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ABSTRAKT

Predlozena prace se zabyva vyuzitim separacnich technik pro analyzu degradace polymera
a polycyklickych aromatickych uhlovodiku. Je rozdélena na dveé Casti, které jsou zpracovany
samostatné.

V prvni Casti prace byly studovany zejména degradacni vlastnosti blokovych kopolymera
na bazi kyseliny mlécné, glykolové a poly(ethylenglykolu) PLGA-PEG-PLGA a ITA-PLGA-
PEG-PLGA-ITA (modifikovany kyselinou itakonovou). S vyuzitim téchto kopolymera
(pfedevsim jejich termosensitivnich hydrogell) se pocita v ortopedii na 1écbu zlomenin (jako
Hlepidlo®). U vybranych vzorkd kopolymert byly sestaveny diagramy jejich fazového
pfechodu sol-gel. Pro dal$i studium byly pouzity vzorky tvofici gel pti 37 °C. Vzorky byly
degradovdny ve fosfitovém pufru o pH 7,4, pii teploté 37 °C. Degradace vzniklych
fyzikalnich hydrogeld byla popsdna poklesem molekulové hmotnosti polymeru a nartstem
koncentraci kyseliny mlécné a glykolové v roztoku pufru. Bylo zjiSténo, Ze polymer
modifikovany kyselinou itakonovou podléhd rychlejsi degradaci neZz stejny nemodifikovany
polymer, rovnéz bylo prokdzano, Ze vzorky s niz§im pomérem PLGA/PEG degraduji rychleji
nez s pomérem vys§im. Rychlost degradace je také zavisld na hodnoté pH pufru a to v poradi
pH4,0 <pH 7,4 <pH9,0.

V druhé Casti prace byl ve vzorcich salamu Poli¢an, odebranych ve vyrobnim zdvodé
KMOTR, spol. s r.0., sledovdn obsah 16 PAH stanovenych US EPA. Jako vhodnd analytickd
metoda byla zvolena plynovd chromatografie s hmotnostnim detektorem (GC x GC-TOF-
MS). Vzorky salamt byly odebirdny v razné fazi vyroby, celkem byly v prubéhu 5 tydnu
provedeny 4 odbéry; odebrano bylo celkem 120 vzorkd. Obsah jednotlivych
polyaromatickych uhlovodikli byl posuzovan i z hlediska platné legislativy. Bylo zjiSténo, Ze
v zadném z analyzovanych vzorkll nebyly pifekroceny limity pro vyskyt BaP. Nejvyssi
koncentrace byly nalezeny pro fenanthren (az 2,7 pgkg'). Pomoci obsahu PAU byla
posuzovana také technologie vyroby Polianu pouZivand ve vyrobnim zdvod¢. Na zdkladé
porovnani zjiSténych kvantifikovanych PAU lze konstatovat, Ze pfi porovnani star§iho a
novgj$iho typu zakufovaci komory nebyl nalezen vyznamny rozdil v obsahu sledovanych
xenobiotik.

KLICOVA SLOVA

biodegradovatelné polymery, kyseliny glykolové, kyselina mlécné
PAU, saldm, dvojdimenziondlni plynova chromatografie, TOF-MS



ABSTRACT

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

In the first part, the degradation properties of synthetic biopolymers based on lactic acid,
gylcolic acid and poly(ethyleneglycol) PLGA-PEG-PLGA and ITA-PLGA-PEG-PLGA-ITA
(modified by itaconic acid) were studied. These copolymers (firstly their thermosensitive
hydrogels) should be used for therapy of fractures in orthopedy (as adhesives). Therefore, the
sol-gel and gel-sol phase diagrams were determinated for selected samples of copolymers.
The samples forming gel at 37 C was used for other study. Polymer samples were depredated
in phosphate buffer at 37°C. The degradation process of physical hydrogels was described by
the decrease of molecular weight and the increase of concentration lactic acid and glycolic
acid in phosphate buffer. The obtained results confirmed that the degradation of polymer
modified by itaconic acid is faster process than no modified polymer and polymers with lower
ratio PLGA/PEG degrade also faster than lower ration PLGA/PEG. The influence of pH it
was also tested. The rate of degradation of polymers was follow pH 4,0 < pH 7.4 and pH 9,0.
The differences of degradation rate were observed between various rates PLGA/PEG.

In the second part, the presence of polycyclic aromatic hydrocarbons in the samples of
salami Poli¢an from company KMOTR, spol. sr.0. was studied. Two dimensional gas
chromatography with mass detection (GC x GC-TOF-MS) was chosen as a suitable analytical
method. The salami samples were collected in a different technological phases of their
production, four samplings were made during five weeks, it means the sum were 120 samples.
The content of PAH was compared with actual legislative. The analysis of samples confirmed
that limit for BaP wasn’t exceeded in all samples. Fenanthren was identified in the highest
concentration (up 2,7 pg~kg'1). The content of PAH allows assess the technology of
production. The type smoking chambers were compared and the 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, TOF-MS
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I. Studium degradace syntetického biokompatibilniho kopolymeru

2 Uvop

Biologicky rozlozitelné polymery jsou rychle a intenzivné se rozvijejici oblasti vyzkumu.
Nejvice je pozornost zaméfena na vyvijeni novych typu biologicky rozlozitelnych
polymernich materidli, vhodnych pro biomedicinské aplikace. Biologicky rozloZitelné
polymery maji dvé hlavni vyhody, které syntetické rozlozZitelné materidly nemaji. Za prvé
nevyvoldvaji chronické reakce téla (imunitniho systému) na piitomnost ciziho télesa, protoze
jsou postupné v lidském téle vstiebdvany. Za druhé nékteré z nich mohou byt pouZity
v tkdfiovém inZenyrstvi [1-2]. Materidl, ktery mize byt pouzit v 1ékarskych aplikacich, mus{
spliiovat fadu pozadavka jako je biokompatibilita, biodegradovatelnost, tvorba netoxickych
degradacnich produktd; zaroveni musi mit dobré mechanické vlatnosti.

Snahy o napodobeni pfirodnich materialda, které maji jak hydrofilni, tak hydrofobni
vlastnosti, vedly k vyvoji biokompatibilnich amfifilnich syntetickych polymerti. Do této
klasifikace jsou zahrnuty hydrogely, k jejichz vytvoreni doSlo pomoci fyzikalnitho nebo
chemického zesitovani polymernich fetézcl. Polymery maji zvlastni povrchové a fyzikaln{
vlastnosti a schopnost absorbovat vice nez 20 % vody [3], v poméru k jejich celkové
hmotnosti. Biomedicinska aplikace hydrogelt je velmi Sirokd, od kontaktnich Cocek pres
diagnostické a terapeutické néstroje na implantabilnich biosenzorech s kritkou nebo dlouhou
Zivotnosti.

V posledni dob& byly pfipraveny tzv. chytré hydrogely se schopnosti reagovat zménou
stavu na rtizné externi podnéty. Tato citlivost na okolni prostiedi mize byt fizena zménou
teploty, pH, iontovou povahou, elektrickym polem, rozpoustédlem, tlakem, svétlem nebo
napétim [4]. Aktudlné je snaha o pfipravu hydrogela technikou "in situ", tzn. vznik gelu pifimo
v misté aplikace pfimo v misté aplikace. V ptipad€ reverzibilniho fazového piechodu je
vysledkem gel (sol-gel), ktery ma reverzibilni vlastnosti a mize prechdzet zpét na roztok (gel-
sol).

Vyvoj degradovatelnych polymert (hydrogeld), které mohou injekéné vpraveny do
postizenych oblasti kosti a kloub, ma fadu vyhod v oblasti tkdfiového inZenyrstvi
v porovndni s pfedem pfipravenymi kostrami. Hlavni vyhodou je moZnost vstiiknout roztok
polymeru do téla, kde vznikne gel. Toho je mozné vyuZit k zaplnéni volnych (postiZenych)
mist s ¢asto velmi sloZitymi tvary [1].

V této praci budou studovany dva typy termosensitivnich blokovych kopolymert na bazi
poly(mlécné kyseliny), poly(glykolové kyseliny) a polyethylenglykolu, PLGA-PEG-PLGA,
ITA-PLGA-PEG-PLGA-ITA (koncové skupiny funkcionalizované kyselinou itakonovou).
Predpokladané pouZiti téchto polymera spada do oblasti mediciny, a to pro 1é¢bu zlomenin.
Bude pouzito injek¢ni aplikace roztoku polymeru s delSi dobou Zivota, ve kterém budou
nanocdstice hydroxyapatitu, a které budou obaleny polymerem s dlouhou dobou Zivota. Po
nutné dobé 1éCby nebude zapottebi jakéhokoliv chirurgického zdkroku pro odstranéni
implantatu, protoZe dojde k jeho tplné degradaci a vylouceni degradac¢nich produkti z téla.

Pro funkcionalizaci jiz dfive publikovaného typu blokového kopolymeru je mozné pouZzit
kyselinu itakonovou, kterd vnaSi do polymerniho fetézce reaktivni dvojné vazby a
karboxylovou skupinu. Navic, ITA muze byt ziskdvdna z obnovitelnych zdroji pomoci
pyrolyzy kyseliny citronové nebo kvaSenim polysacharidd. Vysledné kopolymery mohou
tvorit chemicky gel (fotopolymerizace) nebo fyzikdlni gely (iontové interakce).
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3 TEORETICKA CAST
3.1 Prirodni biodegradovatelné polymery

Velkou skupinu biodegradovatelnych polymert hojné vyuzivanych v 1ékafstvi tvoii
pfirodni biopolymery. Pifirodni biodegradabilni polymery jsou syntetizované be&hem
ptirozenych metabolickych procesu v pribéhu ristu organismu (rostliny, Zivocichové). Do
této skupiny patii pfedev§im kolagen, gelatin, dextrin, chitin, chitosan, Skrob, celulosa, atd.

[5].
3.1.1 Kolagen

Kolagen je extraceluldrni skleroprotein, ktery je ve vod€ nerozpustny. Tvoii 20 — 30 %
vSech proteinu v téle savca. Je zdkladni stavebni hmotou pojivovych tkani, ale najdeme ho
také v kostech, kloubech, chrupavkach, kizi a Slachich. Ve formé kolagennich vldken je
slozkou mezibunééné hmoty. K jeho syntéze dochdzi ve fibroblastech a patii mezi
obnovitelné zdroje [6]. V soucasnosti je znamo nejméné 27 rozdilnych typa kolagenu [7].

Obr. 1: Tropokolagen [8]

Molekula kolagenu je tvofena hlavné aminokyselinami glycinem, prolinem,
hydroxyprolinem a hydroxylysinem. Kolagen se sklada z fetézcu alfa 1 a alfa 2, které se jen
malo 1i§i pofadim aminokyselin. Retézce tvoii trojitou spirdlu, kterd se oznaduje jako
tropokolagen. Je to zdkladni jednotka kolagenu, dlouhd pfiblizné¢ 256 —290 nm.
V tropokolagenové molekule jsou vSechny tfi fetézce udrzovany pii sob& vodikovymi
vazbami mezi sousednimi fetézci [9].

K degradaci molekul kolagenu dochdazi pusobenim enzymu kolagenas a dalSich
nespecifickych enzymu. Po nastipnuti helixové struktury se krat$i fragmenty $tépi na malé
molekuly peptidi a aminokyselin [10].

Kolagen nachazi Siroké pouZiti predevsim v kosmetickém pramyslu a v 1ékafstvi (dopliky
stravy — klouby, vyhlazeni vrasek, posileni vlast, vstfebatelné obvazy a membrany).
3.1.1.1 Zelatina

Pii zahfivani vlhkého kolagenu dochdzi pii urcité teploté k vyrazné zmeéné struktury,
provdzené zvySenym botndnim a zmeénénymi fyzikdln€ chemickymi vlastnostmi. Takto
modifikovany kolagen neni jiZ odolny proti béZnym proteasam a md mnohem niZ§i stupen
uspofadani. Oznacuje se ndzvem Zelatina. Pfeména kolagenu na Zelatinu nastava obycejné pfi
teploté kolem 60 °C, zdvisi vSak také na pH, iontové sile, sloZeni roztoku a na stupni
kovalentniho zesitovani kolagenu [11].
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Zelatina je hojné pouZivdna v potravinaiském pramyslu (pojivo, zahuitovadlo, cukrovinky,
atd.), ve farmaceutickém primyslu a v lékafstvi (mékké a tvrdé kapsle, pojivo v tabletich)
[12], ptipadné ve fotografickém pramyslu (pojivo).

3.1.2 Chitin a chitosan

Chitin a chitosan jsou pfirodni polymery, které jsou produkovany velkou fadou Zivocichu
arostlin. Chitin je linedrni polysacharid tvofeny N-acetyl-glukosaminovymi jednotkami
vazanymi B(1—4) glykosidovou vazbou. Chitosan je derivatem chitinu a vznikd alkalickou N-
deacetylaci [13]. V pfirod¢€ se ani jeden polymer nevyskytuje jako 100% Ccisty. Chitin m4
spoustu unikdtnich vlastnosti, kvali kterym je hojné pouZivan. Jsou to predevsim jeho
biokompatibilita, biodegradabilita a bioaktivita, ddle pak jeho chela¢ni a adsorpcni vlastnosti.
Svoje uplatnéni najde rovné€z jako soucldst textilnich produktd, balicich materiald, krevni
antikoagulant, prostfedek umoZziujici fizené uvoliiovani 1é¢iv, kosmetika, dprava, CiSténi vody
atd. [14], [15], [16].

3.1.3 Skrob

Skrob je polymer, ktery je syntetizovén v rostlinich. Je koneénym produktem fotosyntézy.
Mezi hlavni producenty $krobu patii brambory, kukufice aryZe. Skrob je polysacharid se
vzorcem (CgH9Os)n, ktery je sloZeny ze dvou polysacharidi —amylosy a amylopektinu.
Pouziva se v potravinaiském, papirenském a textilnim prumyslu, dédle jako lepidla, obaly
v potravinafstvi i v zemeédélstvi (biodegradovatelné) [5].

3.14 Celulosa

Celulosa je polysacharid o molekulové hmotnosti okolo 400 kDa tvofeny P-glukosovymi
jednotkami. Glukosové jednotky jsou spojené vazbou B(1—4) a tvoii dlouhé, nerozvétvené
fetézce, které jsou zcela nerozpustné ve vodé€. Je hlavni stavebni litkou rostlinnych
primérnich bunéCnych stén (spolu s ligninem se podili na stavbé sekunddrnich bunécnych
stén). Na rozdil od Skrobu se celulosa nevétvi ani nekrouti, ale zustdava ve formé dlouhych
rovnych feté€zcu. Je syntetizovana extraceluldrné z aktivované formy glukosy (UDPglukosa).
Vétsina zivoCichli nemd enzymy, které by dokazaly rozstépit B(1—4) vazby mezi
jednotlivymi glukosovymi jednotkami. Pfi hydrolytickém Stépeni celulosy vznikaji rizné
Stépné produkty (celopentosa, celotetrosa, celotriosa, celobiosa) aZ po glukosu [17].

Celulosa je vyuZivdna jako konstrukéni materidl (ve formé& dfeva), pfipadné na vyrobu
textilu nebo papiru. Déle je celulosa vSestranny vychozi materidl vhodny pro néasledné
chemické dpravy, ze kterych vychdzeji vldkna a filmy, stejn€ jako velkd spousta stabilnich
rozpustnych celulosovych derivata. Derivaty jsou produkty etherifikace, esterifikace, oxidace,
roubovani, sitovani a degradace [5] .

3.2 Syntetické biodegradovatelné polymery

Kromé piirodnich polymerd, které maji tu vyhodu, Ze jsou v mnoha piipadech télu vlastni,
aproto neni problém s jejich toxicitou popt. degradaci, se syntetizuje celd fada dalSich
polymert nebo kopolymert. Tyto polymery jsou rovnéz hojn€ pouzivany v 1ékarstvi nebo ve
farmacii. Jejich hlavni vyhodou je to, Ze se daji pripravit konkrétni typy polymera (vétSinou
kopolymertl), coz umoziuje kombinovat potiebné vlastnosti. Z velkého mnoZstvi
syntetickych polymert byla pro dcely naseho vyzkumu vybrdna skupina polymert popf.
kopolymert, které tvoii hydrogely a podléhaji predevsim hydrolytické degradaci.
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3.2.1 Polyestery

S

Alifatické polyestery, jako jsou hydrofobni poly(mlécna kyselina) (PLA), poly(glykolova
kyselina) (PGA), poly(B-butyrolakton) (PBL) a hydrofilni poly([RS]-3,3-dimethyljable¢na
kyselina) (PAMMLA), reprezentuji dilezitou skupinu biodegradovatelnych makromolekul
s vybornou biokompatibilitou a degradovatelnosti. Jsou ziskdvdny z obnovitelnych zdroja.
Doba degradace se pohybuje v rozmezi n€kolika dni az rokd, a to v zdvislosti na typu
polymeru nebo kopolymeru. Znacnou roli zde hraje molekulovd hmotnost, funk¢ni skupiny,
typy vazeb, ptipadn€ enzymatickd degradace [18]. Polyestery jsou pifevdzn€ pouziviny
v 1ékaftstvi a ve farmacii.

Poly(mlécna kyselina), poly(glykolova kyselina) (PGA) a jejich kopolymery (PLGA) jsou
nejCastéji studované a pouzivané polyestery. Jiz fadu desetileti jsou pouZivdny v praxi na
chirurgické §iti, na fixaci zlomenin, nosi¢ovy systém bungk pfi transplantacich, apod. [15].

Pouzivani syntetickych biodegradovatelnych polyestert jako vstfebavatelného Siti nebo
vyztuzi kosti bylo zavedeno uz téméf pred 50 lety [19]. Stdle jeSté patfi mezi nejvice
pouzivané syntetické polymery vyuzitelné v lékafstvi. Na trhu jsou dostupné vyrobky pod
nazvy Dexon, Vicryl, Maxon a Monocryl pro §iti; Lactomer a Absolol jako svorky; Biofix a
Phusiline jako tabulky a Srouby; Decapeptyl, Lupron, Depot, Zoladex, Adriamycin, Regel a
Capronor jako matrice pro nosi¢ové systémy [20]. I pfes tyto deklarované vyrobky je oblast
vyvoje novych kopolymerd na bazi polyestera stdle aktudlni a v soucasnosti se hledaji nové
moZznosti jejich vyuZziti.

3.2.2 Polyanhydridy

Polyanhydridy (PA) jsou polymery s vldknitou strukturou, které lehce podléhaji hydrolyze
a k jejich degradaci dochdzi pfedevS§im povrchovou erozi. Jsou velmi dobfe biokompatibilni.
Rychlost degradace zavisi na typu polymeru. Alifatické PA degraduji béhem néekolika dni,
zatimco aromatické PA degraduji pomalu, Casto i n€kolik rokt. Vyuzivaji se predevsim jako
nosice 1éka [1] [5].

3.2.3 Polyuretany

Polyuretany (PU) reprezentuji dileZitou skupinu syntetickych elastomert, které jsou
pouzivény v lékafstvi predev§im jako implantity (kardiostimulédtory, cévni Sté€py). Maji
vyborné mechanické vlastnosti a jsou biokompatibilni.

PU byvaji Casto syntetizovany tak, aby chemické vazby byly ndchylné k biodegradaci. Lze
fici, Ze polyuretany na bazi polyetheru jsou vici biodegradaci odolné a polyuretany na bazi
polyesteru jsou lehce degradovatelné. Plsobenim mikroorganisml (Aspergillus niger,
Aspergillus funeigatus, Fusarium solanii, atd.) a enzymu (papin, subtilisin, atd.) dochazi
k jejich ac¢inné degradaci [1] [5].

3.24 Polyorthoestery

Polyorthoestery jsou hydrofobni polymery syntetizované polykondenzaci acetalt a diold.
PtisluSnou polymerni reakci vznikaji ortho-esterové vazby, které jsou stabilni pifi neutrdlnim
pH, avSak rychle degraduji pfi pH okolo 5,5. Polyorthoestery se aplikuji jako nosice 1éCiv
nebo v ortopedii [21].

3.2.5 Poly(ethylenglykol)

Polyethylenglykoly (PEG) jsou neionogenni, ve vodé rozpustné polymery, které se
pouzivaji v lékarstvi, kosmetickém, farmaceutickém nebo potravinaiském pramyslu jiz

13



I. Studium degradace syntetického biokompatibilniho kopolymeru

mnoho desetileti [22] [23]. Jejich pouZiti je vesmes ovlivnéno molekulovou hmotnosti. Velmi
Casto nachazi uplatnéni jejich nejriznéjsi derivaty (stearaty, alkylpolyethoxylaty, laueraty, aj.)
[24].

3.3 Vlastnosti, biokompatibilita a toxicita
3.3.1 Kyselina mlééna

Kyselina mlécnd (2-hydroxypropanova kyselina) hraje dilezitou roli v biochemickych
procesech. Prirozené€ se vyskytuji dva optické izomery D(-), L(+), ptipadné jejich racemicka
smes (DL). Biologicky vyznamna je L(+) mlécna kyselina [25].

V buiikdch je L-laktit produkovdn behem anaerobniho metabolismu (fyzickd zatéz)
pyruvitu, a to pusobenim enzymu laktatdehydrogenasa (LDH). Koncentrace laktatu v krvi je
obvykle 1-2 mmol1”, av§ak béhem fyzické ndmahy maZe dojit k jeho zvySeni aZ na
20 mmol-I"". Z laktdtu obsaZeného v jatrech (Coriho cyklus) dochdzi ke glukoneogenesi
(tvorba glukosy).

Pramyslové se kyselina mlécna vyrdbi fermentaci, a to predevSim bakteriemi rodu
Lactobacillus [25].

Kyselina mlé¢na pusobi drazdivé pii styku s pokozkou. ProtoZze je nezbytnd zejména
v biochemickych procesech, jeji akutni toxicita je velmi nizkd. Clovék toleruje ordlni ddvky
a7 do 1500 mgkg' télesné hmotnosti. Smrtelnd koncentrace v krvi je asi 20 mmol1™",
Koncentrace okolo letalni davky podavana oraln€ krysdm zpusobila ztratu hmotnosti a
anemii; soucasn¢é doSlo ke sniZeni koncentrace CO, v krvi. ZvySend koncentrace kyseliny
mlécné v krvi vede k acidose (pH okolo 6,95), coZ zpusobuje zmény v koagulaci krve. Studie
chronickych a subchronickych testii neprokazaly Zadné kumulativni G¢inky [26].

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

Druh Aplikace LDsy mg-kg™
krysa ordlné€, podkozné 3730
krysa intraperitonedlné 2000
myS ordlné€, podkozné 4875
morce ordlné 1810

3.3.2 Kyselina glykolova

Kyselina glykolova (2-hydroxyethanovéa kyselina) je nejmensi z a-hydroxy kyselin (AHA).
Je to pevnd, bezbarvd, hygroskopickd, krystalickd, ve vodé rozpustnd litka. Pro své vlastnosti
se pouziva v dermatologii jako piisada do produktd péce o plet’ (napf. pii 1é¢be akné, vrasky),
déle v textilnim primyslu a v potravinaiském pramyslu. Kromé toho je vhodna pro piipravu
polymert (PGA) a biokompatibilnich kopolymera (napt. PLGA). Nejvice aplikaci téchto
polymera je pfi jejich vyuziti jako chirurgického Siti (Dexon, American Cynamide Co.) [19].

Z téla je kyselina glykolovd vyloucena moc¢i v nezménéné formé, jako Stavelan nebo
oxyglykolat, pfipadné je tato kyselina v Krebsové cyklu metabolizovana az na CO,, ktery je
vyloucen pfi dychéni.

Akutni toxicita kyseliny glykolové je nizka; stejné jako kyselina mlécnd pisobi drazdiveé pti
styku s pokoZkou. Kyselina §tavelovd, kterd vznikd pfi metabolismu kyseliny glykolové, tvoii
sionty vdpniku soli. Tyto soli mohou pfi vy$Sich koncentracich krystalizovat v moCovych
cestach a zpusobit tak jejich blokaci [26].

14



I. Studium degradace syntetického biokompatibilniho kopolymeru

Tab. 2: Akutni toxicita glykoldtu [26]

Druh Aplikace LDs) mg-kg™!
krysa ordlné 1950
krysa intravenosné 1000
morce ordlné 1920

3.3.3 Ethylenglykol

Ethylenglykol je bezbarvd, ve vodé rozpustna kapalina, bez zdpachu, s naslddlou chuti.
Pouziva se k vyrobé polymert (napt. PET) a do nemrznoucich smési.

Ethylenglykol ma nizkou akutni toxicitu. Zpusobuje pouze minimdlni podrazdéni pfi styku
s kuzi. Jen v n€kolika piipadech pusobil drazdive pti vdechovani [27], v provedenych in vitro
a in vivo studiich nebyl ethylenglykol prokdzin jako genotoxicky.

Pribéh odbouravani ethylenglykolu a jeho vylouceni z téla navazuje na cyklus kyseliny
glykolové. V dusledku toho je vylucovéan piedevsim moci nebo jako CO,.

3.4 Biodegradace polymeru

Degradace polymeru je charakterizovdna poklesem jeho molekulové hmotnosti
doprovazeném zvySenim mnoZstvi kratSich polymernich fetézci v objemu nebo okolnim
prostredi.

VSechny biodegradabilni polymery obsahuji vazby podléhajici hydrolyze (labilni vazby
estert, ortoestert, anhydridd, karbonatd, amidid, aj.). Nejdulezitéjsim mechanismem
degradace je u téchto polymert hydrolyza nebo enzymaticky katalyzovand hydrolyza.
V ptipadé hydrolyzy ma velky vliv na rychlost degradace struktura polymeru, protoZze
molekuly vody musi mit piistup k labilnim vazbam.

Rychlost hydrolyzy ovliviiuje fada faktort jako napf.:

e relativni stabilita vazby
hydrofobni/ hydrofilni vlastnosti
sterické efekty
tvorba produktli autokatalyzy
difizni koeficienty fragmentt
mikrostruktura (fizova separace)
krystalinita.

34.1 Degradace poly(mlécné kyseliny) (PLA)

Poly(mlé¢na kyselina) se muze, stejné jako kyselina mlécna, vyskytovat v D, L formé nebo
jako racemickd smés D,L. Je to semikrystalické latka s obdobnymi rychlostmi degradace jako
PGA. PLA je vice hydrofobni nezZ PGA a je vice chranéna pred hydrolytickou degradaci, a to
diky methylové skupiné, kterad stericky brani piistupu molekuly vody k fetézci. Pro hodné
aplikaci je pouZit polymer L-PLA, protoZe je prednostn€ metabolizovén v téle [1].

V neutrdlnim nebo slabé alkalickém prostfedi je degradace polymeru PLA zpusobena
vnitini transesterifikaci, pfiCemz dojde k odtrZzeni dimeru. Hydrolyza v kyselém prostiedi
probihé odtrZzenim molekuly kyseliny mlécné z konce fetézce polymeru [28-29].

Na zacatku bazicky katalyzované degradace dojde k nukleofini reakci hydroxylu a druhé
karbonylové skupiny; viz Obr. 2:. Vznikne tak oligomer krats$i o dvé molekuly LA a stabilni
cyklicky dimer LA, ktery déle degraduje na kyselinu mléénou. Doba Zivota dimeru je mensi
nez 1 minuta, a proto je jen velmi tézko detekovatelny. U kysele katalyzované reakce zacind
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degradace protonaci koncové OH skupiny a tvorbou péti¢lenného cyklu (vodikova vazba),
ktery je nejstabiln&jsi (Obr. 3:) [28, 30]. V dusledku toho dojde ke zvyseni elektrofility
karbonylové skupiny; tim je v tomto mist¢ umoZnén piistup molekuly vody. Dojde
k odstépeni molekuly kyseliny mlécné a zistane oligomer o jednotku kratsi.

&
R o /U\|/ _ o o
(0] (0] HO' R o)
O\
5

O o) o
H\/ 5 W/KO
Oligomer kyseliny mlé€né DP 7 l
5
Laktid Oligomer kyseliny mlé¢éné DP 5
luzo

Kyselina mlé¢na

Obr. 2: Bazicky katalyzovand degradace oligomeru kyseliny mlécné [28]
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Oligomer kyseliny mlé€né DP 7
o]
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~ OH OH
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Oligomer kyseliny mlé¢éné DP 6 Kyselina mlé¢na

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

Poly(mlécnd kyseliny) je pevna vysoce krystalickd liatka (46 —50 %). Kvali vysoké
krystalinité je PLA nerozpustnd ve vétSin€ organickych rozpoustédel, kromé fluorovanych
(napf. hexafluoropropanol) [1].
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Degradace probihd ve dvou krocich. Nejdfive dojde k difdzi vody do oblasti s amorfni
strukturou a k jednoduchému rozstépeni esterové vazby. Poté teprve dochdzi k pomalejsi
degradaci v oblastech s krystalickou strukturou [1].

3.4.3 Degradace poly(ethylenglykolu)

PEG muze byt vstfeban gastrointestinalnim traktem, coz je vSak zavislé na molekulové
hmotnosti. Kromé toho muze byt PEG vylu¢ovan moci. Stejné tak je tomu u vstiebavani pres
pokozku, kde vSak jiZ PEG o nizké molekulové hmotnosti je vstiebavan jen velmi mdlo, pti
molekulové hmotnosti 4000 a vétsi uz neni vstiebavan vibec. Nezdvisle na molekulové
hmotnosti muze PEG proniknout pies kuzi, ktera je néjakym zptsobem porusena [24].

Po ordlni nebo intravenosni expozici je PEG vylouen pifedevSiim moci a faeces
v nezméneéné podobe. Mald Cast absorbovaného polymeru je metabolizovdna na mensi
oligomerni fetézce, kyselinu glykolovou, hydroxyglykolové kyseliny a diglykolové kyseliny,
CO; (detekovan ve vydechovaném vzduchu) a ve velmi malém mnoZstvi rovnéZ na kyselinu
Stavelovou. Biochemické studie také prokdzaly, Ze alkohol dehydrogenasa (ADH) je schopna

iniciovat oxidaci PEG [24].
3.4.4 Degradace kopolymeru PLGA

V minulych letech bylo provedeno mnoho studii zaméfenych na studium degradace Casto
pouzivanych ndstroji z PLGA (mikrokulicky, filmy, fixacni pomucky, Siti, atd.).
Hydrolytické Stépeni esterovych vazeb v PLGA kopolymeru poskytuje na koncich fetézce
karboxylovou a hydroxylovou skupinu. Karboxylové skupiny katalyzuji dal§i hydrolyzu
esterovych vazeb, dochdzi k autokatalyze.

Faktory, které ovliviiuji rychlost pribéhu hydrolyzy PLGA zafizeni:
prubéh piipravy
velikost a tvar
teplota a pH
autokatalyzy
molekulovd hmotnost vznikajicich oligomeru
vnitini vlastnosti polymeru.

3.4.5 Priprava

V 1ékatstvi mohou byt pouzity razné typy pripravkia z PLGA. Metoda pfipravy téchto
predméta hraje dulezitou roli pfi urCovani jejich degradacniho chovani a soucasné ovliviiuje
jejich mechanické a termdlni vlastnosti [31]. Bylo prokdzdno, Ze z mikrosfér (duté Céstice)
pfipravenych sprejovanim a suSenim byla rychlost uvolfiovdni monomeru vét$i, v porovnini
s mikrosférami pfipravenymi pouhym odpafovanim rozpoustédla. Degradace PLGA
mikrosfér byla rychlejsi nez PDLLA, protoZze PLGA je vice hydrofilni [32].

3.4.6 Velikost a tvar

Velikost a tvar pouzité pomucky vyrazné ovliviiuje rychlost degradace [33] [34]. Vé&tsi
objekty degraduji heterogenng¢, rychleji uprostied, nez na koncich, a také mnohem rychleji nez
objekty mensi [35]. Rozpustné oligomery mohou totiz snadné&ji penetrovat ven. U vétSich
predmétl k tomu dochdzi jen u oligomert blizko povrchu, jinak diky relativné nizkym
difiznim koeficientim zistavaji oligomery uvnitf [36]. Bylo publikovdno, Ze v zavislosti na
tvaru pouzivaného materidlu muze dojit ke zmeén¢, a to z objemové na povrchovou erozi [37].

Yev s
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degraduje rychleji [38]. Rychlej$i uvolnéni 1éCiva bylo pozorovdno u Castic se siln€jsi
membranou [35].

3.4.7 TeplotaapH

Hodnota pH vyrazné ovliviiuje reakce, které probihaji béhem degradace. Pti kyselém pH
dochdzi k rychlejSi degradaci nez pfi pH neutrdlnim. Jestlize je pH okolniho prostredi
neutralni, dochazi k neutralizaci vznikajicich kyselych produkti degradace. Zasadité pH
urychluje povrchovou erozi [39].

Teplota okolniho prostiedi rovnéz hraje pti degradaci znacnou roli. Pfi niz§ich inkubacnich
teplotich vykazovaly cCastice z PLGA kritkou pocatecni periodu, nez zacala vlastni
degradace. Rychlost degradace se zvySuje se zvySujici se teplotou [34]. K vyjadieni zavislosti
rychlosti degradace na teploté maze byt pouzita Arrheniova rovnice, ze které lze vypocitat
aktivacni energii [40].

3.4.8 Autokatalyza

Degradace polymeru je heterogenni degradace, kterd zdvisi na reakCnich a difiznich
procesech. Na zaitku je polymerni matrice homogenni (rovhomérné rozloZeni stfedni
molekulové hmotnosti). Po umisténi do roztoku penetruje voda do vzorku a zacind Stépeni
esterovych vazeb. RozStépenim kazdé esterové vazby vznikne novd karboxylovd skupina.
Dochdézi tak k autokatalyze a ke zvySeni rychlosti degradace. Z pocatku probihd degradace
v objemu a navenek homogenné. Ke zméné situace dochdzi v okamziku, jakmile se zvysi
pocet vzniklych oligomernich fetézct, které se v oblasti povrchu dostavaji diftzi do okolniho
prostiedi. Vznika rozdil mezi povrchem a vnittkem polymeru, kde jiz k diftizi nedochazi a
sniZuje se vnitini pH [38].

Jestlize ma okolni roztok neutrdlni pH 7,4 (pouZiti fosfatového pufru in vitro) dojde
k neutralizaci a ke sniZeni kyselosti u povrchu. Proto je autokatalyza vetsi ve vnitinim objemu
polymeru a zpusobuje rozdily mezi vnitikem a povrchem. Jak degradace pokracuje, vznika
vice a vice karboxylovych skupin, které degradaci dale urychluji a zvySuji rozdil mezi
povrchem a vnitifkem [41-42]. Dokonce je mozné pozorovat rozdily v rozloZeni molekulové
hmotnosti a vznik dvou raznych skupin makromolekul, které degraduji rozdilnou rychlosti.
Nakonec lze také pozorovat vznik duté struktury, kdyz je vnitini polymer totdln€ preménen na
oligomery schopné difize [20]. Nékteré vétsi mikrosféry mohou vykazovat totdlni zhrouceni
struktury [42]

3.4.9 Délka vznikajicich fetézcu

Oligomery produkované béhem hydrolyzy vytvaii osmoticky tlak mezi vnittkem pfedmeétu
a okolnim prostfedim. Tento osmoticky tlak zptusobuje prunik vody do polymeru a vné&jsi
vrstva pusobi jako polopropustnd membrana. VSechno vede opét k rychlejsi vnitini degradaci.
Jakmile jsou vzniklé oligomery natolik malé (kritickd molekulovd hmotnost oligomeru), Ze
jsou rozpustné, dochdzi k jejich difdzi pfes povrchovou vrstvu do okolniho prostfedi. Dochazi
ke sniZzovdni molekulové hmotnosti. Pro mikrosféry z PLA se pohybovala kritickd
molekulovd hmotnost oligomeru mezi 1050 a 1150 [41]. Se zvySujici se molekulovou
hmotnosti polymeru je doba potfebna ke vzniku ve vodé rozpustnych fetézct a doba, kdy
dochdzi ke zméné M,, delsi. Vnitini i povrchova eroze je zdvisla na tvorbé oligomera
schopnych difize [43].
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Pro PLGA implantaty a mikrosféry je pocatecni zpoZdéni v poklesu molekulové hmotnosti
typické. Je to zptisobeno pomalym prinikem vody do hydrofobni matrice; teprve potom dojde
k hydrolyze polymeru [33].

3.4.10 Vnitrni vlastnosti polymeru

Je znamo, Ze rychlost degradace alifatickych polyesteri je vyrazné urCena jejich
molekulovou hmotnosti, stejn€ jako krystalickou nebo amorfni strukturou, pfipadné¢ pomé&rem
hydrofilnich a hydrofobnich polymert [41]. Velmi malé rozdily v degradacnich rychlostech
byly pozorovany na rtiznych mistech téla.

Degradacni chovani nanocdsticového systému zdvisi na hydrofilnich vlastnostech
polymeru. Cim vice je polymer hydrofilni, tim rychlejii je jeho degradace. Hydrofilita je
ovlivnéna pomeérem krystalickych a amorfnich oblasti polymeru, které jsou urCeny sloZenim
kopolymeru a optickou aktivitou monomera [44]. PLGA kopolymer, pfipraveny z L-PLA a
PGA, je krystalicky kopolymer, zatimco z D,L-PLA a PGA vznikd amorfni kopolymer.
Kyselina mlécnd je vice hydrofobni nez kyselina glykolovd. Proto kopolymery s vE&tSim
obsahem kyseliny mlé¢né jsou méné hydrofilni a degradace je pomalejsi [45].

SloZeni polymerniho fetézce (pomery L-PLA, D-PLA a PGA) urcuje rychlost degradace
PLGA kopolymertu [35, 38, 41-42]. U kopolymeru obsahujiciho vice procent jednotek
kyseliny glykolové dochazi k uvoliiovani vice L-LA do okolniho média. Je to zptisobeno tim,
ze PGA je hydrofiln€jsi, a proto dochdzi krychlejSimu Stépeni vazeb jak mezi GA
jednotkami, tak mezi GA a LA. U testovanych polymert (PLA/PGA: 90/10, 80/20, 70/30 a
50/50) probihala degradace nejrychleji u kopolymeru s pomérem 50/50 [42], ktery m¢l
nejvyssi obsah PGA. Je zndmo, Ze biodegradace PGA in vivo je rychlejsi nez biodegradace
semikrystalického PLA [19] a kopolymer degraduje rychleji neZ homopolymer [46]. Navic
amorfni kopolymer PLGA degraduje rychleji (nepravidelnd morfologie) ve srovnédni se
semikrystalickym analogem.

3.5 Polymerni gely, hyddrogely

Jako gel je definovéna trojrozmeérna sit’, ktera bobtna v rozpoustédle. Xerogel tak muze
zvysit svij objem vice jak o 100 %. Rozpoustédlo je hlavni soucésti gelového systému. Gely
mohou byt rozdéleny do dvou kategorii: chemické gely vznikajici tvorbou kovalentnich vazeb
a fyzikdlni gely tvofené sekundarnimi silami. Jestlize je rozpoustédlem zabudovanym v siti
voda, nazyvame tento systém hydrogel.

3.6 Pouziti hydrogelu

Hydrogely jsou pouZzivany ve velkém poctu riznych aplikacich, napf.:
® nosice v tkdiovém inZenyrstvi
® nosice 1éCiv
® biosenzory (hydrogely, které specificky reaguji na nékteré molekuly — glukosa,
antigeny, aj.)
kontaktni cocky
1ékatské elektrody
bio-lepidla, obvazy, obklady
hrudni implantaty
granule (napf. pro udrZeni vlhkosti v ptidé v aridnich oblastech)
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3.7 Voda v hydrogelech

Charakter vody v hydrogelech muaze urcovat celkovy prunik latek do gelu a z gelu.
V okamZiku, kdy suchy xerogel za¢ne absorbovat vodu, prvni molekuly vody vstupujici do
matrice hydratuji polarni hydrofilni skupiny. Je to tzv. primdrni vdzanid voda. KdyZ jsou
polarni skupiny hydratované, dochdzi k dal§imu botndni. Hydrofobni skupiny zacinaji také
interagovat s molekulami vody a vznikd hydrofobné vdzand voda (sekunddrni vdzand voda).
Primarni a sekundarni vdzana voda tvoii celkovou vazanou vodu [47].

Pokud je voda vdzand na hydrofilni i hydrofobni mista v polymeru, dochdzi diky
osmotickym sildm k dalsi absorpci vody (volnd voda), a to smérem k nekonecnému zfedéni.
Toto botnani je protichudné k fyzikdlnim nebo kovalentnim vazbam a vede k uvolnéni sil
tvoficich elastickou sit. V systému je dosaZena rovnovdha. Volnd voda vypliluje mista mezi
makromolekulami, makropéry nebo jiny volny prostor. Pokud jsou vazby botnajiciho
polymeru degradovatelné, dochdzi k rozruSeni gelu a jeho rozpousténi. Rychlost zdvisi na
sloZeni polymeru. Gely pouZivané v tkdnovém inZenyrstvi by nemély byt nikdy suché, ale
vzdy by mély obsahovat vdzanou nebo volnou vodu [47].

sV 2

3.7.1 Rovnovazina teorie botnani

Botnani polymerni sité v organickych rozpoustédlech je pfedmétem studia jiz pres 60 let.
Pro popis tohoto chovani mazZe byt pouzito mnoho teorif a jejich modifikaci [48].

V 1ékarstvi jsou jako nosice 1€Civ pouzivany hydrogely; jejich chovani pii specifickych
aplikacich zavisi do znané miry na jejich vnitin{ struktufe.

Struktura hydrogeld, které neobsahuji iontové slouceniny, miZe byt popsana pomoci Flory-
Rehnerovy teorie [49]. Tato termodynamickd teorie je zaloZena na pfedpokladu, Ze v
zesitovaném polymernim gelu pasobi proti sobé dvé sily; sméSovaci termodynamicka sila a
elastickd sila polymerniho fetézce. Rovnice 1 popisuje tuto situaci pouZitim Gibbsovy volné
energie.

AG,, =AG, +AG,_, (1)

elast
Kde AGe.s je prispévek elastickych smrStovacich sil vznikajicich uvniti gelu a AGyx je
energie samovolnych sméSovacich sil molekul kapaliny a polymernich fetézct. Termin AGix
je mirou kompatibility polymeru a okolni kapaliny.
Jiné vyjadieni rovnice 1, s ohledem na pocet solvatovanych molekul za konstantni teploty a
tlaku, je uvedena v rovnici 2.

ol = All o + Al i, )

V rovnici 2 je u; chemicky potencidl rozpoustédla v polymernim gelu, w10 je chemicky
potencidl Cistého rozpoustédla. V rovnovdze musi byt rozdil mezi chemickymi potencidly
roven nule.

Jestlize jsou v hydrogelu pfitomny iontové skupiny, musi byt teorie botnini rozSifena o
Gibbsovu energii AGio, (rovnice 3).

AG,,, =AG,, +AG . +AG, 3)

elast
Podobné vyjadieni jako je rovnice 2, je pro chemické potencidly v rovnici 4.
M~ M, = Al e + Aﬂmixmg + Allignic “4)

Zde je Apion zména chemického potencialu zptisobena iontovym charakterem hydrogelu.
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3.7.2 Dynamika botnani

Pranik vody do sklovité matrice polymeru je rozdélen do tfech po sobé€ nasledujicich kroku:
1. difiize molekul vody do polymerni sité
2. relaxace — hydratace polymernich fetézcu
3. expanze polymerni sit€ do okolniho vodného prostiedi.
Prabéh botndni se muze lisit v zavislosti na tom, ktery z krokt je dominantni. Ten potom
urcuje rychlost celého procesu. Podle mechanismu transportu vody do polymeru muze byt
botndni difizné kontrolované nebo relaxacné kontrolované.

3.7.3 Popis botnani
Botnani mize byt vyjadieno zménou hmotnosti, objemu nebo délkou. Informace by se
m¢ély sbirat v okamZiku ustanoveni rovnovihy. Hmotnost vodné frakce v hydrogelu je
_ (mokrd hmotnost — suchd hmotnost )

W, = 5
' (mokra hmotnost) ©)

Obsah vody v % je
W, =W, x100 W (100 (6)

Botndni vztazené k suchému stavu polymeru je také nazyvano hydratace. Procento
hydratace nebo index bobtnéni je vyjidfen jako

100 (mokra hmotnost — suchd hmotnost)
H, = , @)
(suchd hmotnost)

H, mize byt vétsi nez 100. Stupeil bobtnani je vyjadien jako
_ (mokr4 hmotnost)

swo

Dy > 1 8
(suchd hmotnost) ©

Stuperi botnani muze byt vyjadien i pomoci objemu:
d, _ mokry objem

RSW = DYW .
‘ o d suchy objem

NG

9

kde dj je hustota suchého gelu a diy, je hustota nabotnalého gelu.
3.8 Hydrogely reagujici na vnéjsi podnéty

Hydrogely reagujici na vnéj$i podnéty (SRH — stimuly responsive hydrogel) jsou polymery,
které dramaticky zmeéni své vlastnosti se zmeénou vnéjsiho prostiedi. Mohou vykazovat zmény
v bobtndni, struktufe polymerni sité, permeabilit¢ nebo mechanické pevnosti. Podle typu
vnéjsiho podnétu jsou polymery rozdéleny na polymery citlivé na zmeénu teploty, pH,
iontovou silu, svétlo, elektrické nebo magnetické pole [50]. Ne&které polymery mohou
reagovat na vice neZ jeden podnét [48]. Reverzibilni hydrogely (fyzikalni hydrogely) vykazuji
vratné sol-gel pfechody. Jednd se o niz8i pfechod, pfi kterém roztok (sol) pfechdzi na gel
a 0 vys$i prechod z gelu na sol, kdy muze dojit ke kolapsu sité, k vypuzeni Castic nebo vseho,
co bylo absorbovano. Hydrogelim, u kterych dochazi k prechodu sol-gel v prostiedi lidského
téla, se také tikd ,,chytré* (smart) hydrogely.

Hydrogely (polymery) citlivé na vné&jsi prostfedi maji ohromny potencidl v riznych
aplikacich. Nekteré zmeény prostiedi, jako nizké pH a zvySenad teplota, jsou beZzné v lidském
téle. Proto mohou byt polymery reagujici na tyto zmény pouZzity jako nosice 1éCiv. Hydrogely,
které reaguji na specifickou molekulu (glukosa, antigen), mohou byt pouZity jako biosenzory
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1 jako nosice 1éCiv. Svétlo-citlivé, ddle na tlak reagujici nebo elektro-citlivé hydrogely maji
také podobné uplatnéni v 1ékatstvi.

Pti pouzivani SRH muze byt vyznamnou slabinou to, Ze odpovéd na vné&jsi podnét je Casto
velmi pomald. Jednim z moznych feSeni je tvorba mensich nebo tencich vyrobki
problém. ZvysSuje se kichkost objekti a Casto nemusi byt dosaZena potiebnd mechanicka
odolnost.

Dulezitou vlastnosti pro SRH je jejich biokompatibilita. Syntéza stdle novych polymerd,
v mnoha pifipadech kopolymert, je zaméfena na vyvoj novych materidld s vétsi
biokompatibilitou a biodegradovatelnosti, které zaruCuji usp&$né pouZiti v lékarskych
aplikacich. Pozornost je zameéfena predev§Sim na biopolymery lidskému té€lu vlastni nebo
syntetické polymery, které obsahuji fetézce z latek t€lu vlastnich [51].

V poslednich letech doslo k vyzkumu vstfikovatelnych (injectable) polymert, které tvoii
gel a7z v misté potieby. Tento systém ma nékolik vyhod: tekuty materidl muze vyplnit prostor
nepravidelného tvaru, piipadné miZe obsahovat rizné 1é¢ebné prostiedky, neobsahuje zbytky
rozpoustédel, které mohou byt pfitomny u pfedem piipravenych skeletd (scaffolds). Pokud
jsou pouzity biodegradovatelné polymery, neni za potiebi ndsledné operace z duvodu
odstranéni pouZzitého materidlu [52]. Vzhledem k jejich vlastnostem je mozZné jejich pouZiti
jako nosicu 1éCiv, tkanové bariéry a také v tkanovém inzenyrstvi [53].

Mechanismt, které zpisobi tvorbu gelu in situ, je nékolik a jsou podrobnéji popsany
v nasledujicich kapitoldch.

3.8.1 pH-citlivé hydrogely

Hydrogely, u kterych je bobtnani z4vislé na zmeéné pH, jsou tvofeny iontovymi sitémi. Tyto
sité¢ obsahuji bud’ kyselé funkéni skupiny (karboxylové nebo sulfonové kyseliny) nebo
bazické funkcni skupiny (aminy). Pfi vhodném pH a iontové sile dochazi ve vodném prostiedi
k ionizaci funkcCnich skupin; takto vznikd ndboj polymerni sité. Vysledkem téchto
elektrostatickych odpudivych sil je zvySend absorpce vody a tvorba hydrogelu. K ionizaci
dochézi pfi pH prostiedi menSim neZ pK, u kyselych funkénich skupin, pfipadné pii pH
vys$§im nez je pKp v pfitomnosti bazickych funk¢nich skupin [48] [54]; pH-citlivé hydrogely
jsou vyuzivany pro aplikace v gastrointestindlnim traktu (GI-trakt).

Poly(akrylova kyselina) (PAA), poly(methakrylova kyselina) (PMAA), poly(ethylenimin),
poly(L-lysin) a poly(N, N-dimethylaminoethylmethakryl amid) jsou typickym pfikladem na
pH citlivych hydrogeld [50] [55]. Tyto polymery, pfipadné jejich kopolymery patii k
nejcasteji zkoumanym pH-citlivym hydrogelim.
3.8.1.1 Kopolymery s kyselinou itakonovou

Kyselina itakonova (ITA) je nenasycena dikarboxylova kyselina, kterd miZe byt ziskdvana
z obnovitelnych zdroji (z melasy, hydrolyzou Skrobu, fermentaci) [56]. ITA muzZe byt
jednoduse zaclenéna do polymert napt. akrylové nebo methakrylové kyseliny. ITA ma dveé
ionizovatelné skupiny s rozdilnymi hodnotami pK,, které mohou tvofit vodikové mustky. Je
velmi hydrofilni a je biokompatibilni [57].

Kyselina itakonova je velmi snadno pouZitelnd pro syntézu kopolymera, kde do vzniklého

2\ 2

polymerniho fetézce vndsi karboxylové skupiny. Malé mnoZstvi ITA jako komonomeru

v gelové siti zapfiCifiuje pH citlivost a zvysuje stupenl bobtndni [58]. Navic vznik vodikovych
mustkd v polymerni siti miZe zvysit mechanickou pevnost hydrogelu [57].
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V neddvné dobé byla ITA pouzita pro syntézu ftady kopolymerd jako poly(N-
isopropylakrylamid-co-itakonovd  kyselina) (PNIPAM-co-ITA) [59], poly(N-vinyl-2-
pyrrolidon-co-itakonovd  kyselina)  (PNVP-co-ITA) [58] nebo  poly(2-hydroxy-
ethylmethakrylat-co-itakonova kyselina) (PHEMA-co-ITA) [60]. Soucasné byly hodnoceny
prubéhy bobtnani a reakce na zménu teploty. U vSech kopolymert byla pozorovana také
citlivost na zménu pH diky pfitomnosti kyseliny itakonové.

3.8.2 Svétlo-citlivé hydrogely

Hydrogely citlivé na UV zafeni jsou chemické hydrogely (nevykazuji vratny pfechod).
K zesitovani muze dojit pouzitim fotoinicidtoru pfidaného k monomerum, piipadné je
k zesitovani pouzit sim monomer (obsahuje dvojnou vazbu).

West a spol. [61] popsali fotopolymeracni hydrogel, ktery ma mozné pouZziti jako nosic
1éCiv pro bioaktivni materidly. Prekurzor hydrogelu byl tvofen kopolymerem poly(ethylen
glykolu) a orhydroxy kyseliny s akryldtem na kazdém konci fetézce. Podminky nutné pro
polymerizaci byly velmi mirné a tak je bylo mozné provést v piimém kontaktu s bunikami.
Rychlost degradace a permeabilita hydrogelu byla vdzdna na sloZeni prekurzoru. Vysledny
kopolymer byl pouZit k uvoliiovani proteind a oligonukleotidu in vitro.

Wei a spol. [62] syntetizovali novy polymer, ktery gelovatél (fyzikdlni gel, bez UV) ve
vodé diky supramolekularnim samo-shlukovacim a+cyklodextrintim, navleCenym na amfifiln{
LA-PEG-LA copolymer ukonceny methakrylovou skupinou. Pfi expozici UV zédfeni, kdy byl
pfedem pfiddn fotoinicidtor, dochdzelo k fotopolymerizaci in situ. Vznikal chemicky
zesitovany hydrogel s vyrazné lepSimi mechanickymi vlastnostmi. Oba dva typy gelu
(fyzikdlni a chemicky) mohou nalézt své uplatnéni jako vstfikovatelny biomateridl.

3.8.3 Elektro-citlivé hydrogely

Elektricky proud miiZe byt také pouZit k iniciaci tvorby hydrogelu. Hydrogely citlivé na
elektricky proud jsou obvykle polyelektrolyty a rovnéz jsou pH-citlivé. Ke srdzeni nebo
bobtnani dochdzi pti aplikaci elektrického pole [51].

Elektro-citlivé hydrogely a mikrocastice byly aplikovdny pfi kontrolovaném uvolfiovani
1éCiv [63]. Bioaktivni molekuly jako glukosa a insulin, byly uvoliiovany z hydrogelu
pusobenim elektrického pole, které bylo aplikovano principem vypinace (on/off).

Elektricky modulovanou transdermdlni migraci 1éCiva diklofenak (sodnd, draselnd sul,
diethylamonium) z hydrogelu tvofeného alginitem sodnym (NaAlg) a Carbopolem® (CP)
v raznych pomérech (2:1; 2:1,5; 2:2), zkoumal a hodnotil Sunil a spol.[64]. Byl pozorovan
pulzni transport v zdvislosti na pfitomnosti nebo nepfitomnosti elektrického pole.

3.8.4 Specifické ion-citlivé hydrogely

Ve vode¢ rozpustné nabité polymery mohou formovat gel v ptipadé, kdyZ reaguji s di- nebo
tri-valentnimi protiionty. Alginatové gely jsou piikladem iontové zesitovanych gelt. Alginat
je biodegradovatelny polysacharid s manuronovymi a glukuronovymi opakujicimi se
jednotkami. Vodny roztok algindtu tvoii gel, pokud se smichd s divalentnimi kationty, napf.
vapenatymi solemi. Algindty byly rozsdhle studovany za ucelem aplikace ve tkdfovém
inZenyrstvi jako materidl pro enkapsulaci bunc¢k nebo jako vstfikovatelnd 3D matrice. V
mnoha publikacich bylo konstatovdno, Ze vdpenaty alginidtovy gel vykazuje zvySenou
imunogenicitu a slabou bioresorpci, coZ mohlo vést k nepfiznivym reakcim tkéné [52, 65].

Westhaus a spol. [66] zkoumal terméln& zpu§téné uvoliiovani Ca> z liposomd pro tvorbu
vépenatého algindtového hydrogelu. DalSim sledovanym systémem pro uvolnéni Ca®* byla
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aktivace transglutaminasy. Liposomy uvolnily vice nezZ 90 % zachyceného vapniku, pokud
doslo k zahféti na 37 °C. Pfi ponechdni systému za laboratorni teploty nedoSlo ani po né€kolika
dnech k tvorbé vapenatého alginidtového gelu, avSak po zahfti a rychlém uvolnéni Ca”* doslo
k tvorbé gelu béhem nékolika hodin.

Prikladem jinych hydrogeli tohoto typu jsou vstiikovatelné bioabsorbovatelné
supramolekuldrni hydrogely, tvofené z poly(ethylenoxidu) (PEO) a a~cyklodextrini (a~CD),
vhodné pro fizeny pienos 1éCiv [67]. Vznik hydrogelu je zaloZen na fyzikdlnim zesitovani
vyvolaném supramolekuldrnimi samo shlukujicimi molekulami. Kinetika gelace je zavisla na
koncentraci jednotlivych sloZek a také na molekulové hmotnosti PEO. Ve vznikajicim
hydrogelu mohou byt pfimo wuzaviena 1éCiva bez pfitomnosti dalSich organickych
rozpoustédel.

3.8.5 Teplotné-citlivé hydrogely

Zména teploty je nejpouzivangj§im stimulem pro tvorbu hydrogeli. Je Ilehce
kontrolovatelnd a testy in vitro a in vivo jsou dobfe proveditelné [15, 51]. Proto se teplotné-
citlivé hydrogely hodi k nejriznéj$im aplikacim v oblasti farmaceutického primyslu [2, 47] a
stdle je jim pfi vyzkumu vénovéna velkd pozornost.

V piipadé, Ze pti gelovaténi nedochdzi k tvorbé kovalentnich vazeb a gel vznikd pouze diky
slabym interakcim, vykazuji gely prechod sol-gel a gel-sol. Proto jsou hydrogely teplotné
reverzibilni. Teplotné reverzibilni hydrogely mohou byt pfirodni i syntetické polymery.

Do skupiny teplotné reverzibilnich gelt patii pfirodni polymery gelatin, agarosa a derivaty
celulosy. Proces gelovaténi je u nich jiZ dobfe prostudovan. Pfi vysSich teplotidch zaujmou
ndhodnou svinutou konformaci. Pfi snizovani teploty se zacinaji formovat dvojité Sroubovice
a agregaty. VétSina z piirodnich hydrogelt jsou ve fazi gelu pii nizsi teploté, tzn. Ze maji
horni kritickou teplotu roztoku (Upper Critical Solution Temperature — UCST). Nicméné
vodné roztoky derivétu celulosy vykazuji opacnou termogelaci. Ke gelovaténi dochdzi pfi
vySssi teploté a této teploté se fikd spodni kritickd teplota roztoku (Lower Critical Solution
Temperature — LCST. Se zvySujici se teplotou klesd rozpustnost polymert ve vodé [2].

U syntetickych polymert dochdzi ve vétsin€ piipadu ke gelovaténi pti LCST. Takovym
prototypem syntetického teplotné-citlivého polymeru je poly(N-isopropylakrylamid)
(PNIPAAM) [2, 53]. Jeho LCST je ptiblizné 32 °C. BohuZel PNIPAAM neni vhodny pro
biomedicinské aplikace, protoZe je cytotoxicky a neni biodegradovatelny [15, 51].

Dobré gelacni vlastnosti, s moZnosti regulace teploty gelace, bylo dosaZeno syntézou
kopolymerd, ve kterych jsou vhodnym zptsobem kombinovéany vlastnosti jednotlivych
polymert. Nékteré typy blokovych kopolymert (diblokové nebo triblokové kopolymery),
pfipravenych z poly(ethylenoxidu) (PEO) a poly(propylenoxidu) (PPO), jsou teplotnég-
reverzibilni hydrogely. ProtozZe jejich LCST je okolo teploty téla, jsou Siroce pouZivany pro
vyvoj systému pro fizené uvolinovani 1éCiv. Velky pocet PEO-PPO blokovych kopolymert je
komerc¢né dostupny pod ruznymi komerénimi ndzvy, napf. Pluronics® (nebo Poloxamer®)
a Tetronics® [51]. Potencidlni nevyhodou poloxamernich geld je jejich mald mechanicka
pevnost, rychlé eroze a to, Ze nejsou biodegradovatelné. Proto nemohou byt pouZity polymery
o veétsi molekulové hmotnosti [15]. Kissel a spol. publikovali rozsahly piehled o novych
triblokovych kopolymerech typu ABA pfipravenych z biodegradovatelnych polyestera
a hydrofilnich poly(ethylen oxidu) [68].

Biodegradovatelny  teplotné-citlivy ~ polymer  poly(kaprolakton-b-ethylenglykol-b-
kaprolakton) (PCL-PEG-PCL) zkoumali Bae a spol. [69]. Tento triblokovy kopolymer tvori
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pii pokojové teploté prasek. Vodny roztok kopolymeru (20 %) piechédzi po jedné hodin€ pfti
laboratorni teploté do faze neprihledného gelu. Tento problém miZe byt vyfesen syntézou
multiblokového kopolymeru PEG/PCL z triblokovych kopolymert [70]. Oba dva typy
kopolymeru (jejich 20% roztoky) vykazuji pfechod sol-gel pfi teplot€¢ 37 °C. Multiblokovy
kopolymer je fdzové stabilni i pfi pokojové teplote.
3.8.5.1 Triblokovy kopolymer PEG-PLGA-PEG

Syntéza nového typu biodegradovatelného triblokového kopolymeru poly(ethylenglykol)-
poly(mlécna-co-glykolovd kyselina)-poly(ethylenglykol) (PEG-PLGA-PEG) byla poprvé
publikovédna Jeongem a spol. [71-74]. Jednd se o typ termoreverzibilniho kopolymeru BAB
(hydrofilni-hydrofobni-hydrofilni), ktery vykazuje fdzové prechody pii kontinudlni zmeéné
teploty. Prvni je pfechod sol-gel (niz$i teplota) a poté piechod gel-sol (vyssi teplota). Zmény
ve fazovém prechodu mohou byt zaznamenany ve fizovém diagramu jako zévislost teploty a
koncentrace. Z diagramu lze potom urcit kritickou teplotu gelovaténi (CGT) a kritickou
koncentraci gelovaténi (CGC). Molekulovd hmotnost PLGA ovliviiuje velikost CGT a CGC.
Zvyseni molekulové hmotnosti (z 2 320 na 2 480 g-mol'l) mélo za nasledek posun CGC k
niz§im hodnotdm (z 26% na 15% roztok), avSak CGT zustala nezménéna.

Studie ukdzaly, Ze triblokovy kopolymer PEG-PLGA-PEG je vhodny pro pouZiti jako
vstrikovatelny nosiCovy systém. V publikaci Jeonga a spol. [75] byly popsdny in situ testy na
krysadch. Po podkozni aplikaci 33% roztoku PEG-PLGA-PEG byly pozorovany zmeény
vlastnosti vzniklého gelu v misté vstiiknuti. Gel vykazoval dobrou mechanickou odolnost a
integrita gelu zustala nezménéna po dobu delsi nezZ mésic.

Vzhledem k triblokové struktufe polymeru existuje limitace v molekulové hmotnosti,
kterou polymer muZe mit, aby je$t€¢ dochazelo k fizovym prechodim pfi zméné teploty.
Teplota pfechodu sol-gel je vysoce zdvisld na molekulové hmotnosti PEG. Celkova
molekulovd hmotnost PEG-PLGA-PEG by neméla presdhnout 4 000 — 5 000 [76]. Triblokova
topologie polymeru ¢dste¢né limituje délku trvani gelu nebo uvolfiovani 1éCiv. Proto Jeong a
spol. syntetizovali roubovany kopolymer PEG-g-PLGA nebo PLGA-g-PEG (Obr. 4:) [74, 77-
78]. Teploty piechodu sol-gel roubovanych kopolymerd mohu byt v rozmezi 15 a 45 °C,
s ohledem na rtizny pocet PEG nebo sloZeni polymeru.

o
PEG-g-PLGA Y\M o m

PLGA-¢-PEG i 9 o oy,
AR

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

Jako prvni syntetizoval tento triblokovy kopolymer PLGA-PEG-PLGA Zentner a spol.
[79]. Kopolymer byl registrovin pod znackou ReGel®. ReGel® byl vyvinut jako
biodegradovatelny nosi¢ovy systém 1éCiv, ktery je do t€la vstiiknut jako roztok a pfi teploté
téla se formuje gel. Uvoliiovani 16&iv pak miiZe trvat 1 — 6 tydnd. ReGel® miiZe byt pouZit pro
lokélni, ale také pro systémovou aplikaci 1éCiv.

Malé alkylové skupiny na koncich fetézcti mohou zménit fyzikalni vlastnosti kopolymera
z PEG a PLGA. Tento vliv koncovych skupin zkoumal Yu a spol. [80]. U vétSiny derivata
zustava zachovana schopnost reverzibilnitho gelovaténi. Typ koncové skupiny ovliviiuje
hydrofobicitu a tim také kritickou miceldrni koncentraci (CMC) a CGC. Tento vliv je veétsi
nez zvySeni molekulové hmotnosti PLGA.

Pro rozdilné typy kopolymeru plati, ze pro ABA typ (PLGA-PEG-PLGA) je CGC mensi{
nez u typu BAB (PEG-PLGA-PEQG), u kterého se typicky pohybuje nad 20 % [81]. Déle bylo
pozorovdno, Ze se zona gelu ve fazovém diagramu rozSifuje se zvySujicim se pomerem
PLGA/PEG.

3.8.5.3 Mechanismus gelovaténi

Tvorba micel a jejich chovani je zdvislé na struktufe molekuly polymeru a poméru
hydrofobni/hydrofilni ¢&4sti, které hraji vyznamnou roli pifi gelovaténi. Vstiikovatelny,
biodegradovatelny, teplotné-citlivy triblokovy kopolymer PLGA-PEG-PLGA (ABA) se
sklddd z hydrofobniho kopolymeru poly(mlé¢né-co-glykolovd kyselina) a hydrofilniho
polymeru poly(ethylenglykol). Ve vodném roztoku se tvoii micely s hydrofobnim centrem
(core) a hydrofilnim obalem (shell).

U tohoto typu kopolymeru byly publikovany dvé teorie pro vysvétleni pifechodi sol-gel a
gel-sol.

Shim a spol. [82] se zabyvali tvorbou micel u PLGA-PEG-PLGA kopolymeru.
Charakterizovali velikost micel a jejich distribuci pomoci dynamického rozptylu svétla.
Nejmensi micely mély velikost pod 5 nm (unimery, volné fetézce). Pti teploté pod CGT byly
pozorovéany micely vetsi nez 20 nm (spojené micely). Pokud byla zvySovéna teplota, velikost
individudlnich micel se moc neménila, zato u spojenych micel doSlo az ke dvojndsobnému
zvétSeni. To ukazuje na to, Ze spojené micely expanduji prostfednictvim spojeni (bridging) s
individudlnimi micelami. Pti teploté blizké CGT vyrostly micely aZ na 95 nm a pozorovany
pik byl Sirsi a vétsi. Zde pravdépodobné doslo ke vzniku gelu. Mechanismus gelovaténi byl
takto vysvétlen pomoci teorie pfemosténi micel (bridging micelle theory). Podobny
mechanismus byl jiZ popsan v publikaci, kterou zvefejnili Lee a spol. [83]. Na Obr. 5: je
schematicky zakreslen popis gelovaténi pomoci této teorie. Zmena z roztoku na gel, ke které
dochdzi zvySenim teploty, neni nikdy ostrd; vzdy je postupnd a doprovdzend zménami
v uspofdddni molekul v roztoku. Pfi teplot€ mnohem niz§i nez je CGT, existuji v roztoku
volné fetézce polymeru a individudlni micely, avSak spojené micely se zde nevyskytuji Obr.
5: (Cast A). Se zvySovanim teploty klesa pocet volnych fetézct; Obr. 5: (Cast B). Dale se
velmi ychle zacinaji tvofit spojené micely a dochdzi k pfechodu sol-gel; Obr. 5: (¢ast. C). Se
zvySovanim teploty rostou agregacni interakce mezi micelami a vznikd hust$i a pevnéjsi gel;
Obr. 5: (Cast D). Pri dal§im rustu teploty se hydrofobni fetézce uprostfed micely tésnéji
stdhnou a hydrofilni PEG blok podléha dehydrataci. Dochdzi k prechodu gel-sol; Obr. 5: (Cast
E). Zhroucené micely se srdZeji ve vodé€ a roztok se rozd€li na dvé faze vodu a sraZzeninu
polymeru Obr. 5: (Cést. F).
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F

Obr. 5: Schematicky popis tvorby gelu podle Lee a spol. [83]

Jiny princip gelovaténi popsali ve své praci Yu a spol. [80] Podle jejich ndzoru existuji
spojené micely uz i ve f4zi roztoku. Proto vznik gelu neni moZné dostatecné vysvétlit pouze
tvorbou mustktl mezi micelami. Nekteré blokové kopolymery jako PEO-PPO-PEO nemohou
tvofit mustky, ale jejich koncentrované roztoky piesto vykazuji teplotné zavisly prechod sol-
gel. Proto Yu a spol. navrhl, Ze hydrofobni agregace mezi micelami (micelarni sit) je hlavnim
mechanismem piechodu sol-gel u kopolymeru PLGA-PEG-PLGA. UvaZovany mechanismus
je schematicky zndzornén na Obr. 6:. V roztoku agreguji amfifilni blokové kopolymery
samovoln€. Pfi postupném zvySovdni teploty vytvaii micely makroskopicky gel
s nehomogenni micelarni siti. Pfi fizovém pfechodu sol-gel je dosaZeno neporusené miceldrni
struktury. 'V okamZiku, kdy jsou hydrofobni sily tak velké, Ze indukuji tvorbu
makroskopickych asocidtli, nastal piechod sol-gel. Micelarni sit' se muze déle zvétSovat se
zvysujici se teplotou. Pokud velikost micelarnich klastri nebo mezer mezi nimi spadne do
rozmezi vinové délky viditelného svétla, zda se gel neprahledny. Je také mozné, Ze micely
nejsou kulovité nebo miceldrni klastry mohou tvofit velké zdeformované micely. SrdZeni
polymeru nastane, kdyZ je celd struktura znicena vzhledem k velké hydrofobicité blokového
kopolymeru pfi vyssi teploté.
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Obr. 6: Schématicky popis tvorby gelu podle Yu a spol.[80]

3.8.5.4 Fadzovy diagram

Triblokovy kopolymer PLGA-PEG-PLGA m4 dva fazové prechody sol-gel a gel-sol. Jak uz
bylo dfive zminéno, jsou tyto pfechody zdvislé na teploté a také na koncentraci roztoku
polymeru. Tato zavislost miZe byt zaznamendna v pfechodovém fazovém diagramu (Obr. 8:).
Vliv sloZeni kopolymeru na prechod sol-gel

SloZeni triblokového kopolymeru vyznamné ovliviiuje jeho gelacni chovani (Obr. 7:).
Rozdily mohou byt sledovany zménami CGT, CGC nebo vymezenou oblasti, kde ziistava gel
pruhledny. Molekularni hmotnost polymeru a poméry individualnich polymera ovliviuji tyto
vlastnosti [71-72, 74-78, 82]. Byly provedeny testy fazovych pfechodi na PLGA-PEG-PLGA
kopolymerech razného sloZeni [79, 82, 84].

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

1/3.2

(1600-1000-1600) I I I I I I
1/30
(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 S S S S S5

Obr. 7: Viastnosti polymerit, u kterych byly sestaveny fdzové  sol-gel diagramy; I —
nerozpustny ve vodé, S — rozpustny ve vodé [82]

Jako kriticky faktor se jevi rovnovdha mezi hydrofobnimi a hydrofilnimi bloky polymeru.
Triblokovy kopolymer zalozeny na centrdlnim PEG (M,=1000) s PLGA na koncich
(M, <900) je nerozpustny ve vodé. Pouze PLGA o molekulové hmotnosti 900 — 1 600
vykazuji termoreverzibilni prechody [82]. CGT a CGC se zvySuji se sniZujicim se poméerem
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PEG/PLGA; na druhou stranu se zuZuje v diagramu oblast faze gelu. DalSim dilezitym
pomérem je pomér PLA/PGA (obr. 8: A). CGT a CGC zustavaji se zménou pomeéru témer
stejné, avSak dochdzi k zuzZovani oblasti gelu (obr. 8: B). Pfi sledovani vlivu molekulové
hmotnosti PEG se prokdzalo, Ze del$i polymery s dalSim PEG maji obdobny tvar kfivek a
stejné CGC jako polymery s krat§im PEG; dochdzi vSak k posunu CGT k vy$§im hodnotdm
(obr. 9:).

50 A=q 50
Sol (Suspension) A-2
A-3
40 40
5
E 30 A-4 o 30r
3 I
2 o
20 | 2 20
'_
10 | 10 |
Sol [A]
0 1 L 1 1 1 0 L | 1 1 1
0 B 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
Koncentrace (w%) Koncentrace (w%)

Obr. 8: Vliv sloZeni PLGA-PEG-PLGA triblokového kopolymeru na pritbéh fazového sol-gel
diagramu: (A) stejny pomér LA/GA a rozdilné poméry PEG/PLGA; (B) stejné poméry
PLGA/PEG a rozdilné poméry LA/GA [82]

60 =
Precipitation

50 -Sol(suspension)

40

<)

Teplota (

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

Obr. 9: Fdzovy sol-gel diagram PLGA-PEG-PLGA triblokového kopolymeru s rozdilnou
molekulovou hmotnosti PEG; A-3 M, = 1000; E-1 M, = 1500 [82]
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3.9 Analyza degradacnich produktu
39.1 HPLC

V dostupné literatufe bylo popsano nékolik metod pro sledovani degradacnich produkti
polymeru PLGA-PEG-PLGA za pouziti kapalinové chromatografie.
3.9.1.1 Reverzni fdaze a pouZiti pufru v mobilni fazi

Pouziti pufrt jako mobilni faze je zcela bézné a Casté i ve spojeni s reverznimi fazemi [85].
V piipad¢, Ze je potieba separovat od sebe litky obsahujici ionizovatelnou skupinu, je Casto
nezbytné, aby analyza probihala pfi definovaném pH. Hodnotu pH ovliviiuje stupeii disociace
kyselych/zdsaditych slou€enin a volnych silanolovych skupin na povrchu staciondrni faze a;
pH miize vyrazné€ ovlivnit separaci, retencni Cas a tvar pika.

Hodnota pH vybraného pufru by méla byt dvé jednotky od pK, (pKj) analyzované latky,
protoze v této oblasti pH se vyskytuji molekuly v jedné formé, bud nedisociované nebo
disociované. Analyty s kyselym charakterem se pfi pH niz§im o dvé jednotky neZ je pK,
vyskytuji prevdzné v nedisociované formé, naopak pti pH vySSim o dvé jednotky jsou
vSechny molekuly disociované (vznikaji anionty). Pokud se tyCe iontové sily pouZzitého pufru
je dulezité, aby mél dostate¢nou kapacitu, avSak zase piili§ velkd iontova sila maze zpusobit
problémy pifi smichdni pufru s organickym rozpoustédlem. Obvykle se pouZivaji pufry
o koncentraci 0,01 — 0,05 mol-1"!. Smich4nim pufru s methanolem nebo acetonitrilem dochédzi
ke zvySeni pH [86].

HPLC analyza

Marcato a spol. [87] pouzili pro analyzu koneCnych produkti degradace PLGA
kapalinovou chromatografii. K separaci byla pouzita kolona Bondesil SAX (250 x 4,6 mm;
5 um) a jako mobilni fdze smés acetonitril a fosfatovy pufr (75 : 25, v/v). Ve své publikaci
poukazuji autofi na kritické slozeni pufru, které vyrazné ovliviiuje separaci a tvar pika. Pfi pH
vyS$§im nez 6 byly piky pfili§ Siroké nebo dochézelo k jejich zdvojovani.
3.9.1.2 Ion-pdrovd chromatografie

Ion-pdrova chromatografie je alternativou k iontové-vymeénné chromatografii. Ve spojeni
s ion-parovou chromatografii muaze byt rovné€z pouZzit princip reverzni faze. PouZivd se
k separaci slabych kyselin a zdsad. Do mobilni fize se pfidd organickd latka, kterd tvori
iontovy par s komponentou vzorku, kterd ma opacny ndboj. Vznika tak molekula, kterd se
v chromatografikych podminkich chova jako neutrdlni molekula.

vzorek” + proti iont” — [vzorek™ proti iont Jiontovy asocidt

vzorek ~ + proti iont * — [vzorek " proti iont ] iontovy asocidt

Vyhody tohoto typu chromatografie pouzité pifi separaci latek nesoucich niboj jsou
néasledujici:
® pro separaci muze byt pouzity systém reverzni faze
e mizZe byt separovana smeés kyselin, zasad, neutralnich i amfoternich molekul
e selektivita mize byt lehce ovlivnéna vybérem jiného proti iontu.
HPLC analyza

Giunchedi a spol. [32] publikovali studii, ve které bylo dosaZeno potiebné separace a
rozliSeni kyseliny glykolové a kyseliny mlécné ve standardnim systému reverzni faze za
pouZziti hydrofobniho iont-parového Cinidla pfidaného do mobilni faze. Optimalni vysledky
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byly pozorovany, pokud byl pouZit 2% methanol ve fosfitovém pufru ( 0,025 M, pH 7.,4)
obsahujicim tetrabuthylamonium iodid (0,002 M). PouZitd kolona byla Ultrasphere ODS
column (150x4.6 mm; 5 um).

3.9.1.3 Derivatizace

Jedna z dalSich mozZnosti, jak je mozZné analyzovat degradacni produkty kopolymeru
PLGA-PEG-PLGA na HPLC, je derivatizace -COOH skupin polymeru.

V ¢lanku, ktery publikoval Ding a spol. [88], byl popsan zpusob derivatizace pred vlastni
analyzou pomoci HPLC. Metoda byla pouzita pro stanoveni degrada¢nich produktd a necistot
polymeru PLGA. Do sucha odpafené, ve vod€ rozpustné degradacni produkty, byly znovu
rozpuStény v acetonitrilu, k nému byl pfiddn dvojndsobek triethylaminu (TEA) a roztok
bromfenacyl bromidu (pBPB) v ACN. Smé&s byla v tmavé vialce umisténa do vyhfivané 1dzné
(50 °C po dobu 3 hodin). Po zreagovani byl vzorek umistén do chladnicky az do vlastni
analyzy kapalinovou chromatografii. K analyze byla pouZita kolona Symmetry CI18,
(250 x 4,6 mm) (Waters) a mobilni faze ACN:H,O (70:30, v/v), s linearnim narustem na
80:20 (v/v) béhem 2 — 4 min.

3.10 Gelova permeacni chromatografie

Gelovd permeacni chromatografie (GPC) je obecny ndzev kapalinové chromatografie, pfi
které dochdzi k separaci podle velikosti molekul. GPC je synonymum pro dal§i casto
pouzivané ndzvy predev§im z anglického: ,,sice exclusion chromatography* (SEC), ,.gel
filtration chromatography* (GFC), apod. Pomoci spojeni této metody s vhodnym detektorem
muZe byt ve vzorcich urCena distribuce molekul podle molekulové hmotnosti. Pfi syntéze
makromolekul vznikaji polymerni fetézce s riznou délkou, resp. jinou molekulovou
hmotnosti. Statisticky charakter reakci, kterym jsou pfipravovany polymery, zapticifiuje vznik
polymeru s relativné Sirokou distribuci molekulovych hmotnosti. Tato distribuce a prumérna
molekulovd hmotnost je zdkladni charakteristikou daného polymeru. Rozdil mezi nizko
molekularnimi latkami a polymery je ten, Ze u polymera rozhoduje o vétsin€ jejich vlastnosti
pravé molekulovd hmotnost a jeji distribuce (polydisperzita).

Pramérné molekulové hmotnosti jsou pocitany podle nasledujicich rovnic (10 — 12). Kazda
prumérnd molekulova hmotnost charakterizuje polymer v jiném bodé€ piku zméfeného pomoci
GPC.

> h(M)-M _ > w(M)

prumérnad ¢iselnd molekulovd hmotnost M. = = (10)
D h(M) Y wM)IM
hM) -M? w(M)-M
primérnd hmotnostni molekulovd hmotn. M, = Z M) = Z M)
D k(M) > w(M)
€8y
hM)-M’ wM)-M?*
z-prumérna molekulova hmotnost = Z M) = Z M) (12)

M: = =
> h(M)? > w(M)-M
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Z uvedenych rovnic vyplyvé, Ze musi platit M,2M,=>M,,.
Distribuce molekulovych hmotnosti je obvykle popsdna indexem poydisperzity (D):
M,

M,

Na obriazku Obr. 10: je zjednoduSen€ naznaCena separace idedlni smési dvou
makromolekuldrnich litek s rozdilnou velikosti [89]. Cdstice stacionarni fize jsou porézni
s definovanou velikosti pérd. Mensi molekuly pfi prachodu kolonou penetruji do téchto péra,
zato vetsi molekuly zistdvaji v prostoru mezi Casticemi nebo se nedostanou do péra tak
hluboko. Kolonou projdou vétsi Castice rychleji neZ mensi. Na GPC chromatogramu je
vétSinou vidét kontinudlni pik, ktery mize mit vice maxim. Zcela odd€lené piky byvaji pouze
u analyti, které se vyrazné lisi svou molekulovou hmotnosti. Rozsah molekulovych
hmotnosti, které mohou byt na koloné& jesté separovany, zavisi na jeji charakteristice.

D =

(13)

Obr. 10: GPC separace dvou makromolekuldrnich ldtek o riizné molekulové [89]

Nejjednodussi metodou kalibrace je pouziti externi kalibrani kiivky, kdy kazdé
molekulové hmotnosti pfislusi urcity elu¢ni objem (reten¢ni Cas). Jako standardy se pouzivaji
polymery s velmi tdzkou molekulovou distribuci (MMD). BohuZzel vSak neexistuji pro kazdy
polymer vhodné standardy stejného sloZeni, coz mize u tohoto zpiisobu urceni molekulové
hmotnosti zpisobovat nepiesnosti. Mezi obvykle pouzivané standardy s izkou MMD patii
polystyren, poly(methylmethakryldt), polyisopren, polybutadien, poly(ethylenoxid),
poly(methakrylova 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 materidl Fakulty chemické VUT v Brné byly jejich
pracovniky a studenty pfipravovany v laboratofi syntézy polymerd testované polymery.
Nejdiive byl syntetizovdn vzorek polymeru PLGA-PEG-PLGA a potom byl tento vzorek
modifikovén kyselinou itakonovou. Samotnymi problémy a postupy pii syntéze se tato price
nezabyva. V ndsledujicich odstavcich je stru¢n€ popsdn postup ptipravy polymeru.

Syntéza polymert byla provadéna na vakuové aparatuie pod inertnim plynnym N, pomoci
Schlenkovych technik. Triblokové kopolymery na bazi polyethylenglykolu, kyseliny
polymlécné a polyglykolové (PLGA-PEG-PLGA) byly pfipraveny polymeraci za otevieni
kruhu z plvodnich i presublimovanych monomert D,L-laktidu a glykolidu, dale
polyethylenglykolu (PEG) jako makronicidtoru a cinoktoatu jako katalyzatoru (Obr. 11:).
Syntéza probihala v tavening pti 130 °C (po dobu 8 a 3 hodin) pod dusikem.

O @) O O
X OH H+ vy
I + V\O/]/A,Af /I/i f
O O @) O
PEG glykolid

D,L - laktid
oktoat cinaty

H’("\j@o#ﬁrrﬁ\/\oﬁﬁ\ﬁﬁ(\oﬁ

O  PLGA-PEG-PLGA O

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

Kopolymery byly nasledné modifikovdany anhydridem kyseliny itakonové, a to opét
katalytickou reakci za otevieni kruhu pod dusikem pfi teploté 130 — 150 °C po dobu 8 hodin
(vzorky 1-7). V duasledku optimalizace reakénich podminek byly PLGA-PEG-PLGA
kopolymery (vzorky 8 —17) funkcionalizovdny sublimovanym anhydridem Kkyseliny
itakonové pti 110 °C po dobu 3 hodin (Obr. 12:).
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itakonové

chxj%c(krrﬁ\/\o%"ﬁ@oﬁ

O PLGA-PEG-PLGA O

110 °C

2 e]

G O
Anhydrid kyseliny itakonové

HOOCW PLGA»PEG»PLGWCOOH
O O

ITA-PLGA-PEG-PLGA-ITA
Obr. 12: Schéma funkcionalizace PLGA-PEG-PLGA kopolymeru pomoci anhydridu kyseliny

4.2 Seznam testovanych polymeru

Ptipravené polymery byly typu ABA (hydrofobni-hydrofilni-hydrofobni) a ITA-ABA-ITA
(funkcionalizovany polymer kyselinou itakonovou). Ve vétSiné piipadi byly pfipraveny
k sobé¢ ptislusné kopolymery PLGA-PEG-PLGA a ITA-PLGA-PEG-PLGA-ITA.

Tab. 3: Charakteristika zkoumanych polymerii

vzorek typ l\gj’nﬁf_? PLGA/PEG PLA/PGA M» ;f(f‘l'_‘l‘é
1 PLGA-PEG-PLGA 1500 2,50 3,00 6 470
2 ITA-PLGA-PEG-PLGA-ITA 1500 2,50 3,00 6310
3 PLGA-PEG-PLGA 1500 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 3,00 5630
6 PLGA-PEG-PLGA 1500 2,50 3,00 5830
7 ITA-PLGA-PEG-PLGA-ITA 1500 2,50 3,00 5460
8 PLGA-PEG-PLGA 1 500 2,50 3,00 7200
9 PLGA-PEG-PLGA 1 000 3,75 3,00 6 360
10 ITA-PLGA-PEG-PLGA-ITA 1000 3,75 3,00 5550
14 ITA-PLGA-PEG-PLGA-ITA 1500 2,00 2,42 4 660
16 ITA-PLGA-PEG-PLGA-ITA 1500 2,00 3,00 5560
17 PLGA-PEG-PLGA 1500 2,00 3,00 5 850

Jednotlivé vzorky jsou charakterizovdny molekulovou hmotnosti M,, kterd byla zmé&fena
pomoci GPC, molekulovou hmotnosti komer¢n€ doddvaného PEG, hmotnostnim PLGA/PEG
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a molarnim pomérem PLA/PGA. Dile byly na Ustavu materialii provedeny analyzy NMR a
IC, pomoci kterych byla ovéfovdna modifikace kyselinou itakonovou a struktura vzniklého
polymeru. Jejich vysledky zde nejsou prezentovdny, protoZe nejsou soucdsti této préce.
V tab. 3 je uveden piehledny seznam testovanych polymert. U vSech vzorka byl sestaven sol-
gel diagram. U nékterych byla sledovéana rychlost a prubéh degradace.

4.3 Priistroje, zarizeni, software

4.3.1

4.3.2

4.3.3

434

Priprava vzorku

analytické vahy KERN 770, Version 2.3 (Némecko)

pH metr pH 730, wtw series, inoLab (Némecko)

inkubator Niive cooled incubator ES 110 (Turecko)

magnetickd michacka s ohfevem a elektrickym kontaktnim teplomérem IKA ETS-DS5,
(Némecko)

lyofilizator Freezone 4.5 Freeze Dry System,( Labconco, USA)

bé&Zné vybaveni analytické laboratote

Vysokoucinna kapalinova chromatografie

kapalinovy chromatograf Agilent Technologies 1 100 Series, (Agilent Technologies,
USA)

o gradientové Cerpadlo

o vakuovy odplyniovac

o automaticky davkovac

o termostat kolon

o detektor s diodovym polem (DAD)
kolona Restek Aqueous C18 (250 x4,6 mm ID; 5 um) a (150 x 2,1 mm ID; 3 um),
(Restek, USA)
ptedkolona Restek Aqueous C18 (4 x 2 mm ID; 5 um nebo 3 pm), (Restek, USA)

Gelova permeacni chromatografie

kapalinovy chromatograf Agilent Technologies 1 100 Series, (Agilent Technologies,
USA)

o 1izokratické Cerpadlo

o vakuovy odplyniovac

o automaticky davkovac

o termostat kolon

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

44.1

Chemikalie

kyselina mravenci, Cistota p.a., (Riedel-de Haén, Némecko)

tetrahydrofuran, Cistota gradient grade for liquide chromatorgaphy, LiChrosolv,
(Merck KGaA, Némecko)

acetonitril, &istota gradient grade for liquide chromatography, (Lach:ner, Ceska
republika)

dihydrofosfore¢nan draselny, Cistota p.a., (Sigma-Aldrich, Némecko)
hydrogenfosforeCnan draselny, Cistota p.a., (Sigma-Aldrich, Némecko)

Standardy

kyselina glykolové p.a., (Merck KGaA, Némecko)

D, L-kyselina mlé¢na 90%, (Sigma-Aldrich, Némecko)

pfipraveny kalibracni fady o koncentracich 0,01 — 5 mg-ml'1 pro kyselinu gykolovou a
0,1 — 7 mg-ml™” pro kyselinu mlé&nou

polystyrenové standardy EasyCal Mp = 580 — 377 400, (Polymer Laboratories, USA)
o koncentraci od 3 do 5 mg-ml™

4.5 Stanovované analyty a jejich vlastnosti

Pro urceni rychlosti degradace byl sledovan narust kyseliny mlééné a glykolové v roztoku

pufru.

4.5.1

o
.
o

Kyselina mlé¢na

(C3HeO3)

D,L-2-hydroxypropanovd kyselina

M = 90,08 g-mol™

teplota tani 53 °C (pro racemickou smés T, = 16,8 °C)

teplota varu 122 °C

hustota 1,209 g~cm'3

pK.=39

vpevném stavu bily prasek, vyskytuje se ve stavu kapalném jako bezbarva
hydroskopické kapalina.

Kyselina glykolova

(C2H405)

hydroxyethanové kyselina

M = 76,05 g-mol™

teplota tani 70 — 74 °C

hustota 1,27 g~cm'3

pK,=3.,83

bily prasek dobfe rozpustny ve vode

4.6 Piiprava a degradace vzorku

Kopolymer PLGA-PEG-PLGA 1 kopolymer modifikovany kyselinou itakonovou je vysoce
viskézni a lepkavy. Nemodifikovany kopolymer byl bezbarvy, modifikovany byl jantarové

barvy.

Pii piipravé vzorki bylo navazeno potfebné mnozstvi podle aktudlni hmotnostni
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koncentrace. K navdZenému mnoZstvi kopolymeru bylo pfidano vypocitané mnoZzstvi Milli-Q
vody pro dosaZeni potfebné koncentrace. Takto pfipravené vzorky byly za laboratorni teploty
byly rozpoustény ve vialkdch, a to iné€kolik dni. Doba, kterd byla nutnd pro rozpusténi
navazky, se u jednotlivych vzorku lisila. Nejdelsi byla 10 dni. U modifikovanych vzorkt byla
tato doba krat$i neZ u nemodifikovanych, coz bylo pravdépodobné zpusobeno koncovou
skupinou —COOH, ktera je poldrni a usnadiiuje rozpusténi ve vodé.

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

Pro sledovani gelovaténi vzorkt polymeru je nejjednodussi pouzivanou metodou inverzni
vialkova metoda [71, 74, 78, 91]. Jeji vyhodou je, Ze je levnd, nendroCnd, zapotiebi je pouze
vhodnd vodni ldzen; je moZné také sledovat barevné zmény, popf. zakaleni roztoku.
Nevyhodou je jeji nepfesnost (£ 2 °C), mald exaktnost ziskanych dat (pouze lidské oko) a také
Casovd ndrocnost. Presto je dosud nejpouzivan€jSi metodou pro sestaveni fizového sol-gel
diagramu. Dal$imi metodami aplikovanymi pro sledovani zmeén vlastnosti gelu jsou
pfedev§im reologickd méteni [92-95], piipadné také spektrofotometrickd meéini (urceni
kritické micelarni koncentrace) [71, 75].

Pripravend koncentracni fada polymeru (4 — 24 %) byla pouzita pro sestaveni fazového sol-
gel diagramu. Vzorky byly umistény do 4ml vialek. Vialky byly upevnény do stojanu a pak
ponofeny do vodni 1dzn€. Méfeni bylo provddéno v rozmezi teplot od 23 °C do 59 °C. Teplota
vodni 14zn€ byla postupné zvySovédna o 1 °C. Vzorky byly pfi dané teploté temperoviny
5 minut. Po uplynuti tohoto intervalu byly lahvi¢ky vyjmuty a byla pozorovdna zména
viskozity a zbarveni kazdého vzorku. Zmény byly zaznamendny a ndsledné byl sestaven sol-
gel diagram. Z diagramu byly uréeny CGC CGT.

4.6.2 Degradace vzorku

Pro sledovani degradace vzorku polymeru byla zvolena jednoduchd metoda, kterd mohla
byt pouZita v naSich laboratornich podminkich. Tento postup byl prezentovdn v nekolika
odbornych publikacich [35, 38, 41, 96-97]. Byly pfipraveny zdsobni vzorky PLGA-PEG-
PLGA a ITA-PLGA-PEG-PLGA-ITA kopolymera o riiznych koncentracich. Do vialek bylo
napipetovano 300 pl kazdého vzorku. Takto byly vialky ponechdny v inkubdtoru, dokud se z
roztoku nestal gel. Nasledné bylo pfiddno 700 ul temperovaného fosfatového pufru o pH 7.4.
Ptipravené vzorky byly ponechdny v inkubdtoru pti 37 °C. Od prvniho dne poc¢itku inkubace
bylo odebirdno 400 pul fosfatového pufru, ktery tvoftil fizové rozhrani hydrogelu a samotného
fosfatového pufru. Tento odebrany pufr byl ndsledn€ analyzovian pomoci HPLC a zbytek
hydrogelu byl 24 hodin lyofilizovan.

4.6.3 Identifikace a kvantifikace degradacnich produktu pomoci HPLC

Odebrany fosfatovy pufr, ktery obsahoval degradacni produkty, byl analyzovdn pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) s DAD detektorem na pfistroji Agilent
1 100 Series.
4.6.3.1 Standardy

V odmérnych barikdch o objemu 10 ml byl pfipraven zdsobni roztok smé&sného standardu
kyseliny glykolové a mlécné (GA a LA). Jejich koncentrace byly rizné, protoZe v redlnych
vzorcich byla kyselina mlécnd ve vySSich koncentracich nez kyselina glykolova.
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4.6.3.2 Nastaveni HPLC

mobiln{ faze: 0,01 mol/l roztok kyseliny mraven¢i, acetonitril
pomér mobilnich fazi: (1:99) 0,01M HCOOH : acetonitril
prutok mobilni faze: 0,8 ml/min

néstiik: 5 pl

teplota kolony: 30 °C

vlnova délka: 192 nm

izokraticka eluce

4.6.4 Analyza molekulové hmotnosti degradovaného polymeru

Po odebriani 400 ul fosfitového pufru byla inkubace vzorku ukoncena. Po ukonceni
inkubace byl kazdy vzorek lyofilizovan. Pted lyofilizaci byl vzorek zmrazen v mraznicce
na teplotu minus 30 °C. Samotnd lyofilizace probihala pfi teploté -80 °C a tlaku 15 Pa po
dobu 24 hodin. Néasledné bylo z kazdého lyofilizovaného vzorku odebriano zhruba 5 mg
zdegradovaného kopolymeru, ktery byl rozpustén v 1 ml tetrahydrofuranu. Po rozpusténi byla
zjistovana zména molekulové hmotnosti a polydisperzity gelovou permecni chromatografii
(GPC).

Lyofilizované a v tetrahydrofuranu rozpusténé vzorky byly analyzovidny pomoci gelové
permeacni chromatografie s refraktometrickym detektorem na pristroji Agilent 1 100 Series.

Analyza byla provddéna na koloné PLgel MixedC (300 X7.5mm ID; 5um) s
pfedkolonou. Jako standardy byly pouZity polystyrenové standardy EasyCal, kdy podle
navodu byl prouZek s nanesenymi standardy ponotfen do 4 ml tetrahydrofuranu a asi po
1 hodiné byly standardy rozpuStény a pfipraveny pro meéfeni. Hotové standardy byly
uchovivény v lednicce. Kalibra¢ni kfivka byla vzdy proméfena pred kazdou analyzou nové
sady vzorku.

4.6.4.1 Nastaveni GPC

mobilni faze: tetrahydrofuran
prutok mobilni faze: 1 ml/min
néstiik: 50 pl

teplota kolony: 30 °C

teplota detektoru: 30 °C
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5 VYSLEDKY A DISKUZE
5.1 Fazové sol-gel diagramy

U vsSech pripravenych vzorkii byl sestaven fazovy diagram na zdklad€ vizualniho
pozorovéni (inverzni vialkovd metoda). Kromé sledovani zmény viskozity byla pozorovéana i
zmeéna zbarveni roztoku. VSechna pozorovini byla zaznamendna pomoci grafu. Podle typu
vzorku byly pfipraveny koncentrace a také zvolena pocitecni teplota pro provadény
experiment.

Jak jiz bylo uvedeno v kapitole 3.8.5.4, slozeni kopolymeru (M,, poméry jednotlivych
polymert) ovliviiuje kromé rozpustnosti, kritické teploty a koncentrace gelovaténi také
prubéh celého procesu tvorby gelu (sol-gel fazovy diagram). Do ndsledujici tabulky byl pro
prehlednost zpracovan souhrn vSech provadénych experimentd.

Tab. 4: Souhrnnd tabulka provedenych experimentu

vzorek typ mzmiitggs': ve dsig;f:lln 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 vzorkil rozpustnych ve vod€ byly pro sestaveni sol-gel fazového diagramu
ptipraveny roztoky kopolymeru ve vod€. U vétSiny vzorkd to byly roztoky v rozmezi
koncentraci 4 — 24 %. U né¢kterych vzorki nebylo vétsi mnozstvi polymeru uz rozpustné, a
proto byl sledovany rozsah koncentraci jiny.

Na nésledujicich strankdch jsou uvedeny ziskané sol-gel fizové diagramy pro jednotlivé
vzorky. SoucCasné je zde také uveden vizudlni popis fazové zmeny.
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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 fazovy diagram kopolymeru ITA-PLGA-PEG-PLGA-ITA
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Obr. 14: Sol-gel fdazovy diagram vzorku 2 (ITA-PLGA-PEG-PLGA-ITA)
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U vSech vzorkt bylo vizudlni pozorovani prubéhu vzniku gelu obdobné. Z tekutého roztoku
polymeru se pfi postupném zvySovani teploty stavd viskézni roztok, a to bud’ transparentni,
nebo bily, v zdvislosti na daném vzorku, teploté¢ a koncentraci. Pti nizkych koncentracich
zustavaji vzorky jenom tekuté a s teplotou méni pouze barvu. Okolo teploty 37 °C vznika
transparentni gel, ktery se zvySujici se teplotou prechdzi na bily gel. Pri teplotdch okolo 45 °C
dochdzi k vysrdZzeni polymeru a rozdéleni vzorku na dv& fiaze (polymer a voda). Pfi
opétovném zchlazeni se vzorek polymeru znovu rozpusti a vykazuje opét sol-gel prechod.
Pozorovani odpovida vysledkiim uvedenym v kapitole 3.8.5.3.

Vzorek 1 a 2 ma poméry PLGA/PEG 2,50 a PLA/PGA 3,00, M, PEG je 1500 g~mol'1.
Vzorek 2 je modifikovin ITA a jeho molekulovd hmotnost je o néco mdlo mensSi nez
molekulovd hmotnost pivodniho kopolymeru. Malé sniZeni molekulové hmotnosti se
projevilo u vSech vzorka (o 100 —200). Pro oblast transparentniho gelu byla uréena kriticka
teplota (CGT) a kriticka koncentrace gelovaténi (CGC) (Obr. 13: a Obr. 14:). U obou vzorku
se tato teplota pohybovala okolo 37°C, u modifikovaného kopolymeru doslo k sniZeni CGC.
Z grafu je zfejmé, Ze pfi niz$ich koncentracich nedochézi vibec k tvorbé gelu (4 — 8 %). U
vzorku 2 je celkové oblast gelu (transparentni i bily gel) mnohem S§ir§i neZ u vzorku 1. Oba
vzorky jsou vhodné pro sledovani degradace pfi teploté lidského téla 37 °C.

Tab. 5: Kritickd teplota a koncentrace gelovaténi pro vzorek 1 a 2

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

Vzorek 3 a 4 ma poméry PLGA/PEG 2,50 a PLA/PGA 3,00, M,, PEG je 1500 g~mol'1,
stejné€ jako u vzorkd 1 a 2. V porovnani s predchozimi vzorky mély tyto vysledné polymery
asi o 500 g~mol'1 veétsi molekulovou hmotnost. Z graft je patrny predevS§im vyrazny posun
CGT pro vzorek 4 (Obr. 15: a Obr. 16:). Lze si to vysvétlit tak, Ze pfi modifikaci zfejmé doslo
k vétsimu navéazani kyseliny itakonové, coz nésledné zpusobilo posun CGT. Tyto vzorky
nebyly pouZity pro sledovani degradace. U modifikovaného vzorku je pro dosaZeni faze gelu
nutné pouZzit vice koncentrovany roztok. Ke vzniku dvou fazi (suspenze) dochdzi rovnéz pfi
nizsi teploté (asi 40 °C) neZz u vzorku bez ITA.

Tab. 6: Kritickd teplota a koncentrace gelovaténi pro vzorek 3 a 4

vzorek CGT (°C) CGC (w%)
3 (bez ITA) 38 10
4 (sITA) 33 20
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Sol-gel fazovy diagram kopolymeru PLGA-PEG-PLGA
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Obr. 15: Sol-gel fdazovy 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-PLGA-ITA)
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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-PLGA-ITA)

Vzorek 5 (Obr. 17:) ma poméry PLGA/PEG 2,50 a PLA/PGA 3,00, M, PEG je
1500 g~mol'1, stejn€ jako u predchozich vzorkd. Vzorek 5 je modifikovan ITA, pfislusny
nemodifikovany vzorek k nému je vzorek 3. Pro oblast transparentniho gelu byla urcena
kriticka teplota (CGT) a kritickd koncentrace gelovaténi (CGC) (Tab. 7:). Pfi porovnéni
hodnot se stejnym vzorkem (vzorek 4) bylo dosaZeno lepSich vysledki. Oblast
transparentniho gelu je SirSi, vznikd pfi vys$i teplot€ a jiz od koncentrace 16 % (oproti 20 %).
Tento vzorek nebyl pouZit pro provedeni degradacnich pokusu.

Tab. 7: Kritickd teplota a koncentrace gelovaténi pro vzorek 5
vzorek CGT (°C) CGC (w%)
5(sITA) 36 16
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Sol-gel fazovy diagram kopolymeru PLGA-PEG-PLGA
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Obr. 18: Sol-gel fdazovy diagram vzorku 6 (PLGA-PEG-PLGA)
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Obr. 19: Sol-gel fazovy diagram vzorku 7 (ITA-PLGA-PEG-PLGA-ITA)
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Vzorek 6 a 7 (Obr. 18: a Obr. 19:) ma poméry PLGA/PEG 2,50 a PLA/PGA 3,00, M,, PEG
je 1500 g~mol'1, shodné s predchozimi vzorky. Pro oblast transparentniho gelu byla uréena
kritickd teplota (CGT) a kritickd koncentrace gelovaténi (CGC) (Tab. 8:). Pro modifikovany
gel je CGT pii teploteé 37°C. Transparentni gel se tvoii od 12 % do 24 %, pro nemodifikovany
transparentni gel je toto rozmezi 14 % az 24 %. U vzorku 6 (bez ITA) se tvofi gel jiZod 8 % a
od teploty 39 °C; gel vSak byl zakaleny az bily. Z grafa je zfetelné€ vidét, Ze celkova oblast
gelu je u modifikovaného polymeru mnohem uZ$i. Vzorky byly pouZity pro sledovéni
prubéhu degradace.

Tab. 8: Kritickd teplota a koncentrace gelovaténi 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 poméry PLGA/PEG 2,50 a PLA/PGA 3,00, M, PEG je
1500 g~mol'1, stejné jako u predchozich vzorki, avSak prabéh syntézy byl v nékterych
krocich odli$ny. Predevsim se pouZzivaly preciSténé vzorky komeréné dostupnych chemikalii a
teplota pfi syntéze byla niz$i (viz. kapitola 4.1). Pro oblast transparentniho gelu byla uréena
kriticka teplota (CGT) a kritickd koncentrace gelovaténi (CGC) (Tab. 9:). Pfi porovnéni
s pfedchozimi vzorky stejného sloZeni je sol-gel diagram tohoto vzorku znacné odliSny.
Kritickd gelacni teplota je uz 30 °C, pii koncentraci 6 %. Pti rozpousténi vzorku pro nasledné
testy musely byt koncentrace roztokt nizs$i nez u jinych vzorka. Pfi koncentraci nad 18 % se
uz vzorek nerozpustil. Vzorek byl ddle pouZzit pro sledovini degradace pii 37 °C ve féazi
bilého gelu.

Tab. 9: Kritickd teplota a koncentrace gelovaténi pro vzorek 8
vzorek CGT (°C) CGC (w%)
8 (bez ITA) 30 6

U dalsich dvou vzorkii 9 a 10 bylo zménéno slozeni kopolymeru. Pomér PLGA/PEG byl
3,75 a PLA/PGA 3,00, M,, PEG byl 1 000 g~mol'1. V polymeru se zvysil obsah hydrofobni
slozky (PLGA) a to zpusobilo, Ze tyto polymery (i v piipadé polymeru modifikovaného ITA)
nebyly rozpustné ve vode¢, ale pouze v organickém rozpoustédle. Z tohoto divodu nebyly u
vzorku sestaveny sol-gel diagramy.
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Sol-gel fazovy diagram kopolymeru PLGA-PEG-PLGA
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Obr. 20: Sol-gel fdazovy diagram vzorku 8 (PLGA-PEG-PLGA)

Vzorek 14 byl pfipraven a testovdn jenom jako kopolymer, modifikovany kyselinou
itakonovou (Obr. 21:). Poméry jsou nasledujici: PLGA/PEG 2,00 a PLA/PGA 2,42, M, PEG
je 1500 g~mol'1. Pro oblast transparentniho gelu byla stanovena kritickd teplota (CGT) 35 °C
a kritickd koncentrace gelovaténi (CGC) 18 % (Tab. 10:). Transparentni gel se tvoril pfi vySsi
koncentraci a jiz od teploty 39 °C prechdzel na bily gel. Celkovd molekulovd hmotnost
polymeru byla stanovena pomoci GPC a byla asi o 2000 g~mol'1 mensi nez u pfedchozich
kopolymert. Vzorek sice vytvarel gel, av§ak ten velmi rychle degradoval a doslo k rozpusténi
gelu. Proto s nim nebyly provedeny degradacni pokusy.

Tab. 10: Kritickd teplota a koncentrace gelovaténi 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-PLGA-ITA)

Vzorek 16 a 17 (Obr. 23: a Obr. 22:) ma pomeéry PLGA/PEG 2,00 a PLA/PGA 3,00, M,
PEG je 1500 g~mol'1, shodné s pfedchozimi vzorky. Pro oblast transparentniho gelu byla
ur¢ena kritickd teplota (CGT) a kritickd koncentrace gelovaténi (CGC) (Tab. 8:). Pro
modifikovany polymer je kritickd teplota CGT 37°C. Transparentni gel se tvoii jiZ v rozmezi
od 12 % az do 24 %, pro nemodifikovany transparentni gel je tento rozsah od 14 % do 24%.
U vzorku 16 (bez ITA) se sice tvoii gel uz od 8 % od teploty 39 °C, ale je bile zakaleny az
bily. Z grafi vyplyvd, Ze celkova oblast gelu je u modifikovaného polymeru mnohem uZsi.
Vzorky byly pouZity pro sledovani prubéhu degradace.

Tab. 11: Kritickd teplota a koncentrace gelovaténi pro vzorek 16 a 17

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

Ze vzorka popsanych vySe byly pro sledovani degradace vybrany vzorky 6, 7, 8, 16, 17. U
vSech téchto vzorku byly sestaveny sol-gel diagramy; vSechny tvofily gel pfi teploté 37 °C.
Kopolymery byl navaZeny do vialek v potfebnych mnoZstvich, zality MilliQ vodou a
ponechany rozpoustét pfi laboratorni teploté. Vétsina vzorkl byla pfipravena v koncentracich
16, 20 a 24 %. U vsech vzorki to vSak nebylo mozné bud’ z nedostatku vzorku nebo
vzhledem k jeho horsi rozpustnosti ve vodé€. V tomto piipadé€ byly pfipraveny pouze nékteré
vybrané koncentrace nebo byla koncentrace sniZena.

Byly vytvoreny sady vzorkd pro predpokladany 7 — 12 denni odbér vzorkid. Kazdy den byla
u jednoho vzorku (v jedné vialce) pferuSena degradace a vzorek byl upraven pro nésledujici
analyzy. Pfipraveny roztok kopolymeru byl napipetovan do malych vialek (1,8 ml). Ty se
umistily do inkubdtoru nastaveného na teplotu 37 °C. Po ztuhnuti roztoku byl gel v kazdé
vialce zalit 0,7 ml fosfatového pufru (pH 7,4). Vzorky byly zavi¢kované a umistény zpét do
inkubétoru.

Po preruseni degradace bylo z roztoku pufru nad gelem odebrino 0,4 ml pro analyzu
obsahu konecnych degradacnich produkti kopolymeru, zjiStovanych pomoci HPLC. Zbytek
polymeru ve vialce byl zmrazen a poté lyofilizovan. Bezvody zbytek polymeru byl po
degradaci navdZen a rozpustén v tetrahydrofuranu a ndsledné analyzovian GPC, v souladu s
literaturou [32, 35, 41-42, 71, 98-99].

5.2.1 Problémy p¥i pripravé roztoku polymeru

Pii sledovani rozdili mezi polymerem modifikovanym ITA a bez modifikace ITA byly
prvni rozdily pozorovany jiz pii samotné piipraveé vzorka. Modifikované vzorky mély tmavsi
barvu a byly o néco meékéi a mazlavéjsi. Jejich dilezitou vlastnosti je, Ze se pii stejnych
podminkéch rozpousti rychleji neZ vzorky nemodifikované. To je pravdépodobné& zapficinéno
koncovymi karboxylovymi skupinami. Rozpustnost vzorkti se pohybovala v ¢asovém rozmezi
od 5 do 14 dni. Rozpousténi bylo postupné. Tuhy vzorek xerogelu nejdiive nabotnal a poté se
pomalu rozpoustél. Jiz pfi rozpousteéni dochdzelo k Caste¢né degradaci polymeru, avSak
pokles molekulové hmotnosti nebyl zase tak vyrazny (max. o 300 g~mol'1). Vzorky s vyssi
koncentraci se rozpousti pomaleji.

Samotnd degradace byla ukoncena v pfipad€, Ze hydrogel uz nebyl v roztoku pufru tuhy
(byl jiZ rozpustény a polymer sedimentovany u dna). Tato doba degradace nebyla u vSech
vzorku stejna.

5.2.2 Sledovani degradace ruznych kopolymeru PLGA-PEG-PLGA

Pro samotné pozorovani degradace byly pouzity vzorky riazného slozeni. Nutna podminka
byla, Ze musi byt rozpustné a tvofit gel, a to nejlépe v rozmezi 36 — 42 °C. Pro tyto ucely byly
vhodné vzorky 5, 6, 7, 8, 16 a 17. V publikacich se pro studium degradace nejcaste&ji pouzivaji
metody pro sledovani zmény hmotnosti predmétu, molekulové hmotnosti a termoanalytické
metody jako DSC [96, 100-101].

Za ucelem posouzeni celkového prubéhu degradace pomoci sledovani molekulové
hmotnosti bylo nejvhodnéjsi spocitat procentudlni pokles molekulové hmotnosti v prubéhu
degradace. Doba degradace byla zvolena pro vSechny vzorky stejnd, a to 11 dnt. Hodnota pH
pufru, ve kterém degradace probihala, byla 7,4. V Tab. 12: jsou uvedeny vSechny vypocitané
hodnoty poklesu M, (%) pro rizné koncentrace polymeru. Procentudlni vyjadfeni je vhodné&jsi
z toho davodu, ze pocatecni molekulovd hmotnost polymeru nebyla nikdy uplné stejna a
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piimé porovnéni by nemélo smysl. Vzorek 5 a 7 md v souladu s podminkami syntézy stejné
sloZzeni. Mezi vzorky jsou ptesto rozdily, i kdyZ ne pftili§ velké. Vzorek 6 a 8 také patii svym
slozenim do stejné skupiny. U téchto vzorka vsak jiz byly rozdily vyrazné. U vzorku 8 byl
mirné¢ zméneén postup pii syntéze, vzorek byl pfipraven z presublimovanych latek (veétsi
Cistota). Vzorek byl tvrdSi a Spatn€ rozpustny ve vodé€, a proto nejvyssi koncentrace byla
pouze 20 %. Ptes jeho horSi rozpustnost degradoval rychleji, neZ stejny vzorek 6.
U kopolymert 16 a 17 byl niz§i pomér PLGA/PEG. To bylo také divodem rychlejsi
degradace, ve srovnani se vzorky 6 a 7.

Tab. 12: Pokles molekulové hmotnosti Mn (%) po 11 dnech degradace

pokles molekulové hmotnosti M,, (%)
12% 16% 20% 24 %

S (sITA) 38,9 42,1 36,9
6 (bez ITA) 21,4 26,4 34,9

7 (s ITA) 40,2 36,6 41,0
8 (bez ITA) 45,1 42,0 40,8

16 (s ITA) 46,8 53,5 50,3
17 (bez ITA) 26,2 28,8 35,8

Pti degradaci byl rovnéz sledovan narast kyseliny glykolové a kyseliny mlé¢né v roztoku
pufru. Ve vSech vzorcich bylo trojndsobné mnozstvi kyseliny mlécné oproti kyseliné
glykolové (PLA/PGA = 3,00). Nalezené koncentrace kyseliny mlécné v pufru byly rovnéz
vetsi nez u kyseliny glykolové. Pti proméfeni vzorka odebranych po 24 hodinach se u nizsich
koncentraci polymeru (a pfedev§im u polymeru bez ITA) stdvalo, Ze koncentrace GA byla
pod detekénim limitem a prvni pozorovatelnd koncentrace byla zjiStovdna aZ po vice dnech
(Graf 1:). Naopak u kyseliny mlé¢né je z uvedenych zdvislosti patrné, Ze n¢jaka LA se do
pufru uvolnila hned po zaliti hydrogelu. To je zifejmé zpusobeno CasteCnou degradaci
kopolymeru uZ pfi piipravé a rozpousténi xerogelu v MilliQ vodé. Lze predpokladat, ze
shodné se chova i kyselina glykolové, kterou vSak vzhledem k jeji niz§i koncentraci nebylo
moZzné v roztocich detekovat.

Pti dvahdch o degradaci a narustu koncentrace kyseliny glykolové v roztoku bylo pocitino
pouze s teoretickou koncentraci, pravdépodobné pochdzejici z polymeru PGA a PEG, ktery
také degraduje na kyselinu glykolovou. Pfi optimalizacich metody byl sledovdn i vyskyt
ethylenglykolu a PEG 100, ten se vSak v Zzddném roztoku nepodafilo identifikovat. BohuZel
techniky, které byly dostupné pro provadéni analyz, neumoznovaly lépe specifikovat
degradacni produkty a piispévek k celkové koncentraci GA.

Zajimava situace nastala u né€kterych vzorka (vzorky 5, 6, 7), u kterych rychlost degradace
méla po urCitém Case zlomovy charakter a probihala rychleji [34]. Tento jev nebyl pozorovin
u vSech vzorki. Pro tento pfipad byla ziskana experimentdlni data proloZena dvéma
linedrnimi zdvislostmi a pro vypocet 5 % byla pouZita ta, u které byl predpoklad k dosaZeni
této hodnoty (piikladem je Graf 2:).
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Graf 1: Vzorek 17, koncentrace 20 %, zdvislost ndristu koncentrace kyseliny glykolové a
mlécné v procentech (vztaZeno k teoretickému mnoZstvi obsaZeném v polymeru); rozdil
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Graf 2: Vzorek 5, koncentrace 16 %; zdvislost ndriistu koncentrace kyseliny glykolové a
mlécné v procentech (vztaZeno k teoretickému mnoZstvi obsaZeném v polymeru); zména
rychlosti degradace charakterizovdna proloZenim dvémi linedrnimi zdvislostmi
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V Tab. 13: jsou shrnuty vypocitané hodnoty doby degradace (hod) a s ni souvisejici
piislusné zmény koncentrace (%, narust koncentrace kyselin v roztoku). Znamena to, Ze napf.
pro vzorek 5, koncentraci 16% a pro kyselinu glykolovou byla pozorovdna zména rychlosti
degradace po 167 hodinéch, coz odpovidalo 6,3 % z teoretického mnoZstvi polymeru.

Tab. 13: Hodnoty casu (hod) a knému prislusné koncentrace (%) pri zméné pritbéhu
degradace pro vzorky 5, 6 a 7, n — pritbéh degradace nevykazoval zménu

kyselina glykolova Kkyselina mlécna
koncentrace %  hodiny % hodiny %0
16 167 6,3 156 5,8
5 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 hodindch uvedeny hodnoty (ts¢), pii kterych bylo pfitomno v roztoku
pufru 5 % kyseliny glykolové a kyseliny mlécné z teoretického mnoZzstvi vychoziho
polymeru. Z4vislost koncentrace kyselin na dob& degradace byla vyjddifena pomoci linedrni
regrese. Zrovnic piimky byla potom vypocitina doba odpovidajici zdegradovanym 5 %
polymeru. Z hodnoceni zavislosti narastu kyseliny glykolové je patrné, Ze se zvySujici se
koncentraci roztoku polymeru se rychlost degradace zvySuje. Je to pravdépodobné zptisobeno
zvySujici se koncentraci kyseliny glykolové vroztoku (z davodu vyssi koncentrace
polymeru), to ma za nasledek mirné snizeni pH, které zpasobuje rychlejs$i vnitini degradaci.
Dale bylo prokazano, Ze u vzorki modifikovanych kyselinou itakonovou je 5 % dosazeno
mnohem dfive neZ u vzorkd nemodifikovanych (aZz téméf o polovinu Casu v porovnani s
prislusnymi vzorky nemodifikovanymi). Pro dvojici vzorkid 6 (bez ITA) a 7 (s ITA) byla pro
koncentraci 16 % stanovena doba 224 hodin, resp. 111, pro 20 % 181 hodin, resp. 91 a pro
24 % 170 hodin, resp. 86. Pro kyselinu mlécnou neni tento vliv koncentrace polymeru tak
vyrazny. Dokonce bylo prokdzano, Ze u nékterych vzorkl vedla zvySend koncentrace
k posunuti ts¢, k vys$$i hodnot€, nez u koncentrace nizsi (vzorky 6, 8, 16 a 17). Na zdkladé
toho lze konstatovat, Ze zména pH nemd na degradaci bloku polymeru kyseliny mlécné
takovy vliv, jako u kyseliny glykolové.

Pti dal§im porovnani rozdili mezi narustem koncentrace kyseliny glykolové a mlécné je
vyraznd predevSim vétsi smérnice pro zavislost koncentrace kyseliny mlécéné na Case. Z toho
vyplyvé rychlejsi degradace PGA spolu s PEG. Je to ddno jejich charakterem, protoZze GA a
PEG jsou hydrofilngj$i a zvySeny obsah PLA sniZuje rychlost degradace [20].
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Tab. 14: Doba (hod), po které bylo zdegradovdno 5 % pitvodniho polymeru na jednotlivé
kyseliny (glykolovou a mlécnou)

kyselina kyselina
koncentrace glykolova mlécna

% (hod) (hod)

16 173 184

S (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 vzorku bez modifikace a s modifikaci kyselinou
itakonovou

Pro porovnani vlivu modifikace kyselinou itakonovou na degrada¢ni vlastnosti hydrogelu
byly vybrany vzorky 6 a 7; 16 a 17. Rozdily byly hodnoceny podle poklesu molekulové
hmotnosti M, polymeru a koncentraci kyseliny glykolové a mlécné v pufru.

V Graf 3: jsou porovndny vzorky nemodifikovaného (6) a modifikovaného (7) kopolymeru.
U kopolymeru s ITA byl pokles molekulové hmotnosti M;, po 11 dnech vys§i nezZ u druhého
kopolymeru. VIiv koncentrace byl vétsi u nemodifikovaného kopolymeru (21 —35 %), u
kopolymeru s ITA nebyl tento rozdil tak vyrazny (37 — 41 %).

Pro porovnani koncentrace kyseliny glykolové a mlécné uvolnénych do vzorku pufru, byly
spocCitany teoretické koncentrace, které by se v zdvislosti na pomérech v kopolymeru a na
navdzce meély uvolnit do pufru pfi 100% degradaci. Od této hodnoty byla odectena
koncentrace zjisténa v roztoku pomoci HPLC a narust téchto dvou kyselin v roztoku pufru
(v %), resp. ubytek z puvodniho kopolymeru, byl bran jako dal$i hodnotici kriterium.
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Pokles molekulové hmotnosti M, (%) po 11 dnech degradace v zavislosti na pH pufru,
vzorky ¢. 6 (bez ITA) a7 (s ITA)

45 Dbez ITA
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Graf 3: Pokles molekulové hmotnosti M, v % vztaZeny k molekulové hmotnosti pred zacdtkem
degradace pro tri koncentrace kopolymeru.

Narust koncentrace (%) kyseliny glykolové v roztoku pufru pri degradaci vzorku 6 a 7
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Graf 4: Zdvislost zvySovdni koncentrace kyseliny glykolové v roztoku pufru (pH 7) vyjddrené
Jjako procentudlni iibytek z puvodniho degradovaného kopolymeru; bez ITA vz. 6 (hvézdicky),
s ITA vz. 7 (trojithelniky)
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Narust koncentrace (%) kyseliny mlé¢né v roztoku pufru p¥i degradaci vzorki 6 a 7
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Graf 5: Zdvislost zvysovdni koncentrace kyseliny mlécné v roztoku pufru (pH 7) vyjddrené
Jjako procentudlni iibytek z puvodniho degradovaného kopolymeru; bez ITA vz. 6 (hvézdicky),
s ITA vz. 7 (trojithelniky)

Na grafech (Graf 4: a Graf 5:) je zfeteln¢ viditelné odde€leni dvou skupin, a to podle
modifikace kopolymeru. U modifikovaného kopolymeru byl narGist monomert kyseliny
glykolové a kyseliny mlécné v pufru vyssi. Z toho lze také usoudit na rychlejSi degradaci
tohoto polymeru. Mezi riznymi koncentracemi u obou vzorku byly rovnéz patrné rozdily.

Z Graf 6: je jasné vidét rozdil v rychlosti degradace vzorkd 17 a 16 a v poméru
PLGA/PEG 2,0. U modifikovaného kopolymeru se pokles molekulové hmotnosti pohybuje
okolo 50 %, pro nemodifikovany kopolymer bylo rozpéti molekulovych hmotnosti 26 — 36 %.
Se zvySujici se koncentraci je patrny vétsi pokles molekulové hmotnosti pavodniho polymeru.
Na Graf 7: je ukdzka zdvislosti molekulové hmotnosti na dob& degradace. Kromé M, jsou do
grafu vyneseny i hodnoty polydisperzity. V tomto pfipad€ vykazuje zdvislost polydisperzity
pokles jeji hodnoty s rostouci dobou degradace. U jinych vzorkll vSak tato zavislost Casto
vykazuje tGplné opacny trend. Pro¢ u nékterych vzorkl polydisperzita roste a u jinych klesa,
piipadné nékdy nevykazuje zadnou zavislost, se nepodafilo na podkladé dostupnych udaja
jednoznacné vysvétlit.
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Pokles molekulové hmotnosti M, (%) po 11 dnech degradace v zavislosti na pH pufru,
vzorky €. 16 (s ITA) a 17 (bez ITA)
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Graf 6: Pokles molekulové hmotnosti M, v % proti molekulové hmotnosti pred zacdtkem
degradace pro tri koncentrace kopolymeru.

Prubéh degradace kopolymeru - vzorek ¢.17, 24 %
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Graf 7: Ukdzka zdvislosti poklesu molekulové hmotnosti na dobé degradace pro vzorek ¢. 17
(bez ITA) o koncentraci 24 %. Hodnoty polydisperzity D jsou vyneseny na vedlejsi ose.
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Narust koncentrace (%) kyseliny glykolové v roztoku pufru p¥i degradaci vzorku 17 a 16
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Graf 8: Zdvislost zvySovdni koncentrace kyseliny glykolové v roztoku pufru (pH 7) vyjddrené
jako procentudlni iibytek z piivodniho degradovaného kopolymeru; bez ITA vz. 17
(hvézdicky), s ITA vz. 16 (trojithelniky)

I z téchto ziskanych zavislosti je zfejma rychlejsi degradace vzorki modifikovanych ITA.
Rozdily mezi jednotlivymi koncentracemi nejsou tak vyrazné. Na zdkladé porovndni dvou
sledovanych kyselin je moZno konstatovat, Ze koncentrace kyseliny mlécné se v roztoku
zvySuje pomaleji nezZ koncentrace kyseliny glykolové.
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Nartst koncentrace (%) kyseliny mlé¢né v roztoku pufru p¥i degradaci vzorka 17 a 16
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Graf 9: Zdvislost zvysovdni koncentrace kyseliny mlécné v roztoku pufru (pH 7) vyjddrené
jako procentudlni iibytek z piivodniho degradovaného kopolymeru; bez ITA vz. 17
(hvézdicky), s ITA vz. 16 (trojiihelniky)

U téchto vzorkll a z vySe uvedenych graft je také dobfe patrny rozdil mezi dvojicemi
polymert v zavislosti na jejich poméru PLGA/PEG. Pro vzorky 6 a 7 je tento pomér 2,5 a pro
vzorky 16 a 17 2,0. SniZzeny obsah kopolymeru PLGA oproti PEG m4 za nésledek rychlejsi
degradaci. Polymer PLGA je z dvojice PLGA, PEG ten vice hydrofobni. Proto hydrolyza
vazeb polymeru probihd rychleji. Jako pozitivni fakt mazeme pfiCist tomuto rozdilu lepsi
rozpustnost polymeru pii piipravé vzorkd.

5.24 Vliv pH pufru na prubéh degradace
Vsechny vySe uvedené pokusy byly provddeny pfi teploté 37 °C a pH fosfatového pufru

bylo 7,4. Pro nésledujici testy bylo zménéno pH fosfitového pufru na 4,0 a 9,0. Vyssi pH
pufru mélo pti HPLC analyze vliv na separaci latek a dobfe separovana zustala pouze
kyselina mlé¢nd. Proto porovndni vlivu pH bylo provedeno pouze pro LA. Vliv pH byl
sledovan na vzorcich 8 a 17 (oba bez ITA).

Na Graf 10: a Graf 11: je vynesena zdvislost poklesu molekulové hmotnosti po 11 dnech
degradace pfi razném pH. U vzorku 8 je dobfe vidét, ze zvySujici se pH zvySuje degradaci
kopolymeru (podobny prabéh byl potvrzen i pozorovanim okem), vliv koncentrace pii pH 7,4
nebyl téméf zadny. Podobny prubéh byl ofekavan i u vzorku 17, kde ale nebyl potvrzen. Je
pravda, Ze degradace probihala rychleji pro pH 9, avSak rozdily s ostatnimi vzorky nebyly tak
vyrazné. Pro pH 7,4 byla zména molekulové hmotnosti nejmensi. Koncentrace neméla vliv.

Vse je zfejmé zpusobeno mensim pomérem PLGA/PEG.
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Pokles molekulové hmotnosti M, (%) po 11 dnech degradace v zavislosti na pH pufru,
vzorek ¢. 8
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Graf 10: Vliiv pH na zménu molekulové hmotnosti po 11 dnech degradace, vzorek 8

Pokles molekulové hmotnosti M,, (%) po 11 dnech degradace v zavislosti na pH pufru,
vzorek ¢. 17
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Graf 11: Viiv pH na zménu molekulové hmotnosti po 11 dnech degradace, vzorek 17
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V grafech (0 az Graf 16:) jsou prezentovany zavislosti narustu kyseliny glykolové v Case a
pti rizném pH. Ze vSech graft je dobfe patrny rozdil mezi raznym pH pufru. Nejpomaleji
dochazi k narastu vzdy pti pH 4; pfi pH 7,4 a pH 9 jsou rozdily jesté rovnéz patrné, avsak tyto
dvé kiivky maji prabeh blize u sebe (zejména pii koncentraci 16 %). Na zakladé toho se
v redlném prostiedi lidského t€la predpokladd spiSe sniZovdni pH, a proto je nutné pocitat
s moznym zpomalenim degradace kopolymeru.

Narust koncentrace kyseliny mlééné pri ruzném pH pufru, vzorek 17, koncentrace 16%
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Graf 12: Porovndni pritbéhu degradace (ndrust kyseliny mlécné v pufru) v zdvislosti na pH;
vzorek 17, koncentrace 16 %
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Narust koncentrace kyseliny mlé¢né p¥i ruzném pH pufru, vzorek 17, koncentrace 20 %
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Graf 13: Porovndni pritbéhu degradace (ndrust kyseliny mlécné v pufru) v zdvislosti na pH;
vzorek 17, koncentrace 20 %

Narust koncentrace kyseliny mlé¢né p¥i ruzném pH pufru, vzorek 17, koncentrace 24 %
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Graf 14: Porovndni pritbéhu degradace (ndrust kyseliny mlécné v pufru) v zdvislosti na pH;
vzorek 17, koncentrace 24 %
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Narust koncentrace kyseliny mlé¢né p¥i ruzném pH pufru, vzorek 8, koncentrace 12 %
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Graf 15: Porovndni pritbéhu degradace (ndrust kyseliny mlécné v pufru) v zdvislosti na pH;
vzorek 8, koncentrace 12 %

Narust koncentrace kyseliny mlé¢né p¥i ruzném pH pufru, vzorek 8, koncentrace 16 %
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Graf 16: Porovndni pritbéhu degradace (ndrust kyseliny mlécné v pufru) v zdvislosti na pH;
vzorek 8, koncentrace 16 %
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6 ZAVER

V predlozené praci byly studovany zejména degradacni vlastnosti blokovych kopolymera
na bazi kyseliny mlécné, kyseliny glykolové a poly(ethylenglykolu) PLGA-PEG-PLGA a
ITA-PLGA-PEG-PLGA-ITA (modifikovany kyselinou itakonovou). S vyuZitim téchto
kopolymert (pfedevsim jejich termosensitivnich hydrogelil) se pocita v ortopedické oblasti na

Byly optimalizovany metody pro studium gelovaténi roztoki kopolymert, didle metody
degradace a ndsledné analyzy pomoci GPC a HPLC. Pomoci vSech téchto separaCnich
technik byly jednotlivé vzorky, které se vesmés liSily svym sloZenim, charakterizovany.
Puvodni molekulové hmotnosti vSech vzorku se pohybovaly kolem hodnoty 6 000 g~mol'1.

Po sestaveni sol-gel diagramt byly vybrany vzorky vhodné pro studium degradace. Dany
vzorek by mél tvofit gel (nejlépe Ciry) pfi 37 °C, v hmotnostnich koncentracich alesponl 12 az
24%. Se zvysujici se koncentraci se prodluzovala doba rozpusténi xerogelu (aZ 14 dni), coz
u vzorkd vedlo k mirnému sniZeni pivodni molekulové hmotnosti (max 300 g-mol™). Pfi
vyS$i degradaci uZ byl vzorek hydrolyzovany a vtom priipad€ jiZ nevytvdrel gel. Byla
potvrzena termoreversibilni schopnost tvorby fyzikdlniho hydrogelu (pfechod sol-gel a gel-
sol) u kopolymeru nemodifikovaného, ale pfedevsim modifikovaného kyselinou itakonovou
(ITA).

K samotnému porovndni prubéhu degradace (pH 7,4) bylo pouzito porovnani zmén
v molekulové hmotnosti zbylého polymeru a narust koncentrace kyseliny glykolové a
kyseliny mlécné v roztoku pufru. Po asi 12 dnech degradace byly vzorky degradované tak, ze
uz netvofily gel a polymer byl sedimentovdn na dné vialek. Proto byla delSi doba degradace
JiZ zcela zbyteCna.

Bylo zjiSténo, Ze kopolymer modifikovany kyselinou itakonovou ma lehce odliSné
vlastnosti od vlastnosti odpovidajictho kopolymeru bez ITA. Je lehce nahnédly (jantarova
barva), 1épe rozpustny ve vod¢ a gel tvoii pii vySSich koncentracich a pfi niZsi teploté.

Studium degradace kopolymert potvrdilo jejich hydrolyticky rozpad, ktery byl
charakterizovan poklesem molekulové hmotnosti zbylého polymeru po degradaci a nartstem
koncentrace kyselin glykolové a mlécné (nejmensich molekul jako produktd degradace)
v roztoku fosfatového pufru. Molekulovd hmotnost kopolymeru bez ITA a s ITA klesla po
11 dnech degradace na hodnoty v rozmezi 25 — 30 %, resp. 40 — 50 %. Pokud se tyce narastu
koncentraci kyseliny glykolové a kyseliny mlécné v roztoku pufru, byly spocitdny hodnoty
tse, (tj. narust, resp. pokles koncentrace o 5 %). Zavislost ndrastu koncentrace kyseliny
glykolové na dobé& degradace méla strm¢jSi charakter (vétSi hodnoty smérnic) neZ tomu bylo
u kyseliny mlécné. Pii porovnani vlivu riznych koncentraci roztoku kopolymeru bylo patrné,
7Ze zvySeni koncentrace vede ke zvySeni rychlosti degradace (vétSi pokles molekulové
hmotnosti).

Rozdily mezi vysledky u vzorkd kopolymeru bez ITA a s ITA potvrdily predpoklad
rychlejsi degradace modifikovaného kopolymeru. Je to zptisobeno funkcionalizaci koncovych
skupin kopolymeru kyselinou itakonovou, kterd tak do fetézce vnasi polarni karboxylovou
skupinu. V dusledku toho dochazi ke zméné pii tvorbé polymernich micel ve vodé, coZ ma za
ndsledek snadnéjsi pfistup molekul vody k polymeru, coZz usnadiiuje jeho hydrolyzu. Pfi
porovnani dvou typl kopolymera s poméry PLGA/PEG 2,5, resp. 2,0 mizeme konstatovat, Ze
snizeni tohoto poméru melo za nasledek vétsi rychlost degradace kopolymert, a to jak bez
ITA tak také s ITA. Je to zpusobeno vy$sim obsahem PEG.
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Posledni zkoumanou oblasti bylo degrada¢ni chovani kopolymeru bez ITA pfi rizném pH
(hodnoty pH byly 4,0, 7,4, 9,0). Jak bylo prokdzano, hodnota pH méla na rychlost degradace
podstatny vliv. Se zvySujici se hodnotou pH se rychlost degradace zvySovala. To platilo
pfedev§im pro kopolymer s pomeérem PLGA/PEG 2,5; u poméru 2,0 byly rozdily mensi
(predev§Sim mezi pH 7.4 a 9). Pokles molekulové hmotnosti u tohoto kopolymeru byl
srovnatelny pro pH 4 a 7,4 (mezi 30 — 40 %).
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7 POUZITE ZKRATKY

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

PLA
PLGA

PLGA-PEG-PLGA
UCST

Vyznam

blokovy kopolymer hydrofobni-hydrofilni-hydrofobni
blokovy kopolymer hydrofilni-hydroobni-hydrofilni
kriticka koncentrace gelovaténi

kriticka teplota gelovaténi

kritickd miceldrni koncentrace

kyselina glykolovéa

gelové permeacni chromatografie

vysokoucinnd kapalinovd chromatografie

kyselina itakonova

blokovy kopolymer modifikovany kyselinou itakonovou
kyselina mlécna

dolni kritickd teplota

prumérna ¢iselnd molekulova hmotnost

prumérna vahova molekulova hmotnost

z-primérnd molekulova hmotnost
poly(ethylenglykol)
poly(glykolova kyselina)
poly(mlécna kyselina)

blokovy kopolymer poly(mlé¢né kyseliny) a poly(glykolové

kyseliny)
blokovy kopolymer
horn{ kritick4 teplota
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8 PRILOHY
8.1 Schéma pouziti zkoumanych kopolymeru

pokojovi teplota — roztok teplota téla = 37 °C — gel

biodegradovatelny Lt A Y

termosensitivni polymerni o \ degradace
roztok (kratka doba

Zivota)

injekéni
aplikace na
~ postizené
misto

biodegradovatelny kopolymer (dlouha doba zivota)

nano¢istice anorganického hydroxyapatitu

(HAP)

Obr. 24: Schematické zndzornéni predpoklddaného pouZiti blokovych kopolymeru PLGA-
PEG-PLGA a ITA-PLGA-PEG-PLGA-ITA pro lécbu zlomenin
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8.2 Fotografie pripravenych roztoku vzorku pro sestavovani sol-gel diagramu

Obr. 25: Pripravené roztoky kopolymeru pro stanoveni sol-gel prechodii (A — bez ITA, B —
s ITA)

Obr. 26: Vodni ldzen pro méreni sol-gel prechodii
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Obr. 27: Vzorky riizné koncentrace vytdhnuté pri teploté 37 °C z vodni ldzné; A — vzorek bez
ITA vsechny koncentrace (18 — 30 %) ve formé gelu, B — vzorek s ITA koncentrace 25 — 30 %
ve formé gelu, koncentrace 18 % ve formé roztoku

8.3 Zména distribuce molekulové hmotnosti (z GPC) v zavislosti na dobé
degradace

s Agilent GPC-Addon Rev. &.02.02 - [Mass distributian <Overlay>] AEE

Wl File Options Window  Help
0|z M| & 2
Manday

[View 4 (P8 x: 116403
— 06/09/08

l—' y: 90.08475
| % 143239

-ax

Sample : [Dverlay

Calibration :

norm. Wilog M)

(o (al 7 W 16% ] 21 I Dokument1 5 (15 ion
Obr. 28: Méreni molekulové hmotnosti vzorku 6 (8 dni degradace); zdvislost distribucni
funkce na molekulové hmotnosti; s rostouci dobou degradace dochdzi k posunu pikit k nizsim
molekulovym hmotnostem a ke zméné tvaru pikii (smér Sipky)
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8.4 HPLC analyza roztoku pufru po degradaci
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Obr. 29: Chromatogramy vzorku 5 (24 %) po degradaci, ndrust velikosti pikit kyseliny
glykolové a mlécné, A — 1 den, B — 3 den, C — 11 den
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Obr. 30: Chromatogram vzorku 6 a 7 (20 %) po degradaci; A — bez ITA, B — s ITA
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2 Uvop

Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU) tvofi velkou skupinu organickych sloucenin
obsahujicich dva nebo vice kondenzovanych aromatickych kruht. K uvoliiovani PAU dochézi
nejen antropogenni Cinnosti Clovéka, ale také béhem pfirozenych procest probihajicich
v piirodé (Tab. 1:). PAU vznikaji béhem nedokonalého spalovéni, pyrolyzou organickych
latek, beéhem pramyslovych procest a prirozenym zuhelnatovanim organické hmoty (uhli).
Skupina PAU zahrnuje stovky sloucenin, pficemz nékterym je vénovana velkd pozornost, a to
pfedevsim pro jejich jiZ prokdzané karcinogenni ucinky.

Polycyklické aromatické uhlovodiky jsou pomémé chemicky stabilni latky (diky
konjugovanému systému m-elektrona). Probihaji na nich substitu¢ni nebo adi¢ni reakce, pfi
nichz Casto dochdzi ke vzniku nasycenych sloucenin pfi zachovéni cyklu. VétSina PAU
podléha fotooxidaci, kterd je také nejduleZzit€jsi reakci vhodnou pro odstrariovani PAU
z atmosféry. Nejcastéjsi reakci je vznik endo-peroxidd, které dile prechdzi na chinony.
Fotooxidacni reakce PAU adsorbovanych na Césticich probihaji mnohem rychleji, nez
volnych PAU (plynna féze, roztok). MoZné substitu¢ni derivaty PAU, jako jsou napf. nitro- a

chlor-derivéty, vykazuji Casto vetsi karcinogenni aktivitu neZ samotné PAU.

Tab. 1: Mozné zdroje PAU v Zivotnim prostredi

Antropogenni zdroje

primyslové zdroje

vyroba tepelné a elektrické energie
spalovani fosilnich paliv
zpracovani ropy

odpadni voda

potravindiské technologie

neprimyslové zdroje

pozary lesu, stepi, prérii

volné hofeni odpadu

spalovani odpadu ve spalovnach
doméci topenisté

cigaretovy kouf

Neantropogenni zdroje

geologické

uhli

ropa

sedimentované horniny
minerdly (curtizit, idrialit, ...)
vulkanicka Cinnost

biologické

biochemicka syntéza makrofyty a
mikroorganismy

Na zdkladé svych fyzikédlné-chemickych
vlastnosti jsou PAU razné distribuovany do
slozek  Zivotniho prostfedi. Mezi jejich
nejdilezitéjsi vlastnosti patii rozpustnost ve
vodé, K.,y, tlak nasycenych par, déle
hydrofobicita a lipofilita. Obecné plati, Ze se
zvySujicim se poctem kruhu ve slouceniné se
sniZuje rozpustnost ve vodé, klesa tékavost a
zvySuje se lipofilita.

PAU muzeme v Zivotnim prostiedi najit
témeér vSude, v ovzdusi, ve vodach, pudach a
v organismech. Z hlediska expozice jsou pro
nekufdky hlavnim zdrojem PAU inhalace
koute a také pfijem potravou. Ostatni cesty,
jako pfijem pitnou vodou a prinik pfes
pokozku, jsou pouze minoritni. Expozice
PAU obsazenych ve vzduchu mizZe nastat ve
vnitinim 1 venkovnim  prostfedi. Ve
venkovnim prostfedi je koncentrace PAU
v ovzdusi znacné ovlivnéna prumyslovymi
podniky vyskytujicimi se v dané lokalité.

Potraviny mohou byt kontaminovdny PAU
dvéma cestami. Jednak je to piijem PAU
z okolniho Zivotniho prostfedi (voda, puda,
vzduch), ale predevsim je to tepelnd dprava

aplikovand pfti kulinédfské piiprave jidla. PAU vznikaji pfi tepelnych procesech, jakymi jsou
grilovani, praZeni, smaZeni nebo uzeni. Rizikové potraviny jsou zejména ty, které se dostavaji
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do pifimého kontaktu se zplodinami hoteni; ldtky obsaZené v koufi se na n€ mohou piimo
vézat.

2.1 Toxikologie

Jak jiZ bylo konstatovdno, PAU se vyskytuji ve vSech sloZkdch Zivotniho prostfedi; vznikaji
pti velkém mnozstvi riznych procesu, at jiz pfirodnimi nebo antropogennimi. Dostupna data
z toxikologickych testll provadénd na zvitatech dokumentuji vyznamné ucinky nékterych
PAU, které mohou byt imunotoxické, genotoxické, karcinogenni a toxické pro reprodukci [1].
Klasifikace PAU vychazi predevsim z jejich karcinogennich dc¢inku [2].

Presto, Ze toxické ucinky PAU jsou zndmé jiz dlouhou dobu, dochdzi neustdle k novym
vyzkumim v této oblasti. V minulych letech doslo k pfehodnoceni pohledu na PAU v ramci
Evropské unie. Bylo vyddno nékolik zprdv expertnich skupin, na zdkladé kterych byly
upraveny i jednotliva nafizeni EU. Také byla upravena klasifikace karcinogenity PAU podle
IARC.

Podle dokumentu IPCS (International Programme on Chemical Safety) [3] bylo na zdkladé
informaci o vyskytu a toxicité vybrano 33 individudlnich PAU, které je nutné sledovat (Tab.
3:). Podle novych informaci o genotoxicité, karcinogenité a mutagenit€¢ bylo komisi SCF
v roce 2002 [4] z téchto 33 PAU vybrdno 15 prioritnich PAU, u kterych je nutné sledovat
jejich vyskyt v potravindch. Prioritni EU PAH se v nékterych pfipadech 1i$i od prioritnich
PAH podle U.S.EPA (16 EPA PAH) (Tab. 4:). Podle zprav IPCS a SCF vydanych
v roce 2005, vyhodnotila expertni komise JECFA 13 PAH (z 15 PAU podle SCF) jako jasné
karcinogennich a genotoxickych, vyjimka zustala, stejné jako podle SCF, pro
benzo(ghi)perylen a cyklopenta[cd]pyren. Navic JECFA doporucila sledovat také vyskyt
benzo(c)fluorenu v potravinach, protoZe podle testi na krysach prispiva k tvorbé nadord na
plicich. Na zdkladé& tohoto doporuceni byla definovédna skupina 16 prioritnich PAU podle
Evropské unie (15+1 EU PAH).

V Tab. 4: je uvedena klasifikace PAU podle seznamu IARC zroku 2010 [2]. Kromé
karcinogennich ucinkti vykazuje fada PAU i hematologické, imunologické, reprodukcni
ucinky a nékteré znich jsou navic genotoxické. Mezi nejvice studované PAU patii
benzo(a)pyren, ktery je jako jediny klasifikovan jako karcinogenni pro cloveka
(klasifikace 1).
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2.2 Ekvivalentni faktor toxicity (TEF)

ProtoZe se PAHs v prostiedi vyskytuji vzdy jako komplexni smési (2 PAHs), vychazi se ze
zjednoduseného piedpokladu o podobnosti toxického ucinku chemicky ptibuznych latek
jedné skupiny (analog faktora ekvivalentni toxicity pro PCB a dioxiny). Tento model faktoru
ekvivalentni toxicity (TEF) kalkuluje s aditivnim efektem danych komponent a vyjddienim
tohoto ucinku jako ekvivalentniho mnoZstvi benzo(a) pyrenu:

TEQ = X' Wpan; . TEF;,

kde Wpapn; je obsah ptislusného PAH a TEF; je ekvivalentni faktor toxicity pro piislusSny
PAH.

Tab. 2: Hodnoty TEF pro nékteré PAU [5]

Sloucenina TEF Sloucenina TEF
benzo(a)pyren 1 chrysen 0,01
dibenz(a,h)anthracen 1 acenaftylen 0,01
benz(a)anthracen 0,1 fluoranthen 0,01
benzo(b)fluoranthen 0,1 acenaften 0,001
benzo(k)fluoranthen 0,1 fenanthren 0,001
indeno(1,2,3-cd)pyren 0,1 pyren 0,001

Odbornd skupina CONTAM Panel (The EFSA Panel on Contaminants in the Food Chain)
zkoumala, jestli ekvivalentni faktor toxicity (TEF) je pouZitelny pro charakterizaci rizika pro
smé&s PAU v potravinidch. Dosla k z4véru, Ze pouziti TEF neni védecky opodstatnéné, protoze
neni dostatek dat z ordlnich testd karcinogenity pro individualni PAU, déle je rozdilny pfistup
k provadéni téchto testl a ukazuje se mala predikce karcinogenniho potencidlu smési PAU
zaloZena na soucasné pouzivanych hodnotich TEF. Piesto zavér skupiny CONTAM je, Ze
charakterizace rizika by méla byt zaloZzena na PAU, pro které jsou dostupnd data o jejich
karcinogenité, jako je BaP a dalsi vybrané PAU, tj. BaA, BbF, BkF, BghiP, CHR, DBahA,
IcdP. Podle skupiny CONTAM je téchto 8 PAU, at uz individudlné nebo v razné kombinaci,
momentalné jedinymi moznymi indikatory karcinogennich t¢inki PAU v potravinéach .

Kromé& sumy PAUS, jsou zjiStovany také sumy BaP, CHR, BaA, BbF (PAU4) a BaP a
CHR (PAU2); mezi t€mito skupinami vybranych PAU je velmi dobra korelace jejich vyskytu
v dané potraving.
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Tab. 3: Polycyklické aromatické uhlovodiky uvedené v dokumentu IPCS [3]

BéZny nazev CAS nazev CAS ¢. Zkratka
acenaften acenaphthylene 83-32-9 AC
acenaftylen acenaphthylene, 1,2-dihydro- | 208-96-8 ACL
anthratren dibenzo[def,mno]chrysene 191-26-4 ATR
anthracen anthracene 120-12-7 AN
benz(a)anthracen benz[a]anthracen 56-55-3 BaA
benzo(a)fluoren 11 H-benzo[a]fluorene 238-84-6 BaFL
benzo(b)fluoren 11 H-benzo[b]fluorene 243-17-4 BbFL
benzo(b)fluoranthen benz[e]acephenanthrylene 205-99-2 BbF
benzo(ghi)fluoranthen benzo[ghi]fluoranthene 203-12-3 BghiF
benzo(j)fluoranthen benzol[j]fluoranthene 205-82-3 BjF
benzo(k)fluoranthen benzo[ k]fluoranthene 207-08-9 BKF
benzo(ghi)perylen benzo[ghi]perylene 191-24-2 BghiP
benzo(c)fenanthren benzo[c]phenanthrene 195-19-7 BcPH
benzo(a)pyren benzo[a]pyrene 50-32-8 BaP
benzo(e)pyren benzo[e]pyrene 192-97-2 BeP
chrysen chrysene 218-01-9 CHR
koronen coronene 191-07-1 COR
cyklopenta(cd)pyren cyclopenta[cd]pyrene 27208-37-3 CPP
dibenz(a,h)anthracen dibenz[a,h]anthracene 53-70-3 DBahA
dibenzo(a,e)pyren naphtho[1,2,3,4-d,e,f]chrysene | 192-65-4 DBaeP
dibenzo(a,h)pyren dibenzo[b,de,f]chrysene 189-64-0 DBahP
dibenzo(a,i)pyren dibenzo[rst]pentaphene 189-55-9 DBaiP
dibenzo(a,/)pyren dibenzo[def,p]chrysene 191-30-0 DBalP
fluoranthen fluoranthene 206-44-0 F
fluoren 9H-fluorene 86-73-7 FL
indeno(1,2,3-cd)pyren indeno[1,2,3-cd]pyrene 193-39-5 1P
5-methylchrysen chrysene, 5-methyl- 3697-24-3 5-MCH
I-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
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Tab. 4: Seznam prioritnich PAU podle US EPA a EU

Priorita

, Molekulova Karcinogenita

Nazev podle Struktura
EU/EPA hmotnost (TARC, 2010)
benzo(a)pyren EPA, EU 252,32 1 O‘O‘O
S
acenaften EPA 154,21 3 OO
] .
acenaftylen EPA 152,12 OO
anthracen EPA 178,23 3
benz(a)anthracen EPA, EU 228,29 2B COQO
benzo(b)fluoranthen EPA, EU 252,32 2B 'C‘?O
benzo(j)fluoranthen EU 252,32 2B OQ&
»
benzo(k)fluoranthen EPA, EU 252,32 2B 'O‘?
benzo(c)fluoren EU 216,28 3 %’Q
benzo(ghi)perylen EPA, EU 276,34 3 ‘OQ‘O
chrysen EPA, EU 228,29 2B O’OO
55

cyklopenta(c,d)pyren EU 228,29 2A OQO

, O
dibenz(a, h)anthracen EPA, EU 27835 2A o ‘OO
dibenzo(a,e)pyren EU 302,37 3 O%‘O
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Pokracovani Tab.: 4

Nizev g:(;’lzlta Molekulova  Karcinogenita Struktura
EU/EPA hmotnost (TARC, 2010)

dibenzo(a,h)pyren EU 302,37 2B O.g )

ng
dibenzo(a,i)pyren EU 302,37 2B

9a®

dibenzo(a,/)pyren EU 302,37 2A Oe‘
fenanthren EPA 178,23 3 OO
fluoranthen EPA 202,26 3 Q‘%

gas
fluoren EPA 166,22 3

-
indeno(1,2,3-cd)pyren ~ EPA,EU 27634 2B O%CO
S-methylchrysen EU 242,32 2B
nafthalen EPA 128,17 2B
pyren EPA 202,26 3 09

Klasifikace karcinogennich latek podle IARC:

1 — Létky (smési) karcinogenni pro Cloveka

2A - Latky (smeési) pravdépodobné karcinogenni pro ¢lovéka
2B - Latky (smési) s moZznym karcinogennim tc¢inkem

3 —Latky (smési), jejichz karcinogenitu pro clovéka nelze klasifikovat (dikazy
karcinogenity nejsou dostatecné)
4  —Latky (smési), které pravdépodobné nevykazuji karcinogenni tc¢inek vuci clovéku

2.2.1 Metabolismus PAU

Jak uz bylo zminéno, expozice Clovéka PAU se uskuteCiiuje predevSim pies ovzdusi a
potraviny. V téle se PAU nekumuluji piili§ dlouho, avSak i pfesto dochdzi k jejich
metabolizaci. K metabolismu dochdzi ve vSech tkdnich. Metabolickd drdha a enzymy, které se
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Ji ucastni, jsou zavislé na typu tkdn€. Vznikaji slouceniny rozpustné ve vodé, které mohou byt
vylouCeny z téla. BohuZel vSak také dochazi k metabolické aktivaci PAU a vzniklé produkty
maji mutagenni a karcinogenni ucinky [6].

V soucasné dobé¢ jsou zndmé tii hlavni cesty metabolické aktivace PAU a nékteré dalsi
specifické minoritni postupy [7]. Odborniky byla jako cesta s dominantnim mechanismem
akceptovana teorie ,,oblasti zdlivu*, kde dochazi k tvorbé dihydrodiol epoxidta [8]. Druhou
cestou je vznik radikdl kationtd pomoci jedno-elektronové oxidace katalyzované
peroxiddsami cytochromu P450 [7]. Tteti metabolickd aktivace PAU zahrnuje vznik orto-
chinon, ktery je katalyzovan dihydrodiol dehydrogenasami [9].

Oblast zalivu

Tato metabolickd cesta PAU byla popsdna jiZ v n€kolika publikacich [7-8]. Dochézi k ni u
PAU v oblasti zalivu nebo fjordu, kde se uskuteciuje tvorba stericky branénych diol-epoxidu.
V procesech metabolické aktivace vznikaji stereoizomery. Teorie zdlivu zahrnuje tii
enzymaticky fizené reakce: prvni reakce je oxidace dvojné vazby, katalyzovand enzymy
cytochromu P450 (CYP), na nestabilni oxidy; druhd reakce je hydrolyza aren oxidu
mikrosomdlni epoxid-hydroldsou (EH) za vzniku frans-diolu; tfeti reakci predstavuje druhd
CYP-katalyzovand oxidace dvojnych vazeb sousedicich se skupinami —OH za vzniku diol-
epoxida. Vzniklé zalivové nebo fjordové diol-epoxidy jsou elektrofilni slouceniny schopné se
vazat na DNA. Metabolity vznikajici pisobenim CYP a EH jsou vysoce stereoselektivni.
V diive provedenych a popsanych studiich bylo zjiSténo, Ze obdobné& jsou metabolizovany
BaP, CH, 5-MCH, PHE, BcPH, BaA a DBalP [7].

Na obrazku je schematicky zndzornéna metabolicka aktivace BaP, kterd je modelem i pro
ostatni PAU.

7
konjugaty
l glutathionu

konjugaty

glutathionu <«— arenoxidy —> fenoly —>»  chinony
45 1- 7- 1,6-
7,8- 3- 9- 3,6-
8.10- 6- 6,12-

! ! !

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

9 45- 9-OH-4,5-diol 9
sulfatové estery 7.8- 6-OH-7,8-diol sulfatové ester
Y

9,10- 1-(3)-OH-9,10-diol

!

konjugdty <«— diol-epoxidy —»  tetraoly

glutathionu I .
7,8-diol-9,10=Epoxide
9,10-diol-7,8-Epoxide

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

Tvorba kationt radikalu
Odstranénim jednoho elektronu z konjugovaného n-systému molekuly PAU vznika kation

radikal. Kationt radikdly jsou silné€ elektrofilni a mohou interagovat s nukleofilnimi centry
v bunéénych makromolekuldch (napf. DNA). Vznik tohoto kationt radikédlu je oxidacni proces

katalyzovany peroxiddsami P450 .

“ cytochrom P-450
peroxidasa
o
chemicka/elektrochemicka

oxidace

BaP
(jako priklad) -

O‘O reduktant

BaP kation radikal s nabojem
lokalizovanym na Cé

Obr. 3: Vznik radikdl kationtu BaP [7]

oxidant
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Aktivace pres PAU-orto-chinony

Za treti cestu metabolické aktivace je povazovana tvorba o-chinond. Ty vznikaji za
katalyzy P450 dihydrodiol dehydrogendsy (DD) oxidaci diold (non-K region diold).
Mechanismus z4visly na oxidaci NADP" zahrnuje pocateéni vznik ketolu, ktery samovolné
pfechézi na formu katecholu. Nestabilni katechol je za pfitomnosti enzymu DD oxidovan na
o-chinon. Tento mechanismus byval diive povazovan za duleZitou cestu odbourdvani a
vyluovani PAU z organismu. Divodem bylo to, Ze o-chinony vykazuji silnou reaktivitu s
bunécnymi thioly, glutathiony a cysteinem, pfiCemz dochdzi k tvorbé ve vodé rozpustnych
konjugati. Dnes uz je tvorba chinont spi§ povazovana za cestu aktivace PAU, protoZe byla
prokdzana jejich vysoka reaktivita jako akceptorti pro Michaelovu reakci, které potom tvori
stabilni adukty s DNA [7, 9-10]. Metabolity PAU jsou vylouceny z téla moci, Zlu¢i a vykaly.

11 2
10
3
9
4
8

7 6 BaP
(jako priklad)

_CYP1A1/epoxidhydrasa ‘O
OO‘ BaP-7,8-katechol

dihydrodiol C HO
> — .
A C dehydrogenasy Hoﬁ . HO e ?120 oxidativni
HO H 0 tautomerizace < 202

(DD) poskozeni DNA
OH
trans-7,8-dihydrodiol ketol
NAD(P) "0 /©i<
o

o-semichinon anion radikal

NADP)H
0, e
Q . oxidativni
le’ 0 » poskozeni DNA

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

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

Primarni cestou Siteni PAU je ovzdusi, do kterého se tato xenobiotika dostdvaji v nejvetSim
mnoZzstvi. PAU vznikaji béhem nedokonalého spalovéni a pyrolyzy fosilnich paliv nebo difeva
[11]. Z pramyslovych zdroju jsou nejveétsim zneciStovatelem podniky na zpracovani ropy,
uhli a na vyrobu a zpracovani oceli [12]. Dal§imi zdroji PAU mohou byt ropné skvrny,
prusaky ropy, doprava nebo pfirozeny vznik béhem diageneze [13-14]. PAU jsou rovnéz
ptitomny v asfaltu; né€které z nich jsou pouzivany v 1ékafstvi nebo pii vyrob€ barviv, plastu
nebo pesticidi. Pii vzniku PAU pfirodnimi procesy hraji velkou roli meteorologické
podminky (vitr, teplota) a typ paliva (vlhkost, zelené nebo suché dievo, atd.).

Z ovzdusi se potom PAU mokrou a suchou depozici dostdvaji do ostatnich sloZek Zivotniho
prostiedi [15].

2.3.1 Ovzdusi

PAU se v ovzdusi vyskytuji v plynné fazi nebo adsorbované na Casticich. Obecné lze fici,
7e PAU se dvéma nebo tfemi kruhy jsou pfevaziné v plynné fazi, PAU se ¢tyfmi kruhy se
vyskytuji v plynné fazi i na Casticich a PAU s péti a vice kruhy jsou vizané predevSim na
Casticich (Tab. 5:) [16]. Doba setrvini a transportni vzddlenost PAU je zavisl4 na velikosti
Castic, na které jsou sorbovany, a na klimatickych podminkach [12, 17]. Asi 90 — 95 %PAU je
adsorbovadno na &asticich o velikosti mensi nez 3,3 um. Céstice s pramérem 0,1 — 3,0 um
zastdvaji v ovzdusi nékolik dnii a déle, takze mohou byt transportovany i na dlouhé
vzdalenosti [18]. Pfi rozkladu PAU adsorbovanych na atmosferickych Ccésticich hraje
nejdulezitéjsi roli fotodegradace [19]. Mnoho PAU, jako napi. BaP, jsou rychle degradovany
pusobenim UV zafeni.

Prostrednictvim nékterych studii byly ov&fovany mozné rozdily mezi sloZzenim smesi PAU
(lisi se poméry jednotlivych slouenin), a to v zdvislosti na typu zdroje [12, 20-21].
Procentudlni zastoupeni PAU s riznym poctem kruhl a vypocitané poméry vybranych PAU
byvaji pouZivany k urceni typu emisniho zdroje. Nicméné€ je nutné se na ziskané vysledky
divat obezfetné€, protoze muZe dochdzet k emisim z vice rozdilnych zdroji a také ke
specifickym atmosférickym reakcim (ozon nebo oxidy dusiku), coZ potom ovliviiuje sloZeni
smeési PAU [12]. Vypocitané poméry nemusi odpovidat skute¢nému pavodu.
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Tab. 5: Distribuce nékterych PAU v ovzdusi [12]

PAU Plynna faze, castice
acenaften plynnd faze
acenaftylen plynnd faze
anthracen plynné faze, Castice
fenanthren plynné faze, Castice
pyren plynnd faze, ¢astice
fluoranthen plynné faze, Castice
benz(a)anthracen Castice

chrysen Castice
benzo(b)fluoranthen Castice
benzo(j)fluoranthen Castice
benzo(k)fluoranthen Castice
benzo(a)pyren Castice
benzo(e)pyren Castice
dibenz(a,h)anthracen Castice
benzo(ghi)perylen Castice
indeno(1,2,3-cd)pyren Castice

2.3.2 Voda

PAU jsou semivolatilni slouceniny, jejichZ rozpustnost ve vod¢ je nizka a klesa se zvySujici
se molekulovou hmotnosti (s poctem kruhi). Proto se PAU ve vodé vyskytuji pouze
v nizkych koncentracich a jsou pfevdzné sorbované na pevnych Casticich a v sedimentech
[22].

PAU se dostdvaji do povrchovych vod pfedev§im z ovzdusi (suchou a mokrou depozici);
kromé toho jsou obsazeny v odpadnich vodich (méstskych a pramyslovych) a rovnéz
kontaminuji vodu prostfednictvim riznych havarii a tnika (t€Zba ropy, dopravni nehody, atd.)
[23]. Do meéstskych odpadnich vod se PAU dostdvaji splachem z dopravnich komunikaci,
z parkovist, stfech a jinych vétSich ploch, na kterych se usazuji prachové castice. PAU jsou
ve vysokych koncentracich pfitomny také v primyslovych odpadnich vodach pochazejicich
z vyroby chemikdlii (rozpoustédla, barviva, lubrikanty, insekticidy, aj.), ze zpracovani ropy a
uhli, z vyroby Zeleza a oceli a z dalSich primyslovych odvétvi. V podzemnich vodach se PAU
vyskytuji pouze v nizkych koncentracich, v porovndni s vodami povrchovymi. Je to
zpusobeno pfirozenou filtraci pfes horninové podlozi, po které PAU zlstavaji sorbované
v pudé. Ke zvyseni koncentraci dochdzi vétSinou pouze za mimotadnych situaci kontaminaci
pochdzejici z povrchovych zdroji (havarie, povodné) [23]. PAU se mohou vyskytovat

Vv

i v pitné vode€. Vyhlaska ¢. 252/2004 Sb. stanovuje nejvyssi mezni hodnotu pro benzo(a)pyren
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na 0,01 pg-l'1 a sumu PAU (benzo(b)fluoranthen, benzo(k)fluoranthen, benzo(ghi)perylen,
indeno(1,2,3-cd)pyren) na 0,2 pg-1" [24].

PAU sorbované na Césticich se usazuji v sedimentech povrchovych vod a mofi, kde jsou
siln€ vdazané. Sedimenty tak tvoii jakési zdsobniky a PAU z nich mohou byt znovu uvolnény
do okolni vody. U $kebli a dstfici (mlzi), které prefiltruji velké mnozstvi vody, miZe dochéazet
ke kumulaci PAU, protoZe nejsou schopny tcinné metabolizovat vSechny PAU. Jejich CiSténi
v Cisté vodé uz vyznamné nesniZuje hladinu PAU v organismu. Ve vétSin€ organismu dochazi
k ptirozené biotransformaci a nedochdzi k vyznamnému bioobohacoviani ve vodnim
ekosystému. Biokoncentracni faktory jsou v rozmezi 10 — 10 000, a to v zdvislosti na druhu a
typu PAU.

233 Puda

PAU se do pudy dostavaji predevsim z ovzdusi (mokrd, sucha depozice) nebo z odpadnich
vod. Vyskytuji se v ni zejména sorbované na pudnich Casticich. PAU s nizs$i molekulovou
hmotnosti mohou byt CasteCné rozpustény i v pudnim roztoku. V pudé je nejdulezitéjSim
mechanismem degradace mikrobidlni degradace. Mikrobidln€ jsou degradoviny PAU
s nizkou (naftalen) i vysokou molekulovou hmotnosti (koronen). Celd fada bakterii nebo hub
(Fungi) disponuji také metabolickymi cestami vedoucimi k degradaci PAU. Ne vSechny
druhy bakterii a hub jsou schopné degradovat vSechny PAU; metabolické drahy jsou vétSinou
omezené jenom na neékteré PAU [25]. Problém se vyskytuje pfevazné u vySe molekularnich
PAU. Ty mohou byt degradovany pies tzv. kometabolismus, ktery je definovin jako
nespecifickd enzymatickd reakce se substridtem, strukturné¢ podobnym primdrnimu substratu.
Pti degradaci vznikaji metabolity, ktery jsou mnohem rozpustnéjsi ve vodé nez pavodni PAU,
vetSinou jsou vSak také mnohem toxiCtejsi. U niz§ich PAU (2-3 kruhy) je polo€as rozkladu
pfevdzné dny, u vysSich PAU mésice az roky [26].

2.4 Vyskyt PAU v potravinach

Rostliny slouzici jako suroviny pro vyrobu potravin mohou byt kontaminoviny PAU
z ovzdusi (suchd a mokra depozice), ddle piijmem Zivin z pudy nebo vznikaji pfi endogenn{
syntéze. Dnes je za hlavni antropogenni zdroj PAU v potravinich povazovidna depozice
zovzdusi [27]. Kvyssi vyskytim PAU samoziejmé dochdzi v oblastech s rozvinutym
prumyslem nebo v oblastech blizko dopravnich komunikaci. K expozici zivocichi dochazi
predev§im vodou, ovzdus$im a potravou. PAU se vice kumuluji u vodnich Zivocichu,
pfedevs§im pak u morskych bezobratlych (mlzi, plZi) [28].

K nejvyznamnéjsi kontaminaci potravy PAU vS§ak muze dochézet pii vlastni tepelné dpravé
potravin. Procesni a kulindfské postupy aplikované pti upraveé potravin, jakymi jsou uzeni,
suSeni, smaZeni, vafeni, praZeni a grilovdni jsou Casto hlavnimi zdroji jejich kontaminace
[27].

Tvorba PAH v potravindich muze probihat endogenni a exogenni cestou. Pfi endogennim
vzniku se tvoii PAU uvnitf potraviny béhem jeji tepelné ptipravy. Toto mnoZstvi xenobiotik
je obvykle zanedbatelné. V extrémnich piipadech, jako je napfiklad pfipdleni tuku, muZe
obsah PAU v potraving prudce stoupat. Vyznamné vychozi latky (prekurzory) PAU jsou
peptidy, lipidy, sacharidy a rostlinné pigmenty. PAU vznikaji nejsndze pyrolyzou lipida, které
se rozpousti a dopadaji na zdroj tepla.

K exogenni kontaminaci potravin PAU dochazi takovym zplsobem, Ze potravina pfichazi
do styku se zplodinami hofeni; to plati zejména pro grilovani, pfimé suSeni, praZzeni a uzeni.
Pokud jsou pouzity vhodné technologické postupy, je mnozstvi PAU, které se dostanou do
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styku s potravinou minimdlni, v porovnini s mnozstvim PAU, které jsou jiZ obsaZeny ve
slozkach zivotniho prostiedi.

Pti grilovani nebo opékani jidla nad dfevénym uhlim nebo pfimo v ohni rovnéZ vznikaji
PAU. Pfi pfimém kontaktu se zdrojem tepla dochazi v mase k pyrolyze tuku a takto jsou
piimo generovany PAU. Jestlize maso neni v pifimém kontaktu (mfizka grilu), kape tuk na
uhli nebo do ohné¢ a opét mohou vznikat PAU, které se zpétné, a to spolu s koufem, dostavaji
k potravé. Pfi vertikdlnim grilovéni je kontaminace niZs$i neZ pii klasickém horizontdlnim
grilovani [29]. Tvorbu PAU pfi grilovani vyznamné sniZuje tepelnd prediprava nebo zabaleni
masa do hlinikové folie [30].

Uzeni masnych vyrobku je rovnéz deklarovano jako Casty zdroj PAU v potravinich.
Koncentrace PAU jsou v tomto piipadé vyznamné zavislé na spousté faktort, jakymi jsou
napt. druh pouzitého dfeva, teplota, piistup kysliku, typ udici komory a doba uzeni [31-32].
Obecné lze fici, Ze uzeni v malych domdcich udirnich je prevdZzné zdrojem vysSich
koncentraci PAU, v porovndni s modernimi udicimi komorami pouZivanymi ve vyrobnich
podnicich [33]. Kromé pfimého uzeni koufem se pouzivaji také koufova aroma (liquid smoke
flavorings).

2.5 Technologie vyroby trvanlivych fermentovanych masnych vyrobku

Trvanlivé masné vyrobky délime podle vyhlasky €. 326/2001 Sb. [34] na fermentované a
tepeln€ opracované. Trvanlivé fermentované masné vyrobky (TFMV) jsou definovdny podle
vyhlasky €. 326/2001 Sb. jako vyrobky tepeln€ neopracované, urCené k piimé spotiebé, u
kterych v prubéhu fermentace, zrani, suSeni a uzeni za definovanych podminek doslo ke
sniZzeni aktivity vody na hodnotu a, max. 0,93, s minimdlni dobou trvanlivosti 21 dni pfi
teploté + 20 °C. Do této skupiny masnych vyrobka patii i salam Poli¢an.

2.5.1 Michani dila

TEMYV vyZaduje dokonalé vypracovani dila s mozaikou se zietelnym oddélenim ¢éstic tuku
a svalové tkan€ (masa). Zékladnim pfedpokladem pro splnéni tohoto poZadavku je zpracovani
hlavni suroviny, zejména vepfového sadla, pfipadné tu¢nych ofezli, v mrazeném stavu.
Nejcast€ji se zpracovavd mrazené vepiové maso a sddlo, podil hovéziho masa se priddva
v Cerstvém stavu. Maso je dostateCné pevné a umoZziuje hladky fez jen pfi teplotich od -1 az
do 0 °C. Pfi mélnéni dochazi k zahtivani suroviny [35].

Druhym ptedpokladem je dokonaly technicky stav meélnicich stroji, tj. kutru a fezacek.
Podle poctu zpracovanych dédvek je nutné menit noZe i ne€kolikrdt denné. V naSich
podminkéch se zpracovava dilo pro trvanlivé saldimy prevazné v kutrech.

Hodnota pH dila bezprostfedné po zamichdni je urCena predev§im hodnotou pH masa a
tuku. Obvykle se pohybuje vrozmezi hodnot 5,7 —5,9. Zpracovdnim sidla s ptidavkem
dusitanové solici smesi a dalSich latek se snizuje vodni aktivita dila a,, na hodnotu 0,96.
Hodnoty pH pod 6,0 a a,, 0,96 v dile jsou nutné pro optimdlni rozvoj bakterii mlécného
kvaseni, a tim pro zdarny prabéh zrani [36].

2.5.2 NarazZeni dila

Pfi nardZeni dila do obalového stieva ma byt dilo jeSté v mraZeném stavu, nebot’ je
zapotiebi zabrdnit roztirdni tuku pfi vystupu z plniciho stroje. Je-li vSak teplota pfili§ nizka,
vzdjemné spojeni Castic dila je po rozmraZeni velmi slabé a nevytvoii se dostatecné pevna
konzistence vyrobku. Optimdlni teplota dila pfi nardzeni je okolo 1 °C. Dilo se plni pomoci
tzv. nardZeCek. Po naplnéni je kaZdé stfevo uzavieno sponou zpravidla na automatech [36].
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2.5.3 Zrani a fermentace

Naplnénd obalov4i stfeva jsou navéSena na udirenské vozy a dopravena do klimatizovanych
prostor (komor).

Pred nastavenim teploty a vlhkosti vzduchu v komorich, a to na hodnoty odpovidajici
pocatecni fazi zrdni, je nutné vyrovnat teplotni rozdil mezi dilem naraZzenym do obalového
stteva a vné&jSim prostfedim. Toto teplotni vyrovndni je nezbytné, protoZe Ccinnost
fermentaCnich bakterii je optimdlni pfi teplotich kolem + 25 °C (vys$si teploty nejsou
piipustné vzhledem k moZnému rozvoji patogennich a podminé€né patogennich
mikroorganismi). Vyrovnani ma trvat 2 — 6 hodin podle priméru obalového stfeva. Musi byt
co nejrychlejsi (teplota + 25 °C) a musi se uskuteCnit pfi co nejnizsi relativni vlhkosti
vzduchu (RVV) — pod 60 % [35].

V klimatizovanych komoriach probihd zrdni podle pfedem stanoveného rezimu. Kromé
teploty vzduchu a RVV je dilezité vénovat pozornost také rychlosti proudéni vzduchu, ktera
je nutnd pro rovnomérné suSeni a zakoufeni vyrobku pfi jeho uzeni. Zrani trvanlivych
fermentovanych salamt je plynuly proces, pfi jeho fizeni se vychazi z technologickych
postupt, zkuSenosti a druhu vyrobku.

NiZe je uveden ptiklad procesu zrani rozdéleny na tfi obdobi (faze) [35]:

Prvni fdze trva 2 —4 dny. Teplota vzduchu v komoréch je nastavena na max. 25 °C
v prvni den zrani, poté pozvolna klesd aZ na 22 °C, RVV je vrozmezi 90 — 94 %, rychlost
proudéni vzduchu 0,5 - 0,8 m-sec’’. Hodnota pH dila klesd na 5,0— 5,6, vodni aktivita se
snizuje z 0,96 na pfiblizné 0,94. Béhem tohoto obdobi probihaji v dile biochemické pochody
umoZziujici vybarveni vyrobku.

Druhd fdze trva 5 — 10 dni. Teplota vzduchu postupné klesa z 22 na 18 °C, RVV se
snizuje z 90 % na 80 %, rychlost proudéni vzduchu je v intervalu 0,2 — 0,5 m-s™. Hodnoty pH
dosahuji v dile 4,8 — 5,0, vodni aktivita se pohybuje v rozmezi 0,93 — 0,95.

Treti fdaze probihd jiz za teplot kolem 15 °C, rozpéti RVV je 70 — 80 %, proudéni
vzduchu je jiZ minimdlni, a to 0,05 - 0,1 m-s™'. Vodni aktivita klesd pod hodnotu 0,93.

V Ceské republice se vyrdbi vétSina trvanlivych fermentovanych salimd jako uzené
produkty. Pouze n€kolik vyrobcu se orientuje i na salamy s povrchovou plisni.

Pokud se vyrobky udi, déje se tak rovnéZ v klimatizovanych komoréch, které se oznacuji
jako udirenské nebo zakufovaci komory. Kouf o maximdlni teploté 25 °C se ziskdva ve
vyvijecich z bukovych Stépek nebo pilin a potrubim je pfivddén do jednotlivych komor. Uzeni
trva zpravidla 7 — 8 dni, poté jiz probihd pouze zrani a suseni vyrobkd, a to bud’ ve stejnych
komorich, piipadné se saldmy pievdzeji do tzv. zracich komor, rovnéz klimatizovanych.
Udirensky kout aromatizuje vyrobek a podili se na jeho povrchovém vybarveni. Latky
obsazené v koufi maji také antioxidacni ucCinek projevujici se na povrchovych vrstvich
saldmu. Karbonylové slouceniny a fenoly, které jsou piitomné v koufi, stabilizuji obalové
stievo a inhibuji rust plisni, kvasinek, pfipadné dalSich mikroorganismii na jeho povrchu [36]
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3 ANALYZA PAU

Pii analyze polycyklickych aromatickych uhlovodikid se shodné stejné jako u jinych
analyt, odviji cely pracovni postup od typu matrice, ve které chceme PAU stanovovat. Ve
vSech piipadech zahrnuje postup vzorkovéni, extrakci, preciSténi a analyzu. VSe je spojeno
s nasledujicimi problémy: jak zajistit kvantitativni izolaci PAU z matrice, jakym zpisobem
dostatecné precistit ziskany extrakt bez vyznamnych ztrat analyt, jak docilit dostate¢né
separace individudlnich sloucenin (problém s polohovymi izomery) a v neposledni fadé jak
zajistit jednoznacnou identifikaci a kvantifikaci sledovanych PAU.

3.1 Vzorkovani
3.1.1 Aktivni vzorkovani

Vzorkovani ovzdusi

V ovzdusi se mohou PAU vyskytovat v plynné fazi nebo sorbované na pevnych polétavych
Casticich (popf. v aerosolovych kapénkéch). Pro zachyt PAU se pouZivd velkoobjemovych
vzorkovaci vzduchu s kontrolovatelnym pratokem plynu, které jsou osazeny filtry
potifebnymi pro oddé€leni pevnych €astic a plynu. Pro zachyceni Castic se pouZzivaji pfedevSim
mikroporézni filtry ze sklenénych vldken potaZenych teflonem. Podle zvolené velikosti 1ze od
sebe oddéelit rizné velikosti Castic. Pro zachyt plynnych PAU se vyuzivaji polyuretanové
pény. Spolu s PAU dochdzi k odbéru i dalSich latek, a proto je ddle nutné extrakce a pfeciSténi

pted vlastni analyzou [17, 37].

Vzorkovani vody a sedimentu

Pti vzorkovani vody se pouZivaji tmavé sklenéné Cisté vzorkovnice, aby bylo zaruceno, Ze
nebude dochdzet k fotodegradaci PAU. Odebrand voda musi byt do zahdjeni analyzy
skladovana pfi teploté 4 °C. V piipad¢, Ze voda obsahuje zédkal, je nutné vodu pfed analyzou
zfiltrovat.

Pti vzorkovani sedimentl se odebere jeho potfebné mnozstvi, které je umisténo do plastové
nebo sklenéné zdsobni ldhve. Sediment musi byt pred dalSim pouZitim vysuSen (pozor na
ztraty t€kavéjSich analytt). V piipad€ nutnosti je mozné pomoci sondy odebirat i hloubkové
profily sedimentu (popf. pudy) ke stanoveni vyskytu PAU v jednotlivych vrstvach [38].

3.1.2 Pasivni vzorkovani

Kromé metod aktivniho vzorkovani mohou byt aplikovany také pasivni vzorkovace. Jejich
vyhodou je moZnost pouziti pii velmi nizkych koncentracich analytd, pro které by pfi
klasickém vzorkovani muselo byt odebirané mnozstvi vzorku obrovské; tento typ vzorkovéani
1ze doporucit rovnéz pii déle probihajicim monitoringu, pfi kterém mohou byt zachyceny i
nepatrné vykyvy v koncentracich. Dosud ziskané poznatky o vyuZiti tohoto typu vzorkovani
prokdzaly, Ze tento zpusob lze doporucit pro sledovani biodostupnych forem analytd. Pasivni
vzorkovaCe se pouzivaji pro vzorkovani vzduchu, vody, pudy i sedimentd [39]. Mezi
nejb&znéji pouzivané pasivni vzorkovace patii SPMD (Semi-permeable Membrane Device)
[40]. K vzorkovani vodnych roztoka 1ze pouzit i SBSE [41].
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3.2 Extrakce a piecisténi vzorku

Dalsim dalezitym krokem pii analyze je izolace analytd z matrice. Zvoleny postup vzdy
odrazi charakter testovaného vzorku; nejcastéji pouzivanou metodou je extrakce. U vzorka
vody je nejbézné&jsi extrak¢ni a pre-koncentracni technikou extrakce kapalina-kapalina nebo
extrakce tuhou fazi (SPE). Pro pevné vzorky (biologicky materidl, potraviny, sediment, puda,
apod,) je mozné volit mezi vice metodami. Jsou to pfedevS§im Soxhletova extrakce, extrakce
za zvySeného tlaku (PLE), mikrovlnnd extrakce (MAE), superkritickd fluidni extrakce (SFE),
saponifikace methanolickym roztokem KOH a extrakce ultrazvukem. Pro tékavé PAU lze
pouZit i mikroextrakci na tuhou fazi (SPME). Spolu s extrahovanymi PAU dochazi k extrakci
dalsich latek, které jsou typické pro danou matrici. U potravin zivoc¢isného puvodu jsou
koextrahovanymi lidtkami pfedev§im tuky, ve kterych jsou PAU piedevSim deponovany.
Slouceniny piitomné v matrici mohou vyraznym zpusobem ruSit stanoveni stopovych
mnozstvi PAU, a proto je nezbytné ziskané extrakty docistit. Clean-up je dalsim dulezitym
krokem pfi analyze stopovych koncentraci PAU. Nejcastéji pouzivanymi technikami je
kolonovd chromatografie (silikagel, florisil, alumina), gelovd permeacni chromatografie
(GPC) a extrakce tuhou fazi (SPE).

V posledni dobé prevlada pfi stanoveni téchto analyti snaha spojit krok extrakce a
precisténi v jeden. K tomuto tcelu se da pouzit SPE pfi extrakci xenobiotik ze vzorkd vody
[42]. PouZijeme-li jako vhodny extrakéni postup PLE, je moZné nasypat sorbent do extrak¢ni
patrony a k pfeciSténi dojde uz pfi extrakci [43]. Tim se uSetii Cas a vyfadi se jeden krok
z Gpravy vzorku.

3.2.1 Extrakcéni metody

Jednou ze zdkladnich poZadovanych technik pfi analyze potravin je alkalickd hydrolyza
(saponifikace) methanolickym roztokem KOH, kterd v zdvislosti na typu vzorku trvd 2 —4
hodiny [44-46]. Po hydrolyze jeSté nésleduje extrakce uvolnénych PAU do organického
rozpoustédla a nezbytné oddéleni fazi (v délici ndlevce, centrifuze).

Pro pevné vzorky (sediment, ptuda, potraviny) se jako zdkladni srovndvaci metoda aplikuje
Soxhletova extrakce. Je to kontinudlni extrak¢éni metoda, pfi niZ se pouZzivd specidlni sklenénd
aparatura. Extrahovany pevny vzorek je umistén nejcastéji do papirové patrony uprostied
aparatury; do prostoru patrony se opakované dostdvd rozpousStédlo a dochdzi k extrakci.
Velkou vyhodou Soxhletovy extrakce je velmi dobrd vyté€Znost, nevyhodou je cCasova
ndroCnost. Pro rychlejsi extrakci je pouZivédn systém Soxtec.

Mezi dnes nejpouzivangj$i extrak¢éni metody patii extrakce rozpoustédlem podporovand
tlakem (ASE, PLE, PSE, PFE). Pti zvySeném tlaku zUstdva rozpoustédlo v kapalném stavu a
ma lepsi extrakeni vlastnosti. Také extrahované analyty maji vetsi difizni koeficient. ZvysSeni
tlaku umoziiuje pouziti rozpoustédel v kapalném stavu (pod jejich bodem varu). PLE je velmi
ucinnd, Casové méné ndrocnd a sniZuje spotiebu rozpoustédel; ptistroje pro extrakci jsou vSak
vice finan¢né ndkladné. Do extrakéni patrony je moZzné pridat sorbent k pfimému CiSténi
extraktu [47]. Pro vzorky nestdlé pii vySSi teploté neni mozné pouzit ASE; u této metody
muZe dojit pti sniZeni teploty pfi vystupu extraktu k jeho precipitaci.

Mikrovlny mohou byt pouZity pro zahfivdni materidlu (vzorek, rozpoustédlo) na zaklade
absorpce zafeni a odvedeni ziskané energie ve formé tepla. Pfi mikrovinné extrakci (MAE) je
vzorek umistén do extrakcnich patron (teflon); ke vzorku je pfiddno rozpoustédlo a patrony
jsou umistény v ochranném obalu do mikrovinné pece. K extrakci je mozné pouzivat fizenou
teplotu nebo vykon po danou dobu. Nutné je pouZzit polarni rozpoustédla (voda, methanol,
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acetonitril, aceton, které mohou byt i ve smési s nepoldrnimi rozpoustédly), kterd jsou
schopna absorbovat mikrovinné zafeni. MAE muZze byt v provedeni pro extrakci za
atmosférického tlaku v otevienych nddobiach nebo za zvySeného tlaku (obdobné k ASE)
v uzavienych nadobach. Velkou vyhodou je mozZzné zpracovani série vzorki v jednom
extrakénim kroku najednou a mensi spotieba rozpoustédel; nevyhodou je predev§im cena a
také vyuZitelnost extrakce, kterd je zdvisla na typu matrice [48].

Pro extrakci pevnych vzorka se rovnéZ vyuziva jednoduchd metoda extrakce podporovana
ultrazvukem. Diky ultrazvuku se rozpoustédlo 1épe dostivd do poért pevného materidlu.
Vyhodou metody je jeji rychlost, jednoduchost a mald pofizovaci cena, mezi nevyhody patii
vetsi mnozstvi extraktu a nutnost filtrace.

Superkritickd fluidni extrakce (SFE) pouzivd jako extrakéniho Ccinidla tekutinu
v nadkritickém stavu (kritickd teplota T. a kriticky tlak p. jsou typické pro kazdou
slouCeninu). Typické je jeji pouziti pro extrakci pevnych vzorkl, kde mohou byt analyty
hluboko zakomponovdny do matrice; jsou siln€¢ vdzdny na povrchu matrice nebo
enkapsulovidny v organickych vzorcich, atd. NejCast&ji je pro extrakci pouzivian CO,
(T.=31,1°C, p.=72,9 atm.). Vlastnosti nadkritické tekutiny (hustota, viskozita, diftizni
extrakce je jeji solvatacni schopnost. Cely proces extrakce se sklddda z hlavnich kroku -
extrakce vzorku nadkritickou kapalinou, expanze kapaliny a oddéleni (sorpce) rozpusténych
latek, znovu rozpusténi analytd ve vhodném rozpoustédle. VSechny operace probihaji
v jednom pfistroji, neni potieba zadné dalSi externi manipulace se vzorkem, coZ je vyhodou
vzhledem k moznym ztratdm analyti. Nevyhodou je ur€ité pofizovaci cena extraktoru. SFE
muiZe byt piimo spojena s SFC (superkriticka fluidni chromatografie) nebo s HPLC [49].

Pro extrakci kapalnych vzorkii jsou pouzivané nejen extrakce kapalina-kapalina
(jednoducha, levnd, velké objemy extraktd), ale pfedevsim extrakce pevnou fazi (SPE). SPE
je jednoduchd metoda, kde podle volby stacionarni a mobilni fize miZeme lehce ovlivnit typ
extrahovanych analytd. Pro pfimou extrakci PAU se pouZzivaji predevsim faze C18. Vyhodou
extrakce je preciSténi a zakoncentrovdni v jednom kroku, dile moZnost automatizace,
piipadné extrakce vétSstho mnoZstvi vzorkt najednou. U vzorki s vét§Sim mnoZstvim pevnych
Castic je nutnd filtrace, jinak by doSlo k zaneseni a ucpdni SPE kolonek. U nékterych latek je
mozné sorpce na povrch kolonek [50].

3.2.2 Clean-up

Po extrakci je ve vétSin€ piipadi nezbytné precisténi extraktu (odstranéni nezadoucich
koextrahovanych latek). K tomuto dcelu je doporucovano né€kolik vhodnych nékolik metod.

Moderni a rychld metoda, kterd muZze byt automatizovana, je gelovd permeacni
chromatografie (GPC), kde dochdzi k déleni molekul na zdklad€ jejich velikosti. Pokud
zvolime spravnou stacionarni fazi, 1ze GPC pouzit pro odstranéni raznych koextrahovanych
latek. Pro dalSi analyzu se odebird frakce, ve které jsou pfitomny hledané analyty. Pro
odstranéni tukt se nejcastéji pouziva staciondrni faze Bio-Beads S-X3 [5, 46, 51], dile pak
Sephadex LH20 (na bédzi hydroxypropyldextranu). Jako mobilni fidze se v tomto ptipadé
pouzivd smes n-hexanu a ethylacetdtu, dichlormethan nebo chloroform. V nékterych
piipadech jsou i po piecisténi GPC pritomny v extraktu lipidy; v pfipadé, Ze by ruSily pfi
stanoveni, musi byt vzorek jesté docCiStén (napf. SPE nebo kolonovou chromatografif).
Vyhodou GPC je jeji moznd automatizace.
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Kolonovd adsorpéni chromatografie se vyuzivd pro odstranéni tuku, ale i1 dalSich
koextrahovanych poldrnich latek. B€Zn€ pouzivanymi sorbenty jsou silikagel, florisil nebo
alumina. V nékterych publikacich je uvadéno pouzivani sorbenti ¢asteCné deaktivovanych
vodou [43, 46]. Nevyhodou je Spatnd automatizace, avSak vyhodou je moZnost variabilné
meénit mnoZstvi pouZité staciondrni faze a zvysit sorpcni kapacitu kolonky.

Extrakce na tuhou f4zi (SPE) pracuje na stejném principu (adsorp¢ni chromatografie).
VétSinou se pouzivd komercné pripravenych kolonek a extrakce byvd automatizovdna.
Pouzivané staciondrni faze mohou byt nejen silikagel, florisil, alumina, ale 1 polymer
polystyren-divinylbenzen (PS-DVB) [47], CN/SiOH [5].
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Tab. 6: Prehled pouZivanych metod pro stanoveni PAU v riiznych matricich

]i:z;?:;i:l Clean-up Dalsi popis Material Analyza
GPC BioBeads SX-3, cyklohexan:ethylacetat 1:1 ¢aj, kdva [46] GC/HRMS
Bio-Beads SX3, cyklohexan:athylacetat 1:1; + SPE  hovézi a veprova Sunka
GPC + SPE ASPEC Xli (silikagel), cyklohexan [51] GC/HRMS
GPC+SPE Bi‘o‘—Beads SX3, cyklohexan:athylacetat 1:1 + SPE  ¢okoldda [52] GC/HRMS
(silikagel), cyklohexan
ASE GPC BioBeads SX-3, cyklohexan:ethylacetat 1:1 masné vyrobky [51] GC/HRMS
SPE hex:DCM raSelina [53] HPLC
SPE+sorbent v Vextrakcm Envi Chrom, cyklohexan:ethanol 1:1 vzorky potravin a oleju GC-MS/MS
patrong [47]
precisténi zaroven pii extrakci, hexan:dichlormethan 8,5:1,5 veprové sadlo, ryby
o 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 VZOf'k}Z Spanélskych HPLC
ultrazvuk .. saldmu [57] i
Kolonové chromatografie Florisil, n-hexan:DCM 6:4 slavky [58] fluorimetr
(celkové PAU)
Sep-Pack Plus Silica, n-hexan détské potraviny
SPE (ceredlie, susené HPLC
mléko) [59]
SPE cyklohexan ryby, kraby, mlZzi [60] HPLC
MAE GPC (SPE, saponifikace) Envirosep ABC, MF — dichlormethan (porovnani  rybf jdtra, dstfice, GC/MS

vice typu precisténi)

Stitozubec [61]
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Pokracovani Tab. 6

Extrakéni

technika Clean-up Dalsi popis Material Analyza
SPE silikagel, cyklohexan ¢aj, kdva [46] GC/HRMS
saponifikace SPE Extrelut, dichlormethan grilované maso [29] HPLC
SPE Strata, Isolute, 5% MTBE v cyklohexanu uzené maso a ryby [62] HRGC/MS
(LC-18, ENVI-18) DCM voda [63] GC/FID
SPE ENVI-18 ? rozpustna kava [44] GC/MS
EnvirElut ? hadi kuze [64] GC/MS
Y vyzkouseno také PLE, MAE kontaminovana puda
SFE pouze fedeéni [65] GC/FID
LLE extrakce subkritickou voda, po té extrakce do DCM sediment, puda [66] GC/MS
soxhlet SPE alumina, ethylacetat sediment [42] GC/HRMS
SBSE ] ACN:voda 8:2 vzorek matového Caje HPLC

[41]
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3.3 Metody analyzy

Analyza polycyklickych aromatickych uhlovodiki je vzdy spojena s chromatografickou
koncovkou. PouZivd se zejména chromatografie na tenké vrstvé (TLC), kapalinova
chromatografie (HPLC) a plynova chromatografie (GC). Pro kapalinovou chromatografii je
nezbytné spojeni s fluorescen¢ni detektorem, piipadné s UV/VIS detektorem. U plynové
chromatografie se diive hojné vyuZival plamenové-ionizacni detektor (FID), dnes uZ se
nepouzivd a pouZiva se pfevazne€ hmotnostni detektor.

3.3.1 Kapalinova chromatografie

Metoda kapalinové chromatografie ve spojeni s fluorescencnim detektorem je standardni
metodou pro analyzu PAU. Spektrofotometrické vlastnosti PAU jsou velmi vyznamné pii
jejich analyze pomoci HPLC. Kromé typickych absorpCnich spekter maji PAU i schopnost
fluoreskovat. Pokud pouZijeme fluorescencni detektor, je mozné ziskat detek&ni limity na
pozadované hodnoté p g-kg'l. Fluorescen¢ni detektor je také vice selektivni neZ detektor UV-
VIS. Abych vyuzily vSech vyhod fluorescence, je zapottebi pro jednotlivé PAU zvolit
spravnou excitacni a emisni vinovou délku. Pii vlastni analyze je dnes moZné nastavit na
detektoru Casovy program zmény excitacni a emisni vlnové délky podle retencnich Casu
danych sloucenin.

Vyhodné je propojeni dvou detektorti, a to DAD a FLD. Zméfené absorp¢ni spektrum
umozni porovnanim s knihovnou spekter identifikovat PAU a pouZit tuto informaci pro
konfirmaci. U DAD plati fddové vyssi detekéni limity neZ u FLD a tento detektor neni tak
selektivni. U PAU, které nefluoreskuji, je signdl z DAD vyuzit i pro kvantifikaci.

Pfi analyze PAU se vyuziva reverzni chromatografie. Mobilni fazi je ve vétSin€ pripada
acetonitril a voda. Pfi gradientové eluci roste obsah ACN aZ na 100 %. Analytické kolony
jsou na bazi silikagelu modifikovaného oktadecylovymi fetézci. Typicky pouZivana délka
kolony je 25 cm, ID 4,6 mm a velikosti ¢astic 5 nebo 3 um. U kolon s primérem 4,6 mm je
mozné nastiiknout i n€kolik desitek pl. To je vyhodné pro sniZovani detek¢nich limita.

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

Sloucenina Excitacni vlnova 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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Pokracovani Tab. 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

Plynové chromatografie je dnes jiZ dominantni analytickou koncovkou pii analyze PAU. Je
vhodnd pro analyzu vzorkti ze Zivotniho prostfedi i potravin. Jeji pozitivni vlastnosti ve
srovnani s LC jsou vetsi selektivita, rozliSeni a citlivost. Pfi analyze komplexnich vzorku je
vyhodou mnohem vétsi kapacita pika pouzivanych kapilarnich kolon. K detekci se témeér
vyhradn€ vyuzivd hmotnostni spektrometrie [67]. Pro stanoveni PAU lze vyuZit i plynovou
chromatografii ve spojeni s plamenové-ionizacnim detektorem [65].

VylepSeni GC metod jako jsou velkoobjemovy néstfik, termdlni desorpce, rychld GC,

Hlavnim problém pfi chromatografické separaci je koeluce nékterych analytl, které jsou
navic charakterizovdny stejnou molekulovou hmotnosti, popf. hmotnostnim spektrem.
Dulezité je proto u GC metody vybér vhodné stacionarni faze pro separaci PAU. NejCastéji
pouZzivané staciondrni faze jsou methyl a fenyl substituované polysiloxany. Nékteré patentové
chrdnéné fize se specifickou selektivitou (napi. DB-XLB) jsou pfimo doporuCoviny pro
separaci PAU. PAU, u kterych dochézi na jedné koloné ke koeluci, mohou byt pfi pouZiti jiné
staciondrni fdze dostatecné rozdéleny. Pro separaci jsou problémovymi analyty, u kterych
dochazi ke koeluci, zejména BaA, CHR a CPP; BbF, BkF a BjF; DBahA a IP [68]. Pro
stanoveni 16 EPA PAH jsou béZné doporucovany kapilarni kolony s mirn€ polarni staciondrni
fazi methylpolysiloxan s 5 % fenylu. Rozméry obvykle pouzivanych kolon jsou 30 m X
0,25 mm X 0,25 pm. Kolony pro rychlou chromatografii jsou krat$i s menSim pramérem,
typicky je rozmér 10m X 0,1 mm X 0,1 um. Pro analyzu PAU prioritnich podle EU je
pozadované rozdéleni latek dosazeno predevsim na kolondch se staciondrni fazi 50 % fenyl
methylpolysiloxan [67-70].
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Obr. 5: Chromatografickd separace kritickych piku na rozdilnych staciondrnich fdzich za
stejnych teplotnich podminek (A) DB-17MS (60 m x0,25 mm ID; 0,25 um), (B) DB-5MS
(60 m x0,25 mm ID; 0,25 um), (C) Optima ® 86 (30 m x 0,25 mm ID; 0,25 um) [68]

GC-MS

Po separaci PAU plynovou chromatografiii se k detekci pfevdzné pouzivd hmotnostni
spektrometrie s kvadrupdlovym analyzdtorem a elektronovou ionizaci (EI). PAU poskytuji
intenzivni molekuldrni ionty a hmotnostni spektra s malou fragmentaci. Ke kvantifikaci se
pouzivd SIM (selective ions monitoring), ktery umoZiuje stanovovat sloueniny na
potiebnych detek¢nich limitech. V oblasti ultrastopové analyzy neni méd SCAN dostacujici.
Pfi téchto méfenich je potom nevyhodou ztrita informace o hmotnostnim spektru
jednotlivych pika (odpovidajicich sledovanym analytim). Zachovani spektralni informace
umoznuje hmotnostni spektrometr s analyzatorem doby letu (TOF-MS) [67, 71-72].

GC-HRMS a rychla GC

Pro stanoveni PAU se s vyhodou aplikuje metoda rychlé chromatografie ve spojeni
s hmotnostni spektrometriii s vysokym rozliSenim. Autofi Zienghals a spol. [46] vyuZzili tuto
metodu pro stanoveni PAU prioritnich podle EU v €aji. Optimalizovand metoda byla zkracena
z 72 min (GC-MS) na pouhych 25 min. Vyuziti hmotnostni spektrometrie je vyhodné pro
identifikaci a kvantifikaci PAU ve velmi komplexnich matricich (potraviny, ZP), kde pfesna
molekulovd hmotnost mize pomoci pii spravné identifikaci sloucenin.

GC-MS/MS

Pro stanoveni PAU lze vyuZit i spojeni plynové chromatografie a trojitého kvadrupdlu
(GC-QqQ-MS/MS). Vyhodou tohoto zpusobu detekce je velka selektivita trojitého
kvadrupdlu. Diky tomu mohou byt vynechdny nékteré kroky pfi dpraveé vzorku a dosazeno tak
mensich ztrat analyt [54]. B. Veyrand a spol. [47] ve své praci zameéfené na analyzu PAU ve
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vzorcich ryb porovndvali metodu HRMS, MS/MS a jednoduché MS. Pro dany pripad analyzy
BaP vrybiach bylo jednoduché MS nedostacujici, v pfipadé ostatnich dvou metod byly
vysledky srovnatelné. Z ekonomickych a technickych divodi byla metoda MS/MS
vyhodnocena jako nejvhodnéjsi.

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

Sloucenina 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 nejnovéjsi piistupy v analyze PAU patii vyuZiti orthogondlni dvojdimenziondlni
plynova chromatografie s hmotnostnim detektorem s analyzatorem doby letu (TOF-MS).

Princip multidimenziondlni plynové chromatografie je znam uz téméf 50 let [73]. V roce
1991 byla publikovédna price Liu a Phillipse [74], ve které bylo pfedstaveno nové feseni
dvojdimenziondlni plynové chromatografie vyuZzivajici termalniho desorp&niho modulétoru.
Principem této GC X GC je spojeni dvou kapildrnich kolon s rozdilnou staciondrni fazi a
jinymi rozméry. Vzorek separovany na primdrni kolon€ je poté separovany na nezavislé
sekundarni kolon€. Cely analyzovany vzorek je separovdn na obou kolonich, které maji
odliSnou selektivitu. ,Nastfik z primdrni kolony na sekunddrni se d&je s vyuZitim
modulétoru, ktery zamraZenim a op€tovnym zahidtim postupné ddvkuje vzorek z primarni
kolony na kolonu sekundérni. Kazda sloucenina je charakterizovdna dvéma retencnimi Casy.
Vyhodou metody je vétsi kapacita pikd v porovnani s béZznou GC, zvySeni poméru signal-
Sum, zisk strukturovaného 2D chromatogramu. K vyuZiti vSech vyhod ziskanych pouZzitim 2D
GC (GC x GC) je nutné mit vhodny detektor, ktery je schopny rychlého sbéru dat (50 Hz a
vice). Ve spojeni s 2D GC se dnes vyuziva predev§im TOF-MS, ale také FID a ECD [75].
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Obr. 6: Princip separace ldtek v systéemu GC x GC

Kolony

e Priméarni kolona

O O O O

@)

preferovany nepoldrni nebo mirné€ polarni

separacni mechanismus — bod varu

teplotni gradient

Sitka piku v sekundédch

kolony klasickych rozméra (15 — 30) m X (0,25-0,32) mm ID, (0,1 — 1) um

e Sekundarni kolona

@)

0O 0O 0O 0O ©O

ruzné kolony s rozdilnym separaCnim mechanismem nez primarni
pievazuje de€leni podle polarity

teplotn¢ izokratickd, velmi rychlé separace

Sitka piku 50 — 100 ms (v milisekundach)

kolony kratké, s malym pramérem, (0,5 —2) m X 0,1 mm ID, 0,1 pm
vlastni termostat

Pro analyzu PAU GC x GC lze pouzit klasické uspotfadani kolon, a to jako primédrni kolonu
mirné poldrni (napt. DB-5MS) a jako sekundédrni kolonu semipoldrni (napf. DB-17MS);
piipadné lze polaritu kolon vymeénit a pouZzit jako primdrni semipoldrni kolonu a jako
sekundérni nepolarni kolonu.
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Obr. 7: 2D chromatogram vzorku nafty (GC x GC-FID), princip strukturovaného diagramu —
délent podle skupin ldtek [76]
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Material, chemikalie a pristroje
4.1.1 Pristroje a zarizeni

e soxhletuv extraktor Soxtec (Biichi, gvycarsko)

e kapalinovy chromatograf Agilent 1 100 Series s UV detektorem (izokratické Cerpadlo,
odplyfiova¢ mobilni faze, automaticky davkovac, UV detektor, sbérac frakci) (Agilent,
USA), kolona Bio-Beads S-X3, 8x500 mm (Tessek, Ceskd republika)

e rotaéni vakuovd odparka s vodni l4zni Rotavapor R-200 (Biichi, Svycarsko)
® plynovy chromatograf Agilent 6890 N (Agilent, USA)
® hmotnostni spektrometr Pegasus IVD, (Leco, USA)
e odparovaci zafizeni (Labicom, Ceskd rebublika)
4.1.2 Standardy a chemikalie
e chloroform (SupraSolv, Merck, Némecko)
¢ undekan (for GC, Sigma Aldrich, USA)
e isooktan (SupraSolv, Merck, Némecko)
e diethylether (SupraSolv, Merck, Némecko)
® siran sodny bezvody, p.a.; Zthany pfi 600°C, 5 hodin (Merck, Némecko)
¢ smésny standard PAH Mix 9 (16 EPA PAU) v cyklohexanu, koncentrace 100 ng- pl'l

(Dr. Ehrenstorfer GmbH, Némecko)
e smésny standard deuterovanych PAU PAH Mix 24 deutered, koncentrace 10 ng- pl”

4.1.2.1 Priprava kalibracnich roztoki
4.1.2.2 Smés PAU Mix 45

Z puvodniho roztoku standardu PAH Mix 9 o koncentraci 100 ng- pl'l byly postupnym
fedénim isooktanem pfipraveny roztoky o koncentracich 1 000, 100, 50, 20, 15, 10, 5 a 1
ng-ml™". Pro sestaveni kalibradnich kiivek byly pouZity roztoky v rozmezi 1 — 50 ng-ml™",

4.1.2.3 Smés D-PAU

Z pavodniho roztoku standardu PAH Mix 24 o koncentraci 10 ng- ul” byly postupnym
fedénim isooktanem pfipraveny roztoky o koncentracich 1 000, 100, 50, 20, 15, 10, 5 a 1
ng~ml'1. Pro sestaveni kalibracnich kiivek byly pouzity roztoky 1 — 50 ng~ml'1.

Pridavek vnitfniho standardu do vzorku tuku rozpusténého v isooktanu byl 5 pl standardu o
koncentraci 1 ng: pl'l.

4.2 Odbér a uprava vzorku

Ve firmé KMOTR — Masna Krométiz byly po dobu 1 mésice odebirdny vzorky saldmu
Polican. V jeden den odbéru bylo vzdy odebrano 10 vzorkd saldamu ze tii raznych
zakurovacich a zracich komor. Prvni komora a druhd komory (1. a 2. komora) jsou nové
komory, vyuZivajici nejmodernéjSich technologii, tfeti komora (3. komora) byla komora
star§iho typu. Celkem bylo odebrano 120 vzorki (4 x 30). Vzorky byly upraveny podle dile
popsanych metod. Data odbéru odpovidala jednotlivym fazim vyroby saldmu: po naplnéni a
zaveéSeni, po zakoufeni, zrdni a fermentaci a konecny vyrobek pfed odvozem do balirny.
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Tab. 9: Seznam odebranych vzorkit

cislo vzorku umisténi datum odbéru
1...10 1. komora 21.11.2007
11..20 2. komora 21.11.2007
21...30 3. komora 21.11.2007
31..40 1. komora 28.11.2007
41...50 2. komora 28.11.2007
51...60 3. komora 28.11.2007

1

2

3

1

2

3

61...70 . komora 19.12.2007
71...80 . komora 19.12.2007
81...90 . komora 19.12.2007
91...100 . komora 2.1.2008
101...110 . komora 2.1.2008
111...120 . komora 2.1.2008

4.2.1 Extrakce tuku

Ze zhomogenizovaného vzorku bylo navdzeno asi 1 —2 g, s pfesnosti na 0,0001 g. Vzorek
se nasledné dehydratoval pomoci bezvodého siranu sodného. Takto pfipravend sypkd smés
byla kvantitativné pfevedena do extrakéni patrony. Extrakce probihala kontinudlné Sest hodin
v extraktoru Soxtec. Jako extrakéni cCinidlo byl pouzit diethylether. Po extrakci bylo
rozpouStédlo odpafeno a zvdzil se vyextrahovany tuk. Obsah tuku v % byl vypocitan pro
vSechny vzorky. Vyextrahovany tuk byl pfeveden do vialek a uloZen v chladni¢ce do dalSiho
zpracovani.

4.2.2 Precisténi vzorku pomoci GPC (odstranéni tuku)

Priblizn€ 0,5 g tuku bylo navdzeno s piesnosti 0,0001 g do vialek. K tuku byl pfiddn
chloroform do objemu 1 ml. K takto pfipravenym vzorkim byly pfiddany 3 ul smésného
standardu D-PAU.

Vzorek byl prfeciStén pomoci GPC. Bylo nadavkovédno 4krit 100 ul tuku rozpuSténého
v chloroformu. PouZitou kolonou byla kolona Bio-Beads S-X3. Sbirala se frakce od 20. do 35.
minuty, kterd byla stanovena podle testovaciho ndstfiku rozpusténého vepfového sidla a
standardu PAU. Frakce ze vSech Ctyf nastfika byly spojeny a pfevedeny do odpafovaci barky.

4.2.2.1 Nastaveni GPC

e mobilni faze: chloroform, 0,6 ml-min”
e detektor: UV, 254 nm
e gsbirana frakce: 20 — 35 min

1

4.2.3 Qdpareni chloroformu a prevedeni vzorku do isooktanu

Odpatovani vzorku bylo rozdéleno na dvé faze, a to predev§im z davodu analyzy
tékaveéjSich PAU a omezeni jejich pfipadnych ztrat. Nejdiive byl vzorek Castecné€ zahuStén na
rotacni vakuové odparce (asi 1 ml). Vzorek byl nasledné pfeveden do vialky a bylo k nému
ptidano 20 ul undekanu. Vzorek byl poté zahustén pod proudem dusiku (zistal pouze
undekan) a bylo k nému pfiddno 30 ul isooktanu. Tato smé&s byla kvantitativné prevedena do
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sklenéné vlozky (insertu), kterd byla umisténa do vialky. Vzorek byl analyzovdn pomoci
GC x GC-TOF-MS.

4.2.4 Analyza precisténého vzorku na GC x GC-TOF-MS

Precisténé vzorky ve vialkdch byly analyzovdny pomoci dvojdimenziondlni plynové
chromatografie. Stanoveni obsahu PAU bylo provdadéno pomoci externich kalibra¢nich kfivek
pro jednotlivé PAU a vnitinich deuterovanych standardu, které byly ke vzorku pridavany pred
pieciSténim GPC. Pravideln€ byla provddéna kontrola kalibra¢nich kfivek.

4.2.4.1 Nastaveni GC xGC-TOF-MS
®  primdrni kolona: Rxi-5SilMS (30 m x 0,25 mm ID; 0,25 um)
®  sekunddrni kolona: BPX-50
* GC metoda:

@)

O
O
O

néstiik:1 pl, 290 °C, bez délice toku

nosny plyn: He, 1 ml-min™

teplota transfer line: 280 °C

teplotni program prim. kolona: pocateCni teplota 50 °C, konstantni 1 min;
pak 10 °C/min do 220 °C; a 5 °C/min do 320°C, konstantni 6 min

teplotni program sek. kolona: pocatecni teplota 50 °C, konstantni 1 min; pak
10 °C/min do 240 °C; a 5 °C/min do 340°C, konstantni 6 min

moduldtor: separacni doba 4 s (modulacni perioda, second dimension
separation time), horky pulz 0,8 s (hot pulse), studeny pulz 1,2 s (cool time).

o  MS metoda:

@)

O
O
O

rychlost sbéru dat: 100 sp/s

EI70 eV, napéti na detektoru 1900 V
rozsah m/z: 30 — 500

teplota iontového zdroje: 250 °C
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4.2.4.2 Seznam sledovanych analyti

V nésledujicich tabulkédch jsou prezentovany sledované PAU a hodnoty m/z, vybrané pro

kalibrace.

Tab. 10: Seznam sledovanych PAH podle US EPA a jejich hodnoty m/z, které byly pouZity

pro kvantifikaci.
Sloucenina m/z Vnitini 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(a)anthracen 228 Chrysen — D12
Chrysen 228 Chrysen — D12
Benzo(b)fluoranthen 252 Perylen — D12
Benzo(k)fluoranthen 252 Perylen — D12
Benzo(a)pyren 252 Perylen — D12
Benzo(ghi)perylen 276 Perylen — D12
Dibenz(a,h)anthracen 278 Perylen — D12
Indeno(1,2,3-cd)pyren 276 Perylen — D12

Tab. 11: Seznam deuterovanych PAU pouZitych jako vnitini standard a jejich hodnoty m/z,
které byly pouZity pro kvantifikaci.

Slouc¢enina

m/z

Naftalen — D8
Acenaften — D10
Anthracen — D10
Chrysen — D12
Perylen — D12

136
162
188
240
264
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5 VYSLEDKY A DISKUSE
5.1 Precisténi vzorku pomoci GPC

K precisténi vzorku tuku byla pouZita gelovd permeacni chromatografie. Na systému, ktery
je dostupny na naSem pracovisti, je mozné aplikovat maximdlni nastfikovany objem 100 pul.
Aby bylo mozZzné dosdhnout dostateCnych LOD a LOQ, byl kazdy vzorek o objemu 100 ul
nastiiknut 4krat. Frakce, kterd byla odebirdna, byla urCena podle testovacich vzorka
veprového sadla rozpusténych v chloroformu (0,5 g v 1 ml) a podle pouzitého standardu PAU

(1 pg -ml™).

5.2 Optimalizace GC x GC podminek

Pro analyzu PAU byly optimalizovdny separacni podminky ve 2D chromatografii. Bylo
zvoleno klasické uspofadddni primdrni a sekundarni kolony, tzn., Ze jako primarni byla zvolena
nepoldrni kolona Rxi-5SiIMS (30 m X 0,25 mm ID; 0,25 um) a jako sekundarni stfedné
polarni kolona DB17-MS (1,21 m X 0,1 mm ID; 0,1 um). Nejdfive byla optimalizovdna
separace v ID GC a poté ve 2D GC; vSe bylo nejdiive provddéno se standardem PAU o
koncentraci 50 ng~ml'1 a vzorkem tuku s pfidavkem standardu PAU.

5.2.1 Analyzav 1D GC

Teplota néstfikového prostoru byla nastavena na teplotu 290°C, bez dé€lice toku. Vzhledem
k dostate¢nému rozdé€leni dvojic pikd fenanthren — anthracen, benz(a)anthracen —chrysen a
benzo(b)fluoranthen — benzo(k)fluoranthen byl nastaven od 220 °C pouze pomaly narast
teploty, a to 5°C za minutu. Celkov4 doba analyzy byla 44 minut.

5.2.2 Analyza ve 2D GC

Pro analyzu ve 2D GC byla optimalizovédna separacni doba druhé dimenze, délka horkého a
studeného pulzu a také teplotni offset na sekundarni koloné€. Pro optimalizaci byl pouZzit
standard o koncentraci PAU 100 ng~ml'1.

Pti analyze ve druhé dimenzi (modulacni perioda) byla nejdfive pouZita doba separace 3s.
Na chromatogramu je zietelné vidét (Obr. 8:), Ze pik chrysenu je rozdélen na dve Casti
(detekovéna rozhrani 3,0 a 0,1 s) a pik benzo(a)pyrenu ma retencni Cas v reten¢nim case
krvéceni kolony (bleed) a rozpoustédla. Tato separace nebyla dostacujici.
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Tab. 12: Podminky analyzy ve 2D GC, modulacni perioda 3 s

Teplota néstfiku 290 °C
Napéti detektoru 1900 V
EI 70 eV
Sbér dat 100 sp/s
pocatecni teplota 50 °C, konstantni 1 min

Teplotni program na primarn{

. 10 °C/min do 220 °C
koloné

5 °C/min do 320 °C, konstantni 6 min
pocatecni teplota 70 °C, konstantni 1 min
10 °C/min do 240 °C
5 °C/min do 340 °C, konstantni 6 min
teplota + 30 °C
modulacni perioda 3 s (second dimension
Modulator separation time)

horky pulz 0,6 s (hot pulse)

studeny pulz 0,9 s (cool time)

Teplotni program na sekundarni
kolong¢ (offset + 20 °C)

1000
Obr. 8: Chromatogram standardu PAU (100 ng'ml']) zméreny pri separacni dobé na
sekunddrni koloné 3 s

Pfi nisledném meéfeni byla proto modulacni perioda prodlouZena na 4 s, horky pulz byl
0,8 s a studeny pulz 1,2 s (Obr. 9:). Ostatni parametry zustaly nezménény. Retencni Casy pikt
benzo(ghi)perylenu a dibenz(a,h)anthracenu (asi 0,3 s) zustaly sice menSi nez retencni Cas
patfici k latkdm z krvdceni kolony, ale ani jeden nezasahuje ptimo do této oblasti, a proto
nebyl pfi vyhodnocovéni Zadny problém.

Pfi nastaveni separaCni doby 4 s ve druhé dimenzi byly jesté testovdny dalSi zmény, a to
offset na sekundarni koloné€ + 10 °C, + 30 °C a zmény horkého pulzu na 1 sresp. 0,5s, a
studeného pulzu na 1s, resp. 1,5s. Optimédlni separace bylo dosaZeno pii podminkich
uvedenych v Tab. 13:.
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gl 1000 1501 il
Obr. 9: Chromatogram standardu PAU (100 ng'ml']) zméreny pri separacni dobé na
sekunddrni koloné 4 s

Tab. 13: Optimalizované podminky analyzy ve 2D GC pouZité pro analyzu PAU v saldmech

Teplota néstfiku 290 °C
Napéti detektoru 1900 V
EI 70 eV
Sbér dat 100 sp/s
pocatecni teplota 50°C, konstantni 1 min

Teplotni program na primarn{

. 10 °C/min do 220 °C
koloné

5 °C/min do 320 °C, konstantni 6 min
pocatecni teplota 70 °C, konstantni 1 min
y N 10 °C/min do 240 °C
koloné (offset + 20 °C) 5 °C/min do 340 °C, konstantni 6 min
teplota + 30 °C
modulacni perioda 4 s (second dimension
Modulator separation time)
horky pulz 0,8 s (hot pulse)
studeny pulz 1,2 s (cool time)

Teplotni program na sekundarni
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fenanthren + anthracen

ﬁ 108 1208 1308

Obr. 10: Separace piku fenanthnu a anthracenu na z 178

benz(a)anthracen + chrysen

1952

Obr. 11 :Separace pikit benz(a )anthranu a chrysenu na hodnoté z 228

5.3 Kalibrace

Pripravena sada kalibra¢ni roztoka (viz. 4.1.2.1) byla proméfena optimalizovanou metodou
pro stanoveni PAU. Byly vyneseny linedrni zdvislosti plochy piku na koncentraci.
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Tab. 14: Hodnoty smérnice, tiseku a korelacniho koeficientu kalibracnich zdvislosti
Jjednotlivych D-PAU

’ Korelaéni
Sloucenina 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 smérnice, useku a korelacniho koeficientu kalibracnich zdvislosti
Jjednotlivych PAU

; Korelaéni
Sloucenina 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(a)anthracen 6149 -499 0,992
Chrysen 6508 -400 0,998
Benzo(b)fluoranthen 5395 583 0,996
Benzo(k)fluoranthen 4982 782 0,995
Benzo(a)pyren 4312 625 0,993
Benzo(ghi)perylen 4074 342 0,992
Dibenz(a, h)anthracen 2153 670 0,995
Indeno(1,2,3-cd)pyren 4051 378 0,998

5.3.1 Limity detekce a kvantifikace

Pro vypocet limitu detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ) byly pouZity vztahy béZné
pouzivané pro tento ucel u chromatografickych metod. Mez detekce odpovidd koncentraci,
pro kterou je analyticky signdl statisticky vyznamné odliSny od Sumu. Mez stanovitelnosti
odpovidd koncentraci, pfi které je piesnost stanoveni takovd, Ze dovoluje kvantitativni
vyhodnoceni. Mez detekce byla vyjddiena jako trojndsobek Sumu zdkladni linie a mez
stanovitelnosti jako desetindsobek Sumu zdkladni linie. VySka Sumu byla odelitdna ve
20 vzorcich na dané hodnoté m/z.
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3% h, _
LOD="%xc, (ng-ul™)
mn
10x h, _
LOQ=—xc, (ng-pl™)
mn
| PR vyska Sumu
Choeeeereenennnnnns koncentrace nejnizsiho kalibracniho bodu
11 PR vyska piku kalibracniho bodu s nejnizsi koncentraci

Takto ziskané hodnoty LOD a LOQ byly pfepocCitiny na konecné koncentrace PAU ve
vzorku saldmu pg~kg'1.

Tab. 16: Limity detekce a kvantifikace pro sledované PAU v u g.kg']salcimu

Slouéenina LOD (ugkg)  LOQ (ug.kg")
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(a)anthracen 0,064 0,212
Chrysen 0,057 0,190
Benzo(b)fluoranthen 0,066 0,221
Benzo(k)fluoranthen 0,042 0,185
Benzo(a)pyren 0,071 0,237
Benzo(ghi)perylen 0,148 0,501
Dibenz(a,h)anthracen 0,142 0,487
Indeno(1,2,3-cd)pyren 0,153 0,511

5.4 Urceni vytéznosti analytického stanoveni PAU v salamu
5.4.1 Stanoveni vytéznosti PAU

Vytéznost metody v procentech byla zjiStovdna na tfech koncentrac¢nich hladinéch: 5, 10,
20 ng~ml'1 (0,625, 1,250 a 2,5 pg ~kg'1 saldmu). Ke vzorku veptového tuku byly ptfidany
standardy PAU v potifebné koncentraci. Se vzorky byl proveden stejny postup preciSténi a

analyzy jako se vzorky salamu, pouze ke vzorku pied zavéreénym odpafovanim pod proudem
dusiku nebyl pfidan undekan. Bylo analyzovano vzdy 10 modelovych vzorkd. Vysledky jsou
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uvedeny v Tab. 17:. U naftalenu, ktery je nejtékaveéjsi, se pohybovaly hodnoty vytéZznosti pod
10 %. Déle byly hodnoty vytéZnosti pod 50 % zjiStény jeSteé u acenaftylenu a acenaftenu.

Tab. 17: Hodnoty vytéZnosti (%) 16 PAU na tifech koncentracnich hladindch (0,625,
1,250 a 2,500 ug *kg”) bez pridavku undekanu, n = 10

2,500 1,250 0,625
Sloucenina vytéZznost 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 5,3 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(a)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
Benzo(b)fluoranthen 103,1 7.4 924 7,2 94.4 6,5
Benzo(k)fluoranthen 64,2 7.4 614 8,0 68,2 6,8
Benzo(a)pyren 69,4 7,9 68,7 6,8 72,6 6,1
Benzo(ghi)perylen 73,1 6,7 74,2 5,8 73,9 5,9
Dibenz(a, h)anthracen 98,4 7,9 85,5 5,4 86,4 5,2
Indeno(1,2,3-cd)pyren 74,4 6,5 73,7 7,1 74,1 6,9

5.4.2 Vytéznosti pri pouziti undekanu a prepocet na deuterované standardy

Podle vysledkti vytéznosti pro tékavéjsi analyty bylo zvoleno pouziti undekanu jako
»keeperu“. Déle bylo ke vzorkiim, a to jesté¢ pred GPC, pfiddno 3 ul smési D-PAU. Po
zahusténi vzorku na vakuové rotacni odparce bylo ke vzorku pfiddno 25 ul undekanu. Teprve
potom byly vzorky odpafeny pod proudem dusiku a byly doplnény 30 ul isooktanu. Kromé
toho ke vzorktim, rovnéz pied GPC, piidano 5 ul, resp. 10 ul smési D-PAU (c = 1 ng-ul™),
aby vysledna koncentrace odpovidala koncentraci pro danou hladinu vytéznosti (1,250, resp.
0,625 ng ~kg'1). Pro koncentraci 2,5 ug ~kg'1 uzZ nebyly vyté€Znosti stanovovany. Pii piidavku
undekanu se vytéznosti t€kavych PAU vyrazné€ zvysily (naftalen, acenaftylen, acenaften). Pro
dalsi PAU jiZ nebylo zvySeni tak vyrazné. Relativni smérodatné odchylky byly niz§i neZ pfti
odpafovani bez undekanu. Pfi pouziti vnitfnich standardii pro pfepocet koncentraci bylo
dosaZzeno vytéznosti nad 90 %. Tento posledni postup byl pouZit pro analyzu vSech vzorka
saldimu (pfidavek undekanu a pouZiti vnitiniho standardu). Pfidavek smési D-PAU byl
0,625 ng kg™
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Tab. 18: Hodnoty vytéznosti (%) 16 PAU na koncentracni hladiné 1,250 ug 'kg'l s pridavkem
undekanu a s pridavkem undekanu a prepoctem pres vnitini standard, n = 10

1,250 pg kg’

undekan undekan + prepocet D-PAU
Sloucenina vytéZznost RSD %  vytéZnost RSD %
Naftalen 57,2 6,5 85,3 3,9
Acenaftylen 68,7 5,8 94,1 3,6
Acenaften 66,3 5,1 97,3 3,2
Fluoren 76,2 3,9 98,5 3,1
Fenanthren 73,6 3,6 1034 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(a)anthracen 83,1 4,3 97.4 3,7
Chrysen 80,2 4,0 99,7 2,8
Benzo(b)fluoranthen 91,5 5,2 104,2 3,6
Benzo(k)fluoranthen 75,3 5,6 99,3 3,7
Benzo(a)pyren 78,7 5,8 97,8 3,2
Benzo(ghi)perylen 75,1 5,3 95,7 2,9
Dibenz(a, h)anthracen 85,5 4,8 97,6 3,3
Indeno(/,2,3-cd)pyren 76,3 4,9 101,9 3,4

Tab. 19: Hodnoty vytéznosti (%) 16 PAU na koncentracni hladiné 0,625 ug 'kg'l s pridavkem
undekanu a s pridavkem undekanu a prepoctem pres vnitini standard, n = 10

0,625 pg kg’

undekan undekan + prepocet D-PAU
Sloucenina vytézZnost RSD %  vytéinost RSD %
Naftalen 58,3 6,1 90,7 4,1
Acenaftylen 71,6 5.4 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 39 98,2 3,5
Fluoranthen 90,1 3,8 101,5 2.8
Pyren 88,7 3,9 95,4 32
Benz(a)anthracen 87,3 39 98,3 3,6
Chrysen 91,1 3,7 103,2 3,1
Benzo(b)fluoranthen 94,8 5,2 99,0 3,2
Benzo(k)fluoranthen 76,8 5,1 97,2 34
Benzo(a)pyren 73,6 5,1 96,3 3,7
Benzo(ghi)perylen 74,1 5,0 95,6 3,6
Dibenz(a, hanthracen 85,7 4,6 94,3 3,6
Indeno(/,2,3-cd)pyren 76,1 4,8 98,3 3,2
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5.5 Vysledky stanoveni PAU ve vzorcich salamu

Do nasledujicich tabulek a grafi jsou shrnuty vysledky stanoveni PAU ve 120 vzorcich
saldmu Polican, které byly odebirdny ze tii komor po 10 vzorcich ve Ctyfech odbérech.
Celkové vysledky analyz vSech 120 vzorka jsou prezentovany v tabulkach v pfilohach.

V niZe uvedenych grafech jsou shrnuty vysledky vSech analyzovanych vzorka. Uvedené
koncentrace jsou celkové koncentrace PAU kvantifikované v kazdém vzorku. V Tab. 20: je

znovu pro piehlednost uveden seznam a popis odebranych vzorku.

Tab. 20: Seznam odebranych vzorkii

¢islo vzorku umisténi datum odbéru

1...10 1. komora 21.11.2007

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

31...40 1. komora 28.11.2007

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

61...70 1. komora 19.12.2007 o
71..80 2. komora  19.12.2007 o
81...90 3. komora 19.12.2007

91...100 1. komora 2.1.2008 zrani,
101...110 2.komora  2.1.2008 fermentace, pred
111...120 3.komora  2.1.2008 expedict

5.5.1 Legislativa upravujici limity PAU v potravinach

V legislativé Ceské Republiky upravuje vyskyt PAU v potravindch Piiloha ¢&. 3 k vyhlsce
Ministerstva zdravotnictvi ¢. 53/2002 Sb. ve znéni pozdé&jsich predpist, kterou se stanovi
chemické pozadavky na zdravotni nezavadnost jednotlivych druhl potravin a potravinovych
surovin, podminky pouZiti latek pfidatnych, pomocnych a potravnich doplika [77].

Pod pojmem polycyklické aromatické uhlovodiky se rozumi benzo(a)anthracen,
benzo(b)fluoranthen, benzo(k)fluoranthen, chrysen, dibenzo(ah)anthracen, benzo(a)pyren,
indeno(1,2,3-cd)pyren, dibenzo(a,i)pyren, dibenzo(a,h)pyren. Ptfipustné mnoZstvi je pro
jednotlivé latky stanoveno jednotlive. Celkovy obsah vyjmenovanych litek v potravin€ nesmi
piekrocit desetindsobek piipustného mnozZstvi.

Vroce 2005 bylo vyddno doporuceni Komise ¢.108/2005 o dal$im zjistovani obsahu
polycyklickych aromatickych uhlovodika v nékterych potravinach [78]. Ddle je v evropské
legislativé v platnosti nafizeni Komise ¢. 1881/2006, kterym stanovi maximdlni limity
nekterych kontaminujicich ldatek v potravinach [79]. Maximdlni limit pro benzo(a)pyren
v uzenindch a uzenych vyrobcich je 5 pgkg'. RovnéZ je v platnosti Nafizeni komise
¢. 333/2007, kterym se stanovi metody vzorkovani a analyzy pro oficidlni kontrolu hladin
olova, kadmia, rtuti, anorganického cinu, 3-MCPD a benzo(a)pyrenu v potravinich [80].

118



II. Stanoveni obsahu polycyklickych aromatickych uhlovodikti v saldmu

Tab. 21: Pripustné mnoZstvi jednotlivych PAU v riiznych potravindch [77]

Potravina PM (mgkg™)
(5/2)*
masné vyroby, uzené ryby 0,003
kava prazend 0,002
obil{ 0,002
ryby 0,001
ovoce 0,002
zelenina listova 0,002
tuky 0,002
latky urcené k aomatizaci 0,001
ndpoj, pivo, vino, ¢aj 0,0005
lihoviny 0,001

5.5.2 Prumérna expozice PAU potravinami v evropskych zemich podle EFSA (2008)

V materidlu EFSA jsou uvedeny zjisténé praimérné koncentrace PAU, které Clovek piijme
potravou. Data jsou stanovena pro stfedni a vysoko piijmovou skupinu konzumenta a hodnoty
jsou nésledujici: pro benzo(a) pyren 235 ng-den'1 (3,9 ng-kg'1 za den), resp. 389 ng-den'1
6,5 ng-kg'1 za den); pro PAU2 641 ng-den'1 (10,7 ng-kg'1 za den), resp. 1077 ng-den'1
(18 ngkg” za den); pro PAU4 1168 ng-den” (19,5 ng-kg" za den), resp. 2068 ng-den™
(34,5 ng-kg'1 za den); pro PAU8 1729 ng-den'1 (28,8 ng-kg'1 za den), resp. 3078 ng-den'1
(51,3 ng-kg'1 za den). Dva nejvétsi prispévky do celkového pfijmu PAU potravou maji
ceredlie a ceredlni vyrobky a motské plody a vyrobky z nich [18].

5.5.3 Vysledky

Pti porovnani celkovych koncentraci PAU (ZPAU) ve vzorcich a jejich prumérnych hodnot
zjiSténych v ramci této studie neni viditelny vyrazny rozdil mezi jednotlivymi komorami
(star$i a dva nové typy). Obsah PAU v saldimu po zavéSeni do komor pied zakoufenim byl ve
vSech tfech komorach nejnizsi. Po zakoufeni se ZPAU zvysila, av§ak ne vyraznym zpusobem.
Béhem zrani a suSeni se ZPAU uZ nezvySovala. Hodnoty PAU z posledniho odbéru (2.1.
2008) vzorka pred balenim do ochranného obalu a pred distribuci nepfesahovaly povolené
limity. Jejich koncentrace byla podobnd jako v pfedchozich odbérech. Pokud se tyce poctu
nalezenych PAU, bylo identifikovdno nejvetsi mnoZstvi individudlnich PAU, avSak hodnoty
koncentraci se pohybovaly pfevazné pod LOD nebo LOQ a v celkové hodnote PAU ve
vzorcich se tyto ndlezy nijak neprojevily. V grafech Graf 1: aZzGraf 3: a v Tab. 22: jsou
shrnuty vSechny konkrétni YPAU v jednotlivych odbérech pro dany typ zakufovaci a zraci
komory.

Ve srovnani s vysledky analyz prezentovanych v publikacich [45, 57, 62] jsou zjiSténé
hodnoty PAU v Policanu niZs8i. Z publikaci jednoznacné€ vyplyvd, ze vyskyt PAU je vyrazné
spojen s metodou upravy potravin, kde pfimé uzeni (nebo grilovani) ma za nasledek vyssi
koncentrace PAU v téchto potravinach, nez primyslova vyroba potravin [51].
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Celkové koncentrace PAU ve vzorcich z 1. komory
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Graf 1: Porovndni celkovych koncentraci PAU ve vsech 40 vzorcich saldmii odebranych

v 1. komore, ale v riiznych terminech odbéru;, modrd —21.11. 2007, Zlutd—28.11. 2007,
zelend — 19.12. 2007, cervend — 2.1. 2008.

Celkové koncentrace PAU ve vzorcich ze 2. komory

koncentrace (pg.kg™")
|

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

Graf 2: Porovndni celkovych koncentraci PAU ve vsech 40 vzorcich saldmii odebranych

ve 2. komore, ale v ruznych terminech odbéru; modrd—21.11. 2007, Zlutd—28.11. 2007,
zelend — 19.12. 2007, cervend — 2.1. 2008.
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Celkové koncentrace PAU ve vzorcich ze 3. komory
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Graf 3: Porovndni celkovych koncentraci PAU ve vSech 40 vzorcich saldmut odebranych ve 3.
komore, ale v ruznych terminech odbéru, modrd —21.11. 2007, Zlutd — 28.11. 2007, zelend —
19.12. 2007, ¢ervend — 2.1. 2008.

Tab. 22: Prumérné hodnoty celkovych koncentraci PAU v sadé vzorkii po 10
prumeér smérodatna

¢islo vzorku  koncentraci  odchylka RSD (%) medifu_ll
(gkg") (ngkg" (ng-ke)
1...10 2,633 0,748 28,4 2,650
11...20 1,713 0,732 42,8 1,562
21...30 2,825 1,205 427 2,281
31...40 3,273 1,322 40,4 3,933
41...50 3,764 0,910 242 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 35,1 3,863
111...120 3,956 0,636 16,1 3,935
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Srovnani primérnych hodnot celkového mnoZstvi PAU ve vzorcich ze stejného odbéru a stejné komory
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Graf 4: Priimérné hodnoty celkovych koncentraci PAU ve vzorcich; Zlutd— 1. komora,
zelend — 2. komora, modrd — 3. komora. Chybové iuisecky jsou smérodatné odchylky pro 10
stanoveni.

V nasledujicich grafech jsou shrnuty primérné koncentrace jednotlivych PAU ve vzorcich
po skupinédch, danych jejich mistem a datem odbé&ru. Jako chybové dsecky byly vyneseny
smérodatné odchylky. U stanoveni bez smérodatné odchylky byla tato liatka nalezena pouze
v jediném piipad€. VSechny vysledky jsou shrnuty v tabulkdch (Tab. 24: — Tab. 35: v pfiloze).
Zde jsou uvedeny i ndlezy pod LOD nebo LOQ, které nejsou samoziejme zahrnuty do
prameéra.

Ve vsech analyzovanych vzorcich nebyl ptekroCen limit pro PAU v mase a masnych
vyrobcich, ktery je pro vybrané PAU 0,003 mg~kg'1 a pro jejich sumu 0,03 mg~kg'1 [77].
PAU, které se podle Ceské vyhlasky i evropskych smérnic maji v potraviniach sledovat, byly
ve vzorcich nalezeny pouze v n€kolika ptipadech a v koncentracich neptesahujici dané limity.
V Zadném piipad€ nebyly tyto PAU detekovany ve vSech 10 vzorcich, patficich do stejné
odbé&rové skupiny. Proto neni mozné provést porovnini korelaci mezi PAU2, PAU4 a PAUS
(viz. kap.2.2).

Nejvyssi koncentrace byly nalezeny pro fenanthren, ktery byl identifikovan a kvantifikovan
téméf ve vSech vzorcich. Jeho koncentrace je nejvetsim piispévkem do celkové koncentrace
PAU ve vzorcich. Tato koncentrace byla vice nez dvojndsobnd, v porovnani s individudlnimi
koncentracemi dalSich PAU. Fluoren se také vyskytoval téméf ve vSech vzorcich, ale v nizsi
koncentraci nez fenanthren (fenanthren okolo 2,0 az 2,7 pgkg'1 a fluoren okolo 0,8 azZ
1,0 pg~kg'1). V publikaci od M. Lorenza a spol. [57] byly analyzovdny dva druhy tradi¢nich
Spanélskych (Androlla a Botillo) salamid. V vramci této studie byly také ve vSech
analyzovanych vzorcich také zjiStény nejvétsi koncentrace fenanthrenu. Koncentrace BaP
neprekroCily limit stanoveny EU. V rozsdhlé priaci pojedndvajici o piijmu PAU potravou
v Katalansku, v rdmci které byly analyzovany stejné PAU jako v naSi studii, bylo rovnéz
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II. Stanoveni obsahu polycyklickych aromatickych uhlovodikti v saldmu

Vv,

potvrzeno, Ze nejvyssi koncentrace byly prokdzdny u fenanthrenu a pyrenu, a to bez ohledu na
typ potravin [81]. Z rozsdhlé publikace o dietirnim pifjmu PAU ve Svédsku, v ramci které
bylo porovnavano velké mnoZstvi uzeného masa a ryb také vyplyvé, Ze nejnizsi koncentrace
PAU (pod limity EU) jsou pfi primyslové vyrobé (uzeni, zakoufeni) potravin [62]. Podle
zprav Statni zemeédélské a potravindrské inspekce z roku 2008 nebyl v testovanych uzenych
masnych vyrobcich (20 vzorki) nalezen BaP [82].

Prumérné koncentrace jednotlivych PAU ve vzorcich z ruznych komor odebiranych ze
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Graf 5: Pritmérné hodnoty koncentraci jednotlivich PAU ve vzorcich z 1. komory; modrd —
21.11. 2007, Zlutda — 28.11. 2007, zelend — 19.12. 2007, cervend — 2.1. 2008. Chybové iisecky
Jjsou smérodatné odchylky priiméru.
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Prumérné koncentrace jednotlivych PAU ve vzorcich z ruznych komor odebiranych ze
2.komory
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Graf 6: Pritmérné hodnoty koncentract jednotlivych PAU ve vzorcich ze 2. komory; modrd —
21.11. 2007, Zlutda — 28.11. 2007, zelend — 19.12. 2007, cervend — 2.1. 2008. Chybové iisecky
Jjsou smérodatné odchylky priiméru.

Prumérné koncentrace jednotlivych PAU ve vzorcich z ruznych komor odebiranych ze
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Graf 7: Pritmérné hodnoty koncentract jednotlivych PAU ve vzorcich ze 3. komory; modrd —
21.11. 2007, Zlutda — 28.11. 2007, zelend — 19.12. 2007, cervend — 2.1. 2008. Chybové iisecky
Jjsou smérodatné odchylky priiméru.
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6 ZAVER

PredloZzend studie byla zaméfena na analyzu PAU (16 EPA PAH) ve vzorcich
fermentovaného saldmu Poli¢an z vyroby masny Kmotr Kroméfiz. Bylo analyzovédno 120
vzorku salamu odebiranych postupné v riznych fazich vyroby (zrani).

Soucasti prace bylo vypracovani metody pro zpracovani téchto vzorkd a analyzu PAU
pomoci dvojdimenziondlni plynové chromatografie s hmotnostnim detektorem (analyzétor
doby letu), GC x GC-TOF-MS. K extrakci tuku byl pouzZit extraktor Soxtec. K preciSténi
ziskaného extraktu byla vyuZita GPC s kolonou BioBeds SX3. V rdmci provadéné analyzy
byly optimalizovdny podminky pro separaci ve 2D GC. Zejména byl stanoven teplotni
program a doba modulaéni periody (4 s jako optimélni).

V ramci optimalizace piipravy vzorka bylo urceno, Ze zpusob odparovani rozpoustédel po
GPC ma velky vliv na vytéZznost metody. Vzhledem k nizkym koncentracim PAU ve vzorcich
bylo nutné extrakty co nejvice zakoncentrovat do malych objemu, coz mélo za nasledek
,.problém nizkych vyt&znosti“. Reseni bylo nalezeno v pouziti undekanu jako ,.keeperu®, a to
zejména pro tékavéjsi PAU. Dale bylo nezbytné do vSech vzorka jiz pred precisténim pomoci
GPC pridavat smeés vnitinich standardd (naftalen-D8, acenaften-D10, anthracen-D10,
chrysen-D12 a perylen-D12. Po této dpraveé bylo dosaZzeno maximdlni vytéZnosti v intervalu
90 — 105 %. Vypocty konecnych koncentraci PAU byly provedeny s pouZitim metody
vnitiniho standardu.

Na zédklad¢ ziskanych vysledkl 1ze konstatovat, Ze v Zadném ze 120 vzorka saldmu nebyly
piekroCeny limity stanovené platnou Ceskou a evropskou legislativou. Nejvyssich koncentraci
dosahoval fenanthren (aZ 2,7 ug-kg™), ddle fluoren a pyren (oba do 2,5 pgkg™"). PAU od
molekulové hmotnosti 228 g~mol'1 (benzo(a)anthracen ) se ve vzorcich vyskytovaly pouze
vyjimecné.

Odebirané vzorky pochdzely ze tfi komor, kde prvni dvé byly nového typu a tfeti star§iho
typu. Na zakladé vysledkid je mozné konstatovat, Ze staii zakufovacich komor nemélo
podstatny vliv na vyskyt PAU v saldimech. V saldmech odebranych po zakoufeni byl prokdzin
pouze mirny narust koncentrace PAU, kterd se ddle v prubéhu zrani jiZ neménila. V souladu
sndmi zjiSténymi udaji a vysledky prezentovanymi v diffve uvedenych publikaci lze
konstatovat, Ze v prumysloveé vyrabénych masnych vyrobcich koncentrace PAU nepfekracuji
dané limity.
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7 POUZITE ZKRATKY

zkratka
1-MPH
2D GC (GCxGC)
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
EEFSA
EH

EU

F

FID

FL
FLD

vyznam

I-methylfenathren
dvojdimenziondlni plynova chromatografie
S-methylchrysen

acenaften

acenaftylen

acetonitril

anthracen

extrakce rozpustédlem za zvySeného tlaku
anthratren

benz(a)anthracen
benzo(a)fluoren
benzo(a)pyren
benzo(b)fluoranthen
benzo(b)fluoren
benzo(c)fenanthren
benzo(e)pyren
benzo(ghi)fluoranthen
benzo(ghi)perylen
benzo(j)fluoranthen
benzo(k)fluoranthen

koronen

cyklopenta(cd)pyren
cytochrom P450

detektor s diodovym polem
dibenzo(a,e)pyren

dibenz(a, h)anthracen
dibenzo(a,h)pyren
dibenzo(a,i)pyren
dibenzo(a,l)pyren
dichlormethan

dihydrodiol dehydrogendsa
deoxyribonukledsa
deuterované polycyklické aromatické uhlovodiky
Evropsky dfad pro bezpe€nost potravin
epoxid hydrolédsa

Evropska unie

fluoranthen
plamenové-ionizacni detektor
fluoren

fluorescen¢ni detektor
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zkratka vyznam

GC plynova chromatografie

GPC gelova permeacni chromatografie

HPLC vysoce-ucinnd kapalinova chromatografie

HRMS vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrie

CHR chrysen

IARC International Agency for Research Cancer

ID vnitini primér

Ip indeno(1,2,3-cd)pyren

IPCS International Programme on Chemical Safety

JECFA The Joint FAO/WHO Expert Comitee on Food
Additives

LOD limit detekce

LOQ limit kvantifikace

MAE mikrovlnd extrakce

MS hmotnostni spektrometrie

MTBE methyl-tercbutyl ether

NA naftalen

PAU polycyklické aromatické uhlovodiky

PE perylen

PHE fenanthren

PLE extrakce rozpusStédlem za zvySeného tlaku

PY pyren

RSD relativni smérodatnd odchylka

SBSE piimé extrakce na tuhou fazi v kapalném vzorku

SCF The Scientific Comittee on Foood

SEFC superkritickd fluidni chromatografie

SFE superkritickd fluidni extrakce

SPE extrakce tuhou fazi

SPMD polopropustnd membrana pro pasvni vzorkovani

SPME mikroextrakce na tuhou féazi

TEF ekvivalentni faktor toxicity

TFEMV trvale fermentované masné vyrobky

TLC tenkovrstva chromatografie

TOF analyzétor doby letu

TRI trifenylen

US EPA United States Environmental Protection Agency

WHO World Health Organisation
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8 PRILOHY
8.1 Odbér vzorku

Obr. 13: Vzorky saldmu Polican zavésené ve zracich komordch
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8.2 Obsah tuku v jednotlivych vzorcich

Tab. 23: Procentudlni obsah tuku stanoveny ve vsech analyzovanych vzorcich saldmu

dislo vzorku tuk (%)

dislo vzorku

tuk (%) dCislo vzorku tuk (%)

31,89
33,08
31,50
32,61
33,15
36,82
33,66
39,68
32,42
33,83
36,48
35,62
38,99
39,45
33,43
32,75
30,28
30,41
32,12
32,48
34,64
34,34
35,54
37,48
37,49
36,94
37,94
36,05
31,25
33,11
37,82
38,50
39,17
39,11
40,01
40,44
41,76
35,80
39,38
40,53

41
42
43
4
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80

40,66
40,01
39,29
40,39
40,46
39,93
37,76
41,16
35,84
40,92
40,99
41,65
40,44
39,52
41,37
42,65
42,85
34,54
40,71
41,26
39,46
39,05
38,97
39,79
40,99
39,99
40,34
38,60
41,32
39,73
44,33
43,29
41,83
42,30
42,17
43,91
45,64
44,80
43,97
41,80

81
82
83
84
85
86
87
88
89
920
91
92
93
94
95
96
97
98
929
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120

35,81
37,38
37,25
39,07
38,07
34,99
38,92
35,66
39,99
41,97
39,21
38,04
39,52
39,76
39,55
38,56
39,22
39,15
39,01
39,05
42,01
42,96
42,29
42,52
42,34
42,05
42,64
43,01
42,92
43,80
34,27
37,87
36,24
35,81
35,16
37,45
36,17
35,76
37,61
33,70
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8.3 Souhrnné tabulky stanovenych koncentraci ve vSech analyzovanych vzorcich

Tab. 24: Koncentrace (,ug-kg'l ) PAU stanovené ve vzorcich saldmu Polican z 1. komory, odbér 21.11. 2007. < LOD — koncentrace mensi nez
limit detekce, < LOQ — koncentrace mensi neZ limit kvantifikace, nd — nedetekovdno, s — smérodatnd odchylka

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 pramér S
Naftalen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Acenaftylen 0,463 0,500 nd 0,536 0,623 0451 0,514 0403 0,534 0,621 | 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 1,154 | 0,929 0,303
Fenanthren 1,237 1,305 0,571 1,498 2,156 nd 1,320 1,445 0,324 nd 1,232 0,530
Anthracen nd nd 0,568 nd nd nd nd nd nd nd 0,568 0,000
Fluoranthen 0,631 <LOQ 0467 nd nd 0,415 nd 0,425 0402 0512 | 0475 0,079
Pyren 0,238 nd <LOQ <LOQ nd 0,210 nd <LOQ <LOQ 0,368 | 0,272 0,069
Benz(a)anthracen nd nd nd nd nd 0,153 nd nd nd nd 0,153 0
Chrysen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzo(b)fluoranthen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzo(k)fluoranthen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzo(a)pyren nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzo(ghi)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 1,229 2645 3,328 2285 2,655 | 2,633 0,748
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Tab. 25: Koncentrace (u g'kg'] ) PAU stanovené ve vzorcich salamu Polican ze 2. komory, odbér 21.11. 2007. < LOD — koncentrace mensi neZ
limit detekce, < LOQ — koncentrace mensi neZ limit kvantifikace, nd — nedetekovdno, s — smérodatnd odchylka

11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 | primér S
Naftalen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Acenaftylen nd nd nd 0,583 nd nd nd <LOQ nd nd 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 1,000 | 0,625 0,271
Fenanthren nd 0,755 0,714 1,074 0,694 0,844 0,746 0,612 0,816 nd 0,782 0,122
Anthracen 1,093 nd nd 0,273 nd nd <LOQ nd nd 0,328 0,565 0,324
Fluoranthen 0,331 0,607 0963 0,037 0427 0,603 0,532 nd 0,249 nd 0,469 0,245
Pyren 0,362 1,324 nd nd nd <LOQ nd nd nd nd 0,843 0,393
Benz(a)anthracen nd nd nd 0,283 nd nd nd <LOQ nd <LOQ | 0,283 0
Chrysen nd nd nd 0,329 nd nd nd nd nd nd 0,329 0
Benzo(b)fluoranthen nd nd nd <LOQ 0,674 nd <LOQ nd nd <LOD | 0,674 0
Benzo(k)fluoranthen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzo(a)pyren nd <LOQ nd <LOD <LOD nd nd nd nd nd - -
Benzo(ghi)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 1,786 2,686 1,677 3,219 2,030 1,447 1,278 0,612 1,065 1,328 | 1,713 0,698
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Tab. 26: Koncentrace (u g'kg'] ) PAU stanovené ve vzorcich salamu Polican ze 3. komory, odbér 21.11. 2007. < LOD — koncentrace mensi neZ
limit detekce, < LOQ — koncentrace mensi neZ limit kvantifikace, nd — nedetekovdno, s — smérodatnd odchylka

21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 | pramér 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 nd 0,238 0,024
Acenaften nd <LOQ nd nd <LOQ nd nd 0,322 <LOD <LOQ - -
Fluoren 0,572 0,235 <LOD 0,285 <LOQ 0,268 nd 0,388 <LOQ nd 0,350 0,112
Fenanthren nd 1,579 1,676 1,328 1,132 1,445 1,421 1,130 1,230 1,010 | 1,328 0,199
Anthracen 0,708 nd 0,775 0,262 nd nd 0,289 <LOD <LOQ 0,067 | 0420 0,250
Fluoranthen 1,055 1,887 1,307 nd 0,985 1,805 nd 1,837 0,873 nd 1,393 0,382
Pyren nd 0,581 <LOQ <LOQ nd 0,385 nd 0,572 0,124 nd 0,416 0,166
Benz(a)anthracen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Chrysen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzo(b)fluoranthen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzo(k)fluoranthen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzo(a)pyren nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzo(ghi)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 2,335 4512 3,758 1,875 2,117 4,178 1,710 4458 2227 1,077 | 2,825 1,149
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Tab. 27: Koncentrace (,ug'kg'] ) PAU stanovené ve vzorcich saldmu Polican z 1. komory, odbér 28.11. 2007. < LOD — koncentrace mensi nez
limit detekce, < LOQ — koncentrace mensi neZ limit kvantifikace, nd — nedetekovdno, s — smérodatnd odchylka

31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 | pramér S
Naftalen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Acenaftylen 0,735 0,612 0,547 0482 0,569 0,382 nd 0,561 <LOQ nd 0,555 0,094
Acenaften <LOQ <LOQ nd nd <LOQ <LOQ nd <LOQ nd nd - -
Fluoren 0,238 0,351 0436 0,284 0,523 0431 0415 0365 <LOD <LOQ | 0,380 0,080
Fenanthren 1,973 2,126 1985 2267 2258 2364 2,005 2352 0,761 0,877 | 1,897 0,531
Anthracen 0,249 0,154 0421 <LOQ 0,2 <LOQ <LOQ 0,167 <LOD nd 0,238 0,089
Fluoranthen 0,925 0,736 0,603 0,238 0,576 0,697 0,349 0,661 <LOQ <LOQ ]| 0,598 0,192
Pyren 0,452 0,198 nd <LOQ nd <LOQ nd 0,203 nd nd 0,284 0,103
Benz(a)anthracen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Chrysen nd nd nd nd nd nd nd nd nd <LOD - -
Benzo(b)fluoranthen nd nd nd nd nd nd nd nd nd <LOQ - -
Benzo(k)fluoranthen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzo(a)pyren nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzo(ghi)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 4,177 3992 3271 4,126 3874 2769 4309 0,761 0,877 | 3,273 1,261
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Tab. 28: Koncentrace (u g'kg'] ) PAU stanovené ve vzorcich salamu Polican ze 2. komory, odbér 28.11. 2007. < LOD — koncentrace mensi neZ
limit detekce, < LOQ — koncentrace mensi neZ limit kvantifikace, nd — nedetekovdno, s — smérodatnd odchylka

41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 | pramér 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 0,439 0347 1312 0,658 0486 0,623 0,744 0453 0,582 0491 | 0,614 0,246
Fenanthren 2,361 1,995 2,638 2312 2,149 2351 2330 2,465 1,898 1,406 | 2,191 0,317
Anthracen 0,184 <LOQ 0,607 <LOQ 0,187 <LOQ 0,325 <LOD <LOQ <LOQ | 0,326 0,154
Fluoranthen 0472 0326 0,718 0,574 0439 0,634 0992 0975 0,745 <LOQ | 0,653 0,206
Pyren nd 0,210 nd <LOQ nd <LOQ nd 0,304 <LOQ nd 0,257 0,038
Benz(a)anthracen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Chrysen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzo(b)fluoranthen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzo(k)fluoranthen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzo(a)pyren nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzo(ghi)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 3456 2878 5275 3,801 3495 3,608 4,682 4995 3225 2227 | 3,764 0,867
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Tab. 29: Koncentrace (u g'kg'] ) PAU stanovené ve vzorcich salamu Polican ze 3. komory, odbér 28.11. 2007. < LOD — koncentrace mensi neZ
limit detekce, < LOQ — koncentrace mensi neZ limit kvantifikace, nd — nedetekovdno, s — smérodatnd odchylka

51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 | prumér S
Naftalen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Acenaftylen 0,338 0,637 1,151 0,512 0,563 1,163 1,058 <LOQ 0,236 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 0554 <LOQ 0431 0,621 | 0,616 0,200
Fenanthren 0,532 1,396 1,378 1,268 2,443 2427 2261 2,693 1,984 1,489 | 1,941 0,646
Anthracen 0,387 0427 0373 0,521 0,721 0,243 0,342 nd 0,684 0,620 | 0,254 0,156
Fluoranthen 0,632 0989 1492 1,015 0936 0,728 0,822 0,579 0457 1,005 | 0,723 0,279
Pyren 0,310 0,415 nd 0,438 nd 0,603 0,645 0,952 nd 0,215 | 0,319 0,228
Benz(a)anthracen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Chrysen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzo(b)fluoranthen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzo(k)fluoranthen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzo(a)pyren nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzo(ghi)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 2,657 4358 5,090 4595 57704 5570 5,682 4224 37792 4582 | 4,625 0,905
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Tab. 30: Koncentrace (,ug'kg'] ) PAU stanovené ve vzorcich saldmu Polican z 1. komory, odbér 19.12. 2007. < LOD — koncentrace mensi nez
limit detekce, < LOQ — koncentrace mensi neZ limit kvantifikace, nd — nedetekovdno, s — smérodatnd odchylka

61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 | primér 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 <LOQ nd 0,314 0,116
Fenanthren 1,522 1,692 1,522 1,123 1,777 2277 1982 1,660 1,254 nd 1,645 0,331
Anthracen <LOQ <LOQ <LOQ nd <LOD <LOQ <LOQ <LOD <LOQ nd - -
Fluoranthen 0,299 0425 0415 0,237 0336 0562 0,525 02255 0,368 0,340 0,376 0,102
Pyren nd nd nd nd nd <LOD nd nd nd 0,189 0,189 0
Benz(a)anthracen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Chrysen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzo(b)fluoranthen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzo(k)fluoranthen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzo(a)pyren nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzo(ghi)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 1,360 2,678 3381 2746 2212 1,622 0,529 2,098 0,752
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Tab. 31: Koncentrace (u g'kg'] ) PAU stanovené ve vzorcich salamu Polican ze 2. komory, odbér 19.12. 2007. < LOD — koncentrace mensi neZ
limit detekce, < LOQ — koncentrace mensi neZ limit kvantifikace, nd — nedetekovdno, s — smérodatnd odchylka

71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 | prumér 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 0417 <LOQ 0,622 0,561 | 0,818 0,279
Fenanthren 2,657 2,577 2,126 1,778 2,646 2,638 2,611 2,696 2369 1,897 | 2,400 0,326
Anthracen 0,157 0,190 0429 0,064 0,207 nd nd nd nd 0,231 | 0,213 0,110
Fluoranthen 0,586 0,902 0364 0,209 0,59 0561 0496 <LOQ 0,229 0482 | 0492 0,200
Pyren 0,035 0,262 nd nd <LOQ <LOD 0,379 0,187 0,208 nd 0,214 0,112
Benz(a)anthracen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Chrysen nd 0,200 nd nd nd nd nd nd nd nd 0,200 0
Benzo(b)fluoranthen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzo(k)fluoranthen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzo(a)pyren nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzo(ghi)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 4717 5341 3776 27727 4459 3927 3903 2,883 3428 3,171 | 3,833 0,787
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Tab. 32: Koncentrace (u g'kg'] ) PAU stanovené ve vzorcich salamu Polican ze 3. komory, odbér 19.12. 2007. < LOD — koncentrace mensi neZ
limit detekce, < LOQ — koncentrace mensi neZ limit kvantifikace, nd — nedetekovdno, s — smérodatnd odchylka

81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 |prumér s

Naftalen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Acenaftylen 0,775 1,647 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 0,048
Fluoren nd 0,200 nd <LOQ nd <LOQ nd 0,248 <LOQ 0,654 | 0,367 0,204
Fenanthren 2490 2389 2,634 1,440 2440 1463 1,645 1,632 1,932 2322 | 2,039 0,441
Anthracen nd <LOQ nd <LOQ nd <LOQ nd 0,164 0,213 <LOQ | 0,189 0,024
Fluoranthen nd <LOQ nd nd 0,169 0,158 <LOQ <LOQ <LOQ 0,681 | 0,336 0,244
Pyren <LOQ 0,224 <LOQ nd 0,437 <LOQ nd nd nd 0,990 | 0,550 0,323
Benz(a)anthracen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Chrysen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzo(b)fluoranthen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzo(k)fluoranthen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzo(a)pyren nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzo(ghi)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 3265 4460 3,022 2314 3985 2305 1,645 2408 2,145 4,834 | 3,038 1,019
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Tab. 33: Koncentrace (u g'kg'] ) PAU stanovené ve vzorcich salamu Polican z 1. komory, odbér 2.1. 2008. < LOD — koncentrace mensi neZ limit
detekce, < LOQ — koncentrace mensi neZ limit kvantifikace, nd — nedetekovdno, s — smérodatnd odchylka

91 92 93 94 95 96 97 98 99 100 |primér 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 0,140 0452 0,555 | 0,339 0,180
Acenaften nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Fluoren 0,684 0,594 0612 0,894 0,649 0364 0432 <LOQ 0483 0,536 | 0,583 0,147
Fenanthren 2,597 2321 2257 2216 2512 2364 2,293 1,620 2,831 2,636 | 2,365 0,310
Anthracen <LOD <LOQ <LOQ 0,891 <LOQ nd <LOQ <LOD <LOQ <LOQ| 0,891 0,000
Fluoranthen 0,647 0,584 0632 0,169 0,692 0298 0361 0207 0421 0,378 | 0,439 0,180
Pyren 0,305 0,300 0,289 0,357 0,360 nd 0,382 nd nd 0,247 | 0,320 0,044
Benz(a)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 <LOQ | 0,273 0,056
Benzo(b)fluoranthen 0,381 0,321 0,362 nd nd 0,409 nd nd nd 0,313 | 0,357 0,036
Benzo(k)fluoranthen nd nd nd nd 0,477 0,363 nd nd nd nd 0,420 0,057
Benzo(a)pyren nd nd <LOD nd <LOD <LOD nd nd nd <LOD - -
Benzo(ghi)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 5,031 4276 4726 4,527 5329 4358 4,118 1967 4,187 4,665 | 4318 0,863

139



I1. Stanoveni obsahu polycyklickych aromatickych uhlovodik(l v salamu

Tab. 34: Koncentrace (u g'kg'l ) PAU stanovené ve vzorcich saldmu Polican ze 2. komory, odbér 2.1. 2008. < LOD — koncentrace mensi nez limit
detekce, < LOQ — koncentrace mensi neZ limit kvantifikace, nd — nedetekovdno, s — smérodatnd odchylka

101 102 103 104 105 106 107 108 109 110 | pramér S
Naftalen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Acenaftylen <LOQ 0,520 0,265 0574 0,367 <LOQ <LOQ 0,392 0,367 0,348 | 0,405 0,098
Acenaften nd nd 0,317 <LOD nd nd <LOQ 0,429 nd 0,298 | 0,348 0,058
Fluoren 0,420 088 0,825 0,737 0837 0265 0,687 0,697 0564 1,817 | 0,774 0,394
Fenanthren 1,070 2,323 2,784 2330 1,936 2,029 2,134 2537 2316 2467 | 2,193 0,442
Anthracen <LOQ <LOQ 0,235 <LOQ 0,235 nd nd 1,290 0,358 0,531 | 0,530 0,395
Fluoranthen nd 0,164 0469 0,192 0,358 0,298 nd <LOQ 0,368 0,399 | 0,321 0,102
Pyren nd nd <LOQ nd nd nd 0,251 0,285 nd <LOD | 0,268 0,017
Benz(a)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 0,210 | 0,313 0,093
Benzo(b)fluoranthen nd nd nd nd <LOD nd nd <LOQ <LOQ <LOD - -
Benzo(k)fluoranthen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzo(a)pyren nd nd nd nd <LOD nd nd <LOD nd <LOQ - -
Benzo(ghi)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 3833 3733 2592 3072 6353 4267 6,070 | 4,020 1412
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Tab. 35: Koncentrace (u g'kg'l ) PAU stanovené ve vzorcich saldmu Polican ze 3. komory, odbér 2.1. 2008. < LOD — koncentrace mensi nez limit
detekce, < LOQ — koncentrace mensi neZ limit kvantifikace, nd — nedetekovdno, s — smérodatnd odchylka

111 112 113 114 115 116 117 118 119 120 | prumér S
Naftalen nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Acenaftylen <LOQ 0,365 <LOQ <LOQ 0455 0242 0,234 nd <LOQ <LOQ | 0,324 0,092
Acenaften 0,142 0,530 0,111 <LOD <LOD <LOQ <LOD 0,318 <LOQ <LOQ | 0275 0,167
Fluoren 0,512 0488 0514 0304 <LOD 0,773 0,532 0,574 0487 0,347 | 0,503 0,126
Fenanthren 1,951 2302 2222 2310 3,004 2273 2,129 2390 1,879 2,393 | 2,285 0,291
Anthracen 0,213 <LOQ <LOD <LOD <LOQ <LOD <LOQ <LOQ <LOQ 0207 | 0210 0,003
Fluoranthen 0,636 0,548 0,784 0,506 0,592 0,725 0458 0249 0,512 0950 | 0,596 0,183
Pyren <LOQ 0,673 0450 0,229 0,197 0366 0,264 0,438 nd nd 0,374 0,153
Benz(a)anthracen nd nd nd <LOQ nd <LOQ <LOQ nd <LOD nd - -
Chrysen nd nd nd nd nd 0,265 0,284 nd nd nd 0,275 0,009
Benzo(b)fluoranthen nd nd nd nd nd <LOQ nd nd nd nd - -
Benzo(k)fluoranthen nd nd nd nd nd <LOQ nd nd nd nd - -
Benzo(a)pyren nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd - -
Benzo(ghi)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 3454 4906 4,081 3349 4248 4877 3901 3969 2878 3,897 | 3,956 0,603
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