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INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

Soucasné stanoveni toxickych a esencialni ionti téZkych kovi

Teoreticka cast: metody pro stanoveni tézkych kovi, jejich instrumentace, vyhody a nevyhody

riznych postupti pro ptipravu vzorkd.

Prakticka cast: elektrochemickd analyza zineCnatych, olovnatych, kademnatych a méd’natych

iontuy.

. UvOD
1. Tézké kovy
Teézkeé kovy (p > 5 g.cm_3) jsou ptirodni slozkou Zemské kury. Nemohou byt degradovany
na jednodussi latky ani zniceny. Podle vlivu na lidsky organismus délime tézké kovy vstupujici

do potravnich fetézct vSech zivych organismu na dvé skupiny: toxické a esenciélni [2].

11 Esencialni tézké kovy
Esencialni tézké kovy jsou pro mnoho organismil nezbytné pro zivot. Vyskytuji se jako
slozky mnoha enzymu a proteinli. Je dilezité upozornit, ze vysoké koncentrace esencialni

tézkych kovi maji za urcitych podminek toxické ucinky stejné jako jejich nedostatek (Obr. 1).
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Obrazek 1.: Na organismy ptsobi ionty kovii — 1. toxicky (takové latky oznacujeme jako jedy). Jiz velmi
nizka koncentrace vyvola zdvaznou, vétSinou nevratnou negativni metabolickou zménu, ktera vede ke
smrti organismu (tmaveé zelena). 2. chronicky (svétle zelena). Méné toxické ionty kovil vyvolavaji
Vv organismech zavazné negativni metabolické zmény (nemusi koncit smrti organismu). U iontd kovd,
které jsou potfebné pro organismus (esencialni), pozorujeme nejdiive pozitivni zvySovani metabolické
aktivity, az do koncentrace optima. Pfi dalSim zvySovani koncentrace kovu nedochdzi ke zméné
metabolické aktivity (faze nadbytku — luxusu). V ur¢ité koncentraci kovu v8ak dochazi k prudké negativni
metabolické aktivité (Cervenad).

Mezi esencialni tézké kovy se zpravidla fadi kobalt, méd’, zelezo, mangan, molybden,
nikl, selen, vanad a zinek. Méd’naté ionty slouzi jako soucast aktivnich center né¢kterych enzymt.
Meéd je také nezbytnd pro efektivni vyuziti Zeleza a pro biosyntézu nékterych fyziologicky
vyznamnych slouc¢enin. Hoi¢ik je soucasti listového barviva chlorofylu. Mangan vyznamné
ovlivituje oxidacné-redukéni procesy pii pfeméné dvojmocného Zeleza na zelezo trojmocné. A

jednim z nejzajimavéjsich a nejstudovangjSich esencialnich tézkych kovi je zinek [3].

111 Zinek

Cerstvé piipraveny zinek je stfibfity s namodralym leskem, ktery rychle na vlhkém
vzduchu ztraci. Je to relativné mékky kov, snadno reaguje s anorganickymi kyselinami i s
organickymi latkami. Ve slouceninach se vyskytuje ve stavu Zn(II) [2].

Obsah zinku v zemské kiife je 68 ppm. Je to chalkofilni prvek, ktery se v redukéni
atmosféte, kterd prevladala pii tuhnuti zemské klry, vyloucil jako sfalerit (nebo vzacnéji jako
wurtzit) ZnS. Vlivem povétrnostnich podminek doslo pozdéji k vyluhovani ¢asti zinku a k jeho

vysrazeni ve form¢ uhli¢itanu ZnCO3 (kalamin), kfemicitanu nebo fosfore¢nanu [2].
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Obrazek 2.: Lidsky zinkovy prst
FYVE, www.expasy.org.

Zinek je esencialni pro vétSinu organismu a zaroven je druhym nejcastéji se vyskytujicim
prechodnym kovem v jejich télech. Je znamo, ze lidské t€lo obsahuje primérné 2 g tohoto kovu.
Nejvice distribuovan je krvi, jatrech, ledvindch, kostech a mozku. Zinek je kofaktorem pro vice
nez 300 enzymi anebo metaloproteind, pii¢emz celkovy seznam proteinti obsazenych v lidskéem
téle, které ve své molekule obsahuji tento kov, obsahuje vice nez tfi tisice zdznamu. Tyto zinek-
obsahujici proteiny a enzymy hraji mnoho dulezitych, biologicky vyznamnych roli v mitotickém
enzymu obsahujicich tento esencidlni tézky kov patii karboxypeptidasa A (katalyzuje v procesu
traveni hydrolyzu koncové peptidické vazby v bilkovinach) a karbonatdehydratasa (existuje v
nékolika formach a je zna¢né rozsitena rostlinach i zvifatech) [3]. Je zcela nezbytné zminit také
zinkové prsty, coZ je doména v proteinech, ktera je schopna se vazat na DNA (Obr. 2). Skladé se
ze dvou antiparalelnich B fetézci a o helixu. Struktura kazdého zinkového prstu je vysoce

konzervativni a obsahuje okolo 30 aminokyselinovych zbytkl, které maji ve svém stiedu zinek
[3.,4].
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Diky vSem svym funkcim je zinek naprosto nezbytny pro spravny rist a vyvoj organismu

[5]. Vroce 1961 byla poprvé publikovana prace, kde bylo popsano, Ze nedostatek zinku
zpusobuje u lidi zakrslost a zpomaleny fyzicky a sexualni vyvoj [6]. Dnes je v§eobecné zndmo,
ze nedostatek zinku zplisobuje poskozeni imunitniho systému, nepiiznivé ovliviiuje rtst téla a
sexualni vyvoj, a Ze vede k porucham ¢ichovych a chutovych vjemu. Také je velmi zajimava a
stale ne zcela objasnéna je role tohoto prvku v mozku, kde je nejvice zastoupenym kovem
[4,7,8].

1.2 Toxické tézké kovy

Toxicita je vlastnost, kterd vyjadiuje miru Skodlivosti (jedovatosti) dané latky na zivy
organismus, resp. na jeho ¢asti. Mira toxicity pro organismus zavisi na davce latky, velikosti
organismu, na zpusobu vstupu do organismu, délky expozice, metabolismu aj. [3].

Toxické tézké kovy jsou obecné charakteristické svou vysokou nebezpecnosti pro
organismy a piedstavuji jednu znejvyznamnégjSich skupin Skodlivych latek. V prostiedi se
vyskytuji pfirozené a nebo mohou byt pivodu antropogenniho tj., Ze jsou produkovany
pusobenim c¢loveéka. Toxickymi tézkymi kovy pro ¢lovéka jsou nejCastéji oznaCovany arsen,

kadmium, olovo a rtut’ [2,3].

1.21 Kadmium

Kadmium (Cd) je stribtity chalkofilni kov, v anorganickych i1 organickych slouceninéch se
vyskytuje v oxida¢nim stupni +2. S organickymi slouceninami tvofi mnoho komplext (napf.
thiokarbamaty). Obsah kadmia v zemské kufte je 0.16 ppm (napf. mineral greenockitu — CdS) [2].

Kadmium je pomémé vzacny prvek a nema esencidlni podobu v Zadném Zivém
organismu, proto je i jeho mala koncentrace pro organismus toxicka (tolerovana denni davka
kadmia pro dospélého ¢loveka ¢€ini 67 — 83 pg, zatimco LD50 je 88 mg/kg pfi ordlnim podani
CdCl; pro krysu). Ma podobnou elektronegativitu a podobné chemické vlastnosti jako esencialni
tézky kov zinek a to zpiisobuje, ze se toxicita kadmia projevuje vyhradné tehdy, kdyz nahrazuje

zinek v Zivotn¢ dulezitych proteinech (zinkové prsty). K tomu ptispiva i stejny mechanismus
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piijmu a transportu téchto dvou kovi v organismu. lontovy polomér Zn (0.074 nm) je vSak nizsi

nez iontovy polomér Cd (0.097 nm), a to pti spoleéném vstupu kovi ulehcuje Zn, aby ptednostné

obsadil cilova mista v proteinech, a tim celkové sniZzoval toxicitu kadmia [9].

Od zacatku padesatych let minulého stoleti se pozornost Siroké védecké vefejnosti
zaméiila na studium toxicity kadmia a nebezpecnosti jeho akumulace pro lidskou populaci.
Kadmium je oznacovan jako kumulativni jed, jehoZ obsah se zvySuje se stoupajicim
vékem Zivého organismu. Nejvice zasazenym organem jsou ledviny [10]. Pti dosaZeni kritického
koncentrace mize dojit az k selhani tohoto organu. Ackoliv nékteré studie ukazuji, Ze tyto efekty
jsou reversibilni v piipadé kratkého vystaveni tomuto kovu a naslednému snizeni jeho
koncentrace [11]. Krom¢ vySe zminéné poruchy funkce ledvin mize kadmium zplsobovat
prijmy, bolesti zaludku, zvraceni, zvySenou lamavost kosti, naruseni reprodukce a v nékterych
piipadech 1 neplodnost, poSkozeni nervového a imunitniho systému, psychické nemoci a

pravdépodobné poskozuje DNA [3,12,13]. Jeho vliv na vyvoj rakoviny je studovan [14,15].

Pro nekufdky je nejvétSim zdrojem kadmia potrava. Je to hlavné zpisobeno piitomnosti
stopovych mnozstvi tohoto prvku v potravinach naptiklad z dtvodu pouzivani fosfatovych
hnojiv. Mezi potraviny s nejvyssim obsahem tohoto toxického prvku patii houby, mékkysi a
kakao. Podle Svétové zdravotnické organizace (WHO) je primérny denni pfijem kadmia 10-25
pg na den a osobu, coz je pfiblizn¢ Ctyfikrat méné, nez je doporucna denni davka. Je nezbytné

zminit, Ze se tato davka mize ménit v zavislosti na misté a primyslové vyrobé v dané oblasti.

1.3  Metody pro stanoveni tézkych kovi

Pro studium té€zkych kovii je nyni vyuzivino mnoho analytickych metod od
spektrofotometrickych az po elektrochemické. Nejrozsifenéjsi metodou pro stanoveni tézkych
kovll je v nyn¢jsi dobé atomova absorpcni spektrometrie (AAS), kterd je pouzivana pro Siroké
spektrum biologickych a environmentalnich vzorku [16-22]. A navic byl nedavno publikovan
souhrnny ¢lanek popisujici vyuziti prutokové injekéni analyzy ve spojeni s AAS ke stanoveni

stopovych mnozstvi t€zkych kovi [23]. Mezi metody vyuzivajici pro detekci tézkych kovu
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induk¢né vazaného plazmatu patii hmotnostni spektrometrie (ICP-MS) [24-27] a optickd emisni

spektrometrie (ICP-OES) [26,28-30]. Metody ICP-MS vyuzil napiiklad Ayrault et. al. pro detekci
tézkych kovt v ovzdusi [31] nebo Lee et. al. pro studium environmentélnich vzorka [32]. Naopak

de la Rosa et. al. vyuzili techniku ICP-OES pro velmi citlivé stanoveni iontd kadmia [33].
Vyhody a nevyhody ICP-MS a ICP-OES byly shrnuty a porovnany Grotiim et. al. [34]. Krom¢&
klasickych metod spektralnich se stale castéji prosazuji velmi citlivé, rychlé a levné metody
elektrochemicke. Jednou z nejcitlivéjsich analytickych metod pro analyzu kovid je diferenéni
pulzni anodicka rozpoustéci voltametrie (DPASV) [35-42]. Mezi nejnovéjsi elektrochemické
metody, které jsou vyuZivany pro stanoveni kovi, je od¢itaci anodicka rozpoustéci voltametrie
[43]. Vyse uvedené metody vyuzivaji jako pracovni elektrodu pievazné visici rtutovou kapkovou
elektrodu, ovSem lze také vyuzit specialni elektrody jako napt. bizmutovou elektrodu [37,41,44]
a uhlikovou elektrodu, ktera se vyuzivéa pro detekci platinovych cytostatik [45].

Nedavno bylo publikovano n¢kolik praci popisujicich stanoveni tézkych kovii pomoci biosenzora
zalozenych na interakci tézkého kovu s DNA [46-50], enzymem (pfedevsim ureasou, kde se
detekuje sniZeni aktivity enzymu) [51-54], bakterii [55,56] a proteinem [57-60]. Wu a Lin
publikovali préaci popisujici vyuZziti metalothioneinu pro konstrukci proteinového biosensoru
detekujiciho tézké kovy [57,61-65].

2. Elektrochemické metody

Vysoce citlivé, rychlé a selektivni metody detekce anorganickych i organickych latek ve
slozité biologické matrici jsou metody elektrochemické, elektroanalytické [66,67]. Podstatou
elektrochemickych metod je studium zévislosti elektrochemického chovéni roztok na jejich
sloZzeni a koncentraci. Objektem zkoumani je elektrochemicky ¢lanek — soustava, v niz je
analyzovany roztok v kontaktu s elektrodami. Elektrody zprostiedkuji jeho spojeni s méficim

pfistrojem, ktery sleduje nckteré z elektrickych veli¢in (proud I, potencidl E, vodivost G,

elektricky naboj Q, kapacitu C, aj. [66,67].
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2.1  Voltametrie a polarografie

Voltametrie a polarografie jsou elektrochemické metody zaloZzené na sledovani intenzity
proudu na velikosti proménlivého vlozeného napéti vkladaného mezi pracovni (polarizovatelnou)
a referentni (nepolarizovatelnou) elektrodu — dvouelektrodové zapojeni. Z divodu eliminace
ruSivych element plynoucich z dvoulelektrodového zapojeni (napf. proudového zatizeni
referentni elektrody) se v dnesni dobé pouziva kromé pracovni a referentni i elektroda pomocna —
tiielektrodové zapojeni. Na pracovni elektrodé probiha elektrodovy proces, ktery sledujeme. Jako
pracovni elektrody se nejCastéji pouzivaji rtutové (DME — kapajici rtutova elektroda, HMDE —
visici rtutova kapkova elektroda) anebo pevné (uhlikové — pastova uhlikova elektroda, elektroda
ze skelného uhliku a elektroda z pyrolytického uhliku; kovové — zlata, stiibrna apod.). Potencial
pracovni elektrody je kontrolovany vici elektrodé referentni s konstantnim potencialem. Vlastni
referentni elektroda je od méfeného roztoku oddé€lena solnym mistkem se zatavenou hustou
sklenénou fritou. Nejvice pouzivanou referentni elektrodou v dnesni dobé je -elektroda
argentchloridovd (Ag/AgCl/3 M KCI). Proud protékd elektrodami pomocnou a pracovni.
Pomocna elektroda je prevazné z uslechtilého kovu (Au, Ag, Pt). Metody, kde se stale vyuziva
rtut'ové kapkové elektrody, se nazyvaji polarografické [66,67].

Roztokem neprochazi proud, pokud zkoumany vzorek neobsahuje elektroaktivni latku,
tzv. depolarizator, ktery se v daném potencidlovém rozsahu oxiduje nebo redukuje. Pfitomnost
depolarizatoru se pti urcitém potencidlu projevi zvySenim proudu. Elektrodové déje (oxidace
anebo redukce) zplisobuji zmény jen ve velmi tésné blizkosti povrchu polarizovatelné elektrody.
Samotny elektrodovy proces zahrnuje déje, které jsou spojeny s transportem elektroaktivni latky
(analytu) k elektrodé, vlastnim elektrodovym déjem a vyluCovanim produktu na elektrod¢,
ptipadné jeho transportem od elektrody [66-68]. Transport elektroaktivni latky je ke elektrodé
zprostiedkovan tfemi pochody:

. Difuzi, ktera je fizena koncentratnim spadem v tésné blizkosti elektrody. Koncentracni
spad je vyvolan Ubytkem elektroaktivni latky u povrchu elektrody zpisobenym jejim

vylu¢ovanim na elektrodé.
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. Migraci, kterou vyvolava elektrické pole mezi elektrodami svym plsobenim na nabité
Castice.
. Konveket, kterou je tok ¢astic vyvolany michanim.

Cilem elektrochemické detekce je zjisténi koncentrace elektroaktivni latky. Z tohoto
davodu je sledovana predevSim difuze, kterd na ni zavisi, a naopak potlacena migrace
elektroaktivni latky. Ptidame-li do zkoumaného roztoku nosny (indiferentni) elektrolyt v
koncentraci asi stokrat pievySujici koncentraci elektroaktivni latky, pfevaznou Cast ndboje
pienaseji ionty nosné¢ho elektrolytu a migrace elektroaktivni latky je zanedbatelné mala.
Soucasné je tim vyznamné sniZzen elektricky odpor roztoku. Déle je nezbytné pied samotnym
meétfenim odstranit z nosného elektrolytu veskery kyslik, protoze jeho vylu¢ovani na povrchu
elektrody znemoziuje detekci ostatnich elektroaktivnich latek ptitomnych v roztoku, protoze se
sam zOcastiuje elektrodové reakce. Odstranéni kysliku se provadi probublavanim roztoku
inertnim plynem (napft. dusik, argon) [66,67,69].

Dosahne-li  potencial polarizované elektrody hodnoty rozkladného potencialu
elektroaktivni latky, kdy zacne jeji vyluCovani, snizuje se koncentrace této latky na povrchu
elektrody v dusledku elektrodové reakce. VyluCovat se muze jen ta latka, ktera se nachazi tésné u
povrchu elektrody, a tam se dostane difiizi (migraci eliminuje pfitomnost nosné¢ho elektrolytu).
Proto je prochdzejici proud oznacCovan jako difuzni. Zvysuje-li se dale vlozené napéti, nariista
vylucovani elektroaktivni latky. Tento rist nastava pouze potud, pokud se nezacne vylucovat
kazda cCastice elektroaktivni latky, ktera je k povrchu elektrody difuzi transportovana. Tim klesne
koncentrace elektroaktivni latky u povrchu elektrody na nulovou hodnotu. ZvySovani napéti jiz
neurychluje jeji vylucovani, protoze tato latka u povrchu elektrody prosté neni. Proud dosahl
hodnoty limitniho diftzniho proudu. Jeho velikost je urcena rychlosti difuze elektroaktivni latky
k povrchu elektrody. Elektroda se polarizovala koncentra¢ni polarizaci [66,67].

Proudova odezva pfi aplikaci pulsu se sklada ze dvou slozek:
1. kapacitni proud (IC) — je potfebny k vytvofeni elektrické dvojvrstvy na rozhrani rtut’ —
roztok. Tento proud nesouvisi s pfeménou elektroaktivni latky. U DME dochézi k neustalému

obnovovani povrchu, a proto se musi kazda kapka nabit na dany potencial a tak vznika kapacitni
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proud, ktery je funkci vloZeného potencialu, velikosti povrchu kapky a povahy zékladniho

elektrolytu. Tento proud snizuje citlivost méfeni.

2. difdzni proud (ID) — mé& faradaicky charakter a je rozhodujici pro stanoveni koncentrace
depolarizatoru. Jeho velikost je dana: velikosti naboje vyménovaného mezi polarizovanou
elektrodou a roztokem za jednotku Casu, poctem elektroni vyménovanych v elektrodové reakci,

koncentraci depolarizatoru a rychlosti jeho pfenosu z roztoku na povrch elektrody [69].

2.2 Diferencni pulzni polarografie a voltametrie

Pti diferenéni pulzni polarografii (DPP) a voltametrii (DPV) jsou na linearni
potencidlovou rampu aplikovany pulsy s konstantni amplitudou. Méfeny signal odpovida rozdilu
proudt (Al), které jsou mefeny v kratkych intervalech, a to pred zacatkem napétového pulsu a
tésn¢ pred koncem napétového pulsu. U DPP ma zavislost proudu na napéti tvar piku. Pit DME
je doba kapky sefizena na urcity Cas krats$i nez pfirozena doba kapky. Délka doby kapky se uziva
obvykle 2 az 3 s. Puls je vloZzen na kapku ve stejnou dobu jejiho trvani. Je nutné pouZit co
nejkrat$i dobu k méteni, aby byla ziskana co nejvétsi proudova odezva, ale soucasné dostate¢né
dlouhou dobu, aby kapacitni proud byl nizky. Doba pulsu se vyuziva fadové desitky ms. Dalsi
charakteristikou je tzv. doba piedpolarizace, coz je doba odkapnuti predeslé kapky do vlozeni

pulsu. Velikost amplitudy se v praxi obvykle pouzivd 5 az 100 mV [66,67].

2.3  Rozpoustéci voltametrie

Stanoveni elektroaktivnich slozek se provadi nikoliv pifi jejich vyluCovani na
polarizovatelné elektrodé, ale naopak pii jejich elektrolytickém rozpousténi [66,67,69].
Rozpoustéci voltametrie probihé ve tfech krocich:
1. depozice: pfi elektrolytickém nahromadéni se vylucuji stanovované latky na elektrod¢.
Provadi se za intenzivniho michani pii konstantnim potencidlu (potencial depozice)
odpovidajicimu limitnimu proudu stanovované latky. lonty se dostavaji k povrchu elektrody

konvekci, proto je limitni proud podstatné¢ vys$i nez v nemichaném roztoku. Nahromadéni

NanoBioMetalNet ¢z 1.07/2.4.00/31.0023 )
Tento projekt je spolufinancovan z Evropského socialniho fondu a statniho rozpoc¢tu Ceské
republiky.



il -
L
* o 'y
* .
A
MIMNISTE VO SKOLS OP Vrdélavani
[~ 4 fondvCR  EVROPSKA UNIE ,DEZ i pro konkurenceschoprost

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI
probiha dobu, ktera zavisi na obsahu stanovované slozky v roztoku (fddové desitky sekund az

desitky minut).

2. Cas depozice: michani se vypne ale na elektrodu je stale vkladan potenciél depozice.
Ptisun elektroaktivni latky k elektrod¢ konvekci piestane a elektrod¢ je pfipravena k méteni. Tato
faze trva 10 — 20 s.

3. rozpousténi: v poslednim kroku probiha vlastni rozpouSténi nahromadénych produkti
elektrolyzy na povrchu pracovni elektrody linearni zménou potencidlu a zaznamenava se

proudova odezva. Dochdzi zde ke zmén¢ polarizace elektrody.
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II. PRAKTICKA CAST

Chemikalie

Pipravime si zasobni roztoky Pb(NOs),, ZnCl,, CdCl; a Cu(NOgs), o koncentraci 10 uM
do 100 ml odmérnych banék. Chemikalie v ACS ¢istoté fedime pomoci MiliQ vody.

Ze zasobniho roztoku piipravime pracovni roztoky o koncentraci 0.001, 0.01,0.1,1a5
uM do 25 ml odmérnych banék pro kazdy kov samostatné. Roztoky fedime pomoci MiliQ
vody.

Dale vytvofime tzv. smésny standard o koncentraci 1 uM do 25 ml odmérné banky, kde
budou obsazeny vSechny detekované kovy.

Acetatovy pufr o molarni koncentraci 0.2 M piipravime z CH3COOH a CH3COONa o
riznych pH hodnotach (4,0; 4,2; 4,4; 4,6; 4,8; 5,0). Roztoky (100 ml) ptipravime
z chemikalii o ACS Cdistoté a MiliQ vody. K pfipravé roztokti o rizné pH vyuzijeme

Laboratorni pfiru¢ku autort Klikorka a Zatka (na zadost poskytne cvicici).

Pristroj

Roztoky jsou analyzovany metodou diferenéni pulsni anodické rozpoustéci voltametrie na

ptistroji 747 VA Stand ve spojeni s 746 VA Trace Analyzer a 695 Autosampler (Metrohm,

Svycarsko) s chlazenym prostorem pro uloZeni vzorkt. Elektrochemicky analyzator je sestaven

Vv klasickém ttielektrodovém uspotadani. Pracovni elektrodou je visici rtutova kapkova elektroda
(HMDE) s plochou kapky 0.4 mm?; referentni elektrodou je Ag/AgCI/3M KCI a pomocnou

platinova elektroda. Experimenty jsou provadény pii laboratorni teploté, v potencidlovém

rozsahu od —-1,2 V do +0,1 V, potencialovy krok 1,05 mV, pulsni amplituda 25,05 mV, asovy

interval 0,2 s, doba akumulace 240 s, potencial akumulace 1,1 V. Jako zakladni elektrolyt je

pouZit acetatovy pufr.
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5. Experiment
1) Kademnaté ionty o koncentraci 1 pM budeme analyzovat v acetatovém pufru o rizném
pH. Ziskane zaznamy vyneseme do grafu zavislosti vysSky signalu na pH pufru.
Z vysledkt zvolime nejvhodnéjsi pufr pro dalsi analyzy.
2) V prostiedi acetatového pufru o nejvhodnéjsim pH budeme analyzovat pracovni roztoky
jednotlivych kovii o koncentraci 0.001, 0.01, 0.1, 1 a 5 uM. Z vysledki ziskame

kalibra¢ni zavislosti.
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