané koncentrace nebo byla koncentrace snizena.

Byly vytvoreny sady vzork pro predpokladany 7 — 12 denni agllvzorki. Kazdy den byla
u jednoho vzorku (v jedné vialcefgguSena degradace a vzorek byl upraven pro nasieduj
analyzy. Ripraveny roztok kopolymeru byl napipetovan do mhlygalek (1,8 ml). Ty se
umistily do inkubatoru nastaveného na teplotu 37P@ ztuhnuti roztoku byl gel v kazdé
vialce zalit 0,7 ml fosfatového pufru (pH 7,4). \fkp byly zavtkované a umighy zpst do
inkubatoru.

Po peruSeni degradace bylo z roztoku pufru nad geldeb@@no 0,4 ml pro analyzu
obsahu kongnych degradaich produki kopolymeru, zjisovanych pomoci HPLC. Zbytek
polymeru ve vialce byl zmrazen a poté lyofilizové®ezvody zbytek polymeru byl po
degradaci navazen a rozpimstv tetrahydrofuranu a nasledanalyzovan GPC, v souladu s
literaturou [32, 35, 41-42, 71, 98-99].

5.2.1 Problémy pii pripravé roztoka polymeru

Pti sledovani rozdiél mezi polymerem modifikovanym ITA a bez modifikaldA byly
prvni rozdily pozorovany jizipsamotné fipraw vzorki. Modifikované vzorky nily tmavsi
barvu a byly o &co nekei a mazlagjsi. Jejich dleZitou vlastnosti je, Ze seipstejnych
podminkach rozpousti rychleji nez vzorky nemodii&oé. To je pravipodobré zagicinéno
koncovymi karboxylovymi skupinami. Rozpustnost \kipose pohybovala ¥asovém rozmezi
od 5 do 14 di. Rozpousini bylo postupné. Tuhy vzorek xerogelu rfgjd nabotnal a poté se
pomalu rozpoust. Jiz pi rozpouSEni dochazelo Kast&éné degradaci polymeru, avSak
pokles molekulové hmotnosti nebyl zase tak vyragméx. o 300 ghol™). Vzorky s vyssi
koncentraci se rozpousti pomaleji.

Samotna degradace byla ukena v pipact, Ze hydrogel uz nebyl v roztoku pufru tuhy
(byl jiz rozpuS&ny a polymer sedimentovany u dna). Tato doba degeadabyla u vSech
vzorka stejna.

5.2.2 Sledovéani degradaceiiznych kopolymeni PLGA-PEG-PLGA

Pro samotné pozorovani degradace byly pouzity yzorkného slozeni. Nutna podminka
byla, Ze musi byt rozpustné a fita@el, a to nejlépe v rozmezi 36 — 42 °C. Pro tytely byly
vhodné vzorky 5, 6, 7, 8, 16 a 17. V publikaciclpeestudium degradace tagtji pouzivaji
metody pro sledovani zmmy hmotnosti pednttu, molekulové hmotnosti a termoanalytické
metody jako DSC [96, 100-101].

Za &elem posouzeni celkového upghu degradace pomoci sledovani molekulové
hmotnosti bylo nejvhodijSi sp@itat procentualni pokles molekulové hmotnosti &ghu
degradace. Doba degradace byla zvolena pro vSeaunky stejna, a to 11 dnHodnota pH
pufru, ve kterém degradace probihala, byla 7,4. ¥. T&: jsou uvedeny vSechny vyiané
hodnoty poklesu M(%) pro fizné koncentrace polymeru. Procentudlni vigadje vhodgjsi
z toho divodu, Ze poateni molekulova hmotnost polymeru nebyla nikdy @pbtejna a
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piimé porovnani by ne#to smysl. Vzorek 5 a 7 ma v souladu s podminkamtéay stejné
sloZeni. Mezi vzorky jsouipsto rozdily, i kdyz neiflis velké. Vzorek 6 a 8 také gasvym
sloZzenim do stejné skupiny. Bchto vzorki vSak jiz byly rozdily vyrazné. U vzorku 8 byl
mirné zménén postup B syntéze, vzorek byl fjpraven z pesublimovanych latek &sSi
Cistota). Vzorek byl tvrdSi a Spatrrozpustny ve vog a proto nejvysSi koncentrace byla
pouze 20 %. s jeho horSi rozpustnost degradoval rychleji, m#gjiny vzorek 6.
U kopolymefi 16 a 17 byl nizSi potn PLGA/PEG. To bylo také tdvodem rychlejsi
degradace, ve srovnani se vzorky 6 a 7.

Tab. 12:Pokles molekulové hmotnosti Mn (%) po 11 dnechattge
pokles molekulové hmotnosti M%)
12% 16% 20% 24%

5 (s ITA) 389 421 369
6 (bez ITA) 214 26,4 34,9
7 (s ITA) 402 366 41,0
8 (bez ITA) 451 420 408
16 (s ITA) 46,8 535 50,3
17 (bez ITA) 26,2 288 358

Pri degradaci byl rove¥ sledovan ndist kyseliny glykolové a kyseliny migé v roztoku
pufru. Ve vSech vzorcich bylo trojndsobné mnoZzdtyseliny ml&né oproti kyselia
glykolové (PLA/PGA = 3,00). Nalezené koncentracesediyny mi€né v pufru byly rovaz
vétSi nez u kyseliny glykolové.ifPpromeieni vzorki odebranych po 24 hodinach se u nizSich
koncentraci polymeru (af@devSim u polymeru bez ITA) stavalo, Zze koncent@éebyla
pod deteknim limitem a prvni pozorovatelna koncentrace tgji&'ovana az po vice dnech
(Graf 1:). Naopak u kyseliny migé je z uvedenych zavislosti patrné, 2@ké LA se do
pufru uvolnila hned po zaliti hydrogelu. To jg¢epr¢ zpisobeno ¢ast&nou degradaci
kopolymeru uz fi pfipraw a rozpou&i xerogelu v MilliQ vod. Lze pgedpokladat, Ze
shodré se chové i kyselina glykolovd, kterou v8ak vzhtede jeji nizSi koncentraci nebylo
mozné v roztocich detekovat.

Pri ivahach o degradaci a datu koncentrace kyseliny glykolové v roztoku byl@ipano
pouze s teoretickou koncentraci, prgwodobré pochazejici z polymeru PGA a PEG, ktery
také degraduje na kyselinu glykolovouii Bptimalizacich metody byl sledovan i vyskyt
ethylenglykolu a PEG 100, ten se vSak v zadném kaztepodélo identifikovat. BohuZzel
techniky, které byly dostupné pro pro¥ad analyz, neumadibvaly lépe specifikovat
degradani produkty a fispivek k celkové koncentraci GA.

Zajimava situace nastala gkterych vzorki (vzorky 5, 6, 7), u kterych rychlost degradace
méla po utitém ¢ase zlomovy charakter a probihala rychleji [34]. tbgav nebyl pozorovan
u vSech vzork. Pro tento fipad byla ziskana experimentalni data proloZzenamdv
linearnimi zavislostmi a pro vypet 5 % byla pouzita ta, u které bylegpoklad k dosazeni
této hodnoty (fikladem je Graf 2:).
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Zavislost koncentrace kyseliny glykolové a miéé na dolk& degradace
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Graf 1: Vzorek 17, koncentrace 20 %; zavislostisém koncentrace kyseliny glykolové a
mlé&né v procentech (vztaZzeno k teoretickému mnozdtsaZzeném v polymeru); rozdil
mezip@atecni koncentraci kyselin v roztoku

Zavislost koncentrace kyseliny glykolové a miéé na dol& degradace
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Graf 2: Vzorek 5, koncentrace 16 %; zavislost isiu koncentrace kyseliny glykolové a
mlé&né v procentech (vztazeno k teoretickému mnoz&tsdZzeném v polymeru); Zna
rychlosti degradace charakterizovana proloZenirnuvinearnimi zavislostmi
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V Tab. 13: jsou shrnuty vyg@tané hodnoty doby degradace (hod) a s ni sousiseji
piislusné zrmany koncentrace (%, nast koncentrace kyselin v roztoku). Znamena to, f#.na
pro vzorek 5, koncentraci 16% a pro kyselinu glgkolu byla pozorovana zfma rychlosti
degradace po 167 hodinach, coz odpovidalo 6,386retického mnozstvi polymeru.

Tab. 13:Hodnoty ¢asu (hod) a kému pislusné koncentrace (%)ripzmene priibéhu
degradace pro vzorky 5, 6 a 7; n -#peh degradace nevykazoval am

kyselina glykolova kyselina ml&né
koncentrace % hodiny % hodiny %
16 167 6,3 156 5,8
S 20 164 8,2 130 5,8
24 n
16 232 4,8 213 2,8
6 20 181 3,9 n
24 214 6,3 146 2,3
16 n
7 20 230 13,6 195 6,1
24 244 15,6 225 7,4

V Tab. 14: jsou v hodinach uvedeny hodnoty)t pii kterych bylo gitomno v roztoku
pufru 5% kyseliny glykolové a kyseliny ntléé z teoretického mnoZstvi vychoziho
polymeru. Zavislost koncentrace kyselin na &lolegradace byla vyjée€na pomoci linearni
regrese. Z rovnic ifmky byla potom vypéitana doba odpovidajici zdegradovanym 5 %
polymeru. Z hodnoceni zavislosti fatu kyseliny glykolové je patrné, Ze se zvysujiei s
koncentraci roztoku polymeru se rychlost degradagsuje. Je to pra¥gpodobré zpisobeno
zvysujici se koncentraci kyseliny glykolové v rdaio (z divodu vySSi koncentrace
polymeru), to ma za nasledek mirné snizeni pHgkzgisobuje rychlejSi vnihi degradaci.
Dale bylo prokadzano, Ze u vzdrknodifikovanych kyselinou itakonovou je 5 % dosazen
mnohem dive neZz u vzork nemodifikovanych (az té& o polovinu¢asu v porovnani s
prislusnymi vzorky nemodifikovanymi). Pro dvojici vka 6 (bez ITA) a 7 (s ITA) byla pro
koncentraci 16 % stanovena doba 224 hodin, rekp. dro 20 % 181 hodin, resp. 91 a pro
24 % 170 hodin, resp. 86. Pro kyselinu &nléu neni tento vliv koncentrace polymeru tak
vyrazny. Dokonce bylo prokdzano, Ze wkterych vzork vedla zvySen& koncentrace
k posunuti 4y, k vySSi hodnat, nez u koncentrace nizsi (vzorky 6, 8, 16 a 14§.zdklad
toho Ize konstatovat, Zze Zma pH nema na degradaci bloku polymeru kyseliny¢ndé
takovy vliv, jako u kyseliny glykolove.

Pri dalSim porovnani rozdilmezi naéistem koncentrace kyseliny glykolové a umé je
vyrazna pedevSim wtSi snérnice pro zavislost koncentrace kyseliny émé nacase. Z toho
vyplyva rychlejsi degradace PGA spolu s PEG. Jétwdejich charakterem, protoZze GA a
PEG jsou hydrofilgjSi a zvySeny obsah PLA sniZuje rychlost degrad2@p
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Tab. 14:Doba (hod), po které bylo zdegradovano 5 %aaniho polymeru na jednotlivé
kyseliny (glykolovou a ntéou)

kyselina kyselina

koncentrace glykolova mlééna

% (hod) (hod)

16 173 184

5 (bez ITA) 20 151 155
24 128 141

16 224 270

6 (bez ITA) 20 181 292
24 170 286

16 111 165

7(sITA) 20 91 149

24 86 142

12 113 118

8 (bez ITA) 16 108 135
20 98 136

16 77 90

16 (s ITA) 20 103 110

24 71 73

16 163 196

17 (bez ITA) 20 155 215
24 128 222

5.2.3 Porovnani rychlosti degradace vzork bez modifikace a s modifikaci kyselinou
itakonovou

Pro porovnani vlivu modifikace kyselinou itakonovoa degradani vlastnosti hydrogelu
byly vybrany vzorky 6 a 7; 16 a 17. Rozdily bylydmmceny podle poklesu molekulové
hmotnosti M, polymeru a koncentraci kyseliny glykolové a énié v pufru.

V Graf 3: jsou porovnany vzorky nemodifikovanéh® #émodifikovaného (7) kopolymeru.
U kopolymeru s ITA byl pokles molekulové hmotnosti b 11 dnech vySSi nez u druhého
kopolymeru. Vliv koncentrace bylétsi u nemodifikovaného kopolymeru (21 — 35 %), u
kopolymeru s ITA nebyl tento rozdil tak vyrazny 341 %).

Pro porovnani koncentrace kyseliny glykolové aagméuvolrénych do vzorku pufru, byly
spaitany teoretické koncentrace, které by se v zasisloa ponsrech v kopolymeru a na
navazce rdy uvolnit do pufru pi 100% degradaci. Od této hodnoty byla &dea
koncentrace zjigha v roztoku pomoci HPLC a ni&t €chto dvou kyselin v roztoku pufru
(v %), resp. Ubytek ziwodniho kopolymeru, byl bran jako dalSi hodnotidfiekium.
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Pokles molekulové hmotnosti M (%) po 11 dnech degradace v zavislosti na pH pufri
vzorky €. 6 (bez ITA) a7 (s ITA)

45 Dbez ITA
BsITA
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35 1

30 +

25 1

20 +

pokles M, (%)

15 1

10

16% 20% 24%

koncentrace roztoku (%)

Graf 3: Pokles molekulové hmotnostiy, M % vztazeny k molekulové hmotnosgidozaatkem
degradace prort koncentrace kopolym#r

Narist koncentrace (%) kyseliny glykolové v roztoku pufu p¥i degradaci vzorki 6 a 7
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Graf 4: Zavislost zvySovani koncentrace kyseliny glykolor@ztoku pufru (pH 7) vyjaené
jako procentualni Uubytek zipodniho degradovaného kopolymeru; bez ITA vz. &lky),
S ITA vz. 7 (trojuhelniky)

54



l. Studium degradace syntetického biokompatibildébpolymeru

Narist koncentrace (%) kyseliny ml€né v roztoku pufru p¥i degradaci vzorki 6 a 7
14 4
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Graf 5: Zavislost zvySovani koncentrace kyseliny¢n@év roztoku pufru (pH 7) vyjéené
jako procentualni ubytek zipodniho degradovaného kopolymeru; bez ITA vz. &flky),
s ITA vz. 7 (trojuhelniky)

Na grafech (Graf 4. a Graf 5:) jeetelrt viditelné oddleni dvou skupin, a to podle
modifikace kopolymeru. U modifikovaného kopolymehyl nafist monomeit kyseliny
glykolové a kyseliny miéné v pufru vysSi. Z toho Ize také usoudit na rydhldegradaci
tohoto polymeru. Mezitiznymi koncentracemi u obou vzdrkyly rovnéz patrné rozdily.

Z Graf 6: je jas# vidét rozdil v rychlosti degradace vzarkl7 a 16 a v pogmu
PLGA/PEG 2,0. U modifikovaného kopolymeru se pokieslekulové hmotnosti pohybuje
okolo 50 %, pro nemodifikovany kopolymer bylo rédpmolekulovych hmotnosti 26 — 36 %.
Se zvysujici se koncentraci je patrigfs¥ pokles molekulové hmotnostiyodniho polymeru.
Na Graf 7: je ukazka zavislosti molekulové hmotnoatdolé degradace. KrotnM,, jsou do
grafu vyneseny i hodnoty polydisperzity. V tomtiipact vykazuje zavislost polydisperzity
pokles jeji hodnoty s rostouci dobou degradaceinych vzorki vSak tato zavislostasto
vykazuje Uplg opany trend. Pro u rekterych vzorki polydisperzita roste a u jinych klesa,
piipadre nékdy nevykazuje Zadnou zavislost, se nepibalana podklad dostupnych adéj
jednoznéng vyswitlit.
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Pokles molekulové hmotnosti M (%) po 11 dnech degradace v zavislosti na pH pufri
vzorky €. 16 (s ITA) a 17 (bez ITA)
60 Tbez ITA
EsITA

50

40 -
g
=
3 30 A
X
o
[oN
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10

0
16% 20% 24%
koncentrace roztoku (%)

Graf 6: Pokles molekulové hmotnosti,M % proti molekulové hmotnostifgdl zaatkem
degradace prort koncentrace kopolymer
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Graf 7: Ukazka zavislosti poklesu molekulové hmotnostiat® degradace pro vzorek 17
(bez ITA) o koncentraci 24 %. Hodnoty polydispgrBitisou vyneseny na vedlejSi ose.
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Narist koncentrace (%) kyseliny glykolové v roztoku pufu p¥i degradaci vzorki 17 a 1€
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X 16%, bez ITA
351 16%, s ITA

X 20%, bez ITA
30 1 20%, s ITA

X 24%, bez ITA R 4
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Graf 8: Zavislost zvySovani koncentrace kyseliny glykoloreztoku pufru (pH 7) vyjagné
jako procentualni Ubytek zipodniho degradovaného kopolymeru; bez ITA vz. 17
(hvezdicky), s ITA vz. 16 (trojahelniky)

| z téchto ziskanych zavislosti jgeggma rychlejSi degradace vzérknodifikovanych ITA.
Rozdily mezi jednotlivymi koncentracemi nejsou takazné. Na zakladporovnani dvou
sledovanych kyselin je mozZzno konstatovat, Ze koinaea kyseliny mléné se v roztoku
zvySuje pomaleji nez koncentrace kyseliny glykolové
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Narist koncentrace (%) kyseliny mi€né v roztoku pufru p¥i degradaci vzorki 17 a 16
18
16 - A A
X 16%, bez ITA
16%, s ITA
144 20%, bez ITA
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Graf 9: Zavislost zvySovani koncentrace kyseliny¢n@év roztoku pufru (pH 7) vyjéené
jako procentualni Ubytek zipodniho degradovaného kopolymeru; bez ITA vz. 17
(hvezdicky), s ITA vz. 16 (trojahelniky)

U téchto vzorki a z vySe uvedenych gifafje také doke patrny rozdil mezi dvojicemi
polymefi v zavislosti na jejich posmu PLGA/PEG. Pro vzorky 6 a 7 je tento por,5 a pro
vzorky 16 a 17 2,0. Snizeny obsah kopolymeru PL@POD PEG ma za nasledek rychlejsi
degradaci. Polymer PLGA je z dvojice PLGA, PEG tecevihydrofobni. Proto hydrolyza
vazeb polymeru probih& rychleji. Jako pozitivnitfakizeme picist tomuto rozdilu lepSi
rozpustnost polymerurppiipraw vzorki.

5.2.4 Vliv pH pufru na pr ibéh degradace

VSechny vySe uvedené pokusy byly provaderiytgplot 37 °C a pH fosfatového pufru
bylo 7,4. Pro nasledujici testy bylo &mino pH fosfatového pufru na 4,0 a 9,0. VysSi pH
pufru mélo pti HPLC analyze vliv na separaci latek a tlseparovanaustala pouze
kyselina mléna. Proto porovnani vlivu pH bylo provedeno pouze pA. Vliv pH byl
sledovan na vzorcich 8 a 17 (oba bez ITA).

Na Graf 10: a Graf 11: je vynesena zavislost pakia®lekulové hmotnosti po 11 dnech
degradace ip rizném pH. U vzorku 8 je déb vidkt, Ze zvySujici se pH zvySuje degradaci
kopolymeru (podobny fib¢h byl potvrzen i pozorovanim okem), vliv koncenwaad pH 7,4
nebyl ténét Zadny. Podobny pbéh byl atekavan i u vzorku 17, kde ale nebyl potvrzen. Je
pravda, Ze degradace probihala rychleji pro pHs/8alarozdily s ostatnimi vzorky nebyly tak
vyrazné. Pro pH 7,4 byla zma molekulové hmotnosti nejmensSi. Koncentrace deemliv.
Vse je Zejme zpasobeno menSim pairem PLGA/PEG.
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Pokles molekulové hmotnosti M (%) po 11 dnech degradace v zavislosti na pH pufri
vzorek €. 8
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12% 16% 20%
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Graf 10: Vliv pH na zrdnu molekulové hmotnosti po 11 dnech degradaceek#dr

Pokles molekulové hmotnosti M (%) po 11 dnech degradace v zavislosti na pH pufr
vzorek €. 17
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50 @OpH 4
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Graf 11: Vliv pH na zranu molekulové hmotnosti po 11 dnech degradaceekzbf
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V grafech (0 az Graf 16:) jsou prezentovany zasisloafistu kyseliny glykolové ¥ase a
pii rizném pH. Ze vSech giafe dolie patrny rozdil mezitznym pH pufru. Nejpomaleji
dochazi k nérstu vzdy @i pH 4; pii pH 7,4 a pH 9 jsou rozdily jeStovnéZ patrné, avSak tyto
dvé kirivky maji pribéh blize u sebe (zejméndi koncentraci 16 %). Na zakladoho se
v redlném prosedi lidského dla predpoklada spiSe snizovani pH, a proto je nutnstgto
s moznym zpomalenim degradace kopolymeru.

Narist koncentrace kyseliny miéné pri rizném pH pufru, vzorek 17, koncentrace 16%
14 -

124
10 4
& pH4
8 p
= pH7
X . pH9
6 - ]
a
a
4 | ] ‘
.
[ ] ° *
a a
5 | .
]
. .
.
.
0 T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400]

doba degradace (hodiny)

Graf 12: Porovnani piibehu degradace (nasst kyseliny miéné v pufru) v zavislosti na pH;
vzorek 17, koncentrace 16 %
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Narist koncentrace kyseliny mléné pii riazném pH pufru, vzorek 17, koncentrace 20%
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Graf 13: Porovnani piibehu degradace (nasst kyseliny miéné v pufru) v zavislosti na pH;
vzorek 17, koncentrace 20 %

Narist koncentrace kyseliny mléné pii riazném pH pufru, vzorek 17, koncentrace 24%
7 .
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Graf 14: Porovnani pribehu degradace (nasst kyseliny miéné v pufru) v zavislosti na pH;
vzorek 17, koncentrace 24 %
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Nérist koncentrace kyseliny mléné pri riizném pH pufru, vzorek 8, koncentrace 12%
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Graf 15: Porovnani pribehu degradace (nasst kyseliny miéné v pufru) v zavislosti na pH;
vzorek 8, koncentrace 12 %

Narist koncentrace kyseliny miéné pfi riazném pH pufru, vzorek 8, koncentrace 16%
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Graf 16: Porovnani pribehu degradace (nasst kyseliny miéné v pufru) v zavislosti na pH;
vzorek 8, koncentrace 16 %
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6 ZAVER

V predloZené préaci byly studovany zejména degfaidalastnosti blokovych kopolymer
na bazi kyseliny mkné, kyseliny glykolové a poly(ethylenglykolu) PLG2A=G-PLGA a
ITA-PLGA-PEG-PLGA-ITA (modifikovany kyselinou itakonovhu S vyuzitim &chto
kopolymeii (predevsim jejich termosensitivnich hydrogede pgita v ortopedické oblasti na
lécbu zlomenin (jako ,lepidlo), s moZnostfgnosu C& nebo protizattlivych I&iv.

Byly optimalizovany metody pro studium gelodait roztoki kopolymefi, dale metody
degradace a nasledné analyzy pomoci GPC a HPL@odfovSech &hto separénich
technik byly jednotlivé vzorky, které se ve&smliSily svym sloZenim, charakterizovany.
Pavodni molekulové hmotnosti viech vzarke pohybovaly kolem hodnoty 6 00BngI ™.

Po sestaveni sol-gel diagrarbyly vybrany vzorky vhodné pro studium degraddaany
vzorek by ndl tvorit gel (nejlépetiry) pti 37 °C, v hmotnostnich koncentracich alesp@ az
24%. Se zvysujici se koncentraci se prodluZzovabma dozpudini xerogelu (az 14 dni), coz
u vzorki vedlo k mirnému sniZeniapodni molekulové hmotnosti (max 30GwIY). Fi
vySSi degradaci uz byl vzorek hydrolyzovany a v tpfipact jiz nevytvael gel. Byla
potvrzena termoreversibilni schopnost tvorby fykikédo hydrogelu (fechod sol-gel a gel-
sol) u kopolymeru nemodifikovaného, algegevsim modifikovaného kyselinou itakonovou
(ITA).

K samotnému porovnani giéhu degradace (pH 7,4) bylo pouZito porovnaniémm
v molekulové hmotnosti zbylého polymeru a tsdr koncentrace kyseliny glykolové a
kyseliny ml&né v roztoku pufru. Po asi 12 dnech degradace \mdyky degradované tak, ze
uz netvdily gel a polymer byl sedimentovan naédvialek. Proto byla delSi doba degradace
jiz zcela zbyténa.

Bylo zjisttno, Ze kopolymer modifikovany kyselinou itakonovana lehce odlisné
vlastnosti od vlastnosti odpovidajiciho kopolyméeere ITA. Je lehce nakdly (jantarova
barva), |épe rozpustny ve wod gel tvdi pri vySSich koncentracich & mizsSi teplok.

Studium degradace kopolynter potvrdilo jejich hydrolyticky rozpad, ktery byl
charakterizovan poklesem molekulové hmotnosti Airylgolymeru po degradaci a figrem
koncentrace kyselin glykolové a mifeé (nejmenSich molekul jako prodtiktlegradace)
v roztoku fosfatového pufru. Molekulovd hmotnosiplitymeru bez ITA a s ITA klesla po
11 dnech degradace na hodnoty v rozmezi 25 — 3@$, 40 — 50 %. Pokud s&¢ynafistu
koncentraci kyseliny glykolové a kyseliny réahé v roztoku pufru, byly sgitany hodnoty
tsoo (tj. narmst, resp. pokles koncentrace o 5 %). Zavislostigtar koncentrace kyseliny
glykolové na dob degradace #ta strngjSi charakter ($Si hodnoty sriérnic) nez tomu bylo
u kyseliny mlé€né. Ri porovnani vlivu fiznych koncentraci roztoku kopolymeru bylo patrné,
Ze zvySeni koncentrace vede ke zvySeni rychlosgradiace ($tSi pokles molekulové
hmotnosti).

Rozdily mezi vysledky u vzotk kopolymeru bez ITA a s ITA potvrdily fpdpoklad
rychlejSi degradace modifikovaného kopolymeru.aJepisobeno funkcionalizaci koncovych
skupin kopolymeru kyselinou itakonovou, kterd takidttzce vnasi polarni karboxylovou
skupinu. V disledku toho dochazi ke 2me pii tvorb¢ polymernich micel ve vad coz ma za
nasledek snadjsi pristup molekul vody k polymeru, coZz usmage jeho hydrolyzu. #
porovnani dvou tyfp kopolymeii s pongry PLGA/PEG 2,5, resp. 2,0itheme konstatovat, Ze
snizeni tohoto po#nu nelo za nasledek &Si rychlost degradace kopolyniema to jak bez
ITA tak také s ITA. Je to Zsobeno vysSim obsahem PEG.

63



l. Studium degradace syntetického biokompatibildébpolymeru

Posledni zkoumanou oblasti bylo degtadachovani kopolymeru bez ITAfpazném pH
(hodnoty pH byly 4,0, 7,4, 9,0). Jak bylo prokadzamadnota pH ®la na rychlost degradace
podstatny vliv. Se zvySujici se hodnotou pH se Igathdegradace zvySovala. To platilo
piedevsim pro kopolymer s pérem PLGA/PEG 2,5; u poénu 2,0 byly rozdily mensi
(ptedevSim mezi pH 7,4 a 9). Pokles molekulové hmditnostohoto kopolymeru byl
srovnatelny pro pH 4 a 7,4 (mezi 30 — 40 %).

64



l. Studium degradace syntetického biokompatibildébpolymeru

7 POUZITE ZKRATKY

Zkratka
ABA
BAB
CGC
CGT
CMC
GA
GPC
HPLC
ITA
ITA-PLGA-PEG-PLGA-ITA
LA
LCST

Mn
Mw
M,
PEG

PGA

PLA
PLGA

PLGA-PEG-PLGA
UCST

Vyznam

blokovy kopolymer hydrofobni-hydrofilni-hydrobmi
blokovy kopolymer hydrofilni-hydroobni-hydrofil
kriticka koncentrace gelovai

kriticka teplota gelovani

kriticka micelarni koncentrace

kyselina glykolova

gelova permeai chromatografie

vysokodinna kapalinova chromatografie

kyselina itakonova

blokovy kopolymer modifikovany kgbnou itakonovou
kyselina ml€na

dolni kriticka teplota

praimérnaciselna molekulova hmotnost
primérna vahova molekulova hmotnost

z-praimérna molekulova hmotnost

poly(ethylenglykol)

poly(glykolovéa kyselina)

poly(ml&né kyselina)

blokovy kopolymer poly(mk&né kyseliny) a poly(glykolové
kyseliny)

blokovy kopolymer

horni kriticka teplota
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8 PRILOHY
8.1 Schéma pouziti zkoumanych kopolymaei

teplota téla = 37 °C— gel

pokojova teplota— roztok

biodegradovatelny
termosensitivni polymerni
roztok (kratké doba
Zivota)

degradace

biodegradovatelny kopolymer (dlouha doba Zivota)

nanogastice anorganického hydroxyapatitu
(HAP)

Obr. 24: Schematické znazami predpokladaného pouziti blokovych kopolyin@LGA-
PEG-PLGA a ITA-PLGA-PEG-PLGA-ITA pra’léu zlomenin

66



I. Studium degradace syntetického biokompatibiliébpolymeru

8.2 Fotografie pripravenych roztokua vzorka pro sestavovani sol-gel diagramu

Obr. 25: Pripravené roztoky kopolymeru pro stanoveni sol-gelcpod: (A — bez ITA, B —
SITA)

Obr. 26:Vodni lazé pro mereni sol-gel pechod:
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Obr. 27:Vzorky tizné koncentrace vytahnutéi peplot 37 °C z vodni 1azf) A — vzorek bez
ITA vSechny koncentrace (18 — 30 %) ve togalu, B — vzorek s ITA koncentrace 25 — 30 %
ve forn# gelu, koncentrace 18 % ve fafmoztoku

8.3 Zména distribuce molekulové hmotnosti (z GPC) v zaviskti na dok
degradace

=&/ Agilent GPC-Addon Rev. A.02.02 - [Mass distribution <Overlay>] [BEE
W1 File Options  Window  Help SI-IES

D=2 %] S w2 [EeEhe

[View 4 [Fal x: 1164063 Menday

y: 9008475 06/09/08
LIS

14:32:33

Sample : [Overlay

Calibration :

100 3

o5 3

90

nomm. Wilog M)
£ 0w wo®m 8 8 2 o9o® @
& 8 & 8 & 8 @ B8 B8

.
5

= = [C R TR w
5 I} B2 oR B8 [+

w

&% Agient GPC-Addon &2 oy 2:32FM

Obr 28: M reni molekulove hmotnostl vzorku 6 (8 dni degradazaylslost dlstrlbtinl
funkce na molekulové hmotnosti; s rostouci dobaratiace dochazi k posunu fik nizSim
molekulovym hmotnostem a kesmeéhtvaru pikz (sner Sipky)
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8.4 HPLC analyza roztoku pufru po degradaci

O DADT A, $ig=192 4 Ref=400,4 (09_05_13_10W001-0101.0)

kyselina glyvkolova

l

kyselina mlééna

2 3
I DADT A, 5ig=192 4 Ref-400 4 (09_D6_13_JOWI0G-0601 0)

1ae ] kyselina glykolova kyselina mlééna B

50 l

A A
o4 ' \f_

25

i H Y 7 mi
kyselina glykolova kyselina mlééna

2 3
1 DADT A, Sig=192 4 Ref=400.4 (09_05_13_I0010-1001.5)

25

50

Obr. 29:Chromatogramy vzorku 5 (24 %) po degradaci, usérvelikosti pik kyseliny
glykolové a mléné, A - 1 den, B—3den, C - 11 den

TT DACT A Sig=182 4 Rerma00 4 (08 _15_13_]0035-9601 57

e kyselina .
glvkolova

R | .

kyselina mlééna

? ?

T T T T T
0 & 0 15 20 25 30 mi
T DA A, 5ig=102 4 Rera00 4 (00_N5_13_JO005-0601.5)

kyselina glykolova

100 | \ / kyselina mlééna

T T T T T T
0 5 A0 15 20 25 20 mirj|

Obr. 30: Chromatogram vzorku 6 a 7 (20 %) po degradaci; ez ITA, B—s ITA

69



l. Studium degradace syntetického biokompatibildébpolymeru

9

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

POUZITA LITERATURA

Gunatillake, P.A. and Adhikari, R.: Biodegradatdynthetic polymers for tissue
engineering European Cells and Material2003, vol. 5, no., p. 1-16. ISSN 1473-
2262.

Vadgama, PSurfaces and interfaces for biomaterialst ed, Cambridge: Woodhead
Publishing Limited. 2005. p. 802. ISBN 1-85573-%30-

Kim, S.W., Bae, Y.H., and Okano, T.: Hydrogel$Swelling, Drug Loading, and
ReleasePharmaceutical Researcth992, vol. 9, no. 3, p. 283-290. ISSN 0724-8741.
Galaev, LY. and Mattiasson, B.: 'Smart’ polygsn@end what they could do in
biotechnology and medicindrends in Biotechnology1999, vol. 17, no. 8, p. 335-
340. ISSN 0167-7799.

Chandra, R. and Rustgi, R.: Biodegradable potgni&rogress in Polymer Science
1998, vol. 23, no. 7, p. 1273-1335. ISSN 0079-6700.

Peterkova, P. and Lapcik, L.: Collagen - Prapsrtmodifications and applicatians
Chemicke Listy2000, vol. 94, no. 6, p. 371-379. ISSN 0009-2770.

Kwak, J., De Capua, A., Locardi, E., and Goodmam, TREN (tris(2-
aminoethyl)amine): An effective scaffold for thesasibly of triple helical collagen
mimetic structuresJournal of the American Chemical Socje2902, vol. 124, no. 47,
p. 14085-14091. ISSN 0002-7863.

wikipedie: http://cs.wikipedia.org/wiki/Soubowolagentriplehelix.png [cit.
5.5.2010,

Friess, W.: Collagen - biomaterial for drug dely. European Journal of
Pharmaceutics and Biopharmaceutid998, vol. 45, no. 2, p. 113-136. ISSN 0939-
6411.

Fathima, N.N., Bose, M.C., Rao, J.R., and Naid.: Stabilization of type | collagen
against collagenases (type I) and thermal deg@daising iron complexJournal of
Inorganic Biochemistry2006, vol. 100, no. 11, p. 1774-1780. ISSN 016240

Kozlov, P.V. and Burdygina, G.I.: The structarel properties of solid gelatin and the
principles of their modificatiorPolymer 1983, vol. 24, no. 6, p. 651-666. ISSN 0032-
3861.

Rokhade, A.P., Agnihotri, S.A., Patil, S.A., IM&arjuna, N.N., Kulkarni, P.V., and
Aminabhavi, T.M.: Semi-interpenetrating polymer netk microspheres of gelatin
and sodium carboxymethyl cellulose for controlletbase of ketorolac tromethamine
Carbohydrate Polymer006, vol. 65, no. 3, p. 243-252. ISSN 0144-8617.

Pillai, C.K.S., Paul, W., and Sharma, C.P.:tidhand chitosan polymers: Chemistry,
solubility and fiber formationProgress in Polymer Scienc2009, vol. 34, no. 7, p.
641-678. ISSN 0079-6700.

Ravi Kumar, M.N.V.: A review of chitin and cb#an applicationsReactive and
Functional Polymers2000, vol. 46, no. 1, p. 1-27. ISSN 1381-5148.

Chitkara, D., Shikanov, A., Kumar, N., and DgmbJ.: Biodegradable injectable in
situ depot-forming drug delivery systendacromolecular Bioscien¢ge2006, vol. 6,
no. 12, p. 977-990. ISSN 1616-5187.

Rinaudo, M.: Chitin and chitosan: Propertied applicationsProgress in Polymer
Science 20086, vol. 31, no. 7, p. 603-632. ISSN 0079-6700.

Béguin, P. and Aubert, J.-P.: The biological rddgtion of cellulose FEMS
Microbiology Reviews1994, vol. 13, no. 1, p. 25-58. issn 0168-6445.

Griffith, L.G.: Polymeric biomaterialé\cta Materialig 2000, vol. 48, no. 1, p. 263-
277. 1ISSN 1359-6454.

70



l. Studium degradace syntetického biokompatibildébpolymeru

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

Gilding, D.K. and Reed, A.M.: Biodegradable ypotrs for Use in Surgery -
Poly(Ethylene Oxide) Poly(Ethylene-Terephthalate) {Pety Copolymers Polymer
1979, vol. 20, no. 12, p. 1454-1458. ISSN 0032-3861

Li, S.M.: Hydrolytic degradation characteristiof aliphatic polyesters derived from
lactic and glycolic acidslournal of Biomedical Materials Researd®999, vol. 48, no.
3, p. 342-353. ISSN 0021-9304.

Martina, M. and Hutmacher, D.W.: Biodegradalgelymers applied in tissue
engineering research: a revieRolymer Internationgl 2007, vol. 56, no. 2, p. 145-
157. ISSN 0959-8103.

Fox, S.A.: A New Type of Surgical Pegmerican Journal of Ophthalmolog$946,
vol. 29, no. 5, p. 586-587. ISSN 0002-9394.

Kinahan, I.M. and Smyth, M.R.: High-Performandequid-Chromatographic
Determination of Peg-600 in Human Urinkournal of Chromatography-Biomedical
Applications 1991, vol. 565, no. 1-2, p. 297-307. ISSN 0378743

Fruijtier-Polloth, C.: Safety assessment onygtblylene glycols (PEGs) and their
derivatives as used in cosmetic produ€tsxicology 2005, vol. 214, no. 1-2, p. 1-38.
ISSN 0300-483X.

Litchfield, J.H. Lactic Acid, Microbially Producedn Encyclopedia of Microbiology
S. Moselio, 2009, Academic Press: Oxford. p. 362-37

Summer, K., Toxicological Evaluation of the Incorporation of Ipmers and
Copolymers Based on L- and D-Lactide and GlycoliddBoehringer Ingelheim KG
1993, Boehringer Ingelheim KG. p. 31.

CICAD: http://www.inchem.org/documents/cicadsdds/cicad45.htm, ct.
20. 5. 2010]

de Jong, S.J., Arias, E.R., Rijkers, D.T.S., Wwostrum, C.F., Kettenes-van den
Bosch, J.J., and Hennink, W.E.: New insights inte tiydrolytic degradation of
poly(lactic acid): participation of the alcohol n@nus Polymer 2001, vol. 42, no. 7,
p. 2795-2802. ISSN 0032-3861.

van Nostrum, C.F., Veldhuis, T.F.J., Bos, G.\dhd Hennink, W.E.: Hydrolytic
degradation of oligo(lactic acid): a kinetic andaianistic studyPolymer 2004, vol.
45, no. 20, p. 6779-6787. ISSN 0032-3861.

Shih, C.: Chain-End Scission in Acid-Catalyzeghiglysis of Poly(D,L-Lactide) in
Solution Journal of Controlled Releasd 995, vol. 34, no. 1, p. 9-15. ISSN 0168-
3659.

Forcino, R.G. and Jonnalagadda, S.. The effécfabrication methods on the
mechanical and thermal properties of poly(lactidegtycolide) scaffoldsJournal of
Applied Polymer Scienc@007, vol. 104, no. 2, p. 944-949. ISSN 0021-8995
Giunchedi, P., Conti, B., Scalia, S., and Cofde In vitro degradation study of
polyester microspheres by a new HPLC method foronmmr release determination
Journal of Controlled Releas&998, vol. 56, no. 1-3, p. 53-62. ISSN 0168-3659.
Witt, C., Mader, K., and Kissel, T.: The degramatswelling and erosion properties
of biodegradable implants prepared by extrusioncompression moulding of
poly(lactide-co-glycolide) and ABA triblock copolyems Biomaterials 2000, vol. 21,
no. 9, p. 931-938. ISSN 0142-9612.

Dunne, M., Corrigan, O.l., and Ramtoola, Zftuence of particle size and dissolution
conditions on the degradation properties of pohdieeco-glycolide particles
Biomaterials 2000, vol. 21, no. 16, p. 1659-1668. ISSN 0142206

Grayson, A.C.R., Cima, M.J., and Langer, RzeSand temperature effects on
poly(lactic-co-glycolic acid) degradation and mi@servoir device performance
Biomaterials 2005, vol. 26, no. 14, p. 2137-2145. ISSN 014226

71



l. Studium degradace syntetického biokompatibildébpolymeru

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

Schliecker, G., Schmidt, C., Fuchs, S., WomegcR., and Kissel, T.: Hydrolytic
degradation of poly(lactide-co-glycolide) films:fedft of oligomers on degradation
rate and crystallinityinternational Journal of Pharmaceutic2003, vol. 266, no. 1-2,
p. 39-49. ISSN 0378-5173.

von Burkersroda, F., Gref, R., and Gopferich, Brosion of biodegradable block
copolymers made of poly(D,L-lactic acid) and potiifgene glycol) Biomaterials
1997, vol. 18, no. 24, p. 1599-1607. ISSN 0142-9612

Grizzi, ., Garreau, H., Li, S., and Vert, M.ydHolytic Degradation of Devices Based
on Poly(Dl-Lactic Acid) Size-Dependendgomaterials 1995, vol. 16, no. 4, p. 305-
311. ISSN 0142-9612.

von Burkersroda, F., Sched|, L., and Gopferiéty, Why degradable polymers
undergo surface erosion or bulk erosiBromaterials 2002, vol. 23, no. 21, p. 4221-
4231. ISSN 0142-9612.

Deng, M., Zhou, J., Chen, G., Burkley, D., Xu, Jamiolkowski, D., and Barbolt, T.:
Effect of load and temperature on in vitro degramatf poly(glycolide-co-L-lactide)
multifilament braids Biomaterials 2005, vol. 26, no. 20, p. 4327-4336. ISSN 0142-
9612.

Park, T.G.. Degradation of Poly(D,L-Lactic Acid}licrospheres - Effect of
Molecular-Weight Journal of Controlled Releasd994, vol. 30, no. 2, p. 161-173.
ISSN 0168-3659.

Park, T.G.: Degradation of Poly(Lactic-Co-Glycohcid) Microspheres - Effect of
Copolymer CompositianBiomaterials 1995, vol. 16, no. 15, p. 1123-1130. ISSN
0142-9612.

Schliecker, G., Schmidt, C., Fuchs, S., andsdjsT.: Characterization of a
homologous series of D,L-lactic acid oligomers; achmanistic study on the
degradation kinetics in vitr@iomaterials 2003, vol. 24, no. 21, p. 3835-3844. ISSN
0142-9612.

Sanabria-DelLong, N., Agrawal, S.K., Bhatia, .S.Brd Tew, G.N.: Controlling
hydrogel properties by crystallization of hydroplmldomains Macromolecules
2006, vol. 39, no. 4, p. 1308-1310. ISSN 0024-9297.

Bala, I., Hariharan, S., and Kumar, M.: PLGAnoarticles in drug delivery: The
state of the artCritical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Sysg004, vol. 21,
no. 5, p. 387-422. ISSN 0743-4863.

Gilding, D.K. and Reed, A.M.: Biodegradable ypotrs for Use in Surgery -
Polyglycolic-Poly(Actic Acid) Homopolymers and Cdpmers .1 Polymer 1979,
vol. 20, no. 12, p. 1459-1464. ISSN 0032-3861.

Hoffman, A.S.: Hydrogels for biomedical apptioas Advanced Drug Delivery
Reviews2002, vol. 54, no. 1, p. 3-12. ISSN 0169-409X.

Peppas, N.A., Bures, P., Leobandung, W., ardkdwa, H.. Hydrogels in
pharmaceutical formulations European Journal of Pharmaceutics and
Biopharmaceutics2000, vol. 50, no. 1, p. 27-46. ISSN 0939-6411.

Russ, T., Brenn, R., and Geoghegan, M.: Equikbriswelling of polystyrene
networks by linear polystyrendacromolecules 2003, vol. 36, no. 1, p. 127-141.
ISSN 0024-9297.

Jeong, B. and Gutowska, A.: Lessons from nastmauli-responsive polymers and
their biomedical applicationgrends in Biotechnology2002, vol. 20, no. 7, p. 305-
311. ISSN 0167-7799.

Qiu, Y. and Park, K.: Environment-sensitive togkls for drug deliveryAdvanced
Drug Delivery Review2001, vol. 53, no. 3, p. 321-339. ISSN 0169-409X.

72



l. Studium degradace syntetického biokompatibildébpolymeru

52.

53.

4.

55.

56.

S7.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

Gutowska, A., Jeong, B., and Jasionowski, Kjedtable gels for tissue engineering
Anatomical Record2001, vol. 263, no. 4, p. 342-349. ISSN 0003-276X

Jeong, B., Kim, S.W., and Bae, Y.H.: Thermodemsisol-gel reversible hydrogels
Advanced Drug Delivery Revien&)02, vol. 54, no. 1, p. 37-51. issn 0169-409X.
He, C., Kim, S.W., and Lee, D.S.: In situ gallistimuli-sensitive block copolymer
hydrogels for drug deliverydournal of Controlled Releas2008, vol. 127, no. 3, p.
189-207. ISSN 0168-3659.

Jagur-Grodzinski, J.: Polymeric gels and hydi®dpr biomedical and pharmaceutical
applications Polymers for Advanced Technologi€d10, vol. 21, no. 1, p. 27-47.
ISSN 1099-1581.

Willke, T. and Vorlop, K.D.: Biotechnological gutuction of itaconic acidApplied
Microbiology and Biotechnology001, vol. 56, no. 3-4, p. 289-295. issn 01758759
Tomic, S.L., Suljovrujic, E.H., and Filipovic,M.: Biocompatible and bioadhesive
hydrogels based on 2-hydroxyethyl methacrylate, aofharctional poly(alkylene
glycol)s and itaconic acid?olymer Bulletin 2006, vol. 57, no. 5, p. 691-702. ISSN
0170-0839.

Chen, K.S., Ku, Y.A, Lin, H.R,, Yan, T.R., Shé&uC., Chen, T.M., and Lin, F.H.:
Preparation and characterization of pH sensitivig(pevinyl-2-pyrrolidone/itaconic
acid) copolymer hydrogel#aterials Chemistry and Physic2005, vol. 91, no. 2-3,
p. 484-489. ISSN 0254-0584.

Krusic, M.K. and Filipovic, J.: Copolymer hydis based on N-isopropylacrylamide
and itaconic acidPolymer 2006, vol. 47, no. 1, p. 148-155. ISSN 0032-3861.
Caykara, T., Ozyurek, C., and Kantoglu, O.: stigation of thermal behavior of
poly(2-hydroxyethyl methacrylate-co-itaconic acidgtworks Journal of Applied
Polymer Scienge2007, vol. 103, no. 3, p. 1602-1607. ISSN 0022589

West, J.L. and Hubbell, J.A.: Photopolymerizdgidrogel Materials for Drug-
Delivery Applications Reactive Polymersl995, vol. 25, no. 2-3, p. 139-147. ISSN
0923-1137.

Wei, H., He, J., Sun, L.-g., Zhu, K., and Ferf;g.: Gel formation and
photopolymerization during supramolecular self-agslées of [alpha]-CDs with LA-
PEG-LA copolymer end-capped with methacryloyl groupsiropean Polymer
Journal 2005, vol. 41, no. 5, p. 948-957.

Sawabhata, K., Hara, M., Yasunaga, H., and Qséddalectrically Controlled Drug
Delivery System Using Polyelectrolyte Gelournal of Controlled Releasd 990,
vol. 14, no. 3, p. 253-262. ISSN 0168-3659.

Sunil A. Agnihotri, Raghavendra, V., NadagoudaK., Padmakar, V.M., and
Aminabhavi, K.T.M.: Electrically modulated transpast diclofenac salts through
hydrogels of sodium alginate, carbopol, and thiné polymersJournal of Applied
Polymer Scienge2005, vol. 96, no. 2, p. 301-311. ISSN 1097-4628.

Hatefi, A. and Amsden, B.: Biodegradable imbtt in situ forming drug delivery
systemsJournal of Controlled Releas€002, vol. 80, no. 1-3, p. 9-28. ISSN 0168-
3659.

Westhaus, E. and Messersmith, P.B.: Triggereaselof calcium from lipid vesicles:
a bioinspired strategy for rapid gelation of polydzaride and protein hydrogels
Biomaterials 2001, vol. 22, no. 5, p. 453-462. ISSN 0142-9612.

Li, J., Ni, X.P., and Leong, K.W.: Injectablaud-delivery systems based on
supramolecular hydrogels formed by poly(ethylenéd®x and alpha-cyclodextrin
Journal of Biomedical Materials Research Part2003, vol. 65A, no. 2, p. 196-202.
ISSN 0021-9304.

73



l. Studium degradace syntetického biokompatibildébpolymeru

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

7.

78.

79.

80.

81.

82.

Kissel, T., Li, Y.X., and Unger, F.: ABA-tribleccopolymers from biodegradable
polyester A-blocks and hydrophilic poly(ethyleneidi®) B-blocks as a candidate for
in situ forming hydrogel delivery systems for ptiate Advanced Drug Delivery
Reviews2002, vol. 54, no. 1, p. 99-134. ISSN 0169-409X.

Bae, S.J., Suh, J.M., Sohn, Y.S., Bae, Y.Hp,K$.W., and Jeong, B.: Thermogelling
poly(caprolactone-b-ethylene glycol-b-caprolactone) agueous solutions
Macromolecules2005, vol. 38, no. 12, p. 5260-5265. ISSN 0028/92

Bae, S.J., Joo, M.K., Jeong, Y., Kim, S.\W., ,l'8&K., Sohn, Y.S., and Jeong, B.:
Gelation behavior of poly(ethylene glycol) and malgrolactone triblock and
multiblock copolymer aqueous solutiodacromolecules2006, vol. 39, no. 14, p.
4873-4879. ISSN 0024-9297.

Jeong, B., Bae, Y.H., and Kim, S.W.: Biodeglddathermosensitive micelles of
PEG-PLGA-PEG triblock copolymer€olloids and Surfaces B-Biointerfagek999,
vol. 16, no. 1-4, p. 185-193. ISSN 0927-7765.

Jeong, B., Bae, Y.H., and Kim, S.W.: Thermorsiate gelation of PEG-PLGA-PEG
triblock copolymer aqueous solutionBlacromolecules 1999, vol. 32, no. 21, p.
7064-7069. ISSN 0024-9297.

Jeong, B., Choi, Y.K., Bae, Y.H., Zentner, @d Kim, S.W.: New biodegradable
polymers for injectable drug delivery systerdsurnal of Controlled Releasd999,
vol. 62, no. 1-2, p. 109-114. ISSN 0168-3659.

Jeong, B., Kibbey, M.R., Birnbaum, J.C., Won,YY and Gutowska, A.:
Thermogelling biodegradable polymers with hydroghliackbones: PEG-g-PLGA
Macromolecules2000, vol. 33, no. 22, p. 8317-8322. ISSN 0028792

Jeong, B., Bae, Y.H., and Kim, S.W.: In sitdagen of PEG-PLGA-PEG triblock
copolymer aqueous solutions and degradation therdofirnal of Biomedical
Materials Researgh2000, vol. 50, no. 2, p. 171-177. ISSN 0021-9304.

Jeong, B. and Gutowska, A.. Biodegradable tbeswersible hydrogel and their
biomedical applicationAbstracts of Papers of the American Chemical Spci01,
vol. 222, no., p. U315-U315. ISSN 0065-7727.

Jeong, B., Wang, L.Q., and Gutowska, A.: Bigddgble thermoreversible gelling
PLGA-g-PEG copolymersChemical Communication®001, vol. no. 16, p. 1516-
1517. ISSN 1359-7345.

Jeong, B., Windisch, C.F., Park, M.J., Sohig.YGutowska, A., and Char, K.: Phase
transition of the PLGA-g-PEG copolymer aqueous swhgt Journal of Physical
Chemistry B2003, vol. 107, no. 37, p. 10032-10039. ISSN 16206.

Zentner, G.M., Rathi, R., Shih, C., McRea, J®e0, M.H., Oh, H., Rhee, B.G,,
Mestecky, J., Moldoveanu, Z., Morgan, M., and WaeaitrynS.: Biodegradable block
copolymers for delivery of proteins and water-indgdé drugsJournal of Controlled
Releasg2001, vol. 72, no. 1-3, p. 203-215. ISSN 01683865

Yu, L., Chang, G.T., Zhang, H., and Ding, J.D.mperature-induced spontaneous
sol-gel transitions of poly(D,L-lactic acid-co-ghjec acid)-b-poly(ethylene glycol)-b-
poly(D,L-lactic acid-co-glycolic acid) triblock copymers and their end-capped
derivatives in waterJournal of Polymer Science Part a-Polymer Chemjs§07,
vol. 45, no. 6, p. 1122-1133. ISSN 0887-624X.

Jeong, J.H., Lim, D.W., Han, D.K., and Park, .T.&ynthesis, characterization and
protein adsorption behaviors of PLGA/PEG di-blockpodymer blend filmsColloids
and Surfaces B-Biointerface2000, vol. 18, no. 3-4, p. 371-379. ISSN 09275/76
Shim, M.S., Lee, H.T., Shim, W.S., Park, I, LEe Chang, T., Kim, S.W., and Lee,
D.S.: Poly(D,L-lactic acid-co-glycolic acid)-b-pgbthylene glycol)-b-poly (D,L-
lactic acid-co-glycolic acid) triblock copolymer éthermoreversible phase transition

74



l. Studium degradace syntetického biokompatibildébpolymeru

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

in water Journal of Biomedical Materials Resear@002, vol. 61, no. 2, p. 188-196.
ISSN 0021-9304.

Lee, D.S., Shim, M.S., Kim, S.W., Lee, H., Ratk and Chang, T.Y.: Novel
thermoreversible gelation of biodegradable PLGA-KIBEO-block-PLGA triblock
copolymers in aqueous solutiodacromolecular Rapid Communicatiqriz001, vol.
22, no. 8, p. 587-592. ISSN 1022-1336.

Fujiwara, T., Mukose, T., Yamaoka, T., Yamane, $akurai, S., and Kimura, Y.:
Novel thermo-responsive formation of a hydrogel digreo-complexation between
PLLA-PEG-PLLA and PDLA-PEG-PDLA block copolymersMacromolecular
Bioscience2001, vol. 1, no. 5, p. 204-208. ISSN 1616-5187.

Meyer, V.R.Practical High-Performance Liquid Chromatograpi8004, Chichester:
John Wiley & Sons. 338. ISBN 0-471-98373-X.

Kromidas, S.More Practical Problem Solving in HPLQ005, Darmstadt: Wiley-
VCH Verlag GmbH. 294. ISBN 3-527-31113-0.

Marcato, B., Paganetto, G., Ferrara, G., ancciie, G.: High-performance liquid
chromatographic determination of some of the hydimldecomposition products of
poly(alpha-hydroxyacid)sJournal of Chromatography B-Biomedical Applications
1996, vol. 682, no. 1, p. 147-156. ISSN 0378-4347.

Ding, A.G. and Schwendeman, S.P.: Determinatifowater-soluble acid distribution
in poly(lactide-co-glycolide)Journal of Pharmaceutical Scien¢e04, vol. 93, no.
2, p. 322-331. ISSN 0022-3549.

Wu, C.-s.:Handbook of Size Exclusion Chromatography and Rdl&techniques
second ed. Chromatographic Science Series, ed.\@usVol. 91. 2004, New York:
Marcel Dekker. 694. ISBN 0-8247-4710-0.

Pasch, H. and Trathnigg, BIPLC of Polymersed. Glockner. 1998, Heidelberg:
Springer-Verlag. isbn 3-540-61689-6.

Lee, J., Bae, Y.H., Sohn, Y.S., and Jeong,TBermogelling aqueous solutions of
alternating multiblock copolymers of poly(L-lactaxid) and poly(ethylene glycol)
Biomacromolecule2006, vol. 7, no. 6, p. 1729-1734. ISSN 1525-7797

Li, F., Li, S.M.,, and Vert, M.: Synthesis andeological properties of
polylactide/poly(ethylene  glycol) multiblock copohers Macromolecular
Bioscience2005, vol. 5, no. 11, p. 1125-1131. ISSN 16167518

Payro, E.R. and Llacuna, J.L.: Rheological attarezation of the gel point in sol-gel
transition Journal of Non-Crystalline Soligd2006, vol. 352, no. 21-22, p. 2220-2225.
ISSN 0022-3093.

Suming Li, A.E.G.E.D.: Rheology and Drug Rele&seperties of Bioresorbable
Hydrogels Prepared from Polylactide/Poly(ethylenlyca) Block Copolymers
Macromolecular Symposi&005, vol. 222, no. 1, p. 23-36. ISSN 1521-3900.
Vermonden, T., Besseling, N.A.M., van Steenberdd.J., and Hennink, W.E.:
Rheological studies of thermosensitive triblock @gmer hydrogels Langmuir,
2006, vol. 22, no. 24, p. 10180-10184. ISSN 0748374

Li, S.M. and McCarthy, S.: Further investigasoon the hydrolytic degradation of
poly(DL-lactide) Biomaterials 1999, vol. 20, no. 1, p. 35-44. ISSN 0142-9612.

Wu, L.B. and Ding, J.D.: In vitro degradatiohtloree-dimensional porous poly(D,L-
lactide-co-glycolide) scaffolds for tissue enginegrBiomaterials 2004, vol. 25, no.
27, p. 5821-5830. ISSN 0142-9612.

Jeong, B., Bae, Y.H., and Kim, S.W.: Drug reéedrom biodegradable injectable
thermosensitive hydrogel of PEG-PLGA-PEG triblock a@gmers Journal of
Controlled Release2000, vol. 63, no. 1-2, p. 155-163. ISSN 01689865

75



l. Studium degradace syntetického biokompatibildébpolymeru

99. Li, X.H., Deng, X.M., Yuan, M.L., Xiong, C.DHuang, Z.T., Zhang, Y.H., and Jia,
W.X.: In vitro degradation and release profiles mily-DL-lactide-poly(ethylene
glycol) microspheres with entrapped proteidsurnal of Applied Polymer Science
2000, vol. 78, no. 1, p. 140-148. ISSN 0021-8995.

100. Holy, C.E., Dang, S.M., Davies, J.E., and ShaiichI.S.: In vitro degradation of a
novel poly(lactide-co-glycolide) 75/25 foarBiomaterials 1999, vol. 20, no. 13, p.
1177-1185. ISSN 0142-9612.

101. Proikakis, C.S., Mamouzelos, N.J., TarantilA.Pand Andreopoulos, A.G.: Swelling
and hydrolytic degradation of poly(D,L-lactic acid) aqueous solutiong?olymer
Degradation and Stability2006, vol. 91, no. 3, p. 614-619. ISSN 0141-3910.

76



[I. STANOVENI OBSAHU POLYCYKLICKYCH AROMATICKYCH
UHLOVODIK U V SALAMU



[I. Stanoveni obsahu polycyklickych aromatickychowodiki v salamu

OBsAH
1 OB S AH ... ettt e et e e e e e e e e e et e e e eeeeaba——————ettaataaaaaaaaaaaaaaaaaaaaabaarra———————as 78
2 LU 1Y 5 PSSP 08
A R 1@ ) {1 (@] K ]| U 81
2.2 EKVIVALENTNI FAKTOR TOXICITY (TEF) coiiiiiiiiiiieeee et 82
2.2.1  MetaboliSMUS PAU ... e 85
2.3 VYSKYT PAUV ZIVOTNIM PROSTREDI t11tttietieeeisssissieiienttnntsssneseeeereesaaesesssasannssnnssssssssssnssseeeseeeeees 89
2.3 1 OVZAUST ettt e e oo e e e e — e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eaaaaar——————es 89
2 T o T - SRR 90
2.3.3  PUa e e e e e e e e aaaaaaaaaaaas 91
2.4 VYSKYT PAU YV POTRAVINACH ...uuuuuutittittiettteettestaeaeeeassssssssssssssssssssseeeesasaaaaeeaesesssnssnsssssssssssnnees 91
2.5 TECHNOLOGIE VYROBY TRVANLIVYCH FERMENTOVANYCH MASNYCH VYROBKU .....uuuieieieeeeeeeeeeeennns 92
2.5 1  MIChANT AIlA ceeiiiiiiiii e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e naannaan 92
2.5.2  NAFAZENT GilA . ..uuiiiiiiiiiiiiiieiiiee e ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aeaaaaas 92
2.5.3  Zrani afermMeENTACE .......ccooi it e e e e e ————————————— 93
3 ANALYZA PAU ..ottt ettt et e ettt e et e et e et e et e et e et et e eeeeeeeee et e e e e 94
TN Y T =T Y71 | PRI 94
311 AKEIVIT VZOTKOVANT ..ottt ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e s e e e e e e e e e e eaaeeaeeaaaeaaan 94
3.1.2  PaSIVNI VZOTKOVANI.......cc oot e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaean 94
3.2 EXTRAKCE A PRECISTENI VZORKU ..tvtuuuietiitineeseestuaeesestunseesessnnsssasanssnseesssssnnaeesestnnessessnnneeeeemnn a5
G N 41 -1 ] T 1 1 111 (o | PRSP 95
T O =7 o LU | o OO 96
3.3 IMETODY ANALYZY euuuuueuuutnetneneeeereeteetaeaaeaeasessasaaaasssssssesereeeteetaeaaeeeesessnnaaaasssrassrennreraeeeeeaeeenenns 100
3.3.1 Kapalinova chromatografi€..............ceiiiieeeene e s ettt e e e e e e s siraaeee e e e 100
3.3.2  PIyNova ChromatOgrafi€ ..........cceeeeeieii i ettt e e e e e e e e e e e e e s seennne e neeees 101
4 EXPERIMENTALNI  CAST ...ttt ettt eeeee ettt ete e 106
4.1 MATERIAL, CHEMIKALIE A PRISTROUIE . ..eeeeetteiietsissistuntesttneseeeresesaaaassessaaaasnsssnssssnssnsnsreenaasaaaaees 106
I N = 153 { (o] (I W 2= o PSRRI 106
4.1.2 Standardy a ChemiKAlIE ..........ccuuuiiiiiiceceere e e e e e e e e e e e 106
4121 Priprava Kalioranich roztoRi .............ooiuiiiiiiiiie e 106
4.1.2.2 SITES PAU MIX 45 oottt et e e e e e e e e e e e e e s e s b taeeeaeeeeesatbaaaeeeaaeeas 106
4.1.2.3 BT TS D O 106
4.2 ODBER A UPRAVA VZORKU ....etiieeeteiissies s stteatasteeeeeeseeaaaeasassaaasassssssassasssesseseeaeeaaaaeeessennnnasnns 106
O R 1 = | (o= (0 | (U PSR 107
4.2.2  Predisteni vzorku pomoci GPC (OASEM tUKU) ........vvvvvviiiiieiieiiieeeeeeee e e e 107
4221 NASTAVENT GPC ...ttt e e e e e e ettt e e e e e e e e e e e abbeeeeeeeeseesatbaeeeeaeaessasnnnees 107
4.2.3 Odpaeni chloroformu a pevedeni vzorku do iSOOKtaNU ............coovvcccceeeeiiescceniiineineee 107
4.2.4 Analyza peciSteného vzorku na GG GC—TOF-MS.........ccccoiiiiiiiiiic it reeme e 108
424.1 Nastaveni GO GC—TOR—MS .......coiiiiiiiiiiiie ittt et e e e e et e e s sbbeeesnees 108
4242 Seznam sledovanyCh an@IYL...........coouiiiiiiiiieie e e 109
5 VYSLEDKY A DISKUZE ......oviiiteiee ettt ettt et se st st sesteasannsteseeeaeenanesee s 110
5.1 PRECISTENI VZORKU POMOCIGPC ... ittt e et st st s e e e e et e e s aataneeaenannnenaees 110



[I. Stanoveni obsahu polycyklickych aromatickychowodiki v salamu

5.2 OPTIMALIZACE GC x GCPODMINEK

........................................................................................... 110
2 R AN o -1 )72 Y A 1 I I 1 S 110
5.2.2  ANAIYZA VE 2D GC ..ooiiiiiiiiiiiie ettt e et e et e e e et e e e e e e e e ra e e e e e annnrees 110
TR B (VI 1= Y o PP PRTR 113
5.3.1 Limity detekce a kvantifikacCe.............eeeieiiiiiiiiiiii e 114
5.4 URCENIVYTEZNOSTI ANALYTICKEHO STANOVENIPAU V SALAMU ......ccvviiiieiiiiiiiiie et 1581
5.4.1  Stanoveni VEZNOST PAU .........oooiiiiiiiiie it s ettt e e e s sttee e e e e s nnsbaeaaeennnees 115
5.4.2 VyteZnosti [F pouziti undekanu ar/ppa’et na deuterované standardy ................cccueeees 116
5.5 VYSLEDKY STANOVENI PAU VE VZORCICH SALAMU. .....cccttitiutuiiiaaaaeaaeeeeeeeeiiitiiasaeaa e e e aaaaaeeeenes 118
5.5.1 Legislativa upravujici limity PAU V POtravinACh .. ..cvvviiriiiiiiiiiiiiiiieeee e 118
5.5.2 Primérnd expozice PAU potravinami v evropskych zemictepgFSA (2008)................... 119
B5.5.3  VYSIEAKY ...ttt e aaeaaaaeaa e e e anaanann 119
B ZAVER ..ot b ettt st 125
7 POUZITE ZKRATKY .oiiiiiititeteteteteteteeetetessm st s e ee e eseseseseses s sassesesesesesesesasesesesesenes 126
8 PRILOHY ..ottt ettt b ettt ettt 128
8.1 ODBER VZORKU ..ceieiuttttietesiaittteetaessasttteeeeesassateaasasateeeaeeaanstbseeeesaannbbeeeeeeannsbeeeeeaansbbeeaeeesnnnbeeas 128
8.2  OBSAH TUKU V JEDNOTLIVYCH VZORCICH.....ceiiiiiiiiiiiitiiaea e e e ettt e e e e e e e e e eeesnnnnn s 129
8.3 SOUHRNNE TABULKY STANOVENYCH KONCENTRACI VE VSECH AMLYZOVANYCH VZORCICH ........ 130
9 POUZITA LITERATURA . ..ottt ettt teete s teeaeete e eneeeeeeens 142

79



[I. Stanoveni obsahu polycyklickych aromatickychowodiki v salamu

2 Uvobp

Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU) tkiovelkou skupinu organickych sléenin
obsahujicich dva nebo vice kondenzovanych aronyatickruhi. K uvoliovani PAU dochazi
nejen antropogennéinnosti ¢loveka, ale také &hem pirozenych proces probihajicich
v piirodk (Tab. 1:). PAU vznikaji éhem nedokonalého spalovani, pyrolyzou organickych
latek, @Bhem pfimyslovych proces a girozenym zuhelngovanim organické hmoty (uhli).
Skupina PAU zahrnuje stovky skenin, gicemz rEkterym je ¥novana velka pozornost, a to
piedevsim pro jejich jiz prokazané karcinogentinkly.

Polycyklické aromatické uhlovodiky jsou pémé chemicky stabilni latky (diky
konjugovanému systémmrelektroni). Probihaji na nich substitni nebo adini reakce, p
nichz ¢asto dochazi ke vzniku nasycenych gemin @ zachovani cyklu. ¥tSina PAU
podléha fotooxidaci, ktera je také néglitejSi reakci vhodnou pro odstiavani PAU
z atmosféry. NepstjSi reakci je vznikendeperoxidi, které dale fechazi na chinony.
Fotooxid&ni reakce PAU adsorbovanych wasticich probihaji mnohem rychleji, nez
volnych PAU (plynna faze, roztok). Mozné subsiituderivaty PAU, jako jsou napnitro- a
chlor-derivaty, vykazujéasto étSi karcinogenni aktivitu nez samotné PAU.

Tab. 1:MozZné zdroje PAU v Zivotnim proedi

Na zéaklad svych fyzikalg-chemickych

Antropogenni zdroje vlastnosti jsou PAUtzne distribuovany do
prizmyslové zdroje slozek Zivotniho proktdi. Mezi jejich
vyroba tepelné a elektrické energie nejdileZitsj$i vlastnosti paf rozpustnost ve
spalovani fosilnich paliv vods, Kow, tlak nasycenych par, dale
zpracovani ropy hydrofobicita a lipofilita. Obeahplati, Ze se
odpadni voda zvysujicim se pitem kruhu ve slatenins se
potravin&ské technologie sniZzuje rozpustnost ve védklesa &kavost a
neprimyslové zdroje zvysuije se lipofilita.

poZzary leg, stepi, prérii PAU miZzeme v Zivotnim progdi najit
volné hdeni odpad témet vSude, v ovzdusi, ve vodachidach a
spalovani odpadve spalovnach v organismech. Z hlediska expozice jsou pro
domaci topenist nekuaky hlavnim zdrojem PAU inhalace
cigaretovy koi koure a také fijem potravou. Ostatni cesty,
Neantropogenni zdroje jako @ijem pithou vodou a gnik pres
geologické pokozku, jsou pouze minoritni. Expozice
uhli PAU obsazenych ve vzduchuige nastat ve
ropa vnititnim i venkovnim  progedi. Ve
sedimentované horniny venkovnim prosedi je koncentrace PAU
mineraly (curtizit, idrialit, ...) v ovzduSi znén¢ ovlivnéna pamyslovymi
vulkanickaginnost podniky vyskytujicimi se v dané lokalit
biologické Potraviny mohou byt kontaminovany PAU
biochemicka syntéza makrofyty a dvéma cestami. Jednak je tatijpm PAU
mikroorganismy z okolniho Zzivotniho prostdi (voda, pda,

vzduch), ale pedevsSim je to tepelna Uprava
aplikovana p kulinarské gipraw jidla. PAU vznikaji pi tepelnych procesech, jakymi jsou
grilovani, prazeni, smazeni nebo uzeni. Rizikowéapy jsou zejména ty, které se dostavaji
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do pimého kontaktu se zplodinami iemi; latky obsaZzené v ktiuse na & mohou pimo
vazat.

2.1 Toxikologie

Jak jiz bylo konstatovano, PAU se vyskytuji ve ¥8slozkach Zivotniho prastdi; vznikayji
pii velkém mnoZstvitznych proces, & jiz prirodnimi nebo antropogennimi. Dostupna data
z toxikologickych test provadna na zwviatech dokumentuji vyznamn&idky nekterych
PAU, které mohou byt imunotoxické, genotoxické diamgenni a toxické pro reprodukci [1].
Klasifikace PAU vychaziigdevsim z jejich karcinogennichika [2].

Presto, Ze toxické dinky PAU jsou znamé jiz dlouhou dobu, dochazi n@esk novym
vyzkumiam v této oblasti. V minulych letech doSlo kepodnoceni pohledu na PAU v rdmci
Evropské unie. Bylo vydano¢kolik zprav expertnich skupin, na zakiadterych byly
upraveny i jednotliva rié&zeni EU. Také byla upravena klasifikace karcinogeRAU podle
IARC.

Podle dokumentu IPCS (International Programme oentital Safety) [3] bylo na zaklad
informaci o vyskytu a toxiagitvybrano 33 individualnich PAU, které je nutné sheat (Tab.
3:). Podle novych informaci o genotoxéitkarcinogeni a mutagené bylo komisi SCF
v roce 2002 [4] z&hto 33 PAU vybrano 15 prioritnich PAU, u kteryah jutné sledovat
jejich vyskyt v potravinach. Prioritni EU PAH se &kierych gipadech liSi od prioritnich
PAH podle U.S. EPA (16 EPA PAH) (Tab. 4:). Podle zpi®&CS a SCF vydanych
v roce 2005, vyhodnotila expertni komise JECFA 13HRA 15 PAU podle SCF) jako jasn
karcinogennich a genotoxickych, vyjimkaistala, stej@ jako podle SCF, pro
benzog@hi)perylen a cyklopentafljpyren. Navic JECFA dopotila sledovat také vyskyt
benzof€)fluorenu v potravinidch, protoZe podle tesia krysach fispiva k tvorls nadoti na
plicich. Na zakladtohoto doporteni byla definovana skupina 16 prioritnich PAU m@odl|
Evropské unie (15+1 EU PAH).

V Tab. 4: je uvedena klasifikace PAU podle sezna®iRQ z roku 2010 [2]. Krom
karcinogennich &inkia vykazuje fada PAU i hematologické, imunologické, reproghik
acinky a rekteré z nich jsou navic genotoxické. Mezi nejvidedevané PAU pai
benzo@)pyren, ktery je jako jediny Kklasifikovan jako karogenni pro ¢lovéka
(klasifikace 1).
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2.2 Ekvivalentni faktor toxicity (TEF)

Protoze se PAHSs v prdeti vyskytuji vzdy jako komplexni sisi _PAHS), vychazi se ze
zjednoduSenéhotedpokladu o podobnosti toxickéhaiiku chemicky pibuznych latek
jedné skupiny (analog fakibekvivalentni toxicity pro PCB a dioxiny). Tento oel faktoru
ekvivalentni toxicity (TEF) kalkuluje s aditivnimedftem danych komponent a vyfédim
tohoto &inku jako ekvivalentniho mnozstvi benappyrenu:

TEQ =2"Wheani - TEFR,

kde Weani je obsah fislusného PAH &EF je ekvivalentni faktor toxicity proifslusny
PAH.

Tab. 2:Hodnoty TEF pro &které PAU [5]

Slou¢enina TEF Slou¢enina TEF
benzof)pyren 1 chrysen 0,01
dibenzg@,h)anthracen 1 acenaftylen 0,01
benz@)anthracen 0,1 fluoranthen 0,01
benzob)fluoranthen 0,1 acenaften 0,001
benzok)fluoranthen 0,1 fenanthren 0,001
indeno(1,2,d)pyren 0,1 pyren 0,001

Odborna skupina CONTAM Panel (The EFSA Panel on Qoin@nts in the Food Chain)
zkoumala, jestli ekvivalentni faktor toxicity (TEF§ pouZitelny pro charakterizaci rizika pro
smeés PAU v potravinach. DoSla k z&w, Ze pouziti TEF neniédecky opodstatmé, protoze
neni dostatek dat z oralnich tekarcinogenity pro individualni PAU, déle je roadjlpiistup
k provadni tchto test a ukazuje se mala predikce karcinogenniho potensia&si PAU
zaloZzena na s@asré pouzivanych hodnotach TEFieBto zaer skupiny CONTAM je, Ze
charakterizace rizika by ¢a byt zaloZzena na PAU, pro které jsou dostupna dajejich
karcinogeni, jako je BaP a dalSi vybrané PAU, tj. BaA, BbFFBBghiP, CHR, DBahA,
IcdP. Podle skupiny CONTAM je&thto 8 PAU, & uz individuali nebo v tizné kombinaci,
momentalg jedinymi moznymi indikatory karcinogennichiigkia PAU v potravinach .

Krom¢ sumy PAUS, jsou zjiovany také sumy BaP, CHR, BaA, BbF (PAU4) a BaP a
CHR (PAU2); mezidmito skupinami vybranych PAU je velmi dobra korelgejich vyskytu
v dané potravié
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Tab. 3: Polycyklické aromatické uhlovodiky uvedené v dekumIPCS [3]

Bézny nazev CAS néazev CASZ. Zkratka
acenaften acenaphthylene 83-32-9 AC
acenaftylen acenaphthylene, 1,2-dihydro4{ 208-96-8 ACL
anthratren dibenzoflef, mngchrysene 191-26-4 ATR
anthracen anthracene 120-12-7 AN
benzg@)anthracen benzpglanthracen 56-55-3 BaA
benzog)fluoren 11 H-benzaf]fluorene 238-84-6 BaFL
benzob)fluoren 11 H-benzdp]fluorene 243-17-4 BbFL
benzob)fluoranthen benzg]acephenanthrylene 205-99-2 BbF
benzoghi)fluoranthen | benzofhilfluoranthene 203-12-3 BghiF
benzo|)fluoranthen benzo[]fluoranthene 205-82-3 BjF
benzok)fluoranthen benzok]fluoranthene 207-08-9 BkF
benzog@hi)perylen benzofhilperylene 191-24-2 BghiP
benzo¢)fenanthren benzof]phenanthrene 195-19-7 BcPH
benzog@)pyren benzop]pyrene 50-32-8 BaP
benzog)pyren benzof|pyrene 192-97-2 BeP
chrysen chrysene 218-01-9 CHR
koronen coronene 191-07-1 COR
cyklopenta¢d)pyren cyclopenta¢d|pyrene 27208-37-3 CPP
dibenzg,h)anthracen dibenzp,hjlanthracene 53-70-3 DBahA
dibenzo@,epyren naphtho[1,2,3,4}e,Ichrysene | 192-65-4 DBaeP
dibenzo&,h)pyren dibenzop,de,jchrysene 189-64-0 DBahP
dibenzog,i)pyren dibenzofst]pentaphene 189-55-9 DBaiP
dibenzof,l)pyren dibenzoflef,dchrysene 191-30-0 DBalP
fluoranthen fluoranthene 206-44-0 F
fluoren 9H-fluorene 86-73-7 FL
indeno(1,2,&d)pyren | indeno[1,2,3cdpyrene 193-39-5 IP
5-methylchrysen chrysene, 5-methyl- 3697-24-3 5-MCH
1-methylfenathren phenathrene, 1-methyl- 832-69-9 1-MPH
naphthalen naphthalene 91-20-3 NA
perylen perylene 198-55-0 PE
fenanthren phenanthrene 85-01-8 PHE
pyren pyrene 129-00-0 PY
trifenylen triphenylene 217-59-4 TRI

83



[I. Stanoveni obsahu polycyklickych aromatickychowodiki v salamu

Tab. 4:Seznam prioritnich PAU podle US EPA a EU

M Molekulova Karcinogenita
Nazev podle Struktura
EU/EPA hmotnost (IARC, 2010)
benzo&)pyren EPA, EU 252,32 1 OQO‘O
N
acenaften EPA 154,21 3 OO
) o
acenaftylen EPA 152,12 OO
anthracen EPA 178,23 3
benz@)anthracen EPA, EU 228,29 2B OOQO
benzob)fluoranthen EPA, EU 252,32 2B 'O‘?O
benzoj)fluoranthen EU 252,32 2B Q.Q‘b
®.
benzok)fluoranthen EPA, EU 252,32 2B '0‘?
benzo€)fluoren EU 216,28 3 %.Q
benzoghi)perylen EPA, EU 276,34 3 ‘O‘QO
chrysen EPA, EU 228,29 2B OQOO
6‘

cyklopenta€,d)pyren EU 228,29 2A OQO

| g
dibenz@,h)anthracen EPA, EU 278,35 2A OQOO
dibenzo&,epyren EU 302,37 3 O%‘O
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Pokraovani Tab.: 4

FUEIE Molekulovd  Karcinogenita
Nazev podle Struktura
EU/EPA hmotnost (IARC, 2010)
dibenzo&,hpyren EU 302,37 2B 0.80
ng
dibenzog,i)pyren EU 302,37 2B
e
dibenzof,l)pyren EU 302,37 2A Oe‘
fenanthren EPA 178,23 3 OO‘
fluoranthen EPA 202,26 3 O‘%
)
fluoren EPA 166,22 3 O O
-
indeno(1,2,&d)pyren  EPA, EU 276,34 2B Q%CO
5-methylchrysen EU 242,32 2B
nafthalen EPA 128,17 2B OO
pyren EPA 202,26 3 09
Klasifikace karcinogennich latek podle IARC:
1 — Latky (smisi) karcinogenni préloveéka
2A - Latky (sndsi) pravdpodobr karcinogenni préloveka
2B — Latky (smisi) s moznym karcinogenningiakem
3 — Latky (smisi), jejichz karcinogenitu proclovéka nelze klasifikovat (tkazy
karcinogenity nejsou dostétes)
4  — Latky (sndsi), které pravépodobré nevykazuji karcinogenniinek vici ¢lovéku

2.2.1 Metabolismus PAU

Jak uz bylo zmigno, expoziceclovéka PAU se uskutgiuje predevsSim pes ovzdusi a
potraviny. V €le se PAU nekumuluji #fliS dlouho, avSak i f@esto dochazi k jejich
metabolizaci. K metabolismu dochazi ve vSech tkartetabolicka draha a enzymy, které se
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ji Ucastni, jsou zavislé na typu tkanvznikaji sloweniny rozpustné ve veédkteré mohou byt
vylouceny z €la. Bohuzel vSak také dochazi k metabolické akiivaJ a vzniklé produkty
maji mutagenni a karcinogenniiriky [6].

V souwasné dob jsou znaméit hlavni cesty metabolické aktivace PAU &které dalSi
specifické minoritni postupy [7]. Odborniky bylakgacesta s dominantnim mechanismem
akceptovana teorie ,oblasti zalivu“, kde dochazvdrb¢ dihydrodiol epoxid [8]. Druhou
cestou je vznik radikdl Kkatioimt pomoci jedno-elektronové oxidace katalyzované
peroxidasami cytochromu P450 [7]ieli metabolicka aktivace PAU zahrnuje vzmiko-
chinoni, ktery je katalyzovan dihydrodiol dehydrogenasgahi

Oblast zalivu

Tato metabolicka cesta PAU byla popsana jiZkotika publikacich [7-8]. Dochazi k ni u
PAU v oblasti zalivu nebo fjordu, kde se uskuitge tvorba stericky bré&mych diol-epoxid.
V procesech metabolické aktivace vznikaji steremiexy. Teorie zalivu zahrnujefit
enzymatickytizené reakce: prvni reakce je oxidace dvojné vakbyalyzovani enzymy
cytochromu P450 (CYP), na nestabilni oxidy; drutgakce je hydrolyza aren oxid
mikrosomalni epoxid-hydrolasou (EH) za vznikansdiold; tieti reakci pedstavuje druha
CYP-katalyzovana oxidace dvojnych vazeb sousedis&ckkupinami —OH za vzniku diol-
epoxidi. Vzniklé zalivové nebo fjordové diol-epoxidy jselektrofilni slokeniny schopné se
vazat na DNA. Metabolity vznikajiciggobenim CYP a EH jsou vysoce stereoselektivni.
V diive provedenych a popsanych studiich bylo &jidt Ze obdob# jsou metabolizovany
BaP, CH, 5-MCH, PHE, BcPH, BaA a DBalP [7].

Na obréazku je schematicky znazémé metabolick4 aktivace BaP, kterd je modelem i pro
ostatni PAU.

konjugaty
l glutathionu

konjugaty . )
glutathionu < arenoxidy — fenoly —» chinony
45 1- 7 16-
7.8 3- 9 36-
9,10- 6 6.12.

! ! !

glukoronidy ~ <«— dihydrodioly — fenol-dioly ——>  glukoronidy

@ 45- 9-OH-4,5-diol o a
sulfatové estery 7.8- 6-OH-7,8-diol sulfatové estery
9,10- 1-(3)-OH-9,10-diol

|

<— diol-epoxidy —>» tetraoly

7,8-diol-9,10=Epoxide
9,10-diol-7,8-Epoxide

konjugaty
glutathionu

Obr. 1: Schéma metabolické aktivace benzo(a)pyrenu [7]
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Obr. 2: Metabolicka aktivace BaP a tvorba aduktu s DNA [6]

Tvorba kationt radikalu
Odstragnim jednoho elektronu z konjugovanémaystému molekuly PAU vznika kation

radikal. Kationt radikaly jsou sithelektrofilni a mohou interagovat s nukleofilninmentry
v buré¢nych makromolekulach (n&pDNA). Vznik tohoto kationt radikalu je oxidai proces

katalyzovany peroxidasami P450 .

“ cytochrom P-450
peroxidasa
x
chemicka/elektrochemicka

oxidace
oxidant

BaP
(jako priklad) iy

“‘ reduktant

BaP kation radikal s nabojem
lokalizovanym na C6

Obr. 3: Vznik radikal kationtu BaP [7]
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Aktivace pres PAUorto-chinony

Za ftreti cestu metabolické aktivace je povazovana tvarghinoni. Ty vznikaji za
katalyzy P450 dihydrodiol dehydrogenasy (DD) oxidatioli (non-K region diab).
Mechanismus zavisly na oxidaci NADRahrnuje p&atesni vznik ketolu, ktery samovoin
prechazi na formu katecholu. Nestabilni katecholggir#omnosti enzymu DD oxidovan na
o-chinon. Tento mechanismus byvative povazovan zautkZitou cestu odbouravani a
vylu¢ovani PAU z organismu. iodem bylo to, Ze o-chinony vykazuji silnou reaittivs
burgcnymi thioly, glutathiony a cysteinemgipemz dochazi k tvotbve vod rozpustnych
konjugafi. Dnes uZ je tvorba chinérspi$ povaZzovana za cestu aktivace PAU, protoZz byl
prokazana jejich vysoka reaktivita jako akceptpro Michaelovu reakci, které potom o
stabilni adukty s DNA [7, 9-10]. Metabolity PAU jseylouweny z la madi, ZIwci a vykaly.
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4
8

. BaP
(jako ptiklad)
CYP1A1/epOX|dhydrasa

BaP-7,8-katechol

dlhydrodlol
o Of d
dehydrogenasy H,0 oxidativni
(DD) H g tautomerizace 222 pogkozeni DNA

trans-7,8-dihydrodiol dlh drodiol ketol

)

o-semichinon anion radikal

NAD(P)H
0, S
Q . oxidativni
le’ O . poskozeni DNA

(6] o-chinon
BaP-7,8-dion
(8PQ)
DNA adukty

Obr. 4:Vznik o-chinoti (jako jedna z metabolickych aktivaci PAU) [7]
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2.3 Vyskyt PAU v Zivotnim prostiredi

Primarni cestou &ni PAU je ovzdusi, do kterého se tato xenobidikstavaji v nejgtSim
mnoZstvi. PAU vznikaji &hem nedokonalého spalovani a pyrolyzy fosilniclivpagbo deva
[11]. Z pramyslovych zdra} jsou nejétSim znegiStovatelem podniky na zpracovani ropy,
uhli a na vyrobu a zpracovani oceli [12]. DalSirdrgji PAU mohou byt ropné skvrny,
prasaky ropy, doprava nebaripzeny vznik Bhem diageneze [13-14]. PAU jsou r@in
piitomny v asfaltu; &které z nich jsou pouzivany v lé&ktvi nebo fi vyrobé barviv, plasi
nebo pesticid. P vzniku PAU girodnimi procesy hraji velkou roli meteorologické
podminky (vitr, teplota) a typ paliva (vihkost, ee€ nebo suché&elo, atd.).

Z ovzdusi se potom PAU mokrou a suchou depozidiaglag do ostatnich slozek Zivotniho
prostedi [15].

2.3.1 Ovzdusi

PAU se v ovzdusi vyskytuji v plynné fazi nebo atiseané naasticich. Obeahlze fici,

Ze PAU se déma nebo iemi kruhy jsou fevazi v plynné fazi, PAU seétyimi kruhy se
vyskytuji v plynné fazi i naasticich a PAU sdti a vice kruhy jsou vazané&guevsim na
¢asticich (Tab. 5:) [16]. Doba setrvani a transpoviadalenost PAU je zavisla na velikosti
¢astic, na které jsou sorbovany, a na klimatickyatirpinkach [12, 17]. Asi 90 — 95 %PAU je
adsorbovano naasticich o velikosti mensi nez 3,3 ufastice s pimérem 0,1 — 3,0 um
zustavaji v ovzdusi gkolik dni a déle, takze mohou byt transportovany i na dlouhé
vzdalenosti [18]. B rozkladu PAU adsorbovanych na atmosfericky&fsticich hraje
nejdilezit&jSi roli fotodegradace [19]. Mnoho PAU, jako ®aBaP, jsou rychle degradovany
pusobenim UV z&eni.

Prostednictvim rkterych studii byly o¥fovany mozné rozdily mezi sloZzenim &nPAU
(lisi se pomdry jednotlivych slodenin), a to v zavislosti na typu zdroje [12, 20-21]
Procentualni zastoupeni PAUnym pd@tem kruhi a vyp@itané pondry vybranych PAU
byvaji pouzivany k weni typu emisniho zdroje. Nicm&pe nutné se na ziskané vysledky
divat oberetrg, protoZze niZe dochézet k emisim zvice rozdilnych zilrg také ke
specifickym atmosférickym reakcim (ozon nebo oxiiygiku), coZ potom ovliwje sloZzeni
smesi PAU [12]. Vyp@itané pordry nemusi odpovidat skut@ému mgivodu.
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Tab. 5: Distribuce rkterych PAU v ovzdusi [12]

PAU Plynna faze,¢astice
acenaften plynna faze
acenaftylen plynna faze
anthracen plynna fazeastice
fenanthren plynna fazeastice
pyren plynna fazesastice
fluoranthen plynna fazeéastice
benzg@)anthracen ¢astice

chrysen castice
benzob)fluoranthen ¢astice
benzo|)fluoranthen castice
benzok)fluoranthen ¢astice
benzog@)pyren castice
benzog)pyren castice
dibenz@,h)anthracen ¢astice
benzog@hi)perylen castice
indeno(1,2,&d)pyren ¢astice

2.3.2 Voda

PAU jsou semivolatilni slateniny, jejichZ rozpustnost ve vk nizké a klesé se zvysujici
se molekulovou hmotnosti (s ggiem kruhi). Proto se PAU ve vadvyskytuji pouze
v nizkych koncentracich a jsouepaZzri sorbované na pevnyatésticich a v sedimentech
[22].

PAU se dostavaji do povrchovych votkegevsim z ovzduSi (suchou a mokrou depozici);
krom¢ toho jsou obsaZzeny v odpadnich vodachsstskych a prmyslovych) a roviez
kontaminuji vodu progednictvim tiznych havarii a unik (t¢Zba ropy, dopravni nehody, atd.)
[23]. Do mestskych odpadnich vod se PAU dostavaji splachemprmdnich komunikaci,

z parkovi$, stech a jinych ¥tSich ploch, na kterych se usazuji prach&astice. PAU jsou
ve vysokych koncentracichtippmny také v pimyslovych odpadnich vodach pochazejicich
z vyroby chemikalii (rozpou&tla, barviva, lubrikanty, insekticidy, aj.), ze apovani ropy a
uhli, z vyroby Zeleza a oceli a z dalSichimpyslovych od¥tvi. V podzemnich vodach se PAU
vyskytuji pouze v nizkych koncentracich, v por@vins vodami povrchovymi. Je to
zpiusobeno firozenou filtraci pes horninové podlozi, po které PAUistavaji sorbované
v pidé. Ke zvySeni koncentraci dochaztdmou pouze za mintédnych situaci kontaminaci
pochazejici z povrchovych zdtoj(havarie, povod¥) [23]. PAU se mohou vyskytovat

i v pitné vod. Vyhlaska¢. 252/2004 Sb. stanovuje nejvysSi mezni hodnotbpnzo)pyren
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na 0,01 pgt a sumu PAU (benzbffluoranthen, benzajfluoranthen, benzghi)perylen,
indeno(1,2,&d)pyren) na 0,2 pugH[24].

PAU sorbované naasticich se usazuji v sedimentech povrchovych voaod, kde jsou
siln¢ vazané. Sedimenty tak tfgakési zasobniky a PAU z nich mohou byt znovulosmay
do okolni vody. U Skebli a Gsti (mlzi), které pefiltruji velké mnozstvi vody, iZe dochazet
ke kumulaci PAU, protoZe nejsou schopréjndé metabolizovat vSechny PAU. Jejiétsteni
v ¢isté vod uz vyznama nesnizuje hladinu PAU v organismu. V&3in¢ organisni dochazi
k ptirozené biotransformaci a nedochazi k vyznamnémaoluhacovani ve vodnim
ekosystému. Biokoncentnai faktory jsou v rozmezi 10 — 10 000, a to v zZiégs na druhu a
typu PAU.

2.3.3 Pida

PAU se do pdy dostavaji pedevsim z ovzdusi (mokra, sucha depozice) neb@adwich
vod. Vyskytuji se v ni zejména sorbované r@rpch ¢asticich. PAU s niZz8i molekulovou
hmotnosti mohou bytast&né rozpusény i v padnim roztoku. V pdé je nejdilezitéjSim
mechanismem degradace mikrobialni degradace. Miréb jsou degradovany PAU
s nizkou (naftalen) i vysokou molekulovou hmotndgktironen). Cel&ada bakterii nebo hub
(Fungi) disponuji také metabolickymi cestami vedoucimielgradaci PAU. Ne vSechny
druhy bakterii a hub jsou schopné degradovat vieB#J; metabolické drahy jsowt&inou
omezené jenom nakteré PAU [25]. Problém se vyskytujéepazrie u vySe molekularnich
PAU. Ty mohou byt degradovanyigs tzv. kometabolismus, ktery je definovan jako
nespecifickd enzymaticka reakce se substratenktstnd podobnym primarnimu substratu.
Pti degradaci vznikaji metabolity, ktery jsou mnohempustrjSi ve vod nez mivodni PAU,
vétSinou jsou vSak také mnohem ¥jSi. U nizSich PAU (2-3 kruhy) je pdlas rozkladu
pievazre dny, u vyssSich PAU wsice aZz roky [26].

2.4 Vyskyt PAU v potravinach

Rostliny slouzici jako suroviny pro vyrobu potravmohou byt kontaminovany PAU
z ovzduSi (sucha a mokra depozice), déignem Zivin z fdy nebo vznikaji  endogenni
syntéze. Dnes je za hlavni antropogenni zdroj PApbtvavindch povazovana depozice
z ovzdusi [27]. KvySSi vyskggin PAU samoiejm¢ dochazi v oblastech s rozvinutym
praimyslem nebo v oblastech blizko dopravnich komunikKcexpozici Ziv@&icha dochazi
piedevSim vodou, ovzduSim a potravou. PAU se vice ukujimu vodnich Zziveich,
piedevsim pak u ntekych bezobratlych (mlzi, plzi) [28].

K nejvyznamgjSi kontaminaci potravy PAU vSakithe dochézetipvlastni tepelné Uprav
potravin. Procesni a kulitgké postupy aplikovanétiplpraw potravin, jakymi jsou uzeni,
suSeni, smazeni, temi, prazeni a grilovani jsatasto hlavnimi zdroji jejich kontaminace
[27].

Tvorba PAH v potravinich fize probihat endogenni a exogenni cestduemiogennim
vzniku se tvei PAU uvnit potraviny Ehem jeji tepelnéifpravy. Toto mnozstvi xenobiotik
je obvykle zanedbatelné. V extrémnickippdech, jako je ndiklad pipaleni tuku, nize
obsah PAU v potravin prudce stoupat. Vyznamné vychozi latky (prekurgd®AU jsou
peptidy, lipidy, sacharidy a rostlinné pigmenty. ®#&znikaji nejsnaze pyrolyzou lipig které
se rozpousti a dopadaji na zdroj tepla.

K exogenni kontaminaci potravin PAU dochazi takovipasobem, Ze potravinariphazi
do styku se zplodinami beni; to plati zejména pro grilovaniiimé suseni, praZzeni a uzeni.
Pokud jsou pouzity vhodné technologické postupymjmzstvi PAU, které se dostanou do
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styku s potravinou minimalni, v porovnani s mnoist\PAU, které jsou jiz obsaZzeny ve
slozkach zivotniho prosdi.

Pti grilovani nebo opékani jidla nadedénym uhlim nebo fimo v ohni roviZ vznikaji
PAU. Fi pfimém kontaktu se zdrojem tepla dochazi v mase d&lyme tuki a takto jsou
piimo generovany PAU. Jestlize maso neniimpm kontaktu (rizka grilu), kape tuk na
uhli nebo do ohha ot mohou vznikat PAU, které se &pé¢, a to spolu s kaem, dostavaji
k potraw. Fi vertikalnim grilovani je kontaminace niz8i ne# glasickém horizontalnim
grilovani [29]. Tvorbu PAU p grilovani vyznama sniZuje tepelnaieduprava nebo zabaleni
masa do hlinikové folie [30].

Uzeni masnych vyrolik je rovreZz deklarovano jakatasty zdroj PAU v potravinach.
Koncentrace PAU jsou v tomtaiipadt vyznamr zavislé na spoustfaktoni, jakymi jsou
nag. druh pouzitého igbva, teplota, fistup kysliku, typ udici komory a doba uzeni [3]-32
Obecr Ize fici, Ze uzeni v malych domécich udirnach jevazr zdrojem vySSich
koncentraci PAU, v porovnani s modernimi udicimmkoami pouzivanymi ve vyrobnich
podnicich [33]. Kromi piimého uzeni kaiem se pouZivaji také kimva aroma (liquid smoke
flavorings).

2.5 Technologie vyroby trvanlivych fermentovanych masngh vyrobki

Trvanlivé masné vyrobky&ime podle vyhlasky. 326/2001 Sb. [34] na fermentované a
tepelr® opracované. Trvanlivé fermentované masné vyrobkyM\IFjsou definovany podle
vyhlasky ¢. 326/2001 Sbh. jako vyrobky tepélmeopracované, éené k pimé spotebs, u
kterych v ptibéhu fermentace, zréani, suSeni a uzeni za definohappdminek doslo ke
snizeni aktivity vody na hodnoty, anax. 0,93, s minimalni dobou trvanlivosti 21 dri p
teplog + 20 °C. Do této skupiny masnych vyrdbbati i salam Pobian.

2.5.1 Michani dila

TFMV vyZaduje dokonalé vypracovani dila s mozaikewstelnym oddlenim ¢astic tuku
a svalové tkah(masa). Zakladnimipdpokladem pro spéni tohoto poZzadavku je zpracovani
hlavni suroviny, zejména vigvého sadla, fppadré tuénych dezl, v mrazeném stavu.
Nejcastji se zpracovava mrazené wepé maso a sadlo, podil hmiho masa sefgava
v ¢erstvém stavu. Maso je dosi&ie pevné a umaiuje hladkyrez jen pi teplotach od -1 az
do 0 °C. Ri méInéni dochazi k zativani suroviny [35].

Druhym pgredpokladem je dokonaly technicky staglmicich stroji, tj. kutru afezaek.
Podle pdétu zpracovanych davek je nutnéémit noze i rkolikrat denr. V naSich
podminkach se zpracovava dilo pro trvanlivé salgfayazri v kutrech.

Hodnota pH dila bezprasdre po zamichani je tena gedevSim hodnotou pH masa a
tuku. Obvykle se pohybuje vrozmezi hodnot 5,79- Zpracovanim sadla stigavkem
dusitanové solici siési a dalSich latek se snizuje vodni aktivita dila @a hodnotu0,96.
Hodnoty pH pod 6,0 aya 0,96 v dile jsou nutné pro optimalni rozvoj baittenlécného
kvaseni, a tim pro zdarnyitch zrani [36].

2.5.2 Narazeni dila

Pri nardzeni dila do obalovéhotesta ma byt dilo je8tv mrazeném stavu, nebge
zapotebi zabranit roztirani tukuripvystupu z plniciho stroje. Je-li vSak teplotdlip nizka,
vzajemné spojendastic dila je po rozmrazeni velmi slabé a newjitee dostatae pevna

konzistence vyrobku. Optimalni teplota dil& parézeni je okolo 1 °C. Dilo se pIni pomoci
tzv. narazeéek. Po napléni je kazdé $evo uzaveno sponou zpravidla na automatech [36].

92



[I. Stanoveni obsahu polycyklickych aromatickychowodiki v salamu

2.5.3 Zrani a fermentace

Naplreéna obalova séva jsou natSena na udirenské vozy a dopravena do klimatizarany
prostor (komor).

Pred nastavenim teploty a vlhkosti vzduchu v komorécho na hodnoty odpovidajici
pocateini fazi zrani, je nutné vyrovnat teplotni rozdil zndilem narazenym do obalového
stteva a vijSim prostedim. Toto teplotni vyrovnani je nezbytné, protoZi@nost
ferment&nich bakterii je optimalni ip teplotach kolem + 25 °C (vySSi teploty nejsou
piipustné vzhledem k mozZnému rozvoji patogennich adnmpaEné patogennich
mikroorganisnd). Vyrovnani ma trvat 2 — 6 hodin podleip®ru obalového $eva. Musi byt
vzduchu (RVV) — pod 60 % [35].

V klimatizovanych komorach probiha zrani podliedem stanoveného rezimu. Krém
teploty vzduchu a RVV jetdezité wnovat pozornost také rychlosti praumd vzduchu, ktera
je nutnd pro rovnogrné susSeni a zakteni vyrobku pi jeho uzeni. Zrani trvanlivych
fermentovanych salaije plynuly proces, i jeho fizeni se vychazi z technologickych
postum, zkuSenosti a druhu vyrobku.

Nize je uvedenijklad procesu zrani rozkkny na ti obdobi (faze) [35]:

Prvni fazetrva 2 — 4 dny. Teplota vzduchu v komorach je nesta na max. 25 °C
v prvni den zrani, poté pozvolna klesa az na 22RQVY je v rozmezi 90 — 94 %, rychlost
proudéni vzduchu 0,5 — 0,8 m-sécHodnota pH dila klesa na 5,0- 5,6, vodni aktisiea
shizuje z 0,96 naiiblizn¢ 0,94. Bhem tohoto obdobi probihaji v dile biochemické maish
umoziujici vybarveni vyrobku.

Druha fazetrva 5 — 10 dni. Teplota vzduchu postéipgdesa z 22 na 18 °C, RVV se
snizuje z 90 % na 80 %, rychlost préntvzduchu je v intervalu 0,2 — 0,5 m:$iodnoty pH
dosahuji v dile 4,8 — 5,0, vodni aktivita se pohghurozmezi 0,93 — 0,95.

Treti fazeprobiha jiz za teplot kolem 15 °C, r@&&pRVV je 70 — 80 %, proushi
vzduchu je jiz minimalni, a to 0,05 — 0,1 th-¥odni aktivita klesa pod hodnotu 0,93.

V Ceské republice se vyrabiétgina trvanlivych fermentovanych sal@mjako uzené
produkty. Pouze&kolik vyrobai se orientuje i na salamy s povrchovou plisni.

Pokud se vyrobky udi,ék se tak rovéZ v klimatizovanych komorach, které se canja
jako udirenské nebo zatavaci komory. Koti 0 maximalni teplat 25 °C se ziskava ve
vyvijecich z bukovych &pek nebo pilin a potrubim jefigddén do jednotlivych komor. Uzeni
trva zpravidla 7 — 8 dni, poté jiz probiha pouzénira suseni vyrolik a to bul’ ve stejnych
komorach, pipadré se salamy ievazeji do tzv. zracich komor, ra¥nklimatizovanych.
Udirensky kow aromatizuje vyrobek a podili se na jeho povrchowgrbarveni. Latky
obsazené v kdu maji také antioxidéni inek projevujici se na povrchovych vrstvach
salamu. Karbonylové sléaniny a fenoly, které jsouifpomné v ko, stabilizuji obalové
strevo a inhibuji @ist plisni, kvasinek,ifpadré dalSich mikroorganisinna jeho povrchu [36]
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3 ANALYZA PAU

Pti analyze polycyklickych aromatickych uhlovodilkse shodé stejré jako u jinych
analyti, odviji cely pracovni postup od typu matrice, ver& chceme PAU stanovovat. Ve
vSech pipadech zahrnuje postup vzorkovani, extrakigipténi a analyzu. Ve je spojeno
s nasledujicimi problémy: jak zajistit kvantitativiaolaci PAU z matrice, jakym Zgobem
dostatén¢ precistit ziskany extrakt bez vyznamnych ztrat anglybk docilit dostatené
separace individualnich sléenin (problém s polohovymi izomery) a v neposletitk jak
zajistit jednoznénou identifikaci a kvantifikaci sledovanych PAU.

3.1 Vzorkovani
3.1.1 Aktivni vzorkovani

Vzorkovani ovzdusSi

V ovzduSi se mohou PAU vyskytovat v plynné fazimebrbované na pevnych polétavych
casticich (pop v aerosolovych kapénkach). Pro zachyt PAU se ipauelkoobjemovych
vzorkovatu vzduchu s kontrolovatelnym igokem plynu, které jsou osazeny filtry
pottebnymi pro oddleni pevnychiastic a plynu. Pro zachycetdstic se pouzivajiipdevsim
mikroporézni filtry ze skletnych vlidken potazenych teflonem. Podle zvolenéawsti Ize od
sebe oddit ruzné velikosti¢astic. Pro zachyt plynnych PAU se vyuZivaji polyareve
peny. Spolu s PAU dochazi k ogtol i dalSich latek, a proto je dale nutna extrakgeecisteni
pied vlastni analyzou [17, 37].

Vzorkovani vody a sedimeni

Pri vzorkovani vody se pouzivaji tmavé skiea ¢isté vzorkovnice, aby bylo zafeno, Ze
nebude dochazet k fotodegradaci PAU. Odebrand vuodai byt do zahajeni analyzy
skladovana i teplo 4 °C. V gipac, Ze voda obsahuje zékal, je nutné vodiedpanalyzou
Zfiltrovat.

Pri vzorkovani sedimeiitse odebere jeho gebné mnozstvi, které je umisb do plastové
nebo skleané zasobni lahve. Sediment musi bigdodalSim pouzitim vysuSen (pozor na
ztraty tkawjSich analyl). V pripact nutnosti je mozné pomoci sondy odebirat i hlouekov
profily sedimentu (pop pady) ke stanoveni vyskytu PAU v jednotlivych vrstlid88].

3.1.2 Pasivni vzorkovani

Kromé metod aktivniho vzorkovani mohou byt aplikovankéaasivni vzorkovse. Jejich
vyhodou je moznost pouzitifipvelmi nizkych koncentracich analytpro které by p
klasickém vzorkovani muselo byt odebirané mnoAsteiku obrovské; tento typ vzorkovani
lze dopordit rovnéZ pri déle probihajicim monitoringu,fipkterém mohou byt zachyceny i
nepatrné vykyvy v koncentracich. Dosud ziskané atbgno vyuZiti tohoto typu vzorkovani
prokazaly, Ze tento Zigob |ze doportit pro sledovani biodostupnych forem analypasivni
vzorkovae se pouzivaji pro vzorkovani vzduchu, vodydy i sediment [39]. Mezi
nejbszZngji pouzivané pasivni vzorkova pati SPMD (Semi-permeable Membrane Device)
[40]. K vzorkovéani vodnych roztdkize pouZzit i SBSE [41].
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3.2 Extrakce a precisténi vzorku

DalSim dilezitym krokem pi analyze je izolace analytz matrice. Zvoleny postup vzdy
odrazi charakter testovaného vzorku;éasfji pouzivanou metodou je extrakce. U vazbrk
vody je nejlgzrejSi extrakni a pre-koncenttai technikou extrakce kapalina-kapalina nebo
extrakce tuhou fazi (SPE). Pro pevné vzorky (biglogmaterial, potraviny, sedimentiga,
apod,) je mozné volit mezi vice metodami. Jsoureml@vSim Soxhletova extrakce, extrakce
za zvySeného tlaku (PLE), mikrovinna extrakce (MA&)perkriticka fluidni extrakce (SFE),
saponifikace methanolickym roztokem KOH a extrakittazvukem. Pro¢kavé PAU lze
pouzit i mikroextrakci na tuhou fazi (SPME). Spolexsrahovanymi PAU doch&zi k extrakci
dalSich latek, které jsou typické pro danou matri¢i potravin Ziv@isSného fivodu jsou
koextrahovanymi latkami ipdevSim tuky, ve kterych jsou PAUedlevSsim deponovéany.
Sloweniny @itomné v matrici mohou vyraznym {gobem rusit stanoveni stopovych
mnozstvi PAU, a proto je nezbytné ziskané extraktystit. Clean-up je dalSimuteZitym
krokem @i analyze stopovych koncentraci PAU. 8&g€ji pouzivanymi technikami je
kolonova chromatografie (silikagel, florisil, aluna), gelovd permeai chromatografie
(GPC) a extrakce tuhou fazi (SPE).

V posledni dob prevlada pi stanoveni d&chto analyh snaha spojit krok extrakce a
pieciSténi v jeden. K tomuto delu se da pouzit SPHipextrakci xenobiotik ze vzortkvody
[42]. PouZijeme-li jako vhodny extraki postup PLE, je moZné nasypat sorbent do extifak
patrony a k peciSténi dojde uz f extrakci [43]. Tim se uS#tcas a vyadi se jeden krok
Z Upravy vzorku.

3.2.1 Extrak éni metody

Jednou ze z&kladnich poZzadovanych techtiikapalyze potravin je alkalickd hydrolyza
(saponifikace) methanolickym roztokem KOH, kteraavislosti na typu vzorku trva 2 — 4
hodiny [44-46]. Po hydrolyze jeStnasleduje extrakce uvainych PAU do organického
rozpoustdla a nezbytné odteni fazi (v @lici nalevce, centrifuze).

Pro pevné vzorky (sedimentiga, potraviny) se jako zékladni srovnavaci metquikuge
Soxhletova extrakce. Je to kontinualni extrdkmetoda, P niz se pouziva specialni sktera
aparatura. Extrahovany pevny vzorek je usmistefastji do papirové patrony uprdasd
aparatury; do prostoru patrony se opak@vaostava rozpoudtlo a dochazi k extrakci.
Velkou vyhodou Soxhletovy extrakce je velmi dobrgté¥nost, nevyhodou je&asova
nara:nost. Pro rychlejSi extrakci je pouzivan systémt&mx

Mezi dnes nejpouzivdjsi extrakni metody pat extrakce rozpoudtlem podporovana
tlakem (ASE, PLE, PSE, PFE)iiRvySeném tlakuistava rozpoustlo v kapalném stavu a
ma lepSi extradni vlastnosti. Také extrahované analyty majgivdifazni koeficient. ZvySeni
tlaku umo#uje pouziti rozpoustel v kapalném stavu (pod jejich bodem varu). PLEgjei
0¢innd, caso¥ mére narana a sniZzuje spi#bu rozpougtlel; pistroje pro extrakci jsou vSak
vice finartné nakladné. Do extraki patrony je moznéffat sorbent kimému cisteni
extraktu [47]. Pro vzorky nestal&ipvyssi teplot neni mozné pouzit ASE; u této metody
muze dojit @ sniZzeni teploty $ vystupu extraktu k jeho precipitaci.

Mikroviny mohou byt pouZity pro z&lvani materialu (vzorek, rozpoedto) na zaklad
absorpce Z&ni a odvedeni ziskané energie ve fotapla. Pi mikrovinné extrakci (MAE) je
vzorek umistn do extraknich patron (teflon); ke vzorku jeigano rozpougtdlo a patrony
jsou umistny v ochranném obalu do mikrovinné pece. K extrgganozné pouzivaizenou
teplotu nebo vykon po danou dobu. Nutné je poudifmi rozpou&dla (voda, methanol,
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acetonitril, aceton, které mohou byt i ve &ins nepolarnimi rozpouftly), ktera jsou
schopna absorbovat mikrovinné redi. MAE muze byt v provedeni pro extrakci za
atmosférického tlaku v otéenych nadobach nebo za zvySeného tlaku (obdobné&k) A
v uzavenych nadobach. Velkou vyhodou je mozZzné zpracowmie vzork v jednom
extrakenim kroku najednou a menSi sfaiia rozpougtlel; nevyhodou je iigdevsim cena a
také vyuzitelnost extrakce, ktera je zavisla naitypatrice [48].

Pro extrakci pevnych vzoikse roviz vyuziva jednoducha metoda extrakce podporovana
ultrazvukem. Diky ultrazvuku se rozpotdib |épe dostava do pibrpevného materialu.
Vyhodou metody je jeji rychlost, jednoduchost aanadiizovaci cena, mezi nevyhody gat
vétSi mnozstvi extraktu a nutnost filtrace.

Superkritickd fluidni extrakce (SFE) pouziva jako trakéniho ¢inidla tekutinu
v nadkritickém stavu (kritickd teplota.Ta kriticky tlak p jsou typické pro kazdou
sloweninu). Typické je jeji pouziti pro extrakci pevhyeozorki, kde mohou byt analyty
hluboko zakomponovany do matrice; jsou &ilwazany na povrchu matrice nebo
enkapsulovany v organickych vzorcich, atd. ddsfji je pro extrakci pouzivan CO
(Tc=31,1°C, p=72,9 atm.). Vlastnosti nadkritické tekutiny (kata, viskozita, difuzni
extrakce je jeji solvatmi schopnost. Cely proces extrakce se sklada nidavkroki —
extrakce vzorku nadkritickou kapalinou, expanzedkay a oddleni (sorpce) rozpudtych
latek, znovu rozpudhi analyi ve vhodném rozpouitle. VSechny operace probihaji
v jednom pistroji, neni patba Zadné dalSi externi manipulace se vzorkemjeceyhodou
vzhledem k moznym ztratam andlyiNevyhodou je uiité parizovaci cena extraktoru. SFE
muze byt gfimo spojena s SFC (superkriticka fluidni chromaadig) nebo s HPLC [49].

Pro extrakci kapalnych vzoilk jsou pouZivané nejen extrakce kapalina-kapalina
(jednoduchd, levna, velké objemy extigkiale gedevSim extrakce pevnou fazi (SPE). SPE
je jednoducha metoda, kde podle volby stacionambhilni faze nizeme lehce ovlivnit typ
extrahovanych analit Pro gimou extrakci PAU se pouzivajferdevsim faze C18. Vyhodou
extrakce je pCiSteni a zakoncentrovani vjednom kroku, dale moZnadgbraatizace,
piipadré extrakce ¥tSiho mnozstvi vzorknajednou. U vzork s WtSim mnoZstvim pevnych
¢astic je nutna filtrace, jinak by doslo k zanesenicpani SPE kolonek. Wekterych latek je
mozna sorpce na povrch kolonek [50].

3.2.2 Clean-up

Po extrakci je ve &tSine pripadi nezbytné pecisSténi extraktu (odstrami nezadoucich
koextrahovanych latek). K tomut@€lu je doporagovano rkolik vhodnych gkolik metod.

Moderni a rychla metoda, ktera ube byt automatizovana, je gelova pertma
chromatografie (GPC), kde dochazi dtehi molekul na zaklad jejich velikosti. Pokud
zvolime spravnou stacionarni fazi, lze GPC poudt grstragni riznych koextrahovanych
latek. Pro dalSi analyzu se odebira frakce, veékjsou pitomny hledané analyty. Pro
odstragni tukli se nejasgji pouziva stacionarni fdze Bio-Beads S-X3 [5, 86], dale pak
Sephadex LH20 (na bazi hydroxypropyldextranu). Jakabilni faze se v tomtoijpad
pouzivd sms n-hexanu a ethylacetatu, dichlormethan nebo afdon. V rekterych
piipadech jsou i poigcisteni GPC pitomny v extraktu lipidy; v fipact, Ze by rusily p
stanoveni, musi byt vzorek jestccistén (nag. SPE nebo kolonovou chromatografii).
Vyhodou GPC je jeji mozna automatizace.
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Kolonova adsorni chromatografie se vyuZivA pro odstm@in tuku, ale i dalSich
koextrahovanych polarnich latekeB¢ pouzivanymi sorbenty jsou silikagel, florisil nebo
alumina. V rgkterych publikacich je uvé@&do pouzivani sorbeitéast&éné deaktivovanych
vodou [43, 46]. Nevyhodou je Spatnad automatizag8ala vyhodou je moznost variakiln
menit mnoZstvi pouzité stacionarni faze a zvysit orfapacitu kolonky.

Extrakce na tuhou fazi (SPE) pracuje na stejném iptnéadsorpni chromatografie).
VétSinou se pouzivd komawr pripravenych kolonek a extrakce byva automatizovana.
Pouzivané stacionarni faze mohou byt nejen silikaferisil, alumina, ale i polymer
polystyren-divinylbenzen (PS-DVB) [47], CN/SIiOH [5]
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Tab. 6: Prehled pouZivanych metod pro stanoveni PAlkwych matricich

Extrak éni

technika Clean-up DalSi popis Material Analyza
GPC BioBeads SX-3, cyklohexan:ethylacetat 1:1 ¢aj, kava [46] GC/HRMS
Bio-Beads SX3, cyklohexan:athylacetat 1:1; + SRi®Wzi a vepova Sunka
GPC + SPE ASPEC Xli (silikagel), cyklohexan [51] GCHRMS
GPC+SPE Big-Beads SX3, cyklohexan:athylacetat 1:1 + SP&kolada [52] GC/HRMS
(silikagel), cyklohexan
ASE GPC BioBeads SX-3, cyklohexan:ethylacetat 1:1 magnebky [51] GC/HRMS
SPE hex:DCM raSelina [53] HPLC
SPE+sorbenty extraki Envi Chrom, cyklohexan:ethanol 1:1 vzorky potraaioleji GC-MS/MS
patror¢ [47]
precisténi zarove pii extrakci, hexan:dichlormethan 8,5:1,5 vepé sadlo, ryby
. GC/MS
silikagel [43]
- n-hexan puda [54] GC/MS
- toluen dehet [55] GC/MS
- hexan toastovy chléb [56] HPLC
SPE n-hexan, Sep-Pak C18 v,zorky Splakych HPLC
ultrazvuk . salz’imﬁ [57] .
kolonové chromatografie Florisil, n-hexan:DCM 6:4 slavky [58] fluorimetr
(celkové PAU)
Sep-Pack Plus Silica, n-hexan ¢tgké potraviny
SPE (ceredlie, susené HPLC
mléko) [59]
SPE cyklohexan ryby, kraby, mizi [60] HPLC
MAE GPC (SPE, saponifikace) Envirosep ABC, MF — dichlormethan (porovnani rybi jatra, udice, GC/MS

vice typi precisténi)

Stitozubec [61]
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PokraovaniTab. 6

E()e(gr?:iﬁzl Clean-up DalSi popis Material Analyza
SPE silikagel, cyklohexan ¢aj, kava [46] GC/HRMS
saponifikace SPE Extrelut, dichlormethan grilované maso [29] aPL
SPE Strata, Isolute, 5% MTBE v cyklohexanu uzeadaora ryby [62] HRGC/MS
(LC-18, ENVI-18) DCM voda [63] GCIFID
SPE ENVI-18 ? rozpustna kava [44] GC/MS
EnvirElut ? hadi Kize [64] GC/MS
y . vyzkouseno také PLE, MAE kontaminovanép
SFE pouzeredni [65] GC/FID
LLE extrakce subkritickou voda, po té extrakce doND sediment, fpda [66] GC/MS
soxhlet SPE alumina, ethylacetat sediment [42] HERDAS
SBSE ) ACN:voda 8:2 vzorek matovéhaje HPLC

[41]
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3.3 Metody analyzy

Analyza polycyklickych aromatickych uhlovodilfe vZzdy spojena s chromatografickou
koncovkou. Pouzivd se zejména chromatografie n&étewst® (TLC), kapalinova
chromatografie (HPLC) a plynova chromatografie (GRjo kapalinovou chromatografii je
nezbytné spojeni s fluores¢mn detektorem, fipadré s UV/VIS detektorem. U plynové
chromatografie settbe hojre vyuzival plamenog-ionizatni detektor (FID), dnes uz se
nepouziva a pouziva séepazré hmotnostni detektor.

3.3.1 Kapalinova chromatografie

Metoda kapalinové chromatografie ve spojeni s #aoednim detektorem je standardni
metodou pro analyzu PAU. Spektrofotometrické vliastnPAU jsou velmi vyznamnétip
jejich analyze pomoci HPLC. Krafhtypickych absorgnich spekter maji PAU i schopnost
fluoreskovat. Pokud pouzijeme fluores¢ehn detektor, je mozné ziskat detek limity na
poZzadované hodndpg-kg'. Fluorescetni detektor je také vice selektivni neZ detektor- UV
VIS. Abych vyuZily vSech vyhod fluorescence, je aiépbi pro jednotlivé PAU zvolit
spravnou excitni a emisni vinovou délku.iPvlastni analyze je dnes mozné nastavit na
detektorucasovy program zemy excit&ni a emisni vinové délky podle retench ¢asi
danych slogenin.

Vyhodné je propojeni dvou detekiiora to DAD a FLD. Zmitené absormi spektrum
umozni porovnanim s knihovnou spekter identifiko®sU a pouzit tuto informaci pro
konfirmaci. U DAD platitadow vySSi deteéni limity nez u FLD a tento detektor neni tak
selektivni. U PAU, které nefluoreskuiji, je signdDAD vyuZit i pro kvantifikaci.

Pri analyze PAU se vyuziva reverzni chromatografi@bhhi fazi je ve ¥tSin¢ pripad
acetonitril a voda. # gradientové eluci roste obsah ACN aZ na 100 %al®itké kolony
jsou na bazi silikagelu modifikovaného oktadecylowvyrettzci. Typicky pouzivana délka
kolony je 25 cm, ID 4,6 mm a velikostastic 5 nebo m. U kolon s piimérem 4,6 mm je
mozné nastknout i rekolik desitek ul. To je vyhodné pro snizovani déte&h limita.

Tab. 7: Priklady nastaveni vinovych délek pnalyze PAU HPLC/FLD

Slowenina Excitatni vinova délka (nm  Emisni vinova délka (nm)
Rey-Salgeiro a spol[53].

F 284 464
PHE 334 377
BaA, CHR 274 414
BbF, BKF 300 446
BaP 296 406
DBahA 393 453
BghiP, IP 300 470
Lorenzo a spol[57]

NA 270 340
AC, FL 270 340
PHE 254 375
AN, F 260 420
PY, BaA, CHR 254 390
BbF, BKF, BaP, DBahA, BghiP 260 420
IP 293 498
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PokraovaniTab. 7
Zhang a spol[60]

FL 210 310
PHE 210 310
AN 210 310
PY, F 248 382
BaA, CHR 268 382
BbF, BKF, BaP, DBahA, BghiP 286 410

3.3.2 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie je dnes jizZ dominantni atickpu koncovkou fi analyze PAU. Je
vhodna pro analyzu vzoikze Zivotniho prosédi i potravin. Jeji pozitivni vlastnosti ve
srovnani s LC jsou&si selektivita, rozliSeni a citlivostiiPanalyze komplexnich vzoikje
vyhodou mnohem &Si kapacita pik pouzivanych kapilarnich kolon. K detekci se &&m
vyhradré vyuZivAd hmotnostni spektrometrie [67]. Pro stamdJ@AU lze vyuZit i plynovou
chromatografii ve spojeni s plamerewonizatnim detektorem [65].

VylepSeni GC metod jako jsou velkoobjemovy Ht#sttermalni desorpce, rychld GC,
GCxGC, aj. dale snizuji detéRi limity a rozstuji oblasti pouZzitelnosti metod [67].

Hlavnim problém fi chromatografické separaci je koeluctkterych analyi, které jsou
navic charakterizovany stejnou molekulovou hmoinopo. hmotnostnim spektrem.
DulezZité je proto u GC metody v§bvhodné stacionarni faze pro separaci PAU cabdjji
pouzivané stacionarni faze jsou methyl a fenyl ttulosyané polysiloxany. Bkteré patentoy
chrarené faze se specifickou selektivitou (hapB-XLB) jsou @gimo doporgovany pro
separaci PAU. PAU, u kterych dochazi na jedné kokenkoeluci, mohou bytippouZiti jiné
stacionarni faze dost&m rozctleny. Pro separaci jsou problémovymi analyty, unkib
dochéazi ke koeluci, zejména BaA, CHR a CPP; BbH; BkBjF; DBahA a IP [68]. Pro
stanoveni 16 EPA PAH jsowin¢ doporiovany kapilarni kolony s migpolarni stacionarni
fazi methylpolysiloxan s 5 % fenylu. Rozm obvykle pouzivanych kolon jsou 30 m
0,25 mmx 0,25 um. Kolony pro rychlou chromatografii jsouatdi s menSim pmérem,
typicky je rozmér 10m x 0,1 mmx 0,1 um. Pro analyzu PAU prioritnich podle EU je
poZzadované rozteni latek dosazenoigdevsim na kolonach se stacionarni fazi 50 % fenyl
methylpolysiloxan [67-70].
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Obr. 5: Chromatograficka separace kritickych pika rozdilnych stacionarnich fazich za
stejnych teplotnich podminek (A) DB-17MS (68 025 mm ID; 0,25%m), (B) DB-5MS
(60 mx 0,25 mm ID; 0,2%m), (C) Optimd/ &6 (30 mx 0,25 mm ID; 0,25%m) [68]

GC-MS

Po separaci PAU plynovou chromatografiii se k datgikevazi pouzivad hmotnostni
spektrometrie s kvadrupdélovym analyzatorem a edektvou ionizaci (EI). PAU poskytu;ji
intenzivni molekularni ionty a hmotnostni spektrmaou fragmentaci. Ke kvantifikaci se
pouziva SIM (selective ions monitoring), ktery unioje stanovovat slaeniny na
potrebnych deteknich limitech. V oblasti ultrastopové analyzy nemdd SCAN dostéujici.
Pfi téchto nefenich je potom nevyhodou ztrata informace o hmaiiws spektru
jednotlivych piki (odpovidajicich sledovanym anaigt). Zachovani spektralni informace
umoziuje hmotnostni spektrometr s analyzatorem doby(lBRF-MS) [67, 71-72].

GC-HRMS a rychla GC

Pro stanoveni PAU se svyhodou aplikuje metoda léyathromatografie ve spojeni
s hmotnostni spektrometriii s vysokym rozliSeninuta Zienghals a spol. [46] vyuZili tuto
metodu pro stanoveni PAU prioritnich podle Etaji. Optimalizovana metoda byla zkracena
z 72 min (GC-MS) na pouhych 25 min. Vyuziti hmotmdsspektrometrie je vyhodné pro
identifikaci a kvantifikaci PAU ve velmi komplexriamatricich (potraviny, ZP), kdergsna
molekulova hmotnost fiZe pomoci fi spravné identifikaci slatenin.

GC-MS/MS

Pro stanoveni PAU lze vyuZit i spojeni plynové chatografie a trojitého kvadrupoélu
(GC-QqQ-MS/MS). Vyhodou tohoto agobu detekce je velka selektivita trojitého
kvadrupolu. Diky tomu mohou byt vynechanskteré kroky i Upraw vzorku a dosazeno tak
mensSich ztrat analyt{54]. B. Veyrand a spol. [47] ve své praci zd¢emé na analyzu PAU ve
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vzorcich ryb porovnavali metodu HRMS, MS/MS a jedinché MS. Pro danytipad analyzy
BaP vrybach bylo jednoduché MS nedosjii, v gipadt ostatnich dvou metod byly
vysledky srovnatelné. Z ekonomickych a technickydiivodi byla metoda MS/MS
vyhodnocena jako nejvhodsi.

Tab. 8:Podminky pro analyzu GC-MS/MS [54]

Slouwenina Prekurzorovy ion (m/z) Produktovy ion (m/z)
NA 128 78,102, 127
ACL 152 126, 150, 151
AC 153 126, 152

FL 165 139, 165

PHE 178 152, 176, 177
F 202 174, 200, 201
PY 202 174, 200, 201
BaA 228 200, 224, 226
CPP 226 223, 224, 225
CHR 228 200, 224, 226
5-MCH 242 226, 239, 241
BbF, BjF, BKF 252 224, 249, 250
BaP 252 224, 249, 251
IP, DBahA 276 273, 274, 275
BghiP 276 273, 274, 275
DBalP 302 300, 301, 302
DBaeP 302 300, 301, 302
DBaiP 302 300, 301, 302
DBahP 302 299, 300, 302

GC x GC-TOF-MS

Mezi nejno¥jSi piistupy v analyze PAU pit vyuZziti orthogonalni dvojdimenzionalni
plynova chromatografie s hmotnostnim detektoremadyaatorem doby letu (TOF-MS).

Princip multidimenzionalni plynové chromatografee Znam uz tégf 50 let [73]. V roce
1991 byla publikovana prace Liu a Phillipse [74¢ které bylo pedstaveno novéeSeni
dvojdimenzionalni plynové chromatografie vyuzivajiermalniho desotimiho modulatoru.
Principem této G& GC je spojeni dvou kapilarnich kolon s rozdilndacenarni fazi a
jinymi rozmery. Vzorek separovany na primarni koloje poté separovany na nezavislé
sekundarni koloh Cely analyzovany vzorek je separovan na obouriéb, které maji
odliSnou selektivitu. ,Nasikk“ z primarni kolony na sekundarni segj@ s vyuzitim
modulatoru, ktery zamrazenim aépvnym zaliatim postupé davkuje vzorek z primarni
kolony na kolonu sekundarni. Kazda slenina je charakterizovana &aa retetinimi ¢asy.
Vyhodou metody je &Si kapacita pik v porovnani s&nou GC, zvySeni pofru signal-
Sum, zisk strukturovaného 2D chromatogramu. K ww&ech vyhod ziskanych pouzitim 2D
GC (GCx GC) je nutné mit vhodny detektor, ktery je schopyghlého sbru dat (50 Hz a
vice). Ve spojeni s 2D GC se dnes vyuzikgdpvsim TOF-MS, ale také FID a ECD [75].
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Obr. 6: Princip separace latek v systému GGC

Kolony
* Primarni kolona
o preferovany nepolarni nebo mdrpolarni
0 separani mechanismus — bod varu
o teplotni gradient
o Sirka piku v sekundach
o kolony klasickych rozrra (15 — 30) nx (0,25-0,32) mm ID, (0,1 — 1) um
» Sekundarni kolona
0 razné kolony s rozdilnym sep&rdm mechanismem nez primarni
pievazuje dleni podle polarity
teplotre izokraticka, velmi rychla separace
Sitka piku 50 — 100 ms (v milisekundéach)
kolony kratké, s malym gmeérem, (0,5 —-2) mx 0,2 mm ID, 0,1 pm
vlastni termostat

O O O 0 O

Pro analyzu PAU G@ GC lze pouzit klasické usfaani kolon, a to jako primarni kolonu
mirn¢ polarni (nap. DB-5MS) a jako sekundarni kolonu semipolarni {ndpB-17MS);
piipadré Ize polaritu kolon vyminit a pouzit jako primarni semipolarni kolonu adgak
sekundarni nepolarni kolonu.

104



[I. Stanoveni obsahu polycyklickych aromatickychowodiki v salamu

Masses: TIC

3

2

-
)
k-
c
=]
o
@
()
2
c
2
v
=
2
&
[=]
o
c
(2]

1st Dimension (seconds
Obr. 7: 2D chromatogram vzorku nafty (GE€GC-FID), princip strukturovaného diagramu —
deleni podle skupin latek [76]
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Material, chemikalie a pristroje
4.1.1 Pristroje a zaizeni

« soxhlefiv extraktor Soxtec (Biichi, Svycarsko)

» kapalinovy chromatograf Agilent 1 100 Series s WAfetttorem (izokratickéerpadlo,
odplyiovat mobilni faze, automaticky davkoydJV detektor, stra¢ frakci) (Agilent,
USA), kolona Bio-Beads S-X3x800 mm (Tessek eska republika)

 rotaini vakuovéa odparka s vodni lazni Rotavapor R-2QB Svycarsko)

* plynovy chromatograf Agilent 6890 N (Agilent, USA)

* hmotnostni spektrometr Pegasus IVD, (Leco, USA)

« odpaovaci zaizeni (Labicomeska rebublika)

4.1.2 Standardy a chemikalie

» chloroform (SupraSolv, Merck, dhecko)

« undekan (for GC, Sigma Aldrich, USA)

* isooktan (SupraSolv, Merck,dsecko)

e diethylether (SupraSolv, Merck gshecko)

» siran sodny bezvody, p.a.; ZiharfygD0°C, 5 hodin (Merck, Bmecko)

* smesny standard PAH Mix 9 (16 EPA PAU) v cyklohexanan&entrace 100 riﬂgtl‘l
(Dr. Ehrenstorfer GmbH, &mnecko)

« smisny standard deuterovanych PAU PAH Mix 24 deutekedcentrace 10 gl

4.1.2.1 Priprava kalibra¢nich roztoki
4.1.2.2 Sme¢s PAU Mix 45

Z pavodniho roztoku standardu PAH Mix 9 o koncentra@D hgul* byly postupnym
fednim isooktanem ifpraveny roztoky o koncentracich 1 000, 100, 50, % 10, 5a 1
ngmhl™. Pro sestaveni kalibfaich Kivek byly pouZity roztoky v rozmezi 1 — 50 g™,

4.1.2.3 Sm¢s D-PAU

Z pavodniho roztoku standardu PAH Mix 24 o koncentra@ingul* byly postupnym
fednim isooktanem ifpraveny roztoky o koncentracich 1 000, 100, 50, % 10, 5a 1
nghl™. Pro sestaveni kalibfaich Kivek byly pouZity roztoky 1 — 50 rigpl™.

Pridavek vnitniho standardu do vzorku tuku rozpumgtho v isooktanu byl 5 pul standardu o
koncentraci 1 ngul™.

4.2 Odbér a uprava vzorku

Ve firmé KMOTR — Masna Kron&iZz byly po dobu 1 ®sice odebirany vzorky salamu
Polican. V jeden den odbu bylo vZzdy odebrano 10 vzarksalamu ze it raznych
zakuovacich a zracich komor. Prvni komora a druha kgngdr a 2. komora) jsou nové
komory, vyuzZivajici nejmodeésich technologii, feti komora (3. komora) byla komora
starSiho typu. Celkem bylo odebrano 120 vadikx 30). Vzorky byly upraveny podle dale
popsanych metod. Data afth odpovidala jednotlivym fazim vyroby salamu: papimeni a
zawseni, po zakaeni, zrani a fermentaci a kamgy vyrobek ped odvozem do balirny.
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Tab. 9: Seznam odebranych vzérk

¢islo vzorku umisténi datum odbéru
1..10 . komora 21.11.2007
11...20 . komora 21.11.2007
21...30 . komora 21.11.2007
31...40 . komora 28.11.2007
41...50 . komora 28.11.2007

1
2
3
1
2
51...60 3. komora 28.11.2007
61...70 1. komora 19.12.2007
71...80 2. komora 19.12.2007
81...90 3. komora 19.12.2007
91...100 1. komora 2.1.2008
101...110 2. komora 2.1.2008
111...120 3. komora 2.1.2008

4.2.1 Extrakce tuku

Ze zhomogenizovaného vzorku bylo navazeno asi §j-s¥esnosti na 0,0001 g. Vzorek
se nasledh dehydratoval pomoci bezvodého siranu sodného. Takicavena sypka sés
byla kvantitativié prevedena do extra&hi patrony. Extrakce probihala kontinu&Best hodin
v extraktoru Soxtec. Jako exteai cinidlo byl pouzit diethylether. Po extrakci bylo
rozpoustdlo odpd@eno a zvazil se vyextrahovany tuk. Obsah tuku v Wevigpocitdn pro
vSechny vzorky. Vyextrahovany tuk bytgveden do vialek a uloZen v chlatiré do dalSiho
zpracovani.

v WY

4.2.2 Pretisténi vzorku pomoci GPC (odstrarni tuku)

Priblizné 0,5 g tuku bylo navazeno sgsnosti 0,0001 g do vialek. K tuku byfigan
chloroform do objemu 1 ml. K taktofipravenym vzorkm byly gidany 3 pl smsného
standardu D-PAU.

Vzorek byl gecisttn pomoci GPC. Bylo nadavkovano 4krat 100 pl tukmpustného
v chloroformu. PouZitou kolonou byla kolona Bio-Be&5-X3. Sbirala se frakce od 20. do 35.
minuty, kter4 byla stanovena podle testovacihofikéstozpuséného vepového sadla a
standardu PAU. Frakce ze vSeith nastikt byly spojeny a fevedeny do odpgavaci baky.
4.2.2.1 Nastaveni GPC

« mobilni faze: chloroform, 0,6 rimhin™*
+ detektor: UV, 254 nm
» sbirana frakce: 20 — 35 min

4.2.3 Odpaieni chloroformu a pfevedeni vzorku do isooktanu

Odpdovani vzorku bylo rozfleno na d¢ faze, a to pedevSim zdvodu analyzy
tekawjSich PAU a omezeni jejichipadnych ztrat. Nejive byl vzorekcast&éné zahu&n na
rotatni vakuové odparce (asi 1 ml). Vzorek byl nastedreveden do vialky a bylo kému
piidano 20 pl undekanu. Vzorek byl poté zabmSpod proudem dusiku (gtal pouze
undekan) a bylo kému griddno 30 pl isooktanu. Tato $mbyla kvantitativa prevedena do
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skleréné vlozky (insertu), ktera byla umistn do vialky. Vzorek byl analyzovan pomoci
GCx GC-TOF-MS.

4.2.4 Analyza predisténého vzorku na GCx GC-TOF-MS

Precistené vzorky ve vialkach byly analyzovany pomoci dwmjenzionalni plynové
chromatografie. Stanoveni obsahu PAU bylo préaadoomoci externich kalibtaich Kivek
pro jednotlivé PAU a vnihich deuterovanych standérdkteré byly ke vzorkuipdavany ged
preciStenim GPC. Pravidetbyla provadna kontrola kalibrénich Kivek.
4.2.4.1 Nastaveni GCxGC-TOF-MS

* primarni kolona: Rxi-5SilMS (30 m0,25 mm ID; 0,25 pum)
» sekundarni kolona: BPX-50
* GC metoda:
nastik:1 pl, 290 °C, bez dice toku
nosny plyn: He, 1 niinin™
teplota transfer line: 280 °C
teplotni program prim. kolona: pateini teplota 50 °C, konstantni 1 min;
pak 10 °C/min do 220 °C; a 5 °C/min do 320°C, kansti 6 min
o teplotni program sek. kolona: gesni teplota 50 °C, konstantni 1 min; pak
10 °C/min do 240 °C; a 5 °C/min do 340°C, konstaftmin
0 modulator: sepatami doba 4 s (modutai perioda, second dimension
separation time), horky pulz 0,8 s (hot pulse)dsty pulz 1,2 s (cool time).

o O O O

* MS metoda:

rychlost skéru dat: 100 sp/s

El 70 eV, napti na detektoru 1900 V
rozsah m/z: 30 — 500

0
0
0
o teplota iontového zdroje: 250 °C

108



[I. Stanoveni obsahu polycyklickych aromatickychowodiki v salamu

4.2.4.2 Seznam sledovanych anailyt

V nasledujicich tabulkach jsou prezentovany sledéV@AU a hodnoty m/z, vybrané pro
kalibrace.

Tab. 10: Seznam sledovanych PAH podle US EPA a jejich hpdnfz, které byly pouZzity
pro kvantifikaci.

Sloucenina m/z Vnit¥ni standard
Naftalen 128 Naftalen — D8
Acenaftylen 152 Acenaften — D10
Acenaften 153 Acenaften — D10
Fluoren 166 Acenaften — D10
Fenanthren 178 Anthracen — D10
Anthracen 178 Anthracen — D10
Fluoranthen 202 Anthracen — D10
Pyren 202 Anthracen — D10
Benz@)anthracen 228 Chrysen — D12
Chrysen 228 Chrysen — D12
Benzop)fluoranthen 252 Perylen — D12
Benzok)fluoranthen 252 Perylen — D12
Benzo@)pyren 252 Perylen — D12
Benzog@hi)perylen 276 Perylen — D12
Dibenzg@,hyanthracen 278 Perylen — D12
Indeno(1,2,3cd)pyren 276 Perylen — D12

Tab. 11: Seznam deuterovanych PAU pouzitych jakowingtandard a jejich hodnoty m/z,
které byly pouzity pro kvantifikaci.

Slouenina m/z

Naftalen — D8 136
Acenaften — D10 162
Anthracen — D10 188
Chrysen — D12 240
Perylen — D12 264
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5 VYSLEDKY A DISKUSE
5.1 Piedisténi vzorku pomoci GPC

K precisteni vzorku tuku byla pouzita gelova permieachromatografie. Na systému, ktery
je dostupny na naSem pracovisti, je mozné aplikavatimalni nasgtkovany objem 100 pl.
Aby bylo mozné dosahnout dostatgch LOD a LOQ, byl kazdy vzorek o objemu 100 pl
nastiknut 4krat. Frakce, ktera byla odebirdna, byl@&ena podle testovacich vzaérk
veproveho sadla rozpuStych v chloroformu (0,5 g v 1 ml) a podle pouzitétandardu PAU

(1 pugmhl™).

5.2 Optimalizace GC x GC podminek

Pro analyzu PAU byly optimalizovany separapodminky ve 2D chromatografii. Bylo
zvoleno klasické usgadani primarni a sekundarni kolony, tzn., Ze jakmgrni byla zvolena
nepolarni kolona Rxi-5SilMS (30 m0,25 mm ID; 0,25 um) a jako sekundarnfedte
polarni kolona DB17-MS (1,21 m0,1 mm ID; 0,1 um). Nejive byla optimalizovana
separace v 1D GC a poté ve 2D GC; vSe byloihajdprovadno se standardem PAU o
koncentraci 50 rignl™ a vzorkem tuku sifdavkem standardu PAU.

5.2.1 Analyzav 1D GC

Teplota nastkového prostoru byla nastavena na teplotu 29082,di¢e toku. Vzhledem
k dostatenému rozdleni dvojic piki fenanthren — anthracen, bemanthracen —chrysen a
benzob)fluoranthen — benzgffluoranthen byl nastaven od 220 °C pouze pomalgista
teploty, a to 5°C za minutu. Celkova doba analygg B4 minut.

5.2.2 Analyzave 2D GC

Pro analyzu ve 2D GC byla optimalizovana sefr@rdoba druhé dimenze, délka horkého a
studeného pulzu a také teplotni offset na sekumddétoré. Pro optimalizaci byl pouZzit
standard o koncentraci PAU 1000,

Pri analyze ve druhé dimenzi (modéta perioda) byla nejive pouZzita doba separace 3s.
Na chromatogramu jeretelre vidét (Obr. 8:), Ze pik chrysenu je ragen na d¢ casti
(detekovana rozhrani 3,0 a 0,1 s) a pik bepgfenu ma retemi ¢as v retetnim ¢ase
krvaceni kolony (bleed) a rozpo&dla. Tato separace nebyla da@sijéci.
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Tab. 12:Podminky analyzy ve 2D GC, modtnlaperioda 3 s

Teplota nastku 290 °C
Napsti detektoru 1900 V
El 70 eV
Shkér dat 100 sp/s

pocateini teplota 50 °C, konstantni 1 min
10 °C/min do 220 °C
5 °C/min do 320 °C, konstantni 6 min
. .. pocateni teplota 70 °C, konstantni 1 min
Teplotni program na sekundarni 10 °C/min do 240 °C
kolore (offset + 20 °C) 5 °C/min do 340 °C, konstantni 6 min
teplota + 30 °C
modul&ni perioda 3 s (second dimension
Modulétor separation time)
horky pulz 0,6 s (hot pulse)
studeny pulz 0,9 s (cool time)

Teplotni program na primarni
kolon¢

ol 1000 1500
Obr. 8: Chromatogram standardu PAU (100rgY) zméreny @i separani
sekundarni koloh3 s

Pfi nasledném rieni byla proto modutai perioda prodlouzena na 4 s, horky pulz byl
0,8 s a studeny pulz 1,2 s (Obr. 9:). Ostatni patgnaistaly nezninény. Retegini casy piki
benzog@hi)perylenu a dibena(h)anthracenu (asi 0,3 sfigtaly sice mensi nez retamn cas
patici k latkam z krvaceni kolony, ale ani jeden nehage gimo do této oblasti, a proto
nebyl @i vyhodnocovani Zzadny problém.

Pri nastaveni sepafai doby 4 s ve druhé dimenzi byly jggestovany dalSi zémy, a to
offset na sekundarni kolént+ 10 °C, + 30 °C a z#my horkého pulzu na 1sresp. 0,5s, a
studeného pulzu na 1s, resp. 1,5s. Optimalnirgepabylo dosazenofippodminkach
uvedenych v Tab. 13..
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T, T,
1000 20

Obr. 9: Chromatogram standardu PAU (100rgY) zmseny pi separani dok¥ na

sekundarni koloh4 s

Tab. 13:Optimalizované podminky analyzy ve 2D GC pouZiéapalyzu PAU v salamech

Teplota nastku 290 °C
Napsti detektoru 1900 V
El 70 eV
Shkér dat 100 sp/s

pocateini teplota 50°C, konstantni 1 min
10 °C/min do 220 °C
5 °C/min do 320 °C, konstantni 6 min
pocateEni teplota 70 °C, konstantni 1 min
. . 10 °C/min do 240 °C
kolore (offset + 20 °C) 5 °C/min do 340 °C, konstantni 6 min
teplota + 30 °C
modul&ni perioda 4 s (second dimension
Modulétor separation time)
horky pulz 0,8 s (hot pulse)
studeny pulz 1,2 s (cool time)

Teplotni program na primarni
kolon¢

Teplotni program na sekundarni

112



[I. Stanoveni obsahu polycyklickych aromatickychowodiki v salamu

fenanthren + anthracen

1952

eparace pikbenz(a)anthrcenu a chrysenu na hod 228

5.3 Kalibrace

Pripravena sada kalib¢ai roztoki (viz. 4.1.2.1) byla progtena optimalizovanou metodou
pro stanoveni PAU. Byly vyneseny linearni zavislpgichy piku na koncentraci.

Obr. 11
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Tab. 14:Hodnoty srarnice, Useku a koretmiho koeficientu kalibrénich zavislosti
jednotlivych D-PAU

) Korela¢ni
Slou¢enina Smérnice Usek koeficient
Naftalen — D8 11034 -855 0,999
Acenaften — D10 4994 2189 0,999
Anthracen — D10 4300 913 0,999
Chrysen — D12 3360 624 0,997
Perylen — D12 2339 292 0,993

Tab. 15: Hodnoty srarnice, Useku a koretmiho koeficientu kalibrénich zavislosti
jednotlivych PAU

) Korelacéni
Slou¢enina Smérnice . Usek koeficient
Naftalen 29480 3392 0,996
Acenaftylen 16381 7182 0,997
Acenaften 11625 5375 0,997
Fluoren 9702 2193 0,997
Fenanthren 12915 3760 0,996
Anthracen 11010 5515 0,997
Fluoranthen 10297 1797 0,997
Pyren 10871 455 0,998
Benz@)anthracen 6149 -499 0,992
Chrysen 6508 -400 0,998
Benzop)fluoranthen 5395 583 0,996
Benzok)fluoranthen 4982 782 0,995
Benzo@)pyren 4312 625 0,993
Benzo@hi)perylen 4074 342 0,992
Dibenz@,h)anthracen 2153 670 0,995
Indeno(1,2,d)pyren 4051 378 0,998

5.3.1 Limity detekce a kvantifikace

Pro vypa@et limitu detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ) bylyowzity vztahy Bzre
pouzivané pro tentocél u chromatografickych metod. Mez detekce odpowaidcentraci,
pro kterou je analyticky signal statisticky vyznamwodliSny od Sumu. Mez stanovitelnosti
odpovida koncentraci, ip které je pesnost stanoveni takova, Ze dovoluje kvantitativni
vyhodnoceni. Mez detekce byla vyjéda jako trojnasobek Sumu zakladni linie a mez
stanovitelnosti jako desetindsobek Sumu zakladme.liVySka Sumu byla od#ana ve
20 vzorcich na dané hodgan/z.
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LOD= 3xh, xc, (ngu™)
m,

o= e (ngmuy
m,

P vySka Sumu
Ch eevennnnnnneeeens koncentrace nejnizsiho kaldmido bodu
10 P vySka piku kalibtaiho bodu s nejnizsi koncentraci

Takto ziskané hodnoty LOD a LOQ bylyepaiitany na konéné koncentrace PAU ve
vzorku salamu pgg™’.

Tab. 16:Limity detekce a kvantifikace pro sledované PAW)kgi'salamu

Slouenina LOD (ug.kg?)  LOQ (ug.kg™h)
Naftalen 0,034 0,150
Acenaftylen 0,068 0,226
Acenaften 0,086 0,286
Fluoren 0,064 0,213
Fenanthren 0,028 0,139
Anthracen 0,045 0,151
Fluoranthen 0,047 0,155
Pyren 0,048 0,160
Benz@)anthracen 0,064 0,212
Chrysen 0,057 0,190
Benzop)fluoranthen 0,066 0,221
Benzok)fluoranthen 0,042 0,185
Benzo@)pyren 0,071 0,237
Benzog@hi)perylen 0,148 0,501
Dibenzg@,hyanthracen 0,142 0,487
Indeno(1,2,cd)pyren 0,153 0,511

5.4 Ur¢eni vytéznosti analytického stanoveni PAU v salamu
5.4.1 Stanoveni vygznosti PAU

VytéZznost metody v procentech byla £p§ana naitch koncentrgich hladinach: 5, 10,
20 ngml™ (0,625, 1,250 a 2,5 HBg™* salamu). Ke vzorku vépvého tuku byly fidany
standardy PAU v poebné koncentraci. Se vzorky byl proveden stejnytypogrecisténi a
analyzy jako se vzorky sald@mpouze ke vzorkuipd zaérecnym odp&ovanim pod proudem
dusiku nebyl fidan undekan. Bylo analyzovano vzdy 10 modelovyobrka. Vysledky jsou
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v s

10 %. Dale byly hodnoty v§Enosti pod 50 % zjighy jeS€ u acenaftylenu a acenaftenu.

Tab. 17: Hodnoty vygZnosti (%) 16 PAU na¢ch koncentrénich hladinach (0,625,
1,250 a 2,500 pddg?) bez pidavku undekanu, n = 10
2,500 1,250 0,625

Slowenina vytéznost RSD % vytéZnost RSD % vytéznost RSD %
Naftalen 12,6 10,9 8,3 12,5 6,2 12,7
Acenaftylen 37,3 9,0 32,5 8,6 38,2 10,2
Acenaften 50,8 53 49,2 6,1 48,1 5,8
Fluoren 81,7 7,3 77,5 6,7 76,3 6,1
Fenanthren 70,9 8,4 71,4 7,8 76,2 8,0
Anthracen 76,1 7,1 74,3 6,5 78,1 6,5
Fluoranthen 82,2 6,8 77,5 7,0 79,3 6,6
Pyren 78,3 5,7 76,2 6,1 76,5 6,3
Benz@)anthracen 83,0 6,4 83,2 6,1 80,7 7,7
Chrysen 82,3 6,1 79,7 7,4 80,8 6,9
Benzop)fluoranthen 103,1 7,4 92,4 7,2 94,4 6,5
Benzok)fluoranthen 64,2 7,4 61,4 8,0 68,2 6,8
Benzo@)pyren 69,4 7,9 68,7 6,8 72,6 6,1
Benzo@hi)perylen 73,1 6,7 74,2 5,8 73,9 5,9
Dibenzg@,h)anthracen 98,4 7,9 85,5 54 86,4 5,2
Indeno(1,2,d)pyren 74,4 6,5 73,7 7,1 74,1 6,9

5.4.2 Vytéznosti pii pouziti undekanu a prepcet na deuterované standardy

Podle vysledik vytéZnosti pro &kawjSi analyty bylo zvoleno pouziti undekanu jako
.keeperu“. Dale bylo ke vzofim, a to jedt pred GPC, fidano 3 ul smssi D-PAU. Po
zahusEni vzorku na vakuoveé ratai odparce bylo ke vzorkuigdano 25 pl undekanu. Teprve
potom byly vzorky odpé@ny pod proudem dusiku a byly doghy 30 pl isooktanu. Krogn
toho ke vzorkm, rovrs? pred GPC, fidano 5 pl, resp. 10 pl stsi D-PAU (c = 1 n@l™),
aby vysledna koncentrace odpovidala koncentracdprmu hladinu vg¥Znosti (1,250, resp.
0,625 pgkgl). Pro koncentraci 2,5 pBg™ uz nebyly vy#Znosti stanovovany.iPpiidavku
undekanu se v§Enosti tkavych PAU vyrazaé zvysily (naftalen, acenaftylen, acenaften). Pro
dalSi PAU jiz nebylo zvySeni tak vyrazné. Relatisntrodatné odchylky byly nizsi nezip
odpaovani bez undekanu.tfiPpouziti vnitnich standani pro pepaiet koncentraci bylo
dosazeno vg¥nosti nad 90 %. Tento posledni postup byl pougtagmalyzu vSech vzoik
salamu (pidavek undekanu a pouziti vimtho standardu). ilavek smisi D-PAU byl

0,625 pgkg™.
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Tab. 18:Hodnoty vy#Znosti (%) 16 PAU na koncentrd hladire 1,250 pgkig™* s pidavkem
undekanu a s/iddavkem undekanu agpa‘tem pes vnitni standard, n = 10

1,250 pg [Rg™

undekan undekan + grepatet D-PAU
Slowenina vytéZnost RSD % vytéZnost RSD %
Naftalen 57,2 6,5 85,3 3,9
Acenaftylen 68,7 5,8 94,1 3,6
Acenaften 66,3 51 97,3 3,2
Fluoren 76,2 3,9 98,5 3,1
Fenanthren 73,6 3,6 103,4 3,5
Anthracen 75,4 3,4 97,8 3.1
Fluoranthen 74,3 3,8 99,2 2,8
Pyren 78,0 4,2 94,2 3,0
Benz@)anthracen 83,1 4,3 97,4 3,7
Chrysen 80,2 4,0 99,7 2,8
Benzop)fluoranthen 91,5 5,2 104,2 3,6
Benzok)fluoranthen 75,3 5,6 99,3 3,7
Benzo@)pyren 78,7 5,8 97,8 3,2
Benzog@hi)perylen 75,1 5,3 95,7 2,9
Dibenzg@,h)anthracen 85,5 4,8 97,6 3,3
Indeno(,2,3-cdpyren 76,3 4,9 101,9 3,4

Tab. 19:Hodnoty vy#Znosti (%) 16 PAU na koncentrd hladire 0,625 pgkig™ s pidavkem
undekanu a s/ddavkem undekanu agpa‘tem pes vnitni standard, n = 10

0,625 pgkg™
undekan undekan + grepatet D-PAU

Slowenina vytéZnost RSD % vytéZnost RSD %
Naftalen 58,3 6,1 90,7 4,1
Acenaftylen 71,6 54 96,4 3,5
Acenaften 75,6 4.8 97,1 3,7
Fluoren 85,3 4,1 97,2 2,9
Fenanthren 87,2 4,3 105,2 3,2
Anthracen 89,2 3.9 98,2 3,5
Fluoranthen 90,1 3,8 101,5 2,8
Pyren 88,7 3,9 95,4 3,2
Benz@)anthracen 87,3 3,9 98,3 3,6
Chrysen 91,1 3,7 103,2 3,1
Benzop)fluoranthen 94,8 5,2 99,0 3,2
Benzok)fluoranthen 76,8 51 97,2 3,4
Benzo@)pyren 73,6 51 96,3 3,7
Benzog@hi)perylen 74,1 5,0 95,6 3,6
Dibenz@,hanthracen 85,7 4,6 94,3 3,6
Indeno(,2,3-cdpyren 76,1 4,8 98,3 3,2
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5.5 Vysledky stanoveni PAU ve vzorcich salamu

Do nésledujicich tabulek a gbajsou shrnuty vysledky stanoveni PAU ve 120 vzdrcic
salamu Potian, které byly odebirany zéi tkomor po 10 vzorcich veétyrech odrech.
Celkové vysledky analyz vSech 120 vzibjkou prezentovany v tabulkach kilphach.

V nize uvedenych grafech jsou shrnuty vysledky kSagalyzovanych vzotk Uvedené
koncentrace jsou celkové koncentrace PAU kvanwigk@ v kazdém vzorku. V Tab. 20: je
znovu pro pehlednost uveden seznam a popis odebranychzork

Tab. 20: Seznam odebranych vzork

¢islo vzorku umisténi datum odbéru

1...10 1. komora 21.11.2007

11...20 2. komora  21.11.2007 zawseni
21...30 3. komora  21.11.2007

31...40 1. komora  28.11.2007

41...50 2. komora  28.11.2007 zakoueni
51...60 3. komora 28.11.2007

61...70 1. komora 19.12.2007 .
71...80 2. komora  19.12.2007 ferf,zi?]'t’ace
81...90 3. komora  19.12.2007

91...100 1. komora 2.1.2008 Zrani,
101...110 2. komora  2.1.2008 fermentace, fed
111...120 3. komora  2.1.2008 expedici

5.5.1 Legislativa upravujici limity PAU v potravinach

V legislative Ceské Republiky upravuje vyskyt PAU v potravinadfiidha ¢. 3 k vyhlasce
Ministerstva zdravotnictvE. 53/2002 Sh. ve 2Zni pozdjSich pedpidi, kterou se stanovi
chemické poZadavky na zdravotni nezavadnost jaufcitl druhi potravin a potravinovych
surovin, podminky pouziti latekiplatnych, pomocnych a potravnich dadgl [77].

Pod pojmem polycyklické aromatické uhlovodiky sezumi benzaf)anthracen,
benzob)fluoranthen, benzéjfluoranthen, chrysen, dibenadjanthracen, benza)pyren,
indeno(1,2,&d)pyren, dibenzai)pyren, dibenza,hpyren. Ripustné mnoZstvi je pro
jednotlivé latky stanoveno jednottivCelkovy obsah vyjmenovanych latek v potraviresmi
prekradit desetinasobekifpustného mnozstvi.

V roce 2005 bylo vydano dopareni Komisec¢.108/2005 o dalSim zjigvani obsahu
polycyklickych aromatickych uhlovodikv nékterych potravindch [78]. Dale je v evropské
legislativ v platnosti n&izeni Komise¢. 1881/2006, kterym stanovi maximalni limity
nékterych kontaminujicich latek v potravinach [79].aMmalni limit pro benz@&)pyren
v uzeninach a uzenych vyrobcich je 5 pg:kdRovrs? je v platnosti Nézeni komise
¢. 333/2007, kterym se stanovi metody vzorkovannalyay pro oficialni kontrolu hladin
olova, kadmia, rtuti, anorganického cinu, 3-MCPBeazo&)pyrenu v potravinach [80].
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Tab. 21:Pripustné mnoZstvi jednotlivych PAUizmych potravindch [77]

Potravina PM (mg-kg’)
(5/2)*
masné vyroby, uzené ryby 0,003
kava prazena 0,002
obili 0,002
ryby 0,001
ovoce 0,002
zelenina listova 0,002
tuky 0,002
latky urtené k aomatizaci 0,001
napoj, pivo, vino¢aj 0,0005
lihoviny 0,001

5.5.2 Prumérné expozice PAU potravinami v evropskych zemich pitle EFSA (2008)

V materialu EFSA jsou uvedeny zjige pamérné koncentrace PAU, ktetdovek piijme
potravou. Data jsou stanovena prieedhi a vysoko iljmovou skupinu konzumeinta hodnoty
jsou nasledujici: pro benzo(a) pyren 235 ng'dé®9 ng-kd za den), resp. 389 ng-den
(6,5 ng-kdd za den); pro PAU2 641 ng-den(10,7 ng-kg za den), resp. 1077 ng-den
(18 ng-kg* za den); pro PAU4 1168 ng-der{19,5 ng-kg za den), resp. 2068 ng-den
(34,5 ng-k§ za den); pro PAU8 1729 ng-der{28,8 ng-kg za den), resp. 3078 ng-den
(51,3 ng-kd za den). Dva nejisi pispivky do celkového ijmu PAU potravou maji
cerealie a cerealni vyrobky a ské plody a vyrobky z nich [18].

5.5.3 Vysledky

Pti porovnani celkovych koncentraci PADURAU) ve vzorcich a jejich gmérnych hodnot
zjisténych v ramci této studie neni viditelny vyrazny ddzmezi jednotlivymi komorami
(starSi a dva nové typy). Obsah PAU v salamu péSami do komor ffed zakosenim byl ve
Béhem zrani a suSeni $#PAU uZ nezvySovala. Hodnoty PAU z posledniho codb(2.1.
2008) vzork pred balenim do ochranného obaluiadodistribuci nefgsahovaly povolené
limity. Jejich koncentrace byla podobna jako ieqrhozich odirech. Pokud se & patu
nalezenych PAU, bylo identifikovano néjgi mnozstvi individualnich PAU, avSak hodnoty
koncentraci se pohybovalyfgvazr pod LOD nebo LOQ a v celkové hodddPAU ve
vzorcich se tyto nalezy nijak neprojevily. V grdieGraf 1. azGraf 3: a v Tab. 22: jsou
shrnuty vSechny konkrétriPAU v jednotlivych odbrech pro dany typ zakovaci a zraci
komory.

Ve srovnani s vysledky analyz prezentovanych vigabich [45, 57, 62] jsou zji&hé
hodnoty PAU v Potianu nizSi. Z publikaci jednoz&ra& vyplyva, Ze vyskyt PAU je vyrazn
spojen s metodou Upravy potravin, kdéne uzeni (nebo grilovani) ma za nasledek vyssi
koncentrace PAU \thto potravinach, nez fomyslova vyroba potravin [51].
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Celkové koncentrace PAU ve vzorcich z 1. komory
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1..10 31...40 61...70 91 ...100

Graf 1: Porovnani celkovych koncentraci PAU ve vSech 40cicto salamé odebranych
v 1. komeoe, ale v fiznych terminech odhu; modra —21.11. 2007, Zluta —28.11. 2007,
zelend — 19.12. 200Zervena — 2.1. 2008.

Celkové koncentrace PAU ve vzorcich ze 2. komory

koncentrace f19.kg")
|

11...20 41...50 71...80 101...110

Graf 2: Porovnani celkovych koncentraci PAU ve vSech 40cicto salané odebranych
ve 2. komee, ale v fiznych terminech odlu; modrd —21.11. 2007, Zlutd —28.11. 2007,
zelend — 19.12. 200Zervena — 2.1. 2008.
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Celkové koncentrace PAU ve vzorcich ze 3. komory
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Graf 3: Porovnani celkovych koncentraci PAU ve vSech 4frictosalani odebranych ve 3.
komae, ale v fiznych terminech odlu, modra — 21.11. 2007, Zlutd — 28.11. 2007, Zelen
19.12. 2007¢ervend — 2.1. 2008.

Tab. 22:Prumerné hodnoty celkovych koncentraci PAU veésarbrki po 10
pramér smérodatna

islo vzorku  koncentraci  odchylka RSD (%) medié_q

(ug-kgh)  (ug-kg?) (hg-kg")
1...10 2,633 0,748 28,4 2,650
11...20 1,713 0,732 42,8 1,562
21...30 2,825 1,205 42,7 2,281
31...40 3,273 1,322 40,4 3,933
41...50 3,764 0,910 24,2 3,552
51...60 4,625 0,905 19,6 4,589
61...70 2,098 0,752 35,9 2,169
71...80 3,833 0,787 20,5 3,840
81...90 3,038 1,019 33,6 2,715
91...100 4,318 0,863 20,0 4,443
101...110 4,020 1,412 351 3,863
111...120 3,956 0,636 16,1 3,935
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Srovnani praimérnych hodnot celkového mnoZstvi PAU ve vzorcich zejného odtéru a stejné komory

“ | I
LT

1..10 11...20 21...30 31...40 41...50 51...60 61..70 .8a. 81..90 91..100 101..110 111...12(

T

koncentrace f1g.kg™)
w
-

Graf 4: Prumerné hodnoty celkovych koncentraci PAU ve vzorcizluta — 1. komora,
zelena — 2. komora, modra — 3. komora. Chybovékysgou srrodatné odchylky pro 10
stanoveni.

V nasledujicich grafech jsou shrnutyaperné koncentrace jednotlivych PAU ve vzorcich
po skupinach, danych jejich mistem a dateméndbJako chybové Gsky byly vyneseny
smeérodatné odchylky. U stanoveni bezé&odatné odchylky byla tato latka nalezena pouze
v jediném pipack. VSechny vysledky jsou shrnuty v tabulkdch (Tab.-24ab. 35: v filoze).
Zde jsou uvedeny i nalezy pod LOD nebo LOQ, ktergsae samoiejmé zahrnuty do
pramer.

Ve vSech analyzovanych vzorcich nebykelyaten limit pro PAU v mase a masnych
vyrobcich, ktery je pro vybrané PAU 0,003 lgj* a pro jejich sumu 0,03 rig™ [77].
PAU, které se podléeské vyhlasky i evropskych gmic maji v potravinach sledovat, byly
ve vzorcich nalezeny pouze ¥kolika pripadech a v koncentracich diepahujici dané limity.
V zadném pipact nebyly tyto PAU detekovany ve vSech 10 vzorcicafipich do stejné
odhkerové skupiny. Proto neni mozné provést porovnanélkoi mezi PAU2, PAU4 a PAU8
(viz. kap.2.2).

NejvysSi koncentrace byly nalezeny pro fenanthké&ary byl identifikovan a kvantifikovan
témet ve vSech vzorcich. Jeho koncentrace je ¢igiin gispivkem do celkové koncentrace
PAU ve vzorcich. Tato koncentrace byla vice nez mspbna, v porovnéni s individualnimi
koncentracemi dalSich PAU. Fluoren se také vyslgltténttr ve vSech vzorcich, ale v nizsi
koncentraci ne? fenanthren (fenanthren okolo 2,02Aa7udkg™ a fluoren okolo 0,8 a?
1,0 udkg?). V publikaci od M. Lorenza a spol. [57] byly ayabvany dva druhy tradich
Sparglskych (Androlla a Botillo) salath V vramci této studie byly také ve vsSech
analyzovanych vzorcich také z{igy nejwtsSi koncentrace fenanthrenu. Koncentrac® B
nepgekratily limit stanoveny EU. V rozsahlé praci pojedndeajo gijmu PAU potravou
v Katalansku, v ramci které byly analyzovany stef®&U jako v naSi studii, bylo rova
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potvrzeno, Ze nejvySSi koncentrace byly prokazafgnanthrenu a pyrenu, a to bez ohledu na
typ potravin [81]. Z rozsahlé publikace o dietarnpiijmu PAU ve Svédsku, v ramci které
bylo porovnavano velké mnozstvi uzeného masa dald vyplyva, Ze nejnizsSi koncentrace
PAU (pod limity EU) jsou @ pramyslové vyrolks (uzeni, zakokeni) potravin [62]. Podle
zprav Stétni zesuélské a potravinégké inspekce z roku 2008 nebyl v testovanych uzenyc
masnych vyrobcich (20 vzaiknalezen BP [82].

Primérné koncentrace jednotlivych PAU ve vzorcich ziiznych komor odebiranych ze
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Graf 5: Prumerné hodnoty koncentraci jednotlivych PAU ve vzdrdcd. komory; modra —
21.11. 2007, Zlutd — 28.11. 2007, zelena — 12007,cervena — 2.1. 2008. Chybové dse
jsou snarodatné odchylky pimeru.
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Pramérné koncentrace jednotlivych PAU ve vzorcich ziiznych komor odebiranych z¢
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Graf 6: Prumerné hodnoty koncentraci jednotlivych PAU ve vzdrde 2. komory; modré —
21.11. 2007, Zlutd — 28.11. 2007, zelena — 12007,cervena — 2.1. 2008. Chybové dse
jsou sn@grodatné odchylky pimeru.

Priimérné koncentrace jednotlivych PAU ve vzorcich ziiznych komor odebiranych ze
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Graf 7: Prumerné hodnoty koncentraci jednotlivych PAU ve vzdrde 3. komory; modra —
21.11. 2007, Zlutd — 28.11. 2007, zelena — 12007,cervena — 2.1. 2008. Chybové dse
jsou snarodatné odchylky pimeru.
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6 ZAVER

PredloZzend studie byla z&ena na analyzu PAU (16 EPA PAH) ve vzorcich
fermentovaného salamu Ra@nh z vyroby masny Kmotr Kro#hiz. Bylo analyzovano 120
vzorki salani odebiranych postugrv riznych fazich vyroby (zrani).

Soutasti prace bylo vypracovani metody pro zpracovéchitd vzorki a analyzu PAU
pomoci dvojdimenzionalni plynové chromatografienwinostnim detektorem (analyzator
doby letu), GCx GC-TOF-MS. K extrakci tuku byl pouzit extraktor $ex K gecisteni
ziskaného extraktu byla vyuZita GPC s kolonou Bad&X3. V ramci provashé analyzy
byly optimalizovany podminky pro separaci ve 2D (X&jména byl stanoven teplotni
program a doba moduai periody (4 s jako optimalni).

V ramci optimalizace fjpravy vzorki bylo uceno, Ze zfisob odp#ovani rozpousdel po
GPC ma velky vliv na v¢Znost metody. Vzhledem k nizkym koncentracim PAWz@rcich
bylo nutné extrakty co nejvice zakoncentrovat ddyaoia objenti, coZz n€lo za nasledek
,problém nizkych vy#znosti“.ReSeni bylo nalezeno v pouZiti undekanu jako ,ke€pa to
zejména prockawejSi PAU. Dale bylo nezbytné do vSech vabjiZ pred gecistenim pomoci
GPC pidavat smgs vnittnich standart (naftalen-D8, acenaften-D10, anthracen-D10,
chrysen-D12 a perylen-D12. Po této Ugrddylo dosazeno maximalni \@nosti v intervalu
90 — 105 %. Vyp&ty kone&nych koncentraci PAU byly provedeny s pouZitim rdgto
vnitiniho standardu.

Na zaklad ziskanych vysledklze konstatovat, Ze v Zadném ze 120 viaa@aldmu nebyly
piekrateny limity stanovené platnateskou a evropskou legislativou. NejvysSich kon@etr
dosahoval fenanthren (aZ 2,70ngy"), dale fluoren a pyren (oba do 2,5Kgy). PAU od
molekulové hmotnosti 228mol™ (benzo@)anthracen ) se ve vzorcich vyskytovaly pouze
vyjimecné.

Odebirané vzorky pochazely zé komor, kde prvni d¥ byly nového typu aiéti starSiho
typu. Na zaklad vysledki je moZné konstatovat, Ze ®t&akuovacich komor nego
podstatny vliv na vyskyt PAU v salamech. V salamedibranych po zakéeni byl prokazan
pouze mirny ndist koncentrace PAU, ktera se dale @lgghu zrani jiz nernila. V souladu
s nami zjisnymi 0daji a vysledky prezentovanymi viivk uvedenych publikaci Ize
konstatovat, Ze v imyslow vyrakénych masnych vyrobcich koncentrace PAUie&m:uji
dané limity.
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7 POUZITE ZKRATKY

zkratka
1-MPH
2D GC (G&GC)
5-MCH
AC
ACL
ACN
AN
ASE
ATR
BaA
BaFL
BaP
BbF
BbFL
BcPH
BeP
BghiF
BghiP
BjF
BkF
COR
CPP
CYP
DAD
DBaeP
DBahA
DBahP
DBaiP
DBalP
DCM
DD
DNA
D-PAU
EFSA
EH

EU

F

FID

FL
FLD

vyznam

1-methylfenathren
dvojdimenzionalni plynova chromatografie
5-methylchrysen

acenaften
acenaftylen

acetonitril
anthracen

extrakce rozpustlem za zvySeného tlaku
anthratren

benz§)anthracen

benzog)fluoren

benz)pyren

benzdf)fluoranthen

benzol)fluoren

benzag)fenanthren

benza)pyren

benzoghi)fluoranthen
benzaghi)perylen

benzof)fluoranthen
benzoK)fluoranthen

koronen

cyklopentad)pyren

cytochrom P450
detektor s diodovym polem
dibenz@(epyren
dibenzé,h)anthracen
dibenza(,h)pyren

dibenzdd,i)pyren

dibenzdg,l)pyren

dichlormethan

dihydrodiol dehydrogenasa
deoxyribonukle6sa

deuterované polycyklické aromatické uhlovgdik
Evropsky fad pro bezp#ost potravin
epoxid hydrolasa

Evropska unie

fluoranthen

plameno¥-ionizaini detektor

fluoren

fluorescefini detektor
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zkratka vyznam

GC plynova chromatografie

GPC gelova permeéani chromatografie

HPLC vysoce-tinna kapalinova chromatografie

HRMS vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrie

CHR chrysen

IARC International Agency for Research Cancer

ID vnittni pramer

IP indeno(1,2,&d)pyren

IPCS International Programme on Chemical Safety

JECFA The Joint FAO/WHO Expert Comitee on Food
Additives

LOD limit detekce

LOQ limit kvantifikace

MAE mikrovin& extrakce

MS hmotnostni spektrometrie

MTBE methyl-tercbutyl ether

NA naftalen

PAU polycyklické aromatické uhlovodiky

PE perylen

PHE fenanthren

PLE extrakce rozpudilem za zvySeného tlaku

PY pyren

RSD relativni srrodatna odchylka

SBSE pima extrakce na tuhou fazi v kapalném vzorku

SCF The Scientific Comittee on Foood

SFC superkriticka fluidni chromatografie

SFE superkriticka fluidni extrakce

SPE extrakce tuhou fazi

SPMD polopropustna membrana pro pasvni vzorkovani

SPME mikroextrakce na tuhou fazi

TEF ekvivalentni faktor toxicity

TFMV trvale fermentované masné vyrobky

TLC tenkovrstva chromatografie

TOF analyzator doby letu

TRI trifenylen

US EPA United States Environmental Protection Agency

WHO World Health Organisation
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8 PRILOHY
8.1 Odbér vzorka

Obr. 13:Vzorky salamu Pafan za¥Sené ve zracich komorach
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8.2 Obsah tuku v jednotlivych vzorcich

Tab. 23:Procentualni obsah tuku stanoveny ve vSech anawyeot vzorcich salamu

c¢islo vzorku tuk (%) ¢islo vzorku tuk (%) éislo vzorku tuk (%)
1 31,89 41 40,66 81 35,81
2 33,08 42 40,01 82 37,38
3 31,50 43 39,29 83 37,25
4 32,61 44 40,39 84 39,07
5 33,15 45 40,46 85 38,07
6 36,82 46 39,93 86 34,99
7 33,66 47 37,76 87 38,92
8 39,68 48 41,16 88 35,66
9 32,42 49 35,84 89 39,99
10 33,83 50 40,92 90 41,97
11 36,48 51 40,99 91 39,21
12 35,62 52 41,65 92 38,04
13 38,99 53 40,44 93 39,52
14 39,45 54 39,52 94 39,76
15 33,43 55 41,37 95 39,55
16 32,75 56 42,65 96 38,56
17 30,28 57 42,85 97 39,22
18 30,41 58 34,54 98 39,15
19 32,12 59 40,71 99 39,01
20 32,48 60 41,26 100 39,05
21 34,64 61 39,46 101 42,01
22 34,34 62 39,05 102 42,96
23 35,54 63 38,97 103 42,29
24 37,48 64 39,79 104 42,52
25 37,49 65 40,99 105 42,34
26 36,94 66 39,99 106 42,05
27 37,94 67 40,34 107 42,64
28 36,05 68 38,60 108 43,01
29 31,25 69 41,32 109 42,92
30 33,11 70 39,73 110 43,80
31 37,82 71 44,33 111 34,27
32 38,50 72 43,29 112 37,87
33 39,17 73 41,83 113 36,24
34 39,11 74 42,30 114 35,81
35 40,01 75 42,17 115 35,16
36 40,44 76 43,91 116 37,45
37 41,76 77 45,64 117 36,17
38 35,80 78 44,80 118 35,76
39 39,38 79 43,97 119 37,61
40 40,53 80 41,80 120 33,70

129



Il. Stanoveni obsahu polycyklickych aromatickychowodiki v salamu

8.3 Souhrnné tabulky stanovenych koncentraci ve vSechalyzovanych vzorcich

Tab. 24:Koncentrace (uffg’) PAU stanovené ve vzorcich salamu &oliz 1. komory, odb 21.11. 2007. < LOD — koncentrace mensi neZ
limit detekce, < LOQ — koncentrace mensi neZ lkwiintifikace, nd — nedetekovano, s ¢msmatna odchylka

1 2 3 4 S 6 I 8 9 10 prameér S
Naftalen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Acenaftylen 0,463 0,500 nd 0,536 0,623 0451 0514 0,403 0533621 | 0,516 0,069
Acenaften nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Fluoren 1,242 1,204 0,308 nd 0,636 nd 0,811 1,055 1,025 54171 0,929 0,303
Fenanthren 1,237 1,305 0,571 1,498 2,156 nd 1,320 1,445 0,324nd 1,232 0,530
Anthracen nd nd 0,568 nd nd nd nd nd nd nad 0,568 0,000
Fluoranthen 0,631 <LOQ 0,467 nd nd 0,415 nd 0,425 0,402 0,512,475 0,079
Pyren 0,238 nd <LOQ <LOQ nd 0,210 nd <LOQ <LOQ 0,3680,272 0,069
Benz@)anthracen nd nd nd nd nd 0,153 nd nd nd nad 0,153 0
Chrysen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzop)fluoranthen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzok)fluoranthen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzo@)pyren nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzo@hi)perylen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Dibenz(a,h)anthracen  nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Indeno(1,2,3-
cd)pyren nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
suma 3,811 3,009 1914 2034 3415 1229 2645 3,328 2285 2655| 2,633 0,748
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Tab. 25:Koncentrace (udig") PAU stanovené ve vzorcich salamu &uoli ze 2. komory, odb21.11. 2007. < LOD — koncentrace mensi nez
limit detekce, < LOQ — koncentrace mensi neZ kwidintifikace, nd — nedetekovano, s ¢mmatna odchylka

11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 | pramer S
Naftalen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Acenaftylen nd nd nd 0,583 nd nd nd <LOQ nd nad 0,583 0
Acenaften nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Fluoren <LOQ nd nd 0,640 0,235 <LOD <LOQ nd <LOQ 1,0000,625 0,271
Fenanthren nd 0,755 0,714 1,074 0,694 0,844 0,746 0,612 0,816nd 0,782 0,122
Anthracen 1,093 nd nd 0,273 nd nd <LOQ nd nd 0,38 0,565 24,3
Fluoranthen 0,331 0,607 0963 0,037 0,427 0,603 0,532 nd 0,249nd 0,469 0,245
Pyren 0,362 1,324 nd nd nd <LOQ nd nd nd ng 0,843 0,393
Benz(@)anthracen nd nd nd 0,283 nd nd nd <LOQ nd < LQQ0,283 0
Chrysen nd nd nd 0,329 nd nd nd nd nd nag 0,329 0
Benzop)fluoranthen nd nd nd <LOQ 0,674 nd <LOQ nd nd < LQDO0,674 0
Benzok)fluoranthen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzo@)pyren nd <LOQ nd <LOD <LOD nd nd nd nd nd - -
Benzo@hi)perylen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Dibenz(@,h)anthracen  nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Indeno(1,2,3-
cd)pyren nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
suma 1,786 2,686 1,677 3,219 2030 1447 1,278 0,612 1065 1,328 | 1,713 0,698
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Tab. 26:Koncentrace (ufig") PAU stanovené ve vzorcich salamu &uoli ze 3. komory, odb21.11. 2007. < LOD — koncentrace mensi nez
limit detekce, < LOQ — koncentrace mensSi neZ lkwiintifikace, nd — nedetekovano, s ¢mmatna odchylka

21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 | pramer S
Naftalen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Acenaftylen nd 0,230 <LOD nd nd 0,275 nd 0,209 nd nc“i 0,238 24,0
Acenaften nd <LOQ nd nd <LOQ nd nd 0,322 <LOD <LAQ - -
Fluoren 0,572 0,235 <LOD 0,285 <LOQ 0,268 nd 0,388 < LOQnd 0,350 0,112
Fenanthren nd 1,579 1,676 1,328 1,132 1,445 1,421 1,130 1,230,010 1,328 0,199
Anthracen 0,708 nd 0,775 0,262 nd nd 0,289 <LOD <LOQ 0,060,420 0,250
Fluoranthen 1,065 1,887 1,307 nd 0,985 1,805 nd 1,837 0,873 nd1,393 0,382
Pyren nd 0,581 <LOQ <LOQ nd 0,385 nd 0,572 0,124 nd 18,4 0,166
Benz(@)anthracen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Chrysen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzop)fluoranthen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzok)fluoranthen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzo@)pyren nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzo@hi)perylen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Dibenz(a,h)anthracen  nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Indeno(1,2,3-
cd)pyren nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
suma 2335 4512 3,758 1875 2,117 4,178 1,710 4,458 2,227 1,077 | 2,825 1,149
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Tab. 27:Koncentrace (uffg') PAU stanovené ve vzorcich saldamu &uii z 1. komory, odib 28.11. 2007. < LOD — koncentrace mensi nez
limit detekce, < LOQ — koncentrace mensi neZ kwiintifikace, nd — nedetekovano, s ¢mmmatna odchylka

31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 | pramer S
Naftalen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Acenaftylen 0,735 0,612 0,547 0,482 0,569 0,382 nd 0,561 <LOQd 0,555 0,094
Acenaften <LOQ <LOQ nd nd <LOQ <LOQ nd <LOQ nd nd - -
Fluoren 0,238 0351 0,436 0,284 0523 0431 0415 0,365 OBL<LOQ| 0,380 0,080
Fenanthren 1,973 2,126 1,985 2,267 2,258 2,364 2,005 2,352 610,7 0,877| 1,897 0,531
Anthracen 0,249 0,154 0,421 <LOQ 0,2 <LOQ <LOQ 0,267 <LODNd 0,238 0,089
Fluoranthen 0925 0,736 0,603 0,238 0,576 0,697 0,349 0,661 OQL <LOQ| 0,598 0,192
Pyren 0,452 0,198 nd <LOQ nd <LOQ nd 0,203 nd ng 0,284,103
Benz(@)anthracen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Chrysen nd nd nd nd nd nd nd nd nd <LOD - -
Benzop)fluoranthen nd nd nd nd nd nd nd nd nd <LOQ - -
Benzok)fluoranthen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzo@)pyren nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzo@hi)perylen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Dibenz(a,h)anthracen  nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Indeno(1,2,3-
cd)pyren nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
suma 4572 4177 3,992 3,271 4,126 3,874 2,769 4309 0,761 0,877 | 3,273 1,261
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Tab. 28:Koncentrace (ufig") PAU stanovené ve vzorcich salamu &uoli ze 2. komory, odb28.11. 2007. < LOD — koncentrace mensi nez
limit detekce, < LOQ — koncentrace mensSi neZ lkwiintifikace, nd — nedetekovano, s ¢mmatna odchylka

41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 pramer S

Naftalen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Acenaftylen <LOQ <LOQ <LOQ 0,257 0,234 <LOQ 0,291 0,529 nd 0,330 | 0,328 0,096
Acenaften <LOD <LOQ nd <LOQ <LOQ nd nd 0,269 <LOD nd - -
Fluoren 0439 0347 1,312 0,658 0486 0,623 0,744 0,453 82,5 0,491 | 0,614 0,246
Fenanthren 2361 1995 2,638 2,312 2,149 2,351 2,330 2,465 981,8 1,406| 2,191 0,317
Anthracen 0,184 <LOQ 0,607 <LOQ 0,187 <LOQ 0,325 <LOD @@ <LOQ| 0,326 0,154
Fluoranthen 0,472 0326 0,718 0574 0439 0,634 0,992 0,975 45,7<LOQ| 0,653 0,206
Pyren nd 0,210 nd <LOQ nd <LOQ nd 0,304 <LOQ ng 0,257 0,038
Benz(@)anthracen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Chrysen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzop)fluoranthen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzok)fluoranthen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzo@)pyren nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzo@hi)perylen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Dibenz(a,h)anthracen  nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Indeno(1,2,3-

cd)pyren nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
suma 3,456 2,878 5,275 3,801 3,495 3,608 4,682 4,995 3,225 2227 | 3,764 0,867
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Tab. 29:Koncentrace (uéig") PAU stanovené ve vzorcich salamu &uoli ze 3. komory, odb28.11. 2007. < LOD — koncentrace mensi nez
limit detekce, < LOQ — koncentrace mensSi neZ lkwiintifikace, nd — nedetekovano, s ¢mmatna odchylka

51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 | pramer S
Naftalen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Acenaftylen 0,338 0637 1,151 0,512 0,563 1,163 1,058 <LOQ 3®,2 0,632| 0,370 0,326
Acenaften nd nd <LOD <LOD <LOD <LOD nd nd nd <LOQ - -
Fluoren 0,458 0,494 0,696 0,841 1,041 0406 0,554 <LOQ 30,4 0,621| 0,616 0,200
Fenanthren 0,532 1,396 1,378 1,268 2,443 2,427 2,261 2,693 841,9 1,489| 1,941 0,646
Anthracen 0,387 0,427 0,373 0,521 0,721 0,243 0,342 nd 0,683,620 | 0,254 0,156
Fluoranthen 0632 0989 1,492 1015 0936 0,728 0,822 0,579 570,4 1,005| 0,723 0,279
Pyren 0,310 0,415 nd 0,438 nd 0,603 0,645 0,952 nd 0,135,319 0,228
Benz(@)anthracen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Chrysen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzop)fluoranthen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzok)fluoranthen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzo@)pyren nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzo@hi)perylen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Dibenz(a,h)anthracen  nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Indeno(1,2,3-
cd)pyren nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
suma 2657 4358 5,090 4595 5704 5570 5682 4,224 3,792 4582| 4,625 0,905
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Tab. 30:Koncentrace (udfig') PAU stanovené ve vzorcich saldamu &uii z 1. komory, odib 19.12. 2007. < LOD — koncentrace mensi nez
limit detekce, < LOQ — koncentrace mensSi neZ kwiintifikace, nd — nedetekovano, s ¢mmmatna odchylka

61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 | pramer S
Naftalen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Acenaftylen 0,348 nd <LOD nd nd nd nd nd nd nd 0,348 0
Acenaften <LOQ nd <LOD nd 0,307 <LOD <LOQ nd nd nd 0,307 0
Fluoren <LOD <LOD 0,232 <LOQ 0,258 0,542 0,239 0,297 GQ nd 0,314 0,116
Fenanthren 1522 1,692 1,522 1,123 1,777 2,277 1,982 1,660 541,2 nd 1,645 0,331
Anthracen <LOQ <LOQ <LOQ nd <LOD <LOQ <LOQ <LOD <LOQ nd - -
Fluoranthen 0,299 0425 0415 0,237 0,336 0562 0,525 0,255 680,3 0,340 0,376 0,102
Pyren nd nd nd nd nd <LOD nd nd nd 0,189 0,1890
Benz(@)anthracen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Chrysen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzop)fluoranthen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzok)fluoranthen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzo@)pyren nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzo@hi)perylen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Dibenz(a,h)anthracen  nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Indeno(1,2,3-
cd)pyren nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
suma 2,169 2,117 2,169 1360 2,678 3,381 2,746 2,212 1,622 0,529 2,098 0,752
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Tab. 31:Koncentrace (ufig") PAU stanovené ve vzorcich salamu &uoli ze 2. komory, odb19.12. 2007. < LOD — koncentrace mensi nez
limit detekce, < LOQ — koncentrace mensSi neZ lkwiintifikace, nd — nedetekovano, s ¢mmatna odchylka

71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 pramer S

Naftalen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Acenaftylen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Acenaften nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Fluoren 1,282 1,210 0,857 0,676 1,010 0,728 0,417 <LOQ 22,6 0,561 0,818 0,279
Fenanthren 2,657 2577 2,126 1,778 2,646 2,638 2,611 2,696 692,3 1,897| 2,400 0,326
Anthracen 0,157 0,190 0,429 0,064 0,207 nd nd nd nd 0,231 130,2 0,110
Fluoranthen 0,586 0,902 0,364 0,209 0,596 0,561 0,496 <LOQ 29,2 0,482 0,492 0,200
Pyren 0,035 0,262 nd nd <LOQ <LOD 0,379 0,187 0,208 0,214 0,112
Benz@)anthracen nd nd nd nd nd nd nd nd nd n;Tj - -
Chrysen nd 0,200 nd nd nd nd nd nd nd nd 0,200 0
Benzop)fluoranthen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzok)fluoranthen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzo@)pyren nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzo@hi)perylen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Dibenz(a,h)anthracen  nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Indeno(1,2,3-

cd)pyren nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
suma 4,717 5341 3,776 2,727 4,459 3,927 3903 2,883 3,428 3,171 | 3,833 0,787
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Tab. 32:Koncentrace (ufig") PAU stanovené ve vzorcich salamu &uoli ze 3. komory, odb19.12. 2007. < LOD — koncentrace mensi nez
limit detekce, < LOQ — koncentrace mensSi neZ lkwiintifikace, nd — nedetekovano, s ¢mmatna odchylka

81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 |pramér s
Naftalen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Acenaftylen 0,775 1647 0,388 0,766 0,807 0,684 <LOQ 0,312 nd nd 0,768 0,402
Acenaften nd nd nd 0,108 0,132 nd nd 0,052 nd 0,187 0,120 480,0
Fluoren nd 0,200 nd <LOQ nd <LOQ nd 0,248 <LOQ 0,6pb4 60,3 0,204
Fenanthren 2490 2,389 2,634 1440 2,440 1,463 1,645 1,632 321,9 2,322| 2,039 0,441
Anthracen nd <LOQ nd <LOQ nd <LOQ nd 0,164 0,213 <LO@®,189 0,024
Fluoranthen nd <LOQ nd nd 0,169 0,158 <LOQ <LOQ <LOQ 0,6810,336 0,244
Pyren <LOQ 0,224 <LOQ nd 0,437 <LOQ nd nd nd 0,990 50,5 0,323
Benz(@)anthracen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Chrysen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzop)fluoranthen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzok)fluoranthen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzo@)pyren nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzo@hi)perylen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Dibenz(a,h)anthracen  nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Indeno(1,2,3-
cd)pyren nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
suma 3,265 4,460 3,022 2314 3985 2305 1645 2408 2,145 4834 | 3,038 1,019
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Tab. 33:Koncentrace (uffg*) PAU stanovené ve vzorcich salamu &oliz 1. komory, odb 2.1. 2008. < LOD — koncentrace mensi neZ limit
detekce, < LOQ — koncentrace menSi neZ limit kitkatie, nd — nedetekovano, s -¢smdatna odchylka

91 92 93 94 95 96 97 98 99 100 |pramér smodch
Naftalen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Acenaftylen 0,142 0,156 0,362 nd 0,397 0,198 0,650 0,240 0452555 | 0,339 0,180
Acenaften nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Fluoren 0,684 0594 0,612 0894 0,649 0,364 0432 <LOQ 83,4 0,536| 0,583 0,147
Fenanthren 2597 2,321 2,257 2,216 2,512 2,364 2,293 1,620 312,8 2,636| 2,365 0,310
Anthracen <LOD <LOQ <LOQ 0,891 <LOQ nd <LOQ <LOD <LOQXXLOQ| 0,891 0,000
Fluoranthen 0,647 0584 0,632 0,169 0,692 0,298 0,361 0,207 210,4 0,378 0,439 0,180
Pyren 0,305 0,300 0,289 0,357 0,360 nd 0,382 nd nd 0,R40,320 0,044
Benz@)anthracen <LOQ <LOQ <LOQ nd <LOQ <LOQ nd nd <LOD nd - -
Chrysen 0,275 nd 0,212 nd 0,242 0,362 nd nd nd <LPQO,273 0,056
Benzop)fluoranthen 0,381 0,321 0,362 nd nd 0,409 nd nd nd 0,313 0,357,036
Benzok)fluoranthen nd nd nd nd 0,477 0,363 nd nd nd ng 0,420 0,057
Benzo@)pyren nd nd <LOD nd <LOD <LOD nd nd nd <LOD - -
Benzo@hi)perylen <LOD nd nd nd <LOD <LOD nd nd nd nd - -
Dibenz(a,h)anthracen < LOD nd nd nd <LOD nd nd nd nd nd - -
Indeno(1,2,3-
cd)pyren nd nd nd nd <LOD nd nd nd nd nd - -
suma 5031 4,276 4,726 4527 5329 4358 4,118 1967 4,187 4,665 | 4,318 0,863
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Tab. 34:Koncentrace (u@ig') PAU stanovené ve vzorcich salamu &wiize 2. komory, odb2.1. 2008. < LOD — koncentrace mensi nez limit

detekce, < LOQ — koncentrace menSi neZ limit kitkatie, nd — nedetekovano, s -¢smdatna odchylka

101 102 103 104 105 106 107 108 109 110 | pramer S
Naftalen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Acenaftylen <LOQ 0520 0,265 0574 0,367 <LOQ <LOQ 0,392 60,3 0,348, 0,405 0,098
Acenaften nd nd 0,317 <LOD nd nd <LOQ 0,429 nd 0,298 0,348,058
Fluoren 0,420 088 0,825 0,737 0,837 0,265 0,687 0,697 640,51,817| 0,774 0,394
Fenanthren 1,070 2,323 2,784 2,330 1,936 2,029 2,134 2,537 162,3 2,467 | 2,193 0,442
Anthracen <LOQ <LOQ 0,235 <LOQ 0,235 nd nd 1,290 0,358 30,9 0,530 0,395
Fluoranthen nd 0,164 0,469 0,192 0,358 0,298 nd <LOQ 0,368 99,8 0,321 0,102
Pyren nd nd <LOQ nd nd nd 0,251 0,285 nd <L(QD,268 0,017
Benz(@)anthracen nd nd nd nd <LOQ nd nd 0,287 nd nd 0,287 -
Chrysen nd nd nd nd <LOQ nd nd 0,436 0,294 0,200 0,313 93,0
Benzop)fluoranthen nd nd nd nd <LOD nd nd <LOQ <LOQ <LOD - -
Benzok)fluoranthen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nj - -
Benzo@)pyren nd nd nd nd <LOD nd nd <LOD nd <LOR - -
Benzo@hi)perylen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Dibenz(a,h)anthracen  nd nd nd nd nd nd nd nd nd <LOD - -
Indeno(1,2,3-
cd)pyren nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
suma 1,490 3,893 4895 3,833 3,733 2592 3,072 6,353 4,267 6,070| 4,020 1,412
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Tab. 35:Koncentrace (u@ig') PAU stanovené ve vzorcich salamu &uiize 3. komory, odb2.1. 2008. < LOD — koncentrace mensi nez limit
detekce, < LOQ — koncentrace menSi neZ limit kitkatie, nd — nedetekovano, s -¢smdatna odchylka

111 112 113 114 115 116 117 118 119 120 | pramér S
Naftalen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Acenaftylen <LOQ 0,365 <LOQ <LOQ 0,455 0,242 0,234 nd <LOQLOQ| 0,324 0,092
Acenaften 0,142 0,530 0,111 <LOD <LOD <LOQ <LOD 0,318 ®©Q <LOQ| 0,275 0,167
Fluoren 0,512 0488 0,514 0,304 <LOD 0,773 0532 0,574 80,4 0,347| 0,503 0,126
Fenanthren 1,951 2,302 2,222 2,310 3,004 2,273 2,129 2,390 791,8 2,393| 2,285 0,291
Anthracen 0,213 <LOQ <LOD <LOD <LOQ <LOD <LOQ <LOQ «K€Q 0,207 0,220 0,003
Fluoranthen 0,636 0548 0,784 0506 0,592 0,725 0,458 0,249 120,50,950| 0,596 0,183
Pyren <LOQ 0,673 0450 0,229 0,197 0,366 0,264 0,438 nd nd 0,374 0,153
Benz@)anthracen nd nd nd <LOQ nd <LOQ <LOQ nd <LOD nd - -
Chrysen nd nd nd nd nd 0,265 0,284 nd nd ng 0,275 0,009
Benzop)fluoranthen nd nd nd nd nd <LOQ nd nd nd nd - -
Benzok)fluoranthen nd nd nd nd nd <LOQ nd nd nd nd - -
Benzo@)pyren nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzo@hi)perylen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Dibenz(a,h)anthracen  nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Indeno(1,2,3-
cd)pyren nd nd nd <LOD nd 0,233 nd nd nd nd 0,233 0
suma 3,454 4906 4,081 3349 4248 4877 3901 3969 2878 3,897 | 3,956 0,603
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