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Uvodnik

Odborna kniha — skripta — elektronické pomiicky aneb Quo vadis ucebnice?

né zapominame), jsme absolvovali vysokoskolska studia
v dobe, kdy studijni pomiickou v naprosté vétsine predmetit
byla skripta nebo viastnorucné psané zaznamy prednasek.
A ze vzpominek pamétnikii, kteri studovali vysokou skolu
tésné po druhé svetove valce vim, ze néktera skripta vzni-
kala praveé ze zaznamii prednasek a studenti si je vydavali
viastnim nakladem. V mensi miie vzdy byly a jsou vyuziva-
ny odborné knihy. Nabidka odbornych knih pro vysoko-
Skolske studenty (a nejen pro né) neni v soucasnosti prilis
Siroka. Statem dotované cesky psané celostdtni vysokoskol-
ské ucebnice patri minulosti a i kdyz na trhu lze poridit
kvalitni odborné texty v anglickém jazyce (které jsou
v Fadé zdkladnich technickych predmeétii povazovany za
vyukovy standard v anglosaské oblasti), jejich cena témér
radové prevySuje soucasnou cenu vysokoskolskych skript
(pro ilustraci tém, kteri absolvovali jiz pred néjakou dobou
— cena béznych skript pro VSCHT Praha se pohybuje
mezi 200 az 350 K¢). Studenti ve své vétSiné nejsou zatim
ani financne ani jazykové tak dobre vybaveni, abychom
vSem mohli s klidnym svédomim doporucit zahranicni lite-
raturu. Vydani Cesky psané odborné knihy je vsak pri limi-
tovanych nakladech technické literatury velmi drahé a bez
sponzorské ucasti (ktera je pro tento typ literatury bohuzel
spise vyjimkou) prakticky neuskutecnitelné.

Zijeme viak v dobé, kterd sklofiuje multimedialitu
ve vSech padech, prakticky kazdy student ma pristup do
pocitacové sité domovské fakulty a napojeni na internet
z domova se stava beznou zaleZitosti. Mohlo by se zdat, Ze
nové informacni technologie mohou nahradit klasicka
tistena média. Zacalo to e-knihami. Pro beletrii, charakte-
ristickou sekvencnim ctenim, v roce 1971 odstartoval
M. S. Hart projekt Guttenberg, ktery si vetkl za cil prevést
do podoby citelné na pocitaci maximalni mnozstvi knih, na
které se nevztahuji autorska prava. Projekt je stile Zivy
(http://www.gutenberg.org/) a v soucasnosti si ctendr mii-
Ze vybrat mezi vice nez 16 000 knihami z mnoha svétovych
Jazykit (napr. Cestina je zastoupena R.U.R. Karla Capka).
Jen za obdobi od 11.5 do 11.6. 2005 byl pocet stazeni e-
knih z portdlu této organizace vyssi nez jeden milion. Nds
v daném okamziku vice zajima druha skupina knih repre-
zentovand ucebnicemi, encyklopediemi, odbornymi pojed-
nanimi, priruckami apod., které se sice daji také cist sek-
vencné, casteji vsak v této oblasti — a to je pro ni typické —
chceme rychle vyhledavat informace vztahujici se ke kon-
krétnimu problému a interaktivné je retézit. VyZaduje-
me tzv. hypertextovou informaci, ktera predstavuje tech-
nologii charakteristickou pro Internet.

Elektronické pomiicky tohoto typu prindseji radu
vyhod, které napomdhaji snadnéjsimu pochopeni vykladu
latky — moznost bohatého vizualniho doprovodu at’ jiz ve
Jformé grafii, fotografii, animaci, nebo videoklipii se zvuko-
vym doprovodem. Tvorba elektronickych pomiicek je napr-.
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Jednim z tematickych okruhii, ve kterych Fond rozvoje
vysokych Skol vypisuje kazdorocné granty na modernizaci
vysokoskolské vyuky. Takto vznikajici vyukové prostredky
Jsou bud’ pasivni, tedy pouze vykladové, nebo vyzadujici
interaktivni spoluuicast studenta, a to napr. bud’ pri rozho-
dovani o urovni ndzornosti prip. rychlosti vykladu, nebo
pFi samotestovani pochopeni predkladané latky. Vznikaji
celé tzv. e-learningové (elektronické vyukové) systémy
urcené pro vytvareni a publikovani elektronickych vyuko-
vych kursit v prostredi Internetu. Tradicni zpiisoby vzdéla-
vani v posluchdrnach a na semindrich jsou takto dopliio-
vany novymi formami vyuky, vyuzivajicimi moderni tech-
nologie. Jde nejenom o multimedidlni, zabavnéjsi a tim
efektivnéjsi ucici programy pristupné na CD nebo ziskatel-
né po Internetu, ale i primo o on-line vyuku po Internetu,
at’ uz samoucici formou nebo za ucasti lektora ve virtual-
nich posluchdrnach. Zdiraziiovan je pri tom pristup ke
zdrojum a sluzbam, vymeéna informaci a vzdalend spolu-
prace. E-learning je momentdlné velmi diskutovanym
a perspektivnim zpiisobem vzdélavani v podnicich, statnich
institucich, nebo u kombinovanych forem vysokoskolského
studia. Vyhody jsou pochopitelné — prevazuji ty financni,
Jjako je uspora za dopravu, ubytovani a dalsi cestovni vy-
daje, nezanedbatelnou skutecnosti je pak i uspora casova.
Pro mladou generaci, odkojenou pocitacovymi hrami,
vymeénou informaci prostrednictvim P2P siti a travici na
., chatu* hodiny je tento zpusob prijimani informaci zcela
prirozeny.
Znamena to tedy, ze klasickym skriptim odzvani?
Vzijte se opét na chvili do role studenta pripravujiciho se
na zkousku (napr. u vody — v letnim zkouskovém obdobi,
nebo na horské chaté v zimé). Skripta pod hlavou netlaci
zdaleka tolik jako notebook, daleko lépe se do nich vyzna-
Cuje barevnymi fixy a Ccitelnost oslunéného textu je vy-
znamné lepsi u skript nez na displeji obrazovky s tekutymi
krystaly! Samozrejmé i v této oblasti se technika rychle
vviji a pohodiné lze vyuzit specializovand zarizeni ma-
Iych rozmeéri s moznosti personalizace uloZeného textu.
Nicméné skripta mohou predstavovat také vyznamny suve-
nyr z pobytu na alma mater, ke kterému se v odborném
Zivoté casto vracivame. Nedostatek odbornych publikaci
v prijatelné cené pak zpiisobuje, zZe nékterd skripta se std-
vaji bestsellery, nebot je kupuje i Sirsi odborna verejnost
a jejich reedice se tak vydavaji daleko castéji, nez by od-
povidalo poctu studentii daného oboru. Navic moderni
skripta vychdzeji casto soucasné nejen Vv tisténé, ale
i v elektronické podobe. Ta potom umoznuje interaktivni
vyhledavani, pouziti kfizovych odkazii, prenos dat ve for-
matu PDF atd. TakzZe e-pomiicky jsou realitou, klasicka
skripta viak ziistavaji a s novymi formami se dopliuji.
Urover znalosti studenta bude stejné zaviset predeviim na
Jjeho zdpalu pro véc a studijni pili....
Pavel Chuchvalec



Chem. Listy 99, 570 — 577 (2005)

Referaty

STACIONARNI FAZE V AFINITNi CHROMATOGRAFII

TEREZA VARILOVA

Katedra analytické chemie, Prirodovédeckd fakulta Uni-
verzity Karlovy v Praze, Albertov 2030, 128 43 Praha 2
tereza.varilova@seznam.cz

Doslo 22.7.04, ptepracovano 7.3.05, pfijato 7.4.05.

Klicova slova: afinitni chromatografie, afinitni nosic,
afinitni ligand, biologicky aktivni latka

Obsah

Uvod

Princip afinitni chromatografie

Nosice pro afinitni chromatografii

Aktivace nosicl

Imobilizace afinitniho ligandu na tuhy nosi¢
Blokace nezreagovanych aktivnich skupin
Stanoveni mnozstvi imobilizovaného ligandu
Eluce latek z kolony

Priklady pouziti afinitni chromatografie
Zaver

SO =

—_

1. Uvod

V dnesni dobé¢ se stale castéji hledaji zplisoby analyzy
a detekce biologicky aktivnich latek, hlavné peptidd, bil-
kovin, 1éCiv a drog a slozitych smési, které je potieba pie-
Cistit a rozdélit. Jednou z metod vhodnych k tomuto ucelu
je afinitni chromatografie.

Princip afinitni chromatografie je znam uz dlouho'”.
Jeji aplikaci v HPLC umoznila pfiprava afinitnich stacio-
narnich fazi, které snesou praci za vysokych tlakd, ale
nezplisobuji denaturaci bilkovin. Staciondrni faze jsou
obvykle pfipravovany na miru pro purifikaci daného pro-
teinu a kazdy separacni proces musi byt optimalizovan.

Afinitni chromatografie (ALC) je moderni separa¢ni
metoda, ktera spojuje vyhody HPLC s vyjimecnou biolo-
gickou specifinosti bioafinitni chromatografie. To je téZ
divodem, pro¢ roste zajem o biochemické a biolékarské
aplikace této metody”.

2. Princip afinitni chromatografie
Afinitni chromatografie je zaloZzena na vyjimecné

schopnosti biologicky aktivnich latek vazat specificky
a reversibilné komplementarni struktury (napf. enzym —

570

substrat, enzym — inhibitor, enzym — kofaktor, protilatka —
antigen, protilatka — hapten, hormon — receptor, lektin —
sacharid apod.). Biospecifické interakce zahrnuji vodikové
vazby, hydrofobni interakce, Londonovy disperzni sily
a coulombické interakce® . Princip separace pomoci afi-
nitni chromatografie je patrny z obr. 1.

Létka E interaguje s ligandem L za vzniku komplexu
E...L. Tvorbu tohoto komplexu popisuje rovnice (/)
a piislus$na rovnovazna konstanta XK.

E+L o E.L )
K = [E...L]
(E] -[L]
Krok 1 . ,:.
Adsorpce vzorek
_<. ,:'
Krok 2
Promyti ‘\ ,:l
@
-@
Krok 3
Desorpce \,
I~ @
Krok 4
Regenerace

Obr. 1. Princip afinitni chromatografie (upraveno podle®); Krok
1 — Nadavkovani vzorku: vzorek v roztoku je biospecificky sor-
bovan na ligand stacionarni faze. Krok 2 — necistoty jsou vymyty
z kolony a detegovany jako prvni pik. Krok 3 — molekula sorbo-
vané latky je uvolnéna disociaci (nebo desorpci) pufrem obsahuji-
cim desorpéni ¢inidlo. Krok 4 — afinitni kolona je regenerovana
a pripravena pro dalsi pouziti
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Rovnovazna konstanta K musi byt dostate¢né vysoka, aby
mohlo dojit ke tvorbé komplexu, ale ne tak vysoka, aby
znemoznila eluci latek z kolony’. Ligandy mohou byt mo-
nospecifické nebo skupinové specifické. Monospecifické
ligandy se vazou silngji nez skupinové specifické a rovno-
vazné konstanty se pohybuji fadové mezi 10° az 10° mol ™" 1.
Pokud jsou v rozmezi 10° az 10° mol™ 1, dochazi spise
k retardaci latek nez ke tvorbé stabilniho komplexu. Nad
10° mol™" 1 musi byt pouzity k eluci latek drastické pod-
minky”®.

Kinetika sorpce je v afinitni chromatografii pomalejsi
nez napf. v iontové vyménné rozdélovaci chromatografii.
Dutlezita je rovnéz otazka, zda imobilizované latky maji
stejnou biologickou aktivitu jako neimobilizované. Zatim-
co v fadé pripadii bylo potvrzeno shodné chovani, jindy
byly pozorovany odchylky, napf. stacionarni faze se zkii-
zenym albuminem pfipravené odliSnym zptisobem vykazo-
valy riizné chromatografické vlastnosti’.

Nejcastéji se pouzivaji biologické ligandy (enzymy,
receptory, protilatky, Protein A, lektiny, nukleové kyse-
liny), avSak jejich aplikace je omezena vysokou cenou
a/nebo jejich relativni nestabilitou. Proto je snaha nahradit
pfirodni ligandy syntetickymi, robustnéjSimi. Patii mezi né
nizkomolekularni ligandy jako jsou barviva, chelatotvorné
kovy, thiofilni ligandy a derivaty kyseliny borité. Syntetic-
ké ligandy vykazuji obvykle skupinovou selektivitu, in-
teraguji s rliznymi proteiny soucasné, proto je snaha zvysit
selektivitu separace'”.

Afinitni chromatografie na vazanych kovovych ion-
tech s chelatotvornymi kovy jako jsou Ni**, Cu®*, Zn**
nebo Co”" (Immobilized Metal Affinity Chromatography,
IMAC) je velmi Gc¢inna pro Cisténi rekombinantnich pro-
teind a Casto se pouziva pro stanoveni biologicky aktivnich
latek v téle'".

3. Nosice pro afinitni chromatografii

Stacionarni faze se obvykle pfipravuji chemickou
vazbou afinitniho ligandu na tuhy nosi¢. Pouzivaji se sta-
bilni hydrofilni makroporézni nebo neporézni matrice.
Jejich vyznamné charakteristiky jsou velikost ¢astic, distri-
buce velikosti port, piistupny povrch a flexibilita polyme-
ru, protoze vysoké dostupnosti ligandu lze dosahnout pou-
ze s pohyblivymi fetézci polymeru®. Matrice musi co
nejméné interagovat s analytem (minimalni nespecifické
interakce)'>' a byt teplotng, chemicky a mechanicky sta-
bilini'"*'*. Dilezita je rovnéz pH stabilita. Nosi¢ musi ob-
sahovat velké mnozstvi chemickych skupin, které mohou
byt aktivovany tak, aby umoZnily kovalentni pfipojeni
ligandu'?. N&které nosi¢e dodava vyrobee jiz v aktivované
formé, jiné je nutné pfedem aktivovat.

V urcitych ptipadech lze pouzit fyzikalné chemické
vlastnosti stacionarni fdze pro zachyceni ligandu fyzikalni-
mi silami. Tim vznika snadno regenerovatelny material za
nizkou cenu. Tak byla napt. pfipravena afinitni stacionarni
faze s barvivem Procion-Brown H-A k ¢isténi lysozymu
z vajeéného bilku'’. Podobné byl imobilizovan konkanava-
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lin A na oxid zirkoni¢ity na zéklad¢ acidobazickych in-
terakci. Stabilita stacionarni fize byla zvySena reakci
s glutaraldehydem a po pouziti snadno regenerovana od-
stranénim konkanavalinu z povrchu s moZnosti opétné
adsorpce'®.

Existuje fada komerc¢né dostupnych materiald, vhod-
nych pro ptipravu afinitnich stacionarnich fazi.

Silikagel

Silikagel je ¢asto pouzivany nosi¢ pro piipravu stacio-
narni faze. Jeho povrch je nutné nejprve modifikovat, aby
mohl byt navazan afinitni ligand (napf. zavadéni epoxy-
nebo isothiokyanatové skupiny). Takto aktivovany sili-
kagel mlze piimo reagovat sligandem, ktery obsahuje
hydroxylové, thiolové nebo aminoskupiny”. Tento material
snese i vysoké tlaky, ale je nestabilni v kyselé i alkalické
oblasti (vyuzitelny rozsah pH je omezen na oblast
2 <pH < 8). Nespecifické interakce lze pozorovat jiz pfi
pH >4 (cit.'%). Relativnd novy nosi¢ je koloidni roztok
sklenénych vlaken. Derivatizaci se eliminuji nespecifické
interakce. Jeho hlavni vyhody jsou velky povrch
(dtsledkem je velka kapacita pro vzorky), vysoka ucinnost
a mechanickd odolnost ve srovndni s mékkymi gely
(agarosa, perlova celulosa). Nevyhodou, podobné jako
u silikagelu, je omezeny rozsah pH, takze nelze pouzit
alkalické pufry, doporucované pro extrakci a precisténi
tkanovych proteind'’.

Anorganické oxidy Al, Ti a Zr

Dalsi skupinou anorganickych materiald pouzivanych
jako nosi¢e jsou riizné oxidy kovi'’, nejcasteji AlOs
(alumina), TiO, a ZrO,. AL,O;, TiO, a ZrO, existuji v mnoha
amorfnich a krystalickych formach. Jejich chemicka stabilita
je vyssi nez u silikagelu. Alumina je chemicky odolnéjsi nez
oxid kiemi€ity a rozpousti se pouze pii pH>12 a pod
pH <3. Avsak jeji povrch je heterogenni, proto kolona
s AL,O; vykazuje niz§i ucinnost oproti SiO,. TiO, a ZrO,
maji vyborné mechanické vlastnosti a chemickou stabilitu,
odolavaji vysokym tlakiim (az do 500—600 bar) a snasi praci
i v extremnich pH (1-14) (cit.').

Agarosové nosice a jejich derivaty

Nejbéznéjsim agarosovym nosi¢em je Sepharosa,
ktera obsahuje dvé polysacharidové jednotky, je stabilni
v rozmezi pH 4-9 a snese teploty az do 40 °C. Lze ji pou-
zivat i pfi velké koncentraci soli a moc¢oviny. Dale je Se-
pharosa odolna vici béznym organickym rozpoustédlim
a nevykazuje nespecifické interakce. Nevyhodou je nizka
tlakova stabilita, proto neni vhodna pro HPLC (cit.").
Agarosa s divinylsulfonem (DVS) kfizové navazanym na
agarosu (DVS-agarosa) ma vyrazné lepsi vlastnosti oproti
klasické agarose: je mechanicky stabilni, chemicky stala
v kyselém a neutralnim prostfedi a dostatecné teplotné
stabilni'®,

Polyakrylamidové gely
Jedna se o hydrofilni kopolymery'? zalozené na béazi
akrylamidu a akrylamidovych derivati. Jakozto syntetické
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polymery nejsou napadany mikroorganismy a maji delsi
trvanlivost. Jsou stalé ve zfedénych roztocich soli, deter-
gentli, mocoviny a v organickych rozpoustédlech, i kdyz
za extrémnich podminek lze pozorovat urcitou zménu
porovitosti. Mezi nejpouzivanéjsi polyakrylamidové nosi-
e patii Bio-Gely, které jsou stabilni pfi pH 1-10.

Hydroxyalkylmethakrylatové nosice

Tyto materidly se pripravuji polymeraci hydroxy-
alkylesterti kyseliny methakrylové s alkylen-bis(metha-
krylaty). Pomérem reagujicich slozek lze fidit pocet reak-
tivnich  skupin, pérovitost i velikost vnitiniho povrchu
gelu. Jejich vyhodou je chemicka i mechanicka stabilita
arezistence vic¢i mikroorganismim. Jejich nevyhodou je
Castecné hydrofobni  charakter, a tedy i nachylnost
k nespecifickym hydrofobnim interakcim'.

Mezi nejrozSifenéjSi  hydroxyalkylmethakrylatové
nosice patii hydroxyethylmethakrylat (HEMA), coz je
makroporézni  kopolymer 2-hydroxyethylmethakrylatu
a ethylendimethakrylatu. HEMA se dodava v rtizné veli-
kosti ¢astic, je stabilni az do tlaku 20 MPa a pti pH 2 az 12
a kompatibilni s vét§inou organickych rozpoustédel'”°.

Dale sem patii Toyopearl*' ™, co je hydrofilni, mak-
roporézni sorbent na bazi kopolymeru ethylenglykolu
a methakrylatu. Je stabilni pfi pH 2—12 a v teplotnim roz-
mezi 4-60 °C. Ma znacny vylucovaci limit (100 nm),
vysokou kapacitu a definovanou velikost ¢astic. Vyhodou
jsou minimalni nespecifické interakce a vysoka vytéznost
proteind, enzymil a glykoproteinti. Komer¢né dostupny je
tento nosi¢ pod nazvem TSK-gel od firmy Tosoh.

Dextranové gely

Dextran je vétveny polysacharid sloZzeny z jednotek
glukosy, ktery vznika ze sacharosy pusobenim nékterych
mikroorganismi. Rozpustny dextran obsahuje pfes 90 %
glykosidickych vazeb a-1,6 a je vétveny glykosidickymi
vazbami 1,2, 1,3 a 1,4. Trojrozmérny gel se pfipravuje
reakci rozpustného dextranu s epichlorhydrinem v alkalic-
kém prostiedi. Dextranové gely'’, komeréné znamé pod
nazvem Sephadex, jsou chemicky velmi stalé (neméni se
ani dvoumeésicnim pusobenim 0,2 M NaOH pii 60 °C).
Glykosidické vazby jsou vsak citlivé k hydrolyze pfi niz-
kych hodnotach pH a také mechanicka stabilita je nizsi.

Celulosa

Celulosa je tvofena hlavné linearnim polymerem
D-glukosovych jednotek vazanych vazbou B-1,4, ptficemz
v malém méfitku se vyskytuje i vazba 1,6. Komeréné do-
stupna mikrokrystalicka celulosa je obvykle zesiténa n¢ja-
kym cinidlem se dvéma funkénimi skupinami, napf.
epichlorhydrinem, a je znatn& chemicky stala'”.

Protoze celulosa je snadno dostupna a levna, je nejvi-
ce pouzivana v pramyslové oblasti. Perlova celulosa je
vSestranny, makroporézni, hydrofilni material s velkou
kapacitou. Ve form¢é membrany je to oblibena matrice.
Vlaknita celulosa je dilezity sorbent pro vazbu DNA
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(DNA-celulosa)®. Jeji nevyhodou je nizka mechanicka
stabilita.

Polystyren

Polystyreny' s riiznym stupndm zesiténi jsou odol-
ngjsi vuci tlaku nez polysacharidové nosice, i kdyz ve
srovnani s anorganickymi materialy vykazuji nizsi tlako-
vou toleranci. Polystyren mize bobtnat v pfitomnosti orga-
nickych rozpoustédel. Vzhledem k hydrofobnimu charak-
teru polymeru vykazuje nespecifické interakce a nizsi
ucinnost. Tyto nevyhody mohou byt ¢astecné odstranény
pokrytim polymeru vhodnou slou¢eninou nebo blokova-
nim zbytkovych funkénich skupin. Vlastnosti polystyrenu
mohou byt zménény zabudovanim fetézce polyethylengly-
kolu do malo zesitovaného polymeru. Tento novy material
dobfe bobtna v organickych i vodnych roztocich.

Nové materialy

Materialy ptipravené sol-gel technologii umoziuji
zakapsulovani ligandl pfi zachovani jejich biologické
aktivity. Ligandy nejsou vazany chemicky, pouze fyzikal-
nimi silami*. Materialy pfipravené sol-gel technologii
obsahujici proteiny byly vyuZzity jako imunoafinitni sor-
benty. Vykazovaly vyssi stabilitu z hlediska denaturace
a mikrobialni degradace i niz$i nespecifické interakce™.
Z dosavadni praxe se zda, ze optimalizaci vyrobniho pro-
cesu bude mozné zajistit, aby selektivita faze byla dana
pouze zachycenymi ligandy.

Vtisténé syntetické receptory pfedstavuji novy typ
vysoce selektivnich afinitnich staciondrnich fazi, zaloze-
nych rovnéz na molekulovém rozpoznavani. Jejich pfipra-
va spociva v polymeraci jednoho nebo vice monomera se
zesitovadlem, porogenem (rozpoustédlem) a inicidtorem
polymerace v pfitomnosti analytu (ligandu). Po polymeri-
zaci je extrahovan rozpustny analyt a v polymeru zlsta-
nou obtisky s umélymi vazebnimi misty. Takto ziskany
materidl je schopen selektivné rozpoznat a vazat vtiSt€nou
molekulu®”’,

Vtisténé syntetické receptory maji oproti biologickym
receptordm fadu vyhod. Zatimco ptirodni receptory maji
omezenou stabilitu, jejich pfiprava je obtizna a vyzaduje
purifikacni procesy, jsou syntetické receptory na bazi vtis-
ténych polymert velmi robustni a vydrzi eluci fadou roz-
poustédel. Odstranuji tak problémy spojené s nestabilitou
biomolekul a komplikovanou pfipravou afinitnich stacio-
narnich fazi. Nevyhodou mohou byt nespecifické interakce
samotného polymeru®.

Monolitické faze nasly uplatnéni i v afinitni chroma-
tografii. Jejich hlavni vyhoda proti naplilovym kolondm
spociva v extrémné rychlych separacich, dualezitych pfi
analyze labilnich latek, jako jsou proteiny. Mezi dalsi vy-
hody patii nizsi spotieba vzorku a rozpoustédel a nizsi
detekéni limit*®. Komerén& dostupné jsou i monolitické
disky, na né€Z je mozné navazat afinitni ligandy a vyuzit je
pi izolaci biologicky aktivnich latek®'. Afinitni monolitic-
ké disky byly pouZity pro separaci monospecifickych poly-
klonalnich protilatek **.
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4. Aktivace nosici pro afinitni chromatografii

Pokud neni nosi¢ aktivovany jiz od vyrobce, je nutné

jej jesté pred navazanim ligandu aktivovat. Aktivacnich
reakci existuje velmi mnoho, nejbéznéjsi jsou:

Bromkyanova metoda (CNBr)**; Tento zpiisob pieva-
zuje pro aktivaci polysacharidovych nosici a je Casto
pouzivan v laboratornim i primyslovém métitku. Ma
fadu vyhod: je témét univerzalni (Ize ho proto pouZzit
pro polymery obsahujici hydroxylové skupiny), na
aktivované nosicCe lze navazat jak malé, tak vysoko-
molekuldrni ligandy obsahujici primarni aminoskupi-
ny a priprava nosic¢u je relativné jednoducha. Mezi
nevyhody patfi vysoka toxicita bromkyanu. Tato me-
toda je zvlast mirna pro vazbu citlivych biomolekul,
jako jsou enzymy a protilatky. Pfiklad aktivace nosice
a vazby ligandu je uveden na obr. 2.

Aktivace divinylsulfonem (DVS)**; Divinylsulfon je
bifunkéni Ccinidlo, které se pouziva podobné jako
v predchozim piipadé pro aktivaci nosic¢i s hydroxy-
lovymi skupinami. DVS zavédi reaktivni vinyl skupi-
ny do matrice pro vazbu amind, alkoholl, thiold
a fenoll. Gely aktivované DVS jsou reaktivnéjsi nez
gely aktivované epoxy skupinami, a proto je vazebny
proces rychlejsi a €¢inngjsi. Jsou vhodné pro imobili-
zaci cukru prostfednictvim jejich hydroxylovych sku-
pin. Nevyhodou je nestabilita imobilizovanych ligan-
da v alkalickém prostiedi dana labilni etherovou vaz-
bou mezi DVS a nosic¢em.

Aktivace epoxy skupinami (bisoxiranem)®; Bisoxira-

Tabulka I
Reakéni podminky imobilizace pro riizné funkéni skupiny (upraveno podle®)

Referaty

ny mohou byt pouzity pro zavedeni epoxy skupiny do
mnoha hydroxylovanych polymerd. Jako aktivaéni
¢inidlo se nejcastéji  pouziva  1,4-butandiol-
diglycidylether, ktery v alkalické oblasti reaguje
ochotné s hydroxylovymi skupinami za vzniku deriva-
th obsahujicich hydrofilni raménko (spacer) o dlou-
hém fetézci s reaktivni oxiranovou skupinou na konci.
Mezi bisoxiranem a matrici se vytvoii stabilni ethero-
va vazba. Koncova epoxyskupina muze reagovat
s ligandy, které obsahuji hydroxylové, aminové nebo
thiolové skupiny.

Aktivace organickymi sulfonylchloridy®; Tato meto-
da se pouziva pro aktivaci agarosy a dal§ich hydroxy-
lovanych matric. Organické sulfonylchloridy, jako
jsou p-toluensulfonylchlorid (tosylchlorid) a 2,2,2-
-trifluoroethansulfonylchlorid (tresylchlorid), reaguji s
neaktivnimi hydroxylovymi skupinami nosice na ak-
tivni sulfonové skupiny. Tyto aktivované nosi¢e mo-
hou byt pouzity pro vazbu ligandu obsahujici thiolové
a/nebo amino skupiny (thiolové skupiny jsou reaktiv-
n¢&jsi). Vazbu ligandu Ize provést ve vodnych i orga-
nickych rozpoustédlech (napf. v dimethylformamidu).
Materialy aktivované tresylem jsou velmi ucinné pro
imobilizaci ligandil v neutralnim prostfedi pii 4 °C.
Triazinova metoda™"*; Trichlor-s-triazin lze pouzit
pro aktivaci agarosovych nosici (vyuziva se pro imo-
bilizaci heparinu). Hlavni nevyhodou aktivace pomoci
trichlor-s-triazinu je jeho vysoka toxicita. Tento zpQ-
sob aktivace je méné bézny.

Aktivni skupina

Reagujici skupiny ligandu

Reakéni podminky

Bromkyan -NH,
Divinylsulfon -NH,
-OH
-SH
Epoxy -NH,
-OH
-SH
-COOH
Tresyl -NH,
Aldehyd -NH,

pH 7-10, doba 1-12 h, teplota 4-25 °C
pH 6-11, doba 2-24 h, teplota 4-25 °C

pH 5-12, doba 4-72 h, teplota 4—-60 °C

pH 7-9, doba 2—-16 h, teplota 4-25 °C
pH 3-10, doba 1-12 h, teplota 4-25 °C

Nosi¢ Aktivace Vazba
— OH +BrCN — O-CN
— OH +CISO,CH,CF;

‘— SOzCHzCFj, + H2N-ligand

Afinant

— O-CNH-ligand

— NH-ligand +
HOSO,CH,CF;

+ H,N-ligand

Obr. 2. Piiklad aktivace nosi¢e a vazby ligandu (upraveno podle'!); BrCN — aktivace bromkyanem, CISO,CH,CF; — aktivace tre-
sylchloridem
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5. Imobilizace afinitniho ligandu na tuhy nosi¢

Imobilizace biomolekul na anorganické, organické
a polymerni povrchy jsou obvykle zalozeny na kovalentni
vazbé, fyzikalni adsorpci, zachyceni v semipermeabilni
membrané a mikroenkapsulaci v polymernich mikrokulic-
kovalentni vazby. Ostatni metody nejsou obecné pouzitel-
né a ve vetsing pripadi jsou omezeny jen na maly rozsah
analyti a aplikaci®.

Podminky imobilizace se 1i8i v zavislosti na vlast-
nostech ligandu a typu aktivnich skupin nosice. Reak¢ni
podminky imobilizace pro nosie s riznymi aktivnimi
skupinami ukazuje tabulka I. Z ni je patrné, Ze na vétSinu
béznych nosi¢ll je mozné imobilizovat afinitni ligand
v teplotnim rozmezi 4-25 °C (pouze pro epoxy aktivni
skupiny 1ze teplotu zvysit aZ na 60 °C) a béhem 24 hodin.
Hodnota pH imobilizace se lisi podle konkrétniho typu
ligandu a jeho reagujici skupiny.

Bylo zjisténo, ze imobilizaci na epoxy aktivované
nosice lze podpofit zvySenim koncentrace soli v roztoku
(napt. (NH4),SO,, K;PO4) v disledku zvyseni hydrofob-
nich interakci. Pro proteiny a nukleotidy se imobilizace
zvys§i v neutralnim prostfedi, kdezto pro malé afinitni li-
gandy pii vyssim pH (cit.”®).

Jako ligandy mohou byt pouzity vSechny latky schop-
né biospecifické reverzibilni vazby. Nizkomolekularni
ligandy jsou stabilnéjsi a stéricky lépe dosazitelné nez
vysokomolekularni ligandy, které jsou hifre definovatelné
a mohou podléhat denaturaci'®.

6. Blokace nezreagovanych aktivnich skupin

Protoze po imobilizaci afinitniho ligandu na tuhy
nosi¢ zlstane na nosi¢i vzdy ¢ast skupin aktivnich, je nut-
né je zablokovat*. K tomu se nejéast&ji vyuziva dvou po-
stupil:

a) Vazba vhodné latky na zbytkové aktivni skupiny nosi-
¢e: na nezreagované aktivni misto nosice se navaze
vhodna latka (napf. glycin, glycerol nebo ethanola-
min), ktera by neméla ovliviiovat sorpci a desorpci
analytu.

Hydrolyza zbytkovych aktivnich skupin vedouci
k jejich odstranéni: provadi se v alkalickém prostiedi
a je vyuzitelna pouze pro ligandy, které jsou v tomto
prostiedi stalé.

Pro vymyti nekovalentné¢ vazaného afinitniho ligandu
se pouzivaji pufry s vysokou iontovou silou a pH, pfi kte-
rém probihala imobilizace.

b)

7. Stanoveni mnoZstvi imobilizovaného ligandu

Dulezitou charakteristikou afinitni stacionarni faze je
mnozstvi kovalentné navazaného ligandu'>. Ke zjisténi
jeho koncentrace bylo vypracovano mnoho metod:
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Referaty

Diferencni analyza

Mnozstvi ligandu vézaného k nosi¢i se vypocitd
z rozdilu mezi celkovym mnozstvim ligandu ptidaného do
reakéni smési a mnozstvim nezreagovaného ligandu, které
se ziskd po dikladném promyti sorbentu. Tato metoda je
velmi nepfesnd, zejména kdyZ se kovalentn€ vaze jen mala
cast ligandu, nebo je-li ligand Spatné rozpustny.

Prima spektrometrie

V piipad¢ transparentnich nosicli se mulize zjiStovat
mnozstvi kovalentné navazaného ligandu pfimou spektro-
metrii.

Kysela nebo enzymova analyza

Pisobenim kyseliny za drasti¢téjSich podminek do-
chazi k hydrolyze vazby mezi ligandem a nosi¢em a uvol-
ni se volny ligand nebo produkt jeho degradace, ktery lze
stanovit (napf. v pfipad¢ proteind analyzou aminokyselin).
Tato metoda neni pfiliS§ vyhodna, protoze muze dojit
k soucasnému rozkladu nosice (tento problém lze ¢astecné
fesit enzymovou hydrolyzou za mirnych podminek).

Elementdrni analyza

Mnozstvi navazaného ligandu Ize také urcit z elemen-
tarni analyzy. Stanovuje se pfitomny prvek, napf. sira, jod,
dusik nebo fosfor. Elementarni analyza dusiku mize po-
skytovat zkreslené vysledky, protoze jeho obsah vzrusta
pri aktivaci bromkyanem.

Radioaktivita

V nékterych pfipadech lze pouzit ligand znaceny
radioizotopem. Jako radioizotopy se nejcastéji pouzivaji
3H, 2P, Co.

8. Eluce latek z kolony

Latky, které siln¢ interaguji se stacionarni fazi, se
zadrzi v kolon¢ a je nutné je uvolnit do mobilni faze. Eluci
analytd z kolony je mozno provést dvéma zptsoby™:

a) Nespecificka eluce; Pii této metod¢ latka eluuje pfi
zmén¢€ nekteré z vlastnosti mobilni faze, napt. hodno-
ty pH, iontové sily, relativni permitivity nebo teploty.
Ve vétsin€ piipadi stati pro eluci zména hodnoty
jedné veliCiny. Pfi analyze proteini je nutno dodrzet
podminky, pii kterych nedochazi k jejich denaturaci.
Specificka eluce; Pfi tomto zpisobu eluce se do mo-
bilni faze prida latka, ktera vytvoii s ligandem pevnéj-
§i komplex nez je puvodni komplex analytu. Tento
zpusob eluce byva Setrnéjsi ke stanovovanym latkam.
Eluci lze provést izokraticky nebo pomoci gradientu.
Izokraticky zptisob je vhodny pro jednoduché latky, které
maji malou afinitu k ligandu. V pfipadé pouziti gradiento-
vé eluce je dulezité zvolit vhodnou strmost gradientu: pii
mirném gradientu se vétSinou latky dobie rozdéli, ale je-
jich piky nebyvaji dostate¢né Uzké, pifi strmém gradientu
se analyty hdf rozdéli, ale piky jsou ostiejsi.

b)
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Tabulka II
Priklady pouZiti afinitni chromatografie
Biologicky aktivni latka Afinitni ligand Puvod vzorku Lit.
Aspartatové proteasy aromatické aminokyseliny zalude¢ni sliznice 66
Pepsin DIT? Zalude¢ni sliznice 42,43
Heparin vazajici a heparin nevd-  heparin kanc¢i semennd plazma 55,56
zajici proteiny
Serinové proteasy BPTI hovézi a lidsky intervertebralni disk 41
FABP* Lb-FABP kuteci jatra 67
MIlécny represor DNA - sepharosa bakterie 68
B-galaktosidasy
IgA¢ TG19318 (synteticky peptidovy  supernatant surové bunééné kultury 52,53
ligand)
IgM°® TG19318 (synteticky peptidovy  mys$ 54
ligand)
AGPf kyselina imidodioctova plazma 69
s Cu (II)
Molekulovy receptor viru dengue rekombinantni E protein dengue virus typ 4 47
Lektin Affi-gel, blue gel houby Xerocomus spadiceus 70
Estradiol tetrapeptid - 45
Glykoproteiny Con A lidské krevni sérum, rakovinotvorné 71
bunky
Glykoproteiny lektin - 72
L-, D-tryptofan HSA" - 73
Derivaty benzodiazepinu HSA - 74
Atrazin (pesticid) antiatrazin - protilatka zemina 39

*DIT — 3,5-dijodo-L-tyrosin, " BPTI — bazicky pankreaticky inhibitor trypsinu,  FABP — proteiny vaZici mastné kyseliny,
41gA — imunoglobulin A, ®IgM — imunoglobulin M, AGP — a,-kysely glykoprotein, ¢ Con A — konkanavalin A, "HSA —

lidsky sérovy albumin

9. Priklady pouZiti afinitni chromatografie

Metoda afinitni chromatografie se nejéastéji pouziva
k izolaci peptidii, proteint, glykoproteinti a obecné biolo-
gicky aktivnich latek. Vybrané aplikace pouziti afinitni
chromatografie ukazuje tabulka II. Z této tabulky je patrné,
ze moznosti aplikace této metody jsou velmi Siroké. Afi-
nitni metody se hodi pro prekoncentraci stopovych mnoz-
stvi sloucenin, CiSténi analytd v komplexnich smésich
i k analyze latek®®. Také se pouZivaji pro analyzy v oblasti
Zivotniho prostiedi®’, napt. pesticidt®’ >’ a toxini*"*’. Tato
stanoveni byvaji komplikovéana slozitymi matricemi a Cas-
tou nutnosti nékolika piedseparacnich kroki®’.

Cetné aplikace jsou v lékaistvi a medicing, napf. en-
zymy*'"™, hormony**®, viry a jejich geneticky fond*’™*,
rakovinotvorné markery !, protilatky®>>*, proteiny se-
menné plazmy>*° a 1éky & drogy’”**. ALC je nepostrada-
telnou metodou v proteomice™°'.

Dilezité jsou prace zaméfené na stanoveni vazebnych
konstant pro kvantifikaci interakce protein-ligand* %>,
Jako piiklad je mozné uvést stanoveni vazebné konstanty
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komplexu heparinu s protrombinem III (3,4.10" mol™" 1,
cit.).

Afinitni chromatografie se casto kombinuje a dopliu-
je s dalSimi separacnimi technikami, napf. s dvoudimen-
sionalni elektroforézou (2-DE). Pied vlastni separaci pro-
teind metodou 2-DE lze afinitni chromatografii pouzit pro
prekoncentraci a predipravu vzorku®.

10. Zavér

Afinitni chromatografie je metoda separace a izolace
biologicky aktivnich latek, zaloZen4 na jejich specifickych
interakcich (molekulovém rozpoznavéni) s ligandy. Bé-
hem poslednich dvaceti let prosla velkym vyvojem a stala
se ucinnym nastrojem pro fadu aplikaci. V souCasné dobé
dochézi k velkému pokroku ve vyvoji afinitnich stacionar-
nich fazi (vtiSt€éné polymery, materidly pfipravené sol-gel
technologii a monolitické faze) i v miniaturizaci techniky
(napt. afinitni membrany).

Zakladni charakteristiky afinitni chromatografie jsou
shrnuty v tabulce II1.
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Tabulka III
Prehled hlavnich charakteristik afinitni chromatografie (upraveno podleg)

Referaty

Parametr

Hodnota

Princip separace

Vyuziti

Separacni charakteristiky

Hlavni parametr optimalizace

déli molekuly podle biospecifické aktivity

— jednostupnové precisténi cilové molekuly,

— Cisténi oznacenych rekombinantnich proteint,
— skupinové separace,
— odstranéni specifickych kontaminant

— zatizeni vysoké,
— rychlost stfedni,
— vytézek vysoky

— rozliseni velmi vysoké,

vybér afinitniho ligandu

Specifikace — velmi jednoduchy purifikaéni protokol,
— vyzaduje pouze jednoduché vybaveni,
— velmi vhodné pro znac¢ené rekombinantni proteiny
LITERATURA 19. Coupek J., Vin$ L: J. Chromatogr., A 658, 391 (1994).
20. Turkova J., Blaha K., Horacek J., Vaj¢ner J.: J. Chro-
1. Rajagopalan T. G., Moore S., Stein W. H.: J. Biol. matogr., A 215, 165 (1981).
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1.  Uvod

Arzén je toxicky prvok, vyskytujuci sa vécSinou
v loziskéach niektorych sulfidov kovov. Jeho koncentracia
v zemskej kére sa odhaduje v priemere na 3 mg kg™
(cit.)).

Moéze sa vyskytovat’ vo forme anorganickych aj orga-
nickych zlic¢enin. V anorganickych zliceninach st prevla-
dajuce oxidacné stupne +III a +V. V organickych zluceni-
nach ide predovsetkym o metylované formy.

Do zivotného prostredia sa dostdva jednak
z prirodnych zdrojov (vulkanickd cinnost, zvetravanie
hornin), ale najmé z priemyselnych Cinnosti (spalovanie
fosilnych paliv, tazba uhlia a nerastnych surovin, vyroba
olova, medi). Koncentracie arzénu zistené v okoli bani
a zévodov taviacich oloveni a medent rudu su niekol'ko-
nasobne vySSie ako na Uzemiach, kde nedoslo
k vyraznému zasahu l'udskej ¢innosti do zivotného prostre-
dia. Obsah arzénu v prirodnych vodach sa pohybuje medzi
0,15-0,45 pg 1™, pric¢om v mineralnych vodach méze byt
tento obsah zvySeny az 50nasobne a v termalnych vodach
az 300nasobne. Priemerny obsah arzénu v pddach sa uva-
dza okolo 7 ugg™'. Obsah arzénu v atmosfére zavisi od
lokality, v ktorej je merany. V mestach je to okolo
20 ng m~ ana vidieku medzi 1-10 ng m> (cit.l).
V literatiire mozno najst’ tieZ priemerny obsah arzénu zis-
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teny v ludskych tkanivach a tekutinich, ato v oblickdch
0,01 pgg™', vpeeni 0,03 pug g™, vo vlasoch 0,1 pg g™,
v mlieku 0,5 pg 1" a v krvnom sére 1 ng I (cit?).

Arzén ajeho zlGceniny nasli znacné vyuzitie
v mnohych oblastiach priemyslu, v pol'nohospodarstve, ale
aj v medicine, ¢i uz ludskej alebo veterinarnej. Treba si
vSak uvedomit, Ze aj tieto Cinnosti si zdrojom arzénu,
ktory sa dostava do zivotného prostredia, a tym aj do po-
travinového retazca, co moze mat’ v kone¢nom dosledku
dopad na Tudské zdravie. Toxicita arzénu zavisi od che-
mickych foriem a oxidacného stavu, v ktorom sa arzén
nachadza. As(IIl) je toxickejsi ako As(V) a metylované
formy arzénu st menej toxické ako anorganické soli’.
Symptomy, ktoré sa prejavuji pri otrave arzénom mozno
rozdelit’ na pociatocné, ktoré su: podrazdena sliznica, tra-
viace problémy a ¢revné poruchy, nespavost, bolest’ hlavy,
nevolnost’ azvracanie, z4vraty, malatnost; a symptomy
spojené s chronickym §tadiom, ktoré st: zapaly koze, trva-
1¢ traviace problémy, asplatickd anémia a poskodenie ner-
vového systému, €o sa prejavuje okrem iného aj tipnutim
koncatin®. Mnohé prace poukazujii na to, Ze zlu¢eniny
arzénu pososbia nielen toxicky, ale vykazuju aj karcino-
génne, mutagénne a teratogénne ucinky'.

Pre stanovenie arzénu mozno pouzit’ rézne analytické
metody®, z ktorych k najpouzivanejsim patria techniky
atomovej absorp¢nej spektrometrie (AAS), ato technika
generovania hydridov (HGAAS), technika elektrotermic-
kej atomizacie (ETAAS) a v poslednom obdobi aj spojenie
techniky generovania hydridov s naslednou atomizaciou
hydridov v elektrotermickom atomizatore (HG-ETAAS).

2. Stanovenie arzénu technikou elektrotermic-

kej atomizacie (ETAAS)

Elektrotermicka atomizacia sa najcastejsie uskutocnu-
je v grafitovej kyvete. K stratdm arzénu z grafitovej kyvety
moze dojst pri relativne nizkej teplote. Na jeho zadrzanie
v atomizatore v priebehu pyrolyzy je potrebnd tzv.
,-modifikdcia matrice*. Ide o postup Upravy matrice vzor-
ky, ktory po prvy krat pouzil Ediger’ v roku 1975. Analyt,
v tomto pripade arzén, ktory je povodne prchavejsi ako
matrica, v ktorej sa nachadza, je chemicky a tym aj teplot-
ne stabilizovany a zadrZiavany v atomizitore v priebehu
pyrolyzy, pri ktorej dochadza k odstraneniu rusivej matri-
ce. Prvym chemickym modifikdtorom pri stanoveni As
technikou ETAAS pouzitym v uvedenej praci’ bol dusié-
nan nikelnaty. Odvtedy bolo pre termicku stabilizaciu ar-
zénu opisanych mnoho d’alSich chemickych modifikato-
rov. V poslednom obdobi patri k najcastejSie pouzivanym
paladium, najbeznejsie vo forme dusi¢nanu paladnatého® ™,
ale moZno sa stretnut’ aj spouzitim chloridu palad-
natého®’. Koloidné paladium bolo po prvy krat pouzité



Chem. Listy 99, 578 — 584 (2005)

ako modifikator pri stanoveni selénu'’. Pri stanoveni As,
ale aj Sb a Pb v morskej vode pouZili koloidné paladium
vo svojej praci Volynsky a spol.''. Rychly teplotny prog-
ram s konvencne pouZzivanym teplotnym programom pri
pouziti paladia ako chemického modifikatora porovnal vo
svojej praci Larsen'?.

Zmesi paladia a niektorych d’alsich kovov (Mg, Cu,
Ni) patria tiez medzi casto pouzivané modifikatory
a povazuji sa za univerzalne chemické modifikatory pri
stabilizacii As v mnohych typoch matric'*'*. Zmes Pd
a Mg umoziuje pouzit’ teplotu termického rozkladu 1300
az 1400 °C (cit.”'"). Dalsie chemické modifikatory, ako
napr. Rh (cit.'®), umozituji pouzit’ teplotu termického roz-
kladu 1450 °C. Deaker a Maher'® zhodnotili vplyv jedno-
duchych modifikatorov (Pd, Cu a Ni) ako aj zmesnych
modifikatorov (Pd-Mg, Pd-Cu a Pd-Ni vo forme dusi¢na-
nov) na signal arzénu pri jeho stanoveni v tkanivach mor-
skych Zivocichov. Platina a vanad vo forme V,0Os boli pou-
zité ako modifikatory pri stanoveni As technikou ETAAS
v préci Tsaleva a spol.”’. Styris a spol.?' a Hirano a spol.??
prispeli k objasneniu mechanizmu atomizacie As
v pritomnosti paladdia. Vplyv modifikatorov na stanovenie
As v prostredi HCl bol Studovany v praci Pszonickiho
a Dudeka®. Zmesny modifikator Pd-Mg v prostredi vyso-
kych koncentracii siranu sodného a chloridu sodného pou-
7ili Bermejo-Barrera a spol.”*. Uginnost’ Pd, Rh a Ru ako
modifikdtorov v ETAAS pri stanoveni As, Se aln
v prostredi  siranu  sodného  porovnali  Volynsky
a Wennrich®. Uginnost’ Pt alIr pri tom istom stanoveni
porovnali uvedeni autori v d’aliej praci®®. Castro a spol.?’
porovnali Th, Zr a V ako chemické modifikatory pri ato-
mizacii arzénu zo steny grafitovej kyvety a z platformy,
pricom vzorky davkovali klasickou kvapkovou metédou
ako aj vo forme aerosolu. Mechanisticka §tadiu vplyvu
vysokych obsahov Al na stanovnie As pri pouZiti atomiza-
cie zo steny elektrotermického atomizatora ako aj z plat-
formy a davkovanie vzorky oboma uZz spomenutymi spd-
sobmi opisali Castro a Aller v d’alej praci®®. Zhodnote-
nie r6znych jednoduchych permanentnych modifikatorov
(Rh, Ir a Ru) ako aj ich zmesi s wolframom (W-Rh, W-Ir
a W-Ru) pri stanoveni As v pddach, sedimentoch, kaloch,
uhli, popoléekoch a vodach uviedli vo svojej praci Lima
a spol.?**°. Pre stanovenie As(III), As(V), Bi(III), Sb(III),
Sb(V), Se(IV), Se(VI), Sn(IV) a Te(IV) ako aj pre niektoré
alkylované druhy As a Sn testovali Tsalev a spol.>' platfor-
my upravené zmesou Ir-W a Ir-Zr. Volfram, ale aj NaNO;
pouzili ako chemické modifikatory Viisinen a spol.™.
Koncentracie As vo vzorkach povrchovych pdod stanovené
po rozklade zmesou kyselin HCI-HNOs-HF sledovali
Chen aspol.”. Rézne extrakéné postupy pre stanovenie
As, ale aj Cd a Cu v kontaminovanych pddach porovnali
Viisdnen a Suontamo®. Porovnanie dvoch rozkladnych
postupov vzoriek rastlin s pouZzitim réznych zmesi kyselin
s rozkladom po spopolneni vzoriek pred stanovenim As
a Se technikou ETAAS opisali vo svojej praci Vassileva
a spol.3 3, Koncentracie As, ale aj Cd, Pb a Ni stanovené vo
vzorkach vzduchu po celkovom rozklade filtrov boli uve-
dené v praci Thomaidisa a spol.*®. Priame stanovenie As
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v moéi, krvi a krvnom sére opisali Campillo a spol.”’. Sta-
novenie As v tkanivach morskych Zivo¢ichov uviedli Yba-
fiez a spol.*®. V praci Tsaleva a spol.* bola studovana ter-
mickd stabilita niektorych prchavych prvkov (medzi nimi
aj As) vrozkladoch biologickych materidlov, v rozloze-
nych vlasoch a v zriedenom moci za pouZitia zmesnych
modifikatorov obsahujtcich volfram. Mikrovinny rozklad
pouzili pre stanovenie stopovych prvkov (As, Hg, Zn, Pb
a Se) v mod&i Horng a Lin*®. Kildhal a Lund*' stanovovali
As a Sb vo vine analyzovaném priamo aj po rozklade so
zmesou HNOj; a H,0,.

Vo vodach, ale aj v inych typoch matric sa arzén Cas-
to nachadza na nizkych koncentraénych urovniach, a preto
je potrebné pred samotnym stanovenim zaradit' stupen
spojeny s jeho nakoncentrovanim. Je mozné pouzit’ kvapa-
linovu extrakciu (LE), extrakciu tuhou fazou (SPE), spolu-
zrazanie alebo flotaciu. Extrakciu tuhou fazou za pouzitia
ditiokarbamatovej polyuretanovej peny pouzili vo svojej
praci Arpadjan aspol.*> na prekoncentriciu stopovych
mnozstiev As, Bi, Hg, Sb, Se a Sn z vodnych vzoriek pred
ich stanovenim ETAAS a atdbmovou emisnou spektromet-
riou s indukéne viazanou plazmou (ICP-AES). Meranie
ETAAS bolo robené po rozpusteni sorbovanych analytov
v izobutylmetylketone. Sella a spol.** pouzili ako prekon-
centracnu techniku zrazanie s Fe(OH); pre stanovenie As,
Ag, Bi, Cd, Co, Cu, Mn, Ni, Pb, Sb a Tl v morskej vode.
Zr4zanie so slabokyslym roztokom obsahujicim Ag” iény
pouzili Gonzalez aspol.** pre nakoncentrovanie As
z rozlozenych vzoriek pSeni¢nej muiky.

2.1.Priama analyza tuhych
vzoriek v ETAAS

Pri vdcSine analytickych technik je potrebné pri ana-
lyze tuhych vzoriek pouZzit' pred samotnym stanovenim
rozklad. Rozklad vo vécSine pripadov kyselinou alebo
uréitou zmesou kyselin vsak vedie k zvySenému riziku
strat analytu pocas rozkladu alebo k zvySenému riziku
kontaminacie. Rozklad je Castokrat jeden z ¢asovo najna-
rocnejSich  stupniov  celého analytického  postupu.
V niektorych pripadoch pouzitie naro¢nych rozkladnych
postupov vedie k vysokym hodnotam slepych pokusov.

Techniky umoziujice stanovenie stopovych obsahov
priamo v tuhych vzorkach maji niekol’ko vyhod oproti
bezne pouzivanym postupom: 1) zjednodusenie predupra-
vy vzorky (krat$i ¢as, menej naro¢ny postup); 2) znize-
nie rizika kontaminacie (maly objem pouzitych ¢inidiel
a kratky Cas ,,pobytu vzorky v prostredi laboratoria);
3) minimalizacia strat analytu spésobenych postupmi pou-
zitymi pri preduprave vzorky alebo nedokonalym uvolne-
nim analytu z matrice vzorky; 4) nepouzivanie nebezpec-
nych a korozivnych ¢inidiel; 5) moznost’ analyzovat’ anor-
ganické aj organické vzorky®.

Ak hovorime o analyze tuhych vzoriek v ETAAS,
musime rozliSovat’ tzv. ,slurry sampling® (SL-ETAAS),
kde ide o davkovanie suspenzii tuhych vzoriek do elektro-
termického atomizatora a ,,solid sampling* (SS-ETAAS),
kde sa tuha vzorka navaZzuje na urciti podlozku, ktorad sa
vklada do elektrotermického atomizatora. Vyhody aj nevy-
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hody obidvoch spdsobov davkovania su podrobne opisané
v prehladnych ¢lankoch venovanych atémovej spektro-
metrii** ™,

»dolid sampling“ bolo po prvy krat pouzité
v komeréne dostupnom atomizatore v roku 1971 (cit.*"),
odvtedy sa prednostne pouZiva na analyzu materidlov,
ktoré nevytvaraju vhodné suspenzie a nie je ich mozné
dostupnymi postupmi rozlozit. Ako priklad mozno uviest
zliatiny niklu®®. S uvedenou technikou sa viak moZno
stretnut’ aj pri analyze biologickych vzoriek’?, anorga-
nickych vzoriek®, geologickych materialov®®, rastlin
a pod™, sedimentov’®, ale aj morskej vody po prekon-
centracii As s 8-hydroxychinolinom®’ alebo po vyzraza-
ni s Ni-pyrolidinditiokarbamatom®®.

Davkovanie suspenzie (slurry sampling) bolo po prvy
krat uvedené v roku 1974 (cit.**’). Ked’ze spaja vyhody
priamej analyzy tuhych vzoriek s vyhodami kvapalného
davkovania, jej popularita  postupne  narastd®’.
V poslednom obdobi bola SL-ETAAS pouzita pri stanove-
ni As v detskej vyzive®', priom sa ako chemické modifi-
kétory porovnali Mg, Ni a Pd. Pri stanoveni As v pive® bol
pouzity ako modifikdtor dusi¢nan nikelnaty sam, alebo
v kombinacii s kyselinou askorbovou. Rovnaky zmesny
modifikator Pd-Mg pouzili pri stanoveni As technikou
SL-ETAAS v rastlinach®, v tkanivach morskych Zivodi-
chov®, vrie¢nych sedimentoch®, v morskych sedimen-
toch®, ale aj v kontaminovanych sedimentoch a podach®’.
Dalsi zmesny modifikitor W-Rh pri stanoveni As
v sedimentoch a podach pouzili Barbosa a spol.®®. Skusku
rychleho teplotného programu pri analyze rovnakych mat-
ric uvadzaju Hoenig a Cilissen™. Stanovenie As, ale aj Sb
v pddach a sedimentoch pouzijuc SL-ETAAS opisali aj
Lopez-Garcia a spol.”’. Stanovenie As v prirodnych vo-
dach po jeho nakoncentrovani na aktivnom uhli opisali
Kubota a spol.ﬂ. Vinas a spol.72 navrhli postupy pre stano-
venie As, Cd aPb technikou SL-ETAAS v potravi-
narskych farbivach.

3. Stanovenie arzénu technikou generovania

hydridov (HGAAS)

Technika generovania hydridov bola prvy krat opisa-
na Holakom v roku 1969 (cit.”’). Vyznaduje sa pomerne
vysokou citlivostou a jednoduchou ins§trumentaciou. Je
zalozend na tvorbe kovalentného hydridu, ktory je
z roztoku analyzovanej vzorky vedeny do atomizatora
(najcastejSie kremennd kyveta). Z mnohych technik je pre
generovanie prchavych hydridov najpouzivanejsia reduk-
cia s NaBH,, o ¢om svedéia prehl'adné ¢lanky Nakaharu’,
Campella” a Yana a Nia’. Hydrid vznikd v zmesi okys-
leného roztoku analytu s alkalickym roztokom NaBH,.
Arzenovodik vznika z obidvoch idonovych foriem arzénu
(As(IID) aj As(V)), avsak z As (III) vznika rychlejsie. Preto
sa odporica zredukovanie As(V) na As(IIl), pricom sa
pouzivaju rézne redukéné roztoky ako aj rdzne postupy.
K najpouzivanejsim patri redukcia s KI a kyselinou askor-
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bovou. Stidium tvorby hydridov As, ale aj Sb a Se, bolo
opisané v praci Narsita a spol.”’.

Separacia analytu od matrice zniZuje riziko interfe-
rencii, ¢o je hlavnou vyhodou HGAAS (cit.”*""). Problé-
mom v uvedenom systéme vSak ostavaju interferencie
kovov skupin VIILB alB periodického systému®**
a vzajomné interferencie hydridotvornych prvkov** .
Stadium vplyvu kademnatych a zinoénatych soli na stano-
venie As, ale aj Sb, Bi, Se, Sn, Te a Hg bolo opisané
v praci Alexandrova a spol.”".

Existuji dva spOsoby generovania hydridov, ato
priamy prenos, alebo kolekcia. Pri priamom prenose, pri
ktorom je hydrid uvolneny z kvapalnej fazy a pradom
nosného plynu je vedeny do atomizatora, moze byt uspo-
riadanie kontinudlne prietokové (HG-cont.-AAS), moéze
ist’ o davkovanie vzorky do prudu kyseliny alebo NaBH,4
(pratokové injekéni davkovani FI-HGAAS), alebo mozno
pouzit' zredukovanie obmedzeného objemu vzorky
v davkovom generatore (HG-batch-AAS). HG-cont.-AAS
a HG-batch-AAS porovnali Ay a Henden®” pri §tadiu inter-
ferencii niektorych kovov (Ni, Au, Pd a Cr) ako aj vzdjo-
mych interferencii As a Sb pri tvorbe hydridov aj pri ich
atomizacii. HG-cont.-AAS pouzili pre stanovenie As
vmoc¢i po predchiddzajicom rozklade s HNO; v termo-
statovanom mineralizacnom bloku Ruiz-Navarro a sp01.93.
Tento postup porovnali s mikrovinnym rozkladom. Mikro-
vinny rozklad bol pouzity pri stanoveni As v mo¢i techni-
kou HGAAS aj vdalsej praci®, pri stanoveni As
v rastlindch®, pri stanoveni As v tkanivich morskych
7ivo&ichov®® aj pri stanoveni As v podach a sedimentoch’”.
Rozne rozkladné postupy a rézne zmesi kyselin pre vzorky
vlasov pri stanoveni As technikou HG-batch-AAS porov-
nali de Moraes Flores a spol.”®”’. Na odstranenie interfe-
rencii sposobenych prchavymi oxidmi dusika pouzili kyse-
linu amidosirovi. Rozne rozkladné postupy biologickych
materialov pred samotnym stanovenim As a Se technikou
HG-cont.-AAS opisal Rejnek'®.

V poslednom obdodi k najcastejsie pouzivanym tech-
nikdm HGAAS patri ddvkovanie vzorky do pridu kyseliny
alebo NaBH,, hovorime o tzv. prietokovej injekénej analy-
ze (FIA). FI-HGAAS pouzili pre stanovenie As v kontami-
novanych vodach Chatterjee a spol.'®’, v kontaminovanych
vodach a v rdznych kontaminovanych biologickych mate-
ridloch (vlasy, nechty, mo¢, koza, krv) Das aspol.'®
a Samanta a spol.'”. Stanovenie As v prostredi s vysokym
obsahom Cu, Pb, Fe a Ni opisali Schmidt a Bahadir'™®.
Rozne rozkladné postupy pre vzorky rastlin pre stanovenie
As a Sb porovnali a zhodnotili Krachler a spol.'”™""'. FI-
HGAAS pouzili pre stanovenie As, Sb a Se vo vodach
s vysokym obsahom Zeleza Niykki a spol.''. Na elimina-
ciu jeho vplyvu pouzili tiomocovinu, L-cystein a roztok
obsahujtci KI a kyselinu askorbovu. Mikrovinny rozklad
organozlicenin As, ale aj Se a Hg, nachadzajucich sa vo
vodach pouzili pred samotnym stanovenim FI-HGAAS
Harzdorf a spol.'®. Prehl'adny &lanok o pouzivani mikro-
vinného rozkladu v prietokovej injekénej analyze poskytli
Burguerovei''*. Pit’ roznych mikrovinnych rozkladnych
postupov pre sedimenty pouzili pri stanoveni As a Se
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v sedimentoch Zhou a spol.'">. Ako priklad alkalického
rozkladu péd s NaOBr pre stanovenie As a Se moZno
uviest’ pracu Zhua a Tabatabaia''®. On-line spojenie mik-
rovlnného rozkladu s technikou FI-HGAAS opisali pri
stanoveni As v moc¢i atermalnych vodach Burguera
aspol.'"” avmoti Lopez-Gonzalez a spol.''®. Pre roz-
klad organickych zluc¢enin As a Sn opisali on-line spoje-
nie UV-fotooxidacie a FI-HGAAS Tsalev aspol.'”.
Kremenna kyveta potiahnutd volframovou foliou pre sta-
novenie As vo vodach, sedimentoch aj biologickych mate-
rialoch technikou FI-HGAAS bola opisana v praci Ribeira
a spol."?’. Stanovenie As vo vodach po nakoncentrovani na
aktivovanom Al,O; opisali Karthikeyan a spol.'*'.

Pri  pouziti kolekcie je hydrid zhromazdeny
v kolektore, ktory je sucastou generatora. Prevedenie hyd-
ridu do atomizétora prebehne v jednom stupni az po skon-
Ceni jeho uvolnovania zroztoku. Kolekcia moéze byt
tlakova'?? alebo vymrazovanim'?*'**. On-line spojenie
mikrovinného rozkladu s vymrazovanim (FI-HG-cryo
trapping-AAS) pri stanoveni As vo vodach opisali Burgue-
ra a spol.'?. Kolekciu vymrazovanim pouzili pri stanoveni
As po jeho derivatizicii s roznymi komplexy tvoriacimi
zlageninami obsahujiicimi siru aj Howard a Salou'*’a pri
stanoveni As v mo&i pouzili Ng a spol.'?’.

Hlavnou technikou, ktord vyuZiva davkovanie suspen-
zie je ETAAS, no mozno sa stretnit’ s pouzitim suspenzie
vzoriek aj v HGAAS. Medzi prvych, ktori pouZili ddvkova-
nie suspenzie pre stanovenie As technikou HGAAS patria
Haswell a spol.'*®. Nerin a spol.'” stanovovali As v popol-
¢ekoch pouzijuc techniku ,,SL-HG-batch-AAS* bez upra-
vy suspenzie vzoriek. Pri stanoveni As v tabaku'*
a v sedimentoch™' bola pouzitd SL-HG-batch-AAS, ale
s Upravou suspenzie vzoriek mikrovlnnym zahrievanim.
Hoci sa prednostne pouziva spojenie prietokovej injekénej
analyzy s HGAAS, doteraz bola opisana iba jedna praca,
ktora sa venuje stanoveniu As v podach pouzijuc techniku
,FI-SL-HGAAS*®, pricom aj v tomto pripade boli suspen-

zie vzorky upravované mikrovlnnym zahrievanim'*.

4. Stanovenie arzénu technikou generovania

hydridov s naslednou atomizaciou hydridov
v elektrotermickom atomizatore
(HG-ETAAS)

Elektrotermické atomizatory st pouzivané pre atomiza-
ciu hydridov takmer od uvedenia hydridovej techniky. St tri
moznosti ich pouZitia, a to in situ zachytenie hydridov, ktoré
vyuziva elektrotermicky atomizator pre zber hydridu aj pre
jeho atomizaciu'**"'**, on-line atomizacia'**""** a atomizacia
z absorpénych ~ roztokov ~ obsahujicich  zachytené
hydridy'*. In situ zber a nakoncentrovanie hydridu zlep3u-
je detekéné limity oproti priamemu zavedeniu hydridu do
atomizatora'*’. Podmienky pre simultinne stanovenie As
a Se technikou HGAAS sin situ zachytenim hydridov
aich atomizéciou v grafitovej kyvete pokrytej zirkénom
opisali Gabros a spol.'*!. Uginnost’ tvorby hydridov As, Sb
a Se, in situ zachytenia uvedenych hydridov v grafitovej
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kyvete a pouzitie Pd ako chemického modifikatora je opi-
sané v praci Dodekala a spol.'**. Tsalev a spol.'* pouzili
vo svojej praci platformy potiahnuté zmesnymi modifika-
tormi Ir-W a Ir-Zr pri stanoveni vicSiny hydridotvornych
prvkov pri pouziti FI-HG-ETAAS ako aj pri ETAAS. Pri
stanoveni As vo vodach pouZili tvorbu hydridu a naslednt
elektrotermickt atomizaciu na paladiom pokrytych platfor-
méch Liang a spol."*. In situ prekoncentraciu a stanovenie
As vo vzorkach rastlin technikou HG-ETAAS so zmesnym
modifikatorom Pd-Zr opisali Yang a Zhang'*. Stanovenie
As, Sb, Se a Sn v pive a slade technikou HG-ETAAS s in
situ nakoncentrovanim hydridov v Pd pokrytej grafitovej
kyvete opisali Matusiewicz a Mikolajczak'*®. Stanovenie
As vo vodach po jeho nakoncentrovani pouzijic kvapali-
novi extrakciu opisali Chamsaz a spol.'*’. Grafitové kyve-
ty pokryté Ir pouzili Murphy a spol.'*® a pokryté Ir a Rh da
Silva a spol.'*. Mikrovlnny rozklad pre organické zluce-
niny arzénu anasledné stanovenie celkového arzénu vo
vodach, biologickych vzorkach a sedimentoch s pouzitim
FI-HG-ETAAS opisali Ringmann a spol.'*’. Vplyv vyso-
kych koncentracii chloridu sodného na stanovenie As a Se
v HG-ETAAS $tudovali Ellis aspol.””'. Optimalizaciu
roznych parametrov pri stanoveni As, Cd, Sb a Se vo vo-
dach technikou HG-ETAAS opisali Moreda-Pifieiro
aspol.'. Dusiénan horenaty, dusi¢nan paladnaty
a dusic¢nan nikelnaty porovnali vo svojej praci Niedzelski
a spol.153 pri stanoveni As, Sb aSe v ETAAS, ale aj
v spojeni HG-ETAAS.

K najnov§im spojeniam technik AAS patri tvorba
hydridu zo suspenzie vzoriek s naslednou atomizaciou
hydridov v grafitovej kyvete (SL-HG-ETAAS). Zatial
bolo opisanych iba par prac venovanych optimalizacii
stanovenia As uvedenou technikou. Moreda-Pifeiro a spol.
stanovovali As, Bi, Ge, Hg a Se v popoléekoch154 a As, Bi,
a Se v morskych sedimentoch, podach a uhli'®. Stanove-
nie As v suspenziach vzoriek sedimentov a popolcekov
technikou SL-HG-ETAAS, pri¢om hydridy boli zachytené
v grafitovych kyvetach potiahnutych Ir opisali aj Vieira
aspol.'®.  SL-HG-ETAAS pouzili tiez Matusiewicz
a Mroczkowska pre stanovenie As v réznych environmen-
talnych aj biologickych vzorkach'’.
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mination of Arsenic in Biological and Environmental
Samples by AAS techniques

The highly toxic nature of arsenic has increased the
importance of reliable determination of this element in
biological and environmental samples. Electrothermal
atomic absorption spectrometry (ETAAS) and hydride
generation atomic absorption spectrometry (HGAAS) are
the most powerful and well-established techniques for
these determinations. In the present article, both the AAS
techniques are reviewed.
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ALTERNATIVNI VYKLAD VLIVU BAZICITY PROSTREDI V KONCEPCI KYSELIN
A ZASAD

PETR PAVLAT?, JAN HLAVAC® a VOJTECH 2. Taftova-Abrahamova koncepce Kyselin
BEKAREK" a zasad jako donoru a akceptoru vodikové
vazby

“Katedra chemie, Vysokad skola baniska —Technicka univer-

zita Ostrava, 7. 17. listopadu, 708 33 Ostrava, "Katedra V této koncepci jsou za baze povazovany latky, které

organické chemie, Univerzita Palackého, Tr. Svobody, 8, jsou akceptorem vodiku — donorem elektronti — pfi vzniku

771 46 Olomouc vodikové vazby (HBA — Hydrogen Bond Acceptor) a za

bekarek@prfnw.upol.cz kyseliny jsou povazovany latky, které jsou donorem vodi-
ku pro vznik vodikové vazby (HBD — Hydrogen Bond
Donor).

Doslo 22.9.04, piepracovano 5.5.05, pfijato 19.5.05. Vztah této HBD-HBA koncepce k diivéj$im, tedy

Bronstedové-Lowryho a Lewisové teoriim lze strucné
vyjadrit nasledovné. Na rozdil od Bronstedovy-Lowryho
koncepce nejde zde o pfenos protonu z kyseliny na bazi
a vytvoreni nové kovalentni vazby mezi bazi a timto proto-
nem, ale o vytvoreni energeticky chudsi vodikové vazby.
Z pohledu Lewisovy koncepce je zde baze povazovana za
nukleofil vici elektrofilnimu vodiku kyselych skupin pro
Obsah vytvofeni vodikové vazby.

Taft a spolupracovnici zdlvodiiovali opravnénost
a uziteCnost svého pojeti fadou skutecnosti. Patii k nim
napf. to, Ze reakce protonu s bazemi probiha pies stadium
vytvofeni vodikové vazby a Ze existuje obrovské mnozstvi
pripadt, kdy se kysely ¢i bazicky charakter slouceniny
projevuje na vlastnostech, které nesouviseji s pfenosem
protonu, jako jsou napf. trojrozmérna struktura vody,
sekundarni struktura proteinti v prostoru a Cetné interakce
v roztocich vyznamné pro chemické, fyzikalni a biologic-
ké procesy.

Jevi se proto dnes zcela opravnéné rozliSovat mezi

Klicova slova: vliv prostredi, bazicita, IC spektra, rovno-
vazné konstanty

Uvod

Taftova-Abrahamova koncepce kyselin a zasad jako

donoru a akceptoru vodikové vazby

3. Bazicita v této koncepci kyselin a zésad a vyklad jeji-
ho vlivu na zakladé¢ vysledki multivaria¢ni analyzy

4. Alternativni vyklad vlivu bazicity v Taftové-Abra-
hamové koncepci kyselin a zasad

5. Vztah predlozeného vykladu vlivu bazicity a stanove-

nych faktortt multivariaéni analyzy

N —

6. Zaver tfemi typy bazi:
a) baze jako donor elektront k vytvoreni kovalentni vaz-
, by mezi touto béazi a protonem
1. Uvod b) baze jako donor elektroni pro vytvoreni kovalentni
vazby mezi touto bazi a Lewisovou kyselinou — elek-
Pojmy baze (Cesky casto zdsada), bazicky a bazicita trofilem
patfi v chemii nesporn¢ k tém nejfrekventovanéjsim. Na c) baze jako donor elektronli pro vytvoreni vodikové
otazku po obsahu slova baze se obvykle odkazuje na tii vazby mezi touto bazi a vodikem HBD kyseliny.
koncepce kyselin a zasad, vyvinuté S. Arrheniem v roce Kazdé z téchto pojeti baze pracuje i s pojmem bazici-
1887, J. N. Bronstedem a T. M. Lowrym vroce 1923 ta, a to jako s kvalitativni nebo kvantitativni charakteristi-
a G. N. Lewisem v roce 1930. OvSem prvni oznaceni baze kou baze. Jde obvykle o charakteristiku rozsahu interakce
— atim vlastn& prvni koncepce kyselin a zasad — pochazi baze se zvolenou standardni kyselinou (napf. voda, elek-
z doby kolem roku 1750, kdy Francouz Rouelle pouzil trofil) a tak se setkavame s kvalitativnim délenim bazi na
oznaCeni baze (zasady) pro latky, které¢ s kyselinami po- silné, slabé a velmi slabé, a to jak ve smyslu Bronstedovy-
skytovaly ve vode¢ rozpustné soli (za bazi byl povazovan Lowryho koncepce, tak ve smyslu koncepce Lewisovy —
napi. i CaCOs) a to vtom smyslu, Ze jde o latky, které silné a slabé nukleofily. Kvantitativnimi charakteristikami
maji ,,zasadni* vyznam pro vznik soli z kyselin. Za nejno- bazicity jsou pak napf. konstanty bazicity bazi, popt. kon-
vejsi  koncepei kyselin a zasad je pak moZno povazovat stanty acidity jejich konjugovanych kyselin, nebo rtizné
praci Tafta, Abrahama a jejich Cetnych spolupracovniki charakteristiky nukleofilnosti. Opravnénost zavedeni kon-

vyvinutou v poslednich tiiceti letech, piehled viz napt. ™.

cepce HBD-HBA zdavodiuje i skute¢nost, Ze mezi kvan-
titativnimi charakteristikami bazi v jednotlivych koncep-
cich existuji jen velmi hrubé souvislosti, a to ¢asto jen

v ramci urcitych typa bazi.
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3. Bazicita v Taftové-Abrahamové koncepci
kyselin a zasad a vyklad jejiho vlivu na
zakladé vysledkii multivariacni analyzy

HBD-HBA koncepce kyselin a zdsad nabidla ve srov-
nani s predchozimi teoriemi pestiejsi, jemnéj$i a casto
jednodussi zplsob charakterizace bazi. Podobné jako
u predchozich koncepci i zde se usuzovalo na bazicitu
z rozsahu interakce mezi bazemi HBA a standardnimi
kyselinami HBD. Protoze vSak vytvoteni vodikové vazby
ovlivituje (a to Casto velmi vyrazn¢ a charakteristicky)
&etné vlastnosti HBD kyselin (napt. IC, UV-VIS a NMR
spektra), byly v pribéhu minulych let navrzeny i jiné cha-
rakteristiky bazicity, které nejsou zalozeny na rovnovaz-
nych konstantach rovnovéh:

H-A+B= B...H-A

S pribyvajicim poctem navrzenych a doporu¢ovanych
charakteristik bazicity se vSak zacaly objevovat i vzajemné
nesrovnalosti a to predevSim v relativnich velikostech
téchto charakteristik i v potfadi bazi vzhledem k jejich pro-
klamované bazicité. Déle vyvstal napf. i problém, nakolik
je bazicita latky odlisna v pfipadech, kdy je baze rozpous-
tédlem a kdy je rozpuSténou latkou spolu s interagujici
kyselinou HBD v né&jakém prostiedi. Problematickym se
jevilo chovani nékterych bazi, pfedev§im trialkylamind,
pyridind a nékdy i nitrild a vyvstala i otazka poctu charak-
teristik, které jsou tieba ke kvantitativnimu zhodnoceni
vlivu HBA bazicity. Tyto otazky vyplynuly z dfivéjsich
studii a snah Tafta a spol (piehled viz napt.**) o obecném
zhodnoceni vlivu prostfedi na chemické a fyzikalni vlast-
nosti a procesy v roztocich. Na zéklad€¢ hodnoceni obrov-
ského poctu experimentalnich dat o vlivu prostiedi dosli
tito autofi k zavéru, Ze na zmény vyvolané ve studovanych
vlastnostech maji rozhodujici vliv polarita a polarizovatel-
nost molekul prostiedi, jejich bazicita a acidita a nékdy
i dalsi vlastnosti jako napf. kohezni energie rozpoustédla
a velikost rozpusténych molekul. Pro kvantitativni zhodno-
ceni vlivu téchto vlastnosti prostfedi na studovanou vlast-
nost (XYZ) navrhli rovnici

XYZ=(XYZ)o+s.n+a.a+b.p (1)

(XYZ), znaci studovanou vlastnost ve zvoleném standard-
nim stavu (cyklohexan), m je charakteristikou polarity-
polarizovatelnosti (nékdy s korekei na typ rozpoustédla
charakterizovaného parametrem o) charakterizujici vliv
tzv. nespecifickych interakci a o a B jsou charakteristiky
HBD acidity a HBA bazicity prostiedi jako charakteristiky
tzv. specifickych interakci. Néktera selhani a vyse uvedené
problémy i vysledky zhodnoceni vlivu prostfedi metodami
multivariaéni analyzy rozsahlych soubori dat (napt.*®)
vyvolaly snahu o revizi rovnice (/) a tim i otazky uGcinku
a poctu charakteristik nutnych k zhodnoceni jednotlivych
typtl interakei v roztocich. Tak metodou hlavnich kompo-
nent aplikovanou na vlastnosti souboru deseti HBD kyse-
lin v piitomnosti 22 bazi’ bylo zjisténo, ze 95 % variability
ve studovanych, na bazicité zavislych vlastnostech (BDP),
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vysveétluji dva faktory F; a F, vlastni kazdé bazi, takze
k zhodnoceni vlivu bazicity byla navrZena rovnice:

BDP = BDP, + S,F; + S:F> )

Autofi této studie’ interpretovali faktory Fja F, tak,
ze F, zahrnuje elektrostatické efekty pii vzniku vodikové
vazby a F je slozen z prispévku elektrostatického a kova-
lentniho. Regresni parametry S; a S, jsou pak mirou ucin-
ku téchto efekti na BDP a autoti dale doporudili jejich
pomer, resp. thel ® = arctg S,/S) jako kritérium pouzitel-
nosti pouze jediné charakteristiky bazicity pfi hodnoceni
celkového vlivu prostiedi, napi. rovnici (/). Tento thel ®
nabyval ve studovanych souborech hodnot v $irokém roz-
mezi od 86 ° do —69 °. V dalsich rozsahlych studiich vlivu
bazicity na velké mnozstvi rovnovaznych a spektralnich
dat se zjistilo, Zze pro vétsinu studovanych vlastnosti se ®
pohyboval v rozmezi 64—73 ° a pro zhodnoceni vlivu bazi-
city byla dostacujici jedina charakteristika. Pro systémy,
u nichz byl ® vzdalen této oblasti, vykazoval vliv bazicity
zévislost na typu bazi®. Autofi oviem dale vyslovné upo-
zornili, Ze nékteré baze, hlavné trialkylaminy a pyridiny
vykazuji Casto 1 v ramci této interpretace nevysvétlitelné
odchylky. Dosud znamé faktory F a F, dvaceti dvou bazi
jsou uvedeny v tabulce IV.

4. Alternativni vyklad vlivu bazicity v Taftové-
Abrahamové koncepci kyselin a zasad

V této praci navrhujeme jinou interpretaci vlivu bazi-
city na bazicitou ovliviiované vlastnosti (BDP), ktera vy-
svétluje 1 nekteré pretrvavajici nesnaze. Tato interpretace
vychdzi z predstavy, ze studovana HBD kyselina H-A
vytvoii s bazemi B; B,, ... B, vplynném stavu (idealni
plyn) komplexy A-H...B;, A-H...B,,...., A-H...B,, jejichz
konstanty HBA bazicity K = [A-H...B]/[A-H][B], stej-
né jako jiné, na bazicité zavislé vlastnosti komplexu
A-H...B, jsou ovliviiovany pouze bazicitou bazi B, B,, ...B,.
Avsak v roztoku, a to i v roztoku této baze (baze jako roz-
poustédlo), jsou vlastnosti tohoto komplexu déle ovliviio-
vany nespecifickymi interakcemi s molekulami prostredi —
pfirozené za predpokladu, ze nejde o rozpoustédlo o vétsi
nebo srovnatelné bazicit€é nez jakou vykazuje studovana
béaze a Ze nejde o rozpoustédlo amfiprotni. Pro BDP® sta-
novenou v takovém roztoku a pro BDP v plynném stavu
BDP* pak lze psat ve smyslu principu linearnich vztahd
Gibbsovych energii (LFER) rovnici:

BDPS=BDPEt+p . P 3)

P je charakteristika prostfedi z hlediska jeho nespecific-
kych interakci a p je mira citlivosti vlastnosti tohoto kom-
plexu vici nespecifickym interakcim.

Hodnotu BDP® obvykle neni mozno stanovit, ale na
jeji velikost se usuzuje extrapolaci z rovnice (3). BDP® se
tak jevi jako idealni charakteristika bazicity, a to pouze
z hlediska bazického centra molekuly a nikoliv celé mole-
kuly, jak je tomu u charakteristik ziskavanych v plynném
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Tabulka I

Referaty

Vliv rozpoustédla na rovnovazné konstanty K tvorby komplexu mezi 4-fluorfenolem a bazemi I az X a vysledky regresni

analyzy téchto dat rovnici (3)

Rozpoustedlo log K Wy
I 11 111 v v VI Vil VII IX X
Cyklohexan 1,99 2,03 - 2,30 2,56 3,80 0,83 1,00 3,15 1,42 0,49
Tetrachlormethan 1,93 1,88 1,32 2,06 2,53 3,56 0,71 0,79 2,81 — 0,58
Chlorbenzen 1,84 1,60 - 1,74 2,20 3,06 0,55 0,48 2,38 1,06 0,76
1,2-Dichlorbenzen 1,93 1,63 1,02 1,70 2,18 3,06 0,45 0,39 2,61 0,95 0,80
1,2-Dichlorethan 1,70 1,29 0,52 1,27 1,65 2,55 0,09 0,15 2,14 0,72 0,93
Dichlormethan 1,67 1,26 0,50 1,18 1,44 2,37 0,14 - 2,10 - 0,92
BDP® = log K*® 2,33 2,88 2,75 3,49 3,87 5,33 1,67 2,23 4,16 2,21 0,00
—p=—d(logK)/dWg 0,65 1,69 2,37 2,38 2,38 3,03 1,62 2,43 2,18 1,57
Korela¢ni koeficient R 0,879 0,983 0,962 0,982 0,928 0981 0,969 0,976 0,959 0,994

Béaze: I — triethylamin, II — pyridin, III — cyklohexanon, IV — N,N-dimethylformamid, V — dimethylsulfoxid, VI — hexame-
thylfosfortriamid, VII — 1,4-dioxan, VIII — benzonitril, IX — 4—(dimethylamino)pyridin, X — 4-brompyridin

stavu interakci molekul s H' nap#. metodou cyklotronové
hmotnostni spektrometrie.

Tento piistup odpovida i na otazku o poctu charakte-
ristik bazicity nutnych k zhodnoceni vlivu bazicity na stu-
dovanou vlastnost. K tomu, aby vrovnici (/) stacil
k zhodnoceni vlivu bazicity jediny clen, je tieba, aby hod-
noty smérnice p byly pro studované baze blizké a aby bylo
pouzito stejné prostiedi. Pro baze, které pro studovanou
BDP maji P rozdilné (napf. trialkylaminy v souboru
s bazemi o vysokém P) pak bude vliv jejich bazicity roz-
dilny pro pfipad, kdy budou pouzity jako rozpoustédlo,
nebo jako rozpusténé latky ve shodném rozpoustédle, a to
i tehdy, kdyz by citlivost studované vlastnosti p vuéi P
byla pro tato prostredi blizka.

Rizna hloubka ovlivnéni BDP polaritou prostiedi pro
ruzné baze, tedy p, se pak projevi i riznym potradim rela-
tivni bazicity studovanych bazi zjisténych v riznych pro-
stfedich o rozdilnych P. V tabulce I jsou uvedeny log
K rovnovahy mezi 4-fluorfenolem a deseti bazemi v Sesti
prostiedich  (data pievzata  z literatury”'’),  spolu
s hodnotami log K® odhadnutymi rovnici (3), kdy BDP
resp. BDP® znadi log K resp. log K% regresnim paramet-
rem p a korela¢nim koeficientem regresni analyzy téchto
dat rovnici (3). V tabulce jsou uvedeny i pouzité charakte-
ristiky polarity prostfedi Wp (cit.*). Jde o empirické cha-
rakteristiky oznaCované jako efektivni Bornovy funkce
relativni permitivity, které byly odvozeny z elektronovych
spekter a které jsou co do svych hodnot pro fadu roz-
poustédel blizké Bornovym funkcim relativni permitivity
(&), fle)) =(e~1) /¢ ajsou definovany i pro plynny stav,
kdy W= (e~1) / &=0. Z tabulky je patrné, Ze pro deset
studovanych bazi se velmi lisi jak log K&, tak citlivost log
Kvuci prostiedi. Pro komplex 4-fluorfenolu s triethyl-
aminem je skoro Sestkrat niz$i nez pro komplex
s hexamethylfosfortriamidem. Velmi ndzornym pfikladem
ovlivnéni poradi HBA bazicity jednotlivych bazi prostie-
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dim je srovnani log K pro interakci 4-fluorfenolu s péti
bazemi tohoto souboru, totiz dimethylsulfoxidem
(DMSO), N,N-dimethylformamidem (DMF), cyklohexa-
nonem (CHX), pyridinem (Py) a triethylaminem (NEt;) :

DMSO >DMF >Py > CHX > NEt;
Tetrachlormethan DMSO > DMF >NEt;> Py > CHX
1,2-Dichlorbenzen DMSO > NEt; >DMF> Py > CHX
1,2-Dichlorethan NEt; > DMSO>Py > DMF > CHX

Plynny stav

S ohledem na polaritu téchto péti bazi je mozno oce-
kavat identické poradi jako v 1,2-dichlorethanu i pro log K
zjisténé v roztocich Cistych bazi.

Podobné rozdilnou citlivost vici prostfedi vykazuji
i vlnocty valencnich vibraci vazby O-H fenolu (vo.p)
sriznymi bazemi stanovené v riznych rozpoustédlech.
Pro jedenact téchto komplexl jsou voy stanovené v osmi
riznych prostiedich uvedeny v tabulce II. Vedle téchto
experimentélnich dat'' jsou v tabulce uvedeny i charakte-
ristiky G pouzitych prostfedi Allerhanda a Schleyera'?,
které tito autofi odvodili z vlivu prostiedi na IC spektra péti
sloucenin zméfenych v souboru rozpoustédel iv plynném
stavu a které jsme pouzili jako charakteristiky polarity —
polarizovatelnosti prostiedi P v rovnici (3). Tyto G charakte-
ristiky jsou definovany i pro plynny stav, G* = 0. V tabulce
II jsou dale uvedeny i regresni parametry rovnice (3), kdy
BDP® ma vyznam vlno¢tu valenéni vibrace O-H vazby
fenolu v komplexu sbazi v plynném stavu. Z uvede-
nych hodnot p = d(vo.y)/dG je patrnd, podobné jako tomu
bylo u rovnovédznych konstant, rozdilna citlivost vo.y kom-
plext vici G pro rizné baze, pro tetrahydrofuran a dibuty-
lether je napt. p&tkrat vyssi, nez pro hexamethylbenzen.

Ovlivnéni infracervenych spekter, resp. vibraci nékte-
rych skupin prostfedim se jevi vyhodné pro posouzeni
otazky o vlivu baze jako rozpusténé latky a jako prostredi.
Tak vo.y fenolu stanovené v urCitém prostredi se ve smys-
Iu piedlozeného modelu sklada ze dvou prispévki: z vlivu
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Tabulka II
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Vliv rozpoustédla na vinocet valen¢ni vibrace vazby O-H fenolu v jeho komplexech s 7 a n elektrony bazi I az XI
(Von...s) (em™), charakteristiky G pouZitych rozpoustédel Allerhanda a Schleyera'” a vysledky regresni analyzy Vo s

s faktory G rovnici (3)
Rozpoustédlo Vo g lem! G"”
I II 111 v \% VI vl VIII IX X XI
Hexan 3546 3524 3520 3570 3564 3563 3505 3463 3394 3351 3355 44
Cyklohexan 3545 3522 3515 3566 3562 3556 3502 3461 3387 3348 3346 49
Tetrachlorethen 3538 3516 3512 3563 3557 3554 3498 3448 3376 3342 3331 64
Tetrachlormethan 3534 3513 3507 3557 3555 3553 3492 3448 3374 3324 3323 69
Sirouhlik 3532 3507 3506 3553 3554 3549 3491 3441 3370 3319 3317 74
Dichlormethan 3528 - 3505 - - - 3480 3347 - 3281 3276 100
Chloroform 3519 3495 3503 3545 3541 3535 3476 3425 3340 3272 3264 106
Bromoform - - 3496 3542  — - 3471 3415 3336 3265 3257 118
(Von)® 3563 3545 3528 3584 3580 3580 3525 3490 3428 3412 3417 0
p= —dvou/dG 039 048 025 037 037 041 046 080 064 1,28 1,39
Korel. koeficient R 0,969 0,991 0,940 0,977 0,998 0,978 0,996 0,996 0,995 0,988 0,996

Baze: I -mesitylen, II —cyklohexen, III —hexamethylbenzen, IV — difenylether (n), V — dibenzylether (wt), VI —ethoxy-
benzen (wt), VII — difenylether (n), VIII — dibenzylether (n), IX —ethoxybenzen (n), X —dibutylether, XI - tetrahydrofuran

Tabulka III

Regresni koeficienty Si, S, a BDP, ( log Kj) rovnice (2), korelacni koeficient R a ® = arctg S,/S) zavislosti log K asociace
4-fluorfenolu s bazemi I az VI stanovenymi v riznych rozpoustédlech na faktorech F; a F, téchto bazi

Rozpoustédlo log Ky S S, R S»/ Sy ®
Plynna faze ° 2,876 0,914 5,104 0,997 5,58 76
Cyklohexan 1,724 1,418 3,603 0,997 2,54 69
Tetrachlormethan 1,683 1,200 3,347 0,998 2,79 70
Chlorbenzen 1,337 1,401 2,839 0,993 2,03 64
1,2-Dichlorbenzen 1,395 1,353 2,832 0,993 1,95 63
1,2-Dichlorethan 0,957 1,491 2,258 0,995 1,51 57
Dichlormethan 0,901 1,430 1,918 0,994 1,34 53

“Baze I — VI tab. I, ® vypocet log K&= BDP# rovnici (3)

bazicity, ktery je roven vo.y. % — vo.u® a z vlivu nespeci-

fickych interakci prostiedi na vo.y. g®. Z bazi uvedenych
v tab. II jsou napf. znamy faktor G i vo.y. g pro komplex
fenolu s dibutyletherem stanovené v Cistém dibutyletheru,
totiz G = 61 a vou g = 3336 cm™'. Konfrontaci se sloup-
cem X tab. II je patrna velmi dobra shoda s vlivem ostat-
nich prostfedi na tuto voy. g, kdy 61 i 3336 cm™! spada
vyte¢né mezi tyto hodnoty pro cyklohexan a tetrachlore-
then.

Uvazované log Ka voy jsou zajimavé jeSté
i z hlediska sméru vlivu bazicity a nespecifickych interakci
na vlastnosti téchto komplex. Zatimco v piipadé log
K plsobi proti sobé — log K roste s bazicitou baze a klesa
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s polaritou prostfedi — v pfipadé vo.y jak bazicita, tak ne-
specifické interakce prostfedi s komplexem pusobi stej-
nym smérem — snizuji vo.y. Nespecifické interakce tak zde
pusobi jako zesilovac¢ t¢inku bazicity na vo.y.

5. Vztah predloZzeného vykladu vlivu bazicity

a stanovenych faktorti multivariacni analyzy
Abraham a spol." provedli zhodnoceni rovnovaznych
konstant tvorby komplexu mezi 4-fluorfenolem a Sesti
bazemi v Sesti rliznych prostfedich rovnici (2). Jejich vy-
sledky jsou uvedeny v tab. III spolu s vysledky korelace
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Tabulka IV

Referaty

Rovnovazné konstanty asociace 4-fluorfenolu s dvacetidvéma bazemi v plynném stavu (K®) a v tetrachlormethanu (K© CI4),
faktory Fy a F, (cit.”) téchto bézi a citlivost rovnovaznych konstant asociace viiéi nespecifickym interakcim s prostiedim
() odhadnuté pomoci rovnic (6) a (7) z faktorii F, a F, a publikovanych log K4

log K4

Baze F, F, log K® p

1. Nitrobenzen -0,89 0,01 0,073 2,11 2,54

2. Acetonitril -0,57 -0,01 0,90 2,15 2,19

3. Diethylkarbonat -0,52 -0,02 1,00 2,30 2,24

4. Ethylacetat -0,44 -0,02 1,09 2,37 2,32

5. Aceton -0,37 —-0,02 1,18 2,44 2,16

6. 1,4-Dioxan -0,37 -0,16 0,71 1,72 1,71

7. Cyklohexanon -0,34 0,01 1,32 2,75 (2,75) 2,24 (2,37)
8. Diethylether -0,29 —-0,11 1,01 2,05 1,82

9. Trimethylfosfat —-0,08 0,24 2,45 4,03 2,84

10. Tetrahydrofuran -0,21 -0,04 1,26 2,48 2,01

11. Dimethylsulfoxid 0,15 0,20 2,53 4,03 (3,87) 2,58 (2,38)
12. Tetramethylmocovina 0,20 0,11 2,30 3,62 2,28

13. 4-Methylpyridin 0,49 -0,05 2,03 3,07 1,59

14. 2,6-Dimethylpyridin 0,47 -0,10 2,13 2,80 1,43

15. 2,4,6-Trimethylpyridin 0,53 -0,07 2,29 3,00 1,50

16. Pyridin 0,42 -0,08 1,88 2,85 (2,88) 1,53 (1,69)
17. 1-Methyl-2-pyrrolidon 0,15 0,16 2,37 3,83 2,45

18. N,N-Dimethylformamid 0,05 0,12 2,06 3,53 (3,49) 2,38 (2,38)
19. N,N-Dimethylacetamid 0,18 0,15 2,38 3,81 2,40

20. Hexamethylfosfortriamid 0,48 0,38 3,56 5,25 (5,33) 2,98 (3,03)
21. N,N-Dimethylanilin 0,11 -0,40 0,45 0,93 0,67

22. Triethylamin 0,85 -0,28 1,93 2,33 (2,33) 0,71 (0,65)

*Hodnoty v zavorkach jsou vysledky ziskané z rovnice (3)

hodnot log K&, které jsme ziskali extrapolaci pro sedm bazi
rovnici (3) — viz tab. L. Z tabulky je patrny nartstajici podil
vlivu faktoru F; s klesajici polaritou prostiedi, pti¢emz pro
plynny stav jiz vliv F, Sestkrat pfevazuje nad vlivem F;.
Ve smyslu interpretace téchto F faktord by tedy vodikova
vazba mezi 4-fluorfenolem a témito bazemi méla mit
v plynném stavu prevazné elektrostatickou povahu a podil
kovalentniho charakteru této vazby by mél nardstat
s rostouci polaritou prostiedi.

Pro sedm bazi z deseti, pro které existuji data o vlivu
prostfedi na jejich log K, jsou znamy faktory F; a F5. Pro
soubor téchto sedmi bazi jsou mezi témito faktory F a log
K& a d(log K)/dWj tésné vztahy, jak dokumentuji vysoké
hodnoty korela¢niho koeficientu nasobné korelace R:

F=0,156 + 0,549 log K%+ 0,857 d(log K)/dW5p 4)
R=10,986
F,=-0,586 10,0991 log K®— 0,149 d(log K)/dWy (5)

R =0,992
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log K&= 2,876 + 0,914 F, + 5,10 F» (6)
R = 0,997
p° d(log K)/dWg = — 2,02 + 0,552 F, — 3,223 F, (7)

R = 0,986

Tyto vztahy je pfirozené mozné pouzit pro odhad log
K& a p pro zhodnoceni interakce 4-fluorfenolu i s jinymi
bazemi o znamych faktorech F. Naopak by jist¢ ze stano-
venych zavislosti vlastnosti komplexd na prostfedi bylo
mozno odhadovat faktory F dalSich bazi.

Publikované faktory F a F, vSech dvaceti dvou bazi
jsme pouzili pro odhad log K® a p = d(log K)/dWg téchto
bazi pro jejich interakci s 4-fluorfenolem. Ziskané hodnoty
jsou v tabulce IV. Pro srovnani slog K® jsou v tabulce
uvedeny i log K asociace 4-fluorfenolu s uvedenymi baze-
mi stanovené v roztoku v tetrachlormethanu (tyto log
K““4 jsou dodnes znamy pro stovky bézi a byly doporude-
ny jako charakteristiky HBA bazicity bazi).

Z tabulky IV jsou patrné rozdily vp pro jednotlivé
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baze v jejich interakci s 4-fluorfenolem. Pro hexamethyl-
fosfortriamid je maximdlni a ctyfikrat vySSi neZ pro trie-
thylamin. VSech 22 bazi je mozné z hlediska p pro tuto
interakci rozdélit napt. do ¢tyf skupin, pro p = 0,6-1,0
(triethylamin, N,N-dimethylanilin), p =1,4—1,6 (pyridiny),
p =1,8-2,5 (vétsina bazi souboru) a p = 2,5-3,1 ( nitroben-
zen, fosfaty).

6. Zavér

Zhodnoceni vlivu nespecifickych interakci na rovno-
vaznou konstantu asociace 4-fluorfenolu s deseti bazemi
ana valenni vibraci vazby O-H tohoto fenolu
v komplexech s jedenicti bazemi ukazalo, Ze nespecifické
interakce maji vyrazny vliv na ob¢& studované vlastnosti,
pficemz tento vliv mize byt pro jednotlivé asociaty velmi
rozdilny, u studovanych systémt jde az o pétindsobné
rozdily. Provedené zhodnoceni vlivu nespecifickych in-
terakci rovnici (3) umoznilo ziskat hodnoty rovnovazné
konstanty asociace 4-fluorfenolu s bazemi i vlnocet va-
lenc¢ni vibrace vazby O-H fenolu s bazemi v plynném sta-
vu (BDP®) jako veli¢in, jejichz hodnota neni ovlivnéna
prostiedim a je uréena pouze bazicitou prislusné baze
HBA. Tyto BDP® spolu s citlivosti vlastnosti komplext
HBD-HBA vii¢i nespecifickym interakcim charakterizova-
nou smérnici p rovnice (3) maji rozhodujici vyznam pro
vlastnosti komplext HBD-HBA v roztocich a dovoluji
ivysvétlit dosud konstatované nesnaze v problematice
hodnoceni vlivu HBA bazicity®'?, totiz problém vlivu baze
jako rozpoustédla a jako rozpusténé latky a Casto pozoro-
vané anomalni chovani nékterych bazi HBA, predevsim
trialkylamin a pyridind. BDP® a p stanovené pro asocia-
ci 4-fluorfenolu s deseti bazemi koreluji velmi dobte
s faktory F, a F, téchto bazi stanovenymi multivariacni
analyzou’. Z této korelace (rovnice 6 a 7) bylo mozno od-
hadnout i BDP® a p asociace 4-fluorfenolu s dal§imi baze-
mi, takze rozdilna citlivost komplexi 4-fluorfenolu
s bazemi HBA vici nespecifickym interakcim mohla byt
zhodnocena pro soubor dvacetidvou bazickych rozpousté-
del.

Prace byla vypracovana v ramci projektu Minister-
stva Skolstvi, mlddeze a télovychovy Ceské republiky MSM
6198959216.
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P. Pavlat’, J. Hlava®®, and V. Bekérek”
(“Department of Chemistry, Mining School, Technical
University, Ostrava, "Department of Organic Chemistry,
Palacky University, Olomouc): An Alternative Explana-
tion of the Influence of Medium Basicity in the Acid-
Base Concept

A model of influencing chemical and physical proper-
ties (equilibria and spectral parameters) of HBD
(Hydrogen Bond Donor) acids by HBA (Hydrogen Bond
Acceptor) bases, based on the influence of of HBD-HBA
complexes by nonspecific interactions with the medium, is
proposed. The model interprets also current difficulties
associated with evaluation of basicity effects, namely (i)
the problem of the number of characteristics of bases nec-
essary for interpretation of experiment, (i7) the problem of
the effect of base as solvent and solute, (iii) problematic
effects of some bases such as trialkylamines and pyridines
and (iv) LFER dependences observed only for chemically
related bases. The model is applied to evaluation of the
basicity effect on the HDB-HBA equilibrium between
bases and 4-fluorophenol and on the wavenumbers of OH
stretching vibration of complexes of phenol with eleven
bases. Relationships are given between basicity factors F",
F* and decadic logarithms of equilibrium constants of
association of 4-fluorophenol with the bases in the gas
state (log K®) and sensitivity of the latter parameter to non-
specific interactions with the medium (p).
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NISMY TRACNIKU

MILAN MAROUNEK™”, ANDRIY SYNYTSYA,
JANA COPIKOVA® a KAMIL SIROTEK™

“Ustav Zivocisné fyziologie a genetiky AV CR, Videriskd
1083, 142 20 Praha 4, "Vyzkumny vstav Zivocisné vyroby,
Pratelstvi 815, 104 01 Praha 10, “Ustav chemie a techno-
logie sacharidii, Vysoka Skola chemicko-technologickd,
Technicka 5, 166 28 Praha 6

marounek@iapg.cas.cz

Doslo 5.1.05, pfijato 10.3.05.

Klicova slova: pektin, pektinamid, tra¢nik, fermentace,
mikroorganismy

Uvod

Pektin je polymer kyseliny D-galakturonové, z vétsi
¢asti esterifikované methanolem. Obsahuje i men$i mnoz-
stvi neutralnich sacharidd a necukernych slozek. Tim, Ze je
obsazen v zelenin€ a ovoci, je béznou soucasti nasi stravy.
Pektin ma v organismu fadu vyznamnych G¢inki danych
okolnosti, Ze v travicim traktu zvySuje viskozitu stfevniho
obsahu a je dobfe fermentovan mikroorganismy terminal-
niho ilea a tracniku. ZvySeni viskozity stfevniho obsahu
zt€Zuje vstiebani cholesterolu, zlucovych kyselin a lipidu.
V pokuse s potkany pektin snizil cholesterolémii a obsah
cholesterolu a lipid v jatrech'. U prasat pektin snizil akti-
vitu pankreatické amylasy a zvysil pfestup proteinu a orga-
nické hmoty krmiva do tlustého stieva®. Dalsi autofi upo-
zorfiuyji, Ze pektin rovnéz snizuje aktivitu pankreatické
lipasy®. Ve fermenta&nich oddilech traviciho traktu je pek-
tin pfeménén na smés t€kavych mastnych kyselin (TMK)
a dal§i metabolity*. Ve vztahu ke kolorektalnimu karcino-
mu je role pektinu dvojznacna. Na jedné strané je zdrojem
energie pro bakterialni proteosyntézu, ktera vede ke snize-
ni koncentrace toxického amoniaku. Na druhé strané roz-
pustné polysacharidy, ke kterym pektin patii, zt€zuji sorpci
kancerogennich latek hydrofobni povahy na nerozpustnou
vlakninu a jejich nasledné vylouéeni vykaly’. Fyziologické
ucinky pektinu jsou ovlivnény jeho fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi. U potkant byl hypocholesterolemicky ucinek
vyznamny jen pfi pouziti preparatu o vysoké molekulové
hmotnosti a stupni esterifikace'. D4 se ocekavat, ze hydro-
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fobni derivaty pektinu budou mit v travicim traktu jiné
ucinky nez vychozi pektin, ktery ma znacnou afinitu
k vode, vytvari gel a zvySuje viskozitu. Molekulu pektinu
dokazi v travicim traktu $té€pit pouze mikrobialni enzymy.
Prvni zkouskou modifikovanych pektinli by proto mélo byt
zjisténi dostupnosti pro mikroorganismy tracniku. V této
préci popisujeme zkouSky dostupnosti amidovanych pekti-
nd pro mikrooganismy tra¢niku prasat. Zpisobem traveni
se prasata a primati zasadné nelisi a k podobnym zkous-
kam jsou vhodné&jsi nez laboratorni potkani. Stejny model
pouzili pro srovnani amidovaného pektinu s pektinem
0 Vyso%(ém a nizkém stupni esterifikace methanolem Denis
a spol.

Experimentalni ¢ast

Ptiprava amidovanych pektini

Amidované pektiny byly pfipraveny z citrusového pek-
tinu o vysokém stupni esterifikace (73 %) pomoci hetero-
genni amidace s n-butylaminem, n-hexylaminem, n-oktyl-
aminem, n-dodecylaminem a n-oktadecylaminem’. Byly
pfipraveny pektinamidy o nizkém (6,2 az 9,1 %) i vyso-
kém (24,3-53,0 %) stupni substituce. Derivatizace zménila
fyzikalné-chemické vlastnosti pektinu, zejména snizila
rozpustnost a zvysila schopnost vdzat nepolarni molekuly.

Inkubace amidovanych pektini s obsahem
traéniku prasat

Prasata krmend komer¢ni smési na bazi ceredlii
a extrahovaného  sojového  Srotu  byla  porazena
v experimentélnich jatkdch VU Zivogisné vyroby. Obsahy
prvnich tfetin dvou tra¢nikd byly smichany a fedény
pufrem v poméru 4 g zazitiny + 36 ml pufru s hydrogen-
uhli¢itanem sodnym a dihydrogenfosfore¢nanem drasel-
nym®. Substrat byl ptidan v mnozstvi 0,6 g. Inkubace pro-
bihala ve 100 ml NTS lahvich s gumovymi zatkami pod
atmosférou CO,, 24 h na vodni lazni pii 39 °C.
V kontrolnich kulturdch bylo 0,6 g pektinu pouzitého
k syntéze pektinamidli doplnéno 20 mg mocoviny. Kazdé
uspotadani bylo inkubovano ve 4 kulturach. Po ukonceni
inkubace byl v lahvich zméfen tlak a v inkubaéni tekutiné
zméfeno pH, stanoveny TMK (titracné€, po vydestilovani
vodni parou) a laktat mikrodifusni metodou. Mikrodifusni
metoda byla pouzita i pro stanoveni amoniaku’ (v dalgim
pokuse).

Rist bakterii tra¢niku na amidovanych
pektinech

Obsah tracniku z celkem tii prasat byl pfislusné zie-
dén a rozlit na Petriho misky s agarem Wilkins-Chalgren
(Oxoid). Do pudy byl ptidan pektin ¢i oktadecylpektina-
mid o stupni substituce 30 a 53 % v mnozstvi 5 g I"". Petri-
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ho misky byly kultivovany 2 dny pii 39 °C
v anaerostatech (Anaerobic Plus System, Oxoid) pod at-
mosférou CO,/H; (9:1). Pak byly narostlé kolonie spocita-
ny a u ndhodné zvolenych zjist€éna morfologie bun€k po
barveni podle Grama.

Vysledky a diskuse

Produkce TMK i plynu v kulturach s amidovanymi
pektiny byla nizsi nez v kontrolnich kulturach s vychozim
preparatem pektinu. Produkce TMK a fermentac¢niho
plynu v kulturach s pektinem spolu korelovaly (r = 0,92;
P < 107%). Nizi produkci metabolitii z amidovaného pekti-
nu (vyjma amoniaku) pozorovali i Denis a sp01.6, kteti
vSak zkouseli jediny pektinamid a neuvadi povahu jeho
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Obr. 1. Tvorba tékavych mastnych kyselin o a fermentacniho
plynu © z pektinamidi o rizném stupni amidace
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Obr. 2. Tvorba tékavych mastnych kyselin o a fermentacniho
plynu © z pektinamidi s riznou délkou alkylového Fetézce
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Obr. 3. Tvorba amoniaku z pektinamidi o riizném stupni
amidace

alkylového fetézce. Jak ukazuje obr. 1, produkce TMK
i plynu negativné korelovaly se stupném amidace molekul
pektinu (r = -0,93 a —0,88; P < 107°). Pii stupni amidace
cca 20 % klesala fermentacni rychlost na polovinu. Délka
uhlikatého fetézce alkylovych substituentd neméla na fer-
mentaci modifikovanych pektinG vliv (obr. 2). Z obr. 3
vyplyva, Ze svySSim stupném amidace se v kulturach
s pektinem zvysila i tvorba amoniaku (r=0,87; P < 107).
Pouzita analytickd metoda vSak neumoziuje rozliSit mezi
amoniakem a t€kavymi aminy uvolnénymi hydrolyzou
amidové vazby. Produkce kyseliny mlé¢né byla zanedba-
telna, mensi nez 1 mmol 17,

Stfedni pocet bakterii tracniku prasat, schopnych
riistu na agaru s pektinem, byl 7,9.10%/g. Jini autofi'’ nalez-
li pocty pektinolytickych bakterii v tra¢niku prasat poné-
kud vyssi, 4,7.10/g. Byl-li pektin nahrazen oktadecylpek-
tinamidem o stupni amidace 30 %, klesl pocet bakterii
schopnych ristu na tomto substratu na 7,7.107/g, pii stupni
amidace 53 % az na 4,9.10"/g. Mikroskopickym pozorova-
nim bylo zjisténo, Ze bez ohledu na typ pektinu, byly hlav-
ni morfologickou skupinou bakterii gramnegativni ty¢inky
(az 42 %), nasledované grampositivnimi koky (az 25 %)
a ty¢inkami (aZ 17 %). Dalsi skupiny bakterii byly u riz-
nych zvifat zastoupeny velmi rozdilné.

Prace  vznikla GA CR
¢. 525/03/0358.

s podporou  grantu
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Laboratorni pfistroje a postupy

M. Marounek™®, A. Synytsya®, J. Copikova‘, and
K. Sirotek™ (“Institute of Animal Physiology and Genet-
ics, Prague, "Research Institute of Animal Production,
Prague, “Department of Carbohydrate Chemistry and
Technology, Institute of Chemical Technology, Prague):
Assay of Availability of Amidated Pectins for Colon
Microorganisms

Amidated pectins were tested in cultures of the pig
colon content. The cultures were incubated under CO, at
39 °C for 24 h and then production of volatile fatty acids
(VFA), gas and ammonia were measured. Citrus pectin
used for syntheses of amidated derivatives served as
a control. Production of VFA and gas were significantly
lower in cultures with amidated pectins than in control
cultures. Production of VFA and gas correlated negatively
and that of ammonia positively with the degree of amida-
tion. The length of the carbon chain of alkyls had no effect
on fermentability of modified pectins. Amidation of pectin
reduced the number of colon bacteria capable of growing
on the pectins by one order of magnitude. Gramnegative
rods were the most numerous pectinolytic isolates.
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Vézeni kolegove,

Odborna skupina organické, bioorganické a farmaceutické chemie Ceské spole¢nosti chemické si Vés
dovoluje pozvat na tradi¢ni forum ceskych a slovenskych chemikti. Vedle zvanych hlavnich prednasek
(40+5 min) a (25+5 min) budou tvorit napln konference kratka ptivodni sdéleni (10+5 min) a postery
(0,85 x 0,85 m). Tématika téchto piispévkl nemusi navazovat na vyse uvedené referaty. Vitana jsou
sdéleni z oblasti, které lezi na hranici okruhu témat vytcenych nazvem konference. Podrobnosti a for-
mulare naleznete na webové strance nasi odborné skupiny, http://uoch.vscht.cz/orbifachos/. Uzavérka
prihlasek a abstrakti je S. zari 2005. V pripadé, ze nemate piistup k e-mailu nebo budete potiebovat
dalsi informace, kontaktujte, prosim, organizatory konference, prof. Pavla Drasara, tel. 220 444 283,
fax 233 339 990, e-mail Pavel.Drasar@vscht.cz, nebo doc. Jaroslava Kvicalu, tel. 220 444 242,

fax 220 444 278, e-mail kvicalaj@vscht.cz.
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mu, kovy, pudy

Uvod

Puda je jednim z pfirodnich ekosystémd, ve kterém
probihaji slozité procesy vymény latek mezi jeji abiotickou
a biotickou slozkou. Latky, které se do pudy dostavaji
antropogenni ¢innosti, ¢asto vstupuji do procest latkové
vymeény a nepiizniveé tyto pfirodni procesy ovliviuji. Pfi-
tomnost urcitych latek vSak mize byt pro spravnou funkci
ekosystému nezbytna. Mezi takové latky patii napt. nekte-
ré kovy, které jsou pro biotu zivotné dulezité. Pisobeni
kovil na zivé organismy a jejich dostupnost v piidach sou-
visi s fadou faktorti, mezi které patii jak vlastnosti pudniho
systému, tak koncentrace kovl a jejich forma. Stanoveni
obsahu kovll v pudé je proto vyznamnym Kritériem pro
hodnoceni kvality pudy.

Pro stanoveni obsahu kovt v ptidach se v dne$ni dobé
nejcastéji pouzivaji standardizované vyluhovaci postupy.
Velmi c¢asto jsou aplikovany postupy vyuZzivajici lu¢avku
kralovskou', kyselinu dusi¢nou?, octovou®, ethylendiamin-
tetraoctovou (EDTA)’, dusi¢nan sodny*, aj. Tyto metody
stanoveni kovil v pudach umoznuji odhadnout podil kovi
véazany v riznych formach a fazich. Jak vyplyvé z velmi
dobrych korelaci obsahu kovu stanovenych v nékterych
vyluzich (napf. pfi pouziti dusi¢nanu sodného) a obsahu
kovii v nékterych c¢astech rostlin, mohou vyluhovaci postu-
py dobfe charakterizovat biologicky dostupny podil kovi
v pudé*.

Béhem vyluhovani se vzorek pidy mechanicky zpra-
covava, a tim se narusuji fyzikalné-chemické rovnovahy,
které mohou ovliviiovat rozdéleni kovli a jejich forem
v pudnim systému. Vyluhovaci postupy tedy poskytuji
spise informace o celkovém vyuzitelném obsahu kovi, nez
o podilu kovd, ktery je skutecné pfistupny kofenovému
systému rostlin.

V roce 1994 byla popsana’ nova vzorkovaci technika
— technika DGT (Diffusive Gradients in Thin films tech-
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nique, Technika difuzniho gradientu v tenkém filmu) —
umoziujici méfeni koncentrace latek in situ ve vodnych
systémech®'? a mé&feni hmotnostnich tokd latek in situ
v sedimentech”™® a padach'®**. Technika DGT se
v dnesni dob¢ pouziva diky své prekoncentracni schopnos-
ti predeviim pro méfeni obsahu stopovych kovi® ™. Vy-
sledky méteni technikou DGT mohou poskytnout informa-
ce o forméch kovil pfitomnych ve sledovanych systémech
a o kinetice procest probihajicich v sedimentech a pidach.

Technika DGT vyuzivdA dva typy polyakryl-
amidovych gelt — difuzni a sorpéni. Oba typy geli jsou
spolecné s membranovym filtrem utésnény ve vzorkovaci
jednotce ve tvaru pistu (viz obr. 1). Ionty kovi, jejich mo-
bilni a labilni formy, difunduji kruhovym okénkem vzor-
kovaci jednotky DGT o plose 4 (cm?) difuzni vrstvou zna-
mé tlouStky Ag (cm) a vdZou se na vhodny sorbent zakot-
veny v sorpénim gelu. Mnozstvi kovu M (ng) vazaného
béhem doby expozice #(s) v sorpénim gelu se obvykle
stanovuje po eluci sorpéniho gelu kyselinou dusi¢nou me-
todami atomové absorpcni nebo emisni spektrometrie.

Tato prace prinasi vysledky aplikace techniky DGT
ve trojici dobfe definovanych ptudnich vzorkd odebranych
na dlouhodobé& monitorovanych mistech v Ceské republi-
ce. Pozornost je zamétena na stanoveni obsahu Cd, Cr, Cu,
Ni a Pb. Vysledky jsou srovnany s vysledky ziskanymi
obvyklymi vyluhovacimi postupy. Rovnéz jsou ukazany
moznosti vyuziti techniky DGT k odhadu dostupnosti ko-
v v pudach.

Experimentalni ¢ast

Chemikalie a pudni vzorky

Pro pripravu difuznich a sorpcnich geli byl pouzit
akrylamid (Boehringer), patentované sitovadlo (DGT Re-
search, Lancaster, UK), peroxosiran amonny (Lachema)
a tetramethylethylenediamin (TEMED; Sigma-Aldrich).
Pro pfipravu sorpcnich gelti byl dale pouzit Chelex-100
(Na-forma, 200—400 mesh, Bio-Rad).

Pudni vzorky, které byly charakterizovany technikou
DGT, byly podrobné¢ studovany v ramci mezinarodniho
projektu INCO Copernicus — FERTILIA (“Cycling trace
metals in sustainable management of agricultural soils.
Fertility requires the inventory of input metals” IC15-
CT98-0124). Vzorky lehkych az stfednich neutralnich pad
(pH 6,9-7,4) byly odebrany na jafe 1998 na tfech monito-
rovanych mistech v Ceské republice, a to ve tiech hloub-
kovych horizontech 0-10, 40-60 a 90-110 cm,
z pravidelné obdé¢lavanych poli oSetfovanych opakované
v letech 1980 az 1987 Cistirenskymi kaly. Vzorkovaci mis-
ta se nachazela v katastrech ¢. 7901, 25360 a 7902
v blizkosti Zlina a pfedmésti Brna (Chrlice, Tufany). Kaz-
dy vzorek reprezentoval smés 4 x 8 podvzorkili odebranych
Edelmanovou vzorkovaci ty& na plose 1000 m?
(25 x 40 m). Po ususeni vzorki plid volné na vzduchu byla
ziskana presatim pies plastové sito jemna frakce
o velikosti zrn mens$i nez 2 mm. Homogenizované suché
vzorky byly uschovany v plastovych kontejnerech pii tep-
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Obr. 1. Princip techniky DGT a experimentalni uspoiadani pfi jeji aplikaci v pidach

loté 25 °C. Obsah suSiny v téchto vzorcich dosahoval hod-
not 98,5+ 0,5 hm.% .

Pfi zakladni charakterizaci pid byl obsah kovi
v pidach stanoven nekterymi béznymi postupy vyluhova-
ni. Vyluhovani lu¢avkou kralovskou bylo provedeno podle
ISO normy 11466:1995 za varu po dobu 2 h (cit."), vylu-
hovani 0,05 mol I EDTA (pH 7, po dobu 1 h s pomérem
fazi 1/10) a 0,43 mol I"' kyselinou octovou (po dobu 16 h
s pomérem fazi 1/40) podle doporuéeni BCR (cit.’) a vylu-
hovéani 0,1 mol I"" dusi¢nanem sodnym (po dobu 16 h
s pomérem fazi 4/10) dle*.

Pouzité pristroje

Obsah kovu ve vyluzich, jakoz i v eluatech sorpcnich
gell, byl stanoven metodami plamenové a bezplamenové
atomové absorpéni spektrometrie (F AAS, ET AAS) na
pfistrojich Perkin-Elmer 3110 a 4110 ZL za béZzné doporu-
¢ovanych podminek. Obsah kovi byl vysledné vztahovan
na suchou hmotnost vzorku pady.

Pracovni postup

Difuzni gel i sorpéni gel, tj. gel se zakomponovanym
sorbentem, byl piipravovan dle postupti ptejatych od DGT
Research, Lancaster, Velkd Britanie”. Pied aplikaci byl
difuzni gel ekvilibrovan a uchovavan v 0,01 mol I"' NaNO;,
sorpcni gel pak v deionizované vode.

Vzorkovaci jednotky DGT byly sestaveny tésn¢ pred
aplikaci tak, Ze na cylindrickou ¢ast pistu byl umistén disk
sorpéniho gelu, ktery byl prekryt diskem difuzniho gelu
anasledn¢ ochrannym membranovym hydrofilnim poly-
ethersulfonovym filtrem Supor®-450 s velikosti pord
0,45 pm a tloustce 100 um (Gelman Laboratory, USA).
Vrstvy byly nakonec sevieny druhou, prstencovitou, uza-
viraci ¢asti vzorkovaci jednotky.

Sestavené vzorkovaci jednotky DGT byly ponofeny
do vodnych suspenzi ptd tak, aby na sty¢né plose nezista-
ly vzduchové bubliny a cela plocha byla se suspenzi
v pfimém kontaktu. Pro zajiSténi konstantnich vlhkostnich
poméru byl do uzavienych plastovych nadobek se suspen-
zemi umisténa miska s vodou. Schematicky je aplikace
jednotek do pudnich suspenzi znazornéna spolecné
s principem techniky DGT na obr. 1. Z pfipravenych ptd-
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nich suspenzi byly pfed zafatkem a po ukonceni aplikace
vzorkovacich jednotek odebirany pudni roztoky (vodné
vyluhy). Po uplynuti expozi¢ni doby byly jednotky oplach-
nuty, rozebrany a sorpéni gel eluovan v 1 mol I"' HNO;,

Vysledky a diskuse

Srovnani vysledkd ziskanych standard-
nimi vyluhovacimi postupy a technikou
DGT

V ramci projektu FERTILIA byly charakterizova-
ny tfi pidni hloubkové horizonty 0-10 cm, 40—60 cm
a 90—110 cm na sledovanych polich (Zlin, Chrlice a Tura-
ny) vyluhovanim kovii lu¢avkou kralovskou, 0,05 mol 1™
EDTA, 0,43 mol I”! kyselinou octovou a 0,1 mol I
NaNO3.

Pro srovnani byla k charakterizaci pud pouzita také
technika DGT. Vzorkovaci jednotky s tloustkou difuzni
vrstvy 0,82 mm byly aplikovany pfi teploté 28 £ 1 °C po
dobu 48 h do ptdnich suspenzi o vlhkosti 56 % pro vzor-
kovaci misto Zlin, 37,5 % pro Chrlice a 50 % pro Tufany,
tj. vlhkosti, ktera odpovidala 1,5nasobku maximalni kapi-
larni vodni kapacity studované ptidy. Vysledky stanovené
technikou DGT predstavuji primérné hodnoty toku kovi
difuznim gelem béhem doby expozice vzorkovaci jednot-
ky. Byly vypocéteny za predpokladu, ze uvoliovani a trans-
port kovil je béhem vzorkovani konstantni (viz obr. 1),
jako zdanlivé koncentrace kovil cpgr (ug g') v blizkosti
vzorkovaci jednotky dle vztahu

coar = (F. Ag)/ D
Odpovidaji mobilnim formam kovi uvolnénym z pevné
faze pudy a formam transportovanym difuzi pidnim rozto-
kem z blizkého okoli vzorkovaci jednotky.

Srovnani vysledkd standardnich vyluhovacich postu-
pu a techniky DGT je shrnuto graficky na obr. 2. Vysledky
jsou v uvedenych grafech prezentovany jako ucinnost vy-
Iuhovani U v logaritmickém méfitku a jsou vztazeny
k pseudototalnimu obsahu kovt, ktery byl ziskan pouzitim
Iucavky kralovské jako vyluhovaciho ¢inidla (viz tabul-
ka I). Z vysledkt vyplyva, ze mnozstvi kovli stanovené
technikou DGT je o n¢kolik tadi niz§i v porovnani
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s celkovym obsahem kovil stanovenym vyluhovanim lu-
cavkou kralovskou. Pfi pouziti EDTA a kyseliny octové
byly rovnéz ziskdny o n€kolik fadd vyssi vysledky nez pii
aplikaci techniky DGT.

Pro posuzovani dostupnosti kovll v pidach byva do-
porucovano pouziti dusi¢nanu sodného jako vyluhovaciho
ginidla®, Z obr. 2 je viak patrné, Ze se vysledky ziskané
technikou DGT lisi od vysledku ziskanych vyluhem dusi¢-
nanem pro Cd a Cu o 1-2 tfady a pro Cr, Ni a Pb 02-3
fady. Je tedy zfejmé, Ze obsah kovl stanoveny vyluhova-
nim dusi¢nanem sodnym poskytuje spise informace o cel-
kovém vyuzitelném obsahu kovl nez o frakci, kterd by
byla okamzité pfistupna kofenovému systému rostlin.

Také mezi koncentraci kovil stanovenou analyzou
vodného vyluhu a technikou DGT (cpgr ) byly nalezeny
rozdily. Ve vodném vyluhu byla koncentrace Cu a Ni
o jeden a Cr az o dva tady vyssi nez stanovena technikou
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Obr. 2. Srovnani vysledkii standardnich vyluhovacich postupi
a techniky DGT pro a) Cd, b) Cr, ¢) Cu, d) Ni a e) Pb. V grafu
je uvedena relativni ucinnost vyluhovani U daného kovu pro
vyluhovani (e) lu¢avkou kralovskou, (o) EDTA, (m) kyselinou
octovou, (O0) dusiénanem sodnym, (A) vodou, a zdanliva Gcin-
nost (A) ziskana technikou DGT

DGT. Pro Cd byly ziskany vysledky fadové srovnatelné.
Pro Pb se vypoCtena hodnota c¢pgr pohybovala
v hodnotéch o 1 fad nizsich nez odpovidalo hodnoté meze
detekce stanoveni Pb ve vodném vyluhu metodou ET AAS
(0,4 ng ml™"). Tak nizké obsahy Pb bylo mozné stanovit
jen diky prekoncentraénimu efektu techniky DGT.

Srovnanim koncentrace kovii ve vodném vyluhu
a cpgr je mozno posoudit dle™ schopnost puidy dopliiovat
ubytek kovl v piidnim roztoku v disledku jejich odCerpani
vazbou ve vzorkovaci jednotce a tak odhadnout mnozstvi
labilnich a mobilnich forem kovii v ptidnim systému.

Na zakladé vysledki méfeni DGT pro studovanou
trojici pudnich vzorku lze konstatovat, ze Cd je v téchto
pudach pfitomno ve formé labilnich a dostatecné mobil-
nich sloucenin, napf. jako hydratovany ion ¢i hydroxo-
komplex, a jeho ubytek z ptidniho roztoku je dostatecné
rychle doplnovan uvoliovanim z pudy. Pro Cu a Ni je
podil koncentrace stanovené technikou DGT a pfimou
analyzou pudniho roztoku relativné staly a lze proto ptred-
pokladat, Ze Cu a Ni jsou v analyzovanych pidnich vzor-
cich pfitomny ve velmi podobnych formach. Pravdépodob-
né jde o komplexy s organickymi latkami jakymi mohou
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Tabulka I
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Pseudototalni obsah kovt ve sledovanych pidach stanoveny vyluhem lucavkou kralovskou

Pudni vzorek

Koncentrace prvku v pidé [mg kg ']

misto pudni horizont [cm] Cd Cr Cu Ni Pb
0-10 4,70+1,12 601+8 58,4+1,3 53,0+0,9 42,4+1,9
Zlin 40-60 5,03+0,55 194+£25 41,0+1,1 54,1+0,8 27,1+£0,9
90-110 0,75+0,01 101£11 38,8+0,2 59,2+0,8 19,1+1,5
0-10 3,15+0,12 63,6+2,0 93,5+3,0 31,6+1,6 36,0+1,5
Chrlice 40-60 0,55+0,01 34,4+0,7 27,3%£1,0 22,5+0,7 15,0+0,8
90-110 0,029+0,002 24,5+1,0 9,1+0,4 16,1+1,5 7,0+0,6
0-10 5,68+2,39 99,1+2,3 163+4 44,7+0,8 56,4+0,6
Tufany 40-60 4,9440,90 90,7+4,0 143+8 46,6+2,3 57,5+4,9
90-110 0,72+0,04 34,2+0,8 31,6+0,5 24,4+1,9 28,4+1,3
# Pramér (n = 4) + kombinovana nejistota (k = 2)
byt huminové kyseliny. Chrom je pak, s vyjimkou vzorku ky tak zacne klesat.
z oblasti Zlina, v piid€ vazan ve formé stabilnich slouc¢enin Odezva pudy na rozdilné pozadavky jednotek DGT
a je velmi malo dostupny, patrné ve formé koloidt. Odlis- byla sledovdna aplikaci vzorkovacich jednotek

né chovani Cr v pidnim vzorku z oblasti Zlina je mozné
vysvétlit na zakladé poznatkd o historii pidniho vzorku.
Zdrojem dostupnych forem Cr byly pravdépodobné Cisti-
renské kaly pouzité v 80. letech ke hnojeni doty¢nych poli.

Rozdily mezi obsahy kovi zjisténymi vyluhovacimi
postupy a technikou DGT vyplyvaji z odlisnych ptistupt
stanoveni. Technika DGT na rozdil od vyluhovacich po-
stupti umoznuje nedestruktivni in situ zplsob stanoveni
kovi v pidach a je tedy blize odhadu skutecného obsahu
dostupnych forem kovi pfitomnych v padé.

Uvolnitelnost kovu z pidy do pudniho
roztoku méfend technikou DGT

Aplikace vzorkovacich jednotek DGT s rozdilnou
tloustkou difuzni vrstvy umoziuje odCerpavat v blizkosti
jednotky sledované kovy odlisSnou mérou a soucasn¢ sle-
dovat ptimou odezvu pidy na takto definované odc¢erpava-
ni uvolovanim dal$ich iontt kovi. Takto mize byt zjed-
nodusené simulovana funkce kofenovych systémi rostlin.
Rozdilna tloustka difuzni vrstvy totiz podminuje ustaveni
riznych koncentra¢nich gradienti ve vzorkovaci jednotce
DGT béhem doby jeji aplikace. Kovy jsou v disledku toho
z okoli jednotky odCerpavany rtiznou rychlosti. Pfi vétsi
tloust’ce difuzniho gelu se v ném vytvaii mirnéjsi koncent-
racnich gradient. Za této situace je vice pravdépodobné, Ze
pudni systém je schopen ubytek kovi z pudniho roztoku
dostatecné rychle dopliiovat. Malé tloustky difuznich geld
vedou k ustaveni strméjsich koncentrac¢nich gradientu,
takze rychlost od¢erpani kovil z ptidniho roztoku v okoli
vzorkovaci jednotky DGT je vyssi. Pudni systém pak ne-
musi mit schopnost tento tbytek dostate¢né rychle vyrov-
navat a koncentrace kovti v piidnim roztoku v okoli jednot-
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s tloustkou difuzni vrstvy 0,50-3,51 mm ve svrchnim
horizontu (0-10 cm) vSech tfi pudnich vzorki. Vlhkost
pripravenych pudnich suspenzi odpovidala pfiblizné
1,5nasobku maximalni kapilarni kapacity, u vzorkd ze
Zlina ¢inila 60 %, z Chrlic 37,5 % a z Tutan 50 %. Jednot-
ky byly exponovany po dobu 48 h pfi teploté 30 £ 1 °C.

Vysledky aplikace jednotek DGT s odlisnou tloust-
kou difuzni vrstvy, zpracované jako zavislosti toku kovu
jednotkou DGT na reciproké hodnoté tloustky difuzni
vrstvy, vykazovaly obdobny prubéh pro vSechny sledo-
vané kovy. Jako ptiklad je uvedena na obr. 3 zavislost
pro Ni. Ve quasi-linearni ¢asti zavislosti, odpovidajici
vétsim tloustkam difuzni vrstvy, ma puda schopnost
pufrovat ubytek kovil spjaty s jejich vazbou v sorpénim
gelu dostate¢né rychle uvoliiovanim labilnich forem ko-
vi. Naproti tomu pro tenc¢i vrstvy, tloustku difuzni vrst-
vy 0,51-1,81 mm pro pudni vzorky Zlina a Chrlic
a 0,51-0,82 mm pro vzorky z Tufan, pida jiz nestaci dopl-
novat odCerpané ionty kovi azavislost se zakfivuje
k limitni hodnoté toku. Tu je mozné povazovat za maxi-
malni hodnotu toku dopliovani dostupnych forem iontd
kovii z pudnich ¢astic do pidniho roztoku. Tyto hodnoty
jsou prehledné shrnuty pro vSechny sledované kovy
v tabulce II.

Udaje tokt v predchozich zavislostech je mozné pie-
pocitat na zdanlivé koncentrace kovil c¢pgr stanovené tech-
nikou DGT (viz vyse) a srovnat je s koncentracemi kovl
ve vodnych vyluzich. Pfiklad tohoto srovnani uvadi pro Ni
a pudni vzorek Chrlice obr. 4, pficemZ procenticky udaj
udava podil cpgr vzhledem ke koncentraci Ni stanovené ve
vodném vyluhu. Niz§i hodnoty c¢pgr ve srovnani
s koncentracemi v ptidnim roztoku mohou byt zptsobeny
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Obr. 3. Zavislost toku niklu Fy; jednotkou DGT na reciproké
hodnoté tloust'’ky difuzni vrstvy Ag pro oblast I — Turany,
2 —Chrlice, 3 — Zlin

Tabulka II
Maximalni toky uvolnitelnych forem kovti v pidé stanove-
né technikou DGT

Misto Maximélni tok [ng cm™ den™]

Cd Cr Cu Ni Pb
Zlin 45 2,0 110 23 0,36
Chrlice 12 0,68 62 34 0,77
Tufany 7 1,3 31 85 0,45

odliSnou pohyblivosti riiznych chemickych forem v gelu,
nebot’ hodnoty difuznich koeficientd vétsSich molekul,
napf. komplex s huminovymi latkami, jsou mensi nez
hydratovanych iontd. Pro malé tloustky difuznich gela,
kdy jsou pozadavky na uvolfiovani kovu z pudy vyssi,
odrazi procenticky vyjadiené udaje rovnéz nedostatecnou
schopnost piidniho systému vyrovnavat ibytek kovu spjaty
s vazbou v sorp¢nim gelu. Déle se v rozdilech mutize proje-
vit pfitomnost rtizné stabilnich chemickych forem kovu.
Pouze labilni formy ptispivaji k mnozstvi kovu stanovené-
mu technikou DGT. Béhem doby difuze gelem vSak muze
dojit k transformaci nékterych chemickych forem na labil-
n¢&jsi. Dobu difuze, dobu mozné transformace, uvadéji pro
jednotlivé tloustky difuznich gelti ¢asové udaje v obr. 4.
Prave delsi doba difuze, kterd umoziluje transformaci rela-
tivné stabilngjsich forem Ni, pak mize vysvétlit vyssi hod-
notu podilu uvedenou pro tloustku difuzni vrstvy 3,51 mm
oproti 1,81 mm, kdy ma pudni systém schopnost ubytek
kovii dostatecné rychle vyrovnavat.
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&ekalova® (“ Department of Chemistry and Technology of
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Environmental Protection, Faculty of Chemistry, Brno
University of Technology, Brno, " Institute of Analytical
Chemistry, Academy of Sciences of the Czech Republic,
Brno): Application of Diffusive Gradients in Thin Film
Technique to Soil Characterization

Technique of diffusive gradients in thin films (DGT)
was applied to estimation of available Cd, Cr, Cu, Ni and
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Pb in soil samples taken from three representative con-
taminated sites in the Czech Republic, investigated in
long-term monitoring studies. The results obtained by the
DGT technique and conventional leaching procedures are
compared and discussed. Availability of the metals was
also assessed by evaluation of resupply fluxes of metals
from the soil solid matrix.
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rtutova kapkova elektroda, extrakce tuhou fazi

Uvod

2-Methyl-4,6-dinitrofenol (MDNF) patii mezi po-
meérné nebezpecné pesticidy, jehoz toxicita byla detailné
prostudovana. Jsou potvrzeny jeho genotoxické ucinky,
i kdyZ jeho karcinogenita neni dosud prokazana. Pouziva
se 1 jako meziprodukt pfi syntézach fungicidli a bioaktiv-
nich sloucenin, barviv a 1éCiv a také jako inhibitor radika-
lovych polymeraci vinylaromatickych slou€enin. I kdyz
dnes neni 2-methyl-4,6-dinitrofenol zatfazen mezi povole-
né pesticidy v Ceské republice, je vzhledem k je-
ho nebezpecnosti poptavka po citlivych a selektivnich
metodach jeho stanoveni v environmentalnich matricich.
Polarografickému a voltmetrickému chovani 1éto latky
byla jiz vénovéana zna€né pozornost, pficemz z analytické-
ho hlediska se pro jeji stanoveni v environmentalnich
vzorcich osvédcila predbézna separace a prekoncentrace
kapalinovou extrakci’. V predchozim sdéleni byly naleze-
ny optimélni podminky pro stanoveni stopovych mnozstvi
této latky pomoci modernich polarografickych a voltamet-
rickych metod na rtutovych elektrodach. V ndvaznosti na
toto sdéleni byla v predkladané praci vénovana pozornost
kombinaci diferencni pulsni polarografie s piedbéznou
separaci a prekoncentraci pomoci extrakce tuhou fazi
(SPE), ktera se jiz dfive osvédcila pfi stanoveni submik-
romolarnich koncentraci 9-nitroanthracenu. Byla déna
prednost klasické rtutové kapkové elektrodé s periodicky
obnovovanym povrchem, kterd je méné nachylna
k pasivaci a pfitom ve spojeni s pulsnimi technikami
a prekoncentraci pomoci extrakce tuhou fazi zajist'uje do-
statenou citlivost méfeni.

Laboratorni pfistroje a postupy

Experimentalni ¢ast

Reagencie

Zasobni roztok 2-methyl-4,6-dinitrofenolu (C. A. S.
Name: Phenol, 2-methyl-4,6-dinitro-; C. A. S. Registry
Number: [534-52-1]) ve vodg o koncentraci 1.107* mol I”!
byl pfipraven rozpusténim 0,0099 g Cisté latky (99,4%,
Supelco, Bellefonte, USA) v 500 ml deionizované vody.
Roztoky o nizSich molaritach byly pfipravovany pfesnym
fedénim zdsobniho roztoku deionizovanou vodou. VSech-
ny roztoky byly uchovavany ve tmé¢ za laboratorni teploty.
Spektrofotometricky bylo ovéfeno, ze zasobni roztok je
staly minimaln€ 100 dni. Dalsi pouzité chemikélie: kyseli-
na boritd, kyselina octova, kyselina fosfore¢na, hydroxid
sodny, methanol, chlorid draselny — Cistota p.a., Lachema
Brno, CR. Brittonovy-Robinsonovy tlumivé roztoky
o piislusném pH byly pfipraveny smisenim 0,2 mol 1™
NaOH s roztokem obsahujicim kyselinu boritou, fosforec-
nou a octovou, kazdou o koncentraci 0,04 mol 1"'. Pfesna
hodnota pH byla métena digitalnim pH metrem se sklené-
nou kombinovanou elektrodou. Pro pfipravu vodnych
roztoki byla pouzivana deionizovand voda (Millipore
Milli-Q plus systém, Millipore, USA). Pouzivané roztoky
byly uchovavany ve sklenénych nadobach. Kyslik byl
z polarografovanych roztokli odstrafiovan pétiminutovym
probulanim dusikem cistoty 4.0 (Linde, Praha). Pro pii-
pravu modelovych vzorkli byla pouZita pitnd voda
z Prazské vodovodni sit¢ a ficni voda odebrana z Vitavy
v centru Prahy. Odebrané vzorky vody byly prosaty pres
fritu S4 a uchovavany potmé v chladnicce pfi teploté 5 °C.
Pro pfedbéznou separaci a prekoncentraci studované latky
byly pouzity kolonky Lichrolut EN (200 mg), katalogové
¢islo K 92622470 (Merck, Darmstadt, Némecko) vhodné
pro separaci slabé polarnich latek z vodného prostiedi.
Tyto kolonky jsou naplnény 200 mg sorbentu na bazi ko-
polymeru ethylvinylbenzenu a divinylbenzenu.

Aparatura

Pfi polarografickych méfenich byla pouZzita sestava
Eco-Tribo Polarograf se softwarem PolarPro verze 4,
fy Polaro-Sensors, spol. s r.o., Praha. Software pracoval
v opera¢nim systému Windows 98 (Microsoft Corp.). Méte-
ni byla provadéna v tiielektrodovém zapojeni s referencni
argentochloridovou elektrodou (1 M-KCI) typu RAE 113
(Monokrystaly, Turnov). Jako pomocna elektroda byl pou-
zit platinovy pliSek. Jako pracovni slouZila klasickd rtut’o-
va kapkova elektroda (DME). Pfi vysce rezervoaru 64 cm
byla pfirozena doba kapky t = 4,1 s (méfeno v 0,1 M-KCI
pfi vloZzeném nulovém napéti) a pritokova rychlost rtuti m
= 1,18 mg s”'. Byla pouzita rychlost polarizace 4 mV s’
a elektronicky fizena doba kapky 1 s. Na elektrodu byly
vkladany pulsy o Sifce 100 ms a modula¢ni amplitudé —
50 mV.

" Pavel Jifik s touto praci obsadil 4. misto v Sout&Zi stiedoskolské odborné ¢innosti na Masarykové stiedni skole chemické

v roce 2003.
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Presnd hodnota pH byla méfena digitalnim
pH metrem (typ 4330) s kombinovanou sklenénou elektro-
dou (typ 924 005) (vSe Jenway, Velka Britanie). pH metr
byl kalibrovan standardnimi vodnymi pufry za laboratorni
teploty. V textu je dale ¢asto pouZivana hodnota vysledné-
ho pH' vodn& — methanolického roztoku. Jedna se o hod-
notu ziskanou méfenim téchto roztokd pomoci sklenéné
elektrody kalibrované standardnimi roztoky vodnych puf-
ri. Tato hodnota neni termodynamicka veli¢ina, ale po-
rakterizace métenych roztok.

Spektrofotometrickd méfeni byla provadéna na pfi-
stroji Pye — Unicam PU8800 UV/VIS spectrophotometer
(Cambridge, Velka Britanie) v kiemennych kyvetach mér-
né tloustky 10 mm.

Pracovni postupy

Stélost zasobniho roztoku byla kontrolovana spektro-
fotometricky, referentni kyveta byla naplnéna methano-
lem. Absorbance zasobniho roztoku byla méfena pfi vlno-
vé délce 270 nm, kde méla studovana latka absorp¢ni ma-
Ximum.

Modelové roztoky byly pfipraveny pfidanim zndmého
mnozstvi zasobniho roztoku 2-methyl-4,6-dinitrofenolu
(c = 1.10* mol I'") k odebranému vzorku pitné ¢&i ¥iéni
vody. Pii vlastnim stanoveni bylo 10 ml polarografované-
ho roztoku zbaveno kysliku pétiminutovym probublava-
nim dusikem. VSechny kiivky byly registrovany tiikrat.
Pted vstupem dusiku do polarografické nddobky byla zara-
zena promyvacka obsahujici smési vody a methanolu ve
stejném pomeru jako analyzovany roztok.

Extrakce tuhou fazi byly provadény nasledujicim
postupem: kolonka SPE napojend na vyvévu byla pied
vlastni extrakci aktivovana promytim 3 ml methanolu,
ktery byl nasledn¢ vymyt 3 ml deionizované vody. Poté
byl na kolonku nanesen modelovy vzorek 2-methyl-4,6-
-dinitrofenolu v pitné ¢i ficni vodé a po jeho prosati byl
kolonkou 10 min prosavan vzduch. Zachyceny 2-methyl-
-4,6-dinitrofenol byl eluovan dvakrat 3 ml elu¢niho Cinidla
do srdcové baiiky a poté odpafen na vakuové rotaéni od-
parce. Odparek byl rozpusttn v 10 ml Brittonova-
Robinsonova pufru o pH 7 na vibra¢nim michadle. Poté
byl roztok preveden do polarografické nadobky a po od-
stranéni kysliku byl zaznamenan DP polarogram. Shodnym
postupem byl pripraven slepy pokus. K nému bylo po za-
znamenani DP polarogramu piidano mnozstvi 1.10~ mol 1™
2-methyl-4,6-dinitrofenolu, které odpovidalo koncentraci ve
vzorku a znovu byl zaznamenan DP polarogram. Vytézek
extrakce byl uréen z poméru 1, / 1,°, kde I, znaci vysku piku
po provedené extrakci 2-methyl-4,6-dinitrofenolu z vod-
ného roztoku a 7,° je vyska piku 2-methyl-4,6-dinitro-
fenolu v roztoku pfipraveném ptidavkem potiebného ob-
jemu standardniho roztoku 2-methyl-4,6-dinitrofenolu
k roztoku po extrakci slepého vzorku. VSechna méfeni
byla provadéna za laboratorni teploty. Vysky pikd byly
méfeny od spojnice minim po jeho strandch. Pfipadny
signal, ktery poskytoval zakladni elektrolyt, byl od kalib-
raCnich zavislosti odeften. Mez stanovitelnosti (Ly) byla
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pocitana v programu ADSTAT, ktery ji pocita jako nej-
mensi hodnotu signdlu, pro kterou je relativni smérodatna
odchylka predikce z kalibra¢niho grafu dostatecné mala
a rovna &islu 0,1 (cit.').

Vysledky a diskuse

Urc¢eni vytézku extrakce

Pro pfedbézné experimenty byla zvolena deionizova-
na voda jako idealné jednoducha matrice. Byla ovétena
moznost vyuziti ethylacetatu, smési ethylacetat-methanol
(1:1) a methanolu jako elu¢nich ¢inidel. Vytéznost extrak-

0 L L
-200 -400 -600 -800

Obr. 1. DP polarogramy 2-methyl-4,6-dinitrofenolu v prostie-
di Brittonova-Robinsonova pufru o pH 7,0 po SPE ze 100 ml
deionizované vody (¢ = 1.107 molI'"), eluci methanolem
a nasledném odpafeni; Slepy vzorek (1), extrakt z vodného
roztoku (2, — ), ptimy piidavek 2-methyl-4,6-dinitrofenolu ke
slepému vzorku (3,. . . )
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Obr. 2. DP polarogramy 2-methyl-4,6-dinitrofenolu odpovida-
jici koncentraci 0 (1), 2.10™° (2), 4.10” (3), 6.10~° (4), 8.107°
(5), 1.107% (6) mol.I"! této latky v deionizované vodé; SPE z
500 ml deionizované vody, eluce dvakrat 3 ml MeOH, odpaieni
a rozpusténi v 10 ml Brittonova-Robinsonova pufru o pH 7,0.
Vlozena je zavislost proudu prvniho (A) a druhého (B) piku na
koncentraci 2-methyl-4,6-dinitrofenolu v deionizované vodé
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Tabulka I
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Parametry kalibracnich pfimek pro stanoveni 2-methyl-4,6-dinitrofenolu technikou DPP po SPE z deionizované vody,
eluci dvakrat 3 ml MeOH, odpareni a rozpusténi v 10 ml Brittonova-Robinsonova pufru o pH 7,0

Objem vzorku Pik c Smeérnice Usek Koeficient Lo
[ml] [mol I'] [nA mol™1] [nA] korelace [mol I']
100 1. (2-10).107° -2,47.10° 0,05 0,9999 0,4.107°
100 2. (2-10).10° -1,94.10% 0,14 0,9997 0,9.10°°
500 1. (2-10).107° -1,32.10° 0,08 0,9998 0,6.107
500 2. (2-10).107 -9,98.10’ 0,18 0,9985 3,1.107°

ce se pohybovala od 53 % pfi pouziti ethylacetatu, pies
81 % pii eluci smési ethylacetat-methanol (1:1) az po
97 % pfi eluci samotnym methanolem. Na obr. 1 jsou pro
ilustraci uvedeny DP polarogramy po eluci methanolem.
Pro urychleni celého postupu byla ovétena moZnost
eluce methanolem bez nasledného odpafovani. V tomto
pfipad€ byl 2-methyl-4,6-dinitrofenol z kolonky vymyt
dvakrat 3 ml methanolu, byly pfiddny 4 ml Brittonova-
Robinsonova pufru, roztok byl doplnén methanolem na
10 ml, probublan dusikem a zaznamenan jeho DP polaro-
gram. V tomto ptipadé byla €innost extrakce 98 %, avSak
ptitomnost 60% methanolu v polarografovaném roztoku
snizovala vysku piku 2-methyl-4,6-dinitrofenolu a tudiz
i citlivost stanoveni. Proto byla jako optimalni zvolena
eluce 2-methyl-4,6-dinitrofenolu  ¢istym methanolem
s naslednym odpatenim, ktera poskytuje prakticky stejny
vytézek, av§ak vyrazn€ vyssi citlivost. Pouzitelnost zvole-
ného postupu byla ovéfena zméfenim kalibracnich zavislosti
na modelovych vzorcich o objemu 100 ml v koncentra¢nim
rozmezi 1.107 a2 2.107 mol I"" a 0 objemu 500 ml v rozme-
zi 1.107* a2 2.107° mol I"! (odpovidajici DP polarogramy

-50
-12
I, nA 6 o, nA A
450 -6 B
%35 10
-40 RN ¢, nmol I''
-35
-30
-25

Obr. 3. DP polarogramy 2-methyl-4,6-dinitrofenolu odpovida-
jici koncentraci 0 (1), 2.10° (2), 4.107 (3), 6.107® (4), 8.107®
(5), 1.1077 (6) molL.I"" této latky v pitné vodé&; SPE ze 100 ml
pitné vody, eluce dvakrat 3 ml MeOH, odpafeni a rozpusténi
v 10 ml Brittonova-Robinsonova pufru o pH 7,0. Vlozena je
zavislost proudu prvniho (A) a druhého (B) piku na koncent-
raci 2-methyl-4,6-dinitrofenolu v pitné vode
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jsou pro ilustraci na obr. 2). Uéinnost extrakce 1.107
mol 17" 2-methyl-4,6-dinitrofenolu  z 500 ml byla o n&co
niz8i (95 %). Parametry kalibracnich zavislosti jsou uvedeny
v tabulce I, kterd potvrzuje pouzitelnost tohoto postupu,
popsaného v experimentalni ¢asti.

Extrakce tuhou fazi z pitné vody

Vytéznost byla o néco nizsi nez v piipadé deionizované
vody (97 % pii SPE ze 100 ml 1.10”" mol I a 94 % pii SPE
2500 ml 1.10™ mol I"* 2-methyl-4,6-dinitrofenolu. Proto byly
kalibratni kiivky proméieny v koncentraéni oblasti 2.10™ az
1.107 mol "' pii extrakei ze 100 ml a 2.107 az 1.107° mol I™*
pfi extrakci z 500 ml. Parametry téchto linedrnich kalibrac-
nich zavislosti jsou shrnuty v tabulce II a odpovidajici DP
polarogramy jsou pro ilustraci zndzornény na obr. 3 a 4.
Linearni charakter ziskanych zavislosti spolu nizkymi
hodnotami detekénich limitt potvrzuji praktickou pouzitel-
nost takto provadéného extrakéné-polarografického stano-
veni 2-methyl-4,6-dinitrofenolu v oblasti jeho nanomolar-
nich koncentraci v pitné vod¢.

-60
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Obr. 4. DP polarogramy 2-methyl-4,6-dinitrofenolu odpovida-
jici koncentraci 0 (1), 2.10”° (2), 4.107° (3), 6.10”° (4), 8.10°
(5), 1.10°® (6) molL.I" této latky v pitné vodé; SPE z 500 ml
pitné vody, eluce dvakrat 3 ml MeOH, odpafeni a rozpusténi
v 10 ml Brittonova-Robinsonova pufru o pH 7,0. VloZena je
zavislost proudu prvniho (A) a druhého (B) piku na koncent-
raci 2-methyl-4,6-dinitrofenolu v pitné vodé
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Tabulka II

Laboratorni pfistroje a postupy

Parametry kalibra¢nich pfimek stanoveni 2-methyl-4,6-dinitrofenolu technikou DPP po SPE z pitné vody, eluci dvakrat 3
ml MeOH, odpareni a rozpusténi v 10 ml Brittonova-Robinsonova pufru o pH 7,0

Objem vzorku Pik c Smérnice Usek [nA] Koeficient Lo
[ml] [mol 1] [nA mol ™' 1] korelace [mol "]
100 1. (2-10).107 -2,37.10°% 0,4 0,9990 1,6.107°
100 2. (2-10).10° -1,98.10° 0,2 0,9995 1,8.10°°
500 1. (2-10).107° -1,08.10° -0,1 0,9972 2,1.107°
500 2. (2-10).107° -8,52.10° -0,2 0,9972 3,3.107
Tabulka III

Parametry kalibracnich ptimek stanoveni MDNF technikou DPP v BR pufru o pH 7 po SPE z fi¢ni vody, eluovano dvakrat
3 ml MeOH, odpateno, rozpusténo v 10 ml BR pufru o pH 7

Objem vzorku Pik c Smérnice Usek [nA] Koeficient Lo
[ml] [mol 1] [nA mol ' 1] korelace [mol 1]
100 1. (2-10).10°* -2,24.10° 0,4 0,9980 2,0.10°®
100 2. (2-10).107 -2,03.10° 0,2 0,9994 1,9.10°
500 1. (2-10).107° -8,13.10° 0,1 0,9959 1,8.107°
500 2. (2-10).107° -7,60.10° 0,1 0,9943 4,1.107°
Extrakce tuhou fazi z fi¢ni vody molérnich koncentraci 2-methyl-4,6-dinitrofenolu i v po-

Vytézek SPE z ficni vody, ktera predstavuje podstat-
1.107" mol 1" a 73 % pfi extrakci z 500 ml 1.10°* mol 1!
2-methyl-4,6-dinitrofenolu. Odpovidajici DP polarogramy
jsou na obr. 5 a 6 a parametry takto ziskanych kalibrac-
nich pfimek jsou uvedeny v tabulce III, kterd dokumetuje
praktickou pouzitelnost této techniky ke stanoveni nano-

45t ’ A
B

0 50 100
¢, nmol I

0
-200

Obr. 5. DP polarogramy 2-methyl-4,6-dinitrofenolu odpovida-
jici koncentraci 0 (1), 2.107° (2), 4.107° (3), 6.10°° (4), 8.10°°
(5), 1.1077 (6) molL.I"" této latky v pitné vodé; SPE ze 100 ml
ficni vody, eluce dvakrat 3 ml MeOH, odpafeni a rozpusténi
v 10 ml Brittonova-Robinsonova pufru o pH 7,0. Vlozena je
zavislost proudu prvniho (A) a druhého (B) piku na koncentraci
2-methyl-4,6-dinitrofenolu v fi¢ni vodé
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mérné komlikované matrici reprezentované vltavskou vo-
dou.

Zavér

Byly nalezeny podminky umoziiujici rychlé a citli-
vé stanoveni nanomolarnich koncentraci genotoxického

I, nA

-600 -700
E, mV

-200 -300 -400 -500

Obr. 6. DP polarogramy 2-methyl-4,6-dinitrofenolu odpovida-
jici koncentraci 0 (1), 2.107 (2), 4.107 (3), 6.10” (4), 8.10"°
(5), 1.107® (6) mol.I"" této latky v pitné vodé; SPE z 500 ml
pitné vody, eluce dvakrat 3 ml MeOH, odpafeni a rozpusténi
v 10 ml Brittonova-Robinsonova pufru o pH 7,0. Vlozena je
zavislost proudu prvniho (A) a druhého (B) piku na koncentraci
2-methyl-4,6-dinitrofenolu v fi¢ni vodé
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2-methyl-4,6-dinitrofenolu v pitné ¢i ficni vodé pomoci
diferen¢ni pulsni polarografie na klasické rtutové kapkové
elektrodé¢ po jeho predbézné separaci a prekoncentraci
extrakci tuhou fazi.

Tento vyzkum byl financné podporovan Fondem roz-
voje vysokych skol (grant G4/1865/2004).
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P. Jifik, J. Fischer, and J. Barek (UNESCO Labo-
ratory of Environmental Electrochemistry, Department of
Analytical Chemistry, Charles University, Prague): Ex-
traction Polarographic Determination of Trace
Amounts of 2-Methyl-4,6-dinitrophenol

Optimum conditions are described for the determina-
tion of the toxic pesticide 2-methyl-4,6-dinitrophenol us-
ing differential pulse polarography at a classical dropping
mercury electrode after preliminary separation and precon-
centration using solid phase extraction in Lichrolut EN
(200 mg) SPE column. The limit of determination is
around 2.10° mol "' both for drinking and river water.

Ceska spole¢nost chemicka

vypisuje vyberove fizeni na misto tajemnika spolecnosti

Pozadujeme:

VS chemického nebo piirodovédného sméru,
dobreé organizacni a komunikacni schopnosti,
znalost prace s PC,

znalost jazykt (pfedevsim anglictiny) nutna.

Nabizime zajimavou, riznorodou praci v pfijemném pracovnim prostfedi v centru Prahy, nastup 1.10.2005.

Prihlasky spolu s Zivotopisem a pfehledem dosavadni praxe zaSlete prosim obratem na adresu sekretaria-
tu (CSCH, Novotného lavka 5, 116 68 Praha 1). Pfihlasku je mozné podat i elektronicky na e-mailovou
adresu: mblahova@csvts.cz . Pfipadné blizsi informace Ize ziskat na tel. Cisle 222 220 184.
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Mimoskolni odborna ¢innost studenti
Masarykovy stiedni Skoly chemické v Praze

MSSCH podporuje zajem studentii o odbornou &in-
nost nad ramec Skolni vyuky. V tom nam pomahaji tradic-
né velmi dobré vztahy s vysokymi Skolami stejného zameé-
feni s Vysokou skolou chemicko-technologickou
a s Pfirodov&€deckou fakultou Univerzity Karlovy. Na
téchto vysokych skolach ptisobi fada pedagogt, kteti zaci-
nali s chemii u nds v ,Kifemencarné”“. Mame i kontakty
s ustavy AV CR i jingmi odbornymi pracovisti. Je tieba na
tomto misté podékovat vSem lidem z téchto instituci, ktefi
se zcela nezi$tné vénuji nasim studentiim jako jejich skoli-
telé.

S odbornou c¢innosti mimo skolu zacinaji studenti ve
tfetim, nékdy jiz ve druhém ro¢niku. Ve svém volném case
dochézeji na domluvené pracovisté. Musi se v principu
seznamit s problematikou, o které casto jest¢ ve Skole
neslySeli (napf. instrumentalni analytické metody se probi-
raji az ve 4. ro¢niku) a zvladnout nové laboratorni techni-
ky. Pouzivani vypocetni techniky je uz pro né samoziej-
mosti. Studenti se po zacviku podileji na feSeni rtiznych
vyzkumnych tkoll pfislusného pracovisté a jejich vysled-
ky se mohou stat soucasti odbornych publikaci. Vysled-
kem dlouhodobé prace studentd je sepsani prace a jeji
predlozeni v ti§téné a elektronické podobé.

Praci pak studenti prezentuji na studentské odborné
konferenci (dale SOK), ktera se kona obvykle v poloviné
listopadu a je velkou spolecenskou udalosti $koly. Sviij
konferencni sal s veskerou technikou nam pro tuto udalost
propajéuje Ustay makromolekularni chemie AV CR.

SOK je zaroveti $kolnim kolem soutéze SOC — stie-
doskolské odborné &innosti v oboru chemie. Urovei jed-
notlivych praci (vr.2004 jich bylo 9) posuzuje odborna
porota slozena pievazné z pedagogli VS, pracovnikii AV
nebo chemickych podnikt. Posuzuje se nejen obsah, forma
a naroc¢nost prace, ale i zplsob prezentace a schopnost
obhajoby. Pro kazdého tucastnika soutéze je toto prvni
vefejné vystoupeni na tak velkém foru cennou zkuSenosti.
Obecenstvo tvoii studenti druhych az cétvrtych rocnikd
a pozvani hosté. Tato konference je bezesporu motivujicim
Cinitelem pro mladsi studenty, nebot’ bezprostfedné po ni
se hlasi u uciteld zdjemci o ,,socku”. V poslednich dvou
letech se podarilo ziskat sponzora, kterym je ZENTIVA,
a.s., a tak je mozno studentiim pfedat i zajimavou odménu.

Nasi studenti se svymi pracemi zicCastiiuji soutézi
pofadanych pro stiedoskoldky. Je to soutéz v ramci uz
zminéné SOC poradanda MSMT CR (garantem je Institut
déti a mladeze) a soutéz védecké a technické tvofivosti
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mladeze pofadana sdruZzenim AMAVET.

V SOC se soutdzi v jednotlivych oborech a prace je
prezentovana pred porotou stejné jako na nasi SOK. Sou-
téz je tfikolova: skolni — regionalni — celostatni kolo. Do
dalsiho kola mohou postoupit vzdy jen dveé prace, takze
z nasich deviti praci postupuji dvé z oboru chemie do praz-
ského kola, prave tak jako z jiné stfedni Skoly, kde vice
chemickych praci neni. Piesto nebo snad pravé proto se
nasi zaci pravidelné umist'uji v celostatnim kole na pred-
nich mistech. Vysledky od r. 2000 jsou na internetovych
strankach Skoly www.mssch.cz/dal§i aktivity/odborna
¢innost/SOC. Nejusp&sngjsi fesitelé jsou navrhovani k oce-
néni Cenou Nadacniho fondu Jaroslava Heyrovského, kte-
rou loni mezi jinymi ziskal nas student FrantiSek Vlasak
(nyni jiz student VSCHT) za praci ,,Polarografické stano-
veni Dinocapu®.

Zcela jinak probihd soutéz pod patronaci Amavetu,
které jsme se v r. 2004 zGcastnili poprvé. Je to soutéz mul-
tidisciplinarni, takze se porovnavaji prace ze vSech pfiro-
dovédnych a technickych obord. Student ma k dispozici
vystavni ministanek s panely, svou vyfecnost a ptipadné
sviyj pocita¢. Kona se piimo kolo regionalni (jedno cCeské
v Pfibrami, jedno moravské v Brné), z kazdého postupuje
deset praci do narodniho kola v Praze (v prostorach
AV CR). Nejlepdi prace pak maji moznost Gasti
na riiznych mezinarodnich akcich. Vr. 2004 se nasi stu-
denti zucastnili mezinarodni vystavy védeckych a technic-
kych projekti v SRN se dvéma pracemi. Prace naseho
studenta Jakuba Visnaka (nyni jiz studenta MFF UK
a soucasné jaderné chemie na FJFI) ,,Avoided crossing
singletovych stavii molekuly C, multireferenéni metodou
Coupled Clusters® ziskala v soutézi Amavetu prvni mis-
to. Proto ho také Amavet i Skola nominovaly do soutéze
Ceska hlava v kategorii stfedoskolskych studentti. Skola
ho nominovala hlavné proto, Ze se jednalo o zcela vyji-
mecny talent. Porota ho vSak k ocenéni nevybrala.

V 1. 2005 byly vybrany dvé prace nasich studenti pro
ucast v zahrani¢i — jeden student se zcastnil prehlidky
védeckych a technickych projektt v Bruselu a jedna stu-
INTEL ISEF v USA v r. 2006.

Ugast v mimogkolni odborné &innosti a v sout&Zich je
zcela dobrovolna a pfesto je o ni mezi studenty rostouci
zajem. Studenti navstévuji odborna pracovisté radi, setka-
vaji se tam se vstiicnym pfistupem, jsou tam zkratka brani
jako partnefi. Proto doufame, Ze spoluprace se vSemi part-
nery na VS a jinych pracovistich bude i nadale usp&sna.

Jana Dudrova,
Masarykova stiedni skola chemicka
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Uvod

Tento pfispévek je volnym pokracovanim prvni ¢asti
tloh zaméfenych na koloidni chemii publikované
v Chemickych listech' a spoledné tak tvoii celek, jehoz
cilem je zaplnéni mezery ve vyuce koloidni chemie na
zakladnich a stfednich $kolach. Na rozdil od prvniho pii-
spévku, ktery byl svym obsahem urCen zejména pro zaky
zakladnich Skol (osvojeni zakladnich pojmil z koloidni
chemie, pfiprava koloidnich soustav a pozorovani jejich
typickych vlastnosti), je tento Clanek svym teoretickym
a praktickym zaméfenim koncipovan spise pro zaky stied-
nich skol. Po hlubsi diskusi vlastnosti koloidnich soustav
v teoretické casti predklada praktickd ¢ast ¢lanku uUlohy
semikvantitativniho charakteru, v nichz se sleduje stabilita
koloidl za ur¢itych fyzikalné-chemickych podminek. Teo-
retickd a prakticka Cast pak spolecné vytvari ucebni text,
ktery lze pfimo pouzit ve vyuce chemie. I pfes pokrocilej-
§i téma jsou v tomto textu opét predlozeny pro zéky zaji-
mavé a pro Skolu materidlové nenarocné praktické ulohy
z koloidni chemie, které 1ze bez vétsich problémi realizo-
vat ve stiedoskolskych laboratotich.

Koloidni soustavy
Teoreticka Cast

Vyznam koloidni chemie vyplyva z Sirokého vyuziti
jejich poznatkt jak v samotném chemickém vyzkumu, tak
i v chemickém primyslu (odstranéni primyslovych exha-
laci, CiSténi odpadnich vod aj.). S koloidy se vsak také
setkdvame bézné v zivoté, aniz bychom si to uvédomovali.
Miéko, saponaty, mydlo, masérské emulze, stavebni hmo-
ty, roztok Skrobu, mlha, kouf, rozvifeny prach, péna — to je
jen kratky vycet z ohromné skupiny koloidd v naSem kaz-
dodennim zivot€. Pfipometime si vSak nejprve, co slovicko
koloid viibec znamena.

Koloid, pfesnéji koloidni soustava, obsahuje ¢astecky
ur¢ité chemické latky o velikosti pfiblizné 1-1000 nm
rozptylené v prostredi jiné chemické latky. Castice miZe-
me oznacit jako tzv. disperzni podil (disperzni faze) roz-
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ptyleny v disperznim prostfedi. Podle skupenského stavu
disperzniho podilu a disperzniho prostfedi (za normalnich
laboratornich podminek) 1ze koloidni soustavy clenit cel-
kem do osmi skupin. Z nich jsou z hlediska pouZiti v praxi
vyznamné soustavy, kde je disperzni prostiedi tvofeno
kapalnou latkou a disperzni podil pevnou latkou. Tyto
koloidni soustavy se nazyvaji soly. Jsou-li koloidni ¢astice
rozptyleny ve vod¢, mizeme pak tyto soustavy oznacit
jako hydrosoly (hydro = voda).

Koloidni soustavy Ize dale podle chovani koloidnich
Castic k vodnému prostiedi, v némz jsou rozptyleny, roz-
délit na hydrofobni a hydrofilni.

Hydrofobni koloidni soustavy (-fobni je odvozeno od
slova fobia = bat se) jsou vétsinou tvofeny Casticemi anor-
ganickych latek (napf. Agl, Fe(OH)s;, Sb,S;, stiibro, sira
aj.) rozptylenymi ve vodném prostedi. Hydrofobni koloid-
ni ¢astice maji svou urcitou stavbu, kterou mizeme jedno-
duse popsat napt. na koloidni ¢astici Agl (obr. 1). Koloidni
jodid stfibrny lze pftipravit napt. reakci nékolika kapek
roztoku dusi¢nanu stfibrného v nadbytku roztoku jodidu
draselného. Koloidni ¢astice Agl je tvofena uréitym po-
¢tem neutralnich molekul (nemaji elektricky naboj) jodidu
stiibrného. Toto jadro je pak obklopeno naadsorbovanymi
jodidovymi ionty, které jsou v roztoku v nadbytku. Diky
této vrstvé naadsorbovanych iontll ma castice Agl zaporny
naboj. Kolem vrstvy naadsorbovanych jodidovych iontl se
vytvari dalsi vrstva iontll s opa¢nym (kladnym) nabojem
atvori dal$i vrstvu, tzv. kompenzujici vrstvu (Castecné
kompenzuje, vyrovndvd néboj Castice viz obr. 1).
V piipadé nasi koloidni ¢astice Agl jsou to solvatované
draselné ionty. Ob¢ tyto vrstvy iontl a protiiontl tvoii tzv.
elektrickou dvojvrstvu, ktera umoziuje vznik a stabilitu
koloidnich ¢astic a ovliviiuje jejich chovéani v soustavé.
Pokud by se nevytvofila elektricka dvojvrstva kolem ¢asti-
ce Agl, nedoslo by ke vzniku stabilniho koloidu, ale vznik-
la by sraZenina Agl.

Koloidni ¢astice Agl s kladnym ndbojem lze pfipra-
vit rovnéz smichanim nékolika kapek roztoku KI
s nadbytkem roztoku AgNO;. Vrstvu naadsorbovanych
ionti pak vtomto pripadé tvoii ionty stiibrné (jsou
v roztoku v nadbytku) a kompenzujici vrstvu tvoii solvato-

3= koloidni
“® @~/ Castice

;@G
/ %9 \
l ©J

©)
(\966 o
/
N \®®®® @8 I elektricka
~Y @© 7 duojvrstva

® - draselny iont
(® - jodidovy iont

Obr. 1. Koloidni ¢astice Agl se zapornym elektrickym nabo-
jem, ktery vytvaFi naadsorbované jodidové ionty. Kompenzu-
jici vrstvu vytvafi solvatované draselné ionty K
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vané dusi¢nanové ionty (NO;").

VétSina vysoce koncentrovanych hydrofobnich ko-
loidnich soustav se neudrzi v koloidni formé nekonecné
dlouhou dobu a jejich stabilitu 1ze pocitat na hodiny az
dny. Stabilitu téchto Castic mizeme zcela zrusit, odstrani-
me-li existujici elektrickou dvojvrstvu. Toho lze dosdhnout
napf. pfidavkem dostateného mnozstvi latky, jejiz kation
nebo anion svym nabojem vykompenzuje naboj adsorbo-
vanych iontl. Cim v&t3i naboj nese, tim snadngji kompen-
zuje naboj iontt naadsorbovanych na koloidni castici.
V ptipadé zaporné nabitych koloidnich Castic Agl se elek-
tricka dvojvrstva snadn&ji zrui ionty Zn*" nez ionty K.
Koloidni ¢astice se pak vzajemné neodpuzuji a mohou se
spojovat. Nasledné pak vznikaji velké Castice, které jsou
vidét okem (sraZenina). Tento proces se nazyva koagulace
a velké Castice postupné klesaji na dno (sedimentuji).

Hydrofilni koloidni soustavy (-filni je odvozeno od
slova filé = mit rad) jsou tvofeny ¢asticemi, u nichz jsou
patrné pfitazlivé interakce s molekulami vody (viz nize
uvedeny solvatovy obal). Tyto koloidni soustavy jsou vét-
Sinou tvofeny z makromolekul (latky obsahujici vysoky
pocet vazanych atoml v molekule) a jsou vlastné jejich
pravymi roztoky. Pfikladem mohou byt bilkoviny, které se
skladaji z velkého poctu aminokyselin (stovky az tisice).
Molekuly bilkovin tedy tvoii ve vodé€ hydrofilni koloidni
Castice. Stavba téchto Castic je jina, nez jak tomu bylo u
¢astic hydrofobnich. Molekula bilkoviny mize mit
v zavislosti na pH prostfedi bud” kladny nebo zaporny na-
boj. Zjednodusené lze fici, ze v kyselém prostiedi (pH < 7)
dochézi k disociaci zasaditych skupin v molekule bilkovi-
ny a castice (bilkovin) budou mit naboj kladny (viz rovni-
ce (7)). V prostiedi zasaditém (pH > 7) dochazi k disociaci
kyselych skupin v molekule bilkoviny a ¢astice budou mit
naboj zaporny, jak ukazuje vztah (2). Takto se tedy vytvori
elektricky naboj castice tvorené makromolekulou bilkovi-

ny.

H,N-R-COOH + H;0" <> *H;N-R-COOH + H,0 (1)
priklad disociace bilkoviny v kyselém prostiedi
H,N-R-COOH + OH™ <> H,N-R-COO™ + H,0 2)

priklad disociace bilkoviny v zasaditém prostiedi

Pti urité hodnoté pH dochazi k disociaci stejného
poctu kyselych i zasaditych skupin v molekule bilkoviny,
celkovy elektricky naboj Castice je pak nulovy, a proto se
koloid stava za téchto podminek malo stabilnim a jen maly
podnét, jako je tfeba pfidavek méné polarniho organického
rozpoustédla (napf. acetonu), vede k jeho vysrazeni. Tato
hodnota pH je specificka pro kazdou bilkovinu a nazyva se
izoelektricky bod.

Na rozdil od hydrofobnich koloidnich soustav jsou
hydrofilni soustavy stabilni. Tento rozdil ve stabilité je dan
tvorbou tzv. solvatového (hydratového) obalu, ktery tvori
molekuly vody poutané na povrchu hydrofilnich koloid-
nich ¢astic. Tvorba hydratového obalu je umoZnéna polari-
tou vazby a tudiz existenci dipdlu v molekule vody, ktery
je zpusoben riznou elektronegativitou atomu vodiku
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zaporné nabita koloidni ¢astice

Obr. 2. Tvorba hydratového obalu kolem zaporné nabité ko-
loidni ¢astice

a kysliku. Koloidni c¢astici se zapornym nebo kladnym
nabojem obklopuji molekuly vody orientované opacnym
nabojem k této koloidni ¢astici (obr. 2). Hydratovy obal
zvySuje stabilitu hydrofilnich koloidnich c¢astic, které se
tak udrzi v koloidni formé& prakticky neomezené dlouhou
dobu, pokud nedojde ke zmén€ podminek. Proto lze hyd-
rofilni koloidy vyuzivat ke stabilizaci hydrofobnich ko-
loidnich soustav. Hydrofilni ¢astice se naadsorbuji na ¢és-
tice hydrofobni a udéli jim tak hydrofilni vlastnosti. Ko-
loidni roztoky s takovymto u¢inkem nazyvdme ochranné
koloidy.

Pfestoze je stabilita hydrofilnich koloidnich ¢éstic
pomérné vysoka, Ize ji pomoci chemickych nebo fyzikal-
nich pochodii narusit nebo zcela zrusit. Pfikladem muze
byt srazeni bilkovin roztoky obsahujici ionty kovid (tzv.
vysolovani) nebo nékterymi organickymi latkami (ethanol,
aceton). Stabilitu koloidniho roztoku lze také zrusit napf.
ucinkem vysoké teploty (vajecny bilek).

Navody k praktickym uloham z koloidni
chemie

Nize uvedené dulohy nelze vSechny zrealizovat
v ramci jednoho laboratorniho cvieni. Dvouhodinové
laboratorni cviceni dovoluje provést pouze dveé praktické
ulohy (doporucuji zafadit do cviceni spole¢né tlohy 1 a 2
a nebo ulohy 3 a 4). VSechny ulohy jsou sestaveny jako
ulohy Zakovské.

Koagulace hydrofobnich koloidu
1. Koagulace hydrofobniho koloidu Agl

Pomticky a chemikalie

Zkumavky, 10 ml pipety, odmérmy valec, 0,05 mol dm™
roztok AgNOs;, 0,05 mol dm™ roztok K1, roztoky elektrolytii
- 0,025 mol dm™ roztok citranu sodného a 0,05 mol dm™
roztok Zn(NOs),, destilovana voda.

Postup

Do stojanu si nachystame devét zkumavek oznace-
nych pismeny A az I pro ptipravu koloiddi Agl. Do zkuma-
vek odpipetujeme mnozstvi roztoktit AgNO; a KI dle tabul-
ky L. Roztoky pipetujeme do zkumavek tak, abychom vzdy
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roztok mensiho objemu pridavali do roztoku v nadbytku.
Nejprve provedeme koagulaci Agl (vznik sraZeniny) pomoci
citranu sodného. Elektrolyt pridavame ke koloidu Agl, ktery
je stabilizovan nadbytkem bud’ jodidovych nebo stfibrnych
iontd, postupné po 0,5 ml az do kone¢ného objemu 3 ml.
Do tabulky II symbolem ,,+* zapiSeme vznik sraZeniny ve
vybrané zkumavce pro dané mnozstvi elektrolytu. Cely po-
stup opakujeme i pro elektrolyt Zn(NOs),.

Zaveér
Na zéklad¢€ vzniku sraZeniny ve zkumavkach pro da-
ny elektrolyt uréime znaménko naboje koloidnich ¢astic.

Otazky
Vysvétlete princip koagulace pomoci elektrolytt.
Popiste stavbu koloidni Castice Agl se zapornym nabojem.

Tabulka I
Mnozstvi roztoktt AgNO; a KI ve zkumavkach

Zkumavka A B C D E F G H 1

Roztok 9 8 7 6 5 4 3 2 1
AgNO;, ml

Roztok KI, 1 2 3 4 5 6 7 8 9
ml

Tabulka II
Vysledky koagulace
Elektrolyt Objem Zkumavka

m] A BCDTETFGH I

Citran sodny 0,5
Citran sodny 1
Citran sodny 1,5
Citran sodny 2
Citran sodny 2,5
Citran sodny 3

Zn(NO;), 0,5
Zn(NOs), 1
Zn(NOs), 1,5
Zn(NOs), 2
Zn(NOs), 2,5
Zn(NOs), 3

Vyuka chemie

Postup

Nejprve si pfipravime roztok vajecného bilku
z jednoho vejce ve 150 ml destilované vody, ktery prefil-
trujeme pres vatu. Do tiech zkumavek pak odméfime 9 ml
roztoku dusi¢nanu stiibrného. Do prvni zkumavky odpipe-
tujeme 1 ml roztoku Zelatiny a do druhé 1 ml roztoku bil-
ku. Tteti zkumavka je srovnavaci, a proto do ni bilek ¢i
zelatinu nepfidavame. Potom pfiddme do zkumavek 1 ml
roztoku jodidu draselného. Takto ptipravené roztoky se
snazime koagulovat pfidavkem 3 ml roztoku citranu sod-
ného.

Zaver
Urcete, ve kterych zkumavkach doslo a ve kterych
nedoslo ke koagulaci koloidu Agl a proc.

Otazky
Vysvétlete pojem ochranny koloid. Ktera skupina
koloidu se vyznacuje timto ochrannym G¢inkem?

Koagulace hydrofilnich koloidt
3. Urceni izoelektrického bodu zelatiny

Pomticky a chemikalie

Zkumavky, kadinky (2 x 50 ml), aceton, 0,1 mol dm™
octan sodny, 0,1 mol dm™ kyselina octova, 1 mol dm™
kyselina octova, 1% zelatina, destilovana voda.

Postup

Pripravime si sadu deviti zkumavek, do kterych od-
méfime objem pfislusnych roztokd dle tabulky III. Mame-
li k dispozici pH-metr, piekontrolujeme pH v jednotlivych
zkumavkach. Poté zacneme k jednotlivym zkumavkim

Tabulka IIT
Objemy roztokti ve zkumavkach

Zkumavka
1 2 3 4 5 6

Roztok

2. Vliv zelatiny a bilku na koagulaci hydrofobniho koloidu
Agl

Pomticky a chemikalie

Kadinka (200 ml), zkumavky, pipety, stojan, filtra¢ni
kruh, filtradni nalevka, vata, 0,05 mol dm™ roztok AgNO;,
0,05 mol dm™ roztok KI, 0,05 mol dm™ roztok citranu
sodného, 1% roztok zelatiny, vajeCny bilek, destilovana
voda.

0,lmoldm> 2 2 2 2 2 2
octan sodny,

ml

0,l moldm™ 0,12 0,25 05 1 2 4 - _— _
kyselina

octova, ml

lmoldm® - - - - — — 08 16 32
kyselina

octova, ml

388 3,75 35 3 2 -

destilovana 32 24 08

voda, ml

1% zelatina, 2 2 2 2 2 2 2 2 2
ml

pH 6 56 53 50 47 44 41 38 35
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Tabulka IV
Tabulka pro urceni izoelektrického bodu

Objem
pridavaného 1
acetonu, ml

Zkumavka
4 5 6

2 3 7

2
4
5
6
6,5
7
7,5
8
8,5
9
9,5
10

pH 6,0 56 53 50 47 44 41 38 35

postupné pfidavat mnozstvi acetonu podle tabulky IV
a pozorujeme vznik nejprve zakalu a nasledné srazeniny
ve zkumavkach. Vznik zékalu (oznacime symbolem ,,**)
a vznik sraZeniny (oznacime symbolem ,,+°) zapisujeme
do tabulky IV.

Zaver

Z tabulky uréime izoelektricky bod Zelatiny, kterému
odpovida nejmensi spotieba acetonu vedouci ke vzniku
srazeniny.

Otazky
Vysvétlete pojem izoelektricky bod. Jaky néboj budou
mit koloidni ¢astice bilkoviny v prostiedi jehoz pH = 11?

4. Koagulace roztoku vajecného bilku

Pomicky a chemikalie
Zkumavky, kadinka (200 ml), stojan, filtracni kruh,
filtra¢ni nalevka, vata, aceton, vajecny bilek.

Postup

Vajecny bilek z jednoho vejce rozmichame ve 150 ml
destilované vody a roztok prefiltrujeme ptes vatu. Do zku-
mavky pak odméfime 3 ml acetonu, ke kterému pfikapne-
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me 1 az 2 kapky roztoku bilku. Vznikne srazenina, kterou
lze prevést zpét do roztoku piidavkem 5 ml destilované
vody.

Otazky
Uved’te jiné moZnosti koagulace hydrofilnich koloidt.

Metodické poznamky

Ukol &. 1

Koagulaci nelze provadét elektrolyty jako je siran
sodny nebo fosfore¢nan draselny, protoze by doslo
k jejich reakci se stfibrnymi ionty, které jsou
v koloidu Agl s kladnym nabojem v nadbytku. Stejné
tak nelze provadét koagulaci elektrolyty jako je chlo-
rid vapenaty nebo chlorid hlinity.

Ve zkumavce E dojde ihned po smichani obou reagen-
cii ke vzniku sraZeniny. Pfi ekvimoldrnim mnoZstvi
obou vychozich latek nedochazi ke vzniku koloidniho
Agl.Ten je pouze silné Zluté zakalen bez viditelnych
Casti srazeniny.

Ukol &. 3

Jednotliva mnozstvi kyseliny octové mohou Zaci od-
méfit pomoci byrety. Mnozstvi destilované vody je
mozno zaokrouhlit na jedno desetinné misto.

Ke koagulaci Zelatiny lze pouzit i ethanol, ale jeho
spotfeba se pohybuje v rozmezi 20-22 ml v izoelek-
trickém bodé zelatiny a nelze tak ukol provadét ve
zkumavkach.

Aceton patfi mezi latky vysoce hoflavé F, rizikovost
podle vét R 11-66-67, bezpecnost prace podle vét S
(2-)9-16-26 .
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NOMENKLATURA A TERMINOLOGIE

KLASIFIKACNI SYSTEM LIPIDU

ARNOST KOTYK
Fyziologicky tistav Akademie véd Ceské republiky, Videii-

ska 1083, 142 20 Praha 4
kotyk@biomed.cas.cz
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Klicova slova: mastné kyseliny, glycerolipidy, glycero-
fosfolipidy, sfingolipidy, steroly, prenoly, sacharolipidy,
polyketidy

Kolektiv 17 autorti z rliznych severoamerickych uni-
verzit spolu s jednou holandskou, jednou rakouskou a dvé-
ma japonskymi pfipravil v dubnu 2005 souborny piehled
vSech znamych lipidd, jemuz se dostalo pozehnani i na
leto$nim zasedani komise IUBMB (Mezindrodni unie pro
biochemii a molekularni biologii) a IUPAC (Mezinarodni
unie pro Cistou a uzitou chemii) pro biochemickou nomen-
klaturu. Jde o podklad pro systemizaci lipidi srovnatelnou
s dal$imi, jiz existujicimi, databazemi makromolekul.
A budeme mit zaklad pro lipidomiku!

Dosavadni definice lipidi byly pomérné vagni — jsou
to biologické latky vétSinou hydrofobniho charakteru. Ve
snaze o piistup rigoroznéjsi byly lipidy definovany jako
hydrofobni nebo amfipatické (¢i amfifilni) molekuly, vzni-
kajici bud’ karbaniontovou kondenzaci thioestert (mastné
kyseliny, polyketidy, atp.) nebo karbokationtovou konden-
zaci isoprenovych jednotek (prenoly, steroly, atp.). Zde
navrhované kategorie lipidGi zahrnuji acylové derivaty
mastnych kyselin (v anglictiné jsou to fatty acyls, tedy
mastné acyly), dale glycerolipidy, glycerofosfolipidy, sfin-
golipidy, steroly, prenoly, sacharolipidy a polyketidy.
V tomto systému se nevyskytuji ¢asto uvadéné glykolipi-
dy, protoze glykosylované lipidy jsou zatazeny do piislus-
nych kategorii podle charakteru zékladniho lipidu. Byla
vsak zafazena kategorie sacharolipidi pro takové moleku-
ly, v nichZ je acylova skupina vdzana pfimo na cukernou
kostru. Tento systém nezahrnuje ani lipoproteiny
(konjugaty proteini rozpustnych ve vodé a lipid) a pro-
teolipidy (volné uzivany termin pro hydrofobni membra-
nov¢ lipidy s lipidovou casti kovalentné vazanou na nekte-
rou z aminokyselin). Nasleduje stru¢ny popis jednotlivych
kategorii.
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1. Acyly mastnych kyselin (FA)

Jde o jednu ze zékladnich a nejrozsifenéjSich katego-
rii, kterou lze rozdélit na 13 tiid a 43 podtiid. Ttidy jsou
tyto:
FAO1
FA02
FAO03
FA04
FAO05
FA06
FAOQ7
FAO08
FA09
FA10
FAll

Mastné kyseliny a jejich konjugaty
Oktadekanoidy
Eikosanoidy
Dokosanoidy
Alkoholy mastnych kyselin
Aldehydy mastnych kyselin
Estery mastnych kyselin
Amidy mastnych kyselin
Nitrily mastnych kyselin
Ethery mastnych kyselin
Uhlovodiky
FA12 Kyslikaté derivaty uhlovodikil
FA00 Jiné
V této kategorii najdeme nejriznéjsi biologicky aktiv-
ni latky, jako je lipoové kyselina, biotin, jasmonova kyseli-
na, prostaglandiny, leukotrieny, thromboxany, lipoxiny,
karnitinové estery a dal$i. Struktura nékterych zastupct
této kategorie je ukazana ve vzorcich 1-6.

NS =

Vzorec 1. Mastna kyselina: (6Z2)-17-methyloktadec-6-enova
kyselina

Vzorec 2. Oktadekanoid: (1R,2R)-3-0x0-2-((Z)-pent-2-en-1-yl)cyklo-
pentan-1-octova kyselina

0 (0]
Z

OH

Vzorec 3. Prostaglandin: (10Z,13E,15S5)-15-hydroxy-9-oxo-
prosta-10,13-dienova Kkyselina
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OH OH 0]
=N OH
2

Vzorec 4. Leukotrien: (55,6Z,8E,10E,12R,147)-5,12-
-dihydroxyikosa-6,8,10,14-tetraenova kyselina

Vzorec 5: Thromboxan: (5Z,98,118,13E,155)-9,11-epoxy-15-
-hydroxythromboxa-5,13-dienova kyselina

I e e e S N\ ’I'}—E\C Hs

0] )

Vzorec 6. Voskovy ester: (25,3R)-dokosan-2,3-diyl-didekanoat

2. Glycerolipidy (GL)

Jde o slozky bunéénych membran a zasobniho tuku.
Rozeznavame tu 4 tfidy a 19 podtfid. Ttidy jsou tyto:
GLO1 Monoradylglyceroly
GL02 Diradylglyceroly
GLO3 Triradylglyceroly
GLO00 Jiné

Vzorec 7. Diradylglycerol: 1-hexadekanoyl-2((9Z)-oktadec-
-9-enoyl)-sn-glycerol

Nomenklatura a terminologie

Jsou tu zahrnuty i makroergické etherové glycerolipi-
dy z archebakteridlnich membran. Zatadili bychom sem i
nedavno objevené ladderanové lipidy z anaerobnich bakte-
rii oxidujicich amoniak, coz jsou diethery glycerolu, kde
jeden ze substituentli je na alkanovy fetézec navazany
cyklohexan spolu s né&kolika cyklobutanovymi kruhy.
Ukazky struktury jsou ve vzorcich 7 a 8.

/\/\/—\/\H/O\/_C_Jl
mw «g
AN AN =D

0]

Vzorec 8. Triradylglycerol: 1,2-di-((9Z,12Z,15Z)-oktadeka-
-9,12,15-trienoyl)-3-{8-[((2E,4Z)-deka-2,4-dienoyl)oxy]okta-
-5,6-dienoyl}-sn-glycerol

3. Glycerofosfolipidy (GP)

Zastupci této kategorie jsou hlavnimi slozkami bunéc-
nych membran. Lze je rozdé&lit do 21 t¥id a 117 podtiid.
Ttidy jsou tyto:

GPO1 Glycerofosfocholiny

GP02 Glyerofosfoethanolaminy

GPO03 Glycerofosfoseriny

GP04 Glycerofosfoglyceroly

GPO0O5 Glycerofosfoglycerofosfaty

GP06 Glycerofosfoinositoly

GPO07 Glycerofosfoinositolmonofosfaty
GPO08 Glycerofosfoinositolbisfosfaty
GP09 Glycerofosfoinositoltrisfosfaty
GP10 Glycerofosfaty

GP11 Glyceropyrofosfaty

GP12 Glycerofosfoglycerofosfoglyceroly
GP13 CDP-glyceroly

GP14 Glycerofosfoglukosové lipidy
GP15 Glycerofosfoinositolglykany

GP16 Glycerofosfonocholiny

GP17 Glycerofosfonoethanolaminy

GP18 Diglyceroltetractherové fosfolipidy (kaldarcheoly)
GP19 Glycerolnonitoltetractherové fosfolipidy
GP20 Oxidované glycerofosfolipidy
GP0O0 Jiné

Ukazky struktury této kategorie jsou ve vzorcich 9
a 10.

Vzorec 9. Glycerofosfoethanolamin: 1-hexadekanoyl-2-((92)-oktadec-9-enoyl)-sn-glycero-3-fosfoethanolamin



Chem. Listy 99, 610 — 614 (2005) Nomenklatura a terminologie

Il
/P\o
: : : : oo™ NH,
H7™~0 ' ' : : : o
OH : - : :
Vzorec 10. Kaldarcheol: sn-kaldarcheo-1-fosfoethanolamin
4. Sfingolipidy (SP) SP03  Fosfosfingolipidy
SP04 Fosfonosfingolipidy
Jde o komplexni kategorii latek, jejichz zakladni struk- ~ SPO5  Neutrélni glykosfingolipidy
turou je sfingoidni baze, syntetizovana ze serinu a dlouhého SP06 Kyseljc' glykosﬁngohp.ld.y
fetézce mastné kyseliny (resp. jejiho koenzymu A). SPO7 - Zasadité glykosfingolipidy
Jsou to Casté slozky bunéénych membran, kde jejich SP08  Amfoterni glykqsﬁngohpldy
cukerné substituenty mohou uréovat i pfislusnost k uréité SP09  Arsenosfingolipidy
krevni skupiné v ABO-systému. Tuto kategorii 1ze rozdélit SPO0  Jiné
do 10 t¥id a 31 podttid. T¥dy jsou tyto: Nekolik ukazek struktury sfingolipidli je ve vzorcich
SP01 Sfingoidni baze (sfingosiny) 11-13.

SP02 Ceramidy

0
OH OH OH _OH
0 0
HO 0
oH S OH
HOOC O\&/O 0
R=
OH HO
OH
HO, ©
Ho™ /0w
HO
HN
0

Vzorec 13. Sfingolipid: B-p-Gal-(1—-3)-B-D-GalNAc-(1—>4)-[a-Neu5Ac-(2—3)]-B-D-Gal-(1—>4)-B-p-Gle-Cer (d18:1/18:0)
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5. Sterolové lipidy (ST)

Sterolové lipidy plni nejriznéjsi funkce. Jsou to sloz-
ky eukaryontnich membran, funguji jako hormony a sig-
nalni molekuly, patii sem i vitamin D nebo zluc¢ové kyseli-
ny.

Kategorii 1ze rozdélit do 7 tfid a 18 podtiid. Tridy
jsou tyto:

STO1 Steroly

ST02 Steroidy

ST03 Sekosteroidy

ST04 Zlu¢ové kyseliny a derivéty
STOS5 Steroidni konjugaty

ST06 Hopanoidy

HO 0
(0] .
HO "
HS&/O
OH

Vzorec 15. Sterol: 3a-hydroxy-5a-androstan-17-on-glukuronid

Vzorec 16. Hopanoid: hop-22(29)-en

ST00 Jiné
Nekteré struktury sterolovych lipidi jsou ukazany ve
vzorcich 14-16.

6. Prenolové lipidy (PR)

Prenoly se syntetizuji z pétiuhlikatych prekurzord
isopentenyl-difosfiatu a dimethylallyl-difosfatu a tomu
odpovida i zékladni klasifikace terpend. Hraji tlohu v
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transportu oligosacharidii pies membrany a v riiznych gly-
kosylacnich reakcich. Rozeznavame tu 4 tfidy a 20 pod-
tfid. Tridy jsou tyto:
PRO1 Isoprenoidy
PRO2 Chinony a hydrochinony
PRO3 Polyprenoly
PROO Jiné
Ukézky struktur jsou ve vzorcich 17-19.

Vzorec 17. Isoprenoid: retinol

Vzorec 18. Prenolovy lipid: 2-methyl-3-hexaprenyl-1,4-nafto-
chinon (vitamin K)

Vzorec 19. Prenolovy lipid: (2R,4'R, 8'R)-a-tokoferol
(vitamin E)

7. Sacharolipidy (SL)

V této skuping jde o latky, v nichz glycerol je nahra-
zen néjakym cukrem. Nejznadméjsi z nich jsou glukosami-

OH
HO 0
6]
(0] NH 9
o= 0O-R-oH
HO OH
HO

Vzorec 20. Sacharolipid: lipid X



Chem. Listy 99, 610 — 614 (2005)

nové prekursory lipidu A v lipopolysacharidech gram-
negativnich bakterii. Rozezndvame tu 5 t¥id a 7 podtiid.
Ttidy jsou tyto:
SLO01 Acylaminocukry
SL02 Acylaminocukerné glykany
SL03 Acyltrehalosy
SL04 Acyltrehalosové glykany
SLO0 Jiné
Jedna typicka struktura je ukazana ve vzorci 20.

8. Polyketidy (PK)

Polyketidy jsou syntetizovany klasickymi enzymy
iiterativnimi a multimoduldrnimi enzymy se semiauto-
nomnimi aktivnimi misty. Mezi polyketidy patii fada anti-
mikrobnich, antiparazitickych a kancerostatickych latek
(erythromycin, tetracykliny, nystatiny, avermektiny, epo-
thilony). V této pfedb&zné klasifikaci jsou zahrnuty 4 tii-
dy:

PKO1 Makrolidové polyketidy

PKO02 Aromatické polyketidy

PKO03 Neribosomalni peptido-polyketidové hybridy
PKOO Jiné

Vzorec 21. Polyketid: 6-deoxyerythronolid B
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Vzorec 22. Polyketid: epothilon D

Dvé ukazky jsou ve vzorcich 21 a 22.

téma lze najit naptiklad na webovych strankach
www.lipidmaps.org nebo
www.chem.gmul.ac.uk/iupac.

A. Kotyk (Institute of Physiology, Academy of Sci-
ences of the Czech Republic, Prague): Classification Sys-
tem of Lipids

A new recommendation for classification of lipids
was published, to be used particularly in biosciences. It
consists of eight major groups, e.g. fatty acyls, glycerolip-
ids, glycerophospholipids, sphingolipids, steroids, pre-
nols, saccharolipids and polyketides. These groups are
subdivided into a total of 69 classes and well over
200 subclasses.
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Diskuse k tématu cestina a anglictina v Chemickych listech

RENE KIZEK

Ustav chemie a biochemie, Agronomickd fakulta, Mende-
lova zemédeélska a lesnicka univerzita v Brné, Zemédélska
1, 613 00 Brno

Uvod

Velmi rad bych reagoval na uvodnik v ¢asopise Che-
mické listy', ktery zcela jisté p¥inasi celou fadu otazek, na
které je potfebné hledat odpovédi. Je ziejmé, ze Casopis
Chemické listy se snazi predkladat Siroké odborné, ale
ilaické vefejnosti, spektrum chemickych ¢lankd. VétSina
publikovanych ¢lankl je ve formé prehledi (review) v co
nejsrozumitelnéjsi podobé. Za tuto popularizacni ¢innost je
skute¢né tfeba vSechny redaktory casopisu velmi ocenit.
Neni asi nikdo, kdo by neslysel od svych zacinajicich stu-
dentl: ,,A prosim Vas nemate néco v cestine?. A jaka je
radost studenta, kdyz tfeknete: ,,Ano, mam®, v tuto chvili
jsou takové ¢lanky opravdu nepostradatelné a maji skutec-
ny smysl. Bohuzel, ale kolik je takovych cCeskych studen-
th? MozZn4 desitky ¢i stovky a to je opravdu velmi madlo.
Ma tedy takova relativné narocna prace smysl?

Impakt faktor

V dobé pravidelného hodnoceni pracovniho vykonu
kazdého z nés podle poctu uvetejnénych praci, konferenci,
pfednasek, obhdjenych diplomantli, doktorandl, sumy
impakt faktord a poctu citaci, je otazkou, zda bude do ca-
sopisu Chemické listy psat zkuseny a uznavany odbornik.
Podle mého nazoru je pak naprosto nezbytné sledovat jas-
ny cil, a tim je dosaZeni maximalniho impakt faktoru ¢aso-
pisu*™®. Otazkou sledovani a smyslu téchto scientometric-
kych parametril se zabyva celd fada vyzkumniki a vysled-
ky jsou prezentovany ve specializovanych ¢asopisech’'.
Hlavni otdzkou tedy zlistava, jaky cil mé4 ¢asopis Chemic-
ké listy'*". Chce redakce &asopisu dosdhnout vyrazného
zvySeni impakt faktoru? Pravdépodobné ano. Impakt fak-
tor se pocita jako podil sumy publikovanych praci
v predeslych dvou letech a poctu vSech citaci ve stejném
obdobi. Chemické listy publikovaly v roce 2002 devadesat
tii ¢lankt a v roce 2003 Sedesat osm clankd, celkem tedy
161; pocet citaci vroce 2002 byl dvacet sedm a v roce
2003 dvacet devét, celkem 56. Vypocteny impakt faktor je
tedy podil 56/161 = 0.348. Impakt faktor ¢asopisu se vel-
mi zvolna zvySuje, viz obrazek, ale bez vyrazné zmény
neni pravdépodobné mozné dosahnout nartstu tohoto uka-
zatele kvality Casopisu. Pak tedy skutecné¢ nezbyva nez
otevrit Casopis pro publikovani celému svétu. Pokud bude
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tato zména nastolena, budou muset byt publikovany pirede-
v§im experimentalni prace a to tedy v anglictiné. Tim se
podafi ziskat prace (mén¢ kvalitni, ale i velmi dobr¢), které
budou citovany. Je zcela ziejmé, Ze i v Ceské republice je
fada Spickovych pracovist’ a odbornikil, ktefi mohou svou
praci Casopisu pomoci. Na obr. 1 je ukazan pocet citaci
u praci, které byly nejvicekrat citovany. Zcela excelentni
byla prace kolegy Novotného'’, kterd byla citovana 19x.
Diky takovym pracim bude ¢asopis moci dosdhnout stano-
veného cile. Dalsim vyznamnym meznikem je také ¢as od
zaslani ¢lanku k publikaci a dobou jeho skute¢ného publi-
kovani. Rychlost publikovani prace skutecné prilaka nebo
odradi autory od dalsich publikaci.

I pfes to, co bylo napsano vyse, bych se velmi pfi-
mlouval, aby zilistala zachovéana ¢ast Casopisu, kde by byly
publikovany ptehledné ¢lanky v Cesting€ s vyrazné rozsite-
nym strukturovanym anglickym abstraktem a obrazky
s anglickymi popisky, zejména pro nase studenty a méné
znalou laickou vetejnost.
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12 4

Celkovy pocet citaci

i =

2003 2004

rok publikovani

2000 2001 2002

0,4

Impakt faktor
1 ! 1 ! 1 !
I |

2000
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rok hodnoceni
Obr. 1. a — Nejcitovanéjsi prace v Chemickych listech v roce

20005, 20018, 2002, 2003 a 2004*'; b — trend impakt fakto-
ru ¢asopisu Chemické listy v letech 20002004
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PomuZe reklama?

Pfedpokladdm, Zze nejvétSim nepfitelem moznych
zmén v Chemickych listech nebudou lidé, ale financni
prostiedky. Konzumni spolecnost pfinasi reklamu na uli-
cich, rozhlase, televizi na rozliéné vyrobky ¢i sluzby. Je
zajimavé, ze podobny trend je pozorovatelny i u védecko-
popularnich casopisti jako je 21. stoleti, VTM-Science
a dokonce i Vesmir. Pro¢ neudélat podobnou reklamu
i ¢asopisu Chemické listy? Bylo by asi velmi vhodné upo-
zornit na skutecnost, Zze v tomto Casopise publikoval své
prace profesor Heyrovsky, Brdigka'®'” a jejich spolupra-
covnici (tfeba na obalce Casopisu, nebo kratkym Sotem
v Meteoru nebo Popularisu). Urcité by byla oslovena Sirsi
vefejnost a zcela jist¢ by to pfispélo k vy$Simu zajmu
o Casopis.
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Ceska spole&nost chemicka,
Ustav chemie a technologie sacharidit VSCHT Praha
a Ustav zZivociSné fyziologie a genetiky AV CR

poradaji

konferenci ,,Struktura a biologické c¢inky polysacharidu a jejich derivati

11.11.2005, 8,30 az 16,00 h na Novotnéeho lavce 5, Praha 1

PtedbéZny program konference:

Copikova J.: Uvodni piednaska

Synytsya A.: Derivaty pektinu

Marounek M.: Metabolismus pektinu a fyziologické G¢inky jeho derivati
Jablonsky I.: Glukany v bazidiomycetach a jejich specifika

Maryska M.: PM polysacharidtl a dalSich pfirodnich materialti

Erban V.: Testovani polysacharidu jako prebiotika

Spévagek J.: Strukturni charakterizace B-glukant *C NMR spektroskopii pevného stavu
Simének V.: B-Oligofruktany z jakonu (Smallanthus sonchifolius) jako prebiotika
v dopliicich stravy

Vétvicka V.

Posterova sekce

Vlozné 500 K¢ zahrnuje CD s plnymi texty pfednaSek. Abstrakta budou publikovana v Chemickych
listech €. 9/2005.

Je mozné zajistit ubytovani na kolejich na Jiznim mésté. Pfedpoklada se i zajem pasivnich ucastnikl
bez odborného prispévku.

ného lavka 5, 116 68 Praha 1, tel.: 221 082 370, tel/fax: 222 220 184, e-mail: chem.listy@csvts.cz

Ceska spole¢nost priumyslové chemie,
Fakulta zivotniho prostiredi
Univerzity J. E. Purkyné v Usti nad Labem
a Spolek pro chemickou a hutni vyrobu, a.s. Usti nad Labem
poradaji
2. ro¢nik konference

BEZPECNOST V CHEMICKEM PRUMYSLU

19.20. zari 2005
Rektorat Univerzity J. E. Purkyné v Usti nad Labem

Prednasky a odborné ptispévky budou zaméfeny na oblasti:

zdroje rizik v chemickém prumyslu, podstata nebezpeci a moznosti ochrany proti
nim, ochranna legislativa souvisejici s rizikem chemickych vyrob

metody hodnoceni a analyzy rizika

likvidace havérii a zpisoby tlumeni jejich nasledkt

vztah chemického primyslu a vetejnosti

Kontakt: mblahova@csvts.cz
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UOGHB AV CR September 9, 2005

Invited Lecture Series

Topic: Molecular Assembly

Molecular Assembly and Encapsulation

Reversible encapsulation creates spaces where molecules are temporarily
isolated from others in solution. We describe here the unique behavior that
emerges from reversible encapsulation, including new forms of stereo-
chemistry, isomerism, asymmetry and reactivity of molecules held at close
range. Questions such as: What's it like inside? What are the rules that govern
the inner space? Does catalysis occur inside? Can the space be made chiral?
will be addressed in the context of reversible encapsulation complexes.

Speaker: Professor Julius Rebek, Jr.

The Skaggs Institute for Chemical Biology,
The Scripps Research Institute, La Jolla, USA

UOCHB AV CR

Ustav organické chemie a biochemie AV CR
Flemingovo nam. 2, Praha 6

Lecture Hall 10:00 am

information: stara@uochb.cas.cz
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Vystava s odbornym doprovodnym programem na téma

LABORATORNI TECHNIKA, VYBAVENI, POMUCKY
A SLUZBY LABORATORI

Zaméreni

LABORATOR 2005 — vystava oteviena véem typdim laboratorni praxe — provoznim, analytickym,
biochemickym, vodohospodarskym, kontrolnim, poloprovoznim, $kolnim a univerzitnim laboratofim,
které Ize najit v celé sféfe priimyslu, védy, Skolstvi a sluzeb.

Je koncipovana jako vyznamné setkani dodavatelli s uzivateli laboratorni techniky. Svou koncepci zve
na prehlidku nejnovéjsi laboratorni techniky, vybaveni a sluzeb laboratofi a doprovodného odborného
programu, vyplnéného pfednaskami na témata souvisejicimi s provozem laboratofi a zachazenim

s pfistroji a chemickymi latkami.

ZAREGISTRUJTE SE a ziskejte volny pfistup na vystavu bez nutnosti dalSi registrace, katalog,
program odbornych pfednasek, aktuality z pribéhu pfipravy vystavy, drobny reklamni pfedmét
a poukaz na malé obcerstveni.

Navstivte

* Odborné a firemni prednasky a prezentace — motto doprovodného programu: ,Nové poznatky
spravné laboratorni a vyzkumné praxe a jejich aplikace do kazdodenni ¢innosti*.

« MEETING POINT - prostor vy¢lenény pro odpocinek tcastnikl s postery, nabidkou oborovych
¢asopist, pracovnich prilezitosti, Skol a vyzkumnych ustavi a obcerstvenim.

« e-vystavu — na www.laborator2005.cz. Seznam vystavovatelll s odkazem na jejich web stranky,
nomenklatura, tiskové zpravy, novinky vystavovatelll, seznam odbornych pifednasek a prezentaci.

Zakladni nomenklatura

Laboratorni technika pro vSeobecné pouziti * Analytické pfistroje a technika « Chemikalie, reagencie
a diagnostika * Laboratof vodarenska a kontroly ZP « Laboratof povrchovych tprav, metalurgicka
a plastikarska ¢ Biochemicka a farmaceuticka laboratof « Sluzby laboratofi  Literatura, Casopisy,
informacni zdroje, databaze ¢ Burza pracovnich a studijnich prilezitosti

Medialni partnefi

1 Hiavni medialni hemické plastya q
CHEMa gaz'" _partner a organizétor C |gty l;‘aug"

CESKA A SLOVENSKA @*
FARVACE. (72| Magaaroml  ighemwess [ TOEILT

www.LABORATOR2005.cz
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