Chem. Listy 102, 781 (2008)

Na pocitku 21. stoleti

Staleti se pravidelné stFidaji a s nimi i nalady ve spo-
lecnosti a pristup jednotlivcii a spolkit k sobé navzdjem
a ke spolecenské realité ,,sui generis*. Ceskd chemickd
spolecnost prosla mnoha riiznymi obdobimi, ale da se Fici,
ze posledni prelom stoleti ji zastihl ve velmi dobrém stavu
ato po vsech strankach (lisky si obvykle chvali viastni
ocasy).

Clenskad zdkladna je stabilni a dokonce i casto plati
prispevky, jeji ,,vilajkova lod* — casopis Chemické listy
dosdahl na své pomery astronomickych bibliografickych
ukazatelii, spolecnost je aktivni clenkou mnoha mezinarod-
nich uskupeni a bruselskymi mecendsi Stedre financova-
nych projektii a co dokonce, v Praze se bude konat ve
dnech 26. — 30. srpna 2012, pod patronaci CSCH étvrty
celoevropsky kongres chemiki. (Po prvém kongresu
v Budapesti pred dvema lety, po druhém v Turinu letos
a po tiretim v Norimberku za dva roky.)
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medaile smi byt udélena Hlavnim vyborem pouze takoveé-
mu cloveku, ktery se najednou a) zaslouzil o CSCH a b)
mimoradné vyznamenal na poli chemickych a pribuznych
ved.

Aby byla podtrzena mimorddna uroven této medaile,
urcil Hlavni vybor CSCH, Ze jeji prvé dva kusy budou na
Jubilejnim 60. sjezdu ceskych a slovenskych chemickych

Co vice by bylo potieba pro dobro a zdar spolku? Uz
jen malo. Uz jen Fici tém, kteri se o to vSechno zaslouzili
a dnes a denné zasluhuji, kvalifikované . DEKUJEME “.
Ceska spolecnost chemickd proto usnesenim svého nejvys-
Stho orgdanu, Hlavniho vyboru, ziidila tzv. , Medaili
CSCH*, kterd se zaradi mezi nejvyssi ocenéni udélovand
Spolecnosti. Medaile je to svého druhu unikatni z nékolika
aspektii, at’ jiz uméleckych nebo technickych, tak i spole-
Censkych. Jejim autorem je jeden z nejlepsich medailéri
u nas, autor rady minci, medaili, universitnich insignii atd.
atd. akademicky sochar Viadimir Oppl. Razbu provedl pan
Petr Kazda ve firmé Triga-K, ktera vyrabi m.j. statni vy-
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asociaci predany nositeli Nobelovy ceny za chemii prof.
Jean-Marie Lehnovi, ktery se vyznamné zaslouzil o podpo-
ru kvalitnich mladych chemiki u nds, o iniciaci série
prestiznich chemickych casopisi, jejichz je CSCH spolu-
viastnikem, ale i o mnoho osobnich kontaktii a spolupraci
s Ceskou chemii, véetné poradani citovaného Sjezdu. Dru-
hym ocenénym je pak dlouholety byvaly predseda Spolec-
nosti, prof. Vilim Simdnek, ktery mimo nesporné zéasluhy
o CSCH, Asociaci ceskych chemickych spolecnosti atd.
atd. je ve svéte znam jako cCelny cesky predstavitel oboru
lékarské  chemie. ,,Quod bonum, felix, faustum,
fortunatumque sit”.

Pavel Drasar
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1. Uvod

Antimon je toxicky prvok, ktory bol Americkou agen-
turou pre ochranu zivotného prostredia (United States En-
vironmental Protection Agency — USEPA) ako aj Radou
Eurépskeho spolocenstva Eurdpskej unie (Council of the
Europien Communities) zaradeny do zoznamu prioritnych
polutantov'. Jeho koncentrécia v zemskej kore sa odhaduje
na 0,2-0,3 mg kg™ (cit.?). Mdze sa vyskytovat v Styroch
oxidaénych stavoch —III, 0, +IIT a +V, pricom prevladajtice
oxidacné stavy vo vzorkach Zivotného prostredia su +III a
+V. Do zivotného prostredia sa dostava jednak z prirod-
nych zdrojov (vulkanicka ¢innost, zvetravanie hornin), ale
najmid z antropogénnych cinnosti (spalovanie fosilnych
paliv, tazba uhlia a nerastnych surovin, vyroba olova, me-
di, skla, keramiky, farbiv, gumy, ohnostrojov, plameno-
vych retardérov, streliva, vybu$nin, ohilovzdornych tkanin,
batérii, motorovych lozisk, polovodicov, pocitacovych
&ipov, atd’.)?. Uvedené priemyselné &innosti znaéne zvysu-
ju jeho koncentracie v roznych zlozkach zivotného prostre-
dia, ¢im sa dostava v zvysenej miere aj do potravinového
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retazca, o mdze mat’ nepriaznivy dopad na ludské zdra-
vie. Ako priklad mozno uviest’ pomer koncentracii Sb/As
v zemskej kore, ktory je priblizne 1/10. AvSak v dosledku
zna¢ného vyuzivania antiménu a jeho zlucenin v mnohych
priemyselnych odvetviach je tento pomer v znecistenom
Zivotnom prostredi obrateny.

Je zname, Ze dlhotrvajuce vdychovanie zlii¢enin anti-
moénu spdsobuje podrazdenie dychacieho traktu, ¢o moze
viest' az k vzniku pneumokoniézy. Stibin je vysoko toxic-
ky plyn, ktory mdze sposobit’ vazne poskodenie nervového
systému, ale aj hemolyzu cervenych krviniek. Odpad obsa-
hujuci antimon a jeho zluc¢eniny moze vyvolat’ zapal koze,
ocnej rohovky, spojovky, hnisanie nosnej priehradky, ale
aj zaltdo&ny katar®.

Toxicita antimoénu a jeho fyziologické spravanie zavi-
sia od oxida¢ného stavu, od chemickej formy a pritomnosti
potencidlnych ligandov, ako aj od rozpustnosti jednotli-
vych zlagenin®. Elementarny antimoén je toxickejsi ako
jeho zluceniny a vSeobecne latky, v ktorych je pritomny
ako Sb(III) su priblizne 10x toxickejsie ako tie, v ktorych
je pritomny ako Sb(V). Sb(IIl) vykazuje vysoku afinitu
k erytrocytom a SH-skupinam, ktoré st stiéastou buniek,
zatial' ¢o erytrocyty su pre Sb(V) takmer nepriepustné.
Medzindrodnd  agentira  pre  vyskum  rakoviny
(International Agency for Research on Cancer — IARC)
zaradila Sb,O; do skupiny medzi karcinogény3. Existuji
dokazy, Ze po otrave antimOénom nie je organizmus cicav-
cov detoxikovany metylaciou (ako je to u As), ale stéle nie
je vysvetleny mechanizmus zodpovedny za genotoxicitu
sposobent antimoénom’.

Poznatky o rozdielnosti toxickych ucinkov a o kva-
litativne odliSnych vplyvoch jednotlivych zluc¢enin antimo-
nu na zivé organizmy viedli k snaham o analytické rozliSe-
nie (Specidciu) jeho réznych foriem (Spécii) v rdznych
biologickych materidloch a v réznych zlozkach Zivotného
prostredia.

Este na zaciatku 90. rokov 20. storocia bolo mozné
antimén povazovat’ za malo Studovany analyt. Za ostat-
nych 10 rokov v§ak zaujem o antimoén (jeho stanovenie
a Specidciu) znacne narastol, o mozno pripisat’ faktu, ze
bol zaradeny do zoznamu medzi prioritné polutanty.

Pre stanovenie antiménu mozno pouZzit' rézne analy-
tické metddy, z ktorych k najpouzivanejSim patria metody
atdmovej spektrometrie. K najCastejSie vyuzivanym patria
atbmové absorpéné spektrometre (AAS), ¢i uz v spojeni
s plamenovou atomizaciou (F-AAS), s elektrotermickou
atomizaciou (ET-AAS) alebo s vyuzitim techniky genero-
vania hydridov a naslednou atomizéaciou hydridov najcas-
tejSie v kremennej kyvete, ktora modze byt vyhrievana
plamenom alebo elektricky (HG-AAS), alebo atomové
emisné spektrometre (AES) najcastejSie s indukéne viaza-
nou plazmou (ICP-AES). K menej vyuzivanym patria ato-
mové fluorescenéné spektrometre (AFS), avSak aj tuto
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detekénu techniku mozno spol’ahlivo pouZit' na stanovenie
antimoénu najcastejSie v spojeni s technikou generovania
hydridov (HG-AFS).

Doposial’ bola vicsina §tadii venovand stanoveniu
celkovych koncentracii antiménu v réznych biologickych
materidloch avroznych zlozkach Zzivotného prostredia
(vody, pody, sedimenty apod.) aSpeciacii antiménu
(predovsetkym vo vodach). Prehl'ad literatury venovany
stanoveniu a Speciacii antiménu vo vzorkach zivotného
prostredia technikami metédy AAS do roku 1998 bol pub-
likovany v &asopise Chemické listy”.

Predlozend praca spracovava literaturu publikovanu
v obdobi rokov 1998-2006 a je zamerana predovsetkym
na Speciaciu antiménu vo vodach s vyuzitim roéznych spo-
jeni separacnych technik s technikami atdmovej spektro-
metrie (AAS, AES, AFS). Kapitoly venované selektivne-
mu stanoveniu jednotlivych $pécii antimonu st rozdelené
nasledovne: «a) vyuzitie selektivnej tvorby hydridov
v spojeni s technikami atdmovej spektrometrie; b) vyuzitie
extrakénych  technik  na separaciu, Speciaciu
a nakoncentrovanie jednotlivych $pécii antiménu v spojeni
s technikami atdmovej spektrometrie; ¢) vyuzitie chroma-
tografickych technik (predovsetkym id6novo-vymennej
vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie (IE-HPLC)
a plynovej chromatografie (GC)) v spojeni s technikami
atomovej spektrometrie.

2. Selektivna tvorba hydridov

Derivatizéacia vzorky s vyuzitim techniky generovania
hydridov a nésledna detekcia analytu v plynnej faze rozny-
mi technikami atomovej spektrometrie patri pravdepodob-
ne k najCastej$ie vyuzivanym pre stanovenie antiménu na
stopovych urovniach. K hlavnym vyhodam techniky gene-
rovania hydridov patri separacia analytu od matrice vzor-
ky, &o znizuje riziko interferencii’; moznost prepojenia
s roznymi detek&nymi technikami®; moznost’ nakoncentro-
vania analytu (vyuzitie kolekcie tlakovej’, kolekcie
vymrazenim®, zachytenie hydridu v grafitovom atomi-
zatore’ ", zachytenie hydridu v externe vyhrievanej kre-
mennej kyvete'*); a v neposlednom rade moznost’ stanove-
nia jednotlivych Spécii vyuzitim selektivnej tvorby hydri-
du pri kontrolovanom pH.

V prirodnych vodach sa nachadza predovsetkym an-
organicky Sb(V) a Sb(III). Z organickych foriem antiménu
boli vo vodach stanovené CH;SbO(OH), [dihydroxy(oxo)
metylantimon] a (CH;),SbO(OH) [hydroxy(oxo)dimetyl-
antimén] (cit."). Ked’ze koncentracie metylovanych dru-
hov antiménu vo vodach predstavuju menej ako 10 %
z celkového mnozstva'® a organické formy antiménu su
menej toxické ako anorganické soli, vacSina Speciacnych
studii je zamerana na stanovenie anorganického Sb(III)
a Sb(V). V tomto pripade st postupy Specidcie zalozené na
stanoveni celkového antiménu po predchadzajicej reduk-
cii (najCastejSie s vyuZitim roztokov obsahujucich jodid
draselny'®™" alebo L-cystein®* %) a selektivnom stanoveni
Sb(IIl), pricom Sb(V) je vypocitany zrozdielu stanove-
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nych koncentracii>* . Tento postup $peciacie patri k Easto
vyuzivanym napriek tomu, ze zistenie koncentracie Sb(V)
v realnej vzorke vody len z rozdielu stanovenych koncen-
tracii (Sb(tot)-Sb(Ill)) mdze predstavovat hlavny zdroj
chyb pri uvedenom postupe $peciacie. Dalgie riziko, ktoré
moze prispievat’ k nespravnym vysledkom, je nedokonald
redukcia Sb(V) na Sb(III) pri stanoveni celkovej koncen-
tracie antimonu pritomného vo vzorke. Okrem uvedenych
chyb nemozno zanedbat’ ani fakt, ze stanovenie Sb(III) vo
vodach je Casto sprevadzané interferenciami sposobenymi
Sb(V), ktoré zacinaju byt vyznamné pri pomere Sb(V)/Sb
(IIT) 4:1. Vo vécsine prirodnych vod je tento pomer 100
a viac'®. Na potlaGenie tohto typu interferencii sa vyuziva-
ju rézne maskovacie €inidla. Z testovanych c¢inidiel boli
uspokojivé vysledky dosiahnuté pri pouziti 8-hydroxy-
chinolinu, ktory nemenil oxidacné stavy antimoénu pritom-
ného vo vzorke a kvantitativne eliminoval emisny signal
v AFS prislachajuci Sb(V) pri selektivnom stanoveni
Sb(III) (cit.?®).

Pre generovanie prchavych hydridov patri k najpouzi-
vanejSim redukcia s NaBHy, pri¢om hydrid vznika v zmesi
okysleného roztoku analytu s alkalickym roztokom
NaBH,. Tvorba stibinu (SbH;) z Sb(V) nie je dokonala'*?*
a prebiecha v dvoch krokoch. Prvym je redukcia Sb(V) na
Sb(III) a az nasledne dochadza k vytvoreniu SbHj;. Ked'ze
redox reakcia, ktora zahfha prenos elektronu, je pomerne
pomald a zavisld od pH, je moZné uvedené poznatky vyu-
zit' na rozliSenie spominanych foriem antiménu. Ako uz
bolo uvedené, selektivna tvorba hydridu z Sb(III) pri kon-
trolovanom pH patri k ¢asto pouzivanym metodam pre
Specidciu anorganického Sb. Medzi prvymi, ktori vyuzili
tieto poznatky na Specidciu antiménu patrili Andreae
a spol."®, ktori stanovili celkovy Sb v silno kyslom prostre-
di a Sb(III) v prostredi pri takmer neutralnom pH. Okrem
neutralneho prostredia, mozno selektivne stanovit’ Sb(III)
pri pH 1,5-2 v prostredi kyseliny fosfore¢nej™, pri pH > 2
v prostredi kyseliny citronovej®!, pri pH > 4 v prostredi
kyseliny vinnej’', pri pH 5 v prostredi octanového tlmivé-
ho roztoku®® alebo pri pH 8 v prostredi boritanového tImi-
vého roztoku®. Mohammad a spol.** poukazali na to, Ze
Specidcia v prostredi kyseliny citronovej a kyseliny octove;j
nezavisi od pH (je to len sekundarny efekt), ale od formo-
vania komplexu s Sb(V). Zoznam komplexotvornych ¢ini-
diel, ktoré je mozné pouzit’ pri selektivnej tvorbe hydridu
rozirili de la Calle-Guntifias a spol.™ o dalsie a-
hydroxykyseliny.

Spojenie HG-ICP-AES pri Speciacii Sb(III) a Sb(V)
s vyuzitim L-cysteinu ako redukcného cinidla opisali vo
svojej praci Feng a spol.*®. Na rozlisenie uvedenych $pécii
antiménu vyuzili kinetiku predredukcie Sb(V) na Sb(III),
pri¢om stanovovali zredukované mnozstvo Sb(V) po2 a8
minutach od zaciatku reakcie.

Existuji dva zakladné spdsoby generovania hydridov,
a to priamy prenos, alebo kolekcia®. Pri priamom prenose,
pri ktorom je hydrid uvolneny z kvapalnej fazy a pradom
nosného plynu je vedeny do atomizatora, moze ist’ o uspo-
riadanie kontinualne prietokové (CF-HG-AAS), prietoko-
vé injekéné (FI-HG-AAS), sekvencné injekéné (SI-HG-
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AAS), alebo mozno pouzit’ zredukovanie obmedzeného
objemu vzorky v ddvkovom generatore (batch-HG-AAS).
Spojenie vyhod prietokovej injekénej analyzy (FIA), aky-
mi su finan¢na nenaro¢nost’, flexibilita rozmanitych uspo-
riadani a moznost' vyuZitia on-line predipravy vzorky
s reprodukovatel’'nostou, vSestrannostou a robustnostou
sekvencnej injekénej analyzy (SIA) mozno najst’ v multi-
injek¢nom prietokovom usporiadani (multisyringe flow
injection analysis — MSFIA), ktoré bolo vyvinuté relativne
nedavno®’. To, Ze uvedené usporiadanie patri v sicasnej
dobe k progresivne sa rozvijajicemu, zdokumentovali
Mir6 a spol.*®. Uvedené spojenie spolu s vyuzitim techni-
ky generovania hydridov a AFS detekciou (MSFIA-HG-
AFS) pri stanoveni a Speciacii Sb vo vodach vyuzili Seme-
nova a spol.'®.

Priama Specidcia bez pouzitia nakoncentrovania sle-
dovaného analytu je v§ak v mnohych pripadoch nepostacu-
juca pre stanovenie ultrastopovych koncentracii antiménu
v prirodnych vodach. V takychto pripadoch, kedy je pre
$pecidciu vyuzitd technika generovania hydridov, mozno
zlepsit' detekéné limity pouzitého usporiadania vyuzitim
kolekcie (tlakovej’ alebo vymrazenim®), pri ktorej je hyd-
rid zachyteny v kolektore, ktory je sucastou generatora.
Nasledné prevedenie hydridu do atomizatora prebehne
v jednom kroku aZ po skonceni jeho uvoliovania z rozto-
ku. Okrem uvedenych postupov mozno zlep$it' detekcné
limity aj s vyuZzitim in situ zachytenia hydridov v elektro-
termickom atomizatore (hovorime o spojeni HG-ET-
AAS). V tomto pripade su elektrotermické atomizatory
(najcastejsie grafitové kyvety) vyuzité pre zber hydridu aj
pre jeho atomizdciu. V Speciacnej analyze antimonu, vyu-
7ili toto spojenie Cabon a Madec'”. Pre zber hydridov pou-
zili grafitova kyvetu pokrytd iridiom, pri€om stanovenie
Sb(Ill) bolo vykonané v prostredi tlmivého roztoku
(0,2 mol "' TRIS-HCI) a stanovenie celkového anorganic-
kého Sb po predchadzajucej redukcii Sb(V) v prostredi
2mol I"' HCL. Uvedeny postup pouzili pre $peciaciu Sb
v morskej vode. Spojenie HG-ET-AAS vyuzili vo svojich
pracach aj Niedzielski a Siepak'""'? pri stanoveni a pecia-
cii nielen Sb, ale aj As a Se v povrchovych vodach. V tom-
to pripade pouzili pre termicku stabilizaciu sledovanych
analytov ako modifikator roztok paladia. Selektivnu tvorbu
hydridu z Sb(IIT) a jeho naslednu detekciu technikou ET-
AAS v grafitovych kyvetach pokrytych paladiom opisali
Ding a Sturgeon'®. Uvedeny postup pouzili pri $peciacii
anorganického antimonu v morskych aj rie¢nych vodach.

3. Extrak¢né techniky

Z extrakénych technik boli pre separaciu, nakoncen-
trovanie, ale aj Specidciu antimonu v minulosti najcastejsie
vyuzivané extrakcie v systéme kvapalina-kvapalina (LLE).
V sucasnosti st Siroko vyuZivané extrakcie v systéme tuhd
faza-kvapalina (SPE) ak novSie vyuzivanym technikam
mozno zaradit’ extrakciu s vyuzitim teploty zdkalu mice-
larnych roztokov (CPE).
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3.1. Extrakcia v systéme
kvapalina-kvapalina (LLE)

Extrakcia v systéme kvapalina-kvapalina (LLE) patri-
la v minulosti k ¢asto vyuzivanym technikam pri Speciacii
antiménu,  predovSetkym  zdovodu  jednoduchosti
a cenovej nenarocnosti. K nevyhodam tejto techniky vsak
patrila ¢asova narocnost’, velké objemy vzoriek, ktoré bolo
potrebné pri extrakcii pouzit’ a pouzivanie organickych
¢inidiel.

Speciacia antiménu s vyuzitim LLE je zaloZend na
vytvoreni komplexu Sb(V) alebo Sb(IIl) s vhodnym kom-
plexacnym c¢inidlom a naslednej extrakcii do ur€itého or-
ganického ¢inidla s detekciou vyextrahovaného antimonu.
Jednym z prvych detektorov, ktoré boli vyuzivané na de-
tekciu antiménu a jeho réznych Spécii bol fotometricky
detektor, avSak detekéné limity v tomto pripade boli na
arovni mgl™', &o bolo nepostalujuce pre stanovenie
a Speciaciu antiménu v realnych vzorkach zivotného pro-
stredia. Postupne sa pre detekciu zacali pouZzivat’ rdzne
techniky atomovej spektrometrie, ¢o viedlo k znizeniu
detekénych limitov a umoznilo stanovovat’ stopové kon-
centracie jednotlivych S$pécii antimonu v realnych vzor-
kach.

Zoznam rdznych komplexacnych ¢inidiel pouZiva-
nych pre Sb(V) a Sb(Ill) uviedla Smichowska a spol.®
v prehladnom ¢lanku venovanom analytickym metddam
pre Speciaciu antiménu vo vodach, v ktorom bola spraco-
vana literatira venovana tejto problematike do roku 1997.
Od roku 1998 boli ako komplexacné cinidla pre Sb(III)
vyuzité: malachitova zeleir’””, N-n-oktylanilin®, pyridin-2-
-acetaldehyd salicyloylhydrazon*' (PASH), N-benzoyl-N-
-fenylhydroxylamin®’, 2-etylhexyl mono-2-etylhexyl ester
kyseliny fosforeénej* (PC-88A), bis(2,4,4-trimetylpentyl)
kyselina monotiofosfore¢na™ (Cyanex-302), bis(2,4,4-tri-
metylpentyl)oktyl oxid fosfore¢ny* (Cyanex-925). Pre
selektivne stanovenie Sb(V) bol v poslednom obdobi vyu-
7ity komplex vytvoreny s rodaminom B (cit.*) alebo he-
xachléroantimoni¢nanovy komplex s kvartérnymi amonio-
vymi i6nmi*’. Aj vo vietkych tychto pripadoch nasledova-
la extrakcia vytvoreného komplexu do vhodného organic-
kého ¢inidla a nésledna detekcia vyextrahovaného analytu.

Aj napriek tomu, ze postupy vyuzivajuce LLE st
schopné selektivne vyextrahovat’” Sb(IIl) alebo Sb(V), do-
siahnuté prekoncentracné faktory (aj v spojeni s technika-
mi atomovej spektrometrie) nepostacuji na stanovenie
pozadovanych ultrastopovych koncentracii tychto Spécii
antiménu v neznecistenych prirodnych vodach. Tento ne-
dostatok spolu s nevyhodami uvedenymi na zaciatku tejto
kapitoly vedie k postupnému nahradzaniu LLE inymi
druhmi extrakcie, ktoré s opisané v nasledujtcich kapito-
lach.

3.2. Extrakcia v systéme tuhd
faza-kvapalina (SPE)

Extrakcia v systéme tuha faza-kvapalina (SPE) ma
nasledovné vyhody v porovnani s LLE: minimalizaciu
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pouzitych ¢inidiel; minimalizaciu ¢asu potrebného na ex-
trakciu; s vyuzitim vhodnej ndplne (pripadne zmenou pod-
mienok na tej istej naplni) moznost’ nakoncentrovat’ rozne
Spécie sledovaného analytu; cenovu nenaro¢nost’; dostup-
nost a v neposlednom rade moznost’ on-line spojenia
s detekénymi technikami. Sorbent pouzity v SPE mdZze byt
umiestneny v kolone, urcitej trubicke alebo v disku. Me-
chanizmus retencie zavisi od pouZzitého sorbentu a méze
ist o jednoduchu adsorpciu, chelataciu alebo o vymenu
i6nov. Vyber pouZzitych sorbentov a elucnych c¢inidiel je
roznorody, pricom hlavnym kritériom je vyber vysoko
selektivnych sorbentov a sicasne vyber vysoko selektiv-
nych eluénych ¢inidel. Enzym fruktozu-6-fosfat kinazu
imobilizovani na skle s kontrolovanou velkostou porov
vyuzili na separaciu a prekoncentraciu Sb(IIT) de la Calle-
Guntifias a spol.*®. Zachyteny analyt nasledne eluovali
roztokom 3 % (v/v) kyseliny mlie¢nej. Ako detekéntl tech-
niku pouzili ET-AAS. Smichowska a spol.*’ vyuzili selek-
tivnu retenciu Sb(III) a Sb(V) na alumine pri kontrolova-
nom pH. Vplyv pH na retenciu obidvoch $pécii Studovali
v piatich médiach: vo vode, kyseline citronovej, kyseline
vinnej, kyseline fosforecnej a kyseline chlorovodikove;.
Sb(III) a Sb(V) sa im podarilo kvantitativne odseparovat’
v prostredi kyseliny fosfore¢nej, pricom pri pH 9,5 bol
selektivne zadrzany Sb(III) a retencia Sb(V) na koloéne
bola v tomto pripade zanedbatelnd (menej ako 1 %). Pri
pH 7,5 boli na kolone zadrzané obidve sledované Spécie.
Po naslednej eltcii 4 mol I"' HCI bol analyt stanovovany
technikou ET-AAS. Selektivnu sorpciu Sb(III) a Sb(V) na
Polyorgs 31 (obsahujicom najmd amidoxim a aminové
funkéné skupiny) vyuzili Gabro$ a spol.so. Celkovy anor-
ganicky Sb bol kvantitativne zadrzany pri pH2
a selektivne iba Sb(III) pri pH 10. Po zadrzani analytu na
kolone bola vytvorena suspenzia, ktora bola priamo nadav-
kovana do grafitového atomizatora. V d'alSej praci Gabro$
aspol’ wvyuzili tvorbu chelatu Sb(IIl) saménium-
pyrolidinditiokarbamatom (APDTC), ktory nésledne selek-
tivne zachytili na kolone obsahujucej C-16 naviazany na
silikagéli. Celkovy anorganicky Sb stanovili po redukcii
s L-cysteinom. Nasorbovany analyt eluovali etanolom pria-
mo do grafitovej kyvety. Uvedeny postup pouzili pre Spe-
ciaciu antiménu v pitnej vode, snehu, ale aj vo vzorkach
mocu. V daliej praci Gabros a spol.”” vyuzili selektivnu
sorpciu  Sb(III) na mikrokolone obsahujicej sorbent
s naviazanymi dietyléntriaminovymi skupinami (DETA).
Nasorbovany Sb(IIl) eluovali HNO; priamo do F-AAS.
Celkovy antimén stanovili priamo technikou ET-AAS.
Sb(V) vypocitali zrozdielu stanovenych koncentracii.
Selektivnu retenciu chelatu Sb(III) s APDTC na kolone
obsahujticej porézny styréndivinylbenzénovy kopolymér
(Chromosorb 102) wvyuzili vo svojej praci Saracoglu
a spol.. Zachyteny antimon bol v tomto pripade eluovany
acetonom. Celkovy antimdn stanovili po redukcii Sb(V) na
Sb(III) sroztokom obsahujucim KI v kyslom prostredi.
V tomto pripade bol Sb(IIT) eluovany 0,25 mol I"' HNO;.
Antimon pritomny v eluite bol stanoveny F-AAS. Okrem
uvedenych postupov pouzili pre stanovenie celkového Sb
aj techniku ET-AAS. Opisané postupy pouZili pri Specidcii
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antiménu v ,,naspajkovanej“ pitnej vode a odpadovej vode.
Selektivnu sorpciu Sb(III) na mikrokoléne obsahujucej
1,5-bis(di-2-pyridyl)metyléntiokarbohydrazid (DPTH)
imobilizovany na silikagéli vyuzili Bosch-Ojeda a spol.”.
Sorbovany antimén bol priamo eluovany HNO; do grafito-
vej kyvety. Postup pouzili pre Specidciu antiménu
v prirodnych vodach. Erdem a Eroglu® pouzili pre $pecia-
ciu a prekoncentraciu anorganického antiménu mikrokolo-
nu obsahujicu —SH funkéné skupiny (Duolite GT-73).
Pouzita napln bola selektivna pre Sb(IIl) takmer pri vSet-
kych hodnotach pH, zatial' ¢o Sb(V) nebol vobec zadrza-
ny. Celkovy antimém stanovili po redukcii Sb(V) na Sb
(IIT) s L-cysteinom. Postup pouzili pre Speciaciu
a prekoncentraciu antimonu v pitnych flaskovych vodach.
Detekénou technikou v tomto pripade bola segmentovana
prietokova injek¢nd (SFI) HG-AAS.

Na zaver tejto kapitoly treba zdoraznit, Zze hlavnou
vyhodou SPE je moznost’ on-line prepojenia s technikami
atomovej spektrometrie. VyrieSeniu technickych problé-
mov pri takomto on-line spojeni s vyuzitim miniatirnych
separaénych kolon sa v sGicasnosti venuje znacnd pozor-
nost’. SPE patri k progresivne sa rozvijajucej predipravnej
technike aj kvoli cenovej nendrocnosti v porovnani s inymi
separaénymi technikami.

3.3. Extrakcia s vyuzitim teploty zakalu
micelarnych roztokov (CPE)

V poslednych rokoch sa venuje pozornost’ extrakeii,
pri ktorej sa vyuzivaju micelarne roztoky, ktoré vzniknt
pridanim jedného alebo urcitej zmesi neutralnych tenzidov
(neidénovych alebo amfotérnych) do analyzovaného vodné-
ho roztoku (pri€om analyt v analyzovanom roztoku je so-
lubilizovany pouzitym neiénovym tenzidom). Nésledne sa
tento micelarny roztok zahrieva nad urcita teplotu (ktord je
charakteristicka pre kazdy tenzid) a roztok sa stava zakale-
nym v dosledku preskupenia micelotvornych zloziek
a vzniku d’alsej fazy. Po vzniku dvoch faz a po urditej
dobe, ktora sa moze skratit’ centrifugaciou, sa ziskaju dve
vodné fazy, jedna obohatena tenzidom (v ktorej sa nacha-
dza skoncentrovany analyt) a druhd obsahujtica koncentra-
ciu tenzidu nizsiu ako je kriticka koncentracia vzniku mi-
ciel. Hovorime o extrakcii s vyuzitim teploty zakalu mice-
larnych roztokov (cloud point extraction — CPE). Takyto
postup extrakcie mozno vyuzit’ na izolaciu, nakoncentro-
vanie, ale aj $peciaciu $irokej $kaly analytov™®™.

CPE vyuzil pri Speciacii anorganického antiménu
v morskych a odpadovych vodach Fan®. Pre vytvorenie
komplexu s Sb(III) pouzil N-benzoyl-N-fenylhydroxyl-
amin (BPHA), ktory sa po prekroceni teploty potrebnej pre
CPE dostal do tenzidom obohatenej fazy, zatial’ co Sb(V)
zostal vo vodnej faze. Koncentracia Sb(IIl) v tenzidom
obohatenej faze bola nasledne stanovena F-AAS. Celkovy
Sb bol stanoveny rovnakym postupom po predchadzajtce;j
redukcii Sb(V) na Sb(III) s L-cysteinom a Sb(V) bol vypo-
Citany z rozdielu stanoveni. Vytvorenie komplexu Sb(III)
s APDTC a nasledni CPE pre selektivne stanovenie Sb
(III) v réznych typoch vod, ale aj vo vzorkdch mocu pouZzi-
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li Li a spol.®". Pre stanovenie celkového Sb pouzili rovna-
ko postup s predredukciou Sb(V) na Sb(IIl) s roztokom
obsahujicim L-cystein. Ako deteként techniku v tomto
pripade pouzili ICP-AES, pricom vyuZili prietokovo-
injekéné usporiadanie spominaného spojenia (FI-CPE-
ICP-AES).

Aj napriek tomu, ze CPE mozno zaradit’ k relativne
novym separacnym technikdm, bola uz vyuzita na separaciu,
prekoncentraciu, ale aj $pecisciu mnohych kovov’’.
V pripade antiménu vSak boli doposial’ publikované iba
uvedené prace. Aj tato technika pontika také vyhody, ako st
cenova nenarocnost’, vysoka kapacita nakoncentrovat’ Siroka
Skalu analytov z r6znych vzoriek Zivotného prostredia, vyso-
ka vytaznost' sledovanych analytov a dosiahnutie vysokych
prekoncentracnych faktorov, vyzaduje vSak vyrieSenie tech-
nickych problémov spojenych s on-line prepojenim s de-
tekénymi technikami pre potreby Speciacnej analyzy.

4. Chromatografické techniky

V minulosti boli chromatografické techniky vyuziva-
né predovSetkym na odseparovanie jednotlivych zlucenin
antiménu od inych analytov. Identifikovat’ a kvantifikovat’
tieto zluceniny nebolo mozné predovsetkym z dovodu
nedostupnosti  vhodnych §tandardov®®®  (predovietkym
organickych zlucenin antiménu). Z metylovanych zlucenin
Sb(V) boli pri Speciacnych §tadidch pouzité (CH;);SbCl,,
(CH3);Sb(OH), a (CH3);SbO. Snaha syntetizovat’ rozpust-
né mono- a dimetylované zlii¢eniny antiménu bola neus-
pesna jednak z dovodu ich polymerizacie pri rozpustani,
alebo ich nebolo mozné pripravit ako monoméry, alebo
neboli stabilné za normalnych podmienok®. Ako bude
uvedené v nasledujucich kapitolach, z chromatografickych
technik, ktoré je mozné pri Speciacii antimonu vo vodach
uspeSne vyuzit, patria k najpouzivanejSim idnovo-
vymenna vysokou¢innd kvapalinova chromatografia (IE-
HPLC) a plynova chromatografia (GC).

4.1. Iénovo-vymennd vysokouc¢inna
kvapalinova chromatografia (IE-HPLC)

Z mnohych technik kvapalinovej chromatografie,
patri v Speciacnej analyze antimoénu k najvyuzivanejSim
idbnovo-vymenna chromatografia (IEC). V IEC je stacio-
narnou fizou vymienia¢ idnov, ktorym byva makromoleku-
larna matrica s naviazanymi vhodnymi funkénymi skupi-
nami kyslej alebo zasaditej povahy, ktoré nasledne sluzia
bud’ na vymenu kationov alebo na vymenu anidénov. Pri
Speciécii antimonu vo vodach st vyuzivané predovsetkym
anionovo-vymenné kolony. Jednou z najéastejSie pouziva-
nych je anionovo-vymennd koléona PRP-X100 s polysty-
rén-divinylbenzénovou matricou a naviazanymi kvartérny-
mi amoniovymi skupinami. Medzi prvych, ktori pouzili
uvedenu kolonu na simultannu separaciu anorganickych
foriem antiménu Sb(III) a Sb(V), patrili Smichowska
a spol.%. Ako mobilnt fazu pouzili kyselinu ftalovi. Na
detekciu spominanych anorganickych foriem antiménu
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pouzili HG-AAS. Dosiahnuté detekéné limity
v uvedenom spojeni HPLC-HG-AAS (tabulka I) neumoz-
fovali  stanovenie spominanych foriem antimonu

v prirodnych vodach, boli vSak vyhovujlice na stanovenie
uvedenych anorganickych S$pécii antiménu v kontami-
novanych vodach. Vyrazné zlepSenie detekénych limitov
bolo dosiahnuté v spojeni uvedenej HPLC separacie s HG-
ICP-MS detekciou (tabul’ka I). Dosiahnuté detekéné limity
umoznili monitorovat’ spominané anorganické druhy anti-
moénu aj na ultrastopovych urovniach v neznecistenych
prirodnych vodach. Rovnaku kolénu vyuzil aj Ulrich® na
$peciaciu Sb(IIl), Sb(V), ale aj (CH;);SbO. Ako elucné
¢inidla testoval: kyselinu ftalovl, 4-hydroxybenzoovu,
benzoovu, citrénovu, salicylovi, askorbovu a vinnu. Naj-
lepsie vysledky dosiahol pri pouziti kyseliny ftalovej
a kyseliny 4-hydroxybenzoovej. Ako detekénu techniku
pouzil ICP-AES. Dve rbézne dlhé PRP-X100 kolony
v spojeni s HG-AAS detekciou pre Speciaciu anorganické-
ho antiménu porovnali Satiroglu a spol.’’. Ako eluéné
ginidlo pouzili 50 mmol 1™ roztok citratu pri pH 4,0. Re-
tencné Casy boli: 2,0 min pre Sb(V) a 10,0 min pre Sb(III)
v 250 mm dlhej koléne a 1,4 min pre Sb(V) a 3,6 min pre
Sb(IIl) v 100 mm dlhej koléne. Uvedené spojenie vyuzili
pri Speciacii antiménu v odpadovych banskych vodach.
PRP X-100 koléonu na separaciu Sb(Ill), Sb(V), ale aj
(CH3);SbBr,, avsak s pouzitim gradientovej elucie medzi
roztokmi hydroxidu draselného (20 mmol 1, pH11)
a vinanu aménneho (200 mmol 1!, pH 5) a naslednou HG-
AFS detekciou vyuzili Sayago aspol.”®. Retenéné Casy
boli: 0,98 min pre (CH;3);SbBr,, 1,71 min pre Sb(V)
a5,03min pre Sb(Ill). Dosiahnuté¢ detekéné limity
(tabulka I) umoziovali monitorovat’ povrchové aj pitné
vody. Miravet a spol.69 vyuzili rovnaki kolonu, rovnako
v spojeni s HG-AFS detekciou na separaciu Sb(III), Sb(V)
a (CH;);SbCl,. Testovali rozne mobilné fazy, pricom naj-
lepSiu separacnu ucinnost’ zaznamenali rovnako ako pred-
chadzajuci autori pri pouziti gradientovej eliicie medzi
roztokom vinanu amoénneho (250 mmol I”', pH 5,5)
a hydoxidu draselného (20 mmol 1!, pH 12). Opisany
postup vyuzili pri $peciacii antiménu v riecnej vode.
Optimalizaciu separacného postupu Sb(Ill), Sb(V)
a (CH3);SbCl, s rovnakym spojenim (HPLC-HG-AFS)
s vyuzitim rovnakej kolony opisali de Gregori a spol.”’. Aj
vtomto pripade vyuzili gradientova elaciu, avSak
s roztokmi obsahujucimi 20 mmol I EDTA + 2 mmol I
hydrogénftalat draselny (pH 4,5) a 50 mmol I"' (NH4),HPO,
(pH 8,3). Retencné casy boli: 1,22 min pre Sb(V),
2,31 min pre Sb(III) a 3,45 min pre (CH3);SbCl,. Uvedeny
postup pouZili pri Speciacii antimonu v morskej vode. Mi-
niaturizovanti aniénovo-vymennt kolénu Supelcosil LC-
SAX1 obsahujucu silikagél s naviazanymi propyltrimety-
lamoniovymi ligandami spojentt s HG-AAS detekciou
vyuzili Zhang aspol.”' na Speciaciu Sb(III) a Sb(V)
v ,,naspajkovanych® vodach. Ako elu¢né ¢inidlo pouzili
50 mmol I"! roztok vinanu pri pH 5,5. Retenény ¢as pre Sb
(V) bol 0,5 min apre Sb(II) 2,8 min. Rovnaka kolonu,
avSak v spojeni s HG-AFS detekciou pouzili aj Sayago
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Porovnanie dosahovanych detekénych limitov pri stanoveni a Specidcii antiménu vo vodéach s vyuZzitim roéznych spojent

separacnej techniky s metodami atdbmovej spektrometrie

Pouzita metoda Detekény limit [ug 17 ] Lit.
Sby(tot) Sb(I1I) Sb(V)
CF-HG-AAS 0,04 27
FI-HG-AAS 0,05 20
HG-ET-AAS 10,0 5,00 10
HG-ICP-AES 1,20 4,50 36
SPE-Slurry-ET-AAS 0,03 0,03 50
FI-SPE-F-AAS 0,90 52
FI-SPE-ET-AAS 0,007 51
FI-SPE-ET-AAS 0,30 54
SPE-SFI-HG-AAS 0,06 55
CPE-F-AAS 2,08 1,82 60
FI-CPE-ETV-ICP-AES 0,09 61
HPLC-HG-AAS 50,0 6,00 66
HPLC-ICP-MS 7,50 0,90 66
HPLC-HG-ICP-MS 0,40 0,08 66
HPLC-ICP-AES 3,00 0,50 64
HPLC-HG-AAS 2,00 1,00 71
HPLC-HG-AFS 1,90 0,80 72
HPLC-HG-AAS 0,80 1,00 67
HPLC-HG-AFS 0,26 0,09 68
HPLC-HG-AFS 0,04 0,06 69
HPLC-HG-AFS 0,07 0,13 70

Pozn.: skratky - vid'. text

aspol.”? na $peciaciu Sb(II) a Sb(V). Ako elu¢né &inidlo
pouzili 60 mmol "' roztok vinanu aménneho pri pH 6,9.
Retencny Cas pre Sb(V) bol porovnatelny s dosiahnutym
retenénym casom v predchadzajicej praci (0,45 min), av-
Sak retencny cas pre Sb(III) bol o nieco horsi (3,5 min).
Dosiahnuté detekéné limity v tomto spojeni (HPLC-HG-
AFS) boli taktiez porovnatel'né s dosiahnutymi detekény-
mi limitmi v spojeni HPLC-HG-AAS (tabul’ka I).

Doposial’ opisané postupy Speciacie umoznovali sta-
novit Sb(III) anésledne stanovit' celkovy anorganicky
antimén vacsinou po redukcii Sb(V) s vhodnym redukc-
nym cinidlom. Koncentracia Sb(V) tak bola pocitana
z rozdielu uvedenych stanoveni. Ako uz bolo uvedené
v kapitole 2, tento postup Specidcie moze predstavovat
hlavny zdroj chyb v Speciacnej analyze antiménu, preto
treba v tejto Casti zdoraznit, Ze spojenie HPLC s atomo-
vymi spektrometrickymi detektormi (aj napriek vyssej
cenovej naroc¢nosti), umoznuje simultdnnu separaciu
a stanovenie nielen Sb(III), Sb(V), ale aj tri-metylovaného
Sb(V) v jednom kroku, ¢im sa vyznamne eliminuje spomi-
nany zdroj chyb.
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4.2. Plynova chromatografia (GC)

Kovy a organokovové zli¢eniny mézu byt’ stanovené
vyuzitim  spojenia  plynovej chromatografie (GC)
s citlivymi detektormi po predchadzajucej derivatizacii, pri
ktorej dochadza k transformécii polarnych neprchavych
zli¢enin na ich nepolarne prchavé derivaty, ktoré je mozné
vyuzit’ pri analyze GC. V minulosti boli k tomuto ucelu
vyuzivané Grignardove ¢inidla po vytvoreni komplexu
stanovovaného kovu alebo organokovovej zluceniny
s tropolonom alebo s dietylditiokarbamatom sodnym.
V poslednom obdobi sa ako derivatizacné Cinidlo zacal
vyuzivat NaBH, (cit.”).

Postup pre selektivne stanovenie Sb(IIl) v pritomnosti
Sb(V) s vyuzitim spojenia HG-GC-AAS opisali de la Cal-
le-Guntifias a Adams”’. Prvym krokom v tomto pripade
bolo vytvorenie komplexu Sb(IIl) s APDTC v prostredi
octanového tlmivého roztoku (pH 4,5), ktory bol extraho-
vany do hexanu. Nasledne bol vyextrahovany Sb(III) pre-
vedeny na prchavy trifenylstibin Grignardovou reakciou
s fenylmagnézium bromidom a pouzity na GC separaciu.
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Tento  postup  vyuzili pri  stanoveni  Sb(III)
v ,,naspajkovanej* pitnej vode. Rovnaké spojenie HG-GC-
AAS vyuzili Dodd a spol.” na stanovenie CH;Sb(O)(OH),
a (CH;),Sb(O)OH v morskych aj sladkych vodach.
S vyuzitim rovnakého spojenia, Koch a spol.” stanovili v
povrchovych vodach, ale aj v extraktoch r6znych vzoriek
zivotného prostredia hlavne Sb(IIT) a Sb(V) a iba v malom
pocte vzoriek boli stanovené aj metylované druhy antimo-
nu. Vyuzitie spojenia HG-GC-ICP-MS napomohlo
k identifikacii a kvantifikacii troch metylovanych zlticenin
antiménu (CH3SbH,, (CH3),SbH a (CH;3);Sb) v geo-
termalnych vodach’®.

On-line spojenie GC a ET-AAS na stanovenie prcha-
vych metylovanych zlu€enin antiménu, ktoré vznikali za
aerobnych podmienok pri kultivovani hub Scopulariopsis
brevicaulis vo vodnych roztokoch obsahujticich anorganic-
ké soli antiménu opisali vo svojej praci Craig a spol.”’.
Prchavé zlucCeniny antiménu zachytené v Tenax-TA
(por6zny polymérny retazec zlozeny s 2,6-difenylén oxi-
du) boli termalne desorbované anasledne oddelené na
chromatografickej kolone umiestnenej v kvapalnom dusi-
ku. Po odstraneni kvapalného dusika bola koldna elektro-
termicky zahriata a prchavé zli€eniny antiménu boli eluo-
vané¢ v zavislosti od ich narastajucich teplét varu
a stanovené ET-AAS. Struktirne informécie o prchavych
zliceninach antiménu ziskali pri vyuziti spojenia GC-MS.
Ako bolo zdokumentované”®”, jedine (CH3)3Sb bol produ-
kovany uz spomenutymi kultirami huab, v principe vsak,
SbH;, CH;SbH, aj (CH3),SbH moézu byt rovnako dobre
stanovené s vyuzitim uveden¢ho spojenia. Tie isté kultary
hab S. brevicaulis vyuzili vo svojich pracach Andrewes
a spol.*** pri §tidiu vzniku metylovanych zlu¢enin anti-
moénu z roztoku, ktory obsahoval soli Sb(III). Spojenie
HG-GC vyuzili spolu s AAS ako aj s ICP-MS detekciou.
Okrem uvedenej Stadie vyuzili tieto spojenia aj pri sledo-
vani demetylacie (CH;);SbCl,, ktora podla autorov zavisi
v hlavnej miere od pH a doprevadzajlicej matrice.

Nevyhody aurcit¢ problémy pri vyuziti GC
a derivatizacie s NaBH4 na Specidciu prchavych zlicenin
Sb(IIl) suvisia s tym, ze identifikacia a kvantifikacia pr-
chavych hydridov je zaloZend na porovnani retenc¢nych
Casov aploch pikov spikmi metylovanych Standardov
antiménu, ktoré vznikni reakciou CH;SbCl, alebo
CH;SbO s NaBH, (cit.”®). V tomto pripade st viak pozo-
rované rozne molekulové preskupenia, ktoré vznikaji
v dosledku demetylacie trimetylovanych zlticenin antimo-
nu pocas analyzy. Takato demetylacia vedie k vzniku
SbH;, CH;SbH,, (CH3),SbH a (CH;);Sb. Nasledne spol'ah-
liva identifikacia za urcitych experimentalnych podmienok
s vyuzitim AAS detekcie modze predstavovat’ problém,
ktory je v literature Casto diskutovany, avSak doteraz nie je
jednoznacne vyrieseny*>®. Z toho dévodu sa Gasto vyuzi-
va ako detektor MS, pripadne ICP-MS, ktoré poskytnu
molekulové informécie o sledovanych prchavych zluceni-
nach antimoénu. Takéto rieSenia vSak vedd k zna¢nému
predraZeniu analyz, ¢o sa stdva hlavnym kritériom, ktoré
diskriminuje vyuzitie uz spomenutych spojeni v beznych
prevadzkovych laboratoriach.

788

Referat

5. Zaver

V S$peciacnej analyze ostava vyzvou rieSenie nasle-
dovnych problémov: /) zachovanie integrity stanovovanej
Spécie pocas celého analytického procesu, 2) stanovenie
extrémne nizkych koncentracii jednotlivych S$pécii a 3)
Specidcia v komplexnych realnych matriciach. Aj napriek
enormnému zaujmu venovanému tejto oblasti analytickej
chémie, ostavaju problémy spojené s odberom vzorky, jej
uskladnenim a predupravou pred samotnou analyzou
v mnohych pripadoch nevyriesené, alebo im nie je venova-
na dostatoénd pozornost®™, &o moéze viest k hlavnym
a zdvaznym chybam, ktoré uz nemoZno d'al§Sim analytic-
kym postupom odstranit’ a ktoré sa prejavia chybnou inter-
pretaciou vysledkov®.

Speciatna analyza antimoénu predstavuje komplikova-
nt analytick(l Ulohu, pretoZze uZ aj pri beZne stanovova-
nych anorganickych $péciach antiménu vo vodach moze
dochédzat’ k rychlej oxidacii Sb(III) na Sb(V) za niekol’ko
hodin po odbere®. Preto je potrebné zabezpedit' a overit,
¢ je Sb(V) naozaj hlavnd S$pécia  pritomnd
v analyzovanych vzorkach, alebo je to len dosledok rychlej
oxidacie aneddslednej stabilizdcie vzoriek pridavkami
vhodnych c¢inidiel, ktoré nesmu ovplyviiovat povodné
zlozenie vzorky.

K vyrieSeniu problému spol'ahlivého stanovenia ex-
trémne nizkych koncentracii stanovovanych $pécii napo-
maha spojenie vysoko selektivnych separaénych technik
s vysoko citlivymi detekénymi technikami. Je vSak potreb-
né spomenut’ nedostatok, resp. absenciu certifikovanych
referencnych materidlov pre jednotlivé Spécie (v pripade
antiménu ide predovsetkym o nedostatok vhodnych orga-
nickych zlucenin), ktoré su potrebné pre identifikaciu ne-
znamych pikov pri vyuziti HPLC alebo GC separacie,
atiez k validovaniu novych analytickych postupov
a metod.

Napriek sucasnym poznatkom o negativnych ucin-
koch antimonu a jeho zlicenin na Zivé organizmy, dopo-
sial' st uzdkonené maximalne hrani¢né koncentracie iba
pre celkovy antimén v pitnych vodach (Americkou agentu-
rou pre ochranu Zivotného prostredia® je to 6 pg 1™ a Radou
Eurdpskeho spolocenstva Eurépskej tnie®® je to 5 ugl™).
Stale nové Stadie dokazujuce rozdielnu mieru toxickych
ucinkov jednotlivych zlicenin antiménu vsak budu viest
k snaham uzakonit' limitné koncentracie pre rozdielne
formy tohoto analytu. Aj v takomto pripade pre stanovenie
jednotlivych $pécii antimonu bude nevyhnutné pouzivanie
validovanych postupov. Aj napriek tomu, Ze v tejto oblasti
analytickej chémie boli ziskané mnohé nové poznatky
a vyznamné vysledky, eSte stile ostdvaju niektoré problé-
my nevyrieSené a mnohé otazky nezodpovedané.

Tato prdaca bola podporovand Vedeckou grantovou
agenturou Ministerstva skolstva SR a Slovenskej akadémie
vied VEGA ¢. 1/4464/07 aVEGA ¢ 1/3561/06
a Agenturou na podporu vyskumu avyvoja na zdklade
Zmluvy ¢. LPP-0038-06 a LPP-0188-06.
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The interest in the determination of different Sb spe-
cies in natural waters is due to the fact that their toxico-
logical and physiological behavior strongly depends on
their chemical forms and oxidation states. The purpose of
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Od objevu ferrocenu v roce 2007 uplynulo palkula-
tych pétapadesat let. Za tu dobu ferrocen resp. jeho deriva-
ty zdomacnély v mnoha oblastech chemie a staly se zna-
mymi Siroké chemické vefejnosti. Za pfipomenuti stoji
vsak i rand historie ferrocenu. Je totiz poucnym piikladem
badatelského entuziasmu, invence a soutézivosti, pfiprave-
nosti vyporadat se s novymi a ne¢ekanymi jevy, ale také
prehlidkou promarnénych piilezitosti'.

Ferrocen byl objeven nahodou a navic nezavisle dvé-
ma badatelskymi tymy. Prvenstvi Ize pfipsat Samuelu A.
Millerovi, Johnovi A. Tebbothovi a Johnovi F. Tremainovi
z firmy British Oxygen Company Ltd., ktefi se zabyvali
vyvojem katalyzatorti pro vyrobu amoniaku a pokouseli se
na nich pfipravovat organické aminy pfimou reakci dusiku
s uhlovodiky. Pfi jednom svém experimentu vedli smés
par cyklopentadienu a dusiku pfes vyhtivany heterogenni
katalyzator obsahujici Zelezo a pfipadné také molybden.
Katalyzator pripravili srazenim roztoku dusi¢nanu zelezi-
tého a hlinitého (pfipadné molybdenanu amonného) rozto-
kem hydroxidu draselného. Vzniklou srazeninu oddélili,
vysusili, kalcinovali a nakonec deponované oxidy reduko-
vali na kovy vodikem pfti 450 °C. Misto zadanych amind
vsak s takto pfipravenym katalyzatorem ziskali oranZovou
krystalickou latku se sloZzenim C,oH;(Fe.

Pii dalSim studiu uvedeni autofi zjistili, Ze vznikla
latka taje bez rozkladu pii 172,5-173 °C, ochotné subli-
muje a tekd sparami rozpoustédel; Ze se rozpousti
v organickych rozpoustédlech, ale nikoli ve vodé.
S roztokem bromu dévala noveé pfipravend sloucenina
zelenou srazeninu, ve styku s kyselinou sirovou uhelnatéla
a odbarvovala roztok manganistanu draselného.

Miller, Tebboth a Tremaine si zcela ur€it€ uvédomili
zasadni novost svého objevu. Byl vSak pro né jen badatel-
skou epizodou bez dalsiho pokracovani, jelikoz se vyznam-
n¢ odchyloval od jejich vyzkumnych cili. Pro novou latku
navrhli jednoduchou linearni strukturu 7, ve které se dva
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jednovazné cyklopentadienylové zbytky vaZi na atom Zele-
za. Své pozorovani shrnuli pomérné kratkym clankem v J.
Chem. Soc. nazvaném lakonicky ,,Dicyclopentadienyliron®.
Redakce jejich rukopis obdrzela 11. ¢ervence 1951; tiskem
&lanek vysel az 24. brezna roku 1952 (cit.%). Pozd&ji uvedeni
autoti tvrdili, Ze novou slouceninu pfipravili jiz kolem roku
1948 (a firemni zpravy to udajné dokladaji).

@*&4@ @ o re®®o @
1 w
Obr. 1. Pivodné navrzené struktury ferrocenu

Nezavisle objevili a pfiblizn¢ ve stejné dobé publiko-
vali pfipravu stejné latky také Peter L. Pauson a Thomas J.
Kealy. Pauson vystudoval chemii na univerzité¢ v Glasgow
a doktorat ziskal ve Sheffieldu pod vedenim R. D. Hawor-
tha za praci na tropolonovych derivatech, které v té dobé
pritahovaly pozornost jako potencialni nebenzenové aro-
matické latky. Po ukonceni svého studia nasel zaméstnani
na inzerat jako asistent na Duquesne University v USA.
Jeho zajem o nebenzenové aromatické latky jej zavedl az
ke snaze pfipravit fulvalen /I. Fulvalen chtél ziskat postu-
pem pouzivanym k ptipraveé biaryli z Grignardovych slou-
¢enin, presnéji spojovaci reakci cyklopentadienylmagnesi-
umbromidu (CsHsMgBr) v pfitomnosti halogenidd pie-
chodnych kovil. Projekt pridé€lil studentu magisterského
studia Kealymu.

Jako kovovou komponentu pro reakci zvolili Pauson
a Kealy chlorid Zelezity, jenz se jim jevil vyhodné&jSim,
nebot’ je dostupny vbezvodé formé a rozpousti se

CoHs5MgB

D) ez D
- C2Hg

FeClz

— 2

1 I

Obr. 2. Zamyslena priprava fulvalenu z cyklopentadienu

* Autor je nositelem Ceny Alfreda Badera za organickou chemii za rok 2006.
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v diethyletheru. Doufali také, Ze oxidagni vlastnosti Fe'

by mohly vést k pfimé dehydrogenaci pfechodné vzniklé-
ho dihydrofulvalenu /I7 a tak umoznit ptipravu fulvalenu //
v jednom kroku (obr.2). V ¢ervnu 1951 tedy pfipravili
CsHsMgBr reakci ethylmagnesiumbromidu (C,HsMgBr)
s cyklopentadienem a nasledné pridali FeCl;. Namisto
fulvalenu vsak po obvyklém (vodném) zpracovani reakcni
smési ziskali oranzovou krystalickou latku, kterou zevrub-
né charakterizovali.

Na zéklad¢ elementarni analyzy a kryoskopickych
méfeni slouceninu spravné formulovali vzorcem C;oH(Fe.
I oni si v§imli, Ze nova latka snadno sublimuje, taje bez
rozkladu pti 173—174 °C a ochotné se rozpousti v organic-
kych rozpoustédlech. Zarazila je i jeji neobvykla stabilita:
latka odolavala ptisobeni vody, 10% vodného hydroxidu
sodného a koncentrovaného roztoku HCl. Zmény pozoro-
vali az pti plsobeni ziedéné kyseliny dusi¢né a koncentro-
vané kyseliny sirové.

Pauson jasné postiehl unikatnost svého objevu a zis-
kané vysledky shrnul kratkym sdé¢leni do Casopisu Nature
nazvaném ,,A New Type of Organo-Iron Compound®. Ve
svém prispeévku pro novou latku navrhli dvé alternativni
struktury (7 a IV v obr. 1) a jeji neocekavané vysokou sta-
lost (,,remarkable stability ... in sharp constrast to the fai-
lures of earlier workers to prepare similar compounds*)
prisoudili rezonan¢ni stabilizaci forem 7 a IV.

Diky odliSnému charakteru a rychlosti redakéni prace
spatiil Kealyho a Pausonlv ¢lanek v Nature svétlo svéta
dfive nez clanek Millera a spol. zminovany vySe (pfijato
redakei 7. srpna 1951, oti§téno 15. prosince 1951)°. Pau-
son obratem piedal krystalicky vzorek ferrocenu také krys-
talografovi Johnu M. Robertsonovi, prikopnikovi rentge-
nostrukturnich metod pisobicimu na glasgowské univerzi-
té. Ten se mu vSak v¢as nevénoval.

Obé¢ puivodni sdéleni plsobila na mnohé jako blesk
z Cistého nebe. Chemie organoprvkovych sloucenin se v té
dobé teprve rozvijela a zvolna se vynofovala z obdobi
nahodilych objevi. M¢la sice za sebou objev organoarse-
nitych sloucenin (Louis-Claude Cadet de Gassicourt zhru-
ba v roce 1757, nasledné rozpracovano Robertem W. Bun-
senem)’ a zvladla jiz i pfipravu sloudenin organozine¢na-
tych (Edward Frankland v roce 1848)° a organohofe&na-
tych (Victor Grignard kolem roku 1900)°, které oteviely
cestu k syntéze celé fady dalSich sloucenin. Znamy byly
i nekteré ,,organické derivaty” prechodnych kovi. Dansky
1ékarnik William C. Zeisse popsal po ném pozdé&ji nazva-
nou sil, K[PtCl3(n2-C2H4)]'H20 (V) jiz kolem roku 1825
(sic!); jeji struktura vSak zdstavala tajemstvim’.
V roce 1930 Hans Reihlen publikoval pfipravu prvni-
ho karbonylového komplexu s n-koordinovanym die-
nem, [Fe(CO):(n*C4He)] (V1) (cit®), zatimco Némec
Franz Hein v té dobé houzevnaté le¢ stdle marné zapolil
s charakterizaci organochromitych produktii vznikajicich
pfi reakcich chloridu chromitého s fenylmagnesium-
bromidem’.

Dlouho objeven byl také platic¢ity heterokuban VII,
ktery je dnes povazovan za prvni definovanou slouceni-
nu se o-vazbou kov-uhlik (Pozn. komplex VII byl

792

Referat

/CI // \\
Ch—p¢_Ch2 |
K \” H20 Fe..
Cl CHy <\ "co
0
Vv |74
H
H3C\| 3CH:’»
HsCo 1 Zlems
| P
| | | |CH3
—]—Pt—CHz
CHa—ht |/|H3CH3
HaC CH3
VI

Obr. 3. Struktury nékterych organokovii znamych v dobé
objevu ferrocenu

v dob¢ objevu ferrocenu stale formulovan jako mono-
mer (CH;);PtI) (cit.'’). Navic je tieba si uvédomit, ze rent-
genostrukturni analyza byla v plenkach a mnohé dnes hoj-
né€ pouzivané spektralni metody, véetné NMR, teprve cekaly
na sva objeveni nebo alespon zavedeni do bézné praxe.
Piivodni ¢lanky popisujici organozeleznatou slouceni-
nu CjoHoFe neunikly pozornosti Roberta Burnse Wood-
warda a Geoffrey Wilkinsona pusobicich na Harvardské
univerzité. Woodward (1917-1979) byl v té dobé profeso-
rem a uznavanym organickym chemikem. Doktorat ziskal
na MIT jiz ve dvaceti letech a v dobé kolem objevu ferro-
cenu zacal publikovat své zdsadni prace, které pozdéji
vedly k udgleni Nobelovy ceny''. O malo mladsi Wilkin-
son (1921-1997) byl na Harvardu novackem. Chemii vy-
studoval na Imperial College v Londyné, odkud odesel do
USA na University of California v Berkley a dale na MIT.
V zafi 1951 opustil MIT, aby se stal odbornym asistentem
na Harvardské univerzit¢ Massachusetts (USA), kde mél
zavést radiochemii do studijnich programii. V té dob¢ se
vsak ve svych zajmech piesunoval k anorganické a koordi-
naéni chemii. V dobé objevu ,,C,oHoFe“ se Wilkinson
pripravoval na pfednasku z anorganické chemie a s tim
souvisejici praktika a zafizoval svou laborator®.
Woodward ¢lanky o objevu ferrocenu™ znal a upo-
zornil na n€¢ i Wilkinsona, ktery se s nimi pravdépodobné
seznamil nezavisle. Oba zarazela naprosto nezvykla stabi-
lita nové slouceniny, se kterou ptivodné navrzené struktury
zasadné nekorespondovaly. Woodward pouhou intuici
navrhl pro novou latku spravnou sendvicovou strukturu
VIII (obr. 4) a dokonce odhadl jeji aromatické vlastnosti.

é
v

Obr. 4. Spravna struktura ferrocenu
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S Wilkinsonem, ktery dosel ke stejné struktute nezavisle,
se po dohod¢ spolecné pustili do prace na potvrzeni svych
hypotéz. Myron Rosenblum'®, Woodwardiv doktorand,
ktery ptivodné pracoval na syntéze fulvalenu, zplsobem
popsanym v literatuie® piipravil krystalicky ferrocen. Na-
sledng se do tymu piidal i Mark C. Whiting'". Ten u Wo-
odwarda pracoval jen kratce; ferrocen viak pojmenoval'?.

Woodward s Rosenblumem zméfili spektra v UV-VIS
a infracervené oblasti a stanovili dipélovy moment (0,05 +
0,1 D). Wilkinson ptispél stanovenim magnetické suscep-
tibility a studiem redoxnich vlastnosti. Z produktti oxidac-
nich reakci izoloval tetrachlorogalitan kationtu [CoH,oFe]"
a stanovil magnetickou susceptibilitu pripravené soli. T¢-
mito vysledky pak ve svém spole¢ném ¢lanku, ktery vysel
v Journal of the American Chemical Society jiz 20. dubna
1952, podlozili alternativni formulaci strukturou VIII
(obr. 4, cit."?).

Woodward se svymi spolupracovniky k ferrocenu
pristupovali spiSe ,,po organicku®“. Zjistili, ze jej nelze
katalyticky hydrogenovat, ale Ze velmi ochotné¢ reaguje za
podminek Friedelovy-Craftsovy reakce, ¢imz potvrdili
jeho aromaticky charakter'?. Po kratké dob& viak Wood-
ward pole ferrocenové chemie vyklidil a vénoval se synte-
tické a teoretické organické chemii.

Na rozdil od Woodwarda se Wilkinson ferrocenu
alatkdm pribuznym vénoval intenzivné dal. Jisté v této
oblasti citil uzasné badatelské moznosti a také jedine¢nou
cyklopentadienylovych komplexil nejen o dal$i metaloce-
ny', ale také o smiSené komplexy. Prispé&li k tomu jisté
svou praci i F. A. Cotton'® a P. Pauson', ktefi harvardsky
tym posilili zahy po objevu ferrocenu.

Jak je pro Casné ferrocenové obdobi typické, sprav-
nou strukturu pro ferrocen navrhl téméf soucasné i jiny
tym. Vedl jej Ernst Otto Fischer, ktery vystudoval chemii
na Technische Hochschule v Mnichové a v dobé objevu
ferrocenu tamtéz dokon¢oval sviij doktorat na Ustavu
anorganické chemie pod vedenim profesora Waltera Hie-
bera. Na slouceninu ,,CoHoFe* narazil poprvé v Nature®
a ihned jej zaujala. S pozehnanim svého Skolitele objednal
dicyklopentadien od firmy BASF a spolu se studentem
Reinhardem Jirou ferrocen podle vzoru Kealyho a Pausona
pripravili'®,

Pfi dal§im studiu Fischer mimo jiné zjistil, Ze nova slou-
Cenina nereaguje s oxidem uhelnatym (ani pii tlaku pfi cca
150 atm) a o-fenanthrolinem a je tedy nejen stala, ale také
koordinacné vysycend. Ur€il rovnéz, ze neutralni C,oH;oFe je
sice diamagneticky, ale miZe byt snadno zoxidovan na mod-
rozeleny paramagneticky kation, ktery izoloval jako krystalic-
ky reineckat, [Fe™(1’-CsHs),][Cr™(SCN)4(NHs),]. Pro novou
latku navrhl sendvicovou strukturu VII (,,Doppelkegel®),
ve které je po 6 elektronech z rovnobéznych cyklopenta-
dienidovych aniontli donovano iontu Zeleznatému, ¢imz
doplnuji jeho konfiguraci na stabilnich 18 valenénich elek-
trond. Spolu s Wolfgangem Pfabem, ktery také pracoval
na svém doktoratu, navrzenou strukturu potvrdili jednodu-
chou krystalografickou studii. Své vysledky a zavéry
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Obr. 5. Vyvoj poctu publikaci tykajicich se ferrocenu (podle
Chemical Abstracts)

Fischer a Pfab publikovali v Zeitschrift fuer Naturfor-
schung®. Dal§i nezavisla stanoveni struktury ferrocenu
v krystalu pomoci difrak¢nich rentgenovych metod na
kvalitativn& riizné Grovni pomérné rychle nasledovala'®.

Ani pro Fischera neskoncila prace na cyklopentadie-
nylovych komplexech nadvrhem spravné struktury ferroce-
nu. Nasledovaly kobaltociniové soli, nikelocen, kobalto-
cen, magnesocen aj., indenylova analoga metalocenovych
sloucenin a smiSené komplexy typu [(nS-C5H5)M(CO)n] aiji-
né slouceniny'™’. S Walterem Hafnerem koncept rozsifili
také na klasické 6m-elektronové aromatické systémy'” a pii-
pravili [Cr(n®-C¢He)] (cit.'®), ¢imz piispéli k rozlusténi celo-
Zivotniho Heinova mysteria ,,fenylchromitych® slou¢enin’.

Chemie ferrocenu a sloucenin s cyklopenta-
dienylovymi ligandy se déle rozvijela rychlym tempem.
Objev ferrocenu poskytl nové a netusené moznosti chemii
koordinacnich sloucenin v podobé m-ligandl. Jisté¢ tim
prispél i k etablovani organoprvkové chemie jako svébytné
chemické discipliny. Udéleni Nobelovy ceny'® Wilkinso-
novi a Fischerovi v roce 1973 za pftinos k rozvoji chemie
cyklopentadienylovych komplexti proto bylo nepochybné
adekvatnim uznanim. Woodward, spoluobjevitel spravné
struktury ferrocenu, ocenén nebyl, coz tézce nesl?.

Po obdobi pionyrského objevovani neznama se cel-
kem pfirozen¢ pfidruzily i snahy o praktické vyuziti ferro-
cenu a jeho derivat. Zajem o ferrocenové slouceniny neu-
stal dodnes, coz jasn¢ doklada stale rostouci pocet praci
vénovanych pfipravé a aplikacim ferrocenovych sloucenin
(obr. 5). Sotva Ize dnes nalézt chemicky a chemii pfibuzny
obor, do které¢ho by chemie ferrocenu nevstoupila. Snad
va ferrocenovych ligand cilend na jejich vyuZiti v kovem
zprostfedkovanych organickych reakcich, pfiprava novych
materiald a biomedicinské aplikace®'.
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1. Uvod

Vyvoj novych terapeutickych postupti pro 1é¢bu rako-
viny je dnes znatelné urychlovan studiem molekularni
podstaty vzniku nadord. Brzy po objevu nové vlastnosti
nebo funkce ur¢itého proteinu charakteristické pro nadoro-
vou buriku nasleduje navrzeni mozného vyuziti v terapii.
Moderni terapeutické postupy velmi Casto zasahuji speci-
fické signalni ¢i metabolické drahy nadorovych bunék
a ovliviiuji tim rdst nddoru a jeho expanzi. Postihuji pfitom
pravé rozdily mezi normalni a nadorovou (transfor-
movanou) buiikou, a tim snizuji eventudlni vedlejsi ucinky
1é¢by.

2. Klasicka chemoterapie

Az do zacatku 80. let byl vyvoj protinadorové aktiv-
nich latek smérovan témét vyhradné k nukleovym kyseli-
nam a bunécnému déleni. Ve své dobé to byly nejlépe
prostudované a tedy i postizitelné cile v nadorové burce.
Bohuzel nejen v nadorové. Navzdory jednoznacéné terapeu-
tické ucinnosti dodnes pouzivanych antimetaboliti, alky-
la¢nich c¢inidel a mikrotubularnich jedi, ptedstavuje kla-
sickd chemoterapie obrovskou zatéz pro cely organismus.
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Vysoka toxicita a nizka selektivita zplisobuji nepifijemné
vedlejsi ucinky. Po pocatecni stabilizaci nebo i regresi
nadoru Casto dochazi ke vzniku chemorezistence. Naproti
tomu molekularni onkologie pomohla v poslednich dvaceti
letech identifikovat velkou skupinu potencidlnich cilli no-
vych protinadorové aktivnich latek zejména mezi onkoge-
ny a stimulovala vyvoj specifickych preparatl, znichz
nékteré jsou jiz uvedeny do klinické praxe.

3. Onkogeny a moderni chemoterapie

Mezi onkogeny patfi mnoho geni, jejichz produkty
jsou za normdlnich podminek zapojeny do pfenosu riisto-
vych signalti z extracelularniho prostfedi k jaderné DNA,
kde dochazi k aktivaci genil nezbytnych pro riist a déleni
bundk'?. Rustové signaly jsou piendseny z receptorti
s proteinkinasovou aktivitou fosforyla¢nimi kaskddami az
do jadra, kde dochazi k aktivaci specifickych transkripc-
nich faktorl (obr. 1). Jejich funkénost opét Casto zavisi na
posttranslac¢nich modifikacich véetné fosforylaci. Trans-
formujici mutace, které z neSkodnych protoonkogend vy-
tvareji onkogeny, mimikuji v bufice na nékteré z mnoha
Girovni prenosu signalu permanentni stimulaci k déleni’.
Vysledkem je nekontrolované mnozeni transformované
bunééné populace a rist nadoru.

Proteinkinasy predstavuji dnes jednu z nejatrak-
tivnéjSich enzymovych skupin jako cild moderni protina-
dorové chemoterapie, coz dokladaji vyzkumna zaméfeni
veétSiny farmaceutickych firem produkujicich nova 1éciva.
Vyvoj specifickych inhibitorti proteinkinas, které by se
daly vyuzit terapeuticky, byl vSak jesté¢ zacatkem 90. let
povazovan za ponékud riskantni podnik. Za nejvétsi pie-
kazku vyvoje a pouziti inhibitorti zaméfenych proti aktiv-
nimu mistu byla pokladdna vysokd koncentrace ATP
v bunkach, s nimz by pfipadné inhibitory musely soutézit.
Tento argument vSak neobstal, kdyz bylo prokazano vy-
razné potlaceni aktivity urcitych kinas specifickymi inhibi-
tory i v burikach. Znac¢ny problém piedstavovala téz po-
dobnost aktivniho mista enzymu vyuzivajicich ATP, ktery
neni pouhym zdrojem fosfatu, ale Gcastni se i celé fady
biochemickych reakci jako vSudypfitomny energeticky
zasobnik. Vazebna mista enzymi vyuzivajicich ATP,
a proteinkinas obzvlast, totiz vykazuji vysoky stupen po-
dobnosti, coz znesnadiiuje vyvoj inhibitort specifickych
pro dany enzym.

Ptes uvedené prekazky jiz zndme stovky vice ¢i méné
specifickych inhibitord mnoha proteinkinas, které souvise-
ji s lidskymi nemocemi’. Jejich design a optimalizaci pod-
statné usnadnily dostupné trojrozmérné struktury ftady
proteinkinas, ziskané rentgenostrukturni analyzou, casto
s ATP nebo inhibitorem lokalizovanym v aktivnim misté
enzymu. DalSi vyvoj inhibitorii cilenych proti urcité pro-
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Obr. 1. Schéma mitogenni signalizace iniciované vazbou riisto-
vého faktoru na prisluSny membrinové vazany receptor.
Prostfednictvim kaskad pfenasect signalu na bazi proteinkinas
dochazi k aktivaci transkripénich faktorti a nasledné transkripci
gent nutnych k proliferaci. V podstaté kazdy z uvedenych protei-
nt mize byt vbuiice (mutaci) hyperaktivovan a piispivat tak
k jeji transformaci v buiiku nadorovou. EGF, epidermal growth
factor; EGFR, epidermal growth factor receptor; PI3-K, phospha-
tidylinositol 3-kinase; PDK1, phosphoinositide-dependent kinase-
1; PKB, protein kinase B; RAS, rat sarcoma virus oncogene ho-
molog; RAF, murine leukemia viral oncogene homolog; MEK,
mitogen activated kinase; ERK, extracellular signal-regulated
kinase; JAK, Janus kinase; STAT, signal transducer and activator
of transcription; c-Jun, avian sarcoma virus oncogene homolog;
c-Myc, myelocytomatosis oncogene; c-Fos, murine osteosarcoma
viral oncogene homolog

teinkinase v soucasnosti rovnéz usnadiuje znalost lidského
genomu. Na zaklad€ sekvencnich podobnosti bylo mozné
charakterizovat a klasifikovat lidsky ,,kinom®, kompletni
rodinu genti kédujicich proteinkinasy®. Téch je v nasem
genomu obsazeno 518, pficemz vice nez dvé tfetiny z nich
vykazuji anomaélie ve spojeni s n¢kterymi lidskymi nemo-
cemi véetnd rakoviny. Presto se jako 1é&iva uplatituji inhi-
bitory pouze nékolika malo z nich, nebot’ sit’ jejich vza-
jemnych interakci je skutecné komplikovana a zdaleka ne
uplné popsana.

Aktivita proteinkinas mtze byt prakticky modulova-
telné nékolika rliznymi zplsoby, zahrnujicimi pfimou inhi-
bici enzymové aktivity, narusovani interakci s vazebnymi
proteiny, ptipadné piimé potlaceni exprese dané proteinki-
nasy. Jednoznacné nejcastéji volenou strategii jsou nizko-
molekularni kompetitivni inhibitory, o cemz svéd¢i stovky
odbornych publikaci vénovanych jejich vyvoji, ptipadné
jiz popisujicich vysledky klinického testovani. Vyrazné tak
pfevazuji nad nekompetitivnimi inhibitory, monoklonalni-
mi protiladtkami anebo protismérnymi oligonukleotidy ¢i
inhibi¢ni RNA.
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4. Oranzova pilulka proti leukemii

Vilbec prvnim registrovanym 1é¢ivem na bazi inhibi-
toru proteinkinasy se stal imatinib, s obchodnim oznace-
nim Glivec™ (cit.%). Od roku 2001 je v USA pouZivén pti
terapii chronické myeloidni leukemie (CML), ktera se
vyznacuje pritomnosti vysoce aktivni tyrosinové kinasy
Ber-Abl. Imatinib blokuje jeji katalytickou aktivitu kom-
petici s ATP.

4.1. Chronicka myeloidni leukemie

Onkogen BCR-ABL, charakteristicky pro chronickou
myeloidni leukemii a nékteré formy akutni lymfoblastické
leukemie, vznikd reciprokou translokaci mezi chromoso-
my 9 a 22. Jedna se v podstaté o vzajemnou vyménu ramé-
nek dvou chromosomt, ktera ve svém disledku fizuje gen
Ber s genem Abl v oblasti odpovidajici N-terminalni ¢asti
Abl tyrosinové kinasy (obr. 2). Tento onkogen je lokalizo-
van na zkraceném chromosomu 22q-, oznacovaném také
jako chromosom Philadelphia, a transkripci onkogenu
BCR-ABL vznika konstitutivng aktivovana kinasa’®. Flizni
protein Ber-Abl mé sice zachovanou svou katalytickou
funkci, ale chybi mu ona N-terminalni doména dtlezita pro
regulaci; misto ni obsahuje ¢ast proteinu Ber. Gen Ber je
normalné transkribovan docela siln€, ¢imz podstatné zvy-
Suje koncentraci celého onkoproteinu Ber-Abl. Navic pod-

a 9 ~ 2(a)
22 22 (q),Ph
_
abl ber - bcr-abl
()
b VU
@ | Ber
[ [tk [ {pB[] an
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Obr. 2. Mechanismus vzniku onkogenu BCR-ABL chromoso-
malni translokaci (a) a struktura proteini Ber, Abl a fuzniho
onkoproteinu Ber-Abl (b) s nékterymi duleZitymi doménami
(OL, oligomeriza¢ni doména; TPK, doména tyrosinové proteinki-
nasy; DB, DNA vazebna doména). Sipky znazorfiuji p¥ibliznou
polohu znamych mist zlomi v obou genech, pfi¢emz pozice zlo-
mu genu BCR urcuje velikost vysledného onkoproteinu Ber-Abl
(190-230 kDa). Myristoylace C-konce proteinu Abl, diilezita pro
jeho regulaci, fuzi zanika
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poruje oligomerizaci Ber-Abl a tim i aktivaci autofosfory-
laci; podjednotky v oligomeru si navzdjem fosforyluji své
aktivacni domény a tim o nékolik fadi vzrasta jejich kata-
lyticka aktivita. Hyperaktivovana Ber-Abl pak bez jakéko-
liv kontroly piebira funkci normalni Abl a prekotné fosfo-
ryluje jeji substraty, proteiny zapojené do signdlnich drah
pro rist a prezivani (napft. kinasy Raf, PKB, PI3-K, tran-
skripéni faktory c-Myc, Stat atd.). Takto transformované
bunky ztraceji schopnost vzajemné adheze, jsou vyplavo-
vany zkostni dfené, zvySuji svij proliferacni potenciél
anavic snizuji citlivost na apoptotické podnéty (napft. pfi
konvenéni chemoterapii)®.

4.2. Vyvoj imatinibu a mechanismus
jeho ucinku

Vzhledem k funkci Ber-Abl pti vzniku a vyvoji CML
predstavuje katalytickd doména této kinasy jedinecny tera-
peuticky cil. Screening sloucenin schopnych blokovat jeji
aktivitu vedl k identifikaci fady inhibitort jako potencial-
nich kandidatd pro farmakologické vyuziti. Vychozim
bodem ve vyvoji imatinibu se stal 2-fenylaminopyrimidin,
pomérné slaby inhibitor proteinkinasy C se snadno modifi-
kovatelnou molekulou. Diikladné studium vlivu modifika-
ci této molekuly na jeji inhibicni schopnosti pak vedlo
k syntéze molekuly vyrazné¢ ucinngjsi a selektivngjsi
k Ber-Abl: pfipojeni pyridylu zvySilo bunéénou aktivitu,
amidicka skupina zesilila interakci s tyrosinovymi kinasa-
mi a nasledné vneseni methylu pak omezilo neZadouci
vliv na proteinkinasu C. Pfipojeni dalSiho postranniho
fetézce na bazi N-methylpiperazinu nakonec zlep$ilo roz-
pustnost a zaroven oralni dostupnost finalni podoby imati-
nibu’.

Rentgenostrukturni analyza spolecného krystalu Abl
kinasy s imatinibem posléze potvrdila, Ze vazebnym mis-
tem pro inhibitor je pravé aktivni misto poutajici ATP
(cit."%). Toto vazebné misto se nachazi ve §térbing mezi C-
terminalni a N-terminalni doménou Abl, podobné jako je
tomu u fady dalSich proteinkinas. Imatinib navic s vyssi
afinitou interaguje s neaktivni formou kinasy a svou vaz-
bou ji v této formé stabilizuje'®. Jak viak miize stabilizovat
neaktivni konformaci Abl, ktera je pfitom konstitutivné
aktivovana fuzi s Ber proteinem? Pravdépodobné vysvétle-
ni spoCiva v dynamice procesu aktivujici fosforylace —
bunécné fosfatasy totiz permanentné defosforyluji a inakti-
vuji Ber-Abl, ktera se ale uc¢inné brani opakovanou auto-
fosforylaci. Jakmile je v8ak aktivacni smycka defosforylo-
vana, imatinib mize vstoupit do vazebného mista a stabili-
zovat tuto konformaci. Konformace neaktivni Ber-Abl je
v kinomu ponékud neobvykla, coz opét prispiva ke specifi-
t& inhibitoru'".

Dulezitou vlastnosti imatinibu je jeho selektivita;
inhibitor az na vyjimky neovliviiuje aktivitu zadnych dal-
sich proteinkinas®'?. Na bunééné urovni se projevuje anti-
proliferacni potencial vyhradné na bunécnych liniich
s aktivnim onkogenem BCR-ABL, a na jiné bunky vliv
prakticky nemé4®. Signalni drahy ovladané onkogenni kina-
sou Ber-Abl v téchto butikach zlstavaji po plisobeni imati-
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nibu zablokovany, a tudiz napt. nefosforylovany aktivator
transkripce Stat5, ktery patii mezi substraty Ber-Abl, zi-
stava neaktivni, neni schopen vyvolat expresi antiapopto-
tického genu Bcl-X| a buiky umiraji. Pivodni Abl kinasa,
od niz je onkogenni Ber-Abl odvozena, sice ma svou fyzi-
ologickou funkci, ale jeji inhibice v normalnich butikich
nepredstavuje pro organismus vyraznéjsi problém, nebot’ ji
mohou zastoupit jiné enzymy. A tim nemiZze zplisobovat
nezadouci vedlejsi t¢inky v normalnich burikach.

Pozd¢jsi dikladné biochemické experimenty vsak
pfece jen prokazaly schopnost imatinibu interagovat
s nékterymi ze strukturné pfibuznych kinas, a to napf.
s receptorem pro rustovy faktor uvolovany trombocyty
(PDGFR) a Kit". Bud’ jedna nebo druha z téchto kinas
byva mutaci hyperaktivovana v nékterych gastrointestinal-
nich nadorech, a tak je dnes imatinib pouzivan také
pfi terapii nadord, jez se uvedenou mutaci vyznacuji,

a konvenéni chemoterapii byvaji obtizné 1é¢itelné'*'>.

4.3. Klinicka rezistence vuci imatinibu

Jiz béhem prvni faze klinickych zkousek bylo zjiste-
no, ze Cast pacientll na terapii imatinibem zprvu dobie
odpovida, ale nedostavi se u nich kompletni vyléceni. Po
nékolika meésicich CML recidivuje a dokonce prestava
odpovidat na imatinib. Dochazi u nich ke vzniku rezistent-
ni populace myeloidnich bun¢k. Piekvapenim vSak byla
povaha snizené citlivosti BCR-ABL pozitivnich bunék na
imatinib. Kromé béZnych mechanismi rezistence transfor-
movanych bun¢k na chemoterapeutika (napt. zesileny
transport inhibitoru ven z bunék pomoci P-glykoproteint
¢i jeho inaktivace vazbou na proteiny) je ¢asto u pacientd
s rezistenci pozorovana amplifikace onkogenu BCR-ABL
(cit."®'7). Buiiky s touto amplifikaci syntetizuji v&tsi mnoz-
stvi Ber-Abl, na coZ uZ terapeuticky pouzivané davky ima-
tinibu nestaci.

Nejcastéjsi a pomérné prekvapivou informaci vSak
byla identifikace bodovych mutaci Ber-Abl, které brani
vstupu imatinibu do vazebného mista, a pfitom zachovava-
ji afinitu k ATP a enzymovou aktivitu. Viibec prvni popsa-
na mutace spociva v zaméné threoninu 315, ktery interagu-
je vodikovym mustkem s aminoskupinou inhibitoru, za
objemnéj§i a nepolarni isoleucin, jenz mustek
s inhibitorem netvoii a navic mu v aktivnim misté preka-
7i'7. Thr315 lezi hluboko v aktivnim misté, aZ na okraji
oblasti interagujici s ATP, takze jeho vazbu viibec neovliv-
fiuje. Dnes zname jiz pies 50 dalSich aminokyselinovych
zamén v rezistentnich formach Ber-Abl, z nichz vétSina se
kupodivu nachézi mimo aktivni misto. Tyto obvykle zesi-
Iuji schopnost autofosforyla¢ni aktivace anebo pfimo sta-
bilizuji aktivni konformaci Ber-Abl, kterd vazbu imatinibu
vyluéuje'®. Mnoho popsanych bodovych mutaci je oviem
pomérné vzacnych, a tak 60-70 % vSech pfipadd pfipada
na rezidua Gly250, Tyr253, Glu255, Thr315, Met351 a
Phe359 (obr. 3).

Nakolik se ale sdm imatinib podili na vzniku bodo-
vych mutaci, neni zatim zfejmé, prestoze byl popsan vliv
Ber-Abl na zvysSeni genetické nestability (podpora produk-
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Met244

Glu255

Phe359
Gly250

Obr. 3. Detail mista

aktivniho
v komplexu s imatinibem. Zvyraznény jsou nékteré aminokyse-
liny, jejichz mutace zpisobuji k imatinibu rezistenci

struktury kinasy Abl

ce reaktivnich forem kysliku, inaktivace mechanismi
opravujicich poskozeni DNA), ktera vede k Cetnéj$im mu-
tacim v celém genomu nadorové buiiky'®. Bun&&né popula-
ce s n¢kterymi bodovymi mutacemi Ber-Abl byly totiz na-
lezeny i u neléenych pacientd, u nichz vétSinou propukaji
agresivnéjsi formy CML. Plisobenim imatinibu v organismu
pak ziejmé dochazi k selekci a expanzi bunééného klonu
s n¢kterou z uvedenych forem rezistence (anebo jejich kom-
binaci) a ke zhoreni prognézy pacienta®.

5. Druha generace inhibitori

Pomérné podrobna znalost struktury a funkce onko-
genni Ber-Abl podnitila vyvoj alternativnich inhibitort,
které by byly schopny blokovat také mutantni formy necit-
livé k imatinibu. Usili biochemikd, strukturnich biologt
a medicinalnich chemikl vyvrcholilo pomérné brzy Gspes-
nym vyvojem nékolika typti druhé generace specifickych
farmak (obr. 4), ktera jsou n¢kolikanasobné ¢inné&jsi nez
pivodni imatinib a interaguji s fadou mutantnich forem
Ber-Abl (cit.'®). U pacientd s agresivngjsi formou CML,
ktefi neodpovidaji na 1é¢bu imatinibem, se tak dnes nasa-
zuje dasatinib, jenz byl v USA i v Evropé¢ schvalen v roce
imatinib, a je schopen také ucinné deaktivovat né&které
mutantni formy Bcr-Abl, pouzivd se pro 1é¢bu CML
u pacientll s rezistenci k imatinibu. Dasatinib interaguje
také s dalsimi kinasami (napf. Kit, PDGFR a celé skupiné
Src kinas), coZz je pravdépodobné dano tim, Ze se na rozdil
od imatinibu vaze do aktivni formy Ber-Abl, ktera se mno-
hem vice podoba ostatnim kinasam. Jeho nizsi selektivita
je pro terapeuticky efekt dokonce vyhodnd, nebot’ krome
pfimé inhibice Ber-Abl dasatinib také blokuje aktivitu Src
kinas, které byvaji v leukemickych buikach aktivovany
fosforylaci Ber-Abl. OvSem ani tento inhibitor neni scho-
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pen interakce s nejCast€jSim mutantem Ber-Abl nesouci
Thr3151le (cit."?).

Preklinické a klinické zkouSeni dalSich inhibitort
proto stile probiha'®*'. Za zminku stoji napf. nilotinib,
ktery je sice jen 30x efektivnéj$i nez imatinib, vyznacuje
se vSak podstatné vyssi selektivitou, a proto i mnohem
mirn&j§imi vedlejsimi u¢inky'*'®. Ziejmé nejzajimavéjsim
prepardtem se v soucasnosti jevi latka MK-0457 (diive
oznacovana jako VX-680), ktera byla pivodné vyvinuta
jako inhibitor zcela jiné proteinkinasy — aurory A'%. Te-
prve béhem pozdéjsich biochemickych testi byla objevena
schopnost MK-0457 inaktivovat také Ber-Abl, a to piekva-

pivé 1 vklinicky nejvyznamnéj§i mutantni podobé
I
N
v A ()
“r N
N
HN
|
N (0]
imatinib H
N._N_s 0O
OO J’/{
N~ N N
H
[N] Cl
N
K/OH dasatinib
NN
z m/ CF,
N
A
= ! 07N l\\l\k N
nilotinib

ERSReRN
()

| MK-0457

Obr. 4. Strukturni vzorce inhibitori onkogenni kinasy Ber-
Abl. Imatinib, dasatinib a nilotinib jsou jiz jako 1é¢iva pouZzivany,
MK-0457 se zatim podrobuje klinickym zkouskam
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Thr315

MK-0457

Obr. 5. Struktury komplexi kinasové domény Abl s farmakologicky vyznamnymi inhibitory. Zvyraznén je Thr315, ktery s MK-

0457 viibec neinteraguje a jeho mutace nijak inhibitor neomezuje

s Thr315lle (cit.”?). Tento ucinek je zpiisoben tim, Ze se
MK-0457 v aktivnim mist¢ domény Abl vyhyba pravé
interakci s reziduem 315 (obr. 5, cit.??%). Prestoze patii
tato latka evidentn¢ k tém mén¢ selektivnim, anebo mozna
prave proto, je schopna u¢inné likvidovat leukemické bun-
ky s indukovanou rezistenci k imatinibu a dasatinibu jak
v kulturach in vitro, tak ve zvifecich modelech.

6. Zavér

Zavedeni imatinibu jako IéCiva je povazovano za
milnik nejen v terapii CML, ale v protinddorové chemote-
rapii viibec. Jeho komer¢ni uspésnost totiz vyvolala obrov-
skou vlnu z4jmu o farmakologické inhibitory dalSich pro-
teinkinas. Svou podstatou je oviem CML mezi ostatnimi
nadorovymi onemocnénimi pon€kud vyjimecnd, nebot’ za
jeji vznik a rozvoj zodpovida pouze jeden onkogen, ktery
se navic v zadnych dalSich buiikach organismu nevyskytu-
je. Predstavuje proto idedlni cil pro chemoterapeutickou
intervenci. Relativné snadné vySetfeni pfitomnosti chro-
mosomu Philadelphia v leukemickych bunkach navic jed-
noznacné piedurcuje pacienta ke specifické terapii imatini-
bem.

Které ze stovek dalSich proteinkinas ¢i jinych onko-
proteint a jak bude tieba inaktivovat v ur¢itém nadoru pro
uspésnou terapii, je v soucasnosti pfedmétem intenzivniho
vyzkumu. Krom¢ imatinibu a dasatinibu bylo zacatkem
roku 2008 v klinické praxi jiz sedm dalSich 1é¢iv na bazi
inhibitorti proteinkinas a odhaduje se, ze v pokrocilych
fazich klinického zkouseni jsou dnes desitky dalSich, coz
snad poskytuje jistou miru optimismu do budoucnosti.
Nicmén¢ zavedeni diagnostickych metod, které umozni
identifikovat aktivni onkogeny vhodné jako terapeutické
cile individudlné u kazdého pacienta, piedstavuje ukol
stejné dulezity (a naprosto nezbytny) jako dostupnost spe-
cifického Iéku.
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The advances in understanding of neoplastic transfor-
mation considerably help the design of molecular-targeted
therapies. Protein kinases are critical components of cellu-
lar signalling pathways and, due to their frequent deregula-
tion in cancer cells, they have become one of the most
important targets in drug development. The efficiency of
imatinib in the treatment of chronic myeloid leukemia is
a strong evidence that kinase inhibitors can be effective
drugs, although some patients develop resistance to them.
The structure-based design, however, allows synthesis of
second-generation drugs, which are able to overcome this
resistance. The review focuses on oncogenic Ber-Abl as an
example of a rational target for kinase inhibitors, their
development and biochemical properties.
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1. Uvod

Jiz vice nez sto let tvofi heterocyklické slouceniny
jednu z nejrozsahlejSich oblasti organické chemie. Toto
tvrzeni lze dokumentovat statistikou Chemical Abstracts
Service (CAS™), ktera v soucasnosti (leden 2008) registru-
je' piiblizné 33,5 milionti anorganickych a organickych
slouCenin, z nichz je odhadem okolo 50 % heterocyklic-
kych?. Diivodem obrovského zjmu o heterocyklické slou-
Ceniny je zejména fakt, ze tyto latky nachdzeji uplatnéni
v mnoha oblastech lidské &innosti®. Jen namatkou lze jme-
novat jejich vyuziti ve farmakologii*™"', agrochemii'*",
optice a elektronice'*™"’, materialovych védach®**' a mno-
ha dalsich oborech. Heterocyklické slouceniny také hraji
dillezitou roli v prib&hu biochemickych d&jt**, protoze
jsou nezbytnou soucasti bunék vSech zivych organismul.
Pomérné vysadni postaveni zaujimaji mezi heterocyklicky-
mi sloueninami ty, které obsahuji dusik a siru.
V kontrastu s obrovskym mnozstvim takovychto sloucenin
existuje jen omezeny pocet zptsobu jejich piipravy, coz je

déno zejména dostupnosti vychozich dusikatych a sirnych
latek.

Syntézu heterocyklickych sloucenin lze v zasad¢ pro-
vadét dvéma metodickymi postupy. Prvni metodika spoci-
va v konstrukei heterocyklického skeletu bud’ intramoleku-
larnimi**® nebo cykloadiénimi® ' reakcemi, kdezto dru-
hé spociva v syntetickych obmeénéch jiz existujiciho hete-
rocyklu®*°. Pro poznani detailniho priibéhu téchto reakci
ma rovnéz velky vyznam studium reakénich mechanismi
za pouziti kinetickych metod”’. Reak&ni mechanismy by-
vaji Casto navrhovany jen na zaklad¢é znalosti struktury
vychozich latek, produkti a analogie s podobnymi reakce-
mi. Tento pfistup mize vést k mylnym zavérum, protoze
i mala zména ve struktufe vychozi latky casto vede k velké
zmeéné jeji reaktivity. S tim je Casto spojena i zména reakc-
niho mechanismu. Teprve kinetické studie spolu
s kvantové-chemickymi vypocty dovoluji pfiblizit se
struktufe tranzitnich stavi a s vétsi pravdépodobnosti for-
mulovat navrh reakéniho mechanismu. Dal§imi z vystupi
studia kinetiky vzniku a transformace heterocyklickych
sloucenin je kromé objasnéni mechanismu také optimali-
zace podminek syntézy téchto latek®” a pouzitelnost ziska-
nych poznatki k cilené piipravé prolégiv’® " (,,prodrugs*)
resp. ke kontrolovanému uvoliiovani 1é¢iv v organismu
(,,drug control release™). Vyzkum cykliza¢nich reakei po-
skytujicich  heterocyklické slouceniny je vyznamny
i ztoho divodu, Ze tyto reakce se svym prubéhem blizi
enzymatickym procestim v biologickych systémech*”.

2. Studované cyklizacni reakce

V ramci svého systematického vyzkumu na Katedfe
organické chemie jsem se v letech 1997-2007 zabyval
studiem vzniku, stability a reaktivity nékolika typt péti
a Sesticlennych heterocyklickych sloucenin, jejichz spolec-
nym znakem byla pifitomnost atomu dusiku nebo siry.
Jednalo se predevsim o derivaty chinazolinu, 1,3-thiazolu,
imidazolu a 1,2,4-dithiazolu. V néasledujicich kapitolach
bude na vzniku téchto modelovych sloucenin ukazano, jak
1 relativn€ malé strukturni zmény provedené v molekulach
vychozich latek vedou k velkym rozdilim v reaktivité
nebo i v reakénim mechanismu.

2.1. Derivaty chinazolinu

Rozsahlé téma*™* studia syntézy a reaktivity deriva-

ti 2-(subst. fenyl)chinazolin-4-onu a 2-(subst. fenyl)

* Autorovi byla udélena Ceskou spolednosti chemickou Cena Alfreda Badera za organickou chemii za rok 2007.
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Schéma 1. PFiprava a desulfurace substituovanych 2-fenylchinazolin-4-oni a 4-thioni

chinazolin-4-thionu bylo motivovdno vyznamnou biolo-
gickou aktivitou podobnych derivatl obsahujicich china-
zolinovy skelet. V soudasné dob&'** je registrovano vice
nez 25 ptipravkl na bazi chinazolin-4-onu a jeho derivatu.
Pro optimalizaci syntézy® vyse zminénych latek byl pro-
veden detailni vyzkum vlivu substituce™ na cykliza¢ni
reakei vychozich 2-benzoylaminobenzamidt /a-m a 2-ben-
zoylaminothiobenzamidl Z/a-m, které v prostiedi metha-
nolatu sodného v methanolu poskytuji pozadované 2-
(subst. fenyl)chinazolin-4-ony Illa-m resp. 2-(subst. fenyl)
chinazolin-4-thiony /Va-m (Schéma 1).

Pii cykliza¢ni reakci la-m vede substituce vodiku
methylovou skupinou (R') k postupné zméné rychlost ur-
Cujiciho kroku, kdy pfi nizkych koncentracich methanolatu
je reakce druhého fadu k methanolatu a rychlost urujicim
krokem je vznik dianiontu tetraedralniho intermediatu In*".
Se zvySujici se koncentraci methanolatu se vsak rychlost
urcujicim krokem stava vznik intermediatu In,” a fad reak-
ce vaci methanolatu postupné klesa na jednicku. Tento
pokles nejdiive nastava u derivatl 2-benzoylamino-
benzamidi s elektronakceptornimi substituenty 7/-m.

U derivat Ila-m dochdzi néhradou kysliku sirou
v benzamidické skupiné k vyraznému zvySeni kyselosti
protonu thioamidické skupiny, a proto je bez ohledu na
substituci v jadfe v celém rozsahu koncentraci methanolatu
rychlost urCujicim krokem vznik In;” a fad reakce vuci
methanolatu postupné klesa z jedné na nulu.

Pro praktickou syntézu je dilezité, ze cyklizaci 2-
benzoylaminothiobenzamidti /la-g 1ze provadét jiz ve zie-
dénych roztocich methanolatu sodného (cca 0,2 mol )
dalsi zvySovani koncentrace nema na rychlost reakce vliv.
U 2-[(N-methyl-N-benzoyl)amino]thiobenzamidi /74-m se

pozorovana rychlostni konstanta cyklizacni reakce
X
sellive
N 0]
R' / 1 /
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s koncentraci katalyzujiciho methanolatu stale zvysuje
a nedosahuje svého maxima ani v silné¢ koncentrovanych
roztocich (okolo 1,6 mol1™), kde jiz bazicita prostiedi
neni pfimo timérna koncentraci. Za téchto podminek vsak
jiz dochéazi k nasledné desulfuracni reakci (Schéma 1)
vzniklého 1-methyl-2-(subst. fenyl)chinazolin-4-thionu
({IVh-m) na 1-methyl-2-(subst. fenyl)chinazolin-4-on (/I1h-
m). Z poméru pozorovanych rychlostnich konstant cykli-
zacniho (k.) a desulfuracniho (k) kroku lze stanovit opti-
malni podminky pro pfipravu 1-methyl-2-(subst. fenyl)
chinazolin-4-thiontl. Nejvétsi podil téchto rychlostnich
konstant je dosaZen pii nizkych koncentracich methanolatu
sodného (obr. 1).

Néhrada vodiku (R' = H) methylovou skupinou (R' =
CH;) vede k podstatnému urychleni cyklizacni reakce.
Toto urychleni je pfedevs§im zplsobeno sterickym plisobe-
nim methylové skupiny, ktera umoziuje vhodnou orientaci
reagujiciho nukleofilniho centra (amidické resp. thioami-
dické skupiny) vuci karbonylové skupiné vedle dusiku

kokg |
250f *

200

150

10 1 Il 1 | L |

8.0 0.5 1.0 1.5
c(CH3ONa), mol-I!

Obr. 1. Zavislost poméru pozorované rychlostni konstanty

cyklizace (ke, s™') ITh-m — IVh-m a desulfurace (kg, s) IVh-m
—> IITh-m na koncentraci methanolatu sodného (c, mol I
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nesouciho R'. Dalgim divodem pro urychleni cyklizace
derivatii s R' = CHj je zablokovani nezadouci deprotonace
dusiku, které vede k nereaktivni konjugované bazi substra-
tu. Zménou polohy® methylové skupiny z dusiku vedle
benzenového jadra (R' = CHs) na dusik thioamidické sku-
piny (-CSNHCHj;) naopak dochézi k velkému zpomaleni
rychlosti cyklizace, ktera tak probiha méfitelnou rychlosti
az pii 100 °C. V tomto piipad¢ je pokles rychlosti cykliza-
ce dan sterickym stinénim nukleofilniho dusiku a sniZzenim
acidity thioamidické skupiny. Isolobdlni zaména kysliku
za siru (X) rovnéz vede k urychleni cyklizace. Divodem je
tentokrat zvySeni acidity thioamidické skupiny v porov-
nani se skupinou amidickou.

Z kinetické studie desulfuraéni reakce*® v roztocich
methanolatu sodného (Schéma 1) je zifejmé, Ze probiha ve
dvou stupnich. Pozorovana rychlostni konstanta prvniho
stupné nejprve roste s koncentraci methanolatu, avsak po
dosazeni svého maxima (pfi koncentraci asi 1 mol I'")
dochéazi k poklesu. Toto chovani opét ukazuje na zménu
v rychlost urCujicim kroku prvniho stupné. Zatimco pfi
nizkych koncentracich urcuje rychlost reakce zaporné na-
bit¢ho aduktu [Vh-m a methanolatu s dalsi molekulou
methanolu, pfi vysSich koncentracich se rychlost urcujicim
stava odstépovani SH™ z tohoto aduktu. Druhy stupei je na
koncentraci methanolatu nezévisly, avSak siln€ se urychlu-
je pritomnosti vody resp. hydroxidu. Pro praktickou synté-
zu je tedy zfejmé, Ze pro cyklizacni stupefi neni vhodné
pouziti vodné-methanolického prostiedi, kterého se jinak
v praxi ¢asto pouZiva.

Kromé zjisténi, ze cyklizace 2-benzoylamino-
thiobenzamidd (/Ia-m) probiha v bazickém prostiedi ato-
mem dusiku, je zajimavé, ze v siln¢ kyselém prostiedi je
nejnukleofilngj§im atomem sira thioamidické skupiny
a kone¢nym produktem cyklizace jsou derivaty benzothia-
zinu®.

Pripravené latky byly rovné testovany®’ na antialgal-
ni, antimykotickou a antituberkulotickou aktivitu. Ukézalo
se vsak, Ze jejich aktivita je ve vSech piipadech velmi niz-
ka ve srovnani s komerénimi standardy.

Zatimco u ptedchozich citovanych praci byl sledovan
vliv substituce atakovaného centra pifi cykliza¢ni reakci,
u analogickych subst. fenyl-(2-thiokarbamoylfenyl)karba-
mata (Va-h), které cyklizaci poskytuji 4-thioxo-3,4-di-

s S 0°

CNH, I NH X

. /7\ ~CHONa A v

N-C-0 ) N0 2
1 N\ ¥h2 ' R

R" 0O R R
1% VI:a:R'=H
b: R"=CHj

R"/R? a: H/4-OCHj, b: H/4-CH;.
c: H/H, d: H/3-OCHj, e: H/4-Cl,
f: H/3-NO,, g:CH5/OCH,4

Schéma 2. Cykliza¢ni reakce substituovanych fenyl-(2-thio-
karbamoylfenyl)karbamati
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hydrochinazolin-2-ony (VIa-b) byl studovan®® vliv odstu-
pujici skupiny tj. odpovidajiciho substituovaného fenolatu
(Schéma 2). Tato reakce mize byt modelovym systémem
dnes Siroce studovanych systémil kontrolovaného uvoliio-
vani légiv* .

Produkt Vla muze vznikat tfemi rozdilnymi mecha-
nismy, jejichz uplatnéni zavisi zejména na nukleofilité
atakujiciho nukleofilniho centra (thioamidické skupiny)
ana nukleofugalitd odstupujici skupiny™. Je znamo, Ze
pokud je pii reakcich karbamati s externimi nukleofily
odstupujici skupinou substituovany fenolat, uplatiiuje se
reakéni cesta vedouci pies isokyanat jako meziprodukt
(mechanismus ElcB). V ptipadé, ze odstupujici skupinou
je alkoholat, vznikd nestabilni tetraedralni intermediat,
ktery se rychle rozpada na kone¢ny produkt (mechanismus
Bac2). Treti variantou®! je uplatnéni sprazeného (,,con-
certed”) mechanismu, kdy soucasn¢ vznikd vazba C—N
azanikd vazba C-O. U reakci karbaméatl s internimi
Mechanismus cyklizace zde nezavisi jen na odstupujici
skupiné, ale také na nukleofilit¢ interniho nukleofilu.
V ptipadé relativng snadno ionizovatelnych skupin®**?
jako je skupina —COOH a —OH byl prokazan mechanismus
Bac2 1 v pfipade€, ze odstupujici skupinou byl fenolatovy
anion. Naopak mechanismus E1¢B se uplatiuje® v pipadé
slabé kyselé amidické skupiny. Thioamidicka skupina
CSNH, lezi svou aciditou na pomezi mezi fenoly a amidy
a tvori tak meziclanek pfti uplatnéni obou moznych limit-
nich mechanismi. Ze srovnani hodnot rychlostnich kon-
stant derivatl Va a Vg a hodnoty p konstanty série Va-f
s p konstantou methanolyzy necyklizujicich subst. fenyl-
(4-thiokarbamoyl)karbamata vyplyva, ze cyklizace Va-g
probihd mechanismem Ba.2 s rychlost urcujicim odstépe-
nim fenolatového iontu. Zajimavym zjisténim*® je i skuted-
nost, Zze cyklizace 4-methoxyfenyl-N-(2-thiokarbamoyl-
fenyl)-N-(methyl)karbamatu (Vg) probiha kineticky ve
dvou stupnich s rychlostnimi konstantami liSicimi se pfi-
blizné o jeden tad. Nejedna se vSak o naslednou reakci
typu Substrat — Intermedidt — Produkt, protoze se v UV-
Vis spektralnim zaznamu tvoii ostry isosbesticky bod™.
Z "H NMR spektra a z UV-Vis spektrélniho zdznamu cyk-
lizace bylo zjisténo, Ze se jedna o paralelni reakci dvou
rotamert latky Vg vzniklych vlivem brzdéné rotace. Oba
stabilni rotamery cyklizuji vzhledem k rizné vzdalenosti
reakcéniho a nukleofilniho centra riznou rychlosti avsak za
vzniku jednotného produktu Vib.

2.2. Derivaty thiazolu a benzothiazolu

Prvnim fe§enym tématem’® z oblasti piipravy derivata
2-amino-1,3-benzothiazolu byla regioselektivni cykliza¢ni
reakce 2-halogen-5-nitrofenylthiomocovin Vila-d. Fenyl-
thiomocoviny jsou jednim z vhodnych vychozich substratt
pro piipravu derivatd 2-amino-1,3-benzothiazolu. K uza-
vieni cyklu dochdzi nejcastéji plisobenim oxidac¢niho €ini-
dla®’, které oxiduje hydridovy aniont odstupujici z ortho
polohy benzenového jadra na dobie odstupujici proton.
Tato reakce vSak neni regioselektivni a v piipadé 3-
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Schéma 3. Cyklizace a solvolyza 1-acyl-3-(2-halogen-5-nitrofenyl)thiomocovin

substituovanych fenylthiomocovin dostavame smés 5- a 7-
substituovaného-2-amino-1,3-benzothiazolu®. Derivaty
2-amino-1,3-benzothiazolu nachazeji uplatnéni v oblasti
mediciny (napf. nootropni ltka®" Riluzol)), v agrochemii
jako dopliikové herbicidy, jejichz ucinek je zalozen na
inhibici fotosyntézy®* (Benzthiazuron a Methabenzthiazu-
ron) a v barvaiském®**** pramyslu (Disperse Red 177,
Disperse Red 58, Disperse Blue 15).

Detailni kinetické studium nami navrzené™ regiose-
lektivni  cyklizace  2-halogen-5-nitrofenylthiomocovin
Vila-d ukazalo, Ze tato na prvni pohled jednoducha reakce
je ve skuteCnosti ovlivnéna celou fadou faktord
(Schéma 3).

Volbou acylskupiny vychozi thiomocoviny, odstupu-
jiciho halogenu v poloze 2- resp. alkoholatu pouzitého
k reakci 1ze ovlivnit nejen vytézek, ale i vznikajici pro-
dukt. Zatimco latka Vila poskytuje v prostfedi methanola-
tu sodného nestadlou mocovinu VIlla, kterd cyklizuje na
2-amino-5-nitrobenzothiazol (X), analogickd benzoylmo-
Covina VIIb za stejnych podminek podléha jak solvolyze
na Viila a nasledné cyklizaci na X, tak i paralelni cyklizaci
na /Xb. Pomér konecnych produktii IXb/X se silné méni
s koncentraci methanolatu sodného. Pfi nizkych koncentra-
cich methanolatu je pomér obou produkti zhruba 1:1,
kdezto v koncentrovanych roztocich dominuje produkt
paralelni cyklizace /Xb. Pfreména IXb na X probiha ve
srovnani s cyklizaci VIIb na IXb za laboratorni teploty
o n€kolik fadi pomaleji. Cyklizaci Vila na [Xa resp. i VIIb
na IXb dosdhneme zaménou methanolatu sodného za ste-
ricky naro¢ny terc-butylalkoholat draselny. Zaménou od-
stupujiciho fluoru za hife odstupujici chlor naopak zcela
potlac¢ime cykliza¢ni reakci jak Viic tak i Vild a produk-
tem je vobou piipadech thiomocovina VIIIb, kterd pii
laboratorni teploté prakticky necyklizuje. Jeji cyklizaci na
latku X lze docilit az né&kolikahodinovym zahfivinim
k varu v roztoku alkoholatu v alkoholu.

Neméné zajimavé je zteoretického i praktického
hlediska ovlivnéni vSech probihajicich reakci pfitomnosti
18-crown-6 etheru, kterym mtzeme dale ,,ladit podminky
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pripravy jednotlivych derivati. Solvolyticky krok se totiz
v pfitomnosti 18-crown-6 etheru pon¢kud zpomaluje,
kdeZto krok cykliza¢ni se naopak vyrazné€ urychluje. Znac-
né urychleni cyklizace je ddno zvySenim nukleofility siry,
zpusobené ucinnou komplexaci sodného kationtu, ktery
jinak vytvafi s aniontem vychozi thiomocoviny iontovy
par. Publikovana prace®® tedy piispiva nejen k teoretic-
kému poznani probihajicich reakci z hlediska jejich me-
chanismu, ale muze velmi dobfe poslouzit i k navrzeni
optimalnich podminek pro pfipravu riizné substituovanych
derivata 1,3-benzothiazolu.

Dal§im fesenym tématem®* bylo studium transfor-
macéni reakce S-[l1-subst. fenylpyrrolidin-2-on-3-yl]
isothiouronium-bromidt (X7a-h, XIlla-h, XVa,h) na 2-imi-
no-5-(2-subst. fenylaminoethyl)thiazolidin-4-ony (X7la-h,
XIVa-h, XVIa,h), jejichz struktura je velmi blizka antidia-
betikiim ze skupiny tzv. glitazoni® (Schéma 4).

Uvedena obecné kysele a obecné bazicky katalyzova-
na transformace probiha jiz za velmi mirnych podminek,
které jsou blizké podminkdm v Zivych systémech, coz ¢ini
tuto transformaci potencialné vyuzitelnou v oboru proléciv.

Pii studiu transformacni reakce®®’ byl zkouman vliv
pocétu methylovych skupin na aminoskupinach isothiouro-
niového skeletu a substituce na benzenovém jadre. Pri
transformacni reakci jedna aminoskupina funguje jako
interni nukleofil a druhd se stane substituentem noveé
vzniklého thiazolidinu. Cykliza¢ni krok transformac-
ni reakce se kineticky uplatiiuje pted rychlost urcujicim
krokem, proto jej nelze kvantitativné posoudit. Rychlost
urcujicim krokem je totiz az nasledny, kyselou i bazickou
slozkou pufru katalyzovany, rozpad vzniklych bicyklic-
kych intermediat In* resp. In.

H R' NR? R N~R?
Rl N ONH e NHo N
N Ni .S = N>_< S

In* In
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Schéma 4. Transformace S-[1-subst. fenylpyrrolidin-2-on-3-yl]isothiouronium-bromidi na 2-imino-5-(2-subst. fenylaminoethyl)

thiazolidin-4-ony

Stereoelektronicky vliv methylsubstituce se nejvyraz-
néji projevil pfi srovnani na atomech dusiku nesubstituo-
vaného derivati Xla s jeho N,N’-dimethylanalogem XVa.
Zatimco u sloucenin Xla-h se katalyticky uplatiuje pouze
bazicka slozka pufru a to pfi rozpadu intermediatu In®,
u XVa,h predstavuje dominantni reakéni cestu transfor-
macni reakce obecné kysele katalyzovany rozpad In. Iso-
thiouroniové soli XI/la-h nesouci pouze jednu methylsku-
pinu tvofii plynuly pfechod v typu uplatiyjici se acidoba-
zické katalyzy s tim, Ze bazickd slozka pufru se uplatituje
vyznamnéji.

Rychlosti transformace vSech isothiouroniovych soli
jsou bez ohledu na pocet methylskupin na dusicich srovna-
telné. ZvySovani poctu methylskupin by mélo vést ke zpo-
malovéni rychlosti cyklizacniho kroku transformace vli-
vem sterického stinéni nukleofilniho atomu dusiku. Proto-
ze je vSak cyklizaéni krok pied rychlost uréujicim krokem
celé transformace — vliv methylskupin se téméf neprojevi.

Ve druhé &asti prace®” byl studovan vliv substituce
(R’) na aromatické ¢asti molekuly transformujicich se
isothiouroniovych soli Xla-h a Xlila-h. Bylo zjisténo, ze
elektronakceptorni skupiny jako jsou 4-NO, a 4-CN silné
urychluji transformacni reakei, pricemz vSak nespliuji
linearni Hammettovu korelaci ziskanou pro ostatni substi-
tuenty. Toto chovani je zpisobeno potlacenim zktizené
konjugace v cykliza¢nim kroku transformacni reakce a tim

2R3

0 R?R o N
oo OH CH
R1—@C—N—Q—CXNH2 o, R1—©—<\ j\t 3
N

CH
XVl

X/R'R?/R3: a: O/H/CH3/(CH3),CH
b: O/NO,/CH3/(CH3),CH
C: O/CH30/CH3/(CH3)ZCH
d: O/CN/CHy/(CHs),CH
e: O/CI/CH/(CHs),CH
f: O/NOz/H/4-NOZC6H5
g: O/NOZ/CH3/4-NOZCGH5

Schéma 5. Priprava imidazolin-5-onu a 5-thionu
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i zvySenim aktudlni koncentrace rozpadajiciho se obojet-
ného bicyklického intermediatu In*,

2.3. Derivaty imidazolu

Chemie derivatii imidazolu patii k dlouhodobé fese-
nym tématim na Katedfe organické chemie a to opét
v souvislosti s jejich biologickou aktivitou®. Pfi stu-
div”""* bazicky katalyzované reakce 2-(N-methyl-N-ben-
zoyl)amino-2,3-butanamidt (XVIla-g) a 2-benzoylamino-
-2-methyl-thiopropanamidi (XVIIh-I) ve vodnych rozto-
cich pufrii a hydroxidu sodného bylo zjisténo, Ze tyto latky
nepodléhaji hydrolyze, ale cyklizuji (Schéma 5) na odpo-
vidajici substituované imidazolin-5-ony (XVIIla-g) resp.
S-thiony (XVIIh-I). U vzniklych imidazolin-5-oni a 5-thio-
nil byla déle studovéna jejich stabilita v bazickém prostie-
di.

Pii studiu mechanismu cyklizacni reakce XVIla-e
bylo zjisténo uplatnéni specifické bazické katalyzy a zavis-
losti pozorované rychlostni konstanty na koncentraci hyd-
roxidu sodného linearné stoupaji. Z hodnoty reakéni kon-
stanty p = 1,4 1ze pro mechanismus cykliza¢ni reakce usu-
zovat, ze rychlost urujicim krokem je atak amidického
aniontu, vzniklého v rychlé ptedfazené rovnovaze, na kar-
bonylovou skupinu.

XVl

h: SIN(CHa),/H/CH
i- S/CH4/H/CH,

j: SIHIHICH;

k: S/CI/H/CH,

I: SINO,/H/CH;
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Pfi studiu analogickych™ thiopropanamidé XVIIh-1
bylo zjisténo, ze chovani téchto derivati je podobné.
V bazickém prostiedi probiha cykliza¢ni reakce koncovym
atomem dusiku thioamidické skupiny a vznikaji odpovida-
jici  2-fenyl-5,5-dimethylimidazolin-5-thiony ~ XVIIIh-I.
Srovnani rychlostnich konstant cyklizace amidii s analo-
gickymi thioamidy ukazuje, ze isolobalni zdména kysliku
za siru vede k urychleni cykliza¢ni reakce. Divodem je
zejména zvysSena acidita thioamidické skupiny v porovnani
se skupinou amidickou. Tato zvySena acidita se rovnéz
projevi na tvaru zavislosti pozorované rychlostni konstanty
na koncentraci hydroxidu sodného. Pocatecni strmy nartist
pozorované rychlostni konstanty s koncentraci katalyzuji-
ciho hydroxidu se postupné sniZzuje a od koncentrace cca
0,5 mol I"" je jiz zanedbatelny. Z hodnoty reakéni konstan-
ty p = 0,4 lze pro mechanismus cyklizacni reakce XVIIh-I
usuzovat, ze rychlost urcujicim krokem je tentokrat odsté-
povani hydroxyskupiny z cyklického intermediatu.

H CH
HO N CCSHS
R1—< :Hoi
N™ g

Imidazolin-5-ony i 5-thiony, s kyselym vodikem na
dusiku, tvoii v bazickém prostfedi stabilni anionty, které
jsou jiz odolné vuci dal§imu nukleofilnimu ataku. Hydro-
lyza imidazolinonového kruhu vedouci k jeho otevfeni
probiha pouze pokud se zablokuje moznost tvorby aniontu

N
|
N7(ko e
2
R 0

XIX

RY/RZ: a: HICH(CHs), RYR?
b: CH3/CHs
C. CH3/CH20H3
d: CH4/CH(CH),
e: CH4/C(CHa)s
f: CGH5CH2/CH(CH3)2

Schéma 6. Ligandy odvozené od imidazolin-5-oni

R1

(0]
YNH Q KOCN
N{L

XXl R! XXl

R\1 | N '31 R\1 | N ,R1
N | & N R2 N | N/ | N RZ
N X

=N
B r—
NH  ~Ch,CoOH N=/

Referat

zavedenim methylskupiny na dusik spolu se zavedenim
dalsi elektronakceptorni skupiny do postranniho fetézce
(latka VIIg), ktera urychluje nukleofilni atak. I za téchto
pfedpokladt je vSak hydrolyza imidazolinonového kruhu
VIIg velmi pomala.

Funkcionalizované imidazolin-5-ony vSak nejsou
zajimavé jen pro své biologické vlastnosti. Pfitomnost
dvou atomi dusiku umoznuje vznik komplext s ionty pie-
chodnych kovi, coz je spolu s pfitomnosti stereogenniho
centra v poloze 4 predurcuje jako potencialni katalyzatory
v asymetrické syntéze”"". Proto byly pfipraveny”*" deri-
vaty imidazolin-5-on X/ Xa-f, XXa-d a XXla-e, které maji
v poloze 2 pyridinovy cyklus a které jsou strukturné po-
dobné s dobie znamymi derivaty pyridin-bisoxazolinu®***
a terpyridinu™.

Bylo zjisténo™™"', Ze tyto slouceniny tvoii stabilni
komplexy s celou fadou iontd prechodnych kovu (napf.
Fe*', Cu®*, Rh*, Ru*"), aviak jejich schopnost asymetrické
indukce pti Henryho resp. Kharasch-Sosnovského allylové
oxidaci je nizka. Mnohem lepsich vysledka® viak bylo
dosazeno pfi pouziti rhodiovych komplexti odvozenych od
XIXa-f pti deallyla¢ni reakci allylmalonatii, kde bylo dosa-
zeno prevazné 100% vytézku. Jako nadéjné se jevi i pouzi-
ti* komplext XIXa-f pii alkylaéni cyklizaci 2-chlor-1,7-
-heptadienu.

Z oblasti imidazolidin-2-ond a 2-thiond byla studova-
na® kinetika a mechanismus reakce (Schéma 7) substituo-
vanych  N,N’-difenyl-1,2-ethandiiminti  (glyoxalimin)

] R
N” |N o
N

78-81

0
XX XXI
- a: CHy/CH, R':a: CHj
b: CH3/CH,CH,4 b: CH,CgHs
¢: CH3/CH(CH3), c: CH,CN
d: CH3/C(CH3), d: CH,COOCH,CHj;
e: CH,CONH,

s R’
NH
CH;COOH N\/\N

R':a: OCHj, b: CHj, c: F, d: Cl

Schéma 7. Criss-cross reakce substituovanych glyoxalimini
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XXlla-d s kyanatanem a thiokyanatanem draselnym
v prostfedi ledové kyseliny octové.

Bylo zjisténo, ze v ptipadé reakce XXlla-d
s thiokyanatanem draselnym dochazi v rychlost uréujicim
stupni k adici nukleofilniho thiokyanatanového aniontu na
iminovou vazbu. Po ndsledné intramolekularni cyklizaci
a opakovani této sekvence vznika finalni perhydroimidazo
[4,5-d]imidazolidin-2,5-dithion XX7Va-d. Méné nukleofil-
ni kyanatanovy aniont jiz vyzaduje piitomnost kyselé kata-
lyzy — v rychlost urcujicim stupni dochdzi k jeho adici na
molekulu protonovaného iminu XX7/a-d. Diky niz§i nukle-
ofilit¢ kyanatanového aniontu se pak v dal$im pribéhu
reakce prednostné aduje kyselina octova a vznika tak
4-acetoxy-5-(4-subst. fenylamino)-3-(4-subst. fenyl)imidazo-
lidin-2-on XXIlla-d.

3. Studium reaktivity
3-amino-1,2,4-dithiazol-5-thionu
s P(III) slouc¢eninami

Motivaci tohoto vyzkumu bylo objasnit mechanismus
prenosu atomu siry z 1,2,4-dithiazolového kruhu na atom
fosforu, protoZe tato reakce ma prakticky vyznam pii syn-
téze modifikovanych oligonukletida®. Kromé studia de-
tailntho mechanismu bylo nutné identifikovat i vedle;jsi
produkty této reakce, protoze v tomto sméru byly
v literatuie®™ nalezeny pouze rozporuplné informace. Pro
sulfuraci P(III) sloucenin bylo v minulosti navrzeno velké
mnozstvi® * ¢inidel, znichz se jako nevyhodn&jsi jevi
derivaty®®%%7 1,2 4-dithiazolu. Komerén&”™ je vyuzivan
3-amino-1,2,4-dithiazol-5-thion (xanthan hydrid).

Proto byla studovana sulfurace trialkyl- a triarylfosfi-
ni a fosfith 3-amino-1,2,4-dithiazol-5-thionem (XXVa)
ajeho N,N-dimethylderivatem (XXV7b). Bylo zjisténo, ze
b&hem reakce vznika” vysoce reaktivni thiokarbamoyliso-
thiokyanat a nikoliv v literatufe navrhovany kyanamid
a sirouhlik (Schéma 8). Vznik reaktivniho thiokarbamoyli-
sothiokyanatu muze pii syntéze polyfunkénich sloucenin,
jakymi jsou i oligonukleotidy, zplisobovat komplikace.
Samotny thiokarbamoylisothiokyanat je natolik reaktivni,
ze jej nebylo mozné izolovat. Jeho pfitomnost byla proka-

R, R
R//P:S + /N—CN + CS,

R1
R R R
R\PA‘?§/\<N
R—
/ N_,S
R «S \ R\ R1\ //S
R | R//P—S + 1/N_C\
= aryl, R =C=
aryloxy, xxV:a:R'=H R N=C=S
alkyl b:R'=CHj,

Schéma 8. Sulfurace P(III) sloucenin 3-amino-1,2,4-dithiazol-
-5-thionem
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zana pridavkem nukleofilniho c¢inidla (4-nitroanilinu), se
kterym vznikal stabilni produkt adice: 1-(4-nitrofenyl)
dithiobiuret. Pfi sulfuraci XXVb byl po reakci izolovan
i produkt'” [4+2] cykloadiéni reakce samotného N,N-di-
methylthiokarbamoylisothiokyanatu: 2-dimethylamino-5-di-
methylthiokarbamoyl-1,3,5-thiadiazin-4,6-dithion.

Detailnim studiem kinetiky a mechanismu'®' bylo
zjisténo, ze prenos atomu siry na fosfor je velmi rychly
(bimolekularni rychlostni konstanty této reakce se pohybu-
ji v rozmezi 2:10* — 6:10* I mol ' s ') a reakce probiha pres
reaktivni intermediat vznikajici atakem atomu fosforu na
siru S-1.

R1
R, RN _
RP-S. )
R N
S

Hammettova korelace logaritmd bimolekularni rych-
lostni konstanty sulfurace XXVa proti ¢ konstantam substi-
tuentl na benzenovém jadie P(IIT) sloucenin poskytla pro
substituované trifenylfosfiny hodnotu p =—0,86 a pro trife-
nyl-fosfity p = —1,10. Interpretace téchto Hammettovych
reakénich konstant p ve smyslu distribuce naboje
v tranzitnim stavu vyzaduje vhodnou srovndvaci reakéni
sérii. V literatufe bylo nalezeno pouze né¢kolik reakei, pfi
nichz fosfor vystupuje jako nukleofil nebo baze. Jednalo se
o reakci aryldiethyl-fosfinii s ethyljodidem'” (p = —1,0)
a elementarni sirou'" (p =-2,5) a o reakci triarylfosfind
i triaryl-fosfita'® s difenyl trisulfidem (p = —1,1). Nami
zjiSténé nizké hodnoty p pro sulfuraci XXVa tedy indikuji
v tranzitnim stavu relativné maly vznik parcialniho kladné-
ho néaboje na atomu fosforu. Tomuto zjisténi mohou odpo-
vidat dvé mezni situace. Bud’ je rychlost ur¢ujicim krokem
vznik obojetného intermeditu, pfi¢emZ v tranzitnim stavu
je vazba P—S jesté velmi slaba, anebo je rychlost uréujicim
krokem jeho rozpad a vyslednd p konstanta odpovida
souctu p konstant obou kroki. Rozhodnuti bylo ucinéno na
zakladé méfeni aktivacni entropie a ze zavislosti rychlosti
reakce na zméngé rozpoustédla.

Zmétené vysoké negativni hodnoty aktiva¢nich entro-
pii (AS* = =100 J mol ' K™") spolu se skutenosti, Ze rych-
lost reakce jen malo zdvisi na rozpoustédle ukazuji, Ze
rychlost ur€ujicim krokem je vznik uvedeného intermedia-
tu.
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4. Zavér

Utelem studia reakénich mechanismii vzniku a trans-
formace heterocyklickych sloucenin je poznéani detailniho
pribéhu téchto reakei, na jehoz zakladé je mozné optimali-
zovat podminky pfipravy a to jak z hlediska struktury vy-
chozich latek, tak reakéniho ¢asu. Na modelovych deriva-
tech chinazolinu, thiazolu imidazolu a 1,2,4-dithiazolu je
demonstrovano, jak zmény struktury, podminek a kataly-
zatoru Casto vedou k velké zméné reaktivity resp. i ke zce-
la odlisnym reakénim produktiim.

Autor dékuje viem svym spolupracovnikiim, kteri se
podileli na vzniku citovanych praci, jejichz je spoluauto-
rem, a dale dékuje Ministerstvu Skolstvi, mladeze a télovy-
chovy Ceské republiky za financéni podporu (Projekt MSM
002 162 7501).
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Uvod

V roce 1984 byl objeven novy gen, ktery hraje prav-
dépodobné vyznamnou roli pii regeneraci fady tkani'.
Nedavno bylo prokazano, ze tento tzv. Reg gen hraje vy-
znamnou roli vregeneraci tkdan¢ myokardu, kdy byla
v experimentu po postizeni myokardu zjisténa transkripc-
ni aktivace Reg-Ia. v myokardu jako odpovéd na myokar-
didlni stres' . Také u experimentalng vyvolaného infarktu
myokardu byla zji§téna v cytoplasmé kardiomyocytl zvy-
Sena exprese genu pro Reg-la (i jeho receptoru) a soucasné
byla u té€chto jedincll nalezena vy$si koncentrace Reg-lo
proteinu v séru ve srovnani s jedinci s konstrikci aorty. Je
mozné, ze systém ,,Reg“ hraje vyznamnou roli jako pro-
tektivni ukazatel proti ucinku akutniho srde¢niho stresu.
Vznikla tedy hypotéza, Ze stanoveni proteinu Reg-lo. by
mohlo byt zajimavym ukazatelem pfitomnosti vyssiho
koronarniho rizika®.

Experimentalni studie také prokazaly, ze by Reg-la
mohl byt ukazatelem extremniho stresu obecné. Jelikoz je
obezita, resp. metabolicky syndrom vyznamnym streso-
vym stimulem, ktery vede k fad¢ tkanovych komplikaci
(napf. kardiovaskularni ¢i cerebrovaskularni choroby, dia-
betes mellitus, hypertense, autonomni vegetativni dysfunk-
ce), vznikly proto hypotézy o mozném diagnostickém vyu-
ziti stanoveni Reg-lo. v diagnostice metabolického syn-
dromu.

Nasim cilem v predkladané praci byl vyvoj, validace
a klinické testovani soupravy ELISA pro specifické stano-
veni sérové koncentrace lidského Reg-Io..
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Experimentalni ¢ast
Priprava rekombinantniho lidského Reg-Ia

Sekvence mRNA Reg-lo. byla ziskana z databaze
RefSeq (Accession Number NM_00209); pfislusnd sek-
vence byla syntetizovana a optimalizovana pro E.coli.
Synteticky gen byl klonovan do restrik¢nich mist expresni-
ho vektoru pET21 (Novagen) a provedena transformace
bakteridlniho kmene E.coli BL21DE3. Produkéni kmen
byl kultivovan pii teploté 37 °C a exprese rekombinantni-
ho proteinu byla indukovéna isopropyl f-D-1-thio-
galaktopyranosidem (IPTG, Sigma). Po rozbiti produkéni
kultury ultrazvukem byl ze supernatantu izolovan gelovou
chromatografii rekombinantni Reg-la.

Protein byl dialyzovéan do prostiedi 50 mM NaH,PO,
(pH 7,2), Cdistota proteinu analyzovana elektroforézou
v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsulfatu
sodného (14% homogenni gel, SDS PAGE, obr. 1)
a koncentrace bilkoviny stanovena metodou s kyselinou
bicinchoninovou (BCA metoda, Sigma, katalogové cislo
BCA1-1KT).

Priprava specifickych protildtek proti
lidskému Reg-Ta

Byla pfipravena krali¢i protilatka podle imuniza¢niho
schématu: davka vzdy 0,2 mg proteinu pro imunizaci krali-

——
66kDa —
45kDa
31kDa -
21kDa -
— —
14kDa —

Obr. 1. Cistota rekombinantniho lidského Reg-Ta. byla ovéie-
na elektroforézou (14% homogenni gel, SDS PAGE, metoda:
Laemmli, barveni gelu: Coomassie blue). Z leva: 1 — proteinovy
standard; 2 — rekombinantni lidsky Reg-la. v redukénim prostie-
di ; 3 — rekombinantni lidsky Reg-Io. v neredukénim prostiedi.
Cistota proteinu je vy$ii nez 95 %
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ka; prvni davka byla v kompletnim Freundové adjuvans
anasledné 2 davky v inkompletnim Freundové adjuvans.
Z pripraveného antiséra byla izolovana specificka protilat-
ka imunoafinitni chromatografii na koloné s imobilizo-
vanym rekombinantnim Reg-lo, imunosorbent byl pfipra-
ven podle ndvodu od vyrobce (POROS-AL, Applied Bi-
osystems, katalogové &islo 1-6022-24). Cistota protilatek
byla stanovena elektroforézou v polyakrylamidovém gelu
v ptitomnosti dodecylsulfatu sodného (12% homogenni gel,
SDS PAGE), celkova koncentrace bilkoviny byla stanovena
metodou BCA. Cast krali¢i protilatky byla znadena kieno-
vou peroxidasou (Peroxidase activated, Roche, katalogové
¢islo 11 428 861 001) podle navodu od vyrobcee.

Vyvoj sendvicové ELISA pro stanoveni
Reg-Ta v lidském séru

V mikrotitra¢ni desce (Corning Costar, High Binding,
katalogové ¢islo 52-00-02) bylo vazano 0,2 pg protilatky/
jamku v 0,1 M karbonatovém pufru pH 9,0 (inkubace 12 h
pii 4 °C). Deska byla poté jednou promyta promyvacim
roztokem TBS-Tw (0,05M Tris-HCI; 0,15 M NacCl;
pH 7.2; 0,05% (w/v) Tween 20) na promyvacce Columbus
(Tecan, Inc.). Nevyuzitd vazebna mista byla zablokovana
0,3 ml/jamku roztoku TBS (0,05 M Tris-HCI;
0,15 M NaCl; pH 7,2), 0,5% (w/v) BSA (hovézi sérovy
albumin), 4 % sacharosa a deska byla inkubovana 30 min
pfi 25 °C. Po odsati blokovaciho roztoku bylo na desku
davkovéano 0,1 ml pfisluSného standardu nebo fedéného
sérového vzorku (vSechna méfeni byla provadéna 2x).
Nasledné byla deska inkubovéna 1 h pfi laboratorni teploté
(25 °C). Po 3-nasobném promyti desky promyvacim rozto-
kem (TBS, 0,05% Tween 20, pH 7,2) bylo do vsech ja-
mek desky davkovano 0,1 ml specifické protilatky znacené
kenovou peroxidasou (0,06 mg 1) a deska opét inkubo-
vana 1 h pfi laboratorni teploté. Po 3-nasobném promyti
desky promyvacim roztokem bylo do vSech jamek desky
davkovano 0,1 ml substratu TMB (1,2 mM tetrametylben-
zidin s obsahem 3 mM peroxidu vodiku, KPL, katalogové
¢islo 52-00-01) a reak¢éni smés inkubovana 10 min pfi
laboratorni teploté (25 °C). Reakce byla zastavena pifidav-
kem 0,1 M roztoku kyseliny sirové a vzniklé Zluté zbarve-
ni (produkt) bylo zméteno fotometricky pfi vinové délce
450 nm. Intenzita zlutého zbarveni je pfimo imérna obsa-
hu analytu ve vzorku. Hodnoty Reg-Io. v neznadmych
vzorcich byly stanoveny z kalibra¢ni kiivky (obr. 2), ktera
byla ziskana vynesenim absorbanci standardd oproti jejich
znamé koncentraci.

Redicim roztokem pro standardy a vzorky byl roztok
TBS 0,05% Tween 20, 0,05% (w/v) zelatina, fedicim roz-
tokem pro protilatku znacenou kienovou peroxidasou byl
roztok StabilZyme-HRP (SurModics, katalogové Ccislo
SZ02). V testu byla pouzita sada standarda 50, 20, 10, 5, 2
a1l pgl™, ptipravena nafedénim rekombinantniho lidského
Reg-la. Sérové vzorky byly fedény 50x podle schématu
1 dil vzorku + 49 dila fediciho roztoku.
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Obr. 2. Standardni kalibraé¢ni kiivka byla sestrojena s pouzitim
4-parametrové funkce

Klinické testovani metody ELISA

Byly vySetieny tfi skupiny osob:

a) V prvni skupin€ bylo testovano 38 pacientl piijatych
na interni oddé€leni pro podezieni na akutni koronarni
syndrom (AKS). U téchto jedinct byl po pfijmu, za 2
a 6 hodin stanoven srde¢ni troponin I (cTnl, metoda
LEIA, pristroj Immulite, vyrobce DPC), myoglobin
(metoda LAT, pfistroj Advial650, vyrobce Denka
Seiken), C-reaktivni protein (CRP, metoda LAT,
pfistroj Advia 1650, vyrobce Biovendor) a Reg-la
(ELISA, ELISA linka Marc-Max, vyrobce Bioven-
dor). Diagn6éza AKS byla sestavena na zaklad¢ krité-
rii AHA-ESC/ACC (cit.h),

b) ve druhé skupin€ bylo vySetfeno asymptomatickych
60 pacientd ve vysokém kardiovaskularnim riziku
(39 muzd, 21 Zen). U vSech byla provedena jednofo-
tonova emisni pocitaova tomografie myokardu
(SPECT) po standardizované zatézi. Latentni forma
myokardialni ischémie byla definovéana jako pozitivi-
ta nalezu na SPECT. U vSech jedinct byla odebrana
krev pted zatézi, pri subjektivnim maximu, po 30
a 60 min po ukonceni zatéZe. V krvi byl stanoven
Reg-la vyse uvedenou metodou,

c) ve tfeti studii bylo vySetfeno 14 neobéznich osob bez
znamek metabolického syndromu a 15 obéznich je-
dincti s metabolickym syndromem. Metabolicky syn-
drom byl diagnostikovan na zaklad¢ kritérii National
Education Program’s Adult Treatment Panel III Re-
port (NCEP-ATP) (cit.”). U viech osob byl zmé&fen
v séru insulin (metoda LEIA, Immulite 2000, vyrobce
DPCO), cholesterol, HDL-cholesterol, LDL-
cholesterol, triglyceridy, kyselina mocova, glukosa
(enzymové metody, Advia 1650, vyrobce Biovendor)
a Reg-la.

Reg-la byl stanoven ve vSech pfipadech ze séra. Po
odbéru byl kazdy vzorek ponechian po dobu 30 min
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v pokojové teploté. Poté byly vzorky centrifugovany
(10 min, 1100 g, 4 °C) a nasledné zmrazeny pii —80 ° C.
Reg-la byl stanoven ve vSech piipadech do 3 mésici po
odbéru materidlu po predchozi adaptaci na pokojovou tep-
lotu (25 °C). Vsechny vzorky byly méteny v duplikatech.

Vysledky a diskuse
Funk¢ni charakteristika ELISA

Nebyla zjisténa zkfizena reaktivita této ELISA s lid-
skymi rekombinantnimi proteiny Reg-IB (Biovendor);
PAP (Biovendor) a Reg-IV (Biovendor) pfti koncentraci
antigentl 50 pg I™'. Soudasné nebyla zjisténa zadna kiizova
reaktivita v sérech nasledujicich zvitat: kralik, koza, ovce,
prase, mys$, kun, kiecek, tur, kocka, pes a krysa. Silna kii-
zova reaktivita byla naméfena pouze s opi¢im sérem.

Pro ovéteni funkcnosti Reg-Io. ELISA byla testovana
také spravnost a presnost metody. Spravnost metody byla
ovétena metodou standardniho pfidavku a testem dilu¢ni
linearity. Pro test standardniho ptidavku byly pouzity
vzorky lidského séra od dvou pacientl o ptivodni koncent-
raci Reg-la 160 a 265 pg 1™, které byly obohaceny
o rekombinantni Reg-lo. (+250, +500 a +750 pg 1™
a otestovany. Praimémy vytézek byl 101 %. Dilu¢ni linea-
rita byla otestovdna na dvou dalSich sérovych vzorcich
o koncentraci Reg-Ia. 345 a 595 pg I, Pram&my vytézek
byl 100,1 %.

Presnost metody byla testovana jako opakovatelnost
vysledkl u 3 sérovych vzorkl a vyjadfena jako variacni
koeficient (CV) v sérii ( intra-assay; n= 7) a reprodukova-
telnost mezi sériemi méteni (inter-assay; n=10). Hodnota
varia¢niho koeficientu byla ve vSech pripadech mensi nez
9 %.
stanovitelnou koncentraci Reg-Io, byla 0,094 ug 1™ (tato
hodnota je vyjadienim koncentrace Reg-lo,, odpovidajici
absorbanci vypocitané podle vzorce: primérna hodnota
absorbance slepého vzorku (#=8) + 3x smérodatna odchylka
praméru slepého vzorku). Mez detekce vypocitand podle
vzorce: 0,094 x 50 (fedici faktor vzorkd ) byla 4,8 ug 1™ .

Klinické testovani metody ELISA
a) Hodnoty Reg-lo. vykazovaly u pacientd s akutnim
koronarnim syndromem nenormalni rozloZeni (n=7;
median 773,2 pg I™") a vyznamné se neliily od hodnot
pacienti bez znamek AKS (n=28; median 679,7 pg1™';
P=0,67). Soucasné¢ hodnoty Reg-lo. korelovaly vy-
znamné s myoglobinem (+=0,49; P<0,01) a CRP
(r=0,67; P<0,01). Korelace s CRP pretrvavala i po
korekci na sérovou hodnotu kreatininu (»=0,57,
P<0,01). Pii pouziti krokové regrese nebyly do mode-
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lu jako nezavislé proménné zahrnuty veék ani myoglo-
bin. Regresni rovnici lze vyjadrit jako:

Reg-1=28,7 * kreatinin + 19,4 * CRP —965,5 * ¢Tnl — 354,5
(F ratio 22,1; P<0,01) (cit.%).

Ve druh¢ studii mélo 14 osob latentni myokardialni
ischémii; u 46 nebyly znadmky postizeni myokardu
zjistény. Obé¢ skupiny se vSak v hodnotach Reg-la
neliSily ani v jednom z nabérd (primérmé mediany
Reg-la &inily 527,2 vs. 552,3 pug 1I”'; P=0,59) (cit.”).
Ve teti studii bylo vySetfeno 29 osob (18 muzt a 11
zen). 14 z nich byly zdravé osoby (8 muzd, 6 Zen), 15
z nich trpélo metabolickym syndromem (9 muzl, 6
zen). Hodnoty Reg-la v séru se vyznamné nelisily
mezi osobami zdravymi a jedinci s metabolickym
syndromem (mediany 550,7 vs. 442,3 pg 1"'; P=0,51)
a korelovaly pozitivné pouze s hodnotami glykémie
(r=0,25; P=0,03) a veku (+=0,38; P<0,01). Korelace
mezi Reg-lo a hodnotou glukosy v séru pietrvavaly
ipo adjustaci Reg-lo na veék (+=0,23; P<0,01)
(cit.?).

Zavérem ke klinickému testovani pro validaci metody
v séru lze fici, Ze nebyly potvrzeny hypotézy o mozném
rutinnim diagnostickém vyuziti Reg-Io. v séru v diagnos-
tice metabolického syndromu, obezity nebo myokardialni
ischémie. Z prvnich vysledkd vsak vyplyva, ze by mély
nasledovat dalsi studie, které by mély vysvétlit nalezenou
souvislost mezi glykémii a Reg-Io. a mozna hledat dalsi
vyznam tohoto parametru jako prediktoru piedcasné atero-
skler6zy nebo poruchy glukosové tolerance.

b)

<)
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In recent few years several papers have dealt with the
need for a new sensitive test for myocardial ischemia,
which would allow an early and efficient therapeutic inter-
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vention. A promising laboratory marker seems to be serum
Reg-Io.. An ELISA method for the Reg-Io. determination
in serum is described and validated and its diagnostic util-
ity is discussed. However, the serum Reg-lo. values in
individuals with metabolic syndrome and latent or acute
myocardial ischemia did not significantly differ from those
in healthy people. First results of clinical testing did not
confirm the hypotheses on the use of this serum parameter
for diagnosis of acute myocardial or metabolic syndromes.
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Uvod

Glykozidazy sa podielaju na vyznamnych biologic-
kych procesoch ako travenie, anabolizmus glykoproteinov
a katabolizmus glykokonjugatov. Biotechnologické proce-
sy predstavuju alternativnu cestu pre ziskanie mnohych,
teraz uz limitovanych biologicky aktivnych latok. Poznat-
ky o totipotencii a zvladnutie kultivacnych technik sa
uspesne aplikovali v pol'nohospodarstve pri mikropropaga-
cii rastlin’.

Totipotencia je vlastnost somatickej bunky niest
kompletnti genetickll informaciu potrebnu pre vyvin celej
rastliny. Kazda zivad bunka, pletivo a organ predstavuju
teda potencidlny zaklad pre vytvorenie celého rastlinného
organizmu’.

Pri biosyntéze a biotransformacii prirodnych latok sa
vyuziva cely rad multifunkénych enzymovych komplexov.
Kvalita potravin je vo velkej miere podmienena a zavisla
na kvalite, kvantite, Struktire a fyzikalno-chemickych
vlastnostiach peptidov, cukrov ainych zloziek potravin.
Biotransformacia takychto latok hra doélezitd ulohu
v rdznych biotechnologickych procesoch'™. Zistilo sa, Ze
cukry a glykoziddzy maja doleZit(i Glohu v réznych oblas-
tiach zakladného a aplikovaného vyskumu®~’.

Volné alebo imobilizované enzymy, pripadne Zivo-
¢iSne alebo rastlinné bunky, reprezentuji dolezitdi cestu
produkcie U€innych enzymovych katalyzatorov aplikova-
telnych v celom rade technologickych procesov’.

Rastlinné bunky imobilizoval prvy raz Brodelius®.
Obal'ovanie (enkapsulacia) buniek a enzymov hydrogélmi
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reprezentuje frekventovanti imobiliza¢nu techniku. Kova-
lentnti vdzbu buniek na povrch nosicov, ako aj spontdnnu
adhéziu, popisali viaceri autori’''. Tvorba bunkovych
agregétov, ako aj stupeni diferenciacie buniek v suspenznej
kultire, su z biotechnologického hl'adiska vel'mi délezité.

Sachardza (p-D-fruktofuranozidaza EC 3.2.1.26),
nazyvana aj invertaza, katalyzuje hydrolyzu sacharézy na
glukézu a fruktézu. Studovany enzym sa vyuziva aj pri
vyrobe invertnych sacharidov (zo sachardzy) s naslednou
moznost'ou pripravy fruktézovych pripravkov'?.

Vyvoj imobilizacnych technik, dokaz a stanovenie
aktivity biokatalyzatorov je uzko spojeny s progresom
biotechnologickych procesov™'®. Vzhladom na to, Ze
membrany bunky s hlavnou bariérou transportu mnohych
latok, zamerali sme svoju pozornost’ na ich permeabiliza-
ciu. Predpokladdame, Ze imobilizované bunky alebo bioka-
talyzatory rastlinného pévodu, podobne ako mikrobialne,
mozu v budicnosti zohrat' déleziti ulohu v biotechno-
logickych procesoch™. V predloZenej praci sa $tudoval
vplyv permeabilizacie na enzymovu hydrolyzu sachardzy
pomocou imobilizovanych buniek naprstnika a distribucia
intra- a extracelularnej sacharazy testovanych buniek.

Dostupnost’ jednoduchej a rychlej skriningovej meto-
dy detekcie sachardzy ma velky vyznam pre vedecko-
vyskumné a technologické ucely.

Experimentalna cast’
Rastlinny material

Suspenzné kultary néprstnika vilnatého (Digitalis
lanata Ehrh.) sa pestovali v kultivatnom médiu podla
Murashigeho a Skooga'®, modifikovaného Diettrichovou
aspol.”” na rotaénej trepacke (80 rpm min') pri 25 °C
a difiznom osvetleni v priebehu 10 dni.

Permeabilizacia buniek

15 g suspenzne pestovanych buniek sa po odfiltrovani
apremyti 11 0,15 mol 1™ NaCl permeabilizovalo 50 ml:
5% Tweenom 20, 5% Tweenom 80, 30% etanolom, 50%
etanolom, 0,1% hexadecyltrimetylamoniumbromidom,
0,1% hexadecyl- pyridiniumchloridom resp. 3 hodiny za
pomalého mieSania (60 rpm) pri laboratdornej teplote. Per-
meabilizované bunky sa po premyti 2,5 1 destilovanej vody
a 310,15 mol I"' NaCl imobilizovali glutaraldehydom.

Imobilizacia buniek glutaraldehydom

15 g permeabilizovanych buniek sa vlozilo do 50 ml
0,15 mol 1"' NaCl, pomaly sa pridalo 5 ml 25% glutaralde-
hydu a pri laboratornej teplote sa za pomalého miesSania
(60 rpm) imobilizovali 2 hodiny. Imobilizované bunky sa
premyli 2,51 destilovanej vody, 31 0,15 mol I"' NaCl
a uchovavali v 0,15 mol I"' NaCl pri 4 °C.

Stanovenie Cerstvej hmotnosti a susiny

Cerstva hmotnost asuSina suspenznej kultary
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a imobilizovanych buniek sa stanovili gravimetricky po
vysuSeni do konStantnej hmotnosti pri 105 °C.

Vyuzitie glukdzy

Vyuzitie glukozy suspenznymi a imobilizovanymi
bunkami sa sledovalo

60 minut. Bunky suspenznych kultar a imobilizované
bunky sa preniesli do roztoku glukézy 200 mgl’
v 0,05 mol I Na-fosfatovom tlmivom roztoku pH 7,0
a ibytok glukozy sa sledoval podla Trindera'.

Zivotaschopnost buniek

Zivotaschopnost’ buniek sa sledovala podla Dixona'’
za pouzitia trifenyltetrazéliumchloridu (TTC), fluorescein-
diacetatu a kyslikove;j elektrody.

Dokaz a stanovenie intra- a extracelularnej sachardzy

Pri stadiu aktivity intra- a extracelularnej sacharazy sa
pouzil prirodzeny substrat sachar6za. Ako zdroj intracelu-
larnej sachardzy sa pouZzili bunky suspenznej kultary, pri-
¢om kultivaéné médium slazilo ako zdroj extracelularnej
sacharazy. Suspenzne kultivované bunky sa po odfiltrova-
ni na silénovej tkanine (10 g) premyli 2,51 destilovanej
vody. 15 g takto premytych buniek sa zhomogenizovalo vo
vychladenej trecej miske s 15 ml 0,1 mol I Mc Ilvaino-
vym tlmivym roztokom pH 4,6 pri 4 °C. Homogenat sa
prefiltroval, odcentrifugoval (10 min, 15000 g pri 4 °C)
a pouzil na stanovenie aktivity intracelularnej sacharazy.

Pri dokaze a stanoveni extracelularnej sachardzy sa
pouzilo kultivaéné médium bez buniek, ktoré sa odstranili
centrifugdciou (10 min, 15 000 g pri 4 °C).

Stanovenie aktivity enzymu

Enzymova aktivita sa sledovala modifikovanou meto-
dou podla Trindera'® pomocou testovacich prazkov na
stanovenie glukozy (Intes Poprad s r.o., Slovenska republi-
ka) a meracieho pristroja Accutrend (fy F. Hoffmann — La
Roche Ltd., Nemecko).

Reakéna zmes obsahovala vhodné mnozstvo enzymo-
vého preparatu (0,1-0,3 ml), sacharézu (6 mmol I™)
v celkovom objeme 2 ml 0,1 mol I"' Mc Ilvainovho tlmivé-
ho roztoku pH 4,6. Zmes sa inkubovala 60 min pri 30 °C.
V kontrolnom pokuse sa pouzil tepelne inaktivovany enzy-
movy preparat (10 min pri 100 °C).

Na testovaci prazok sa aplikovalo pozadované mnoz-
stvo inkubacnej zmesi (40 pl) a pomocou meracicho pri-
stroja Accutrend sa stanovila koncentracia gluk6zy uvol-
nenej enzymovou hydrolyzou sachardzy. Enzymova akti-
vita je vyjadrend v kataloch (oznacuje sa skratkou Kkat).
Enzymovy preparat ma aktivitu 1 kat, ak je schopny pri
nasyteni substratom za definovanych podmienok (teplota,
pH, zlozenie a koncentracia) za pritomnosti aktivatorov
a nepritomnosti inhibitorov premenit’ 1 mol substratu za
1 sekundu. Katal je pomerne velkd jednotka a preto sa
Casto pouzivaju odvodené jednotky ako nanokatal (nkat),
mikrokatal (pkat) a pod. Uvadzané vysledky st aritmetic-
kym priemerom z piatich paralelnych stanoveni a hodnote-
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né v rozsahu Specifickosti, citlivosti a reprodukovatel'nosti
uvedenej metody kvantifikacie glukézy. Jej vyhodou je
jednoduchost’ a rychlost’ stanovenia.

Stanovenie proteinov

Obsah proteinov sa stanovil podla Doumasa a spol.'®
za pouzitia hovédzieho sérumalbuminu ako Standardného
proteinu.

Stanovenie efektu glukozy, fruktozy a galaktozy na aktivitu
sacharazy

Efekt glukdzy, fruktozy a galaktdzy na aktivitu sacha-
razy v bunkach suspenznych kultir a imobilizovanych bun-
kach sa testoval pri koncentraciach 1, 5, 10, 20 mmol !
Studovanych cukrov.

Sledovanie vplyvu pH na aktivitu sachardzy
Vplyv pH na aktivitu sachardzy sa testoval v rozsahu
pH 4,2-5,6 v 0,1 mol ! Mc Ilvainovho tlmivého roztoku.

Stabilita enzymu v imobilizovanych bunkach

Stabilita sachardzy v priebehu uchovavania buniek sa
sledovala nasledovne: imobilizované bunky sa uchovavali
pri 4°C v 0,15 mol I"' NaCl s pridavkom tychto konzer-
vaénych latok: a) chloramfenikol 50 mg I™*, ) chlortetra-
cykliniumchlorid (CLCTC) 50 mg I", ¢) (1-metyldodecyl)
dimetylamin N-oxid (ATDNO) 100 mg I"* (cit.?®). Imobili-
zované bunky sa uchovavali aj v dehydratovanej forme po
ich vysuSeni pri laboratérnej teplote v uzavretych nado-
bach. Vysusené bunky pred pouzitim nabobtnavali 1h
v 0,15 mol I"! NaCl.

Vysledky a diskusia

Rozvoj imobilizaénych technik ma velky vplyv na
vyvoj biotechnologii. Imobilizacia buniek resp. biokataly-
zatorov predstavuje vel'mi dolezity sposob uchovavania
(stabilizacie)  vysoko  UcCinnych  biokatalyzatorov
(enzymov), ktoré su dolezité pre biotransformacné
procesy”'*".

Pri histochemickom a biochemickom §tadiu hydroly-
tickych enzymov sa vyhodne aplikujil rézne chromogénne
substraty'“'”. Pretoze chromogénne substraty  (4-nitro-
fenyl-B-D-fruktofuranozid a 1-naftyl-B-D-fruktofuranozid)
neboli pripravené, pri §tidiu sacharazy sa pouzival prirod-
ny substrat — sachardza. Pri §tudiu intracelularnej frakcie
sa pouzil enzymovy preparat pripraveny homogenizaciou
suspenzne kultivovanych buniek naprstnika (po 10 dnoch
kultivacie). Kultivaéné médium (bez buniek) sa pouzilo pri
dokaze a stanoveni intracelularnej frakcie sacharazy. Dis-
triblcia intra- a extraceluldrnej sachardzy je prezentovani
v tab. L.

Prevazna Cast’ (88,4 %, intracelularna sacharaza) je
lokalizovana v bunkach suspenznej kultiry. Minoritna
Cast’ (11,6 %) sa exkretuje do média (extracelularna sacha-
raza). Specificka aktivita intracelularnej sacharazy je 4,5x
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Aktivita sacharazy v 10-dilovych bunkach suspenznej kultiry naprstnika a v kultivatnom médiu

Frakcia Objem Proteiny Aktivita Specifickd aktivita
[ml] [mg g™ Eerstvej [nkat g”' Gerstvej hmotnosti]  [nkat mg™* proteinov]
hmotnosti]
Intracelularna aktivita 0,2 0,63 £ 0,06 18,3+0,36 28,2
(homogenat izolovanych
buniek)
Extracelularna aktivita 1,0 0,38 £ 0,05 2,4+ 0,25 6,3

(kultiva¢né médium
bez buniek)*

# Zodpovedajtca obsahu izolovanych buniek

vySSia ako Specifickd aktivita extraceluldrnej sacharazy.
Pri porovnavani distribucie intra- a extracelularnej aktivity
galaktoziddzy a sachardzy moZno konStatovat, Ze bunky
suspenznych kultar exkretuja do kultivaéného média ovela
menej sachardzy ako galaktozidazy®'.

Glutaraldehydom imobilizované bunky nevyuzivaju
glukozu (obr. 1) a nie st Zivotaschopné — nevykazuju respi-
ra¢nu aktivitu a nefarbia sa fluoresceinom aani 2,3,5-tri-
fenyltetrazoliumchloridom.

Pri permeabilizacii buniek naprstnika Tweenom 20,
Tweenom 80, etanolom, hexadecyltrimetylamoniumbromi-
dom a hexadecylpyridiniumchloridom dochadza k preu-
kaznému poklesu proteinov. Aktivita Studovaného enzymu
s vynimkou aplikdcie etanolu mierne stupa; Specificka
aktivita enzymu sa zvySuje vo vSetkych pripadoch. Pri
permeabilizacii kvasiniek na rozdiel od buniek naprstnika
dochadza k preukaznému vzostupu aktivity fenylalanina-
moniaklyazy (PAL)*. Pri zosiefovani buniek glutaralde-
hydom dochadza k poklesu enzymovej aktivity (tab. II).

V imobilizovanych a Zivotaschopnych bunkach ma
sacharaza pH optimum pri 4,6 a pri pH 5,4 (obr. 2). Dve
pH optima sacharéazy zistili aj u mikroorganizmov®.

250
mg/l
200 = = 1= 1= =] |
150
100
50 F
0
0 10 20 30 40 50 60
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Obr. 1. Casovy priebeh vyuZitia glukézy v bunkich niprstni-
ka imobilizovanych glutaraldehydom a v bunkach suspenznej
kultary; 10 g buniek, 20 ml tlmivého roztoku s gluk6zou, [J
glutaraldehyd, O suspenzna kultara
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Enzymové hydrolyza sacharézy mé linedrny priebeh
4 h, dosahuje 63 % konverzie substratu a potom sa zastavu-
je. Tepelné optimum imobilizovanych buniek je pri 50 °C
abuniek suspenznej kultary pri  45°C  (obr. 3).
V porovnani s a-galaktozidazou st tieto hodnoty ovela
nizgie®.

Sacharéza je pravdepodobne najcastejSim zdrojom
uhlika a energie pri kultivacii pletivovych a suspenznych
kultar'***. V predlozenej praci sme sledovali vplyv gluké-
zy, fruktozy a galaktozy na aktivitu sachardzy vo vitalnych
aimobilizovanych ~ bunkdch.  Pritomnost  glukozy
a fruktozy aktivitu testovanej hydrolazy mierne inhibuje,
zatial’ Co galaktoza aktivuje (tab. III).

Hamilton aspol.”® zistili, 7e pri vyuZiti sachardzy
rastlinnymi pletivovymi kultirami sa tento sacharid naj-
skor enzymovo transformuje na glukozu a fruktozu. Obsah
oboch sacharidov v kultivaénom médiu je v prvych diioch
po inokulacii priblizne rovnaky. V pritomnosti glukdzy
bunky fruktézu nevyuzivaji.

V imobilizovanych a vitalnych bunkach je zdanliva
hodnota Michaelis-Mentenovej konStanty Km sacharazy
rovna 4,6 mmol I, Podobné vlastnosti ma aj sacharaza

22
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Obr. 2. pH optimum sacharazy suspenznej kultiry a buniek
naprstnika imobilizovanych glutaraldehydom; 2,5 g bunick
v 10 ml tlmivého roztoku so sacharézou, [lglutaraldehyd, O
suspenzna kultira
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Obsah bielkovin a aktivita sachardzy v 10-dilovych bunkéach néprstnika a v bunkach suspenznej kultiry permeablilzovanej
5% Tweenom 20, 5% Tweenom 80, 30% etanolom, 50% etanolom, 0,1% hexadecyltrimetylaméoniumbromidom (HTAB),
0,1% hexadecylpyridiniumchloridom (HPCH) v bunkéach imobilizovanych glutaraldehydom

Bunky Proteiny Aktivita Specificka aktivita
[mg g ' Gerstvej [nkat g™ Gerstvej [nkat mg™' proteinov]
hmotnosti] hmotnosti]
Suspenzia 0,63 +£0,03 18,3 £0,42 29,1
Permeabilizované 0,1%HTAB 0,28 +0,013 20,3+ 0,61 72,5
0,1%HPCH 0,28 £0,012 20,2 £ 0,61 72,2
5% Tween 20 0,28 0,013 20,0 + 0,62 71,4
5% Tween 80 0,28 £0,014 20,0 £0,63 71,4
30% etanol 0,28 0,013 17,1 £0,62 61,1
50% etanol 0,28 £0,014 17,1 £0,63 61,1
Imobilizované 0,1%HTAB 0,29 +0,014 15,6 0,60 53,8
0,1%HPCH 0,29 £0,013 15,6 = 0,59 53,8
5% Tween 20 0,29 +0,013 15,3+0,58 52,7
5% Tween 80 0,29+0,014 15,3 +0,59 52,7
30% etanol 0,29 +0,014 12,8 0,58 44,1
50% etanol 0,29 £ 0,015 12,7+ 0,57 43,8

izolovana z ryze Km = 6,6 mmol I (cit.®), maku Km =
5,5 mmol I"! (cit.27), kukurice Km 2,9 mmol 1!
a Schizophyllum commune Km = 4,8 mmol 17" (cit.”®).
Kyselina 4-(chlormerkuri)benzoovd v koncentracii
0,1-0,5 mmol 1! inhibuje sacharazu. Jej u¢inok mozno
eliminovat 5-10 mmol I"' cysteinom, 5-10 mmol 17!
2-merkaptoetanolom alebo 5-10 mmol I ditiotreitolom,
¢o dokazuje, ze SH skupiny st pre enzymovu aktivitu
esencialne””?. Glukéza a fruktéza inhibuju aktivitu sacha-
razy izolovanej zuhoriek a maku®™?, podobny efekt sa
pozoroval aj pri imobilizovanych bunkach. Isla a spol.*®
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Obr. 3. Vplyv teploty na aktivitu sacharazy suspenznej kulti-
ry buniek naprstnika imobilizovanych glutaraldehydom; 2,5 g
buniek v 10 ml tlmivého roztoku so sachardzou, [1  glutaralde-
hyd, O suspenzna kultura
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zistili, ze fruktoza je kompetetivnym a glukéza nekompe-
tetivnym inhibitorom Studovaného enzymu.

Glutaraldehydom imobilizované bunky uchovéavané
v0,15mol I NaCl v pritomnosti konzervaénych latok
(chloramfenikol, chlortetracykliniumchlorid, (1-metyl-
dodecyl)dimetylamin N-oxid a azid sodny si v priebehu
6 mesiacov uchovavajii pomerne vysoku enzymovu aktivi-
tu (tab. IV). Podobnu aktivitu sachardzy maju aj glutaral-
dehydom imobilizované bunky, ktoré sa ususili v tenkej
vrstve pri laboratornej teplote a udrziavali v uzavretych
nadobach. Takto udrziavané bunky mozno po 60-
minitovom nabobtnani v 0,15 mol ™' NaCl pouzit ako
imobilizované bunky uchovavané v 0,15 mol ™" NaCl
v predoslom pripade (mnoZstvo vysuSenych buniek je ek-
vivalentné mnoZzstvu imobilizovanych buniek uchovava-
nych v roztoku NaCl). Je v§eobecne zname, Ze imobilizo-
vané bunky maji v porovnani so suspenznymi kultGrami
tieto vyhody: zabezpecenie nepretrzitého prietoku, zlepse-
nie separécie biokatalyzatora, predizenie pol¢asu biokata-
lyzatora, fyzikalnu ochranu voci striznym silam, ochranu
pred zhlukovanim, stimulaciu produkcie sekundarnych
metabolitov, konzervaciu multifunkéného systému’'%".

V bunkéach imobilizovanych zosietovanim glutaral-
dehydom je aktivita sachardzy, tyrozindekarboxylazy,
DOPA-dekarboxylazy, a- a B-galaktozidazy v porovnani
s aminopeptidazami pomerne vysoka®* 2.

Glutaraldehyd moZzno preto vyhodne vyuzit aj pri
imobilizacii rastlinnych buniek. Predlozené vysledky pou-
kazuju na to, Ze extracelularne a imobilizované glykozida-
zy a iné enzymy rastlinného pévodu ndjdu biotechnologic-
ké uplatnenie v potravinarskom, farmaceutickom priemys-
le ako aj vo vyskume®***. Tieto enzymy st vieobecne pri-
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Efekt glukozy, fruktozy a galaktdzy na aktivitu sacharazy (%) imobilizovanych buniek a suspenznej kultiry néprstnika

Koncentracia Povodna aktivita [%]
cukrov glukoza fruktoza galaktoza
[mmol 1" A B A B A B
0 100 100 100 100 100 100
1 74 75 63 64 147 145
5 73 74 58 57 142 140
10 67 68 54 55 133 132
20 64 65 51 52 128 126
Pozn.: A — suspenzna kultira, B — imobilizované bunky
Tabulka IV
Stabilita sacharazy v imobilizovanych bunkach naprstnika v priebehu skladovania
Konzervacna latka Povodna aktivita [%]

0 mesiacov 1 mesiac 2 mesiace 3 mesiace 6 mesiacov
- 100 - - - -
CLCTC (50 mg 1™ 88 87 84 82 78
ATDNO (100 mg 1™) 88 87 84 82 78
Chloramfenikol (50 mg1™") 88 86 83 81 77
Azid sodny 88 86 83 81 76
(200 mg 1)
Zamrznuté v 0,15 89 85 81 79 74
mol "' NaCl
Dehydratované bunky 90 85 82 79 75

Pozn.: CLCTC - chlortetracykliniumchlorid, ATDNO — (1-metyldodecyl)dimetylamin N-oxid, pdvodna aktivita = enzymo-
va aktivita (100 %) v bunkach suspenznej kultury pred imobilizaciou

tomné v rastlinach. Zial’, doposial’ sa v biotechnologickych
procesoch neaplikovali.

Naklady na horeuvedenti imobilizaciu st nizke
a nevyzaduju ani naro¢né pristrojové vybavenie. Pri imo-
bilizacii celych buniek sa zachovava vysoka aktivita enzy-
mu bez jeho izolacie. Fyzikalne vlastnosti biokatalyzatora
akinetické  parametre reakcie si  porovnatelné
s biokatalyzatorom pripravenym imobiliz4ciou na rozpust-
ny, resp. nerozpustny nosi¢>. Biotransforméacia poskytuje
okrem alternativneho a u¢inného riesenia pocetnych synte-
tickych problémov aj environmentalne nezavadné techno-
logie, &im prispieva k ochrane Zivotného prostredia’”'.

Prezentovanym spdsobom imobilizovana sacharaza
ainé hydroldzy sa mo6Zu perspektivne uplatnit
v biotransformacnych procesoch farmaceuticky
a potravinarsky ddlezitych substancii. Stadium Struktary
niektorych latok aich participacia v biologickych systé-
moch je d’aliou moznostou ich praktického vyuzitia®®*.
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Zaver

V praci sa testovala vhodnost’ aplikacie glutaraldehy-
du pri imobiliz4cii suspenznych kultir néprstnika. Vysled-
ky experimentov ukazali, Ze bunky naprstnika po permea-
bilizacii Tweenom 20, Tweenom 80, etanolom, hexadecyl-
trimetylamoniumbromidom a hexadecylpyridiniumchlori-
dom mozno pri zachovani pomerne vysokej aktivity sacha-
razy imobilizovat’ glutaraldehydom. Takto imobilizované
bunky je vhodné uchovavat’ v roztoku 0,15 mol I"' NaCl
v pritomnosti konzervac¢nych latok (chloramfenikol, chlor-
tetracykliniumchlorid,

(1-metyldodecyl)dimetylamin N-oxid a azid sodny
alebo ich vysusit’ a skladovat’ v tomto stave.

Majoritna Cast’ aktivity Studovaného enzymu predsta-
vuje intracelularnu  aiba minoritna Cast’ extracelularnu
sacharazu.

Pomocou testovacich pruzkov na stanovenie koncen-
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tracie glukozy a meracieho pristroja Accutrend sa vypraco-
vala rychla, jednoducha a spol'ahlivd metoda dokazu extra-
celularnej sacharazy.

Praca bola vypracovand v ramci rieSenia grantového
projektu VEGA 1/3289/06. Za technicku spoluprdacu touto
cestou dakujeme p. P. Keckesovi.
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J. Stano®, B. Diettrich‘, K. Mi¢ieta’, V. Blanari-
kova®, and M. Korefova® (“ Medicinal Plants Garden,
b Department of Molecular and Subcelullar Biology of
Drugs, Faculty of Pharmacy, Comenius University, Brati-
slava, © Institute of Pharmaceutical Biology, Martin Luther
University, Halle/Saale, Germany,  Department of Bot-
any, Faculty of Natural Sciences, Comenius University,
Bratislava): Study of Extracellular and Immobilized
Saccharase in Foxglove

Cells in suspension culture of foxglove (Digitalis
lanata Ehrh.) were permeabilized with Tween 20, Tween
80, ethanol, hexadecyltrimethylammonium bromide or
hexadecylpyridinium chloride and immobilized using glu-
taraldehyde. Saccharase showed a pH optimum at 4.6 and
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5.4; the optimum temperature for immobilized cells and
for cell suspension culture were 50 °C and 45 °C, respec-
tively. Four-hour hydrolysis of the substrate proceeded
with a conversion of 63 %. The immobilized cells showed
a high saccharase activity, good stability of plant sac-
charase in long-term storage and convenient physico-
mechanical properties. The culture medium (without cells)
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was used for identification and determination of extracel-
lular enzyme activity. The intracellular activity of sac-
charase estimated in cell suspension accounts for 88.4 %
of the total activity the rest is due to the extracellular activ-
ity. The specific intracellular activity is 4.6 times higher
than the extracellular one. The described method permits
a rapid, simple and specific identification.
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PSENICE, RAZE A TRITIKALE
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Uvod

Snaha o ekologizaciu zivotného prostredia (najma
znizenie emisii $kodlivych latok do ovzdusia) vyustila do
vypracovania dokumentu Rady Eurépy ¢. 39/97, ktory
uréuje zlozenie reformulovanych pohonnych hmét obsahu-
jucich alkoholy, pripadne butylétery z nich vyrobené
(MTBE alebo ETBE). Okrem toho smernica EU &. 93/500
EEC ¢. 1972 stanovuje ciele na dosiahnutie nahrad spotre-
by energii obnovitelnymi zdrojmi a stanovuje doporucenia
v oblasti danovych ul'av, potrebnych na spracovanie pol-
nohospodarskych surovin ako nahrady za lacnejSie surovi-
ny fosilneho povodu.

Na produkciu bioetanolu st vhodné suroviny s vyso-
kym obsahom $krobu, celuldzy alebo hemiceluldzy, ktoré
mozno hydrolyzovat’ na skvasitelné monosacharidy. Pri
nadprodukcii obilnin su prave tieto vhodnym substratom
na vyrobu palivového etanolu. Za limitnt hranicu rentabi-
lity sa povazuje 65 % Skrobu v suSine zrna. Z hl'adiska
efektivnej rastlinnej produkcie v SR je pre vyuZitie na
energetické tcely perspektivnym zdrojom $krob zo semien
pSenice a tritikale. MoZno ich uspeSne pestovat’ aj v margi-
nalnych oblastiach.

Skrob je jednym z najvyznamnejsich a najrozsirene;-
Sich rastlinnych polysacharidov na Zemi. Ako zdroj che-
mickej energie ho vyuzivaju zivoCichy, vyssie rastliny aj
mikroorganizmy. Nachadza sa v semenach a hl'uzach rast-
lin (obilniny, pseudoobilniny, strukoviny, zemiaky a d’al-
Sie plodiny). V obilninach sa syntetizuje v endosperme
semien vo forme zasobného skrobu alebo v chloroplastoch
pocas fotosyntézy vo forme prechodného Skrobu. Z chemic-
kého hl'adiska su skroby (v¢itane obilnych skrobov) zmesou
dvoch a-D-glukézovych homopolymérov: 20-30 % amylo-
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zy a 70-80 % amylopektinu'.

Amyloza je dlhy linedrny o-D-glukan zloZeny z po-
merne Sirokého rozmedzia poctu glukézovych jednotiek,
v zavislosti od botanického druhu®?, ktoré su pospajané o.-
1,4-glykozidovymi vdzbami. Retazce amylozy s zvinuté
do zavitnice, v ktorej na 1 zavit pripadd 6 glukézovych
jednotiek. Molekulova hmotnost amylézy je okolo 10°—
10°Da (cit.*).

Amylopektin je tiez zlozeny z glukdzovych ret'azcov,
spojenych o-1,4-glykozidovymi vdzbami, ktorych je asi
95 % (cit.”). St vak kratSie nez retazce amylozy. Priemer-
ne obsahuju 25-30 glukézovych jednotiek. St vetvené tak,
ze nad kazdou 10. az 12. jednotkou je a-1,6-glykozidovou
vizbou pripojeny dal§i retazec. Rozvetvend molekula
amylopektinu je vicsia neZ molekula amylozy. Jeho mole-
kulova hmotnost’ sa pohybuje medzi 10’-10° Da (cit.’)
Stupen polymerizacie amylopektinu variruje; existuju vSak
tri typické podskupiny: rozmedzie 13400-26500, 4400—
8400 a 7002100 (cit.®).

Skrob sa nachadza vo forme $krobovych zin A-typu
alebo B-typu, ktoré sa lisia vel’kost'ou, tvarom, chemickym
zlozenim a fyzikalno-chemickymi vlastnostami’*. Zrna A-
typu st vagsie (>10 pm), maju lentikularny tvar. Skrobové
zrna B-typu st mensie (<10 pum), su sférické a v porovnani
s A-typom obsahuji menej amylézy a viac fosfolipidov.

Od podielu amylézy a amylopektinu zévisia fyzikal-
no-chemické vlastnosti $krobu’. Prejavuju sa najmi v roz-
dielnej rozpustnosti, napuciavani, retrogradacii a stravitel’-
nosti a maju urcujici vyznam z hl'adiska vyuzitia Skrobu.
Skrob mé $iroké uplatnenie vo vyrobe potravin aj
v technickej praxi. Skroby s vysokym podielom amylopek-
tinu st vhodné na vyrobu papiera, adheziv, piva, cestovin
a mrazenych potravin. Skroby s vysokym podielom amy-
16zy sa pouzivaju na vyrobu funkénych potravin na baze
zdraviu prospe$ného rezistentného Skrobu (RS), v cukra-
renstve a na vyrobu fotografickych filmov.

Biosyntézu  Skrobu  katalyzuje 14  rdznych
enzgymov'’, priom tri z nich moZno povazovat za
klagové'': ADP-glukéza-pyrofosforylaza (AGP), §krobo-
va syntetaza (SS) a enzym vetviaci $krob (BE). Enzym
AGP je zodpovedny za tvorbu ADP-glukézy ako mono-
méru pre syntézu polymérneho skrobu, skrobova synteta-
za predlZuje retazce a vetviaci enzym sa podiela na vet-
veni ret'azcov do klastrovej Struktary. VSetky tri sa nacha-
dzaju vo viacerych izoforméach a majt rozdielnu enzymo-
va aktivitu aj fyzikalno-chemické a imunologické
vlastnosti'?. St podmienené rozdielnymi génmi a liSia sa
primarnou Struktirou, molekulovou hmotnostou, hodno-
tou Michaelisovej konstanty K., citlivostou k aktivatorom
a inhibitorom, teplotnym optimom a podobne. Gény, ktoré
reguluju syntézu tychto enzymov, mozno mutovat’ alebo
klonovat’ v bakterialnom plazmide a nasledne zabudovat’
do inych genémov. Prostrednictvom tychto génov mozno
zasiahnut' do syntézy $krobu a zmenit’ jeho obsah aj zloze-
nie.

In vivo prebicha syntéza amylozy a amylopektinu
sucasne. O zastipeni ich podielu v Skrobe rozhoduju dva
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Specifické izoenzymy: $krobova syntetdza viazana na gra-
nuly (GBSSI) a vetviaci enzym BEIIb. Skrobova syntetaza
viazana na granuly je v obilninach podmienenad génmi
WAXY, v zemiaku génom AMF a v hrachu génom LAM.
Mutéciou génu, ktora sposobi stratu tejto izoformy, mozno
v krobe znizit, pripadne az celkom odstranit, amylozu'.
Skroby takychto waxy mutantov bez amylézy obsahuju iba
amylopektin. Mutécie génu AMYLOSE-EXTENDER (AE)
v obilninach alebo génu RUGOSUS (R) hrachu sposobujt
zasa stratu vetviaceho izoenzymu BEIIb, ktory prednostne
vetvi amylopektin. V dosledku tychto mutacii je podiel
amylozy v skrobe zvyseny'*"*. SFachtenim alebo pomocou
biotechnologii mozno cielene ziskat’ Skrob s pozadovanym
zastipenim amylozy a amylopektinu podl'a ticelu, na ktory
je ureny' 2.

Cielom prace bolo zhodnotit' vplyv plodiny, odrody
a poveternostnych faktorov na parametre, ktoré vyznamne
ovplyviiuju produkciu etanolu: obsah Skrobu, podiel amy-
lozy v nom a enzymova aktivita a-amylazy (a-AMS),
ktora hra doleziti ulohu v jeho degradécii. Cielom bolo
tiez vybrat’ najvhodnejSie odrody pSenice pre molekularne
SPachtenie za ucelom ziskania linie s vysokym obsahom
Skrobu bez amylozy ako vhodného substratu pre etanolova
fermentaciu.

Experimentalna cast’
Material

Na porovnanie sledovanych parametrov v bezne pou-
zivanych druhoch obilnin sa hodnotilo 26 odréd pSenice
letnej f. ozimnej (Triticum aestivum L., v texte d’alej pSeni-
ca), 11 odrdd raze siatej (Secale cereale L., v texte raz),
a 13 odrod ozimného tritikale (X Triticosecale Wittmarck,
v texte tritikale). Plodiny sa pestovali v jednej lokalite
(Borovce pri PieStanoch) v r. 2005.

Na zistenie vplyvu lokality na hodnotené parametre sa
vybralo 16 odrdd psenice, pestovanych v r. 2006 v roznych
lokalitich (Maly Sari§, Michalovce, Viglas-Pstrusa pri
Zvolene a Borovce), ktoré sa vyznamne liSia nadmorskou
vyskou, priemernou dennou teplotou a mnozstvom zrazok
pocas vegetacného obdobia. Lokality Borovce a Michalov-
ce patria medzi teplé suché oblasti s nizSou nadmorskou
vyskou. Viglas-Pstruga a Maly Sari§ st v chladnejsej ob-
lasti s vySSou nadmorskou vyskou.

Vplyv vegetaéného roku na jednotlivé parametre sa
hodnotil v 48 odrodach pSenice pestovanej v lokalite Bo-
rovee v rokoch 2004 a 2005.

Laboratorni pfistroje a postupy

Metody

Stanovenie obsahu Skrobu

Pouzila sa akceptovand polarimetrickd metdda stano-
venia Skrobu STN 46 1011-37 podl'a Ewersa. Po kyslej
hydrolyze vo vriacom vodnom kupeli, vycireni pomocou
Carrezovho cinidla I a IT a filtracii sa oproti destilovanej
vode merala optické aktivita filtratu (digitalny polarimeter
GENEQ 3001, fa Kruss). Ako standardné vzorka sa pouzi-
la 5% glukdza; kontrolnou vzorkou bol Srot pSenice so
65% obsahom $krobu. Vysledky st vyjadrené v suSine
zrna ako hmotnostné %.

Stanovenie podielu amylozy a amylopektinu

Podiel amylozy a amylopektinu v Skrobe sa urcil ki-
tom Amylose/Amylopectin Assay Kit (Megazyme, {rsko).
Skrob sa kompletne dispergoval v dimetylsulfoxide vo
vriacom vodnom kupeli. Lipidy sa odstranili po precipita-
cii v etanole. Pridanim konkanavalinu A sa vyzrazal amy-
lopektin a odstranil sa centrifugaciou. Amyloza sa nechala
zhydrolyzovat’ enzymovou zmesou (30 U amyloglukozida-
zy a 4,5 U a-amylazy*). Vzniknutd glukdza sa stanovila
enzymovou metddou pomocou enzymového Cinidla
(obsahujuceho glukozaoxidazu a peroxidazu). Extinkcia
Cerveného komplexu sa merala pri 510 nm oproti 0,1 M
octanovému tlmivému roztoku pH 4,5. Ako Standardna
vzorka sa pouzila glukéza (1 g 17); kontrolna vzorka mala
v Skrobe 70 % amylozy. Vysledky su uvedené ako hm.%
amylozy v Skrobe. ZvySok do hodnoty 100 % je hm.%
amylopektinu.

Stanovenie aktivity a-amylazy (a-AMS)

Enzymov4 aktivita sa stanovila kitom Alpha-amylase
Assay Procedure (Megazyme, ICC Standard method
No. 303). Aktivita a-AMS je priamo Umernd mnoz-
stvu p-nitrofenolu, ktory sa uvol'ni po 20 min inkubdcii pri
40 °C a pH 5,4 zo syntetického substratu BPNPG7 (p-nitro-
fenylmaltoheptaozid). Po zastaveni reakcie pomocou tris-
(hydroxymetyl)aminometdnu sa extinkcia zltého komplexu
merala pri 400 nm oproti destilovanej vode. Ako Standard
sa pouzil p-nitrofenol (moldrny extinkény koeficient E\y
18,1 mol™' cm™). Enzymové aktivita a-AMS v $rote kon-
trolnej pSenice bola 340 U g

Statistické hodnotenie vysledkov
Udaje boli spracované programom Statgraphics plus
for Windows.

* Ceredlna jednotka (U) je definovand ako mnoZstvo enzymu, ktoré je v pritomnosti nadbytku termostabilnej o.-
glukozidazy potrebné na uvolnenie 1 pmol p-nitrofenolu z BPNPG7 za minttu pri 40 °C a pH 5,4.
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Vysledky

Vsetky analyzy sa robili v 2 opakovaniach. V pomle-
tych vzorkach zrna sa stanovila vlhkost' (analytické vahy
Sartorius MA 150) a vysledky sa prepocitali na obsah susi-
ny. V tabulkidch I-III je pre kazdy parameter uvedeny
aritmeticky priemer, smerodajna odchylka (SD) a najvys-
Sia (Max.) a najniz§ia (Min.) namerana hodnota.

Zistili sa Statisticky vyznamné rozdiely v aktivite o-
AMS aj v podiele amylozy v skrobe medzi jednotlivymi
druhmi obilnin. Priemerné hodnoty obsahu Skrobu v Srote
klesali v poradi: raz (70,38 %), pSenica (69,90 %) a tritika-
le (69,61 %).Vzhladom na vicsie rozdiely v obsahu skro-
bu medzi odrodami v ramci jednej plodiny vSak neboli
rozdiely medzi pSenicou, raZou a tritikale Statisticky vyz-
namné. Enzgmova aktivita a-AMS (U g™") bola: v tritikale
182,34, v razi 167,16 a v pSenici 113,19. Podiel amylozy
(vyjadreny ako hm. % Skrobu) v tychto obilninach bol:
v pSenici 26,48 %, v tritikale 23,02 % a v razi 22,02 %
(tabulka I). Z tabulky je zrejmé, ze z uvedenych obilnin
ma pre produkciu etanolu najlepSie hodnoty sledovanych
parametrov tritikale.

Vplyv lokality sa hodnotil v 16 odrodach pSenice
pestovanych v 1 roku na 4 miestach (Maly Sari§, Micha-
lovce, Viglas-PstruSa a Borovce), ktoré sa vyznamne liSia
klimatickymi podmienkami. Najvyssi priemerny obsah
Skrobu mali odrody pSenice z chladnejSej vlhkej lokality
Vigla-Pstrusa s nadmorskou vySkou 375 m (65,07 %),
najmi Pavlina, Torysa, Venistar, Mladka, Akteur a Cubus.

Tabulka I
Vplyv plodiny na parametre Skrobu v zrne (Borovce 2005)
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pSenice z teplej suchej oblasti Borovce s nadmorskou vys-
kou 167 m (tabulka II). Nezistil sa Statisticky vyznamny
vplyv lokality na podiel amylozy v skrobe. Nadmerné
zrazky pocas dozrievania zrna v lokalite Borovce sa preja-
vili v zvySenej enzymovej aktivite a-AMS.

Vplyv vegetanych rokov (2004 a 2005) sa hodnotil
v 48 odrodach psenice pestovanych v lokalite Borovce
(tabul’ka IIT). Roky sa vyrazne liSili poCasim, najmé pocas
vegetacného obdobia. V r. 2005 boli oproti r. 2004 vysSie
priemerné teploty v méji a vysoké zrazky v juli, o vyraz-
ne zhorsilo chlebo-pekarsku kvalitu pSenice. Odrody pse-
nice v r. 2005 mali vyssi obsah skrobu aj vysSiu aktivitu o-
AMS, pri¢om podiel amylozy v $krobe sa nezmenil.

V tabul’ke IV st zhrnuté vysledky jednotlivych odrod
pSenice ako priemerna hodnota zo 4 lokalit. Odroda Pavli-
na mala najvyss§i obsah Skrobu vo vSetkych hodnotenych
lokalitach a Veldava mala zo vSetkych odrdd vo vsetkych
lokalitach najvyssiu aktivitu a-AMS. Aktivita tohto enzy-
mu bola ovplyvnena viac odrodou nez lokalitou; bola vys-
Sia pri odrodach s horSou potravinarskou kvalitou (odrody
1 az 8). Dazdivé pocasie pocas dozrievania zrna v Borov-
ciach viac zvysilo aktivitu a-AMS v odrodéach s nizSou
kvalitou nez v odrodéach s dobrou chlebo-pekarskou kvali-
tou. Podiel amylozy v Skrobe bol nizsi v odrodach s dob-
rou chlebo-pekarskou kvalitou (odrody 9 az 16).

Na zéklade hodnotenia obsahu a zlozenia Skrobu
a aktivity a-AMS st pre produkciu bioetanolu vel'mi per-
spektivne nové slovenské odrody pSenice Pavlina (vysoky
obsah Skrobu) a Veldava (vysoka aktivita oa-AMS).

Plodina Skrob [%] Amyléza [% $krobu] a-Amylaza [U g™
priemer £ SD  Min. Max. priemer+SD  Min. Max.  priemer + SD Min. Max.
PSenica 69,90+ 1,65 67,18 73,68  26,48+094 2432 2795 113,19+28,56 7391 205,38
Raz 70,38 +2,47 64,81 73,41 22,02+1,49 19,68 24,18 167,16+33,01 127,45 242,17
Tritikale 69,61 +3,15 60,88 73,55 23,02+0,83 21,32 24,18 182,34+51,55 118,56 278,97

Pozn.: SD — smerodajna odchylka

Tabulka IT
Vplyv lokality na parametre $krobu v pSeni¢énom zrne (2006)

Lokalita Skrob [%]

Amyloza [% Skrobu]

a-Amylaza [U g™']

priemer = SD  Min. Max.  priemer+ SD  Min. Max.  priemer + SD Min. Max.
Vigla§-Pstrusa 65,07 +2,86 56,56 70,11  2540+125 2332 27,82 133,69+20,93 103,19 172,30
Michalovce 64,84+284 5939 6932 2557+120 2341 27,45 131,06+21,41 102,54 170,97
Borovce 62,80+ 1,15 61,01 64,52 2496+091 23,60 26,36 146,25+31,66 100,86 202,41
Maly Saris 6435+2,11 60,58 67,10 2517+0,81 23,89 26,50 128,63+19,56 107,25 165,32

Pozn.: SD — smerodajna odchylka
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Tabul’ka III

Laboratorni pfistroje a postupy

Vplyv vegetacného roka na parametre Skrobu v pSeni¢nom zrne (Borovce)

Rok Skrob [%] Amyloza [% skrobu] a-Amylaza [U g™']
priemer £+ SD Min. Max. priemer + SD Min. Max.  priemer + SD Min. Max.

2004 63,29 +2,01 59,73 67,32 23,26 +2,33 18,41 28,61 116,90+21,03 89,33 174,08

2005 65,25+ 1,74 62,07 68,93 23,13 +£2,52 18,18 28,77 139,07+23,97 9582 192,19

Pozn.: SD — smerodajna odchylka

Diskusia

Liehova politika siaha na nasom tzemi uz do obdobia
existencie Rakiisko-Uhorska™. V st¢asnosti sa u nds na
vyrobu liehu spracovava cukrova repa, kukurica, pSenica,
tritikale, pripadne raz**?®. Pestovaniu p3enice, tritikale
araze na energetické ucely sa u nas uz davnejSie venuje
pozornost® . Z parametrov, ktoré vyznamne ovplyviiuji
produkciu etanolu, sa v nich vsak zatial’ hodnotil iba obsah
skrobu (pripadne aj bielkovin) v susine zrna’'. Popisal sa
vyznamny vplyv typu pddy, predplodiny, hnojenia aj oset-
renia pesticidmi na obsah Skrobu vo viacerych odrodidch
pienice pestovanych vo viacerych lokalitach®.

V naSej praci sme zhodnotili pomerne velky subor
odrdd psenice z hl'adiska troch dolezitych parametrov pre
ucinnt alkoholovu fermentaciu: obsah aj zlozenie $krobu
a aktivita a-AMS, ktora hra vyznamnu ulohu v degradacii
Skrobu. Zistené hodnoty obsahu $krobu v troch hodnote-
nych obilnindch a v ich odrodach (od 56,56 do 73,68 %) st
porovnatelné s vysledkami inych autorov?** napriek to-
mu, ze sme hodnotili iné odrody, pestované v inych vege-
ta¢nych rokoch aj v inych lokalitach (tabulky I-III). Ne-
zistili sme Statisticky vyznamny rozdiel v priemernom
obsahu Skrobu medzi pSenicou, raZou a tritikale. Obilniny
sa vSak vyznamne liSili podielom amylozy v Skrobe aj
enzymovou aktivitou a-AMS. Z dosiahnutych vysledkov
vyplyva, Ze na etanolovi fermentaciu je tritikale vhodnej-
Sie nez pSenica alebo raz, zvlast niektoré jeho odrody:
Asper, Kendo, Largus, Presto, Radko, Tricolor a Woltario.
Tieto odrody maju vyssi obsah skrobu, vyssi podiel amylo-
pektinu aj vyssiu autoamylolyticku aktivitu (a-AMS).

Nepriaznivé pocasie pocas vegetacného obdobia
a pestovanie v lokalitich s vys$Sou nadmorskou vyskou
anizSou priemernou ro¢nou teplotou zhorSuju chlebo-
pekérsku kvalitu pSenice. Z hl'adiska dosiahnutia vysokého
obsahu skrobu st vsak tieto faktory priaznivé.

V stcasnosti st uz zndme parametre, ktoré priamo
ovplyvituji produkciu bioetanolu™¢. Patria k nim: vyso-
ky obsah Skrobu, schopnost’ rychleho stekut'ovania Skro-
bovych suspenzii a ich nizka viskozita po ukoncéeni proce-
su a vysoka rychlost’ a G€¢innost’ fermentacie. Ojedinele sa
objavili informacie o niektorych waxy odrodach kukurice
a o transgénnom waxy zemiaku (majii Skrob bez amylozy)
ako mimoriadne vhodnych zdrojoch na produkciu etanolu.

V ostatnom ¢ase sa intenzivne Studuje kinetika hydro-
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lyzy Skrobu vo vztahu k podielu amylozy a amylopektinu
v tiom. Hibka hydrolyzy 8krobu a hodnota DE
(dextrézového ekvivalentu) procesu sa zvySuje v poradi:
100% amyléza < vysoky obsah amylézy < obsah amylozy
bezny v nativnych Skrobovych substratoch < 0 % amylozy
(= 100% amylopektin)’.

Ini autori tiez zistili v Skroboch bez amylozy vyssiu
rychlost” aj vySsi stupent hydrolyzy neZ v Skroboch s nor-
mélnym alebo zvysenym podielom amylézy® ™.V zhode
stym sa zistilo, Ze proces hydrolyzy prebieha rychlejSie
v malych $krobovych granulach typu B (cit.**), ktoré maju
nizsi obsah amylozy.
nost’ Skrobu napuciavat a viazat vodu, ale pritomnost’
komplexu amylozy s lipidmi tuto schopnost negativne
ovplyviuje*>*. Teplotny interval mazovatenia postva do
oblasti vyssich teplot”’. Okrem toho vysoky podiel amylé-
zy sposobuje odolnost’ Skrobu voci enzymatickému Stiepe-
niu o-amylazou®. Linie ja¢mefa s génom amol maja zvy-
Seny podiel amylozy v skrobe a zaroveil nevyhovujucu
sladovnicku kvalitu®. Okrem toho tieto linie maji vyz-
namne znizenu aktivitu B-AMS, ktora je jednym z ukazo-
vatel'ov sladovnickej kvality jacmena.

Z nasich vysledkov je zrejmé, Ze registrované sloven-
ské a Ceské odrody pSenice maju v Skrobe priblizne rovna-
ky podiel amylézy (19-28 %). Nenasli sme odrodu, ktora
ma oproti ostatnym v Skrobe vyznamne znizeny podiel
amylozy. Okrem toho sme zistili, Ze podiel amylozy neov-
plyvnila lokalita ani ro¢nik. Z tychto vysledkov vyplyva,
ze obsah amyldzy je podmieneny iba geneticky. Mozno ho
znizit napriklad krizenim pestovanych odrod pSenice
s mutovanymi waxy liniami, ktoré maji Skrob bez amylo-
zy.

Niektoré odrody pSenice maju vel'mi vhodné hodnoty
d’alSich parametrov, ktoré podporuji hydrolyzu: vysoky
obsah Skrobu a vysoku aktivitu a-AMS. Screeningom
celého radu odrdod pSenice sme zistili, Ze mimoriadne
vhodné parametre pre produkciu etanolu maju nové slo-
venské odrody Pavlina a Veldava, ktoré boli §lachtené za
ucelom dosiahnutia vysokého obsahu Skrobu v zrne. Obe
boli vyslachtené na Vyskumno-§l'achtitel'skej stanici Vig-
las-Pstrusa. Odroda Pavlina vykazovala vysoky obsah
Skrobu a Veldava vysoku aktivitu a-AMS vo vsetkych
hodnotenych lokalitach. Tieto odrody su vel'mi vhodné pre
molekularne $lachtenie s cielom ziskat linie pSenice
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Tabulka IV

Laboratorni pfistroje a postupy

Vplyv odrody na priemerné hodnoty (zo 4 lokalit) parametrov Skrobu

Odroda Skrob [%] o-AMS [U g"] Amyloza [% Skrobu]
1 — Torysa 65,03 157 25,73
2 — Malvina 63,43 157 24,77
3 — Malyska 65,28 147 25,20
4 — Markola 65,56 149 26,40
5 —Pavlina 66,83 143 26,23
6 — Veldava 64,82 178 25,93
7 — Mladka 64,23 167 24,62
8 — Venistar 64,74 149 26,23
9 — Akteur 64,01 116 25,93
10 — Vanda 65,15 118 25,76
11 — Sulamit 60,59 120 25,60
12 —Tlona 63,46 115 25,02
13 —Tlias 65,36 104 24,29
14 — Cubus 63,35 112 23,74
15 — Barroko 62,67 119 23,99
16 — Petrana 63,67 111 24,90
LSDy 05 - 10,43 1,07
e 64,26 135 25,27

Pozn.: X - aritmeticky priemer zo vetkych odrod pSenice, LSDy o5 — najmensia Statisticky vyznamnd odchylka na hladine

o =0,05

s vysokym obsahom Skrobu bez amylozy.

Skrob bez amylézy mozno ziskat' zablokovanim en-
zymovej aktivity Skrobovej syntetdzy viazanej na granu-
ly (GBSSI), ktora je v pSenici podmienend troma génmi
WAXY: Wx-A; (kratke rameno 7A chromozému), Wx-B;
(dlhé rameno 4A chromozoému) a Wx-D; (kratke rameno
7D chromozomu). Tieto gény moéZu mat normalne
(funkéné) alebo mutované (nefunkéné, tzv. nulové) alely.
Ak sa v genome pSenice nachadzaju iba funkéné waxy
alely, aktivita GBSSI je normalna a vznika normalne
mnozstvo amyldzy. Pritomnost’ mutovanej waxy alely vsak
spdsobi vyrazné znizenie aktivity GBSSI, preto vznika
menej amyl6zy. Obsah amylozy je nepriamo umerny poctu
mutovanych waxy alel. V pritomnosti vSetkych troch nulo-
vych waxy alel sa podiel amylozy v Skrobe znizi az na
nulovii hodnotu'**. Prirodzeny vyskyt mutovanych waxy
alel je pomerne nizky a je podmieneny geograficky.

V S§lachtitel'skych programoch sa ako donory nulo-
vych waxy alel celosvetovo pouzivaji prirodzené waxy
mutanty pSenice: japonska odroda Kanto 107 s dvoma
nulovymi waxy alelami (Wx-4; a Wx-B)) a cinska odroda
BaiHuo (pripadne BaiHuoMai) s vel'mi vzacnou nulovou
alelou Wx-D;.

Na zaklade nasSich vysledkov predpokladame, ze mo-
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lekularnym Slachtenim (princip selekcie pomocou mole-
kularnych PCR markerov viazanych s génmi) mozno
z odrod pSenice Pavlina alebo Veldava ziskat novu liniu
bez amylozy. Takato linia bude mat’ podla literarnych
tidajov zvysenu rychlost aj hibku hydrolyzy a bude preto
vel'mi vhodna pre produkciu bioetanolu.

Zavery
1) Niektoré odrody tritikale (Asper, Kendo, Largus, Pre-
sto, Radko, Tricolor, Woltario) maji v porovnani
s odrodami pSenice a raze vysSiu enzymovu aktivitu
a-AMS, vyssi obsah Skrobu a nizsi podiel amylozy.
St preto vel'mi vhodné pre etanolovi fermentaciu.
Perspektivna je aj nova linia tritikale TC 16/04 z Vy-
skumno-§l'achtitel’'skej stanice Viglas-Pstrusa.
Lokalita Vigla$-PstruSa je mimoriadne vhodnd na
produkciu pSenice a tritikale s vysokym obsahom
Skrobu.

Dazdivé pocasie pocas dozrievania zrna vyznamne
zvySuje obsah Skrobu aj enzymovu aktivitu o-AMS
v zrne psenice.

Pre produkciu palivového etanolu st perspektivne

2)

3)

4)
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nové slovenské odrody psenice Pavlina a Veldava.
Obe odrody maju najlepsie hodnoty parametrov, ktoré
podporuju hydrolyzu $krobu, s preto velmi vhodné
pre molekularne Slachtenie s liniami pSenice s nulo-
vymi waxy alelami.

Autori dakuju Ing. P. Hauptvoglovi, PhD. a Ing. L.

Riickschlossovi za poskytnutie rastlinného materialu a S.
Hrustikovej za pomoc pri chemickych analyzach.
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D. Mikulikova®, V. Horvathova”, and A. Zofajova®
(“ Research Institute of Plant Production, Piestany, Slovak
Republic, * University of SS. Cyril and Methodius, Trnava,
Slovak Republic): Starch Level and Composition of
Wheat, Rye and Triticale Grains

The aim of the present study was to evaluate the in-
fluence of genetic and environmental factors on main
wheat grain parameters important in bioethanol production
— starch content, amylose/amylopectin ratio, and o-
amylase (a-AMS) activity. Forty-eight wheat cultivars
from two different years and 16 cultivars from four Slovak
regions were assessed. In addition, the parameters of
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wheat, rye and triticale were compared. Differences be-
tween individual cereals and their cultivars in all three
parameters were found. The highest starch content was
observed in wheat cultivars grown in the locality Viglas-
Pstrusa. The starch content and o-AMS activity were
markedly high at low temperatures and with more rainfall
during grain maturation. The locality and year did not af-
fect the amylose/amylopectin ratio. From the viewpoint of
evaluated parameters, new Slovak cultivars Pavlina and
Veldava offer good prospects in bioethanol production.
Both the cultivars show high starch and amylopectin con-
tents and the a-AMS activity.
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HODNOCENI VLASTNOSTI
PSENICNEHO TESTA ANALYZOU
NIR SPEKTER MOUKY

ONDREJ JIRSA?, MARIE HRUSKOVA" a IVAN
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”Agrotest fto, s.r.o., Havlickova 2787/121, Kromériz,
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Klicova slova: difusni reflektance, NIR spektroskopie,
pSeni¢na mouka, tésto, reologie

Uvod

Blizka infracervend (NIR) spektroskopie zaujima
vyznamné misto mezi pouzivanymi metodami pro stano-
veni chemickych a fyzikdlnich vlastnosti potravin a potra-
vinovych produkti. Tato analytickda metoda spociva
v takovych interakcich elektromagnetického  zafeni
s hmotou, které jsou spojeny svyménou energie mezi
hmotou a zéfenim, pfi¢emz energie NIR zéfeni mize zmé-
nit pouze vibra¢ni nebo rotacni stav molekuly. Oblast NIR
zateni byva obvykle definovana rozsahem vilnovych délek
780 nm az 2500 nm, mezi infraervenou a viditelnou ¢asti
spektra. Tento rozsah odpovida frekvencim (ve vakuu)
mezi 3,84-10' a 1,20-10"* Hz a vlnodtim mezi 12820
a 4000 cm ™. Tato technika je dostateénd znama a jeji pou-
7iti v potravinaistvi bylo jiz v tomto asopise popsano'.

Hodnoceni ceredalnich materidla NIR
spektroskopii

Pro primyslovou vyrobu bézného peciva je dulezité
objasnit slozité chemické, biochemické a fyzikalné-
chemické pochody probihajici béhem fermentace, aby bylo
mozno cilenymi zasahy dosahovat pozadované kvality
hotovych vyrobki. Pro zjisténi vlastnosti mouky a tésta se
pouziva fada klasickych metod. K zakladnim ukazatelim
pSeni¢né mouky patii obsah bilkovin a mokrého lepku,
hodnota Zelenyho sedimentace (ukazatel bobtnavosti lep-
ku) a Cislo poklesu (ukazatel stavu skrobovo-amylasového
komplexu, zejména aktivity o-amylasy). Vlastnosti za-
kladnich slozek mouky a jejich chovani v technologickém
procesu se sleduji uzanénimi metodami, které maji simulo-
vat jeho jednotlivé faze. Napt. piistroj fermentograf kom-
binuje sledovani vyvinu plynu a zmény objemu tésta za
standardnich podminek béhem prvni faze fermentace (tj.
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zrani) a zaznamenava pribéh téchto procesti oddélené ve
dvou grafech.

Kromé zminénych klasickych pfimych metod hodno-
ceni kvality se b&€Zn¢ pouZiva nepiimé metoda NIR spekt-
roskopie. Méfeni v blizké infracervené oblasti je vyuziva-
no piedevsim pro hodnoceni kvality a obsahu slozek
v rozsahlych sériich vzorkl stejného ¢i velmi podobného
chemického slozeni. V této oblasti se velmi vyrazng, pre-
devsim v reflektanénich spektrech, projevi vlhkost a gra-
nulace vzorku, pivod a ro¢nik sklizné¢ apod. Ptvod a kli-
matické podminky se projevi v rizné koncentraci slozek
v métfenych materialech, které jsou ve spektru dobie posti-
zitelné.

V ceredlnim oboru piineslo vyuziti NIR spektrosko-
pie Gspésné vysledky pfi sledovani kvalitativnich ukazate-
14. Predikce analytickych ukazatelti psenicné mouky byla
intenzivné zkoumana v 80. letech a stanoveni obsahu za-
kladnich slozek bylo zavedeno do mlynsko-pekarenské
praxe s presnosti, ktera umoznila ve zna¢né mife nahradit
pfimé instrumentalni metody. Problematiku pouziti NIR
metody pro zemédé€lské a potravinaiské produkty dobie
podavé napt.Williams a Norris”. NIR technologie je velmi
vhodné pro stanoveni obsahu bilkovin, vlhkosti a popela
v mouce a semoliné. Mimoto mohou byt ziskany uzitecné
informace o vaznosti, poSkozeni Skrobu, granulaci a bar-
v&’. Ukazatele souvisejici s kvalitou davaji nizsi usp&snost
predikce podle toho, do jaké miry jsou pficinné slozky
(bilkoviny, Skrob aj.) reflektovany v NIR spektrech. Meto-
da byla aplikovana i pro sledovani kvalitativnich ukazatelt
mouky (hodnota Zelenyho sedimentace, ¢islo poklesu,
vaznost mouky aj.) a nefermentovaného tésta (doba vyvinu
tésta, stabilita tésta, odpor tésta k deformaci aj.) a objemu
pe¢iva®’. Dale byla sledovana pouzitelnost NIR techniky
ipro predikci dalsich ukazateld fermentovaného tésta,
napt. objemu fermenta¢nich plyni®’. Kromé& hodnoceni
jednotlivych ukazatelti bylo ovéfeno rozliseni odrud a sku-
pin vzorkt, které se lisi svou pekaiskou kvalitou'*"".

Pouziti NIR je vyhodné pro velké série méfeni, proto-
ze se jednd orychlou techniku se schopnosti odhadnout
velky pocet parametrti z jednoho méteni konkrétniho vzor-
ku. Dalsi vyhodou je, Ze pro analyzu staci pouze malé
mnozstvi vzorku. Jedina zkouska tak mize stanovit nejvy-
znamnéjsi slozky mouky. Hodnoceni vzorkti mouk klasic-
kymi  pfimymi metodami neposkytuje  vysledky
v dostatecné kratké dobé, coz zdrzuje napravna opatieni.
NIR reflektance mize poskytnout informace o chemickych
i fyzikalnich charakteristikach vzorkli mouky a ma poten-
cial pro fizeni kvality on-line.

7 wr

Experimentalni ¢ast

V praci bylo pouzito 281 vzorkid pseni¢nych mouk,
z toho 201 odrtidovych (vyrobenych z odriid potravinarské
pSenice) a 80 komerc¢nich (vyrobenych z potravinaiské
pSenice piijimané do mlyna). Odridové mouky pochazely
ze Slechtitelskych pokusit SELGEN Stupice (sklizen 2003
az 2005), VURV Ruzyné (sklizeii 2003 az 2005) ze ZVU
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Kroméfiz (sklizen 2004 az 2006). Komercni vzorky po-
chazely z potravinafskych pSenic dodavanych ze tfi oblasti
sttednich Cech. Mouky byly piipraveny pokusnym mletim
na laboratornim mlynu Chopin CDI1-auto pfi dosahované
vytéznosti 60 az 70 %. Pro vSechny vzorky byla ziskana
spektra v blizké infrafervené oblasti na dvou typove odlis-
nych pfistrojich.

Stanoveni obsahu bilkovin a vlhkosti bylo provedeno
spektrometricky na pfistroji Inframatic 8600. Pro zjisténi
Zelenyho sedimenta¢ni hodnoty byla pouzita klasicka me-
toda s pristrojem SEDI-TESTER (ZZN Strakonice) podle
normy CSN ISO 5520. Jedna se o sedimentacni test, kte-
rym se zjiStuje objem usazenych ¢astic mouky z nékolikrat
promichané suspense mouky a roztoku kyseliny mlécné
a isopropanolu.

Alveograficka zkouska

Alveograf méfi odolnost té€sta proti deformaci a roz-
sah, ve kterém muze byt tésto napinano za podminek me-
tody. V této praci byl pouzit pracovni postup podle normy
CSN ISO 5530-4. Tésto se standardné piipravuje v alveo-
grafické hnétacce z pSenicné mouky a solného roztoku,
s konstantnim obsahem vody bez ohledu na vaznost
(mnozstvi vody potfebné pro dosaZeni standardni konzis-
tence tésta). Zmeény v pruznosti a taznosti té€sta pii uzancné
provedené trojrozmérné deformaci a jejich pomér umoziu-
ji po stanovené dobé¢ odleZeni predikovat chovani tésta ve
vyrob¢. Podle deformacni energie lze odlisit tzv. pekatsky
silné a slabé mouky a zajistit pozadované Upravy téchto

120 L T
P, mm

100

80

60

40

20 40 60 80 100
L, mm

20

Obr. 1. Zaznam alveografické zkousky; provadi se pét méfeni,
pro vyhodnoceni jsou tieba alespon tfi vyhovujici kiivky. P (mm)
— maximalni pretlak (vyska kiivky), L (mm) — primérna hodnota
prasknuti (délka kiivky), W (10 J) — deformadni energie
(odpovida plose pod kiivkou)
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charakteristik napf. pfidavkem enzymu nebo Kkyseliny
askorbové.

Ze zaznamu (obr. 1) byly vyhodnocovany ¢tyti cha-
rakteristiky:
1) Maximalni pretlak, P (mm H,0), dany vyskou maxi-
ma kiivky. Oznacuje se jako pruznost a uddva odpor
tésta k deformaci.
Primérnéd hodnota prasknuti, L (mm), coz je vzdale-
nost na vodorovné soufadnici od prvniho vzestupu
ktivky do prvniho prudkého zlomu na kfivce pii pretr-
zeni tésta. Oznacuje se jako taznost.
Konfiguracni pomér kiivky, P/L. Pocita se jako poméer
pruznosti a taznosti a udava vyrovnanost vlastnosti.
Deformacni energie tésta, W (107*7). Pogita se
z plochy pod kiivkou a souvisi s mechanickou energii
nutnou pro vyhnéteni tésta.

2)

3)

4)

Fermentografickd zkouska

Pro hodnoceni objemu vyprodukovaného plynu bé-
hem fermentace byla pouzita zkouska na fermentografu
SJA, kterd neni upravena mezindrodni ani ¢eskou normou.
Proto byl pouzit postup vypracovany podle doporuceni
vyrobce (interni metodika VSCHT Praha)'2. Té&sto bylo
pfipraveno na farinografu (Brabender, SRN) za stan-
dardnich podminek (hnétacka temperovand na 30 °C)
podle této receptury: 300 g mouky, drozdi 4,0 %, cukr
1,5%, tuk 1,0%, sal 0,7% a voda v mnozstvi
pro dosazeni optimalni konzistence (600+20) farinografic-
kych jednotek. Dva vzorky tésta o hmotnosti 150 g byly
poté umistény do dvou fermentacnich valct, kde probihala
fermentace po dobu 160 min pii 30 °C.

Ze dvou zaznamil se vyhodnocuji tfi charakteristiky:
Objem kvasnych plynii, V}, (Fel, fermentograficka
jednotka), tj. usek na svislé ose od pocatku zkousky
do dosazeni maxima kfivky na konci méfeni objemu
plynu. Zavislost je zpravidla linedrni.

Kone¢ny objem tésta, V; (Fel), tj. usek na svislé ose
od pocatku zkousky do dosazeni maxima kiivky na
konci méfeni hladiny tésta. Odpovida naristu objemu
tésta béhem dokynuti.

Doba maximalniho nariistu, 7 (min), tj. ¢asovy usek,
ve kterém je dosazeno max. objemu tésta pied zborce-
nim jeho struktury.

1))

2)

3)

Infracervena spektroskopie

Reflektanéni infracervena spektra v rozsahu vinovych
délek 400-2500 nm s rozliSenim 2 nm (obr. 2a) byla ziska-
na na pristroji NIRSystems 6500 (Perstorp Analytical,
USA). Jednd se odispersni spektrofotometr vybaveny
miizkovym monochromatorem a wolframovou Zarovkou
jako zdrojem svétla. Pro ziskani referencnich dat pouziva
pristroj vnitini keramicky standard. Vzorky mouk byly
proméfovany v malych kruhovych kyvetich o priméru
38 mm a vySce 8 mm, které jsou opatfeny kiemennym
sklickem propustnym pro NIR zarfeni. Objem kyvety byl
zcela naplnén moukou v mnozstvi 3—5 g. Spektrum kazdé-
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Obr. 2. a) NIR spektrum odriidové mouky (NIRSystem 6500),
reflektance je vyjadiena jako log(1/R); b) FT-NIR spektrum
odridové mouky (Bruker IFS66v), reflektance je vyjadiena jako
Kubelkova-Munkova funkce (K-M); A je vinova délka

ho vzorku bylo primérem dvou méfeni v téze kyveté bez
nového plnéni, s pooto¢enim kyvety o090 °. V kazdém
méfeni bylo provedeno 36 akumulaci spektra. Pro zazna-
menani dat byl pouzit program WinISI II (Infrasoft Inter-
national, USA).

Spektra v NIR spektralni oblasti v rozsahu vlnocti
14500-4000 cm™ (obr. 2b) byla ziskédna na FT-IR spektro-
metru Bruker IFS 66v/S v Laboratofi molekulové spektro-
skopie VSCHT. Méieni bylo provedeno metodou difusné
reflektancni spektroskopie (DRIFTS). Byl pouzit Ge/Sn
detektor a jako pozadi lesténé ocelové zrcatko. Spektra
byla snimana s rozlifenim 16 cm™ pii podtu akumulaci
1024 a apodizaci Happ-Genzel. Kazdy vzorek byl promé-
fen trikrat a v programu OMNIC bylo ziskdno primérné
spektrum.
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Statistickd analyza

Pro kalibraci byly pouzity odradové mouky, nezavisla
validace byla provedena souborem mouk z komerénich
pSenic. Zpracovani spekter a vypocet kalibra¢nich rovnic
byl provadén ve statistickém prostfedi R s pouzitim béz-
nych chemometrickych postupii uzivanych v NIR spektro-
skopii zemédélskych a potravinaiskych materialtr®. Viech-
na ziskana spektra byla pfed zpracovanim matematicky
upravena. Pro vyhlazeni a derivaci byla pouZzita konvolu-
ce'® polynomem tietiho stupné v segmentu péti bodu.
Spektra byla upravena metodou SNV (Standard Normal
Variate), ktera koriguje vliv nestejného rozptylu zateni.

Kalibra¢ni modely byly vypocteny metodou Castec-
nych nejmensich étverct (PLS). Touto metodou jsou vyvi-
nuty regresni modely pouzitim skore (tj. vlastnich Cisel)
kazdého spektra po rozloZeni souboru kalibra¢nich spekter
na soubor hlavnich komponent (vazenych indexem refe-
ren¢nich hodnot), jinak znamych jako vlastni vektory.
Analyza PLS byla provedena dvéma zptisoby. V jednom
nebyla pouzita korekce rozptylu svétla, ve druhém byl
pouzit algoritmus SNV na vSechna spektra pred analyzou
za UCelem minimalizace rozdilti v rozptylu svétla mezi
vzorky, které jsou zplisobeny potencialné nestejnou husto-
tou plnéni mouky v kyveté nebo rozdily v distribuci €astic
mouky mezi vzorky. Odlehlé vzorky zjisténé béhem vyvo-
je kalibracniho modelu nebyly vyrazovany.

K optimalizaci kalibraénich modelti a detekci odleh-
lych hodnot byla pouZzita vzdjemné validace s vyloucenim
jednoho vzorku. Optimalni pocet ¢lentt modelu byl vybran
podle hodnoty stfedni chyby vzdjemné validace (SECV).
Protoze rozhodujicim méfitkem pro posouzeni kvality
kalibra¢ni rovnice jsou vysledky validace, pfipadné vza-
jemné validace, byl model po dokonceni kalibrace valido-
véan pouzitim nezéavislého souboru pSeni¢nych mouk, ktery
nebyl zahrnut pii tvorbé modelu. Vykonnost kazdého mo-
delu byla stanovena jako multivariacni koeficient determi-
nace (R?) validaéniho souboru. Chyba modelu byla udava-
na jako odmocnina z primérného Ctverce rozdili mezi
méfenymi a modelovanymi hodnotami — tj. stiedni chyba
kalibrace, vzajemné validace a predikce (SEC, SECV
a SEP). Pro srovnani modelové chyby mezi ukazateli byly
pouzity bezrozmérné statistiky jako napf. variacni koefici-
ent (CV).

Vysledky a diskuse

Pro sedm jakostnich znakt (obsah bilkovin, hodnota
Zelenyho sedimentace, alveografické parametry — pruz-
nost, taznost, konfigurace ktivky a energie, a fermentogra-
ficky objem plynu) byly vytvofeny kalibracni modely ze
spekter ziskanych na dvou pfistrojich. Pro analyzu FT-NIR
byly pouzity stejné vzorky jako v piipadé NIR, avSak nizsi
pocet kalibrac¢nich vzorkil (nevyhovujici spektra). Kalib-
racni soubor byl sestaven z 201, resp. 171, vzorkid odrido-
vych pSenic. Souhrn analytickych a reologickych vlastnos-
ti mouk zodridovych a komercnich psenic je uveden
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Tabulka I
Charakteristika souborti mouk
Ukazatel n’ Primér Rozpéti Smérodatna Varia¢ni
min. max. odchylka koeficient
Mouky z odriidovych pSenic
Bilkoviny, % v s. 201 12,2 8,6 16,1 1,34 11,0
Zelenyho sedimentace, ml 201 48 21 72 12,3 25,6
Pruznost, mm 178 108 46 213 33 30,6
Taznost, mm 181 47 15 91 15,7 33,4
Konfigurace kiivky 178 2,46 0,60 10,14 1,47 59,8
Deformacni energie, 10747 178 177 48 377 65 36,7
Objem kvasnych plynt, Fel] 201 114 56 145 13,6 11,9
Mouky z komercnich pSenic
Bilkoviny, % v s. 80 12,1 9.9 14,9 0,96 79
Zelenyho sedimentace, ml 80 46 33 66 7,6 16,5
Pruznost, mm 80 102 61 170 28 27,4
Taznost, mm 80 60 28 109 22,1 36,8
Konfigurace kiivky 80 2,10 0,66 5,64 1,29 61,4
Deformacni energie, 1077 80 182 127 297 37 20,3
Objem kvasnych plyni, FeJ 80 121 101 134 6,6 5,5
* Pocet vzorkl
a b
15 A 15 R%=0655 t
R 14+ n=80 1 < 1
2z = i
IS °
g Br I 5 13
< 2
~GJ ~®
s 12 - 2 i
2 3
= i~ o
g ML 0 2003 5 11lo a
s o 2004 o r o 2004
A 2005 o A 2005
10 | + 2006 100 . n + 2006
e L L il 1 1 1 1 O
10 11 12 13 14 15 10 11 12 13 14 15
méfené hodnoty, % méfené hodnoty, %
Obr. 3. a) Nezavisla validace modelu pro bilkoviny z NIR spekter, —
dosazena regresni piimka, ---- idedlni regresni piimka; b) Nezavisla validace modelu pro bilkoviny z FT-NIR spekter, — dosazena

v tabulce I. Soubor komerénich pSenic se vyznacuje uzsim
rozpétim hodnot, které zpravidla neptesahuje rozsah kalib-
racniho souboru, a srovnatelnymi praimérnymi hodnotami.
VEtsi rozdil je pouze v alveografické taznosti, kdy soubor
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mouk z komercnich pSenic ma vys$si hodnoty a presahuje
svym rozsahem soubor odridovych pSenic.

Na obr. 2 jsou uvedena NIR a FT-NIR spektra kalib-
ra¢niho souboru. Narozdil od NIR spekter zaznamenanych
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Tabulka IT
Vysledky kalibrace ziskané metodou PLS

Laboratorni pfistroje a postupy

Ukazatel n’ Pocet Kalibrace Vzajemna validace
faktorti SEC" CVe R*  SECV‘ Ccv R
(%] (%]
NIR spektra
Bilkoviny, % v s. 201 6 0,22 1,8 0,972 0,30 2,5 0,949
Zelenyho sedimentace, ml 201 3 7,3 15,2 0,650 7,7 16,0 0,604
Pruznost, mm 178 4 18 16,9 0,694 21 19,6 0,589
Taznost, mm 181 5 7,6 16,2 0,768 9,0 19,1 0,668
Konfigurace kiivky 178 5 0,75 30,5 0,736 0,94 38,2 0,589
Deformacni energie, 10747 178 4 31 17,5 0,769 36 20,3 0,704
Objem kvasnych plynd, FeJ 201 6 6,5 5,7 0,775 8,9 7,8 0,578
FT-NIR spektra
Bilkoviny, % v s. 171 9 0,53 4,4 0,817 0,67 5,5 0,703
Zelenyho sedimentace, ml 171 7 8,2 17,8 0,579 9,9 21,5 0,408
Pruznost, mm 151 7 22 21,2 0,623 26 25,5 0,443
Taznost, mm 151 8 7,3 12,2 0,667 10 17,0 0,376
Konfigurace kiivky 151 5 1,11 52,9 0,456 1,26 60,0 0,312
Deformaéni energie, 107 J 151 7 35 19,2 0,542 43 23,6 0,326
Objem kvasnych plynt, Fel] 171 8 7,3 6,0 0,665 9,3 7,7 0,458

* Poet vzorki, ” stiedni chyba kalibrace, ¢ koeficient variace, ¢ sttedni chyba vzajemné validace

jako zavislost difusni reflektance vyjadiené jako log(1/R)
na vlnové délce byla FT-NIR spektra zaznamenana jako
zavislost reflektance vyjadiené Kubelkovou-Munkovou
funkci na vino¢tu. Rozdil je také v mensim intervalu vino-
vych délek FT-NIR spekter (5180—14500 cm™, tj. 690 az
1930 nm). Protoze vztah mezi vino¢tem a vinovou délkou
neni linedrni, byly pro vypocet modelid pouzity pivodni
veli¢iny. Kalibraéni modely vybranych sedmi jakostnich
ukazateli vypocitané z NIR a FT-NIR spekter byly porov-
nany podle vysledkd vzajemné a nezavislé validace. FT-
NIR modely byly vypoéteny z mensiho poctu vzorku, pro-
toze néktera spektra byla nevyhovujici. Pfehled vysledka
kalibrace (statistiky kalibrace a vzajemné validace) vybra-
nych technologickych ukazatelli je uveden v tab. II. Ob-
dobné statistiky nezavislé validace souborem komercnich
pSenic jsou uvedeny v tab. III.

Predikce analytickych znakid pSenicné
mouky

Pii predikci analytickych ukazateld byly potvrzeny
obsah bilkovin, jehoZz pfesnost (SECV = 0,30 %) se blizila
referencni metodé. Ze statistiky kalibrace (tab. II) je ziej-
ma nizs§i presnost predikce v kalibracnim souboru ve srov-
nani s NIR spektry. S FT-NIR spektry byla chyba predikce
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pfiblizné dvojnasobnd (SECV = 0,67 %), coz piedstavuje
nejvetsi rozdil mezi NIR a FT-NIR. Nezavisla validace
(obr. 3) poskytla srovnatelnou uspésnost predikce jako
vzajemna validace (SEP = 0,22 % pro NIR a 0,65 % pro
FT-NIR). Mezi priméry predikovanych a referencnich
hodnot byl zjistén statisticky vyznamny rozdil. Rovnéz
jednotlivé rocniky validacnich vzorki se vzajemné odliSo-
valy a vytvérely shluky, coZ naznacuje vhodnost korekce
modelu pro jednotlivé ro¢niky. Potencial regresniho mode-
lu PLS/SNV FT-NIR dat jako rychlé metody pro zji$téni
dilezitych mlynaiskych a pekaiskych vlastnosti zkousel
také Sorvaniemi'*. S laboratorné piipravenymi moukami
ziskal kalibrace pro bilkoviny SEP = 0,40 %.

Pro Zelenyho sedimenta¢ni hodnotu umoZznil model
pouze hruby odhad hodnot, pfesto pro praxi vyuzitelnych.
Chyba odhadu Zelenyho hodnoty v pfipad€ kalibracnich
vzorkll byla do 1,3nasobku a pfiblizné dvojnasobna pro
valida¢ni vzorky. Pfesnost predikce z FT-NIR spekter
(SECV = 9,9 ml) byla v kalibra¢nim souboru (tab. IT) nizsi
ve srovnani s NIR spektry (SECV = 7,7 ml). Nezavisla
validace (tab. III) poskytla s FT-NIR srovnatelnou uspés-
nost predikce (SEP = 9,5ml) jako vzdjemna validace
(tab. IT), hodnoty vsak byly zcela nekorelované. S NIR
byla pii nezavislé validaci dosazena nizs§i chyba (SEP =
5,1 ml). Mezi pruméry predikovanych a referenénich hod-
not byl zjistén statisticky vyznamny rozdil. Rozdily mezi
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Tabulka IIT
Vysledky nezavislé validace
Ukazatel n*  Pramdr  SEP° CVv© R? Sklon Bias RPD?
[%]
NIR spektra
Bilkoviny, % v s. 80 12,1 0,23 1,9 0,957 1,061 -0,071 4,12
Zelenyho sedimentace, ml 80 46 5,1 11,1 0,577 0,453 0,9 1,48
Pruznost, mm 80 102 18 17,6 0,710 0,411 —4,6 1,56
Taznost, mm 80 182 10 5,5 0,817 0,681 2,5 2,22
Konfigurace kiivky 80 2,1 0,68 32 0,747 0,876 0,20 1,92
Deformaéni energie, 107 J 80 182 34 18,7 0,493 0,906 -18 1,09
Objem kvasnych plynd, FeJ 80 121 8,5 7,0 0,000 -0,001 5,5 0,78
FT-NIR spektra
Bilkoviny, % v s. 80 12,1 0,62 5,1 0,655 0,875 -0,2 1,54
Zelenyho sedimentace, ml 80 46 9,5 20,7 0,000 -0,013 -4,0 -1,89
Pruznost, mm 78 102 33 32,2 0,002 —-0,028 1,0 0,85
Taznost, mm 78 182 23 12,6 0,005 0,025 1,4 0,97
Konfigurace kiivky 78 2,1 1,30 62 0,122 0,242 0,23 0,99
Deformacni energie, 1077 78 182 30 16,4 0,362 0,449 16 1,08
Objem kvasnych plynt, Fel 80 121 8,5 7,0 0,001 0,028 1,0 0,78

? Pocet vzorki, ” stiedni chyba predikce, ¢ koeficient variace, ¢ ukazatel relativniho vykonu

ro¢niky nebyly tak vyrazné jako v piipadé bilkovin, piesto
bylo mozné rozlisit ro¢nikové skupiny vzorku.

Predikce vlastnosti nefermentovaného
tésta

Vlastnosti nekynutého tésta byly hodnoceny na alveo-
grafu. Ukazalo se, ze alveografické charakteristiky
(pruznost, taznost, konfigurace kiivky a energie), které
souviseji zejména s bilkovinami, 1ze odhadovat s presnosti,
kterd je srovnatelnd sodhadem Zelenyho hodnoty. Pii
pouziti FT-NIR spekter pro alveografickou pruznost, taz-
nost a konfiguraci kiivky byla chyba predikce kalibra¢nich
vzorkll do 1,3nasobku a pfiblizné dvojnasobna pro vali-
daéni vzorky ve srovnani s NIR spektry. Pro deformacni
energii byla chyba srovnatelnd v pfipadé kalibrac¢nich
(tab. II) i validacnich (tab. IIT) vzorkd. Pfi validaci se pro-
jevily systematické odchylky pro jednotlivé rocniky, po-
dobné jako pro analytické ukazatele.

Presnost predikce pruznosti byla s FT-NIR spektry
v kalibra¢nim souboru nizsi (SECV = 26 mm) ve srovnani
s NIR spektry (SECV = 21 mm). Nezavisla validace po-
skytla mensi ptesnost predikce s FT-NIR (SEP = 33 mm)
nez vzajemna validace a nekorelovanost hodnot, ale vetsi
presnost s NIR (SEP = 18 mm). Mezi priméry predikova-
nych a referen¢nich hodnot nebyl zjistén statisticky vy-
znamny rozdil. Presnost predikce taznosti pfi vzajemné
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validaci (SECV = 10,2 mm) byla s FT-NIR v kalibra¢nim
souboru srovnatelnd s NIR spektry (SECV = 9,0 mm).
Nezavisla validace souborem komerénich psenic poskytla
s FT-NIR nedostate¢nou uspésnost predikce (SEP
23 mm) proti vzajemné validaci, zatimco s NIR spektry
byla srovnatelna (SEP = 10 mm). Mezi ro¢niky byly zjiste-
ny vyznamné systematické odchylky.

Presnost predikce konfigurace kiivky byla s FT-NIR
v kalibraénim souboru nizsi (SECV = 1,26) ve srovnani
s NIR spektry (SECV = 0,94). Nezavisla validace soubo-
rem komerc¢nich pSenic poskytla vy$si UispéSnost predikce
(SEP = 0,68) s NIR spektry, ale nizsi s FT-NIR (SEP =
1,30). Piesnost predikce deformacni energie byla
v kalibraénim souboru nizsi s FT-NIR (SECV = 43.107)J)
ve srovnani s NIR spektry (SECV = 36-107* J). Kalibragni
vzorky vykazaly slabou korelaci (tab. IT). Nezavisla vali-
dace komerénimi pSenicemi poskytla srovnatelnou Uspées-
nost predikce (SEP = 30-10* J pro FT-NIR a 34-10* J pro
NIR) jako vz4jemn4 validace.

Predikce vlastnosti fermentovaného tésta

Chovani kynutého t&€sta béhem I. fize fermentace
bylo hodnoceno na fermentografu. Sledovana byla fermen-
tacni schopnost vyjadfena jako objem vytvotfeného plynu
na konci zkousky. Fermentograficky objem plynu byl jedi-
nym ukazatelem kynutého tésta, ktery byl modelovan ze
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spekter. S NIR i FT-NIR spektry byly ziskany srovnatelné
chyby predikce v ptipad€ kalibracnich (tab. II) 1 validac-
nich (tab. IIT) vzorkd. Odhad objemu kvasnych plynt byl
srovnatelny s odhadem Zelenyho sedimentace. Presnost
predikce z FT-NIR spekter (SECV = 9,3 FelJ) byla v kalib-
racnim souboru niz§i ve srovnani s NIR spektry (SECV =
8,9 Fel). Nezavisla validace souborem komer¢nich psSenic
ukézala na nekorelovanost mezi odhadnutymi a referencni-
mi hodnotami, ale chyba predikce byla niz§i (SEP =
8,5 Fel) nez v pfipad¢ vzajemné validace. Pro jednotlivé
ro¢niky se chyba predikce pohybovala v rozsahu 5,4 az
7,7 FeJ pro FT-NIR, resp. 7,1 az 10,2 Fel pro NIR.

Modely pro predikci chovéni fermentovaného tésta
jsou unikatni a v literatufe nebylo nalezeno ekvivalentni
srovnani. Usp&snost predikce ukéazala na moznost vyuzit
NIR pro diskrimina¢ni analyzu odli$nych skupin vzorkt
v souborech s velkou variabilitou hodnot.

Zavér

PredloZend prace se zabyvala posouzenim moZnosti
NIR spektroskopie pii predikci technologické kvality
v jednotlivych stupnich obilni vertikdly od zrna a mouky
az po hotovy vyrobek. Pouzity byly dva typy pfistroju —
miizkovy (NIRSystem 6500) a interferometrovy (Bruker
IFS66v). Nové poznatky piindsi prace zejména ve spojeni
NIR s hodnocenim vlastnosti tésta. Pti predikci se ukazalo,
ze jeji presnost byla vyznamné ovlivnéna ro¢nikem sklizné
pSenice, z cehoz vyplyva vhodnost nastaveni kalibracnich
rovnic pro konkrétni ro¢nik. Pro fadu parametrii souviseji-
cich s pekaiskou kvalitou byly vyvinuty dobré NIR kalib-
race. Krom¢€ hodnoceni analytickych ukazateli (obsah
bilkovin, Zelenyho sedimentace) metoda umoznila scree-
ningové hodnotit i nékteré funkcni vlastnosti pSenicné
bilkoviny hodnocené uzan¢nimi reologickymi pfistroji
(alveograf) a v omezené mife i vlastnosti kynutého tésta.
Priklad komer¢niho vyuziti predstavuje napi. NIR analyza-
tor DA7200 (Perten), ktery umoznuje hodnotit alveografic-
kou energii.

Pti pouziti FT-NIR spekter se ukazala celkové nizsi
presnost predikce vlastnosti kalibracnich i validacnich
vzorkll ve srovnani s NIR spektry, coz bylo ziejmé zptliso-
beno odliSnym zplGsobem prezentace vzorkl pouzitého
typu FT-IR spektrometru, ktery neni specificky pfizptiso-
ben pro méfeni potravinafskych materialti, na rozdil od
miizkového spektrofotometru. Protoze referen¢ni data byla
shodna, pri¢inu je tfeba hledat ve vlastnich FT-NIR spekt-
rech. Rozdily v uspésnosti predikce modeli ziskanych
z obou typt NIR spekter souvisely s chybou referencni
metody — vétsi rozdily odpovidaly mensi chybé stanoveni.
Pro deformacni energii a fermentograficky objem plynu
byly ziskany srovnatelné vysledky s obéma pfistroji.

Autori ¢lanku dékuji pracovnikiim Laboratore mole-
kulové spektroskopie VSCHT za pomoc pii méreni spekter
na pristroji Bruker IFS66v a institucim (Selgen a.s.,
VURV, v.v.i., ZVU Kroméiiz, s.r.0., a Jaroslav Chochole,
DELTA — obchodni podnik) za poskytnuti vzorkii psenice.
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Symboly a zkratky

CcvV koeficient variace

Fel fermentograficka jednotka

P maximalni pretlak

L prumérna hodnota prasknuti

P/L konfiguraéni pomér alveografické kiivky
SEC stiedni chyba kalibrace

SECV  stfedni chyba vzajemné validace

SEP stiedni chyba predikce

SNV standard normal variate

Vol objem kvasnych plyni

14 koneény objem tésta

T doba maximalniho nariistu objemu tésta
/4 deformacni energie tésta
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The article deals with the possibility of predicting
technological quality of dough by NIR spectroscopy.
Seven quality indices were evaluated — the protein content,
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Zeleny sedimentation value, four alveograph indices, and
gas volume — using a dispersion NIR spectrometer and
interferometer. It was shown that the prediction was sig-
nificantly influenced by the crop year. In addition to
evaluation of quality indices, the method made it possible
to evaluate functional properties of wheat proteins as
measured by usual rheological instruments with a screen-

Laboratorni pfistroje a postupy

ing performance and, to a limited extent, also properties of
fermented dough. Using FT-NIR spectra, lower prediction
values were generally obtained when compared with NIR
spectra. The differences in prediction performance be-
tween both types of spectra were related to experimental
errors — the lower experimental error, the greater differ-
ences.
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Kdyz pracovnici Ustavu chemie a technologie sacharidic VSCHT organizovali prvni konferenci o polysacharidech
vroce 2005 nebyli si —uprimné Feceno — jisti ispéchem. Nastésti realita byla jind a tato konference se letos jiz bude ko-
nat poctvrté — a s mezinarodni ucasti. Odbornici v této oblasti i Siroka chemicka obec viditelné nepochybuji o vyznamu
polysacharidii, takze forum, kde je mozné se seznamit s nejnovejsimi vysledky badani v tomto oboru, si naslo své opodstat-
neni. Tak tomu bude i letos, kdy hlavnimi sméry prednesenych prispévkii i posterii budou otazky struktury polysacharidii,
modernich analytickych metod a fysiologickych ucinkii polysacharidii; teoreticky smérované prispévky budou vyvaizeny
prispévky technologického zameéreni a samoziejmé i prispévky, zabyvajicimi se —v soucasné dobé znacné zpolitizovanym —
vyuzitim polysacharidii jako suroviny pro alternativni zdroje energie.

Doufam (a ve skrytu duse jsem i presvédcen), zZe letosni konference bude nejméné stejné uspésna jako vsechny pred-
chozi.

' Miroslav Novdk
Ustav chemie a technologie sacharidii, Vysoka skola chemicko-technologickd v Praze

Organizatofi konference si dovoluji uvést na tomto ¢estném miste firmy a instituce, které pomohly
tuto akci uskutecnit.

& — scilTech Thermo

spol. s ro. PRAHA, CR, reg. trademark SCIENTIFIC

S T

O cHROMSERVIS
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PRIRODNE POLYSACHARIDY TYPU
B-1,3 (1,6)-D-GLUKANOV

JOZEF AUGUSTfNj’, ALEXANDER DANDAR?,
KRZYSZTOF SUROWKA", GRAZYNA ;
JAWORSKA" a LUCIA MINAROVICOVA®

“ Ustav biotechnolégie a potravindrstva FCHPT STU Bra-
tislava, SR, ® Akademia Rolnicza, Krakéw, PL
Jjozef-augustin@stuba.sk

Autori v predkladanej $tidii zamerali pozornost’ na
optimalizaciu izolacie biopolymerného fungalneho polysa-
charidu B-1,3 (1,6)-D-glukdnu z Hlivy ustricovitej
(Pleurotus ostreatus). Jedna sa o korpuskularny polysacha-
rid prirodného povodu o hmotnosti 750 kD a velkosti ¢as-
tic 150 um. Tento druh polysacharidu je Strukturalnym
polysacharidom bunkovych stien kvasiniek, roznych dru-
hov hub a obilia. Glukany tvoria ojedineli, uc¢inne pdso-
biacu skupinu, v ktorej kazdy izolovany polysacharid ma
svoju Specifickost.  Po chemickej stranke sa jedna
o homopolymér, obsahujuci glykozidické vézby f-1,3
v hlavnom linearnom retazci a glykozidické vizby B-1,6
v bo¢nom vetveni. Jedna sa o polysacharid s bioaktivnymi
ucinkami ako neSpecifického stimulatora obranného systé-
mu organizmu s priamou aktiviciou buniek imunitného
systému. Beta-glukany maji schopnost’ prednostne sa Spe-
cificky viazat’ na makrofagy, teda bunky, ktoré¢ zohravaju
kl'acovu ulohu v obrannych reakciach nasho tela pri jeho
ataku choroboplodnymi zarodkami (baktérie, viry, toxiny
apod.). Po identifik4cii infekcie nasleduje celd kaskdda
¢innosti, ktora zahriiuje pohlcovanie a likvidaciu baktérii,
virov, ni¢enie nddorovych buniek a inicidciu d’al§ich aktiva-
torov imunitnych reakcii. Autori d’alej uvadzaju cely rad
pomerne vyraznych imunofarmakologickych uc¢inkov B-1,3
(1,6)-D-glukanov na organizmus. Maji uz spominanu
schopnost’ zvySovat’ odolnost’ organizmu proti bakterial-
nym, fungalnym, virusovym a parazitirnym ochoreniam
ato priamo, alebo v kombindcii s inymi lie¢ivami. Dalej
tento typ polysacharidov zlepsuje imunosupresivne stavy,
pdsobi imunoadjuvantne a zvySuju rezistenciu organizmu
proti chemickym karcinogénom. Beta glukany maju anti-
mutagénne a antikoagulacné vlastnosti. Maju schopnost’
inhibovat’ vazbu HIV virusom vyvolavajuceho AIDS, sti-
muluji tvorbu Cervenych abielych krviniek, vyvolavaju
radioprotektivny uéinok (predizenie doby prezitia po radio-
aktivnom oziareni), mdézu pdsobit’ ako tzv. ,,odprtavace*
vol'nych radikalov v organizme, s ¢im savisi ich antilipope-
roxidac¢ny U¢inok a tiez majli potencidlny teratogénny uci-
nok. V praci autori konstatujt, Ze vysledok a intenzita poso-
benia prirodnych polysacharidov typu p-1,3 (1,6)-D-
glukanov, ich biologicka aktivita (imunomodula¢né vlast-
nosti) je zavisla od ich povodu (rastlinny, mikrobialny,
zivoCisny), chemickej Struktury, stupiia rozpustnosti, apli-
kacie a druhu genetickej vybavy buniek.

Tato praca bola podporovana Agentirou na podporu vy-
skumu a vyvoja na zdaklade Zmluvy ¢. APVV-0310-06.
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RHEOLOGICAL CONTROL OF ENZYMATIC
CONVERSION OF BIOMASS POLYSACCHARIDES

HOUDA BOUSSARSAR *, BARBARA ROGE *,
CAROLINE REMOND °, PHILIPPE DEBEIRE ",
and MOHAMED MATHLOUTHI **

“ Laboratoire de Chimie Physique Industrielle, UMR
URCA-INRA FARE, UFR Sciences, B.P. 1039 - 51687
Reims Cedex 2(France) ; quuipe TEPA, UMR INRA-
URCA, FARE, 8 Rue Gabriel Voisin, 51100 Reims
(France)

mathlo01@univ-reims.fr

Control of enzymatic hydrolysis of polysaccharides
from crops or agriculture co-products can be achieved by
use of physico-chemical methods like rheology or FTIR
spectroscopy. This approach was applied at the laboratory
scale to elucidate the amylolytic action pattern of Ther-
moccocus hydrothermalis recombinant type II pullulanase
(Th-ApuA2) and in pilot reactor to evaluate the feasibility
of control of the solubilization and saccharification of
hemicelluloses from the lignocelluolytic fraction in differ-
ent co-products like corn cob, wheat bran or sugarcane
bagasse.

Viscosity results were correlated to reducing sugars
analysis to show a similarity between glucoamylase and
Th-ApuA2 behaviour. While o-amylase action rapidly
decreased the viscosity of medium, glucoamylase and Th-
ApuA2 hydrolysates have only shown a negligible reduc-
tion in viscosity. The presence of more numerous differen-
tiated and intense peaks in the FTIR spectrum of Th-
ApuA2 hydrolysate reveals the presence of short chain
oligosaccharides. These results confirm thin layer chroma-
tography results and incite us to conclude that Th-ApuA2
has a dual “endo” and “exo0” catalytic action pattern.

It was also observed for a bioreactor agitated at
200 rpm where corncob suspension (200g/L) bioconver-
sion was catalysed by an endo-xylanase, that the force
applied on the agitator rotor decreases as solubilization
(release of soluble arabinoxylans) increases. In parallel,
the corncob suspension viscosity was measured during the
bioconversion. Decrease in viscosity followed the same
trend as the force on the agitator rotor. These results sug-
gest that hydrolysis evolution in a complex material like
the lignocellulosic fraction of an agriculture co-product,
can be controlled by viscosity measurement in the reaction
medium.
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PRITOMNOST NESKROBOVYCH
POLYSACHARIDU V ZRNU JECMENE

NATALIE BREZINoyA BELCREDI", JAROSLAVA
EHRENBERGEROVA®, EVA FECKOVA®, SIMONA
MACUCHOVA" a KATERINA VACULOVA®

“ Ustav péstovani, §lechténi rostlin a rostlinolékarstvi,
Mendelova zemédélska a lesnickd univerzita v Brné, Zemé-
délska 1, 613 00 Brno, ” Vyzkumny istav pivovarsky a sla-
darsky, a.s., Sladarsky ustav Brno, Mostecka 7, 614 00
Brno, ¢ Zemédélsky vyzkumny istav Kromériz, s.r.o.,
Havlickova 2787/121, 767 01 Kromériz

belcr@centrum.cz

Neskrobové polysacharidy (B-glukany a arabinoxyla-
ny) jsou zastoupeny v zrnu je¢mene z 86 % a pro ¢loveka
pfedstavuji dietni vldkninu pfitomnou v jecmeni z 15 az
24 %. B-(1-3), (1—>4)-D-glukany neboli B-glukany se
nachazeji v bunécnych sténach vyssich rostlin a ve veétsim
mnozstvi v semenech nékterych obilovin (je¢men, oves).
Béhem sladovani a rmutovani se Caste¢né Stépi vlivem
enzyml a pro technologii vyroby piva se tedy pozaduje
glukand se muze projevit zvySenou viskozitou sladiny
a piva, Spatnou filtrovatelnosti a prodlouZzenou dobou sce-
zovani, na kterém se také podili vyS$si obsah arabinoxyla-
nu. Arabinoxylany jsou hlavnimi polysacharidy primar-
nich bunéénych stén jednodéloZnych rostlin a signifikova-
nych bunék jednodéloznych a dvoudéloznych rostlin. Sté-
ny buné€k je¢mene obsahuji asi 20 % arabinoxylant.

Byly hodnoceny sladovnické odridy (Amulet, Kom-
pakt, Krona, Nordus, Tolar), odridy americké provenien-
ce, které jsou povazovany za donory f-glukani (Wabet,
Wanubet, Washonubet), linie vzniklé z uvedenych skupin
odrid a bezpluché linie vyslechténé v Zemédélském vy-
zkumném ustavu Krométiz, s.r.o. (KM).

Pro dalsi potravinatrské vyuziti by byly vhodné linie
Wabet x Washonubet, KM 2283 a odridy Wanubet, Wa-
bet a Krona, které mély nejvyssi obsah jak B-glukant
(5,82-8,14 %) tak arabinoxylant (6,60-8,09 %). Pro sla-
dovnické ucely se jevily jako nejvhodnéjsi linie Krona x
Kompakt, Wabet x Kompakt a odriida Tolar, vhodné pro

(4,78-4,98 %) i arabinoxylant (3,66-5,53 %).
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VLIV PROSTE RECYKLACE NA MECHANICKE
A HYPERMOLEKULARNI VLASTNOSTI
CELULOSOVYCH MATERIALU

BRETISLAV CESEK, MILOSLAV MILICHOVSKY
a JIRI CHALUPA

Katedra dreva, celulozy a papiru, Fakulta chemicko-
technologicka, Univerzita Pardubice, Studentska 95,
532 10 Pardubice

KDCP.FCHT@upce.cz

Recyklace papiru a papirenskych vyrobkil je jednou
znejdilezitéjSich véci soucasnosti. Cilem této prace bylo
urceni ,,novych” metod, které mohou recyklacni proces papi-
ru (celulosovych materialtl) popisovat. Byly odzkouseny dvé
metody, které se srovnavaly s velmi dobfe znamou metodikou
WRYV. Absolutni hodnota parametru WRV zavisi na vazeb-
ném systému vlaken a taktéz na jejich povrchové abrazi.

Byly odzkouSeny nasledujici dvé metodiky. Prvou
z nich je tzv. ,navlhavaci zkouska“. Tato metoda je zalo-
zena na principu sledovani procesu navlhani papiru.
Z naméfenych Udaji  mlzeme vypocitat povrchové-
strukturni vlastnosti celulosovych materiali. Tyto vlast-
nosti jsou zavislé na povrchové abrazi vlaken v prib¢hu
recyklace. Dalsi pouzitou metodikou, bylo uZiti tzv.
,rheosedimentace®, kterd zkouma a vyhodnocuje sedimen-
taci celulosovych materialtl v suspenzi. Vysledky ziskané
touto metodikou jsou zavislé na morfologii a tuhosti vla-
ken a jejich vazebném potencialu. Jsou taktéz zavislé na
povrchové abrazi vldken.

Byla vyslovena hypotéza, Ze deformace a odér vlaken
se zvySuje se stoupajicim poctem jejich recyklaci. To zna-
mena, ze tzv. papirotvorné vlastnosti vldken se budou
v prubéhu recyklace zhorSovat. Tato hypotéza vSak nebyla
vzdy potvrzena, z divodu dvojiho druhu destrukce vlaken.
Prvnim z nich je uplna destrukce primarni (P) a sekundarni
(S1) vrstvy vlaknen, ktera zpusobuje zhorSeni papirotvor-
nych vlastnosti. Druhou z nich je ¢astecna destrukce fibri-
larnich svazkl, ktera muze vést ke zlepSeni vyse uvede-
nych vlastnosti. Tudiz vicendsobna recyklace papiru
a papirenskych vyrobkd mize vést i ke zlepSeni papiro-
tvornych vlastnosti takto ziskanych vldken.

HYDROLYSIS OF OXIDIZED CELLULOSE

JANA COPIKOVA™, JIRI SOBEK®, MIROSLAV
NOVAK?, and TOMAS JERABEK®

“ Institute of Chemical Technology, Department of Carbo-
hydrate Chemistry and Technology, Technickd 1905,

166 28 Prague 6, © Institute of Chemical Process Funda-
mentals of the ASCR, v.v.i., Rozvojova 2, 165 02 Prague 6
Jjana.copikova@vscht.cz

Hydrolysis of oxidized cellulose was carried out in
heterogenous system by means of microwave heating at
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100 °C. The reaction progress was monitored by reducing
sugars determination and by size exclusion chromatogra-
phy, i.e. by determination of molecular weight and mo-
lecular weight distribution of the product.

This work was supported by the Ministry of Industry and
Trade (project 24-1TP1/041).

MICROALGAE - A PROMISING SOURCE OF
STARCH FOR BIOETHANOL PRODUCTION

IRENA DOUSKOVA, JIRI DOUCHA, DASA
UMYSOVA, MILADA VITOVA, and VILEM
ZACHLEDER

Institute of Microbiology AS CR, v.v.i., Department of
Autotrophic Microorganisms, Opatovicky mlyn, 379 81
Trebon

zachleder@alga.cz

The microalga Chlorella vulgaris is widely used as
a protein-rich food and feed supplement. Its biomass pro-
ductivity can be up to 100 tonnes of dry biomass per hec-
tare per year depending on cultivation condition. The re-
serve compound is mainly starch in content of about
20 % of dry weight. When the cells are subjected to spe-
cific stress conditions, the starch content increase up to
65 % of dry weight. Such biomass could serve as a suit-
able feedstock for bioethanol production.

VLIV NEKTERYCH FAKTORU NA OBSAH
SKROBU V ZRNU PSENICE A TRITIKALE

OLDRICH FAMERA®, JAN LIPAVSKY”,
BOZENA RILJAKOVA® a LENKA KOURIMSKA?®

“ Fakulta agrobiologie, potravinovych a prirodnich zdrojii,
Ceskd zemédélskd univerzita v Praze, Kamycka 129,

165 21 Praha 6 — Suchdol, * Vyzkumny iistav rostlinné
vyroby v.v.i., Drnovska 507, 161 06 Praha 6 - Ruzyné
famera@af.czu.cz

V soucasné dobé stoupa vyznam pSenice urcené ke
Skrobarenskému zpracovani. Mezi faktory, které pfispivaji
ke stale vzrustajicimu vyuziti pSenice jako Skrobarenské
suroviny, patfi velmi pfiznivé klimatické podminky pro
péstovani pienice v Ceské republice, dlouhodoba sklado-
vatelnost zrna a roz§ifeni moZnosti uplatnéni pSeni¢ného
zrma na trhu. Odridy péstované v horSich podminkach
(marginalnich) maji obvykle vyssi obsah Skrobu. Zde je
tieba ale vzit v uvahu celkové nizsi vynosy v téchto oblas-
tech. Z hlediska intenzity péstovani nebyvaji rozdily
v obsahu Skrobu pfili§ vyznamné, pfesto vSak existuji.
Obsah skrobu v obilovinach je v negativni korelaci
k obsahu dusikatych latek v zrnu.
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V maloparcelkovych pokusech (sklizenn 2006 a 2007)
s odriidami pSenice s nepekarenskou jakosti (5) a tritikale
(5) byly uplatnény 2 intenzity péstovani: usporna (90 kg
Nha™' a 1 fungicid) a intenzivni (120 kg N ha™ a 2 fungi-
cidy). Pokusy byly zalozeny u pSenice na ctyfech lokali-
tach (2 v fepaiské vyrobni oblasti a 2 v bramboratské VO),
u tritikale na dvou stanovistich v BVO.

Nejvetsi vliv na obsah Skrobu v zrnu pSenice mél
roénik péstovani — rozdil pramért c¢inil 2,1 % (2006
66,1 %, 2007 68,2 %). Urcité rozdily se projevily u pokus-
nych mist. V kazdém roce byl zji§tén na jednom stanovisti
odlisny obsah Skrobu oproti ostatnim lokalitdm — zvySeny
2006 v Humpolci o 1,2% a nizsi 2007 v Hnévcevsi
02,2 %. Vzdy to souviselo s opacnou tendenci v obsahu
N-latek v zrnu. Z tohoto hlediska se projevila tendence
k vy$8imu obsahu Skrobu v bramborafské vyrobni oblasti.
Péstitelska technologie s niz$i davkou dusikatého hnojeni
(Gspornd) vedla k nevyznamné vyssimu uloZeni skrobu do
zrna — v pruméru vsech variant o 0,5 %. Pfitom v BVO byl
primér o 1% vys§i u usporné technologie, v RVO byly
vysledky obdobné. Mezi odridami se také ukazaly dil¢i
rozdily na urovni desetin procenta: Biscay 67,7 %, Mladka
a Windsor 67,2 %. O 0,5-1 % nizsi obsah Skrobu byl za-
znamenan u odriid Rapsodia 66,8 % a Clarus 66,7 %. Také
u obou technologii bylo potadi zachovéno.

Vysledky dosazené u tritikale mély podobné tendence
jako pSenice. Ro¢nikovy rozdil zde byl vyssi o 3,1 % ve
prospéch roku 2007 (69,0 %). U technologii péstovani
byly vyssi hodnoty o desetiny procenta u Uspornych vari-
ant. Projevilo se to na obou stanovistich. Odridové rozdily
u tritikale byly vyssi nez u odriid pSenice. Skupina odrid
Lupus 68,9 %, Ticino 68,4 %, Tricolor 68,2 % o 2 % pre-
vySovala dalsi odrudy Lamberto 66,8 % a Kitaro 66,5 %.

Prdce vznikla za podpory projektu NAZV ¢. 1G57056.

THE EFFECT OF ILLUMINATION

OF POLARIZED LIGHT ON POLYSACCHARIDES
AND POLYSACCHARIDE DEGRADING ENZYMES
Zvand predndska

MACIEJ FIEDOROWICZ, ANNA KONIECZNA-
MOLENDA, and GOHAR KHACHATRYAN

Department of Chemistry, University of Agriculture, 122
Balicka Str., 30-149 Cracow, Poland

Illumination with visible polarized light of normal,
waxy and high amylose (Hylon V, Hylon VII) corn, ama-
ranthus, potato and sago starches , induced depolymerisa-
tion of starch polysaccharide chains followed by repoly-
merisation of resulting small molecules upon prolonged
illumination. It resulted in structural changes within the
starch granules (molecular weight of polysaccharide
chains, crystallinity, distribution of amylopectin structural
units) and, consequently, in changes of functional proper-
ties ( swelling power, solubility, thermal and pasting prop-
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erties, iodine binding properties, susceptibility to alpha-
amylolysis) of all starches studied . The magnitude of
changes of starch structural and functional properties in-
duced by illumination depended on starch granule struc-
ture and botanical origin. In the case of all starches stud-
ied, fragmentation of amylopectin molecules was assisted
by the formation of long amylose type chains. Therefore,
polarized light illumination of starch granules, regardless
of botanical origin, led to the formation of starch granule
structures which exhibits functional properties resembled,
taking into account amylose to amylopectin ratio, proper-
ties of starch granules obtained by genetic modifications
of given species. We shown, that polarized light was ab-
sorbed by crystalline parts of starch granules inducing
vibration of the crystalline lattice and, in consequence,
depolymerysation- repolymerisation reactions.

It is obvious that enzyme polypeptide chains could be
regarded as semicrystalline structures. Therefore, we de-
cided to check the effect of polarized light on activity of
polysaccharide hydrolyzing enzymes. We shown that
preillumination of a-amylase solution with linearly polar-
ized light leads to significant increase both in the rate and
final yield of the starch enzymatic hydrolysis reaction.
The hydrolytic enzymes, a-amylases, and the cyclodextrin
glycosyltransferases (CGTases) are key enzymes in the
depolymerization of starch. These two groups of enzymes
are evolutionarily related. Therefore, we decided to study
impact of illumination with polarized light of commer-
cially available CGTase ,Turozyme ( Novozymes, Den-
mark), on rate and selectivity of a-, B- and y- cyclodextrin
(CD) enzymatic production from starch. Additionally, we
report impact of the illumination with polarized light of
two other polysaccharide hydrolyzing enzymes i.e. glucoa-
mylase and xylanase on their activity in hydrolysis reac-
tion of starch and xylan, respectively. Obtained results
indicate that illumination of enzymes studied, leads to
greater yield and/or selectivity of enzymatic reactions.

COMPARISON OF LEGUME SEEDS OF CZECH
AND TURKISH VARIETIES USING IMAGE
ANALYSIS

EBRU FIRATLIGIL-DURMUS™”, EVZEN SARKA?,
ZDENEK BUBNIK?, MATYAS SCHEJBALS,
and PAVEL KADLEC?

“ICT Prague, Department of Carbohydrate Chemistry and
Technology, Technicka 5, 166 28 Prague 6, Czech Repub-
lic, * Istanbul Technical University, Food Engineering
Department, Maslak — Istanbul, Turkey,  ICT Prague,
Department of Chemical Engineering, Technicka 5, 166 28
Prague 6, Czech Republic

evzen.sarka@yvscht.cz, ebruf@itu.edu.tr,
matyas.schejbal@vscht.cz

Geometric parameters of legume seeds are very im-
portant for designing of engineering processes such as heat
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treatment, air transport, drying, milling, germination etc.
Image analysis system was used to provide these parame-
ters of lentil and bean. Four approximation models
(a cone-sphere, an oblate spheroid, two sphere segments,
a triaxial ellipsoid) were used to evaluate volume and sur-
face area of lentil and bean varieties. The results were
compared with the values obtained from pycnometric
method. The best approximation model was found as the
triaxial ellipsoid and the oblate spheroid for bean varieties
and two sphere segments for lentil varieties. Weight and
surface area data of white bean was used to develop equa-
tion to predict bean surface area.

Image analysis system provided fast and accurate
values of important technological properties of legume
such as geometric parameters, volume and surface area.

This research was supported by the Research Intention
“Theoretical Fundamentals of Food and Biochemical
Technologies” of MSMT CR, No. MSM 6046137305.

ANALYSIS OF POLYSACCHARIDES FROM
WOOD-DESTROYING FUNGI

GORDON KARIKOGA GOMBA®, MICHAL
TOM,SOVSKY", ANDRYI §YNY:[SYA"‘, MIROSLAV
NOVAK?, and JANA COPIKOVA®**

“ Istitute of Chemical Technology, Department of Carbo-
hydrate Chemistry and Technology, Technicka 1905, 166
28 Prague 6, bMendelova zemédélska a lesnicka univerzita
v Brné, Zemédélska 3, 613 00 Brno
Jjana.copikova@yscht.cz

Wood decay fungi of the genus Phellinus and Inono-
tus spp. are an integral part of forest ecosystems due to
enzymatic decomposition of wood. Content of B-glucans
in the samples of intact fruiting bodies was determined.
A molar ratio of neutral sugars in the water or alkali ex-
tracts was also determined. Isolated fractions were charac-
terized by FT-IR and NIR spectroscopy, differential scan-
ning calorimetry (DSC) and thermogravimetry (TG). Ac-
quired results will serve as a basis for taxonomical fungi
classification of the genus Phellinus and Inonotus spp.
from the central European region.

This work was supported by the Czech Science Foundation
(project 521/07/J039).
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STARCH AS A PORE-FORMING
AND BODY-FORMING AGENT IN CERAMIC
TECHNOLOGY

EVA GREGOROVA, ZUZANA ZIVCOVA,
and WILLI PABST

Department of Glass and Ceramics, Institute of Chemical
Technology, Technickad 5, 166 28 Prague 6
eva.gregorova@yvscht.cz

Starch is one of the most popular biopolymeric addi-
tives in ceramic technology today. Apart from being
a ubiquitous ingredient in many binder formulations for
extrusion and plastic forming, starch is used as a pore-
forming agent in dry pressing, tape casting and traditional
slip casting (TSC) in plaster molds. When the as-shaped
ceramic green body is fired (usually at temperatures in the
range 1400—-1600 °C), starch is burns out already during
the heating stage (at temperatures below 600 °C) and voids
(pores) remain after starch burnout. Of course, the amount,
size and shape of these voids is determined by the starch
type and amount of starch applied. The total porosity
achievable with starch can be as high as 70 %, pore size
may vary in the range 1-100 um (with median values
ranging from approx. 5 pm for rice starch to approx. 50 um
for potato starch) and pore shape corresponds to the starch
type (polyhedral-isometric for rice, corn and tapioca
starch, oblate for wheat starch — more precisely its A-
fraction and well rounded / slightly elongated for potato
starch). A relatively new ceramic shaping technique is
starch consolidation casting (SCC), which is based on the
capability of starch to undergo swelling and gelatinization
in hot water, followed by gelation of the resulting starch
paste upon cooling. Using this technique, rigid ceramic
bodies can be made by casting highly concentrated ce-
ramic suspensions in impermeable molds (which can be
polymer or metal). A definite advantage of SCC compared
to TSC is the microstructural uniformity (i.e. absence of
undesired gradients) and isotropy (i.e. absence of particle
orientation effects). However, because of the volumetric
changes of starch granules during swelling in the SCC
technique, porosity and pore size and shape control is
more difficult and less reproducible than in TSC of starch-
containing suspensions. Thus, in SCC the pore size is to
some degree related to the porosity (volume fraction of
pores), whereas in TSC these two parameters are inde-
pendent from each other. As an example of advanced ma-
terials processing we show ceramic laminates (functional
gradient materials) made of porous alumina layers with
varying pore size and / or porosity. We explain the prepa-
ration procedure and discuss the microstrutural features of
the laminates. In particular, it is shown that both TSC and
SCC can be used to achieve defect-free laminates without
delamination or cracking. Deformation (warping) can be
largely avoided by controlling the shrinkage via adapting
the alumina content.
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Support within the frame research program "Preparation
and Research of Functional Materials and Material Tech-
nologies using Micro- and Nanoscopic Methods", (Grant
MSM 6046137302, MSMT) is gratefully acknowledged.

(1-3)(1—4)-B-D-GLUKAN V ZRNE OVSA:
VLASTNOSTI A MOZNOSTI VYUZITIA

MICHAELA HAVRLEN TOVA a ALENA
GAJDOSOVA

Slovenské centrum polnohospodarskeho vyskumu — Vy-
skumny ustav rastlinnej vyroby Piestany, Bratislavska
cesta 122, 921 68 Piestany, Slovenskd republika
havrlentova@vurv.sk

Zrmo ovsa, ako excelentny zdroj potravinovej vlakni-
ny, nadobuda v dnesnej dobe z dovodu nutri¢nej kvality
i zdraviu prospeSnych Ucinkov Coraz §irSie uplatnenie vo
vyskume ipraxi'. Sjeho vyzivovymi hodnotami
(poukazujucimi na priaznivy pomer bielkovin a sachari-
dov, vhodny obsah nenasytenych mastnych kyselin a vyso-
ky obsah vldkniny, hlavne B-D-glukanu) je spojené jeho
potencialne vyuzitie v produkcii funkénych potravin®.
(1-3)(1—4)-B-D-glukan (d’alej len B-D-glukéan), linearny,
vo vode Ciastocne rozpustny homopolysacharid tvoreny
glukézovymi jednotkami, predstavuje spolu s abinoxyla-
nom najvyznamnej$i neSkrobovy polysacharid semien
obilnin®.

Hodnotenim 100 ¢lenného stiboru odrod ovsa siateho
sa pozorovala vysoka variabilita v obsahu B-D-glukanu.
Najvyssi obsah sa zaznamenal v odrode nahého ovsa SV-5
(8,37 %), pricom nahé odrody obsahovali v priemere
4,48 % P-D-glukdnu v zrnach a plevnaté 3,17 %. Odrody
SV-5, PS-106, Neon, gampionka, Armold a Adam
s obsahom (-D-glukdnu viac ako 4,50 % sa identifikovali
ako vel'mi vhodné prirodzené zdroje dan¢ho polysacharidu
amoézu n4jst uplatnenie v STachtitel'skych programoch
a v potravinarstve ako vychodiskovy material pre pripravu
funkénych potravin, prip. ako zdroj izolacie B-D-glukénu.
né odchylky v obsahu dané¢ho metabolitu, ¢o mdze nazna-
Covat' jeho stabilnejSiu biosyntézu. Dusikaté hnojenie
v spojeni so selénom predstavuje d’alsi dolezity faktor
vplyvajici na obsah B-D-glukanu. Hnojenie 15 kgha™
dusika a 5 gha™' selénu spdsobilo zvysenie obsahu danej
latky v zrelych zrnach z 3,31 % v kontrolnej vzorke na
3,77 % (P<0,05) .

Doba amiesto skladovania pomletej vzorky B-D-
glukdnu sa taktiez podiela na zmene obsahu. Vysledky
ukazali, ze obsah danej latky sa s ¢asom skladovania zni-
zuje ato predovsetkym vo vzorkach skladovanych pri
laboratornej teplote’. Délezité je skladovanie vzorky pri
teplote 8 °C a jej €o najrychlejsie spracovanie.

Mikrobiologické a senzorické pozorovania sa usku-
tocnili v dvoch druhov potravin (chlieb a kecup) s pridav-



Chem. Listy 102, 837-858 (2008)

kom B-D-glukanového hydrogélu izolovaného z ovsa. Ke-
Cup bol skladovany po dobu 180 dni a vsetky sledovania,
ako aj monitoring vybranych technologickych parametrov,
ukdzali, ze pridavok hydrogélov neovplyvitoval negativne
kvalitu potravin (v niektorych kritériach naopak, kladne
vplyval na reologické vlastnosti a chut)) a preto je perspek-
tivny pre d’alSie vyskumy a aplikacie spojené s pripravou
novych, zdraviu prospes$nych foriem potravin.

Praca bola vykonana v ramci ulohy MP SR ¢. 2006 UO
27/091 05 01/091 05 11.
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NOVA TECHNOLOGIE OXIDACE CELULOSY

JANA HORCICKOVA, PAVEL HAVELKA, LUBOS
VISEK a DAGMAR BULANKOVA

Vyzkumny ustav organickych syntéz (VUOS, a.s.), Proces-
ni inzenyrstvi, Rybitvi 296, 533 54 Rybitvi
Jjana.horcickova@vuos.com

Oxidovana celulosa je perspektivni materidl, ktery ma
velmi dobré hemostatické vlastnosti a v lidském téle je
vstfebatelny bez vyskytu jakychkoli alergickych reakci.
Nova technologie je zalozena na oxidaci celulosy rozto-
kem oxidu dusicitétho v perfluorovaném rozpoustédle.
Touto technologii je ziskavan absorbovatelny hemostatic-
ky produkt vysokeé kvality: dobie zoxidovan, jemny, stabil-
ni a homogenni. Technologie je zaroven Setrna k Zivotni-
mu prostiedi.

HYDROLYZA JACMENNEJ, PSENICNEJ
A REPKOVEJ SLAMY NA FERMENTACNE
UCELY

VIERA HORVATHOVA®, VLADIMIR ONDAS?
a DANIELA MIKULIKOVA"

“ Katedra biotechnoldgii, Fakulta prirodnych vied, Univer-
zita sv. Cyrila a Metoda, Namestie J. Herdu 2, 917 01
Trnava, Slovenska republika, * Vyskumny iistav rastlinnej
vyroby SCPV, Bratislavska 122, 921 68 Piestany, Sloven-
ska republika

viera.horvathova@ucm.sk

Slama pol'nohospodarsky vyznamnych plodin obsa-
huje v priemere 60-70 % sacharidov v suSine vo forme
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polysacharidov celuldézy ahemicelulozy (Dien, 2007).
Preto je mozné ju energeticky vyuZit nielen na priame
spalovanie, ale aj ako substrat na fermentacnli vyrobu
palivového etanolu. Enzymova hydrolyza polysacharidov
slamy si vSak vyzaduje predhydrolyzacni upravu, ktorej
cielom je naruSenie Struktiry slamy (Hamelinck a spol.,
2005).

Ciel'om tejto prace bolo ziskanie skvasitelnych sacha-
ridov z jaCmennej, pSeni¢nej a repkovej slamy predhydro-
lyzou zriedenymi roztokmi kyseliny chlorovodikove;j ale-
bo sirovej v mnozstve 1,5; 2,5 a 3,5 g 100% kyseliny na
100 g slamy pri teplote 112 °C anéslednou enzymovou
hydrolyzou komerénymi pripravkami. Koncentracia slamy
v hydrolyzovanej suspenzii bola 10 % (w/w). Na overenie
skvasitel'nosti sacharidov v pripravenych hydrolyzatoch
bol uskutocneny fermentac¢ny experiment kvasinkami Sac-
charomyces cerevisiae CCY 11-3.

Koncentracia redukujicich latok v hydrolyzate po
kyslej predhydrolyze sa so stupajiicou koncentraciou kyse-
liny zvySovala, pri¢om kyselina chlorovodikova sa ukézala
byt ucinnej$im hydrolytickym ¢inidlom ako kyselina siro-
va. Maximalna dosiahnutd koncentracia redukujucich sa-
charidov po predhydrolyze bola 134 mg g™ sudiny jaé-
mennej slamy.

Na enzymovu hydrolyzu bol pouzity celuldzovy pri-
pravok Celluclast 1,5L vmnozstve 10 FPU g susiny
predhydrolyzovanej slamy ajeho kombindcia s B-
glukozidazovym pripravkom Viscozyme L vo vzédjomnom
pomere 10:1 a 5:1. Najvyssie koncentracie sacharidov boli
dosiahnuté po 48 hodinach enzymovej hydrolyzy celulazo-
vym a f-glukoziddzovym pripravkom v pomere 5:1
v kombinacii s predhydrolyzou kyselinou chlorovodiko-
vou. U ja¢mennej slamy sa dosiahla koncentracia reduku-
jucich sacharidov 336 mg g~ susiny predhydrolyzovanej
slamy. Po prepocte na koncentraciu sacharidov v suSine
vychodiskovej slamy podl'a Diena (2007) vytazok reduku-
jucich sacharidov po kyslej aj enzymovej hydrolyze pred-
stavoval 70 %. Po 48 hodinach enzymovej hydrolyzy pSe-
ni¢nej slamy bola koncentricia redukujucich latok
252 mg g susiny predhydrolyzovanej slamy, tj zodpove-
dajuci sumarny vytazok redukujicich sacharidov po kyslej
aj enzymovej hydrolyze bol 50 %.

Na fermentaciu sa pouzili hydrolyzaty ja¢mennej
apSeni¢nej slamy, v ktorych sa doplnila koncentracia
skvasite'nych sacharidov na 2% obsah glukézy. Fermenta-
ciou hydrolyzatu pSenic¢nej slamy bola konverzia glukozy
na etanol 79 % (koncentracia absolitneho etanolu predsta-
vovala 0,81 g/100 g vyfermentovaného média), fermenta-
ciou hydrolyzatu jacmennej slamy bola konverzia glukozy
na etanol niz8ia, konkrétne 60 %, ¢o zodpoveda 0,61 g
absolutneho etanolu/100 g vyfermentovaného média.
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CHEMICAL COMPOSITION OF KNOTWEED
SPECIES

ZDENKA HRQMADKOVA*‘, NADEZDA
VRCHOTOVA®, JAN HIRSCH, ANNA
EBRINGEROVA? and BOZENA SERA"

“ Institute of Chemistry, Slovak Academy of Sciences,
Dubravska cesta 9, 845 38 Bratislava, Slovakia, © Institute
of Systems Biology and Ecology AS CR, v.v.i., Branisovska
31, 370 05 Ceské Budéjovice, Czech Republic
chemhrom@savba.sk, nada@usbe.cas.cz

Japanese knotweed currently classified as Fallopia
Jjaponica' and previously classified as Reynoutria japonica
or Polygonum cuspidatum is native to Japan, Taiwan and
China. Japanese knotweed is an invasive non-native spe-
cies. It is regarded as a troublesome pest in many parts of
the Earth, including the Czech Republic and Slovakia,
because of its rapid invasion and domination of habitats.
Giant knotweed (Fallopia or Reynoutria sachalinensis) is
a closely related species to Fallopia japonica. It grows
much taller (4-5 metres) and their leaves are larger.
‘Bohemica’ (Fallopia x bohemica) is a hybrid species
formed by Japanese knotweed and Giant knotweed.

Polygonaceae has traditionally been used in Asia to
treat menoxenia, skin burn, gallstone, hepatitis, inflamma-
tion, and osteomyelitis*. Generally, phenolic compound-
sare considered to be a major contributor to the antioxidant
activity in Chinese medicinal plants. These antioxidants
also possess diverse biological activities, such as anti-
inflammatory, anti-carcinogenic and anti-atherosclerotic
activities. These activities are suggested to be related to
their antioxidant activity’. Methanol extracts of Polygo-
num cuspidatum root’ inhibited dental biofilm formation,
which is responsible for subsequent dental caries develop-
ment. Based on the preliminary phytochemical analysis,
the activity of extracts may be related to the presence of
anthraquinones, cardiac glycosides, terpenoids, and other
phenolics. Wong et al.® extracted of 30 Chinese medicinal
plants by the traditional method (boiling in water) and in
80% methanol. It was found that the stem and root of Po-
lygonum multiflorum exhibited the highest antioxidant
activity and rich sources of natural antioxidants.

Except of the phenolic components of Polygonum
species there are no reports on other plant components,
particularly, the carbohydrate ones. The main objective of
this study was to characterize the overall composition of
the three knotweeds — Reynoutria japonica, Reynoutria
sachalinensis and hybrid species ‘Bohemica’ (Fallopia x
bohemica) formed by Reynoutria japonica and Reynoutria
sachalinensis.

This work was financially supported by the Slovak Grant
Agency VEGA, project No. 2/6131/27, by the Ministry of
Agriculture of the Czech Republic No. QH72117 and by
the Research Intention of ISBE AS CR AV0Z60870520.
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PESTOVANI NOVYCH DRUHU LECIVYCH HUB
OBSAHUJICICH POLYSACHARIDY

IVAN JABLONSKY

MZLU Brno, Zemedeélska 1, 613 00 Brno
i.jablonsky@seznam.cz

V soucasné dobé je znamo 700 druhd vysSich hub
majicich 1é¢ivé vlastnosti. Nejvyznamnéjsi podil 1é¢ivych
latek houbach tvotfi glukany. Byly studovany moznosti
péstovani druhtt Ganoderma resinaceum, Bjerkandera
adusta, Phellinus linteus, P. ingniarius and Trametes ver-
sicolor. Byly zkoumany vhodné substraty a kultivacni
metody pro dalsi druhy hub.

DETEKCIA WAXY ALEL PSENICE
LENKA KLCOVA a DANIELA MIKULIKOVA

Slovenské centrum polnohospodarskeho vyskumu —
Vyskumny ustav rastlinnej vyroby, Bratislavska cesta 122,
921 68 Piestany, Slovenska republika

Waxy bielkovina je zndma ako na granuly viazana
Skrobova syntetaza (GBSSI). GBSSI je kl'icovym enzy-
mom syntézy amylozy v Skrobovych zrnach rastlin.
V psenici su tri GBSSI gény, lokalizované na chromozome
TA (Wx-Al), 4A (Wx-Bl) a7D (Wx-DI). Waxy pSenice
maju zabudované nefunkéné alely na Wx lokuse, preto ich
Skrob obsahuje znizené, pripadne nulové mnozstvo amylo-
zy. Skroby s vy$$im zastapenim amylopektinu st vhodné
na vyrobu cestovin, piva, mrazenych potravinovych vyrob-
kov, adheziv a papiera. Vyssi podiel amylozy v Skrobe je
vyhodny pri vyrobe fotografickych filmov, vyprazanych
chutoviek a pre cukrarenstvo. SPachtenim alebo pomocou
biotechnologii je mozné cielene ziskat  Skrob
s pozadovanym zastiipenim amylézy a amylopektinu pod-
I'a jeho koncového vyuzitia. Markermi podporované sl'ach-
tenie umozhuje selekciu linii s pozadovanym alelickym
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zlozenim uz na molekularnej urovni. Zabudovanim vset-
kych troch mutovanych Wx alel je moZné znizit' podiel
amylozy v Skrobe, pripadne obsah amylozy celkom elimi-
novat’.

Pre ucely markermi podporovaného vyberu na DNA
urovni sme testovali niekol’ko parov primerov pre Wx-A1,
Wx-B1 a Wx-D1 lokus pSenice. Optimalizovali sme prie-
beh PCR reakcie a podmienky vizualizacie pre detekciu
nefunkénych a funkénych Wx alel na 15 genotypoch pSeni-
ce. Tento sposob selekcie bude vyuzity pri zabudovani
mutovanych Wx alel do perspektivnych slovenskych odrod
pSenice, s cielom znizit' podiel amylozy v ich Skrobe.

Tato prdaca vznikla za podpory Ministerstva podohospo-
darstva SR (¢. 2006 UO27/091 05 01/091 05 11).

THE CHARACTERIZATION OF PECTIN-WHEY
PROTEIN INTERACTION IN RELATION
TO DEGREE OF PECTIN ESTERIFICATION

RENATA KOVACOVA®, JIRI STETINA®, ANDRIY
SYNYTSYAP®, and LUCIE FESSLOVA"

“ Department of Dairy and Fat Technology, ® Department
of Carbohydrate Chemistry and Technology, Institute of
Chemical Technology in Prague, Technicka 5, 166 28
Prague 6

renata.kovacova@vscht.cz

The aim of this work was to characterise electrostatic
interactions between whey proteins and pectin in relation
to degree of pectin esterification. There were observed
areas of pH where the molecules were strongly bounded,
resulting in the formation of protein-polysaccharide com-
plexes. The complexes produced were characterised by
determination of particle size by dynamic light scattering
and by determination of zeta-potential by Doppler laser
electrophoresis.

INFLUENCE OF LIGNOHUMATE APPLICATION
ON HOT-WATER EXTRACTABLE CARBON
CONTENT IN SOIL AND POTATO YIELD

JANA KREJCOVA

Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, v.v.i., Drnovskad 507,
161 00 Praha 6 - Ruzyné
krejcova@vurv.cz

Lignohumate is a mixture organic carbon materials
(humic and fulvic acides, polysaccharides and others).
Therefore, the addition of Lignohumate can immediately
affect the microbial activity, nutrient transformations
(mainly mineral nitrogen) in soil and plant growth. The
hot-water extractable carbon content in soil was used as
a marker for study of soil available carbon changes. The
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aim of this work was to evaluate the effect of Lignohumate
application on the hot-water soluble carbon content in soil
and on the potato yields. The hot-water extractable carbon
content (Cyy) in soil with Lignohumate application was
higher by 33.15 % and total carbon content (C,) by
10.40 %, in comparison with control. There was a positive
effect on potato yield, too. The yield of potatoes increased
after Lignohumate addition (weight of tubers by 13.28 %
and number of tubers by 11.50 %). The hot-water extract-
able carbon content is a more sensitive indicator of avail-
able carbon changes in soil and for prediction of yield than
total carbon content.

THE SURFACE PROPERTIES MODIFICATION

OF BIOLOGICALLY ACTIVE POLYMERS.

I. NATRIUM SALT OF CARBOXYMETHYL-
CELLULOSE AND HYDROXYETHYLCELLULOSE

LUBOMIR LAPCIK, JIRI RASNER, ALENA
MACHACKOVA, BARBORA LAPCIKOVA,
ANTONIN MINARIK, ANTONIN PROCHAZKA,
MICHAL BARTOS", and JAROSLAV STEPAN®

¢ Institute of Physics and Materials Engineering, Faculty
of Technology, Tomas Bata University in Zlin, Nad
stranémi 4511, 760 05 Zlin, * Research Institute for Or-
ganic Synthesis, Rybitvi 286, 533 54 Rybitvi 296,
“Synthesia a.s., 533 07 Pardubice — Semtin
lapcik@ft.utb.cz

There was studied a process of solid polysaccharide
(2-HEC, and NaCMC) modification through substitution
reaction on surface -OH groups. This process was acti-
vated by high frequency plasma discharge applied on flat
sample after its limited swelling in liquid solution of the
modificant  (2-nitrobenzaldehyde, and 4-nitrobenz-
aldehyde). There were determined an extend of substitu-
tion reaction and changes in UV-VIS and FT IR spectra as
well.

FLUORESCENT ANALYSIS OF BARLEY
POLYSACCHARIDES

EVA LHQTAKOVA, JANA COPIKOVA,
FRANTISEK KVASNICKA, and ANDRIY
SYNYTSYA

Institute of Chemical Technology, Technicka 1905, 166 28
Prague 6, Czech Republic
sinicaa@vscht.cz

B-Glucans are important constituents of barley grains.
Mould infection may influence the content of these poly-
saccharides in barley grains, and fungal glucans can be
present in infected plants. The topic of this his work was
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detection of non-cereal glucans in aqueous and alkali ex-
tracts from barley grains by fluorescent direct flow inject
analysis. Experiments with various polysaccharides con-
firmed that fluorescent agents aniline blue (Lachema, CR)
and Fluorochrom (Biosupplies, Australia) are partially
selective to B-1,3 glycoside bonds of fungal B-glucans.
Fluorochrom was more effective agent then raw aniline
blue. Both agents are able to form fluorescent complexes
with arabinoxylan and oxycelulose, i.e. with 3-1,4 glyco-
sidic bonds. The aqueous and alkali extracts from infected
grains showed higher fluorescent signal than those from
normal grains. This difference can be explained by the
contribution of mould B-glucans, while the influence of
variety was not insignificant too. The fluorescence of non-
infected samples confirmed the presence of proteins and
other substances supporting fluorescence. Despite these
factors the fluorescent analysis is able to identify barley
attacked by mould infection.

This study was supported by the Czech Scientific Founda-
tion (project No. 525/06/0663) and by the Ministry of Edu-
cation of the Czech Republic (project No. CEZ:
MSM6046137305).

PERSPECTIVES OF BUTANOL PRODUCTION
FROM STARCH AND CELLULOSE MATERIALS

JAKUB LIPOVSKY, PETRA P/}TAKOVA, MOJMIR
RYCHTERA, HANA CiZKOVA, and KAREL
MELZOCH

Institute of Chemical Technology Prague, Technickd 5,
166 28 Prague 6, Czech Republic
Jakub.Lipovsky@vscht.cz

Recently, an interest in a technology of butanol pro-
duction based on clostridial fermentation of various mainly
polysaccharidic substrates has been revived. Although,
especially starch materials were used in the original proc-
ess, nowadays cellulose ones are considered to be superior
for second generation biofuel production. Possibilities of
process arrangement together with upstream and down-
stream adjustments are discussed.

QUALIFY AND QUANTIFY
(1-3; 1—6)--D-GLUCANS IN Ganoderma PRODUCTS
Zvand predndaska

TING-JANG LU

Institute of Food Science & Technology, National Taiwan
University, Taipei, Taiwan, 10617

tilu@ntu.edu.tw

Ganoderma lucidum, also known as Reishi or Ling-
zhi, is a popular traditional Chinese medical mushroom
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used as a remedy. Polysaccharides are associated with
immuno-modulating attributes of Ganoderma. The iso-
lated polysaccharides from fruiting bodies hot-water ex-
tracts, representing Traditional Chinese Medicine servings,
contained 31% of branched (1—3; 1—6)-f-D-glucans
which were proven to be the most abundant active compo-
nent to stimulate human peripheral blood mononuclear
cells to release tumor necrosis factor-o. (TNF-a). The D-
glucans had a backbone of (1—3)-linked B-D-glucosyl
units and about 1/3 of backbone units bearing single 3-D-
glucosyl side chains attached at O-6 position. One fluoro-
metric method and one enzyme-chromatographic method
were developed for the quantitative determination of these
B-D-glucans. In addition, the degrees of branching of the
B-D-glucans could be simultaneously determined by the
enzyme-chromatographic method. Routine determination
of (1—3)-pB-D-glucans contents and their molecular weight
distribution became accessible with these two methods.
Cultivar and growth stage of fruiting bodies significantly
changed the content of the D-glucans. The highest extract-
ing yields of the polysaccharides and the B-D-glucans both
occurred at the stage of pileus differentiation of the mush-
room, while the B-D-glucan ratio in polysaccharide in-
creased as the mushroom becoming mature. The B-D-
glucans were also found to be the major component in
mycelium biomass to activate TNF-a production from
RAW264.7, a murine macrophage-like cell line. The cul-
tural condition of mycelium dramatic changed the B-D-
glucan content and its degrees of branching.

OBSAHY REZISTENTNIHO SKROBU
V TESTOVINACH

DOBROMILA LUKESOVA, JANA DOSTALOVA
a LADA POKORNA

Ustav chemie a analyzy potravin, Vysoka Skola chemicko-
technologicka v Praze, Technickad 5, 166 28 Praha 6
Dobromila. Lukesova@vscht.cz

Rezistentni skrob je prirozenou souc¢asti mnoha potra-
vin. Je pfitomny v surovych i technologicky upravenych
potravinach. Rezistentni Skrob je Cast Skrobu, kterd neni
travena v tenkém stfevé a prechazi do tlustého stfeva, kde
slouzi jako substrat pro mikroorganismy. Nahradou casti
stravitelného Skrobu rezistentnim dochézi ke zpomaleni
vzestupu hladiny glukosy v krvi. Obsah rezistentniho Skro-
bu je sledovan pro jeho pozitivni G€inky na lidsky organis-
mus, nebot’ podnécuje stievni peristaltiku, ¢imz zptisobuje
rychlejsi priichod traveniny stfevem a tim snizuje vyuzitel-
nost energie ze stravy. K dal§im pozitivnim fyziologickym
ucinkiim patfi sniZzeni cholesterolu v krvi. Semena a jiné
zasobni organy rostlin jsou vyznamnym zdrojem rezistent-
niho Skrobu. Dobrym zdrojem rezistentniho Skrobu jsou
také celozrnné téstoviny.

Téstoviny se fadi mezi potraviny s nizkym glykemic-
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kym indexem. Neékteré jsou navic rezistentnim Skrobem
obohacovany pro zvySeni pfijmu vldkniny. V naSi praci
jsme se zaméfili na sledovani obsahu rezistentniho Skrobu
v této komodite.

V obchodni siti bylo zakoupeno 12 vzorkt rtiznych
druhti téstovin (vajecné, bezvajecné, celozrnné a semolino-
vé) pochazejicich od riznych vyrobecll (tuzemskych i za-
hrani¢nich). Pro stanoveni jsme vyuzili enzymovy set do-
davany firmou Megazyme International Ireland, Ltd.

Zmény obsahu rezistentniho Skrobu byly sledovany
po uvareni a nasledném skladovani za riznych podminek.

V syrovych téstovinach se obsah rezistentniho Skrobu
z celkového skrobu pohyboval vrozmezi 0,4-0,5 %.
V téstovinach, které byly po uvarfeni skladovany po dobu
4 hodin pfi laboratorni teploté, se obsah pohyboval
v rozmezi 1,8-3,2 %. Nejvétsi nartist obsahu rezistentniho
Skrobu byl zaznamenan pfi skladovani uvatrenych téstovin
v chladnicce (4 °C) po dobu 28 hodin, obsah rezistentniho
Skrobu byl stanoven v rozmezi 2,0-3,9 %. K nejmensimu
nartstu obsahu rezistentniho Skrobu doslo pfi skladovéni
uvafenych téstovin po dobu 4 hodin pfi teploté 65 °C, kde
se obsah pohyboval v rozmezi 1,5-2,9 %.

Bylo zjisténo, Ze vafenim se zvysi obsah rezistentniho
Skrobu v té€stovinach. Pfi skladovani za laboratorni teploty
dochézi k retrogradaci $krobu a tim i k nardstu obsahu
rezistentniho Skrobu. Pfi skladovani pti 65 °C byl obsah
Skrobu niZ8i nez pfi skladovani za laboratorni teploty, tu-
diz nedochazelo k rozsahlejsi retrogradaci. Zatimco pfi
skladovani v chladni¢ce byl zaznamenin vyznamnéjsi
narust rezistentniho $krobu, ktery byl pravdépodobné zpu-
soben probihajici rozsahlejsi retrogradaci.

KINETICS OF DISSOLUTION OF Na*
[CARBOXYMETHYLCELLULOSE]
AND OXYCELLULOSE MIXTURE

ALENA MACHACKOVA?, LUBOMIR LAPCIK?,
JIRI RASNER?, ANTONIN PROCHAZKA?,
ANTONIN MINARIK?, and MICHAL BARTOS"

“ Institute of Physics and Materials Engineering, Faculty
of Technology, Tomas Bata University in Zlin, Nad
stranémi 4511, 760 05 Zlin, * Research Institute for Or-
ganic Synthesis, Rybitvi 286, 533 54 Rybitvi 296
llapcik@ft.utb.cz

There was studied the kinetics of dissolution of solid
films of NaCMC and OC prepared from their mixtures in
water by fast plaster casting method on Petri dishes. The
dependences of the kinetics parameters of the process (tq,
Uoc, AHﬂj, RA;;) on the given polymer compositions were
determined. It has been found, that internal pressure in the
solid swollen layer decreased with increasing content of
OC in the mixture as well as the activation enthalpy of
diffusion connected with swelling AH;ED,S‘
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CHEMICAL CHARACTERISTICS
AND FUNCTIONAL PROPERTIES OF OXIDIZED
POTATO STARCH - CONGLYCININ COMPLEXES

IRENEUSZ MACIEJASZEK, KRZYSZTOF
SUROWKA, RYSZARD MACURA, and IWONA
TESAROWICZ

Department of Refrigeration & Food Concentrates, Uni-
versity of Agriculture, Balicka Street 122, 30-149 Krakow,
Poland

rtsurowk@cyf-kr.edu.pl

Polysaccharides and proteins are the fundamental
components of agricultural raw materials that are used for
food and non-nutritional applications. Under favourable
conditions these macromolecules can interact and as
a results new products can be obtained. The objective of
this study was to adapt the method of electrosynthesis for
the production of complexes of oxidized potato starch
(Lubox) with conglycinin (a 7S soy globulin), and to
evaluate the functionality of such obtained products.
Aqueous solutions containing Lubox and 7S, at various
ratios, were brought to pH 8 and the electosynthesis was
conducted at 12 V. Insoluble complexes were collected
from anode and freeze dried. They were usually richer in
protein than the initial blends. It was shown, by the FTIR
analysis, that carboxylic groups and peptide moieties, as
well as probably hydrophobic interactions, are involved in
complex formation. Thermogravimetry showed that the
complexes are slightly more thermally stable than their
components alone. The analysis of X-ray diffractograms
showed that electrosynthesis of soy conglycinin with
Lubox did not lead to crystalline products. Instead, a par-
tial denaturation was observed as was proven by the DSC
method. Electrosynthesis provided insoluble products, and
this is reflected by very low nitrogen solubility index
(NSI), their water holding capacity (WHC) was relatively
high and increased with an increase in Lubox contribution
in initial blend. Sorption isotherms of electrocomplexes
are typical for biopolymers such as proteins and polysac-
charides, and are located below isotherms for both sub-
strates. Irrespective of the fact, that 7S globulin had supe-
rior emulsifying properties among soy proteins, complexes
obtained had the low emulsifying activity. Likely, the poor
solubility could be responsible for it. Rheological proper-
ties were recognized for 20% aqueous suspensions, involv-
ing oscillatory mode. It was observed that elasticity domi-
nated over viscosity, suggesting interactions, which main-
tain the structure of weak gels. Taking biodegradability
into consideration complexes had distinctly higher suscep-
tibility for proteolysis than amylolysis and remarkable
intensity in decomposition was observed by soil bacteria

To sum up, there a two factors limiting the potential
applications of 7S soy protein — oxidized potato starch
electrocomplexes namely low solubility and weak emulsi-
fying properties. However, they can be considered as sup-
porting materials in food related and non-nutritional appli-
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cations. Utilisation of potato starch as a substrate for non-
nutritive purposes falls in with the current policy of Euro-
pean Union, which limits the potato harvest for nutritional
usage.

UCINEK AMIDOVANEHO PEKTINU

NA HOMEOSTAZI CHOLESTEROLU U POTKANU
WISTAR: SROVNANI S DALSIMI SORBENTY
STEROLU

MILAN MAROUNEK, ZDENEK VOLEK,
EVA SKRIVANOVA a DAGMAR DUSKOVA

Vizkumny sistav Zivocisné viroby a Ustav Zivocisné fyzio-
logie a genetiky AV CR, Praha
marounek@iapg.cas.cz

Potkani byli krmeni dietou s vysokym obsahem cho-
lesterolu, doplnénou o  celulosu (kontrola),  N-
oktadecylpektinamid, psyllium & cholestyramin a 60 gkg™.
Pektinamid, cholestyramin a psyllium snizily sérovy choleste-
rol z 3,41 pmol ml™ na 1,68, 1,78 a 2,04 pmol ml™, rovnéZ
cholesterol v jatrech. Psyllium a cholestyramin vyznamné
zvySily koncentraci Zlucovych kyselin v exkrementech,
zatimco pektinamid zvysil fekalni vylu€ovani neutralnich
steroldi.

VYZNAM ZLOZENIA SKROBU A MOZNOSTI
JEHO OVPLYVNENIA

DANIELA MIKULiKOVA“, LENKA KLCQVA“, )
STEFAN MASAR?, VIERA HORVATHOVA" a JAN
KRAIC*®

“ Vyskumny ustav rastlinnej vyroby Slovenského centra
polnohospodarskeho vyskumu, Bratislavska 122, 921 68
Piestany, * Fakulta prirodnych vied Univerzity sv. Cyrila a
Metoda, Namestie J. Herdu 2, 917 01 Trnava, Slovenskad
republika

mikulikova@vurv.sk

Vicsina rastlinnych Skrobov pozostava z 20-30 %
amylozy a 70-80 % amylopektinu. Niektoré plodiny (napr.
strukoviny, najmé hrach so zvraskavenym povrchom se-
mien), ich mutanty (jaémen Glacier), pripadne geneticky
modifikované odrody kukurice, pSenice alebo jacmena
vSak majui podiel amylozy vyssi (az 80 %). Okrem toho
existuji voskové (tzv. waxy) skroby, ktoré amylozu vobec
neobsahuju alebo sa v nich nachaddza v znizenom mnoz-
stve.

Fyzikalno-chemické vlastnosti Skrobu (najmi jeho
rozpustnost, napuciavanie, zelatinizacia, hydrolyza
a retrogradacia) a z nich vyplyvajuca pouzitel'nost’ su dané
pomerom amylézy a amylopektinu. Vztahy medzi zloZe-
nim a vlastnost'ami Skrobu st najviac preskimané v peka-
renstve, sladovnictve, pri vyrobe cestovin a pri tvorbe
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zdraviu prospesného rezistentného (odolného, nestravitel-
ného) Skrobu.

V zastupeni podielu amylézy a amylopektinu maja
vyznamné postavenie dva Specifické izoenzymy syntézy
Skrobu: na granuly viazana Skrobova syntetaza (GBSSI)
a vetviaci enzym BEIIb. Izoenzym GBSSI je v obilnindch
podmieneny génmi WAXY, v zemiaku génom AMF
a v hrachu génom LAM. Zabudovanim mutovaného génu,
ktory spoOsobi stratu tejto izoformy, mozno v Skrobe znizit'
(az celkom eliminovat’) obsah amylézy. Mutécie génu AE
obilnin alebo génu R hrachu spdsobuju stratu vetviaceho
izoenzymu BEIIb.V dosledku tychto mutacii je v Skrobe
podiel amylozy zvyseny. SPachtenim alebo pomocou bio-
technoldgii mozno cielene ziskat' skrob s pozadovanym
zastipenim amylozy a amylopektinu podl'a ti¢elu, na ktory
je urceny.

Na naSom pracovisku sme sa zamerali na molekular-
nu selekciu genotypov vzniknutych na baze slovenskych
odrdd psenice so zahrani¢nymi full waxy liniami (vznikli
krizenim prirodzenych mutantov Kanto 107 x BaiHuo)
s cielom ziskat' nové linie bez amylozy (nepotravinové
vyuzitie) aj linie so znizenym podielom amylozy
(potravinové vyuZitie).

Izoenzym GBSSI je v pSenici kodovany troma génmi
WAXY: Wx—A; (TAS chromozom), Wx—B; (4AL) a Wx—D,
(7DS). Tieto gény mozu mat normalne (funkcéné) alebo
mutované (nefunkcné, tzv. nulové) alely. Ak sa v genome
pSenice nachadzaju iba funkcéné alely waxy, aktivita
GBSSI je normélna a vznikd normalne mnozstvo amylozy.
Pritomnost’ mutovanej (nulovej) alely waxy vSak spdsobi
vyrazné zniZenie enzymovej aktivity GBSSI, preto vznikd
menej amylozy. Obsah amylozy je nepriamo umerny poctu
mutovanych alel waxy. V pritomnosti vSetkych troch sa
podiel amylézy v skrobe zniZi az na nulovi hodnotu.

Prenos jednotlivych nulovych alel waxy sledujeme
pomocou vhodnych primerov v PCR analyzach. Pre U¢in-
nu produkciu bioetanolu sa snazime vyselektovat' novu
liniu pSenice s vysokym obsahom $krobu bez amyldzy.
Tato linia bude mat’ v genéme vSetky tri nulové recesivne
alely waxy v homozygotnom stave. V porovnani s beznou
pSenicou by mal mat’ jej Skrob zvySenu schopnost’ napu-
&iavat a viazat' vodu, zvysena rychlost’ aj hibku hydrolyzy
a nizSiu teplotu Zelatinizacie.

Pre zlepsSenie kvality cestovin sa snazime zabudovat’
nulové alely Wx—A41b a Wx—B1b do gendému slovenskej
tvrdej pSenice. ZvySeny podiel amylopektinu by mal vy-
razne zlepSit' textiru aj chutovu kvalitu cestovin, zvysit’
viskozitu, ¢islo poklesu a napucavost’ skrobu a znizit’ tep-
lotu Zelatinizacie.

Tato praca vznikla za podpory Ministerstva pédohospo-
darstva SR (projekt 2006 UO27/091 05 01/091 05 11 Bio-
logické faktory podmienujuce efektivnu a konkurencie-
schopnu rastlinnii vyrobu,).
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A SPONTANEUOS SELF-ORGANISATION
PROCESS OF POLYSACCHARIDES IN LIQUID
AND GEL-LIKE PHASES

ANTONIN MINARIK, LUBOMIR LAPCIK,
ANTONIN PROCHAZKA, LUBOMIR LAPCIK, Jr.,
ALENA MACHACKOVA, and BARBORA
LAPCIKOVA

Institute of Physics and Materials Engineering, Faculty of
Technology, Tomas Bata University in Zlin, Nad stranémi
4511, 760 05 Zlin
llapcik@ft.utb.cz

There was studied an influence of thermodynamic
flow on the thermal Rayleigh — Benard convection in con-
centrated solutions and dispersions of solid particles in
selected cellulose derivatives. As the common parameters
of the process characterisation there were used the
Rayleigh and Marangoni numbers. The geometry of origi-
nating Benard cells are characterised with fractal dimen-
sion values. Light — microscopy pictures of them have
a characteristic symmetry.

PHYSIOLOGICAL EFFECTS OF 3-GLUCANS IN
MACROORGANISM

MIROSLAYV NOVAK* and JANA COPIKOVA

Institute of Chemical Technology, Department of Carbo-
hydrate Chemistry and Technology, Technicka 1905,
166 28 Prague 6

novaks@vscht.cz

B-Glucans show notable physiological effects; this is
their most important quality and the reason why so much
attention has been devoted to them. They belong to bio-
logical response modifiers (BRMs), and exert pronounced
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immunostimulating role in macroorganisms. The most
pronounced effect of -glucans consists in augmentation
of phagocytosis and proliferative activities of professional
phagocytes, first of all macrophages. On the other hand,
their proinflamatory activities can lead to certain side
effects.

This work was supported by the Czech Science Foundation
(project 521/07/J039).

VLIV KARAGENANU NA VNIMANI{ INTENZITY
JAHODOVEHO AROMA V MODELOVEM
VZORKU PUDINKU

ZDENKA PANOVSKA, DOBROMILA LUKESOVA
a ALENA VACHOVA

Ustav chemie a analyzy potravin, Vysoka $kola chemicko-
technologicka, Technicka 3, 166 28 Praha 6
Zdenka.Panovska@yvscht.cz

Textura a viskozita potravin hraje velmi vyznamnou
roli pfi jejich oblibé. Jakym zplsobem latky upravujici
texturu ovliviuji lidské vniméni chuti a viin€ a jak naopak
chutové latky ¢i aroma ovliviiuji lidské vnimani textury je
pfedmétem  studia mnohych  vyzkumnych  tymu.
V sedmdesatych letech, napf. Marschall a spol. zkoumal
vnimani sladké chuti v gelech tvorenych péti polysachari-
dy. Zjistili, ze intenzita sladké chuti byla vice vnimana
v karagenovém gelu a nejméné v kukuficném skrobu. Pek-
tin, zelatina a agarovy gel mély stfedni hodnoty vniméni
sladkosti. Autofi korelovali subjektivni pocit vnimané
sladké chuté s riznymi fyzikalnim parametry gelt jako je
tvrdost, soudruznost apod. Zadny testovany parametr nebo
skupinu parametrii nebylo moZno pouZzit pro vysvétleni
rozdilti ve vnimani sladké chuti.

Také v osmdesatych a devadesatych letech byla tato
problematika pfedmétem zajmu nékterych védci. Po mno-
ha vyzkumech se dospé€lo k obecnému zavéru, ze vnimani
aroma i chuti klesa se stoupajici viskozitou, ale také dalsi
vlivy jako jsou napf. vzajemné vazby, povlak Ustni dutiny
atd., hraji pfi vnimani vyznamnou roli. Baines a Morfia
(1987) zjistili, ze se vnimani sladké chuti a jahodového
aroma snizuje v pritomnosti guarové gumy.

Hollywood a kol. (2002) se ve své praci zaméfili na
sledovani intenzity sladké chuti a aroma ve vzorcich obsa-
hujicich rizné koncentrace hydroxypropyl-methycelulosy
(HPMC).

Cilem prace senzorické laboratofe bylo porovnat vliv
karagenanu na vnimani intenzity jahodového aroma a dal-
Sich senzorickych charakteristik v modelovych vzorcich
pudinku. Modelovy vzorek se skladal z tapiokového Skro-
bu, mléka, cukru a jahodového aroma. Na senzorickém
hodnoceni se podileli zaméstnanci a studenti VSCHT Pra-
ha. Prvni hodnotitelska skupina (panel P1) se skladala ze
studenti ¢tvrtého a patého ro¢niku Fakulty potravinaiské
a biochemické technologie VSCHT, postgradualnich stu-
dentl a zaméstnanct §koly. VSichni hodnotitelé absolvova-
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li kurs senzorické analyzy. Jednalo se o 27 hodnotitelt,
25 zen a 2 muzi ve véku 22—-60 let.

Druhé skupina (panel P2) byla sloZena ze studenti
prvniho ro¢niku Fakulty potravinafské a biochemické
technologie VSCHT. Tito hodnotitelé v pribéhu semestru
prosli zékladnim senzorickym Skolenim. Panel se skladal
z 63 hodnotitel, 43 Zen a 20 muzt, ve véku od 19 do 25
let.

Bylo zjisténo, ze pridavek karagenanu vyrazné ovliv-
nil nejen hustotu vzorku, ale i vnimani pfijemnosti jahodo-
vé chuti. Rozdily mezi pudinkem s karagenem a pudinkem
bez karagenanu v piijemnosti jahodové chuti a v hustoté
vzorku byly statisticky vyznamné. Vzorek s karagenanem
byl vniman jako hustsi, ale mél mén¢ piijemnou jahodo-
vou chut’ oproti pudinku bez karagenanu. Tyto parametry
byly statisticky vyznamné u obou paneld. Panel P2 zazna-
menal vice rozdili mezi pudinky, coz mohlo byt zpiisobe-
no veétsim poctem hodnotitelti. OdliSnosti byly v piijem-
nosti vuné, prijemnosti sladké a jahodové chuti
a v tuCnosti. Pudink bez karagenanu me¢l vyssi piijemnost
vuné, vyssi byla i ptijemnost sladké a jahodové chuti. Pu-
dink s karagenanem byl oproti druhému vzorku hodnocen

v

OBSAH PEKTINU V KRAJOVYCH ODRUDACH
JABLEK

OTAKAR ROP, DANIELA KRAMAROVA, PAVEL
VALASEK A PAVEL BREZINA

Ustav potravindiského inzenyrstvi, Fakulta technologicka,
Univerzita TomdSe Bati ve Zliné, nameésti T.G. Masaryka
275,762 72 Zlin

rop@ft.utb.cz

V jednotlivych oblastech stfedni Evropy byly bézné
vysadby mistnich, pro dany region typickych ovocnych
dfevin, které dnes nazyvame krajovymi odridami. Obce
byly vétSinou obklopeny pasmy vysokokmennych sadi.
V souvislosti s intenzifikaci ~ zemé&dé&lstvi,  zejména
v poslednim stoleti, zacalo dochézet k pfechodu na inten-
zivni péstovani ovocnych dfevin. Tento péstitelsky zpisob
je charakterizovan péstovanim méné vzristnych, ale vyso-
ce produktivnich ovocnych rostlin.

V ramci zmény tohoto péstitelského zptisobu se zaca-
ly odstrafiovat nejenom extenzivni (vysokokmenné) vysad-
by, ale také polni kfoviny a meze a doSlo tak ke zniCeni
mnoha biotopil. Z nasi prirody se vytratilo nebo dostalo na
okraj z4jmu mnoho rostlinnych druht a odrad'.

Za tucelem naseho vyzkumu jsme se vénovali nckte-
rym typickym krajovym odriiddm jabloni v jihovychodni
casti Bilych Karpat v oblasti Valasskych Klobouk. Pravé
ke krajin€ Bilych Karpat oded4vna patii sady a zahrady se
starymi regionalnimi vysokokmennymi odriidami ovoce®.
Z krajovych odriid jsme stanovovali obsah pektinu u odrtid
Biesterfeldska reneta, Car Alexander, Gascoyneho Sarlato-
vé, Grahamovo, Jadernicka moravska, Kratkostopka kra-
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lovska, Matcino, Panenské ceské, Strymka, Lebelovo.
Vedle krajovych odriid jsme pro srovnani provedli analyzu
i béznych trznich odrid, ziskanych ze zminéné lokality,
a to: Golden Delicious, Spartan a Rubin.

Plody jabloni byly sklizeny v konzumni zralosti vzdy
z péti stroml dané odriidy. Pro méfeni byly z kazdého
stromu pouzity 3 opakovéani (dohromady tedy u kazdé
odridy 15 opakovéani). Pro urceni mnozstvi pektinu byl
proveden vyluh jable¢né drti kyselinou chlorovodikovou
¢= 1 moldm™. Pektin byl potom stanoven fotometricky
jako zbarveny komplex tvofeny produktem termického
rozlozeni galakturonové kyseliny s m-hydroxybifenylem
v prosttedi koncentrované H,SOy (cit.”).

Nejvyssi obsahy pektinovych latek byly naméfeny
ukrajové odrady Car Alexander, a to v praméru
3,93g100¢g" Gerstvé hmoty. Tato odrida pochazejici
z Ruska byla zejména v minulosti vyuZzivana na kulinarni
zpracovani. Vysokd mmnozstvi byla zaznamendna také
uodrid Strymka (3,11 g 100 g') a Jaderni¢ka moravské
(2,95 2100 g™"). Tyto odridy patii k typickym krajovym
v oblasti vychodni Moravy. Jiz dlouhou dobu jsou zde
vyuzivany pro piimy konzum, ale predev$im potom na
vyrobu vynikajicich destilatl, ovocnych pomazanek
a dalich potravinatskych vyrobka®. Z tradi¢nich trznich
odrid byl nejvyssi primérny obsah pektinu naméfen
u odridy Spartan, a to 2,55 g 100 g™\
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ENZYMATIC DETERMINATION OF B-GLUCANS
IN WOOD-DESTROYING FUNGI

PETRA SLAViéKOVA’*, JANA COPIKOVA,
and MIROSLAV NOVAK

Institute of Chemical Technology, Department of Carbo-
hydrate Chemistry and Technology, Technicka 1905,
166 28 Prague 6

petra.slavickovas@vscht.cz

B(1—3)-D-Glucans are known for their antitumor and
immunostimulating properties. Content of B-glucans in
selected samples of Phellinus and Inonotus spp., and in
their water extracts was determined by an enzymatic
method using a commercial kit K-YBGL 10/2005
(Megazyme, Ireland). Results were used for explanation of
FT-IR spectra of studied samples.

This work was supported by the Czech Science Foundati-
on, (project 521/07/J039).
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NANOFIBERS FROM HYALURONAN

LENKA SOUKUPOVA, KATERINA KNOTKOVA,
and VLADIMIR VELEBNY

CPN spol. s r.o0., Dolni Dobrouc 401, 561 02 Dolni
Dobrouc
soukupova@contipro.cz

Tissue engineering or regenerative medicine is an
interdisciplinary field that combines biology, medicine and
engineering. Biocompatibility, biodegradability and non-
toxicity are important properties of materials
(biomaterials) for this relatively new field of science. One
of the most promising materials for tissue engineering is
natural polymer hyaluronan. This vital polysaccharide
occurs for example in synovial fluid, extracellular matrix
and connective tissues. Hyaluronan can be used success-
fully for preparation of nanofibers and 3D scaffolds or
drug delivery.

This work describes preparation of nanofibers from
hyaluronan. The method used for preparation of nanofibers
was electrospinning with given parameters: work distance
110 mm and high voltage in the range from 18 to 61 kV.
Different molecular weights (137.9, 1109, 1690, 1800 and
2607 kDa) and different concentrations (1-2 wt.%) of
hyaluronan and different solvents (water and mixture of
alcohol/water) were tested. Samples were characterised by
scanning electron microscopy.

There was found out that hyaluronan with molecular
weight 137.9 kDa is not suitable for electrospinnig, but it
was used for decreasing surface tension of high molecular
weight hyaluronan solutions. Hyaluronan with molecular
weight higher than 1000 kDa was suitable for nanofiber
preparation by electrospinnig. Blends of high molecular
weight and low molecular weight hyaluronan are also suit-
able. The best solvents were mixtures of water and butan-
-1-ol, butan-2-ol or 2-methylpropan-2-ol. The nanofibers
were created in the form of net with nanobeads. With in-
creasing molecular weight of hyaluronan nanofiber nets
were denser. The formation of nanobeads decreased with
increasing molecular weight as well.

a

Fig. 1a SEM photo of hyaluronan net (1800 kDa) from butan-
2-ol/water 2/8 (x 5000), 1b SEM photo of hyaluronan net
(2607 kDa) from butan-2-ol/water 2/8 (x 1500)
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QUALITY AND SHELF LIFE ESTIMATION
OF EGG PASTA

KRZYSZTOF SUROWKA, IRENEUSZ
MACIEJASZEK, RYSZARD MACURA,
and JOANNA BANAS

Department of Refrigeration & Food Concentrates, Uni-
versity of Agriculture, Balicka Street 122, 30-149 Krakow,
Poland

rtsurowk@cyf-kr.edu.pl

Apart from bread, pasta is one of the most common
cereal food product that is consumed all over the word.
The simplest pasta manufacturing require just flour and
water. However, nowadays it is impossible to obtain the
product, which is stable and meets consumer demands,
without the deep knowledge on product technology which
is accompanied by a solid research background. There-
fore, the aim of the present work was to establish the shelf
life of 4-egg pasta obtained from common wheat flour of
the ash content not exceeding 0.55 %. It has been realised
by means of the “Accelerated Shelf Life Test” (ASLT),
adapted for the dried food products. This method, due to
the application of overestimated abuse parameters of stor-
age condition, is suitable for establishing, within a rela-
tively short time, a proper shelf life. In the present work
the following ASLT storage parameters were applied:
higher air relative humidity (up to 97 %), higher tempera-
ture (40 °C), crushing of the product, and its storage with-
out packaging. It was proved that 8-week storage under
higher air humidity (starting from 85 %) resulted in the
worsening of pasta brittleness, and in weakly perceivable
changes in taste and odour. The assessment of sorption
properties obtained via sorption isotherm analysis, as well
as BET equation indicated that monolayer value of pasta
examined was 0.0751 g H,O/g d.m. Considering the fact
that the water content in this product was 10.7 % (equal to
0.1201 g H,O/g d.m.), it should be stated that the pasta
analysed had a slightly higher moisture content than the
optimal. However, its water activity of approx.
0.47 protects it against the growth of every microorgan-
ism. In such pasta, pathogens may grow when its humidity
ranges approx. 14.6 %, which means that its a,,=0.8.

It was assumed that the processes, which led to the
fall in quality of 4-egg pasta, had a typical for such prod-
ucts value of Q¢=2.5. It leads to their 2,5-fold lowering,
accompanied by a temperature decrease by 10 °C. Taking
this into account, the results obtained in examined pasta at
40 °C by means of ASLT method lead to the conclusion
that the product stored at 20 °C, under conditions regulated
by Polish Standard PN-91/A-74017, should be stable for
12 months.
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SIZE DISTRIBUTION OF BARLEY GRAINS

ALENA SYKOROVA®, EVZEN SARKA®", ZDENEK
BUBNIK?, and MATYAS SCHEJBAL"

“ Department of Carbohydrate Chemistry and Technology,
b Department of Chemical Engineering, ICT Prague, Tech-
nicka 5, 166 28 Prague 6

evzen.sarka@vscht.cz

Barley primarily serves as a major animal feed crop;
smaller amounts of barley are used in health foods and in
the malting process.

Weight per thousand barley kernels and amount of
grain (free of extraneous material) retained on a 2.5 mm
sieve are main determinants of its quality. On the other
hand detailed geometric parameters of cereal grains are
also very important for the design of food engineering
processes, such as air transport, drying, milling, malting,
etc.

The aims of this study were to:

determine the kernel sizes of selected barley cultivars,
to develop five geometric models of barley kernels,
and to identify the one which gives the best fit to vol-
umes measured pycnometrically.

Image analysis was used to determine size parameters
of one hundred kernels of chosen varieties of Hordeum
vulgare L. The data for every kernel captured were stored
for further use, together with the mean, standard deviation
(SD), coefficient of variation (CV), and images them-
selves.

The measured data were then used to compute the
volume and surface area of each of the five kernel models
(Models 0-4), the results then being verified by pycnomet-
ric measurement. Maple 9.0 was used to calculate the sur-
face area of the general ellipsoid (Model 0). Models 1-3
represent various combinations of two parts of a general
ellipsoid with one or two cone frustums (calculated as the
difference between two cones). Model 4 was a combina-
tion of two cone frustums.

This research was supported by the Research Intention
Theoretical Fundamentals of Food and Biochemical Tech-
nologies of MSMT CR, No. MSM 6046137305.
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STRUCTURAL ANALYSIS OF ALGAE
FUCOIDANS

ANDRIY SYNYTSYA?, ALLA SYNYTS){A“, RADEK
POHL", LUCIE FESSLOVA®, FRANTISEK
KVASNICKA?, and PARK YONG-IL®

“ Institute of Chemical Technology, Technickda 1905, 166
28 Prague 6, Czech Republic, © Institute of Organic Che-
mistry and Biochemistry of the ASCR, Flemingovo nam. 2,
166 28 Prague 6, Czech Republic, © Department of Bio-
technology, Catholic University of Korea, Bucheon-si,
Gyeonggi-do 420-743, Korea

sinicaa@vscht.cz

Coastal area of southern Korea peninsula is a perspec-
tive region for growth and cultivation of brown algae that
is plentiful in biologically active fucoidans. Biological
activity and medicinal impact of these polysaccharides
depends strongly on their structural properties. The goal of
this study was structural characterization of fucoidan from
cultured sporophyll of Korean algae Undaria pinnatifida
in comparison with commercial fucoidans. Polysaccha-
rides were analyzed by FTIR, FT Raman, 1D and 2D
NMR, neutral sugar and organic elemental analysis. Mo-
lecular size and charge density were compared by separa-
tion methods (SEC, CE and ITC).

This study was supported by the Ministry of Educa-
tion of the Czech Republic (project No. CEZ:
MSM6046137305 and MSM6046137307) and by the
Catholic University of Korea and the GRRC program of
Gyeonggi province, Korea.

IDENTIFICATION OF ACETYLATED DISTARCH
ADIPATE IN A MIXTURE USING IMAGE
ANALYSIS MEASUREMENT OF GRANULE SIZES

EVZEN SARKA and ZDENEK BUBNIK

Institute of Chemical Technology, Technicka 1905, 166 28
Prague 6
evzen.sarka@vscht.cz

Cross-linking of starch reinforces the intermolecular
binding by introducing covalent bonds to supplement natu-
ral intermolecular hydrogen bonds. Cross-linking restricts
granule swelling, decreases peak viscosity on cooking, and
increases the stability of the gelatinized granule. Cross-
linked starch provides a stable, high viscosity paste that
may be subject to high temperature, high shear, or low pH.

Acetylated distarch adipate (ADA) is usually used as
a stabilizer or a thickener, a solvent/carrier/encapsulating
agent, a moisture control agent, flavours and flavour modi-
fiers, a texturizer, a release/antistick agent, a material han-
dling aid, a firming agent etc. Many food firms develop
dry mixtures which are applied for these purposes. Identi-
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fication of some properties of the starch used in these mix-
tures can be interesting for competitors or food and cus-
toms laboratories.

To determine the origin of ADA, it is necessary to
know size distribution in advance. The research work was
aimed at particle size distribution measurement of ADA
suspensions (two commercial pure products and a mix-
ture). Authors have chosen an image analysis method
(system NIS-Elements) combined with microscopic obser-
vation for particle size determination.

At first it was necessary to work out original measur-
ing methodology for starch granules, it included starch
granule iodine dying, choosing of suitable object-lenses,
design of lightning, preparing suitable subroutine in which
values of contrast and threshold are defined, etc. From
these size data the particle size distribution was calculated.

We detected that the starch in a mixture was wheat
ADA, but the mixture involved more frequency of bigger
starch particles when comparing with the commercial pure
sample.

The normality of size distribution of ADA particles
was tested. The normal distribution function of volume
fraction xy on equivalent diameter was discovered for
wheat ADA, but this distribution was not confirmed for
ADA from the mixture.

This research was supported by the Research Intention
Theoretical Fundamentals of Food and Biochemical Tech-
nologies of MSMT CR, No. MSM 6046137305.

ENZYMATICKE STANOVENI OBSAHU
AMYLOSY/AMYLOPEKTINU VE VZORCICH
OZIME PSENICE A SKROBU Z ODRUD
BRAMBOR PRO PRUMYSLOVE VYUZIT]

DAGMAR SIMKOVA® a LUDMILA PAPOUSKOVA”

* Vyzkumny ustav brambordisky s.r.o., Dobrovského 2366,
580 01Havlickivv Brod, ® Vyzkumny vistav rostlinné vyroby
v.v.i, oddéleni Genové banky, Drnovska 507, 161 06 Praha 6
simkova@vubhb.cz

Mezi obilovinami pé&stovanymi v Ceské republice
zaujima pSenice dominantni postaveni, a také brambory
tvofi velmi dulezitou soucast zemédélské produkce. Proto
je velmi vyznamné sledovat kvalitu téchto produktt. Vel-
mi dilezitou slozkou, ktera ovliviiuje kvalitu vétSiny rost-
linnych produktil, patii vedle obsahu bilkovin také obsah
Skrobu a jeho frakci amylosy a amylopektinu. Pomér téch-
to frakci urCuje nejen vlastnosti a chovani Skrobu, ale také
koncové vyuziti zemé&délskych plodin.

Metody stanoveni obsahu amylosy ve Skrobu jsou
pfevazné kolorimetrické, zaloZené na tvorb&€ amylaso-
jodovych komplexti. Dalsi pouzivané metody jsou napr.
ampérometrické nebo potenciometrické. V na$i praci se
budeme zabyvat zhodnocenim enzymatické metody, kdy
na dvou nezavislych pracovistich (Vyzkumny ustav rost-
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linné vyroby, v.v.i. aVyzkumny ustav bramborafsky
s.r.0.) byl ve viceletych pokusech stanovovan obsah amy-
losy v zrnu pSenice ozimé a ve vzorcich Skrobu z brambor
za pouziti kit firmy Megazyme. U této metody je vyuzi-
van princip tvorby komplexu mezi amylopektinem a lekti-
nem concanavalinem A, kdy je tento komplex po vysraze-
ni odstranén a obsah amylosy je po enzymatické hydrolyze
na D-glukosu méfen kolorimetricky. Probéhlo také mezilabo-
ratorni méfeni u dvou vzorki ozimé psenice (Sarka, Ber-
gland) a dvou vzorkt skrobu brambor (Amado, Roberta).

Protoze u méfeni vzorkti dochazi ke zna¢né variabilité
naméfenych hodnot, bylo pro zjisténi spolehlivosti metody
provedeno opakované méfeni standardu, kdy smérodatna
odchylka méfeni dosihla hodnoty 2,16% (VURV)
a2,18% (VUB). Pii¢emz vyrobce udava hodnotu pro
standard 5 %. Minimélni hodnota sm. odchylky byla
0,01 % (VURV) 20,04 % (VUB), max. 6,71 % (VURV)
a 5,23 % (VUB). Tento velky rozptyl chyby stanoveni je
problém u vzorkd, kdy méfeni probiha nejvyse
v duplikatech.

Hodnoty méfeni souboru vzorkd nebyly statisticky
vyznamné (P=0,69 u vybraného souboru psenice a P=0,47
u vybraného souboru brambor) a vykazovaly §iroké inter-
valy spolehlivosti.

Pfi mezilaboratornim méfeni obsahu amylosy mély
hodnoty naméfené ve VURYV vysi tendenci nez ve VUB.

Byla zkouSena vyssi navazka (1 g) vzorku oproti na-
vodu (20 mg) z divodu zmenseni vlivu matrice vzorku, ale
vysledky se neukazaly relevantni.

Byl také vyhodnocen rizny ptidavek concanavalinu
A v prib&hu stanoveni, kdy zvySenim mnozstvi concana-
valinu A dochazi ke snizeni hodnot vysledného obsahu
amylosy.

Podle nasich zjisténi se tato metoda jevi vyhodna jako
screeningova metoda pro zjisténi vysoce odlisnych odrid,
napf. ,,waxy“ odrid a odrid s béznym obsahem amylosy.
Neni v8ak priikazné pro rozliSeni odriid s podobnym obsa-
hem amylosy.

Supported by the Ministry of Agriculture of the Czech Re-
public, Projects Nos. 1G58076, 0002700602 and IG
57056. The results were obtained during the solution of
the project MZe CR NAZV IG 57056.

THE DEVELOPMENT CONCEPTION

OF BIOFUELS BASED ON STARCH

AND CELLULOSE SOURCES IN THE CZECH
REPUBLIC AND IN EUROPEAN UNION
Zvand predndska

JIRI TRNKA

Ministry of Agriculture of the Czech Republic
Jiri. Trnka@mze.cz

The article and the presentation describe the actual
state of using of biofuels based on starch sources (i.e. bio-
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ethanol produced from wheat and sugar-beet), the concep-
tion of biofuels usage according to the Ministry of agricul-
ture, the actual and the expectant legislation (i.e. EU direc-
tives and the sustainability criteria for biofuels) and the
possibility of production and usage of 2™ generation bio-
fuels in Czech Republic (i.e. bioethanol based on cellulose
sources).

COMPARISON OF SELECTED GRAIN
NUTRITIONAL QUALITY CHARACTERS

OF SPRING BARLEY (Hordeum vulgare, convar.
distichon, var. nudum (L.) Alef.) MATERIALS WITH
WAXY AND NORMAL STARCH

KATERINA VACULOVA",,EVA MACOVAP,
and MARTA BALOUNOVA®

“ Agrotest Fyto, Ltd., and Agricultural Research Institute
Kromeériz, Ltd., Havlickova 2787, 767 01 Kromériz, Czech
Republic, © Institute of Botany SAS, Slovak Academy of
Sciences, Dubravska cesta 14, 845 23 Bratislava 4, Slovak
Republic

In a set of seven Canadian cultivars (with waxy and
normal starch) and six new Czech lines of hulless spring
barley (normal starch) evaluated in 2003—-2005, variables
“starch type” and “genotype” were significant for selected
grain nutritional quality characters (contents of N-sub-
stances, fat, total, soluble and insoluble fibre, B-glucans
and saccharides), while crop year differences affected only
the content of saccharides, ash and total energy value of
grain.

Financial support from the Ministry of Agriculture and the
Ministry of Education, Youth and Sports, Czech Republic
under projects 1G57064, 1M0570 and MSM2532885901 is
gratefully acknowledged.

DIFFERENTIAL SCANNING CALORIMETRY
OF POLYSACCHARIDES

ANEZKA VESELA*, ANDRIY SYNYTSYA,
and JANA COPIKOVA

Department of Carbohydrate Chemistry and Technology,
Institute of Chemical Technology, Technickda 1905,
166 28 Prague 6

anezka.vesela@vscht.cz

Differential scanning calorimetry (DSC) belongs to
the group of thermo analytical methods. DSC measures the
heat effects, caused by chemical or physical changes, as
a function of temperature or time while the substance is
heated at a uniform rate. DSC reveals as a suitable method
for partial polysaccharide identification. Various types of
these biopolymers as well as their derivatives can be dis-
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tinguished by DSC according to the mechanism of their
decomposition. DSC measurement of polysaccharides in
an inert atmosphere leads to the observation of both endo-
thermic and exothermic events. DSC curves usually have
several peaks, the first of which is caused by the evapora-
tion of water. The other peaks are related to the decompo-
sition of polysaccharides. Endothermic peaks may result
from the subsequent fragmentation of polysaccharide
chains with the formation of char and volatile products,
whereas exothermic peaks may correspond to cross-
linking reactions that occur during the thermal degradation
and the following thermal degradation of a new cross-
linked material. The DSC curves are influenced by the
polysaccharide structure: the branching, type and position
of glycosidic bonds, molecular weight, functional groups
attached to the chain, etc. All peaks are possible to inte-
grate and to determine Topget.

Selected polysaccharides (cellulose, starch, amylose,
amylopectin, chitin, chitosan, pectin, locust gum, guar and
xanthan) and their derivatives (methylcellulose, carboxy-
methylcellulose) were analyzed in a nitrogen atmosphere,
temperature range 25-700 °C with the heating rate 10 °C min"
on DSC 131 (Setaram France). It was discovered that the
presence of carboxylic group or free aminogroup in poly-
saccharide cause exothermic degradation. The other poly-
saccharides decompose by depolymerisation, which is
endothermic process. It was also observed that some poly-
saccharides do not display only one peak. In comparing
the Tonsers that were, the linear chains are more thermo
stable than the branched ones, and the polysaccharides
with endothermic degradation are more thermo stable than
the ones with exothermal decomposition.

Specific structural properties and the presence of
characteristic functional groups cause various characteris-
tics on polysaccharides DSC curves that could be useful to
distinguish them.

This work was supported by the Ministry of Education,
Youth and Sports of the Czech Republic (project MSM
6046137305).

CHARACTERISTICS OF FUCOSE-CONTAINING
POLYSACCHARIDE FROM MYCELIUM
CULTURE BIOMASS OF Agaricus blazei MURILL

HSUEH-TING WANG, HUI-CHING YU,
and TING-JANG LU"

Graduate Institute of Food Science and Technology, Na-
tional Taiwan University, Taipei, Taiwan, 10617
tilu@ntu.edu.tw

Polysaccharides of Agaricus blazei Murill have been
considered as the major components for its immuno-
modulating and antitumor activities. To investigate the
active polysaccharides in A. blazei, we fractionated crude
polysaccharides from its mycelium culture biomass by
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a bioactivity oriented strategy. A fucose-containing acidic
polysaccharide fraction was isolated through selecting
precipitation of cetyltrimethylammonium bromide, a qua-
ternary ammonium salt, fractional precipitation with etha-
nol, DEAE-anion exchange chromatography and gel-
filtration chromatography. The polysaccharide did not
contain significant amount of protein and consisted of
arabinose, galactose, glucose, fucose, mannose, rhamnose,
galacturonic acid, glucuronic acid in the molar ratio of 7.1:
13.2: 2.8: 13.5: 32.6: 6.5: 21.5: 2.8. The molecular weigh
of this polysaccharide was 3.5x10° Da. The polysaccha-
ride showed significant TNF-a cytokine stimulating activ-
ity on RAW264.7, a murine macrophage-like cell line used
as a bioactivity screen system.

VARIATION OF POLYSACCHARIDES AND (1,3;
1,6)-p-D-GLUCANS IN BIOMASS OF Ganoderma
lucidum MYCELIUM CULTURE

CHUNG-HUANG WANG?, LI-LIN HSU?,
BEEN-HUANG CHIANG?®, MIAW-LING CHEN",
BI-FONG LIN", and TING-JANG LU*

* Graduate Institute of Food Science and Technology,

b Graduate Institute of Microbiology and Biochemistry,
National Taiwan University, Taipei, Taiwan, 10617
tilu@ntu.edu.tw

In our previous study, the (1,3)-p-D-glucans with (1,6)-
B-D-glucosyl branches have been proved to be the most
abundant active polysaccharides in a hot-water extract of
fruiting bodies of Ganoderma lucidum, a popular Tradi-
tional Chinese Medicine ingredient. Mycelium culture and
fermentation significantly increases the biomass and poly-
saccharide production of this mushroom, but the effects of
producing method on polysaccharide composition are still
not clear. This study aimed for the polysaccharide profile
changes caused by cultivating condition and investigation
major active polysaccharide in mycelium biomass using
TNF-a cytokine stimulation on RAW264.7, a murine
macrophage-like cell line, as screening system. Our re-
sults indicated that polysaccharide mass production and its
sugar composition profile had significantly changed from
different cultivating condition. Although glucose was still
the major glycosyl unit of polysaccharides in most myce-
lium culture samples, the contents of polysaccharides and
(1,3; 1,6)-B-D-glucans varied in the range of 68~323 mg/
dL and 0.4~168 mg/dL, respectively. The degree of
branching, an essential feature for biological activity, of
the B-D-glucans also varied from 0.08 to 0.23. The content
of (1,3; 1,6)-B-D-glucans was well correlated with TNF-o
stimulating activity on RAW264.7. Removal of the B-D-
glucans significantly reduced the TNF-a stimulating activ-
ity of the polysaccharide extracts. Our results provided
applicable evidences to support the use of (1,3; 1,6)-B-D-
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glucans as biological marker of G. lucidum mycelium bio-
mass.

LOW- AND HIGH-TEMPERATURE PROCESSES
AND MECHANISMS IN THE PREPARATION
OF POROUS CERAMICS VIA STARCH
CONSOLIDATION CASTING

ZUZANA ZIVCOVA, EVA GREGOROVA and
WILLI PABST

Department of Glass and Ceramics, Institute of Chemical
Technology, Prague, Technicka 5, 166 28 Prague 6
Eva.Gregorova@yvscht.cz

Porous ceramics have a wide range of applications at
all length scales, ranging from filters, membranes and
catalyst supports to biomaterials and bone tissue engineer-
ing scaffolds, pyro- and piezoelectric functional ceramics,
as well as high-temperature acoustic and thermal insula-
tion. Using pore-forming agents (PFAs) is one of the
methods to prepare porous ceramics, and biopolymeric
PFAs have gained a prominent position today. In particu-
lar, starch can be used as a PFA in a new ceramic shaping
technique, called starch consolidation casting, where it has
at the same time body-forming (consolidating) agent,
transforming the viscous ceramic suspension into an elas-
tic (rigid) ceramic body, which can subsequently be dried
and fired. In this work we first analyze the shaping step in
starch consolidation casting, which involves temperature-
induced swelling and gelatinization of starch in water (at
temperatures in the range 60—80 °C) and explain the inter-
play between purely steric effects (swelling kinetics) and
rheological changes of the starch-containing aqueous ce-
ramic suspensions. A simple mathematical model is pre-
sented, which exploits the measured swelling kinetics of
starch granules (by water uptake, measured via laser dif-
fraction) as an input information to predict the time neces-
sary for pressing the ceramic particles to the smallest vol-
ume configuration (random close packed or maximally
random jammed structure). It is shown that, although steric
(excluded volume) effects are crucial in determining the
final pore structure, they are not sufficient for consolida-
tion (body formation). Gelatinization at high temperature
(accompanied by amylose diffusion into the interstitial
voids between the submicron ceramic powder particles)
and the corresponding rheological changes, as well as ge-
lation upon cooling, are other key factors. Secondly, the
burnout behavior of starch and related PFAs during heat-
ing is characterized by thermal analysis (thermogravimetry
and differential thermal analysis), including analysis of the
developing gases by mass spectrometry. Based on the the-
mal analysis results, possibilities of optimizing the starch
burnout process are indicated (inserting hold times at 300
and 500 °C, fast heating below and above these tempera-
tures). With this heating schedule defect-free starch burn-
out should be possible even for large body thickness and
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high starch content (> 50 vol.% related to the ceramic
powder). Finally, the influence of the maximum firing
temperature on the microstructure, in particular the poros-
ity, of alumina ceramics prepared with potato starch is
investigated and the relevant sintering mechanisms are
discussed. Special attention is paid to partial sintering ef-
fects in the temperature range below 1500 °C (1100-
1500 °C). It is shown that the large pores originating from
starch burnout do not contribute to overall shrinkage of the
ceramic bodies during firing, because due to their large
diameter (low curvature) the drving force for pore closure

857

Polysacharidy 2008

is too low. Thus, the shrinkage of ceramic bodies made
with starch is entirely determined by the sintering behavior
of the alumina matrix (including interstitial voids, which
are eliminated in the final sintering stages) and more or
less independent of the amount and type of starch.

Support within the frame research program "Preparation
and Research of Functional Materials and Material Tech-
nologies using Micro- and Nanoscopic Methods", (Grant
MSM 6046137302, MSMT) is gratefully acknowledged.
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