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Uvodnik

O konzervovani a restaurovdni pamdtek a studijnim programu na chemické Skole

Na Vysoké Skole chemicko-technologické v Praze
Jsme zpiisobili tak trochu revoluci tim, Ze jsme ziskali akre-
ditaci studijniho programu ,, Konzervovdni — restaurovani
objektii kulturniho dédictvi —umeéleckoremesinych del“. Je
to studijni program se ctyFmi obory, z nichz tfi jsou urceny
pro restaurdtory, ctvrty pro chemiky-technology. Zavedeni
ctyrletych bakalarskych oborii pro restaurdtory umélecko-
remesinych dél z kovii, skla a keramiky a textilu je v rozpo-
ru s tradicnim chapanim absolventa VSCHT Praha, jako
viceméné univerzalniho, technicky a prirodovédné vzdéla-
ného chemika, bez ohledu na vystudovanou fakultu ci
obor. Za rok budou tedy mezi absolventy — bakaldri i tako-
vi, kteri nebudou mit vzdélani urcené pro praci chemika
v priimyslu, projekci nebo vyzkumu. Proc to delame? Pro-
toze mame na Skole dlouhou tradici ve vyuce technologie
obnovy pamatek a také nas k tomu vedl pretrvavajici empi-
rismus v oblasti konzervovani a restaurovani pamdatek.
Pricinou také je, ze oblast restaurovani uméleckoremesl-
nych dél nebyla dosud v Ceské republice, na rozdil od
malirskych a socharskych dél, pokryta vysokoskolskym
vzdélanim.

Pricinou, pro¢ pamatky chatraji, je velmi casto fyzi-
kalné-chemicka premena materialu. A znalost mechanismu
této premeny je cestou k raciondlnim zpusobum ochrany.
Také postupy restaurovani a konzervovani hmotnych pa-
madtek i jejich prizkumy jsou s chemii velmi vizce spojeny.
To vSechno mad na nasi Skole velké teoretické zdzemi.
Vzdélani primych restaurdtorii je podle naSich predstav
postaveno na tiech pilifich. Jsou to praktické remesiné
a vytvarné dovednosti, dale prirodovédné, materialové
a technologické znalosti a teoretické humanitni a vytvarné
vzdélani. Nejde ndm o vyuku univerzdlnich odbornikii, jak
nam nékteri podsouvaji, ale odbornikii, kteri jsou
v oblastech souvisejicich piimo s restaurovanim solidné
vzdelani, predevsim pro zdarnou komunikaci se specialis-
ty, jako jsou chemici, historici uméni a dalsi.

VSCHT Praha sama nemiize nabidnout vyuku remesi-
nych a vytvarnych dovednosti a tak pri vyuce ctyrletych
oborii spolupracujeme se specializovanymi vys$simi odbor-
nymi Skolami, a Akademit vytvarnych uméni. Vyuka huma-
nitnich predmétii je pak zajistovana ve spolupraci
s fakultami Univerzity Karlovy a s externisty.

Nepripravoval jsem tento studijni program sam, ale
beru na sebe odpovédnost jak za jeho zavedeni, tak i za
problémy s nim spojené. Nékteri z kolegii stdale povazuji
novy studijni program za néco, co je pod uroven nasi sko-
ly. Neduvéruji totiz tomu, Ze Femesiné zdatni absolventi
strednich umeéleckych skol jsou schopni dosahnout priro-
dovedné vzdelani na dostatecné urovni. Myslim si ale, Ze
Jejich neduvera tak trochu souvisi s chemickym elitarstvim,
lehce pohrdavym pristupem k Femeslnym a vytvarnym
dovednostem a nakonec i k chemickym a materialovym
technologiim.
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Osobné jsem poprvé nahlédl do svéta restaurovani
a konzervovani pamdatek teprve pred dvanacti lety v sou-
vislosti s pripravou restaurovani jezdecké sochy Jiriho
z Podébrad. Socha byla tehdy v zoufalém stavu z Fady
divodii. Jednim z hlavnich byla absence jakékoli udrzby
sochy a nekvalifikovanost oprav v povalecném obdobi. Od
té doby jsem se ve svété konzervovani a restaurovani pa-
mdtek mnohému priucil, ale také mnohému podivil. Co
béznych poznatkii ze svéta technickych aplikaci miize byt
novinkou ve svété konzervovani a restaurovani! Novinkou
pro mne také byly pomeéry, které panuji na pomezi umeéni,
humanitnich disciplin a technologii, kde se stretivaji zcela
riizné zpusoby mysleni, kde se racionalni uvazovani potka-
vd daleko casteji nez v prirodovednych a technickych dis-
ciplinach s dogmatizmem a s iracionalitou. Potkal jsem se
s praci nejen vynikajicich, Femeslné zdatnych a trpélivych
restauratort, ale i s produkci pajzrakii (tak rikal mechanik
naseho ustavu lidem s pokleslymi Femeslnickymi vykony)
i se samozvanymi ,,odborniky .

Nahlédl jsem i do svéta vagnich terminii, kde se vedou
nekonecné dohady i o vymezeni samotnych pojmi konzer-
vovani a restaurovani pamdtek. Podle mne se jedna o dvé
rizné, i kdyz souvisejici cinnosti. Samotné konzervovani,
nyni modné délené na preventivni a sanacni, je soucdsti
kazdého restauratorského zdasahu. V pripadé tzv. preven-
tivni konzervace (coz pokladam za nelogické slovni spoje-
ni) se jednd o soubor casto jen organizacnich opatieni,
k potlaceni negativnich vlivii prostiedi bez zdasahu do
vlastniho  predmétu. Délat takovouto samozrejmou
. konzervaci* miiZe podle predpisu a po kratkém zaskoleni
téemer kdokoli, a to i bez Femesinych ¢i vytvarnych doved-
nosti. Sanacni konzervace, rozuméj ta prava tradicni kon-
zervace, je pak soubor postupii, které primym zasahem na
predmétu zajisti, bez ohledu na jeho piivodni uzitnou hod-
notu, jeho dalsi prostou existenci. Bohuzel konzervace
sama o sobé, je vétSinou priprava predmétu na cestu do
regalu depozitare, kam uz bézny obcan nemiize.

Na rozdil od konzervovani, je restaurovani vidy vyso-
ce kvalifikovana cinnost lidi s dovednostmi dosahujicimi
z remeslného hlediska dovednosti primého tviirce, tedy
Cloveka, ktery svyma rukama dilo vytvoril. Restaurovani
uméleckych i uméeleckoremesinych dél zvysuje jejich hod-
notu, nebot z poskozenych predmeétii a trosek vytvdri sro-
zumitelnad dila a prodluzuje jejich Zivotnost. Samozrejmé,
Ze vetSinou neni cilem obnova piivodniho stavu, ale obno-
va uzitné hodnoty nebo jen celistvosti, kdy predmét nese
priméerené stopy svého stari. Je to obnova uzitné hodnoty
a srozumitelnosti pro nyni zijici i budouci generace lidi.
Jedna se o obnovu podle pravidel o vratnosti restaurdtor-
ského zasahu a jeho odlisitelnosti, s véedomim, Ze nékdy
méné je vice.

Z dilny muzeologickych ideologii pochazi tvrzeni, Ze
prFi restaurovani vzdy dojde k redukci ,, komplexni hodnoty
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predmétu”. Tim neprimo Fikaji, Ze jak u uméleckych
a uméleckoremesinych dél, tak technickych a stavebnich
pamdtek pohrdaji piivodni uzitnou hodnotou predmétu
a pohrdaji i jejich tvitrcem. Zub casu, ¢iny vandalii a igno-
ranti jsou pro né nedilnou soucasti komplexni hodnoty
dila, nikoli uz piivodni poslani predmétu. Nevim, jestli si
skutecne mysli, Ze zrezively otluceny automobilovy vrak ve
stodole se slepicemi je autentictéjsi a ma vyssi komplexni
hodnotu, nez fungujici a do témer pivodniho stavu
zrestaurovany automobil.

Oblast restaurovani i konzervovani je také svétem
profesnich kodexui, svétem vymluvnych i mnohomluvnych
dokumentii o etice nakladani s pamdtkami, je i svetem
pokrytectvi, snah diskvalifikovat konkurenci zakladanim
spolkii, asociaci, komor, komisi. Svétem, ktery se obcas
zaklina védeckym pristupem a pritom nerespektuje princi-
py védecké prace. Svétem se zaklinadly, jako jsou velmi
vagné definované pojmy ,, autenticita “, ,, komplexni hodno-
ta“, , estetickd ci historickd integrita“. Slova , Zivotnost*
nebo ,,uzitna hodnota“ nenajdete v Zadném kodexu pro
restaurovani a jejich uzivani mne v tomto prostiedi zara-
zuje mezi podezrelé technokraty. Staci také misto terminu
., restaurovani‘ pouzit Cesky ekvivalent , obnova‘ a jste
pokladan za nehodného spolupodilet se na zachrané néce-
ho tak posvdtného jako je umélecké dilo.

V oblasti pamdatek, uméleckych del se operuje casto
s terminem ,,nevycislitelné hodnoty“, ale kdyz dojde treba
i jen na bezné technické opatient, ukdze se, Ze nejsou peni-
ze nebo zdjem. Bronzova socha svétce na Karlové mosté
napriklad nestoji majiteli za to, aby Srouby z korozi-
vzdorné oceli, drzici svatozar, byly povrchové upraveny
a radné dotazeny a utésnény proti zatékani srazkové vody
do vnitiku sochy. Pro zajimavost tato socha byla restauro-
vana v roce 1989 akademicky vzdelanym umélcem, ktery ji
potiel sirnymi jdtry a svatozar, obalenou pldtkovym zla-
tem, upevnil pres strzeny zavit do ramen sochy obycejny-
mi, povrchové neupravenymi ocelovymi Srouby ze Zelezar-
stvi. Navic prohlasil, Ze bronzovd socha ,,zacina praskova-
tet a na zaklade poréznosti se méni i modelace povrchu*,
coz vola po urychleném ulozeni do depozitire. Samozrej-
mé, ze navrhoval vyrobit kopii k umisténi pro lid na most.
Slo o podvod, ten clovék byl sice materidlovy
a technologicky analfabet, ale Ze té sose nic neni a miize
i nadale plnit své piivodni poslani, musel poznat i on.

Dalsi ,,nevycislitelnou hodnotou* je jisté nejznaméjsi
Ceska bronzovad socha na nejzndméjsim prazském namésti.
Doznala od Sedesatych let ujmy na vzhledu povrchu a tak
Ji bylo treba pred neddavnem ocistit. A protoze je obvyklé,
Ze na udrzbu ,,nevycislitelné hodnoty “ nejsou penize, jsou
vitany penize sponzorské. Za financovani rutinniho zdsa-
hu, ktery spocival v ocisteni, dopatinovani a navoskovani
povrchu sousoSi a v ocisténi a navoskovani podstavce,
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bylo sousosi zahaleno déle nez rok billboardy s reklamou
zahranicni firmy, kterd nema s restaurovanim nic spolec-
ného, ale shodou okolnosti se jmenuje stejné jako hrebec,
ktery stal socharovi modelem. Za dlouhou dobu, po kterou
se delal prizkum a ,,restaurovalo se”, se tak dostala re-
klama firmy na statisice fotografii ndvstévnikii Prahy
z celého sveta. Byl to dobry kseft pro firmu a velka prileZi-
tost i pro medializaci restauratorii, kteri se na této komedii
podileli. Slo stranou, Ze souso$i je na ndmésti z divodii
historickych a estetickych pro vSechny obcany tohoto statu
a jeho navstévniky. Co na tom, ze jsme se museli zbytecné
dlouhou dobu divat na hadry s reklamou a bylo nam ode-
pFeno pravo na uzitnou hodnotu sousosi. Zda se, ze podob-
na komedie, jen sjinymi aktéry, se bude odehravat
i s jinymi prazskymi pamatkami. V téchto pripadech bych
uvital jasné formulace etického kodexu se sankcemi pro
restaurdtory i dalSi odpovédné pracovniky, kteri se na
podobnych neetickych hratkach podileji.

I zchatralé Trigy na Narodnim divadle maji jiste
,,nevycislitelnou hodnotu*. Ale jakmile se majitelé dozve-
deli, ze jeste na Narodni tridu nespadnou, byly ihned peni-
ze na restaurovani provizorné staticky zabezpecenych sou-
soSi presunuty jinam a do Trig dadle zatéka a Zelezné kon-
strukce v podstavcich rezavi vesele dal.

Vysledky riznych analyz dodavaji restaurdtorské
zpravé védeckosti, zvlasté jsou-li prilozeny kiivky a nume-
ra vystupujici ze sofistikovaného pristroje. Ze z nich pro
restaurdtora a historika umeéni casto nic neplyne nevadi,
pry to delame pro budoucnost. A tak se stale analyzuji
patiny na kdejaké popularni médeéné ¢i bronzové pamdtce
a je nalézan opakované brochantit s antleritem, a kdyz se
pri odberu vzorku narazi na misto s holubimi exkrementy,
tak samoziejmé i néco jiného. Mira samoucelnosti je
v tomto a dalSich pripadech velka.

Uvedl jsem zde pro ilustraci nékteré negativni prikla-
dy ze sveéta konzervovani a restaurovani pamatek, na ktery
se snazime pripravit nase studenty. Veérim, Ze v budoucnu
to budou oni, kteri napomohou spravnym reSenim diky
svému vzdélani a racionalnimu uvazZovani. Také doufam,
ze pri védomi své odbornosti nebudou mit zapotrebi do-
poustet se nesolidniho jednani. Jsem presvedcen, ze pokud
bude zrucny restaurdtor ¢i konzervator primérené vzdelan,
a to jak technologicky, tak humanitneé a veden
k racionalnimu uvazovani, bude dobre délat svou prdci.
Nebude to prace pro uchovdavané predmeéty, ale prdace pro
zijici i budouci generace lidi, kteri se s objekty kulturniho
dedictvi setkavaji a budou setkavat. Bez lidi, pro které
pamatky maji uzitnou hodnotu, kterym poskytuji historic-
kou informaci nebo zprostredkuji umélecke sdéleni, nema
totiz konzervovani ani restaurovani zadny smysl.

Pavel Novak
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1. Uvod

Je obecné znamym faktem, Ze Ceskd republika ne-
vlastni zadna vyznamnéjsi loZiska ropy ani zemniho plynu.
Nevelké zasoby jsou v soucasnosti tézeny predevsim
v tradi¢nich oblastech jizni Moravy, moravsko-rakouského
a moravsko-slovenského pomezi a jejich podil na celkové
narodni spotiebé je zanedbatelny.

Meéné znamou skutecnosti ovSem je, ze drobné, pru-
myslové netézitelné vyskyty riiznych forem zivic lze na-
1ézt i na fadé dalsich mist v Ceském masivu, ¢asto podstat-
n¢ vzdalenych od tradi¢nich oblasti tézby. V poslednich
letech, s nastupem modernich geochemickych a geologic-
kych metod, se ukazuje, Ze tyto zdéanlivé nevyznamné,
prostorové izolované a vétSinou drobné projevy, povazo-
vané az dosud za pouhé mineralogické rarity nebo lokélni
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vlastivédné zajimavosti, mohou mit mezi sebou hlubsi
genetickou souvislost, kterou lze vyuzit jako zaklad no-
vych prospek¢nich koncepci.

Béhem poslednich sedmi let jsme uskutecnili rozsah-
lou studii o mnozstvi drobnych uhlovodikovych projevi
v riiznych &astech Ceské republiky. Nékteré diléi vysledky
naSich vyzkumt byly jiz publikovany v sérii tematickych
prispévkil prednesenych na konferencich'™. V této préaci
predkladame pokus o $irSi syntézu ziskanych poznatki,
s dirazem na jejich mezioborovou interpretaci. Tvrdime,
7e vyskyty ptirodnich uhlovodiki v Cechach jsou zakonité
soustiedény do nékolika severojizné orientovanych linear-
nich zoén, pravdépodobné vazanych na hlubsi pifivodni
drahy, kde periodicky dochazelo a nadéale dochazi
k projeviim aktivni migrace fluid. Na fad¢ lokalit koexistu-
ji nejméné dvé populace ropnych uhlovodiki rtizného
slozeni a stafi, jez indikuji opakované, Casové oddélené
etapy migrace. Mladsi faze rop migrovaly do hornin pie-
kvapivé neddvno, teprve béhem tietihor nebo kvartéru. Na
nékterych mistech linearnich zon dokonce probihd i dnes
aktivni migrace ropy 1 plynu z nezndmych zdrojl
k povrchu. Tato zjisténi vytvareji ve svém souhrnu novy,
provokativni pohled jak na puvod uhlovodikl, tak i na
loziskové perspektivy jadra Ceského masivu, ktery byl az
dosud z hlediska ropné a plynové prospekce obecné pova-
Zovén za sterilni a nezajimavé tizemi.

2. Linearni geografické zony s vyskyty
uhlovodikii

Detailni rozbor plosného vyskytu uhlovodikovych
indicii na tzemi Cech ukazal prekvapujici skutetnost —
vétSina nalezd je soustiedéna do péti zhruba 20-40 km
Sirokych, severojizné probihajicich zon, jez protinaji prak-
ticky celé naSe statni Uzemi a zasahuji i do okolnich stath
(obr. 1). Spolu s nalezy ropnych uhlovodikt jsou v téchto
protazenych pasmech soustiedény také vystupy mnoha
mineralnich a termalnich vod a solanky, vyrony CO,,
methanu, radonu a helia, typicky je i vyskyt specifickych
explozivnich typd vulkanickych hornin, vazanych na hlu-
boké kominovité privodni drahy. Rovnéz se zde nachazeji
nékterd nizkoteplotni hydrotermalni loziska, akumulace
sladkovodnich vapencovych tufii a travertind, kiemité
impregnace v horninach a projevy tzv. hydrotermalniho
krasu naznacujici alterace karbonatovych hornin teplymi
proplynénymi vzhdru stoupajicimi roztoky. Jednotlivé
aktivni zony jsou navzajem pravidelné odd€leny zhruba 40
—70 km Sirokymi pruhy Uzemi, které se jevi jako ,,sterilni
oblasti a obecn¢ postradaji vyskyty uhlovodikd a dalsi
fenomény charakteristické pro aktivni fluidni rezim*’.
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Fig. 1. Map showing position of individual linear zones and associated fluid phenomena.

Obr. 1. Mapka znazoriiujici polohu jednotlivych severojiZnich linearnich pasem s piednostnimi vyskyty pfirodnich uhlovodikii a
s daldimi geologickymi a hydrologickymi fenomény zmitiovanymi v textu; upraveno podle Zemana a spol. (2000) (cit.*)

Karlovarska linearni z6na

Nejdale na zédpadé Cech jsme vyélenili tzv. Karlovar-
skou linearni zonu charakteristickou vystupy horkych mi-
neralnich vod, CO, a uhlovodikovych a vzacnych plynu,
ktera se tdhne dale na jih do Rakouska, kde prochazi oblas-
ti plynovych a ropnych poli na sever od Salzburgu.

Prazska linearni zdéna

Ve stiedu naSeho statniho uzemi lezi tzv. Prazska
linearni zona s nalezy drobnych projevit ropy a plynu
v oblasti Barrandienu a s vyskyty teplych solanek, emise-
mi radonu, helia a methanu a s uranovymi a fluoritovymi
hydrotermalnimi lozisky. Smérem k jihu tato zona dale
pokracuje do Rakouska do oblasti plynovych lozisek
u Lince, zatimco jeji severni pokraCovani protina
v zapadnim Polsku oblast neddvno objevenych ropnych
a plynovych poli Barnéwko — Mostno — Buszewo v okoli
Debna.

Hradecka linearni zona

Ve vychodnich Cechach jsme identifikovali tzv. Hra-
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deckou linearni zonu s vyskytem termalnich vod, rud
a s nalezy ropy v hlubokych vrtech, ktera dale pokracuje
na sever do Polska, do oblasti plynovych lozisek v okoli
Lubinu.

Brnénska linearni z6na

Na Moravé Ize analogicky vyclenit tzv. Brnénskou
linearni zénu, na niz lezi termalni prameny, bohaté kraso-
vé jevy, néktera hydrotermalni loziska, drobné nalezy pii-
rodnich bitumend v horninach a rovnéz ekonomicky vy-
znamna moravska ropna a plynova pole. Dalsi ropna pole
lezi v jiznim pokracovani této zoény v Rakousku, v okoli
Vidné.

Ostravska linedrni zdéna

Zcela na vychodé naseho statu jsme rozlisili tzv. Ost-
ravskou linearni zonu s nalezy plynnych i kapalnych uhlo-
vodikl a s bohatymi vyrony CO, a helia plastového pivo-
du v oblasti hydrotermalniho krasu u Hranic, v jejimz se-
vernim pokracovani lezi mensi plynova pole u Katowic
v Polsku.

Jednotlivé linearni zoény jsme identifikovali s vyuzi-
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tim reinterpretace starSich geofyzikalnich dat, kosmickych
snimkd a mezioborové analyzy fady geologickych a geo-
morfologickych jevt, véetné vyhodnoceni mnozstvi star-
$ich nalezovych zprav a archivnich materiala*®.

Stafi linearnich zo6n

Geologické stafi linedrnich zon, soudé podle datovani
doprovodnych vulkanickych téles, je nejméné 15 mil let.
Vlastni linearni stavby vsSak ziejmé predstavuji podstatné
starsi, pravdépodobné dlouhodobé a opakované reaktivo-
vané hluboké struktury, nebot” prochazeji jak mladymi
pokryvnymi sedimenty, tak i geologicky daleko starSimi
strukturami variskymi a patrné i prekambrickymi. Fyzikal-
ni podstata popsanych equidistan¢nich linearnich zén,
které nejsou patrné na obvyklych zemépisnych nebo geo-
logickych mapach, zistava v dané etapé vyzkumu otevie-
nou otazkou. Nékteré useky téchto struktur zfejmé odpo-
vidaji znamym hlubokym zlomim severojizniho nebo
severoseverovychodniho sméru; obecné vsak neni prosto-
rova korelace linearnich zén se znamymi tektonickymi
poruchami idedlni. Asociace geologickych jevl vazanych
na oblasti linearnich z6n nicméné doklada, Ze zde
v minulosti periodicky probihala nebo misty stale probiha
aktivni migrace hlubinnych fluid. Je tedy moZné, Ze lineér-
ni zOony ve skutecnosti nepfedstavuji tektonické zlomy, ale
spiSe pasma horizontalnich napéti v zemské ktife se zvyse-
nou horninovou propustnosti ’.

Analogické zoény ve sveéte

Naprosto analogické, v plose se pravidelné opakujici
equidistanéni systémy severojiznich zoén byly jiz dfive
zjistény na ohromnych plochach Arabie, Afriky a Ruska,
kde jsou s nimi spojena velka loziska uhlovodika’™. Perer-
va' na zakladé analyzy rozsihlého materialu ze severni
Eurasie dovozuje, ze tyto struktury jsou povrchovym vyra-
zem globalniho celoplanetarniho systému napétovych poli
Zemé, jez vzniknul v diisledku kosmogennich sil, zejména
zemské rotace a slozité interakce s fyzikalnimi poli okol-
nich planet. Typickou periodickou pravidelnost, s niz se
jednotliva linearni pasma opakuji na rozsahlych tizemich,
vysvétluje tento autor vinovym charakterem zemského
napét'ového pole.

3. Variabilita piirodnich uhlovodiku

Na fad¢ lokalit v ramci severojiznich linedrnich zon
jsme zaznamenali celou $kalu pfirodnich uhlovodika véet-
n¢ klasickych kapalnych rop a produktd jejich tepelné
nebo oxidaéni pfemény — pevnych i polotuhych bitument.
Na nékterych jinych lokalitach jsme zjistili i pritomnost
uhlovodikovych plynii.

Kapalné ropy

Makroskopické indicie kapalné ropy se typicky vy-
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skytuji v sedimentarnich horninach, kde tvofi soucést vy-
plni mineralnich zil, potahuji v podobé¢ tenkych filmt plo-
chy tektonickych puklin, nebo vypliuji dutiny uvnitf dia-
genetickych konkreci i nékterych specifickych zkamené-
lin. Tyto drobné dutiny s uhlovodiky zjevné predstavuji
svérazné ,,geochemické konzervy* uvnitt sedimentarnich
vrstev, kde ropa byla dlouhodobé uchranéna pied oxidaci.
Ziskané ropné vzorky jsou zpravidla vysoce t¢kavé, modie
nebo zelené fluoreskujici kapaliny s vyraznym petrolejo-
vym zapachem (obr. 2). Velké mnozstvi uhlovodikovych
smési proménlivého slozeni jsme nalezli i ve formé velmi
drobnych utvarti uzavienych pfimo v nékterych hornino-
vych mineralech, pfedevsim v kiemeni a kalcitu. Tyto tzv.
plynokapalné uzavieniny (fluid inclusions) ptedstavuji
mikroskopické relikty ptvodnich uhlovodikt (obvykle

pruméru < 0,5 mm), jez kdysi migrovaly horninami a byly

Obr. 2. Zelenava viskézni kapalna ropa v dutiné velké konkre-
ce ze silurskych bfidlic, lom Kosov u Berouna, Barrandien,
prazska linearni zéna

Obr. 3. Krystal zahnédového kfemene s dobfe viditelnymi

uzaviceninami plynokapalnych uhlovodikii zachycenymi
uvnitf krystalu; vétSina uzavienin obsahuje modrofialové fluo-
reskujici kapalnou ropnou fazi a v jadru nefluoreskujici plynovou
bublinu. Tmavé nepravidelné utvary u kofene krystalu jsou prav-
dépodobné pevné bitumeny. Lom Kosov u Berouna. UV-excitace
kombinovana s bilym prochézejicim svétlem ; pfirozena velikost
krystalu cca 1 cm
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zachyceny béhem soubézné krystalizace hostitelskych
minerald. Uvnitf nekterych krystall, zejména kiemene, 1ze
Casto rozlisit i n¢kolik koexistujicich fazi kapalnych, pev-
nych a plynnych uhlovodikti (obr. 3). Studium podobnych
uzavienin poskytuje unikatni informaci o pivodnim che-
mickém slozeni horninovych fluid i o teplotnich podmin-
kéch jejich zachyceni'®. Chemicky jsou ropné vzorky — jak
volné nalézané kapaliny, tak i extrakty mikroskopickych
uzavienin z horninovych minerali — navzajem dosti po-
dobné. Jedna se vétSinou o nizkomolekuldrni alifatické
uhlovodiky s pfevahou n-alkant, v rozsahu Cy—Cse, které
jsou typické pro normalni ropy.

Bitumeny

Jinou formou pfirodnich uhlovodiki, ¢asto nalézanou
na fad¢ lokalit uvniti jednotlivych linedrnich zén, jsou
variabilni pevné a polotuhé organické hmoty souborné
oznacované jako bitumeny. Napiiklad v oblasti ptibram-

Obr. 4. Star$i generace cerného, pevného, smolné lesklého
asfaltického bitumenu v dutiné silurského vapence, Zakiv
lom, Velka Chuchle, Praha

Obr. 5. Mladsi generace vazelinovité organické hmoty vypliiu-
jici drobnou Zilu v silurském vapenci, Cerna roklicka u Bar-
randovy skaly, Praha; pfirozend velikost vzorku cca 2 cm

692

Referat

skych uranovych dold, lezicich na prazské linearni zoné,
jsou jiz delsi dobu znamy latky bitumenni povahy,
v literatute popisované jako anthraxolity''. Star$i generace
té&chto organickych hmot se zvySenymi obsahy uranu
a kovu jsou tvrdé a kiehké substance, zatimco mladsi, tzv.
kapénkovy typ je mekky a asfalticky a neobsahuje uran.
Tento poznatek naznacuje, ze jde o radiacné degradované
asfaltické pozistatky nejméné¢ dvou generaci ropy, pfi-
¢emz dalsi aktivni projevy oné mladsi ropy byly v dolech
pozorovany i v neddvném obdobi téZby uranové rudy
(ropny zapach, sy€ivé tniky a vybuchy methanu). Dulni
vody zapadoceskych uranovych dold navic obsahuji také
chloridy a bromidy a pfiblizuji se tak svym slozenim vo-
dam moiského typu doprovazejicim ropu’. Dvé vzhledové
i chemicky odlisné generace organickych hmot jsme rov-
néz zjistili, podobné jako na piibramsku, i na jiném misté
prazské linearni zony — v oblasti sttedoCeského Barrandie-
nu. Zde se v horninach casto vyskytuje Cerny, smolné
leskly, nefluoreskujici asfalticky bitumen s kiehkym
lasturnatym lomem, obsahem uhliku > 80 % a s optickou
odraznosti mezi 0,8 az 2,0 % R, (obr. 4). Relativné mladsi
generaci organické hmoty predstavuji v Barrandienu oran-
zové az hnédé, polotuhé, vazelinu piipominajici latky
srelativn€é niz§im obsahem uhliku (60-80% C),
s vyraznou fluorescenci a nizkou optickou odraznosti zpra-
vidla nepfevysujici 0,8 % R, (obr. 5). Chemicky jsou tyto
vazelinovité organické hmoty tvofeny velmi dlouhymi
alifatickymi alkany. Je pravdépodobné, ze oba popsané
typy organickych hmot pfedstavuji rovnéz, podobné jako
na piibramsku, pozistatky dvou rop, resp. dvou rizné
starych migra¢nich fazi'?.

4. Pozdni migrace uhlovodikii

Na zakladé¢ studia optické odraznosti a ze strukturnich
vztahl 1ze usuzovat, ze star$i faze ropnych uhlovodika na
prazské linearni zoné migrovaly do hornin pravdépodobné
jiz v paleozoiku. Tyto uhlovodiky byly nasledn¢ béhem
variského orogenniho cyklu vystaveny zvySenym teplotam
kolem 100 °C a pfeménény na pevné bitumeny asfaltické-
ho az antracitického vzhledu. Naproti tomu, migrace mlad-
§i, teplotné méné preménéné faze kapalnych rop a polotu-
hych uhlovodikti probéhla relativné pozdé&ji, zfejmé az
béhem tretihor nebo ¢tvrtohor, nebo dokonce, na nékterych
mistech je$té stale probiha dodnes. Suchy a spol.''
a Melka a spol."> zkoumali systém severojiznich kalcito-
vych zil s inkluzemi kapalnych uhlovodikil, jez prostupuji
prakticky celou barrandienskou oblast. Zjistili, Ze Zilny
kalcit krystalizoval z teplych (do 70 °C) a salinnich vod-
nich roztokl s pfimési ropy, pficemz ze strukturnich vzta-
hit odvodili, Ze zilny systém sdm nevzniknul dfive, nezli
v pokiidovém obdobi. Existenci relativné velmi mladé
migra¢ni faze v Barrandienu silné podporuji i nalezy ka-
palnych rop v mélkych prizkumnych vrtech a dokonce
1 v mnoha starych povrchovych lomech a na ptirozenych
vychozech, jez byly po desitileti vystaveny pfimému slun-
ci a zvétravani. S ohledem na znac¢nou rychlost, s jakou
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vzorky Cerstvych rop na povrchu podléhaji oxidaci, odparu
nizkovroucich frakci a mechanické erozi, je tato skutec-
nost prinejmensim zarazejici a implikuje nutnost stalého
ptinosu cerstvych uhlovodiki k povrchu. Na nékterych
povrchovych lokalitich v Barrandienu je béhem teplych
slune¢nych dnl dokonce citit slaby petrolejovy zéapach
a pii peclivém pozorovani skalnich stén lze spatfit i drobné
vyrony kapalnych nebo polotuhych Zivic, prysticich
z puklin, coz ukazuje, Zze migrace dosud stale probiha.
Rozséhlou, a geologicky ziejmé neddvnou migraci termic-
ky nezralych uhlovodiki do barrandienskych hornin na-
znacila i nedavna revizni geochemickd studie 2,7 km hlu-
bokého vrtu Tobolka-1. Ukazalo se, Ze v tomto vrtu jsou
paleozoické horniny obohaceny tepelné nezralou rozpust-
nou organickou hmotou, jejiz mnozstvi dokonce stoupa,
zdéanliveé nelogicky, smérem do podlozi, a ktera do hornin
musela nutng pfimigrovat z ndjakého neznamého zdroje'.
Rovnéz v jizni Casti prazské zoény, v silné pfeménénych
grafitickych horninach Moldanubika, jsme nedavno zjistili
pfitomnost tepelné nezralych lehkych uhlovodikt, které
sekundarné namigrovaly do dneSnich grafitd, které jsou
pravdépodobné také ropného pivodu'’. Podobna situace
byla neddvno zjiSténa i v superhlubokém vrtu KTB
v Némecku nedaleko naSich zapadnich hranic, kde
z hloubky okolo 4000 metri byly ze siln¢ metamorfova-
nych krystalickych hornin ziskany ptitoky Ca-Na-Cl roso-
It s piimési nezralych uhlovodiki'®. Viechna tato pozoro-
vani tedy ve svém souhrnu naznacuji podstatny fakt, ze
v oblasti Ceského masivu zfejm& probshla v geologicky
nedavné minulosti rozsahla migrace uhlovodikd, spojena
s mobilizaci zna¢nych objemut salinnich roztoki. Je moz-
né, Ze tento proces souvisel se zavérem alpinské orogene-
ze, kdyz se pred 30-40 mil let Cesky masiv za-
¢al mohutné vyklenovat a stoupat v dusledku alpskych
deformacnich tlaki. Pfi tom se mozna reaktivovaly star$i
systémy severojiznich zlomd a linearnich z6n, po nichz
migrovala hlubinna fluida s uhlovodiky'*. V dané souvis-
losti je zajimavé, ze k podobnym zavérim dospéli jiz pied
lety nezavisle Chmelik a spol.'’, ktefi zmifovali
regiondlni migraci Zivic, jez postihla Cesky masiv
v terciéru® a vyslovili i ndzor, Ze Zivice pfitom vyuzily stejné
migraéni cesty jako uranové rudni roztoky. Séeglov? do-
konce zjistil, ze aktivizace starych platformnich struktur,
vazana na dlouho Zijici hlubinné zlomy, kolem nichz se
koncentruje nizkoteplotni hydrotermalni mineralizace
(loziska uranu, manganu, fluoritu apod.), pfedstavuje
v podstaté obecny jev, ktery je charakteristicky pro geolo-
gicky vyvoj celé Eurasie béhem tfetihor az po soucasné
nejmladsi obdobi.

5. Pokracujici emise methanu a uhlovodikovych
plyni, dynamika p¥irodnich plynovych emisi

V CR se setkavame s celou $kalou smésnych emisi
zemnich plynti proménlivého sloZeni, od ropnych ¢i uhel-
nych plynt s obsahem uhlovodikii, ptes plyny dusikové,
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radonové, sulfanové a helionosné, az k plyniim uhlicitym,
hojné vyuZzivanym v lazenstvi. Dosavadni odborny pohled
na jejich slozeni je ovSem staticky, nepocita
s vyznamnéjSimi fluktuacemi v obsahu komponent a jed-
nou provedena analyza slouzi fadu mésict i let jako medi-
cinalni, resp. bezpecnostni atest. Akceptovana je jen pro-
meénlivost v kvantité emisi, zvlasté v hornictvi a speleolo-
gii, ktera byva interpretovana v souvislosti se zménami
pocasi, resp. atmosférického tlaku.

Dynamika emisi jednotlivych slozek zemnich a ptd-
nich plynt je nicméné jiz po desitky let pozorné studovana
vulkanology a seismology v tektonicky aktivnich oblas-
tech, protoze souvisi se sopeénou a zemétiesnou ¢innosti.
Motivaci takovychto méfeni je snaha pfedpovidat nahlé
katastrofické geologické procesy a ochranit pied nimi oby-
vatelstvo. Také v Ceské dllni historii jsou popsany nahlé
eruptivni vyrony plynli s neblahymi nasledky, pti¢emz
k vybuchlim methanu dochazelo v uhelnych i neuhelnych
dolech. Na zéklad¢ nasich pozorovani na fadé lokalit
uvnitf jednotlivych linedrnich zén muizeme konstatovat
vyznamnou proménlivost ve sloZzeni  zemnich plynt
a eruptivni vyskyty neoekavanych plynnych slozek®. Je
mozZné pozorovat klidovd obdobi bez vyznamnéjSich
zmeén, ktera velmi nahle ptfechazeji v obdobi vysoké erupc-
ni, a z hlediska sloZzeni proménlivé aktivity. Zminénou
situaci lze dokumentovat zdznamem emisi CO,z byvalého
zeleznorudného dolu Krusnd hora u Berouna na prazské
linearni zon¢ (obr. 6), kde jsme episodicky pozorovali
i erupce sulfanu a vzacné i erupce methanu a doprovod-
nych uhlovodikovych plynd. Popsané eruptivni jevy jsme
zjistili na né€kterych lokalitich severojiznich zén 1 bez
pouziti instrumentalni techniky (vyrony patrné ve vodnich
tinich a tocich, nahlé vystupy pary z terénu v zimnim
obdobi, vlnici se atmosferické sloupce nad geologickymi
zlomy, opuSténymi doly atp.). Ziskané vysledky nas
opraviiuji konstatovat, e zemni plyny na uzemi CR nema-
ji jednou provzdy konstantni sloZeni, je mozné se setkat
i s vyznamnymi zménami ve sloZeni a s vyskytem neoce-
kavanych toxickych nebo vybusnych slozek. Tato zjisténi
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Obr. 6. Emise CO, z opusténého Zeleznorudného dolu Krusna
Hora u Berouna v obdobi 17.11. - 23.11.2001; vydech z odvét-
ravaci trubky ze zazdéného Usti Gpadni stoly
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si ziejm¢ v budoucnu vyzadaji zménu stavajicich nahleda
na problematiku vyskytu hygienicky sledovaného radonu,
toxickych plynQ, ale i nebezpeéného a soucasné velmi
signifikantniho methanu, ktery mize byt markerem zdro-
ju fosilnich paliv.

NaSe vysledky rovnéZz naznacily urcitou souvislost
mezi dobou vystupu a chemickym slozenim vystupujicich
plyni a vyskytem vzdalenych velkych zemétreseni
v zahrani¢i*!. Je mozné, Ze vzdalena zemétieseni n&jakym
zpusobem stimuluji procesy migrace a vystup fluid
v linearnich zoénach. Toto naSe zjisténi koresponduje
s Gdaji Hunta®, ktery uvadi, e celosvétové existuje po-
mérn¢ dobra korelace mezi oblastmi s prokdzanymi povr-
chovymi projevy uhlovodiki (seeps) a oblastmi s aktivnim
zemétiesnym rezimem. Pererva’ rovnéZ zjistil periodicky,
pulsaéni charakter vyronu fluid na linearnich zonach Eura-
sie a vysvétluje tento jev periodickymi zménami tlaku ve
fluidnich systémech. Domniva se, Ze kontrolujicimi me-
chanismy periodickych vyronti jsou nejenom obcasna ze-

vvvvvv

6. Migracni cesty uhlovodiki a jejich mozné
zdroje

Existence uhlovodikovych projevi na linearnich zo-
néch v Ceském masivu navozuje dvé fundamentalni otaz-
ky — totiz jakymi cestami zivice migrovaly a predevsim,
odkud migrovaly.

Migrac¢ni cesty uhlovodikt

Odpoveéd’ na prvni otazku casteéné poskytuji terénni
pozorovani v barrandienské oblasti, kde 1ze uhlovodikové
projevy studovat v horninach na fad¢ povrchovych vycho-
zU. Zde se zda, ze hlavni, ne-1i vyhradni migracni cestou
pro zivice byly systémy subvertikalnich tektonickych se-
verojiznich poruch rizného méfitka — od drobnych, ¢asto

e -
y w 7

Obr. 7. Zily v devonském vipenci vyplnéné bitumenem a kal-
citem; velkolom Certovy schody u Konéprus, Barrandien
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mikroskopickych puklin, az po n¢kolik metri mocné mi-
neralizované Zzily (obr. 7). Dokonce i v pifipadé zdanlivé
zcela izolovanych vyskytl zivic uvniti dutych konkreci
nebo schranek zkamenélin lze pfi peclivém pozorovani
objevit drobné, témét vlasové pukliny dosud misty im-
pregnované jemnym Zivicnym filmem, které vedou do
dutin obsahujicich ropu.

Na druhou stranu ovSem nékteré jiné geologické feno-
mény uvnité linearnich zon, zejména tzv. vulkanické di-
atrémy, hydrotermalni jeskyné¢ a néktera hydrotermalni
loziska, jsou svym vznikem spojovana, spiSe neZli se sys-
témem propustnych tektonickych puklin, s prostoroveé
izolovanymi trubicovitymi, vertikalnimi strukturami, po
nichz fluida migrovala vzhiru z hlubinnych zdroji. Této
predstavé rovnéz nasvédcuji i nékteré zahrani¢ni poznatky.
Pererva’ uvadi, e na fadg linearnich zon identifikovanych
na Uzemi byvalého Sovétského svazu dochazi k hlavnimu
pohybu fluid praveé v ramcei subvertikdlnich kominovitych
struktur o priméru 100-300 m. V téchto mistnich struktu-
rach, nazyvanych ,krby snizené hustoty* (oCagi razuplot-
nenija) jevi horniny zvys$enou propustnost v disledku dru-
hotnych petrofyzikalnich zmén, spojenych mj.
s hydrotermalnimi procesy. Hunt* zjistil analogické verti-
kalni migracni kanaly v oblasti Severniho moie a na Selfu
Luisiany v USA, kde po nich vystupuji k povrchu uhlovo-
dikové plyny. Popisuje, Ze tyto ,,plynové kominy* (gas
chimneys) maji v fezu prumér kolem 400 metrt, jsou Cisté
vertikalni a smétuji pfimo k povrchu, zatimco jiné pripo-
minaji zakroucené vzestupné chody Cervu. Piesna podstata
zminénych fluidnich kanall je nejasna, nicméné je ziejmé,
ze migrace fluid v nich neni spojena s béZny-
mi tektonickymi poruchami.

Zdroje uhlovodikt

Dalsi dulezitou, a z hlediska prospekéniho zcela fun-
damentalni otdzkou je, odkud vlastné uhlovodiky na line-
arnich zonach migruji. Pii uvahach o zdrojich uhlovodiki
1ze zfejmé diskutovat tfi hlavni mozné zdroje:

1) produktivni ropo- a plynomatecné komplexy ve strati-
grafickém podlozi, a/nebo skrytd, castecné netésna
loziska pod povrchem,

2) dalkovou lateralni migraci uhlovodikd z neznamého
vzdaleného zdroje,

3) abiogenni zdroj(e) uhlovodikti ve svrchnim plasti.

Pritomnost produktivnich ropo- a plynonosnych sedi-
mentd v hlub§im podloZi se na fadé¢ mist jednotlivych line-
arnich zon, zejména tam, kde tyto struktury protinaji roz-
sahlé formace silné metamorfovanych krystalickych hor-
nin, jevi jako dosti nepravdépodobna. Model ptedpoklada-
jici pod povrchem existenci produktivnich horizontli nebo
dokonce skrytych lozisek uhlovodikti by vSak mohl vy-
svétlovat nekteré fluidni projevy napi. v oblasti brnénské
nebo prazské linedrni zony, kde prevladaji relativné tepel-
n¢ malo pfeménéné a organickou hmotou bohaté sedimen-
tarni formace. V pfipad¢ barrandienské oblasti navic sou-
Casné analytické vysledky zhlubokého vrtu Tobolka-1
naznacuji moznost, Ze v hlubokém podlozi existuje ptikro-
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vova stavba, vjejimz ramci by mohlo dochazet
k vertikalni migraci uhlovodikli z hypotetickych struk-
tur tektonicky podsunutych, relativné slabé tepelné pie-
ménénych sedimenti'®. Pfi téchto avahach je vak nutno
mit na zfeteli, ze povrchové vyrony uhlovodikd nemuseji
zdaleka vzdy indikovat existenci skrytych lozisek pod
povrchem, ani jejich mozné zasoby™.

Modely migrace uhlovodiki

Alternativné, pfitomnost nezralych uhlovodiku zjiste-
nych na nékterych mistech linedrnich zén by mohla byt
vysvétlitelna i mechanismem dalkové lateralni migrace ze
vzdalenych zdroja. Oliver** vypracoval hypoteticky mo-
del, ktery spojuje vznik lozisek ropy, plynu, uhli, horkych
prament a nizkoteplotnich hydrotermalnich lozisek na
periferii orogennich pasem s fluidy, ktera byla béhem ho-
rotvornych deformaci tektonicky vytlacovana z orogenu.
Model vychazi z ptedpokladu, Ze tepla a solemi, kovy
a zivicemi obohacend fluida mohou byt ve velkych obje-
mech transportovana z orogenu az stovky kilometrti daleko
do nitra sousedicich platforem, v jejichz mélkém sedimen-
tarnim pokryvu se zachyti a vytvofi loziska. Bethke a Mar-
shak® tuto predstavu dale rozpracovali a po&itatové simu-
lovali migraci solanek tektonicky vytla¢ovanych z orogenti
na periferii Severni Ameriky do nitra kontinentu. Jejich
vysledky potvrdily, ze velké objemy roponosnych a kovo-
nosnych solanek skutecné mohly migrovat pfes velkou
¢ast severoamerického kontinentu, pticemz predpokldadana
rychlost migrace &inila asi 1 cm rok™' nebo méné. Pokud
by popsany model byl aplikovan na systém Alpsky orogén
— Cesky masiv, mohl by mozna vysvétlit pfitomnost uhlo-
vodikli a solanek na linearnich zénach Ceského masivu.
Nasouvani tektonicky deformovanych celnych piikrovo-
vych alpskych jednotek na jizni periferii Ceského masivu
je geologicky bezpecné znamo. Za zhruba 30 mil let, jez
uplynuly od pocatku alpinské orogeneze, by pfi rychlosti
migrace 1 cm rok ™ tato hypotetick4 orogenni fluida mohla
migrovat asi 300 km na sever, do nitra Ceského masivu
a vyuzivat pfi tom, jako preferenéni migracni cesty, pro-
pustnéjsich tektonicky predisponovanych linearnich zon.
Predstava sama pfitom nijak neprotife¢i ani existenci pii-
padnych skrytych lozisek pod povrchem v Cechach, proto-
ze ta zde mohla z alpinskych orogennich fluid rovnéz
vzniknout, zcela v souladu s modelem Olivera®**.

V soucasné etapé vyzkumu nelze ovSem ani vyloucit,
ze urcita c¢ast fluid vcetné uhlovodikti vystupujicich
v linearnich zdénach, je dotovana z mnohem hlubsich, moz-
na dokonce plastovych zdroji. Abiogenni, plastovy ptvod
nékterych ropnych a plynovych akumulaci ve svété se zda
byt relativné prikazng dolozen” a isotopické slozeni
nékterych plyntt vystupujicich na linearnich zoénach
v Ceském masivu této predstavé rovnéz nasvédeuje®’.

7. Zavéry

Pozorovéani zalozend na mezioborové syntéze fady
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udaji ukazuji, ze mnoho, ne-li vétSina, drobnych nalezl
ptirodnich uhlovodikii v Ceském masivu je soustiedéno do
nekolika 20—40 km Sirokych linearnich zén protinajicich
nase statni uzemi v severojiznim smeéru. V téchto pasmech,
jez pravdépodobné predstavuji oblasti se zvysenou horni-
novou propustnosti, probihala a misty jest¢ dodnes probi-
ha periodicka migrace ropy a plynu i dalSich hlubinnych
fluid — zejména teplych solanek, kovonosnych roztoki,
mineralnich vod a CO,.

I kdyz zdroje drobnych vyskytl pfirodnich rop, bitu-
ment a plyn nejsou vEtSinou presné znamy, mohou tato
zjisténi jako celek naznacCovat, Ze potencialni loziska uhlo-
vodikil se mozna nachazeji ve vétsi hloubce i uvnité Ces-
kého masivu, v ramci severojiznich linearnich pasem, kam
by se mélo v budoucnu zaméfit podrobnéjsi prospekéni
usili.

Tato studie byla podporena granty MSMT CR
(vramci projektu  vyzkumnych zameéru ¢ MSM
6046137304), ¢ 104/06/1079 GACR a ¢. IAA 300460510
GA AV CR.
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V. Suchy®, M. Stejskal’, A. Zeman®, I. Sykorova®,
J. Kroufek”, G. Sebor”, and J. Janki® (“ Prague,
b Department of petroleum technology and petrochemistry,
Institute of Chemical Technology, Prague, ©Brandys nad
Labem, ‘ Institute of Rock Structure and Mechanics, Aca-
demy of Sciences of the Czech Republic, Prague,
¢ Department of Environmental Chemistry, Institute of
Chemical Technology, Prague ): Origin of Hydrocarbons
in the Bohemian Massif Revisited: New Evidence from
Field Observations and Geochemical Composition

Evidence is provided that many, if not most, small-
scale hydrocarbon occurrences in the Bohemian Massif,
both newly described and already known, are in fact con-
centrated within five distinct north-south zones, 20—40 km
wide, which cut various geological units. These linear
structures provided long-lived and periodically reactivated
conduits for various geofluids that include, apart from
hydrocarbons, thermal and mineral waters, warm brines,
uranium-bearing hydrothermal solutions, CO,, CH,4, and
He. Geological and geochemical data suggest repeated
episodes of fluid and hydrocarbon migration throughout
the geological history of the linear zones. A number of
local present-day gas emissions and small oil seeps are
probably indicative of the most recent migration stage that
has resumed in the Tertiary period, following the Alpine
orogeny. In some localities, the present-day peaks of CO,,
CHy and C,—C;, hydrocarbon emissions mirror major
earthquakes that occur elsewhere in the southern hemi-
sphere. This implies that distant earthquakes can be instru-
mental in releasing geofluids from the linear zones. The
hydrocarbons found at the surface may point to unknown
deposits and/or petroleum source rocks hidden beneath the
surface; though juvenile, deep-mantle (abiogenic) contri-
butions can be also viable. Alternatively, the hydrocarbon
origin can be also explained in terms of a long-distance
lateral migration from unknown sources in the Alpine
realm. Regardless of the dubious source(s), our analysis
indicates that the internal part of the Bohemian Massif
shall be seriously considered as a possible target for future
oil and gas exploration — a conclusion that is both funda-
mental and challenging.
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NESPLNITELNY SEN NEBO KAZDODENNI PRAXE ?

MiICHAL HUSAK, JAN ROHLICEK,

JAN CEJKA a BOHUMIL KRATOCHVIL

Ustav chemie pevnych latek, Vysokd skola chemicko-
technologicka v Praze, Technicka 5, 166 28 Praha 6
michal husak@vscht.cz

Doslo 17.5.07, ptijato 12.7.07.

Klicova slova: krystalova struktura, RTG difrakce, prasko-
va data, polymorfismus, difrakce na mikrokrystalech

Obsah

1. Uvod

2. Reseni struktury z praskovych dat
2.1. Specifické problémy praskové difrakce
2.2. Faze feSeni

2.2.1. Pfiprava vzorku

2.2.2. Pfistrojova technika a méfeni

2.2.3. Ur€eni miizkovych parametrii a prostorové
grupy

2.2.4. Vyfteseni struktury

2.2.5. Upfesnéni struktury

2.2.6. Validace spravného feseni

2.3. Nové pfistupy k feSeni problému

2.3.1. Predikce krystalové struktury

2.3.2. NMR pevné faze

2.3.3. Separace reflexi z dat zmétenych
za ruznych teplot

2.3.4. Distribuované vypocty

2.3.5. Difrakce na mikrokrystalech

3. Ptiklady feSeni struktury z prasku

1. Uvod

Urceni krystalové struktury latky znamend kompletni
popis parametrt jejiho vnitiniho usporadani, coz zahrnuje
predevsim rozmeéry elementarni bunky, prostorovou grupu
a pozice vSech atomd v burnice véetné jejich teplotné-
vibracnich parametr. Vedle toho nam vytesena krystalova
struktura potvrdi, pfip. doplni informaci o chemickém
slozeni zkoumané latky. Kromé chemického slozeni ziska-
me ze strukturnich parametrii pfedstavu o prostorovém
uspotradani molekul, jejich konformaci, intra a intermole-
kuléarnich vazbéch, thlech a rovinach, chiralité, polymorfni
modifikaci nebo o piip. solvataci latky v krystalu. Existuje
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n¢kolik metod, které ndm mohou poskytnout vSechny tyto
informace (RTG strukturni analyza, neutronova strukturni
analyza a dalsi). V soucasné dobé¢ nejrozsitené;si z nich je
monokrystalova RTG strukturni analyza.

Zasadni limit rutinni RTG strukturni analyzy na mo-
nokrystalu je zminén jiz v ndzvu této metody — pro urceni
struktury potfebujeme mit k dispozici monokrystal. Mono-
krystalem rozumime homogenni ¢ast krystalu o velikosti
alesponl n¢kolik desetin mm se zanedbatelnym mnozstvim
poruch, ktery jsme schopni umistit orientované na gonio-
metrickou hlavicku monokrystalového difraktometru.

Casto se bohuzel stava, e monokrystaly dostate¢né
kvality nebo velikosti nejsme schopni vypéstovat. Tato
situace je velice nepfijemna v piipadech, kdy je znalost
krystalové struktury latky nezbytna — napi. pfi pravnich
sporech farmaceutickych firem tykajici se polymorfismu
aktivnich substanci'. Pro takovéto situace maji velky vy-
znam techniky feSeni struktury latek pouze z praskovych
difrak¢nich dat. To znamend, Ze vychozim materidlem je
praskovy vzorek o velikosti zrna okolo 10~ — 10> mm.

2. ReSeni struktury z praskovych dat
2.1. Specifické problémy praskové
difrakce

Problém urCeni krystalové struktury z praskového

z monokrystalu. Nésledujici souhrn komplikaci svadi
k pocitu, ze problém je skoro nefesitelny:

Praskovy zaznam (difraktogram) vznikd soucasnou
RTG difrakeci na velkém poctu mikrokrystalll (zrn,
krystalitl). Orientace jednotlivych zrn vici geometrii
difraktometru neni znama — pro kazdou difrakéni linii
mame tedy k dispozici jen jeden pozi¢ni udaj, mezi-
rovinnou vzdalenost d. Oproti difrakci na monokrys-
talu, ktera je trojrozmérnd, se tim minimalné trojna-
sobné¢ redukuje pocet informaci nutnych k urceni
miizkovych parametru.

Pro stanoveni vnitini struktury krystalu jsou dulezité
hodnoty intenzit difrakci (difrakénich piki). Pfi pras-
kové difrakei dochazi k piekryvu difrakei s podobnou
mezirovinnou vzdalenosti d, protoze difraktuji ve
stejné pozici. Dokonce pfi neékterych symetriich krys-
talové struktury maji dvé rizné difrakce zcela identic-
kou pozici a jejich intenzity pak nelze od sebe vibec
oddélit.

Problém s prekryvem je navic je§té¢ komplikovan $if-
kou difrakci. Malé mikrokrystaly maji vétSinou vice
poruch a vétsi vnitini pnuti nez monokrystaly. Tyto
efekty zplsobuji rozsifeni difrak¢nich linii a nasledné
komplikuji ziskani presné informace o jejich intenzi-
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Obr. 1. Srovnani informace obsaZené v difrakénim zaznamu z monokrystalu (a) a z prasku (b); jasné oddélené reflexe viditelné na
plosném detektoru monokrystalového difraktometru se slévaji do méné piehledného praskového difrakéniho zdznamu

tach. Problém s ptekryvem difrakci a ztratou informa-
ce o jejich pozici ilustruje obr. 1.

Dal$im problémem, ktery se u méfeni monokrystalu
vibec nevyskytuje, je pfednostni orientace (textura)
zkoumaného praskového materidlu. Pfi praskoveé
difrakci se predpokladd, ze mikrokrystalky jsou ve
vzorku nahodné orientované. To ovSem neplati napf.
v piipadé destickovitych nebo jehlicovitych krystald,
které se mikrostrukturné orientuji podle své prednost-
ni orientace a dochazi tak k zesileni difrakci od rovin,
které lezi ve sméru prodlouzeni mikrokrystalkti. Tim-
to efektem jsou vyrazné zkresleny intenzity difrakei.
Efekt prednostni orientace je nutno pro potieby feseni
struktury z prasku bud’ eliminovat pouzitou experi-
mentalni technikou, nebo pomémé slozité¢ korigovat
pfi vyhodnoceni dat.
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Praskové vzorky maji vétsinou nizsi schopnost difrak-
tovat nez monokrystaly. Pocet pozorovanych difrakci
se tim sniZzuje oproti monokrystalu fadové. Nizky
pocet difrakci ziskanych z praskového difrakéniho
zaznamu pak neumoziuje pouzit standardni metody
pro vyfesSeni struktury (napf. pfimé metody) ani stan-
dardni metody upfesiiovani strukturnich parametrt
(plné upfesnovani vSech parametri strukturniho mo-
delu).

Poslednim problémem, ktery je nutno zminit, je fazova
(fyzikalni) Cistota vzorku. Pfestoze mame k dispozici
chemickou analyzu, nemizeme si byt nikdy jisti, ze
praskovy vzorek neobsahuje dvé a vice polymorfnich
modifikaci o zcela identickém chemickém slozeni. Re-
Sit strukturu praskové smési je mozné jen v nékterych
ptipadech, prvotni separace polymorfu je nutnosti.
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2.2. Faze tfeSeni

2.2.1. Priprava vzorkii

Ptiprava vzorku pro feSeni struktury z prasku vyzadu-
je podstatné jiny pfistup, nez standardni pfiprava vzorkd
pro rutinni RTG kvalitativni nebo kvantitativni fazovou
analyzu. Snahou je upravit vzorek tak, aby se podafilo
maximalné eliminovat komplikace zminéné v piedchozi
kapitole.

Vzorek je nutné v prvni fad€ rozemlit tak, abychom
se co nejvice priblizili k prfedpokladu nekonecné velkého
poctu nahodné orientovanych mikrokrystalti ve vzorku.
Tato operace je ovSem pii dlouhém mleti limitovana vzni-
kem rentgenamorfni faze (velikost zrna okolo 1 nm), ktera
je pro feseni struktury nepouzitelna.

V prubéhu pfipravy vzorku se snazime maximalné
potladit pfednostni orientaci materialu. Toho dosahneme
nasypanim vzorku do sklenéné kapilary, pricemz dbame,
aby samotny zpusob plnéni (sklepavani) nevedl k textufe.
Tento pozadavek je v rozporu, s pozadavkem na maximal-
ni sméstnani materialu, aby byla pfi méfeni ziskana maxi-
malné dosazitelna intenzita difrakci. V praxi je tak nutné
volit kompromis mezi péchovanim vzorku a jeho tendenci
se prednostné usporadavat.

Primér kapilary volime tak, aby vzhledem
k absorpénimu koeficientu vzorku a pouzitému zafeni,
byla intenzita difrakce maximalni. V praxi to znamena
okolo 0,3 mm pro latky s velkou absorpci RTG zafeni a az
1,5 mm pro ¢isté organické latky s nizkou absorpci.

Pred finadlnim méfenim je vhodné difrakéni parametry
vzorku zkontrolovat méfenim praskového zdznamu na
plosném detektoru monokrystalového difraktometru,
obr. 2. Timto zptisobem se mizeme presveédEit, zda je vzo-
rek dostatecné homogenni a zda se prednostni orientaci
podaftilo potlacit.
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2.2.2. Pristrojova technika a mérent

Pouzita pfistrojova technika pro feSeni struktury
z prasku musi odpovidat extrémnim narokiim na kvalitu
dat. Data naméfend na bézném laboratornim praskovém
RTG difraktometru lze pouzit pouze v trividlnich pftipa-
dech. Zasadni rozdil v kvalité¢ dat mezi laboratornim zdro-
jem a synchrotronovym difraktometrem ukazuje obr. 3.

Pro uréeni mfizkovych parametri potfebujeme kvalit-
ni informace o pozicich difrakci. To znamena, Ze musime
mit k dispozici dokonale monochromaticky a paralelni
RTG svazek. Jeho nejvhodnéjsim zdrojem je synchrotron
s dvoukrystalovym monochromatorem. Ke zjisténi presné
pozice difrakce je vhodny bodovy detektor se sekundarnim
monochromatorem, umistény co nejdale od vzorku.

Pro urceni pozic atomt potfebujeme znat presné in-
formace o intenzitach difrakci. Nejlepsi informaci o inten-
zit€ zafeni je mozné ziskat na plosném detektoru, ale ten
ma problémy s uréenim pozice difrakce. V praxi se tudiz
misto plo$nych detektorti pouzivaji banky bodovych de-
tektori se sekundarnimi monochrométory, jejichz signaly
se ve vysledku séitaji.

Z hlediska odstranéni pfednostni orientace se osvedci-
lo pouziti transmisni Debyeovy-Scherrerovy metody
s rotujici kapilarou se vzorkem. Pokud vzorek neprochézi
teplotné zavislymi (enantiotropnimi) fazovymi pfeménami,
je vhodné ho pii méfeni chladit a tak potlacit teplotni kmi-
tani atomu a jejich vliv na intenzity a tim ziskat vice vyso-
kouhlovych difrakci. Obr. 4 ilustruje méfeni na difrakto-
metru pfipojeném na synchrotron, na kterém lze ziskat
nejkvalitnéjsi data pro feseni struktury z prasku.

2.2.3. Urceni mrizkovych parametrii a prostorové grupy
Zakladem indexace je najit takové miizkové paramet-

ry latky, které by v ramci chyby méfeni predpovedély po-

zici vSech difrakei v zdznamu. Zaroven je tfeba dodrzet

™

b 4

Obr. 2. Rozdil v praskovém zidznamu mezi Spatné (a) a spravné (b) pFipravenym vzorkem pro FeSeni struktury z prasku (plosny
detektor Onyx na ¢tyfkruhovém monokrystalovém difraktometru Xcalibur PX). Zaznam (a) je zrnity, coz ukazuje na nerovnomérné

rozlozeni mikrokrystalli a pfednostni orientaci
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Obr. 3. Rozdil v kvalité praskovych dat namérenych na laboratornim zdroji, Cu lampa (Seda linka) a na synchrotronu (linie
BMO1B synchrotronu ESRF v Grenoblu, ¢erna linka). V obou piipadech byl méfen stejny vzorek — taxol

Obr. 4.

Praskovy difraktometr na linii BM01B synchrotronu
ESRF v Grenoblu; metrové rozméry tohoto difraktometru (na
rozdil od decimetrovych laboratornich difraktometrit) vedou
k pfesnéj$im datim

podminku celocCiselnosti Millerovych indext hkl, které
pozice difrakei generuji. Toto zadani ovSem obsahuje
znacnou davku nejednoznacnosti — v ramci pristrojové
chyby je mozné jakykoliv difrakéni zdznam indexovat jako
dostateéné velkou (¢ ~ 10° A) kubickou buiiku. Shoda
s experimentem muze byt perfektni, vysledek je ovSem
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zcela nesmyslny.

Pro vlastni indexaci existuje cela fada algoritmu. Nej-
snaze lze pochopit praci algoritmi pracujici metodou po-
kus-omyl. Typickym zéastupcem je program TREOR
(cit.?). Software prohledava systematicky viechny mozné
hodnoty Millerovych indexi a vybird smysluplné kombi-
nace. Jiné programy (DICVOL9]1, cit.®) naopak systema-
ticky prohledévaji mozné mtizkové parametry a zkoumaji,
zda vedou k celoCiselné indexaci. Zajimavy je software
CRISFIRE (cit.*), ktery slouzi jako uZivatelské rozhrani
pro spusténi indexace fadou rznych alternativnich algo-
ritmil (véetn¢ dvou vySe zminénych) a pak provede srov-
nani vysledkd na zakladé vypoétu FOM (figure of merit).
Cim je hodnota FOM vys§i, tim je zvolené feeni pravds-
podobné&jsi.

Identifikaci spravné indexace zcela zasadné ovliviluje
presnost urceni pozic difrakci. V podstaté lze fici, ze ¢im
vetsi je velikost zakladni buiky, tim vétsi jsou naroky na
presné uréeni pozic. Buiiky do objemu cca 2000 A’ maji
Sanci na spravnou indexaci dat ziskanych z laboratorniho
RTG zdroje, vétsi buiiky vyzaduji méfeni na synchrotronu.

Vysledkem indexacniho procesu je velmi Casto cela
fada moznych feSeni, které maji podobné FOM. V této
situaci musi misto pocitace a softwaru nastoupit ¢lovek,
aby na zdklad¢ uvah o velikosti zdkladni buiiky, prostoro-
vé grupé, pravdépodobné krystalové soustavé, predpokla-
daném poctu molekul v buiice nebo pifipadné analogii
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s podobnou latkou, vybral vhodné feseni jako vychozi pro
urceni struktury.

S indexaci fizce souvisi i urCeni prostorové grupy.
Systematické vyhasindni zvolené prostorové grupy by
mélo vysvétlit absenci nékterych difrakci predpoveézenych
indexaci, ale chybé&jicich v zdznamu. Pfi urcovani struktu-
ry organickych latek, je situace zjednodusena jejich prefe-
renci krystalizovat pouze v urcitych prostorovych grupéach
(triklinickych, monoklinickych a orthorombickych). Vybér
je navic omezen chiralitou molekuly. VétSina chirdlnich
organickych molekul krystaluje v grupach P 2;, P 1 nebo
P 2,2,2,. Achiralni latky obvykle krystalizuji v grupach
P2/c,P 1,Pna2; aC2/c, smési enantiomerti v grupach
P2y/c,P 1,C2/cnebo P bca. Tyto piedpoklady o syme-
trii spliuje priblizné 78 % latek obsazenych v databazi
CSD.

2.2.4. VyreSeni struktury

V pripadé, Ze se podaftilo spravné urcit miizkové pa-
rametry a prostorovou grupu, je Sance strukturu vyfesit.
Zminime zde pouze dvé metody, vhodné k feseni struktur
stftedn¢ velkych organickych molekul, které v soucasné
dobé¢ ve farmaceutickém primyslu pievazuji.

Stejné jako pfi feSeni struktury z monokrystalu, je
mozné se pokusit o pouziti pfimych metod. Na ziklade¢
statistik intenzit difrakci 1ze odvodit hodnoty jejich fazi
a spoc€itat prvni model struktury. Jak bylo jiz zminéno,
difrakci mame k dispozici ale mnohem mén¢ nez u mono-
krystalu a navic intenzity, které jsou ovlivnény pfednostni
orientaci, lze obtizn¢ separovat. Vlastnimu feSeni tedy
pfedchazi krok separace intenzit z praskového zdznamu.
K tomu se pouziva metoda nazyvana Le Bailovo fitovani’.
Na zéklad€ znalosti pozic difrakci se upfesiiuje jejich in-
tenzita a tvarové parametry profilovych funkci. Ale ani
tak zpravidla od sebe nelze oddélit intenzity vysokouhlo-
vych difrakci. Specialné modifikované programy pro fese-
ni struktury pfimymi metodami z prasku — SirPow (cit.®)
jsou pak nucené operovat se sumami intenzit skupiny
difrakci misto s jednotlivymi intenzitami. Vyhodou pii-
mych metod je, Ze neni nutné znat zadny vychozi model
tvaru molekuly. Nevyhodou jsou extrémni naroky na kva-
litu dat.

U vétsiny organickych latek vsak mame urcitou pred-
stavu, jaky by méla mit molekula tvar. Odhad 1ze udélat
bud’ na zdklad¢ analogie s existujicimi podobnymi mole-
kulami, nebo pomoci metod molekularniho modelovani.
Cim vice je molekula rigidni, tim vétsi je Sance, Ze odhad
bude spravny. Pfi feSeni struktury pak v prvé fadé urcuje-
me jen Sest parametrt (tii polohové a tfi thlové) popisujici
pozici a orientaci molekuly v elementarni burice. Pocet
parametrl se zvysSuje s kazdym vnitfnim stupném volnosti
molekuly (zpravidla se jedna o rotujici vazby a hledaji se
torzni uhly). Jako hodnotici funkce spravnosti parametrii
modelu se pouziva shoda naméfeného a vypocteného pras-
kového zaznamu. Pro optimalizaci modelu existuje nékolik
algoritmt (metoda simulovaného zihani, metoda paralelni-
ho temperovani, genetické algoritmy a dalsi). VSechny tyto
algoritmy uréitym zplisobem prochazeji prostor promén-
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nych a snazi se najit minimum. Cely postup je implemen-
tovan napf. v programech FOX (cit.”), v komerénim pro-
gramu DASH (cit.®) nebo TOPAS (cit.”). Vypo&etni naroé-
nost feSeni rychle stoupd s poctem parametrii modelu.
V piipadé, Ze se jako soucast feSeni snazime urcit i pred-
nostni orientaci nebo je feSeni komplikovano vyskytem
vice symetricky nezavislych molekul v elementarni buiice,
miZe vypocet trvat i na modernich PC fadové tydny. Hlav-
nim rizikem tohoto typu urceni struktury je moznost vnutit
programu nespravné feSeni pouzitim nespravného vychozi-
ho modelu molekuly.

2.2.5. Upresnent struktury

Proces feseni poskytne pouze vychozi orienta¢ni mo-
del struktury. Dalsi zlepSeni modelu se provadi standard-
nim zplsobem pro zpfesnéni struktury z prasku — Rietvel-
dovou metodou. Rietveldova metoda upfesiiuje metodou
nejmensich Ctvercli parametry popisujici matematicky
model praskového zaznamu (tvarové profily difrakci, ko-
rekce na chyby pfistrojové techniky, vlastni parametry
struktury) tak, aby se minimalizoval rozdil mezi naméte-
nym a vypoctenym zaznamem.

U vétSiny slozit&jsich struktur vyfeSenych z prasku
ale narazime na zasadni problém — pocet upfesnovanych
parametrll je vy$§i neZ pocet skutecné¢ pozorovanych
difrakci. Z tohoto divodu je nutné experimentalni data
,,rozs§ifit o dalsi informace. Jako doplitkové informace se
pouzivaji nejcastéji znamé délky vazeb, vazebné uhly,
pfipadné i rigidni torzni thly. Tyto informace o geometrii
molekuly jsou pak formou tzv. ,restrain® parametri zahr-
nuty do vypoctu. Pro dosazeni spravného vysledku je nut-
né optimaln¢ volit vahu omezeni typu ,,restrain® a experi-
mentalnich difrakénich dat. Pfi $patné volbé si bud’ vynuti-
me feSeni odpovidajici zadané geometrii nebo vypocet
molekulu ,,roztrhd* a dospé&je k feSeni, které je fyzikalne
nerealné. Systém na geometrii zaloZzenych ,,restrain® ome-
zenich je implementovan jen v nékterych programech pro
Rietl\{)eldovu analyzu — nam se osvédCil systém GSAS
(cit.™).

2.2.6. Validace spravného resent

Vysledek uptesnéni struktury z prasku poskytuje po-
dobné verifikacni parametry pro posouzeni spravnos-
ti ziskaného strukturniho modelu jako data z monokrystalu
(R-faktory). R-faktory ziskané z praSkového zaznamu jsou
definovany podobné jako R-faktory ziskané z monokrysta-
lu, maji tedy stejny smysl. Vzajemné srovnani je ale znac-
n¢ zkresleno tim, ze praskové R-faktory jsou ovlivnény
rozkladem intenzit z piekryvajicich se pikli na zaklad¢é
znalosti modelu. Diky nizkému poctu experimentalnich dat
na jeden parametr modelu je zde velké riziko zcela ne-
spravného vysledku i pfi nizkém R-faktoru. Model je tudiz
nutné posoudit na zakladé parametri nevnucenych
restrainem™ a dalSimi omezenimi. Jsou v elementarni
bunce kolize mezi molekulami, které jsou z hlediska VAW
interakci nepfipustné? Dava vysledek smysl z hlediska
tvorby intermolekularnich interakci (zejména systém vodi-
kovych vazeb)? Nejspolehlivejsi je ovSem potvrzeni sprav-
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nosti modelu konfrontaci s vysledky jiné, nezavislé meto-
dy. Nejlépe z analyzy mezimolekularnich kontaktl ziska-
nych pomoci NMR v pevné fazi.

2.3. Nové ptistupy k fesSeni problému

Popsané teSeni struktury z prasku je natolik kompli-
kované, Ze je snahou vyvinout jak nové experimentalni,
tak matematické metody, které by problém zjednodusily.
Prehled nékterych novych moznosti pfistupu k problému je
uveden v nasledujicich podkapitolach.

2.3.1. Predikce krystalové struktury

Na zaklad¢ energetickych vypoctl by bylo teoreticky
mozné predpovédét krystalovou strukturu latky Cisté na
zaklad¢ znalosti jejiho chemického slozeni. Jiz v roce 1988
John Maddox konstatoval, ze: ,,Je skandalni, Zze teoreticka
fyzika stale neumi predpovédét krystalovou strukturu latky
pouze zjejiho vzorce.”“. Nicméné i dnes vedou podobné
pokusy bohuzel ke spravnému vysledku pouze vyjimec-
n&''. Problém je v tom, Ze predikce generuje velky podet
moznych feSeni, které se podobaji svoji energii a je tézké
rozhodnout, ktery polymorf se skute¢né vyskytne.

Z kazdé predikované struktury lze snadno spocitat
teoreticky praSkovy zaznam. Vybrat spravnou predpoveéd’
na zéklad¢ srovnani se skutecnym vzorkem je pak jedno-
duché.

2.3.2. Vyuziti dat z NMR pevné faze

NMR pevné faze poskytuje pti feSeni struktury velmi
cenné informace o intra a inter molekularnich kontaktech,
o chemické cistoté latky a o poctu molekul v asymetrické
Casti buniky. Na zaklad¢ téchto skutecnosti je mozné vyge-
nerovat sadu omezeni ohledné¢ konformace molekuly ve
struktufe a jeji mozné pozice vii¢i sousediim. Tato omeze-
ni se pak vyuzivaji jak ve fazi feSeni struktury metodou
simulovaného Zihani, tak pozdéji pfi upfesiiovani a verifi-
kaci vysledkd. Navic je NMR nedestruktivni metoda, mé-
feni proto mizeme provadét na stejném vzorku, jaky jsme
méfili na RTG difraktometru (a ziskat tim jistotu, ze stale
métime stejny polymorf).

Vyuziti informaci z NMR pevné faze zminuji napf.
nasledujici prace. Prace'? ukazuje, jak veliky vliv maji
informace ziskané z NMR na celkovou rychlost a spolehli-
vost nalezeni feSeni. V tomto ¢lanku byla pro nazornost
vybrana jiz vyfeSena struktura — forma A polymorfniho
cimetidinu (obr.5). Z NMR byly ziskany informace
o vzdalenostech dusiku N15 jedné molekuly s uhlikovymi
atomy C6, C8, C9 a C2 sousedni molekuly. Hodnoty jed-
notlivych vzdalenosti jsou uvedeny v tabulce I. Tyto infor-
mace pak byly vyuZzity ve fazi feSeni struktury. Timto zpi-
sobem byla zkracen vypocetni Cas a zaroven bylo dosaze-
no mnohem vyssi uspésnosti nalezeni spravného feseni.

Na obr. 6 je znizornén celkovy postup pii feSeni
struktury, pokud jsou k dispozici data z RTG praskové
difrakcle3 a NMR pevné faze. Tento postup byl publikovan
v praci .
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Obr. 5. Molekula cimetidinu

Tabulka I
Vzdalenosti dusiku N(15) s uhlikovymi atomy sousedni
molekuly. Pievzato z cit.'?

Uhlik Vzdalenost C-N15
[A]

C6 4,1 (£0,2)

C8 3,3 (20,1)

C9 2,9 (£0,1)

C2 3,6 (£0,1)

2.3.3. Separace difrakci z dat zmérenych za riiznych teplot

Jak jiz bylo zminéno, prekryv difrakci komplikuje jak
uréeni pozice difrakce, tak i urceni jeji intenzity. Z tohoto
divodu nemlzeme ve vétsSing pripadi pouzit pfimé meto-
dy, protoze neznadme piispévky jednotlivych difrakci. Pr-
votnim predpokladem je tedy separace intenzit prekryvaji-
cich se difrakci.

Pozice difrakci zavisi na miizkovych parametrech,
které jsou pfimo umérnou funkci teploty. V dusledku tep-
lotni roztaznosti materidlu v uréittm sméru se zméni
i pfisluSny mfizkovy parametr a tim se dosdhne separace
puvodné se prekryvajicich difrakci. Zkoumanou fazi lze
tedy méfit vicekrat za riznych teplot a tak dosahnout lepsi
separace (obr. 7).

V optimalnim piipad¢ jsme timto zplisobem schopni
identifikovat n€kolik prekryvajicich se difrakci a nasledné
pak cely problém fesit pomoci piimych metod'* .

Zavislost miizkovych parametr na teploté mize byt
navic vyuzita pro verifikaci indexace. Cely postup ovSem
predpoklada, ze zkoumana faze nevykazuje enantiotropni
polymorfni chovani a Ze je v celém rozmezi teplot stala.

2.3.4. Distribuované vypocty

Cim v&tsi podet parametrti modelu struktury se snazi-
me metodou simulovaného zihani uréit, tim ¢asoveé naroc-
néjsi je vypocet modelu struktury. Dalsi komplikaci vy-
poctu muze byt nejednoznacnost urceni prostorové grupy
nebo miizkovych parametrti. Komplikace 1ze fesit zdlou-
havou metodou pokus-omyl: tzn. vypocitat feSeni pro
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vSechny mozné prostorové grupy s riznymi velikostmi
miizkovych parametrti. Touto metodou 1ze rovnéz testovat
ruzné modely korekce na prednostni orientaci ve vzorku.

VySe zminény pfistup vyzaduje znacny vypocetni
vykon. Resenim mize byt optimalizace algoritmd pro mo-
derni vicejaderné procesory a vyvoj software, ktery distri-
buuje vypocet mezi vétsi pocet jinak nevyuzitych pocitaci.
Prvnim programem tohoto typu je systém FOX-grid zalo-
zeny na modifikaci standardni verze programu FOX.

2.3.5. Difrakce na mikrokrystalech

Snaha pouzit pro feSeni struktury praskovych vzorkt
standardni monokrystalové techniky se opira o nasledujici
pfedpoklad: ,,pokud praskovy vzorek viibec difraktuje,
musi se v ném nachazet monokrystaly dostatecné velké na
méfeni monokrystalovymi technikami“. Tento pfedpoklad
je v podstaté spravny, ovSem je nutné mit k dispozici expe-
rimentdlni techniku umoziujici méfeni velice malych

Referat

aslabé difraktujicich monokrystali a techniku, ktera
umoziiuje manipulaci s nepatrnymi objekty (107" az 107
mm). Problém je navic komplikovan tim, Ze mikrokrystaly
byvaji zpravidla srostlice nebo vicecetné krystaly.

V praxi se ukdzalo, ze monokrystalovy difraktometr
s plosSnym detektorem vyuzivajici synchrotronové RTG
radiace je schopny méfit mikrokrystalky vybrané
z praSkovych vzorkd (obr. 8). Naro¢ny je zejména proces
vybéru monokrystalu, ktery se musi ¢asto opakovat a vy-
sledek ovérit, dokud se nenajde vyhovujici jedinec.

3. Priklady FeSeni struktury z prasku

Pres vesSkeré komplikace je v dneSni dob&€ mozné
z praskovych dat vytesit i znacné slozitou strukturu. Pfi-
kladem je struktura nové faze ndmelového alkaloidu me-
tergolinu II (cit.'’). ReSeni struktury bylo komplikovano

| Praskovy vzorek |

1D NMR pevného stavu - ziskani
informace o fazové cCistoté a o poctu
molekul v nezavislé ¢asti buriky

Y

Cista krystalicka faze

Y
Pouziti difrakénich dat]
ze synchrotronu

Indexace struktury - zjisténi
mfizkovych parametri,
zjiSténi prostorové grupy

Y

Y
Zjisténi informaci o inter a intra
molekularnich vzdalenostech

Reseni struktury z praskovych
P1difrakénich dat. Vyuziti informaci|<
z NMR pri feSeni Priblizovani se k
+ finalni strukture
A
»| Upiesnéni struktury (Rietveld) dobra shoda

Optimalizace mist se
$patnou shodou
A

nékolik mist se
Spatnou shodou

Optimalizace vzdalenosti tézkych atomi,
spocitani shody s NMR zaznamem a zjisténi
mist v zaznamu se Spatnou shodou

zadna mista se
$patnou shodou

D B—

Y
Vyhodnotit shodu s namérenym
RTG a NMR zaznamem

Spatna shoda

Y
Upiesnéni poéateéniho modelu s
pozménénymi nékterymi parametry

Obr. 6. Postup pii FeSeni struktury z praskovych difrakénich dat a z dat ziskanych z NMR; pievzato z cit."?
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Obr. 7. Difrakéni zaznam chlorothiazidu p¥i riiznych teplo-
tach; (shora: 90 K, 130 K a 160 K), prevzato z cit.”

jak vyskytem dvou flexibilnich molekul v elementarni
bunice, tak tim, Ze se jehli¢kovité krystaly latky pti méfeni
v kapilare usporadaly orientované. Po vyfeSeni struktury
z prasku se strukturu podafilo vyfesit i z mikrokrystalu.
Shodu obou vysledkt dokladuje obr. 9.
Dalsim piikladem velké molekuly vyfeSené s prasku
je struktura cytostatika taxoteru trihydratu, formy A
(cit.'®, obr. 10). Redeni této struktury bylo komplikovano
pritomnosti tfi molekul vody v nezavislé casti bunky
a velkou flexibilitou molekuly (14 torznich thld na jednu
molekulu). Pro vyfeseni struktury byla pouzita data s vyso-
kym rozliSenim ze synchrotronu. Struktura byla feSena
algoritmem simulovaného Zihani. Nésledné byla struktura

upfesnéna k hodnoté Ry, = 0,093.
Oba vyse zminéné priklady dokladuji soucasné hrani-

(napt. velkych biomolekul — proteint), 1ze jiz téZko ozna-
¢it za feSeni struktury z praskovych difrakénich dat. Pocet
omezujicich parametrti ziskanych nedifrakénimi technika-
mi (molekularni modelovani, homologie s existujicimi
strukturami, NMR) pfi téchto feSenich prevysuje n¢kolika-
nasobné difrakéni informace. Napt. v praci'’ bylo oproti
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Obr. 8. 7-Kruhovy monokrystalovy difraktometr na linii
BMO1B synchrotronu ESRF v Grenoblu vhodny pro méieni

mikrokrystali

Obr. 9. Srovnani vysledku urceni struktury fiaze metergolinu
II z monokrystalu (Cernd) s vysledkem z prasku (Seda)

Obr. 10. Molekula taxoteru; pievzato z cit.'®
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Obr. 11. Polet ¢lanki pojednavajicich o vyfFeSenych struktu-
rach z praskovych difrakénich dat, které byly v jednotlivych
letech p¥idany do databaze SDPD (cit.”")

4800 bodim praskového difrakéniho zdznamu pouzito
7981 omezeni danych geometrii molekuly. Hranice moz-
nosti feSeni struktury z prasku jsou tedy spiSe dany nazo-
rem na to, co jeSté za feSeni z prasku povazujeme a kdy
difrak¢ni informace slouzi jen jako podpirny dikaz sprav-
nosti feseni ziskaného jinou metodikou.

Pokud se podivame do Cambridgeské strukturni data-
baze (CSD) zjistime, Ze celkovy pocet zndmych struktur
zac¢atkem roku 2007 byl cca 400 000, z toho 1230 struktur
bylo vyfeSeno z prasku (0,3 %). Tato ¢isla vypadaji pro
metodu feseni struktur z praskovych dat neptizniveé. Musi-
me si ovSem uvédomit, Ze tato metoda pfiSla na scénu
pon¢kud pozdéji, a Ze teprve v poslednich letech zazname-
nava veliky rozkvét (viz obr. 11).

Prace byla podporena grantem GA CR C.
203/07/0040 a vyzkumnym zdmérem MSMT CR ¢
6046137302.
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M. Husak, J. Rohlicek, J. Cejka, and B. Kratochvil
(Department of Solid State Chemistry, Faculty of Chemi-
cal Technology, Institute of Chemical Technology, Pra-
gue): Structure Determination from Powder Diffrac-
tion Data — It Is Unrealizable Dream or Daily Use?

There are available several methods, which can be
used for crystal structure determination (X-ray structure
analysis, neutron structure analysis and others). The most
common one is single-crystal X-ray diffraction. This
method is often inapplicable because it is impossible to
prepare single crystal of appropriate size or quality. In
these situations we are forced to solve structure from pow-
der diffraction data. However structure determination from
powder diffraction data brings a lot of problems (loss of
information, peak overlapping, preferred orientation, phase
in-purity etc.). In spite of all these problems it is possible
to use this method for structure solving. This work aims to
highlight all problems presented in structure determination
process from powder diffraction data. We describe all
steps of the powder-structure determination procedure and
we highlights the non-standard experimental and data
processing methods used for this task (synchrotron radia-
tion usage, multi PC data processing, utilizing of informa-
tion obtained form non-diffraction sources ...).The results
of structure determinations from powder data are demon-
strated on several selected examples from recent time.
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1. Uvod

Slouceniny vykazujici estrogenni aktivitu se bézné
vyskytuji v odpadnich a povrchovych vodach. Jedna se
o rozsdhlou skupinu latek antropogenniho i piirodniho
puvodu, které maji urcité strukturni rysy podobné jako
hormon estrogen a v diisledku toho jsou schopné jej imito-
vat. Patii do skupiny endokrinnich disruptord, které EPA
(Environmental Protection Agency — Ufad pro ochranu
zivotniho prostiedi) definuje jako exogenni latky, které
interferuji se syntézou, sekreci, transportem, vazbou, G¢in-
kem, nebo rozkladem pfirozenych hormond, jez jsou v téle
odpovédné za homeostazi, reprodukei, vyvoj nebo chova-
ni'. N&které endokrinni disruptory jsou G&inné i pfi kon-
centracich podstatné€ nizSich, nez jaké se projevuji toxici-
tou, coz koresponduje s extrémné nizkou koncentraci hor-
mont v krvi a s jejimi minimalnimi zménami, které posta-
&uji k regulaci organii®. Proto i stopové koncentrace endo-
krinnich disruptorti v zivotnim prostfedi mohou mit vy-
znamny dopad na zivé organismy. Vztah mezi expozici
Clovéka endokrinnimi disruptory a rostoucim vyskytem
nékterych nemoci, poruch reprodukéniho systému nebo
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vyvojovych vad plodu je v soucasné dobé predmétem vy-
zkumu.

Dosud bylo identifikovano asi 50 riiznych sloucenin,
které lze zafadit do kategorie endokrinnich disruptori’.
Z hlediska vyskytu ve vodach jsou tyto latky témét vSu-
dyptitomné®.

2. Piehled liatek estrogenniho charakteru

Mezi endogenni estrogeny, které jsou syntetizovany
vtéle Zivodichd, patii 17B-estradiol, estron a estriol’.
Ostatni latky vykazujici estrogenni aktivitu, které nejsou
prirozenou soucasti endokrinniho systému, se oznacuji
jako environmentalni (nebo téZ exogenni) estrogeny. Podle
puvodu se rozdéluji na fytoestrogeny (rostlinny ptivod),
mykoestrogeny (produkt nékterych plisni) a xenoestrogeny
(antropogenni zdroje).

Fytoestrogeny jsou obsazeny v mnoha druzich rostlin
(celkem asi 300), napf. v obilninach, lusténinach, listové zele-
ning, travinach, nékterém ovoci aj. (podrobngji viz cit.”®).
Mezi nejbéznéjsi fytoestrogeny patii isoflavonoidy (napf.
genistein, equol, daidzein, biochanin A), lignany
(enterodiol, matairesinol), kumestany (kumestrol), laktony,
steroly, naringeniny®’’. Zvlastni pozornost si zaslouzi
rostlina plosticnik (Cimicifuga) z Celedi pryskyinikovi-
tych, kterd obsahuje fytoestrogen formononetin (na bazi
triterpenovych glykosidi)®'?. Extrakt z oddenkd plostiéni-
ku hroznatého (Cimicifuga racemosa) je G€innou slozkou
1é¢iv Menofem a GS Merilin, uzivanych k potlaceni pfi-
znaki klimakteria’'”.

Jako piiklad mykoestrogend lze uvést zearalenon
a jeho derivaty o- a B-zearalanol, coz jsou toxiny produko-
vané plisnémi Fusarium, které napadaji nékteré druhy
obilnin®. Zearalenon se n&kdy pouziva jako ristovy hor-
mon pro hospodaiska zvitata®.

Mezi xenoestrogeny patii primyslové vyrabéné pro-
dukty nebo jejich metabolity: nékteré pesticidy (DDT,
endosulfan, atrazin), bisfenol A, derivaty stilbenu, nékteré
ftalaty, alkylfenoly (oktylfenol, nonylfenol), nizkochloro-
vané polychlorované bifenyly, nekteré acidobazické indi-
katory (fenolftalein), polyaromatické uhlovodiky, dioxiny,
furany, kadmium®®'". Bisfenol A a ftalaty se vyluhuji
z oballi potravin; alkylfenoly jsou biodegrada¢nim produk-
tem neionogennich tenzida alkylfenolethoxylatového typu,
které jsou obsazeny v mnohych detergentech, natérovych
hmotach, pesticidech, kosmetickych p¥ipravcich apod.’.
DalS§im vyznamnym zdrojem xenoestrogenil jsou farma-
ceutické preparaty na bazi estrogentt — hormonalni anti-
koncepce, jejiz ucinnou latkou je nejcastéji 17a-
ethynylestradiol, vzacn¢ mestranol (tj. methylethynylestra-
diol) nebo estradiolvaleran'?, a specifické 1éky obsahujici
napf. diethylstilbestrol’.



Chem. Listy 101, 706-712 (2007)

3. Chemicka struktura estrogennich sloucenin

Rada latek vykazujicich estrogenni aktivitu mé spo-
lecné strukturni rysy, které lze zjednodusSené nastinit jako
pritomnost fenolu nebo jeho funkéniho ekvivalentu, zpra-
vidla s volnou polohou ortho a s pomérné objemnymi hyd-
rofobnimi skupinami v polohach meta nebo para’. Toto
vSak neni nutnou podminkou estrogenniho pisobeni. Es-
trogenni receptory jsou schopné vazat velmi Sirokou skalu
ruznych nesteroidnich latek, které mohou, ale nemusi, byt
strukturnimi analogy 17p-estradiolu®™"'. Vzhledem k velké
rozmanitosti dosud zndmych environmentalnich estrogenti
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nelze zobecnit strukturni nositele estrogenity'®. Strukturu
nejbéznéji se vyskytujicich sloucenin s estrogenni aktivi-
tou je mozné porovnat na obr. 1. Obecné se jedna o latky
lipofilniho charakteru, odolné vuci rozkladu, schopné bio-
akumulace v tukové tkani a v biomembranach™’.

V piipad¢ alkylfenoll estrogenni ucinek siln€¢ zavisi
na velikosti a stupni rozvétvenosti alkylu a na jeho pozici
na aromatickém jadfe; maximalni estrogenni odezvu vyka-
zuje terciarni oktylfenol''. Vyraznou estrogenitu lze oe-
kéavat obecné u fenoll substituovanych v para poloze jedi-
nym alkylem sestavajicim ze 6 az 8 atomu uhliku, z nichz
ten nejblize aromatického jadra je terciarni'.

CH, OH CH, O CH, OH
HO HO HO
estradiol estron estriol
b
genistein daidzein eqUO1
OH O CH, OH O CH,
c o o
HO F o HO = OH
Zearalenon zearalanol
d CH, OH
C=H CH, CH, CH,
\
HO@?—CH;CHZ—?H—CHZ—Cm HO@?—CHZ—Q—CHs
CH, CH, CH,  CH,
HO
. 4-nonylfenol
ethynylestradiol (vybrany isomer) 4-terc-oktylfenol

Obr. 1. Struktura vybranych latek s estrogennim ucinkem; (a)endogenni estrogeny, (b) fytoestrogeny, (c) mykoestrogeny,

(d) xenoestrogeny
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4. Zdroje estrogenii

Hlavni  podil latek  estrogenniho  charakteru
v méstskych odpadnich vodach pochdzi z lidské moéi'.
Mo¢ Zen obsahuje estriol, estradiol, estron, pfipadné ethy-
nylestradiol (pfi uzivani hormonalni antikoncepce)'®. Ethy-
nylestradiol byva v odpadnich vodach pfitomen
v koncentracich fadové 10'ng 1" az 10*ngl™" (cit.'®).
Meéstské odpadni vody obsahuji také rezidua 1€k na bazi
estrogenu”.

Prevazna Cast estrogent se z téla vylucuje v konjugo-
vanych formach jako glukuronidy nebo sirany, které jsou
biologicky podstatné méné aktivni nez formy volné'.
Avsak jiz béhem transportu odpadnich vod dochazi
k dekonjugaci, kterd dale pokracuje pfi kontaktu
s aktivovanym kalem na Gistirnach odpadnich vod*". Za
dekonjugaci jsou zodpovédné zejména bakterie Escheri-
chia coli*>'®.

Meéstské odpadni vody dale obsahuji Sirokou skalu
syntetickych chemikalii s estrogenni aktivitou, které po-
chazeji z detergentil, prostfedkil pro osobni hygienu, kos-
metickych p¥ipravkd, potravin, pesticidi aj.'’. B&ng lze
v odpadni vodé detegovat napf. nonylfenol, oktylfenol,
bisfenol A a dalsi latky'*"”.

Vydatnym zdrojem steroidnich estrogenil jsou odpady
z chovu hospodaiskych zvitat, jejichz fekalie obsahuji
v zavislosti na pivodci 17a-estradiol, 17p-estradiol, estron
a estriol, a to konjugované i volné'". Kontaminovany by-
vaji také nadrze suzitkovou vodou na farmach nebo
v blizkosti pastvin®.

5. U¢inky exogennich estrogenti na organismy

Environmentalni estrogeny vétsinou imituji hormony,
vazou se misto nich na estrogenni receptory a vyvolavaji
odezvu (stejnou nebo jinou nez endogenni hormony); exis-
tuje nékolik rfiznych mechanismii G&inku®. Nékteré xe-
noestrogeny na receptory pusobi chemicky a aktivuji je,
nékteré je naopak inaktivuji, jiné naruSuji metabolismus
hormonti apod.™®. Existuji dva typy estrogennich recepto-
ri: o a B (cit.®). Napt. 17p-estradiol, 17a-ethynylestradiol
a diethylstilbestrol se pfednostné vazou na receptory o,
xenoestrogeny a fytoestrogeny maji zpravidla stejnou afi-
nitu k receptorim o i B (vyjimkou jsou napf. isoflavonoi-
dy, které preferuji receptor p)**'.

Estrogenni G¢inek environmentalnich estrogent byva
ve srovnani s pfirozenymi hormony niz§i (estrogenni po-
tencial se lisi az o nékolik adl), coz ovSem Casto byva
kompenzovéano vyssi koncentraci téchto latek ve vodach.
Nékteré studie (napf. cit.’) navic uvadgji, ze se environ-
mentalni estrogeny mohou na estrogenni receptory vazat
prednostné pied 17p-estradiolem. V piipadé soucasného
vyskytu vice xenoestrogent se jejich ué¢inky mohou prav-
dépodobné i nésobit.

V téle ryb exponovanych estrogennim latkdm dochazi
k nepfiméfené indukei tvorby vitellogeninu'®**. Vitelloge-
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nin je fosfolipoglykoprotein, ktery slouzi jako prekurzor
bilkovin vajecného zloutku nizsich obratlovct, syntetizuje
se v jatrech a krvi se transportuje do vajecnikd, kde z néj
vznikaji bilkoviny a stavaji se soucasti vyvijejicich se vaji-
&ek™?. Tvorba vitellogeninu je regulovéna estrogenem a je
indukovatelna nejen u samicek, ale i u samecki, jsou-li
exponovani latkdam s estrogennim w&inkem?. K indukci
postacuje napf. koncentrace ethynylestradiolu ve vodé
0,1 ng I"* (cit.'?). Nadmérna syntéza vitellogeninu piedsta-
vuje pro organismy metabolicky stres, riziko poskozeni
jater a ledvin, event. Gbytek vapniku z kosti®.

S kontaminaci Zivotniho prostfedi endokrinnimi disrup-
tory byva davan do souvislosti naristajici vyskyt vyvojo-
vych poruch &loveka'>**. Estrogenni latky pro &lovéka
totiz znamenaji potencialni riziko vzniku riznych abnor-
malit v estrogennich cilovych tkanich plodu®**. Néktera
fakta dokonce nasvédcuji tomu, Ze u lidské populace na
ruznych mistech svéta postupné dochazi k poklesu produk-
ce spermii, a predpoklada se, ze pri¢inou je expozice envi-
ronmentalnim estrogentim®. Aviak znalosti o vlivu endo-
krinnich disruptorti na lidské zdravi je dosud velice malo.
V divokych populacich vodnich i nékterych suchozem-
skych organismi byl prokazan vliv kontaminace vody
xenoestrogeny a prirozenymi estrogeny na plodnost, sexu-
alni diferenciaci a vyvoj>>'>'"**. Pfikladem je extrémni
vyskyt vyvojovych poruch aligatord v jezete Apopka na
Florid¢, téméf kompletni Gthyn urcitého vyvojového stadia
pstruha v jezete Ontario v Kanadé nebo poruchy reproduk-
ce ryb v mnoha jinych lokalitach®. Udava se”®, 7e chronic-
ka expozice ryb a vodnich bezobratlych zivocichli exogen-
nim estrogentim miize zpisobovat vyvojové a reprodukéni
poruchy jiz pi koncentracich fadové ng 1. V pripadé
nonylfenolu byla pfi pokusech s potkany jednoznacné
prokazana jeho testikularni toxicita, v jejimz duasledku
dochézi k naruSeni spermatogeneze; analogické Ucinky lze
ocekavat i u loveka™.

Naopak pusobeni fytoestrogenti na lidsky organismus
byva hodnoceno pozitivné. Pfisuzuji se jim preventivni
ucinky proti rakoving, antioxidacni efekt, kardioprotektiv-
ni vlastnosti, ochranné uéinky pted osteopordzou aj.>’?'.
Pii konzumaci pfiméfeného mnozstvi potravin bohatych
na fytoestrogeny se neni tfeba obavat odezvy organismu
na estrogenni stimulaci, protoZze fytoestrogeny disponuji
relativné nizkou estrogenni aktivitou, obecné jsou rozpust-
n¢js$i nez ostatni skupiny latek s estrogennim ucinkem
a nekumuluji se ve tkanich’.

6. Kvantitativni vyjadieni estrogenity

Porovnanim intenzity estrogennich ucinki latek lze
stanovit jejich tzv. relativni estrogenni potencidl, pficemz
jednotkovy estrogenni potencial nalezi 17p-estradiolu’.
V literatute® lze nalézt hodnoty estrogenniho potencialu
vybranych latek, stanovené riznymi metodami. Je-1i estro-
genni potencial 17B-estradiolu roven 1, pak primérné es-
trogenni potencialy Cini: diethylstilbestrol 3,0; 17a-
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ethynylestradiol 2,2; estriol 0,18; estron 0,03; genistein
6,6:107%; kumestrol 4,9-107%; 4-terc-oktylfenol 1,6:107";
bisfenol A 6,1:10™; 4-nonylfenol 5,2:107* (cit.*). Srovna-
nim vysledktl ziskanych jednotlivymi metodami lze zjistit,
ze se lisi afinita nékterych latek k estrogennim receptorim
o a B. Vramei jiné studie'” byly na zékladé hodnot ECs
vypocitany nasledujici relativni estrogenni potencialy:
1,15 pro 17o-ethynylestradiol, 0,25 pro estron a 0,08 pro
estriol.

Koncentrace estrogennich latek ve vodach se Casto
vyjadiuje vtzv. estradiolovych ekvivalentech EEQ
(cit.*"%). Hodnota EEQ vzorku se vypoéita jako suma kon-
centraci jednotlivych latek estrogenniho charakteru néso-
benych jejich relativnim estrogennim potencialem’, nebo
jako podil hodnot ECs, 17B-estradiolu a vzorku'?.

7. Biodegradace estrogennich sloucenin
na Cistirnach odpadnich vod

Biodegradace estradiolu jsou schopny rozli¢né druhy
mikroorganisma'®, z aktivovaného kalu se podafilo izolo-
vat’’ napf. gram-negativni bakterie Novosphingobium sp.
Mechanismus biodegradace (nejen) béhem aktivacniho
procesu spoliva v oxidaci na estron'>'’, pak nasleduje
hydroxylace aromatického kruhu a jeho Stépeni a/nebo
hydroxylace cyklu na opaéném konci molekuly'’.

Biodegradace ethynylestradiolu je podminéna nitrifi-
kacni kapacitou aktivovaného kalu®®. Nitrifika¢ni bakterie
totiz ethynylestradiol spolu s dal§imi organickymi latkami
kometabolizuji**. Vzhledem ke znaténému rozsiteni nitrifi-
kacnich bakterii v pudé i ve vodach lze ptedpokladat, ze
biodegradace ethynylestradiolu pokracuje i po opusténi
COV?. Data publikovana v praci'? oviem naopak sv&dgi
o biologické stabilit¢ ethynylestradiolu v povrchovych
vodach.

Ve splaskovych odpadnich vodach se koncentrace
steroidnich estrogeni obvykle pohybuje v rozmezi od
Ingl™ do 80ngl™" (cit."®). Koncentrace vybranych

Tabulka I
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estrogennich latek v pfitocich na Cistirny byly monitorova-
ny napf. na souboru COV v Rimé a byly zji§tény nasledu-
jici dlouhodobé praméry: estron 15ngl™ az 60ngl™,
estradiol 10 ng 1™ az 31 ng1™', estriol 23 ng 1" az 48 ng 1™,
bisfenol A 332 ng 1" a7 339 ng I'", nonylfenol 4194 ng 1" az
8767 ng 1" (cit.*). Na vybranych COV v Paiizi byly zazna-
menany'? hodnoty pohybuijici se spiSe pii spodnim okraji
téchto rozsahti: estron 9,6 ng1™' az 17,6 ng 1™, estradiol
11,1 ng 1" az 17,4 ng ", estriol 11,4 ng "' az 15,2 ng I
navic je uveden ethynylestradiol 4,9 ng1™" az 7,1 ng 1™,
naopak nebyla sledovana koncentrace bisfenolu A ani
nonylfenolu.

Ze studie'”, ktera pojednavé o odstraiiovani estrogeni-
ty béhem ¢&istictho procesu na dvaceti méstskych COV
ve Svédsku, vyplyvaji nasledujici poznatky:

—  nejvysii uginnosti dosahuji COV s aktivaci,

— nizkou ucinnost vykazuji biofiltry,

—  pfi chemickém srdZeni prakticky nedochazi k poklesu
estrogenity,

— UCinnost lze zvysit prodlouZzenim doby zdrZeni

v aktivaéni nadrzi,

—  ptiznivy vliv ma zafazeni anoxického stupné.

Uginnost odstranéni estrogennich sloudenin je na
riiznych COV rozdilna a zavisi predeviim na slozeni prité-
kajicich odpadnich vod, typu Cdistirny, technologickych
parametrech, teploté aj. Napf. ucinnost odstranéni na jedné
z COV v Rimé se uvadi' pro estron 61 %, estradiol 87 %,
estriol 95 %, ethynylestradiol 85 %. Relativné maly ubytek
estronu lze vysvétlit tim, Ze soucasné vznika oxidaci estra-
diolu'®. Podstatné niz§i ucinnost odstranéni estrogenni
aktivity byla zaznamenana na skuping vybranych COV ve
Francii'?: estron 44 % az 59 %, estradiol 43 % aZ 60 %,
estriol 40 % az 67 %, ethynylestradiol 34 % az 45 %. Na
stejném souboru COV byla na zakladé testovani estrogenni
aktivity in vitro shledana G¢innost odstranéni estrogenity
v rozmezi 62 % az 97 %, coz je vsak o 20 % az o 40 %
vy$§i ucinnost, nez jaka byla vypoctena na zakladé bilance
estrogennich latek v piitoku a v odtoku'”. Tento rozdil je
pfipisovan'? pfitomnosti neidentifikovanych rozlozitelnych

Prehled koncentrace vybranych estrogenii v odtocich z riiznych Cistiren odpadnich vod

Latka Koncentrace v odtocich ze sledovanych COV [ng '] v zemich

V. Britanie Francie Némecko Italie Svédsko Kanada
Estron 1 az 80 43az72 <ms az 70 5az 30 5,8 <ms az 48
Estradiol 1az50 45az772 <ms az 3 3az8 1,1 <ms az 64
Ethynyl-estradiol <msaz7 2,7az4,5 <msaz 15 X 4,5 <ms az 42
Bisfenol A X 16 13 az 36 490 X
Nonylfenol < ms az 5400 X 199 1120 az 2235 840 800 az 15000
Literatura 17, 31 12 4,17 8 22 17, 30

ms — mez stanoveni; X — hodnoty nejsou k dispozici
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xenoestrogenll v pfitoku nebo naopak stabilnich kontami-
nantl s antiestrogennim ucinkem v odtoku. Rozdily mezi
estrogenni aktivitou odhadovanou a zjisténou pfi testech
in vitro lze také vysvétlit tim, Ze nelze predpokladat aditi-
vitu estrogenniho uc¢inku.

Na celkové estrogenité odtokiit zCOV mé nejvétsi
podil zpravidla estradiol, estron a ethynylestradiol'®. Podle
nékterych pramenti (napk. cit.'®) byva koncentrace estronu
v odtocich z COV minimélné desetkrat vy$si nez estradio-
trogenni disruptor pochazejici z COV'®. Jiné prace (napf.
cit.") uvadgji, Ze koncentrace estronu a estradiolu
v odtocich je obvykle srovnatelna. Ethynylestradiol zodpo-
vida napt. za 14 % az 19 % estrogenni aktivity odtoki
z COV (tyka se Patize)'>. Ve srovnani s jinymi evropsky-
mi zemémi mé Spanélsko (resp. nékteré jeho oblasti)
v odtocich z COV a nasledng i v fekach extrémné vysoké
koncentrace nonylfenolu, coz je dano jednak hojnym pou-
zivanim alkylfenolethoxylati, jednak nepfiznivym pomé-
rem objemu vypousténych odpadnich vod a pritoku vody
viekach (zvla§té v letnich mésicich)”’. Obvyklé stfedni
hodnoty koncentraci estrogenti nejbéznéji se vyskytujicich
v odtocich z COV uvadi tabulka I. V pfepoétu na estradio-
lové ekvivalenty EEQ se estrogenita odtokd z méstskych
COV pohybuje zpravidla v rozmezi od 2,5 ng 1" do 25 ng 1™
(zjidt&no v Némecku)".

V diisledku netplného odstrafiovani na COV latky
s estrogenni aktivitou prechéazeji do povrchovych vod,
pfipadné se adsorbuji na sedimenty a mohou kontaminovat
podzemni vodu*'2. Odtoky z COV jsou hlavnim zdrojem
estrogennich latek v povrchovych vodach'>.

8. Estrogenita a biodegradabilita alkylfenoli

Vzhledem k Sirokému méfitku pouziti a soucasné
vysoké biologické stabilit¢ a nezanedbatelné estrogenni
talni estrogeny.

Nonylfenol obecné vyvolava estrogenni odezvu®'*?,
aviak rozhodujici je struktura nonylu. Autofi prace’" zjisti-
li, Ze estrogenni potencidl smési rozvétvenych isomert je
vy$§i neZ linearniho nonylfenolu. Naopak jini autofi''
nasli témet stejné interakce s estrogennimi receptory
4-n-nonylfenolu jako smési rozvétvenych isomert 4-nonyl-
fenolu. Zalezi tedy na aplikované metodé stanoveni estro-
genity. Nejvyraznéjsi estrogenni aktivitu vykazuje isomer
4-(1,1,4-trimethylhexyl)fenol (cit."*). Estrogenni potencial
4-terc-oktylfenolu je vyssi nez smési rozvétvenych isome-
ri 4-nonylfenolu (cit.'") a linearni 4-oktylfenol estrogenni
G&inky prakticky nema®. Estrogenni piisobeni nonylfenolu
na ryby bylo prokazano napf. na lososech Sa/mo salar®,
na kaprech Cyprinus carpio™, na halangicich Oryzias lati-
pes (jiz od koncentrace 0,1 ug 1")**. Rovnéz byla zazna-
menana bioakumulace nonylfenolu v tle ryb**.

Utinného odstranéni estrogenity nonylfenolu Ize do-
cilit pomoci ligninolytickych enzyma?”*. Tyto extracelu-
larni enzymy, produkované nékterymi stopkovytrusymi
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houbami, rozkladaji rovnéz estradiol, ethynylestradiol,
bisfenol A a dalsi latky?’.

Avsak vic¢i smésnym kulturdm mikroorganismi pfi-
tomnym v aktivovaném kalu, v povrchovych vodéach nebo
v pide jsou alkylfenoly velmi rezistentni. Ve zna¢né mite
se adsorbuji na sedimenty, pidni ¢astice a organickou
hmotu v kalovych agregatech, coz snizuje jejich biologic-
kou dostupnost pro mikroorganismy a soucasné mobilitu
v prosttedi*®*®. Biodegradace alkylfenold je podminéna
dostate¢nym piistupem kysliku®®. Proto v sedimentech
nebo v pudé rozklad probiha zpravidla pomaleji nez ve
vodnim sloupci. Anaerobné stabilizovany kal z COV ob-
vykle obsahuje vysoké koncentrace nonylfenolu, ktery se
v piipadé aplikace kalu v zemédélstvi dostava do pady™.
V anaerobnich podminkach uvniti kalovych agregati je
nonylfenol rezistentni, biodegradaci podléhd pouze na
povrchu agregati nebo v homogenizované smési pudy
a kalu za dostate¢ného piistupu kysliku®®.

Biodegradabilita nonylfenolu vyznamné zavisi na
teploté, coz bylo prokazano napt. pomoci laboratorniho
modelu SCAS (semi-continuous activated sludge — semi-
kontinudlni model s aktivovanym kalem): zatimco pfi tep-
lot¢ vrozmezi 10 °C az 15 °C bylo dosazeno u¢innosti
odstranéni nonylfenolu 30 % az 50 %, pfi teplot¢ kolem
28 °C ¢&inil stupeit odstranéni az 99 % (cit.”’). Rovnéz byl
shledan®® pozitivni vliv vy$§i teploty na rozklad nonylfe-
nolu v sedimentech.

Dulezitym faktorem z hlediska biologické rozlozitel-
nosti alkylfenoli je struktura alkylu. Respirometrické testy
biodegradability se smésnou kulturou mikroorganism
(podle CSN EN 29408) prokazaly, e zatimco smés roz-
vétvenych isomert 4-nonylfenolu nejevi za danych podmi-
nek zadné znamky rozkladu, linearni 4-nonylfenol podlehl
alesponi ¢astecné biodegradaci. Stupei rozkladu 4-n-nonyl-
fenolu, vypocitany na zakladé biochemické spotieby kysli-
ku za 28 dni €inil 60 %, coZ je pravé limitni hodnota pro
hodnoceni latky jako snadno rozlozitelné.

Z aktivovaného kalu byly izolovany™ kvasinky Can-
dida maltosa, které jsou schopné rozkladat nonylfenol
vyhradné s linedrnim alkylem. Rozvétvené isomery nonyl-
fenolu za urcitych podminek utilizuji napt. bakterie rodu
Pseudomonas® nebo Sphingomonas™.

9. Kontaminace povrchovych vod

Ackoliv se estrogenni latky znacné adsorbuji na sedi-
menty a pudni Castice, soucasné zustavaji dostatecné mo-
bilni na to, aby kontaminovaly vodu. Silnou afinitu
k sedimentlim vykazuji napt. alkylfenoly, podstatné slabsi
estrogenni steroidy, prakticky zanedbatelnou bisfenol A
(cit.*h.

Koncentrace estrogennich latek v podélném profilu
vodnich toku klesa po proudu s rostouci vzdalenosti od
vytsténi odtokdi z COV (cit.*?). Tato skuteEnost je dana
nejen nafedénim a promichanim vycisténé odpadni vody
s povrchovou vodou, ale také pokracujicim rozkladem
alespon nékterych estrogennich latek, ptipadné jejich sorp-
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ci na tuhé castice. Koncentrace se rovnéz méni s ¢asem,
coz pravdépodobn€ souvisi s proménlivymi sradzkami,
s kolisanim kvality i pritoku vypousténé vody z COV,
vé vody vykazuji obvykle v letnich mésicich*’. Zajimavé
je, ze v moktadnim ekosystému byl shledan** v&tsi ubytek
estrogenniho potencialu nez na stejné dlouhém useku
v fece.

Napf. v fekach v okoli Pafize se koncentrace estroge-
ni  pohybuje #adové vjednotkich ngl™', pritemz
na estrogennim potenciadlu vody se asi ze 35 % az 50 %
podili ethynylestradiol (cit.'?). V n&kterych lokalitach,
napft. v okoli Barcelony, dominuje nonylfenol, jehoz kon-
centrace v fekach dosahuje az stovek pgl™” (cit.”).
V fekach v jiznim Némecku byly nalezeny® koncentrace
steroidnich estrogent i bisfenolu A fadové v jednotkach
ng 1™, alkylfenoli v jednotkach az desitkich ng ™. Srov-
natelné hodnoty byly stanoveny® ve vzorcich z italské feky
Tiber, pouze koncentrace nonylfenolu se pohybovala po-
nékud vyse (kolem 1400 ng 17").

Snizit pfisun estrogennich latek do recipientt 1ze po-
moci legislativnich opatfeni, kterd omezi nebo dokonce
zakazou aplikaci téchto latek v praimyslovych produktech.
Napf. oxyethylenaty alkylfenoli jiz jsou zafazeny
do seznamu nebezpecnych chemickych latek a nebezpec-
nych chemickych pfipravkd, jejichz uvadéni na trh je zaka-
z4no nebo omezeno (Vyhlaska MZP &. 221/2004 Sb.).
Sdruzeni vétSich vyrobcd pracich prostfedktt se v ramci
dobrovolné dohody s MZP zieklo aplikace tenzidii na bazi
alkylfenolethoxylati v detergentech  pro domacnost.
V nafizeni vlady CR ¢&. 61/2003 Sb. o ukazatelich a hodno-
tach ptipustného znecisténi povrchovych vod a odpadnich
vod jsou uvedeny imisni limity pro nonylfenoly (0,33 ug1™)
a pro oktylfenol (0,01 ug 1I”™").

Pokud se povrchova voda upravuje na pitnou, je tfeba
vzit v Gvahu riziko kontaminace endokrinnimi disruptory'2.
Mohou byt pfitomny v nezanedbatelnych koncentracich —
v jisté vodovodni vod& napf. bylo stanoveno 2,1 ngl™
estradiolu a 0,5 ng I ethynylestradiolu (cit.'?). Autofi
prace*! zjistili, ze ve vodonosné vrstvé dochazi k pom&rné
rychlé biodegradaci estradiolu i 4-n-nonylfenolu (s poloca-
sem rozpadu 2 d resp. 7 d) a k pomalé biodegradaci ethy-
nylestradiolu (s polo¢asem rozpadu 81 d), avSak vzdy je
nezbytnym ptedpokladem aerobni prostiedi.

10. Metody stanoveni latek s estrogenni
aktivitou

Je tfeba rozliSovat mezi analytickym stanovenim jed-
notlivych latek a stanovenim jejich celkovych estrogen-
nich u¢inkl. Analytické metodiky pro stanoveni endokrin-
nich disruptord ve vodach jsou zalozeny na separaci latek
ze vzorku (vétSinou se pouziva extrakce tuhou fazi) a na-
sledném stanoveni vhodnou chromatografickou technikou.
Podrobnosti o moZnostech analytického stanoveni estro-
gennich sloudenin Ize nalézt napf. v literatuie®. Tyto meto-
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dy sice umoziuji identifikaci a kvantifikaci latek estrogen-
niho charakteru, av§ak pro posouzeni estrogenity se jevi
vhodnéjsi metody vyuzivajici biologické materialy, které
stanovi estrogenni aktivitu vzorku.

Estrogenitu lze detegovat riznymi technikami, zalo-
zenymi na aktivaci ur€itych genti ¢i enzymt, na kontrole
proliferace jistych bunék, nebo vyuzivajicimi specifické
bioindikatory®. V praxi se pouZivaji jak testy in vitro, tak
testy in vivo. Jednotlivé metody pracuji za riznych podmi-
nek, vykazuji rozdilnou citlivost a vysledky byvaji vza-
jemné obtizné srovnatelné®.

Jako bioindikator se pouziva napi. vitellogenin®>,
laktoferrin®, specifické bilkoviny Zrp (bilkoviny Zona
radiata)®, glukosa-6-fosfat dehydrogenasa nebo ornithin
dekarboxylasa®. Je-li vitellogenin detegovan v krvi samci,
dokazuje expozici estrogeny’. Laktoferrin je glykoprotein
vazajici zelezo, ktery ma mnoho biologickych funkci;
k diikazu estrogenii se vyuzivd jeho zvySena hladina
v d&loze pokusnych mysi’. Bilkoviny Zrp slouZi jako obal
vyvijejicich se vajicek a jevi se dokonce mnohem citlivej-
§im indikatorem estrogenni stimulace neZ vitellogenin®.

Byly vyvinuty také specialni metody pro stanoveni
estrogenity, které jsou zaloZeny na zkoumdni vazby mezi
latkou a receptorem (viz napf. studie').
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are insofar biologically stable that their removal by water
treatment is incomplete and thus they contaminate the
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production disorders and evolution defects in a number of
animals. With humans, it is assumed that inadequate ac-
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1. Uvod

Nanaseni vrstev za velmi nizkych tlakd je proces zna-
my jiZz ptes 150 let. Pii studiu doutnavych vyboji zazna-
menal William Grove jev, oznafeny pozdé€ji jako
,hapraSovani® (sputtering); na vyleSténé stfibrné desticce
zapojené jako anoda v elektrickém oblouku vytvofil ndnos
stiibra, jehoZ zdrojem byl drat zapojeny jako katoda'. Gro-
ve se timto jevem dale nezabyval a dnes jsou znaméjsi
jeho prace v oblasti elektrochemie, napf. vynalez palivové-
ho ¢lanku. V jedné ze svych praci, zabyvajicich se studi-
em optickych vlastnosti jemnych ¢éstic zlata, popsal Mi-
chael Faraday vznik tenké vrstvy, nanesené z plynné faze
beéhem ,,prudkého spalovani zlata pomoci Voltovy baterie
v blizkosti skla’...“. 1 vtomto pfipadé se jednalo spide
o ,,vedlejsi produkt® badani, a tak prvni detailni popis ob-
loukového nanaSeni vrstev pochazi od profesora A. W.
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Wrighta (Yale University) o 20 let pozdéji3 . Autorem né-
kolika patentl, popisujicich vyuziti vakuového nanaseni
kovi, je T.A.Edison*’. Techniku nanaseni kovi
v elektrickém oblouku vyuzil napt. k vytvareni matric pro
svuj fonograf. Rozsahly pohled na vyzkumné studie, které
pripravily pidu k bouflivému rozvoji technik vakuového
nanaseni v poslednich dvaceti letech, pfinaSi napf. prace
D. M. Mattoxe®. Lze mezi nimi jmenovat Penningiiv ob-
jev moznosti vazat plazma v blizkosti povrchu kombinaci
elektrického a magnetického pole’, coz byla pionyrska
prace v oblasti magnetronového naprasovani, nebo
Bradleyho praci o depozici uhliku v elektrickém oblouku®.
Naopak depozice pyrolytického uhliku popsana Sawyerem
a Manem’ jiz v roce 1880 je jednou z prvnich praci tykaji-
cich se tzv. chemické depozice z plynné faze (Chemical
Vapour Deposition — CVD). Pionyrskou praci v oblasti
iontového platovani (Ion Plating) byla Mattoxova studie
z roku 1963, popisujici vliv potencialu na urychleni iontd
b&hem nanégeni z plazmatu'’,

Jedna z prvnich zminek o pouziti vakuového nanaseni
vrstev k protikoroznim ucellim se tyka vakuového kadmio-
vani''. Vakuovym kadmiovanim se lze totiz vyhnout jedné
nepiijemné vlastnosti, kterou se vyznacCuje elektrolytické
kadmiovéni, a sice penetraci vodiku do struktury chréné-
ného kovu, vedouci k vodikovému kiehnuti chranéného
materidlu. Problémem vSech kadmiovych vrstev pochopi-
teln¢ zGstava jina negativni vlastnost kadmia, a tou je toxi-
cita.

Pravé toxicita kadmia je divodem fady legislativnich
restrikci umoziujicich pouziti kadmiovych vrstev jen pro
specialni protikorozni aplikace (napf. direktivy EU 91/338/
EEC a 76/769/EEC).

Tato prace struéné diskutuje n€kolik zékladnich zpt-
sobil nanaSeni tenkych vrstev za nizkych tlakli a pfinasi

Senych fyzikalni depozici.

2. Metody nanaSeni vrstev

Obecnou podstatou téchto metod je tvorba vrstvy
kondenzaci z plynné faze. Podle toho, zda se pfi tvorbé
vrstvy uplatiuji fyzikalni principy, nebo zda vrstva vznika
chemickou reakci prekurzord, 1ze tyto metody rozdélit na
fyzikélni depozici z plynné faze (metody PVD — Physical
Vapour Deposition) nebo na jiz zminénou depozici che-
mickou (metody CVD) .

2.1. Chemicka depozice z plynné faze

Metody CVD jsou star$i nez PVD a jejich podstatou
je to, ze k tvorbé povlaku dochazi chemickou reakci na
povrchu povlakovaného substratu. Tim je vytvéafena tuha
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vrstva pozadované latky. Obvykla tloustka naneseného
povlaku se pohybuje vrozmezi 0,1 az 10 ym. CVD je
systém s otevienym vstupem a vystupem plynu a zafizeni
se sklad4d z nasledujicich ¢asti: systém pro zplyhovéni,
chemicky reaktor s objemem v rozsahu cm® az m®, v némz
jsou umistény povlakované predméty, a odpadni systém
pro zreagovany plyn. Vstupni slou¢eniny mohou byt anor-
ganické (napf. halogenidy, hydridy, karbonyly) nebo orga-
nické (napt. alkyloxidy nebo organokovové slouceniny).
Struktura povlaku je vysledkem nékolika kroki: adsorpce
— desorpce, povrchové reakce, difuze povrchem, nukleace,
vytvofeni vrstvy a procest starnuti ve vrstvé béhem nana-
Seni. Povrchové chemické reakce, predstavujici vlastni
depozici, neprobihaji samovolné. Pouziva se proto fada
zpusobl aktivace, z nichz nejbéznéjsi je termicka (TCVD
— Thermal CVD). Provadi se bud’ zahtatim reaktoru obsa-
hujiciho vzorky (teplosténny reaktor) nebo pouhym zahia-
tim vzorkll (chladnosténné procesy) na teplotu nanaseni.
Prikladem vysokoteplotniho CVD procesu miize byt depo-
ziéni reakce nitridu titanu'?:

TiCl;+ 12N, —» TiN+2 Cl,

kterd probihd pfi teplot¢ 1100 °C. Chemickd reakce na
povrchu mize byt také aktivovana laserem. V takovém
pfipadé je mozné lokalni nanaSeni v jednotkach mikromet-
ri. Laserovy proces CVD miiZe byt ptevazné tepelny nebo
prevazné fotochemicky (foto CVD) a umoznuje povlako-
vani povrchd pfimym laserovym zapisem. Rychlost nana-
Seni (0,1-1 pm min™") je vetsinou kompromisem mezi
strukturou povlaku a nanasenym praskem. Tepelné aktivo-
vané nanaseni CVD se prumyslové vyuziva pifi vyrobé
tvrdych povlaki (TiC, TiN, Al,Os) a v depozi¢nich proce-
sech pfi vyrobé elektronickych soucastek (Si, SiO,, Si3Ny).
Nutnost udrzeni substratu na vysoké teploté po dostatecné
dlouhou dobu 1ze povazovat za zékladni nevyhodu metody
CVD, kterd ji pro fadu pouziti diskvalifikuje. Metodu
TCVD nelze z tohoto diivodu pouzit napt. pro povlakovani
vysoce pevnych oceli, nebot’ vystaveni takového substratu
vysoké teploté by mélo za nasledek zmény v jeho struktuie
a vedlo by ke ztrat€ mechanickych vlastnosti ziskanych
predchozim tepelnym zpracovanim. Pouziti niz§ich teplot
je mozné napf. pfi plazmové aktivovaném povlakovani
CVD (Plasma Activated CVD — PACVD), které je téz
oznacovdno jako PECVD (Plasma Enhanced CVD).
K iniciaci plazmatu se vyuziva stejnosmérny vyboj nebo
stfidavy vyboj v rozmezi frekvenci od MHz do GHz. Ve
stejnosmérném vyboji je vzorek zapojen jako katoda
a vyboj se iniciuje mezi anodou a katodou. Povrch katody
se povlakuje a souCasné je bombardovan kladnymi ionty,
urychlenymi polem o intenzité n&kolika stovek Vm™
a proudovou hustotou 1-10 mA cm™. Jestlize je povlako-
vany vzorek izolant, je nutné uziti stfidavého vyboje, aby
se piedeslo vlivu nabijeni. Rlizna pohyblivost iontt a elek-
troni vede k vytvofeni vrstvy prostorového naboje
s potencialovym spadem podobnym jako ve stejnosmérné
plazmé. Plazma mize jednak tvorbou meziproduktt, radi-
kald, excitovanych molekul a iontd ménit slozeni plynné
faze (daleko od vzorkil) a muze také upravovat plynnou
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fazi a podminky povlakovani (ptimo nad povlakovanym
povrchem). Metody PACVD se vyuZiva k vyrobé€ tvrdych
povlakl na ocelich a pti vyrobé elektronickych prvkl
(SizNy).

Vzhledem k tomu, ze pii povlakovani CVD je nezbyt-
né udrzet vysokou teplotu substratu, aby na povrchu mohla
probéhnout chemicka reakce, nelze tento postup pouZzit na
vSechny druhy substrati. Dalsi nevyhodou je omezeny
rozsah prvki, majicich slou¢eniny v plynném skupenstvi.
Proto v poslednich letech ziskava ptrevahu povlakovani
PVD, které nevyzaduje setrvani substratu na vysoké teplo-
té a teplota povlakovaciho procesu je celkoveé nizsi.

2.2. Fyzikdlni depozice z plynné faze

Pii fyzikalni depozici z plynné faze je latka zvolena
k povlakovani uvoliiovana z kapalného nebo tuhého zdroje
(terce) ve formé atomt nebo molekul, transportovana ve
form¢ pary nizkotlakym prosttedim nebo plazmatem
k substratu, na jehoz povrchu kondenzuje. Ptiklady proce-
st PVD jsou schematicky zndzornény na obr. 1. Obvykle
se technologie PVD vyuzivaji k nanaseni vrstev, jejichz
tloustka se pohybuje v rozmezi 10~ az 10 um, lze je rov-
néz pouzit k nanaSeni multivrstev, vrstev o proménném
sloZeni, jakoz i velmi silnych vrstev (az mm). Na rozdil
od technik CVD se pouzivaji velmi nizké pracovni tlaky
(<100 Pa). Technologii PVD lze nanaSet Sirokou Skalu
anorganickych vrstev (kovy, slitiny, smési atd.) stejn¢ jako
nékteré organické vrstvy. Procesy PVD lze rozdé€lit zhruba
do dvou zakladnich kategorii — naprasovani (obr. 1b,c)
a napafovani'>'* (obr. 1a).

NapraSovani je proces zalozeny na sekundarni emisi
iontll. Dochdazi pfi ném k pfenosu kinetické energie z ener-
getické Castice (napf. iontu), dopadajici na pevny nebo
kapalny zdroj (ter¢). To vede k vypuzeni povrchovych
atoml nebo molekul do plynné faze. Zdrojem energetic-
kych ¢astic mize byt iontové délo nebo plazma za nizkého
tlaku (<0,5 Pa), ve kterém Ccastice vypuzené z povrchu
prochézeji minimem srazek. Ter¢ a substrat jsou umistény
ve vakuové komote s tlakem 10°—107° Pa. Ter¢& (katoda)
je pripojen ke zdroji zdporného prepéti a substrat je vetsi-
nou umistén proti ter¢i. Jako ter¢ se pouzivaji prvky, sliti-
ny, smési nebo chemické slouceniny. Pokud jsou nanaseny
slouceniny (napf. nitridy nebo karbidy), jsou v plazmatu
pritomny castice reaktivniho (pracovniho) plynu (napf.
dusiku nebo acetylenu).

Vlozenim magnetického pole do systému ziskdme
magnetronové naprasovani (obr. 1g,h), vyznacujici se vy-
razné vysS$i ucinnosti ionizace. Existuje n€kolik prostoro-
vych usporadani magnetronového povlakovani. Mize to
byt cylindricky, rovinny nebo magnetronovy S-
rozpraSovac. Cylindricky magnetron je velice vyhodny pfi
vytvateni rovnomérnych povlakii na velkych plochach,
protoze vyuziva dlouhé katody. Kromé toho je tato metoda
ucinnd pro povlakovani slozit¢ tvarovanych predmeéta.
Kovové a dielektrické filmy se pfipravuji pfi vyssich rych-
lostech nanaSeni s rovinnym magnetronem. Magnetronem
s S-rozpraSovaCem lze nejlépe vytvaiet vrstvy na tepelné
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Obr. 1. Schematické znazornéni piikladi procesii PVD; (a) vakuové napafovani, (b) plazmové naprasovani, (c) vakuové naprasovani,
(d) iontové platovani s termalnim zdrojem, (e) iontové platovani s obloukovym zdrojem , (f) depozice podporovana iontovym svazkem
(IBAD - Ion Beam Assisted Deposition), (g) napraSovani s rovnovaznym magnetronem, (h) naprasovani s nerovnovaznym magnetronem

citlivé substraty (napft. elektronické soucastky), nebot’ tato
metoda umoziuje dobrou izolaci substratu od plazmy.
Magnetron mize byt dale jesté rovnovazny (obr. 1g)
anerovnovazny (obr. 1h), pficemz druhd z uvedenych
moznosti je vyhodnéjsi, protoze umoziuje, aby se plazmat
lépe dostal k substratu a povlakovaci proces je tedy ucin-
néjsi.

Pfi naparovani se material prevede do stavu pary ruz-
nymi zpusoby zahtati (odporové€, indukéné, katodickym
a anodickym obloukem, elektronovym paprskem nebo
laserem). Napatfovani se provadi ve vakuu 107°-107% Pa.
Nevyhodou obloukového napafovani je vznik drobnych
kapek béhem procesu nanaseni, které negativné ovliviuji
kvalitu povlaku. Tento problém Ize odstranit pouzitim
elektromagnetického filtru, ktery makrocastice odstrani,
ale zaroven dojde ke zpomaleni procesu.

Smisenym PVD procesem je iontové platovani (Ion
Plating); proces je ob¢as nazyvan téz lon Assisted Deposi-
tion (IAD), kdy dochazi k vytvafeni atomarniho filmu
procesem, pii kterém je povrch substratu a/nebo nanaseny
film vystaven proudu ¢astic s vysokou energii, dostatecnou
k tomu, aby zplsobila zmény na rozhrani mezi filmem
a substratem. Muze tak dojit ke zmé&nam pfilnavosti filmu,
morfologie filmu, hustoty nebo napéti. Zdrojem nanase-
nych ¢astic miize byt napafovani, naprasovani, plyn nebo
para. Tontové platovani l1ze uskutecnit v prostfedi plazma-
tu, ze kterého pochazeji ionty bombardujici substrat
(obr. 1d,e), nebo ve vakuu. V takovém ptipad¢ je zdrojem
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iontl ,,iontové délo* a tato konfigurace se ¢asto oznacuje
jako Ion Beam Assisted Deposition (IBAD) (obr. 1f).

Existuje téz fada hybridnich procesi, napf. spojenim
obloukové a magnetronové technologie vznikla metoda
ABS (Arc Bond Sputtering), pfi které je adhezni mezivrst-
va nanesena obloukovym napatfovanim. Na tuto vrstvu je
pak dalsi vrstva napra$ena magnetronem'?.

Velka prizplisobivost procestt PVD umoziiuje nanaset
celou fadu materialt, véetné kovd, slitin, polovodicu,
supravodicli, polymera a pfipravovat ruzné typy kompozi-
ta (vlaknovy, casticovy). Kazda z uvedenych metod ma
svoje vyhody a nevyhody a je tfeba zvazit dalsi pouziti
povlakovaného pfedmétu a zvolit vhodny postup nanaseni.

3. PVD vrstvy a jejich korozni vlastnosti

Tvrdé PVD wvrstvy (nitridy, karbidy, karbonitridy,
oxidy...) jsou nandSeny na ruzné typy substrati (oceli,
sklo, plasty...) za Gcelem zlepSeni jejich funk¢nich ¢i este-
tickych vlastnosti. Povlakovanim lze ménit ve velmi Siro-
kém spektru povrchové vlastnosti pfedmétu, které casto
vlastnosti optické (barva, lesk, absorpce zafeni), pies zmé-
ny vlastnosti chemickych (korozni odolnost, rozpustnost
aj.), az po zmény vlastnosti elektrickych (vodivost), ¢i
mechanickych (tvrdost, koeficient tfeni aj.). Rozmanitost
vlastnosti ovlivnitelnych nanesenim vhodného povlaku se
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Obr. 2. Obecna zjednodusena schémata korozniho procesu s kyslikovou depolarizaci, probihajiciho v syst¢ému vodivy porézni
povlak (L) — kovovy substrat (Sub) o rizné elektrochemické uslechtilosti; (a) substrat uslechtilej$i nez povlak — v porech probiha
preferencné katodicky dgj, (b) povlak uslechtilejsi nez substrat — anodicky dé&j probiha preferencné v porech

odrazi i v §ifi aplika¢nich moznosti: od ochrany povrchi a
funkce dekorativni, pfes zvySovani zivotnosti nastroju a
soucasti ve strojirenstvi a zdravotnictvi, az po optické fil-
try ¢i mikroelektroniku.

Nejcastéji sledované parametry vrstev PVD zahrnuji
tloustku, pfilnavost k substratu, odolnost vici otéru, odol-
nost povlaku vuci korozi a poréznost. Z hlediska koroz-
nich charakteristik PVD je pravé poréznost kritickym para-
metrem. Rada vrstev se vyznaduje sloupcovou strukturou
(napf. vrstvy na béazi nitridu titanu'”), pro niZ je typicka
poréznost vertikalni viiéi povrchu'. Disledkem je relativ-
n¢ snadnd penetrabilita vrstvy elektrolytem a nasledny
rozvoj koroze substratu. Poréznost multivrstev byva nizsi,
nebot’ vrchni vrstva Casto uzavie pory ve vrstvé podlozni.
Dal§im problémem PVD vrstev mohou byt poruchy vznik-
1¢ béhem nanaseni — vméstky nebo makropory (tzv.
,.pinholes®) o pruméru Casto az desitek mikrometrti. Jejich
pfitomnost vede k velmi rychlému koroznimu napadeni.
Z korozniho hlediska dulezitou vlastnosti vétSiny tvrdych
PVD vrstev (tedy vrstev na bazi uhliku, nitrida, karbidu,
boridi a pfipadné oxidd chromu, titanu a zirkonia) je jejich
vyssi  elektrochemicka usSlechtilost vuci  substratu
z béznych oceli. V jejim dusledku piedstavuji tyto vrstvy
sice bariérovou, ale nikoliv elektrochemickou ochranu
proti korozi (obr.2a). Kapilarni kondenzace vlhkosti ¢i
prinik elektrolytu porem vede pak vétSinou k rozvoji ko-
roznitho napadeni, urychlenému lokalnimi galvanickymi
¢lanky mezi povlakem, chovajicim se jako katoda a méné
uSlechtilym substratem, tvoficim dno poéru a majicim ano-
dické chovani. Vysoky pomér plochy katody ku anodé
pak mize vést k vysoké proudové hustoté na anode¢, a tedy
k vysoké korozni rychlosti. Casto dochazi béhem relativng
kratké expozice k podkorodovani vrstvy PVD a jeji dela-
minaci. Vyjimku tvoii vrstvy PVD na bazi hliniku, které
jsou naopak vétSinou elektrochemicky méné uslechtilé nez
ocel a jsou tedy v zasadé schopny poskytovat ocelovému
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substratu elektrochemickou ochranu podobnym zplisobem
jako vrstvy zinku ¢i kadmia (obr. 2b).

Ke studiu koroznich vlastnosti vrstev PVD byvaji
aplikovany klasické expozi¢ni korozni testy (napt. expozi-
ce v solné mlze nebo v kondenzaéni komote), velmi Casto
se uzivaji elektrochemické metody. Uvadi se'®, Ze pfi sta-
noveni porozity maji elektrochemické metody vyhodu
pred rastrovaci elektronovou mikroskopii, kterda neni
schopna mikropory identifikovat. Z elektrochemickych
metod lze zminit napt. méfeni korozniho potencialu, méfe-
ni korozniho Sumu, stejnosmérné techniky (méfeni polari-
zacniho odporu linedrni polarizaci, méfeni polarizacnich
kiivek) nebo stfidavé techniky (elektrochemicka impe-
dan¢ni spektroskopie — EIS). Pouziti posledni uvedené
techniky pro studium pfenosového chovani poréznich
materialti bylo popséano jiz pied vice nez &tyficeti lety' ™',
Aplikace impedancni spektroskopie na studium koroduji-
cich substratl pokrytych povlaky PVD pfinasi fadu vyhod,
umoziuje napt. okamzitou identifikaci priniku elektrolytu
pory, sledovani rozvoje dulkové koroze substratu na dné
port i dalSich dé€ji, souvisejicich napf. s pfenosem hmoty
beéhem koroznich déju (obr. 3).

3.1. Povlaky na bazi titanu
a jeho sloucenin

Cisty titan sice patii k elektrochemicky malo uslechti-
lym prvkim, je ovSsem velmi snadno pasivovatelny. Pasiv-
ni vrstva na titanu je sloZzena obvykle z rutilu (nicméné
i dalsi modifikace oxidu titani¢ittho maji ochranné vlast-
nosti) a vyznaCuje se vétSinou znacnou homogenitou
a chemickou odolnosti. Nejbéznéjsi slouceninou titanu
nanéaSenou procesem PVD je bezesporu nitrid. M4 vynika-
jici tvrdost a otéruvzdornost a vysoce esteticky zlatoleskly
vzhled, a je tak pfedurcen i k dekorativnim aplikacim.
Vrstvy na bazi nitridu titanu se Casto aplikuji na namahané
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Obr. 3. Bodeho diagramy impedance (tj. zavislost modulu impedance a thlu fazového posunu na frekvenci) métené ve 3% NaCl pii
20 °C, substrat uhlikova ocel, PVD povlak CrCxNy o tloust’ce 2,4 um; (a) expozice 3 h — dosud nedoslo k priniku elektrolytu pory,
substrat je intaktni. (b) expozice 10 h — koroze substratu v porech povlaku, korozni dgj fizen difuzi koroznimi produkty (cit.”*)

nastroje, hroty vrtakd, fezné nastroje apod. Mezi potencial-
né¢ vyznamné technické aplikace patii depozice povlaku
TiN na povrch lopatek parnich turbin. Vysoka tvrdost TiN
vede ke zvyseni odolnosti vici korozné-eroznimu napade-
ni, zptisobenému mokrou parou'**.

Elektrochemickymi vlastnostmi titanovych povlaki
se zabyvala cela fada autorti. Creus a spol. sledovali elek-
trochemické vlastnosti Ti povlaku®' a zjistili, Ze hodnoty
potencialu klesaji od hodnot blizkych koroznimu potencia-
Iu pasivniho titanu (—380 mV vuci nasycené kalomelové
elektrod¢ (SCE)) az na =550 mV vs. SCE, coZ jsou hodno-
ty blizké koroznimu potencialu oceli v moiské vodé. Dalsi
vyvoj potencialu je podobny jako u oceli, coz potvrzuje, Ze
vrstva je porézni a dochazi k degradaci zakladniho materi-
alu. Korozni potencial oceli pokryté titanovym povlakem
PVD se po 15 dnech v motské vodé pohybuje okolo —
560 mV vs. SCE. Tento stfedni korozni potencial je vy-
sledkem koroze oceli pod titanovou vrstvou®.

Korozni odolnost uhlikové a korozivzdorné oceli
s povlakem TiN studovali Liu a spol.”’. Ukazalo se, Ze
metoda EIS je vhodna pfi stanoveni koroznich vlastnosti
a kvality povlaku TiN naneseném na korozné aktivnim
substratu (uhlikovad ocel). Vyuzitelnost této metody pro
sledovani koroznich vlastnosti vrstvy TiN na pasivnim
substratu (nerez ocel) je z divodu podobnosti odezvy
povlaku a substratu omezena.

Vzhledem k tomu, Ze metoda EIS je nedestruktivni,
umoziiuje nasledna dlouhodoba méfeni. Modelovanim EIS
spekter vzorkl s riznou dobou expozice v koroznim pro-
sttedi umoznuje sledovat zménu korozni odolnosti oceli
s povlaky PVD (cit.!>**26).

Senna a spol. provadéli zkousky povlaki TiC,N,
s proménlivym obsahem uhliku a dusiku. Povlak s vy$sim
obsahem uhliku je tvrdsi a vykazuje lepsi adhezi, ale zaro-
venl s rostoucim obsahem uhliku klesa korozni odolnost.
Divodem je evidentn€ rostouci poréznost a tedy vyssi
hustota korozniho poskozeni v t&chto povlacich?’.
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Rudenja a spol. studovali vliv pfediipravy nitridaci na
korozni odolnost TiN. Ukazalo se, ze takto ptedupravené
vzorky jsou odolngjii proti koroznimu napadeni*®. Odol-
nost povrchu povlaktt TiN proti oxidaci je mozné zvysit
implantaci hliniku do vrstvy. Implantace vede k vytvofeni
novych fazi, (TiAN nebo AIN, v povrchové vrstve™.
O nich bude pojednano v odstavci 3.5. Rovnéz implantace
chromu do vrstvy nitridu titanu ovliviiuje pozitivné koroz-
ni vlastnosti**?'.

3.2. Povlaky na bazi chromu
a jeho sloucenin

Ochranné vlastnosti vrstev na bazi chromu a jeho
sloucenin jsou podobné jako v piipadé titanovych vrstev
zpusobené tim, ze povlak je korozné odolnéjsi nez ocel.
Tato vlastnost je opé€t spojena s vys$si elektrochemickou
uslechtilosti, a tudiz jakékoliv poSkozeni nebo nehomoge-
nita snizuji korozni odolnost systému.

Studium morfologie a korozni odolnosti TiN a CrN
pomoci rastrovaci elektronové mikroskopie, rentgenové
difrakce (XRD) a EIS odhalilo, Ze povlaky na bazi chromu
maji hutnéjsi, jemné zrnitou strukturu a mensi poréznost
nez vrstvy na bézi titanu a jejich protikorozni ochrana je
tak lepsi'. Jestlize vzniknou korozn& aktivni dilky
pod povlakem nitridu titanu®*, dochazi k jejich rozsitovani
mnohem rychleji nez u CrN.

Hodnoty elektrodovych kapacit ziskané pomoci impe-
dan¢nich méfeni provadénych na PVD vrstvach chromu
atitanu, nanesenych na inertnim substratu, slouZily
k odhadu skute¢ného povrchu povlaku PVD. Vzhledem
k tomu, Ze velikost skute¢ného povrchu zavisi vyznamné
na hustoté a velikosti pord, 1ze téchto dat vyuzit k odhadu
poréznosti®’. Byla téZ nalezena souvislost morfologie po-
vrchu vrstev PVD a jejich korozni odolnosti. Elektroche-
micka méteni potvrdila, ze vrstvy CrN poskytuji podstatné
niz8$i ochranu ocelovému substratu, nez multivrstva CrN/
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NbN. Divodem je jiz vySe uvedena nizsi hustota defektu,
prostupujicich multivrstvou az k substratu®.

XRD a elektrochemicka méfeni na vrstvach Cr, Cr,N
a CrN nanasSenych pomoci katodového oblouku prokazala
souvislost jejich mikrostruktury a protikoroznich ochran-
nych schopnosti’’. Vrstvy CrN vykazaly nejnizsi poréz-
nost.

Vysledky elektrochemickych méteni ukézaly, ze po-
vlaky na bazi karbonitridu chromu maji az o dva fady vys-
§i poréznost nez povlaky nitridu chromu. V pfipadech
obou typt vrstev doslo pti méfeni k delaminaci povlaku,
zpuisobené lokalni korozi*®.

Impedan¢ni spektroskopie byla aplikovana téz ve
formé méfeni v elektrochemické mikrocele o rozliseni
10 pm ke studiu chovani defektt ve vrstvach CrN, a TiC,N,
(cit. ™)

3.3. Povlaky na bazi zirkonia

a jeho sloucenin

Korozni zkousky povlakd Zr, ZrN a ZrN/Zr ukazaly,
ze dvouvrstvy povlak ZrN/Zr ma lep$i korozni odolnost
neZ jednoduché vrstvy?®.

Miloev a spol.*” porovnavali chovani povlaki ZrN,
TiN a CrN, pfi¢emz zjistili, ze povlaky ZrN vykazuji po-
dobnou kinetiku a pribéh atmosférické oxidace jako po-
vlaky TiN. Bylo zkoumano téz korozni chovani povlaki
ZrB a ZrBN a moznost jejich vyuziti v protikorozni ochra-
n&*. Povlak ZrB je v porovnani s CrN a TiN méné kom-
paktni a hutny a jeho struktura se vyznacuje vysokou hus-
totou heterogenit (tj. vmeéstkd, dulki, pérd). Diusledkem je
maléd korozni odolnost tohoto povlaku. Struktura povlaku
ZrBN vykazovala niz$i hustotu heterogenit, a tedy lepsi
korozni odolnost nez ZrB, problematické oblasti predsta-
vovaly pouze hranice makrocastic a dilkd. Pro povlaky na
bazi zirkonia plati stejné pravidlo jako u TiN a CrN — jsou
elektrochemicky uSlechtilej$i nez b&zné oceli a poSkoze-
ni povlaku vétSinou vede k intenzivni korozi substratu
a nasledné az k delaminaci povlaku“.

3.4. Povlaky na béazi uhliku

V posledni dobé vzrostla obliba vrstev PVD na bazi
uhliku®™* oznagovanych &asto jako vrstvy DLC (diamond
like carbon). Tyto povlaky jsou vyhledavané pro svoje
zvlastni vlastnosti: vysokou tvrdost, dobrou tepelnou vodi-
vost, vynikajici tribologické vlastnosti, chemickou inert-
nost a biokompatibilitu. V zavislosti na podminkach po-
vlakovani mohou mit grafitovou, diamantovou nebo poly-
merni strukturu. Vrstvy s polymerni strukturou obsahuji
Casto znacné mnozstvi vodiku a jsou oznacovény jako tzv.
vrstvy C:H. Pfipravuji se pomoci plazmové depozice
(PECVD) pfi nizkych teplotach (jiz 100 °C). Zaroveil bo-
huzel vykazuji vysoké pnuti a horsi adhezi k nékterym
materidlim. Posledni dobou se zkoumé4 moznost nanaseni
vrstev DLC s pfimésemi, napt. kiemikem, ktery podstatne
zlepSuje adhezi a tepelnou odolnost, nebo fluorem, zlepsu-
jicim smécivost. Vynikajici vlastnosti jsou uvadény u vrs-
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tev DLC dopovanych karbidem wolframu, které se vyzna-
¢uji vybornou adhezi k oceli, vysokou pruZnosti a vynika-
jicimi tribologickymi vlastnostmi*’.

3.5. Povlaky na bazi hliniku

Hlinik se Casto uziva jako soucast lazni pro zarové
zinkovani oceli (tj. zinkovani ponorem do roztavené smési
zinku a hliniku). Zarové povlaky zinek—hlinik poskytuji
dobrou galvanickou ochranu a jejich ubytky jsou vyrazné
niz§i nez ubytky povlaki Cistého zinku. Rovnéz vrstvy
PVD hliniku maji vyhodné elektrochemické vlastnosti. Za
vétsSiny podminek poskytuji substratu z bézné uhlikové
oceli galvanickou ochranu, nebot’ plsobi v podstaté jako
obétovana anoda. Vyhodné elektrochemické chovani
arelativné dobra protikorozni odolnost vede k tomu, ze
povlaky PVD na bazi hliniku jsou povazovany za potenci-
alni ndhradu kadmiovani’"*>. P¥i nan4Seni hliniku proce-
sem PVD vznikd amorfni a dobfe pfilnavy povlak. Jeho
protikorozni ochranné vlastnosti zavisi, podobné jako
u titanu, na vytvoifeni pasivniho oxidového filmu na po-
vrchu. Tento oxidicky film se sklada ze dvou vrstev: vniti-
ni tenké vrstvy, ktera je v pfimém kontaktu s kovem
(bariérovy film) a vngjsi porézni vrstvy s hexagonalni
strukturou zrn. Anodické chovani vrstev PVD hliniku vaci
substratu z uhlikovych a nizkolegovanych oceli potvrdily
dlouhodobé expozi¢ni testy v prostredi roztoku NaCl. Vli-
vem tvorby galvanického ¢lanku mezi oceli a hlinikem
dochéazi k rozpousténi hlinikové vrstvy. Rozpousténi se
projevuje tvorbou, riistem a rozsifovanim porg?" >,

Podstatného zlepSeni koroznich vlastnosti 1ze doséah-
nout nanasenim multivrstev Ti/Al. Titan jako mezivrstva
se zda byt velmi dobrym feSenim, nebot” galvanické ¢lanky
ocel—titan a titan—hlinik jsou mnohem meék¢i nez clanek
ocel-hlinik. Soucasn¢ se titan ukazuje jako nevhodna po-
sledni vrstva, nebot jeho znacnd poréznost vede
k intenzivni korozi podlozni hlinikové vrstvy™.

Velmi rozsahlé vyzkumné aktivity jsou zaméfeny na
zlepSeni vlastnosti hlinikovych vrstev PVD pfidavkem
dalsich slozek. Patii sem napf. iontové naparované povla-
ky s ptfidavkem hot¢iku, vyznacujici se vysokou rychlosti
nanaSeni a velmi dobrou pfilnavosti k ocelovému substra-
tu’"*®. Dobré korozni vlastnosti z hlediska bodové koroze
vykazoval jiz pfi velmi nizké tloust’ce smésny povlak hli-
niku s 10 % hotciku. Dalsi variantu predstavuje hlinikovy
povlak s piimési molybdenu®'. Kombinaci n&kolika vrstev
s riznym obsahem molybdenu lze vytvofit povrchovou
ochranu, ktera je zhlediska koroznich, mechanickych
1 tribologickych vlastnosti schopna zastoupit kadmium.

Jinou moznosti, jak zlepsit korozni a mechanickou
odolnost hlinikového povlaku, pfedstavuje pfimeés chromu
nebo titanu. Korozni chovani substratu s Al-Cr povlaky
vyrazn€¢ zavisi na obsahu chromu. Pii obsahu Cr 18 %
poskytuje oceli katodickou ochranu zaji§ténou rozpousté-
nim hliniku. ZvySujici se obsah chromu zvySuje vlastni
korozni odolnost povlaku PVD. Soucasné se jeho korozni
potencial posunuje do kladnéjSich hodnot a snizuje se
Gi¢innost katodické ochrany®>*’,
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Kromé povlakd kovového hliniku je vzhledem ke
svym zajimavym vlastnostem castym objektem korozniho
vyzkumu i nitrid hliniku. Vrstvy této slouceniny jsou elek-
trickym izolatorem, jsou chemicky inertni a do urcité
tloustky (desetiny pm) jsou prihledné. Méfeni impedanc-
nich spekter ukazala, Ze pouziti podkladové vrstvy
(chemicky nebo galvanicky nanaseny nikl a PVD nanase-
ny titan) pod povlak PVD nitridu hliniku znaéné zlepSuje
korozni odolnost systému®. U této kombinace vrstev byl
z hlediska ochrany proti korozi pozorovan synergicky
efekt, nebot’ nizkofrekvenéni hodnoty impedance multi-
vrstev AIN/Ni nebo AIN/Ti méfené v 0,5 M NaCl jsou
vyrazné vySSi nez prosty soucet hodnot namétfenych na
jednotlivych vrstvach.

Z nitrida obsahujicich hlinik je v literatufe nejvice
informaci o (Ti,Al)N. Elektrochemické udaje ziskané pro
(Ti,A)N jsou velmi podobné hodnotam TiN povlakd.
Z impedancnich spekter je ziejmé, ze povlaky nejsou prilis
kompaktni a obsahuji defekty, které predstavuji zaklad pro
lokalni korozni napadeni™.

Z korozniho hlediska zajimavé vlastnosti vykazuji
povlaky s proménlivym chemickym slozenim v zavislosti
na vzdalenosti od substratu (tzv. ,,gradientni vrstvy®). Lze
je pripravit celkem jednoduse, prostou zménou koncentra-
ce reaktivniho plynu (dusiku v pfipadé nitridi) b&hem
procesu nanaseni. Jako u ostatnich vrstev PVD ovliviiuje
vlastnosti jednovrstvého i gradientniho povlaku (Ti,AI)N
napéti pouzité pti nanaseni. S jeho rustem klesa pocet mik-
rocastic na povrchu a snizuje se tvrdost diky poklesu obsa-
hu hliniku. Vlastnosti ovliviiuje také tlak dusiku
v povlakovacim zafizeni®**. Rovnéz porovnani vlastnosti
povlakt (Ti,AI)N a (Cr,Al)N potvrdilo, Ze jejich strukturu
vyznamné ovliviiuje tlak dusiku pfi nanaSeni. Obecné pla-
ti, ze povlaky (Ti,ADN maji strukturu sjemnéjSim zr-
nem®.

3.6. Dalsi typy povlaku

Z praktického hlediska jsou velmi zajimavé povlaky
karbidi wolframu, vyznacujici se znacnou tvrdosti, oté-
ruvzdornosti, pevnosti, vybornymi tribologickymi vlast-
nostmi, ale i urCitou plasticitou. Korozni odolnost vrstev
karbidu wolframu byla rovnéz zjiStovana elektrochemic-
kymi metodami®®. Mira poréznosti byla stanovena
z vysledki méfeni EIS. I vpfipadé povlakd karbidu
wolframu koroze substratu silné¢ zavisi na poréznosti po-
vlaku. Elektrolyt pronikd poéry az na ocelovy substrat a za
pritomnosti chloridd dochazi k lokalnimu koroznimu napa-
deni.

Rada studii®~® byla provadéna na multivrstvach WC-
(Ti;_,Al,)N a WC-(Cry_,Al,)N. Tyto vrstvy se vyznacuji
tzv. ,,supermiizkovou‘ (superlattice) strukturou — periodic-
ky se opakujici mikrovrstvy o tloustce 5-25 nm jsou sou-
Casti spole¢né jednotné supermiizky. Vyhodou této struk-
tury je vyssi tvrdost i pevnost v porovnani s jednoduchymi
vrstvami o stejném slozeni. Uvedené supermiizkové po-
vlaky se vyznacuji rovnéz relativné nizkou poréznosti
a dobrou korozni odolnosti. Z korozniho hlediska je ov§em
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nevyhodné, ze tyto povlaky jsou — vzhledem k nizkému
obsahu hliniku — elektrochemicky uslechtilejsi nez substrat
z uhlikové oceli.

Pokusy provadéné s vrstvami hoi¢iku’®, nanesenymi
magnetronovym naprasovanim, prokazaly, ze tlak pracov-
niho plynu (argonu) a napéti vyznamné ovliviiuji morfolo-
gii a strukturu vrstev. Analyza vrstev provedena rentgeno-
vou difrakei potvrdila vznik jemnéjSich  struktur
s prevladajici orientaci krystalti ve sméru [002] pfi vyssich
tlacich a nizkych napétich. Tento typ vrstev méd podstatné
lepsi korozni vlastnosti nez hot¢ikovy ingot, pouzity ke
srovnani.

Znaénou chemickou odolnosti se vyznacuji nékteré
PVD povlaky obsahujici kyslik. Byly napf. testovany po-
vlaky oxidt hliniku, chromu a kfemiku a slou¢enin TiNO
a TiCNO nanesené na korozivzdorné oceli. Bylo zjisténo,
ze znaén¢ zvySuji odolnost substratu proti dilkové korozi
a soudasné snizuji koeficient prestupu tepla’’.

Elektrochemickymi testy bylo zjisténo, ze vrstvy TiC/
Ni-Ti a WC-12Co, nanesené na oceli, jsou odolné proti
korozi v moiské vod&’?.

Pro specidlni aplikace jsou casto vyvijeny povlaky,
skladajici se z vrstev, nanesenych odliSnymi metodami,
napt. PVD vrstvy chromu a titanu nanesené na substratech
C/C-SiC, nanesenych chemickou depozici”. Diky nizké
hustoté a vysoké pevnosti je uhlik velice atraktivnim kon-
strukénim materidlem. Uhlikové kompozity se pouZivaji
napf. jako tepelnd clona pro kosmické lod¢, vyméniky
tepla, turbinové motory atd. Pouziti uhlikovych vrstev je
omezeno malou odolnosti uhliku viéi oxidaci. Jednou
z moznosti, jak zlepSit stalost uhliku v oxida¢nim prostie-
di, je naneseni vrstvy CVD s obsahem karbidu kiemiku.
Ten je chemicky velmi stabilni, m4 vSak bohuzel jinou
tepelnou roztaznost nez substrat. To mize pii tepelnych
zménach vést k tvorbé prasklin. V uvedené studii bylo
testovano feseni, spocivajici v piekryti vrstvy karbidu kie-
miku tenkou vrstvou PVD chromu nebo titanu.

4. Zavér

Vzhledem ke znacné rtiznorodosti povlakd, které lze
nanaSet PVD procesy a velké variabilit¢ podminek pii
nanaseni, je v sou¢asné dob€ mozno vytvofit vrstvy PVD
vyznacujici se $irokym spektrem vlastnosti — od povlaki
velmi tvrdych a pevnych s vybornymi tribologickymi
vlastnostmi, dobrou elektrickou vodivosti a zna¢nou ko-
rozni odolnosti aZ po povlaky mekké, ptipadné elektroche-
micky méné uslechtilé.

Vyznamny je piinos technologii PVD z ekologického
hlediska, procesy PVD jsou totiz v podstaté bezodpadové.
Pouziti vrstev PVD jako plnohodnotné néhrady klasickych
protikoroznich povlaki (zinek, kadmium atd.) je dosud do
urcité miry limitovano jednak ekonomickymi faktory, ale
zejména nekterymi negativnimi vlastnostmi povlakii PVD.
Nejbéznéjsi povlaky na bazi karbidi a nitridd titanu
a chromu se vyznacuji napft. poréznosti a vyssi elektroche-
mickou uslechtilosti vii¢i bézné konstrukéni oceli. Tato
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kombinace vlastnosti vede pii dlouhodobé expozici
v korozivnim prostfedi k rozvoji koroze ocelového sub-
stratu v porech. V soucasné dobé se zda, ze pro ucely pro-
tikorozni ochrany budou perspektivnéjSi povlaky na bazi
hliniku. Jsou vétsinou elektrochemicky méné uslechtilé
nez bézné oceli a jsou tedy schopny poskytnout ocelovému
substratu urcity stupen galvanické ochrany. Za perspektiv-
ni se povazuji napt. povlaky hliniku s pfimési molybdenu,
nebo vicevrstvé povlaky titan—hlinik. O téchto povlacich
se uvazuje jako o potencialni budouci nahradé klasickych
kadmiovych protikoroznich povlak.

Seznam zkratek

PVD fyzikalni nanaseni z plynné faze (Physical Va-
pour Deposition)

CVD  chemické nanaseni z plynné faze (Chemical Va-
pour Deposition)

TCVD tepelné CVD (Thermal CVD)

PACVD plazmatem aktivované CVD (Plasma Activated
CVD)

PECVD plazmatem aktivované CVD (Plasma Enhanced
CVD)

IAD iontoveé podporované nanaseni (Ion Assisted
Deposition)

IBAD nanaseni podporované iontovym svazkem (Ion
Beam Assisted Deposition)

ABS nanaseni kombinujici obloukovou a magnetrono-
vou technologii (Arc Bond Sputtering)

EIS elektrochemicka impedancni spektroskopie
(Electrochemical Impedance Spectroscopy)

XRD  rentgenova difrakce (X-Ray Diffraction)

DLC uhlik podobny diamantu (Diamond Like Carbon)

Tento text vznikl v ramci projektii  MSMT

6046137304 a MPO FD-K3/011.
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J. Macak®, M. Pazderova®, I. Jificek®, P. Maly®,
K. Oly3ar®, L. Cvréek’, and J. Vosta® (“ Institute of Che-
mical Technology, Prague, ” Research and Test Institute
for Aeronautics, Prague, “HVM Plasma Ltd, Prague):
Corrosion Properties of Physically Deposited Thin
Coatings (PVD coatings)

Sputtering, the first invented physical vapour deposi-
tion (PVD) coating technology has been known for more
than 150 years. Although the PVD and related technolo-
gies have been commercialized for over 70 years, their
expansion in the last 20 years has become enormous —
from decorative and cutting tool to special optical applica-
tions and microelectronics. This is due to their excellent
properties such as chemical inertness, hardness, tribologi-
cal, tribochemical and optical properties. In many applica-
tions the PVD coatings are exposed to corrosive environ-
ments. Moreover, PVD coatings of environment-friendly
nature are often considered to be potential successors of
cadmium-based anticorrosion coatings. This fact promotes
numerous studies of corrosion properties of thin coatings.
Hard coatings (including nitrides, carbides and oxides) are
usually more corrosion-resistant than the base material.
Some of them (e.g. titanium nitride, the most common
PVD coating) have columnar microstructure which brings
about the possibility of high micropore density. In local
defects and/or pores, local corrosion can be promoted by
galvanic effects. As a result, this type of hard coatings is
useless for anticorrosion purposes. As perspective anticor-
rosion coatings, PVD-deposited aluminium-based coatings
are frequent subjects of studies. Similarly to cadmium
coatings, they usually provide sacrificial properties, which
can be enhanced by alloying with magnesium. Tribologi-
cal properties and corrosion resistance can be enhanced by
alloying with molybdenum. Given the excellent flexibility,
adaptability of PVD technology and its ability to deposit
multilayers or graded coatings, new coatings with func-
tional properties comparable with traditional anticorrosion
coating systems could be developed.
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Uvod

Pokroky nanotechnologie ve vyzkumu katalytickych
vlastnosti polovodi¢l dnes jiz umoziuji vyuziti poznatkd
pro zcela nové primyslové technologie, Setrné k zivotnimu
prostiedi, které zlepSuji kvalitu zivota bez narokt na dalsi
zhorSovéni ekologické rovnovahy Zemé.

Fotokatalyza muze byt velmi u¢innym postupem pro
¢isténi a dezinfekei proudt vody nebo vzduchu. Zakladem
procesu je chemicka reakce, pfi niz jsou organické necisto-
ty pfitomné v tekutin€ rozkladany plisobenim styku orga-
nické molekuly s fotokatalyzatorem. Podminkou reakce je
intenzivni expozice svétlu o vlnové délce, na kterou je
fotokatalyzator citlivy. Pouziti fotokatalyzy ma tyto hlavni
pfednosti:
organicka latka mize byt zcela rozloZzena na oxid
uhlicity, vodu a anorganické produkty,
nevznikaji dal$i odpady, které je nutno likvidovat,
postup je pouzitelny i pro toxické a biotoxické latky.
Spojeni fotokatalyzy s membranovou filtraci muze
byt procesem pro zpracovani odpadnich proudl
v priumyslu a zemédélstvi. Je mozné ocekavat, ze tato
kombinace odstrani dosavadni nedostatky membranovych
postupt, ale i nedostatky oxida¢niho procesu.

Vlivy procesu fotokatalyzy
na uc¢innost membranové separace
a oxidac¢niho procesu

Rozklad molekul kontaminantu v blizkosti membrany
miliZe mit za nasledek zvySeni kvality permeatu, sniZeni
rychlosti zanaSeni membran a zmenSeni objemu retentatu,
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jehoz likvidace je Casto nakladna a obtizna. Na strané dru-
hé, odd€lovani nizkomolekularnich podild membranovou
separaci muze zvysit rychlost fotokatalytické oxidace,
protoze pii oddéleni nizkomolekularnich meziproduktl
rozkladu lze svételnou energii vyuzit predevsim na rozklad
puvodni znecist'ujici latky. Membranovou filtraci jsou
odstranény anorganické ionty vzniklé rozkladem, které
inhibuji proces fotodestrukce. Jsou odvadény permeatem
z procesu. Pfi vyrobé novych latek parcialni oxidaci mtze
membrana zprosttedkovat optimdlni manipulaci s pro-
dukty, napt. oddé€leni produktu ve spravné fazi procesu.

Oblasti pouziti kombinace
fotokatalyzy a membranové filtrace

Predpokladanou oblasti vyuziti je zejména odstrafio-
vani nizkych koncentraci vysoce toxickych polutantt, 1a-
tek které nejsou biodegradabilni, ¢i ziskadvani tekutin
o vysoké Cistoté. Prikladem jsou tyto procesy zpracovani
odpadnich proudu:
dekontaminace odpadnich vod, barevné vody, vysoce
toxické vody, biologicky kontaminované vody,
dekontaminace vzduchu z vyrobnich zdroji a pracov-
nich prostor,
odstranovani herbicidl z vod v zemed¢lstvi.

Jinym piikladem je technologické vyuziti t€chto procesti:
vybrané oxida¢ni procesy,

ptiprava velmi Cisté vody pro zdravotnictvi a mikroe-
lektroniku.

Navrh procesu vyzaduje interdisciplinarni pfistup.
V tomto ¢lanku je podén struény piehled tematiky a je
uveden ptiklad laboratorni aplikace procesu.

Dosavadni poznatky
Princip fotokatalyzy

Svétlo, dopadajici na polovodicovy katalyzator, zpl-
sobi ptesun elektronu z energeticky nizsi (valenéni) hladi-
ny na vyssi (vodivostni) hladinu, tim jsou vytvarena elek-
tricky nabita centra :

foton + polovodic ——» h+ + e~

kde e” je pohyblivy elektron, h+ je kladné nabité centrum
(elektronova mezera, angl. ,,hole®, dira).

Podari-li se tato centra oddélené vyuzit, uvoliiuje se
elektricka energie nebo probiha chemicka reakce. Elektron
pusobi redukei, na stran€ kladného centra dojde k oxidaci.
Hlavni a nejpravdépodobnéjsi reakci je vSak opétné slou-
¢eni obou center a degradace svételné energie na teplo.
O Gspésném vysledku fotokatalyzy rozhoduje kinetika
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vyvolanych chemickych reakci. Kladna centra jsou sama
0 sob¢ silna oxidacni ¢inidla. Je-1i pfitomna voda, vznikaji
radikaly OH-, které¢ jsou (po elementarnim fluoru) nejsil-
néj$imi zndmymi oxida¢nimi ¢inidly:

h++ H,0 —» OH-+H"

Organické latky jsou na povrchu katalyzatoru nebo
v jeho blizkosti oxidovany na oxid uhlic¢ity, vodu a anorga-
nické oxidacni produkty. Elektron z fotoexcitace plsobi
redukéné. Muze byt vyuzit pro redukci kovovych iontd
na elementarni kovy, které tak mohou byt ziskavany nebo
jako polutanty odstrafiovany. V ptirod¢ jsou v fetézci foto-
syntézy elektrony U€inn€é vyuzivany pro redukci oxidu
uhli¢itého a vystavbu organickych latek.

Typy fotokatalyzatori

Fotokatalyzatory se hledaji mezi latkami s obsazenou
valen¢ni sférou a volnou vodivostni sférou pro vstup elek-
trond. Maji vlastnosti polovodi¢i a patii k nim oxidy,
pfipadné sulfidy nebo nitridy pfechodnych kovil, napf.
TiOQ, SHOZ, ZIlO, WOg, CdO, F€203, ZIlS, MOSz, CdS,
CdSe, TaON, Ta;Ns a nové¢ i nékteré organické polymery.
Technicky velmi vhodnym katalyzatorem je oxid titanici-
ty. Je chemicky staly, levny a netoxicky. Excitace TiO,
vSak vyzaduje zdroj UV zéfeni s maximem intenzity pod A
= 388 nm, takZe zatim pro jeho excitaci nelze ucinné vyu-
zit slunecni energie.

Spojeni fotokatalyzy s membrdnovou
separaci

Pti vyzkumu byla zpracovana literarni reSerse tykajici
se uvedeného tématu®. Z piehledu literatury plyne, Ze po-
kusy zaméfené na soucinnost obou procest byly provade-
ny zatim jen v omezené mife. Podle naSich znalosti neni
dosud provéfen soubéh membranové separace a fotokata-
lyzy. Byly vyvinuty a pouZzity fotokatalytické membrany
pro vycisténi Cisté vody na supercistou vodu pro mikroe-
lektroniku o ¢istote pod 1 ppb, avSak membrany byly mik-
rofiltrani s velikosti pord 2,5 az 4 um a slouzily jen jako
nosi¢ imobilizovaného katalyzatoru. Dale byla pouzita
membranova mikrofiltra¢ni jednotka pro separaci disper-
govaného katalyzatoru’, kterou byl béhem degradace kon-
taminantl separovan prasek katalyzatoru ze suspenze.
V dalsich pracich™ jiz byly pouzivany membrany odpovi-
dajici velikosti separovanych kontaminantd, spiSe nez se-
paracni ucinek membran byl vSak zjistén a vyhodnocen
jejich tucinek adsorpéni. Pti separaci trichlorethylenu
z vody byl pfi osvitu membrany, opatfené fotokatalyzato-
rem, vyhodnocen kladny vliv fotokatalyzy na snizeni kon-
centrace trichlorethylenu v permeatu’.  Membrana
s délicim fezem (cut-off) 500 vsak sama nemohla zadrzo-
vat trichlorethylen.
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Umisténi katalyzatoru v reaktoru,
chemicko-inZenyrské feSeni

Z hlediska umisténi fotokatalyzatoru v reaktoru jsou
znamy dva zakladni typy reaktoru, reaktor se suspendova-
nym katalyzatorem a reaktor s imobilizovanym katalyzato-
rem. Kazdy ma své vyhody a nevyhody. Za vyhodu kataly-
zatoru v suspenzi se povazuje vyssi intenzita prestupu
hmoty, a tim i vy$§i mérna G¢innost na gram fotokatalyza-
toru. Nevyhodou tohoto usporadani je nutnost ¢inné sepa-
race katalyzatoru na konci procesniho fetézce, protoze
velikost ¢astic katalyzatoru je 10-30 nm. Tento problém
odpada pfi pouziti imobilizovaného katalyzatoru. Pouziti
imobilizovaného katalyzatoru se jevi jako princip vhodny
pro vyvoj multifunkéni membrany, ktera by vedle separac-
ni funkce méla i funkci destrukéni. Na tento problém je
zamé&fena tato prace. Je vénovana vyuziti imobilizovaného
katalyzatoru.

Konstrukc¢ni princip fotokatalytického
reaktoru se suspendovanym
katalyzatorem

Reakéni c¢asti reaktoru je osvétleny vnitini prostor,
obsahujici zpracovédvanou kapalinu, ve které je suspendo-
van fotokatalyzator. Reaktor ma v ptipad¢ solarniho osvét-
leni podobu pritoénych panelti osazenych prihlednymi
trubkami. Katalyzator je po reakci oddélovan v separa¢nim
stupni (membrany, odstfedivka apod.).

Konstrukéni princip fotokatalytického
reaktoru s imobilizovanym
kalyzétorem

K reakci je vyuzivan rizné upraveny vnitini prostor
reaktoru, na némz je nanesen fotokatalyzator. Jsou popsa-
ny reaktory s optickymi vlakny’ ', s velmi tenkymi trub-
kovymi svétlovody', trubkové reaktory'®, reaktory
s potazenymi sténami'’, s vostinovymi konstrukcemi tvaru
véeliho plastu'®, membranové reaktory’'”'®.

Experimentalni ¢ast
Cil experimentdlniho vyzkumu

Cilem popsané etapy vyzkumu je vyvoj zafizeni pro
experimentalni sledovani spojeni membranové separace
a fotokatalyzy. K tomuto cili bylo nutno vyvinout fotoka-
talyticky aktivni vrstvu vhodnou pro aplikaci na membra-
nu, pfipravit fotokatalyticky aktivni separa¢ni membrany
a vyvinout vhodné membranové fotoreaktory, ve kterych
je mozné membrany testovat.
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Suroviny

Pro ptipravu fotokatalyticky aktivnich vrstev byl pou-
zit roztok isopropoxidu titanu (dodavatel Aldrich)
v isopropylalkoholu. Fotokatalyticka Gc¢innost byla sledo-
vana rozkladem organickych barviv a potravinafského
barviva.

Membrany

Nanofiltratni membrany: PVD1 — (polyesterovy no-
si¢, polysulfonova vrstva, aktivni povrchova vrstva derivat
polyvinylalkoholu), délici fez neudan, Hydranautics,
USA.

NF ETNA 01PP — kompozitni fluoropolymer, PVDF
s hydrofilni upravou, délici fez (MWCO) 1 kD, odolnosti:
pH 1-11, 1-10 bar, 60 °C, Alfa Laval, Dansko.

Mikrofiltraéni membrany: MF FSMO 45PP — fluoro-
polymer, PVDF, délici fez 0,45 pm, odolnosti: pH 1-11,
1-10 bar, 60 °C, Alfa Laval, Dansko.

Zdroje svétla

UV svétlo: A — stiedotlakd rtutovou vybojka RVK
250 W — maximum vyzafovani pti A = 350-370 nm,
Teslamp Praha, B — jednopaticova zafivka Sylvania LYNX
S CF-S 9W BL 350, maximum vyzafovani pii A = 350 nm,
C — jednopaticova zativka Philips TUV PL-S 9W, maxi-
mum vyzatovani pii A = 254 nm.

Imitace denniho svétla: D — metalhalogenidova vy-
bojka pro denni svétlo 150 W, typ MH-DE 150 W/UVS/
FS/6K, teplota zateni 6500 K, vyrobcem deklarovany filtr
odstinujici UV-zareni bez blizsi specifikace, Venture Ligh-

_
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Obr. 1. Fotoreaktor APF 11, iez
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ting International, Inc., USA. E — metalhalogenidova vy-
bojka 70 W pro denni svétlo, typ MH-DE 70 W/UVS/4K,
svételna teplota 4200 K, vyrobcem deklarovany filtr odsti-
nujici UV-zafeni bez blizsi specifikace, Venture Lighting
International, Inc., USA.

Laboratorni fotokatalytické reaktory

Anularni fotoreaktor APF 11

Byl pouzit kontinualni reaktor, jehoz podrobny popis
zafizeni byl jiz zvefejnén diive’. V komofe reaktoru je
umistén valecek ze skla nebo z kfemene, opatfeny citlivou
fotokatalytickou vrstvou. Valecek je navleCen na ochran-
nou trubici lampy. Do této trubice je mozno ulozit rizné
lampy, jejichZ primér je mensi nez 25 mm. Pfi experimen-
tech byly pouzivany tyto lampy typu A, D, E. Jak je vidét
z levé casti obr. 1, ochrannou trubici lampy a sklenénym
valeCkem je vymezena koaxialni Stérbina o Sifce 1,6 mm.
Stérbina o stejné Sifce je vymezena v piipadé pouziti kie-
menného valeCku mezi timto valeckem a vnitini sténou
reaktoru (obr. 2 — prava strana). Tak je zaji$téno, Ze toto
usporadani umoziuje studovat pii téméet stejnych hydrody-
namickych podminkach jak proces fotokatalyzy pii osvét-
lovani fotokatalytické vrstvy ze strany zpracovavané kapa-
liny (na sklenéném valecku potazeném zevniti), tak pfi
osvétlovani vrstvy ze strany podlozky (na kfemenném
valecku potazeném z vnéjsi strany). Vedle uvedené flexi-
bility ma anularni reaktor (obr. 2) nékteré dalsi prednosti,
napf. zpracovavana kapalina zprostfedkovava vétsinu po-
ttebného chlazeni lampy a neni proto nutno lampu opatio-
vat dvojitym chladicim plastém, ktery by ubiral svétlu na
intenzité, nebo protoze jde o kontinualni proces, je mozné
ho snadno kombinovat napf. se sériové zapojenou mem-
branovou separacni jednotkou.

Obr. 2. Fotoreakor APF 11, pohled



Chem. Listy 101,722-729 (2007)

Fotokatalyticka dynamicka cela FDC-85

Cela byla podrobné popsana jinde®. Reakéni komora
cely, ktera se naléza nad membranou o praméru 85 mm, je
pouze 0,8 mm vysoka a byla pivodné osvétlovana dvéma
nizkotlakymi UV zativkami (zdroje B, C) extern¢ umisté-
nymi v horni osvétlovaci ¢asti jednotky (obr. 3, 4). Jednot-
ka byla dale doplnéna vyménnym osvétlovacim blokem
s vlastnim vzduchovym chlazenim, umoznujicim pouzivat
jak stfedotlaké UV lampy 250 W (zdroj A), tak metalhalo-
genidové vybojky D, E.

Postupy pfipravy a testovani
fotokatalytickych systému

Priprava imobilizované fotokatalytické vrstvy

Z vychoziho isopropoxidu titanu byly pfipraveny
roztoky v isopropylalkoholu o koncentracich 2, 6 a 10 %.
Aktivni vrstva byla vytvafena nanaSenim na sklenéné va-
leCky jejich postupnym namacenim v roztoku. Vnitini
povrch vélecki byl 70 cm? povrch byl piedem ¢&istén
chromsirovou smési a vodou. Po vysuseni a hydrolyze
byly nanesené vrstvy vyhfaty v laboratorni peci na 550 °C

UV LAMPA

PERMEAT v MEMBRANA

Obr. 3. Fotodynamicka cela FDC-85, iez

Obr. 4. Fotodynamicka cela FDC-85, pohled
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a piirdstek hmotnosti zvazen. Obdobny postup byl vyuzit
pro vytvafeni vrstev na nerezovych sitech a na separacnich
membranach, kde ale bylo nutno respektovat teplotni
odolnosti materiald.

Stanoveni stability vrstvy fotokatalyzdtoru

Stabilita vrstev, nutna pro technické vyuziti v pritoc-
ném reaktoru, byla méfena z ibytku hmotnosti (zjistované
vazenim) po oplachnuti v proudu vody.

Test fotokatalytické ucinnosti

Fotokatalyticka ucinnost byla testovana v pritocném
anularnim reaktoru APF II rozkladem organického barviva
Saturnova oranz L7G (obr. 5).

Vysledky a diskuse

Optimalizace pfipravy vrstvy
fotokatalyzatoru

Vrstva citlivd na svétlo byla optimalizovana. Byla
sledovana schopnost vrstvy rozkladat molekuly testované-
ho kontaminantu v zavislosti na zptisobu jeji pfipravy.
K optimalizaci byl pouzit statisticky hodnoceny faktorovy
pokus. Vrstvy, pfipravené sol-gel postupem z isopropoxi-
du titanu na sklenéném podkladu, byly posuzovany
z hledisek, vyznamnych pro technologické vyuziti:

- hmotnost vrstvy v g m™2,
- stabilita vrstvy na podkladu,
- fotokatalyticka u€innost.

Predem byl orientacné ovéten vliv plosné hmotnosti
vrstvy katalyzatoru na proces v rozmezi 0,3—1 gm™.
Se stoupajici hmotnosti vrstev se ucinnost zvySovala. Test
mechanické stability vrstvy vSak prokézal, ze se pfilnavost
vrstvy ke sklenénému povrchu, a tim jeji stabilita,
s rostouci hmotnosti vyznamné snizuje. Byl hledan tedy
kompromis mezi vysokym obsahem imobilizovaného kata-
lyzatoru a mechanickou odolnosti vrstvy. Ukézalo se, ze

‘Spektrat org 12.2.2008
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Obr. 5. UV/VIS spektrum barviva Saturnova oranz L7G; 4 —
absorbance
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Tabulka I
Barviva pouzita jako testovaci latky pfi sledovéani i€innosti fotokatalytického procesu
Nazev Svétlostalost Popis RMH Vzorec
v sile vybarveni
/1 1/6
Egacidova oranz II 3 2 Acid Orange 7 350,3 Ci6H11N,O4SNa
CI 15510
Saturnova oranz L7G 6-7 5 Direct Orange 39, 46 683 C,0H¢N501,S;Na;
C.I1. 40 215
Saturnova nam. modf 6 4 Direct Blue 85 1099 C43Ho6NgO14S4Nay
LFG
Karamelové barvivo Caramel177, Roquette, polydisperzni
France spektrum

100
S, %
50
_ O
- o
0
0,0 0,5 1,0

Obr. 6. Stabilita fotokatalytické vrstvy; S — hmotnostni podil
katalyzatoru, stabilni po omyti proudem vody, G — plosna hmot-
nost nanesené vrstvy

prilnavost souvisi s koncentraci a poctem vrstev nanasené-
ho prekurzoru TiO,. Technicky vyuZzitelné vrstvy tak ne-
presahuji 400 mg m™ (obr. 6). Hmotnosti vrstev nanese-
nych na sita jsou vy$si nez hmotnosti vrstev nanaSenych na
sklenéné valecky, coz pfisuzujeme zaneseni koutti ve styc-
nych bodech vléken sit.

Vliv teploty kalcinace

Teplota zavérecné kalcinace katalyzatorovych vrstev
je obecné vyznamna z hlediska tvorby Géinné krystalické
modifikace. Za nejaktivnéjsi je pokladana anatasova modi-
fikace, jako optimalni pro jeji vznik je uvadéno rozmezi
teploty 400-600 °C. Pro optimaliza¢ni pokus byla zvolena
konstantni teplota kalcinace 500 °C.
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Do faktorového pokusu byly pak zatazeny jako sledo-
vané faktory:
koncentrace vychoziho isopropoxidu titanu,
vyslednd plosnd hmotnost vrstvy, pokud jeji stabilita
byla alespon 80 %.

Stanoveni fotokatalytické ucinnosti

Zkousky byly provedeny na anuldrnim reaktoru APF
II s vybojkou Teslamp 250 W postupem, popsanym
v pokusné ¢asti. Podil pfimé fotolyzy byl stanoven jako
primér 9 samostatnych pokusi s valecky bez vrstvy kata-
lyzatoru. Z méfeni byly vyhodnoceny hodnoty rychlostni

0.0080

0,1 0.0040

10
C, %

| L0.0060_1
6 8

2

Obr. 7. Vysledky optimaliza¢niho pokusu, vliv na rychlostni
konstantu rozkladu testovaciho barviva je znizornén vrstev-
nicemi vysledkové plochy; G — hmotnost vrstvy (gm™), C —
koncentrace vychoziho Ti-tetraizopropoxidu (hm.%), K — rych-
lostni konstanta rozkladu barviva (min™")
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konstanty reakce 1.fadu. Hodnoty byly urceny
z linearizované logaritmické zavislosti absorbance na case.
Vyslednd  hodnota  rychlostni  konstanty  byla
0,0157 £+ 0,0005 min™". Rychlostni konstanta, pfipadajici
na vlastni fotokatalytickou reakci, byla pak vypoctena jako
rozdil rychlostnich konstant celkové a piimé fotolytické
reakce. Optimalizacni pokus vymezil oblast podminek, za
kterych byla rychlostni konstanta fotokatalytické reakce
nejvyssi.

Na obr. 7 je zndzornéna zavislost rychlostni konstanty
fotokatalytické reakce na podminkach ptipravy vrstvy
katalyzatoru. Vrstevnice vysledkové plochy odpovidaji
jednotlivym trovnim rychlostni konstanty (min™"). Piikla-
dy nameétenych reakcnich rychlosti rozkladu jsou uvedeny
na obr. 8. Z tohoto obrazku je patrné, ze rozklad barviva
probiha jistou rychlosti i bez katalyzatoru vlivem pouhé
fotolyzy (kratké carky). Rozklad s fotokatalyzatorem pro-
biha rychleji. Reakeni rychlost pfi tom roste s rostouci
hmotnosti vrstvy. V horni ¢asti obrazku jsou kiivky, orien-
taéné zobrazujici vznik a rozklad naslednych nebarevnych
meziprodukt (absorbance pfi 254 nm — prazdné body).
Vliv katalyzovaného procesu na rozklad téchto mezipro-
dukti je jesté vyraznéjsi.

Membrano-fotokatalyticka separace

Pro ilustraci prib&hu integrovaného procesu byla
zvolena membrano-fotokatalyticka separace karamelové-

100 |

50

Obr. 8. Vysledky destrukce organického barviva ziskané na
anularnim priitokovém fotoreaktoru APF II; 4 — absorbance
(% z vychoziho stavu), ¢ — celkova doba cirkulace v reaktoru
v minutach, @ hodnoty absorbanci pii 410 nm (pavodni brvivo),
O hodnoty absorbanci pti 254 nm (meziprodukty destrukce), - - -
bez katalyzatoru, — — — 8 vrstev 2% tetraisopropoxid titanu, 1,7
gm™ TiO,, 16 vrstev 2% tetraisopropoxidu titanu, 2,6 g m™
TiO,, plna 8 vrstev 8% tetraisopropoxidu titanu, 10,4 g m™ TiO,
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ho barviva na NF membrané¢ PVD 1 Hydranautics, pota-
zené 10 tenkymi vrstvami fotokatalyzatoru na bazi TiO,.
Roztok karamelového barviva (Caramel 177, Roquette,
France) se sklddal zpolydisperzniho spektra molekul
o ruznych velikostech a byl zvolen proto, ze se predpokla-
dala jeho schopnost siln¢ zanaset pouzitou NF membranu.
Oproti rozkladu jednodussich latek je rozklad karamelové-

vvvvvv

ovéfovat synergii membranové separace a fotokatalyzy
v podminkéach co nejbliz§ich moZznym praktickym aplika-
cim.

Roztok cirkuloval kontinudlné¢ z 3000 ml velkého
zasobniku pres dynamickou celu FDC-85 pti pretlaku
3 bar pritokem 0,8 dm’min~'. Cela byla osvétlovana
externé umisténou lampou tak, Ze se stfidala obdobi
s osvitem a bez osvitu, pfi ¢emz byl sledovan pribéh pro-
cesu za téchto dvou rezimi. Uréitym problémem bylo,
kterou fazi pokusu vzit za zaklad vyhodnoceni, protoze se
membrana v pribéhu separace zanasi a nikdy se jiz nevraci
na pocatecni hodnoty své propustnosti a selektivity. Za-
¢ne-li se osvitem, neni charakterizovan separacni proces
na nepouzité membrané bez osvitu. Zacne-li se bez osvitu,
neni charakterizovano, jak osvit plisobi na pribéh procesu
u Cisté membrany. Pro ilustraci je na obr.9 zndzornén
pfipad zacinajici osvitem. Jako pfedstavitelé vysoko-
a nizkomolekularnich latek byly brany latky vykazujici
absorpci svétla v oblastech A=400nm (vysokomole-
kularni) a A=270 nm (nizkomolekularni). Pro zjednoduse-
ni se pfedpoklada, Ze koncentrace té€chto latek jsou primo
umérné jejich absorbancim A400, A270. Z vysledki uve-
denych na obr. 9 je ziejmé, ze v obdobich bez osvétleni
rychle klesa vykon membrany (Q), velmi pftiblizn€ podle
zndmych znalosti zandSenim membrany. Pfi osvétleni se
membrana postupné Cistila, coz bylo vidét také na jeji bar-
ve, ktera byla po obdobich bez svétla vzdy hnédava, zatim-
co po obdobich s osvétlenim vzdy bila a jeji vykon (Q) se
postupné zvySuje az na nékolikanasobek hodnoty vykonu
bez osvétleni. Toto Cisténi a zvyseni vykonu membrany lze

20
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Obr. 9. Vykon @ [dm*h'm™] NF membrany PVD 1 Hydra-
nautics pii separaci karamelového barviva pii osvétleni UV
(mezi minutami 055, 85-145, 200-225) a bez osvétleni
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Obr. 10. Koncentrace vysoko- (cy) a nizkomolekularnich (cp)
latek v permeatu béhem separace karamelového barviva,
vyjadiena absorbanci 4 pri osvétleni UV (mezi minutami 0-55,
85-145,200-225) a bez osvétleni; ® CH, ACL
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Obr. 11. Pomér koncentraci nizkomolekularnich latek (cp)
a vysokomolekularnich latek (cy) latek (cp/cy) v permeatu
(horni fada bodt1) a v retentatu (dolni fada bodir); ¢ CL/CH

prisoudit fotokatalytické destrukci Ccastic, zanaSejicich
membranu. Absorbance vysoko- a nizkomolekuldrnich
latek v permeatu (cy , cr) byly vzdy niz8i bez svétla nez se
svétlem, coz je zfejmé z vysledki uvedenych na obr. 10.
Vysvétlujeme si to tim, Ze bez svétla ma zanesend mem-
bréna s eventualni dynamicky vytvofenou pfidavnou mem-
branou na povrchu vyssi retenci oproti Cisté membran€.
Nadéjné bylo zjisténi, ze pomér ci/cy v permeatu nebyl
prili§ zavisly ani na osvétleni ani na celkové dobé pokusu
(viz obr. 11). Hodnota ¢j/cy u permeatu byla v priméru
4 az 6x vysSi (14-24), nez u retentatu, kde byla 3,8. Svéd-
¢i to o zachovani separacni schopnosti membrany, kterou
je zapotiebi sledovat, protoze UV osvit mtize mit destruk¢-
ni vliv na polymerni membranu, coZ by se projevilo zmé-
nou hodnoty ¢ /cy.

728

Laboratorni piistroje a postupy

Zavér

V dalsich pracich budou jako nosice fotokatalytické
vrstvy zkoumany membrany, které maji vysSi odolnost
proti UV svétlu (PVDF, anorganické). Pokud se opakova-

né¢ proveéii nalezené chovani membran opatie-
nych fotokatalytickou vrstvou, dalo by se obecné
z technologického hlediska ocekavat zvySeni vykonu

membran pfi nezménénych separacnich schopnostech,
event. i snizeni produkovaného mnozstvi retentatu, coz by
oboji mélo znaény prakticky vyznam.

Prace byly provedeny diky spolufinancovani vyzkumu
z grantu Ministerstva zemédélstvi ¢. QF 3044 a grantu
Ministerstva priimyslu a obchodu ¢. FT TA/023.

LITERATURA
1. Bellobono I.:J. Membr. Sci. /02, 139(1995).
2. Sopajaree K.: J. Appl. Electrochem. 29, 1111 (1999).
3. Molinari R.: Catalysis Today 67, 273 (2000).
4. Molinari R.: 2001., J. Membr. Sci 206, 399 (2002).
5. Tsuru T.: J. Chem. Eng. Japan 34, 844 (2001).
6. Pridal J.: Fotokatalyza a jeji soucinnost

s membranovou separaci — perspektivni technologie
pro zemédelstvi. Firemni literatura fy Mikropur, s.r.o.
. Pridal J.: 16. mezinarodni kongres CHISA 2004, Pra-
ha, 22.-26.8.2004. Poster, Praha 2004.
. Pridal J.: Filtech Europa 2005, Wiesbaden, Germany,
11-13.10.2005. Poster, Wiesbaden 2005.
. Wang W.: J. Photochem. Photobiol. /59, 47 (2003).
10. Peill N. J.: U.S. Patent 6,051,194, 18.4.2000.
11. Choi W.: Appl. Catal., B 31, 209 (2001).
12. Danion A.: Appl. Catal., B 52, 213 (2004).
13. Ray A. K.: Catal. Today 40, 73 (1998).
14. Dijkstra M. F. J.: AIChE J. 49,734 (2003).
15. Dijkstra M. F. J.: Chem. Eng. Sci. 56, 547 (2001).
16. Higgins R. J.: A Photocatalytic Membrane Reactor for
Enhanced Destruction of Chloro-Organics in Aqueous
Media. Firemni literature CeraMem Corporation,
USA.
Pina M. P.: Catalytic Membrane Reactors for Partial
Oxidation Applications. mapina@posta.unizar.es
SBIR Project: Photocatalytic Membranes for Produc-
ing Ultrapure Water, Coordinated by Technology
Assessment and Transfer, Annapolis. Office of Indus-
trial Technologies report, U.S. Department of Energy
(2001).

17.

18.



Chem. Listy 101,722-729 (2007)

Jar. Pridal, J. Pridal, and A. Urban (Mikropur Ltd.,
Hradec Krdlové): Membrane Separation Coupled with
Photocatalysis Process and Laboratory Instrumenta-
tion Development

Procedures for preparation of immobilized photocata-
Iytic layers on various technical surfaces, stable in aque-
ous solutions, were developed and optimized. The degra-
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dation efficiency of the layers was tested with organic
dyestuffs and other pollutants, such as caramel dyes, herbi-
cides, toluene, and hydroponics solutions. Laboratory
equipment for testing photocatalytic processes, possibly in
combination with membrane separation, was developed.
Basic chemical-engineering data for photocatalytic as well
as membrane separation — photocatalytic processes were
obtained and evaluated for technological applications.
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ANTIFUNGALNY UCINOK
LAKTOBACILOV NA PLESNE RODU
FUSARIUM A ASPERGILLUS
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“ Ustav technologie mléka a tukii, Vysokd skola chemicko-
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Krucové slova: Lactobacillus, antifungalna aktivita,
aflatoxin B1, Fusarium, Aspergillus

Uvod

Mikroskopické vlaknité huby plnia v prirode nezastu-
pitelna ulohu destruentov pri rozklade rastlinnych a zivo-
¢iSnych zbytkov, lebo st schopné produkovat’ celt radu
enzymov (napr. celuldzy, chitinazy a amylazy). Clovekom
st niektoré z nich vyuZzivané v potravinarskom priemysle
napr. pri vyrobe syrov, kyseliny citronovej, vo farmaceu-
tickom priemysle pri vyrobe antibiotik i inych lieciv
a v d’alSich biotechnoldgiach. Naproti tomu mnohé mikro-
skopické huby mézu pdsobit’ z hl'adiska ¢loveka nepriazni-
vo, a to hlavne: rozkladom potravin a krmiv uskladnenych
za nevhodnych podmienok, produkciou mykotoxinov do
tychto produktov a niektoré saprotrofné mikromycéty mo-
zu byt prilezitostne i patogénne ako pre Zivocichov, vrata-
ne Cloveka, tak i pre rastliny. Niektoré plesne st schopné
produkovat’ viac nez jeden mykotoxin, niektory mykotoxin
je naopak produkovany viacerymi druhmi. Medzi najzna-
mejSie toxinogénne druhy patria Aspergillus (Asp.), Peni-
cillium, Fusarium (F.), Alternaria, Cladosporium a Sta-
chybotrys.

Druhy rodu Fusarium sa vyskytuju v pédnom ekosys-
téme, mozme ich definovat’ ako toxinogénne ,,poI'né* mik-
romycéty. Tieto druhy parazituji prevazne na obilninach,
ale i na inych potravinach ako jablka, paradajky, zemiaky'.
V skladoch vyvolavaju plesnivenie kukurice a kazenie
jadrového ovocia. Ich rast a produkcia mykotoxinov zavisi
na vlhkosti, teplote, zloZeni substratu, pritomnosti kysliku,
mykologickom profile mikromycét, sporulécii a na mikro-
bidlnych interakciach. Za vyznamné mykotoxiny rodu
Fusarium povazujeme tri skupiny mykotoxinov. Prvu
skupinu tvoria trichothecény, ako deoxynivalenol (DON)
a T-2 toxin. Dalsia skupina zahriiuje zearalenon (ZEN)
ajeho derivaty. Do tretej kategorie radime fumonisiny
(FB)"%. Rod Aspergillus patri k najrozsirenej$im sa vy-
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skytujucim rodom plesni, jednotlivé druhy mézu byt izo-
lované z pody, zo vzduchu, z potravin, z organickych zbyt-
kov a z mnoho d’alSich zdrojov. Vel'mi Casto byva izolova-
ny hlavne z burskych orieskov a ceredlii. Za vyznamné
mykotoxiny rodu Aspergillus povazujeme asperthecin,
flavacol, ochratoxiny a hlavne aflatoxiny. Aflatoxin produ-
kujuce plesne mdzu rast’ za réznych okolitych podmienok’
a na mnohych pol'nohospodarskych a potravinarskych
komoditach®”. Produkcia aflatoxinov silne zavisi na teplo-
te, vlhkosti, pristupe vzduchu, Struktare a chemickom zlo-
zeni substratu. Plesne s na rozdiel od baktérii vSeobecne
prispdsobivejsie na urcité extrémne podmienky prostredia;
lepSie znasaju nizSie hodnoty pH, nizsi obsah vyuziteI'nej
vody (nizSie hodnoty a,) a nizSie teploty. V poslednych
rokoch sa odbornici sustred’'uji na vplyv réznych nizsich
mikroorganizmov na rast plesni a s nimi spitou produkciu
mykotoxinov.

Baktérie mliecneho kysnutia koexistuju s vldknitymi
hubami a kvasinkami v mnohych ekosystémoch, napr.
v roznych fermentovanych potravinach, kde mézu inhibo-
vat' rast plesni a tym je mozné ich vyuzite ako
bioochrany®. Z baktérii mlie¢neho kysnutia sa najviac §tii-
dii, na potlacenie rastu plesni, zabyva kmefimi rodu Lacto-
bacillus a rodu Lactococcus (Lc.). Taktiez, najvyznamnejsi
vplyv na mykotoxiny vykazovali druhy rodu Lactobacillus
a Lactococcus, konkrétne Lbc. rhamnosus GG a Lbc.
rhamnosus LC-705. Neddvno boli objavené nové antimik-
robialne aktivity vo filtrate kultary Lbc. plantarum aktivne
1 proti plesniam ako F. avenaceum. F. graminearum bol
inhibovany ako pdsobenim Lbc. plantarum, tak aj Lbc.
alimentarius, Lc. lactis subsp. lactis, Lbc. brevis a Leu.
mesenteroides subsp. mesenteroides’. Baktérie mlie¢neho
kysnutia tiez produkuju nizkomolekuldrne zliceniny®,
peptidy’ a proteiny'® s antifungdlnymi vlastnostami.
V stcasnosti sa mnoho nevie o tom, ako tieto latky pdso-
bia na rast plesni. Niektoré baktérie produkuju prchajuce
metabolity, ktoré moézu pdsobit na rast a sporuldciu
plesni''.

V radmci prace sa sledovala antifungalna aktivita de-
siatich kmenov rodu Lactobacillus proti plesniam rodu
Fusarium a Aspergillus. Antifungéalna aktivita zivych bu-
niek a neutralizovaného a tepelne oSetreného supernatantu
sa testovala difuznou agarovou metddou. V dalSej Casti
prace sa sledoval inhibi¢ny ucinok laktobacilov na rast
a produkciu aflatoxinu B1 (AFB1) kmenov rodu Aspergil-
lus pocas spolocnej kultivacie v tekutom médiu.

Experimentilna ¢ast’
Material a metody

Bakterialne kmene

Bakterialne kmene Lbc. plantarum 01, Lbc. paracasei
05, Lbc. casei 154, Lbc. paracasei SF1, Lbc. rhamnosus
VTI1 pouzité v praci pochadzaji zo Zbierky baktérii, plesni
a kvasiniek z Ustavu technologie mléka a tukd, VSCHT
Praha, Ceska republika. Bakterialne kmene Lbc. plantarum
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2142, Lbc. casei 2750, Lbc. curvatus 2768, Lbc. curvatus
2775, Lbc. casei Shirota pouZité v praci pochadzaji z Cen-
tral Food Research Institute, Budapest, Mad’arsko.

Kmene plesnit

Kmene plesni F. proliferatum M 5689, Asp. flavus
DMF 0802, Asp. parasiticus DMF 0805 pouZité v praci
pochadzajii zo Zbierky baktérii, plesni a kvasiniek z Usta-
vu technologie mléka a tuk®, VSCHT Praha, Ceska repub-
lika. A kmene plesni F. culmorum 301, F. culmorum 302,
F. graminearum 608 pochadzaju z Vyzkumného ustavu
rostlinné vyroby, Oddéleni Slechtitelskych metod, Praha,
Ceska republika.

Kultivdcia bakterialnych kultur

Kmene laktobacilov boli kultivované v MRS bujone,
ktory bol zaoc¢kovany 1 obj.% inokula, kultivacia prebie-
hala anaerobné pri 37 °C po dobu 18 h. Pre udrzanie Zivo-
taschopnosti boli mikroorganismy pravidelne preockova-
vané raz tyzdenne. Pri pokuse boli vzdy pouzivané Cerstvo
pripravené kultury.

Priprava supernatantov

Testované kmene (inokulum 1 obj.%) boli kultivova-
né v 10 ml MRS bujénu pri teplote 37 °C po dobu 18 h za
anaerobnych podmienok. Po kultivacii boli bunky odstre-
dené za podmienok 1710 g/ 20 min/4 °C. U ziskanych
supernatantov bolo upravené pH na hodnotu 6,5 pouzitim
10 hm.% a 1 hm.% NaOH. Nésledne sa supernatanty pre-
filtrovali cez mikrofilter (0,22 pm, Millipore, {rsko). Su-
pernatanty boli tepelne osetrené pri 90 °C po dobu 10 min
a uchovavané pri teplote —20 °C.

Kultivacia plesni

Vsetky pouzité kmene plesni boli kultivované a ucho-
vavané na Sikmom PDA agare. Kultivacia prebichala pri
izbovej teplote po dobu 5 aZ 10 dni, do dosiahnutia opti-
malneho mycélia a tvorby spor. Kmene boli preockovava-
né raz za mesiac. Pri pokuse boli vzdy pouzité Cerstvo
pripravené kultury.

Priprava inokula o presnom pocte spor

Cerstvo pripravena kultira kmeiiov plesni na PDA
agare bola vytrepanim prevedena do 5—6 ml fyziologické-
ho roztoku s Tweenom 80 (cit.'?) do sterilnej skumavky.
Pocet spor suspenzie bol spocitany pomocou Biirkerovej
komorky. Koncentracia spor bola upravena na 1-10°—1-107
spor na ml fyziologického roztoku.

Stanovenie antifungdlnej aktivity metodou dvojitych aga-
rovych platni pouzitim Zivych buniek

Do 5 ml vysterilovaného MRS bujonu sa zaockovalo
100 pl suspenzie skimaného kmeila baktérie Cerstvo na-
kultivovaného v MRS bujéne (1-108~1-10° KTJ mI™"). Na
Petriho misku sa nalial modifikovany MRS agar
(hmotnostny podiel octanu sodného bol vynechany)'®. Po
zatuhnuti sa doprostred zaockovalo 5 pl nariedenej sus-
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penzie skimaného bakterialneho kmena. Misky boli kulti-
vované anaerdbne pri 37 °C po dobu 18 h. Po kultivacii sa
miska preliala 10 ml soft PDA agaru obsahujticeho vysled-
ni koncentraciu 1-10°-1-10° spor. Misky boli kultivované
aerobne pri teplote 30 °C po dobu 72 h.

Stanovenie antifungadlnej aktivity metodou dvojitych
agarovych platni pouZitim supernatantu

Na Petriho misku sa nalial modifikovany MRS agar
(hmotnostny podiel octanu sodného bol vynechany)'. Po
zatuhnuti sa doprostred korkovrtom vytvoril otvor, do
ktorého sa naockovalo 450 pl neutralizovaného a tepelne
oSetreného supernatantu. Po diftzii supernatantu do agaru
sa miska preliala 10 ml soft PDA agaru obsahujuceho
upraventi koncentraciu spér (1-10° spor na ml fyziologic-
kého roztoku). Misky boli kultivované aerobne pri teplote
30 °C po dobu 72 h. Vysledky sa ziskali z dvoch nezavis-
lych sledovani.

Priprava laktobacilov a plesni rodu Aspergillus
pre spolocnu kultivdaciu v tekutom médiu

Priprava laktobacilov

Kmene laktobacilov boli kultivované v MRS bujone,
ktory bol zaoc¢kovany 1 obj.% inokula, kultivacia prebie-
hala anaerobné pri 30 °C po dobu 24 h. Po kultivacii sa
kmene zriedili sterilnou destilovanou vodou na vyslednt
koncentraciu 10° KTJ ml™. Pre experiment sa pouzilo
500 pl takto pripravenej suspenzie laktobacilov.

Priprava plesni

Plesne Asp. flavus DMF 0802 a Asp. parasiticus DMF
0805 boli kultivované na Sikmom PDA agare. Kultivacia
prebiehala pri izbovej teplote po dobu 7 dni, do dosiahnu-
tia optimalneho mycélia a tvorby spor. Cerstvo pripravena
kultira kmenov plesni na PDA agare bola vytrepanim
prevedend do 10 ml fyziologického roztoku s 0,1 obj.%
Tween 80. Ziskand suspenzia spor sa prefiltrovala cez
sterilntl bavlnu a filtrat sa zriedil 100 nasobne sterilnym
fyziologickym roztokom. Pre experiment sa pouzilo 500 pl
takto pripravenej suspenzie plesni.

Spolocnd inkubdcia laktobacilov a plesni

Do 5 ml sterilného média, obsahujuceho glukédzu,
tryptofan, kvasnicny extrakt, midsovy extrakt, NaCl,
Na,HPO,4 o pH 6,8; sa naockovalo 500 pl laktobacilovej
suspenzie a 500 pl suspenzie spor plesne. Taktiez sa naoc-
kovalo do média 500 pl suspenzie spor plesne samotnej,
ako kontrola. Spolo¢na kultivicia prebichala pri 30 °C
pocas 0, 5, 8, 14, 20 dni.

Priprava vzoriek pre stanovenie hmotnosti mycélia

Po spolocnej kultivacii sa médium v prislusnych
diioch sledovania prefiltrovalo cez sklenenu fritu S4. Za-
chyteny tuhy podiel, mycélium, sa nechal dosusit’ na fil-
tratnom papieri v termostate pri 20 °C do d’alSicho dna.
Suché mycélium sa nasledne vézilo na analytickych va-
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hach. Ziskané hodnoty hmotnosti mycélia sa prepocitali
ako prirastok, resp. Ubytok, hmotnosti mycélia vzhl'adom
ku kontrole v kazdom prislusnom dni sledovania.

Priprava vzoriek pre stanovenie koncentracie
aflatoxinu B1

Tekuté médium sa v prislusnych dnoch sledovania, po
odstraneni mycélia (frita S4), prefiltrovalo cez 0,22 pm
porézny mikrofilter (Millipore, Irsko) do sterilnej skiimav-
ky. Vzorky sa zriedili vodou a naniesli sa na imunoafinitnt
kolénu (IAC — AflaTest® WB from VICAM). Nasledne sa
koléna premyla 10 ml vody a pouzitim striekacky sa vzdu-
chom vysusila. Zachyteny toxin sa z imunoafinitnej kolo-
ny vymyl 2 ml metanolu do sklenenej vidlky. Koncentracia
aflatoxinu B1 v takto pripravenej vzorke sa stanovila po-
mocou HPLC s fluorescenénym detektorom'*'.

Vysledky a diskusia

Stanovenie antifungdlnej aktivity
metdodou dvojitych agarovych platni
pouzitim zivych buniek a supernatantu

V tejto praci sa sledovala antifungalna aktivita 10-tich
kmenov rodu Lactobacillus proti plesniam rodu Fusarium
a Aspergillus. Antifungélna aktivita sa stanovovala meto-
dou dvojitych agarovych platni a to pouzitim zivych bakte-
ridlnych buniek alebo supernatantu po kultivécii laktobaci-
lovych kmeniov v MRS bujone. Najvyssia aktivita buniek
bola zistend u kmenov Lbc. curvatus 2775 a Lbc. curvatus
2768, ktoré inhibovaly rast vSetkych plesni (tab. I). V pri-
pade aktivity supernatantu boli najucinnejSie kmene Lbc.
paracasei 05 a Lbc. curvatus 2768 (tab. I).

Tabul'ka I

Laboratorni pfistroje a postupy

Antifungélna aktivita jednotlivych kmenov rodu Lac-
tobacillus sa prisudzuje tvorbe organickych kyselin, pero-
xidu vodika, tvorbe bakteriocinu a d’alSich metabolitov. Zo
ziskanych vysledkov (tab. I), ak bol inhibi¢ny ucinok len
v pripade pouzitia zivych buniek (+/-) usudzujeme, ze
antifungélny ucinok bol spojeny s tvorbou a naslednym
posobenim organickych kyselin. Ak bola aktivita len
v pripade pouZitia supernatantu (—/+) usudzujeme, Ze inhi-
bi¢ny ucinok nenastiva vplyvom organickych kyselin,
ked’ze sa supernatant neutralizuje a tepelne oSetruje, ale
pravdepodobne posobenim naprodukovanych latok s anti-
fungalnou aktivitou (nizko molekularne a tepelne stabilné
zliéeniny, bakteriociny), ktoré st v dostato¢nom mnozstve
na zaciatku rastu sledovanej plesne, a tym padom docha-
dza k inhibi¢nému ucinku. Inhibi¢ny efekt sa na miskach
prejavoval tvorbou inhibi¢nej zoény okolo koldnie zivych
buniek alebo okolo korkovrtu s difundovanym supernatan-
tom, a to uplnym potlacenim rastu plesne alebo degrada-
ciou mycélia a zamedzenim sporulécie.

Medzi obligatne heterofermentativne kmene laktoba-
cilov, ktoré produkuju antifungalne latky, patri Lbc. san-
francisco CB1, ktory bol izolovany z kvasku. Tento kmen
produkoval  Siroké spektrum organickych kyselin
s antifungalnou aktivitou. Medzi ne patri kyselina octova
a kapronova, ktoré inhibuju rast plesne F. graminearum'®.
Z Lbc. plantarum MILAB 393 bola okrem cyklickych
dipeptidov vyizolovand kyselina 3-fenylmlécnd s pome-
rom L(+) a D(—) 9:1. Toto spektrum latok posobilo inhibic-
ne proti F. sporotrichioides a Asp. fumigatus'’. Nové typy
zliCenin produkoval kmen Lbc. plantarum. Konkrétne sa
jednalo o kyselinu benzoovi a 5-metyl-2,4-imidazolidi-
nedion. Tieto latky boli aktivne samostatne, ale hlavne
s 1% pridavkom kyseliny mlie¢nej, kedy ucinok vzréstol.
Ich inhibi¢na aktivita bola hlavne proti F. avenaceum®.

Inhibi¢ny ucinok laktobacilov, pouzitim zivych buniek a supernatantu, proti plesniam rodu Fusarium a Aspergillus kultivo-

vanych 72 h pri 30 °C

Kmen F. F. . F. Asp. Asp.

culmorum culmorum proliferatum graminearum flavus parasiticus

301 302 M 5689 608 DMF 0802 DMF 0805
01 +/+ +/- /= +/+ +/+ -/=
05 +/+ +/+ —/+ —/+ +/+ —/+
154 +/+ +/- +/+ +/+ +/+ -/+
SF1 —/+ +/+ —/= +/+ +/+ —/+
VT1 +/+ +/+ +/- —/+ +/+ —/—
2142 +/+ +/+ +/+ —/+ +/+ -/=
2750 +/+ +/ - -/- +/+ +/+ —/+
2768 +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+
2775 +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/ -
Shirota +/+ +/+ +/- —/+ +/+ —/+

aktivita zivych buniek / aktivita supernatantu , + ... inhibicia, — ... ziadna inhibicia
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Existuju tiez laktobacily, ktoré produkuji organické kyse-
liny na baze mastnych kyselin. Okrem mastnych kyselin st
tiez niektorymi kmenimi produkované i estery mastnych
kyselin. Konkrétne z Lbc. rhamnosus VT1 sa izolovali
metylestery a 2-metyl-5-hydroxyhexanova kyselina'®. Ne-
smieme vSak zabudnit’ zohl'adnit’ vplyv okolitych podmie-
nok, ako je doba a teplota inkubacie, pH a kmen. Preuka-
zalo sa, ze inhibicia plesni nie je spdsobena iba produkciou
organickych kyselin, ale i okolitymi podmienkami'. La-
vermicocca a spol.” referovali produkciu antifungalnych
zliéenin fenylmlie¢nej kyseliny a 4-hydroxyfenylmlie¢nej
kyseliny z kmeila Lbc. plantarum izolovaného z kysnutého
cesta. Nedavno bolo objavené, ze Lbc. coryniformis Si3
modze produkovat antifungalne latky na zaklade
bielkovin'®. TaktieZ boli identifikované antifungalne cyk-
lické dipeptidy z Lbc. plantarum izolovaného zo silaze'’.

120 -
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60 1
40

20 -
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0 | |
kontrola

01 05 SF1
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Sledovanie inhibicie laktobacilov na
rast plesni a produkciu aflatoxinu B1
pocas spolo¢nej kultivacie v tekutom
médiu

V dalSej casti prace sme sledovali vplyv laktobacilov
na rast plesni a tvorbu aflatoxinu B1 v tekutom médiu pri
spolo¢nej kultivacii po dobu 20 dni pri 30 °C. Boli pouzité
dva kmene plesni, Asp. flavus DMF 0802 a Asp. parasiti-
cus DMF 0805. Rast plesni bol sledovany metdodou vaze-
nia mycélia. Vysledky st znazornené graficky (obr. 1, 2).

Sledovanim rastu Asp. flavus DMF 0802 pocas spo-
lo¢nej kultivacie s laktobacilmi v priebehu 20 dni sa najvy-
raznejSia zmena hmotnosti mycélia vzhI'adom ku kontrole
zaznamenala v pociatocnej faze rastu plesne, a to v 5. dni
sledovania. V pritomnosti vSetkych bakterialnych kmenov

VT1

2142

2750

2768

T 1
2775 Shirota
kmen

Obr. 1. Hmotnost’ mycélia Asp. flavus DMF 0802 v priebehu spolo¢nej kultivacie s laktobacilmi pri 30 °C v percentualnom vyjad-
reni vzhPadom ku kontrole; [l 5. den, [ 8. deni, [ 14. deni, [] 20. deft

250

200 +

150 -

100 -

50

kontrola 01 05 154 SF1

VT1 2142 2750 2768 2775  Shirota

kmen

Obr. 2. Hmotnost’ mycélia Asp. parasiticus DMF 0805 v priebehu spolo¢nej kultivacie s laktobacilmi pri 30 °C v percentualnom
vyjadreni vzhPadom ku kontrole; [ll 5. defi, [l 8. defi, [] 14. def, [] 20. deti
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Tabulka II

Laboratorni pfistroje a postupy

Sledovanie rastu a produkcie aflatoxinu B1 kmetia Asp. flavus DMF 0802 pocas spolocnej kultivécie s laktobacilmi

v tekutom médiu v priebehu 20 dni pri 30 °C

Kulttra Doba Hmotnost’ AFBI1 Kultara Doba Hmotnost’ AFB1
kultivacie mycélia [mg] [ngml™] kultivacie mycélia [mg]  [ng ml™']
[dni] [dni]
5 458+0,6 nd 5 45.8+0,6 nd
Kontrola Kontrola
8 485+0,6 nd 8 48,5+0,6 nd
14 29,5+0,4 nd 14 29,5+0,4 nd
Asp. flavus Asp. flavus
20 24,8 £0,3 nd 20 24,8 £0,3 nd
Y 31,2+0,4 nd Asp i 333+0,4 nd
5P JIAVIS 46,7+ 0,6 nd P JIAVS 49.8 +0,6 nd
14 28,2+0,3 d 14 28,2+0,3 d
Lbc. plantarum Ol R Lbe, plantarum R
20 24,0+0,3 nd 2142 20 23,1+0,3 nd
33,6 +0,4 nd 335+0,4 nd
Asp. flavus Asp. flavus
49,4+ 0,6 nd 49,1 +0,6 nd
) 14 30,2+ 0,4 nd ) 14 26,1 £0,3 nd
Lbc. paracasei OS5 Lbc. casei 2750
20 23,6 +0,3 nd 20 23,3+0,3 nd
Asp. i 293+0,4 nd Asp. 37,8+0,5 nd
P JIAVES 48,9+ 0,6 nd - JIAVES 493+ 0,6 nd
) 14 25,6 + 0,3 nd Lbc. curvatus 14 30,1 + 0,4 nd
Lbc. casei 154
20 243 +0,3 nd 2768 20 23,9+0,3 nd
Asp 26,5+0,3 nd Y 334+0,4 nd
P JIAVS 46,6 + 0,6 nd - JIAVS 48,1 +0,6 nd
. 14 26,7+ 0,3 nd Lbc. curvatus 14 25,3+0,3 nd
Lbc. paracasei SF1
20 243+03 nd 2775 20 26,0+ 0,3 nd
Asp. 1 27,4+0,3 nd Asp i 348 +0,4 nd
5P JIAVIS 483 + 0,6 nd P JIAVS 47,5+0,6 nd
Lbc. rhamnosus 14 28,8+0,3 nd Lbc. casei Shiro- 14 27,4+0,3 nd
VTI1 20 24,4+03 nd ta 20 23,0+0,3 nd

AFBI — aflatoxin B1, nd — pod detegovatelnym limitom 5,0 ng ml™* AFBI

rodu Lactobacillus bol nérast plesne, oproti kontrole, vy-
razne mensi (58—83 %).

NajvyraznejSia zmena sa zaznamenala v 14. dni kulti-
vacie Asp. parasiticus DMF 0805, kde doslo k tomu, ze
v pritomnosti takmer vSetkych kmenov laktobacilov sa
prudko zvysil hmotnostny prirastok mycélia oproti kontro-
le (86—137 %).

Rast Asp. parasiticus sledovany vazenim suchého
mycélia bol spociatku vel'mi rychly v zmesnej kultire, nez
ked’ plesen rastla samotna, ale narast plesne na konci inku-
bacie bol porovnatelny v obidvoch kultivovanych kulta-
rach. Je to mozné tym, Ze bakteridlne metabolity mozu
stimulovat’ rast plesne v po¢iatoénej faze inkubacie™. Asp.
nidulans bol spolo¢ne kultivovany s Lbc. coryniformis
MiLAB 123, u ktorého bol preukdzany mensi inhibicny
efekt®'. Spolo¢na kultivacia s Lbc. coryniformis MiLAB

123 nespoOsobila zmenu morfologie mycélia v tej same;j
miere ako s Lbe. plantarum MiLAB 393 (cit.??).

Z filtratu ziskaného po kultivacii sa nasledne izoloval,
pomocou imunoafinitnej kolony, aflatoxin B1 a jeho kon-
centrécia sa stanovila metdédou HPLC. Pri spolo¢nej kulti-
vacii kmena Asp. flavus DMF 0802 s laktobacilmi nedo-
chadzalo k tvorbe aflatoxinu na rozdiel od pripadu kultiva-
cie Asp. parasiticus DMF 0805, kde sme stanovili prislus-
né koncentracie aflatoxinu B1 v priebehu 20 dni sledova-
nia (tab. II, IIT).

Zo zistenych hodnot koncentracie AFB1 vzhl'adom
ku kontrole, kde nedochadzalo k produkcii AFBI1 (tab. III),
sa domnievame , Ze rast pritomnych laktobacilov spdsobil
tvorbu AFB1 vyvolanim stresovych rastovych podmienok
vyuzivanim nutriénych zloziek média a produkciou urci-
tych metabolitov. Avsak v d’alSich diioch sledovania sme
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Tabul’ka III

Laboratorni pfistroje a postupy

Sledovanie rastu a produkcie aflatoxinu B1 kmeila Asp. parasiticus DMF 0805 pocas spolo¢nej kultivécie s laktobacilmi

v tekutom médiu v priebehu 20 dni pri 30 °C

, Doba  pyotnost AFBI , Doba  potnost AFBI
Kultra kultivacie mycélia [mg] [n ml'l] Kultra kultivacie mycélia [mg] [n ml'l]
[dni] y g g [dni] y g g
5 33,7+0,4 nd 5 33,7+0,4 nd
Kontrola Kontrola
8 50,4 +0,6 nd 8 50,4+ 0,6 nd
. 14 27,5+0,3 nd . 14 27,5+0,3 nd
Asp. parasiticus Asp. parasiticus
20 293+04 nd 20 293+04 nd
» 44+0,1 nd . 5 5,6 +0,1 nd
Asp. parasiticus Asp. parasiticus
26,9+0,3 166 £ 6,7 33,4+ 0,4 170 £ 6,9
Lbc. plantarum 14 62,1+0,7 6+02  Lbc. plantarum 14 61,5+0,7 41+1,7
Ol 20 40,9 £0,5 nd 2142 20 38,4+0,5 18+0,7
46,1 £ 0,6 32+13 5 36,4+ 0,4 nd
Asp. parasiticus Asp. parasiticus
61,4+0,7 169+ 6,8 30,1+0,4 84+34
. 14 57,9+0,7 36 +1,5 . 14 59,3+0,7 40+ 1,6
Lbc. paracasei OS5 Lbc. casei 2750
20 36,7+ 0,4 6+0,2 20 36,5+ 0,4 167+6,8
» 5 259+0,3 25+1,0 . 37,4+0,4 nd
Asp. parasiticus Asp. parasiticus
8 45,1£0,5 103 £4,2 38,5+0,5 16 £0,6
. 14 56,4 +0,7 23+0,9 14 63,1 +0,8 37+1,5
Lbc. casei 154 Lbc. curvatus 2768
20 38,2+0,5 11+0,4 20 38,7+ 0,5 18 £0,7
» 29,1+0,3 31+£1,3 » 3,9+ 0,05 nd
Asp. parasiticus Asp. parasiticus
51,4+0,6 23+09 27,5+0,3 196 +7.9
j 14 53,2+ 0,6 18+ 0,7 14 65,3+ 0,8 48+1,9
Lbc. paracasei Lbc. curvatus 2775
SF1 20 36,4+0,4 7+0,3 20 383+0,5 33+13
. 29,8 +0,4 10+ 0,4 . 5 4,1+ 0,05 nd
Asp. parasiticus Asp. parasiticus
443+0,5 nd 25,1+£0,3 122 +£4,9
Lbc. rhamnosus 14 51,1+ 0,6 33+1,3 L 14 54,8 +0,7 15+£0,6
Lbc. casei Shirota
VT1 20 37,4+ 0,4 14£0,6 20 39,9+0,5 24+1,0

AFBI — aflatoxin B1, nd — pod detegovatelnym limitom 5,0 ng ml™" AFB1

detegovali nizSie koncentracie AFBI. Tento pokles kon-
centracie AFB1 by mohol byt spésobeny prave pritomnos-
tou laktobacilov, kedy mohlo dochadzat’ k degradacii
AFBI na netoxické latky, popripade naviazanie AFB1 na
bunkov stenu baktérii, alebo absorpcia AFB1 bakteridlny-
mi bunkami. V pripade spolocnej kultivacie Asp. parasiti-
cus DMF 0805 s kmeniom Lbc. casei 2750 sme zazname-
nali v 20. dni sledovania zvySenie koncentracie AFB1, ¢o
mohlo byt spdsobené naslednou autolyzou bakteridlnych
buniek a uvol'nenim AFBI1, v nezmenenej forme, do teku-
tého média (tab. III).

Existuju dve teorie, ako dochadza k odstraneniu my-
kotoxinov z vodného média v pritomnosti baktérii mliec-
neho kysnutia (BMK). Prvou je vplyv $truktir v bunkovej
stene, kedy ddjde k naviazaniu mykotoxinu na bunkovu
stenu a tym ddjde k jeho inaktivacii. Druhy pristup pred-

poklada, ze k odstraneniu ddjde produkciou niektorych
antimikrobialnych metabolitov BMK. Haskard a spol.”* vo
svojej praci uvadza, ze vizba je fyzikélnej povahy, neko-
valentna a k vézbe dochadza s hydrofobnymi miestami
v bakterialnej bunkovej stene. V poslednej dobe sa pozor-
nost’ ststred’uje na 3 hlavné body: a) vizba lactobacillus—
mykotoxin; b) stabilita vzniknutého komplexu; c) vplyv
inkubagného &asu na vizbu toxinu®*. Plesne Asp. flavus
a Asp. parasiticus produkujii zmes mykotoxinov, hlavne
aflatoxiny B1, B2, G1 a G2. Aflatoxin B1 je najznamejsi
mykotoxin z obavy pred jeho vysokou toxicitou a karcino-
genicitou. Aflatoxin B1 sa vyskytuje prevazne na podzem-
nici olejnej, kukurici a na d’al$ich obilninach, ako su ryza,
pSenica, cirok a proso. Ak su kravy kfmené krmivom obsa-
hujice aflatoxin B1, toxicky metabolit aflatoxin M1 sa
vyskytuje v ich mlieku a nasledne v d’alsich mliecnych
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produktoch®. Produkcia aflatoxinu plesiiou Asp. parasiti-
cus bola zna¢ne menSia, hlavne po 3. dni inkubacie, ked
Lbc. casei bol pritomny na rozdiel od samotného rastu
plesne bez pritomnosti Lbc. casei’. Viac ako 2 hm.% ky-
seliny mliecnej pritomnej v médiu nepodporoval len rast
Asp. parasiticus, ale ur€itd koncentracia stimulovala bio-
syntézu aflatoxinu®®. Redukcia aflatoxinu bola dosiahnuta
v kontaminovanych araSidovych orieSkoch za kyslych
podmienok po 60 min vo vriacom vodnom kupeli s 10%
roztokom peroxidu vodika®’. Kinetika redukcie AFBI1 na
AFB2 a AFGI1 na AFG2 kyselinou mlie¢nou bola skiima-
na v zriedenom kyslom vodnom roztoku (pH 3,35-4,50)
pri 37 °C. Rychlost’ reakcie prebiehala podla prvého po-
riadku s ohladom na koncentracie kyseliny mliecnej
a aflatoxinov, a nezavisle na koncentracii vodikovych
ionov?®. Efekt mlie¢nanu sodného na produkciu aflatoxinu
je funkciou pociato¢ného pH. Nedisociované organické
karboxylové kyseliny, nez ich ionizovand forma, maji
sklon byt’ transportované cez bunkové membrany a spo-
malit’ alebo zvysit' metabolizmus bunky. Preto pH blizke
neutralnemu je nepriaznivé pre kyselinu mlie¢nu transpor-
tujiicu sa cez membranu, a to moze byt dovod, preco tieto
zlozky stimuluji produkciu aflatoxinu, ked” médium malo
pociatoéna hodnotu pH 4,2 (cit.”).

Zaver

Cielom celého projektu je priprava doplnkovych
zmesnych laktobacilovych kultir pri vyrobe vyrobkov
obsahujtcich mliecnu a ceredlnu zlozku. Snaha je vyrobit
vyrobok obsahujuci protektivnu kultaru, ktora by inhibo-
vala ucinok moznych vyskytujicich sa plesni, najvacsie
uplatnenie tejto technolégie by mohlo byt’ pri vyrobe doj-
Censkej a detskej vyzivy s cerealnou zlozkou. V tejto praci
sme sa zamerali na antifungalnu aktivitu prislusnych lakto-
bacilov proti plesniam rodu Fusarium a Aspergillus, a to
pouzitim zivych buniek a supernatantu. V stvislosti s pro-
dukciou mykotoxinov sme sledovali vplyv pritomnosti
laktobacilov, pocas spolocnej kultivacie s Asp. parasiticus
0805 v tekutom médiu, na koncentraciu aflatoxinu Bl
v priebehu 20 dni spolo¢nej kultivacie. Z uskutocnenych
pokusov boli ziskané pozitivne vysledky, ktoré sa daji
v budtcnosti zohl'adnit’ pri priprave doplnkovych zmes-
nych laktobacilovych kultar. Taktiez vlastnosti laktobaci-
lov by sa dali v budtcnosti pouzit' v technologii vyroby
cerealnych vyrobkov, kde by sa dali pouzit’ ako ochrana
proti vyskytu plesni a produkcii mykotoxinov. Samozrej-
me pri vybere vhodnych kmenov baktérii mliecneho kys-
nutia ako bioochrany je potrebnd urcitd opatrnost’, lebo st
zname i vysledky pokusov dokazujucich stimulaciu rastu
plesni i produkciu toxinov.

Tato praca vznikla s podporou vyskumného zdmeru
CEZ: MSM 6046137305 a projektu CZ — HU 5/2004. Au-
tor dalej dakuje Mgr. Svétlane Sykorovej CSc. za poskyt-
nutie kmeriov plesni rodu Fusarium.
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J. Hudagek?, Z. Zalan®, J. Chumchalova®, and
A. Halasz" (“Department of milk and fat technology, Insti-
tute of Chemical Technology, Prague, © Central Food Re-
search Institute, Budapest, Hungary): Antifungal Effect
of Lactobacilli on Fusarium and Aspergillus Molds

The aim of this project is selection of Lactobacilli
cultures for production of fermented products which in-
clude both milk and cereal components. Antifungal activ-
ity of ten Lactobacilli strains from two culture collections
against Fusarium spp. and Aspergillus spp. was tested by
the agar diffusion method. In the following step the inhibi-
tory effect of Lactobacilli on growth and mycotoxin pro-
duction of Asp. flavus DMF 0802 and Asp. parasiticus
DMF 0805 was determined by common cultivation in lig-
uid media using the method of mycelium weight and afla-
toxin B1 detection by HPLC. The highest activity of Lac-
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tobacilli cells against molds was detected for strains Lbc.
curvatus 2775 and Lbc. curvatus 2768. The supernatants
of strains Lbc. paracasei 05 and Lbc. curvatus 2768 were
the most active. The most significant weight change of the
mycelia of Asp. flavus DMF 0802 compared with control
was observed in the initial growth period of the mould on
day 5 (58-83 %). An important change was detected on day
14 in cultivation of Asp. parasiticus DMF 0805, when the
mycelium weight increased rapidly in the presence of almost
all Lactobacilli strains compared with control (86137 %).
The production of aflatoxin B1 by Asp. flavus DMF 0802
strain was inhibited. The production of aflatoxin Bl by
Asp. parasiticus DMF 0805 strain was detected on day 5 of
joint cultivation with Lactobacilli, and the maximum con-
centration was detected on day 8 (20-200 ng ml™). In the
next days of cultivation, the concentration of aflatoxin B1
decreased.
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DETEKCE BODOVYCH MUTACI

V KIRSTEN RAS 2 GENU METODOU
LOCKED NUCLEIC ACIDS CLAMPED
PCR
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reakce, somatické mutace, kolorektalni karcinom

Uvod

LNA molekuly (locked nucleic acids, tedy volné pie-
lozeno nukleové kyseliny s ,,uzamcenou* konformaci)
patfi mezi synteticka analoga ptirozenych nukleotidd, kte-
r4 lze chemicky spojit v LNA oligonukleotidové fetézce.
Vzniklé oligomery disponuji fadou strukturnich i funkc-
nich odlisnosti oproti pfirozenym fetézcim nukleovych
kyselin. Dulezitou soucésti kazdého LNA monomeru je
methylenovy mistek mezi 2’-hydroxylovou skupinou
a 4’-uhlikem furanosového kruhu (oxy-LNA), viz obr. 1.
Hydroxylovou skupinu na 2’-uhliku je mozno téz substitu-
ovat skupinou thiolovou (thio-LNA) nebo aminovou
(amino-LNA). Methylenovy mistek urcujici bicyklicky
charakter LNA nukleotidil fixuje ribosu v 3’-endo konfor-
maci, coZ vyznamné zvysuje termodynamickou a biologic-
kou stabilitu komplementarn€ vznikajicich LNA/DNA ¢i
LNA/RNA dvousroubovic v porovnani s jejich nemodifi-
kovanymi analogyl’z. Zaclenénim jediného LNA nukleoti-
du do sekvence oligomeru lze po hybridizaci
s komplementarnim fetézcem zvysit teplotu tani vysledné
dvousroubovice o 1-3 °C (cit.?).

Vyssi afinita ke komplementdrnim sekvencim, vétsi
odolnost vici u¢inkim nukleas, a nasledné delsi biologic-
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Obr. 1. Chemicka struktura oxy-locked nucleic acids (LNA)

ky poloc¢as v porovnani s pfirozenymi analogy jsou dulezi-
té aspekty potencialniho vyuziti LNA oligonukleotidl
nejen v 1é¢bé malignit, virovych infekci, autoimunitnich
onemocnéni & alergii®, ale také v klinické diagnostice.
Fluorescencné znacené sondy konstruované na bazi LNA
oligomerti se pouzivaji pii FISH (fluorescentni in situ
hybridizace) analyzach nebo pii detekci bodovych mutaci
pomoci polymerasové fetézové reakce v realném cCase
(real-time PCR, ve zkratce rt-PCR)3. Neznacené LNA
oligomery jsou soucasti kotvicich sond (tzv. LNA-capture
probes) pii vySetfeni jednonukleotidovych polymorfismii
v mikrotitraénich destickdch a pii detekci somatickych
mutaci, které provazeji maligni transformaci bunék v riz-
nych biologickych tkanich®”.

Somatické bodové mutace v genu K-ras (Kirsten ras 2
gen, lokalizace 12p12.1) se objevuji u 30-50 % piipadt
sporadického kolorektalniho karcinomu; onemocnéni pro-
vazeného genetickymi zménami v mnoha protoonkoge-
nech, tumor supresorovych genech a genech opravnych
(repairovych). Mutace v genu K-ras byly prokazany nejen
v nadorové tkani, ale téz ve stolici® a v krevni plasmé po-
stizenych osob’. Genetické zmény vézané predevsim na
kodony 12 a 13 jsou jednou z klicovych udalosti pfi trans-
formaci bunék benigniho stfevniho adenomu v zhoubny
kolorektalni karcinom'’.

Konstrukei plné komplementarnich kratkych syntetic-
kych oligonukleotidi vici ,,zdravym* alelam genu K-ras,
které byly vytvofeny na bazi PNA molekul (peptide
nucleic acids, zaklad oligomeru tvofi 2-aminoethyl-
glycinovy fetézec) a jejich pfidanim do reakéni smési 1ze
takto zvyhodnit amplifikaci alel mutantnich. Diky vytvore-
ni komplementarni ,,svorky“ mezi PNA oligomerem
a alelami s normalni sekvenci byl tento d¢j oznacen jako
PCR clamping. Pomoci této modifikace metody PCR byla
s velkou citlivosti a specifi¢nosti zji§téna pritomnost mu-
tantnich alel genu K-ras ve vzorcich cholangiokarcinomu,
karcinomu pankreatu'', endometria'? a plic"’. Relativnimi
nevyhodami PNA oligomerd jsou niz§i rozpustnost a pre-
cipitace béhem skladovani, nizsi teplota tani a v n¢kterych
aplikacich téz vyS8i nespecifické pozadi pii rt-PCR. Cilem
nasi studie bylo vyuzit diagnostické moznosti neznac¢enych
LNA oligonukleotidti pro detekci mutaci genu K-ras meto-
dou rt-PCR clamping ve vzorcich malignizovanych tumo-
rd tlustého streva.
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Experimentalni ¢ast

Do studie bylo zafazeno 133 vzorkt primarnich spo-
radickych stfevnich adenokarcinomil pacientd Chirurgické
kliniky Fakultni nemocnice Hradec Kralové, Chirurgické
kliniky Krajské nemocnice Pardubice a 2. Interni kliniky
Fakultni nemocnice Hradec Kralové. Kazdy kolorektalni
karcinom byl klasifikovan klinicky dle TNM stupnice
(zkratka z anglickych slov tumor, node a metastasis)
a histologicky dle stupné bunécné diferenciace. Kontrolni
skupinu tvofilo 20 bioptickych vzorkd morfologicky nor-
malni stfevni sliznice osob s negativnim koloskopickym
vysetfenim. Studie byla schvalena Etickou komisi Lékarské
fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové a veskery biolo-
gicky materidl byl ziskdn s informovanym souhlasem pacien-
ti. VSechny vzorky tkani pochazely z Cerstvych resekati Ci
vzorki Cerstvé bioptovanych. Bezprostiedné po odbéru byly
vzorky v plastovych zkumavkach ulozeny do mraziciho boxu
na teplotu —70 °C. Ani v jednom pfipadé nebyl pouZzit vzorek
po fixaci ve formalinu nebo zality v parafinovém blocku.

Stabilizovana bunécnd linie lidského kolorektalniho
adenokarcinomu SW480 (p53—/—, APC—/-) byla ziskana
z American Type Culture Collection (ATCC), USA. Tato
linie obsahuje bodovou mutaci GGT->GTT (GI2V)
v kodonu 12 genu K-ras. Buiiky byly kultivovany v Dul-
bekové modifikovaném Eaglové médiu (Gibco, USA)
obohaceném o 10% fetalni hoveézi sérum (Gibco, USA),
penicilin G (100 U ml™") a streptomycin (100 mg ml™).
Inkubace probihaly v inkubétoru s fizenou atmosférou (5%
CO,) pii 37 °C. Bunééné kultury byly pasazovany dvakrat
tydné pomoci 0,05% roztoku trypsin/EDTA dle protokolu
spolecnosti ATCC.

DNA byla ze vzorkil tumorti a z buné¢ného sedimen-
tu linie SW480 izolovana standardni fenol-chloro-
formovou extrakéni metodou'®. Vysetieni pomoci rt-PCR
byla provedena v pfistroji LightCycler 1.5 (Roche Dia-
gnostics, SRN). Reak¢ni objem ve sklenénych kapilarach
byl 10 ul. Kazda kapilara obsahovala 60 ng DNA templa-
tu, 1 pl reakéni smési LightCycler DNA Master HybProbe
(Roche), chlorid hote¢naty (finalni koncentrace ve smési
5 mmol I™"), fluorescenénimi znadkami opatfené hybridizac-
ni sondy S1 a S2 (kazda s finalni koncentraci 0,3 pmol 1),
oxy-LNA oligomer O1 (0,1 pmol 1) adva primery P1 a P2
(0,5 pmol 17"). Sondy S1 a S2 hybridizovaly ke kodujicimu
fetézci ve vzdjemné vzdalenosti dva nukleotidy — pro G¢inny
prenos fluorescencéni rezonanéni energie (FRET, fluorescen-
ce resonance energy transfer) mezi pouzitymi fluorochromy.
Sonda S1 byla na 3’-konci znacena fluoresceinem (donor-
fluorochrom s excitatnim maximem 497 nm a emisnim
maximem 525 nm); sonda S2 byla na svém 5’-konci zna-
Cena fluorescencni znackou LC RED 705 (akceptorovy
fluorochrom s emisnim maximem 705 nm, Roche) a jeji
hydroxylova skupina na 3’-uhliku byla blokovana fosfory-
laci (v sekvenci sondy S2 oznaceno symbolem PH-3’) pro
zabranéni polymerace. Stejnym zpasobem byl opatien i 3°-
konec pouzitého oxy-LNA oligomeru Ol. Oba primery
(P1 primer: 5°-AGG CCT GCT GAA AAT GAC TG-3’
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a P2 primer: 5’-GGT CCT GCA CCA GTA ATA TGC A-3),
sondy (S1, donor fluorescence: 5’-CGT CCA CAA AAT
GAT TCT GAA TTA GCT GTA TCG TCA AGG CAC
T-fluorescein-3’; sonda S2, akceptor fluorescence: 5’-LC
RED 705-TTG CCT ACG CCA CAA GCT CCA A-PH-3”)
a oxy-LNA oligomer O1 (5’-CCT ACG CCA CCA GCT
CC-PH-3’) byly syntetizovany v TIB MOLBIOL, SRN
podle navrhu Chen a spol."". Délka amplifikovanych PCR
produktti byla 164 bp. Pozice nasedani primerti, sond
a LNA oligomeru Ol na fetézce DNA schematicky zna-
zorfiuji obr. 2a,b. Teplotni podminky pro rt-PCR byly na-
sledujici: inicidlni denaturace 10 minut pti 95 °C nasledo-
vana 45 amplifikaénimi cykly (denaturace 5 s pii 95 °C,
hybridizace primerti 10 s pfi 60 °C, elongace 7 s pri 72 °C).
Celkova doba analyz se pohybovala okolo 60 minut.

Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA z nadorové
bunééné linie SW480. Negativni amplifika¢ni kontrolu

a
kédujici Fetézec
5 3
I o1 | S1 | I
@
3 m—’ nekédujici Fetézec 5
b
kédujici Fetézec
5 ] 3'
I S2 S1 | |
&0
AV 4
3 m_' nekodujici Fetézec 5

Obr. 2. Schematické znazornéni pozic primeri (P1 a P2), sond
(S1 a S2) a oxy-LNA oligomeru (O1) v exonu 1 genu K-ras;
obr. 2a ukazuje situaci, kdy je ve vzorku pfitomna DNA
s normalni sekvenci v genu K-ras a oligomer O1 diky vyssi kom-
plementarité vytésiiuje pii optimalni teploté sondu S2 z vazby na
DNA templat, coz vede k ztrat¢ moznosti pienosu fluorescencni
rezonan¢ni energie mezi dvojici fluorochromii vazanych na kon-
cich hybridiza¢nich sond, tj. fluoresceinu (F) jako donoru fluores-
cence a LC 705 (L) jako akceptoru fluorescence. Na obr. 2b je
znazornena situace, kdy v pfitomnosti mutantni alely genu K-ras
(v kodonu 12) piednostné hybridizuje sonda S2 a po pienosu
fluorescenéni rezonan¢ni energie dochazi k emisi zafeni fluo-
rochromu LC 705 a k jeho naslednému zachyceni na detektoru
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tvofila reakéni smés bez pritomnosti DNA templatu.
K vylouceni moznosti inhibice rt-PCR byl kazdy vzorek
DNA amplifikovan paralelné s a bez pfitomnosti LNA
molekul v reakéni smési. Pro ovéteni vysledku a pro bliZsi
specifikaci zjisténého typu bodové mutace byla stanovena
nukleotidova sekvence PCR produktii s pouzitim soupravy
GenomeLab™ DTCS Quick Start Kit a kapilarniho sekve-
natoru CEQ 8000 (Beckman Coulter, USA).

Redici fada vzork pro zjisténi citlivosti metody byla
pfipravena sériovym fedénim DNA pochézejici z linie
SW480 extrakty DNA kontrolni skupiny s normalni sek-
venci genu K-ras (sekvence byly predem ovéteny stanove-
nim nukleotidové sekvence v exonu 1). Vytvorena fedici
fada obsahovala tento podil mutantnich alel v 60 ng DNA
templatu: 33 %; 6,7 %; 1,3 %; 0,27 %; 0,05 %; 0,01 %.

Vysledky a diskuse

Amplifikace produktli z oblasti 1. exonu genu K-ras
pomoci rt-PCR probéhla ve v§ech DNA vzorcich extraho-
vanych z nadorové i nenadorové (kontrolni) tkané. Se-
lektivni amplifikace mutantnich alel pfi LNA-clamped
rt-PCR prokazala pfitomnost bodové mutace v genu K-ras
u45 vysettenych karcinomi (34 %). Frekvence vyskytu
mutaci ve sledovaném souboru vzorkli je v souladu
s vysledky nagich piedchozich experimentti'. Amplifikaéni
ktivky typické pro mutantni alely genu K-ras ukazuje obr. 3.

Nasledna konfirmace provedena stanovenim nukleoti-
dové sekvence PCR produkti umoznila blize specifikovat
vSechny detegované mutace. Prestoze jsme pro LNA-

fluorescence

pocet cykla

Obr. 3. Amplifikaéni kFivky real-time PCR; oblast 1. exonu
genu K-ras byla amplifikovana v pfitomnosti fluorescencnich
hybridizaénich sond umoznujicich vizualizaci vznikajicich PCR
produktl. PferuSovanymi ¢arami 1-7 jsou znazornény amplifika-
ce bez pfitomnosti LNA oligomeru v reakéni smési, plnymi Cara-
mi 8-14 jsou vyznaceny amplifikace totoznych vzorkid DNA pfi
LNA-clamped rt-PCR. Ve ¢tyfech pfipadech zde byly detegovany
bodové mutace v genu K-ras. Stanovenim nukleotidové sekvence
byly nasledné zjistény mutace G12D (tomuto vzorku odpovida
amplifikaéni kiivka 8), G12S (kiivka 9), G12V (kiivka 10) a
G13D (kiivka 11). Ve tfech piipadech byly mutace vylouceny
(nedoslo k amplifikaci, kiivky 12—14). Vzhledem k pfitomnosti
jak mutantni, tak normalni sekvence v DNA extraktech ziskanych
z kolorektalnich karcinomti jsou amplifikace provadéné bez pii-
tomnosti oxy-LNA oligomeru silngjsi a pocty cykla rt-PCR nut-
nych pro detekei fluorescen¢niho signalu nizsi
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clamped rt-PCR pouzili fluorescenéni sondu navrzenou
primarn¢ pro mutantni typ GGT—>TGT (G12C), ktery byl
zachycen ve dvou vzorcich, pouzitd metoda byla schopna
spolehlivé detegovat taktéz substituice GGT—>GAT
(GI12D, 17 ptipadi), GGT->GTT (G12V, 16 piipadn),
GGT—>AGT (G12S, 4 pripady) a GGT—>GCT (G12A,
2 ptipady), a to ve frekvencich blizkych zavérim vétsich
populacnich studii'®. Bodové mutace v genu K-ras analy-
zované metodou rt-PCR clamping ve vzorcich karcinomu
pankreatu a cholangiokarcinomu jsou prokazovany vy-
hradné v 12. kodonu genu''. Konstrukce pouzitych sond
nam vSak v pifipad¢ kolorektilniho karcinomu umoZnila
zachytit rovnéz genetické zmény v kodonu 13. Zaména
GGC—GAC (G13D) byla v nasem souboru vzorkl dete-
govana celkem ve Ctyfech ptipadech.

Mutace v kodonech 12 a 13 predstavuji u kolorektal-
nich karcinomti 90 % vSech genetickych zmén prokazatel-
nych v genu K-ras. Dosud provedené studie ukézaly, Ze
transverze GGT—>GTT jsou vyznamnym prognostickym
faktorem pro vyssi vyskyt pooperacniho relapsu této cho-
roby. Naopak, nejéastéjsi zaména GGT—>GAT byva dete-
govana spiSe v méné rozvinutém stadiu tumoru a pravde-
podobné nijak neovliviiuje délku preziti'®.

Jednim ze stéZejnich cili nasi prace bylo optimalizo-
vat amplifikaci mutantnich alel genu K-ras ve vzorcich
kolorektalnich karcinomia. Klicovym predpokladem pro
cilenou amplifikaci mutantnich sekvenci bez rizika falesné
negativnich ¢i faleSné pozitivnich vysledkdl je mnozstvi
LNA molekul ptidavané do reakéni smési. Optimalni kon-
centrace LNA pro rt-PCR clamping (0,1 umol I"") byla pfi
stejném mnozstvi DNA templatu v reak¢éni smési dvacet-
krat niz8i oproti pouzivanym koncentracim PNA oligome-
ra'!. Tento fakt sv&di o fadové vyssi tginnosti ndmi pou-

fluorescence

40

30

20

pocet cykll

Obr. 4. Urceni citlivosti metody LNA-clamped rt-PCR; ampli-
fikacni kfivka 1: v 60 ng DNA templatu bylo zastoupeno 20 ng
mutantnich alel genu K-ras z linie SW480 (33 %); kiivka 2: 4 ng
(6,7 %); kiivka 3: 0,8 ng (1,3 %); kiivka 4: 0,16 ng (0,27 %);
ktivka 5: 0,03 ng (0,05 %); kiivka 6: 0,006 ng (0,01 %, bez am-
plifikace). Diky LNA clamping nebyly amplifikovany normalni
alely genu K-ras. Proto i pfes stejné vychozi mnozstvi DNA
templatu stoupa pocet cykli potfebny k detekci fluorescenéniho
signalu podle snizujiciho se mnozstvi mutantnich alel ve vzorcich
fedici fady. Citlivost metody je pfiblizné¢ 0,03 ng. Vzorek bez
DNA templatu (negativni kontrola) je znazornén pferusovanou
Carou (ktivka 7)
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zité modifikace PCR clamping.

VySetfenim vzorkli morfologicky normélni stfevni
sliznice jsme nezaznamenali zadné amplifikacni kiivky pfi
rt-PCR ani jiné nespecifické produkty na elektroforetic-
kém gelu. Negativni vysledek potvrdilo téz sekvenovani
PCR produktt amplifikovanych v reakénich smésich bez
pritomnosti LNA oligonukleotida.

Na zékladé fedici fady popsané v Experimentdlni
Casti byla urcena citlivost nasi vySetfovaci metody. Nejniz-
§i amplifikovatelné mnozstvi mutantnich alel obsazené
v 60 ng DNA matrice bylo 30 pikogramu (0,05 %). Urceni
detekéniho limitu znazoriiuje obr. 4. Citlivost této jed-
nostupniové metody je v souladu s pracemi vyuzivajicimi
pro rt-PCR PNA oligomery'""".

Zavér

Nekolik autorti popsalo moznost detekce velmi ma-
Iych mnozstvi cirkulujicich nadorovych bunék v krevni
plasmé, Zlu€i, pankreatické §tave, sputu nebo v sentinelo-
vych uzlinach na zakladé ptitomnosti mutaci v genu K-ras
metodou PNA-clamped rt-PCR (cit.'"'*'¥). Podobné i nase
modifikace vyuZzivajici LNA oligonukleotidy k cilenému
zablokovani amplifikace normdlnich alel genu K-ras
umoziuje specifickou detekci malych mnoZstvi mutant-
nich alel v kodonech 12 a 13. Pfedstavuje rychlou a spo-
lehlivou alternativu pro vysetfeni mutaci ve vzorcich DNA
pochézejicich ptimo z nadorové tkané nebo jiného biolo-
ci je vzdy nezbytné stanovit nukleotidovou sekvenci ziska-
nych PCR produkti.

Seznam zkratek

bp pocet part bazi
FISH  fluorescenéni in situ hybridizace
FRET fluorescence resonance energy transfer
LNA  locked nucleic acids
PNA  peptide nucleic acids
rt-PCR  polymerasova fetézova reakce v realném Case
TNM  mezindrodni klasifikace malignich tumort
(z anglického Tumor, Node, Metastasis)
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Detection of Point Mutations in Kirsten ras 2 Gene
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The aim of the study was to examine diagnostic possi-
bilities of LNA (locked nucleic acids) -clamped PCR for
detection of somatic mutations in the K-ras gene in 133
samples of human malignant colorectal tumors. Selective
real-time PCR amplification of mutant alleles of the K-ras
gene (codon 12 and 13) revealed the presence of mutations
in 45 samples of the tumors. The detection limit of the
used method for K-ras mutant alleles was 0.03 ng. LNA-
clamped PCR suppressing amplification of the wild-type
alleles of the K-ras gene provides a very sensitive and
specific detection of mutations present in DNA samples of
colorectal carcinomas.
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J. P. Novak, A. Malijevsky,
J. Matous§, K. Razicka, P. Vonka:
Termodynamické vlastnosti plyni

Vydavatelstvi VSCHT Praha, 2007.

222 stran, 17 obrazka, CD nosi€ s elektronickou interak-
tivni verzi publikace, cena 240 K¢ (bez 5 % DPH).
ISBN 978-80-7080-003-4

Tato monografie vznikla, jak uvadéji autofi
v Pfedmluvé, na zakladé prednasek a seminaiti na Vysoké
Skole chemicko-technologické v Praze a také s prihléd-
nutim k pozadavkim z primyslové praxe. Kniha volné
navazuje na obdobné zaméfenou predchozi publikaci
»Plyny a plynné smési* (vydala Academia, Praha 1972),
ale spiSe nez o doplnéné, jde zde o zcela piepracované
vydani.

Samotny nazev prace by mohl byt rozsifen zdirazné-
nim, ze nejde jen o Cisté plyny, ale i o jejich smési. Navic
se autoii nevyhnuli alespon struénému pojednani o stavo-
vych a termodynamickych vlastnostech kapalin ve dvou
podkapitolach, i kdyz publikace rozhodné neni ucelenou
monografii o vlastnostech kapalin, resp. tekutin. Na druhé
strang, specializace na plynny stav umoznila autorim pro-
brat problematiku plynt a jejich smési do vétsi hloubky
a s dirazem na metodiku feSeni. Publikace tak velmi dobie
zobrazuje soucasny stav oboru a samotna forma textu je
dobte usporadana a Citelna. Navic je vétSina metod doplné-
na vhodné€ volenymi a na sebe navazujicimi ptiklady, které
¢tenafi dokonale osvétluji postup vypoctu.

Kniha je rozdélena do sedmi kapitol (Stavové chovani
plyntd a kapalin, Zakladni termodynamické vztahy, Vypo-
¢et termodynamickych veli¢in idedlniho plynu, Termody-
namické veli¢iny redlnych cistych plynil, Termodynamic-
ké veli¢iny realné plynné smési, Vypocet tepla a prace pii
riznych dé&jich a Parcialni molarni veli¢iny a chemicky
potencial). Za zvlast’ cennou povazuji kapitolu o stanoveni
parcidlnich molarnich veliin, ktera skyta dilezity navod,
jak vypocitat pomoci teorému korespondujicich stavu ter-
modynamické veliiny smési, nutné pro vypocet fazovych
a chemickych rovnovah.

Knihu mohu doporucit viem té€m, ktefi maji zdkladni
znalosti z chemické termodynamiky, to je posluchacim
a absolventim magisterského a doktorského studia, ale
i pracovnikim ve vyzkumnych a projekénich ustavech
a v chemickém primyslu, ktefi se zajimaji o danou pro-
blematiku.

J. Linek
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Albrecht Messerschmidt:
X-Ray Crystallography of
Biomacromolecules:

A Practical Guide

X-Ray Crystallography
of Biomacromolecules

Vydal Wiley-VCH, Weinheim
2006, 1. vydani, 304 stran, cena
knihy v pevné vazbé $155
ISBN 978-3-527-31396-9

Je velice prijemné konstatovat, ze
po reedicich né€kolika klasickych ucebnic bio-makro-
molekularni krystalografie vychazi uc¢ebnice nova od fun-
dovaného autora. Jedna se jiz o jeho tfeti knihu (ptedeslé
se zabyvaly predev§im strukturou a funkci metalo-
enzymu). Tato publikace je zaméfena obecné na metodu
studia struktury bio-makromolekul RTG strukturni analy-
zou.

A. Messerschmidt je vedoucim vyzkumné skupiny na
Institutu  Max-Planck pro biochemii v Martinsried
v Némecku, titul PhD. ziskal na Huboldtové univerzité
v Berlin¢ u profesora Williama Klebera a RTG strukturni
analyzou bio-makromolekul se zacal zabyvat v laboratofi
vedené Robertem Huberem, nositelem Nobelovy ceny.

Messerschmidtova ucebnice je velice piijemna
z hlediska clenéni kapitol, jelikoz sleduje Casovou osu
jednotlivych etap feSeni struktury makromolekul.
V Uvodnich kapitolach popisuje zdklady metody, dobie
popsané jiz v piedeslych ucebnicich, ale v zavéru kapitol
vzdy najdeme aktudlni informace o studiu problematiky
i s odkazy na nejnovéjsi trendy v oboru jako napiiklad:
zavadéni automatizovanych procedur napt. pii krystalizaci,
meéfeni difrakci a zpracovani souborli namétfenych dat.
Ziejm€ nejcennéjsi a poprvé knizné€ publikované skutec-
nosti nalézame v poslednich dvou kapitolach teoretické
Casti, z nichz jedna je vénovana studiu reakéniho mecha-
nismu metodami umoziujicimi strukturni analyzu reakc-
nich intermediatl a druhd je samostatné vénovana struktur-
ni genomice.

V druhé ¢asti knihy jsou na vybranych praktickych
prikladech nazorné popsany zasadni etapy feseni struktury
bio-makromolekul:

— urceni krystalové symetrie a prostorové grupy a na-
sledné zpracovani difrakénich dat,

zpracovani anomalniho signalu a uréeni substruktury
anomalné rozptylujicich atomt,

feSeni fazového problému experimentdlnimi metoda-
mi i numericky metodou molekulového nahrazeni,
metody zalozené na primérovani struktury jednotli-
vych molekul multimeru pomoci prvki nekrystalogra-
fické symetrie,

,,in silico “ budovani modelt bio-makromolekul.
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Zasadnim prinosem knihy jsou velice dobfe zpracova-
né ¢asti o pokrocilych metodach v RTG strukturni analyze
a o studiu reak¢nich mechanismt vyuzivajici ptfimé expe-
rimentaln¢ zjiSténé strukturni informace. Tato kniha bude
jisté vysoce hodnocena vsemi badateli, ktefi se zabyvaji
RTG strukturni analyzou makromolekul: Ti jist¢ oceni
praktickou ¢ast s konkrétnimi piiklady. Kniha mize byt
cennd 1 pro $irSi obec biochemikd a biologli, ktefi dnes
Casto vyuzivaji strukturnich modelti ur¢enych vyse popsa-
nymi metodami. Uvodni jasné ¢lenéné paséze lze doporu-
¢it pokrocilym studentim biochemie, biofyziky a ptibuz-
nych disciplin.

Jiri Brynda

Buschmann Helmut,
Holenz Jorg, Parraga
Antonio, Torrens Antoni,
Vela José Miguel, Diaz
José Luis (ed.):
Antidepressants, Antipsycho-
tics, Anxiolytics; From Che-
mistry and Pharmacology
to Clinical Application

Antidepressants

Antipspehotics, Annielyties

1. vydani brezen 2007, Wiley-VCH, Weinheim,
2. dily, 1215 stran, pevna vazba, cena 299.- Euro.
ISBN-10: 3-527-31058-4

Kniha, ktera je obsahlym souborem pfispévki 43
autortt pfinasi kompletni a detailni pohled na vSechny
v souCasnosti dostupné psychiatrické 1ékové substance,
pokryva vlastnosti pies 250 riznych sloucenin s jejich
podrobnou farmakologickou charakteristikou.

Uvod knihy patii kvalitnimu glosafi, malé encyklope-
dii termint v knize pouzitych. Prvy dil se zabyva deprese-
mi, schizofrenii, psychézami, druhy dil pak uzkostmi, ne-
dostatkem pozornosti a hyperaktivitou. Kazda z kapitol je
¢lenéna systematicky na popis a definici, klinicky obraz,
farmakoterapii/farmakologii,  experimentalni  vyzkum
a modelovani a nakonec chemické aspekty s popisem sub-
stanci na trhu a ve vyvoji.

Kniha je velmi dobfe technicky provedena, jak je to
obvyklé u nakladatelstvi Wiley-VCH, chemické vzorce
jsou konzistentni a jejich provedeni velmi kvalitni. Neni
vsak jiz véci technické redakce, ale autorti, ze u latek, kte-
ré obsahuji stereogenni centrum, neni uvedena v feci struk-
turnich vzorcl konfigurace 1¢kové substance, ktera je pou-
zivana, 1 kdyZ je v textu tfeba diskutovdna. Domnivdm se,
ze je to na zavadu exaktnosti, i kdyz pokrokem je, ze se
tento aspekt v textu diskutuje. Latky uvedené v prehledu
jsou zfetelné oznacovany a rozdéleny podle stavu, ve kte-
rém se ve vztahu k medicin€ legislativné nachézeji, zda
jsou ve fazi klinickych testt, ¢i je uveden stav jejich regis-
trace. Kvalitni literdrni odkazy jsou uvedeny na konci ka-
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pitol. Kniha je vybavena dobrym rejstiikem.

Kvalitni pfiru¢ku lze doporucit vSem, kterych se doty-
k4, pocinaje medicindlnim chemikim, farmakologim
i 1ékaftim.

Pavel Drasar

Gerda Horneck and
Petra Rettberg (ed.):
Complete Course

in Astrobiology

Complete Course in
Astrobiclogy

Vydal Wiley-VCH, Weinheim
2007.
ISBN 978-3-527-40660-9

Kniha je prezentovéana jako ucebni-
ce uvodniho kurzu astrobiologie,
uréeného pro studenty magisterského a doktorandského
studia i jejich ucitele. Jedna se o relativné novou oblast
vyzkumu zasahujici do nékolika klasickych védnich odvét-
vi a editorky tudiz pfedpokladaji, Ze se kniha jako pomic-
ka miZe uplatnit pti studiu obori jako napf. fyzika, astro-
nomie Ci biologie. Strucné lze konstatovat, Ze védnim
cilem astrobiologie je hledani odpovédi na otazky o pivo-
du Zivota, o moznostech jinych forem Zivota ve vesmiru ¢i
o budoucim vyvoji zivota na Zemi. Astrobiologie je véd-
nim oborem hrani¢nim, protoze odpovéd’ na tyto otazky
musi hledat spole¢né badatelé z oblasti astrofyziky, mole-
kularni biologie, chemie, planetologie, ekologie a fady
dalsich odvétvi. Tento multidisciplinarni charakter dané
védni oblasti, ktery neni schopna absorbovat jednotliva
univerzita, se nutné odrazi i v pojeti ucebnice. Experti
sedmi riznych evropskych univerzit a vyzkumnych center
se zde spojili za Gelem priblizit Ctenafi astrobiologii
v celé jeji Sifi.

Ucebnice je rozvrzena do tfinacti kapitol o celkem
412 stranach, pri¢emz jednotlivé kapitoly maji riizné auto-
ry. Jednoticim prvkem je fenomén Zivota v kontextu kos-
mického vyvoje. Kniha je z vétsi ¢asti zalozena na sérii
pfednasek z disciplin tvoficich soucast astrobiologie. Ten-
to charakter knihy je podtrzen ptilozenym CD, kter¢ obsa-
huje powerpointové prezentace pokryvajici obsahy jednot-
livych kapitol ucebnice. Prezentace ptivodné vznikly pro
ucely internetového kurzu astrobiologie publikovaného na
platformé a za podpory Evropské vesmirné agentury (ESA
— European Space Agency).Vécny obsah knihy snad nejlé-
pe charakterizuji nazvy ¢i klicova slova nekterych vybra-
nych kapitol:
—  0Od velkého tfesku k molekuldm Zivych organismi
Chemické slouceniny klicové pro vznik Zivota
Od molekul k bunéénému Zivotu
Fyzikalné-chemické mantinely pro zivot
Vesmirné mise pro vzorky
Planety nasSeho solarniho systému
Geologie a podminky pro zivot na Jupiterové mésici
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Evropa
—  Astrobiologické experimenty na vesmirnych stanicich

atd.

Kniha je bohaté¢ vybavena doprovodnou grafikou.
V Gvodu kazdé kapitoly je stru€né nastinén jeji obsah
avztah k zékladnim otazkam astrobiologie. Charakter
ucebnice podtrhuje skutecnost, Ze kazda kapitola je kromé
odkazu na souvisejici knihy, c¢lanky v Casopisech ¢i
webovské stranky ukoncena téZ kontrolnimi otdzkami.
Ucebnice je ,,¢tiva“. S ohledem na zamér vytvotit tvodni
kurz k dané problematice pro studenty nejriiznéjsich speci-
alizaci 1 stupné studia, nejsou jednotlivé partie zatéZzovany
chemickymi rovnicemi a nové poznatky jsou vykladany
spiSe na kvalitativni Grovni a zasazovany do historického
ramce vyvoje discipliny. Knihu lze doporuéit kazdému,
kdo se zajima o fascinujici problematiku vyvoje Zivota.

Pavel Chuchvalec

\i . 4 John E. McMurry:
YR\ © Organic Chemistry
A\
Y. AN Thomson Brooks/Cole, 2008,

e 2007, 7. vydani, 1376 stran.
(}\C_\ “ Amazon $135.
.9 ISBN: non-US 0-495-11628-9,
W\ e US 0-495-11258-5.

John McMurry z Cornellovy
univerzity opé€t predvedl brilatni variaci na dané téma.

Vv

tisknout kolem a kolem se vSemi chybami. Klasicka orga-
nika McMurry pfind$i dobrou Groven pozadovanych védo-
mosti z organické chemie spojenych s redlnym svétem, jak
je jiz u McMurryho tradi¢ni. Knizka je ¢tivd, dobfe upra-
vena a graficky na vysoké Grovni vyvedena, jeji podstat-
nou soucasti jsou problémové ulohy k feSeni a celkem
predstavuje cosi, co povazuji ve vyuce organické chemie
za zadouci. Mohu doporucit knizku kazdému studentovi,
ktery se chce propracovat k dobré trovni znalosti a poro-
zuméni v organické chemii.

Velmi dobré 3D modely, Casto se znazornénim rozlo-
zeni elektronti ¢i naboju (vypada to na kuchyn Wave-
function) jsou vyte¢nym nastrojem pro porozuméni prosto-
rového uspofadani redlnych molekul, jejich konformaci
a konfiguraci. Kniha ma velmi potfebné konotace k realné-
mu zivotu (zneuzité drogy) a Zivotnimu prostfedi (energie
a paliva). Téz shrnuti za kazdou kapitolou nasledované
cviCenimi a opakovaci kapitoly jsou perfektni ukéazkou
dobrého uditelského piistupu. Naprosto legendarné uzitec-
na je pak ¢ast nazvana Glossary, ktera predstavuje malou
encyklopedii organické chemie.

Knizka ma i stinné aspekty, jak uz je v Americe zvy-
kem, ohledy na grafickou reprezentaci stereochemie podle
IUPAC nejsou brany vzdy v potaz. A to je zavazna chyba.
V knize se vyskytuje nékolik zplsobu vyjadieni konfigura-
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ce, coz pada na hlavu zejména technické redakeci.
Jinak jde vSak o vysoce kvalitni u€ebnici, kterou mo-
hu kazdému chemikovi doporucit.
Pavel Drasar

Graham Patrick
Instant Notes in Organic
, Chemistry, Series: Instant

Notes

Taylor and Francis, 2. vydani, bro-
. zovana vazba, 357 stran,

cena: £19.99.

ISBN-10: 1859962645

Druhé vydani ucebnice Instant No-
tes in Organic Chemistry ptinasi
v kondenzované podobé =zéklady organické chemie
v podobé velmi stravitelné knizecky, srovnatelné napriklad
s Pacdkovymi ucebnicemi. Koncentruje se vyhradn€ na
zaklady bez jejich rozvijeni do vycerpavajicich detail ¢i
opakujicich se pfikladi. Na zacatku kazdé kapitoly jsou
uvedeny klicové informace a terminy pro jeji snazsi po-
chopeni. Prvych Sest kapitol se soustfed’uje na strukturu
sloucenin, vazby, funkéni skupiny, stereochemii a zakladni
reakce a teorii jejich mechanismii. Zbytek knizky (10 kapi-
tol) probira reakce a jejich mechanismy pro slouceniny
s béZznymi funkénimi skupinami, které jsou dilezité pro
chemii a biochemii, zabyva se téz v jedné sekci spektro-
skopii a analyzou. Na z&vér knizky autor uvadi ucebnice
pro dalsi studium.

Pro pochopeni zakladii organické chemie v jazyce
anglickém je tato knizka milym doplnéni knihovny mladé-
ho chemika, ¢i odbornika, pro néhoz organicka chemie
neni hlavnim oborem zajmu.
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Vazeni kolegové,

dne 16.11.2007 se kond pod patrondtem Ceské spolecnosti chemické v poradi jiz tieti konference Polysacharidy, ten-
tokrat s podtitulem ,, Analyzy, reakce a biologické ucinky polysacharidii a jejich derivati/ InZenyrské aspekty produkce na
bazi polysacharidii. Tato konference, ktera se v predchozich letech témér vyhradné zamérovala na oblast strukturalni
chemie a analytiky polysacharidii véetné jejich biologickych ucinkii, se tak nové otvira oblasti cilenych chemickych reakci
polysacharidit i problematice, ktera souvisi se zemédelskou a primyslovou vyrobou na bazi polysacharidii. Nekolik pri-
spévkii v této oblasti je vénovano dnes aktualni vyrobé bioethanolu. Nadadle je i letos hlavni pozornost v prispévcich véno-
vana analytice polysacharidii, predevsim analytice Skrobu a f-glukanii.

Doufam, zZe obsah konference zaujme jak védecké a vyzkumné pracovniky, tak i producenty polysacharidii a spolec-
nosti, které aplikuji polysacharidy v potravinarskych, papirenskych, farmaceutickych nebo kosmetickych vyrobcich.

Letosni konference se stala konferenct mezindrodni. Autory prispévkii jsou jak odbornici z Ceské republiky, tak i ze
Slovenska, Polska a Francie. Nezbyva nez poprat konferenci uspéch a (nejen) zahranicnim hostiim prijemné zaZitky v ma-
lebné historické casti hlavniho mésta.

Evzen Sdrka
clen vedeckého vyboru konference

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

JANA COPIKOVA, BARBORA KASIKOVA,
RADKA HAASOVA a ANDRIY SYNYTSYA

Vysokad Skola chemicko-technologicka v Praze, Technicka
5, 166 28 PRAHA 6 copikovj@vscht.cz

Pomoci methylaéni analyzy'? byly prokazany vazby
charakterizujici B-glukany v je¢meni, sladu, houbéch
a kvasinkach. Pomér vazeb (1—3) (1—4) (1—6) je rozho-
dujici charakteristika glukanti z rznych zdroji. V B-glu-
kanech izolovanych zje¢mene odridy Jersey, v souladu
s literaturou™*, byly prokazany kombinované vazby (1—3)
a (1—4). Zaroven se z pomérit vazeb potvrdilo vétsi za-
stoupeni vazeb (1—4) ku vazbam (1—3), a to v poméru
4 : 1. V B-glukanech izolovanych z kvasinek Saccharo-
myces cerevisiae nebo hub druhu Pleurotus ostreatus bylo
ve vetsing pripadi prokazatelné vétsi zastoupeni hlavniho
fetézce, tedy vazeb (1—3), a vazby (1—6) byly potvrzeny
v men$im zastoupeni. Na rozdil od smiSenych a linearnich
B-glukanti z je¢mene dochazi u B-glukanti z hub v misté
vazby (1—6) k vétveni. Pomér vazeb (1—3) a (1—6)
u hub druhu Pleurotus ostreatus byl stanoven 1,5, naopak
u kvasinek se pohyboval od 8 do 10.

Tato prdce vznikla za podpory Grantové agentury Ceské
republiky (projekt 525/05/0273).
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2. Ciucanu I., Caprita R.: Anal. Chim. Acta 585, 81
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EXTRAKCIA A CISTENIE EXTRAKTOV STEVIE
CUKROVEJ

ALEXANDER DANDAR a LUCIA MINAROVICOVA
Oddelenie potravindrskej technologie Fakulty chemickej
a potravindrskej technoldgie, Slovenskd technickd uni-
verzita, Radlinského 9, 812 37 Bratislava, Slovenskad
republika

lucia.minarovicova@stuba.sk

Steviozidy boli z listov stévie cukrovej extrahované
vodnou extrakciou pri troch teplotach 25 °C, 50 °C a 75 °C
a extrakciou s 2% CaCOj;; So zvySujucou sa teplotou pri
extrakcii s vodou dochadzalo k postupnému miernemu
zvySovaniu vytaznosti extrakcie. Najviac steviozidov sa
vyextrahovalo v I. stupni extrakcie pri vSetkych teplotach
pri extrakcii s vodou arovnako aj pri extrakcii s 2%
CaCQ;, pricom v d’alsich stupiioch extrakcie sa mnozstvo
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vyextrahovanych steviozidov zniZovalo. Podla vysledkov
extrakcii je mozné konStatovat’, Ze staci vykonat trojstup-
fova extrakciu, priCom treti extrakt je mozné pouzit do
prvého stupna nasledujucej extrakcie namiesto pridavku
vody. Pri stanoveni obsahu steviozidov Schoorlovou met6-
dou bolo potrebné brat’ do Givahy Rf hodnotu extraktov,
pricom najlepSie podmienky pre stanovenie boli pri Rf
hodnote 1,0. Vsetky extrakty s vySSou Rf hodnotou pri
titraCnom stanoveni boli riedené vodou na objem 20 ml
a vyslednu hodnotu Rf niz8iu ako 2,0. Vycistené extrakty
s nizSou hodnotou absorbancie nebolo potrebné riedit’.

Na Cdistenie extraktov stévie cukrovej bola vybrana
kombinacia roztoku FeCl; aroztoku Ca(OH), pri troch
roznych hodnotach pH (9,0; 10,0 a 11,0) aréznych Rf
hodnotach (1-6 %). Najlepsie vysledky boli dosiahnuté pri
pH 9,0, pretoze pri vyssich hodnotach pH boli vyssie straty
steviozidov, ¢o je neziaduce. So zvysujicim sa pridavkom
FeCl; a Ca(OH), a zaroven aj so zvySujucou sa Rf hodno-
tou dochadzalo k zvySovaniu strat steviozidov. Najopti-
malnejSie podmienky pre Cistenie extraktov stévie cukrovej
boli dosiahnuté pri niz§ich pridavkoch FeCl; a Ca(OH),,
pretoze nedochadzalo k prili§ vysokym stratdm steviozi-
dov, aj ked hodnota absorbancie bola vys§ia. Pri vysSich
pridavkoch FeCl; a Ca(OH), bola hodnota absorbancie
nizka, ale straty steviozidov boli vySSie. Vzniknuté straty
steviozidov sa vSak dali znizit' naslednym premyvanim
filtrov, pricom sa vSak do systému vnaSala voda. Pripadne
by bolo mozné II. filtraty z premyvania filtrov pouzit' do
niektorého stupiia extrakcie namiesto pridavku vody. Co
sa tyka Rf hodnoty, vyhodnejsie bolo pracovat’ pri vyssich
resp. strednych Rf hodnotéch, pretoZze pri niz§ich Rf hod-
notach je v systéme viac vody, ¢im by sa zvysili naklady
na odparovanie. Prili§ vysoké Rf hodnoty taktiez neboli
prilis vhodné, pretoze sa musel zvysit' pridavok FeCl;
a Ca(OH),, ¢im zaroven dochadzalo aj ku zvySeniu strat
steviozidov.

REZISTENTNI SKROB VE VYZIVE CLOVEKA
A JEHO OBSAH V TESTOVINACH

JANA DOSTA,LVOVAa,,PAVEL KADLEC"
a EVA PLUHACKOVA®

“ Ustav chemie a analyzy potravin, * Ustav chemie a tech-
nologie sacharidii, Vysoka Skola chemicko-technologicka
v Praze, Technicka 5, 166 28 Praha 6
Jjana.dostalova@vscht.cz ; www.vscht.cz

Za rezistentni Skroby jsou povazovany frakce, St€pné
produkty a modifikace pfirozenych Skrobt, které nejsou
traveny v tenkém stievé ¢loveéka. Mohou vsak byt ¢astecné
fermentovany mikroflorou tlustého stfeva. Epidemiologic-
ké studie prokazaly, ze zvySena konzumace rezistentnich
Skrobti je spojena se snizenim vyskytu neinfek¢nich strev-
nich onemocnéni, vcetné rakoviny tlustého stieva. Re-
zistentni Skrob také snizuje postprandidlni hladinu glukosy
v krevni plasmé. ZvySena konzumace rezistentniho Skrobu
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je proto zadouci. Na druhé strané pii fermentaci vznikajici
plyny zptlisobuji travici potize.

Byl stanoven obsah rezistentniho Skrobu a sledovany
jeho zmény v 10 vzorcich riznych druhii téstovin (Spagety
bezvajecné, vajecné a semolinové od tfi Ceskych vyrobcl
a z dovozu) b&hem vafeni a skladovani za riznych teplot.
Rezistentni skrob byl stanoven enzymovou metodou za
pouziti enzymového setu firmy Megazyme International
Ireland, Ltd. Co. Mezi jednotlivymi druhy té€stovin nebyly
zjistény rozdily v obsahu rezistentniho Skrobu. Po uvareni
téstovin vzrostl obsah rezistentniho Skrobu ptiblizné deset-
krat. Béhem skladovani téstovin po dobu 4 h pii teploté
65 °C doslo u vétsiny vzorkd ke zvyseni jeho obsahu, pfi
skladovani po dobu 28 h pii teplot¢ 4 °C se obsah re-
zistentniho Skrobu vétsinou snizil na hodnotu nizsi nez po
uvateni.

VLIV ODRUDY, TECHNOLOGIE PESTOVANI
A LOKALITY NA PRODUKCI SKROBU

A BIOETHANOLU U VYBRANYCH ODRUD
PSENICE SETE

VACLAV DVORACEK?, TIBOR SEDLACEK”
a PAVEL RUZEK®

“ Vyzkumny ustav rostlinné vyroby v.v.i, oddéleni Genové
banky, Drnovskd 507, 161 06 Praha 6, ® Slechtitelskd sta-
nice Stupice, Selgen a.s. Stupice 24, 250 84 Sibrina
dvoracek@vurv.cz

Tato studie je zaméfena na nepotravinarské vyuziti
pSenice s dirazem pro produkci Skrobu a bioethanolu. Po
prvnim roce feSeni, do kterého bylo zafazeno sedm odrad
pSenice seté (Barroko, Biscay, Cubus, Floret, Ilias, Merri-
to, Rhea) péstovanych pii dvou riznych technologiich
(minimalni resp. konvenéni zpracovani pudy), dvou inten-
zitaich vyzivy a oSetfeni a dvou lokalitich (Ruzyné
a Chrastany), byla zjiSténa vyznamna zavislost produkce
bioethanolu na lokalité, odradé i technologii péstovani.

Nizsi vstupy (hnojeni, oSetfovani) s konvencnim zpra-
covanim pady vedly na obou lokalitach k vy$s§imu podilu
obsahu skrobu v zrn€ a tim vyssi vytéznosti bioethanolu na
hmotnostni jednotku zrna. Navzdory nizsi efektivité vytéz-
nosti Skrobu a bioethanolu pifi zvySené urovni hnojeni
i oSetfeni porostd doslo pfi tomto zpdsobu péstovani k
prikaznému zvySeni vynosu zrna, coz se v souhrnu proje-
vilo ve vyssim zisku Skrobu (o cca 0,4 tha™) resp. bio-
ethanolu (o cca 150 1ha™') z hektaru péstitelské plochy.
RovnéZz byla prokazana stfedné silnd pozitivni korelace
(0,51) mezi nardstem obsahu Skrobu a celkovou vytéznosti
bioethanolu. Z testovanych odrtid vykazaly piedevsim na
lokalité Ruzyné vysoky vynos skrobu (cca 6,5 t ha™') resp.
bioethanolu (pfes 4000 1ha™') odridy Biscay, Cubus
a Floret.

Prace vznikla za podpory projektu NAZV ¢. 1G58076.
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MOZNOS',I‘I A KVALITA DETEKCE OBSAHU
CELKOVEHO SKROBU V ZRNU OZIME PSENICE

VACLA:V DVORA{:EK“, LUDMILA PAPOUSKOVA®*
a OLDRICH FAMERA"

“Vyzkumny tstav rostlinné vyroby v.v.i, oddéleni Genové
banky, Drnovskd 507, 161 06 Praha 6, " CZU Praha, Fa-
kulta agrobiologie, potravinovych a prirodnich zdrojii,
Kamycka 129, 165 21 Praha 6 — Suchdol
dvoracek@vurv.cz

V souvislosti s deklarovanym programem vlady na
vyrobu bioethanolu a jeho pfidavanim do pohonnych hmot
na uroven 5,75 % v roce 2010 dle zavazné celoevropské
smérnice 2003/30/EC, bude ptesna a spolehliva detekce
Skrobu kli¢ovym faktorem ocenéni suroviny pro zemédél-
ce a pro lihovary vyznamnym predikénim faktorem vytéz-
nosti bioethanolu. Ocenovani resp. srazky a bonifikace pfi
vykupu obilovin pro produkci biolihu jsou smluvné reali-
zovany na zékladé obsahu Skrobu resp. jeho zmén v susiné
zrna a to obecné na urovni plus/minus 1 % (v nékterych
pfipadech i niZe) od poZzadovaného obsahu.

Z primych referencnich stanoveni obsahu celkového
skrobu jsou v CR normovany dvé metody: 1) Stanoveni
skrobu polarimetricky CSN 467092/21 (1986) resp. CSN
56 0512-16 (1995) a 2) Enzymatické stanoveni Skrobu
CSN EN ISO 15914 (2005). Nepiimé metody reprezentuje
moznost predikce Skrobli pomoci blizké infracervené spek-
troskopie.

Soubor 32 v CR registrovanych odriid p3enice ozimé
byl standardn¢ homogenizovan a podroben tfem odliSnym
analyzdm detekce obsahu celkového Skrobu v zrnu zahrnu-
jici vySe zminénou polarimetrickou, enzymatickou (dle
AACC 76.13) i nepifimou spektroskopickou metodu méte-
ni. V pripadé Ewersovy metody byly vzorky hodnoceny
nezdvisle na dvou laboratornich pracovistich (privatni
akreditované pracovisté a CZU Praha), v ptipadé spektro-
skopické metody byly vyuzity ve VURV v.v.i. dva typy
pristroji: monochromatorovy NIRS 6500 a piistroj s Fou-
rierovou transformaci Antaris Il se vzajemné obdobnym
rozsahem kalibracnich dat (300 vzorkt) i deklarované
kvality predikce (korelacni koeficient = 0,84—0,92, chyba
predikce (SEC) =0,7-0,8 %).

Obsah skrobli detegovanych v zrnu testovanych pSenic
kolisal dle metody v rozsazich 63—66 % resp. 59—68 %. Pii
srovnani primérnych hodnot a rozptylu obsahu skrobu
celého souboru byly zjistény statisticky vyznamné rozdily
v detekci mezi ob&éma typy spektroskopti i obéma praco-
visti hodnotici vzorky standardné pouzivanou polarimet-
souboru byl zaznamenan v akreditované privatni laboratofi
(63,9 %), naopak nejvyssi primér obsahu Skrobu testova-
ného souboru byl zjistén na spektroskopu NIRS 6500
(65,2 %). Problematicnost piesného stanoveni celkového
Skrobu polarimetrickou metodou naznacuji i pouze stiedné
silné korela¢ni koeficienty mezi obéma pracovisti (CZU-
Praha a privatnim subjektem).
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Neutralné 1ze v tomto kontextu hodnotit enzymatic-
kou metodu, jejiz celkovy primér lezel mezi zjiSténymi
hodnotami obou polarimetrickych méfeni, s nimiz byl
i stfedné silné korelovan. Nejvys$si hodnota rozptylu obsa-
hu skrobu v ramci souboru u enzymatického stanoveni lze
vysvétlit extrémné nizkou pottebou navazky (0,1 g) a ho-
mogenizace vzorku tak bude jednim ze zasadnich pilifa
precizniho stanoveni. Spektroskopickd méfeni méla ten-
denci vzorky tzv. zprimérovavat a hodnoty celkového
rozptylu (variability) obsahu $krobu v souboru byly vy-
znamné niz§i ve srovnani s pifimym stanovenim. Pfi vyuZzi-
vani téchto rychlych screeningovych metod tak bude dile-
zity velky pocet kalibra¢nich dat s vyvazenou distribuci
sledovaného znaku. V ptipadé ocenovani obilovin dle ob-
sahu Skrobu by bylo spise vhodnéjsi volit méné striktni
stupnice s moznosti cenové regulace pfi min. 2% zméné
obsahu skrobu od smluvné vazané Grovné.

Prace vznikla za podpory projektu NAZV ¢. 1G58076.

OBSAH (1—-3)(1—4)-p-D-GLUKANU V ZRNE
REGISTROVANYCH ODROD OVSA SIATEHO
A JEHO KORELACIA S VYBRANYMI
KVALITATIVNYMI PARAMETRAMI

MICHAELA HAVRLENTOVA®, MAGDALENA
BIELIKOVA® a JAN KRAIC™"

“ Slovenské centrum polnohospodadrskeho vyskumu —
Vyskumny ustav rastlinnej vyroby, Bratislavskad cesta 122,
921 68 Piestany, " Katedra biotechnologii, Univerzita sv.
Cyrila a Metoda, Nam. J. Herdu 2, 917 01 Trnava, Sloven-
ska republika

havrlentova@yvurv.sk

Chemické zlozky zrna (napr. bielkoviny, lipidy, vlak-
nina) su predmetom mnohych §tadii. (1—3)(1—4)-B-D-
-glukén (d’alej len B-D-glukan) predstavuje, spolu s arabi-
noxylanom, najvyznamnejSi neskrobovy polysacharid
semien obilnin. Obsah B-D-glukénu, lokalizovaného pre-
dovsetkym v bunkovych stenach endospermu, je ovplyv-
neny genotypom a prostredim. Stadiu a fyziologickym
ucinkom ovseného B-D-glukanu sa v poslednych rokoch
venuje pozornost’, ked’ze redukuje napriklad hladinu cho-
lesterolu a glukozy v krvnom sére a ma antikarcinogénne
vlastnosti.

S cielom poznat’ variabilitu v obsahu B-D-glukanu
avztahy medzi vybranymi kvalitativnymi parametrami
v zrne ovsa siateho sa v 10 odrodach, registrovanych na
Slovensku (Abel, Atego, Auron, Detvan, Expander, Fla-
mingstern, Izak, Jakub, Kanton, Zvolen), pestovanych
pocas 3 rokov v jednej lokalite, sledoval obsah [-D-
-glukanu (BG), celkovej potravinovej vladkniny (TDF),
hrubej vlakniny (CF) a bielkovin (P).

Pozorovali sme vysoku variabilitu v priemernom ob-
sahu jednotlivych zloziek medzi odrodami ovsa (obr. 1).
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Obr. 1. Priemerny obsah sledovanych zloZiek analyzovanych
odrod ovsa pocas troch rokov

Tabulka I
Vziajomné korelacie medzi jednotlivymi zlozkami zrna.
TDF CF P BG
TDF
CF 0,994
P -0,9437 0,914
BG -0,94377  -0,9447" 0,814

P <0,001; P < 0,005

Plevnaté odrody ovsa sa od nahych (Abel, Detvan, 1zak,
Jakub) vyrazne odlisuji vyssim obsahom TDF a CF, na-
opak nahé vyS$8im obsahom B-D-glukénu a bielkovin. Naj-
vys§i priemerny obsah (5,7 %) inajvy$$i obsah B-D-
-glukdnu v jednotlivych rokoch mal ovos Izdk (v roku
odroda Flamingstern (2,7 %). Pozorovali sme tiez Statistic-
ky vysoko vyznamné pozitivne, resp. negativne korelacie
medzi jednotlivymi analyzovanymi zlozkami (tab. I). Ob-
sah PB-D-glukanu negativne koreluje s obsahom vlakniny
a pozitivne s obsahom bielkovin.

Praca bola vykonanda v ramci ulohy MP SR ¢. 2006 UO
27/091 05 01/091 05 11. Dakujeme Ing. Petrovi Hozldrovi,
PhD. aIng. Daniele Dvoncovej za poskytnutie vzoriek
rastlinného materidlu.

PSENICA AKO SUROVINA PRE PRODUKCIU
PALIVOVEHO ETANOLU

VIERA I,-IORV’ATHOVAa, DANIELA )
MIKULIKOVA® a JANA LENGHARTOVA®

“ Katedra biotechnologii, Fakulta prirodnych vied, Univer-
zita sv. Cyrila a Metoda, Namestie J. Herdu 2, 917 01
Trnava, * Vyskumny istav rastlinnej vyroby SCPV, Brati-
slavskad 122, 921 68 Piestany, Slovenskad republika
viera.horvathova@ucm.sk

Psenica (Triticum aestivum L.) je jednou z najvy-
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znamnejSich plodin s celkovou produkciou asi 600 milio-
nov ton ro¢ne. Odhaduje sa, ze poziadavky na jej produk-
ciu sa do roku 2020 zvysia o 40 % (cit."?). Vdaka pomer-
ne vysokému obsahu Skrobu sa pSenici venuje vysoka po-
zornost’ aj v suvislosti s moznostou jej vyuzitia na vyrobu
palivového etanolu. Na druhej strane obsah fruktdnov
v pSeni¢nom zrne (1-4 %) ju radi k zaujimavym prirod-
nym zdrojom na pripravu funkénych potravin®. V tejto
suvislosti sa pontka logickd ivaha izolacie tychto latok
pred spracovanim zrna na palivovy etanol, ¢im by doslo
k jeho maximalnemu vyuzitiu.

Ciel'om prace bolo uskuto¢nit’ etanolovu fermentaciu
vybratych pSeni¢nych odrdd (Ilias a Petrana — potravinar-
ske odrody, Malvina, Mladka, Pavla, Veldava, Venistar —
nepotravinarske odrody) kvasinkami Saccharomyces cere-
visiae CCY-11-3. Vzorky psenice boli dopestované v mar-
ginalnej oblasti Slovenska (Vigl'as-Pstrusa) a boli vo for-
me Srotu. V suSine zoSrotovaného zrna obsahovali 64 az
70 % Skrobu. Ked'ze testované vzorky pSenic st kvasinka-
mi Saccharomyces cerevisiae neskvasitel'né, pred fermen-
taciou je potrebné ich upravit enzymovou hydrolyzou.
Najvyhodnejsie je pouzivat komercne vyrabané enzymové
pripravky, pretoze tieto su pripravované s ohl'adom na
$pecifikacie konkrétnej technoldgie®. Vychodiskové sus-
penzie testovanych psSeni¢nych odrod (obsah Skrobu
v suspenziach bol 20 % w/v) boli pripravené z neuprave-
ného Srotu resp. zo Srotu s oddelenymi otrubami, pri¢om
sme predpokladali, ze ich eliminacia by mohla mat’ kladny
vplyv na priebeh procesov hydrolyzy resp. fermenticie.
Pripravené enzymové hydrolyzaty mali dextrézovy ekvi-
valent v rozmedzi 87-92 %. Pre porovnanie sme vzorky
spracovali aj procesom simultannej sacharifikacie a fer-
mentacie (SSF), v priebehu ktorého sme tiez sledovali
vplyv oddelenia otrub zo Srotu pred stekutenim pseni¢nych
supenzii ako aj vplyv oddelenia tuhého podielu pred SSF.
Najvyssiu  priemerna  hodnotu koncentracie etanolu
(12,1+0,4 %) a najvyssie hodnoty stupniov konverzie glu-
kdzy na etanol sme zaznamenali u hydrolyzatov s oddele-
nym tuhym podielom pred fermenticiou, kedy doslo
k zvySeniu koncentracie etanolu v priemere o 1-2 %
a zvySeniu hodnoty stupiia konverzie glukézy na etanol
0 7-12 %. Z testovanych odrdd psenice sa ako perspektiv-
ne pre produkciu etanolu javia odrody Petrana, Pavlina
a Veldava, pricom pre dosiahnutie vySSej koncentracie
etanolu je vhodné pouzit' simultdnne scukrovanie s fer-
mentaciou a po faze predscukrenia oddelit’ tuhy podiel.
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ANTIOXIDANT ACTIVE POLYSACCHARIDES
FROM PLANTS

Z. HROMADKOVA, A. EBRINGEROVA,
Z.KOSTALOVA, and J. HIRSCH

Institute of Chemistry, Slovak Academy of Sciences, Brati-
slava, Slovakia
chemhrom@savba.sk

Plant antioxidants include a variety of structural types
with a wide range of antioxidant activity. Phenolic acids
are common antioxidants, ubiquitous in fruits, vegetables,
legumes and grains. They exist primarily as substituted
benzoic and cinnamic acid compounds'. Flavonoids are
more concentrated in fruits and vegetables, but are also
found in grains. They number in the thousands and have
a basic three-ring structure in common, but activity varies
greatly dependent primarily on number and location of
hydroxyl groups®. Typically, phenolic acids and flavonoids
are water soluble compounds, but lipid soluble derivatives
are common to grains such as the caffeic and ferulic acid
esters of Cag0s chain mono and dialcohols®*, which could
function to protect lipid membranes and spare vitamin E.
These esters are equal to tocopherols as antioxidants that
prevent lipid oxidation. In addition to soluble antioxidants,
a significant amount of grain phenolics are covalently
bound to cell wall polysaccharides™ and may be important
to human health in this form via digestive processes.
A recent study® showed that both high molecular weight
(> 3500) and low molecular weight (< 3000) aqueous ex-
tracts of grain had significant antioxidant activity. The
antioxidant activity of cereals, on average, is 2 to 3 times
higher than fruits, 2.5 to 6 times higher than vegetables
and about 0.75 times that of berries’.

Herein, we review representative examples of our
recent research on antioxidant active polysaccharides iso-
lated from some cereals and other plants. Presented will be
the xylan-phenolic complexes from wheat bran and the
seed coat of buckwheat. Polysaccharides from buckwheat
(Fagopyrum esculentum)®, a pseudocereal for present-day
healthy food products, and from wheat bran were isolated
with and without application of ultrasound. The total con-
tent of phenolics was determined by the Folin—Ciocalteu
method’. The antioxidant activity of the samples was de-
termined by a simple method using 2,2-diphenyl-1-
-picrylhydrazyl, a stable free radical, as detection agent'
and as the inhibitory effect of the tested samples on lipid
peroxidation of egg lecithin in vitro.

This work was financially supported by the Slovak Grant
Agency VEGA (2/6131/26) and the Agency for Support of
Science and Research (COST-0036-06).
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PELETIZOVANE ROSTLINNE ODPADY -
PERSPEKTIVNI SUROVINA K PRIPRAVE
SUBSTRATU PRO PESTOVANI LECIVYCH
DREVOKAZNYCH HUB

IVAN JABLONSKY® PRAHA, ZDENEK BLAZEK"

“VALMYC, s.r.o.., Doleckd 160, 55101 Jaromér
i.jablonsky@seznam.cz

Hledaji se jednoduché metody pfipravy substrati
nevyzadujici nékladnou pfipravu pro experimentalni i pro-
dukéni péstovani difevokaznych hub. Pti péstovani plodnic
pro ucely analyz glukani v 1éCivych houbach byly v té
souvislosti ovéfeny energetické pelety z rliznych druht
slamy (pSenice, fepka, stovik, kukufice a sdja).

V pribéhu pokust byl porovnavan vliv ptidavki riz-
ného mnozstvi vody na rlist mycelia a vynos plodnic. Ové-
fovala se teplota maceci vody, kterd mtize ovlivnit vyskyt
kontaminace substratu plisnémi. Ukazalo se, Zze vétSina
ovefovanych surovin je pro péstovani dievokaznych hub
vhodna za predpokladu, Ze surovina pied peletovanim byla
skladovana v suchu a nebyla napadena plisnémi. Ruzna
vlhkost substratu (67, 69, 70, 72 a 75 %) neovlivnila rych-
lost prirtstktt mycelia Pleurotus ostreatus. Vynos plodnic
se ale s vlhkosti substratu zvySoval. Biologicka G¢innost
substratu pfi obsahu vody 69 % byla 116,2 %, pfi vlhkosti
72 % se zvysila na 139,7 % a pfi obsahu vody 75 % dosah-
la 189,7 %. Prirtistky mycelia hlivy byly nejvyssi na pele-
tach $toviku. Nasledovaly pfirdstky na peletach ze slamy
soje, fepky a pSenice.
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Pti ovéfovani teploty vody byly porovnavany varianty
o teploté maceci vody 60, 70, 80 a 90 °C. Ukazalo se, zZe
teplota vody neovlivnila pfirGstky mycelia ani vynos plod-
nic péstovanych na substratech obohacenych vodou o riz-
né teploté. Na peletach se vedle hlivy ustticné (Pleurostus
ostreatus) daly péstovat i houby hliva mackova (Pleurotus
eryngii), Supinovka nameko (Pholiota nameko) a Siitake
(Lentinula edodes).

Vyzkum probihal za podpory Grantové agentury CR
(projekt 525/05/0273).

STANOVENI{ OBSAHU SKR(V)BUVV SEMENECH
OBILOVIN A LUSTENIN, OSETRENYCH
POSTRIKEM 24-EPIBRASSINOLIDU

PAVEL KADLEC? EVA GOTVALDOVA?
a LADISLAV BLAHA"

“Ustav chemie a technologie sacharidii, Vysokd Skola
chemicko-technologicka v Praze, Technicka 5, 166 28
Praha 6, " Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, Drnovskd
507, 161 06 Praha 6 — Ruzyné

pavel.kadlec@vscht.cz, www.vscht.cz, blaha@vurv.cz

Préace je soucasti vyzkumu, jehoz cilem bylo sledovat
vliv postiiku 24-epibrassinolidu na obsah celkového Skro-
bu, poskozeného Skrobu a rezistentniho Skrobu
v semenech rostlin péstovanych v polnich podminkach
ave fytotronu ve Vyzkumném ustavu rostlinné vyroby
Praha 6 — Ruzyné. Analyzovana byla semena tii odrad
jarni pSenice (AC Helena, Mollera a Lucia), tfi odrid ozi-
mé pSenice (Estica, Samanta, Ebi), fazolu, pohanky a slézu
krmného.

Cilem této prace je porovnani a vyhodnoceni jednotli-
vych metod stanoveni Skrobu.

Na zaklad¢ jednovybérového t-testu o stfedni hodnoté
na hladiné vyznamnosti 10 % lze konstatovat, Ze enzymo-
vé metody na stanoveni rezistentniho a poskozeného Skro-
bu a Ewersova metoda na stanoveni Skrobu jsou spolehli-
vé, zatimco enzymova metoda na stanoveni celkového
Skrobu mize vysledky zkreslovat. Obsah celkového Skro-
bu se stanovoval tfemi riznymi metodami. Naméfené hod-
noty celkového Skrobu byly statisticky vyhodnoceny po-
moci parového t-testu rovnosti stfednich hodnot dvou na-
hodnych veli¢in. Vysledkem testu (na hladiné vyznamnosti
5 %) bylo zjisténi, ze metody nedavaji srovnatelné vysled-
ky. Hodnoty Skrobu stanoveného enzymovou metodou na
celkovy Skrob byly ve vétsiné pfipadi nejnizsi, naopak
hodnoty Skrobu ziskané Ewersovou metodou byly nejvys-
§i. Nejvice podobné hodnoty davala enzymova metoda na
stanoveni rezistentniho Skrobu a Ewersova metoda. Nejvi-
ce se lisily vysledky ziskané enzymovou metodou na sta-
noveni celkového Skrobu a metodou podle Ewerse.
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IZOLACE VITAMINU C Z PEKTINOVE MATRICE
JABLEK A JEHO STANOVENI METODOU HPLC

DANIELA KRAMAROVA, OTAKAR ROP,
STANISLAV KRACMAR a IGNAC HOZA

Ustav potravindrského inzenyrstvi, Fakulta technologickd,
Univerzita Tomadse Bati ve Zliné, namesti T.G. Masaryka
275,762 72 Zlin

kramarova@ft.uth.cz

Jablon (latinsky Malus) je opadavy strom, dvoudéloz-
na rostlina z ¢eledi rizovitych. Bez ohledu na symbolicky
vyznam jablka se staly plody jabloni dilezitou soucasti
naseho jidelnicku. Zdaleka nejde jen o mosty a dzusy,
dZemy, kompoty, ¢aje, aroma do jinych jidel. Jablka maji
také zdravotni vyznam — obsahuji celou fadu latek pro-
sp&€nych organismu, zvySuji imunitu, maji vliv na odol-
nost vici stresu — v popularni literatufe a Casopisech se
opakuje Casto doporuceni konzumovat nejméné jedno jabl-
ko denné. Toto ovoce obsahuje vlakninu, kterda pomaha
pohybu potravy travici soustavou a vstiebavd vodu.
V zasad¢ se doporucuje alespon 20-35 g vlakniny denné
pro dospélého ¢loveka v zavislosti na piijmu energie (napi.
8400 kJ strava by méla zahrnout 25 g vlakniny). V matrici
jablek pfevlada vldknina oznacCovand jako pektin. Ten je
tvofen linearnim polymerem 25 az 100 jednotek D-galak-
touronové kyseliny, ktery miize tvofit v okyseleném pro-
stiedi rosoly. Jednotky kyseliny D-galaktouronové jsou
vazany o(1—4)-glykosidovymi vazbami a jsou do riizného
stupné esterifikovany methanolem. Cely linearni polymer-
ni fetézec byva ukonfen molekulou L-rhamnosy,
v minoritnich bo¢nich vétvenich se vazi napt. L-arabinosa
nebo D-glukosa. Tak jako mnoho ostatnich druhi ovoce
a zeleniny, obsahuji jablka vitamin C. Tento redoxni sys-
tém kyseliny L-askorbové a L-dehydroaskorbové chrani do
jisté miry nas§ organismus pied rakovinou, volnymi radika-
ly a napomaha sniZovat hladinu cholesterolu v krvi.

Vzhledem k vyznamu ovocnafstvi na uzemi Valasska
byly provedeny pilotni studie krajovych odrid jablek. Cel-
kem bylo testovano 16 vzorkd valasSskych odrid jablek,
unichz byl zjistovan metodou HPLC-ECD. Standardni
roztoky vitaminu C byly pfipraveny rozpusténim v mobilni
fazi a to v kalib&ani fadé 1-4 ul ml™". Kazdy bod kalibra¢-
ni kiivky byl proméfen tfikrat a kalibracni kiivka byla
sestrojena jako zavislost plochy piku na koncentraci kyse-
liny L-askorbové. Samoziejmé, vSechny koncentrace stan-
dardnich roztokti i vzorky byly uchovavany v temnu
z divodu nestability kyseliny L-askorbové pii dennim
svétle.
ni izolaci vitaminu C vysrazeni a odstranéni pektinu. Vzor-
ky jablek byly rozemlety a rozdrceny v mobilni f4zi a pre-
filtrovany ptes filtra¢ni papir. Poté byly vysrazeny polysa-
charidy roztoky Carez I a Carez II. Po filtraci vorku byl
tento nafedén a pied nastfikem na kolonu piefiltrovan pies
PTFE filtr o velikosti 0,45 pm. Chromatografické podmin-
ky byly nasledujici: mobilni faze CH;OH:H;PO4:H,O =
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99:0,5:0,5, izokraticka eluce, kolona Supelcosil LC-8,
5 pm, [4,6 x 150 mm], pritok 1,1 ml min~, teplota 30 °C.
Zavérem lze konstatovat, ze ve vSech odradach jablek
péstovanych na ValaSsku bylo naméfeno vy$§i mnoZzstvi
vitaminu C neZz v odridach dovozovych, zakoupenych
v supermarketech, a to o 2-3 mg na 100 g. Jako ptiklad lze
uvést mnozstvi vitaminu C v téchto vybranych odridach:
Hvézdnata reneta 3,14; Malinové holovouské 3,57;
Gaskonské Sarlatové 4,28 a Rubin 3,97 mg na 100 g.
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PRODUKCIA ETANOLU Z PSENICNEHO SROTU
PROCESOM SIMULTANNEHO SCUKROVANIA
A FERMENTACIE

KATARINA CACHKA®, VIERA HORVATHOVA®
a DANIELA MIKULIKOVA®

¢ Polychem s.r.o., Polnohospodarov 4, 971 01 Prievidza,
b Katedra biotechnoldgii, Fakulta prirodnych vied, Univer-
zita sv. Cyrila a Metoda, Namestie J. Herdu 2, 917 01
Trnava, © Vyskumny ustav rastlinnej vyroby SCPV, Brati-
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lachka@polychem.sk

Palivovy etanol je v si¢asnosti vyznamnou komodi-
tou vzhladom na celosvetovy rozmach automobilizmu
(a dopravy vo vSeobecnosti) a zasoby resp. ceny ropy na
svetovych trhoch. Otvaraji sa nové moznosti nepotravinar-
skeho vyuZitia tradiénych obilnin a tieZ pestovania novych
odrdod pre produkciu Specifickych rastlinnych surovin.
Vhodnou surovinou pre technické ucely je aj pSenica, kto-
1l je mozné pestovat’ v marginalnych oblastiach'. Najdéle-
zitejSim kvalitativnym ukazovatelom pSenice pouZiteI'nej
na produkciu etanolu je obsah Skrobu, ktory by mal byt
minimalne 65 %.

Cielom prace bolo uskutoénit’ simultanne scukrova-
nie a fermentaciu pSeniCnych substratov pouzitim lieho-
varnickeho kmena kvasiniek Saccharomyces cerevisiae
CCY-11-3 alebo pekarskeho drozdia. Produkty scukrova-
nia si v procese simultanne utilizované kvasinkami
a premiefiané na etanol’. PouZitymi substratmi boli nepo-
travinarske (Malyska, Markola, Pavlina) a potravinarske
(Cubus, Barroko, Petrana) odrody pSenice. V ramci experi-
mentov sme sledovali vplyv obsahu a zlozenia Skrobu,
autoamylolytickej aktivity a vplyv pouzitych kvasiniek na
efektivitu procesu simultanneho scukrovania a fermen-
tacie.

Zistili sme, Ze nepotravindrske odrody pSenice dispo-
nuju vyssou a-amylazovou aktivitou, odroda Pavlina obsa-
huje najviac skrobu v susine zrna (70 %) a odroda Markola
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ma v Skrobe najvyssi obsah amylopektinu. Od podielu
amyloza/amylopektin zévisia fyzikalno-chemické vlast-
nosti $krobu (najmé rozpustnost’ a schopnost’ retrograda-
cie, mazovatenia a hydrolyzy). VySsi podiel amylopektinu
ul’ah¢uje proces hydrolyzy a vzniku monosacharidov pre
fermentaciu®. Procesom simultdnneho scukrovania a fer-
mentacie stekutenych psSeni¢nych substratov (pociatocny
obsah $krobu 150 g I"") sme zaznamenali 75-89% konver-
zie glukozy na etanol a takmer Uplné spotreby glukozy vo
fermentacnom médiu. VysSie hodnoty konverzie glukozy
na etanol boli dosiahnuté pouzitim pekarskeho drozdia.
Z testovanych substratov su pre produkciu etanolu vhod-
nymi odrodami Malyska, Markola a Barroko.
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EFFECTS OF GALACTOGLUCOMANNAN-
DERIVED OLIGOSACCHARIDES ON THE PLANT
DEVELOPMENT AND DEFENSE RESPONSE
Hilavni predndska

D. LI§KQVA, A, KAKOSOVA, K. KOLLAROVA, )
L. SLOVAKOVA?, P. CAPEK, and D. KAKONIOVA

Institute of Chemistry, Slovak Academy of Sciences, Brati-
slava, Slovakia, *Department of Plant Phyziology, Comen-
ius University in Bratislava, Bratislava, Slovakia
chemlisk@savba.sk

Mannan-based polysaccharides in the plant cell wall
may have a role analogous to that of xyloglucan, responsi-
ble for the flexibility and on the other hand forming
growth-restraining networks with cellulose’. Two of these
polysaccharides, glucomannan and galaktoglucomannan,
are found throughout the plant kingdom as hemicellulose
components of primary and secondary cell walls®. They
are characterized by a f-(1—4)-mannose backbone that
may be interspersed with glucose residues. Included in this
family are also galactomannan and mannan. Like xyloglu-
can, glucomannan and galactoglucomannan (GGM), dras-
tically reduce the crystallinity of cellulose microfibrils in
composite materials® affecting their flexibility*. This possi-
bly occurs also in planta, as at high water pressure gluco-
mannan coats cellulose microfibrils in differentiating tra-
cheids’. It was shown that glucomannan is able to form
cross-links with cellulose, therefore the xyloglucan may
not be the only polysaccharide that cross-links cellulose”.
Also GGM is likely to contribute to the network with cel-
lulose despite its lower molecular weight® compared to
glucomannan. However, this functional characteristic of
GGM may not be the only one. GGM derived oligosaccha-
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rides (GGMOs) were revealed to possess biological activ-
ity in various life processes in plants. Besides non-specific
resistance to local viral infection in plants, where GGMOs
act as inhibitors of the virus infection’ these oligosaccha-
rides are involved in growth®'* and developmental proc-
esses of plant cells'"'?. The action of GGMOs is connected
with the activity of plant growth hormones — auxins, gib-
berellins, etc. However, their highest efficiency is at con-
centrations 10 to 100 times lower than that of growth hor-
mones, and it is not correlated with their increasing con-
centration. The results from the elongation growth of ad-
ventitious roots as of dissected stem segments show this
phenomenon, where lower concentrations of GGMOs than
107" M (possibly also 10 M), lost their inhibition effect
(unpublished results) and higher concentrations than the
supraoptimal one were less effective®'’. However, the
difference between the inhibition of growth induced by
GGMOs in stem segments and in adventitious roots is
remarkable mainly thereby that in stem segments GGMOs
inhibit their growth in a small range of concentrations, or
only in one supraoptimal concentration®'’. In roots is the
inhibiting effect visible in a larger concentration span. This
could indicate other mechanism(s) of GGMOs action in
roots compared with aboveground plant parts. The inhibi-
tion of growth accompanied by changes in glycosidase',
glycanase, and XET activities' report on the active role of
GGMOs in the cessation of growth which connects with
modification of physical and chemical properties of the
plant cell wall. Their inhibition effect is probably also the
result of cell wall thickening catalyzed by peroxidase'®.
Previous results give evidence of GGMOs as potential
signals active at the cell transition from elongation to dif-
ferentiation stage. The unique cell system of zinnia al-
lowed to show that poly- and oligosaccharides of mannan
type could act as signaling molecules naturally present in
cells in the cell transdifferentiation to tracheary elements —
TEs (xylem). Several genes were identified with rapidly
modified transcript levels during the development of TEs
in the presence of GGMOs. Their interaction with auxin-
signaling pathway, active involvement in cell wall restruc-
turalization, or lignin formation during the transdifferentia-
tion of cells to TEs is assumed'”.

The research is supported by VEGA 2/7048/27 and APVT
51-013304.
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FUNCTIONAL PROPERTIES OF OXIDIZED
POTATO STARCH - SOY PROTEIN COMPLEXES

IRENEUSZ MACIEJASZEK, KRZYSZTOF
SUROWKA, and RYSZARD MACURA

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

rtsurowk@cyf-kr.edu.pl

The functional properties of biopolymers result from
their interactions with water, air, fat and other constituents,
and play a crucial role in the way of their application. In
this paper modified potato starch — soy protein complexes
were evaluated for their functionality. Complexes were
obtained by the method of electrosynthesis from soy pro-
tein isolate and oxidized potato starch. Solubility, water
holding capacity (WHC), sorption properties, emulsifying
properties, rheological characteristics and biodegradability
were evaluated. The products, immediately after getting,
were freeze-dried. X-ray diffraction study revealed that the
process of complex formation was not accompanied by
crystals formation, however SEM microphotograph shows
the partially ordered pattern. Moreover, partial protein
denaturation, resulting in onset temperature shift and de-
crease in enthalpy (DH), was observed that was proved by
DSC method. Also, as a result of electrosynthesis, nitrogen
solubility index significantly dropped whereas high WHC
values, characteristic for soy protein isolates, were main-
tained. It has also been found that the sorption isotherms of
electrocomplexes can be accounted to the 2™ type accord-
ing to Brunauer, and placed beneath substrate isotherms.
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This proves both strong soy protein — oxidized starch inter-
actions and visible structural changes which leads to lower
BET monolayer values comparing to substrates. Rheologi-
cally, 20% water suspensions behaved as weak gels. Their
G”’ and G’ modules showed a weak dependence on the
frequency of oscillation and their ratio was higher than 0,1.
Emulsifying properties of electrocomplexes were weak
which resulted from their low solubility. Examined prod-
ucts were decomposed by soil bacteria of genus Bacillus
Pseudomonas, and Actinomyces and also were partially
sensitive to hydrolysis by enzymes.

Functional properties, especially low solubility, are
these factors, which limits the usage of electrocomplexes
in food industry. However, their application as carriers for
flavourings or colorants as well as components of edible
protective films and dietary products should be considered.
On the other hand their applicability as components of
biodegradable packaging materials indicate even wider
range of their future usage in non-nutritive areas.
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POTATO STARCH - 7S SOY PROTEIN
COMPLEXES OBTAINED
BY ELECTROSYNTHESIS

IRENEUSZ MACIEJASZEK, KRZYSZTOF
SUROWKA, and RYSZARD MACURA

Department of Refrigeration and Food Concentrates, Uni-
versity of Agriculture, Balicka Street 122, 30-149 Krakow,
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rtsurowk@cyf-kr.edu.pl

Among soybean constituents protein attracts particu-
lar attention. Its functional properties in soy products de-
pend significantly on the denaturation degree and on the
presence of non-protein constituents. Some of the latter
accompany the protein in natural conditions, the others can
be added. Under favourable conditions components can
interact and as result new products can be obtained. Such
interactions are common between protein and anionic
polysaccharides. We paid our attention to the possibilities
offered in this respect by electrosynthesis as a preparation
method. The aim of the present work is to adapt the
method of electrosynthesis' for the production of com-
plexes of potato starch with a 7S soy globulin
(conglycinin) consisting of approximately 37 % total wa-
ter-soluble proteins in soy.

A 200 ml beaker was equipped with two chromnickel
stainless steel electrodes, and filled with aqueous solutions
of conglycinin and potato starch at the 3:1, 2:1, 1:1, 1:2,
and 1:3 ratios, to achieve the total polymer concentration
of 3 %. Subsequently, the reaction mixture was brought to
pH 8, and the electrosynthesis was conducted at 12 V.
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White, insoluble complexes were collected from anode
after 90 min, rinsed with deionised water, and freeze-dried.

The product formation was accompanied with a de-
crease in the current from original 35-75 mA to the final
approx. 17-20 mA. Simultaneously, pH of the bath in-
creased to 11.2-11.8 depending on the 7S globulin to
polysaccharide ratio. As a result of diffusion of the compo-
nents to electrodes and a local pH decrease at the anode,
the complex formation takes place. Prepared complexes
were richer in protein than the initial blends. For example,
the product collected from the bath of the initial 1:1 com-
position contained nearly 70 % protein. Higher content of
conglycinin in the bath provided higher yield of com-
plexes. In the case of 1:1 composition it reached 15.2 %.
The relatively low yield of the complexes resulted, proba-
bly, from obstruction in the transport of substrates to an-
ode resulting from the insoluble product deposited on this
electrode surface, and steric effects during formation of the
complexes. The phosphate moieties of polysaccharide and
peptide bonds of the protein can be involved in complex
formation, as is suggested by FTIR analyses. Also hydro-
phobic interactions seem to be involved. The TG and DTG
analysis revealed that thermal stability of complexes was
generally slightly higher than that of free protein substrate
and lower than that of free potato starch.

Insoluble electrocomplexes of soybean 7S protein
fraction with potato starch as obtained in this study can
potentially be used as components of edible films, texturiz-
ing additives, microcapsules and biodegradable materials.
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VPLYV ENVIRONMENTALNYCH FAKTOROV NA
OBSAH A ZLOZENIE SKROBU ZRNA PSENICE
LETNEJ

DANIELA MIKULIKOVA®, |
VIERA HORVATHOVA" a JAN KRAIC*”

“ Vyskumny ustav rastlinnej vyroby SCPV, Bratislavska
122, 921 68 Piestany, " Univerzita sv. Cyrila a Metoda,
Namestie J. Herdu 2, 917 01 Trnava, Slovenska republika
mikulikova@vurv.sk

V sucasnosti je vel'mi aktualna otazka hl'adania ener-
getickych surovin na nepotravinové vyuzitie ako nahradu
za vyCerpané zasoby fosilnych paliv. Suroviny vhodné na
produkciu bioetanolu musia mat’ vysoky obsah Skrobu,
ktory mozno efektivne hydrolyzovat. Za limitni hranicu
rentability sa povazuje 65 % Skrobu v susine zrna. Z hl'adi-
ska efektivnej rastlinnej produkcie v Slovenskej republike
sa ako perspektivny zdroj pre vyuZzitie na energetické uce-
ly javi S8krob zo semien pSenice a tritikale. Mozno ich pes-
tovat’ najmd v marginalnych oblastiach.
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Fyzikalno-chemické vlastnosti Skrobu (najma rozpus-
tnost’, napuciavanie a schopnost’ Zelatinizécie, hydrolyzy
alebo retrogradacie) zavisia od podielu amylézy a amylo-
pektinu v iom. Vyssi podiel amylopektinu zniZuje teplotu
zelatinizacie a ulahcuje proces hydrolyzy a vzniku mono-
sacharidov pre etanolovi fermentéciu.

Cielom prace bolo hodnotenie zakladnych paramet-
rov zrna oz. formy pSenice letnej (Triticum aestivum L.),
ktoré uzko stvisia s produkciou etanolu: obsah celkového
Skrobu, podiel amylozy a amylopektinu v fiom a aktivita
internej a-amylazy (o-AMS), ktora je klicovym enzy-
mom v degradécii Skrobu. Sledoval sa vplyv odrody, loka-
lity a ro¢nika na tieto parametre. Obsah Skrobu sa stanovil
polarimetricky. Na stanovenie aktivity a-AMS sa pouzil
synteticky substrat p-nitrofenyl-maltoheptaozid. Enzymova
aktivita je priamo Umernd mnozstvu uvolneného p-nitro-
fenolu. Obsah amylozy v Skrobe sa zist'oval kitom fy Mega-
zyme (lrsko).

Zistila sa vyznamna odrodova zavislost v obsahu
Skrobu, v jeho zlozeni aj v enzymovej aktivite o-AMS. Na
zaklade dosiahnutych vysledkov je podiel amylozy a amy-
lopektinu v Skrobe psenice geneticky podmieneny a neov-
plyviuje ich lokalita pestovania ani klimatické podmienky
pocas vegetacného obdobia. Obsah skrobu vSak vyznamne
ovplyvnila lokalita pestovania aj klimatické podmienky.
Najvyssi obsah Skrobu mali odrody pSenice pestované
v stredoslovenskej margindlnej oblasti Vigla$-Pstrusa.
Obsah Skrobu aj aktivitu a-AMS vyrazne zvysili nizSie
teploty a vysSie zrazky pocas klasenia a dozrievania zrna.

Podl'a hodnotenych parametrov skrobu v pSenici st
pre produkciu bioetanolu vel'mi perspektivne novovys-
l'achtené slovenské odrody Pavlina a Veldava. Obe maju
vysoky obsah Skrobu aj aktivitu o-AMS a v Skrobe majl
vyssi podiel amylopektinu.

Tato prdaca vznikla za podpory Ministerstva podohospo-
darstva SR (projekt 2006 UO27/091 05 01/091 05 11 Bio-
logické faktory podmienujuce efektivnu a konkurencie-
schopnu rastlinnu vyrobu).
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ACID HYDROLYSES DURING SELECTIVE
NITROXIDE-MEDIATED OXIDATION OF NATIVE
CELLULOSE
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The detailed knowledge of nitroxide-mediated oxida-
tion of cellulose including its degradation and destruction
is important not only for OC preparation but it help better
to understand and to control of OC and cellulose material
aging. Logically, it seems reasonable to suppose that these
types of reactions are also evoked during the aging of cel-
lulose in natural atmosphere as NOx are polluting the air.

The kinetic and mechanism of depolymerization dur-
ing nitroxide-mediated oxidation of native cellulose was
studied under various conditions. Physical heterogeneity of
the native cellulose and its complicated hypermolecular
and supramolecular structure exerts a marked influence
upon the kinetic of oxidation and depolymerization of
cellulose. The correctness of Staudinger-Mark-Houwink
equation used for viscosity degree of polymerization (DP)
calculations of both the cellulose and cellouronic acids
was proved.

It was shown strong influence of the external tension
application on cellulose gauze reactivity during its oxida-
tion because its complicated hypermolecular structure. By
application of external tension during selective oxidation
of native cellulose were obtained cellouronic acids with
higher carboxyl groups content but also lower of its intrin-
sic viscosity — average viscosity DP. The mathematical
model — so-called DP-peeling off model — was derived to
describe the kinetic of cellulose depolymerization in full
extent of experimental data.

HODNOCENI OBSAHU SKROBU A JEHO FRAKCI
V ZRNU VYBRANYCH ODRUD OZIME PSENICE

LUDMILA PAPOUSKOVA?, VACLAV DVORACEK®
a TIBOR SEDLACEK"

“ Vyzkumny dstav rostlinné vyroby v.v.i, oddéleni Genové
banky, Drnovska 507, 161 06 Praha 6, b Slechtitelska
stanice Stupice, Selgen a.s. Stupice 24, 250 84 Sibvina
papouskova@vurv.cz

Celkovy obsah Skrobu a jeho frakci amylosy a amylo-
pektinu byl ve dvou skliziovych letech (2005-2006) sta-
novovan u 23 v CR registrovanych odriid ozimé pSenice
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pochazejicich z lokality Vérovany. Tii odrudy byly zahr-
nuty do elitni pekatské jakosti E. Osm odrid vykazovalo
tiidu pekafské jakosti A. Sedm odrid bylo zatazeno do
tiidy B a pét odrid bylo v kategorii C charakterizujici
odridy nevhodné pro vyrobu kynutych tést.

Byla zjistovana zavislost obsahu Skrobu a jeho frakei
na odrde, pekaiské jakosti a rocniku.

Obsah celkového skrobu byl stanoven polarimetric-
kou metodou podle Ewerse, obsah amylosy enzymatickou
metodou pomoci Amylose/Amylopektin kitd firmy Mega-
zyme. Obsah amylopektinu byl dopocitavan jako rozdil
obsahu celkového skrobu a obsahu amylosy.

Obsah skrobu se pohyboval v obou letech v rozmezi
63-69 %. V roce 2006 vsak byly hodnoty statisticky pri-
kazné niz§i. Nejmensi obsah amylasy — 21,6 %, byl nale-
zen u odridy Svitava (2005), naopak nejvyssi obsah —
28,9 %, mély odridy Clarus (2006) a Drifter (2006). Na-
vzdory detegovanym dil¢im diferencim v obsahu amylosy
i amylopektinu nebyly ziskané dvouleté priméry testova-
nych odrud statisticky prikazné. Statisticky prikazné vSak
ob¢ skrobové frakce ovlivnil ro¢nik 2006, kdy byl detego-
van signifikantné vyssi obsah amylosy a niz$i obsah amy-
lopektinu.

Statisticky prukazné rozdily v obsahu celkového skro-
bu byly zaznamenany pouze mezi dvojici odrid Rapsodia
(63,3 %) a Apache (67,7 %). Signifikantni rozdil v obsahu
celkového skrobu byl rovnéz potvrzen mezi zastupci pe-
katské tfidy B (66,0 %) a C (65,2 %).

Z vy$e uvedenych vysledkd vyplynulo, Ze nejvy-
znamngjSim faktorem ovliviiujicim obsahové zmény Skro-
bu a jeho frakci byl pribéh rocniku.

Prdce vznikla za podpory projektu NAZV ¢. 1G58076.

VLIV PUDNIHO ZINKU A MEDI NA S){NTEZU
SKROBU V BRAMBOROVYCH HLIZACH
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Zinek (Zn) a méd’ (Cu) patii mezi zakladni mikroele-
menty ve vyzivé rostlin. Jejich pfitomnost v prostredi je
nutna pro rust a vyvoj rostlinného organismu. Ve vyssich
koncentracich viak mohou pusobit toxicky'. Zinek i méd’
maji v rostliné funkci katalytickych prvkd. Jsou soucésti
oxida¢nich enzymu (cytochromoxidasy, askorbatoxidasy,
polyfenoloxidasy). Spolu se Zelezem se podili na redukci
nitratt v rostling®. Vedle téchto reakci maji oba prvky
nezastupitelné misto v proteinovém a sacharidovém meta-
bolismu rostlin’.

Cilem pokusu bylo sledovat vliv stupfiovanych davek
zinku a médi na obsah Skrobu v bramborovych hlizach.
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Jako pokusna plodina byly zvoleny velmi rané brambory
odridy KOMTESA. Pokus byl provadén v plastovych
vegetacnich nadobach, které byly umistény v kryté vege-
tacni hale. Do kazdé nadoby bylo navaZzovano 10 kg zemi-
ny. Do pokusu byly zatazeny varianty se stupfiovanymi
davkami zinku a médi v pide. V piipadé zinku byly zvole-
ny 3 varianty s davkovanim 40, 100 a 200 mg Zn kg
zeminy. U meédi byly pouzity také 3 varianty, a to
s davkovanim 20, 50 a 100 mg Cu kg™ zeminy. Kazd4
varianta byla 15x opakovana. Zinek byl aplikovéan ve for-
me siranu zine¢natého a méd’ ve forme dusi¢nanu méd’na-
tého. Bramborové hlizy byly sklizeny po 90 dnech vegeta-
ce, kdy jsou v konzumni zralosti’. Skrob byl stanoven
metodou podle Ewerse’. Vysledky chemickych analyz
byly zpracovany metodou analyzy variance. Pro vyhodno-
ceni prikaznosti rozdili byl pouzit Scheffého test pfi 5 %
hlading vyznamnosti®.

U variant se stupiiovanymi davkami zinku v padé
byla zaznamenana statisticky vyznamna zvySeni obsahu
Skrobu v bramborovych hlizadch. U kontrolni varianty bylo
v Cerstvé hmot€ duzniny hliz naméfeno 14,34 hm.% Skro-
bu, u varianty s piidavkem 40 mg Zn kg ' zeminy to bylo
14,72 hm.% a statisticky vyznamny rozdil se zde jesté
neprokazal. Signifikantni vSak bylo zvyseni obsahu Skrobu
vhlizich u varianty se100mgZnkg', a to na
17,96 hm.%. U varianty s 200 mg Zn kg bylo naméfeno
18,69 hm.% Skrobu v Cerstvé hmot€. Zcela odliSnd byla
syntéza Skrobu v hlizach, které byly péstovany na pude¢ se
zvySenou hladinou médi. Zde doslo ke statisticky vysoce
vyznamnému snizeni mnozstvi Skrobu v hlizach ve srovna-
ni s kontrolni variantou. Stejné tak kazdy stuptiovany pii-
davek médi do pidy znamenal snizeni obsahu Skrobu
v Cerstvé hmot€ bramborovych hliz. Konkrétné u varianty
s 20 mg Cukg™ bylo naméfeno 12,62 hm.%, u varianty
s50mg Cukg' to bylo 11,69hm%, a u varianty
s nejvy$sim mnozstvim médi v pudé bylo obsazeno
10,58 hm.% Skrobu v Cerstvé hmot¢ bramborovych hliz.
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V poslednich letech je vénovana zna¢na pozornost
vyzkumu biodegradovatelnych polymerti s cilem ziskat
levné kompostovatelné materialy. Polykaprolakton a dalsi
alifatické polyestery patii k nejcastéji studovanym systé-
miam. Pfiprava téchto polymert je vSak nakladna a jejich
vlastnosti nevyhovuji vSem technickym pozadavkiim pro
mozné aplikace. Intenzivné studovany jsou proto i smési
té&chto polymerti se Skrobem'? coz je lehce dostupny
a tudiz levny polysacharid. Misitelnost obou slozek
v téchto smésich je jednim z hlavnich parametrti ovliviiuji-
cich vlastnosti smési.

V nasi studii jsme se zabyvali charakterizaci moleku-
larni morfologie a dynamiky v biodegradovatelnych smé-
sich Skrob/polykaprolakton (PKL) o rizném slozeni meto-
dami NMR spektroskopie pevného stavu. Jako PKL-slozka
byl uzit jak polymer o vyssi molekulové vaze (M, =
80 000), tak esterové oligomery 1,6-hexandiol-adipatu (M,
= 2700). Vedle smési skrob/PKL byly studovany i smési
obsahujici Skrob modifikovany formylaci. PouZzitd metodi-
ka ke stanoveni morfologie (velikosti domén) v téchto
smésich byla zaloZena na jevu spinové difuze’ a na méfeni
selektivnich protonovych spin-miizkovych relaxacnich
dob T} (H) a spin-mfizkovych relaxac¢nich dob v rotujici
soufadné soustavé T, (H). Hodnoty protonovych relaxac-
nich dob byly v obou piipadech stanoveny ze sérii *C CP/
MAS (cross polarization/magic angle spinning) NMR
spekter. Zatimco hodnoty relaxa¢nich dob T;,(H) davaji u
nami studovanych systémi informaci o velikosti domén
v tadu jednotek nm, hodnoty relaxacnich dob 77 (H) po-
skytuji informaci o velikosti domén ve Skale desitek nm.

Ze ziskanych relaxac¢nich dob T',(H) a 7) (H) vyply-
nulo, Ze ve smésich skrob/PKL, Skrob/esterové oligomery
a formylovany skrob/esterové oligomery jsou ob¢ slozky
fazové separovany i ve Skale 20—110 nm. Naproti tomu ve
smésich formylovany $krob/PKL jsou obé¢ slozky fazové
separovany ve Skale 2,5—12 nm, ale homogenné promiseny
ve Skéle 20-90 nm. Ziskané vysledky ukazuji, Ze formyla-
ce skrobu podstatné zlepSuje jeho misitelnost s PKL.

Tato prace vznikla za podpory  grantu GA CR
525/05/0273.



Chem. Listy 101, 745~ 763 (2007)

LITERATURA

1. Averous L., Moro L., Dole P., Fringant C.: Polymer
41,4157 (2000).
Singh R. P., Pandey J. K., Rutor D., Degée P., Dubois
P.: Carbohydr. Res. 338, 1759 (2003).
Asano A., Takegoshi K., v knize: Solid State NMR
of Polymers (Ando 1., Asakura T., ed.), Chap. 10,
s. 361-414, Elsevier 1998.

2.

3.

ISOLATION AND SPECTROSCOPIC
CHARACTERISATION OF GLUCANS ISOLATED
FROM FRUIT BODIES OF PLEUROTUS SP.

ANDRIY SYNYTSYA?, KATERINA MIiCKOVA?®,
ALLA SYNYTSYA®, JIRI SPEVACEK® a JANA
COPIKOVA®

“ Department of Carbohydrate Chemistry and Technology,
b Department of Analytical Chemistry, Institute of Chemi-
cal Technology in Prague, Technickad 5, 166 28 Prague 6,
Czech Republic, ¢ Institute of Macromolecular Chemistry,
Academy of Science of the Czech Republic, Heyrovsky sq.
2, 162 06 Prague 6, Czech Republic

sinicaa@vscht.cz

Cultivated mushrooms have been used in pharmacy as
a source of biologically active compounds including specific
polysaccharides. Partially, commonly cultivated mushrooms
of genus Pleurotus are interesting because of its glucans
demonstrating great immunomodulation properties. Pleuran,
specific glucan isolated from Pleurotus sp., has suppressive
effect on tumour'. Biologically active glucans itself or their
complexes with proteins and other polysaccharides isolated
from fruit bodies of these species are interesting for the
preparation of novel food supplements.

Soluble and insoluble polysaccharide fractions were
isolated from fruit bodies of various species and strains of
Pleurotus sp. by subsequent hot water and alkali extrac-
tions, a-amylase treatment, deproteinisation, dialysis and
lyophilisation. Obtained lyophilisates of water and alkali
soluble fractions as well as alkali insoluble precipitates
were characterised by FT-IR, Raman and “C CP-MAS
NMR spectroscopy. Carbohydrate composition of the frac-
tions was analysed by total hydrolysis followed with GC;
contents of glucans were determined with Megazyme en-
zymatic Kkits.

Spectroscopic methods detected glucans in all the
fractions, while enzymatic analyses confirmed significant
differences in contents of these polysaccharides among the
species and strains. Other polysaccharides (chitin and ga-
lactomannans) are present in small amount; chitin only as
a structural component of chitin-glucan complexes in al-
kali insoluble precipitates. Both water and alkali extracts
were identified as mixtures of glucans and proteins. The
protein content was small or negligible in alkali extracts
but significant in water extracts. Effective deproteinisation
of the extracts was achieved by the treatment with pheno-
lic reagent.
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This work was supported by Grant Agency of the Czech
Republic (525/05/0273) and the Ministry of Education of
the Czech Republic (project No. CEZ: MSM6046137305).
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MOZNOSTI UZITi,MEMBRA,NOVYCH PRQCESI"J
PRO PREDCISTENI ODPADNICH VOD Z VYROBY
SUSENE BRAMBOROVE KASE

EVZEN SARKA, VLADIMIR POUR,
ANEZKA VESELA, ZDENEK BUBNIK

Ustav chemie a technologie sacharidii, Vysokd Skola
chemicko-technologickd v Praze, Technicka 5, 166 28
Praha 6

Cilem prace bylo ovéfeni moznosti aplikace membra-
nov¢ filtrace pro predcisténi odpadni vody z vyroby susené
bramborové kase. Obsahovala Skrob v podobé celych Skro-
bovych zrn, zmazovatély Skrob a pevné Castice (jemné
zbytky slupek). Prispévek zaznamenéva namétené vysled-
ky jednotlivych filtraénich pokusii a posuzuje vykon
a separacni schopnost jednotlivych zkouSenych membran.
Bylo pouzito poloprovozni zatizeni francouzské firmy
T.I.LA.Bollene osazené keramickymi ultrafiltracnimi mem-
branami MEMBRALOX o filtra¢ni plose 0,35 m?, s poro-
zitou 500 a 100 nm. Mimo to byla zkousena filtrace i na
organické membran€ 7410 vyrobce NITTO DENKO
CORPORATION, OSAKA na aparatute ARNO 600, vy-
robce Mikropur, s.r.0., Hradec Kralové. Nejvy$si intenzity
pritoku permeétu pres 100 1 m™2 h™") bylo kratkodobé
dosaZzeno u membrany 100 nm. Nejvy$siho soucinitele
rejekce bylo dosazeno rovnéz u membrany 100 nm pro
CHSK a BSKS5 kolem 60 %,

VYZNAM ODRUDY A STANOVISTE PRO OBSAH
SKROBU A AMYLOSY U BRAMBOR URCENYCH
NA VYROBU SKROBU

DAGMAR SIMKOVA, JAROSLAVA DOMKAROVA
a BOHUMIL VOKAL

Vyzkumny ustav bramborarsky, Dobrovského 2366, 580 01
Havlickirv Brod
simkova@vubhb.cz

Pro primysl zabyvajici se zpracovanim brambor patii
obsah Skrobu v suroviné k nejvyznamnéjsim ukazatelim,
rozhodujicim o ekonomické efektivnosti vyrobniho proce-
su. Cilem prace proto bylo ovéfit schopnost odrud (22) na
vybranych stanovistich (5) v CR zajistit relativné stabilni
obsah Skrobu v hlizach, a to i s ohledem na délku jejich
vegetacni doby a obsah amylosy v bramborovém Skrobu.
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Z dvouletych vysledkd je zfejmé, Ze vliv vSech sledova-
nych faktorli na obsah Skrobu v hlizdch pfesahl hranici
vyznamnosti. Nejvice se uplatnily lokality (F=42,75 **)
a odridy (F=28,02**). Relativné méné ro¢nik (F=8,29**).
Na lokalitach obsah skrobu kolisal v priméru od 19,18 %
(Vysoké nad Jizerou) do 21,40 % (Valecov) v letech od
20,15 (2006) do 20,48 % (2005). U odrud od 18,21 %
(polopozdni Saturna, uréena pro vyrobu lupinkl a Skrobu)
do 22,70 % (polopozdni Amylex ur¢eny pro vyrobu skro-
bu). Obsah amylosy byl vyznamné ovlivnén ro¢nikem
(F=16,50%*), odridou (F=10,14**) i zvolenou lokalitou
(9,97**). Ten se v pruméru stanovist’ pohyboval od 20,68
% (Horazdovice) do 22,07 % (Vysoké nad Jizerou), tj.
nejvyssi byl na stanovisti, které vykazalo v priméru nej-
niz§i obsah Skrobu. Toto zjisténi se vSak nepotvrdilo
v priméru let (21,01 % v r. 2005 a 21,62 % v r. 2006), ale
ani u jednotlivych odrud. V jejich ptipadé se obsah pohy-
boval pomérné¢ v Sirokém rozmezi od 18,61 % (velmi
pozdni Amado) do 22,84 % (rana Orbit) s ur¢itou tendenci
vyssiho obsahu u odrid s kratsi vegetacni dobou.

Vysledky byly ziskany pii feSeni projektu MZe CR NAZV
1G 57056.

WPLYW ZAWARTOSCI POLISACHARYDOW W
BULWACH ZIEMNIAKA NA KSZTALTOWANIE
KONSYSTENCJI I ZAWARTOSC TLUSZCZU W
PRODUKTACH SMAZONYCH Z ZIEMNIAKA

A. TAJNER-CZOPEK, A. KITA, G. LISINSKA

Katedra  Technologii  Rolnej i Przechowalnictwa,
Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu, Polska

Polisacharydy to glowny sktadnik suchej masy bulw
ziemniaka, wplywajacy na ich jako$¢ 1 kierunki
wykorzystania. Procz skrobi, ktorej zawarto$¢ w odmianach
przeznaczonych do produkcji frytek ksztaltuje si¢ na
poziomie 14-16 % a do produkcji czipsow — 15-19 %, w
bulwach ziemniaka znajduja si¢ réwniez polisacharydy
nieskrobiowe NSP (okoto 2 %) — celuloza, hemicelulozy,
pektyny oraz lignina, peniace rolg strukturotworcza.

Celem przeprowadzonych badan bylo okreslenie
wplywu obierania na zawarto$¢ poszczegélnych frakcji
polisacharydow w ziemniakach przeznaczonych do
produkcji czipsow i frytek oraz okreslenie zaleznoS$ci
pomigdzy zawartoscia tych zwiazkéw a iloscia thuszczu
wchlonigtego podczas smazenia oraz tekstura gotowych
produktow.

Materialem uzytym do badan bylo 6 odmian
ziemniaka typowych do produkcji czipsow i frytek
ziemniaczanych. W bulwach ziemniaka przed i po obraniu
oznaczano zawarto$¢ suchej substancji i skrobi oraz
zawarto$¢ pektyn ogotem, celulozy, hemiceluloz i ligniny.
W gotowych produktach oznaczono zawarto$¢ tluszczu
oraz twardo$¢ wyznaczona przy uzyciu aparatu
pomiarowego Instron 5544. Mierzono maksymalna silg
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(N) potrzebna do przecigcia czipsow i frytek.

Stwierdzono, ze obieranie wplynglo na zawarto$¢
suchej masy i skrobi w analizowanych odmianach
ziemniaka. Obieranie powodowato zmniejszenie iloSci
polisacharydéw nieskrobiowych i ligniny nawet o potowg.
Najwigkszemu obnizeniu ulegta zawarto$¢ celulozy, ktorej
ilo§¢ zmniejszyla si¢ o 70%, niezaleznie od kierunku
wykorzystania ~ ziemniakéw.  Najmniejsze  zmiany
(obnizenie o 14%) stwierdzono we frakcji pektyn ogdtem.

Czipsy sporzadzone z odmian typowo czipsowych
chlongty mniejsze ilosci thuszczu w  pordwnaniu
z odmianami frytkowo-czipsowymi. Nie stwierdzono
natomiast roéznic w zawartosci tluszczu we frytkach
ziemniaczanych sporzadzonych z roéznych odmian
ziemniaka. Twardo$¢ otrzymanych produktow byta
zréznicowana w zalezno$ci od odmiany ziemniaka.
Wigksza twardoscia charakteryzowaly si¢ czipsy
sporzadzone z odmian ziemniaka typowo czipsowych
w  poréwnaniu z frytkowo-czipsowymi. Podobne
zalezno$ci stwierdzono réwniez we frytkach. Wyznaczono
korelacje ~ pomigdzy zawarto$cia  skrobi oraz
poszczegoélnych frakcji NSP i ligniny a zawartoscia
tluszczu 1 konsystencjqa otrzymanych czipséw 1 frytek
ziemniaczanych.

TERMICKA ANALYZA B-GLUKANU

ANEZKA VESELA, ANDRIY SYNYTSYA a JANA
COPIKOVA

Ustav chemie a technologie sacharidii, Vysokd $kola che-
micko-technologicka v Praze, Technicka 1905, 166 28
Praha 6

anezka.vesela@vscht.cz

B-Glukany jsou jednou ze slozek rozpustné vlakniny
potravy cloveka. Jedna se o linearni nebo vétvené polysa-
charidy tvorené glukosovymi jednotkami vazanymi B(1—3),
B(1—4) a B(1—>6) glykosidickymi vazbami. Line4rni B-glu-
kany, ve kterych jsou ptitomny vazby B(1—-3) a B(1—>4),
se vyskytuji v obilovinach, zejména v jeCmenu a ovsu.
Vétvené b-glukany navic obsahuji B(1—6) glykosidickou
vazbu a jsou bézné pritomné v bunécnych sténach hub
a kvasinek.

Polysacharidy a jejich derivaty mohou byt rozliSeny
termickou analyzou podle rozdilného mechanismu jejich
rozkladu'. Termicka analyza je obecné oznadeni pro skupi-
nu experimentalnich metod, pfi nichZ se méfi teplotni za-
vislost n¢jaké fyzikalni veli¢iny zkoumané latky. Za za-
kladni termoanalytické metody jsou obvykle povazovany
termogravimetrie (TG) a diferencni scanovaci kalorimetrie
(DSC). TG je metoda, pii které se plynule zaznamenava
hmotnost vzorku zkoumané latky jako funkce teploty nebo
Casu béhem jeho ohievu nebo ochlazovani kontrolovanou
rychlosti, nékdy se sleduje zména hmotnosti jako funkce
¢asu za isotermnich podminek. Pfi DSC jsou méfeny tepel-
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né projevy, zpusobené chemickymi nebo fyzikalnimi zmé-
nami, jako funkce teploty nebo casu, zatimco je vzorek
zahfivan rovnomérnou rychlosti.

Pfi DSC polysacharidii v inertni atmosféfe mizeme
sledovat jak endotermni projevy, tak exotermni projevy.
Na kiivce se obvykle vyskytuje nékolik piki, pfi¢emz
prvni byva zplsoben odpatenim vody, dal§i procesy jsou
spojeny s degradaci polysacharidii. Endotermni piky jsou
spojené s depolymerizaci a tvorbou tékavych nizkomole-
kularnich produkti a zuhelnatélého zbytku. Exotermni
piky jsou zptsobené tvorbou zesiténych struktur a jejich
nasledného rozkladu b&hem degradace polysacharidu’. TG
analyza prokazala vyznamné rozdily v termostabilité vzor-
ki B-glukani.

Ziskané vysledky potvrdily, ze DSC a TG mohou byt
uziteCnymi néstroji pfi analyze B-glukanti z riznych zdro-
ju, protoze mechanismus tepelného rozkladu zavisi na
zdroji, molekuldrni hmotnosti a struktufe téchto polysacha-
rida.

Tato préce vznikla za podpory Grantové agentury Ceské
republiky (projekt 525/05/0273).
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INULIN A MANNANOOLIGOSACHARIDY
V KRMNE SMESI CASNE ODSTAVENYCH
KRALIKU: VLIV NA METABOLISMUS SLEPEHO
STREVA A UZITKOVOST

ZDENEK VOLEK a MILAN MAROUNEK

Vyzkumny ustav zivocisné vyroby, v.v.i., Pratelstvi 815,
104 01 Praha Uhiinéves volek.zdenek@vuzv.cz

Casny odstav kraliki je davan do souvislosti
s moznosti snizeni energetického deficitu samic kralikia
(soucasn¢ biezich a kojicich) ve Ctvrtém tydnu laktace,
a zaroveii s umoznénim specifické vyzivy mladat’. Nicmé-
n¢, aby mohla byt tato technika bez problémi vyuzita
v praxi, je nutné nejprve poznat nutricni pozadavky mla-
d’at. Hlavni problémy spojené s Casnym odstavem kralicat
jsou poruchy traveni~. Obvyklou metodou prevence travi-
cich poruch bylo pouzivani krmnych antibiotik. Tyto latky
jsou v8ak v EU plosné zakazané. Je proto zadouci hledat
vhodné alternativy, které by mohly, at’ uz cestou vhodné
upravy mikrobialni aktivity ve slepém stievé ¢i pfimou
interakei s uréitymi patogennimi mikroorganismy, tyto
poruchy traveni efektivné redukovat. V tvahu pfichazi
obohaceni krmné smési o inulin ¢i mannanooligosacharidy
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(MOS)*>. Cilem prace proto bylo zjistit vliv piidavku
uvedenych aditiv do krmné smési ¢asn¢ odstavenych krali-
ki na mikrobialni aktivitu ve slepém streveé a uzitkovost.

Pro potfeby pokusu byly sestaveny tfi krmné smési:
dieta C (kontrolni), M (0,3 % MOS; Bio-Mos, Alltech Inc)
a I (4% inulinu, Frutafit*IQ). Do pokusu bylo zafazeno
348 kralikd (Hyplus), odstavenych ve 25 dnech véku.
330 kralikti (110 ve skupin€) bylo pouzito pro hodnoceni
uzitkovosti, 18 kralikd (6 ve skupiné) pro ohodnoceni mik-
robialni aktivity slepého stfeva ve 42 dnech veku. Prvni
skupina kralikd dostavala kontrolni smés od odstavu do
74. dne véku (konec pokusu). Zbylé dvé skupiny kralika
pfijimaly od odstavu do 46. dne véku smés M (MOS) nebo
I (inulin) a po tomto obdobi byli kralici obou skupin krme-
ni do konce pokusu kontrolni smési.

V ramci sledovanych skupin nebyl z pohledu celého
vykrmové obdobi pozorovan = signifikantni  rozdil
v uzitkovosti kralik@i. Béhem startérové periody (25.-46.
den véku) byla nejnizs§i morbidita (P=0,05), stejné jako
index zdravotniho rizika (P=0,03) zaznamenan u kralika
krmenych dietou s inulinem. Mortalita, ackoliv nesignifi-
smési v8ak dosSlo u kraliki krmenych béhem startérové
periody dietou s MOS nebo inulinem ke zvySeni indexu
zdravotniho rizika, takZe z pohledu celého obdobi nebyl
zaznamenan signifikantni rozdil ve zdravotnim stavu. Cel-
kova koncentrace t€kavych mastnych kyselin v slepém
stieve byla signifikantné vyssi, zatimco pH a koncentrace
amoniaku signifikantn€ niz8i u kralikd krmenych dietou
sinulinem nez u kraliki ostatnich skupin. U kralikt
sinulinem byl déle zjiStén signifikantn€ vyS$§i molarni
podil acetatu a naopak niz$i propionatu, stejné jako nizsi
pomér propionatu k butyratu. Molarni podil butyratu byl
signifikantné vyssi u kraliki krmnych dietou s MOS.
U kralikl s inulinem byla déle zjiSténa signifikantn€ vyssi
aktivita inulinasy. Vysledky této prace ukazuji na vyznam
fruktant ve vyzive kralikt. Vyssi index zdravotniho rizika
kralikti po zméné€ krmné smési naznacuje, Ze prebiotika by
méla byt podavana déle néz tii tydny po odstavu.

Studie byla podporovina GA CR (projekt & 523/03/D011).

LITERATURA
1. Gidenne T., Fortun-Lamothe L.: Anim. Sci. 75, 169
(2002).
2. Gidenne T., Fortun-Lamothe L.: 8th World Rabbit

Congress, 846 (2004).
3. Volek Z., Marounek M., Skiivanova V.: J. Anim.
Feed Sci. 14, 327 (2005).

4. Maertens L., Aerts J. M., De Boever J.: World Rabbit
Sci. 12, 235 (2004).
5. Spring P., Wenk C., Dawson K. A., Newman K. E.:

Poultry Sci. 79, 205 (2000).



Chem. Listy 101, 745~ 763 (2007)

BIODEGRADACJA TWORZYW
WYTWORZONYCH Z POLIMEROW
SYNTETYCZNYCH 1 MIAZGI ZIEMNIACZANEJ

ARTUR GRYSZKIN, TOMASZ ZIEBA, WACLAW
LESZCZYNSKI, BEATA DLUGOKECKA
Uniwersytet  Przyrodniczy we Wroctawiu, Katedra
Technologii Rolnej i Przechowalnictwa

Zastapienie powszechnie stosowanych polimerow
syntetycznych, tworzywami degradowalnymi ma
uzasadnienie w zwiazku z ciaglym przyrostem masy
i objetosci odpadow na wysypiskach komunalnych i na
nielegalnych wysypiskach zlokalizowanych
w przypadkowych miejscach. Stanowi to powazne
zagrozenie dla $rodowiska naturalnego. Przewidywany
w Polsce wzrost produkcji opakowan z tworzyw sztucznych
na poziomie 10 % rocznie oraz fakt, ze az 98 % odpaddéw
komunalnych trafia na wysypiska utrudniaja spetnienie
wymagan dotyczacych ochrony srodowiska obowiazujacych

w  krajach Unii Europejskiej. Tworzywa w pelni
biodegradowalne, posiadajace dobre wlasciwosci
funkcjonalne nie znajduja szerszego zastosowania

w produkeji gtownie ze wzgledu na wysoka ceng. Okazuje
sig, ze zastosowana jako komponent naturalny skrobia
ziemniaczana z powodzeniem moze by¢ zastgpiona masa
ziemniaczana. Jest to rozwiazanie sprzyjajace obnizeniu
kosztow wytwarzania tworzywa przy jednoczesnym
zwigkszeniu intensywnosci jego degradacji.

Celem pracy bylo wytworzenie tworzywa z miazgi
ziemniaczanej 1 polimerdw syntetycznych oraz okreSlenie
jego zdolnosci do biodegradacji.

Materiat do badan stanowity: kompozyt ziemniaczany,
wytworzony z miazgi ziemniaczanej - o zawartosci 10%
skrobi, kopolimeru etylenu z kwasem akrylowym
i gliceryny, oraz polietylenu o matej ggstosci. Kompozyt
i polietylen mieszano w stosunkach 3:7, 5:5, 7:3
i ekstrudowano w temperaturze 140 °C. Proces prowadzono
w jednoslimakowym ekstruderze laboratoryjnym DN 20
firmy Brabender za pomoca plaskiej dyszy tworzacej folig.
Uzyskane w procesie ekstruzji tworzywo w postaci tasmy
poddawano prasowaniu w prasie labolatoryjnej
w temperaturze 130 °C. Tak przygotowane tworzywo
poddano biodegradacji po przez kompostowanie w ciagu
31 dni w komposcie labolatoryjnym.

W tworzywie przed biodegradacja i po biodegradacji

badano: wlasciwosci mechaniczne, rozpuszczalno$é
w wodzie, wodochtonnos$¢ oraz okreslono ubytek masy po
biodegradacji.

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzi¢
mozna, ze sporzadzone tworzywo opakowaniowe ulega
biodegradacji, przy czym jej wielko$¢ jest uzalezniona od
zawartos$ci kompozytu ziemniaczanego w tworzywie. Probki
tworzywa zmienily zabarwienie z kremowej, kremowo-
szarej na szaro-brazowa z wyraznymi oznakami rozwoju
mikroorganizméw. Tworzywo zawierajace najwigcej
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kompozytu z ziemniaka (70 %) po wyjeciu z kompostu
i osuszeniu charakteryzowato si¢ bardzo slabg struktura, co
uniemozliwialo dokonania pomiardw jego wlasciwosci
mechanicznych. Folia o najmniejszej zawarto$ci kompozytu
ziemniaczanego (30 %) po degradacji wykazata si¢ blisko
50 % wigksza wytrzymalo$cia na rozciaganie oraz blisko
50 % zmniejszeniem jej wydluzenia przy zerwaniu
w poroéwnaniu do tworzywa nie poddanego degradacji.

Wodochtonno$¢ i rozpuszczalno$é folii zmienita sig
podczas biodegradacji tym bardziej im wigcej zawierata ona
kompozytu ziemniaczanego. Folia zawierajaca 70 %
kompozytu ziemniaczanego po 31 dniach biodegradacji
osiagata blisko 1,5 raza wigksza wodochtonnos¢ od
wodochtonnos$ci przed biodegradacja, natomiast
rozpuszczalno$¢ tego tworzywa zwigkszyla si¢ o blisko
10 %.

Masa wszystkich folii zmniejszyla si¢ w czasie
biodegradacji, a jej ubytek wahat si¢ od ok. 2,2 % do 15,4 %
i byt wigkszy w tworzywach o wigkszym udziale
kompozytu ziemniaczanego.

BIODEGRADACJA W SRODOWISKU
NATURALNYM TWORZYWA
SPORZADZONEGO ZE SKROBI, POLIETYLENU
ORAZ KOPOLIMERU ETYLENU Z KWASEM
AKRYLOWYM

TOMASZ ZIEBA, WACLAW LESZCZYNSKI,
ARTUR GRYSZKIN

Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu, Katedra
Technologii Rolnej i Przechowalnictwa

Optymalnym rozwiazaniem z punktu widzenia
ochrony s$rodowiska jest stosowanie opakowan
o dobrych wtasciwosciach funkcjonalnych (mechanicz-
nych, barierowych, odpornych na dziatanie wody itp.)
w pelni biodegradowalnych. Stosowanie takich opako-
wan byloby mozliwe przy niskich kosztach ich
otrzymywania. Jak dotad nie udato si¢ sporzadzié
tworzyw  odpowiadajacych  tym  wymaganiom.
Rozwigzaniem kompromisowym jest stosowanie do
wyrobu  materialow  opakowaniowych  tworzyw
sktadajacych sig¢ z  polimerow  syntetycznych
i biodegradowalnego polimeru naturalnego.

Celem pracy bylo okredlenie zmian wlasciwosci
tworzywa z rozng zawarto$cia skrobi §wiadczacych
o0 jego biodegradacji w czasie rocznego kompostowania.

Sporzadzono tzw. kompozyt skrobi ze skleikowanej
skrobi ziemniaczanej kopolimeru etylenu z kwasem
akrylowym i gliceryny. Skladniki kompozytu mieszano w
takich proporcjach, aby stosunek wagowy ilosci skrobi do
kopolimeru do gliceryny wynosit jak 8 : 2 : 2. Nastgpnie
kompozyt taczono z polietylenem. Folie z tworzywa
o zawarto$ci 30 %, 50 % i 70 % kompozytu skrobi pocigto
na paski o rozmiarach 100 x 10 x 1 mm. Czg$¢ paskow
przetrzymano w wodzie przez 3 doby, a nastgpnie prazono
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w temperaturze 200 °C. Folie z tworzywa poddane
1 niepodane obrobce wstgpnej umieszczono na okres 1 roku
w nowo zalozonym komposcie. Po 3, 6, 9 i 12 miesiacach
przetrzymywania w $rodowisku degradacji (po obmyciu
i obsuszeniu) okreslono: cechy morfologiczne folii, ubytek
masy tworzywa (metoda grawimetryczng), wodochtonnos$¢
w temperaturze 80 °C, wytrzymalo$¢ na rozciaganie
iwydluzenie przy zerwaniu. Wilasciwosci  wytrzy-
matoSciowe  tworzywa  oznaczono W  maszynie
wytrzymalosciowej Hackert 10/1. Wykonano réwniez
zdjecia spod elektronowego mikroskopu skaningowego
wybranych proéb tworzyw przy pomocy mikroskopu
elektronowego LEO-435VP.

Tworzywo opakowaniowe sporzadzone ze skrobi
i tworzyw syntetycznych ulegato biodegradacji, przy czym
jej wielko$¢ byta uzalezniona od zawartosci skrobi
w tworzywie i czasu przetrzymywania w Srodowisku
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degradacji. Ubytki masy oraz wzrost wodochtonnosci
tworzywa poddanego degradacji byly wigksze w probach
o wigkszej zawartosci kompozytu skrobi i wzrastaly wraz
z przedluzaniem czasu jego przebywania w komposcie.
Najwigksze zmiany degradacyjne przejawiajace sig:
ubytkiem masy (do ok. 50 %), zwigkszeniem wodo-
chlonnoéci (o ok. 200-600 %), pogorszeniem wtasci-
wosci wytrzymatosciowych (o ok. 30-80 %) tworzywa
oraz zmiang barwy nastapily w tworzywach zawiera-
jacych 70 % kompozytu skrobi. Zmiany wlasciwosci
mechanicznych tworzywa (wydluzenie przy zerwaniu
iwytrzymato§¢ na rozciaganie) ulegaly znacznym
wahaniom w czasie przetrzymywania w $rodowisku
degradacji, co deprecjonuje je jako wskazniki
biodegradacji  tworzyw  sporzadzonych ze skrobi
i tworzyw syntetycznych.
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