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Amorfizace a fragmentace ¢asu —a naSe prdce

(Post)moderni doba prinesla dusevnim pracovnikiim
mimo jiné i jeden zvlastni fenomén, ale tak pomalu a nend-
padné, Ze si toho v§imdme az s odstupem. Jde o zménu ve
strukture casu. Zda se mi, ze rytmus dne, tydne i roku se od
zhruba poloviny dvacdtého stoleti zcela proménil, zejména
v oblasti védecké prace, a nejvice v poslednich deseti le-
tech. Do znacné miry za to miize internet.

Velmi vystiznym zpiisobem na to upozornil geolog
Vaclav Cilek ve svém eseji Zabili cas, parchanti, coz je
soucdst jeho knihy Makom, kniha mist’, kterou velmi dopo-
rucuji, je inspirativni. Ocituji z néj cast:

,,Drobeni casu je velké soucasné téma. Kdyz jsem zacinal
pracovat ve stejném ustavu, kde pracuji dnes, mival jsem ne-li
celé dny, tak alespon puldny na néjakou jednu cinnost. Ted mam
hodiny a nekdy cas mérim na pracovni jednotky, které odpovidaji
zhruba dvaceti minutam. Preskakuji z tématu na téma a stiham
cas. Nejblize je tomuto vaucenému pojeti casu videoklip — rychlé
stiihy, preskok z diskursu do diskursu, nedostatek soustiedéni na
Jjedno téma, na jednu prozitou vec. ...

O tom, jak se proménuje cas, svédci zaména psani dopisii za
psani e-mailii. Od té doby, co mam elektronickou postu, uraduji
déle. Dostavam vic dotazii a pozvanek. Misi se mi svét soukro-
mych vztahii a urednich pripisi...... Hranice soukromé a verejné
sféry jsou c¢im dal propustnéjsi. Pracuji nepretrzité a mezitim
obcas ziju. Stira se mi pak hranice mezi kolegy a prateli — na
pratele mam méné Casu, ale cast toho kamarddského pocitu da-
vam do pracovnich vztahii.... nedéle podoba se utery.....

Kdysi davno byla struktura casu posvdtnd, coz do
dnesniho dne preziva snad jen v klasterech, tedy rovnez
centrech duSevni (a duchovni) prace, jejichz cas byl a je
béhem dne pevne urcen sekvenci modliteb (od mattutiny po
kompletar) a programem mezi nimi, béhem tydne pak znd-
mym sedmidennim rytmem s peviymi dny bohosluzeb,
a behem cirkevniho roku pravidelnymi svatky. I néktert
duchovni viak maji dnes problém s organizaci casu — nedi-
vim se Tomasi Halikovi, Ze se téSivd na sviij kazdorocni
pobyt v poustevné na Ryné, kde miize v klidu meditovat
a psat.

Samozrejmé, v nékterych oborech je i v nasi dobé
pracovni den casové rozvrien velmi striktné, napr.
v montaznich halach, ale jak je to s védci v ustavech aka-
demie a na vysokych Skolach? Musim souhlasit
s Vaclavem Cilkem: Témeér veskery rytmus, veSkerd pravi-
delnost zmizela, setiely se casové hranice mezi soukromym
a pracovnim, a také se prace rozdrobila do mensich caso-
vych fragmenti, cozZ ztézuje soustiedéni.
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Uvodnik

Kdyz rdno prijdu do prdce a zapnu pocitac, podivam
se samoziejmé do své mailové schranky. Objevim-li zpravu
od kamarada-kolegy, ktera obsahuje odpoved na miij od-
borny dotaz a zdaroven povzdech, Ze jeho manzelka one-
mocnéla — je to mail sluzebni nebo soukromy? Mdam snad
nejprve z prace okomentovat chemickou cast a tu osobni
az z domova? Mnoho lidi ani svou soukromou e-mailovou
adresu nemd a na ustavnim serveru se jim misi zpravy
soukromé, odborné i administrativni (administrativnich
mailii neuvéritelné pribyva). Jestlize jsem nucen pres den
vyridit néco soukromého, casto ziistavam v praci déle do
vecera.  Spustim-li v laboratori  néjaky  pristroj
s nepretrzitym provozem, musim obcas do prace i o viken-
du kviili kontrole. Jestlize nékdy jdeme s kolegy-redaktory
po zasedani na pivo, kde probirame mj. i zadleZitosti re-
dakcni, je to prace nebo odpocinek? Vyprovazim-li zahra-
nicniho hosta naseho ustavu vecer na koncert, prijde re¢
na hudbu i na védu, takze relaxuji i pracuji zdaroven. Pa-
matuji si, Ze v dobé, kdy jedinym vnejsim rusivym prvkem
byl telefon, mohl jsem se, podobné jako V. Cilek, urcitému
problému soustredéné venovat i Fadu hodin v kuse — pokud
je dnes takova prdce, nesndsSejici vyruSeni po nékolik ho-
din, nevyhnutelnd, je nutno ji dlouho dopredu slozité zor-
ganizovat.

Asi ten nedavny posun ve strukture casu zname vSich-
ni. Je to dobré nebo Spatné? Spise asi to druhé, vidyt ma-
li clovek obsahnout urcity obor alespon v prijatelné kom-
plexnosti a koncepcnosti, mél by mit klid na soustiedéni.
Prolinani pracovniho a soukromého by jiste odsoudil také
kazdy psycholog — je to proti pravidlim hygieny prdce.
(Ale k té fragmentaci casu nutno dodat, ze castéjsi presun
od laboratorniho stolu do pracovny k pocitaci prinasi
i jistou ulevu — prinejmensim pro ustaté nohy a pachem
laboratore nasycené plice. A presun zpét zase ulevi pateri,
bolavé od sezeni ©.)

Soucasnd situace ve védé neni Zadny izolovany jev —
Je to soucast celkového zZivotniho stylu spolecnosti. Je filo-
zofickou otdzkou, kde to neustalé zrychlovani miize skoncit
— zi'ejmé néjakou kvalitativni zménou. Prejme si, aby to
nebyla zména prilis neprizniva.

Jiri Podesva
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1. Vyznam a historické aspekty antibiotik

Objev penicilinu sirem Alexandrem Flemingem
v roce 1929 znamenal velky prilom v boji proti infekcim.
Od roku 1943 byl penicilin zafazen do klinické praxe
a byla objevena fada antibiotik bakterialniho ptivodu: baci-
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tracin (Bacillus subtilis), streptomycin (Streptomyces gri-
seus), chloramfenikol (Streptomyces venezulae), oxytetra-
cyklin  (Streptomyces rimosus), erythromycin
(Streptomyces erythreum) a dalsi'. Jejich aktivita sm&fova-
nad proti patogennim mikroorganismiim a jejich cilené
vyuziti v 1ékafstvi, zejména v chirurgii ¢i chemoterapiich,
prodlouzilo primérnou délku Zivota o 8 let (cit.?).

Pfes prvotni uspéchy antibiotik mélo jejich uziti
i negativni dopad. Diky adaptabilit¢ mikrobidlniho a pie-
devsim bakteridlniho genomu — vznik mutaci a vyména
plasmidt kodujici rezistenci — reagovaly bakteridlni kme-
ny tvorbou riznych mechanismi, diky kterym se staly
rezistentni na dostupna antibiotika™. Nedtisledné az zby-
tecné pouzivani antibiotik véetné jejich pridavani do krmiv
hospodaiskych zvitat nezadouci rozvoj mikrobidlni re-
zistence urychlilo. Objev nékolika novych rodin antibiotik
v poslednich tficeti letech nedostatecné reagoval na nartst
rezistentnich bakteridlnich kmenti a infekéni onemocnéni
za&ala opét predstavovat hrozbu®.

V roce 1940, jesté pted uvedenim penicilinu do kli-
nické praxe, se objevily prvni rezistentni kmeny Staphylo-
coccus aureus na penicilin. Byla pfipravena dalsi beta-
laktamova antibiotika, ktera byla zpocatku dobfe Gcinna,
avSak zacatkem 60. let se objevily kmeny, které byly re-
zistentni i k témto beta-laktamovym antibiotikim vcetné
methicilinu. V 70. letech se kmeny Staphylococcus aureus
rezistentni k methicilinu (MRSA) staly po celém svété
hlavni pfiinou nosokomidlnich infekci. Zastoupeni re-
zistentnich kmentt MRSA v CR vzrostl mezi roky 2000 az
2005 ze 4,3 % na 12,9 % (cit.”). Na tyto kmeny dosud
ucinné plsobi pouze vankomycin, ale v roce 1997 byly
izolovany i prvni kmeny vykazujici rezistenci vici vanko-
mycinu®. Podobné krizova situace je napf. i u bakterie
Mycobacterium tuberculosis, ktera zptisobuje tuberkul6zu.
Nasledkem jeji multirezistence va¢i antibiotikim
a chemoterapeutikim se odhaduje, ze kazdy desaty piipad
plicni tuberkuldzy je smrtelny. Casta tvorba multirezisten-
ci je spojena s nosokomidlnimi infekcemi, které postihuji
zejména pacienty s oslabenou imunitou.

V soucasné dob¢ vyroba antibiotik pfedstavuje jedno
z nejvétsich odvétvi farmaceutického pramyslu, ale mnoho
novych typi antibiotik nepiibyva’. Hledani latek s novym
mechanismem uc¢inku obratilo pozornost k nejstarSim
obrannym mechanismim — kationickym peptidim.

2. Imunitni systém

Imunitni systém patfi k zdkladnim homeostatickym
mechanismim organismi. Jeho funkci je udrzovani inte-
grity organismu tim, Ze rozpozndva potencidlni patogeny
od hostitelskych bunék. Imunitni systém se obecné sklada
z odvekych nespecifickych kaskadd a reakci a evolucné
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mladsich, specifickych mechanismt (T- a B- lymfocyty —
tzv. bunky s paméti). Pouze u obratlovet byly pozorovany
oba typy imunity, pfesto miliony let staré mechanismy
nespecifické imunity Casem vytvofily efektivni formu
obrany imunitniho systému a daly moznost rostlinAm
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skupinami na Zemi (tfida — hmyz: 1 milion druhii a 10"
jedinct). Duraz je pti nespecifickych imunitnich reakcich
vénovan hbité a dlouhotrvajici odpovédi. Neadaptivni
imunitni systémy rostlin a bezobratlych jsou v uréitych
zakladnich rysech shodné s neadaptivni casti imunity
u obratlovet®.

2.1. Imunitni systém hmyzu

Nejvice prostudovany obranny mechanismus pftiroze-
né imunity hmyzu byl popsdn u octomilky Drosophila
melanogaster. Prvotni bariérou tvorenou vngjsi kutikulou
a epitelem travici soustavy je narocné proniknout, nékteré
mikroorganismy narusuji kutikulu tvorbou a pasobenim
enzym proteolytické kaskady, jez katalyzuje pfeménu pro-
fenoloxidasy na fenoloxidasu. Dale tento enzym katalyzu-
je oxidaci fenolickych sloucenin s néslednou polymeraci
a tvorbou &erného pigmentu melaninu’.

Po proniknuti do té€la hmyzu jsou mikroorganismy
vystaveny puasobeni imunitni odpovédi na humoralni
a bunécné urovni. Humoralni odpoveéd’ zpiisobuje rychlou
produkci antimikrobialnich peptidd, pficemz nékteré jsou
pfitomny i konstitutivng, a reaktivnich sloucenin kysliku.
Tyto peptidy jsou produkovany pievazné tukovym télis-
kem, funk¢énim ekvivalentem savcich jater, a jsou sekreto-
vany do hemolymfy, kde jejich koncentrace mtize dosah-
nout az 100 pmol 1.

Genom octomilky kéduje miniméalné 34 antimikrobi-
alnich peptidl, mezi které patfi peptidy se Sirokym spekt-
rem ucinku, napiiklad cecropiny (gram-pozitivni a gram-
negativni bakterie, houby), nebo uzkospektré: na glycin
bohaté attaciny (gram-negativni bakterie), drosomycin
(houby). Tvorba téchto peptidd reaguje na typ patogenu
(gram-pozitivni a gram-negativni bakterie, houby) v téle
hmyzu .

Imunitni odpovéd’ na bune¢né trovni je zprostiedko-
vana také hemocyty — krevnimi bunikami, které cirkuluji
v hemolymf€. Hemocyty délime podle morfologie na plas-
matocyty (fagocytujici), lamellocyty (tvorba vétSich kap-
suli), a krystalové bunky (obsahujici fenoloxidasu a podi-
lejici se na proteolytické kaskad)'’.

Vymezit hranice mezi humoralni a bunéénou imuni-
tou neni snadné. Nekteré humoralni faktory ovliviiuji
funkci hemocytt, které jsou zaroven zdrojem antimikrobi-
alnich peptidu.
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2.2. Signalizac¢ni kaskady — nastroje ovladajici
expresi indukovatelnych antimikrobidlnich
peptidu

Po aseptickém poranéni kutikuly jsou v hemolymfé
ptitomny vedle konstitutivnich antimikrobidlnich peptidi
i indukované antimikrobialni peptidy s riznym ucinkem.
Tvorbu téchto induktivnich antimikrobidlnich peptidd
aktivuji dvé signaliza¢ni cesty Toll a IMD (obr. 1)"'.

Toll signaliza¢ni drdha byla paraleln¢ identifikovana
u savel i u octomilky Drosophila melanogaster'?, dale
také u rostlin a ostatnich zivocicht (homologie se sav¢imi
., Toll-like-receptory*)®. Toll signaliza¢ni kaskada je akti-
vovana gram-pozitivnimi bakteriemi a houbami. Ligand
,»spatzle®, ktery je St€peny serinovymi proteasami, se na-
vaze na Toll membranovy receptor a aktivuje tak signali-
zacni kaskadu. Vysledkem kaskady je fosforylace a na-
sledna degradace ,,Kaktusu“ a uvolnéni transkripcniho
faktoru ,,DIF/Dorsal“ a jeho translokace do jadra, kde se
spusti transkripce genu specifického antimikrobidlniho
peptidu. U drosofily tato cesta reguluje geny odpovédné za
expresi antimikrobidlnich peptidd u€¢innym proti houbam
a gram-pozitivnim bakteriim'2. Hlavnimi zastupci peptido-
vych rodin vznikajicich touto kaskadou jsou defensin ucin-
ny proti gram-pozitivnim bakteriim, drosomycin a metch-
nikowin, které jsou u¢inné proti houbam''.

Odpoveéd’ na infekci zplisobenou gram-negativnimi
bakteriemi je kontrolovana odlisnou cestou. IMD cesta se

Toll signalizaéni cesta

Kvasinky.plisné,
gram-pozitivni bakterie

o v

pro-spitzel spéatzel

O

IMD signalizaéni cesta

Gram-negativni bakterie

hemolymfa

intracelularni

prosior ) [

Geny pro antimikrobidlni peptidy

Obr. 1. Schéma signaliza¢nich drah Toll a Imd u octomilky;
pfevzato a upraveno z cit.”
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podoba savcéi TNF-a draze a je zakoncena expresi peptidi
antimikrobidlnich peptidovych rodin jako je attacin, cecro-
pin, drosocin a diptericin, které prokazuji zna¢nou ucin-
nost proti gram-negativnim bakteriim. IMD cesta je zah4-
jena aktivaci peptidoglykanového rozpoznavaciho protei-
nu (PGRP), ktery reaguje na slozku obsaZenou
v bakterialni stén¢ gram-negativnich bakterii a aktivuje tak
signaliza¢ni kaskadu. Vysledkem kaskady je Stépeni pre-
transkripéniho faktoru oznacovaného ,,Relish® kaspasou
pojmenovanou ,,Dredd* za uvolnéni transkripcniho faktoru
,»Rel-68. Tento faktor je translokovan do jadra, kde akti-
vuje transkripci vyse uvedenych peptida'*.

2.3. Imunitni systém obratlovci

Exprese antimikrobidlnich peptidi B-defensint
v epitelovych burnkach dychaciho tstroji u skotu je stimu-
lovana lipopolysacharidy (LPS), interleukinem-1p (IL-1)
a tumor nekrotizujicim faktorem (TNF). Dalsi analyzy
5’-koncovych regionti indukovatelnych epitelovych anti-
mikrobidlnich peptidi ze savcl a zab odhalily vazebné
misto NK«xB, analog transkripénich faktorti u hmyzu (DIF,
Dorsal a Rel). Jako odpovéd’ na infekei klesa intracelularni
urovenn NKkB, ktery je translokovan do jadra a dochazi
k aktivaci genu pro pfislusny antimikrobialni peptid. Re-
ceptor pro IL-1B (IL-1R) je strukturné blizce piibuzny
receptoru Toll a spolu se signaliza¢ni kaskadou a tran-
skripénim faktorem NK«kB tvoii signalizacni drahu podob-
nou Toll signaliza¢ni draze u hmyzu. U savcu jsou IL-1
vylu¢ovany monocyty, makrofagy, dendritickymi buitkami
a poranénymi epitelovymi bunikami. Objeveni funkce Toll
a Toll-podobnych receptord (TLRs) pfi expresi gend pro
antimikrobidlni peptidy u hmyzu a savct vedlo ke snaze
hledat dalsi homologni struktury u ¢lovéka. Pozd¢jsi stu-
die prokazaly, ze u cloveéka se vyskytuje nejméné deset
téchto geni (TLRs). Soucasné experimenty prokazaly
vazbu LPS pfimo na TLRs (cit.”).

2.4. Imunitni systém rostlin

Rostliny, stejn¢ jako zivocichové, exprimuji antimi-
krobialni peptidy jako defensiny a thioniny konstitutivné
a jako odpovéd’ na mikrobidlni tok. Prvotni vazby jsou
zprostfedkovany specifickymi receptory podobné Toll
a Toll-podobnych receptorim (TIR-ND-LRR). Ty aktivuji
specifickou odpovéd’ proti specifickému organismu, tento

systém obrany u rostlin byl nazvan ,,gene for gene* strate-
gﬁlz,ls,w

3. Antimikrobialni peptidy

Antimikrobialnich peptidi existuje nekolik druhd —
kationické, anionické (enkelytin, dermcidin), aromatické
dipeptidy  (N-B-alanyl-5-S-glutathionyl-3,4-dihydroxy-
fenylalanin) a derivaty proteini vazici kyslik (derivaty
hemokyaninu a hemoglobinu, laktoferrin). Nejpocetnéjsi
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skupinou z nich jsou kationické peptidy, jez zaroven vyka-
zuji mnohondsobné& vys§§i aktivitu neZ ostatni druhy. Do-
sud jich bylo charakterizovano pies 700 a vice nez polovi-
na jich byla izolovana z hmyzu'’.

3.1. Obecn4 kritéria pro pisobeni antimikrobidlnich
peptida

Nezbytnymi parametry antimikrobialnich peptidii pro
jejich pusobeni jsou konformace, naboj, hydrofobicita,
hydrofobni moment, amfipaticita a polarni uhel. Je dilezi-
té zdlraznit, ze tato kritéria jsou v rovnovaze a navzijem
na sob¢ zavisla, zména jednoho je obvykle kompenzovana
zménou ostatnich. Extrémni odchylky v téchto vlastnos-
tech mohou vést ke snizeni antimikrobialni aktivity a se-
lektivni toxicity'*. Prakticky viechny antibakterialni pepti-
dy tvofi pti vazbé na membranu amfipatické struktury,
nejastéjii strukturou je o-helix'®.

Kationické antimikrobidlni peptidy obsahuji méné
nez 50 aminokyselin. Diky pfitomnosti aminokyselin lysi-
nu a nebo argininu je jejich celkovy naboj od +2 do +10
(cit."”). Minimélni mnozstvi kladného naboje pro interakci
peptidu s membranou patogenu, ktera je nabita zaporné, je
praveé +2. Nizsi hodnoty jiz nejsou dostatecné pro signifi-
kantni selektivitu k mikroorganismim. ZvySovani kladné-
ho naboje antimikrobialnich peptidd zaménou aminokyse-
lin miize v ur¢itém rozsahu zvysit jejich antimikrobialni
G&inky®®. Nékdy vsak mize zvyseni kladného naboje nao-
pak plné potlacit antibakteridlni aktivitu a zvySit napf.
hemolytické ucinky namifené proti hostitelskym bui-
kam™.

Hydrofobicita, ktera je dana procentem hydrofobnich
aminokyselin v peptidovém fetézci, se vétSinou pohybuje
kolem 50 %. Pfestoze je nezbytna pro efektivni membra-
novou permeabilizaci, zvySovani hydrofobicity siln¢ kore-
Iuje s toxicitou vaci savéim buikdm a ztratou specifity
vii¢i buiikam mikrobidlnim®'.

Polarni uhel vyjadiuje prostorové uspotfadani hydro-
fobnich a hydrofilnich aminokyselin, které tvoii domény
kooperujicich na permeabilizaci membrany. Polarni uhel
se také ukazal byt v Gzkém vztahu s celkovou stabilitou a
polo¢asem rozpadu membranovych pérd indukovaného
pritomnosti peptidii®®?.

3.2. Specifita a selektivni toxicita antimikrobialnich
peptida

Pisobeni peptidu proti bakterialnim infekcim chrani
hostitele, a proto je kladen diraz na selektivni plisobeni
antimikrobialnich peptidi pouze proti patogentim, piede-
v§im bakteriim. Toto rozpozndni umoziuji rozdily ve
struktufe, slozeni a transmembranovém potencialu mezi
bakterialni a eukaryotni membranou.

Vsechny biologické membrany jsou tvofeny fluidni
mozaikou tvorenou fosfolipidy. Fosfolipidy jsou amfipa-
tické povahy, to znamend Ze v rdmci molekuly obsahuji
soucasné hydrofobni i hydrofilni ¢ast. Bakterie jsou navic
obaleny bunécnou sténou, jejiz sloZzeni se liSi u gram-
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Tabulka I
Vybrané kationické peptidy a proteiny'’

Referat

Struktura a zéstupci peptidi Vyskyt Antimikrobialni aktivita
Antimikrobialni proteiny
BPI protein Clovek bakterie
Kathepsin G Clovek bakterie
Linearni peptidy tvorici a-helix
Cekropin hmyz, prase bakterie, mikroskopické vlaknité houby, viry,
protozoa, metazoa
Klavanin, styelin plasténci bakterie
Magainin, dermaseptin obojzivelnici bakterie, protozoa
Buforiny obojzivelnici bakterie, mikroskopické vlaknité houby

Linearni peptidy obohacené urcité aminokyseliny

Bohaté na prolin:

Drosocin, metchnikowiny octomilka

Pyrrhocoricin, metalnikowin blanoktidli

Bohaté na glycin:

Diptericiny, attaciny dvojktidli

Bohaté na histidin:

Histatin clovek

Bohaté na tryptofan:

Indolicin krava
Peptidy s jednou disulfidovou vazbou

Thanatin blanokridli

Brevininy zaba
Peptidy se dvema disulfidovymi vazbami

Tachyplesin II krab trnity

Androctonin Skorpion

Protegrin I prase
Peptidy se tremi disulfidovymi vazbami

a-Defensiny savci

B-Defensiny savci

Defensiny hmyz
Peptidy s vice disulfidovymi vazbami

Tachycitin krab trnity

Drosomycin octomilka

Heliomicin blanokftidli

Defensiny rostliny

bakterie
bakterie, mikroskopické vlaknité houby

bakterie

bakterie, mikroskopické vlaknité houby

bakterie

bakterie, mikroskopické vldknité houby
bakterie

bakterie, mikroskopické vlaknité houby, viry
bakterie, mikroskopické vlaknité houby
bakterie, mikroskopické vlaknité houby, viry

bakterie, mikroskopické vlaknité houby
bakterie, mikroskopické vlaknité houby

bakterie, mikroskopické vlaknité houby, protozoa

bakterie, mikroskopické vlaknité houby
mikroskopické vlaknité houby
bakterie, mikroskopické vldknité houby
mikroskopické vlaknité houby

pozitivnich, gram-negativnich bakterii a hub.

Membrany bakterii jsou bohaté na fosfolipidy
(fosfatidylglycerol, fosfatidylserin a kardiolipin) a spolu s
dalsimi slozkami bakterialni stény (glykolipidy, lipoprotei-
ny a u gram-negativnich jsou to navic lipopolysacharidy)
vytvareji negativni naboj. Naproti tomu fosfolipidova
dvojvrstva vyssich zivocichi obsahuje ve velké mife obo-
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jetné ionty fosfatidylethanolaminu, fosfatidylcholinu, sfin-
gomyelinu a molekuly cholesterolu, které udavaji mem-
brané naboj neutrdlni. Rozdilna distribuce jednotlivych
molekul ve vnitini a vn&jsi strané membrany vytvari nabo-
jovou asymetrii, vedouci k tvorbé transmembranového
potencialu (AW). Napftiklad normalni sav¢i bunka vykazu-
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je AY -90 az -110 mV. U bakteridlnich patogent
v logaritmické fazi ristu je AY —130 az —150 mV. Hodno-
ta transmembranového potencialu je dulezitym faktorem
pro elektrostatické pfiblizovani kationického peptidu
k membran&®.

3.3. Mechanismus uc¢inku antimikrobialnich peptidi

Prvnim krokem pfi plisobeni antimikrobialnich pepti-
di je priblizeni a interakce s membranou. Divodem mi-
grace k bakterialni membrané jsou elektrostatické interak-
ce a membranovy potencial. Nasleduje n€kolik moznosti
naruseni bunééné membrany — fatalni depolarizace mem-
brany, vytvareni selektivnich kanalt nebo ,,dér a ztrata
bunééného obsahu, aktivace destrukénich procest, jez
zahrnuje aktivaci hydrolas bunééné stény, naruSeni funkce
membrany translokaci lipidii — a nakonec prunik nékterych
peptidii az k intramolekularnimu cili*?.

Peptidy, které narusuji celistvost biomembran, jsou
prevazné ze skupiny o-helikalnich peptida®. Tvorba ion-

tové selektivnich kanalti mtize vést ke ztraté transmembra-
nového potencialu, a tedy ztraté energetické funkce bio-
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Obr. 2. Mechanismus piisobeni antimikrobialnich peptidi; A
— agregacni model, B — model toroidniho péru, C — model sudové
skruze, D — kobercovy model, E-I mechanismy ptsobeni antimikro-
bidlnich peptidf, pfevzato a upraveno z cit.**
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membrany. VEétsi ,,diry” mohou vést ke ztraté zivotn¢ da-
lezitych latek a zpisobuji smrt. VElenéni antimikrobial-
nich peptidi paraleln¢ s dvojvrstvou, mezi hydrofobni
a hydrofilni ¢4st, vytvari misto, kde se nasledn¢ agreguji
dalsi molekuly peptidu. Po dosazeni kritické koncentrace
se peptidy reorientuji za tvorby vodivych kanalt, které
umoziuji Gnik protond a jinych iontl, popfipadé vétsich
molekul (princip mechanismi vzniku sudové skruze, napf.
magainin®’). Ponékud odli$ny je tzv. kobercovy mechanis-
mus, kdy dochazi k agregaci peptidii vné membrany a po
dosazeni kritické koncentrace dochazi ke vzniku toroidni-
ho poéru nebo micelizaci a prolomeni membrany, tento
mechanismus vykazuji napf. sapeciny®* (obr. 2).

Nékteré antimikrobidlni peptidy jsou vSak transloko-
vany membranou bez jejiho znatelného naruseni. Uvnitf
buriky zpisobuji napf. inhibici cytoplasmatického ,.heat-
shock® chaperonu DnaK (pyrrhocoricin, apidaecin a dro-
socin)”’. Nékteré peptidy silng narufuji syntézu DNA
a inhibuji syntézu RNA a proteini nebo zpisobuji jejich
nespravnou translaci (indolicin)".

3.4. Typy kationickych antimikrobidlnich peptida

Kationické peptidy rozdélujeme na zakladé struktur
a pfevazujicich motivi do Etyf zakladnich t¥id: /) antimik-
robialni proteiny (maji ptes 100 aminokyselin), i7) linedrni
peptidy s  a-helikdlnimi doménami (asi 290 amino-
kyselin), iii) linearni peptidy se zvySenym obsahem dané
aminokyseliny (asi 44 aminokyselin), iv) cyklické peptidy
obsahujici disulfidové vazby (asi 380 aminokyselin). Pro
klasifikaci antimikrobialnich peptidii bakterialniho pivodu
a nedavno nalezenych peptidl u rostlin a zivocichl byly
navic vyc¢lenény tyto tfidy: v) peptidy bez disulfidickych
mdastkd, vi) peptidy s cyklickou strukturou, vii) kovalentné
vazané dimery***’

3.4.1. Antimikrobialni proteiny

Tyto proteiny jsou produkovany riznorodymi orga-
nismy v ruzném kontextu. Sav¢i krevni bunky jsou bohaté
na tyto proteiny. Vedle lysozymu jsou zde obsazeny ser-
procidiny, kathepsin G, laktoferriny a protein BPI. BPI je
vysoce kationicky protein (55 kDa) s aktivitou zaméfenou
proti gram-negativnim bakteriim, vadze se na lipopolysa-
charidy bunécné stény a zpusobuje poskozeni bunécné
membrany. Z hmyzu bylo izolovano n¢kolik polypeptidi
(20-30 kDa) aktivitou zaméfenych proti gram-negativnim
bakteriim — attaciny a sarkotoxiny II. Attaciny se vazi
k lipopolysacharidim v bunécné sténé gram-negativnich
bakterii a inhibuji syntézu membranovych proteinil. Pro
strukturu attacind a sarkotoxint II je typicky vysoky obsah
glycinu. Ruzné druhy plzii produkuji antimikrobidlni gly-
koproteiny achacinové rodiny, které jsou aktivni proti
gram-pozitivnim i gram-negativnim bakteriim. Z rostlin
byly izolovany puroindoliny a thaumatinu podobné protei-
ny (napf. zeamatin, 20 kDa). Bakterie produkuji antimi-
krobialni proteiny pro potlaceni ristu jinych bakterialnich
kmenil, ptisobi na membranovou permeabilitu a interferuji
se syntézou proteinii nebo nukleovych kyselin. Gram-
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Tabulka IT
Vybrané nekationické peptidy'’

Referat

Struktura a zastupci peptidii Vyskyt

Antimikrobialni aktivita

Anionické peptidy

Derivaty neuropeptidu:

Enkelytin krava, ¢loveék bakterie
Peptid B krava, ¢lovek, pijavice, musle bakterie
Bohaté na kyselinu asparagovou:
H-GDDDDDD-OH ovce bakterie
Dermicin ¢lovek bakterie
Aromatické dipeptidy
N-B-Alanyl-5-S-glutathionyl-3,4- masatka bakterie, mikroskopické vlaknité houby
dihydroxyfenylalanin

p-Hydroxycinnamaldehyd
Peptidy odvozené od proteinii vazici kyslik

Derivaty hemokyaninu kreveta
Derivaty hemoglobinu kliste
Lactoferin clovek

blanokftidli-Siropasi

bakterie, mikroskopické vlaknité houby

bakterie
bakterie

bakterie, mikroskopické vlaknité
houby, viry

negativni kmeny produkuji koliciny s molekulovou hmot-
nosti 30-90 kDa a gram-pozitivni kmeny produkuji druhy
bakteriocint (pfes 20 aminokyselin)*.

3.4.2. Linedrni peptidy

Tato tfida zahrnuje antimikrobidlni peptidy s méné
nez 100 aminokyselinami. V databazich téchto peptida
zabiraji asi polovinu. Nejpocetnéjsi skupinu tvoti peptidy
s amfipatickou, a-helikalni strukturou (asi 300 peptidi).

Linearni amfipatické peptidy tvorici a-helixy

Délka ftetézce téchto peptidi se pohybuje mezi 16
a 40 aminokyselinami. o-Helikalni domény se vyskytuji
vétSinou na N-konci a u nékterych peptidd jsou i amidova-
né. Vedle téchto struktur jsou pfitomny i sekundarni o-
helikalni domény, smycky nebo malé cyklické motivy.
Pfitomnost a-helikdlnich domén je nezbytnd pro antimik-
robialni ucinek, kterym je permeabilizace bunééné mem-
brany za pomoci nespecifickych interakci s membra-
novymi fosfolipidy. Nekteré z téchto peptidi jsou specific-
ké proti bakteriim, ale nékteré se vyznacuji i hemolytic-
kym ptisobenim na erytrocyty.

Zastupcem této tfidy jsou cekropiny — skupina linedr-
nich peptidd o molekulové hmotnosti 3—4 kDa, tvoficich
dva a-helikalni segmenty (siln¢ bazickd N-terminélni domé-
na a dlouhy hydrofobni C-termindlni helix), které jsou spo-
jeny kratkou ,,stopkou®. Prvni cekropin byl charakterizovan
v 80. letech 20. stoleti u motyla Hyalophora cecropia.

Dalsi molekulou patiici mezi tyto peptidy je magainin
izolovany z kaze zaby Xenopus laevis. Relativné novou
skupinou téchto kationickych peptidii jsou buforiny (2 az
4 kDa) izolované z rybiho epitelu, strukturné jsou podobné
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cekropinim. Cekropiny, magaininy a buforiny plsobi na
sirokou §kalu bakterii, houby a parazity'’. U savcli véetné
¢lovéka byly izolovany a-helikalni antimikrobidlni pepti-
dy patfici do rodiny katelicidintl, jsou produkovany hlavné
fagocyty. Spektrum jejich ucinku je stejné jako u cekropi-

Hﬁ28’29.

Kratké linearni peptidy

Z4by rodu Rana produkuji linearni antimikrobidlni
peptidy, které patii mezi nejmensi v pfirodé. Jedna se
o temporiny s 13 aminokyselinami, amidovanym C-
koncem, vykazujici aktivitu proti nékterym gram-
pozitivnim bakteriim a kvasinkdm. Jiny rod Zab Bombina
produkuje peptidy bombininy Ccitajici 20 aminokyselin
s Sirokym spektrem ucinku. Ob& tyto peptidové rodiny
vykazuji hemolytickou aktivitu®®.

Peptidy bohaté na prolin

Tyto peptidy byly nalezeny jak u savci, tak u hmyzu.
Vedle aminokyseliny prolin je také hodné zastoupen argi-
nin jako bazickd aminokyselina. Antimikrobialni aktivita
je zaméfena proti gram-negativnim bakteriim a neni do-
provazena hemolytickym pusobenim. Vedle rozruseni
bakteridlnich membréan piisobi i na intracelularni cile. Sav-
¢i peptidy patii do rodiny katelicidini (baktenecin, porcin
PR-39 a profeniny) a maji 40 az 80 zbytkl. Témét vSech-
ny jsou amidovany na C-konci.

Nékolik téchto peptidi bylo izolovdno z hmyzu
a muzeme je rozdélit podle délky fetézce na kratké a dlou-
hé. Kratké maji 15 az 20 zbytkd a zahrnuji apidaeciny,
formaeciny, drosocin, pyrrhokoricin a metalnikowniny.
Apidaeciny a metalnikowniny plsobi proti gram-
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negativnim bakteriim, avSak mechanismus u¢inku je po-
malejsi nez u a-helikalnich peptidi a defensinti. Antimik-
robialni aktivitu ovliviiuji optické vlastnosti aminokyselin.
Priinik do bunky je totiz uskuteciovan specifickymi trans-
portnimi mechanismy a ne vznikem nespecifickych pora.
Hlavnimi intracelularnimi cily jsou naptiklad ,heat-shock*
proteiny. Dlouhé hmyzi peptidy bohaté na prolin zahrnuji
abaeciny, lebociny a metchnikowin. Drosocin, pyrrhokori-
cin, formaeciny a lebociny jsou O-glykosylované a byl

prokazan vliv glykosylace na antimikrobialni aktivitu®.

Peptidy bohaté na glycin

Tyto peptidy jsou produkovany pouze hmyzem
a muzeme je rozdélit do tfi skupin: peptidy s doménou
podobnou attacinu, peptidy bohaté na Pro/Gly a peptidy
bohaté na His/Gly. Do prvni skupiny patfi hymenoptaeci-
ny, holotricin 2, koleoptericiny, hemiptericin, gloverininy
a akaloleptiny a jejich aktivita je zaméfena proti gram-
negativnim bakteriim. U gloverinu byla objevena interakce
s membranovymi lipopolysacharidy a néslednd inhibice
syntézy membranovych proteini. Diptericin je zastupcem
druhé skupiny, jeho N-doména je bohata na aminokyselinu
prolin a C-doména na aminokyselinu glycin. U diptericinu
A bylo prokazano, ze glykosylace nema vliv na aktivitu.
Do tfeti skupiny fadime tfi antifungalni peptidy: holotricin
3, tenecin 3 a antifungalni protein z masatrky (Sarcophaga
peregrina). Obsahuji 67 az 84 aminokyselinovych zbytku.
Antifungélni protein z masarky vykazuje synergismus se
sarkotoxinem I izolovanym z téhoZ organismu®.

Peptidy bohaté na histidin

Tyto peptidy s velkym zastoupenim aminokyseliny
histidin byly izolovany ze slin lidi a primati a nazyvaji se
histatiny'’. Jejich aktivita je namifena proti kvasinkam
a plisnim. Tyto peptidy po pruniku do buiky napadaji
mitochondrie. Plsobi i na azol-rezistentni kvasinky a plis-
n¢ a vykazuji nizkou toxicitu, coz z nich déla skvélé kan-
didaty na chemoterapeutika®®.

Peptidy bohaté na tryptofan

Dosud jsou znamy pouze dva takové peptidy a to
indolicin a tritrypticin. Maji Siroké spektrum ucinku:
gram-pozitivni a gram-negativni bakterie, plisn¢, kvasinky
a dokonce i obaleny virus HIV. Nevyhodou z hlediska
potencialniho vyuziti jsou hemolytické a cytotoxické pl-
sobeni proti T-lymfocytim.

3.4.3. Peptidy bohaté na cystein tvorici disulfidové miistky

Témét polovina vSech antimikrobidlnich peptida
v databazich obsahuje dva nebo vice cysteinovych amino-
kyselin, které Casto tvori disulfidové mustky. Jsou produ-
kovany rtiznymi druhy bakterii, plisni, rostlin, obratlovci
i bezobratlymi zivocCichy.

Peptidy se dvéma nebo ¢tyimi cysteiny

Tyto peptidy tvoii vlasenkové struktury nebo tzv.
,ranaboxy®. Disulfidové mustky stabilizuji strukturu. Tyto
peptidy jsou produkovany savci, bezobratlymi, rostlinami,
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a i gram-pozitivnimi mlé&nymi bakteriemi®.

Zaba rodu Rana produkuje tyto peptidy: brevininy,
eskuletiny a tigerinin. Brevininy a eskuletiny obsahuji
amfipatické a-helikdlni struktury koncici motivem
,sranaboxu®. Podobny cyklicky motiv byl objeven i u hmy-
ziho thanatinu. Tyto peptidy ptlisobi proti bakteriim i kva-
sinkdm a plisnim membranolytickym mechanismem
a vykazuji 1 hemolytickou aktivitu.

Sav¢i peptid protegrin obsahuje Ctyfi cysteinové zbyt-
ky. Pasobi jako dimer na Sirokou Skélu i bézn¢ rezistent-
nich patogend.

V rostlinach nebyly nalezeny peptidy s jednou disulfi-
dovou vazbou, ale jen se dvéma.

Peptidy se Sesti a vice cysteiny

Tyto peptidy jsou rozsifeny zejména u eukaryotnich
organismu. Struktura je stabilizovana vznikem B-struktur,
ale neni vyloucena i pfitomnost o-helixu. Tyto peptidy
jsou souhrné nazyvany defensiny. Tti druhy defensind (o.-,
B- a 6-) se vyskytuji u obratlovci véetné Clovéka, Ctvrty
druh u rostlin a paty u hmyzu. o-Defensiny maji 29 az 35
aminokyselin se tfemi disulfidovymi mistky. Lidské o-
defensiny maji pozice disulfidovych mustkt konzervova-
né, doposud jich u ¢loveéka bylo identifikovano Sest dru-
ha*'. Jsou produkovany neutrofily. Jejich struktura se skla-
da z C-koncové vlasenky spojené smyckou ke tietimu N-
koncovému B-listu. B-Defensiny maji podobnou strukturu
jako o-defensiny, jen se lisi v aminokyselinovém sloZeni.
Jsou to Sirokospektralni antimikrobialni peptidy vyznacuji-
ci se expresi v rliznych tkanich (epitely dutiny ustni, hor-
nich cest dychacich, ledviny, slinivka bfi$ni, mocové cesty
a zenské pohlavni organy), kde potlacuji spolu
s ptirozenou mikroflorou rizné infekce. Jiz u ¢tyt lidskych
B-defensinti (hBD-1 az 4) byly exprese a funkce jiz dobfe
popsany, avSak studium genomu predpoklada existenci
dalsich 28 novych lidskych B-defensini’”. Dalsim pepti-
dem, jez obsahuje vysoky obsah cysteint, je hepcidin,
ktery obsahuje 24 aminokyselin, z nich osm cysteint, kte-
ré tvori disulfidové muistky. Lidska jatra produkuji tento
antimikrobialni peptid do moci. Analoga byla nalezena
u vsech zivocichd, u bezobratlych jsou tyto na cystein
bohaté peptidy produkovany tukovym t&liskem®.

Velky pocet defensini byl objeven u hmyzu, a jejich
homology byly nalezeny u jinych bezobratlych (Skorpion).
Tyto peptidy jsou dlouhé 33—51 aminokyselin a pisobi na
cytoplasmu gram-pozitivnich bakterii. Tim dopliiuji roli
o-helikalnich hmyzich peptidt, které pisobi proti gram-
negativnim bakteriim. U defensinti blanoktidlych (vcela
medonosnd) byl C-koncovy o-helix amidovany. Dalsi
peptid podobny hmyzim defensinim produkuje octomilka
Drosophila melanogaster a nazyva se drosomycin. Vedle
B-struktur a a-helixu jsou C- a N-konce spojeny Ctyimi
disulfidovymi mustky, antimikrobialni aktivita byla zazna-
menana pouze proti mikroskopickym vlaknitym houbam.

Dale k antimikrobialnim peptidim s vysokym pocétem
cysteinovych zbytkl fadime mytiliny a myticiny z musle,
illuciny produkované plisni Rhizomucor pussillus ¢i anti-
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fungalni protein plisn¢ Aspergillus giganteus nebo tachy-
plesiny a tachystatiny klepitkatce Tachypleus tridentatus™.

V roce 1999 byla definovana nova skupina cyklic-
kych peptidi se tfemi disulfidovymi mistky a B-listy
oznacena cyklotidy. Poprvé byly izolované z rostlin, dale
1 z bakterii a zivocichl. Maji Siroké spektrum biologickych
aktivit: hemolytické, antimikrobialni, antivirové, insekti-
cidni, jsou také inhibitory neurotensind a trypsini’**.

Z rostlin byl dale izolovan peptid snakin-1, ktery
obsahuje 63 aminokyselin, z toho 12 cysteintl, jez mohou
tvorit az 6 disulfidovych mastkd a stabilizovat tak struktu-
ru. Jiz v koncentraci pod 10 pmol ' je aktivni proti bakte-
rialnim a fungalnim infekcim®.

Peptidy s kovalentné vazanymi dimery

Nekteré antimikrobidlni peptidy bakterialniho ptivodu
obsahuji 1 jiné kovalentni vazby nez disulfidovou. Napfii-
klad lantibiotika, patiici mezi bakteriociny, tvofi mustky
diky pfitomnosti aminokyseliny lanthioninu (je tvofena
dvéma zbytky alaninu propojenymi pres B-uhlik thioethe-
rovou vazbou). Lantibiotika pisobi na membranu gram-
pozitivnich bakterii, jejich zastupci jsou nisin a mersaci-
din2636

3.4.4. Posttranslacni modifikace antimikrobidlnich
peptidit

Nejbéznéjsi formou posttranslacni modifikace u anti-
mikrobialnich peptidi a proteinti je tvorba disulfidovych
milstkll. Ty jsou nezbytné pro spravné usporadani popiipa-
d¢ dimerizaci peptidi, coz ma ve veétsing piipadi, ale ne
ve vsech, vliv na biologickou aktivitu. Dal§im druhem
modifikaci jsou glykosylace. Asi tietina peptida
v databéazich je glykosylovand. Pfitomnost cukru neni ne-
zbytna pro antimikrobialni aktivitu, av§ak v mnoha pfipa-
dech glykosylace tuto aktivitu zvySuje. Experimenty
s glykosylovanymi a neglykosylovanymi peptidy a razny-
mi bakteridlnimi kmeny vSak prokézaly, Ze neni souvislost
mezi vlivem glykosylace a mechanismem u&inku®®’. Stu-
die drosocinu pomoci NMR spektroskopie prokazuje, Ze
disacharid otevira tésné sevieni centralniho ohybu pepti-
dové patete, diky niz dochdzi ke stabilizaci C-koncového
ohybu a lepsi vazbé na cilovou molekulu®.

Také amidace C-konce, kterd se casto vyskytuje
u antimikrobidlnich peptidi, zvySuje antimikrobialni po-
tencidl diky zvySeni kationicity.

3.5. Pouziti antimikrobidlnich peptida

Spektrum pilisobeni antimikrobidlnich peptidt je veli-
ce Siroké a zahrnuje i fadu mikroorganismu rezistentnich
proti dostupnym antibiotiktim. Navrhované aplikace téchto
antimikrobialnich peptidi zahrnujici 1é¢bu, poptipadé
prevenci, systemickych bakteridlnich, kvasinkovych
a virovych infekci, ale i onemocnéni zptsobenych parazi-
ty. Bylo prokéazano i plsobeni na rakovinné bunky. Vyuzi-
ti je dale zaméfeno proti patogeniim ohrozujici pacienty
s cystickou fibrozou (kathelicidin), Zaludecnimi viedy,
koznimi nadory, onemocnénim dutiny ustni, o¢nimi choro-
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bami, sexualné prenosnymi nemocemi a sepsi. Také se
uvazuje o pouziti té&chto peptidii v oblasti genovych tera-
pii, pro sterilizaci nemocni¢niho a chirurgického materia-
lu, produkei sterilnich obvazovych materiald, pro pouziti
v kosmetice a potravinatstvi®®.

Na trh se zatim dostalo jen péar antimikrobidlnich
peptidi bakteridlniho ptivodu: kationické peptidy polymy-
xin B a gramicidin S, které jsou pouZzivany v klinické praxi
jiz dlouho, a kationické lantibiotikum nisin pouzivany jako
konzervaéni prostiedek do potravin®®4.

Ptes moznosti, které dnes nabizi navrhovani novych
peptidit nebo proteind, je jejich Gspesnost limitovana kli-
nickymi testy. Dodnes se pouze Ctyfem peptidim nebo
proteintim podafilo dospét do 3. faze klinickych testl —
testll ucinnosti. Byly navrzeny k 1é¢bé nebo prevenci im-
petiga a diabetickych viedd na nohach (derivat zabiho
magaininu MSI-78, Pexiganan, firma Genaera), mukozy
dutiny ustni (derivat praseciho protegrinu IB-367, Isega-
nan, firma Intrabiotics), sepse (derivat lidského BPI protei-
nu rBPL,;, Neuprex, firma Xoma) a s katetrizaci spojenych
infekci (varianta kraviho indolocinu CP-226, Omiganan,
firma Migenix). Pouze dva peptidy prokazaly dostatecnou
ucinnost. Pexiganan pfi ordlnim uZiti spolu s ofloxacinem
vedl k vyléceni nebo zlepseni u 90 % pacientd. Avsak
Americky ufad pro potraviny a léky (FDA) neschvélil
tento 1€k pro klinické vyuziti. Omniganan v 3a fazi klinic-
kych testi dosahl statisticky vyznamného wspéchu pii
redukci infekei vedoucich z katetrii a jejich kolonizaci na
katetrech. Presto, Ze toto nebyl ptivodné navrzeny cil toho-
to peptidu, postoupil do dal3i faze testovani 3b (cit.*'*?).

Zajmu o antimikrobidlni peptidy napomahd i fakt, Zze
by mohly byt produkovany endogenné pomoci geneticky
modifikovanych organismi. Jedny z navrzenych peptidt
jsou defensiny. Pisobi Sirokospektralné a jejich hladina
v krvi pfi infekci vzrlistd — byla indikovana napf. u pacien-
ta s cystickou fibrozou. Jejich produkce ve vétsim méfitku
vSak neni zcela vyfeSena, prestoze produkce defensint
produkovanych neutrofily a jejich analog byla jiz popsana.
Produkce defensind rekombinantni technologii se jiz také
objevuje, ale popisuje pouze produkci v mensim méfitku.
Také byly provadény pokusy, pii kterych byla uspésné
provedena transformace rostlin s naslednou expresi de-
fensind jako soucast obrany proti infekcim. Takto oSetfené
rostliny projevily zvySenou odolnost vuéi infekcim ve
srovnani s konvenénim osetfenim®™.

Antimikrobialni peptidy izolované z obojzivelniki
(hlavné¢ zab) nabizeji také rozmanité vyuziti
v terapeutickych a biotechnologickych aplikacich, ale vy-
zaduji dalsi studie.

Tato studie byla podpoiena granty GA CR
522/09/1693 a 305/09/H008, FRVS 942/2009/G4, MSM
6046137305 a vyzkumnymi zaméry Ministerstva Skolstvi
Z 40550506.

Seznam zkratek

BPI baktericidni, protein zvySujici permeabilitu mem-
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bran (Bactericidal/Permeability-Increasing pro-
tein)

DIF imunitni faktor ptibuzny s Dorsalem (Dorsal-
related Immunity Factor)
FDA  Americky tfad pro potraviny a léky (US Food
and Drug Administration)
IMD  imunitni nedostatecnost (Immune Deficiency)
LPS lipopolysacharidy
MRSA methicilin rezistentni Staphylococcus aureus
(Methicilin Resistant Staphylococcus aureus)
NK nuklearni faktor (Nuclear Factor)
PGRP peptidoglykany rozpoznavajici protein (Peptido-
glycan Recognition Protein)
TNF  tumor nekrotizujici faktor (Tumor Necrosis Fak-
tor)
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The resistance of microorganisms to antibiotics is an
increasing public health problem. Hence, Hence, sub-
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1. Uvod

V poslednich dvou desetiletich je vénovana pozornost
novému elektrodovému materialu, diamantovému filmu
dopovanému borem (BDD). Mezi jeho vyhodné vlastnosti
patfi mechanickd i chemicka stabilita, nizky zbytkovy
proud a biokompatibilita' . Dalsi dtleZitou vlastnosti
BDD filmu je Siroké potencidlové okno, zavislé na kvalite
filmu a dosahujici nejcastéji hodnot kolem 3,5 V. Borem
dopované diamantové filmové elektrody (BDDFE) proto
umoziuji provadét elektrochemické reakce pifi potencia-
lech, kterych neni mozné dosahnout jinym zptisobem™.
Pti elektrochemickém stanoveni organickych latek na pev-
nych elektroddch dochdzi velmi casto k ireverzibilni ad-
sorpci reakénich produktd ¢i nékterych slozek vzorku na
povrchu elektrody, coZ ma za nasledek jeji pasivaci. Na
adsorpci polarnich latek jsou citlivé témé&f viechny sp’
uhlikové elektrody (tj. elektrody v nichz ptevazuji uhliko-
vé atomy s sp” hybridizaci, napt. grafitové). Je to zptisobe-
no hlavné piitomnosti polarnich skupin na jejich povrchu®.
BDD je diky svému sp’ charakteru ( tj. skutenosti, Ze
uhlikové atomy jsou zde v sp® hybridizaci) viiéi adsorpci
polarnich latek na jeho povrchu znacné rezistentni, coz je
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déno v podstaté parafinickym charakterem jeho povrchu
v ptipad¢ pievladajici terminace povrchovych vazeb vodi-
kem. Diky malé nachylnosti k pasivaci jsou BDD filmy
v mnoha pfipadech idedlnim elektrodovym materialem,
ktery je moZné pouzit k vysoce citlivému stanoveni velké-
ho mnozstvi organickych i anorganickych latek bez pred-
chozi tpravy povrchu elektrody'. Piiprava vodivych dia-
mantovych filmi 1 jejich analytické aplikace byly
v minulych letech popsany v piehlednych referatech'’ '
a v knize'".

2. Pouziti diamantovych filmovych elektrod
dopovanych borem

Pouziti vodivych diamantovych filmi jako elektrodo-
vych material v elektrochemii bylo rozsahle popsano
Fujishimou''. Pro pouziti BDDFE v elektrochemii orga-
nickych latek existuji dva hlavni sméry: elektrochemicka
oxidace organickych latek obsazenych v odpadnich vo-
dach na BDD anod¢ zaloZena na jejich Gplné konverzi
nebo destrukci a uziti BDDFE jako elektrochemickych
senzorti ve voltametrii nebo pii ampérometrické detekci
v prutokovych metodach (HPLC, pritokova injek¢ni ana-
lyza, kapilarni elektroforéza).

Cilem cisténi odpadnich vod je plnd oxidace orga-
nickych polutanti na CO, nebo jejich konverze na biolo-
gicky odbouratelné slouceniny. K tomuto ucelu je vyhodné
pouziti BDDFE, nebot’ pfi oxidaci vody, kterd je umozné-
na vysokym pfepétim tvorby kysliku na povrchu BDDFE,
vznikd velké mnoZstvi hydroxylovych radikalli. Tyto silné
oxidanty zajistuji pfimou oxidaci organickych latek na
povrchu BDD anody, ¢imZ je zabran&no pasivaci povrchu.
Toto téma bylo popsano v piehlednych referatech’”'*"”.

3. Priprava diamantovych filmovych elektrod
dopovanych borem

BDD filmy se obvykle pfipravuji metodou chemické
depozice par. K depozici diamantového filmu je nejcastéji
pouzivana smés methanu a vodiku, dopovani borem je
dosazeno ptidavanim diboranu do smési plynd. Koncentra-
ce atomtl boru v diamantovém filmu je obvykle 10*° cm,
coz odpovida 1 atomu boru na 1000 atomi uhliku”'. Pfi-
pravou BDD filmu se podrobn€ zabyvéa c¢lanek Cvacky
a spol.> A¢koliv byly studovény i jiné typy dopantt (vodik,
dusik, fosfor, sira)"*, vétsina praci v elektroanalyze vyuzi-
va jako dopant bor. Téméf vSechny publikované elektro-
analytické aplikace byly provedeny na BDD filmech nane-
senych na kiemiku (BDD/Si), tiebaze jejich pramyslova
vyroba je problematickd kvili kiehkosti a relativné nizké
vodivosti kfemikového substratu. V dnesni dobé¢ je snaha
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nalézt novy substrat pro BDD film, byl testovan niob, tan-
15-19

24

Tyto substraty jsou vhodné pro i pro velkoplosné elektrody
pouzivané pro uplnou elektrochemickou oxidaci organic-
kych polutanti pfi jejich odstranovani z odpadnich vod,
v elektroanalytické chemii se zatim pfili§ neuplatnily. Pro
vyrobu mikroelektrod lze jako substrat pouzit platinovy
dratek®. Jako substrat pro BDD film byl testovan také gra-
fit, uhlik a uhlikova vlakna®; jejich analytické aplikace
jsou vsak zatim omezené.

4. Konstrukce diamantovych filmovych
elektrod dopovanych borem

Pii vsadkovém usporadani je BDDFE pro voltamet-
ricka méteni vloZena do téla elektrody z teflonu nebo poly-
etheretherketonu (PEEK) (obr. 1) nebo tvoii dno pracovni
nadobky®**. Pro elektrochemickou detekei v priitokovém
usporadani lze pouzit tenkovrstvou detekcéni celu, ktera
byla poprvé popsana v praci’'. Lze viak pouzit i vétsinu
komer¢né dostupnych tenkovrstvy cel. Pro préci s kapilar-
nimi technikami (HPLC, kapilarni elektroforéza) je vhod-
na cela pro detekci za kolonou s pracovni BDD mikro-
elektrodou™.

V dnesni dobé jiz existuje nékolik dodavateltt ko-
merénich elektrod””***: Windsor Scientific (Velka Brita-
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nie)”, Adamant Technologies (Svycarsko)*, Element Six
(Velka Britanie)”’, Condias (Némecko)™, Sumitomo
(Japonsko)® a sp3 Technologies (USA)*.

4.1. Mikroelektrody

Vyznamnym trendem v konstrukci ampérometrickych
detekénich systémil je jejich miniaturizace, fada praci se
tedy zabyva ptipravou BDD mikroelektrod. Cvacka a spol.
studoval pouziti BDD mikroelektrod jako elektrochemic-
kého detektoru pro kapilarni elektroforézu (CE)’. Mikroe-
lektrody byly pfipraveny nanesenim tenkého BDD filmu
na platinové dratky o priméru 75, 25 ¢i 10 um vyleptané
do tvaru kuzele. Kvalita mikroelektrod zavisi na Gplném
pokryti platiny BDD filmem a na tvaru elektrody, jehoz
reprodukovatelnost je tfeba zajistit. Toho se dosahlo oddé-
lenim kuzelové ¢Casti elektrody zatavenim jeji zbylé Casti
do polypropylenu nebo jejim pokrytim lakem na nehty
propylenu, nebot’ lak na nehty a polyimid maji omezenou
chemickou stabilitu, omezujici jejich pouziti ve vzorcich
zivotniho prostiedi, a omezenou elektrochemickou stabili-
tu, zuzujici pouzitelny rozsah potenciald. Dalsi typy BDD
mikroelektrod byly pouzity jako ampérometricky detektor
pii CE na mikro¢ipu pro analyzu purinii a jejich derivati®',
2, A-dinitrotoluenu a 1,3-dinitrobenzenu™ nebo 4-amino-
fenolu a 2-aminonaftalenu’.
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Obr. 1. Schéma BDDFE v diskovém usporadani; kontakt pro piipojeni k potenciostatu (1), teflonové télo elektrody (2), elektricky kon-
takt (3), Sroubovaci nastavec (4), pruzina (5), kovova desticka z obou stran pokryta grafitem (6), t€snéni (7), kontakt s roztokem (8), BD-

DFE na kifemikové podlozce (9)

470



Chem. Listy 103, 469-478 (2009)

4.2. Elektrody s modifikovanym povrchem

Posledni dobou roste vyuziti modifikovanych diaman-
tovych povrchil. Techniky modifikace jsou chemické,
elektrochemické nebo fotochemické''. Chemicka modifi-
kace BDD povrchu mize zajistit zvySenou citlivost a se-
lektivitu pii detekci roznych latek'. Nejdastéji se pouziva
povrchova oxidace, navazani organickych funkénich sku-
pin nebo biomolekul a elektrochemicka depozice kovil
nebo jejich oxidi. Modifikace povrchu anodickou oxidaci
vede k vyraznému zvyseni selektivity k nékterym analy-
tim, napft. k dopaminu nebo kyselin¢ mocové, které je pak
mozné stanovit i v pfitomnosti nadbytku kyseliny askorbo-
vé** . Vzhledem k biokompatibilité diamantu je vyhodné
jeho vyuziti pro senzory in vivo. Diamantové elektrody
s deponovanym kovem lze pouzit v pfipadé katalyzy vice-
stupnovych elektrochemickych reakci (oxidace alkohold
a uhlovodikt), které mohou byt na nemodifikované
BDDFE pomérné pomalé. Elektrody s deponovanym nik-
lem nebo médi vykazuji vybornou elektrochemickou stabi-
litu a dobrou adhezi &astetek kovu k povrchu elektrody'.
Pouziti enzymaticky modifikovanych BDD filmt je per-
spektivni i pro piipravu senzort se specifickou citlivosti'.
BDDFE modifikovana tyrosinasou byla pouzita jako elek-
trochemicky detektor pfi stanoveni estrogennich derivati
fenolu priitokovou injek&ni analyzou (FIA)**. Mikrosenzor
z mikrovlaknovych BDD elektrod modifikovanych oxido-
vanym polypyrrolem byl pouzit jako ampérometricky de-
tektor pro stanoveni dopaminu v pfitomnosti kyseliny
askorbové®’. Pro stanoveni glukosy byl zkonstruovan
BDDFE biosenzor s imobilizovanou glukosooxidasou™.

5. Analytické aplikace

Analytické aplikace BDDFE byly v poslednich péti
letech popsany v referatech'* %23V oblasti organické
analyzy nalezla BDDFE uplatnéni pfi stanoveni pesticidu,
1éc¢iv, environmentélnich polutantli (fenoly a jejich chloro-
vané derivaty, polycyklické aromatické uhlovodiky (PAH)
a jejich derivaty) a dalSich biologicky aktivnich dusikatych
a sirnych latek. VétSina praci porovnava stanoveni s pouZi-
tim BDDFE s elektrodou ze skelného uhliku ¢i dopliuje
elektroanalytické metody aplikaci BDDFE v ampéro-
metrickych detektorech pro FIA, HPLC nebo CE. Piehled
aplikaci BDDFE pfi stanoveni organickych latek je uveden
v tabulce I. V nasledujicim textu jsou uvedeny ptiklady
stanoveni, ve kterych je tfeba vyfeSit fadu problémi, napf.
odstraniovani polymerniho filmu na povrchu elektrody
nebo detekci analytil v pfitomnosti rusicich latek.

Dopamin je jeden z nejdilezitéj$ich neurotransmiterd
a proto je zfejma snaha nalézt vhodny voltametricky sen-
zor k jeho stanoveni v nitrobunéénych tekutinach central-
niho nervového systému’®. Jednim z nejvétsich problémi
detekce dopaminu, jehoz koncentrace se zde pohybuje
v rozmezi 10°-10" mol L', je piitomnost velkého mnoz-
stvi (10*mol L™") kyseliny askorbové, ktera se na stan-
dardnich elektrodach oxiduje pii téméf stejném potencialu
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jako dopamin. Stanoveni dopaminu na BDDFE modifiko-
vané Casteckami zlata (Au/BDDFE) bylo provedeno
v praci’®. Céasteky zlata o velikosti 20—400 nm byly depo-
novany na povrch BDDFE cyklickou voltametrii pfi poten-
cialu od —0,7 do 0 V proti SCE v 0,05 mM-KAuClya 1 M-
KCI. Na Au/BDDFE se dopamin oxiduje pfi potencialu
0,11 V a kyselina askorbova pii 0,26 V. Dopamin Ize tedy
stanovit selektivné v pfitomnosti kyseliny askorbové
smezi detekce 1-107mol L™, dochazi viak k pasivaci
elektrodového povrchu. Au/BDDFE potaZzena samosklad-
nou vrstvou kyseliny merkaptooctové (sulfanyloctové),
(SAM/Au/BDDFE) poskytuje vyssi odezvu a k jeji pasiva-
ci nedochazi. Kalibra¢ni zavislost pro stanoveni dopaminu
na SAM/Au/BDDEFE je linearni v koncentra¢nim rozsahu
1-10°-1-10°mol L' s detek&nim limitem 1-10” mol L™".

Fenoly a chlorované fenoly (CP) se do zivotniho pro-
stiedi dostavaji pti vyrobé antioxidantl, barviv a 1€ku, pii
chlorovani pitné vody nebo pii béleni papiru®. Jejich elek-
troanalyza je komplikovana, protoze se na povrchu elek-
trody tvofi polymerni film. Bylo publikovano nékolik stu-
dii, které se zabyvaly stanovenim a odbouravanim chloro-
vanych fenoll s riznymi pfistupy k problematice pasivace
elektrodového povrchu a odstraniovanim vzniklého filmu
laserem, ultrazvukem nebo vloZenim vysokého kladného
potencialu béhem méfeni. K detekci CP byla pouzita pru-
tokova cela® a dale laserova ablaéni voltametrie
s Nd:YAG laserem, pfi niz je adsorpce oxidac¢nich produk-
ta zanedbatelna. Stanoveni CP pomoci HPLC a FIA
s elektrochemickou detekci na anodicky oxidované
BDDFE provadél Terashima a spol*'. Naadsorbovany
polymerni film byl odstralovan pifimo v méfeném roztoku
vlozenim potencialu 2,64 V proti SCE po dobu 4 min. Pti
takto vysokém potencidlu vznikaji hydroxylové radikaly,
které zplisobi oxidaci pasivacni vrstvy. Stanoveni 4-chlor-
fenolu, jednoho z nejvyznamnéjsich polutantt, bylo prove-
deno voltametrii s linearné rostoucim potencidlem (LSV)
s pouzitim ultrazvuku®’. Psobenim ultrazvuku se zvysi
transport elektroaktivnich latek k povrchu elektrody a za-
roveni se naru$i polymerni film a tim omezi pasivace elek-
trody. Vyhoda této metody spociva v jeji pouzitelnosti pro
analyzu vzorkt zivotniho prostiedi.

Senzory pro stanoveni glukosy pracuji na principu jeji
elektrochemické oxidace. Existuji dva hlavni typy senzora:
enzymatické, pouzivajici enzym  glukosooxidasu
(GOx)**, a neenzymatické. Nejvétsi uplatnéni nachazeji
biosenzory pro stanoveni glukosy v krvi, kde se jeji kon-
centrace pohybuje mezi 3-10°—8-10° mol L™, V praci®
byl popsan biosenzor pro stanoveni glukosy zlatou elektro-
dou modifikovanou nedopovanym nanokrystalickym dia-
mantovym filmem (N-NCD) s kovalentné imobilizovanou
GOx na jeho povrchu. Na povrch zlaté elektrody byla de-
ponovana vrstva poly(allylamin-hydrochloridu) (PAA)
s koncovymi skupinami —-NH, a slouzici jako podklad
N-NCD filmu se skupinami —COOH, které interaguji
s aminoskupinami z vrstvy PAA. Vodivost N-NCD je
1,3-10%Q em™. Na N-NCD film byla imobilizovana
vrstva GOx. Elektroda byla pfed méfenim anodicky oxido-
vana pii 0,7 V proti SCE po dobu 5 min, aby se zvysil
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Tabulka I
Analytické aplikace BDDFE pro stanoveni organickych latek
Analyt Metoda Mez detekce [mol L™'] Lit.
1,3-Dinitrobenzen CE-ED, mikrogip 4107 32
1-Aminonaftalen HPLC-ED 1-107 5
2.4-Dinitrotoluen CE-ED, mikrocip 71077 32
2-Aminobifenyl HPLC-ED 1-107 5
2-Aminonaftalen CE-ED, mikro¢ip 1-107° 33
2-Chlorfenol FIA-ED 5107 45
HPLC-ED 1-1077 45
LAV 1-10°° 40
3-Aminofluoranthen DPV 2-1077 46
3-Chlorfenol FIA-ED, HPLC-ED 1-107 45
3-Nitrofluoranthen DPV 3107 46
4-Aminofenol CE-ED, mikrocip 2-10°° 33
4-Chlorfenol FIA-ED 5-107 45
HPLC-ED 1-1077 45
LAV 1-1078 40
LSV — ultrazvuk 1-10°° 42
4-Chlor-3-methylfenol CHA 1-107 40
4-Methylpyrokatechol FIA-ED 2:107° 47
4-Nitrofenol LSV, BDD-MEA 2:10°° 48
SWYV - oxidace 61078 49
SWYV — redukce 9.10°8 49
Paracetamol (acetaminophen) CV 1-107° 50
FIA-ED 1-10°8
Adenosin FIA-ED 2:107° 51
Captopril Ccv 3-107° 52
FIA-ED 1-10710
Clenbuterol CV, pyrrol-DNA/BDDFE 9-1077 53
Cystein HPLC-ED 1-107 54
CHA 6-107° 55
CcvV 9.1077 56
FIA-ED 2.10°8 56
Cystin HPLC-ED 1-.107° 54
Cytochrom ¢ Ccv 3-107°%¢ 57
Dichlorfenoly (2,6-DCP; 2,3-DCP; FIA-ED 2:10°* 41
2,5-DCP; 2,4-DCP; 3,4-DCP; 3,5-DCP) HPLC-ED 2.10710
Dopamin, dopamin vedle kyseliny CHA 5.1078 34,
askorbové FIA-ED 3.107° 58
SWYV, Au/BDDE 1-1077 47
SWV, SAM/Au/BDDFE 1.107° 36
CE-ED 4-1 0*8 36
CE-ED 8.10-8 59
Amp--ED, BDDMFibE-OPP, 1-10°8 3
37
D-penicillamin CcvV 3-107° 60
FIA-ED 1-10°%
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Tabulka I

Pokracovani

Analyt Metoda Mez detekce [mol L™'] Lit.

Estrogenni derivaty fenolu (bisfenol A; FIA-ED, tyr/BDDE 1-107° 38

17B-estradiol)

Ethylamin, ethylendiamin FIA-ED 1-107 21

Fenol FIA-ED 31077 45
HPLC-ED 1-1077 45
LAV 1-107 40

Glukosa CHA, GOx/BDDE 2.107° 39
SWv 5107** 44
LSV, GOx/Au-N-NCD 5.107° 43

Glutathion HPLC-ED - redukce 1-107 54
HPLC-ED - oxidace 2.107° 54
CHA 6-107° 55
LC-ED 1.107° 61

Glutathiondisulfid LC-ED 2-107° 61

Histamin FIA-ED 5-107 62

Homocystein HPLC-ED 1-107° 54
FIA-ED 1-107° 54
CHA 4.107° 55

Homocystin HPLC-ED 2.107° 54

Hydrazin LSV, Pd/BDDFE 7107 63
LSV, Pd/BDDEA 2:107°

Chlorpromazin FIA-ED 4.107° 47

Pyrokatechol CE-ED 1-1077 3

Katecholaminy CE-ED, mikroelektrody 59

NE 5107

NM 4.107°

DOPEG 3-107

VMA 2:1077

Kyselina askorbova FIA-ED 1-1078 47

Kyselina moc¢ova vedle kyseliny askorbové CHA 21078 35

Kyselina $tavelova FIA-ED 5.1071° 64

Leucin-encefalinamid a jeho metabolity LC-ED 65

tyrosin 3.107°

tyrosyl-alanin 2.107°

tyrosyl-alanyl-glycin 3.107°

leucin-encefalinamid 1107

leucin-encefalin 2.10°8

Linkomycin FIA-ED 2:107 66

Malachitova zelen, leukomalachitova FIA-ED 5.107 67

zelen

Methionin HPLC-ED 1-107 54

NADH vedle kyseliny askorbové CHA 1-1078 58, 68

Naproxen DPV 3107 69

Nikotin SWvV 3-10° 70
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Tabulka I
Pokracovani
Analyt Metoda Mez detekce [mol L™'] Lit.
N-Methylkarbamatové pesticidy LC-ED 71
Carbofuran 5107
Carbaryl 3.107°
Bendiocarb 1-1078
Nukleové baze
Cytosin HPLC-ED 2:107 72
5-Methylcytosin HPLC-ED 81078 72
Guanin HPLC-ED 4.10°% 72
SWV 7.1078 73
Thymin HPLC-ED 1.1077 72
Adenin HPLC-ED 2.10°® 72
SWV 3.10°% 73
Polycyklické aromatické uhlovodiky HPLC-ED 74
naftalen 3.10°*
acenaftylen 3-.107®
acenaften 2.1078
fluoren 2.107%
fenanthren 2.10°8
;nthraceﬁl 4107
uoranthen 1.10°%
pyren 1-10°
benzo[a]anthracen 210"
chrysen b
benzo[b]fluoranthen 21 0_8
benzo[k]fluoranthen 2-1 078
benzo[a]pyren 21 0_8
dibenzo[a,h]anthracen 1-10
benzo[g,h,i]perylen 3-107°
indeno[1,2,3-cd]pyren 4.107*
2107
Pentachlorfenol FIA-ED 61077 45
HPLC-ED 1-1077 45
SWV 2.1078 75
Polyaminy (putrescin, kadaverin, spermin, FIA-ED 1.107 76,77
spermidin)
Puriny (guanin, hypoxanthin, guanosin, CE-ED, mikro¢ip 2:107° 31
xanthin, kyselina mocova)
Serotonin FIA-ED 1-1078 62,78
Sulfonamidy FIA-ED 1-1077 79
HPLC-ED 80
Sulfadiazin 4-1078
Sulfamonomethoxin 4.10°%
Sulfamethazin 41078
Sulfadimethoxin 1.107
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Tabulka I
Pokracovani
Analyt Metoda Mez detekce [mol L™'] Lit.
Tetracyklinové antibiotika FIA-ED 1-10° 81
FIA-ED, Ni/BDDFE 1-10°% 82
tetracyklin HPLC-ED, Ni/BDDFE 2.10°8 83
HPLC-PAD 1-1077 84
chlortetracyklin HPLC-ED, NiYBDDFE 1107 83
HPLC-PAD 2107 84
oxytetracyklin HPLC-ED, NiYBDDFE 2,107 83
HPLC-PAD 1107 84
doxycyklin HPLC-ED, NiYBDDFE 1107 83
HPLC-PAD b 84
2-10
Trichlorfenoly (2,3,6-TCP; 2,3,4-TCP; FIA-ED 2:1078 41
2,4,6-TCP; 2,4,5-TCP; 2,3,5-TCP) HPLC-ED 2.107°
Tiopronin Ccv 5107 52
FIA-ED 1-10°
Tricyklicka antidepresiva FIA-ED 1-10° 85
HPLC-ED
imipramin 3.107°
desipramin 3.107°
clomipramin 5.10710
amitriptylin 2.1077
nortriptylin 1107
doxepin 9.10°°
Tryptofan DPV 1-107 86
Tyrosin DPV 1-107° 86
Vitamin Bg vedle By a B, SWV, Ru/BDDFE 6-107° 87
Xanthin, theofylin, theobromin, kofein DPV 1-107® 88

*Dolni hranice kalibra¢ni zavislosti, mez detekce neuvedena; seznam pouzitych zkratek je uveden na konci prace

ptenos elektronti ve vrstvé N-NCD a redukce rozpusténého
kysliku. Stanoveni glukosy bylo provedeno LSV pii ne-
gativnim potencialu (—0,3 V proti SCE) na zéklad€ sledo-
vani zmény proudové odezvy redukce kysliku
v pfitomnosti kyseliny askorbové, mocové a paracetamolu
s linearnim dynamickym rozsahem 1-10°-1,5-10 2 mol L™
a detekénim limitem 5-10°° mol L™'. P¥imé stanoveni glu-
kosy na BDDFE bez jakékoliv modifikace bylo provedeno
v praci** ,,square wave* voltametrii v pfitomnosti kyseliny
mocové a askorbové. BDDFE poskytovala linearni odezvu
v celém rozsahu fyziologické koncentrace glukosy v krvi.
Aktivace elektrody po dlouhodobém pouzivani byla prova-
déna cyklickou voltametrii v 1 M-NaOH mezi 0 a —0,8 V
proti SCE. Pfed jednotlivymi méfenimi postacuje oplach-
nuti elektrody deionizovanou vodou. Stanoveni glukosy
bylo provedeno také ve vzorcich krve a porovnano
s komer¢nimi detektory. Moznosti vyuziti BDDFE ke sta-
noveni riznych organickych polutantii v pitné vodé jsou
popsany v monografii>®.

475

6. Zavér

BDDFE lze jiz nyni pouZzit ve velkém mnozstvi ana-
Iytickych aplikaci a zcela jisté pred sebou maji dalsi per-
spektivni vyvoj. Prestoze v katodické oblasti nemohou
zcela nahradit senzory na bazi rtuti, disponuji fadou vyni-
kajicich vlastnosti, které umoznuji jejich pouziti pfi méfe-
ni za extrémnich podminek (vysoky tlak nebo teplota,
koncentrované kyseliny nebo hydroxidy, mechanické na-
mahani, pfitomnost laseru nebo ultrazvuku), a jejich pouzi-
ti jako biosenzorl pfi méfeni v zivych tkanich, nebot diky
biokompatibilité¢ nevyvolavaji nezddouci odezvu organis-
mu. V anodické oblasti nabizeji celou fadu vyhod ve srov-
nani sdosud nejcastéji pouzivanym skelnym uhlikem,
zejména znacnou odolnost vici pasivaci a podstatné nizsi
Sum.Lze ocekavat, Ze v budoucnu poroste mnozstvi prak-
tickych aplikaci BDDFE jako biosenzort, senzorti pro on-
line monitorovani nebo detektort k pritokovym analyzato-
ram, ale také jako velkoplosnych elektrod pro elektroche-
mickou degradaci polutantt v ¢istirnach odpadnich vod.
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Seznam zkratek

Amp. ampérometrie

Au/BDDFE BDDFE modifikovana casteckami
zlata

BDD diamant dopovany borem

BDDFE diamantové  filmové elektrody
dopované borem

BDD-MEA soubor BDD mikroelektrod

BDDMFibE-OPP,

BDD mikrovldknové elektrody
modifikované oxidovanym poly-
pyrrolem

BDD/Si BDD film naneseny na kiemiku

CE kapilarni elektroforéza

CHA chronoampérometrie

()% cyklickd voltametrie

DCP dichlorfenol

DOPEG DL-(3,4-dihydroxyfenyl)
ethylenglykol

DPV diferen¢ni pulzni voltametrie

ED elektrochemicka detekce

FIA pritokova injekeni analyza

GOx glukosooxidasa

GOx/Au-N-NCD zlatd elektroda modifikovanad na-
nokrystalickym nedopovanym
diamantem s imobilizovanou glu-
kosooxidasou

GOx/BDDFE BDDFE modifikovana glukosooxi-
dasou

LAV laserové ablacni voltametrie

LOD mez detekce

NADH redukovana forma nikotinamidade-
nindinukleotidu

NE norepinefrin (noradrenalin)

Ni/BDDFE BDDFE modifikovana Ni

NM DL-normetanefrin-hydrochlorid

PAA poly(allylamin)-hydrochlorid

PAD pulzni ampérometricka detekce

PAH polycyklické aromatické uhlovodi-
ky

PEEK polyetheretherketon

Pd/BDDEA soubor BDDFE modifikovanych
Pd

Pd/BDDFE BDDFE modifikovana Pd

pyrrol-DNA/BDDFE

BDDFE modifikovana membranou
DNA s navazanym pyrrolem

Ru/BDDFE BDDFE modifikovana tris(2,2’-
bipyridin)rutheniem

SAM/Auw/BDDFE BDDFE modifikovand ¢asteckami
zlata potazena samoskladnou vrst-
vou kyseliny merkaptooctové

SWV ,square wave‘ voltametrie

TCP trichlorfenol

tyr/BDDFE BDDFE modifikovana tyrosinem

VMA vanilmandlova kyselina

(proj
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J. Musilova, J. Barek, and K. Peckova (Charles
University in Prague, Faculty of Science, Department of
Analytical Chemistry, UNESCO Laboratory of Environ-
mental Electrochemistry): The Use of Boron-Doped Dia-
mond Film Electrodes for Detection of Organic Com-
pounds

The use of the title electrodes in electroanalysis of
organic compounds is reviewed. The electrodes have
gained popularity in a variety of electrochemical applica-
tions such as electrochemical sensors employed in voltam-
metric or liquid flow methods (HPLC, flow injection
analysis, capillary electrophoresis). Due to their excellent
properties, they are useful also in measurements under
extreme conditions or in bioelectrochemical applications.
The review summarizes the results obtained in the last
decade.
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1. Uvod

Technologie tzv. aceton-butanolového kvaseni ma
dlouhou a zajimavou historii, miize se pySnit mnoha pr-
venstvimi na poli kvasnych technologii a v sou€asnosti se
té8i obnovenému zajmu i velkych pramyslovych giganti,
jako jsou napf. spole¢nosti British Petroleum nebo Du-
Pont. Zatimco v minulosti byl v centru pozornosti hlavné
aceton, pouzivany jako ptimés do leteckych benzint, nyni
jde zejména o butanol, ktery by na zaklad¢ svych vyhod-
filita a niz8i korozivita) mohl byt pfidavan nejen do moto-
rové nafty, ale téZ do benzinu namisto tzv. bioethanolu'.
Stejné jako v ptipadée bioethanolu zde vsak vyvstava potre-
ba nalézt vhodny, dostatecné levny substrat, z n¢hoz by se
butanol vyrabél fermentaci bakteriemi rodu Clostridium
a ktery by primarn¢ nebyl potravinafskou surovinou. Jed-
noznac¢nou volbou pro vyrobu biopaliv tzv. druhé generace
jsou proto zemédélské odpady jako napf. obilnd slama
a dievni §t&pky a nebo i organické odpady z domacnosti*”.
Nevyhodou téchto substrati je vSak nutnost hydrolytické
predupravy (kyselé, alkalické nebo enzymové hydrolyzy,
parni exploze nebo jejich kombinace)* pred vlastni fer-
mentaci.
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2. Aceton-butanolové kvaseni

Rozpoustédlotvorna klostridia maji schopnost vyuzi-
vat Sirokou $kalu sacharidi od monosacharidd, jako je
glukosa, fruktosa, ale i xylosa a arabinosa ptes disacharidy
jako je sacharosa a laktosa aZz po polysacharidy, jako je
skrob, pektin nebo xylan*. Rod Clostridium vyuziva
k degradaci hexos EMP (Embden-Mayerhof-Parnas) meta-
bolickou drahu, pentosy jsou konvertovany na ribosa-5-
-fosfat a xylulosa-5-fosfat, které vstupuji do pentosa-
fosfatového cyklu, ptficemz nasledné vzniklé metabolity —
fruktosa-6-fosfat a glyceraldehyd-3-fosfat jsou dale vyuzi-
véany v EMP metabolické draze™. Centralnim metaboli-
tem, spoleCnym témeét pro vSechny produkty, je acetyl-
CoA. Avsak pouze dvé tretiny celkového mnozstvi hexos
je zpracovano na tento metabolit, zbyla tfetina odchazi do
atmosféry v podobé oxidu uhli¢itého®.

Pti vsadkové kultivaci tvoii rozpoustédla produkujici
druhy rodu Clostridium vodik, oxid uhliéity, acetat a buty-
rat béhem faze exponencidlniho riistu, kterd se zarovenl
Casto oznacuje jako acidogenni faze. Pfi pfechodu kultury
do stacionarni faze ristu dochazi ke zméné metabolismu,
kdy se koncovymi produkty stavaji rozpoustédla a nastava
tak solventogenni faze. Béhem této faze dochazi k reasimi-
laci kyselin za stalé spotieby uhlikatého zdroje*. Rovnova-
ha mezi koncovymi mnozstvimi redukovanych, neutral-
nich a oxidovanych produktli v prib&hu celé fermentace je
vyvazovana regulaci produkce vodiku a ATP. Celkovy
zisk téchto latek je zavisly na kultiva¢nich podminkéch
a pouzitém klostridialnim kmenu®. Butanol miize byt také
tvofen pfimo ze sacharidického zdroje bez zpétného vyuZi-
ti jiz vytvorenych kyselin, pficemz se netvoii vodik a ne-
dochazi k tvorbé ATP?. Alespon asteéna reutilizace kyse-
lin je typicka pro druhy C. acetobutylicum a C. beijerinc-
kii, ale v ptfipad¢ C. tetanomorphum se tvoii simultdnné
butyrat s butanolem, aceton se netvoii a k reutilizaci buty-
rétu nedochazi vibec’.

Prechod z acidogenni faze rdstu do solventogenni
byva davan do souvislosti s poklesem pH a akumulaci
kyselin uvnitf bunky a samotnd tvorba rozpoustédel
z kyselin je také povazovéna za detoxifikacni proces, chra-
nici buniky pted acidifikaci vnitiniho prostfedi. Pfechod
z acidogenni do solventogenni faze je vSak velmi kompli-
kovanym dé&jem, ktery je podminén fadou pozadavki ze
strany klostridialnich bungk’.

Pocatecni zkuSenosti s tvorbou rozpoustédel u klostri-
dii naznacovaly, ze regulace tvorby rozpoustédel je pfimo
spojena s regulaci sporulace. Tento predpoklad vSak byl
vyvracen izolaci mutantnich, nesporulujicich klostridial-
nich kment, tvoficich rozpoustddla®. Nicmén& podrobnym
mapovanim procesu sporulace a sledovanim morfologic-
kych zmén kmene C. acetobutylicum P262 bylo zjisténo,
ze tvorba rozpoustédel neni podminéna probéhnutim kom-
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pletni sporulace, ale Ze je nutné, aby se zménila morfolo-
gie klostrididlnich bun€k z tyc¢inkovitého tvaru do tzv.
,»typicky klostridialniho tvaru® tj., aby buriky byly nafouk-
1é, ptfipominajici doutnicky nebo palicky. Pokud bunky
nepodstoupi tuto morfologickou zménu, ktera je zaroven
prvnim pfedstupném sporulace, nejsou ani schopné tvofit
rozpoustédla'®!!. Toto pozorovani bylo potvrzeno i naleze-
nim genu spo0A u C. beijerinckii NCIMB 8052, ktery je

Referat

amylasu, pullulanasu a amylopullulanasu”. P¥ikladem
Skrobnatych materiald, které mohou byt pouzity pro vyro-
bu biobutanolu jsou brambory, které jsou také pivodnim
substratem, ktery byl pfi aceton-butanolovém kvaseni pou-
zivan. Patrn¢ nejlepsich vysledkt s kmenem C. beijerinckii
NRRL B592 bylo dosazeno pfi pouziti Cisté bramborového
média bez ptridavku dalSich latek, a proto jsou brambory
velmi atraktivni surovinou pro zpracovani ve velkém me-

zodpovédny jak za nastartovani sporulace, tak za tvorbu fitku'®. Experimenty s klostridialnimi kmeny riznych dru-
rozpoustédel 2. hti porovnavaly pouziti brambor bez pridavku enzymové-
ho amylolytického preparatu a s jeho ptidavkem, pfi¢emz
bylo zjisténo, Zze kmeny z riznych taxonomickych skupin
tvoficich rozpoustédla jsou schopny utilizace bramborové-
ho $krobu i bez pouziti enzymovych piipravka'’. Kromé
brambor byly jako dalsi Skrobnaté zdroje v minulosti i ve
velkém méfitku s uspéchem pouzivany dalsi zeméde€lské
plodiny — obili, kukufice a ryZze a v laboratofi byly také
testovany netradi¢ni suroviny — topinambury a biomasa
moiskych fas®.

biomasa —¢
1
lignocelulosa
1 1 ‘ 1 ’

3. Moznosti vyuziti Skrobnatych a celulosovych
materiala

Klostridia jsou schopna produkovat ruzné enzymy,
které stépi polysacharidy na monomery (obr. 1), napi. a-
amylasu, o-glukosidasu, B-amylasu, f-glukosidasu, gluko-

Skrob celulosa hemicelulosa
L 41
extracelularni prostor qukosa xylosa, arabinosa
e | ,,,,,,,,,,,,,,,,,
intracelularni prostor <
10 6
+—
laktat pyruvat 11,1213
co, < l 7 > H,
14 15
acetat <4—— acetyl-CoA —p ethanol
i 0
16
acetoacetyl-CoA ——— aceton
|
17 18
butyrat ~€——  butyry-CoA —» butanol

Obr. 1. ZjednoduSena konverze rostlinné biomasy na rozpoustédla u bakterii rodu Clostridium; 1. pfeduprava zrna / lignocelulosy;
2. hydrolyza skrobu (oi-amylasa, B-amylasa, pullulanasa, glukoamylasa, a-glukosidasa); 3. hydrolyza celulosy (celulasa, B-glukosidasa);
4. hydrolyza hemicelulosy; 5. absorbce xylosy/arabinosy a nasledna transformace transketolasovou-transaldolasovou sekvenci na fruktosa
6-fosfat a glyceraldehyd 3-fosfat postupnou metabolizaci Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) drahou; 6. pienos glukosy fosfotransferaso-
vym systémem a konverze na pyruvat EMP drahou; 7. pyruvat-ferredoxin oxidoreduktasa; 8. thiolasa; 9. 3-hydroxybutyl-CoA dehydroge-
nasa, krotonasa a butyryl-CoA dehydrogenasa; 10. laktat dehydrogenasa; 11. NADH- ferredoxin oxidoreduktasa; 12. NADPH-ferredoxin
oxidoreduktasa; 13. hydrogenasa; 14. fosfat acetyltransferasa, acetat kinasa; 15.acetaldehyd dehydrogenasa, ethanol dehydrogenasa; 16.
acetoacetyl-CoA:acetat/butyrat:CoA transferasa, acetoacetat dekarboxylasa; 17. fosfat butyltransferasa, butyrat kinasa; 18. butyraldehyd
dehydrogenasa, butanol dehydrogenasa”™®
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Ackoliv u kmene C. acetobutylicum ATCC 824 byly
identifikovany geny pro tvorbu enzymi celulosomu a bylo
prokazano, Ze se fada téchto enzymil i exprimuje za pod-
minek indukce pfisluSnym substratem, celulosom jako
celek neni funkéni a tento ani jiny rozpoustédlotvorny
kmen rodu Clostridium celulosu nedegraduje'®'”. Schop-
nost vyuzivat celulosu je omezena na termofilni klostridia
napi. C. thermocellum, neprodukujici rozpoustédla'®.
Z tohoto diivodu je pfi vyuziti celulosovych a lignocelulo-
sovych materiald nutno pfistoupit k preduprave.

Velkoobjemové kvasné vyroby pouzivajici lignocelu-
losové materialy vyuzivaji vétsinou techniku parni expan-
ze krozruSeni lignocelulosy na hemicelulosu, lignin
a celulosu. Dale jsou jednotlivé slozky oddéleny a celulosa
zcukfena enzymovou hydrolyzou. Cukry ziskané
z celulosy a hemicelulosy jsou pak nasledné pouzity jako
substrat pro aceton-butanol-ethanolovou (ABE) fermenta-
ci'. Vétsina monosacharidi a disacharidi, které se z ligno-
celulosovych materidldi uvolni, jako jsou glukosa, celobi-
osa, galaktosa, mannosa, arabinosa a xylosa jsou pfimo
vyuzitelné pro ABE fermentaci. Nazory se vSak riizni
v tom, zda je v ptipad¢ smési téchto sacharidi prednostné
vyuzivana glukosa'® nebo zda se smés téchto sacharidi
vyuziva prislusnym klostridialnim kmenem simultdnnim
zptisobem™.

Bylo zjisténo, ze pii alkalické hydrolyze lignocelulo-
sovych materidlli se tvofi soli, které vykazuji inhibi¢ni
ucinek na C. beijerinckii P260. Fermentacni médium je
pak nutno zbavit inhibitorti, ma-li byt fermentace uspésna.
Pti kontrolnich kultivacich, kde byla jako zdroj uhliku pou-
zita glukosa, bylo zjisténo 21,37 gI”' ABE v porovnani
s kultivacemi s hydrolyzatem zbavenym soli, kde koncentra-
ce ABE dosdhla 22,17 g 1™ a kultivaci s neupravenym hyd-
rolyzatem, kde bylo dosaZeno jen 2,59 g I"* ABE (cit.>!).

Pro vyuziti odpadni zemédé€lské biomasy jako sub-
stratu ABE fermentace lze pouzit kyselé hydrolyzy***..
Kysela hydrolyza uziva oSetfeni materidlu zfedénou kyse-
linou sirovou za zvysSené teploty. Nevyhodou této metody
je tvorba komplexni smési mikrobnich inhibitord, mezi
které patii furaldehyd, 5-hydroxymethylfuraldehyd
(HMF), kyselina glukuronova, kyselina ferulova a kyselina
o-kumarova*?.

Nekteré studie ukazuji, ze furaldehyd a jeho derivaty,
vznikajici pfi kyselé hydrolyze, v koncentracich ptekracu-
jicich 2 g I"!, maji pti ABE fermentaci 50% inhibi¢ni efekt’.
Pii kultivaci C. beijerinckii BA101 vsak bylo zjisténo, ze
furaldehyd a 5-hydroxymethylfuraldehyd ptisobi na rust
tohoto mikroorganismu stimula¢n€, naopak vyrazny inhi-
bicni vliv na produkci rozpoustédel byl pozorovan
v piitomnosti 0,3 g 1" kyseliny ferulové (kompletni inhibi-
ceptilgl™) a0,5g1" kyseliny p-kumarové®.

Dalsi mozZnosti pfedupravy lignocelulosovych materi-
alt pro ABE fermentaci je enzymova hydrolyza. Uziti
ligninolytickych enzymi dfevokaznych hub je dalsi alter-
nativou enzymové hydrolyzy, které ale prozatim brani
nizk4d mnoZstvi produkovanych enzymi za neinduk¢nich
podminek®.
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4. Usporadani procesu

Vsadkové uspotadani procesu pro vyrobu biobutanolu
je omezeno produktivitou mensi nez 0,5 g "' h™" z dévodu
zejména nizké koncentrace bun€k a produktové inhibice.
U vsadkového uspotadani fermentace se dosahuje koncent-
raci klostridialnich bunék v bioreaktoru nizsich nez 4 g I
Koncentraci bunék v bioreaktoru vsak lze zvysit bud
recyklaci bun€k nebo jejich imobilizaci. Dalsi nevyhodou
pouziti vsadky je vysoka koncentrace zbytkového substra-
tu pfi po¢ateni koncentraci substratu vyssi nez 70 g1”!
(cit. 3.

Kultivaéni proces s piitokem substratu (fed-batch)
obchazi nekteré nevyhody vsadkového uspotradani, napt.
¢astené eliminuje inhibici produkty. Reaktor nejdiive
pracuje vsadkové s nizkou koncentraci substratu v malém
objemu a poté se za¢ne davkovat koncentrované médium
v mnozstvi odpovidajicimu rychlosti spotifeby substratu —
reakcni objem i koncentrace produktu se zvysuje do doby,
kdy nastane bud’ limitace substratem, produktem nebo kdy
je proces ukoncen a produkt separovan. Ptitokované uspo-
fadani se bohuzel samostatné nehodi pro ABE fermentaci
z diivodu vysoké toxicity butanolu k produkénim kmentm,
a proto ho Ize pouzit jen v piipadé€, Ze je soucasné separo-
van butanol z fermentaéniho média™.

V poslednich dekadach bylo provedeno mnoho studif
zabyvajicich se alternativami butanolové fermentace
a separaci produktu. Tyto techniky vyuzivaji kontinualniho
usporadani procesu s imobilizovanymi buiikami nebo
s recyklem bun&k v navaznosti na on-line separaci produktu’.

5. Separace produktu

Vypuzovani rozpoustédel plynem (stripovani) je tech-
nika, ktera muze byt pouzita pro ziskavani butanolu
v pribéhu ABE fermentace. Tato technika vyuZziva pro-
bublavani fermenta¢niho média plynem, ktery unasi t€kavé
latky z fermentoru do kondenzatoru, z kterého jsou po
zkapalnéni jimany. Suchy plyn se vraci do fermentoru
a cely proces se opakuje. Na vypuzovani lze pouzit inertni
dusik nebo pro zlepSeni ekonomiky procesu kvasny plyn,
ktery je Setrny vuci mikrobialni kultute. Kvasny plyn obsa-
huje ptedevsim CO, a H,. Pouziti tohoto procesu pro ex-
trakci butanolu z média maze zvysit produktivitu reaktoru
o vice nez 40 %. Koncentrace butanolu v kondenzatu do-
sahuje 8 %, coz je n€kolikrat vice nez koncentrace v kont-
rolnich vsadkach>*"*27,

Dalsi metodou pro ziskavani butanolu z fermen-
tatniho média je extrakce kapalina-kapalina. Extrakce
kapalina-kapalina vyuZziva organického s vodou nemisitel-
ného extrakéniho €inidla, ve kterém je butanol rozpustnéjsi
nez ve vodé. Butanol se koncentruje v organické fazi,
ze které se ziskdva po oddéleni od fermentacniho média.
Jako extraktant se obvykle pouziva oleyl alkohol pro jeho
nizkou toxicitu a dobré extrakéni vlastnosti. Dalsi extraké-
ni ¢inidla, ktera byla pro extrakci kapalina-kapalina zkou-
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Sena, jsou napi. dibutyl ftalat nebo methylovany surovy
palmovy olej. Jednou z vyhod této metody je, Ze neodstra-
nuje z média substrat, vodu ani nutrienty. Extrakéni €ini-
dlo se pfidava k fermentacnimu médiu v poméru 1-1,5 : 1
(médium : extraktant), micha a nasledné ptivadi do extrak-
toru, kde se oddeli organickd a vodni faze. Nevyhodou
metody je toxicita extraktantu, moznost tvorby suspenzi
(Spatné dé€leni smési), spotieba extrakéniho Cinidla. Zvyse-
ni produktivity systému a zamezeni hromadéni bun€k na
mezifazovém rozhrani 1ze dosdhnout imobilizaci bun€k na
matrici***

Pertrakce je proces vyuzivajici principu extrakce ka-
palina-kapalina s odd€lenim kultiva¢niho média od extrak-
tantu pomoci membrany. Tato metoda ma nékolik vyhod
proti klasické extrakci — neprojevuje se toxicita extraktantu
na bunky kultury, nedochazi k akumulaci buné¢k
v extraktantu nebo na mezifazovém rozhrani a nedochézi
k tvorbé suspenzi. V systému s pertrakéni membranou pak
dochézi k prednostni difuzi butanolu membranou, pficemz
jiné komponenty média ¢i fermenta¢ni meziprodukty zi-
stavaji ve vodni fazi. Celkovy pfenos butanolu pfes mem-
brénu tedy zavisi na rychlosti difuze membranou’.

Pervaporace je technika, kterd umoznuje selektivni
odstraniovani té€kavych organickych latek z fermentacniho
média pomoci membrany, ktera je z jedné strany v kontaktu
s fermenta¢nim médiem, a proto mohou tékavé latky di-
fundovat pfes membranu. Pozadované latky jsou pak zis-
kavany kondenzaci par na opacné strané membrany. Tento
proces nevykazuje nepfiznivé t€inky na fermentacni mik-
roorganismy a je levnéjsi nez klasicka destilace. Membra-
ny se vyrabi ze silikonu, polypropylenu a maji v porech
imobilizovany polypropylen-oleyl alkohol”***°.

K odstraiiovani butanolu z fermenta¢niho média ad-
sorbei se pouzivaji napt. silikaty, které jsou selektivni pro
butanol a maji kapacitu okolo 90 mg g™ a 20 mg g™' pro
aceton. Po adsorbci se butanol desorbuje sekvenénim za-
hfivanim. Tato metoda poskytuje na vystupu koncentrova-
ny roztok butanolu (okolo 80 %). Silikat se po kazdém
cyklu regeneruje zahiatim na 200 °C. Jiné testované adsor-
benty jsou napi. aktivni uhli, polymerni pryskyfice, poly-
vinylpyridin a dalsi*".

6. Zavér — vyhlidky do budoucnosti

Biobutanolova fermentace mé v soucasnosti fadu
omezeni jako napf. nizkou vytéznost a produktivitu proce-
su zpusobenou piedev§im malou toleranci solventogennich
klostridii k butanolu. Dalsimi problémy jsou ¢asto pozoro-
vana degenerace pouzitétho kmene, spocivajici ve ztraté
nebo snizeni schopnosti tvofit rozpoustédla a také citlivost
produkcnich kmenti k napadeni bakteriofagem. Rovnéz
regulace metabolickych drah neni jesté zcela zvladnuta.

Pro mozné primyslové vyuziti je proto jednou z moz-
nosti genetické vylepsSeni klostridialnich kmend pouziva-
nych pro ABE fermentaci. K potfebné modifikaci metabo-
lickych cest solventogennich klostridii je pouzivano kom-
binace technologie vyuzivajici rekombinantni DNA
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s klasickou mutagenezi a selekci’. Daldi moznosti je pak
izolace novych klostrididlnich kment s technologicky
vyhodnéjsimi vlastnostmi; v nedavné dobé byl izolovan
novy kmen C. butyricum se znatnym potencidlem pro
pramyslové vyuziti pii ABE fermentaci®”.

Jinou alternativou je lepsi zvladnuti jak techniky hyd-
rolyzy lignocelulosovych materiald, tak izolace fermentac-
nich produkti z kultivaéniho média, ¢imz by se zvySila
rentabilita celého procesu.

Tato studie byla zpracovina s financéni podporou
projektu NAZV ¢. QH81323/2008 a vyzkumného zaméru
MSM6046137305.
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An interest in butanol production technologies based

on clostridial fermentation of various polysaccharides has
recently revived. In particular starch materials were used
in an original process. At present cellulose is considered to
be superior for production of second-generation biofuels.
Various modifications of the process are discussed.
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1. Uvod

V posledni dobé se v médiich stale vice objevuji zpra-
vy 0 vyvoji automobili pohanénych vodikem. Svétové
automobilky jako je General Motors, Toyota, BMW nebo
Honda se predhanéji vtom, kdo dfive vyrobi vozidlo
schopné bézného provozu s parametry odpovidajicimi
soucasnym automobilim pohanénym benzinem nebo naf-
tou.

2. Vyhody a nevyhody vodiku jako paliva

Vodik je lehky (cca 14x leh¢i nez vzduch) bezbarvy
areaktivni plyn. O jeho vyuziti jako o palivu pro pohon
automobilll se za¢ind stdle vice uvazovat vzhledem
k neustéle rostoucim cenadm fosilnich surovin ropy a plynu
a vzhledem ke znacné zavislosti ekonomik vyspélého svéta
na producentech té€chto surovin. Rovnéz oteplovani atmo-
sféry zplasobené sklenikovymi plyny (zejména oxidem
uhli¢itym) uvoliovanymi pii spalovéni benzinu a nafty je
silnym stimulem pro hledani alternativ. Pti spalovani vodi-
ku totiz dochazi k jeho reakci s kyslikem pfitomnym ve
vzduchu, pfi¢emz vznika pouze voda ve formé pary ne-
Skodnd pro zivotni prostiedi.

Na zemi je vodik soucasti mnoha latek, ze kterych ho
lze riznymi postupy ziskat (voda, uhlovodiky). Jako prvek
se vSak vyskytuje pomérné vzacné. To je jeho nevyhoda
v porovnani s fosilnimi surovinami. Na vyrobu vodiku je
totiZ nutno nejprve vyrobit energii napt. v jaderné elektrar-
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né a tu az poté vyuZit na vyrobu vodiku napt. elektrolyzou
z vody. Z pohledu energie je tedy vodik pouze nositelem
nebo zasobnikem energie podobné jako baterie, nikoli
jejim primarnim zdrojem, jako je tomu u ropy a plynu.
Pokud uvézime, ze by vSech zhruba 500 milionti automo-
bilt na svéteé bylo pohanéno vodikem, pro jeho vyrobu by
bylo tfeba nepfedstavitelného mnozstvi energie. Proto jsou
intenzivné¢ hledany energeticky 0¢inné postupy vyroby
vodiku z levnych surovin.

Spalovani vodiku je mozno realizovat po jeho smiseni
se vzduchem ve spalovacim prostoru motoru, pficemz
energie uvolnéna touto reakci se méni na mechanicky po-
hyb pistu. Tento pfistup zvolila firma BMW u svého nové-
ho vodikového prototypu Hydrogen 7 (cit.)). Druhy pii-
stup, u kterého je dle ne¢kterych nazord ziskavana energie
z vodiku s vys$si Géinnosti, vyuziva palivovych ¢lankd, coz
jsou zafizeni, kterd pfeménuji energii ziskanou reakci vo-
diku a kysliku na energii elektrickou. Ta je pak vyuZivana
k pohonu elektromotorti umisténych ve vozidle. Neddvno
predstaveny model Honda FCX Clarity vyuziva praveé
tohoto uspoiadani’.

Energie, kterou je mozno ziskat spalenim napt. 1 kg
vodiku je znacnd a je zhruba 2,6x vyS$8i nez energie ziska-
n4 z 1 kg benzinu. AvSak diky tomu, Ze vodik, a to i ve
zkapalnéném stavu, je velmi lehky (hustota zkapalnéného
vodiku je pouhych 70 kg m™, pii¢emz hustota benzinu je
cca 750 kg m™), je pro ziskani stejného mnoZstvi energie
(pro ujeti stejné vzdalenosti) potfeba cca 4x vétsi objem
zkapalnéného vodiku nez benzinu. V feci spotieby: Auto-
mobilu s primérnou spotfebou benzinu 4 1/100 km odpovi-
da spotieba zkapalnéného vodiku 15 1/100 km. Ma-li tedy
napf. benzinova nadrz objem 40 litri, odpovidajici nadrz
na zkapalnény vodik potiebna pro ujeti stejné vzdalenosti
by musela mit objem 150 litrtl, coz je zejména pro automo-
bily nizsi a stfedni tfidy nepfedstavitelné.

3. Uskladnéni vodiku

Z vyse uvedenych udaji o znacnych objemovych
narocich vodiku vyvstava zasadni otazka, kterou se
v soucasnosti zabyvaji védci i inZenyfi na celém svéte: Jak
uskladnit co nejvétsi hmotnost vodiku v co nejmensim
objemu? Objem nadrze je obvykle omezen konstrukénim
feSenim vozidla a zavisi na jeho velikosti, typu a tfid¢.
Proto byl na zéklad¢ pozadavku co nejvétsi hmotnosti
uskladnéného vodiku Americkym energetickym tradem
(US Department of Energy (DoE)) stanoven doporuceny
minimalni hmotnostni obsah vodiku ve vodikovém zasob-
niku uréeném pro automobily 6 % (cit.”). Niz§i hmotnosti
vodiku vyrazn¢ omezuji akéni radius vozidel a tim je ¢ini
nekonkurenceschopnymi vozidliim na klasicka paliva.

V soucasnosti jsou zvazovany Ctyfi hlavni metody
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uchovavani vodiku®*:
1. zkapalnéni a uchovani v tepeln¢ izolovanych zasobni-
cich,

2. stlaceni vysokym tlakem a uchovani v tlakovych na-
dobach,
3. uchovani v pevné fazi — ve formé hydridia kovi nebo

adsorpce v poréznich materidlech s vysokym mérnym

povrchem.

U v soucasnosti vyrabénych prototyptt vodikovych
automobilll je vyuzivan zejména prvni zpusob uchovani
vodiku, u kterého jsou dosahovany obsahy vodiku cca
10 %, coz prevySuje minimalni pozadavek DoE. I tento
zpusob se vSak zenergetického hlediska jevi ponékud
problematickym, uvézime-li, ze zkapalnéni vodiku vyza-
duje teploty nizsi nez —250 °C, coz je extrémné energetic-
ky narocné. Uvadi se, ze zkapalnéni spotiebuje az 30 %
veskeré energie, kterou lze spalenim vodiku ziskat. Kromé
toho je tfeba u zkapalnéného vodiku pocitat s jeho prubéz-
nymi ztrdtami odparem, které ¢ini kolem 1% za den.
Hlavni nevyhodou druhého zptisobu — tedy uchovavani ve
stlaceném stavu — je relativné nizky hmotnostni obsah
vodiku. V klasickych ocelovych tlakovych nadrzich cini
pouze zhruba 1 %, u novéjsich nadrzi z kompozith vyztu-
zenych uhlikovymi vlakny muize dosahovat az k vice nez
5 %, avSak za cenu zna¢né energetické narocnosti stlaco-
vani. Pfi uchovavani zkapalnéného i stlaceného vodiku je
rovnéz tfeba vzit v ivahu znacné naroky na zabezpeceni
vodikovych systémd, nebot’ i malé tniky mohou mit kata-
strofalni nasledky. Pro masivni vyuZiti zkapalnéného nebo
stlacen¢ho vodiku bude nutno vybudovat rozsahlou infra-
strukturu zahrnujici energetické zdroje, vyrobny vodiku,
jeho dopravu a sité Cerpacich stanic, coz bude pravdépo-
dobné proces trvajici fadu let.

Pon¢kud odlisné principy a naroky ma tieti zplsob
uchovavani vodiku — uchovavani v pevné fazi. Zde je nej-
vetsi pozornost vénovana slouceninam nékterych kovi
s vodikem — hydridim. Tyto slouceniny jsou totiz v sobé
schopny absorbovat zna¢na mnozstvi vodiku prevysujici
komeréni pozadavky. Zejména hydridy na béazi lehkych
kovi (Mg, Ca, Li, Na, Al) jsou v centru pozornosti praco-
vist' vyvijejicich automobily na vodikovy pohon. Tyto
hydridy se obvykle vyrabéji syntézami kovi s plynnym
vodikem za vysokych teplot a tlaki. Za normalni teploty
jsou stabilni, nerozkladaji se a jsou tedy relativné bezpec-
nymi zésobniky vodiku. K jejich rozkladu dochézi az za
vyssich teplot, pficemz se uvoliiuje vodik, ktery je priva-
dén k palivovému &lanku. Zadouci je, aby rozklad probihal
za teplot jen mirné zvySenych (150-200 °C), aby samotny
ohfev hydridu nespotfebovaval nadmérné mnozstvi ener-
gie. Pravé hledanim hydrida s nizkymi teplotami rozkladu
a s vysokymi obsahy vodiku se v soucasnosti zabyva fada
vyzkumnych a vyvojovych pracovist. Jsou jiz navrzeny
ucinné systémy schopné absorbovat vysokda mnozstvi vo-
diku, ktera se blizi a u n€kterych dokonce prevysuji 10 %.
Jmenovat lze napt. hydridy MgH,, LiBH,, NaBH,, Na-
AlH,, Mg(AlH,), a dalsi’.

Automobil vybaveny hydridovym systémem musi
obsahovat zasobnik hydridu, zafizeni k jeho ohfevu a pali-

485

Referat

vovy ¢lanek. Jistou nevyhodou tohoto systému je, zZe po
rozkladu veskerého hydridu v zasobniku se produkty roz-
kladu museji ze zasobniku odstranit a ten se musi znovu
naplnit novym hydridem. Vychodiskem by mohly byt hyd-
ridy schopné uvolnéni vodiku a jeho opétovné absorpce
opakované napf. u specidlniho cerpaciho zafizeni. Takové
hydridy jsou sice v soucasnosti dostupné, ale obvykle se
vyzna€uji niz§imi obsahy vodiku, které jsou schopny
uchovat. Proto se spiSe nabizeji mensi zasobniky na jedno
pouziti, které by bylo moZno snadno vyjmout a vymeénit za
nové, pricemz jejich opétovné naplnéni by probihalo ve
specializovanych pracovistich podobné, jako je tomu
v soucasnosti napft. u lahvi se stlacenymi plyny.

Jiny navrzeny systém zalozeny na hydridech nevyuzi-
va jako zdroje vodiku tepelného rozkladu hydridi, nybrz
jejich reakce s vodou. Pokud by byla vyuzita voda odcha-
zejici jako odpad z palivového ¢lanku, je mnozstvi ziska-
ného vodiku dokonce jesté¢ vyssi nez je jeho obsah
v hydridu, nebot’ ¢ast vodiku pfi reakci pochazi z vody.
Alternativou jsou ,,paliva“ ve formé suspenzi hydridu ve
vodeé nebo v oleji, u kterych je vyvin vodiku iniciovan bud’
pridavkem katalyzatoru nebo ve druhém piipadé vody.
I u té&chto systémi se ,,palivo* musi po spotfebovani hydri-
du vypustit, recyklovat a doplnit nové. Vyhodou je, ze
neni nutno vyvijet slozité a nékladné hydridy s nizkymi
rozkladnymi teplotami.

Vodikovy systém zaloZeny na hydridech by vyZado-
val men$i naroky na infrastrukturu v porovnani se systémy
pracujicimi se stlacenym nebo zkapalnénym vodikem.
Nutnosti by byly zdroje energie, vyrobny vodiku a hydrida
a pracovisté pro recyklaci jejich zasobnikti. Odpadla by
vSak nutnost sité Cerpacich stanic, nebot’ zdsobniky hydri-
di nebo jejich suspenze by principielné mohly byt dostup-
né u stavajicich stanic. Hlavnim faktorem, ktery pravdépo-
dobné dosud brani masivnéjsimu rozsiteni systému zaloze-
nych na hydridech, je vysoka cena téchto sloucenin. Odra-
zi se zde pomérn¢ komplikovana cesta, ktera vede od vy-
roby elementarnich kovi, vyroby vodiku, jejich transportu
az po tlakovou syntézu hydridu. Uvazime-li napf. cenu
hydridu NaBH,; obsahujiciho cca 10 % vodiku ve vysi
80 USD kg °, pak pfi spotfebé 1 kg Ho/100 km je cena za
1 km rovna 8 USD, coz je nesrovnatelné vice v porovnani
s benzinem nebo naftou. Vyrazné snizeni ceny hydridu je
tak zakladnim pfedpokladem pro jejich vyrazngjsi zavede-
ni do praxe. Zde se otevira velké pole pro vyzkum novych
typt sloucenin a novych levnéjsich postupii jejich vyroby.

4. Zaveér

K masovéjsimu zavedeni vodikovych technologii do
automobilového priimyslu v nejblizSich letech brani vyso-
ké ceny energii nutnych pro vyrobu, skladovani a distri-
buci vodiku. Dal§im divodem je nedostate¢na infrastruk-
tura. Vodik se mize stat konkurenci klasickych paliv, po-
kud nové energetické zdroje a vylepSené postupy umozni
jeho vyrobu z vody ve velkych mnozstvich a za pfijatelnou
cenu. Systémy zalozené na uskladnéni vodiku pomoci
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hydridd nabizeji alternativu k ¢istému vodiku, nebot’ nevy-
zaduji tak velké investice do infrastruktury. Tyto systémy
vsak budou konkurenceschopné pouze tehdy, pokud ceny
hydridd, napt. diky novym postuptim jejich vyroby, vyraz-
n¢ poklesnou.

Autor prispévku dékuje Grantové agentuie Ceské
republiky za financni podporu vyzkumu metod uchovavani
vodiku ve formé hydridit kovii (projekt ¢. 104/09/0263).
Také dekuje Ministerstvu Skolstvi, mladeze a télovychovy

za podporu vramci vyzkumného zdaméru ¢ MSM
6046137302.
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D. Vojtéch (Department of Metals and Corrosion
Engineering, Institute of Chemical Technology, Prague):
Prospects of Hydrogen-Fuelled Cars

Hydrogen has been considered a prospective fuel for
future generations of cars. In the present review, various
aspects of its use in this field are mentioned. Hydrogen is
pure, i.e., it does not produce carbon dioxide in combus-
tion. Moreover, it possesses a very high energy density. In
contrast to fossil fuels, hydrogen is an energy carrier, i.e.,
it is first produced by an energy-consuming process, such
as water electrolysis. In hydrogen-fuelled cars, it can be
directly supplied into the combustion engine or converted
to electric power in fuel cell. Hydrogen-fuelled cars are
equipped with a safe and efficient hydrogen storage sys-
tem. Various ways of hydrogen storage have been studied
such as liquid or high-pressure hydrogen storage and stor-
age in solid metal hydrides or in porous materials with
high specific surfaces. The first two methods are currently
used in the prototypes of hydrogen vehicles. The use of
liquid or high-pressure hydrogen requires expensive infra-
structure. Hydrogen storage in the form of light metal hy-
drides (MgH,, LiBH,, NaBH,4, NaAlH,, Mg(AlH,),) is a
promising and safe alternative. The hydrides are stable at
room temperature but they decompose to hydrogen at ele-
vated temperatures or in the reaction with water. Unfortu-
nately, their costs are high. At present, inexpensive meth-
ods of hydride preparation are the subject of extensive
studies all over the world.
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. Uvod

Lipoxygenazy (LOX, linoleat: oxygen oxidoredukta-
zy, EC 1.13.11.12) st dioxygenazy obsahujice nehémové
zelezo, ktoré katalyzuju tvorbu hydroperoxidovych deriva-
tov polynenasytenych mastnych kyselin. Tieto enzymy
boli predmetom intenzivneho vyskumu predovsetkym
v zivo¢iSnych systémoch. Premenou kyseliny arachidono-
vej na kyselinu hydroperoxyeikozatetraénovu katalyzuju
zivocisne LOX prvy krok v syntéze regulacnych molekul
ako su lipoxiny a leukotriény, ktoré sii mediatormi zapalo-
vych procesov a alergickych reakcii v organizme.

RmR'COOH LOX
Hs®™ HR +0,

1,4-dién mastnej kyseliny

Obr. 1. Reakcia katalyzovana lipoxygenazou (LOX)
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V porovnani so Zivo¢iSnymi LOX je funkcia LOX
v rastlinach doteraz ovel’a menej objasnena. Lipoxygenazy
majl aj v rastlindch Ustredné postavenie v metabolickej
ceste oznaCovanej ako lipoxygenazova (oktadekanova)
cesta, ktorej produkty maju funkciu ako rastové regulatory,
antimikrobialne a antifungalne zlGc¢eniny, aromatické latky
a tieZ ako signdlne molekuly. Na zdklade funkcie produk-
tov LOX cesty a tieZ na zaklade vzajomného vzt'ahu medzi
zvySenim expresie proteinu LOX a zaciatkom Specifickych
procesov sa predpoklada ucast LOX pocas rastu a vyvinu
rastlin a tieZ v odpovedi rastlin na stres, ako je napriklad
poranenie alebo infekcia rastlin patogénmi. V poslednom
obdobi sa stale viac vedeckych skupin venuje Studiu lipo-
xygenaz izolovanych z roznych rastlinnych druhov. Ziska-
nie poznatkov o LOX je jednym z predpokladov pochope-
nia jej fyziologickej tlohy v rastlinnej bunke. Objasnenie
funkcii LOX v rastlinach je komplikované pritomnost'ou
viacerych izoenzymovych foriem LOX a ich réznou tkani-
vovo-§pecifickou a vyvinovo regulovanou expresiou. Sti-
dium tohto enzymu v rastlinich ma vyznam nielen
z hladiska biochemického, ale vzhladom na zapojenie
LOX do procesov signalizacie a regulacie biosyntézy se-
kundarnych metabolitov, aj z hl'adiska mozného vyuzitia
ziskanych poznatkov vo farm4cii a medicine.

2. Charakteristika a vyskyt rastlinnych
lipoxygenaz

Lipoxygenazy katalyzuji polohovo a priestorovo
Specifickll adiciu molekulového kyslika na polynenasytené
mastné kyseliny s cis,cis-1,4-pentadiénovou konfiguraciou
(ako su napr. kyselina linolova, kyselina linolénova alebo
kyselina arachidonova) za tvorby prislusnych hydroperoxi-
dovych derivatov (obr. 1). V rastlinach su substratmi LOX
najmd kyselina linolova a linolénova, ktoré st hlavnymi
polynenasytenymi mastnymi kyselinami rastlinnych mem-
branovych fosfolipidov.

Lipoxygenazy sa nachadzajii vo vicSine rastlinnych
organov, pricom ich aktivita sa meni v zavislosti od stupna
vyvinu a vplyvu stresovych faktorov. NajvysSia aktivita
LOX bola pozorovana v kli¢iacich semenach a rychlo sa
deliacich pletivach'. LOX si monomérne proteiny

RMR'COOH

1-hydroperoxy-2,4-dién mastnej kyseliny
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s molekulovou hmotnostou 94-104 kDa. V rastlinach sa
nachddza niekolko izoenzymovych foriem LOX. Zo se-
mien soje boli izolované tri izoenzgymy® LOX (L-1, L-2
aL-3) adalSich pat izoenzymovych foriem LOX bolo
charakterizovanych v listoch s6je’, v hluzach a listoch
zemiakov boli identifikované tri izoenzymové formy4,
Styri u paradajky’, dve izoformy boli izolované z cicera®
a tiez z kli¢nych listov uhorky’ a repky®. Jednotlivé izoen-
zymy sa liSia svojimi vlastnostami a subceluldrnou lokali-
zaciou. VicSina rastlinnych LOX s solubilné enzymy
nachadzajiice sa v cytoplazme buniek’. Pritomnost LOX
vSak bola zistend aj v inych bunkovych kompartmentoch —
v strome chloroplastov'®, v lipidovych telieskach'’, vo
vakuolach'?, a tiez v mitochondriach". LOX bola detego-
vana aj v plazmatickej membrane', v mikrozomalnych
membranach'' a v membrane chloroplastov'®. Jednotlivé
izoenzymové formy lipoxygenaz s r6znou vnutrobunkovou
lokalizdciou maju aj réznu funkciu v bunke. LOX pritom-
na v strome chloroplastov je zodpovedna za syntézu sig-
nalnej molekuly — kyseliny jasménovej indukovanej pri
poraneni rastliny'>. LOX lipidovych teliesok zabezpetuje
mobilizaciu zasobnych lipidov pocas kli¢enia semien olej-
natych rastlin'®. Lipoxygendzy pritomné vo vakuolach st
vyuzivané ako vegetativne zasobné proteiny’.

3. Lipoxygenazova cesta

Metabolicka cesta premeny vysS§ich polynenasytenych
mastnych kyselin prebiehajica cez lipoxygenazou kataly-
zovanu reakciu a za fiou nasledujice reakcie su spolocne
oznaované ako oktadekanova (lipoxygenazova) cesta.
Hydroperoxidy polynenasytenych mastnych kyselin, ktoré
vznikaju pri LOX reakcii, su d’al§imi enzymami metaboli-
zované na biologicky aktivne zluCeniny, nazyvané oxylipi-
ny. Tieto zltCeniny vznikajuce v jednotlivych vetvach
lipoxygendzovej cesty su dolezité signilne molekuly
(kyselina jasmonova, kyselina 12-oxo-fytodiénova), anti-
mikrobidlne a antifungélne zluceniny (aldehydy, divinylé-
tery), prchavé latky (alkoholy). Vyznamnt funkciu maji
v obdobi vyvinu rastliny a pri adaptécii rastliny na rdzne
formy biotického alebo abiotického stresu.

V zivoc¢isnych bunkach bola lipoxygenazova cesta
skiimand vel'mi intenzivne, pretoze vedie k syntéze eikoza-
noidov (leukotriénov, lipoxinov) délezitych v niekol’kych
fyziologickych procesoch, napr. v zapalovej odpovedi
charakteristickej pre alergické prejavy, ako su astma, artri-
tida, v chemotaktickej a mitogénnej odpovedi v bunkich
hladkych svalov obehového systému'’. Struktirna podob-
nost’ tychto latok so zliceninami izolovanymi z rastlin
viedla k skiimaniu metabolickej cesty ich biosyntézy aj
v rastlindch. Ako prvy lipoxygendzovl cestu v rastlindch
popisali Vick a Zimmerman (1983)"® a potvrdili vyznam
kyseliny jasmoénovej v procesoch prenosu signalu. Inicio-
vali zvySeny zaujem o Studium signalizécie v rastlinach, ¢o
viedlo k objaveniu aj d’alSich bioaktivnych latok zo skupi-
ny oktadekanoidov zucastiujucich sa na regulacii viace-
rych rastlinnych odpovedi.
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K adicii molekulového kyslika na 18-uhlikaté polyne-
nasytené mastné kyseliny (kyselinu linolov( alebo linolé-
novua) prostrednictvom LOX dochadza na jednom alebo
druhom konci cis,cis-1,4-pentadiénovej Struktlry, teda na
9. alebo 13. atdme uhlika. M6zu tak vzniknut' dva rozne
polohové izoméry (9S5)-hydroperoxy- alebo (13S5)-
hydroperoxyderivaty polynenasytenych mastnych kyse-
lin, na zaklade ¢oho su rastlinné LOX oznacované ako
9-LOX alebo 13-LOX. Vzniknuté 13- alebo 9-hydro-
peroxidové derivaty st nasledne metabolizované v jednej
z vetiev lipoxygenazovej cesty™. Na obr. 2 st znazornené
jednotlivé vetvy v pripade, Ze substratom je kyselina lino-
Iénova (C 18:3) a jej dioxygenaciu katalyzuje 13-LOX.
Produktom je kyselina 13-hydroperoxy-[9(2),11(E),15
(Z)]-oktadekatriénova (13-HPOT).

Peroxygenazova vetva

Enzym peroxygenaza (POX), nazyvand tiez hydrope-
roxidizomeraza, premiena hydroperoxidové derivaty poly-
nenasytenych mastnych kyselin intramolekulovym preno-
som kyslika na epoxy- alebo dihydrodiol polyénové mast-
né kyseliny®’. Z 13-HPOT vznika kyselina 15,16-epoxy-
-13-hydroxy-[9(2),11(E)]-oktadekadiénova.

Divinylétersyntdzova vetva

Produktami tejto metabolickej cesty katalyzovanej
divinylétersyntazou (DES) su divinylétery. Tieto latky su
délezité pri obrane rastliny pred patogénmi’'*.

Hydroperoxidlyazova vetva

Hydroperoxidlydza (HPL) katalyzuje oxidativne Stie-
penie uhlovodikového retazca 9- alebo 13-HPOT medzi
hydroperoxidovym uhlikom a uhlikom susednej ndsobnej
vizby (intramolekulovd C-C vézba je destabilizovana
v dosledku reaktivneho hydroperoxidu). Vznikaju aldehy-
dy s kratkym retazcom (Cs- alebo Co-aldehydy)
a oxokyseliny (Cy,- alebo Co-)>. Z 13-HPOT (obr. 2) vzni-
ka kyselina 12-0x0-9(Z)-dodecénova a 3(Z)-hexenal. Na-
sledne nastdva izomerizicia na stabilnejSie zluCeniny: ky-
selinu 12-o0x0-10(E)-dodecénovi (traumatin) a 3(E)-hexe-
nal. Alkoholdehydrogenaza (ADH) méze d’alej redukovat’
hexenal na prislusny alkohol (hexenol), ktory spolu s vy-
tvorenym aldehydom zodpovedaju za Specificka tzv. zele-
na vonu listov?*. Aldehydy tieZ plnia déleziti ulohu v ob-
rane rastliny pri jej napadnuti patogénmi. Traumatin zna-
my ako hormoén poranenia sa 'ahko oxiduje na kyselinu
traumatinovua. Obidve latky sa zapajaju do hojenia porane-
ni v rastlinnych pletivach®.

Allenoxidsyntazova vetva

Allenoxidsyntaza (AOS), nazyvana tiez hydropero-
xid-dehydratdza, premiefia 13-HPOT na nestabilny epoxid
kyselinu  12,13(S)-epoxy-[9(2),11(E),15(Z)]-oktadekatri-
énovu (12,13-EOT). Tento epoxid je potom neenzymatic-
ky hydrolyzovany na a-ketol alebo y-ketol, alebo je enzy-
mom allenoxidcyklazou (AOC) cyklizovany na biologicky
aktivnu zluc¢eninu — kyselinu 12-0x0-10,15(Z)-fytodiénova
(OPDA)*. Naslednou redukciou dvojitej vizby medzi 10.
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Obr. 2. Lipoxygenazova metabolicka cesta®

!, Dioxygenécia kyseliny linolénovej (C18:3) [1] katalyzovana 13-lipoxygenazou — LOX.

DES — divinylétersyntdza, HPL — hydroperoxidlydza, ADH — alkoholdehydrogenaza, AOS — allenoxidsyntaza, AOC — allenoxidcyklaza,
OPDA reduktaza — reduktaza kyseliny 12-0x0-10,15(2)-fytodiénovej. 2 — kyselina 13(S)-hydroperoxy-[9(2),11(E),15(Z)]- oktadekatrié-
nova (HPOT), 3 — kyselina 12,13(S)-epoxy-[9(2),11(E),15(Z)]-oktadekatriénova, 4 — kyselina 12-0x0-10,15(Z)-fytodiénova, 5 — kyselina
3-0x0-2(2’(Z)-pentenyl)-cyklopentan-1-oktanova, 6 — kyselina jasmoénova, 7 — kyselina 13-keto-[9(2),11(E),15(Z)]-oktadekatriénova, 8 —

kyselina 15,16-epoxy-13-hydroxy-[9(2),11(E)]-oktadekadiénova, 9— kyselina eterolénova (divinyléter),

10 — kyselina 12-0x0-9(Z)-do-

decénova, 11 — kyselina 12-ox0-10(£)-dodecénova (traumatin), 12 — 3(Z)-hexenal, 13 — 3(Z)-hexen-1-ol, 14 — 3(F)-hexenal, 15 — 3(E)-hexe-

nol, 16 — 2(E)-hexenal, 17 — 2(E)-hexenol

all. atdbmom uhlika OPDA-reduktazou (ako koenzym
vyuziva NADH) vznika kyselina 3-0x0-2(2’(Z)-pentenyl)-
-cyklopentan-1-oktanova (OPC), ktora néasledne prechadza
3 cyklami B-oxidacie, pricom sa vytvéara kone¢ny produkt
tejto vetvy lipoxygenazovej cesty — kyselina jasménova
(JA)'®. JA aj OPDA st vyznamné signalne molekuly
v odpovedi rastliny na rozne formy stresu. Z kyseliny jas-
monovej sa v rastlindich vytvarajii dalSie metabolity
s biologickou aktivitou ako napr. metyljasmonat, kyselina
kurkubova (derivat JA s hydroxylovanym cyklopentano-
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vym kruhom) alebo konjugaty s aminokyselinami, najma
s leucinom a izoleucinom'’.

Reduktazova vetva

Hydroperoxidy polynenasytenych mastnych kyselin
moZzu byt redukované na hydroxyderivéaty, ktoré majt
antimikrobidlnu aktivitu. Mechanizmus redukcie eSte nie
je presne objasneny, ale predpoklada sa ucast’ glutationu
v tejto reakcii’’.
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Lipoxygenazou katalyzovana vetva

Za ur¢itych podmienok je lipoxygenaza schopné kata-
lyzovat’ homolytické rozstiepenie O-O vizby HPOT za
vzniku alkoxidovych radikalov, z ktorych sa nasledne vy-
tvaraju ketodiény®®. Vznik ketoderivatov polynenasyte-
nych mastnych kyselin v lipoxygenazovej ceste bol potvr-
deny, avsak ich funkcia zostava neobjasnena®.

Epoxyalkoholsyntazova vetva

Tato vetva lipoxygendzovej cesty bola zatial’ identifi-
kovana iba u rastlin ¢elade Solanaceae. Posobenim enzy-
mu epoxyalkoholsyntazy (EAS) dochadza k intramoleku-
lovému preusporiadaniu 13- alebo 9-HPOT, pri¢om vzni-
kaju epoxy-hydroxyderivaty polynenasytenych mastnych
kyselin®. Produkty tejto reakcie st rovnaké ako produkty,
ktoré sa vytvaraju v peroxygenazovej vetve lipoxygenazo-
vej cesty, liSia sa iba stereochemicky. Predpoklada sa, ze
tieto latky maju funkciu v obrannych reakciach rastlin®.

4. Regulacia lipoxygenazovej cesty

V lipoxygenazovej ceste sa vytvaraju viaceré zliceni-
ny s vyznamnou biologickou funkciou. Hlavnym miestom
regulcie tejto metabolickej cesty je reakcia vzniku 9-
alebo 13-hydroperoxidovych derivatov katalyzovana LOX,
ktoré su d’alej metabolizované v jednej zo siedmych vetiev
lipoxygenazovej cesty. Lipoxygenazy poskytuju substraty
pre aktivitu dalsSich enzymov tejto metabolickej cesty
a zohravaju tak kl'a¢ova ulohu'’.

Najviac poznatkov o regulacii bolo zatial’ ziskanych
o AOS vetve. Expresia génov kodujucich biosyntézu kyse-
liny jasmoénovej je indukovand poranenim alebo pdsobe-
nim metyljasmonatu a systeminu. Tieto udaje boli experi-
mentalne potvrdené v listoch zemiakov, raj¢in a arabkov-
ky, kde doslo k zvySeniu syntézy mRNA 13-LOX, AOS
a AOC>**¥_ Biosyntéza JA je regulovana nasledujucimi
faktormi: a) dostupnostou substratu, ¢o je vysledkom sti-
mula¢nych faktorov a signalov z vonkajSieho prostredia;
b) pletivovo Specifickou tvorbou a akumulaciou kyseliny
jasmoénovej; ¢) metabolickou transformaciou JA na jej
metylester alebo na prchavy degradacny produkt cis-
jasméon'®. Regulacie d’alsich vetiev lipoxygenazovej cesty
su menej objasnené, predpoklada sa, Ze s regulované
dostupnostou substratu a tiez d’alSimi regulaénymi mecha-
nizmami, ako su fosforylacia /defosforylacia enzymov™*
alebo degradécia enzymov ubikvitinaciou™.

5. Uloha LOX v semenach rastlin

V semenach olejnatych rastlin sa LOX zucastiiuje
mobilizacie zasobnych lipidov pocas kli¢enia. U olejnin st
lipidy hlavnym zdrojom energie v tomto procese, kym
v inych rastlinach napr. zemiakoch sa na produkciu ATP
vyuzivaju zasoby Skrobu. Pocas skorych stadii klicenia
dochadza k indukcii LOX a nasledne k oxidacii esterifiko-
vanych polynenasytenych mastnych kyselin v lipidovych
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telieskach. Oxidované mastné kyseliny v triacylglycero-
loch s nésledne prednostne odStiepované lipdzami
a uvolfiované z lipidovych teliesok do cytoplazmy’®. Pred-
poklada sa, e slizia ako substrat pre B-oxidaciu. Ugast
LOX lipidovych teliesok v skorych stadiach klicenia bola
experimentdlne potvrdend v semenach uhorky (Cucumis
sativus L.), tabaku (Nicotiana tabacum L.) a repky
(Brassica napus L.)'.

V semenach podzemnice (4Arachis hypogaea L.) bol
gén kodujuci PnLOX1 indukovany po infikovani hubou
Aspergillus. Produkty reakcie katalyzovanej PnLOX1 —
13-HPOT a 13-HPOD ovplyviiovali syntézu mykotoxinu,
&o potvrdzuje funkeiu tejto LOX v obrannych reakciach®.
Taktiez pre LOX Arabidopsis thaliana sa predpoklada
funkcia v obrane kliénych rastlin produkciou antimikro-
bialnych latok, ale tiez v raste a vyvine, ktory je regulova-
ny produktami lipoxygenazovej cesty’’.

Zo semien soje boli izolované 3 izoenzymy LOX (L-1,
L-2 a L-3)%. Pocas prvych dni kli¢enia semien tieto izoen-
zymy zaniknl a v kli¢nych listoch st syntetizované tri
d’alsie izoenzymové formy LOX. Na rozdiel od LOX
v semendch uhorky, séjové LOX v semendch aj v kli¢nych
listoch nie su asociované s lipidovymi telieskami. Nacha-
dzaju sa v cytoplazme alebo vakuolach. Pri kli¢eni semien
soje nedochddza k vyznamnej oxidacii polynenasytenych
mastnych kyselin. Zistilo sa, ze lipoxygenazy v semenach
soje sa nezlCastiluji na mobilizdcii zasobnych lipidov
pocas kliGenia, ale maju vyznam ako zasobné proteiny’.
V listoch soje bolo charakterizovanych d’alSich 5 izoenzy-
movych foriem LOX oznacenych ako vegetativne lipoxy-
genazy (VLXA, VLXB, VLXC, VLXD a VLXE). Tieto
LOX boli lokalizované tiez v cytoplazme a vakuolach.
Zucastiiujl sa nielen v metabolizme lipidov, ale st vyuZi-
vané aj ako vegetativne zasobné proteiny v zavislosti od
potreby rastlin uskladiiovat’ nadbytok dusika’.

6. Uloha LOX poéas vegetativneho rastu

Vyvinovy proces, ktorého aspekty boli intenzivne
skimané je tvorba hl'iz u zemiakov. V zemiakoch boli
izoenzymy LOX detegované v hluzich a v koretoch.
mRNA kodujuca LOX1 bola lokalizovana v najaktivnejSie
rastucich castiach hl'iz zemiakov. V transgénnych rastli-
nach, v ktorych bola aktivita LOX znizena, doslo
k zna¢nej redukcii tvorby hl'iz. Hl'uzy, ktoré sa vytvorili,
boli zdeformované a mensie. Uvedené LOX sa zucastilo-
vali na kontrole rastu a vyvoja hl'iz inicidciou syntézy
oxylipinov, regulujicich rast buniek pocas ich tvorby.
Konkrétne sa vtomto procese potvrdila uloha kyseliny
tuberénovej (kyselina 12-hydroxyjasmoénova)’®.

V rajcindch boli identifikované tri gény kodujuce
LOX, ozna¢ené ako TomloxA, TomloxB a TomloxC, kto-
ré boli aktivne pocas dozrievania plodov. TomloxC kéduje
LOX chloroplastov. Zistilo sa, Zze uvedené gény su pocas
dozrievania plodov aktivované etylénom a doposial’ blizsie
neuréenymi vyvinovymi faktormi. Prepoklada sa, ze maju
funkciu v obrannych reakciach. LOX plodov st tiez dole-
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zité v syntéze C6 aldehydov zodpovednych za typicku
vonu a chut’ plodov rajé¢in a vyznam maju i v degradacii
membran tylakoidov pri premene chloroplastov na
chromoplasty™.

7. Uloha LOX v obrannych procesoch rastlin

K aktivacii obrannych procesov rastlin dochadza pri
poraneni, pri napadnuti rastlin $kodcami alebo patogénmi.
Tieto procesy vedu k zahojeniu poskodeného pletiva a tiez
k aktivacii obrannych mechanizmov s cielom predist’ eSte
véacSiemu poskodeniu. Obranné mechanizmy indukované
niekol’ko minut pripadne hodin po poraneni, pozostavaji
zo syntézy (pripadne uvolnenia) primarnych signalov, ich
prijatia receptormi a naslednej transmisie prostrednictvom
Specifickych signalnych molekul, ktoré aktivuju transkrip-
ciu tzv. obrannych génov. Proteiny kodované obrannymi
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génmi patria do rozlicnych kategoérii. St to tzv. obranné
proteiny ako napriklad inhibitory proteinaz a proteolytické
enzymy, alebo enzymy zapojené do biosyntézy obrannych
sekundarnych metabolitov. Dal3iu skupinu indukovanych
proteinov tvoria proteiny zucastiiujuce sa signalnej trans-
dukénej cesty, ako napriklad lipoxygenaza a kalmodulin®.

Pri poskodeni urcitej Casti rastlinného pletiva docha-
dza nielen k aktivacii obrannych reakcii v mieste poskode-
nia (tzv. lokalna odpoved), ale aj v inych Castiach rastlin-
né¢ho organizmu (tzv. systemicka odpoved’) (obr. 3).
V rastlinach sa vyvinula zlozita siet’ signalizacie indukova-
na pri poraneni, v ktorej sa zicCastitujii viaceré, Struktirne
&asto vel'mi odli$né molekuly napr. oligopeptid systemin®',
oligosacharidy uvolnené z poskodenych bunkovych
stien*?, H,0," a molekuly s hormonalnou aktivitou ako su
jasmonaty™*, etylén® a kyselina abscisova®’.

Priméarne signaly spustajice poranenim aktivované
obranné odpovede neboli doposial’ jednoznacne definova-

v aktivacia systermicke)
——a Odpovede

b
s

|
]
+
aktivacia obrannych
énaoy

prosystermin
systemin

} Lox oligosacharidy
Ja A
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Obr. 3. Schéma obrannych procesov indukovanych pri poraneni rastlin, ataku hmyzom alebo patogénmi (spracované podla®**).
Pri poraneni rastlin, ataku hmyzom alebo patogénmi dochadza nielen k aktivacii obrannych reakcii v mieste poskodenia (tzv. lokalna
odpoved’), ale aj v inych Castiach rastlinného organizmu (tzv. systemickd odpoved’). Primarne signaly (systemin uvol'neny z neaktivneho
prekurzora - prosysteminu, oligouronidy uvolnené z poskodenych bunkovych stien) interagujui s receptormi v plazmatickej membrane
buniek, ¢o je prvym krokom zlozitej vniitrobunkove;j signalizaénej kaskady pozostavajucej z aktivacie MAP kinaz (MAPK), ktoré modu-
luju aktivitu protonovych pump, d’alej aktivacie fosfolipaz (PL) a uvolnenia kyseliny linolénovej z membran, ktora je lipoxygenazou
(LOX) a d’alsimi enzymami oktadekanovej cesty premienana na kyselinu jasmonovu (JA). JA je vyznamnym sekundarnym poslom, ktory
aktivuje expresiu obrannych génov, a to nielen v mieste poskodenia, ale aj vo vzdialenejsich neposkodenych Castiach rastlin
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né. Indukcia obrannych odpovedi si Casto vyzaduje sucas-
né posobenie viacerych signidlnych molekul, ktoré mozu
byt rozdielne u jednotlivych rastlinnych druhov**. Primar-
nym signdlom si napriklad oligosacharidy, ktoré sa pri
poraneni uvolnuju z poskodenych bunkovych stien. Doa-
res a spol. (1995)* experimentalne dokézali, Ze oligouro-
nidy z bunkovych stien rastlin a chitosan pochadzajuci
z bunkovych stien hub indukovali po aplikécii v listoch
rajéin (Lycopersicon esculentum) expresiu inhibitorov
proteinaz. Oligosacharidy maju vel'mi obmedzenu pohyb-
livost, a preto je ich aktivita v signalizacii pri poraneni
spojena iba s aktivaciou obrannych reakcii v mieste posko-
denia — v tzv. lokélnej odpovedi®®. Dal§im signalom, ktory
indukoval expresiu obrannych génov bol systemin. Je to
peptid pozostavajici z 18 aminokyselin, ktory vznika limi-
tovanou proteolyzou — odstiepenim C-konca z neaktivneho
200 aminokyselin obsahujuceho prekurzora prosysteminu.
Pritomnost’ systeminu bola zatial’ potvrdena iba u rastlin
z Gel'ade Solanaceae®. Systemin uvoltovany z poskode-
nych miest sa viaze na Specificky receptor v membrane
okolitych buniek a prendSa signal aj do vzdialenejSich
neposkodenych Gasti rastliny®. Je mobilnym signalom
dolezitym v tzv. systemickej odpovedi rastlin na
poranenie®.

Vplyvom uvedenych priméarnych signdlov dochidza
pri poraneni rastlin k aktivacii oktadekanovej (lipoxy-
genazovej) cesty biosyntézy kyseliny jasmonovej (JAY "™,
Predpoklada sa, ze tieto signaly interaguju s receptormi
v membréane rastlinnych buniek, pri¢om sa aktivujli proce-
sy, ktoré vedu k rychlemu zvyseniu vnitrobunkovej hladi-
ny JA. JA je derivatom kyseliny linolénovej, najviac zastu-
penej mastnej kyseliny v lipidoch membran v rastlinach.
Predpokladd sa, Ze kyselina linolénovad je uvolnend
z membranovych lipidov pdsobenim fosfolipazy A,
anasledne sa stdva substratom LOX, pociato¢ného enzy-
mu oktadekanovej cesty™.

Potvrdenim zapojenia oktadekénovej cesty v proce-
soch signalizacie smerujucich k aktivacii obrannych génov
bolo identifikovanie niekol’kych inhibitorov, ktoré blokuji
tuto cestu. Napriklad dietylditiokarbamat sodny a salicylat
sodny. Uvedené latky inhibovali oktadekdnovu drahu
a syntézu inhibitorov proteinaz v odpovedi na poranenie,
systemin a oligouronidy*. Inhibicia prostrednictvom die-
tylditiokarbamatu sodného spocivala v premene 13-HPOT
(produkty reakcie katalyzovanej LOX) na 13-HOT, ktoré
uZ nie su intermediatmi v biosyntéze JA. Salicylat sodny
blokoval oktadekanovii cestu na tirovni allenoxidsyntazy™.
Efekty tychto inhibitorov sa zhoduju s hypotézou, Ze mole-
kuly priméarnych signalov vytvorené pri poraneni aktivuji
expresiu obrannych génov cez oktadekanovi drahu. Tato
dréha je tiez pozitivne alebo negativne regulovana kyseli-
nou abscisovou a kyselinou indoloctovou™. V listoch ryze
bola potvrdena recipro¢na regulacia oktadekanovej cesty
kyselinou jasménovou a kyselinou salicylovou pri odpove-
di rastlin na poranenie™.

Kyselina jasmoénovd je vyznamnym sekundarnym
poslom aktivujucim transkripciu génov a nasledne syntézu
obrannych sekundérnych metabolitov a proteinov. Dopo-
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sial’ bolo ziskanych len vel'mi malo poznatkov tykajucich
sa mechanizmu génovej aktivacie v odpovedi na porane-
nie. Analyzou 5’regulacnych oblasti génov, ktoré su akti-
vované JA, bola zistend pritomnost’ konsenzus sekvencii,
o ktorych sa predpoklada, ze sa zucastiiuju v regulacii
génovej expresie touto molekulou™™’. Stidiu zapojenia JA
a jej derivatov v procesoch odpovede rastlin na poranenie
bola venovana vel'ka pozornost’, avSak nielen JA, ale aj jej
derivaty napr. metyljasmonat a aj iné produkty oktadeka-
novej cesty su syntetizované pri poraneni a zacastiiuju sa
v tychto procesoch®.

Potvrdend bola tiez tuloha kyseliny 12-oxo-fyto-
diénovej (OPDA, prekurzor kyseliny jasmonovej) ako
signalnej molekuly™. OPDA je dokonca vyraznejsim akti-
vatorom expresie génov ako samotna JA. V sucasnosti je
OPDA povazovana za hlavnu signalnu molekulu vo vacsi-
ne rastlinnych druhov, zatial’ ¢o JA zostava aktivnym me-
tabolitom svojho prekurzora. Experimentalne sa vSak do-
kazalo, ze JA na rozdiel od OPDA je sekretovana z buniek
do extracelularneho média, ¢o naznacuje funkciu JA aj ako
medzibunkovej signalnej molekuly®. JA je mobilnym
sekundarnym signdlom, podobne ako systemin, prendsa
signal z miesta poSkodenia aj do inych Casti rastlinného
organizmu, av§ak mensSia a rozpustnejsia kyselina jasmo-
nova umoziiuje prenos signalu na vicsie vzdialenosti’*.

Daldimi oxylipinmi s funkciou v obrannych proce-
soch rastlin st produkty HPL vetvy oktadekénovej cesty:
C12-oxokyseliny (traumatin), C6 aldehydy a alkoholy.
Tieto latky st syntetizované pri poraneni a sliiZia tieZ ako
signalne molekuly. U Arabidopsis 2(E)-hexenal indukuje
skupinu obrannych génov®'. K vysiej produkcii prchavych
latok uvolfiovanych rastlinou dochadza najmé pri ataku
rastlin hmyzom. Tieto latky majl iné zloZenie ako latky
uvolfiované neposkodenymi rastlinami®. Niektoré posobia
ako atraktanty prirodzenych predatorov hmyzu, ktory na-
padol rastlinu®. V obrannych reakciach sa zaastiiuju aj
produkty peroxygendzovej a divinylétersyntdzovej vetvy
lipoxygenazovej cesty”>*.

Odpoved’ rastlin na poranenie, atak hmyzom alebo
patogénmi si vyzaduje aktivaciu zlozitej siete vzajomne
regulovanych signaliza¢nych kaskad, v ktorych sa vyz-
namnym spdsobom zcasthuji aj od lipidov odvodené
oxylipiny**%*%_ LOX sa svojim postavenim na pociatku
lipoxygenazovej cesty biosyntézy tychto latok zapaja do
obrannych procesov rastlin. Potvrdenim boli aj experimen-
talne vysledky ziskané Arimurom a spol. (2000)*, ktori
dokazali, Ze inhibicia tohto enzymu vedie k blokovaniu
expresie jasmonatmi aktivovanych obrannych génov.
V odpovedi rastlin na poranenie bola potvrdend ucast’
chloroplastovej izoenzymovej formy LOX u arabkovky
(Atlox2)"®, zemiakov (H3)”” a v listoch rajéin’ amu-
genky®®. Na zéklade toho mozno konstatovat, 7e syntéza
jasmonatov je iniciovana v chloroplastoch. Dékazom bolo
aj zistenie, Ze pri poraneni dochddza k zniZeniu obsahu
monogalaktozyl-diacylglycerolov v membrane chloroplas-
tov, o ktorych sa predpokladd, Ze su zdrojom kyseliny
linolénovej pre biosyntézu jasmonatov®’. Porta a spol.
(1999)7° experimentalne potvrdili, Ze k aktivacii LOX
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dochadza aj po exogénnej aplikacii JA, ¢o predpoklada
tzv. feed-back mechanizmus regulacie oktadekdnovej ces-

ty.

8. Uloha LOX v programovanej smrti
rastlinnych buniek

Lipoxygenazou katalyzovana oxidécia lipidov sa zu-
Castiuje degradacie membran pri tzv. hypersenzitivnej
odpovedi rastlinnych buniek na atak patogénov, pri ktorej
dochadza k smrti rastlinnych buniek v mieste infekcie’'.
Hypersenzitivna odpoved’ je charakterizovana stratou in-
tegrity membran a je spojena s tvorbou peroxidov lipidov
a kyslikovych radikalov. Experimentalne vysledky pouka-
zuju najmé na peroxid vodika, ktorého aj malé mnozstva
viedli k aktivacii hypersenzitivnej odpovede v bunkach
soje. Indukcia hypersenzitivnej odpovede a naslednej bun-
kovej smrti bola spojend s aktivaciou LOX’2. Podobné
vysledky boli pozorované aj na listoch fazule”, papriky”
a tabaku’' po infikovani patogénmi. Zistilo sa tiez, Ze pro-
dukty LOX reakcie 9- alebo 13-hydroperoxidy polynena-
sytenych mastnych kyselin, ako aj ich redukované formy,
boli schopné indukovat’ fragmenticiu DNA a bunkova
smrt’. Pri pouziti inhibitorov LOX alebo inhibi¢nych anti-
LOX monoklonalnych protilatok, ktoré blokovali aktivitu
LOX bez ovplyvnenia oxida¢ného stavu bunky, nedoslo
k oxidagnym stresom indukovanej smrti buniek’>. Uvede-
né experimenty poskytli dokaz o ucasti lipoxygenaz v pro-
cesoch indukcie programovanej smrti rastlinnych buniek.

9. Zaver

Lipoxygenazy s v Zivo¢iSnych aj v rastlinnych orga-
nizmoch na pociatku metabolickych drah, ktorych produk-
ty maju viaceré dolezité biologické funkcie. Predovsetkym
je vyznamné zapojenie LOX do transdukcie signalov
a bunkovych regulacnych procesov. LOX svojim postave-
nim na pociatku tychto metabolickych ciest ovplyviuje
dostupnost’ substratov pre enzymy v jej d’alSich vetvach
a stava sa tak vyznamnym miestom regulacie. Vyskum
v tejto oblasti priniesol v poslednych rokoch viac poznat-
kov veducich k lepSiemu poznaniu a pochopeniu lipoxyge-
nazovej cesty a jej vyznamu aj v rastlinach. Prvou presku-
manou skupinou latok, ktoré sa vytvaraju v jednej zo sied-
mych doposial’ popisanych vetiev lipoxygenazovej cesty,
boli jasmonaty — dolezité v signalne transdukénych proce-
soch rastlin. Avsak aj produkty tvoriace sa v d’alSich vet-
vach lipoxygenazovej cesty maju vyznamni biologickl
funkciu. V poslednom obdobi narastaji poznatky
o subcelularnej lokalizécii, Strukture, mechanizme kataly-
zy rastlinnych lipoxygendz. Klonovanie, expresia
a funkcnd analyza génov kddujicich jednotlivé izoenzy-
mové formy lipoxygenaz, ako aj snahy o krystalizaciu
purifikovanych enzymov prispievaju k ziskavaniu novych
poznatkov o ulohe lipoxygendz v rastlinach.

493

Referat

LITERATURA

1. Porta H., Rocha-Sosa M.: Plant Physiol. /30, 15

(2002).

Axelrod B., Cheesborough T. M., Laasko S.: Meth.

Enzymol. 71, 441 (1981).

. Fuller M. A., Weichert H., Fisher A. M., Feussner I.,
Grimes H. D.: Arch. Biochem. Biophys. 388, 146
(2001).

. Rojo J., Vancanney G., Pérez A. G., Sanz C., Stor-
mann K., Rosahl S. Sanchez-Serrano J. J.: J. Biol.
Chem. 271, 21012 (1996).

. Heitz T., Bergey D. R., Ryan C. A.: Plant Physiol.
114, 1085 (1997).

. Sanz L. C., Perez A. G., Rios J. J., Olias J. M.: Phyto-
chemistry 31, 3381 (1992).

. Matsui K., Irie M., Kajiwara T., Kakuno T., Hatanaka
A.: Phytochemistry 32, 1387 (1993).

. Terp N., Brandt A.: Biochem. Soc. Trans. 28, 832
(2000).

. Siedow J. N.: Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol.
Biol. 42, 145 (1991).

2.

10. Douillard R., Bergeron E.: Plant Sci. Lett. 22, 263
(1981).

11. Feussner L., Kindl A.: Planta /94, 22 (1994).

12. Tranbarger T., Franceschi V., Hildebrand D., Grimes
H.: The Plant Cell 3, 973 (1991).

13. Braidot E., Petrussa E., Micolini S., Tubaro F., Via-
nello A., Macri F.: J. Exp. Botany 2004, 2.

14. Nellen A., Rojahn B., Kindl H.: Z. Naturforsch Teil C.
50,29 (1995).

15. Bell E., Creelman R. A., Mullet J. E.: Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 92, 8675 (1995).

16. Feussner 1., Wasternack C., Kindl H., Kiihn H.: Proc.
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 92, 11849 (1995).

17. Izumi T., Hoshiko S., Radmark O., Samuelsson S.:
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 87, 7477 (1990).

18. Vick B. A, Zimmerman D. C.: Biochem. Biophys.
Res. Comm. /71,470 (1983).

19. Feussner I., Wasternack C.: Annu. Rev. Plant Biol.
52,275 (2002).

20. Bleé E.: Fett. Lipid 700, 121 (1998).

21. Grechkin A.: Prog. Lipid Res. 37,317 (1998).

22. Hamberg M.: Lipids 34, 1131 (1999).

23. Matsui K.: Belg. J. Bot. 131, 50 (1998).

24. Hatanaka A.: Phytochemistry 34, 1201 (1993).

25. Croft K.P.C., Juttner F., Slusarenko A. J.: Plant Phy-
siol. 101, 13 (1993).

26. Hamberg M.: Biochem. Biophys. Res. Commun. /56,
543 (1998).

27. Weichert H., Stenzel 1., Berndt E., Wasternack C.,
Feussner I.: FEBS Lett. 464, 133 (1999).

28. Kiihn H., Weisner R., Rathmann J., Schewe T.: Eico-
sanoids 4, 9 (1991).

29. Vollenweider S., Weber H., Stolz S., Chetelat A.,
Farmer E. E.: Plant J. 24, 467 (2000).

30. G6bel C., Feussner 1., Schmidt A., Scheel D., San-

chez-Serrano J.: J. Biol. Chem. 276, 6276 (2001).



Chem. Listy 103, 487-495 (2009)

31
32.

33.
34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.
49.

50.
51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

Shaller F.: J. Exp. Bot. 52, 11 (2001).

Howe G. A., Lee G. I, Itoh A., Li L., De Rocher A.
E.: Plant Physiol. /23, 711 (2000).

Laudert D., Weiler E. W.: Plant J. 15, 675 (1998).
Ledn J., Rojo E., Sénchez-Serrano J. J.: J. Exp. Bot.
52,1(2001).

Xie D. X., Feys B. F., James S., Nietorostro M., Tur-
ner J. G.: Science 280, 1091 (1998).

Burow G. B., Gardner H. W, Keller N. P.: Plant Mol.
Biol. 42, 689 (2000).

Melan M. A., Enriquez A. L. D., Peterman T. K.
Plant Physiol. 705, 385 (1994).

Kolomiets M. V., Hannapel D. J., Chen H., Tymeson
M., Gladon R. J.: Plant Cell /3, 613 (2001).

Griffiths A., Barry C., Alpuche-Solis A. G., Grierson
D.: J. Exp. Bot. 50, 793 (1999).

Bergey D. R., Howe G. A., Ryan C. A.: Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 93, 12053 (1996).

Yin Y., Wu D., Chory J.: Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A. 99,9090 (2002).

Doares S. H., Syrovets T., Weiler E. W., Ryan C. A.:
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 92, 4095 (1995).

Farmer E. E., Ryan C. A.: Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A. 87,7713 (1990).

Mueller M. J., Gundlach H., Parchmann S.: Plant Phy-
siol. 115, 1057 (1997).

O'Donnell P. J., Calvert C., Atzorn R., Wasternack
C., Leyser H. M. O., Bowles D. J.: Science 274, 1914
(1996).

Pefia-Cortés H., Sanchez-Serrano J. J., Mertens R.,
Willmitzer L.: Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 86, 9851
(1989).

Orozco-Cérdenas M. L., Narvéez-Vasquez J., Ryan C.
A.: Plant Cell 73, 179 (2001).

Baydoun E. A. H., Fry S. C.: Planta 165, 269 (1985).
Constabel C. P., Yip L., Ryan C. A.: Plant Mol. Biol.
36, 55 (1998).

Farmer E. E., Ryan C. A.: Plant Cell 4, 129 (1992).
Mueller M. J., Brodschelm W., Spannagl E., Zenk M.
H.: Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90, 490 (1993).
Pefia-Cortés H., Fisahn J., Willmitzer L.: Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 92,4106 (1995).

Harms K., Ramirez I., Pefia-Cortés H.: Plant Physiol.
118, 1057 (1998).

Kernan A., Thornburg R. W.: Plant Physiol. 97, 73
(1989).

Lee A., Cho K., Jang S., Rakwal R., Iwahashi H.,
Agrawal G. K., Shim J., Han O.: Biochem. Biophys.
Res. Com. 318, 734 (2004).

Kim S. R., Choi J. L., Costa M. A., An G.: Plant Phy-
siol. 99, 627 (1992).

Mason H. S., DeWald D. B., Mullet J. E.: Plant Cell 5,
241 (1993).

Stratmann J., Scheer J., Ryan C. A.: PNAS 97, 8862
(2000).

Blechert S., Brodschelm W., Holder S., Kammerer L.,
Kutchan T. M., Xia Z. Q., Zenk M. H.: Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 92,4099 (1995).

494

Referat

60. Parchmann S., Gundlach H., Mueller M. J.: Plant Phy-
siol. 1715, 1057 (1997).

Bate N. J., Rothstein S. J.: Plant J. 16, 561 (1998).
Arimura G., Ozawa R., Shimoda T., Nishioka T., Bo-
land W., Takabayashi J.: Nature 406, 512 (2000).
Agrawal A. A.: Curr. Opin. Plant Biol. 3, 329 (2000).
Weber H., Chételat A., Caldelari D., Farmer E. E.:
Plant Cell 71, 485 (1999).

Devoto A., Turner J. G.: Ann. Bot. 92, 329 (2003).
Halitschke R., Baldwin I. T.: J. Plant Growth Regul.
23,238 (2005).

Royo J., Leon J., Vancanneyt G., Albar J. P., Rosahl
S., Ortego F., Castafiera P., Sanchez-Serrano J. J.:
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 96, 1146 (1999).

Rangel M., Machado O. L. T., Cunha M., Jacinto T.:
Phytochemistry 60, 619 (2002).

Conconi A., Mique 1. M., Browse J. A., Ryan C. A.:
Plant Physiol. 711, 797 (1996).

Porta H., Rueda-Benitez P., Campos F., Colmenero-
Flores J. M., Colorad J. M., Carmona M. J., Covarru-
bias A. A., Rocha-Sosa M.: Plant Cell Physiol. 40,
850 (1999).

Rustérucci C., Montillet J.-L., Agnel J.-P., Battesti C.,
Alonso B., Knoll A., Bessoule J.-J., Etienne P., Suty
L., Blein J.-P.: J. Biol. Chem. 274, 36446 (1999).
Levine A., Tenhaken R., Dixon R., Lamb C.: Cell 79,
583 (1994).

Croft K. P. C., Voisey C. R., Slusarenko A. J.: Phy-
siol. Mol. Plant Pathol. 36, 49 (1990).

Buonaurio R., Servili M.: Physiol. Mol. Plant Pathol.
54,155 (1999).

Maccarrone M., Van Zadelhoff G., Veldink G. A.,
Vliegenthart J. F. G., Finazzi- Agro A.: Eur. J. Bio-
chem. 267, 5078 (2000).

Feussner 1., Kithn H., Wasternack C.: Trends Plant
Sci. 6, 268 (2001).

61.
62.

63.
64.

65.
66.

67.

68.
69.

70.

71.

72.
73.
74.

75.

76.

I. Holkova, L. Bezakova, M. Vanko, F. Bilka, and
M. Oblozinsky (Department of Cell and Molecular Biol-
ogy of Pharmaceuticals, Faculty of Pharmacy, Comenius
University, Bratislava): Lipoxygenases and Their Sig-
nificance in Biochemical Processes in Plant Organisms

Lipoxygenases (LOX; linoleate:oxygen oxidoreduc-
tase, EC 1.13.11.12) are a family of dioxygenases that do
not contain hem-bonded iron at the active site. They cata-
lyze peroxidation of polyunsaturated fatty acids, in par-
ticular linolic and linolenic acids, which gives hydroper-
oxy derivatives of (9S)- or (13S)-polyunsaturated fatty
acids (9-LOX or 13-LOX, respectively). Lipid peroxida-
tion is important in plant evolution and for their response
to various forms of stress, both of biotic and abiotic origin.
LOX is the starting enzyme of the lipoxygenase metabolic
pathway producing oxylipins such as signal molecules,
antimicrobial and antifungal compounds.
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1. Uvod

Prakticky a teoreticky zajimavou skupinu pevnych
latek tvofi tzv. nestejnorodé materialy, které se vyznacuji
prostorové ndhodnym rozlozenim fazi vytvérejicich mate-
rial. Mezi nestejnorodé materialy patii také porovité latky,
které v nejjednodussim piipadé predstavuji dvoufazovy
systém, ve kterém pory (vyplnéné néjakou tekutinou) tvoii
jednu fazi a vlastni pevna latka druhou. Nahodnost prosto-
rového rozlozeni fazi zplsobuje, ze vztahy mezi mikro-
strukturou téchto materiald a jejich makroskopickymi
vlastnostmi, jako jsou elektrickd a tepelnd vodivost, efek-
tivni permeabilita a difuzivita, a kapilarni tlakové kiivky,
jsou znac¢n¢ komplikované. Pod pojmem mikrostruktura
(nebo také textura) se v tomto textu mysli struktura materi-
4lu na méfitku, na kterém miiZeme jasné pozorovat fazové
delovat porovité latky jako systém geometricky jednodu-
chych objektt (napiiklad jako svazek paralelnich kapilar)
se ukazaly byt liché'?. Vyraznym nedostatkem téchto po-
stupt bylo, Ze ignorovaly vliv topologie prostoru port na
vlastnosti porovitych latek. Z tohoto diivodu je soucasny
vyvoj oboru zaméfen na modely, které dokazou co mozna
nejvérnéji zachytit morfologii pért a topologii prostoru
port. Velika tvarova proménlivost pori je pti¢inou toho,
ze podrobnosti mikrostruktury mohou byt zachyceny pou-
ze na uritém méfitku pfi vynalozeni rozumného usili
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apouziti pfimeéfené nakladnych prostfedkl. Prave tento
divod nas nuti se uchylovat ke statistickym metodam mo-
delovani mikrostruktury®*. Souhlas mezi mikrostrukturou
realné porovité latky (vzoru) a mikrostrukturou jeji repliky
(obrazu) je pak dosahovan ve smyslu rovnosti jistych sta-
tistickych veli¢in.

Mezi zajimavé a uc¢inné metody statistického modelo-
vani mikrostruktury patii tfirozméméa (3D) stochastickd
rekonstrukce’®. Ta je zaloZena na pofizeni velkého mnoz-
stvi snimkti ndhodné orientovanych fezii pérovitou latkou.
Snimky jsou transformovany pomoci standardnich metod
zpracovani digitalniho obrazu tak, aby bylo dosazeno jed-
nozna¢ného pfifazeni bodit dvourozmérného (2D) digital-
niho obrazu (téz obrazovy bod ¢i pixel) jednotlivym fazim.
Vysledek této transformace je statisticky zpracovan a zis-
kani statisticka informace je pouZita pro 3D stochastickou
rekonstrukei (jeji vysledek v podobé repliky porovitého
media viz obr. 1).

Tato prace popisuje pfipravu nabrustt makropdrovi-
tych latek, snimkovani téchto nabrusi elektronovym mik-
roskopem a nésledné zpracovani digitalnich snimki. Pro-
toZe na konci fetézce operaci nad digitdlnim obrazem stoji
(kvantitativni) statistické charakteristiky dale pouZzivané
pfi 3D stochastické rekonstrukei, zaméfili jsme se také na
vliv parametrii jednotlivych operaci zpracovani obrazu na
tyto charakteristiky. Navrhli jsme rovnéz nezavislé postu-
Py, jak tyto parametry nastavit za i¢elem maximalni véro-
hodnosti statistické informace. Zminéné nezavislé postupy
zahrnuji vyuziti dat z heliové pyknometrie, rtut'ové poro-
metrie a méfeni povrchu metodou BET. Cely postup je
demonstrovan na modelovém materialu reprezentovaném
tabletami a-aluminy.

Obr. 1. Priklad repliky porovité latky ziskané metodou 3D
stochastické rekonstrukce
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2. Experimentalni ¢ast

Prvnim krokem je pofizeni ndbrust porovitych latek
nasledované snimkovanim fadkovacim elektronovym mik-
roskopem. V dalsim kroku jsou ziskané digitalni snimky
zpracovavany standardnimi metodami, které zajist'uji po-
tlaeni Sumu a rozdéleni pozorovanych objektd podle je-
jich pfislusnosti bud’ k fazi poérd nebo fazi pevné latky.

2.1. Pfiprava nabrusi

Nejprve je nutné vyplnit prostor péri vhodnou latkou
tak, aby na snimcich mohly byt s dostatecnou presnosti
odliSeny pory od vlastni pevné faze. Pro tento ucel se vyu-
ziva metoda vakuové impregnace. Latka, ktera vypliuje
prostor port, je volena tak, aby méla dobrou adhezi
k pérovitému materialu a po vytvrzeni jen nepatrné ménila
svij objem. V metalografii, kde metoda doséahla nejvétsiho
rozvoje, se pouzivaji tii zakladni skupiny zalévacich latek:
epoxidové pryskyfice, akrylaty a polyestery’. Vlastnosti,
o kterych jiz byla zminka, spliuje skupina epoxidovych
pryskyfic, které maji navic relativné nizkou viskozitu a
doba vytvrzeni je pocitdna v hodinach pfi laboratorni tep-
loté.

Valcové tablety a-aluminy (velikosti 5x5 mm) byly
vysuSeny a v poctu 1 az 4 kusy umistény v plastové for-
mi¢ce o praméru 25 mm (Multiform, Struers, GmbH.,
SRN) do upraveného exsikatoru, ktery byl opatfen zafize-
nim umoznujicim davkovani epoxidové pryskytice Araldi-
te (Struers, GmbH., SRN) za vakua. Po 30 minutach eva-
kuace byla do formicky po kapkach ptiddvana smés prys-
kyfice a tvrdidla (10/3) zifedénd methylethylketonem
(3 hm.%). Po zaliti tablet byl tlak v exsikatoru vyrovnan
s atmosférickym. Formicka byla pienesena do autoklavu,
kde byla kapalna pryskyfice vtlacovana do port dusikem
o tlaku 11 MPa po dobu jedné hodiny a poté za téhoz tlaku
vytvrzovana pti teploté 40 °C po dobu péti hodin.

Vytvrzeny odlitek byl sefiznut diamantovou pilou
a feznd rovina, zahrnujici porovity material, byla obrouse-
na diamantovym kotouc¢em (Discoplan TS, Struers, Gm-
bH., SRN). Rezna plocha byla lapovéana karborundovym
brusivem o velikosti zrna 70 pum a na zavér byla vylesténa
diamantovymi pastami (D3 5/3 um, D2 3/2 pm, D0,7 1/0
um; Urdiamant s.r.0., Sumperk) na umélé textilni podlozce
(Struers, GmbH., SRN), zvlhéené mazadlem (ethanol/
glycerin = 2/1) do hladkého vzhledu. Jelikoz pdrovité ma-
teridly impregnované epoxidovou pryskyfici jsou vétSinou
nevodivé, jsou jejich nabrusy opatfovany tenkou vrstvou
platiny nebo grafitu pro odvedeni elektrického naboje,
hromadiciho se pfi pozorovani.

2.2. Snimkovani nabrust

Nabrusy jsou obvykle pozorovany v fadkovacim elek-
tronovém mikroskopu, ktery dovoluje dosahnout potfebné-
ho zvétSeni. Pro ucely snimkovani nabrust je nejvhodnéjsi
pozorovat zpétné odrazené (rozptylené) elektrony (BSE,
Back-Scattered Electron). Tento rezim mikroskopu slouzi
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Obr. 2. Originalni snimek Fezu (vlevo) a upraveny mediano-
vym filtrem, velikost masky 5x5 pixeli (vpravo), velikost vyie-
zu 480x480 pixeli. Pory jsou tmaveé, pevna latka svétla

jako jisty druh chemické sondy. Povrch, ve kterém prevla-
daji atomy s malym atomovym ¢islem, se jevi jako tmavy,
nebot’ pocet odraZzenych elektronti je maly. Naopak po-
vrch, ve kterém prevladaji atomy s velkym atomovym
¢islem, je zobrazovan na monitoru mikroskopu jako svétly,
protoze tézké atomy odrazeji vice elektroni. Atomy tvorici
epoxidovou pryskyftici maji obvykle mensi atomova ¢isla
nez atomy, ze kterych jsou tvoreny porovité latky. Proto,
existuje-1i materidlovy rozdil mezi epoxidovou pryskyfici
a pevnou latkou, zajistuje tato metoda dobry kontrast mezi
fazemi.

V ptipadé¢ naSeho modelového materidlu byla tato
podminka splnéna, a proto byl dosaZen vytecny kontrast
mezi fazi port (epoxidem) a fazi pevné latky (o-alumina).
Nabrusy byly pozorovany v elektronovém mikroskopu
JSM-5500LV (Jeol, Japonsko), jehoz vystupem byly digi-
talni snimky v osmibitové skale jasu (256 odstinti Sedi
v intervalu od 0, tj. ¢erné, do 255, tj. bil¢). V reprezen-
tativnim snimku (obr. 2, vlevo) Ize pozorovat plochy, které
se 1i$i urovni Sedi. Spoctenim Cetnosti vyskytu jednotli-
vych urovni Sedi byl ziskdn histogram, ktery meél dveé
dobfe oddélend maxima. Ve stonasobném zvétSeni bylo
shroméazdéno nékolik desitek snimki o velikosti 1280x960
pixeli pfi velikosti pixelu 1x1 pm?.

2.3. Uprava digitalnich snimkd

Kazdy z digitalnich snimki povrchu porovitého mate-
ridlu byl podroben sledu operaci, zahrnujicich nelinearni
filtrovani, Gplnou segmentaci a odstranéni malych shluki
pixeli z obou fazi. Kli¢ovou operaci je uplna segmentace
snimkti neboli identifikace jednotlivych fazi. Ta spociva
v urceni nejsvétlejsiho odstinu Sedi (prahu), ktery jesté
reprezentuje epoxidovou fazi. Z pocatku byl k ¢aste¢nému
zpracovani snimku (filtrace a segmentace) pouzivan ko-
meréni program Image Toolbox MATLAB (The Ma-
thWorks, Inc., USA), pozdé&ji byl vyvinut vlastni program
pro rychlé, automatizované zpracovani celého souboru
snimki.

Snimky z elektronového mikroskopu vzdy obsahuji
nahodny Sum, k jehoz odstranéni byl pouzit medianovy
filtr'’. Tento nelinearni filtr je velmi G¢inny pro redukci
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Obr. 3. Snimek segmentovany bez predchozi filtrace (vlevo)
a snimek segmentovany po piedchozi filtraci (vprave). Veli-
kost vytezu 480x480 pixell. Pory jsou Cerné, pevna latka bila
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nahodného Sumu typu ,,stl a pepi“ neboli velmi svétlych
a tmavych plosek rtizné velikosti, které jsou rozptyleny po
snimku. Medianovy filtr nahrazuje hodnotu urovné Sedi
daného pixelu medidnem urovni Sedi pixeld v jeho okoli
vymezeném maskou. Ve srovnani s linearnimi vyhlazova-
cimi filtry se stejnou velikosti masky zachovavéa kontrast
mezi velkymi objekty. Vliv velikosti ¢tvercové masky
filtru na statisticky popis snimki je diskutovan v nasleduji-
cim textu. Obr.2 zachycuje origindlni snimek povrchu
fezu a snimek upraveny medianovym filtrem o velikosti
masky 5x5.

Filtrované snimky byly jednoznac¢né rozdéleny na dvé
faze — na pory (Cerné pixely) a na pevnou latku (bilé pixe-
ly). Pro snimky charakterizované histogramem se dvéma
vrcholy byla v literatufe popséna fada metod, které auto-
maticky naleznou vhodnou hodnotu pfislusejici prahové-
mu odstinu Sedi. Mezi metody prosté predpokladl o tvaru
histogramu a odolné vici vlivu Sumu, se fadi Otsutv algo-
ritmus, ktery maximalizuje rozptyl Grovni Sedi mezi objek-
ty popredi a pozadi''. Otsuova metoda identifikovala pra-
hovy odstin Sedi v tésné blizkosti minima mezi obéma
vrcholy, coz bylo v souhlase s jeho intuitivnim uréenim.
Naptiklad filtrovanému snimku v obr. 2 byla pfifazena
prahova hodnota odstinu $edi 100 a néasledné vSem pixe-
lim tmavs§im nez tato Groven Sedi byla pfidélena Cerna
barva, ostatnim bilé barva tak, jak je zobrazeno v obr. 3.

Obr. 4. Pravidlo sousednosti pixelii, 4 sousedici pixely (vlevo,
pouze spole¢né hrany s centralnim pixelem) a 8 sousedicich pixe-
1t (sdileni hran a vrcholi)
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Segmentované snimky mohly byt déle zpracovavany
odstranénim malych shluki pixelti. Jako shluk pixelll bylo
oznacovano takové usporadani pixeld zvolené faze, ve
kterém centralni pixel masky sdilel s okolnimi pixely bud’
(7) hrany nebo (ii) hrany a rohy, viz obr. 4. Tento krok byl
pouzivan k odstrafiovani malych objektil obou fazi, jejichz
existence nebyla potvrzena jinymi, nezavislymi metodami.
Na rozdil od medidnového filtru tento zptisob vyhlazovani
zachovava malé objekty, které jsou spojeny se sousednimi
velkymi objekty prostiednictvim ,,mlstka*. Volba pravidla
sousednosti je pochopitelné vice ¢i méné subjektivni,
v ptipad¢ (i) se dosahne vétsiho vyhlazovaciho G¢inku.

Pred odstranénim shlukd o poctu pixeld mensim nez
zvolena hranice je nutno urcit pfislusnost jednotlivych
pixelt ke shlukiim, ¢imz je identifikovana jejich velikost.
Pro tento ucel byl implementovan Hoshentv-Kopelmantv
algoritmus'?.

3. Statisticky popis snimki

Cernobilé snimky mohou byt dale transformovany do
podoby, ktera je vhodné pro statistické zpracovani. Ucelny
zpusob spociva v prevodu bilé a ¢erné barvy do formy tzv.
fazové funkce. Podle Torquata® je struktura dvoufazového
nestejnorodého (porovitého) materialu Gplné urcena fazo-
vou funkci J(x) , kterou definoval jako
1, 1)
o, jinak

pokud X lezi ve fazi péri

1(2):{

kde X je polohovy vektor. ProtoZze vychozi snimky jsou
digitalni, je polohovy vektor definovan v celociselnych
soufadnicich, ve kterych je rozdil mezi dvéma nejbliz§imi
hodnotami libovolné soufadnice dan velikosti pixelu. Stie-
dy pixeli jsou pak umistény na ¢tvercové miizce.

Existuje cela fada tzv. mikrostrukturnich (morfolo-
gickych) deskriptorti, které statisticky charakterizuji mik-
rostrukturu  porovitych latek®. Mezi zakladni patii n-
bodové pravdépodobnostni funkce. Z nich se nejcastéji
pouziva jednobodova a dvoubodova pravdépodobnostni
funkce. K dileZitym kritériim, kterd rozhoduji o pouZitel-
nosti deskriptoru (funkce) pro cely stochastické rekon-
strukce, patfi shodny pribéh ¢i hodnota ve dvourozmér-
ném a tfirozmérném prostoru. Vypocet mikrostrukturnich
deskriptorti se velmi zjednodusi, je-li studované medium
stacionarni (Casové neproménné), statisticky homogenni
(dvoubodova pravdépodobnostni funkce je invariantni vaci
posunu prostorovych soufadnic) a isotropni (dvoubodova
pravdépodobnostni funkce je invariantni vii¢i otd¢eni pro-
storovych soufadnic). Za téchto okolnosti lze nahradit
statistické prumeéry pres vSechny mozné realizace media
objemovym primérem z jedné realizace.

Jednobodova pravdépodobnostni funkce ¢i celkova
porovitost ¢ je definovana jako podil poctu pixeld oznacu-
jicich fazi porti k celkovému poctu pixell ve snimku.
Dvoubodova pravdépodobnostni funkce S,(r) pro fazi pori
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je definovana jako pravdépodobnost, zZe oba konce usecky
délky r, ndhodné vhozené na snimek, padnou do faze pori.
Funkce S,(r) nese zejména informaci o morfologii pord
a plati pro ni nasledujici vztahy

$00)=9¢, lim S,(r)=¢> 2

Mezi specifickym povrchem pori s (v pripadé digital-
niho 2D pérovitého media se jedna o obvod pord vztazeny
na jednotkovou plochu snimku) a funkci S,(r) plati nasle-
dujici vztah

4450 7

dr r=0

Jinym uzitecnym deskriptorem je tzv. funkce linedrni
drahy L(r) pro fazi pérd. Tato funkce je definovéana jako
pravdépodobnost, ze celd Gsecka délky r, kterd byla nahod-
né vhozena na snimek, bude lezet ve fazi port. Pfinasi jistou
informaci o propojenosti prostoru pérd, pfinejmensim ve
sméru vhazovanych usecek, a plati pro ni tyto vztahy

LO)=¢, fimL(r)=0 4)

Pfi praktickém vypoctu deskriptorl 1ze za vyse uve-
denych ptedpokladd o povaze media provadét vzorkovani
¢i vhazovani Gsecky pouze ve vybraném sméru, naptiklad
ve sméru osy x. Zopakovanim postupu ve sméru osy y
nebo v diagonalnich smérech lze ovéfit, zdali je material
isotropni. Obr. 5 ukazuje funkce S>() a L(r). Jejich neza-
vislost na uvedenych smérech vzorkovani doklada, ze mo-
delova latka byla isotropni. Porovnanim S,(r) a L(r) urce-
nych ze snimki riiznych mist jednotlivych fezil a ze snim-
ki z riznych fezli byla ovéfena statistickd homogenita
materidlu. ProtoZze modelova latka méla tyto vlastnosti,

£, um 100
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jsou dale zobrazovany funkce S,(r) a L(r) pouze ve sméru
osy x (horizontalni smér). Pfevod ¢ernobilych snimkd na
fazovou funkci a vypocty mikrostrukturnich deskriptori
byly provadény vlastnim programem.

4. Vysledky a diskuse

Z vykladu v ptredchozich sekcich (zejména 2.3.) by se
mohlo zdat, Ze volba parametri algoritmil pro zpracovani
obrazu je subjektivni. V nasledujicim textu bude ukéazano,
ze existuji postupy, jak objektivné zvolit parametry pro
tyto algoritmy. Zakladnim kritériem, které musi byt splné-
no, je shoda celkové porovitosti urcené jednak z obrazové
analyzy a jednak nezavislym postupem, naptiklad
z kombinace heliové pyknometrie a rtutové pdrometrie.
Dale se pozaduje nezavislost ¢i velmi slaba zavislost cel-
kové porovitosti na zpisobu zpracovani snimkt (na para-
metrech jednotlivych operaci).

Vliv velikosti masky medianového filtru na prib¢h
funkci S5(r) a L(r) je ilustrovan v obr. 6A. Absence media-
nového filtru pti zpracovani snimkd, tj. vyluéna aplikace
segmentace, vedla k velkému specifickému povrchu
anavic k prostoru poéri s nizkou propojenosti v pfimém
sméru, coz bylo indikovano rychlym poklesem L(7).
Zejména ve fazi pevné latky se vyskytovaly Cetné Cerné
izolované pixely nebo jejich malé shluky (obr. 3), které
vyznamné zvétSovaly specificky povrch. ZvétSujici se
maska progresivné redukovala specificky povrch (tab. I),
zatimco celkova porovitost nepatrné klesala a propojenost
prostoru port se v piimém sméru zvySovala (rist hodnot L
(r) v obr. 6A).

Po provedené segmentaci — bud’ s predchozi filtraci
nebo bez ni — bylo mozno odstrafiovat malé shluky pixelt.
K tomu ucelu byla definovan kriticky shluk pixelt, coz byl
nejvetsi shluk (vyjadieno poctem pritomnych pixeli), kte-
ry byl jesté odstranén. Aby bylo moZno porovnavat i€inek

50
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Obr. 5. Funkce S»(r) a L(r) vypoétené ve smérech os x (0) a y (1/2) a v diagonalnich smérech (r/4, 3r/4)
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Tabulka I
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Vliv velikosti masky filtru a kritického shluku pixeli na celkovou poérovitost ¢ a specificky povrch s uréeny podle rov. (3)

Velikost masky o° s [um™] Velikost shluku o° s [um™]
Ix1? 0,4225 0,1029 0 0,4225 0,1029
3x3 0,4218 0,0706 9 0,4217 0,0775
5x5 0,4219 0,0594 25 0,4221 0,0721
9x9 0,4218 0,0526 81 0,4237 0,0685
17x17 0,4184 0,0440 289 0,4250 0,0651

* Ekvivalentni vynechané operaci, * celkova porovitost nezavisle uréena ze skuteéné a zdanlivé hustoty byla 0,423

0 50 £, um 100

Obr. 6. Vlivy velikosti masky filtru (A) a kritického shluku (B) na Sy(r) a L(r). Cisla v legendé oznaluji (A) velikost masky v pixe-
lech, 1x1 znaci vynechani filtrace, (B) velikost kritického shluku, 0 znac¢i vylucné uziti segmentace

medianové filtrace a odstranovani shluki pixeld, byla veli-
kost kritického shluku volena tak, aby pocty pixeli
v masce filtru a v kritickém shluku souhlasily. Shluky
pixelt byly odstraiovany symetricky v obou fazich pro
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danou velikost kritického shluku. Tim byla zajisténa stabi-
lita celkové porovitosti, ktera byla blizka hodnoté 0,423,
nezavisle uréené z kombinace heliové pyknometrie a rtu-
tové porometrie. Z tab. 1 je vidét, ze specificky povrch
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Obr. 7. Porovnani filtrovaného a segmentovaného snimku
(vlevo, maska 3x3) se snimkem, ktery byl segmentovan a na-
sledné byly odstranény malé shluky pixelid (vpravo, velikost
kritického shluku 35 pixeli)

klesal mnohem pomaleji nez v predchozim ptipadé. Celko-
va porovitost kolisala okolo hodnoty pfislusejici pouze
segmentovanému snimku. Z porovnani obr. 6A a 6B je
také patrné, Ze velikost kritického shluku pixelli ovliviio-
vala prubéh funkci S)(r) a L(r) slab&ji nez odpovidajici
velikost masky filtru.

Z vizualniho porovnani segmentovaného snimku nej-
prve podrobeného filtraci s maskou 3x3 na jedné strané
a segmentované¢ho snimku s dodateénym odstranénim
malych shlukt pixeli (kriticky shluk o velikosti 35 pixeli)
na druhé strané je patrny rozdil ve funkcich obou algo-
ritmi (obr. 7). Vtomto piipadé velikosti masky filtru
a kritického shluku byly voleny tak, aby vysledné specific-
ké povrchy byly témét totozné. Pfi odstranovani malych
shlukti pixeld byly plochy reprezentujici jednotlivé faze
zbaveny vSech malych ,.cernych nebo bilych ostrivka™ pfi
zachovani zna¢né Clenitosti fazového rozhrani, viz Cetné
nitkovité utvary vycnivajici z okraju velkych port. Nao-
pak, medianovy filtr vice vyhladil okraje velkych objektl
a zanechal malé shluky pixelii v obou fazich.

Objektivnim kritériem pro pfijeti vhodnych parametri
obou diskutovanych operaci je velikost povrchu stanovena
nezavislou metodou, naptiklad pomoci nizkoteplotni ad-
sorpce kryptonu (povrch stanoveny metodou BET*). Takto
stanoveny povrch odpovida spojité tfirozmérné reprezenta-
¢i porovitého materialu. Po korekcich® na rozdily mezi
diskrétni a spojitou reprezentaci média je mozno urcit po-
vrch prisluSejici digitalizovanému 2D poérovitému mediu
anasledn¢ zvolit spravné parametry operaci. V naSem
pripadé byla hodnota specifického povrchu s odhadnuta na
0,057 um™'. V predchozi diskusi viak bylo ukazano, Ze
prostiednictvim vhodné zvolenych hodnot parametrtt obou
operaci bylo mozno dosahnout takovy pribch Sy(r), ktery
by odpovidal vyse uvedené hodnoté s. Tato nejednoznac-
nost vybéru operaci byla potlacena pomoci informaci zis-
kanych z intrazni kiivky rtuti. Ackoliv existuji zavazné
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vyhrady'* proti kvantitativnimu hodnoceni textury porovi-
tych latek rtutovou pdrometrii, pro uUcely této prace se
jednalo o pfijatelny zptsob. Z tlaku, pii kterém dochazi
k uplnému zaplnéni pori rtuti, byl odhadnut polomér nej-
mensiho poru pritomného v nasem vzorku na 2,9 pm
a jeho priitez 2,9’ 1 ~ 26 um®. Z této hodnoty a velikosti
pixelu (1x1 um?) byla odvozena velikost kritického shluku
pixeld rovnd 26. Kombinace odstraiovani shlukii az do
velikosti 26 pixeli a medianového filtru s maskou 5x5
vedla ke specifickému povrchu, ktery odpovidal experi-
mentalni hodnoté dané metodou BET.

5. Zavér

Popsanou metodiku zpracovani digitalnich snimkd
porovitého materialu Ize uzit™® pro makropérovité latky
s pory charakteristické velikosti vétsi nez 0,1 um. Pti zpra-
covani snimki je téeba klast diraz na nezavislé ovéfovani
vypocitavanych  statistickych  charakteristik ~ (mikro-
strukturnich deskriptorit), nebot’ nékteré¢ operace obrazové
analyzy neumoznuji objektivné zvolit jejich parametry.
Jako podpurné, nezavislé metody se osvédcily kombinace
heliové pyknometrie a rtutové pérometrie pro stanoveni
celkové porovitosti, metody BET pro urceni specifického
povrchu, a odhadu charakteristické velikosti nejmensiho
poru ze rtutové porometrie.
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V. Hejtmanek®, P. Capek”, L. Brabec,
A. Zikanova®, and M. Ko&itik® (“Institute of Chemical
Processes, Academy of Sciences of the Czech Republic,
Prague, 'Institute of Chemical Technology, Prague,
“J. Heyrovsky Institute of Physical Chemistry, Academy of
Sciences of the Czech Republic, Prague): Determination
of Microstructure Descriptors from Digital Images of
Porous Media

Preparation of polished sections of macroporous sol-
ids as well as their digital imaging, processing and analysis
are described. The principal feature of the procedure is the
image transformation to the corresponding phase function,
which is a starting point in evaluation of statistical infor-
mation on texture. This information can be used for three-
dimensional stochastic reconstruction of porous solids. Out
of many possible combinations of image processing meth-
ods, the following sequence is the most appropriate for our
aim: (1) non-linear (median) filtration, (2) image segmen-
tation based on maximization of grey-level variance be-
tween foreground and background objects, (3) removal of
small clusters of pixels. As an additional criterion in opti-
mization of computational parameters of the image proc-
essing methods, independent textural information was
obtained by other experimental techniques, such as helium
pycnometry, mercury porosimetry and low-temperature
adsorption of krypton.
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OVLIVNENI PRODUKCE
SEKUNDARNICH METABOLITU

V BUNECNE KULTURE Silybum
marianum PRIDAVKEM ELICITORU
PARAQUAT
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Uvod

Vyssi rostliny jsou nejen dulezitym zdrojem potravin,
dreva, vlakniny, olejd, ale také poskytuji nejbohatsi vybér
pfirodnich latek, znichZz mnohé jsou vyuzivany
v medicing, kosmetice a potravinafstvi. Odhaduje se, zZe asi
30 000 znamych pfirodnich produkti je z vice nez 80 %
rostlinného plivodu a asi tfetina vyrabénych 1éCivych pfi-
pravkl obsahuje biogenni latky rostlinného ptivodu nebo
z nich ziskané derivaty'. Mnohé z téchto latek nelze ziskat
ekonomicky tinosnou organickou syntézou a jejich vyroba
pomoci genového inzenyrstvi v mikrobnich systémech
neni zatim feSitelnd, protoZe vznikaji mnohostupfiovymi
syntézami. Jednou z moznosti, jak ziskat pozadované rost-
linné latky, je i vyuZiti rostlinnych explantatovych kultur'.
Vzhledem k tomu, Ze az na vyjimky je charakteristickym
problémem kultivace rostlinnych explantati v kulturach in
vitro nizka produkce sekundarnich metabolitii témito kul-
turami, jednou z metod, kterou je mozné dosdhnout zvyse-
né produkce sekundarnich latek je metoda elicitace.

Elicitaci vyvolany stres aktivuje obranné reakce rost-
liny ¢i rostlinného explantatu, které vedou, mimo jiné, ke
zméné transkripce genti kodujicich enzymy ovliviujici
biosyntézu sekundarnich metaboliti?. Elicitace rostlinnych
kultur za ucelem zvySené produkce sekundarnich latek je
v soucasné dobé studovana piedev§im pro svoji jednodu-
chost. Navic se jedna o metodu ekonomicky vyhodnou bez
velkych naroki na prostory. Zakladnim piedpokladem
uspesné elicitace je mimo jiné nalezeni vhodného elicitoru,
jeho koncentrace a optimalni doby jeho ptisobeni na rost-
linnou kulturu in vitro. Elicitor stoji na pocatku vsech
obrannych reakei jako spoustéci faktor”.
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Cilem prace bylo zjistit vliv potencialniho elicitoru —
methylviologenu na produkci flavonolignanti a v kalusové
a suspenzni kultute Silybum marianum.

Methylviologen (paraquat)

Methylviologen neboli paraquat lze zatadit mezi bi-
pyridilové herbicidy, které jsou vyuZivany jako kontaktni
herbicidy ¢i vysuSovadla poli. Zakladni mechanismus pu-
sobeni oxidativniho stresu bipyridili je dan tim, Ze po
jejich ptisobeni dochazi ke vzniku volnych hydroxylovych
radikalt, které jsou toxické a reaguji s membranovymi
lipidy (peroxidace lipidt)’>. Ptsobenim methylviologenu
se zvysuje v rostlinach ¢i kulturach in vitro mnozstvi ak-
tivnich forem kysliku (ROS). Jako zdroj ROS je casto
pouzivan ke sledovani plsobeni oxidacniho stresu na rost-
liny a méiZe tudiz ovlivnit produkei sekundarnich latek®.

Vliv methylviologenu byl testovan na kultute Silybum
marianum in vitro. Jako droga se pouziva v terapii Cardui
mariae fructus (ususeny zraly plod druhu Silybum maria-
num (L.) GAERTN.). Musi obsahovat nejméné 1,0 % sily-
marinu, poitaného jako silybin’.

Obsahové latky a terapeutické ucinky Silybum
marianum

Hlavnimi obsahovymi latkami Silybum marianum je
skupina flavonolignanii komplexné¢ nazyvana silymarin
(1,5-3 %). Silymarin je isomerickd smés obsahujici sily-
bin, isosilybin (1:1 smés diastereoisomeri), silychristin
a silydianin. Dalsi vyznamné flavonolignany identifikova-
né v Silybum marianum jsou 2,3-dehydrosilybin, 2,3-
dihydrosilychristin, dale flavonoidy jako taxifolin, apige-
nin a jeho 7-O-glukosid, 7-O-glukuronid, 4,7-diglukosid,
dale kaemferol, jeho 7-O-glukosid a 3-sulfat, luteolin
a jeho 7-glukosid. Z dalSich latek byly prokazany sitosterol
a jeho glukosid, polyacetyleny, kyselina fumarova®.

U silymarinového komplexu byla prokazana antioxi-
da¢ni, antihepatotoxickd, antiflogistickd a protialergickd
aktivita. Hepatoprotektivni u¢inky se projevuji u alkoho-
lem indukované, akutni a chronické virové hepatitidy,
hepatitidy navozené organickymi latkami, toxiny a droga-
mi’. Dale byly prokazany uginky antitumorové. Se stabili-
zaci bunécnych membran souvisi antialergicka aktivita
(stabilizuje bunécnou sténu Zzirnych bunck), coz souvisi
s antioxida¢nim U¢inkem silymarinu, jeho schopnosti vy-
chytavat volné radikaly a inhibovat lipidovou peroxidasu’.
Pusobi jako choleretikum a slabé spasmolytikum. Silyma-
rin se dobfe vstfebava z travici soustavy a rychle se vylu-
Cuje zIuéi (max. hladina asi 1 h po podani). Vlivem zpétné
resorpce  ztlustétho stieva se silymarin zadrzuje
v enterohepatalnim ob¢hu a tim je podminén jeho ochran-
ny uginek proti hepatotoxiniim a pi jaternich cirhozach®.
V nedavné dobé byly piesné ureny struktury silybinu A
a B a popsany né¢které zcela nové mechanismy ucinkid na
signalni procesy ve zdravych a nddorovych buiikach’.
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Silybin A
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H

= 2CH,OH
I/ OCH;
H
OH

Sylidianin

Taxifolin

Obr. 1. Chemicka struktura hlavnich sloZek silymarinového komplexu®

+_ / \ +
HeC—N; )~ N*-CH,

PQ (1,1 -dimethyl-4,4 -bipyridylium ion)

Obr. 2. Chemicka struktura methylviologenu (paraquat)*
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Experimentalni ¢ast
Material a metody

Pristroje

Kolona LiChrospher RP-18 250-4, sorbent Li Chro-
spher 5 um; mikrofiltry (0,45 um), Tessek, CR; predkolo-
na Li ChroCART 4-4, sorbent Li Chrospher 5 pm; pumpa
Jasco PU-2089 Plus, Japonsko; termostat kolony Jetstream
2 Plus, Japonsko.
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Chemikalie

Methanol HPLC grade, Merk, Némecko; methanol
p.a., Penta, CR; methylviologendichlorid hydrat, Sigma-
Aldrich, CR; Silymarin p.a., Sigma-Aldrich, CR.

Biologicky material

Byla pouzita tkanova kultura odvozena z kotenové
¢asti klicni rostliny Silybum marianum (L.) Gaertn. v 34.—
40. pasazi.

Pasazovani a kultivace

V prostfedi lamindrniho boxu bylo do sterilizova-
nych Erlenmayerovych banék pieneseno inokulum (Cast
kalusu z pfedchozi kultivace) na mustek z filtra¢niho papi-
ru (u kalusové kultury) nebo ptimo do zivného media Mur-
shigeho a Skooga (MS)'' (u suspenzni kultury, po mecha-
nickém rozmélnéni kalusu). Barnky s naoCkovanymi kultu-
rami byly opét uzavieny hlinikovou folii. Kultivace probi-
hala za normalniho svételného rezimu (16 h svétlo, 8 h
tma). Kultura rostla po dobu 30 dnd pii 25 °C. Suspenzni
kultura byla kultivovéna na tiepacce (120 ot min™') za
stejnych svételnych a teplotnich podminek.

Elicitace kalusovych kultur

Jako elicitor byl pouZit roztok methylviologen-
dichlorid dihydratu v ethanolu, ve tfech koncentra-
cich, a to:
¢1=10,0 mg/100 ml (2,19-107° mol 1),
¢;=1,0 mg/100 ml ( 2,19-10* mol I'"),
¢3=0,1 mg/100 ml ( 2,19:107 mol I"").

Na zakladé vyhodnoceni ristové a produkéni kiivky
tkanové kultury Silybum marianum v predchozi studii'?
byl zvolen optimélnim dnem k aplikaci elicitoru 30. den
po subkultivaci. Po 30 dnech od subkultivace byl do 30
ban¢k pipetovan vzdy 1 ml elicitoru. Elicitor byl pfidavan
za aseptickych podminek pomoci sterilnich nastroju. Kalu-
sy byly z ban¢k odebirany v Sesti casovych intervalech od
aplikace elicitoru po 6, 12, 24, 48, 72 a 168 hodinach.

Stroma
LOOOOOOOOOC

Lumen
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Tkanové kultury byly po uvedené dobé z banék vyjmuty
a usuSeny na filtraénim papiru za laboratorni teploty. Zis-
kané ususSené kalusy byly rozetfeny v tfeci misce a pouzity
ke stanoveni obsahu flavonolignant. Jako kontrola byla
zvolena tkanova kultura péstovana bez ptidavku elicitoru.

Bylo sledovano i vylu¢ovani metaboliti do zivného
média. Vzorky média nebyly odebirany pravidelné. Ode-
brané médium (6 ml) bylo odpafeno na vakuové odparce
a ziskany odparek byl rozpustén v 6 ml methanolu a ana-
lyzovén.

Elicitace suspenznich kultur

Suspenzni kultury byly ziskany mechanickym roz-
mélnénim kalusu ve 30 ml Zivného média. Tyto kultury
byly kultivovany 30 dnd na tiepacce 120 ot min™', kterd
zabezpecovala promichavani a provzdusnovani zivné pu-
dy. Elicitace suspenznich kultur a jejich nasledné zpraco-
vani bylo stejné jako u kultur kalusovych.

Stanoveni obsahu flavonolignant v kalusu

Parametry HPLC analyzy

HPLC analyzy byly provadény na chromatografické
sestavé Jasco (Cerpadlo PU-2089, detektor MD-2015,
autosampler AS-2055), vybavené pfedkolonovym filtrem
a kolonou LiChrospher RP-18 250 x 4 (5 um) s ochranou
pfedkolonkou. K detekci byl pouZit DAD detektor (190 az
450 nm). Obsah sledovanych latek byl vypocten z piki pfi
vlnové délce 288 nm. Objem néstiiku byl 20 pl. Eluce
mobilni faze probihala nejdiive gradientové, z 0 % metha-
nolu v ¢ase =0 do 50 % methanolu v ¢ase ¢ = 5 min. Na-
sledovala isokratickd eluce 50% methanolem do Casu ¢ =
25 min. Mobilni faze obsahovala jako pufr vzdy 0,15 %
kyseliny fosfore¢né. Pritok byl 1,4 ml min™'. Standardy:
Silymarin p.a., Sigma-Aldrich, CR.
Validace HPLC analyzy

Instrumentalni validace byla zajiStena vyrobcem
HPLC sestavy (Jasco), a to normou ISO 9001

NADPH

NADP* + H*

PQ- PQ2+
Zz ;ozv- —pCELLULAR

DAMAGE

DOOOVOOQOOQ

EEOOOOOOOOOC

Obr. 3. Mechanismus herbicidniho téinku methylviologenu®; PSI — fotosystém 1, PC — plastocyanin, FRD — feredoxin, PQ — plasto-
chinon, NADP — nikotinamidadenindinukleotid, NADPH - nikotinamidadenindinukleotid redukovany, Cellular damage — poSkozeni

bunky
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(International Organization for Standardization).
Zpusobilost chromatografickych systémii byla navic
ovéfena testem opakovaného nastiiku — tzv. testem na
pfesnost (provedeno vzdy Sest nastfikidl tymz vzorkem,
vypoctena relativni smérodatna odchylka byla vzdy mensi
nez 1,5 %) a testem linearity (na zakladé¢ péti riiznych kon-
centraci standardu se linearni regresni analyzou zjisti hod-
nota korelacniho koeficientu r, kterd musi byt vétsi nez
0,9900). Pro hodnoceni analytického méteni byly dale
prevzaty metody z Evropského 1ékopisu, 3. vydani: Asy-
metrie piku a pocet teoretickych pater". Pro hodnoceni
celé metody byly pouzity tyto validacni parametry: Sprav-
nost metody — jedna se o statisticky vyznamnou rozdilnost
mezi ziskanou a skute¢nou hodnotou (tedy porovnanim
ovéfovanych hodnot se standardem, porovnanim s jinou jiz
osvéd¢enou metodou, nebo srovnanim s referen¢nim mate-
ridlem)'*"”. Kvantitativni limit — jde o nejmensi hodnotu,
kterd je mefitelnd s pfijatelnou pfesnosti a spravnosti
(relativni smérodatna odchylka mensi nez 15 %)'*"’.

Tabulka I
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Byl pouzit standard silymarinu, ktery obsahoval pri-
meérne 5,230 % taxifolinu, 24,731 % silychristinu, 3,094 %
silydianinu, 23,831 % silybinu A, 30,009 % silybinu B,
7,159 % isosilybinu A a 2,216 % isosilibinu B (uvedena
procenta jsou vypoctena jako pomér plochy pfislusného
piku k celkové plose vSech pikii ve standardu). Kalibracni
pfimky pro jednotlivé latky byly sestaveny metodou nej-
mensich Ctverct, a to na zékladé analyz standardu silyma-
rinu a vypoctu jejich mnozstvi z primérného obsahu. Opa-
kovatelnost metody (meéfeno na standardu silymarinu)
jsme charakterizovali smérodatnou odchylkou
(sx=0,0009), ktera dosahovala vyse 0,9 % primérné hod-
noty. Odchylka byla pod limitem dovolené diference pro
opakovatelnost metody (Rmax = 0,00664), na hladiné
vyznamnosti P = 0,95).

Mez detekce odpovida koncentraci, pro kterou je
analyticky signal statisticky vyznamné odlisny od Sumu. U
této metody byly meze detekce nasledujici: taxifolin
0,0005 %, silychristin 0,0001 %, silydianin 0,0006 %,
silybin A 0,0001 % silybinu B 0,0001 %, isosilybin A
0,0005 % a isosilybin B 0,0010 %.

Obsah flavonolignant (%) v kalusové kultute Silybum marianum (L.) Gaertn. Elicitor: methylviologen (MV)

Koncentrace Doba odbéru Obsah Smérodatna Hodnota test.
methylviologenu [mol 1I"']  [h] flavonolignant [%] odchylka kritéria
c1=2,19-10"° 0K*® 0,0008 0,0001 -
6 0,002 0,0004 3,7283
12 0 0 0
24 0 0 0
48 0 0 0
72 0 0 0
168 0 0 0
c=2,19107" 0K * 0,0008 0,0001 -
6 0,0100 0,0024 5,2633
12 0,0030 0,0003 7,9046
24 0,0040 0,0024 1,8044
48 0 0 0
72 0 0 0
168 0 0 0
€3=2,19-107 0K * 0,0008 0,0001 -
6 0,0040 0,0004 9,4779
12 0,0030 0,0005 5,4828
24 0,0040 0,0006 7,3522
48 0,0040 0,0004 9,4779
72 0,0070 0,0004 21,9996
168 0 0 0

?OK - kontrola v dob¢ 0 h. Ziskané vysledky jsou primérem 3 paralelnich stanoveni
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Postup stanoveni

Susené vzorky kalusti a suspenzich kultur (300 az
500 mg) byly po rozdrobnéni v tieci misce dvakrat extra-
hovany vzdy 10 ml methanolu po dobu 10 min na vodni
lazni pod zpétnym chladi¢em. Oba extrakty byly spojeny
a doplnény na 20 ml. Po filtraci ptes mikrofiltr (0,45 pm)
bylo asi 1,7 ml roztoku pfevedeno do zkumavky a analy-
zovano metodou HPLC. Vzorky média byly nejprve vysu-
Seny na vakuové odparce a poté rozpustény v methanolu
a po filtraci pfevedeny do zkumavek a analyzovany meto-
dou HPLC. Obsah flavonolignand byl vztazen na suchou
hmotnost kultury in vitro. Ziskané vysledky jsou primeé-
rem 3 paralelnich stanoveni.

Vysledky a diskuse

Ke zjisténi statistické vyznamnosti vlivu elicitoru na
obsah flavonolignanti byl pouzit t-test rozdili dvou prime-
ri. Pro zvolenou hladinu vyznamnosti P=0,05 a pro
4 stupné volnosti v=4 je kritickd hodnota testovaciho
krieria 2,78.

V kalusové kultuie Silybum marianum (L.) Gaertn.
doslo ke statisticky vyznamnému nardstu obsahu flavono-
lignand pouze po 6 hodinové elicitaci methylviologenem

Tabulka II

Laboratorni pfistroje a postupy

o koncentraci ¢; = 2,19-10* mol 1! a to 0 1250 %. Po 12,
24, 48, 72 a 168 hodinach se obsah flavonolignanii zvysil
jen nepatrné nebo naopak vyznamné poklesl (tab.I). U
zbyvajicich testovanych koncentraci elicitoru pii aplikaci
k suspenzni kultufe byl narist produkce flavonolignani
minimalni.

V suspenzni kultute Silybum marianum byla produk-
ce flavonolignani po aplikaci u vSech tii koncentraci me-
thylviologenu nepatrn, jen jednou dosahla stejné produk-
ce ve srovnani s kontrolnim vzorkem, a to po 6 hodinové
elicitaci methylviologenem o koncentraci ¢, = 2,19-10™
mol I (tab. IT). Gallova'? detegovala v kalusové kultuie
Silybum marianum pouze silychristin. Rimakova' nalezla
v kalusovych kulturach Silybum marianum po elicitaci
prekurzorem konyferylalkoholem taxifolin a silydianin
a to silydianin u kontrolnich vzorkid i v Zivném médiu,
taxifolin pouze v zivném médiu. Po elicitaci suspenzni
kultury Silybum marianum chitosanem nebyla detegovana
zadna ze slozek silymarinového komplexu. V kontrolnich
vzorcich média byl vSak detegovan taxifolin. V burikach
kontrolnich vzorkd kalusové kultury ani v kalusové kultufe
Silybum marianum Rimakova'® neprokazala po elicitaci
UV zafenim zadnou ze slozek silymarinového komplexu,
jen vysoké koncentrace fenolovych kyselin.

V této studii byla detegovana v kalusové kultuie kro-

Obsah flavonolignantl (%) v suspenzni kultute Silybum marianum (L.) Gaertn. Elicitor: methylviologen (MV)

Koncentrace Doba odbéru Obsah flavonolignani  Smérodatna odchylka  Hodnota testovaciho
methylviologenu [mol I™'] [h] [%] kritéria
c1=2,19-107 0K 0,0040 0,0004 -
6 0 0 0
12 0,0020 0,0004 4,3815
24 0 0 0
48 0 0 0
72 0,0030 0,0006 1,7715
168 0 0 0
c=2,19-10"* 0K 0,0040 0,0004 -
6 0,0040 0,0003 5,3717
12 0 0 0
24 0 0 0
48 0 0 0
72 0,0010 0,0004 6,7331
168 0 0
c;=2,19-107° 0K 0,0040 0,0004 -
6 0 0 0
12 0 0 0
24 0 0 0
48 0,0010 0,0003 7,8779
72 0,0020 0,0003 5,2786
168 0,0010 0,0002 8,3236
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Tabulka III

Laboratorni pfistroje a postupy

Obsah jednotlivych sloZek silymarinového komplexu a taxifolinu v kalusové kultute Silybum marianum pfi pouZiti riiznych

koncentraci elicitoru methylviologenu (MV)

Koncentrace MV~ Doba odbéru TAX"® SILCHR® ISOB*¢ Silymarin komplex
[mol I"'] [h] [%] (%] [%]
0K * 0 0 0 0
¢1=2,19-10" 6 0 0,002 0 0,002
12 0 0 0 0
24 0,001 0 0 0
48 0 0 0 0
72 0,011 0 0 0
168 0 0 0 0
=2,1910"* 6 0 0,008 0,002 0,01
12 0,016 0,003 0 0,003
24 0 0,004 0 0,004
48 0 0 0 0
72 0,002 0 0 0
168 0,002 0 0 0
;=2,19-107 6 0,001 0,004 0 0,004
12 0 0,003 0 0,003
24 0,001 0,004 0 0,004
48 0 0,004 0 0,004
72 0 0,007 0 0,007
168 0 0 0 0

*OK - kontrola v dob& 0 h. Ziskané vysledky jsou primérem 3 paralelnich stanoveni, ® TAX — taxifolin, ¢ SILCHR — si-

lychristin, ISO B — isosilybin B

m¢ taxifolinu, silychristinu jesté dalsi slozka silymarinové-
ho komplexu — isosilybin B a to pouze v nepatrném mnoz-
stvi (0,002 %) po 6 hodinovém piisobeni elicitoru methyl-
viologenu o koncentraci ¢, = 2,19:10™* mol 1”" (tab. III).

V suspenzni kultufe byly zjistény tyto slozky silyma-
rinového komplexu: isosilybin A ( po piisobeni methylvio-
logenu (MV) 12 hodin o koncentraci ¢; = 2,19-10~ mol 1™
a po pusobeni 72 hodin MV o koncentraci ¢; = 2,19-107°
mol 1Y), isosilybin B (po 12 h piisobeni MV o ¢; =2,19-107
mol I"" a po 48 h piisobeni MV 0 ¢; = 2,19:107 mol I'"),
silybin A (po 72 h piisobeni MV o ¢;= 2,19-10~ mol I™")
a silychristin (po 6 a 72 h pusobeni MV o ¢, =2,19-107*
mol 1Y), dale pak taxifolin (u viech tii koncentraci MV).
Vsechny slozky byly zastoupeny pouze v minimalnich
mnozstvich, podrobngji tab. I a IV.

V kontrolnich vzorcich suspenzni i kalusové kultury
Silybum marianum nebyl taxifolin zaznamenan vubec,
pouze v kontrolach suspenznich kultur bylo detegovéno
nepatrné mnozstvi silybinu A a B. VSechny slozky sily-
marinového komplexu zjisténé jak u suspenznich, kaluso-
vych kultur, tak v Zivném médiu byly prokazany pouze v
nepatrnych mnozstvich (tab. 111, tab. IV).

Pfi ndhodném odbéru vzorkti média pii kultivaci
suspenzni kultury byl stanoven pouze silybin A (0,001 %)
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po 12 hodinovém puisobeni methylviologenu o koncentra-
cie3=2,19-10" mol I,

U suspenznich i kalusovych kultur Silybum marianum
po pusobeni riznych koncentraci methylviologenu bylo
zajimavé zvySeni obsahu taxifolinu. D4 se tedy predpokla-
dat, ze methylviologen pusobi jako stresovy faktor vyvola-
vajici zvySenou tvorbu obrannych latek — flavonoidl
(vtomto pripadé taxifolinu). Dutvodd nizké produkce
flavonolignanti v kultute Silybum marianum mize byt
nekolik. Jednim z nich mohlo byt stafi kultury. V této stu-
dii byly pouzity kalusové a suspenzni kultury v 34.—40.
pasazi. Gallova'? ve své studii pouzila kalusovou a sus-
penzni kulturu v 10.-25. pasazi. Obsah flavonolignant
vSak prokazateln¢ klesal a jiz ve 34. pasazi byla jejich
produkce nulova. Riméakova'® pouzila ve své studii nové
odvozenou kulturu a elicitaéni pokusy byly zahajeny od
5. pasaze. Také Alikardis a spol.'” ve své studii pozorovali
pokles produkce flavonolignanti kulturou Silybum maria-
num v zavislosti na jejim stafi. DalSim faktorem mohla
byt volba zZivného média nebo volba rustovych regulatort.
Podle typu a koncentrace auxini mize dochazet
k pozitivnimu nebo negativhimu ovlivnéni biosyntézy
nebo akumulace sekundarnich produkta'®. Dalim divo-
dem mohl byt nevhodné zvoleny elicitor. Pfedpokladem
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Tabulka IV

Laboratorni pfistroje a postupy

Obsah jednotlivych sloZek silymarinového komplexu a taxifolinu v suspenzni kultute Silybum marianum pii pouZiti riiz-

nych koncentraci elicitoru methylviologenu (MV)

Koncentrace Doba odbéru TAX ° SILCHR ° SILAY ISOA® ISOB' Silymarin
MV [mol I"'] [h] [%] [%] [%] [%] [%] komplex

0K * 0 0 0 0 0 0
c1=2,1910" 6 0 0 0 0 0 0

12 0 0 0 0,001 0,001 0,002

24 0,003 0 0 0 0 0

48 0,002 0 0 0 0 0

7 0 0 0,003 0 0 0,003

168 0 0 0 0 0 0
=2,19-10"* 6 0,003 0,004 0 0 0 0,004

12 0,002 0 0 0 0 0

24 0 0 0 0 0 0

48 0,001 0 0 0 0 0

72 0 0,001 0 0 0 0,001

168 0,001 0 0 0 0 0
;=2,1910" 6 0 0 0 0 0 0

12 0 0 0 0 0 0

24 0 0 0 0 0 0

48 0,002 0 0 0 0,001 0,001

72 0,001 0 0 0,001 0 0,002

168 0,001 0 0 0 0 0,001

“0K - kontrola v dob& 0 h. Ziskané vysledky jsou primé&rem 3 paralelnich stanoveni, ° TAX — taxifolin, ° SILCHR - si-
lychristin, * SIL A — silydianin, © ISO A — isosilybin A, "ISO B — isosilybin B

uspésné elicitace je pouziti vhodného elicitoru, jeho kon-
centrace a optimalni doba plsobeni. Sanchez-Sampedro
aspol.”” ve své studii dosahli nejvétsi produkce silymari-
nu pouzitim elicitoru methyljasmonatu v koncentraci
100 uM, a to o 600 % oproti kontrole. Chen a spol.”’ ve
své studii sledovali vztah mezi pusobenim reaktivnich
kyslikovych radikali (ROS) a produkei fytoalexinu
v kulturach Salvia miltiorrhiza. Jako pivodce superoxido-
vého anionu pouzili methylviologen. Pisobeni methylvio-
logenu (MV) na rozdil od ptisobeni peroxidu vodiku spus-
tilo produkeci fytoalexinu kryptotanshinonu ve vSech sledo-
vanych kulturach. Zarovenn MV inhiboval tvorbu biomasy
a snizil obsah fenolovych kyselin.

Prace vznikla diky podpore Vyzkumného vkolu MSM
0021620822 -Vyzkum novych lékovych struktur.
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Laboratorni pfistroje a postupy

L. Timova and J. Tama (“ Department of Pharma-
cognosy, Faculty of Pharmacy, Charles University,
Hradec Krdlové, " Department of Biology, Pedagogical
Faculty, University, Hradec Krdlové): Affecting Produc-
tion of Secondary Metabolites in Silybum marianum
Cell Culture by Paraquat Elicitor Treatment

Elicitation is one of the methods used for increasing
the production or accumulation of secondary metabolites.
The present study investigates the effect of time and con-
centration of methylviologen (paraquat) as abiotic elicitor
on the flavonolignan production by Silybum marianum
callus and suspension cultures. The cultures were culti-
vated on a Murashige-Skoog medium with addition of
10 mg I"! of 1-naphthylacetic acid. The content of flavono-
lignans was determined by HPLC. The maximal content of
flavonolignans was obtained at the methylviologen con-
centration in callus cultures ¢ = 2.19-10™* mol I"". The
production of flavonolignans in suspension culture was
little influenced by elicitation.
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KATALYZATOR PRO SYNTEZU
ISOPROPOXIDU HLINITEHO

MIROSLAV RICHTER
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lova vysina 3132/7, 400 96 Usti n.L.
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Klicova slova: katalyzator, isopropoxid hlinity, chlorid
hlinity

Uvod

V ramei vyzkumu specialnich keramickych materiald'
byla ovéfena klasickd metoda pfipravy isopropoxidu hlini-
tého — jednoho z alkoholatl hlinitych, které jsou b&zné
laboratorné pripravovany a primysloveé vyrabény.

Dle udajii dostupnych v literatuie®”’ je isopropoxid
hlinity laboratorné pfipravovan a primyslové vyrabén
z praskového nebo granulovaného hliniku rizné zrnitosti.
Hlinik je rozpoustén v bezvodém propan-2-olu. Reakce je
realizovana za minimalné 30% ptebytku propan-2-olu pfi
teploté bodu varu reakéni smési. Teplota se pohybuje dle
koncentrace roztoku mezi 83 az 85 °C. Reakce se bézné
provadi za ptitomnosti chloridu rtutnatého jako katalyza-
toru. Pri davkovani obvykle postacuje 5 hm.% katalyzato-
ru vzhledem ke hmotnosti reagujiciho hliniku. Priabéh
chemické reakce je popsan stechiometrickou rovnici:

Al + 3GCH,0H — (CH;0);Al + 3/2 H,

Nevyhodou uvedeného zpisobu ptipravy je prave
pouziti chloridu rtutnatého jako katalyzatoru. Rtut’ a jeji
slouceniny jsou klasifikovany jako latky nebezpecné, vel-
mi toxické. Proto podléhaji specialnim piedpisim tykaji-
cich se evidence jejich uziti, skladovani a veSkerého nakla-
dani s nimi. Béhem syntézy znecistuji slouceniny rtuti
vSechny reagujici i1 reakci vznikajici latky a reakeni apara-
turu. Existuje trvalé riziko jejich tniku do pracovniho
a Zivotniho prostfedi v dusledku poruch a netésnosti apa-
ratury. Zbytek hliniku z rozkladu je klasifikovan jako
nebezpecny odpad dle zakona o odpadech. VSechny mate-
rialy kontaminované rtuti proto musi byt ukladany na
skladkach nebezpecnych odpadu, coz je spojeno s vysoky-
mi poplatky za uloZeni.

Proto veskeré laboratorni vyzkumné prace kompliko-
valo pouziti katalyzatoru na bazi rtuti. Navic byl do systé-
mu reagujicich sloucenin vnaSen dal$i chemicky prvek,
ktery je v meziproduktech nezadouci. Potencidlni uzivatel
vyvijené technologie projevil zdjem o nahradu chloridu
rtutnatého jinym, nertutovym katalyzatorem. Proto bylo
rozhodnuto o vyzkouseni jinych chemikalii, které by vyka-
zovaly katalytické Gcinky.
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Laboratorni pfistroje a postupy

Experimentalni ¢ast
Chemikalie

V laboratornich podminkach*® byly pouzivany vy-
hradné laboratorni chemikdlie b&zné¢ dostupné na trhu
v CR. Praskovy hlinik ¢istoty min. 99,0 %, byl produkt
firmy ACROS ORGANICS, New Jersey, USA, dodany
firmou MERCK. Bezvody propan-2-ol (IPA) cistoty p.a.
(min. 99,7 %) dle PND 31-807-78 byl dodavan Lachemou,
o.p. Brno, zavod Neratovice. Jako katalyzator byl v prvni
fazi pokustt pouzit chlorid rtutnaty Ccistoty p.a. (min.
99,0 %) dodavany firmou PENTA, vyrobni divizi Chru-
dim. Ve druhé fazi pokust byl jako katalyzator pouzit
bezvody chlorid hlinity (min. 98,0 %) dodavany firmou
MERCK.

Pracovni postup

Pii ptipravé isopropoxidu hlinitého bylo zpravidla
davkovano 300 ml propan-2-olu na 15,0 g praskového
hliniku. Pfebytek propan-2-olu byl proti stechiometrické-
mu pomeru vyssi o 135 %. Toto davkovani je vyhodné jak
z hlediska chemismu procesu, tak s ohledem na nizsi vis-
kozitu reak¢ni smési.

Jak jiz bylo uvedeno, v prvni fazi pokusi byl jako
katalyzator pouzit chlorid rtutnaty. Zpravidla bylo davko-
vano 0,50 g HgCl, na 15,0 g praskového hliniku. Ve druhé
fazi pokust bylo k reagujicim slozkdm davkovano 1,0 az
1,5 g bezvodého chloridu hlinitého.

Reakéni smés byla po navazeni slozek davkovéna do
sklenéné baniky s magnetickym michadlem, opét zvaZzena
a umisténa na elektrickou topnou plochu. Na hrdlo roz-
kladné banky byl pfipojen zpétny vodni chladi¢ s teplomé-
rem. Za stdlého michani byla reakéni smés ohfivana
k teploté bodu varu, ktera je cca 83 °C. Jesté pred dosaze-
nim teploty bodu varu se zacaly uvolilovat bubliny vodiku.
Chemicka reakce rozpousténi hliniku v propan-2-olu je
exotermni a reakéni smés se intenzivné zahiiva. Pti kataly-
ze chloridem rtutnatym je prubéh reakce rychlejsi nez
v ptipad¢ pouziti bezvodého chloridu hlinité¢ho. To dokla-
daji déale uvedené vysledky. Pred dosazenim bodu varu
smési bylo vypnuto topeni nebo intenzita vytapéni snizena.
Od zacatku rozkladu byla do zpétného chladice puSténa
chladici voda. Chladny kondenzat propan-2-olu ze zpétné-
ho chladice postacuje pro chlazeni reagujici smési a potla-
¢eni pénéni. Za trvalého michani byl hlinik rozpoustén po
dobu 3 h.

Pak byl v laboratorni destilaéni aparatufe za atmosfé-
rického tlaku z reakéni smési oddestilovan prebytek pro-
pan-2-olu. Déle byl za snizeného tlaku oddestilovan iso-
propoxid hlinity. V rozkladné nadobé zbyval pouze tuhy
podil nerozpusténého hliniku a katalyzatoru. Tento zbytek
byl opét zvazen. Z rozdilu hmotnosti pfed reakci a po
reakci s destilacemi byla vypocitana G¢innost rozpousténi
hliniku. Pfiklady dosazenych tcinnosti rozkladu jsou uve-
deny v tab. I-III.
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Vysledky a diskuse

V prvni fazi pokusid pii pouziti katalyzatoru chloridu
rtutnatého bylo dosazeno primémé ucinnosti rozkladu
90,6 %, jak je uvedeno v tab. L.

Laboratorné bylo opakované ovéteno, ze vyse uvede-
nou reakci rozpousténi praskového hliniku v bezvodém
propan-2-olu lze katalyzovat také bezvodym chloridem
hlinitym (AICl3) zcela bez ptitomnosti chloridu rtutnatého.
Tim se zabrani tomu, aby byl do systému reagujicich latek
vnasen dalsi chemicky prvek, coz je vyhodné pro Cistotu
pripravovaného isopropoxidu hlinitého a dalSich z n¢ho
pfipravovanych produkti. Pouzitd metodika rozpousténi
a vyhodnoceni vysledkil byla stejna jako v ptipadé pouziti
chloridu rtutnatého. Dosazené vysledky uvadi tab. II.

Pokud byl pouzit jako katalyzator bezvody chlorid
hlinity, byla u¢innost rozkladu primémé 81,0 %, tj.
09,6 % nizsi nez v ptipadé pouziti chloridu rtutnatého.
S ohledem na mozné Uspory propan-2-olu bylo zkouSeno
snizeni piebytku propan-2-olu ze 135 % na polovinu
zdvojnasobenim davky praskového hliniku, pii ddvkovani

Tabulka I
Ucinnost rozpousténi praskového hliniku v propan-2-olu
za pfitomnosti HgCl,

Laboratorni pfistroje a postupy

Tabulka III
Ucinnost rozpousténi prasSkového hliniku v propan-2-olu
za pritomnosti AlCl;

Vzorek  Vstup Al +kat. Vystup Al +kat.  Uinnost
[e] [g] (7]

1 30,0+ 1,5 8,20 73,97

2 30,0 + 1,5 7,80 75,24

3 30,0+1,5 8,40 73,33

4 30,0+ 1,5 7,93 74,82

Vzorek  Vstup Al+kat. Vystup Al +kat.  Uginnost
[g] (] (7]

1 15,0 + 0,05 1,80 88,04
2 15,0 + 0,05 1,78 88,17
3 15,0+ 0,5 1,36 91,23
4 15,0 +0,5 1,19 92,32
5 15,0 +0,7 1,27 91,91
6 15,0+ 1,1 1,29 91,98
Tabulka IT

Utinnost rozpoudténi praskového hliniku v propan-2-olu
za pritomnosti AlCl;

Vzorek  Vstup Al +kat. Vystup Al +kat.  Uginnost
[e] (g] (7]
1 15,0+ 1,0 3,30 79,37
2 15,0+1,0 3,01 81,19
3 15,0+ 1,0 3,74 82,19
4 15,0+ 1,0 2,60 83,75
5 15,0+ 1,0 2,30 82,50
6 15,0+ 1,0 2,57 83,93
7 15,0+1,5 3,40 79,39
8 15,0+ 1,5 3,30 80,00
9 15,0+ 1,0 3,09 80,63
10 15,0+1,5 3,10 81,21
11 15,0+ 1,5 3,80 76,96

katalyzatoru 1,5 g a stejnych reakénich podminkach. Vy-
sledky jsou uvedeny v tab. III.

Porovnanim vysledkti uvedenych vtab. Il a III je
patrné dalsi snizeni ucinnosti rozkladu pramémeé o 5,7 %
pfi davce katalyzatoru 1,5 g. S ohledem na rist viskozity
roztoku a niz§i ucinnost nebylo dale snizené davkovani
propan-2-olu do rozkladu pouzivano.

Zavér

Bylo prokdzéno, Zze reakci praskového hliniku
s propan-2-olem lze uspés$né katalyzovat bezvodym chlori-
dem hlinitym. Déavkovéani katalyzatoru musi byt 6 az
10 hm.% vzhledem ke hmotnosti reagujiciho hliniku.
Utinnost rozpousténi a tim vytéznost chemické reakce je
pfi pouziti bezvodého chloridu hlinitého jako katalyzatoru
0 9,6 % nizsi, nez je v ptipad¢ pouziti chloridu rtutnatého
pfi shodnych fyzikalné-chemickych podminkach reakce.
Orienta¢né bylo ovéfeno, ze ani prodlouZenim doby roz-
kladu na 5h nedoslo k vyznamnému zvySeni ucinnosti
rozkladu. Dilvodem je pravdépodobné to, Ze pfi pouZiti
AICI; je rychlost vratné reakce vyssi nez pii pouziti HgCl,.

Testy ucinnosti a rychlosti rozkladu praSkového hlini-
ku ve propan-2-olu s uvedenymi katalyzatory nebyly reali-
zovéany za zvySeného tlaku a teploty v autoklavu, kdy lze
ocekavat dosazeni srovnatelnych ucinnosti rozpousténi
hliniku na urovni 80 % v krat§im reak¢nim case.

Naprostym vyloucenim sloucenin rtuti z procesu
laboratorni pfipravy nebo primyslové vyroby isopropoxi-
du hlinitého je zcela vyfesen problém nebezpecnych, vyso-
ce toxickych sloucenin rtuti. Je tak odstranéno riziko kon-
taminace vSech pouzitych materiald, meziproduktt, vyrob-
ki a aparatur slouceninami rtuti. Poplatky za ukladéani
odpadd jsou pouzitim nertutového katalyzatoru vyrazné
snizeny. Je eliminovano riziko poskozeni pracovniho
a zivotniho prostfedi slouc¢eninami rtuti.

K rozkladu byl rovnéZ pouzivan propan-2-ol oddesti-
lovany z reak¢éni smési. Pokud obsahoval v disledku sorp-
ce atmosférické vlhkosti vice vody neZ origindlni alkohol
(do 0,2 % H,0), bylo mozné jej dosusit zvySenim davky
chloridu hlinitého v mnozstvi cca 0,5-1,0 g pied davkova-
nim praskového hliniku. K rozkladu praskového hliniku je
tedy mozné pouziti regenerovaného propan-2-olu bez rizi-
ka hydrolyzy pfipravovaného isopropoxidu hlinitého.
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University, Usti nad Labem): A New Catalyst for the
Synthesis of Aluminum Isopropoxide

Aluminum reacts with excess anhydrous propan-2-ol
at the boil in the presence of a catalyst. The toxic mercury
(IT) chloride catalyst can be replaced by anhydrous alumi-
num trichloride. The yields of the reaction are somewhat
lower but the catalyst is hazardless.
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1. Uvod

PredloZend praca sa zaoberd kritériami pouZitia apro-
ximativnych vztahov pri vypocte pH v pripadoch jednodu-
chych protolytickych rovnovadh v zriedenych vodnych
roztokoch slabych jednosytnych zasad a hydrolyzovanych
soli. Nadvizuje na nas predchidzajici ¢lanok', v ktorom
sme odvodili kriteridlne nerovnice pre silné protolyty
aslabé jednosytne kyseliny. RieSenim kriteridlnych ne-
rovnic bola hodnota tzv. kritickej koncentracie ¢, daného
protolytu, udadvajica hranicu moznosti pouZzitia jednodu-
chého aproximativneho vztahu pre vypocet pH (¢ > c¢y),
alebo nutnosti uchylit’ sa k exaktnejSiemu, ale zlozitejSie-
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mu vztahu. V podstate ide o vymedzenie koncentra¢nych
oblasti pre dany typ protolytu, v ktorych sa pH pocita po-
mocou kubickej rovnice, kvadratickej rovnice, kvadratic-
kej rovnice bez linearneho ¢lena, alebo pomocou tzv. naj-
jednoduchsieho vztahu. Vypocet ¢, je vztiahnuty na tole-
rovatelnti chybu 0,01 jednotky pH t.j na relativnu chybu
[H'] 2,28 %. Vplyv na pouZitie istej aproximacie mé nie-
len koncentracia daného protolytu, ale v pripade slabych
protolytov aj ich sila vyjadrena disocia¢nou resp. protoni-
zacnou konStantou. Pri vypoctoch povaZujeme aktivitné
koeficienty za jednotkové a pri viacsytnych protolytoch
predpokladame len jednostupiiovi rovnovéhu.

Verime, Ze praca bude ucitelom chémie a ich Studen-
tom ndpomocnd pri objasiovani zadkonitosti, spojenych
s chemickymi rovnovahami v pedagogickom procese na
strednych ¢i vysokych Skolach.

2. Vypocet pH vodnych roztokov slabych
jednosytnych zasad

Pri vypocte tohto typu protolytickej rovnovahy je
najlepsie vychadzat’ z Bronstedovej tedrie kyselin a zdsad.
Tato tedria je zalozend na tom, ze slaba zéasada je taka
chemicka substancia, ktord vo vodnom roztoku prijima
proton (protonizuje). Protonizécia nie je stopercentnd, ale

ustaluje ~ sa  rovnovédha  medzi  protonizovanou
a deprotonizovanou formou podl'a prislusnej protonizacnej
konStanty.

NajcastejSie sa ako priklad slabej jednosytnej zasady
uvadza amoniak NHj3, ktory protonizuje podl'a rovnice

NH; + H* == NH,*' (1)

Rovnovahu protonizacie vyjadruje protonizacna kon-
Stanta

[NH}] 2)

[NH;][H"]

H _
NH; =

Vo vodnom roztoku amoniaku bude od nuly odlisna
rovnovazna koncentracia nasledujucich castic: [H,O]
(nema vplyv na rovnovahu), [NH;], [OH ], [H'] a [NH,].

Na opis stistavy potrebujeme 4 rovnice, ktorymi bude
tato rovnovazna ststava jednoznacne opisana. Su to pod-
mienka elektroneutrality roztoku, latkova bilancia amonia-
ku, vztah pre protonizacni konStantu amoniaku a vztah
pre i6novy sucin vody.

()

KX, [H+}’ + (KﬁﬁscNHB + 1)[H+]Z - K‘;HBKV[W]—KV =0
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Dosadzovacou metddou vypocet smeruje k rovnici
(3), zktorej [H'] mozno vypoéitat’ iteraénym spésobom.
Pre cyy, = 0 je rieSenie [H'] = 1077, ¢o zodpoveda ¢istej
vode. Kubicka rovnica je veobecnym vztahom pre vypo-
¢et ronovaznej koncentricie vodikovych iénov a pH pre
vodny roztok slabej jednosytnej zasady. Iteracné riesenie
je zloZité a nepohodlné, preto sa pri tychto typoch rovno-
vaznych vypoctov uchylujeme k istym zjednoduSeniam,
ktoré vedt k aproximativnym vztahom.

Ak mbdzeme zanedbat’ [H'] oproti [OH ], dostaneme
kvadratick rovnicu:

KNk, Oni, [H+J *~Kx Ky [H*] 2Ky =0 )

Jej riesenim je fyzikalne vyznamny koreri

H H H (5)
KNm, Ky + \/(KNH3 Kv)2 + 4K\, Kvenn,

[H']= o
2K Nn,ONH,

Ak mdzeme zanedbat [OHT] voti cy,, , ale [H
oproti [OH™] zanedbat’ nemdzZeme, dostaneme kvadraticku
rovnicu bez linearneho ¢lena s rieSenim:

Kv

H
KI\]HJCNH3 +1

[H']= ©

Ak modzeme zanedbat’ [H'] a stucasne [OH ] oproti
analytickej koncentracii amoniaku, dostaneme najjedno-
duchsi vztah:

[H*]= Kv (7)

H
KNH, ONH,

Z uveden¢ho vyplyva, ze nie je jednoduché rozhod-
nut’ sa, aky vzt'ah pri vypocte pouzit’. Je zrejmé, ze uvede-
né druhy aproximacii zavisia od analytickej koncentracie
slabej jednosytnej zasady a sucasne aj od jej sily reprezen-
tovanej prislusnou protoniza¢nou konstantou obdobne ako
tomu bolo pri slabych jednosytnych kyselindch'. Vypogi-
tat’ kriticka koncentraciu ( t.j. koncentraciu pod hodnotou
ktorej uz nemozno pouzit zjednoduSeny vztah) mozno
v zavislosti od protonizacnej konstanty vypocitat’ z kriteri-
alnych nerovnic. Pava strana nerovnice vzdy reprezentuje
absoltitnu hodnotu rozdielu [H'] vypoéitaného zo vztahov,
ktorych platnost’ porovndvame. Pravé strana nerovnice je
¢iselna hodnota chyby [H'], ktort este pri vypodte toleru-
jeme. Spravidla je to chyba 2,28 %, ¢o zodpoveda 0,01
jednotky pH. Vypocitali sme ana obr.1 znazornili
v zavislosti od log K" kritickii koncentraciu z nasledov-
nych kriteridlnych nerovnic:
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x=0,0228

o

aeb
najjednoduchsia rovnica

log ¢,

log K"

Obr. 1. Zavislost’ logaritmu kritickej koncentracie slabej jed-
nosytnej zasady od log K" a oblasti pouZitia aproximativnych
vzt’ahov vypo¢itanych pre chybu 0,01 pH; ¢iara a — vymedzuje
oblast’ koncentracie, pri ktorej sa vypocet rovnovaznej koncen-
tracie vodikovych i6nov podl'a kvadratickej rovnice (5) odchyl'u-
je od exaktnej hodnoty vypocitanej zkubickej rovnice (3)
o menej nez 2,28 % (chyba urcenia pH je 0,01pH), ¢iara b — tak
ako ¢iara a len vypocet sa uskutocnil podl'a podla najjednoduch-
Sieho vzt'ahu (7) a kvadratickej rovnice bez linearneho ¢lena (6),
¢iara ¢ — vypocet podl'a najjednoduchsieho vztahu (7) a kvadra-
tickej rovnice (5), Ciara d — vypocet podl'a kvadratickej rovnice
bez linearneho ¢lena (6) a kubickej rovnice (3), ¢iara e — vypocet
podla najjednoduchsieho vzt'ahu (7) a kubickej rovnice (3)

Ciara a: rozhranie moznosti pouZzitia kvadratickej rovnice
od nutnosti pouzit’ kubickl rovnicu

)

[H+ ]rov.S - [H+
[H+]rov.3

]rov.3

100 =2,28

Ciara b: rozhranie moznosti pouzitia najjednoduchsej rov-
nice od nutnosti pouzitia kvadratickej rovnice bez linear-
neho Clena:

[H' Joy.7-[H'] ©)

rov.6

100=12,28

rov.7 ~

[H+ ]rov.()

Ciara c: rozhranie moznosti pouzitia najjednoduchsej rov-
nice od nutnosti pouzitia kvadratickej rovnice:

[W]rov.7'[m]rov.5 (1 0)

100=2,28
[H+ ]rov.S
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Ciara d: rozhranie moznosti pouzitia kvadratickej rovnice
bez linearneho ¢lena od nutnosti pouzitia kubickej rovnice

(11)

[H+ ]rov.() - [H+]rov.3

" 100=2,28
[H ]rov.3

Ciara e: rozhranie moznosti pouzitia najjednoduchsej rov-
nice od nutnosti pouzitia kubickej rovnice

(12)

[HJr ]rov.7 - [H+ ]ruv,3

- 100 =2,28
(H]

rov.3

Vypocitala sa zavislost’ logaritmu kritickej koncentra-
cie od hodnoty protonizac¢nej konstanty pre kritérium dané
rovnicou (8) (obr. 1, Ciara a). Zistilo sa, ze pre zasady
s hodnotou protoniza¢nej konstanty vacSou ako 8 kriticka
koncentricia ma konstantni hodnotu radu 107 M. Pre
slabsie zasady kriticka koncentracia linearne stipa s pokle-
som protonizacnej konstanty.

Kritérium z rovnice (9) je analyticky vyjadritelné
takto:

(=) (13)

TR (1

Pre x = 0,0228, ¢o predstavuje chybu 0,01 pH, mozno
pisat’:

o= 21,182707/K" (14)
Po zlogaritmovani dostaneme rovnicu priamky:
log ¢, = 1,326 + pK" (15)

Ako vidno z obr. 1, iara b sa pre slabé zasady s log
K'<8 kryje s Ciarou a z rovnice (8). To znamena, ze pre
uvedené slabé zasady, kubicka rovnica nema zmysel, ale
rozhodujeme sa len medzi najjednoduchSou rovnicou
a kvadratickou rovnicou bez linearneho clena, ktora je
exaktnym vzt'ahom pre vypocet pH. Ak je logaritmus pro-
tonizacnej konstanty vacsi ako 8, kvadraticka rovnica bez
linearneho ¢lena sa od kubickej zacina odchylovat
a poskytuje nespravne hodnoty [H'].

Kritérium z rovnice (10) je tiez analyticky vyjadritel-
né pre kriticka koncentraciu

(1-x)° (16)

" [1—(1-x)2]2

Po zlogaritmovani a dosadenim za x = 0,0228 dostaneme
rovnicu priamky (¢iara c, obr. 1):
log ci= log 469,89 + log K" — 14 (17)
Iteracné rieSenie kritéria (//) naznacuje, ze kvadratic-
ka rovnica bez linedrneho Clena sa da pouzit’ nielen pre

velmi slabé zasady, kde plne nahradza zloziti kubicku
rovnicu, ale aj pre extrémne zriedené roztoky slabych za-

KKy,
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sad s vy§sim K. Kritérium z rovnice (12) je parabolické,
pri nizkych hodnotach K" sa kryje s kritériom z rovnice
(11) apri vyssich hodnotach protonizacnej konstanty sa
kryje s kritériom z rovnice (/0), o sved¢i o tom, Ze kubic-
ka rovnica prechadza najprv na kvadraticku rovnicu bez
linearneho Clena resp. na kvadratickll rovnicu pri silnejSich
zasadach.

3. Vypocet pH vodnych roztokov
hydrolyzovanych soli silnej zasady
a slabej kyseliny

Ucebnicovym prikladom byva hydrolyza octanu sod-
ného. Tato latka hydrolyzuje podl'a rovnice

CH3COONa + H,0 === CH;COOH + Na* + OH" (18)

kde vzniknuta kyselina octova disociuje’. Znamena to, Ze
vroztoku st nenulové rovnovazne koncentracie
[CH;COOH], [H'], [Na'], [OH] a [CH;COO].

Rovnovéazna koncentracia vody sa neuvazuje, lebo
voda je vsystéme vo velkom nadbytku ajej zmeny su
preto zanedbatelné. Dalej sa predpoklada, Ze sol’ je Gplne
disociovana. To znamena, Ze v roztoku neexistuji moleku-
ly nedisociovaného octanu sodného a rovnovazna koncen-
tracia [Na'] sa rovna jeho analytickej koncentracii
Cenycoona - Z TOVNice hydrolyzy je zrejmé, ze vznika silnd
zé4sada a teda roztok bude mat’ pH vicsie ako 7. Hodnota
pH v8ak nebude az takd vysokd, ako v pripade roztoku
silnej zésady, pretoze hydrolyzou vzniknutd slaba kyselina
zoslabuje ucinok vzniknutého NaOH. Zoslabenie je umer-
né sile kyseliny (jej hodnote pK).

Systém mozno opisat’ Styrmi nasledovnymi rovnica-
mi: 1. Podmienka elektroneutrality roztoku (pre jednomoc-
né Castice plati, ze sucet koncentracii kationov a anidénov
je rovnaky), 2. Latkova bilancia octanu (stcet koncentracii
Castic obsahujlcich octanovy anién sa rovnd analytickej
koncentracii octanu sodného), 3. Disociacna konstanta
Kencoon vzniknutej kyseliny octovej. 4. Poslednou rov-
nicou je vzt'ah pre i6novy sucin vody.
Riesenie tejto sustavy 4 rovnic o 4 nezndmych vedie ku
kubickej rovnici, ktora je v§eobecnym vzt'ahom pre vypo-
¢et pH hydrolyzovanej zéasaditej soli:

(19)

[H+]3 + (Cemcoona T Kewcoon ) [H+]2 - Ky.[H]-
KCH;COOH -Kv=0

Ak je koncentracia protonov omnoho mensia ako
koncentracia OH™, kubické rovnica prejde na kvadratickt
rovnicu:
CcH,cooNa [H]-Ky.[H]- Kecoon - Kv =0 (20)
ktortt mozno riesit’ napr. pomocou diskriminantu. RieSenie
ma tvar:

1)

[H*]— Ky + \/ Ky +4cep,coonaKen,coonKy

ZCCH3COONa
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Ak mozeme zanedbat’ Ky/[H'] a teda aj [H'] oproti
Cemcoona » @le Ky/[H'] oproti [H] nemoZno zanedbat’,
dostaneme kvadratickd rovnicu bez linearneho Clena. Jej
rieSenie je

(22)

[H* KenycoonKy
Ccu,cooNa T Kenycoon

NajjednoduchS§im pripadom pri praktickych vypo-
Ctoch je, ze okrem zanedbania rovnovaznej koncentracie
protéonov oproti rovnovaznej koncentracii hydroxidovych
anionov mozeme zanedbat’ aj rovnovaznu koncentraciu
hydroxidovych aniénov oproti analytickej koncentracii
octanu sodného ¢y coon, - Potom dostaneme najjedno-
duchgi vztah: ’

[H*]: Ken,coon Ky (23)
€CH,COONa
x=0,0228
CH,CO0’ CO.*PO,”
| P
" aeb c- |
] najjednoduchia rovnica ~% |
2
-4 - Ll ,
Kvadraticka rovhica
o -6 a
4
8 Y Sy, -
-8 - NG Kubicka rgvnica| |
3 o@,j O’f; : |
A & Odl 2, b
' 5, % .
2 Gy :
=12 4 é@v\ w |
=14 T T T T T T i
0 2 4 6 8 10 12 14
pK

Obr. 2. Zavislost’ logaritmu Kkritickej koncentracie hydrolyzo-
vanej soli slabej jednosytnej kyseliny asilnej zasady
(zasaditej soli) od pK slabej Kkyseliny uvol’nenej hydrolyzou
a oblasti pouzitia aproximativnych vzt’ahov vypocitanych pre
chybu 0,01 pH; ciara a — vymedzuje oblast’” koncentracie, pri
ktorej sa vypocet rovnovaznej koncentracie vodikovych ionov
podla kvadratickej rovnice (2/) odchyluje od exaktnej hodnoty
vypocitanej z kubickej rovnice (/9) o menej nez 2,28 % (chyba
urc¢enia pH je 0,01 pH), ¢iara b — tak ako Ciara a, len vypocet sa
uskuto¢nil podla najjednoduchsieho vztahu (23) a kvadratickej
rovnice bez linearneho ¢lena (27), ¢iara ¢ — vypocet podla najjed-
noduchsieho vztahu (23) a kvadratickej rovnice (21), ¢iara d —
vypocet podla kvadratickej rovnice bez linearneho Clena (22)
a kubickej rovnice (/9), ¢iara e — vypocet podla najjednoduch-
Sieho vztahu (23) a kubickej rovnice (/9). Priesecniky zvislych
Ciar s Ciarami a, b, ¢, d, e vymedzuju kritické koncentracie pre
octany, uhli¢itany a fosfore¢nany silnych zasad
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Podobne ako pri slabych zasadach mame aj tu na vy-
ber az Styri moznosti, podl'a akého vzt'ahu pocitat’ pH. Aj
v pripade soli slabych kyselin a silnych zasad sa daju sta-
novit’ kritérid pouZzitia aproximativnych vzt'ahov. Budi
také isté ako v pripade slabych zésad, len sa zmeni Cislo
prislusnej rovnice. Kritérid, kde sa vyskytuje rieSenie ku-
bickej rovnice, sa daji vypocitat’ iteracne. Ostatné st
priamky vyjadriteI'né analyticky, napr. kritickd koncentra-
cia pre rozhodnutie, kedy pouzit kvadraticki rovnicu,
alebo najjdenoduchsi vzt'ah sa vypocita podl'a vztahu:

__ (=% K,

C —

-0 P Ky

(24)

Kriticka koncentracia pre rozhodnutie, kedy pouzit
najjednoduchsi vztah, alebo kvadratickt rovnicu bez line-
arneho ¢lena, sa vypocita podla rovnice:

_ (1-xy
[1-(1-xY]

(25)

%

Tieto ¢iary maju opaény priebeh ako v pripade sla-
bych jednosytnych zasad, avSak zavislost’ log ¢ od pK je
pre x = 0,0228 tvarovo rovnakd ako vidiet' z obr. 2. Zna-
mena to, ze sol’ ma tym viac zasadity charakter, ¢im slab-
Sia (vysSie pK) je kyselina, ktord vznika pri jej hydrolyze.
pH silno zasaditych sodnych soli ako napr. fosforecnan,
peroxid, sulfid, arzenitan, uhli¢itan, kyanid sa musi pocitat’
podla kvadratickej rovnice uz od koncentracii radu
0,1 mol I"". Naopak pre slabozésadité sodné soli ako napr.
dusitan, rodanid, siri¢itan, Stavelan, octan, mravc¢an, ben-
zoan sa treba rozhodovat’ iba medzi najjednoduchSou rov-
nicou alebo kvadratickou rovnicou bez linearneho ¢lena,
ktoré je pre tieto soli exaktnym vzt'ahom.

Vypocet pH vodnych roztokov
hydrolyzovanych soli slabej zasady
a silnej kyseliny

Za klasicky pripad sa povazuje vodny roztok chloridu
amonneho. Chlorid améonny hydrolyzuje podla rovnice:

(26)

NH,Cl + H,0 === NH; + H* + CI

kde vznika amoniak, ktory protonizuje podl'a rovnice (2).
Znamena to, Zze v roztoku st nenulové rovnovazne koncen-
tracie tychto ¢astic: [NHs], [H'], [NH,'], [OH] a [CI].
Rovnovéazna koncentracia vody sa pri opise rovnovahy
zahfna do rovnovaznej konstanty, lebo voda je v systéme
vo velkom nadbytku a zmeny jej koncentracie st zanedba-
telné. Dalej predpokladame, Ze sol’ je uplne disociovana.
To znamena, Ze v roztoku neexistuji molekuly nedisocio-
vaného chloridu aménneho a rovnovazna koncentracia Cl™
sa rovna jeho analytickej koncentracii ¢y ¢ -
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Systém mozno opisat’ Styrmi rovnicami: /. Podmien-
ka elektroneutrality roztoku (pre jednomocné Castice plati:
sucet koncentracii kationov a anionov je rovnaky), 2. Lat-
kova bilancia chloridu aménneho, 3. protonizacnd kon-

Stanta KEH} vzniknutého amoniaku (rovnica 2) a tak ako
v predchddzajtcich pripadoch 4. vztah pre autoprotolyzu
vody. RieSenie stustavy 4 rovnic o 4 neznamych vedie
znova ku kubickej rovnici:
(27)
K, [HT + [HP = (K, K&, + e)IHT =Ky =0
Tato rovnica je exaktnym vzt'ahom pre vypocet rov-
novaznej koncentracie vodikovych iénov pre roztok soli
slabej zasady a silnej kyseliny. Jej rieSenie je dosiahnutel-
né len pomocou iteraénych algoritmov, preto sa snazime
pouzit’ aproximdcie, ktoré zévisia nielen od analytickej
koncentracie soli, ale aj od sily slabej zasady, ktora vznika
hydrolyzou.
Ak je koncentracia [OH"] omnoho mensia ako kon-
centracia [H'] vztah (27) prejde na kvadraticki rovnicu:

K, [HT + [H] = e =0 (28)
ktorej riesenie je:
—1+ /1 + 4K Ny o (29)

]

2K N,

Ak popri prvom predpoklade mozno predpokladat’, ze
aj [H'] << O, vztah (27) prejde na najjednoduchsi
vztah:

(30)

+|_ |SNH Cl
] [
NH;

Pri soliach silnej kyseliny a slabej zasady s vys$im
log K" mozno zanedbat’ [H'] oproti ¢y ¢, , ale [H'] oproti
Kv/[H'] nemozno zanedbat’, vztah (27) sa zmeni na kvad-
raticku rovnicu bez linedrneho ¢lena s rieSenim:

(1)

Vypocitali sa kritické koncentracie podl'a prislusnych
kritérii vyjadrenych rovnicami §—/2 s tym rozdielom, ze
[H'] sa vypoéitala podla vztahov odvodenych v &asti 4.
Kritickd koncentracia, kedy pouzit' kvadratick(i rovnicu
alebo najjdenoduchsi vzt'ah, sa vypocita podl'a vztahu:

_ (I-x¢ 1
[1-(1-xyF K"

(32)

%

¢o je v logaritmickych stradniciach log ¢, a log K™ pre x =
0,0228 rovnica priamky:

log ¢ = log 469,8898 — log K™ (33)

Kriticka koncentracia, kedy pouzit' najjednoduchsi
vzt'ah, alebo kvadraticki rovnicu bez linearneho ¢lena sa
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Obr. 3. Zavislost’ logaritmu kritickej koncentracie hydrolyzo-
vanej soli slabej jednosytnej zasady a silnej kyseliny (kyslej
soli) od log K" slabej zasady uvoPnenej hydrolyzou a oblasti
pouzitia aproximativnych vzt'ahov vypocitanych pre chybu
0,01 pH; ¢iara a — vymedzuje oblast’ koncentracie, pri ktorej sa
vypocet rovnovaznej koncentracie vodikovych iénov podl'a kvad-
ratickej rovnice (29) odchyl'uje od exaktnej hodnoty vypocitanej
z kubickej rovnice (27) o menej nez 2,28 % (chyba urcenia pH je
0,01 pH), Ciara b — tak ako Ciara a, len vypocet sa uskutocnil
podla najjednoduchsieho vztahu (30) a kvadratickej rovnice bez
linearneho €lena (317), ¢iara ¢ — vypocet podl'a najjednoduchsieho
vzt'ahu (30) a kvadratickej rovnice (29), ¢iara d — vypocet podla
kvadratickej rovnice bez linearneho ¢lena (37) a kubickej rovnice
(27), ciara e — vypocet podla najjednoduchsicho vztahu (30)
a kubickej rovnice (27). Zvisla ¢iara ukazuje oblasti pouziteInosti
vztahov pre amoénne soli

vypocita podla rovnice:

e (34)

Choamn Y

V logaritmickych stradniciach a pre x = 0,0228 je to
rovnica stipajucej priamky s tvarom:

log ¢;=log 21,1827 — 14 + log K" (35)

Ako vidno s obr. 3, ostatné kritéria maja rovnaky tvar
ako pri slabych jednosytnych kyselinaich1 s tym rozdielom,
ze ¢im je slaba zasada vznikajuca hydrolyzou silnejsia,
tym je sol’ slabSia a vtedy odpadéa pouZitie kubickej rovni-
ce. Plne ju nahradza kvadraticka rovnica bez linearneho
Clena. Ak vznikd vel'mi slaba zasada, je treba pH pocitat’
podla kvadratickej rovnice, pretoze kriticka koncentracia,
kedy najjednoduchsi vztah prechadza na kvadraticku rov-
nicu, je nerealne vysoka.
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5. Zaver

V tomto ¢lanku sme opisali kritéria pouzitia aproxi-
mativnych vztahov pri vypocte jednoduchych protolytic-
kych rovnovah v Cistej vode. Ide o tri druhy protolytov:
slabé jednosytne zasady, hydrolyzované soli slabej jedno-
sytnej kyseliny a silnej zasady a hydrolyzované soli slabe;j
jednosytnej zasady a silnej kyseliny. Exaktnym vztahom
pre vypocet pH je zlozita kubicka rovnica, ktorej rieSenie
je pristupné len pomocou vypoctovej techniky. Tato rovni-
ca vplyvom zjednodusujtcich predpokladov prechadza na
kvadratick(l rovnicu, kvadraticki rovnicu bez linearneho
¢lena a najjednoduchsi vztah. To, aky vzt'ah pouZzit,, zavisi
nielen od koncentracie prislusného protolytu, ale aj od sily
daného protolytu resp. od sily slabého protolytu, ktory
vznikéd hydrolyzou. Vypoditali sme kritické koncentracie,
t.j. koncentracie, pri ktorych pre vypocet pH eSte mozno
pouzit' jednoduchsi vztah, ato pre tolerovatelnti chybu
[H'] 2,28 %, ¢o predstavuje odchylku 0,01 pH v zavislosti
od pK resp od log K.

Z tychto zavislosti je zrejmé, ze pre slabé zasady
(log K< 6) je exaktnym vzt'ahom kvadraticka rovnica bez
linedrneho €lena a rozhodujeme sa len medzi touto rovni-
cou a najjdenoduchsim vzt'ahom. Kriticka koncentracia je
vel'mi vysokd pre zdsady s ve'mi malou hodnotou protoni-
zacnej konStanty. Vtedy najjednoduchsi vztah nemozno
pouzit. Takisto najjednoduchsi vztah nemozno pouzit
v pripade slabych zasad s vysokou hodnotou protoniza¢nej
konsStanty. V tomto pripade pouzivame kvadraticka rovni-
cu. Ak je koncentracia nizia ako 107°mol 1!, pouzivame
kubicka rovnicu. Pre extrémne zriedené roztoky kubicka
rovnica prechadza na kvadratickd rovnicu bez linearneho
Clena.

V pripade zasaditych soli sa rozhodujeme len medzi
kvadratickou rovnicou bez linedrneho ¢lena a naj-
jednoduchs$im vztahom vtedy, ak kyselina vznikajuca pri
hydrolyze ma pK nizSie ako 6. Ak je kyselina slabsia
(vyssie pK), rozhodujeme sa medzi najjednoduchsim vzt'a-
hom a kvadratickou rovnicou. Od pK > 10 je kriticka kon-
centracia vysoka c,> 0,1 mol I'!, & znamena, Ze vodné
roztoky alkalickych uhli¢itanov, fosfore¢nanov, sulfidov
atd’. musime pocitat’ podl'a kvadratickej rovnice. Tento
fakt sa v literature’* nediskutuje, preto si dovolujeme
touto cestou poukazat’ na vyznam aproximacii pri vyucbe
chemickych rovnovah v roztokoch. Ak je koncentracia soli
radu 107° mol I"', uplatiiuje sa kubicka rovnica, ktora pri
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extrémne zriedenych roztokoch prechadza tiez na kvadra-
ticka rovnicu bez linearneho ¢lena.

Pri aménnych soliach netreba uvazovat’ kubickt rov-
nicu, pretoze log K"=9,24 ¢o spada do oblasti najjedno-
duchsej rovnice a kvadratickej rovnice bez linearneho cle-
na. Ak je slabd zisada vznikajica pri hydrolyze velmi
slaba, postupujeme obdobne ako pri kyslych soliach
pK > 10.

Verime, ze tato praca moze byt uzitoénou a nazornou
didaktickou pomodckou pri objasfiovani protolytickych
rovnovah pre zaujemcov o tito problematiku.

Tato praca bola podporena Agentirou na podporu
vyskumu a vyvoja na zaklade zmluvy ¢. APVV-0057-06.
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Recenze

RECENZE

Perry G. Wang (ed.):
High-Throughput Analysis
in the Pharmaceutical Industry

Vydal CRC Press and Taylor & Francis Group 2009.
413 str.
ISBN 978-1-4200-5953-3

Piimym disledkem vyuzivani kombinatorické chemie
pii vyvoji novych 1éCiv je narlst poctu potencidlnich 1€¢i-
vych latek postoupivsich do preklinického testovani z né-
kolika desitek sloucenin na tisice rocné. Jak ale zvladnout
analyzu tohoto obrovského mmnozstvi latek (a to vcetné
jejich metabolit), kdyz bézné analytické techniky by vy-
zadovaly stovky pfistroju i analytikii? Odpovéd’ 1ze nalézt
ve vyborné monografii publikované pod vedenim
Dr. Perryho G. Wanga, ptedniho odbornika v analyze 1é¢iv
a jejich metaboliti v biologickych matricich metodami
kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci.

Ctivé psana monografie se zaméfuje na pomérné no-
vou oblast takzvané vysokovykonné analyzy, jejimz cilem
je praveé zvladnuti obrovského poctu analyz za zachovani
vysokého analytického standardu. ZvySeni produktivity
analytického procesu lze dosdhnout pomoci automatizace
pripravy vzorkll a nasledné automatické analyzy pomoci
separacnich technik ve spojeni pfevazné s hmotnostni de-
tekci. Jednotlivé kapitoly knihy piinasi nejen dikladny
popis pouZzivané instrumentace, ale 1 strategii pro optimali-
zaci vysokovykonné analyzy. Autofi vénuji pozornost
i validacim analyz. V kapitolach zaméfenych na pfipravu
vzorkl jsou, kromé dikladného vyctu interferentii v biolo-
gickych vzorcich (zejména plazmé€ a moci) a jejich vlivu
na analyticky proces, popsany riizné zpusoby extrak¢nich
a separacnich technik pro oddéleni anatyt od matric, vcet-
né on-line pfistupd. Ze separacnich technik pouzivanych k
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analyze jsou vedle klasické HPLC diskutovany i UPLC,
mikroparalelni kapalinovd chromatografie, kapilarni-
a nano-HPLC, které snizuji ¢asové i ekonomické naklady,
coz je nezastupitelny klad pfi obrovskych poctech analyz
ve farmaceutickém pramyslu. Z ostatnich separacnich
technik jsou k feSeni vysokovykonnych analyz vyuZivany
i superkritickd fluidni chromatografie a rychla plynova
chromatografie. Zajimavym pfispévkem ke zvySeni vyko-
nu analytickych zatizeni — ktery mtize inspirovat i v jinych
oblastech nez je farmaceuticka analyza — je vyuziti skutec-
nosti, ze detektor (v tomto ptipadé drahy hmotnostni spek-
trometr) ma Casové prostoje, béhem nichz pracuje na
prazdno. Sdilenim hmotnostniho detektoru mezi nékolika
HPLC systémy tak lze za snizeni ndkladt docilit zvySeni
efektivity analyz. Kromé metodickych a instrumentalnich
aspektl vysokovykonné analyzy jsou vzhledem k zamére-
ni publikace diskutovany zejména jeji prakticka pouziti na
analyzy potencidlnich farmak a jejich metabolith
(ziskanych at’ jiz in vitro ¢i in vivo) a v terapeutickém mo-
nitoringu 1éCiv. Jedna z Casti knihy je vénovana i stanoveni
zakladnich fyzikalné-chemickych parametrii nezbytnych
pro farmakologii (rozpustnost, rozdélovaci koeficient okta-
nol-voda). VSechny probirané aspekty a aplikace vysoko-
vykonné analyzy jsou zaroven ilustrovany na konkrétnich
praktickych piikladech.

Popsana monografie je patym svazkem tady Critical
Reviews in Combinatorial Chemistry. Co do technického
provedeni a sazby nelze knize nic podstatného vytknout,
snad jen nejednotné pouzivani citaci ¢i nedostatek kontras-
tu nekolika obrazkd; drobnou chybu obrazku na s. 242
vyfesilo nakladatelstvi vlozenim opravného listku. Kniha
se jist¢ stane vitanym zdrojem informaci a inspirace pro
vSechny chemiky pracujici v oblasti farmaceutické, 1¢kat-
ské, kombinatorické a analytické chemie.

Karel Nesmérak
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