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Jak to nejlépe Fici mladeZi?

Jde, to se rozumi, o chemii. O vyuku chemie. A o néco
navic, jde téz o obory chemii blizké vcetne molekulovych
véd. Je vitbec aktudlni v r. 2004 o tom hovorit? Myslim, Ze
Je to velmi aktudlni; mam dokonce dojem, Ze alespon né-
kde, jakoby vyuka stredoskolské chemie byla postizena
urcitou krizi. Dilem jde o krizi, jez se tykda vSech rychle
rostoucich oblasti véd, tedy kromé chemie i fyziky a biolo-
gie, dilem jde o specifické svizele chemie.

Zacneme témi specifickymi. Domnivam se, Ze v sou-
vislosti se stFedoskolskou vyukou v pozadi stoji upadek
zajmu o experiment a pripsani neprimérené velké role
teorii, konkrétné teorii chemické vazby. Prvni svizel moznad
nékde a nékdy souvisi s ristem pohodinosti (to se tyka
i vysokoskolskych prednadsek), druha byva casto spjata
s nedostatecnym porozuménim zdakladiim kvantové teorie
a z toho plynoucimu Spatnému vykladu. Nestastni ucitelé,
ubozi studenti. A tak misto riistu mladych obdivovatelit
chemie to spiSe napomdhd k riistu poctu téch, kteri pocituji
po cely Zivot k chemii nechut. Konecné v souvislosti s poti-
zemi specifickymi pro chemii nutno uvést nékdy takika
fanatické utoky proti chemii, jako nicitelce Zivotniho pro-
stiedi. (Urover a hloubka neznalosti lidi vedoucich tyto
utoky byva neuveritelnd. Presto casto média tyto zpravy —
ke Skodé lidské spolecnosti — prebiraji.) V zdsadé jde
0 zaménu viny chemie s vinou bezuzdné realizované kon-
zumni spolecnosti. Je viak nesporné, zZe stejného odsouzeni
Jjako bezbrehy konsum si zaslouzi chemicky primysl v pri-
padech i jen mirné pokleslé zodpovédnosti.

Pokud jde o svizele, jez postihuji vSechny rychle ros-
touct oblasti véd, je zrejmé, Ze nemiizeme beztrestné k dané
osnové pridavat dalsi a dalsi nové partie. Alespoit jednou
za Cas je nutné odhodlat se k sestaveni osnovy nové. Par-
tie z hlediska ,, faktického* ¢i didaktického postradatelné,
nutno eliminovat. Mnozi ov§em vime a vsichni patrné tusi-
me, jak svizelné je navrhnout osnovu novou, opravdu kva-
litni a odpovidajici potrebdam doby. Riist mnoZstvi latky je
velky, predstavuje opravdové nebezpeci a neohrozuje zda-
leka jen chemii. To nebezpeci vidim v tom, Ze hrozivé roste
tendence latku rychle zviadnout (povrchnost patri k tomu
temer vzdy) a jesté rychleji zapomenout. Tento postup se
Casto praktikuje i pri vysokoskolském studiu. To se rozumi,
Ze touto cestou vzdelancii nepribyva. Budme vSak sami
(tedy ti, kteri vzndseji pozadavky) zodpovédni a realisticti.
Pri velikych objemech latky, prezentovanych ve veétsiné
predmetii, se nam miize stat, ze budeme pozadovat nemoz-
né. Ve vSech predmétech by vsak mél existovat umirnény
zdklad, jenz by se mel vyzadovat trvale, ktery by se mél stdt
soucasti dusevniho viastnictvi absolventii dané Skoly.

V této souvislosti je vhodné zminit tisnivy jev, jenz je
spjat se zminénymi nesvary. Je to k nevire, avsak casto
pozadavky na studenty na gymndziu, pri prijimacim hovo-
ru na vysokou Skolu, pri zkouskach na vysokych skolach,
prFi statnich zavérecnych zkouSkdach a reknéme pri doktor-
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ském (PhD.) studiu se prili§ nelisi. Jde o letité pozorovaini
zdaleka nikoli pouze moje. To piece neni v poradiu! (Cim
drive s tim examindtori na vSech urovnich skoncuji, tim
lépe. Vzpomindm s respektem na uroven prijimacich hovo-
rit a zkouSek pred obhajobou disertace v dobé pred 40 lety
v ustavech R. Brdicky a J. Heyrovského. Atmosféra byla
noblesni, avsak pozadavky byly véru rigorosni. To se tyka-
lo jak urovné, tak rozsahu znalosti.)

Bezprostrednim impulsem k napsani této poznamky
byla stredoskolska ucebnice, jez se mi dostala neddavno do
ruky. Kvalitni, dvoudilnd prace némeckych autori. Uceb-
nice dobre prelozend do cCestiny. Ptdte se, kde je potiz? Je
v tom, zZe kdyby mé vyzval archandél Gabriel, abych po-
stupnée vyzkousel ze vSi té materie své kolegy v chemickych
ustavech, stredoskolské profesory chemie a skolni inspek-
tory z oblasti chemie, dopadlo by to Spatné, moznd velmi
Spatné. Pritom by mi bylo uloZeno, abych byl zdrZenlivy
v pozadavcich a navic abych byl vlidny examindtor. Té
latky je totiz zoufale mnoho. Tak mnoho, Ze to vSe ztraci
smysl.

Je smutné, je-li ucebnic malo, je-li vybér nedostatec-
ny. Myslim, Ze u nds bylo dosazeno jiného extrému: uceb-
nic je prilis mnoho a kvalitniho recenzovani prilis malo. Je
mozné, ze se dnes (Cast) ucebnic piSe nejen pro usnadnéni
pristupu ke kvalitni literature, k dobrym ¢i velmi dobrym
ucebnicim, ale téz z ditvodii ryze komercnich.

Nyni jde o to, co s tim? V této pozndamce to Ize nazna-
Cit pouze heslovité. Je dobre si uvédomit, Ze jen mensina
stredoskolakii bude potiebovat rozsahlé znalosti z chemie
v kazdodenni praci. Ta vétSina by si méla ze stredni Skoly
odnést prijemny pocit, Ze maji predstavu o strukture hmo-
ty, jakoz i o tom, jakym hlavnim preménam podléhaji mo-
lekuly v laboratori, v prumyslovych reaktorech, ale téz
v Zivé hmotée.

Je dobre zacit kratkou historii oboru, kterd, v pripade
chemie, je mySlenkové poutava a inspirujici. OC jde v che-
mii. Atom a jeho struktura, stavebni cdstice hmoty. Jedno-
duché predstaveni periodického systémii prvkii. Proc¢ (za
laboratornich podminek) prechdzeji atomy v molekuly.
Chemické nazvoslovi (v moudrém, tedy spise v malém roz-
sahu). A zpét k molekulam a k pevné fazi: hlavni typy va-
zeb mezi atomy. Slovo o geometrické strukture molekul.
Proc¢ se nepodarilo popsat vazebné pomery v molekule
pomoci Newtonovy mechaniky. Prevrat ve 20. letech 20.
stoleti: vznik nové mechaniky, jez popisuje velmi dobre
poméry u atomii, molekul a v pevné fazi — téste se na vyso-
koskolsky kurs — zde jen kratky, kvalitativni a maximalné
prithledny miniuvod. Chemické rovnice: spolecné a speci-
fické rysy ve srovnani s matematickymi rovnicemi. Rovno-
vahy a rychlosti chemickych reakci. Role katalyzy. Ilustra-
ce pomoci acidobazickych a redukcné-oxidacnich reakci.
Chemicka syntéza a chemicka analyza (velmi konkrétni,
jednoduché ilustrace). Molekuly a makromolekuly
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(predevsim s ohledem na biodiscipliny).

Tato latka by méla byt rozloZena na tii roky. V prii-
béznych testech je treba po celou dobu se vracet k zaklad-
nim znalostem. Kazdy druhy tyden demonstrace zdkladnich
chemickych operact a velmi promyslené zvolenych pokusii.

V této pozndamce nemohu vycerpat vSechny aktudlni
rysy této tematiky. A tak jen heslovite: stredni skola ma
poskytnout solidni zakladni vzdélani, vést trvale k logickeé-
mu mysleni, seznamovat s induktivni a deduktivni metodou
roz§irovani poznani. Takto pripraveni absolventi budou
schopni vyuzivat databazi a elektronického komunikovani.
Navic nenaleti Sarlataniim, nabizejicim podvodné vyrobky
a podvodné metody léceni.
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Jesté néco: obecna vyuka nesmi byt vlacena prepjaty-
mi Ci nestastnymi otdzkami u prijimacich zkouSek na ne-
které fakulty vysokych skol. Je véci uchazece, aby se sezna-
mil s poZadavky a aby se pripravil i na (velmi) specialni
otazky.

Konecné: bylo by dobre, kdyby tato pozndmka inicio-
vala diskusi o této tematice.

Svym  kolegiim, Hané Heroldové, Bohumilu Krato-
chvilovi, Frantisku Liskovi, Josefu Pacdkovi a Martinu
Srncovi, dekuji za rozpravy o tématu tohoto prispévku a za
precteni rukopisu.

Rudolf Zahradnik



Chem. Listy 98, 825 — 830 (2004)

Referaty

XANTHOHUMOL - CHMELOVA PRYSKYRICE NEBO POLYFENOL?

PAVEL HOFTA, PAVEL DOSTALEK a
GABRIELA BASAROVA

Ustav kvasné chemie a bioinZenyrstvi, Vysokd Skola che-
micko-technologicka, Technicka 5, 166 28 Praha 6
pavel.hofta@vscht.cz

Doslo 18.8.03, ptepracovano 17.10.03, pfijato 27.11.03.

Klicova slova: xanthohumol, chmel, Humulus lupulus,
pivo, prenylované flavonoidy, polyfenoly

Obsah

1. Uvod

2. Flavonoidy chmele
2.1. Prenylflavonoidy chmele

. Chemické vlastnosti xanthohumolu a isoxanthohumolu
3.1. Biotransformace xanthohumolu

. Vliv prenylflavonoidi chmele na lidské zdravi

. Bilance xanthohumolu béhem vyroby piva

. Zaver

W

1. Uvod

Hlavky samicich rostlin chmele (Humulus lupulus L.)
Celed’ Cannabinaceae jsou jednou ze zakladnich surovin na
vyrobu piva. Obohacuji pivo nejen o tolik oblibenou hot-
kost, plnost chuti a vini, ale i o fadu latek, jenz zvysuji
jeho hodnotu z pohledu pivovarské technologie, moderni-
ho 1ékafstvi a farmakologie. Mezi tyto latky patii polyfe-
noly chalkonové fady, prenylovany flavonoid xanthohu-
mol (XN) a jeho izomer flavanon isoxanthohumol (IX).
XN byl izolovan jiz v roce 1892, pojmenovan a ziskan ve
vetsim mnozstvi byl az v roce 1913 a objev struktury XN
a jeho izomeru byl u¢inén tymem prof. Verzela jiz pred 46
lety'™. Pozornost odborniki si viak tato latka zasluhuje az
nyni, s rozvojem biochemickych véd a vyzkumu zamére-
ného na lidské zdravi.

Polyfenolické latky se obecné podileji na chemicko-
fyzikalni stabilité piva, na formovani pény a na odolnosti
proti starnuti a oxidaci piva. Navic né€které z téchto latek
maji silné antioxidacni, antikarcinogenni, protimikrobidlni,
protitrombdzni a dalsi vlastnosti, které pozitivné plisobi na
lidské zdravi. Z celkového mnozstvi polyfenolti obsaze-
nych v mlading jich pouze 20 az 30 % pochézi z chmele,
ostatni pochazi ze sladu®. Rada polyfenolickych latek ob-
sazenych ve chmelu ma obdobné antioxidacni Gcinky jako
syntetické antioxidanty, které zabraiuji nepfiznivym pro-
jevim oxidace a jsou dnes soucasti mnoha potravin. Pivo
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tak mtze zvySovat hladiny antioxidanti v lidském organi-
zmu, a tim zabranovat nezadoucim oxidacim volnymi radi-
kaly, které jsou pfi¢inou fady civilizaénich chorob’.

2. Flavonoidy chmele

Metodou HPLC bylo ve chmelu, mladiné a pivu nale-
zeno a izolovano vice nez 100 polyfenolickych latek. Nej-
vice zastoupenou skupinu polyfenolovych slozek chmele
v pivu predstavuji flavonoidy, které pattfi do rozsahlé sku-
piny rostlinnych fenold obsahujicich v molekule dvé ben-
zenova jadra spojena tiiuhlikatym fetézcem v usporadani
Ce—C3;—Cs, a jejichz struktura se odvozuje od skeletu
heterocyklického flavanu (/, cit.®). Majoritnimi slozkami
chmele jsou nejcastéji katechin, epikatechin a jejich poly-
mery proanthokyanidiny, dale flavonoly rutin, kvercetin
ake;npferoﬂ. Déle také prenylovany chalkon xanthohu-
mol°.

4

Chmelové flavonoidy se obvykle rozd€luji do Ctyt
podskupin na chalkony, flavanoly, flavonoly a anthokyani-
diny’. Chalkony jsou prvnimi intermediaty v biosynthéze
flavonoidd vznikajicimi reakci mezi kyselinou kumarovou
a tfemi acetatovymi jednotkami, katalyzovanou enzymem
chalkonsynthasou. Dalsi adice prenylu nebo geranylu mo-
hou vést k prenylovanym chalkonim. Flavanonova struk-
tura vznika izomeraci chalkonu enzymem chalkonisomera-
sou a jeji nasledna oxidace vede k flavonolim, kdeZto
redukce k flavanoliim. Flavanolova polymerace muze dale
vést k dobfe znamym proanthokyanogentim. V tomto pfi-
padé se vytvaii vazba mezi C-8 kruhu A a C-4 kruhu C.
Kratké polymery s méné nez 10 jednotkami jsou obvykle
oznacovany jako oligomery, kdezto dlouhé fetézce jsou
znamy jako taniny, viz. (schéma 1, cit.>'*'").

2.1. Prenylflavonoidy chmele

Pouze né&kolik malo vysSich rostlin umi syntetizovat
prenylované flavonoidy, asi 5 % znamych prenylovanych
flavonoidii pochdzi zchmele. Rostlina biosyntetizuje
a sekretuje prenylflavonoidy spolu s chmelovymi pryskyfi-
cemi a silicemi do lupulinovych Zlazek. Chmelové hlavky
obsahuji pomérné velké mnozstvi flavonoida s preny-
lovym nebo geranylovym substituentem na kruhu A. Vice
nez 80 az 90 % znich tvoifi XN v mnozstvich 0,2 az
1,1 hm.% v suding chmele®, ktery prechazi do piva
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Obr. 1. Izomeracni pieména xanthohumolu v isoxanthohumol
béhem chmelovaru'?

Chalkony

Flavanony

Pn= _HZC/Y Gn = _H2C/Y\/Y

isoprenyl geranyl
C.  Trividlni nazev Rik R, Ry Ry
Chalkony
1 Xanthohumol Ph H H Me
11 Xanthogalenol Pn H Me H
| 4’-O-Methylxanthohumol Pn Me H Me
w 4°,6’-Di-O- H Me H Me
-methylchalkonaringenin
Vv Desmethylxanthohumol Pn H H H
74 3’-Geranylchalkonaringenin Gn H H H
Vil 3’°,5’-Diprenylchalkonaringenin Pn H Pn H
VIl  5’-Prenylxanthohumol Pn H Pn Me
Flavanony
XII  Isoxanthohumol Me H H Pn

X1V 7-O-Methyl-6-prenylnaringenin H Pn Me H
4 7-O-Methyl-8-prenylnaringenin H H Me Pn

XVl  5,7-Di-O-methyl-8- Me H Me Pn
-prenylnaringenin

XVII  5,7-Di-O-methylnaringenin Me H Me
XVIII  6-Prenylnaringenin H Pn H H
XIX  8-Prenylnaringenin H H H Pn
XX 6-Geranylnaringenin H Gn H H
XXI  8-Geranylnaringenin H H H Gn
XXII  6,8-Diprenylnaringenin H Pn H Pn
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v izomerované formé jako IX, podobné jako napt. o-hotka
kyselina na iso-a-hotkou kyselinu. Tato podobnost a sku-
teCnost, ze se pii analytickém stanoveni pouziva extrakce
organickymi rozpoustédly, ho fadi mezi chmelové prysky-
fice (obr. 1). Déle je ve chmelu vice zastoupen desmethyl-
xanthohumol (2-5 %) a xanthohumol C (1-2 %), ostatni
prenylflavonoidy se ve chmelu nachézi pouze ve stopovém
mnozstvi'>"®. Chemické vzorce prenylflavonoidii chmele
jsou uvedeny na obr. 2 (cit.®).

Prenylflavonoidy chmele prozkoumal zatim nejlépe
Stevens a spol. Ve vice nez 120 vzorcich chmele
(Humulus lupulus) a (Humulus japonicus) z 52 odrad a tii
divokych taxont objevil 22 prenylovanych flavonoidd. XN
byl hlavni prenylflavonoid ve v8ech vzorcich chmele a byl
doprovazen 11 strukturné podobnymi chalkony. Deset
flavonoidd bylo identifikovano jako flavanonové izomery
téchto chalkond. Tii jiné prenylované chalkony byly obje-
veny v americké odriidé¢ Galena, jeden z nich, ktery byl
identifikovan jako 3’-prenyl-4’-O-methylchalkonaringenin,

(6] O OMe ‘ OH
HO X
OH O

IX Xanthohumol B

o} OMe OH
O
OH O

X Xanthohumol C

XI Xanthomumol D

XII Xanthohumol E

Obr. 2. Prenylované flavonoidy chmele a chmelovych vyrobkii a jejich izomery; Pn — isoprenyl, Gn — geranyl
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byl pojmenovan xanthogalenol. K identifikaci byla pouzi-
vana HPLC s hmotnostni detekci fragmenti (MS-CID
a CAD), ktera vSak neuméla rozdélit chalkony od jejich
izomerovanych flavanond, proto byla pouzivana i UV
detekce. Vétsina chalkond ma absorbéni maxima blizko
370 nm, kdezto jejich izomerované flavanony blizko
290 nm. Z ¢eskych odrid byly zkoumany bezvir6zni klony
&. 36, 38 a 72 Zateckého poloraného &erveiiaku (Saazer).
Bylo zjisténo, ze ze zkoumanych odrid obsahuji nejvice
desmethylxanthohumolu, zato vSak neobsahuji zadny
xanthogalenol ani jiné 4’-O-methylchalkony, a tudiz ani
74dné jejich izomerované flavanony®.

Obsah XN a ostatnich prenylflavonoidii ve chmelu
z4visi na odridé¢ a stresovych faktorech, dale pak na skla-
dovani podobné jako u a-hotkych kyselin. Béhem pilroc-
niho skladovani mize obsah prenylflavonoidi poklesnout
az 0 50 % (cit."*). U odrtid Nugget a Perle péstovanych
v USA a Némecku bylo zjisténo, ze mnozstvi XN ve
chmelu zavisi nejen na odridé, ale i na péstebni oblasti
a péstebnich podminkach'>'. Aromatické odridy ho obsa-
huji mén& neZ odridy vysokoobsazné. Zatecky polorany
Cervenak ho obsahuje podle Fostera asi 0,35 hm.% v susi-
n&'®. Ceské odrady ze sklizné 2002 obsahovaly podle
Chmelaiského institutu primémé: Zatecky polorany erve-
nak 0,33 hm.% XN vsuSiné, Premiant 0,37 hm.% XN
v susing, Sladek 0,71 hm.% XN v su$in€, Bor 0,49 hm.% XN
v susin€, Agnus 1,01 hm.% XN v susin¢é. Obsahy XN u za-
hrani¢nich odrid se pohybovaly v rozmezi 0,22—1,09 hm.%
v susing'’.

3. Chemické vlastnosti xanthohumolu

a isoxanthohumolu

XN je Zluto-oranzova krystalickd latka nepolarni po-
vahy obsazena spolu s chmelovymi pryskyficemi a silice-
mi v chmelovych hlavkach vsech chmelovych odrid. Je to
latka, ktera patii mezi chalkony a prenylované flavonoidy.
Jeji povahou je moZné ji fadit mezi polyfenoly i mezi
chmelové pryskyfice. Bod tani této latky je 160 °C. Podle
Stevense je XN téméF nerozpustny ve vodé (1,3 mg.1™" pfi
8 °C, cit.'?), petroletheru a pivu (4 mg.1™" pii 8 °C, cit.'?),
krystalizuje v 50% ethanolu, 50% acetonu, kyseliné octo-
vé, chloroformu, benzenu a toluenu. S ethanolovym rozto-
kem chloridu Zelezit¢ho tvofi hnédo-Cerné slouceniny.
Neni opticky aktivni. Rozpousti se v silném hydroxidu a
v kyselin¢ sirové za tvorby tmavé Cervené slouceniny.
Chalkon XN se ve slabé alkalickém prostredi (5% NaOH)
izomeruje z 95 % na flavanon IX, zpétnd konverze na XN
s vytézkem okolo 5 % je mozna pomoci 40% kyseliny
fluorovodikové®. Molekulovy vzorec XN je CpHyOs
a jeho molekulovd hmotnost je 3544 gmol™. Cislo
v databazi CAS je [6754-58-1]. Maximalni absorbance XN
v UV zafeni je pti 367,8 nm (1 mg XN/ 100 ml methanolu)'®.
Chemické vlastnosti ostatnich prenylflavonoidi chmele
jsou uvedeny v tabulce I, cit.®.

IX je svétle zlutd krystalickd latka, méné rozpustna
nez XN. S ethanolovym roztokem chloridu zelezitého tvori
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Tabulka I
Chromatografické a spektralni data prenylflavonoidi®

C.  Trivialni nazev UVAn, APCI-
[nm]v MS, m/z
MeOH (MH)"
Chalkony
1 Xanthohumol 368 355
2 Xanthogalenol 365 355
3 4'-O-Methylxanthohumol 367 369
4 4'6"-Di-O- 367 301
-methylchalkonaringenin
5 Desmethylxanthohumol 366 341
6 3'-Geranylchalkonaringenin 367 409
7 3',5'-Diprenylchalkonaringenin 372 409
8 5'-Prenylxanthohumol 371 423
9 Xanthohumol B 370 371
10 Xanthohumol C 371 353
11 Xanthohumol D 369 371
12 Xanthohumol E 369 407
Flavanony
13 Isoxanthohumol 287 355
14 7-O-Methyl-6-prenylnaringenin 291 355
15 7-O-Methyl-8-prenylnaringenin 291 355
16 5,7-Di-O-methyl-8- 287 369
-prenylnaringenin
17 5,7-Di-O-methylnaringenin 283 301
18 6-Prenylnaringenin 291 341
19 8-Prenylnaringenin 291 341
20 6,8-Diprenylnaringenin 295 409
21 6-Geranylnaringenin 294 409
22 8-Geranylnaringenin 294 409

tmavé Zluté sloudeniny’. Maximalni absorbance IX v UV
zéfent je pii 287 nm (1 mg IX/ 100 ml methanolu)'®.
Typické polyfenoly jsou koncentrovany v listenech
chmelovych SiStic a maji polarni charakter, a proto jsou
dobfe rozpustné v horké vode. V nepoldrnich rozpouste-
dlech jako je napt. CO, nebo hexan jsou velmi malo roz-
pustné. Ackoli vétSina flavonoidi je dobfe rozpustna
v horké vodé, nepolarni XN tvofi vyjimku. Hromadi se
spolu s tvrdymi pryskyficemi a oleji v lupulinovych zlaz-
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kach, ale ne v listenech chmelovych §istic. V superkritic-
kém CO, (napf. pti 30 MPa, 50 °C) je XN rozpustny pouze
ve stopach. V ethanolu se rozpousti 90 % vSech prenylfla-
vonoidii chmele, XN je proto zastoupen v ethanolovych
extraktech chmele a jeho koncentrace zde mize dosahnout
az k 10 hm.% (cit.").

3.1.Biotransformace
xanthohumolu

Ackoliv se flavonoidy hojné vyskytuji v pfirodé,
o jejich metabolismu v Zzivocisnych organismech toho
vime malo. Primarné se flavonoidy biotransformuji jatry a
stitevni mikroflérou. Pomoci glukuronidace (na volnou OH
skupinu flavonoidu se navaze kyselina glukuronova) se
vyluCuji napi. kvercetin, rutin, genistein a kempferol,
avsak o biotransformacich prenylovanych flavonoidt vime
jen malo. Glukuronidace je hlavni metabolicka cesta 2.
faze detoxifikacnich procesii vétSiny xenobiotik, vcetné
flavonoidi a je katalyzovana enzymem UDP-glukuronosyl
transferasou, kterd je soucasti membrany endoplazmatic-
kého retikula bunék jaternich mikrosomt. Vyzkum se za-
méfil na glukuronidy XN z potkanich a lidskych jater.
Metodou HPLC byly nalezeny dva hlavni glukuronidy
XN. V glukuronidu G1 se navazala kyselina glukuronova
na XN pies hydroxylovou skupinu jadra A a v glukuronidu
G2 se navézala kyselina glukuronova na XN pfes hydroxy-
lovou skupinu jadra B (cit."”). V dalii studii se vyzkum
zaméfil na metabolismus XN potkanimi jaternimi mikro-
somy a odhalil, Ze je XN odbouravan na 3 polarni metabo-
lity. Dva byly identifikovany jako hydroxylované isopro-
pyldihydrofurano derivaty XN a tfeti jako 2- nebo 3-
hydroxyxanthohumol (cit.*®). Odbouravani XN kvasinkou
Pichia membranifaciens vedlo ke tfem metabolitim, vzni-
kal (E)-2”-(2”-hydroxyisopropyl)-dihydrofurano[2”,3” :
4’3’ 1-2’,4-dihydroxy-6’-methoxychalkon, dale pak (25)-
27-(2-hydroxyisopropyl)-dihydrofurano[2”,37:7,8]-4’-
hydroxy-5-methoxyflavanon a (E)-2”-(2”-hydroxyiso-
propyl)-dihydrofurano[2”,37:2°,3°]-4’-hydroxy-6’-metho-
xychalkon. Odbouravani probiha tak, Ze nejprve vznika
z prenylové skupiny epoxid mezi 2. a 3. uhlikem prenylu,
posléze probiha nukleofilni cyklizace za vzniku dvou chal-
konil jako produkti®'.

4. Vliv prenylflavonoidi na lidské zdravi

Preparat obsahujici jako ucinné latky XN a humulon
byl v USA patentovan jako 1éCebny prostiedek na osteo-
porézu®*. Dale u n&j byla prokazana vysoka antioxida¢ni
aktivita pfi inhibici médi katalyzované oxidace LDL
(nizkodenzitni lipoprotein), kterd hraje roli pfi vzniku ate-
rosklerdzy a mize vést k cévnim chorobam, infarktu myo-
kardu, arteriosklerdze &i mrtvici>* 2. XN a xanthohumol B
inhibuji enzym diacylglycerolacyltransferasu (DGAT) [EC
2.3.1.20], kterd preménuje diacylglycerol na triacyglyce-
rol, a tim chrani opét proti aterosklerdze. Vyssi hladiny
triacylglycerold v urcitych organech a tkanich téla zvysuji
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riziko obezity, ztuénéni jater (steatdozy) a hypertri-
glyceridemie vedouci k vdznym chorobam jako napf. ate-
roskleroze, cukrovce, metabolickému zvratu a sniZeni
funkénosti nékterého organu®’. Tyto a jiné vlastnosti fadi
XN, IX a ostatni prenylflavonoidy chmele spise mezi poly-
fenoly, nebot’ antioxidacni kapacita je pfimo spjata
s poctem hydroxylovych skupin.

IX, ktery se nachdzi v pivu, mé prokazané antikarce-
rogenni U¢inky. Pfi blokovani §kodlivé pisobicich enzymi
je dokonce i¢ingj3i nez XN (cit.?®).

XN a nékteré chmelové prenylflavonoidy mohou
inhibovat enzymy cytochromu P-450, které preménuji
prokarcinogeny v karcinogenni slouceniny. Poznatky na-
znacuji, ze tyto chmelové prenylflavonoidy mohou byt
efektivnimi  protinadorovymi  1éCivy, které blokuji
cytochromem P-450 zprostfedkovanou aktivaci prokarci-
nogend a indukuji karcinogen-detoxifika¢ni enzym chi-
nonreduktasu®. Studie ukazuji, ze XN, xanthohumol C
a IX maji efektivni protinadorové ucinky na bunky lidské-
ho karcinomu prsu (MCF-7), tlusté¢ho stfeva (HT-29)
a vaje¢nikt (A-2780) v davkach od 0,1 do 100 uM (cit.*®).

Chmel je vedle so6ji a jetele jednim z nejbohatSich
pfirodnich zdroji fytoestrogenl.. Zvlasté zajimavé jsou
fytoestrogenni vlastnosti prenylflavonoidd. Estrogenni
aktivita prenylovanych flavonoidl je dobfe zndma, done-
davna se myslelo, ze ji zpusobuje XN, n¢kdy také pro tuto
vlastnost nazyvany chmelovy hormon, avSak znovéjsich
poznatkid vyplyva, ze samotny XN nema zadnou estrogen-
ni aktivitu. Estrogenni vlastnosti byly vSak prokazany u IX
a 8-prenylnaringeninu a u nékolika dalSich prenylovanych
flavanont. 8-Prenylnaringenin patii mezi nejsilnéjsi rost-
linné estrogeny neboli fytoestrogeny vibec. Ve chmelu
jsou tyto latky obsazeny pouze v nepatrném mnoZzstvi,
v hotovém pivu se tak nalézaji ve stopovém mnozstvi
a jejich obsah se pohybuje od 0,4 do 4,0 mg.1™" (cit.>' ™).

V dne$ni dobé se muiZeme setkat i na naSem trhu
s fadou pfirodnich preparati obsahujich flavonoidy séji,
isoflavony, které udajné snizuji riziko vyskytu riznych
typt rakoviny a maji i pfiznivy vliv proti kornaténi srdec-
nich tepen. Pomahaji tidajné i pfi klimakterickych potizich,
pfi poruchach menstruace, pfi depresich, zvySené tnave,
bolestech hlavy, migrénach, zavratich, nespavosti apod.
Podobné ucinky se predpokladaji i u nékterych chmelo-
vych flavonoidd, zv1asté u téch s fytoestrogenni aktivitou.

5. Bilance xanthohumolu béhem vyroby piva

Prenylflavonoidy chmele se dostavaji do piva béhem
chmelovaru nebo druhotného chmeleni. Stevens a spol.
provedli né€kolik pokusnych chmeleni. Jestlize se chmelilo
jednou davkou na zacatku chmelovaru (172 g na 12° pivo)
byla ucinnost extrakce XN horkou vodou asi 87 rel.%
Z mnozstvi XN, ktery pteSel do mladiny chmelovarem,
bylo asi 18rel.% navazano na zkoagulované bilkoviny
aasi 12rel.% se ztratilo v horkych kalech. V odpadnim
chmelu ziistalo asi 13 rel.% Dalsi ztraty vznikaly b&hem
chladnuti kalt (6 %) a fermentace (11 %). Pouze asi
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30 rel.% se nalézalo v hotovém pivu, 98 % bylo vSak ve
form& IX. Celkova ztrita XN byla kolem 60 rel.% +
13 rel.% ztraty extrakci. Stabilizace piva polyvinylpolypy-
rolidonem (PVPP) snizila obsah IX asi o 30 rel.% Jestlize
se chmelilo na dvé davky, na zacatku chmelovaru 128 g a
na konci 137 g, celkem tedy 265 g na 12° pivo, pak bylo
ztraceno v odpadnim chmelu a horkych kalech asi 40 rel.%
Pouze asi 22 rel.% se nalézalo v hotovém pivu. Celkova
ztrata byla asi 64 rel.% + 14 rel.% ztraty extrakci. Konec-
ny obsah IX v lahvovych pivech svétovych znacek se pro-
to pohybuje od 0,4 do 4,0 mg.I"*, obvykle okolo 1,5 mg.1™
(cit.'>"9).

Forster zkoumal, jaké mnozstvi ptidaného XN zusta-
ne v hotovém pivu. Z pocatecni davky 5 mg XN do 1 litru
sladiny zbylo na konci 35 min dlouhého chmelovaru
v mlading€ 0,4 mg XN a 1,5 mg IX, celkem byla suma latek
1,9 mg, coz je 38 rel.% Na konci kvaseni byla suma obou
latek uz jen 30 rel.% A po konecné filtraci a stabilizaci jen
15 rel.% (cit.*).

6. Zavér

XN, IX a ostatni prenylflavonoidy chmele jsou pozo-
ruhodné slouceniny, které teprve nyni nachazeji vyuZiti jak
v pivovarském prumyslu, tak i v fadé jinych odvétvi. XN
miiZze slouZit jako pfirodni antioxidant a jako latka pro-
spésna lidskému zdravi nejen v pivu, ale i v novych typech
1é¢iv a potravinovych doplicich. Je to latka, ktera zvysSuje
trvanlivost piva i jeho uzitnou hodnotu. Vzristajici pocet
zprav o vyuziti téchto latek k 1é¢b¢ fady nadorl a civili-
zaCnich nemoci nabizi vyuziti v chemoprevenci téchto
chorob. UZ nyni se XN pouziva k 1é€bé osteopordzy a
v budoucnu se jeho aplikace jisté rozsifi. V Némecku se
vazn€ zabyvaji vyuzitim zbytku po extrakci CO,,ktery
obsahuje velké mnozstvi prenylflavonoidd, a pfidavaji ho
do piva za ucelem zlepSeni trvanlivosti, hotkosti a uzitné
hodnoty piva®™. Potencial prenylovanych flavonoida je
obrovsky, v blizké budoucnosti si tyto latky mohou najit
uplatnéni i v oborech, kde bychom je viibec necekali.
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P. Hofta, P. Dostalek, and G. Basarova
(Department of Fermentation Chemistry and Bioenginee-
ring, Institute of Chemical Technology, Prague): Xantho-
humol - a Hop Resin or Hop Polyphenol ?

The existing and new findings on xanthohumol and
other prenylated hop flavonoids are reviewed. First, syn-
thesis of flavonoids and prenylated flavonoids in plants is
described. The contents of major prenylflavonoids in hops
in general and the xanthohumol contents in Czech culti-
vars in the last year are listed. Formulae of all the known
hop prenylflavonoids and their chemical, physical and
biochemical properties are given. Their effect on human
health and their current and potential future utilization are
discussed. Biotransformations of xanthohumol in microor-
ganisms, mammals and humans are also mentioned. The
balance of xanthohumol and isoxanthohumol in the pro-
duction of beer is given.
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POLAROGRAFIE A MEDICINA (o¢ima internetového vyhlediavate MEDLINE v tidobi od

roku 1997)
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Polarografie nalezla zdhy po svém zavedeni do praxe
znac¢ného uplatnéni i v 1ékafskych védach, véetné farmacie
— 0 tom sved¢i ostatné i obsahla monografie M. Bieziny
a P. Zumana Polarografie v lékarstvi, biochemii a farmacii
(vydalo SZN Praha, 1952), prelozena posléze do anglicti-
ny, néméiny a rustiny. Toto obsahlé dilo ziistava bezpo-
chyby stale vynikajicim zdrojem informaci pro pouziti
polarografie ve jmenovanych oborech, pfipadné mize byt
inspiraci pro modifikaci starych, ¢i vyzkum novych analy-
tickych metod pro soudoby vyzkum a praxi, realizovany
soucasnym pfistrojovym parkem.

Soucasny stav vyuziti polarografie v riznych oblas-
tech mediciny (i farmacie) byl proveden studiem stavu pub-
likaci za poslednich 5 let pomoci vyhleddvace MEDLINE
zadanim hesla POLAROGRAPHY a hesla charakterizuji-
ciho ptislusnou oblast mediciny.

Timto zplGsobem bylo zaznamenano pres 500 praci
(z toho zhruba tfetina pfislusi 1é¢iviim). Nutno ovSem re-
spektovat nékolik prekryvi a naopak téz urcité casové pro-
dleni pii zafazovani publikovanych praci do MEDLINu,
jakoz i fakt, ze hesla POLAROGRAPHY v téchto pracich
nerespektuji disledné nazvoslovi [UPAC definujici termin
polarografie a termin voltametrie. JestliZze bylo nastaveno
heslo POLAROGRAHY OR VOLTAMMETRY, tak bylo
zaznamendno za poslednich pét let téméf 2000 praci —
nejvetsi rozdil mezi poétem praci pod heslem POLARO-
GRAPHY a druhym sdruZenym heslem bylo ve skupinach
DRUGS, DNA, PHARMACY, PHYSIOLOGY a hlavn¢
IN VIVO MEASUREMENTS, kde byl nartist osminasob-
ny.

Pozoruhodnym poznatkem je fakt, Ze vyuziti polaro-
grafie/voltametrie v 1ékaiskych védach se rozsituje z pole
pouhého analytického stanoveni 1éciv a fyziologicky vy-
znamnych sloucenin na metody slouzici v riznych ex vivo
a in vivo aplikacich, jako napt. pii chorobéach kardiovasku-
larnich a onkologickych. Nelze ovsem podcenit ani roz-
sahlé aplikace in vivo v oblasti neurologické ¢i neuroche-
mické (viz napt.'?, piipadné pro zékladni informace®)
a metody diagnostické, z nichZ nutno uvést snahy vytvofit
specificky citlivé elektrochemické DNA-senzory (napi.?)
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zaloZzené na vyuziti hybridizacnich postupl. Pfi zatim
predbéznych laboratornich pokusech se jedna o diagnosti-
ku nékterych chorob zpisobenych bakteriemi (napf. TBC)
nebo viry (napt. HIV, hepatis B). Mnoho praci je téz véno-
véano studiu a indikaci poSkozeni DNA toxickymi latkami
za ucelem environmentalniho monitoringu.

V oblasti kardiovaskuldrnich chorob se ¢asto jedna
o polarografické sledovani prabéhu uvoliovani oxidu dus-
natého z 1é&v napf. nitroglycerinu’, ktery se ziiGastiuje
enzymatickych reakci vedoucich k tvorbé guanosinmono-
fosfatu pisobiciho vasodilatacné. Ke stanoveni ,,molekuly
stoleti“, jak je NO Casto nazyvan, se nejcastéji pouziva
uhlikové vldknové mikroelektrody modifikované porfyri-
nem a Nafionem. Oxid dusnaty se na této elektrodé oxidu-
je pfi ¥550 mV (Ag/AgCl), zatim co pfi druhém piku pfi
+700 mV se oxiduje dusitanovy anion®. (Standard se pfi-
pravuje z nasyceného roztoku 2mM-NO ve vod¢). Vzhle-
dem k tomu, Ze se NO snadno oxiduje vzduchem (a pik
NO ale i NO;™ se rychle s ¢asem sniZuje), je pfi n€kterych
méfenich ex vivo davana prednost amperometrickému
meéfeni pii +550 mV. Toto amperometrické meéfeni bylo
autory aplikovano na méfeni NO vznikajiciho enzymatic-
kou reakci z L-argininu v endotelovych butikach fezl krysi
aorty a sledovéani jeho inhibice adrenalinem doprovédzené
stahem tkané a zpétné relaxace oxidem dusnatym. Stano-
veni NO se také provadi’ ve specialni plynotésné komiirce
pomoci jeho reakce s O, na nitrit, jehoz mnozstvi se urci
polarograficky poklesem koncentrace kysliku. Metodu
citovani autofi pouzivaji pro stanoveni v zdsobnich rozto-
cich NO, v suspenzich endotelovych bunék apod. Obdobné
aplikace polarografie na stanoveni NO v souvislosti s nit-
rovasodila¢nimy 1lé¢ivy jsou znacné hojné. Dale se slusi
uvést studium enzymi*™® konvertujicich angiotenzin I na
angiotenzin II, zplsobujici ziZeni cév, studium mitochon-
dridlni respiracni funkce pii ischemické chorobé, zjistova-
ni vlivu vybranych latek (napf. i koenzymu Q 10) na pro-
tektivni G&inek pii ischemickych chorobach™, atd.

V onkologii se ¢asto jednd o tzv. polarografické mé-
feni in vivo parcialniho tlaku kysliku v tumorech: snizena
dodavka kysliku tkanim — hypoxie totiz znamend sniZenou
citlivost ¢i viibec necitlivost na 1é¢bu ozafovanim ¢i che-
moterapeutiky, (a tudiz volbu jiného zptusobu 1écby). Par-
cialnim tlakem kysliku je také ovlivnéna volba davky radi-
acniho zafeni. K méfeni parcidlniho tlaku se mimo jiné
pouziva také polarografické metody, nazyvané eppendor-
fovou histografii (Kimoc 6650, Sigma pO, — Histograph,
fy Eppendorf, Hamburk-Eppendorf, Némecko) (viz
). Pfi této metod¢ se pouziva tzv. eppendorfské
jehly, coz je do jisté miry obdoba Clarkova ¢idla na kyslik
ovSem v upravé, aby se celé ¢idlo vmeéstnalo do trubicky
priméru kolem 5 az 50 mikrometrti.). Tato jehla se vpi-
chuje bud’ pfimo do podkoZznich tumort, nebo zavadi po-
moci trokaru. Hloubka vpichu a jejich poloha se kontroluje
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pocitacem, ktery ovladd mikromanipulator posunujici
jehlu v8emi sméry (za sonografické kontroly) tak, aby se
ziskalo co nejvice mérnych bodi (v centralni ¢asti tumoru
byla naméfena niZ§i tenze kysliku neZz v perifernich oblas-
tech). Naméfené hodnoty pO, v tumorech se pohybuji
v rozmezi od 5 torr a méné (u hypoxidickych karcinomit)
az do hodnot kolem 25 az 50 torr. Normalni tkan jevi pO,
kolem 60 torr, jak pied, tak i po ozafeni''. Prace'” se zaby-
va mechanismy, které vedou k shora zminéné resistenci na
lécbu hypoxidickych tumort ozafovanim ¢i chemoterapeu-
tiky a uvazuje o postupech, které by mohly tuto nezadouci
odolnost eliminovat. Tak napt. lepsi vyhlidky na radiotera-
pii a chemoterapii pfineslo okysli¢eni tumort elektrosti-
mulaci”. Pfedbézné studie nasvédéuji, ze v nékterych pii-
padech po ozateni hypoxidického tumoru doslo k reoxida-
¢i, napt. z hodnoty pO, 3,2 torr na 6,5 torr'*. V n&kterych
ptipadech byly tyto zmény i podstatng vétsi, viz napt.">. Je
usuzovano, ze tato reoxidace by v nékterych pfipadech
rakovinnych onemocnéni mohla mit urcity prognosticky
vyznam pro jeji terapii, nékteré prace ale uvadeji, ze histo-
graficka metoda neni vzdy dostate¢né selektivnim testem
pro volbu 1écby'®.

V souvislosti se zminénym méfenim parcidlniho
tlaku kysliku 1ze upozornit na konstrukci Clarkova mikro-
¢idla o povrchu pracovni elektrody mensim nez 0,01 mm?
(cit."), pouzivaného k méfeni spotieby kysliku kufeciho
embrya pro toxikologické ucely. Aby se ziskalo vice mér-
nych bodu, bylo ¢idlo rozdéleno na sedm symetricky umis-
ténych mérnych elektrodovych poli na plose o priméru
0,05 mm.Toto ¢idlo by bylo jist¢ vhodné i pro zminéné
onkologické aplikace. Z dalSich onkologickych aplikaci
polarografie ¢i voltametrie 1ze jesté¢ zminit zjiStovani pro-
tirakovinové aktivity meéfenim ribonukleotidové reduktasy,
studium karcinogenni aktivity chemickych latek, studium
zhaSeni hydroxylovych radikaldi, naruSeni fetézce DNA,
interakce DNA chemickymi slou¢eninami pfipadné kance-
rostatiky a jejich metabolity, atd.

Lékatskymi aplikacemi casto prolind problematika
metabolismu kysliku — at’ jiz jde o mitochondridlni respi-
raéni fetézec'®, enzymy dychaciho fetdzce a jeho poruchy,
inhibitory oxidasy, v neurochemii, efekt riznych latek na
respiraci a aktivitu enzymu pfi pfenosu elektronu. Dale se
jedna o sledovani rychlosti oxidativni fosforylace — o po-
mér ADP/O,, detekci respiracnich efektdl v bunécnych
kulturdch", méfeni riiznych interferenci a inhibici 1é¢iv.
Zde budiz znovu poukazano na rozsahlé vyuziti polarogra-
fie pii stanoveni 1éCiv v riznych matricich (napf. v télnich
tekutinach).

V ramci sledovani vyznamu polarografie v 1ékat-
skych védach by ovSem také nemél byt opomenut vyznam
polarografie v environmentalni analyze.

Popsanymi aplikacemi zdaleka nekonci vyuziti elek-
trochemickych metod v Iékaiskych védach, jak se lze pie-
svédcit napt. nastavenim vhodnych hesel na internetovych
vyhledavacich.
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R. Kalvoda (J. Heyrovsky Institute of Physical Che-
mistry, Academy of Sciences of the Czech Republic,
Dolejskova 3, 182 23 Praha 8): Polarography and Medi-
cine (from the Viewpoint of the MEDLINE Internet
Searcher)

In studying publications mentioning the utilization of
polarography/voltammetry in various branches of medici-
ne or pharmacy in the last five years (ca. 2000), it was
found that a certain focus of their applications is in cardio-
vascular and oncological disciplines. In the former field,
itis particularly the release of nitrogen oxide in studies of
the vasodilation effect of drugs. In oncology, the oxygen
partial pressure in tumours is measured voltammetrically
in vivo.
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1. Uvod

Cytokininy (CK) tvofi jednu z péti hlavnich skupin
rostlinnych hormont (fytohormont). Fytohormony regulu-
ji ristové a vyvojové procesy rostlin. Cytokininy byly
definovany jako latky, které v pfitomnosti auxinu (rovnéz
fytohormon) stimuluji bun&ené déleni'?. Mezi hlavni fyzi-
ologické ucinky CK patii potlacovani apikalni dominance,
indukce regenerace organt, zpomaleni starnuti, udrzovani
vysoké metabolické aktivity rostlinnych pletiv a dal3i’.

Podle chemické struktury je miizeme rozdélit do dvou
hlavnich skupin: a) derivaty adeninu, ») derivaty mocovi-
ny a thiomocoviny. Tento ¢lanek je vé€novan pfirozené se
vyskytujicim cytokininlim adeninového typu. Do této sku-
piny spadaji dvé zakladni podskupiny, jez jsou podle cha-
rakteru postranniho fetézce oznaCovany jako isoprenoidni
a aromatické. Uvnitf té€chto podskupin pak mizeme nalézt
ruzné derivaty (metabolity) volnych bazi, ribosidl a nukle-
otidl, az po N-glukosidy, piipadné O-glukosidy a konju-
gaty s aminokyselinami. Strukturni odli$nost téchto meta-
bolith ma za nésledek jejich rtiznou biologickou aktivitu.
Konkrétné€ cytokininové nukleotidy jsou povazovany za
prekurzory transportnich forem (ribosidl) a vlastnich ak-
tivnich CK (volnych bézi). Naproti tomu cytokininové
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glukosidy jsou produkty deaktivacnich metabolickych
drah. Volné baze a ribosidy vykazuji vysokou biologic-
kou aktivitu. Ostatni derivaty jsou bud’ zcela net¢inné
(N-glukosidy) nebo docasné¢ netcinné (O-glukosidy).
shrnuty v tabulce 1.

Rostlinné pletivo obsahuje viceslozkovou smés meta-
bolitt, jez se vyskytuji i viadové odlisnych hladinach.
CK se v rostlinach, az na n¢kolik malo vyjimek, vyskytuji
ve velmi nizkych koncentracich (fmol-pmol.g™ &erstvé
hmoty). ObtiZze spojené s analyzou CK v rostlinném ex-
traktu jsou tedy znac¢né zejména vzhledem k tomu, ze je
nutné odlisit studovanou latku od neobvykle velkého poctu
necistot. Vhodna analytickd metoda pro studium CK
v rostlinach proto vyzaduje spojeni efektivniho Cisticiho
postupu a citlivé a dostatecné selektivni analytické kon-
covky. Pozadavky kladené na analytickou metodu se po-
chopitelné dale lisi podle momentéalnich potieb biologu,
druhu pouzitého pletiva ¢i organu, metody studia a podle
problémovych otazek, které je tieba zodpovédét. Napf.
bude-li zapotfebi provést screening obsahu Siroké skaly
CK u nékolika kultivart modelové rostliny Arabidopsis
thaliana L., kde neni k dispozici dostatecné mnozstvi vy-
choziho rostlinného materidlu, méla by zvolend metoda
byt vysoce selektivni a vyjimecné citliva. Naopak ptjde-li
o pouhé sledovani tbytku (spotfeby) jednoho syntetického
cytokininu ptidané¢ho do kultivacniho média, postaci meto-
da pfiméfené selektivni s priimeérnou citlivosti. V druhém
pripadé bude mozno rovnéz zjednodusit Cistici postup, coz
v praxi znamend Usporu materidlu i ¢asu. S nastupem citli-
vych kombinovanych technik (HPLC/MS, GC/MS) narts-
taji moznosti studovat CK nejen na Urovni celé rostliny
a jejich organu (listy, kofen, kvét), ale i na arovni nizsich
organizaCnich struktur (pletiva, buniky). Analytikovi je
pritom kladena otdzka, jaké nejmensi mnozstvi vychoziho
materidlu je ke spolehlivé identifikaci nebo stanoveni po-
stacujici. Tam, kde bylo dfive pfi pouziti imunoanalytic-
kych nebo GC/MS technik zapotiebi jednotek az desitek
gramu Cerstvé hmoty, postaci pti pouziti HPLC/MS néko-
lik set miligram az gram.

V nasledujicich odstavcich jsou shrnuty a porovnany
vSechny obecné pouzivané analytické metody studia CK,
ato podle jednotlivych analytickych parametri (citlivost,
selektivita, ¢asova a finanéni naro¢nost, robustnost meto-
dy, moznost automatizace), pokud jsou v puvodnich pra-
cich tyto parametry uvedeny.

2. Extrakce a ¢iSténi

Ulohou extrakénich procest je pievedeni latek, jez
jsou piedmétem naSeho zajmu, do extrakéniho cinidla tak,
aby v jejich pribéhu nedoslo k  degradaci latek
(enzymatické, tepelné, svétlem indukované, oxidativni)
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Tabulka I
Strukturni vzorce, nazvy a zkratky nékterych cytokinint
R1
HN™
L
NS
v
R2
R R’ R’ Nazev Zkratka
H - N’-isopentenyladenin iP
R - N-isopentenyladenosin iPR
f< G - N-isopentenyladenin-9-glukosid iP9G
RP - N-isopentenyladenosin-5'-monofosfat iPMP
H H trans-zeatin tZ
R H trans-zeatin ribosid tZR
CH,OR3 H G trans-zeatin-O-glukosid tZ0G
- R G trans-zeatinribosid-O-glukosid tZROG
RP H trans-zeatinribosid-5"-monofosfat tZMP
H H cis-zeatin cZ
R H cis-zeatinribosid ¢ZR
I< H G cis-zeatin-O-glukosid cZ0G
_ CH.OR3 R G cis-zeatinribosid-O-glukosid cZROG
2 RP H cis-zeatinribosid-5"-monofosfat cZMP
H H dihydrozeatin DHZ
R H dihydrozeatinribosid DHZR
CH,OR?® RP H dihydrozeatinribosid-5"-monofosfat DHZMP
J_< H G dihydrozeatin-O-glukosid DHZOG
R G dihydrozeatinribosid-O-glukosid DHZROG
H - N°-(benzylamino)purin BAP
R - N -(benzylamino)purinribosid BAPR
~CH3 G - N°~(benzylamino)purin-9-glukosid BAPIG
HO H - o-topolin oT
R - o-topolinribosid oTR
—CHj3 G - o-topolin-9-glukosid 0T9G
OH H — m-topolin mT
R - m-topolin ribosid mTR
_-CH; G - m-topolin-9-glukosid mT9G

H - vodik; R — B-D-ribofuranosyl; G — B-D-glukopyranosyl; RP — B-D-ribofuranosyl-5’-monofosfat
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a aby byl extrakéni vytézek pfijatelné vysoky pro pozado-
vané spektrum metabolitli — cytokininové nukleotidy, vol-
né baze, ribosidy, N-glukosidy a O-glukosidy. Z téchto
divodl jsou obvykle pro extrakci volena rozpoustédla
jako methanol, ethanol a aceton ¢i viceslozkové extrakéni
soustavy, mezi nimiz mé vysadni postaveni extrakéni smés
podle Bieleského®. Jedna se o smés methanol-chloroform-
kyselina mravenci-voda (12:3:1:4, v/v). Jeji slozeni bylo
optimalizovano s ohledem na extrakéni ucinnost a schop-
nost inaktivovat rostlinné fosfatasy® (enzymy zodpovédné
za vznik ribosidi odstépenim fosfati z molekul cytokini-
novych nukleotidit). Pii pouziti HPLC/MS ¢i GC/MS je
mozné pusobeni fosfatas monitorovat za pomoci internich
standardi, které jsou oznadeny riznym poétem “H a N
atomd v molekule®. Preventivnim opatfenim proti degrada-
ci CK je extrakce za snizené teploty, obvykle v rozmezi
4 °C az —20 °C (podle obsahu vodné slozky v extrakénim
Cinidle). Bézna doba Ucinné extrakce se podle druhu ex-
trakce a rostlinného pletiva pohybuje mezi 4 az 24 hodina-
mi.

Po extrakci a odstranéni tuhych podild centrifugaci
¢i filtraci nasleduje Cistici proces. Podle typu analytické
koncovky jsou na ¢isténi kladeny riizné naroky. Vsechny
tyto procesy vsak spojuje nékolik zakladnich pozadavku.
PeciSténi musi v prvni fad€ rozd¢lit celé spektrum cytoki-
ninovych metaboliti do podskupin — minimalné¢ do 3 frakci:
nukleotidové, bazické (volné baze, ribosidy, N-glukosidy)
a O-glukosidové, pro néz (vSechny spolecné) neexistuje
univerzalni analytickd koncovka. Ddle musi poskytnout
dostatecny stupen precisténi, ptiCemz by méla byt zacho-
vana uspokojiva navratnost analytd. To znamena, Ze jed-
notlivé stupné by mély eliminovat z ptivodniho rostlinného
extraktu vSechny ostatni latky (sekunddrni metabolity,
cukry, peptidy, aminokyseliny apod.). Pfecistény biologic-
ky materiél by pak obsahoval jen CK, pfipadn¢ latky, které
naslednou kvalitativni ¢i kvantitativni analyzu nerusi. Na-
vic by idedlni metoda méla byt natolik robustni, aby se
odli$ny metabolicky profil rostlinného extraktu neodrazel
v proménlivé navratnosti. Toto je dulezité napf. pfi studiu
CK v rtiznych rostlinach ¢i odbéru stejného vzorku pletiva
v jednotlivych vyvojovych stadiich rostliny. Bézné Cistici
postupy byvaji sestaveny z n€kolika stupiii, mezi nimiz je
nutno provést zahusténi vzorku (na rotacni vakuové odpar-
ce, odpafovanim v proudu dusiku nebo lyofilizaci) a pie-
vedeni do roztoku jiného sloZeni. Nejcastéji jde o kombi-
naci extrakce tuhou fazi (SPE) s iontové vyménnou a imu-
noafinitni chromatografii (IEC, IAC, cit.4). Malokteré meto-
dy koncové analyzy (RIA, ELISA, GC/MS, HPLC/MS) jsou
schopny pracovat s intaktnimi nukleotidy a O-glukosidy.
Proto je Casto nezbytné preménit nukleotidy na ribosidy
alkalickou fosfatasou a O-glukosidy pak na odpovidajici
ribosidy ¢i volné baze B-glukosidasou. Tak ziskame nukle-
otidovou (NT) a O-glukosidovou frakci (OG), ktera obsa-
huje pfislusné volné baze a ribosidy. Imunoafinitni chro-
matografie byva casto poslednim cisticim stupném. Proto-
ze imunoafinitni chromatografie je velmi vyznamn4 ¢istici
technika zejména pro svou vysokou selektivitu, je této
problematice vénovana zvlaStni pozornost (viz kapitola 6).
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Levnou, rychlou a ucinnou alternativou je uziti ex-
trakce kapalina-kapalina’. Metoda je zalozena na rozdilné
rozpustnosti CK ve vodé a butanolu pfi rizném pH.
Umoziuje oddéleni balastnich latek a soucasné frakcionaci
bazi a nukleotidt, pti¢emz navratnost je relativné vysoka
a stupenl preciSténi uspokojivy. NejnovejSim piistupem je
vSak extrakce tuhou fazi (SPE) vyuzivajici hybridni sor-
benty, které maji vlastnosti reverzni faze a iontoménice
soucasn&®. Takto lze vyrazné zjednodusit cely &istici po-
stup, nebot’ jedinou népliiovou kolonkou lze odstranit in-
terferujici latky z rostlinného extraktu a soucasné frakcio-
novat jednotlivé skupiny cytokininovych metaboliti, ale
ijinych fytohormont. Zanedbatelna neni ani ispora spo-
ttebniho materialu, rozpoustédel, chemikalii a pfedevsim
Casu. Kromé pouziti novych hybridnich sorbenti se pro
dalsi zkraceni celkové doby analyzy nabizi automatizace
zpracovani rostlinnych extraktt. Tak lze zvysit mnozstvi
vzorkl zpracovatelnych za 24 hodin z péti az osmi na né-
kolik desitek’.

3. Biotesty

Jak jiZz bylo feceno v uvodu, cytokininy ovliviluji
celou skalu fyziologickych procest. Biotesty se hodnoti
aktivita studovaného chemického individua v konkrétnim
biologickém procesu. Napft. kalusovym biotestem se zjis-
tuje schopnost cytokininu stimulovat bunécné déleni za
pritomnosti stalé koncentrace auxinu; senescen¢nim bio-
testem se zjiStuje schopnost cytokininu zpomalit degra-
daci chlorofylu'®. Takto ziskané hodnoty jsou poté po-
rovnavany s hodnotami znamych vysoce aktivnich deri-
vatl (6-(benzylamino)purin, zeatin). Jednotlivé CK vyka-
zuji riznou aktivitu v riznych biotestech. Tyto charakte-
ristiky vypovidaji o tom, ze i v ramci jedné skupiny rost-
linnych hormonti mohou rizné derivaty ovliviiovat jednot-
livé fyziologické procesy odliSnym zptisobem.

Ma-1li byt otestovana biologickd aktivita nezndmé
latky izolované z rostlinného pletiva, je nutné rostlinny
extrakt dikladné zahustit a frakcionovat (TLC, HPLC,
cit.'?). Pak je zajisténo, ze vysledky ziskané v biotestu
skutecn¢ nalezi jediné slouceniné a nikoliv smési CK.
Testovani biologické aktivity se uplatiluje jak pfi vyvoji
novych latek (napf. pro ucely zemé&d&lstvi'®), tak i pii hle-
déni (llz)sud nepopsanych pfirozen€ se vyskytujicich hor-
monu .

4. HPLC

Stejné jako v jinych oborech (farmakologie, environ-
mentalni analyza) byly prvnimi chromatografickymi meto-
dami v analyze fytohormonti tenkovrstva papirova chro-
matografie (TLC, PC, cit.'"). TLC se pouziva dodnes jako
levna a rychla alternativa sofistikovanéjsich instrumental-
nich metod (HPLC, GC) pro stanoveni, ktera nevyzaduji
vysokou separa¢ni Gi&innost a vysokou citlivost'2. To plati
zejména pro nékteré metabolické studie, kdy je rostlindm
(ptip. suspenznim kulturam rostlinnych bunék) aplikovan
synteticky rastovy regulator bud’ v obrovském nadbytku,
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anebo radioaktivné znaceny'®. HPLC je dnes ziejmé& nej-
pouzivanéjSi separacni technikou v oblasti kvalitativni
i kvantitativni analyzy cytokinind. Vedle rychlosti a vyso-
ké separacni UCinnosti je jeji velkou vyhodou moznost
snadného spojeni s celou fadou technik finalni analyzy:
UV-spektrometrie, hmotnostni spektrometrie (MS), imu-
noanalyza (RIA, ELISA), biotest'. Diky tomu je mozno
kombinovat v jediném experimentu napt. data z detektoru
diodového pole s vysledky testu ELISA ¢i je doplnit struk-
turni MS analyzou nebo biologickou aktivitou (biotest)
jednotlivych HPLC frakei. Systém normalnich fazi je vyu-
zivan vyhradn€ pro preparativni chromatografii cytokininti
derivatizovanych pro GC. VétSina autori pak separuje CK
v systému reverznich fazi (RP), kde se cytokininy snadno
déli diky rozdilim v polarité. Bez ohledu na analytickou
koncovku jsou na ucinnost separace kladeny vysoké naro-
ky. V analyzované smési mohou byt ptitomny cis/trans
izomery zeatinovych derivati a polohové izomery topolind
¢i 3-, 7- a 9-glukosidy vétsiny CK. Nedokonala separace
miize tedy zpusobit nadhodnoceni koncentraci pii stanove-
ni, nadhodnoceni biologické aktivity v biotestu ¢i znemoz-
nit pfesnou identifikaci.

5. HPLC/MS

Od pocatku devadesatych let bylo spektrum metod
pouzivanych k analyze cytokininii rozsifeno o kombinaci
kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie
(HPLC/MS). Dosud byly publikovany prace o pouziti rtiz-
nych typl ionizace, pocCinaje ionizaci rychlymi atomy
(FAB), termosprejem (TSI) ¢i chemickou ionizaci za at-
mosférického tlaku (APCI) az po ionizaci elektrosprejem
(ESI). Prvni tfi experimentalni ionizacni pfistupy se zpo-
catku vyznacovaly nepfilis vysokou citlivosti. Bylo nutno
zpracovavat vét§si mnozstvi biologického materidlu nebo
pracovat s transgennim materialem, u n¢hoz byly moleku-
larné-biologickymi pfistupy ,.indukovany* vyssi hladiny
CK. Prvni prace v této oblasti popisuje uziti HPLC/APCI-
MS ke stanoveni hladiny 7ZR v nadorech rostlin tabaku'’.
Hmotnostni spektra volnych bazi obsahovala jen kvazimo-
lekularni ion a spektra ribosidii obsahovala navic pouze
protonovany aglykon. Dosazeny detekéni limit (0,6 pmol
pro tZR) dovoluje rutinni pouziti metody pro kvantitativni
analyzu rostlinného materidlu s pfirozenym obsahem cyto-
kinind. Mén¢ uspésné bylo pouziti HPLC/TSI-MS/MS
(cit."®). Hlavnim omezenim této metody je vysoka citlivost
termospreje na zmény ve slozeni mobilni faze. Bez moz-
nosti gradientové eluce musi byt nékteré metabolity analy-
zovany oddélen¢ (ZR, DHZR), coz vyznamné prodluzuje
celkovou dobu analyzy a zvySuje potfebné mnozstvi vy-
choziho biologického materidlu. Déle byla ke studiu CK
pouzita kapildrni HPLC/frit-FAB-MS/MS (cit."”, frit-FAB,
ionizace rychlymi atomy na kovové frit¢). Prestoze obec-
n¢ fadime FAB mezi mékké ionizacni techniky, hmotnost-
ni spektra celé fady cytokininovych metabolitii obsahovala
zna¢né mnozstvi fragmentil a byla srovnatelnd s bohatosti
spekter po klasické elektronové ionizaci (EI). Proti ESI-
MS jsou FAB-MS/MS spektra, zejména u molekul obsa-
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hujicich cukerny zbytek, v priméru o jeden az dva frag-
menty bohat$i. Této metody bylo s tspéchem pouZzito
k identifikaci a stanoveni hladin isopentenyladenosinu
v jehli¢i smrku. Detekéni limity pro jednotlivé metabolity
se pohybuiji od jednotek po desitky pmol'’. Dale byla pub-
likovana metoda HPLC/ESI-MS/MS pro kvantifikaci
16 metaboliti cytokinind, s detekénimi limity kolem
1 pmol (cit.”%). Jeji hlavni piednosti je vysoka propustnost
vzorkl. Vzhledem ke ¢tyfminutové dobé jedné analyzy je
mozno zpracovat az 150 vzork za den.

Nasledujici prace stejného kolektivu autorli nabizi
pfehledné srovnani detekCnich limith a linedrnich dyna-
mickych rozsahii pfi pouziti konvenénich (4,6 mm i.d.),
mikro (2 mm, 1 mm i.d.) a kapildrnich (0,3 mm i.d.) chro-
matografickych kolon pro HPLC/ESI-MS/MS (cit.*!). Pre-
zentuje 1 srovnani chromatografické prekoncentrace analy-
tu na ptredkolonce nebo pfimo na analytické koloné. Tyto
pfistupy nachdzeji uplatnéni zejména pii praci
s biologickymi vzorky. Umoznuji nastiik relativné velkého
objemu vzorku 1 na kolony menSich primért
(mikrokolony a kapilarni kolony) a zakoncetrovani analytu
na staciondrni fazi. Po této prekoncentraci nésleduje zvy-
Seni elucni sily mobilni fize a vlastni chromatograficka
separace na analytické kolon¢€. Autofi uvadéji, ze pri pou-
ziti kapilarni chromatografické kolony v kombinaci se
zkoncentrovanim vzorku na ptredkolonce je mozno doséah-
nout femtomolarnich detekénich limitt. Podobny pfistup
ke kvantitativni analyze zeatinovych, dihydrozeatinovych
a isopentenyladenosinovych derivati byl nedavno publiko-
van jinou skupinou (mez stanovitelnosti LOD 50-100
fmol, cit.”?).

Vsechny vyse uvedené metody ESI byly zalozeny na
CasteCné separaci vzorkll na chromatografické koloné
a hmotnostni detekci v selektivnim modu — sledovani pro-
duktu rozpadu iontu  (multiple reaction monitoring,
MRM). Takovyto zpusob detekce umoziuje sledovat sig-
nal ne€kolika charakteristickych fragmentaci soucasné. Je
tedy mozné zjednodusit separaci a usettit ¢as. Komplikace
nastavaji v okamziku, kdy je zapotiebi sledovat signal
izomert. Pokud u izomerti dochazi ke shodné fragmentaci
a vybrany ptfechod kvazimolekularni ion—fragment pro
MRM je stejny (napt. tZR: 352—220, ¢ZR: 352—220), je
chromatograficka separace nezbytna. Jinak totiz neni moz-
no predejit smiSené odezvé izomert. Dalsi komplikaci je
pfirozeny vyskyt derivatl dihydrozeatinu. Ty se 1i§i od
svych zeatinovych analogli pouze o dvé hmotnostni jed-
notky. Pfi sledovani signdlu dihydrozeatinu je tudiz nutné
poditat i s pfispévkem zeatinového izotopu M+2 apod.
V oblasti analyzy HPLC/MS cytokininil je proto zapotiebi
dokonalé chromatografické separace, a to nejen s ohledem
na pfirozeny vyskyt izomerd, ale rovnéZz s ohledem na
moznost  dokonalejSiho  odstranéni  nespecifického
(chemického) Sumu. Pfestoze je pouzito intenzivni pted-
upravy vzorki, dikladna chromatograficka separace muze
vyrazné napomoci ziskani lep§iho signalu v hmotnostnim
detektoru. Posledni prace popisujici pouZiti ESI-MS nabi-
zi moznost pouzit ke kvantitativni analyze CK hmotnostni-
ho detektoru s jednim kvadrupélovym analyzatorem™.
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Proti vySe uvedenym technikam MS/MS (tandemova
hmotnostni spektrometrie) neni mozno u tohoto typu de-
tektoru pouzit MRM. Selektivita hmotnostniho detektoru
je nahrazena Uplnou chromatografickou separaci. Skute¢-
nost, ze kombinaci imunoafinitni chromatografie a HPLC/
ESI-MS v SIM modu (sledovani vybran¢ho iontu, selected
ion monitoring) bylo dosazeno dostate¢né selektivity, byla
prokazana soucasn¢ provedenym testem HPLC/ELISA.
Jde o prvni metodu analyzy cytokininl, kterd si v§ima
obou skupin CK — isoprenoidnich i aromatickych. Nabizi
kvantifikaci devatenacti isoprenoidnich CK a sledovani
pritomnosti dalSich deseti aromatickych CK.

Novy pfistup predstavuje rovnéz predkolonova deri-
vatizace CK pro metodu HPLC/frit-FAB-MS/MS (cit.%).
Propionaty (estery) cytokininovych nukleosidi a glukosidi
a N-benzylderivaty volnych bazi poskytuji vyssi signél
kvazimolekularnich iontti. To je dano zvySenim hydrofob-
niho charakteru molekul, nartistem jejich povrchové akti-
lezité je rovnéz zvySeni molekulové hmotnosti po derivati-
zaci, které posouva signal jednotlivych iontd do oblasti
o vys$§im m/z, tedy do oblasti s niz§im nespecifickym Su-
mem. Spektra FAB jsou v porovnani se spektry nederivati-
zovanych molekul bohatsi. Uvedend metoda jiz byla
s tspéchem pouzita ke stanoveni endogennich hladin dese-
ti CK v Arabidopsis thaliana L. (cit.®) a identifikaci no-
vych derivati aromatickych CK v rostlinach'*'"®. Limity
detekce se pohybuji ve femtomolarni oblasti. VSechny
uvedené vyhody jsou vSak vykoupeny vyssi ¢asovou na-
rocnosti derivatizace. V neposledni fadé umoznila tato
metodika 1 méfeni rychlosti biosyntézy CK (znaceni deute-
riem in vivo)*. V takovém ptipadé jsou rostliny p&stovany
v kapalném kultivaénim médiu, které obsahuje 30% podil
deuterované vody. Deuterium postupné nahrazuje vodik
v nove syntetizovanych molekulach nejriznéjsiho metabo-
lického ptvodu, tedy i CK. Podle stupné inkorporace deu-
teria se méni izotopovy profil molekul noveé syntetizova-
nych. Metoda umoznila objev alternativni drahy biosynté-
zy zeatinovych derivata™.

6. GC/MS

Metoda plynové chromatografie s hmotnostni detekci
hrala od pocatku nezastupitelnou roli zejména
v kvalitativni analyze. Pfed zavedenim HPLC/MS byla
jedinou dostupnou identifika¢ni metodou a vyrazné€ usnad-
nila uréeni chemické struktury celé fady cytokininovych
metaboliti (napf.26’27). CK nepatii mezi tékavé latky a pro
analyzu plynovou chromatografii musi byt derivatizovany.
Nutnost derivatizovat tyto latky je hlavni nevyhodou GC/
MS proti HPLC/MS. Samotna derivatizace je ¢asové na-
rocna a vétSinou jeSté komplikovana potfebou znovu pre-
Cistit vzorky po derivatizaci kapalinovou chromatografii.
Trimethylsilylderivaty®* a trifluoracetylderivaty™ podlé-
haji hydrolyze a terc-butyldimethylsilylace®' jsou vhodné
pouze k pfipravé tékavych derivati volnych cytokinino-
vych bazi (zeatinu, isopentenyladeninu apod.). Permethy-
poskytuji stabilni produkty, avSak neprobihaji
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kvantitativn€¢ a vznikd nékolik vicenasobnych derivati.
Acetylace je snadnd, produkty nepodléhaji hydrolyze, ale
n&které derivaty jsou nestabilni v GC/MS systému®®. Pfi
pentafluorbenzylaci vznika vétsi mnozstvi produkt®. Pies
vSechny tyto nevyhody se v§ak GC/MS dlouhodobé pou-
ziva kidentifikaci a stanoveni. OdliSnym pfistupem je
hmotnostni spektrometrie s desorpéni chemickou ionizaci
(DCI-MS). Jde o techniku, kterd umoziuje pfimé zavedeni
vzorku bez kombinace s GC. Pomalym nartstem teploty
za piitomnosti amoniaku jako reak¢éniho plynu se vzorek
soucasné zplyni a ionizuje*. Je nesnadné pfimo porovnat
citlivost (pfip. jiné obecné analytické parametry) GC/MS
metod pouzivanych ke stanoveni CK. Autofi pivodnich
praci se zaméfili zejména na popis a vycet vyhod té které
derivatizace a ionizace (EI versus CI) ve vztahu
k bohatosti MS spektra, ¢i intenzit¢ molekularnich iontd.
Obecné 1ze shrnout, ze pii stanoveni riznych metaboliti
CK v rostlinach se pfi pouziti GC/MS detekéni limity po-
hybuji v jednotkach az stovkach pmol. Celkové nizsi citli-

Zi ¢isténi  vedly
k potiebé vétsiho mnozstvi vychoziho biologického mate-
ridlu. Podle typu studovaného pletiva, poctu a typu sledo-
vanych CK (baze, ribosidy, glukosidy) se vychozi mnoz-
stvi materialu pohybuje v jednotkach az desitkach gramu
Cerstvé hmoty.

s

7. Imunochemické metody

Imunochemické metody nalezly v oblasti analyzy CK
Siroké uplatnéni. Je to dano zejména vysokou citlivosti
téchto metod pfi niz§ich nédrocich na pfistrojové vybaveni
a nizSich provoznich nakladech v porovnani s HPLC/MS
a GC/MS.

Zakladnim principem imunoanalytickych metod je
vytvofeni imunokomplexniho péaru antigen(analyt)-
protilatka, ktery pak mize byt riznym zptisobem detego-
van a stanoven’’. Pro detekci vzniklého imunokomplexu je
dilezité oznaceni jednoho z reaktant radioaktivnim prv-
kem, enzymem, fluorescencni nebo chemiluminiscen¢ni
latkou.  VétSina prvnich imunoanalyz byla zalozena
na pouziti radioaktivné znacenych indikatort ['*1] a [*H],
a to pro jednoduchost detekce®. Pozdg&ji bylo v imuno-
testech aplikovano enzymatické® nebo fluorescenéni*
znaceni, popf. i dal$i specialni neradioaktivni znacky. Pro
stanoveni nizkomolekularnich latek (jako jsou CK*”) imu-
noanalytickymi metodami se pouZzivé testll zaloZenych na
kompetitivnim uspotadani, tj. definované mnozstvi znace-
ného indikatoru soutézi s rliznymi koncentracemi neznace-
ného standardu o omezeny pocet volnych vazebnych mist
protilatek. Jestlize je koncentrace protilatky a znaceného
antigenu konstantni, pak je pomér mezi znacenym antige-
nem volnym a vazanym funkci koncentrace neznaceného
antigenu (stanovovaného analytu) v roztoku. Porovnanim
se standardni kiivkou, ziskanou pouzitim zndmych kon-
centraci neznaceného antigenu, lze z poklesu vazané akti-
vity ur€it mnozstvi antigenu pfitomného v neznamém
vzorku.

CK jsou nizkomolekuldrni organické slouceniny
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a jako takové nevyvolavaji v organismu imunitni odpoveéd’.
Vlastnosti antigenti nabyvaji az po navazani na vhodny
makromolekuldrni nosic. Syntetické postupy pouzivané pii
ptipravé cytokininovych konjugati jsou zalozeny na reakci
ribosidii oxidovanych jodistanem s aminoskupinami nosi-
¢ové bilkoviny a néasledné  redukci borohydridem
(stabilizace vazby)*'. Proto jsou po imunizaci timto typem
cytokininovych konjugatd ziskavany protilatky, které se
vyznacuji vysokou citlivosti k purinové ¢asti molekuly, ale
zaroven poskytuji moznost spole¢ného stanoveni cytokini-
novych bazi a cytokininti substituovanych v poloze N’
(napf. 443y

Jednou z dilezitych charakteristik pfipravenych proti-
latek je jejich kiizova reaktivita. Protilatky obvykle nevazi
jen antigen, proti némuz byly pfipraveny, ale i latky struk-
turné podobné. Mira kiizové reaktivity se vyjadiuje jako
podil koncentrace kiizové reagujici latky a antigenu ne-
zbytné pro 50% nasyceni vazebnych mist protilatky. Pro
zjednoduseni se vyjadiuje v procentech. V nékterych pii-
padech je zadouci, aby napf. protilatky pripravené proti
cytokininovému ribosidu vykazovaly kiizovou reaktivitu i
k piisluinym volnym bazim & N’ glukosidim. Pak je totiz
mozné pouzit jedné protilatky ke stanoveni hned tfi meta-
bolitu.

Prvni polyklonélni protilatky pro CK popsali Hacker
a kolektiv*. Imunoanalytické stanoveni CK v rostlinnych
pletivech bylo poprvé popsano Brandonem™®. Protilatky
proti tZR vsak vykazovaly vysokou kiizovou reaktivitu
s iPR. Proti iPR byly pfipraveny prvni protilatky v rdmci
studia tRNA*. Antiséra proti iPR vykazovala pouze sla-
bou kiiZovou reakci s CK ze skupiny 6-(benzylamino)-
purinu a kinetinu (6-furfurylaminopurin). Obecné je vazba
CK k odpovidajici protilatce zavisla na substituci na N
a také na substituentu v pozici N° & N°. Z tohoto diivodu
protilatky proti iPR, ZR, diHZR, BAPR, oTR a mTR ne-
vykazuji kfizovou reaktivitu s adeninem nebo adenosinem,
ktery neni v N° poloze substituovan. S protilatkami proti
cytokininovym nukleosidim byla kiizova reaktivita vol-
nych bazi asi 50 %, N’glukosidii asi 30-100 %, nukleotidii
v rozmezi 60-100 % a N glukosidii 20-70 %. N” a O-glu-
kosidy s témito protilatkami obecné nereaguji. Také prvni
popsané monoklonalni protilatky proti cytokinintim vyka-
zovaly rdznou kiizovou reaktivitu. Naptiklad protilatky
proti #ZR charakterizované Trionem a kolektivem®’ vyka-
zovaly kifiZovou reaktivitu s iP, kterd dosahovala az 20 %.
Také Wang a kolektiv*® zjistili znaéné rozdily v kiizové
reaktivité jejich iPR protilatek s riznymi CK. Vzhledem
k vyznamnym kiizovym reaktivitam protilatek priprave-
nych proti jednotlivym CK bylo nutné pfi pouziti imunoa-
nalytickych metod pro kvantitativni analyzu pouzit nékteré
chromatografické metody pro frakcionaci vzorku, napf.
TLC nebo HPLC (cit.****). Frakcionace vzorku byla pro-
vedena pro oddéleni jednotlivych kiizove reagujicich la-
tek, které mohly byt nasledné samostatné stanoveny.

Dalsi technikou, ktera naopak vhodné vyuzila vyssich
kiizovych reaktivit pfipravenych protilatek, byla imunoafi-
nitni chromatografie (IAC). Imunoafinitni chromatografie
je afinitni chromatografickd metoda, ve které stacionarni
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fazi tvoti protilatka nebo protilatce piibuzné ¢inidlo. Jejim
principem je tedy interakce mezi protildtkou a antigenem.
Tato technika se pouziva jako vysoce specificka Cistici
metoda ve spojeni s dal§imi analytickymi technikami®.
Morris a spol’’ ktomuto tdelu pouzili sloupec
s navdzanymi protiladtkami proti ZR. S timto sorbentem
bylo mozno izolovat pfislusné CK pfimo ze surového ex-
traktu, nebot’ protilatky imobilizované na sloupci celulosy
zachytily pouze Z a jeho N’ substituované metabolity. Po
imobilizaci protilatek pfipravenych proti zeatinribosidu
a isopentenyladenosinu®® byl p¥ipraven nosi¢, ktery speci-
ficky v jednom stupni umoznil izolaci celé skupiny isopre-
noidnich cytokinind s jejich naslednym stanovenim kapali-
novou chromatografii s UV detekci. Pouzitim IAC bylo
dosazeno takového stupné piecisténi vzorki, kterého lze
jen stézi dosdhnout konvencénimi chromatografickymi
technikami®®. Uvedené metody umoznily rychlé a presné
stanoveni CK metodou HPLC s detektorem diodového
pole™ nebo HPLC/RIA(ELISAYMS (cit.?*'"%). Vyhodou
IAC je i vysoka navratnost pii CiSténi, pohybujici se okolo
85 %. Vysledky analyz CK v riznych rostlinnych materia-
lech ziskanych uvedenymi technikami se dobfe shodovaly
s vysledky GC/MS analyz*. V posledni dobé se tedy IAC
stale vice uplatituje pfi stanoveni cytokininii v rostlinném
materidlu. Pre€i$téni imunoafinitni chromatografii umozni-
lo zjednodusit analyzy vzorki a snizit detekéni limity pro
jednotlivé analyty vlivem vyrazného snizeni obsahu ba-
lastnich latek.

8. Ostatni metody

Ostatni analytické pfistupy nenalezly doposud Sirsi
uplatnéni v kvalitativni ani kvantitativni analyze CK. Ka-
pilarni zoénové elektroforézy (CZE) bylo pouzito ke studiu
interakei CK s cyklodextriny. Pfidavkem cyklodextrinu do
zakladniho elektrolytu bylo dosazeno uspokojivé separa-
ce®’. Dale byly touto metodou stanoveny piesné disociaéni
konstanty vybranych zastupcti aromatickych i isoprenoid-
nich cytokininii®®. Metoda je proti klasickym metodam
stanoveni disociacnich konstant (UV-spektrometrie, dife-
rencni pulzni voltametrie) vyhodnéjsi hned z nékolika
divodu. Protoze jde o separacni techniku, je mozné praco-
vat se vzorky nizsi Cistoty a stanovovat konstanty nékolika
derivatli soucasné. Metoda je jednoducha a snadno auto-
matizovatelna®’. Dosud jedinou aplikaci piedstavuje prace
Pacékové a spol.”, ktera je vénovana pouziti CZE ke stano-
veni derivatd zeatinu, isopentenyladeninu a 6-(benzyl-
amino)purinu v extraktech pSenice, fepy a tabaku. Jde
bohuzel pouze o pilotni studii, na kterou nebylo doposud
navazano.

Prvni elektrochemické studie byly zaméteny na popis
elektrochemického chovani CK (cit.”®*®). Podrobné pro-
studovani oxidacnich i reduk¢nich procesi, kterym cytoki-
niny podléhaji na uhlikovych a rtutovych elektrodach,
umoznilo aplikaci té€chto technik v oblasti kvantitativni
analyzy® %, Jejich autofi uvadéji, ze po odstranéni interfe-
rujicich balastnich latek ptecisténim mohou byt elektro-
chemicky analyzovany i endogenni hladiny CK v rostlin-
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ném materidlu. Nalezené hladiny Z, DHZ a DHZR jsou
vSak neobvykle vysoké. Je pravdépodobné, Ze byly nad-
hodnoceny nedostatecnou piedseparaci stanovovanych CK
na TLC. Voltametricky signél tudiz odpovid4 pii daném
potencialu piku signalu smési vice metabolitd. Nedavno
publikovana prace naseho tymu popisuje moZnosti vyuziti
voltametrickych technik ke sledovani spotiecby BAP
v kultivagnich médiich®.

9, Zavér

Metody kvalitativni a kvantitativni analyzy napoma-
haji objasnit tlohu CK v regulaci rlstu a vyvoje rostlin.
Spole¢né s klasickymi  fyziologickymi, molekularné-
biologickymi ¢i  genetickymi  postupy  pfispivaji
k odhalovani molekularnich mechanismti G¢inku CK
CK v biologickém materialu byla a nadale zdstava extrak-
ce a Cisténi. Nejlevngjsi, relativné rychlou a snadnou dcisti-
ci metodou je extrakce kapalina-kapalina’. Nejvhodngjsi
pro automatizaci se jevi extrakce tuhou fazi pfi pouziti
hybridnich sorbenti®. S ohledem na pofizovaci naklady
zafizeni potfebného k automatizaci a relativné vysoké
provozni naklady, ptjde vSak o metodu nejnakladnéjsi.
Zavedeni kombinovanych technik GC/MS a zejména
HPLC/MS umoznuje kvantifikovat cytokininy ve stale
menSim mnozstvi vychoziho biologického materialu
(stovky miligramti Cerstvé hmoty). Linearni dynamické
rozsahy jsou srovnatelné. HPLC/MS je obecné citlivejsi,
zvlaste pii pouziti kapilarni HPLC v kombinaci s MS/MS.
s HPLC/MS), vzhledem k nutnosti derivatizace analyzova-
nych CK. Mnohem levngjsi alternativou obou vyse uvede-
nych instrumentdlnich technik zfistdvaji imunochemické
metody (RIA, ELISA). Jejich citlivost je postacujici, pra-
cuje-li se s gramovym mnozstvim biologického materidlu.
Imunochemické metody nejsou naro¢né na pfistrojové
vybaveni, pokud se nevyZaduje jejich Uplna automatizace.
Jejich nevyhodou je vSak Casova narocnost. Biotesty (ve
spojeni s HPLC) jsou bezpochyby nejlevnéj$im piistupem
k analyze cytokinint. Poskytuji vSak jen orientac¢ni hodno-
ty pfirozenych hladin hormonti a jejich hlavni vyznam
stale spoc¢iva v oveéfovani biologické aktivity studovanych
derivatl cytokinint.

Novym trendem v oblasti fytochemie je studium
metabolického profilu (tzv. metabolic profiling®). Jde
o sledovani vyskytu a hladin velkého mnozstvi (i stovky)
slozek rostlinnych extrakti v prubéhu jediné GC/MS/MS
analyzy. Vyuziva se pfitom extrakce do univerzalniho
extrakéniho Cinidla, jednoduché (univerzalni) nebo vice-
nasobné derivatizace a dokonalé chromatografické separa-
ce na kapilarnich GC kolonéch. Takto mohou byt analyzo-
vany produkty desitek metabolickych drah soucasné. Je
ziejmé, ze pri studiu fytohormoni je pravé takovyto pfi-
stup velmi vhodny, napf. pro sledovani interakci mezi
jednotlivymi skupinami hormona®>¢.

Tato prace vznikla za podpory GA CR (522/01/0275)
a GA AV CR(IBS4055304).
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P. Tarkowski, K. Dolezal, and M. Strnad
(Laboratory of Growth Regulators, Palacky University,
Olomouc and Institute of Experimental Botany, Academy
of Sciences of the Czech Republic, Prague): Analytical
Methods in Cytokinin Research

Cytokinins, a group of N®-substituted adenine deriva-
tives, are phytohormones that play an important role in
plant growth and development. Plant tissue extracts are
complex mixtures containing cytokinins in minute quanti-
ties. Therefore, sensitive and sufficiently selective analyti-
cal tools are required for determination and/or identifica-
tion of cytokinins in plants. Main techniques (GC/MS,
HPLC/MS) currently employed for qualitative and quanti-
tative analyses of cytokinins as well as widely utilised
extraction and purification procedures are discussed.
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1. Uvod

Proteolytické enzymy st pritomné prakticky vo vSet-
kych zivych bunkach a navySe su vyluované aj do von-
kajsieho prostredia, resp. do traviaceho systému vyssich
organizmov. VSeobecne su zname ich rézne regulacné
funkcie v intermediarnom metabolizme (limitovana prote-
olyza, GiGast’ pri zrazani krvi, aktivacia traviacich enzymov,
aktivity pri roznych obrannych mechanizmoch atd’). Ok-
rem toho st zname aj ich rozsiahle praktické aplikacie vo
forme enzymovych preparatov v priemyselnej praxi
(biodetergenty, produkcia syrov, spracovanie koze, pro-
dukcia hydrolyzatov bielkovin, stabilizacia piva a i.), me-
dicine a farmécii (preparaty zlepSujuce travenie, Cistenie
kontaktnych SoSoviek, vyuZivanie pre terapeuticky zasah),
kozmetike (keratolytické zmédkcujuce pripravky, pletové
peelingové masky), v beznej laboratornej praxi a v ramci
experimentélnej vedeckovyskumnej ¢innosti. Proteolytické
enzymy (peptidazy) katalyzujiic hydrolyzu peptidovych
vézieb v proteinoch vyznamne ovplyvilujli nutri¢né, senzo-
rické, texturové a iné vlastnosti potravinarskych surovin,
medziproduktov i kone¢nych vyrobkov. MnoZstvo a typ
peptidovych vizieb, ktoré moze peptidaza Stiepit’ je zavislé
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na tom, z ktorych aminokyselin sa protein sklada, a ktoré
st navzajom prilahlé'. Viaceré peptidazy su v sicasnosti
perspektivnym  objektom farmaceutického  vyskumu
v spojitosti s terapiou pocetnych zavaznych humannych
ochoreni (nadorové, artritické, infekéné a zapalové).

2. Nazvoslovie a rozdelenie proteolytickych
enzymov

Podl'a Enzyme Nomenclature (1984) sa vyraz peptida-
zy pouZival striktne len pre enzymy patriace do podtriedy
EC 3.4.11-19, cize pre exopeptidazy, a vyraz proteinazy
sa predtym pouZzival pre enzymy patriace do podtriedy EC
3.4.21-99, t.j. endopeptidazy. Nazvoslovny vybor [UBMB
(Medzinarodnda Unia pre biochémiu a molekuldrnti biolo-
giu) navrhol v r. 1992 pouzivat’ pre proteolytické enzymy
jednotny vSeobecny nazov peptidazy. Je to synonymum
vyrazu protedza, v minulosti pouzivaného ako spolo¢ny
nazov pre exopeptidazy aj endopeptidazy. Podla tejto no-
menklatiry sa peptidazy delia na dve podtriedy, a to na exo-
peptidazy (EC 3.4.11-19) a endopeptidazy (EC 3.4.21-24
a EC 3.4.99). Tieto sa d’alej rozdel'uju tak, ako je to pre-
zentované na obr. 1.

Exopeptidazy atakuju peptidové vézby na koncoch
polypeptidovych retazcov, pricom aminopeptidazy (EC
3.4.11) odstepuju vol'né aminokyseliny z N-konca poly-
peptidového retazca proteinu a dipeptidyl-peptidazy
a tripeptidyl-peptidazy (EC 3.4.14) uvolnuji prislusné
dipeptidy a tripeptidy. Medzi exopeptidazy atakujtice vol-
ny C-koniec polypeptidového ret'azca proteinu sa zarad’uju
karboxypeptidazy (EC 3.4.16—18) a peptidyl-dipeptidazy
(EC 3.4.15). Karboxypeptidazy sa podla struktiry kataly-
tického miesta d’alej rozdel'ujii na karboxypeptidazy seri-
nového typu (EC 3.4.16), metalokarboxypeptidazy (EC
3.4.17) a karboxypeptidazy cysteinového typu (EC 3.4.18).
Iné exopeptidazy su Specifické pre odStepovanie dipepti-
dov, tzv. dipeptidazy (EC 3.4.13) alebo odStepuju substitu-
ované, cyklizované alebo izopeptidovymi vdzbami spajané
zvysSky, tzv. omega-peptidazy (EC 3.4.19).

Endopeptidazy sa podla Struktiry katalytického mies-
ta rozdel'uju na endopeptidazy serinové (EC 3.4.21), cyste-
inové (EC 3.4.22), aspartatové (EC 3.4. 23), metaloendo-
peptidazy (EC 3.4.24), treoninové (EC 3.4. 25) a iné endo-
peptidazy (EC 3.4.99) (cit.*”).

Specifita peptidiz nezavisi na dizke retazca, ale na
povahe aminokyselin a na pritomnosti alebo nepritomnosti
blizkych nabitych skupin®.

Peptidazy mozeme klasifikovat’ tiez na zéklade d’al-
Sich kritérii, a to podl'a pévodu (rastlinné, zivocisne, mik-
robialne), podl'a ich lokalizacie (intracelularne, extracelu-
larne), podl'a optimalneho pH (kyslé, neutralne, alkalické)
atd’.
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Obr. 1. Rozdelenie peptidaz podl’a Nazvoslovného vyboru IUBMB (Medzinarodna iinia pre biochémiu a molekularnu biologiu)

3. Stabilita, Struktira a mechanizmus

katalyzy proteolytickych enzymov

Pod pojmom stabilita enzymu sa rozumie schopnost’
zachovat’ si aktivitu pri roznych podmienkach vonkajsicho
prostredia. Medzi zakladné faktory, ktoré mézu najviac
ovplyvnit' stabilitu enzymu patri pH prostredia, teplota
a ¢as posobenia’. K d’al§im faktorom patri napr. iénova
sila, relativna permitivita, redoxny potencial (ak sa
v aktivnom centre enzymu nachadzaju skupiny —SH alebo
—S-S-), ale aj koncentracia bielkovin v samotnom
roztoku®. Pri charakterizacii peptidéz sa &asto uvadza nie-
len teplotné a pH-rozmedzie, v ktorom je enzym stabilny,
ale aj jeho optimalne hodnoty. Pri optimdlnej teplote sa
zaistuje maximalna U¢innost’ enzymu a jeho minimalna
inaktivacia. Optimalne pH zase stvisi s priestorovym
usporiadanim makromolekul peptidaz, ktoré je pri rozlic-
nej koncentracii vodikovych iénov rozdielne.

Podl'a mechanizmu katalyzy sa proteolytické enzymy
klasifikuju do 4 skupin, zahriiujucich serinové, cysteinové,
aspartatové a metalopeptidazy.

3.1. Serinové peptidéazy

Najviacsiu skupinu proteolytickych enzymov mikro-
bidlneho a zivociSneho pdvodu tvoria serinové peptidazy.
Stcastou ich katalytického miesta je reaktivny serinovy
zvySok. Mechanizmus ich u¢inku je zobrazeny na obr. 2.
Vyznamnou ¢rtou tohto mechanizmu je tvorba esteru me-
dzi kyslikom serinu a acylovym zvySkom substratu za
vzniku aminového zvysku ako prvého produktu. Dalsim
dolezitym prvkom katalyzy Stiepenia peptidovych vizieb
serinovych peptidaz je pritomnost’ dvoch hlavnych retaz-
cov so skupinami —NH- , ktoré sa podielaju na tvorbe
vodikovych vézieb s kyslikovym atomom karbonylovej
skupiny, ktord je sGcCastou Stiepenej peptidovej vizby.
Tento efekt je tazké kvantitativne zhodnotit, pretoze sku-
piny —NH-  si nevyhnutné pre Struktirnu integritu
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proteinu’. Tieto peptidazy su inhibované DFP (diizopropyl-
fluorofosfat) alebo PMSF (fenylmetansulfonylfluorid). Vo
vSeobecnosti su serinové peptidazy aktivne pri neutrdlnom a
alkalickom pH s optimom medzi hodnotami 7-11. Maja
Sirokt substratovi Specificitu so znacnou esterolytickou
aktivitou vo¢i mnohym esterovym substratom. Ich izolelek-
trické body sa pohybuji od pH 4,4 do 6,2 a molekulové
hmotnosti su vac¢Sinou medzi 18,5-35 kDa.

Serinové peptidazy tvoria z farmakologického, potra-
vinarskeho a iného praktického hl'adiska vyznamnu skupi-
nu enzymov pre reguldciu a vyuZivanie, nakol’ko je dosta-
tocne popisand a znama ich Struktiira, mechanizmus kata-
lytického deja, sposob inhibicie rdznych skupin nizkomo-
lekulovymi inhibitormi i efektormi peptidového charakte-
ru. Z najvyznamnejSich enzymov tejto skupiny mozno
spomenut’ trypsin, trombin a ostatné hemokoagulacné fak-
tory, urokinazu, faktory komplementu, z potravinarskeho
hl'adiska st to predovsetkym alkalické subtilisiny z Bacil-
lus licheniformis, ktoré si dobre zname ako pripravky na
Upravu textary, nutricnych a senzorickych vlastnosti potra-
vin, ale aj v oblasti detergentov ako sucasti pracich pro-
striedkov.

Z dévodov Strukturalnej i funkénej pribuznosti je pre
celi skupinu Casto zauzivany néazov trypsinové enzymy
alebo enzymy trypsinovej rodiny. Trypsin [EC.3.4.21.4] je
jednym z najpopisanejsich enzymov vd’aka relativne jed-
noduchej Strukture a Tahkej komercnej dostupnosti. Za-
kladné typické Strukturalne prvky popisovanych peptidaz
je mozné demonstrovat’ na priklade tohto enzymu. Pre celu
skupinu je charakteristicka protonova Stafeta katalytickej
triady Seryos, Hissg a Aspaio. Strukttru trypsinu mozno
demonstrovat’ v prevedeni umoziujucom 3D projekciu
vhodne konvertovanych udajov X-ray alebo NMR subo-
rov dostupnych napriklad vo verejne pristupnej proteino-
vej databanke (www.rcsb.org/pdb). Databaza obsahuje
niekol’ko desiatok suborov hovddzieho B-trypsinu ¢i uz
samotného alebo asociovaného s réznymi nizkomolekulo-
vymi i peptidovymi inhibitormi. Obr. 3 prezentuje sekun-
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Obr. 2. Schématické znazornenie katalytického ucinku serinovej peptidazy; reakcia prebicha za vzniku tetraedrického medziproduktu
s naslednym odStiepenim pravej polovice substratu za vzniku acyl-enzymového medziproduktu. Stiepenie tohto medziproduktu sa usku-
tociiuje enzymovou katalyzou v pritomnosti vody za vzniku kyseliny; P; P - zvySky aminokyselin postrannych retazcov

Obr. 3. Terciarna Struktira hovédzieho B-trypsinu v komple-
xe s 4-guanidinobenzoovou kyselinou ako inhibitorom"
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darnu Struktiru hovédzieho P-trypsinu a zaroven jeho
komplex s 4-guanidinobenzoovou kyselinou (na obrazku
vyznacend v strede molekuly tmavou farbou), kovalentne
viazanou na katalyticky serin Serjos. Trypsin je relativne
maly enzym s molekulovou hmotnost'ou 23,3 kDa vysky-
tujlici sa vo forme monomérnej bielkoviny. Tzv. ,,pés-
kovy model“ tohoto komplexu poukazuje na desat’ oblasti
Struktury skladaného listu oznacenych 1 az 10 a dve typic-
ké a-helixové motivy oznacené A a B, prvy medzi domé-
nami 6 a 7 a druhy na C-konci proteinu'’.

Pankreaticky trypsin Trypsin Novo (Novo Nordisk A/S)
je potravinarsky vyznamny preparat izolovany z pankreasu
prasiat s optimalnou teplotou 45 az 50 °C a pH 7-8 (cit.'").
V kombinacii s chymotrypsinom sa trypsin pouziva na
zniZenie alergenicity bielkovin v potravinach'?. Samotnym
chymotrypsinom mozno zlepsit' funkéné vlastnosti hydro-
lyzatov gliadinu'?.

Trypsinu podobné peptidazy si produkované aj mik-
roorganizmami Streptomyces erythreus, S. fradiae a S.
griseus. Tato podskupina peptidaz je Specificka pre zasadi-
té aminokyseliny. Najviac je aktivna pri pH 8§, citliva je na
trypsinové inhibitory, DFP a sdjové trypsinové inhibitory.
Ich molekulové hmotnosti sa pohybuju okolo 20 kDa
a izoelektrické body su okolo pH 9 (cit.”). Aminopeptida-
za produkovana Streptomyces rimnosus vykazuje optimal-
nu aktivitu pri pH 7,1-7,8 a teplote 25-41 °C. Uplna
inhibicia nastdva v pritomnosti 0,1 mM EDTA alebo
ImM 1,10-fenantrolinu. Obnovenie aktivity mozno do-
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siahnat pridavkom 0,05 mM Co*", Zn*" alebo Ni**. Enzym
inhibujt latky ako amastatin, bestatin a puromycin'®.

Trombin je dostatocne znamym enzymom, ktory je
primadrnym cielom pre antitromboticky ucinok latok vo
vSeobecnosti. Ako pre celt skupinu tychto enzymov i pre
trombin je charakteristickd proténova Stafeta katalytickej
triady Serjos, Hisss @ Asp,1o. Jedna sa 0 monomérny enzym
s molekulovou hmotnost'ou 29,7 kDa pozostavajuci z 259
aminokyselinovych zvySkov. Zrejma je pritomnost’ troch
vyraznejSich a-helixovych sekvencii, oznacenych A, B
a C, a 14 sekvencii skladaného listu. Trombin sa vyznacuje
znacne Clenitou a vetvenou povrchovou katalytickou kavi-
tou, ktora odpoveda regionu P;. Nim sa determinuje Speci-
ficita trombinu (napriklad v porovnani s neSpecifickym
trypsinom)"’.

Podskupina alkalickych peptiddz je Specifickd pre
aromatické a hydrofébne zvySky aminokyselin ako su
tyrozin, fenylalanin alebo leucin. Su produkované réznymi
druhmi baktérii, plesni alebo kvasiniek a inhibované DFP
a zemiakovym inhibitorom, ale nie $pecifickymi trypsino-
vymi inhibitormi TLCK (1-chléro-3-tosylamido-7-amino-
-2-heptanon) a TPCK  (L-1-chloro-3-[4-tosylamido]-4-
-phenyl-2-butandn). Najaktivnejsie su pri pH 10. Moleku-
lové hmotnosti sa pohybuji medzi 15 a 30 kDa a ich izoe-
lektrické body su normalne pri pH 9. Najlepsie prebadany-
mi alkalickymi serinovymi peptidazami st subtiliziny pro-
dukované Bacillus licheniformis (Subtilisin Carlsberg) a B.
amyloliquefaciens (Subtilisin Novo, Bacterial Protease
Nagase-BPN"). Carlsberg a Novo Subtilisin st vel'mi po-
dobné peptidazy. Ich molekulova hmotnost’ sa pohybuje
okolo 27,5 kDa, optimélna teplota je 60 °C a optimalne pH
10. Aktivne miesta obidvoch enzymov tvoria zvySky
Sery,;, Hisgs a Asps,. Ich aktivita je inhibovand ¢inidlami
DFP a PMSF. Su sirokospecifické pre vécsinu peptido-
vych viézieb a niektoré esterové vizby. Carlsberg-
peptiddza je ucinna aj pri transpeptidacii a trans-
esterifikacii. Stabilita Novo Subtilisinu je, na rozdiel od
Carlsberg-enzymu, mierne zavislda na pritomnosti Ca®".
Obidve peptidazy sa rychlo deStruuju v pritomnosti oxi-
da&nych reagencii ako su chlérnany alebo peroxid vodika®.
Potravinarsky vyznamnou peptidazou serinového typu je
alkalicka peptidaza Alcalase produkovana selektivne kme-
nom Bacillus licheniformis. Vo v§eobecnosti sa pouziva na
upravu funkénych vlastnosti hydrolyzovaného protei-
nu'®"”. Pouziva sa pri ziskavani arém a chuti do polievok
a misovych konzerv zo zvyskov misa, ktoré pri beznom
spracovani ostdvaji na hlave alebo na kostiach zvierat.
Hlavnou zlozkou enzymu je subtilizin A (= Subtilisin Ca-
rlsberg) [E.C.3.4.21.62]. Jej molekulovd hmotnost’ je
27,3 kDa. Optimalna teplota peptidazy sa pohybuje medzi
55 a 70 °C a pH medzi 6,5-8,5 (cit.'®). Inymi producentmi
su Arthrobacter species, Flavobacterium arborescens
a Streptomyces sp. Alkalické peptidazy su produkované
taktiez plesiami Aspergillus species., Neurospora crassa,
termofilmi (napr. Malbranchea pulchella) a kvasinkami
Saccharomyces cerevisiae. Alkalickd peptidaza produko-
vana Aspergillus oryzae je serinova peptidaza s podob-
nymi vlastnostami ako serinové peptidaza z Bacillus spe-
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cies. Enzym vykazuje optimalnu aktivitu pri pH 7,0-8,5
aje stabilny medzi pH 4,5 a 9,0. Citlivy je na teplotu,
rychlo sa inaktivuje pri 60 °C. Je stabilizovany Ca®* iénmi
a inhibovany serinovymi cinidlami a zemiakovym
inhibitorom®. V potravinarskej praxi sa pouZiva spominana
serinova peptidaza z Aspergillis oryzae, znama ako prepa-
rat Flavourzyme® (Novo Nordisk), na produkciu miso-
vych arém z rastlinnych proteinov'” alebo na ziskavanie
rybich hydrolyzatov s dobrymi funkénymi vlastnos-
tiami***!,

Myxobacter-a-lyticka peptidaza, produkovana rodom
Sorangium, vykazuje silnu lyticku aktivitu vo¢i mnohym
podnym baktériam. Podobne ako elastaza je Specificka na
Stiepenie vdzieb obsahujlcich karboxylové skupiny neut-
ralnych alifatickych aminokyselin. Uvedena serinova pep-
tidaza je najaktivnejsia pri pH 9 a inhibuje ju DFP (cit.”).

3.2. Cysteinové peptidazy

Cysteinové peptidazy predstavuju v stiCasnosti vel'mi
perspektivny objekt farmaceutického vyskumu v spojitosti
s terapiou  mnohych zavaznych humannych ochoreni
(nadorové, artritické, infekéné a zapalové). Predmetom
zaujmu farmakologov st zvlast' lyzozomalne katepsiny
(katepsin B, H, L, S, O) a kalpainy (vapnik-dependentné
cysteinové proteinazy™. Tieto peptidazy st vyznamné tiez
v potravinarstve, najmé v oblasti midsového priemyslu pri
tenderizacii misa®™. Mechanizmus u&inku cysteinovych
peptidaz je vel'mi podobny mechanizmu serinovych pepti-
daz. Rovnako je zaloZzeny na vzniku kovalentného medzi-
produktu s tym rozdielom, Ze v pripade cysteinovych pep-
tiddz je atakujicim nukleofilom atém siry postranného
retazca cysteinu. Aj tu je do mechanizmu zapojeny po-
stranny ret’azec histidinu, ktory funguje ako akceptor vodi-
kového atomu. Ddlezity je poznatok, ze chemickou modi-
fikciou hyperaktivneho cysteinového zvySku strica en-
zym svoju aktivitu. Zistilo sa, Ze skupina —SH pritomného
cysteinu musi byt v neviazanej forme a aktivne miesto
enzymu vzdy obsahuje zvysok histidinu’.

Strukturalne typické prvky cysteinovych proteinaz
mozno demonstrovat’ na priklade katepsinu B. Katepsin B
[E.C.3.4.22.1] je jeden z najlepSie preskimanych enzymov
skupiny cysteinovych proteinaz. Pre celt skupinu je cha-
rakteristickd protonova Stafeta katalytickej triddy Cysyo,
Hisg9 a Glny;, ¢o indikuje vyraznti podobnost’ so skupinou
serinovych proteindz. Enzym pozostdva z retazca obsa-
hujuceho 253 aminokyselinovych zvyskov, vzajomne pre-
pojeného prostrednictvom siedmych disulfidickych vé-
zieb. Jeho inhibitorom je Ca-030 (epoxysukcinyl-Ile-Pro-
OH etyl ester)'”. Katepsin B je relativne maly enzym
s molekulovou hmotnostou 27,4 kDa vyskytujuci sa vo
forme monomérnej bielkoviny. VyznaCuje sa typickou
povrchovou, stereospecifickou pretiahnutou kavitou, ktora
zabezpecuje interakciu s inhibitorom Ca-030 (epoxy-
sukcinyl-Ile-Pro-OH etyl ester). Sekundarnu Struktaru
tohoto komplexu tvori dvandst’ oblasti Struktary skladané-
ho listu a Styri vyrazné typické a-helixové motivy. V de-
tailoch sa autori v $pecifikovani sekundéarnej Struktiry
Ciastocne rozchadzajh.
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Cysteinové peptidazy su citlivé na tiolové Cinidla ako
kyselina jodoctova, jodacetamid, tazké kovy a aktivuju ich
redukujuce ¢inidla ako kyanid draselny, cystein alebo ky-
selina etyléndiamintetraoctova (EDTA). Vyskyt cysteino-
vych peptidaz sa okrem zivocichov zaznamenal v len ob-
medzenom mnozstve u plesni. Producentami extracelular-
nych peptidaz s vlastnostami podobnym serinovym pepti-
dazam sa Trichosporus species, Oidiodendron kalrai
a Nannizzia fulva. Dalsie extracelularne cysteinové pepti-
dazy su produkované najmd Microsporum species, As-
pergillus oryzae, Sporotrichum pulverulentum a Bacter-
teroides gingivalis. Vac$ina tychto enymov je aktivna pri
pH 5-8. Na niektoré priaznivo pdsobi pritomnost’ reduku-
jucich ¢inidiel. Mnoho plesni, ktoré produkuju sliz priamo
v bunke alebo mimo nej, napr. Dictyostelium discoideum,
syntetizuji cysteinové peptidazy, ktoré vykazuju optimal-
peptidaz sa zistila v jednobunkovcoch. Ide vécSinou
o intracelularne enzymy aktivne pri nizkych (kyslych)
hodnotach pH (cit.®).

Clostripainova peptidaza pochadza z filtratu kultary
Clostridium histolyticum. Enzym je Specificky voci zvy-
Skom zasaditych aminokyselin na karboxylovej strane
Stiepeného retazca. Jeho molekulova hmotnost’ je 50 kDa
a izoelektricky bod mé4 hodnotu 4,8. Je citlivy na TLCK
ale nie na TPCK.

Streptokokovéd peptiddza je produkovand ako zymo-
gén baktériami Streptococcus species (skupina A). Tento
sa autokatalyzou meni na aktivnu formu. Peptiddza ma
Siroku aminokyselinovu Specificitu. Molekulova hmotnost’
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Obr. 4. Mechanizmus Katalytického ucinku aspartatovych peptidaz
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enzymu je 32 kDa a izoelektricky bod pri pH 8,4 (cit.%).
V oblasti potravinarskeho priemyslu je zndma aminopepti-
daza zo Streptococcus thermophilus, ostranujiica tzv. hor-
ké peptidy™* .

Medzi potravinarsky vyznamné cysteinové peptidazy
patria aj peptidazy rastlinného pévodu ako bromelain, ficin
a papain®“°. Bromelain je znamy svojou aplikaciou pri
hydrolyze vicsiny rozpustnych proteinov, napr. pri vyrobe
oblatiek a napolitaniek”. V procese vyroby piva mozno
papainom zvysit vytazok mladiny a obsah dusika v nej.
Aplikuje sa aj pri &ireni piva®. Vietky tri peptidazy sa
pouzivaju aj v midsovom priemysle pri tenderizacii mésa®.

3.3. Aspartatové peptidazy

Tato skupina peptidaz je charakteristickd maximalnou
aktivitou pri nizkom pH (3—4) a necitlivostou na inhibito-
ry zvy$nych troch skupin peptidaz. Skor ako bol znamy
charakter ich aktivneho miesta, oznacovali sa ako ,,kyslé*
vzhl'adom k znizenému optimalnemu pH ich pdsobenia.
Nachadzaju sa vicsinou u plesni, zriedkavo u baktérii ale-
bo v jednobunkovcoch. Aspartatové peptidazy su najcitli-
vejsie na epoxy- a diazoketonové zluCeniny v pritomnosti
kationov medi. Inhibuje ich pepstatin alebo pepsinovy
inhibitor izolovany zo Streptomyces species. Avsak aspar-
tatové peptidazy z Aspergillus niger, Scytalidium lignico-
lu a z mnohych bazidiomycét patriacich do ¢el'ade Tricho-
lomataceae nie su na tieto Specifické inhibitory citlivé.
Aspartatové peptidazy maju vacsSinou molekulovit hmot-
nost’ od 30—45 kDa a ich izoelektrické body sa pohybuju
v rozsahu pH 3,4—4,6. Su Specifické voci zvySkom aroma-

H Py
| H
—N-C-C*N-C-C—
| | \ o
e ¢
0] H H
/ ~A-H
Ho ", o1
6 ‘0_ 0

tetraedricky komplex

] il
—N-C=C{ HN-C—C—
HP O H

koneény produkt



Chem. Listy 98, 842 — 850 (2004)

tickych aminokyselin na oboch koncoch stiepeného retaz-
ca. Tato skupina peptiddz katalyzuje hydrolyzu peptido-
vych vézieb bez nukleofilného ataku funkcnej skupiny
enzymu. Z tohto dévodu sa medzi enzymom a substratom
nevytvara ziadny kovalentny medziprodukt. Katalyticky
aparat aspartatovych peptidaz pozostdva z dvoch postran-
nych retazcov kyseliny asparagovej. Dolezitost’ ich dvoch
karboxylovych skupin sa usudila zo $tidii zahriujucich
chemické modifikacie. Tento fakt prirodzene potvrdzuje aj
nizke pH optimum tejto skupiny peptiddz. Umiestnenie
tychto dvoch bocnych retazcov v mieste, v ktorom kataly-
zuju Stiepenie peptidovych vizieb, sa potvrdil aj krystalo-
grafickou rontgenovou analyzou enzymovej Struktiry.
Tiez sa potvrdilo, ze tieto dve karboxylové skupiny su
vedl'a seba dost’ blizko na to, aby sa podiel'ali na vodiko-
vej vizbe medzi ich atdmami kyslika. Okrem toho, enzym
v nativnej forme ma pomocou vodikovej véizby pevne
naviazani molekulu vody na aktivne miesta oboch aspara-
govych kyselin. Mechanizmus katalytického ucinku aspar-
tatovych peptidaz je zobrazeny na obr. 4 (cit.”).

Z farmakologicky najvyznamnejSich enzymov tejto
skupiny mozno spomenut’ virdlnu HIV-proteazu I, HIV-
protedzu II a renin. Pre celil skupinu enzymov tejto kate-
gorie je mozné charakterizovat’ urCité spolocné prvky.
Katalyticky mechanizmus zabezpecCuje katalytickd didda
dvoch rezidui kyseliny asparagovej, pricom jeden karboxyl
sa vyskytuje v ionizovanej a druhy v protonizovanej for-
me. HIV-proteaza 1 [EC.3.4.23.16] je relativne maly en-
zym s molekulovou hmotnostou 21,7 kDa (198 rezidui) vo
forme dvoch symetrickych monomérnych jednotiek. Jej
klinicky UspeSnym inhibitorom je Ro031-8959. ,,Paskovy
model“ tohto komplexu (obr. 5) odkryvajici sekundarnu
Struktru HIV-protedzy I poukazuje na 17 oblasti typu
skladaného listu oznacenych 1 az 8 na retazci o a 1 az 9
na retazci B ajednu vyraznejsiu helikalnu sekvenciu®”.

Vela aspartatovych peptidaz produkovanych plesna-
mi, napr. Mucor miehei alebo Mucor pusillus, si potravi-

Obr. 5. ,Paskovy model“ sekundarnej Struktiry HIV-
proteazy I (cit.>®)
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narsky vyznamné. Pouzivaju sa pre zrdzanie proteinov
mlieka pri vyrobe tvarohu a syrov®’. Vigsina z nich je
nestabilnych pri pH > 7 a nevyskytuju sa v mikrobialnych
kultarach, ktoré rastii v neutrdlnom alebo alkalickom pro-
stredi. RozliSuju sa viaceré typy aspartatovych peptidaz.
Pepsinu podobné peptidazy su produkované najma plesia-
mi rodov Aspergillus, Penicillium, Rhizophus, Trametes
a Neurospora. 1de o extracelularne enzymy, ktoré sa Casto
pouzivaju pri vyrobe proteinovych hydrolyzatov zo soje,
najmé pri vyrobe soéjovych oméciek. Mikrobialne pepsinu
podobné peptidazy maji vela podobnych fyzikalnych
a chemickych vlastnosti ako pepsin Zivoc¢isneho pdvodu,
vratane nizkej esterolytickej aktivity.

Reninu podobné peptiddzy maju vela spolocnych
vlastnosti s predchadzajiucimi peptidazami. Avsak, na roz-
diel od pepsinu podobnych peptiddz, st schopné zrazat
mlieko podobnym spdsobom ako renin zivoéisneho povo-
du. Reninu podobné peptidazy boli izolované z mnohych
mikroorganizmov ako napr. Endothia parasitica, Mucor
species a Aspergillus candidus. Enzymy produkované
rodmi Endothia a Mucor sa komer¢ne pouzivaju pri vyro-
be syrov. Enzym produkovany druhom Mucor pusillus je
monomér o molekulovej hmotnosti 30 kDa. Jeho molekula
obsahuje dva cysteinové zvysky, ktoré vSak zjavne netvo-
ria disulfidické vézby. Peptiddza z Mucor miehei je takisto
monomér s molekulovou hmotnostou 38 kDa. Obsahuje
asi 6 % glycidov. Obidva enzymy prednostne katalyzuju
hydrolyzu peptidovych vizieb s aromatickymi a hydro-
fobnymi boénymi retazcami s optiméalnou aktivitou pri pH
4,0-4,5. Su stabilné v rozmedzi pH 3-6. Peptidaza z M.
miehei (Fromase, Gist-brocades) je viac tepelne odolni
ako peptidaza M. pusillus. Schopnost’ zrazat mlieko, na-
jmé v pripade M. pusillus, mierne zavisi od pritomnosti
vapnika®. Fromase je stabilna pri pH v rozsahu 3,0-6,5. Je
to termolabilny enzym, ktory je poc€as vyroby syra inakti-
vovany uz pri beznych ohrevoch srvatky, takze nedocha-
dza ku koagulédcii pri zmieSani srvatky s odstredenym
mlieckom™.

Chymozinovy preparat, Maxiren” (Gist-brocades),
ziskavany z mliekarenskej kvasinky Kluyveromyces lactis
je citlivy na teplotu. Optimum aktivity je v surovom mlie-
ku s pH 6,6 dosahované pri teplote 42,5 °C a pri pasterizo-
vanom mlieku s pH 6,5 pri teplote 45 °C. K jeho inaktiva-
cii dochadza pri pasterizacii poc¢as 15-16 spri 72 °C
(cit.?).

3.4. Metalopeptidazy

Podobne ako aspartatové peptidazy ani metalopepti-
dazy pocas Stiepenia peptidovych vézieb nevytvaraju ko-
valentné medziprodukty. Ich katalyticky ucinok je viacme-
nej spojeny s koordindciou pritomneho kovového ionu
v enzyme. Tymto kovom je obyc¢ajne zinok. V niektorych
pripadoch moze byt nahradeny inym prechodnym kovom.
Kovovy i6n napomaha pri Stiepeni peptidovej vdzby za
pritomnosti molekuly vody najmé svojim silnym elektro-
filnym charakterom. V nativhom enzyme je molekula vo-
dy koordinovana k Stvrtému  tetraedrickému miestu
(d’al8imi ligandmi st dva histidiny v karboxypeptidaze A,
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v termolyzine je to kyselina glutimova). Molekula vody je
naviazand vodikovou vézbou na kyselinu glutdmovu. Kar-
boxylova skupina kyseliny glutimovej odobera protén
a zUCastiuje sa pri ataku tej istej molekuly vody na pepti-
dovom karbonyle. Proton pochadzajici z kyseliny gluta-
movej sa opét’ prestiva k vychodiskovému atomu dusika,
ktory mdZe pochadzat’ z kyseliny glutimovej (obr.6, cit.”).

Metaloproteinazy tvoria zaujimavi skupinu enzymov
zodpovednych za progresiu chordb asociovanych
s degradéciou extracelularneho matrixu. Z farmakologicky
najvyznamnejSich enzymov tejto skupiny mozno spomen-
ut’ matrilyzin, kolagendzy a zelatindzy roézneho typu. Pre
celt skupinu enzymov tejto kategorie je spolo¢ny kataly-
ticky mechanizmus vyuZzivajuci i6n zinku koordinovany
troma reziduami histidinu. Matrilyzin [EC.3.4.24.23] je
jeden z najmensich enzymov tejto kategorie, ktorého akti-
vitu inhibuje inhibitor hydroxamatového typu®*. Ide o rela-
tivne maly monomérny enzym s molekulovou hmotnostiou
18,7 kDa (170 rezidui). ,,Paskovy model* poukazuje na 7
oblasti Struktiry skladaného listu oznacenych 1 az 7 a tri
vyrazné Struktury o-hélixu. Optimalne pH tejto skupiny
enzymov sa pohybuje v rozmedzi hodnét pH 5-9. Citlivé
su na chelata¢né ¢inidla (EDTA). Serinové peptidazové
inhibitory alebo tiolové ¢inidla neovplyvniuju ich aktivitu.
Mnoho metalopeptiddz inhibovanych EDTA moZe byt
aktivovanych i6onmi ako st zinok, vapnik, kobalt.
Z potravinarskeho hladiska st najznidmejSie metalopepti-
dazy produkované baktériami a plesitami (Neutrase® >,
thermolyzin®") obsahujtce vo svojej molekule zinok, ktory
je nevyhnutny pre ich aktivitu. Véapnik je potrebny najméa
na stabilizaciu ich proteinovej Struktiry. MnoZstvo vépni-
ka v metalopeptidazach sa pohybuje od Styroch atomov na
1 molekulu termolyzinu z Bacillus thermoproteolyticus az
po menej ako 0,2 atdému na molekulu enzymu z Aeromo-
nas proteolytica. Peptiddza mikroorganizmu Bacillus ther-
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moproteolyticus termolyzin je stabilnd v rozmedzi pH 5 az
10 pri teplote 80 °C. K inaktivacii nedochddza ani v 20%
etanole a metanole. Pri teplote 4 °C ju mézeme uchovavat’
az niekol’ko mesiacov®. Kyslé metalopeptiddzy sa vyzna-
¢uju niz§imi optimami pH (5-6) a molekulovymi hmot-
nostami (19-20 kDa). Vykazuju $pecificitu voc¢i synte-
tickym peptidom a oxidovanému B-retazcu inzulinu.
Zarad’uju sa sem najmi peptidazy Penicillium caseico-
lum, P. roqueforti, Aspergillus sojae a A. oryzae. Peptida-
zy Penicillium nie st citlivé na fosforamidon, Specificky
metalopeptidazovy inhibitor.

Komer¢né preparaty z A. oryzae pouzivané v potravi-
narskom priemysle pri Gprave vlastnosti muky*, misa®',
hydrolyze potravin'’ obsahujii kyslé, neutrélne a alkalické
peptidazy, ktoré st aktivne v oblasti pH 4,0—4,5 a stabilné
medzi pH 2,5 a 6,0. Struktira aktivneho centra je podobna
aktivnemu centru pepsinu. 4. oryzae produkuje dve neut-
ralne metalopeptidazy, ktoré su inhibované sekvestracny-
mi ¢inidlami. Jeden z enzymov vykazuje optimalnu aktivi-
tu pri pH 7 a je stabilny v rozmedzi pH 5,5-12,0, ale 'ahko
sa inaktivuje pri teplote nad 50 °C. Druha neutralna meta-
lopeptidaza ma optimalnu aktivitu pri pH 5,5-6,0 a je po-
merne termostabilna. Zahrevom pri 90 °C po 10 min straca
len 30 % svojej aktivity*'. Potravinarsky zaujimavou pep-
tiddzou produkovanou spominanym mikroorganizmom je
Flavorzyme® (Novo Nordisk), pouzivavanou pri hydroly-
ze sojovej odtuénenej muky*. Metalopeptidazy vo vieo-
becnosti prednostne katalyzuju hydrolyzu peptidov
s hydrofébnymi postrannymi retazcami, obsahujucimi
napr. fenylalanin a leucin. Vykazuji vel'mi slabt esterazo-
vu aktivitu.

Neutralne metalopeptidazy st Specifické voci hydro-
fobnym a objemnym aminokyselinovym zvySkom. Ich
optimalne pH je 7 a ich velkost je medzi 30—40 kDa. Ich

, Ty | } . ~-Zn-- H :
His,3 Zn & N__P, Hiss; o P
= &/ % S = Oreds
N NH  H Y H(li\F>1 —  HNN--H HC_ I;|
= |
: NH NH P o_ 0
o_ 0 L Gluyss
Gluas odstiepenie aminoproduktu |+ H,0
Hi3231 |
l\7=\NH o
| . o)
% “'2”“' H|3231 6 \Hl,,
T - — P ’,
! ) T\ NS ‘0 0]
0 HN N--H™ €=0
o_0 H H HC
I{IH\P1 Gluyys
Gluyas

Obr. 6. Schématické zobrazenie katalytického Stiepenia peptidovej vizby v pritomnosti metalopeptidazy; P, P — zvysky aminoky-

selin postrannych retazcov
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Neutralne protedzy typu Aspergillus species sa v potravi-
narstve pouzivaju na odstranovanie horkej chuti hydroly-
zatov*'. NajznamejSou neutralnou metalopeptidazou je
termolyzin produkovany Bacillus thermoproteolyticus. Je
stabilny do 80 °C. Jeho molekula obsahuje zinok, ktory je
viazany dvoma zvySkami histidinu a jednym glutamato-
vym zvyskom. Aktivne miesto tvori 6 aminokyselin, ktoré
obklopuju atom zinku. V jeho Struktire sa nachadzaju aj
4 atomy vapnika zodpovedné za termostabilitu enzymu.
Termolyzin obsahuje 316 aminokyselin a jeho molekulova
hmotnost’ je 34,4 kDa.

Alkalické peptidazy su produkované baktériami Pseu-
domonas aeruginosa a Serratia marcescens. Su $irokoSpe-
cifické s pH optimom 7 a o malo vicsie ako ostatné meta-
lopeptidazy (48—60 kDa).

Myxobacter peptidaza I ma molekulovii hmotnost
14 kDa a optimalne pH 9. Je Specificka vo¢i malym ami-
nokyselinovym zvyskom na obidvoch koncoch Stiepeného
polypeptidového retazca. Tato peptidaza je schopna lyzo-
vat’ bunkové steny Arthrobacter crystallopoites a inych
grampozitivnych baktérii. B-lyticka peptidaza pochadzaji-
ca zo Sorangium species obsahujlca zinok je Specificka
voci oxidovanej forme B-ret'azca inzulinu.

Myxobacter-peptidaza II s molekulovou hmotnost'ou
17 kDa a optimalnym pH 8,5-9 je Specifickd pre lyzinové
zvySky na N-konci Stiepeného ret'azca, ale neméd schop-
nost’ lyzovat’ bakteridlne bunky. Je stabilnda pri pH 3-9
a teplote 50 °C pocas 18 h (cit.®).

4. Zaver

Proteolytické enzymy maju doélezité praktické uplat-
nenie v rdznych oblastiach potravinarskeho aj iného prie-
myslu. St vyznamné tiez z medicinskeho hl'adiska.

Podl'a Nazvoslovného vyboru IUBMB (Medzinaroda
unia pre biochémiu a molekularnu bioldgiu) sa proteolytic-
ké enzymy od roku 1992 oznacuju ako peptidazy.

Clanok pojednava o nomenklature, rozdeleni tychto
enzymov, ich Strukturach, stabilite, mechanizme katalyzy
a d’alsich biochemickych parametroch vyznamnych pre
farmakologické, potravinarske a iné aplikécie.
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Uvod

Jako nasledné se oznacuji takové reakce, které probi-
haji ve vice na sebe pfimo navazujicich stupnich, pticemz
meziprodukt vznikly v prvnim stupni je vychozi latkou pro
stupeni druhy atd. Pro tyto systémy plati, Ze v jejich pribé-
hu postupné nartsta a potom klesa koncentrace mezipro-
duktu; pfitom koncentrace meziproduktu neni zanedbatel-
na ve srovnani s koncentracemi vychozich reaktantl
a produktd'. Tento ¢asovy priibéh koncentraci reagujicich
slozek vSak neni charakteristicky pouze pro reakce nasled-
né — vykazuje jej i systém dvou paralelnich reakci
sjednim vratnym stupném. Nejjednodussim piipadem
nasledné reakce je dvoustupiiova nevratna reakce,

k ke

u niz kazdy stupeni probihd jako reakce prvniho resp.
pseudoprvniho tadu. Je-li hodnota rychlostni konstanty
druhého stupné &, o vice nez 2 fady nizsi nez prvniho stup-
né k; anebo naopak, l1ze ob¢ reakce studovat oddglen&’.
V pfipad€, Ze oba stupné maji srovnatelné nebo dokonce
stejné rychlostni konstanty, coz je jev v chemii velice ¢as-
ty, komplikuje se optimalizace syntézy pozadovaného
meziproduktu, ktery neni za danych podminek zcela stabil-
ni a podléha naslednému rozkladu®, nebo se studium re-
akénich mechanismt kinetickymi metodami znesnadiu-
je*’. Na druhé strang kinetické systémy zahrnujici dva po
sob¢ jdouci stupné nabyvaji velkého vyznamu pfi studiu
farmakokinetiky, pro kterou je casto simulovan model
postihujici  absorpéni  a eliminacni  procesy 1éCiva
v organismu. Ke sledovani téchto modelovych procest se
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termicka analyza 4%)
(%) °
polarografie (<1 %)
hmotnostni
spektrometrie (4 %)

potenciometrie
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Obr. 1. Experimentalni techniky pouZivané pro ziskavani
kinetickych dat v pracich publikovanych vroce 2002
(uvedeny pouze prace uvadéjici pouZitou techniku v souhrnu)

Casto vyuZziva kinetické analyzy, ktera je charakteristickd
vysokou citlivosti, selektivitou a adaptabilitou.

Z ptistrojového hlediska se pro sledovani kinetik re-
akci v kapalnych soustavach pouziva nejcastéji UV-VIS
spektrofotometrie. Odhaduje se', Ze je pouzita v cca 80—
90 % publikovanych pracich — zbylych 10-20 % pak pii-
pada na IC a NMR spektroskopii, chromatografii, konduk-
tometrii a potenciometrii a v tuhé fazi pak na metody ter-
mické analyzy.

Pro systémy sledované UV-VIS spektrofotometrii
bylo v minulosti navrzeno nékolik metod ziskani rychlost-
nich konstant obou reakénich stupnt resp. molarniho ab-
sorpcniho  koeficientu meziproduktu. Tyto metody lze
principielné rozdélit do dvou skupin, a to na metody vyu-
zivajici linearizaci dat a jejich vyhodnoceni pfi jedné nebo
vice vlnovych délkach linearni regresi a na metody vycha-
zejici z nijak neupravenych dat vyhodnocovanych neline-
arni regresi opét pti jedné resp. vice vinovych délkach.

Spoleénym prvkem viech podetnich metod® pro vybér
kinetické rovnice resp. urceni rychlostnich konstant je
vhodné kritérium pfiléhavosti vypoctenych zavislosti
k experimentalnim bodim. Nejcasté&ji se jako toto kritéri-
um voli soucet ¢tverct odchylek vypoctenych (3;") a name-
fenych (y;) hodnot zavisle proménné pres vSechny prove-
dené pokusy (N). Pro zkoumanou kinetickou rovnici se
hledaji takové hodnoty konstant, aby tento soucet byl mi-
nimalni. Pfesn¢ vzato, toto kritérium poskytuje nejlepsi
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Schéma 1. Studovana nasledna reakce

hodnoty konstant jen tehdy, kdyz je veli¢ina y v celém roz-
sahu zatiZena stejnou chybou. Jsou-li vSak rozptyly méfeni
navzajem zavislé, coz nastava v piipadé pouziti stejné ana-
lytické metody zjistovani koncentraci, je spravngj3i® pouzit
minimalizaci hodnoty determinantu matice M = {m;,;} kde
M= Z( Y ik — Vi) (¥ ie—yix) a k €{1...N}. y"resp. y od-
povida vypoctené resp. zmétené hodnoté koncentrace i-té
slozky j-tého reakéniho stupné v k-tém pokusu. V pripadé
meéfeni zavislosti absorbance celé smési na case vsak
nejsme schopni podobnou matici sestavit — existuje neko-
ne¢né mnozstvi linearnich kombinaci soucinli absorpcnich
koeficienti a koncentraci jednotlivych slozek se stejnou
celkovou absorbanci.

Experimentalni ¢ast

V tomto ¢lanku budou vSechny popisované metody
demonstrovany na systému (Schéma 1) nasledné reakce’
4-chlor-N-(4-nitrofenyl)butanamidu (/) ktery v alkalickém
prostiedi cyklizuje na 1-(4-nitrofenyl)pyrrolidin-2-on (I7)
rozkladajici se za stejnych podminek na sil 4-(4-nitro-
anilino)butanové kyseliny (/I]). ProtoZe se v tomto pfipadé
podatilo za pouziti dvoufazového systému izolovat mezi-
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Obr. 2. Spektralni zaznam nasledné reakce I > II > IIIv1l M
roztoku NaOH
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Obr. 3. Spektralni zdznam reakce II — III v 1 M roztoku
NaOH

produkt I, bylo mozné porovnat zméfenou a optimalizo-
vanou pozorovanou rychlostni konstantu k.

Jako analytické metody pro studium nésledné reakce 1
— Il — III resp. I — III (Schéma 1) bylo pouzito UV-
VIS spektrofotometrie. Systém byl sledovan za podminek
pseudoprvniho fadu ([[]o = 5.10~° mol.I™") pi teploté 25 °C
ve vodném roztoku hydroxidu sodného o koncentraci
1,0 mol.lI". Spektralni zaznam byl snimén v osmi-
sekundovych az desetisekundovych intervalech na pfistroji
HP UV-VIS 8453 Diode Array (obr. 2 a 3).

Vysledky a diskuse

Matematicky popis
naslednych reakci

Zmény koncentraci jednotlivych slozek jsou defino-
vany diferencidlnimi kinetickymi rovnicemi:

df7]
dt¢

systému

(1)

ky[1]

)
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d[I] _ 3)
& ko]
duy | dury dny “4)

dr dt dt

Jejich integraci pfi pocatecnich podminkach [/I]y = 0
a [/l = 0 a za predpokladu, Ze k, # k, nebo si nejsou bliz-
ké, ziskame rovnice:

[11=[11ge™" ()
ky oyt kot
[11]:[1]o-k2_k1-[e —e 7] (6)
—kyt _ —kit
[ = (17, (1 + F1e — —kae 77 7)

k2 _kl

Z integralnich kinetickych rovnic (5) az (7) ziskdme
pro absorbanci 4;* reakéniho roztoku pii vinové délce A
v libovolném c¢ase ¢ po dosazeni do Lambertova-Beerova
zékona (8) vztah (9):

Al = et U1+ {1+ ey [ ] 8

A A —kyt
(1 —enple ™ —

k
AF =1l - efy) + —
ky — ky

k _
_[ﬁ(gﬁ —ehpe ™ el 1
) — ky 9)

Hodnoty alk, anx, e jsou molarni absorp¢ni koefici-
enty latek 7, 1] a I pti dané vinové délce. Protoze na kon-
ci reakce (v Case t,) je v reakéni smési pfitomna pouze
latka /I, je absorbance A= gmh[]]o. Rovnici (9) 1ze pak
napsat v obecn¢ platném tvaru (/0):

A,}‘ —Ar =M TRy N TR (10)

M a N jsou konstanty, které zahrnuji rychlostni konstanty
ki a k, a molarni absorpcni koeficienty reagujicich kompo-
nent.

Jsou-li konstanty k; a k, stejné, neplati rovnice (6) az
(10), protoze nejsou splnény podminky nutné k integraci
diferencialnich rovnic. Pokud jsou hodnoty k; a k, blizke,
nastavaji problémy numerického razu, které lze prekonat
vhodnou strategii — ndhradou k, = k; + Ak a rozvinutim
rovnic (6) a (7) v Taylorovu fadu, coz pro Ak — 0 poskyt-
ne rovnice'.

(Il ]=[1]gk.te F! (11)

[(HI1=[I1o(1-(+k.t)e k) (12)

Laboratorni pfistroje a postupy

Ke stejnému vysledku lze dospét rovnéz aplikaci
1"'Hopitalova pravidla na fesSeni limit rovnic (6) a (7) pro
ki — ky, resp. na zékladé€ citlivostni analyzy. Dal$i vyho-
dou citlivostni analyzy je moznost nalezeni vhodného zpu-
sobu provadeéni experimentt, tj. méfeni ve vhodném rozsa-
hu koncentraci a kombinaci jejich velikosti, zejména pak
u reakei druhého tadu, kde jsou hodnoty rychlostnich kon-
stant zavislé na koncentraci. Pfi sledovani absorbance re-
akéni smési je vSak experiment limitovan rozsahem méfi-
telnych absorbanci (nejlépe v intervalu 0,2—0,8). Vzhle-
dem knezndmym molarnim absorpénim koeficientim
jednotlivych slozek a k sledovani reakce za podminek
pseudoprvniho tadu (rychlostni konstanty nezavisi na kon-
centraci vychozich latek), neni potfeba provadét analyzu
citlivostnich funkci vzhledem k parametrim M a N
z rovnice (/0). Nicméné je tieba na analyzu citlivostnich
funkci pamatovat, a to zejména v piipadé feSeni slozitéj-
Sich naslednych reakci, kde by byly hodnoty pozorova-
nych rychlostnich konstant blizké a bylo by mozné urcit
alespon nékteré hodnoty molarnich absorp¢nich koeficien-
th.

Vypocet rychlostnich konstant
z linearizovanych dat

Nejjednodussi a nejstardi zpasob uréovani®’ obou
rychlostnich konstant &, a k, vychazi z kinetické kiivky pfi
vlnové délce, pii které je celkova zména absorbance co
nejvetsi a kde molarni absorpcni koeficienty zii€astnénych
latek jsou rozdilné — tj. mimo oblasti isosbestickych bodt.
Této podmince nejlépe vyhovuje vinova délka 405 nm
(obr. 2). Kinetickou kfivku pak linearizujeme logaritmova-
nim rozdilu ln(A,A - Aw’l) resp. ln(AgcZ - A,A) a vynesenim
téchto logaritmu proti ¢asu ¢. Tim ziskame pro danou vIno-
vou délku ¢aste¢né linearizovanou zavislost, z jejiz lineér-
ni ¢asti (v naSem ptipadé pro ¢ > 250 s) ur¢ime mensi
z obou rychlostnich konstant. V¢&tSi rychlostni konstantu
ziskame z nelinearni ¢asti zavislosti (v naSem piipad¢ pro
t < 100 s) logaritmovanim In[4, (4. — 4,)], kde 4,” pted-
stavuje absorbanci ziskanou linearni extrapolaci nelinearni
Casti zavislosti. Tato metoda je v soucasnosti vhodna spiSe
k orienta¢nimu zji$téni rychlostnich konstant obou stupni
a ziskané hodnoty lze pouzit jako vychozi pro nelinearni
regresi (tab.I). Pro srovnani je uvedena (tab. II)
irychlostni konstanta reakce II — III pfi 405 nm méfena
z nezavisle ziskaného meziproduktu.

Tabulka I
Hodnoty rychlostnich konstant ziskané linearizaci pfi
A =405 nm

Regresni charakte- Pomalejsi reakce  Rychlejsi reakce
ristika I — Il -1
ks 5,51-10° 1,75-107
s(k), s 6,89-10°° 8,43-107
Relativni chyba, % 0,125 0,482
Polocas, s 125,8 39,6
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Tabulka IT
Regresni charakteristiky pro kinetickou kfivku reakce
11 — IIT pti 405 nm

Parametr Hodnota
ks 6,17-10°
s(h), s 5,56:10°
Relativni chyba, % 0,90
Polocas, s 112,3
Rezidualni smérodatna odchylka, st 546107

Tabulka IIT

Regresni charakteristiky pro kinetickou kfivku reakce
I — II — III, méfenou v intervalu A = 319-349 nm
a 399-500 nm

Regresni charakteris- Pomalejsi reakce Rychlejsi reakce

tika (I —I1I) (I —1II)
ks 563107 1,68:10
s(k), s 447107 1,10-10°
Relativni chyba, % 7,94 6,55
Polocas, s 123,1 41,3

V pfedchozim odstavci byla vybrdna pouze jedna
vinova délka, pfi niz byly vypocteny rychlostni konstanty.
Je vSak vhodné odstranit subjektivni vybér vinové délky
a zabyvat se vypoctem z celych Casovych zaznamii spek-
ter. I vtomto pifipadé je vSak tfeba zohlednit oblasti
isosbestickych bodl, ve kterych metoda vypoctu selhava
a poskytuje naprosto chybné hodnoty rychlostnich kon-
stant. Pro ilustraci jsou uvedeny rychlostni konstanty zis-
kané z oblasti vlnovych délek 319-349 a 399-500 nm.
Tento vybér byl proveden na zakladé¢ hodnot modelovaci
sily, jak bude blize vysvétleno v kapitole Nelinearni meto-
dy. Vysledky jsou shrnuty v tabulce III.

Z hodnot v tabulce III vyplyva, ze oproti vysledkim
pro jednu vlnovou délku (tab.I) se vypoctené hodnoty
mirné zlep$ily. Hodnoty smérodatnych odchylek jsou zde
relativné horsi, protoze ty v tomto pfipad¢ znamenaji smé-
rodatné odchylky od aritmetického priméru rychlostnich
konstant pro vSechny vlnové délky na rozdil od hod-
not v tab. I predstavujicich odchylky pro dany parametr
jediné linearni regrese.
Metoda méfeni isosbestickém
bod¢

Jak je patrné ze spektralniho zdznamu reakce /11 — 111
(obr. 3), odpovida isosbesticky bod reakce (tj. bod, pfi
kterém jsou molarni absorpéni koeficienty vychozi latky 77
a produktu /7 stejné) vlnové délce 356 nm. Méfenim na-
sledné reakce I — II — III pii této vinové délce ziskame
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Obr. 4. Kineticka kiivka reakce 7 — II méiena v isosbestic-
kém bodé p¥iA =356 nm

Tabulka IV
Regresni charakteristiky pro kinetickou kfivku reakce
I — II métenou v isosbestickém bodé (A = 356 nm)

Parametr Hodnota
ks 1,36:10°°
s(hkr), ™! 9,40-10°°
Relativni chyba, % 0,692
Polocas, s 51,1
Rezidualni smérodatna odchylka, st 93610

kinetickou ktivku (obr. 4) odpovidajici pouze reakci I — 11,
a z ni hodnotu rychlostni konstanty 4, (tab. IV).

Tato hodnota predstavuje nejlep$i odhad rychlostni
konstanty prvniho reakéniho stupné a jak je patrné
z tabulky II uvedené u linearizace, je cca 0 29 % nizsi nez
rychlostni konstanta Ayy.

Nelinedarni metody

Vyhodnocenim kinetickych dat bez jejich linearizace se
zabyva velké mnozstvi praci, pti¢emz jako kritéria pfiléha-
vosti se opét pouziva nejnizsi soucet ¢tvercti odchylek zmé-
fené a vypoctené veli¢iny. Metody hledani tohoto souctu
jsou napf. derivaéni Gaussova-Newtonova metoda'’, jejiz
nevyhodou je nutnost pocatecniho relativné presného od-
hadu parametri'' nebo metoda'? na bazi Hartleyova algo-
ritmu'®. S vyhodou Ize rovnéz pouzit kombinace rtiznych
metod, jako je tomu napi. u komeréniho software'* OPgm
(kombinace nederivaéni simplexové'>'® a derivacni Le-
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venbergovy-Marquardtovy metody'’), pouzitého ke zpra-
covani kinetickych dat v tomto ¢lanku. Dal§i metody jsou
popsany v literatuie'®'?. Viechny tyto prace maji spole¢né,
ze optimalizuji hodnoty téchto rychlostnich konstant z ki-
netické kiivky piislusejici pouze jedné vinové délce zpravi-
dla odpovidajici celkové maximalni zméné absorbance
resp. jiné linearné zavislé veliiny reagujiciho systému
(jednoducha nelinearni regrese). Tento subjektivni vyber je
v n¢kterych pripadech ocividny, avSak z obecného hlediska
je mnohem spolehlivéj§im pfistupem vypocet rychlostnich
parametrd z celych zaznama spekter na Case. Tento postup
byl v literatuie”® rovnéZ popsan a na jeho zakladé byl vy-
tvofen i komer&ng dostupny software’’ !Pro-K dodavany
spolu s produkty firmy Applied Photophysics.

Nas pristup spociva v optimalizaci (program OPgm,
cit.'"*) obou rychlostnich konstant pii subjektivng zvole-
nych hodnotach vinovych délek 405 nm a 235 nm a jejich
porovnani se spravnymi hodnotami konstant, ziskanymi
méfenim v isosbestickém bod¢ (km.x = k) v reakei I1 — 111
(kmin = k2). Vysledky spolu s regresnimi charakteristikami
jsou shrnuty v tabulce V.

Z uvedenych hodnot je ziejmé, ze se pozorované rych-
lostni konstanty ziskané optimalizaénim postupem vice
blizi ,,spravnym“ hodnotdm pozorovanych rychlostnich
konstant, ziskanych z méfeni oddéleného druhého stupné
a méfenim reakce v isosbestickém bodé. Pies pomérné
dobré prolozeni experimentalnich hodnot absorbance
v ¢ase modelovou rovnici pro obé vinové délky je vidét, ze
se hodnoty pozorovanych rychlostnich konstant pfi jednot-
livych vinovych délkach lisi. Proto se nabizi otazka, jak
zjistit, které vinové délky je nejlepsi pouzit k urceni hodnot
pozorovanych rychlostnich konstant. Jednim z moznych
postuptl je pouzit metodu hlavnich komponent™, pouziva-
nou k redukci poctu sloupcti datové matice. V nasSem pii-

Tabulka V

Regresni charakteristiky jednoduché nelinearni regrese
pro kinetickou kfivku nésledné reakce I — II — III pii
A =3252a405nm

Regresni charakteristika A=405nm A =325nm

ky, s 57410° 584107
s(kr), s 3,6410° 19410
Relativni chyba, % 0,63 3,32
Polocas, s 120,8 118,7
Rezidualni smérodatna odchyl- 6,34-10*  1,60-10°
ka, s

ks 1,50-10%  1,43:107
s(ky), s 1,58:10*  7,34:10°
Relativni chyba, % 1,06 5,12
Polocas, s 46,2 48,5
Reziduélni smérodatna odchyl- 6,34-10*  1,68-10°°

ka, s
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padé je matice tvofena z hodnot zméfenych absorbanci.
Radky matice tvoii jednotlivé &asy méfeni spekter a sloup-
ce pak piislusi jednotlivym vinovym délkdm. Cilem meto-
dy hlavnich komponent je urcit, kolika na sob¢ linearné
nezavislymi sloupci vypocitané matice T lze popsat celko-
vou variabilitu v§ech sloupctl zdrojové matice X. Toho lze
docilit rozkladem matice X podle schématu X = TP'+E,
kde X je zdrojova matice dat o N fadcich a M sloupcich, T
je matice latentnich proménnych (,,score” matice) o N
fadcich a obsahuje P sloupcovych vektoru t oznacovanych
jako hlavni komponenty. Matice P se nazyva matice zatézi
nebo také ,loadings“. Obsahuje M fadkt a P sloupcovych
vektorl p. Jednotlivé sloupcové vektory matice P predsta-
vuji miru piispévku ptislusné latentni proménné k popisu
variability sloupcii zdrojové matice. Matice E je rozmérem
shodna se zdrojovou matici a obsahuje nevysvétlenou vari-
abilitu. Rozkladem zdrojové matice dat na matici latent-
nich proménnych a na matici zatézi ziskdme matici T
0 podstatné niz§im poctu sloupcii P. Statistickou analyzou
1ze pak urcit, jaka je mira linearni zavislosti vypoctenych
vektorl t na jednotlivych sloupcich zdrojové datové mati-
ce. V nasem piipad¢ se urci, kolika riiznymi zptisoby zavi-
si absorbance na cCase. Prvni vektor t; reprezentuje
v naSem piipadé jakousi primérnou zménu absorbance
v Case, vypoctenou ze vSech vinovych délek zdrojové ma-
tice. Jde vSak o zménu absorbance se shodnym trendem.
Pro neshodny trend, naptiklad oblasti kolem isosbestic-
kych bodi, maji jednotlivé ptispévky do vysledného vypo-
Citaného vektoru podstatné nizsi vahu. Tyto oblasti pak
popisuje dalsi vektor latentni proménné t,. Rozkladd zdro-
jové matice podle shora uvedeného postupu lze provést
nekone¢né mnoho, tyto rozklady jsou vSak navzajem line-
arné transformovatelné. Dulezitou vlastnosti rozkladu je,
ze se vzdy na pfislu$né latentni proménné izoluje shodné
mnozstvi variability ptivodni zdrojové matice. Z této sku-
te¢nosti vyplyva, ze vypocteny vektor latentni proménné t,
je linearné zavisly na vektorech zdrojové matice (zména
absorbance v Case pfi jednotlivych vinovych délkach).
I kdyz je vypoéteny a neodpovida tudiz skute¢nym hodno-
tam absorbance, ma vSak smysl zmény absorbance v Case
(vySe zminéna linearni zavislost). Rychlostni konstanty
jsou v na$i optimalizacni rovnici nelinedrnimi parametry,
a proto se jejich hodnoty linearni transformaci ve smyslu
metody hlavnich komponent nezméni. Pro vyS§i pfesnost
matematického zpracovani je vyhodné provést vypocet
dvakrat. Poprvé s pouzitim kompletniho spektralniho za-
znamu (vSech vlnovych délek 200-500 nm) a podruhé
s vyloucenim téch vlnovych délek, jejichz modelovaci sila
je nizsi nez 90 %. Modelovaci sila (MS) je uzite¢nou cha-
rakteristikou, kterd vychdzi z matice latentnich promén-
nych a z matice zatézi (13).

N
1 N2 (13)
N—P—lze‘k
M=1- L
Sio

kde s; znamena smérodatnou odchylku i-tého sloupce
zdrojové matice X a ey je klasické reziduum z matice E.
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Obr. 5. Zavislost modelovaci sily /S na vinové délce A

Tabulka VI
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Regresni charakteristiky vicendsobné nelinearni regrese
spektralnich dat néasledné reakce I — II — III v oblastech
A =319-349 nm a A = 399-500 nm a jejich spojeni

Regresni cha-

319-349 nm 319-349 nm 399-500 nm

Zména modelovaci sily s vinovou délkou je zfejma
z obrazku (obr. 5). Modelovaci sila ma vyznam miry spo-
le¢né variability vektoru latentnich proménnych a i-tého
sloupce zdrojové matice. Lze ji tedy pouzit jako kritérium
pro vylouceni oblasti vinovych délek nevhodnych pro opti-
malizaci rychlostnich konstant naslednych reakci. Jak je
vidét ze zdznamu prvniho vypoctu metodou hlavnich kom-
ponent (PCA), modelovaci sila je nizka pravé v oblasti
isosbestickych bodt, jejichz vlnové délky byly urceny jiz
na prvni pohled jako nevhodné pro optimalizaci. Naopak
vlnové délky, pfi nichz je modelovaci sila maximalni
ajsou tedy pro vypocet nejvhodnéjsi, jsou A = 339 nm
(MS=0,996) aX =416 nm (MS = 0,999).

Vysledky pozorovanych rychlostnich konstant urce-
nych optimalizaci ¢asovych zavislosti vypoctenych vekto-
i t; ziskanych rozkladem matic sestrojenych z vinovych
délek jsou: A pro data 319-349nm a 399-500nm, B pro
data 319-349nm a C pro data 399—500nm.

Jak je vidét, jsou vypoctené hodnoty rychlostnich
konstant velmi blizké hodnotam ziskanym pfi subjektivné
zvolenych vlnovych délkach. Na rozdil od téchto hodnot
se vSak vyznacuji mnohem lepSimi vysledky regresni dia-
gnostiky nelinedrni regrese. Kvalitu nelinedrni regrese
mizeme posoudit na zakladé hodnot smérodatnych odchy-
lek (tab. VI) odhadovanych parametrii, rezidualnich sum
¢tverct a rezidudlnich standardnich odchylek celé regrese.

O kvalité prolozeni experimentalnich bodd svédci
nejlépe hodnoty rezidualnich smérodatnych odchylek.
Nékdy se vsak podaii pro rizné modely docilit podobnych
hodnot statistickych charakteristik, napf. u smérodatnych
odchylek. Dulezitym piedpokladem pro vhodnost regresni-
ho modelu je konstantni a kone¢ny rozptyl chyb v datech,
ktera se za téchto podminek nazyvaji homoskedasticka.
O homoskedasticité se lze presvédCit nejlépe grafickym

rakteristiky 399-500 nm
ki, s 581-10°  58310° 579107
s(ky), s7 1,17-10°  5,4510°  3,01-10°
Relativni 0,20 0,93 0,52
chyba, %
Polocas, s 119,3 118,9 119,7
key s 1,49-10%  1,43-10%  1,51:107°
s(ka), s7! 5,18-10°  2,06:10* 1,38-107
Relativni 0,35 1,44 0,92
chyba, %
Polocas, s 46,5 48,5 459
Rezidualni su-  8,06:10°  1,71-10*  552:10°
ma ¢tverc
Rezidualni smé- 3,39-10%  1,56:10° 88810
rodatna odchyl-
ka
T T
0,001 it o 1
ek T o

0,000 JoTh T 1117 oDT [

0,001 ]
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Obr. 6. Zavislost predikovaného rezidua e(k) na predikované
hodnoté absorbance A(k)

znazornénim, napf. na obr. 6. Grafické znazornéni na
obr. 6 by mélo v optimalnim pftipad¢ vykazovat nahodilé
rozlozeni odchylek, a to v uspotfadani jednou nad a podru-
hé pod délici useckou a dale se srovnatelnou vyskou. Ta-
kové zobrazeni znamena, ze jde o konstantni a kone¢ny
rozptyl chyb. Je-li v zobrazovanych bodech viditelny néja-
ky trend, pak tato skuteCnost indikuje pravdépodobnou
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chybu v regresnim modelu nebo chybu v datech. Nevyka-
zuji-1i zobrazena rezidua trend, ale zvySujici se resp. snizu-
jici se velikost, znamena to, Ze neni dosazeno konstantniho
rozptylu chyb.

Nevykazuji-li data heteroskedasticitu a jsou-li vhod-
nym zplisobem proloZzena, miizeme povazovat optimali-
zacni funkci za spravnou. Jestlize byla rovnice, podle které
optimalizujeme, odvozena na zékladg teorie pro dany fyzi-
kalné-chemicky problém, maji jednotlivé parametry presné
dany vyznam. Nejsou-li optimalizaci ziskané hodnoty jed-
notlivych parametrii v rozporu s teoretickymi hodnotami
(zaporné hodnoty rychlostnich konstant nebo molarnich
absorpCnich koeficientil), je-li splnéna homoskedasticita
ajsou-li uspokojivé statistické charakteristiky, mizeme
o modelu prohlasit, Zze neni v rozporu s uvedenou teorii,
avSak to neznamend, Ze jind teorie by nepopsala tentyz
problém lépe.

Problém ptifazeni rychlostnich
konstant jednotlivym stupiiim
Podstatny problém predstavuje prifazeni jednotlivych
ziskanych rychlostnich konstant spravné reakci, A — B
resp. B — C. Z podstaty matematického zpracovani expe-
rimentalnich dat plyne, ze neni mozn¢ urcit, ktera rychlost-
ni konstanta nalezi které reakci. Neplati tedy, ze rychla
zména absorbance nasledovana zménou pomalou znamena
rychly prvni stupeii nasledovany stupném pomalym'®. Aby
bylo mozno urcit, kterd z rychlostnich konstant 4, a k,
odpovida reakci I — II resp. Il — III, je napf. tieba pfi-
pravit latku /I a samostatn¢ zméfit rychlostni konstantu jeji
premeény na latku /7, ¢imz ur¢ime rychlostni konstantu £,
nebo nalézt ve spektralnim zaznamu reakce isosbesticky
bod pfemény I/ — III a sledovat spektrofotometricky reak-
ci pri této vlnové délce. Pfeména II — III se v tomto
isosbestickém bod¢ spektralné neprojevi, to znamena, ze
ziskame kinetickou kfivku pouze pro prvni reakci a z ni
hodnotu k. Posledni moZnosti, kterd se vSak da pouZit jen
malokdy, je samostatné spektralni sledovani meziproduk-
tu. V oblasti klasickych UV-VIS spekter vSak téméi nee-
xistuji ptipady, kdy pii dané vinové délce absorbuje pouze
intermediat — pasy se Casto piekryvaji. Spektralni sledova-
ni intermediatu je vSak mozné, pokud vykazuje na rozdil
od vychozi latky a produktu fluorescenci®.
Nami navrzeny postup spociva v myslence, ze dvé mate-
maticky nerozliSiteln4 feSeni souctu dvou exponencial se
musi liSit ve znaménku molarnich absorpénich koeficientti.
Kladna znaménka odpovidaji realné situaci, zatimco ktery-
koliv zaporny koeficient postacuje k vylouceni dané even-
tuality. Abychom toto mohli urcit, je tieba provést zpétny
vypocet absorbance z rovnice (8) pii dané vinové délce pro
jednotlivé slozky reakéni smési v Case. Na zakladé srovna-
ni té€chto zavislosti s teoretickym predpokladem pribéhu
pak provedeme spravné prifazeni. Toto ilustruje obr. 7,
kde je pfi Spatném pfifazeni jednotlivych konstant vidét, ze
absorbance meziproduktu /7 po zac¢atku reakce klesa a pak
opét roste (kiivka oznacend II'). Takovy pribé¢h by byl
mozny pouze v piipadé, ze by meziprodukt vyzafoval za-
feni piislusné vinové délky (snizoval absorbanci smési —
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Obr. 7. Vypoltené a skuteéné casové pribéhy absorbanci
jednotlivych sloZek reakce pri vinové délce A = 405 nm; [ —
predstavuje ¢asovou zménu absorbance vychozi latky pii sprav-
ném piifazeni pozorovanych rychlostnich konstant a /" pfi chyb-
ném piifazeni, /" — Gbytek meziproduktu v ¢ase pii Spatném
pfifazeni rychlostnich konstant, // — zména absorbance mezipro-
duktu v Case pfi spravném piifazeni rychlostnich konstant, /] a
1II" — zména absorbance produktu v ¢ase vychazi pro ob¢ varianty
stejné.
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Obr. 8. Vypo¢tena spektra jednotlivych slozek I, IT a IT1

tj. mél zaporny molarni absorp¢ni koeficient), nebot’ kon-
centrace meziproduktu musi nutné nejprve rust a pak kle-
sat. Pfi spravném pfifazeni pozorovanych rychlostnich
konstant jednotlivym reakénim stupiiim ziskdme osove
symetricky pribéh absorbance meziproduktu v case (/).
Takovy prubeéh je jiz z hlediska teorie spravny, nebot’ kon-
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centrace meziproduktu v case se nejprve zvysuje, poté
dosahne maxima a opét klesa k nule.

Obr. 7 ukazuje Casové prubchy jednotlivych slozek
reakce pii vlnové délce 405 nm. Body na obrazku predsta-
vuji experimentalni méfeni absorbance smési a prolozena
ktivka soucet optimalizovanych absorbanci 4;+ A+ Ay
Je zde vidét nepatrna zména v pribéhu vypocteném, proto-
ze pro vypocet bylo pouzito rychlostnich konstant ziska-
nych vySe uvedenou analyzou latentnich proménnych
s nejlep$imi hodnotami statistickych charakteristik.

Zavér

Zavérem lze konstatovat, ze k vyhodnoceni systému
naslednych reakci je nejvhodnéjsi metoda nelinearni regre-
se kombinovana s metodou hlavnich komponent. Hodnoty
rychlostnich konstant se nejvice blizi hodnotam ziskanym
nezadvislym méfenim, event. za specidlnich podminek
(méfeni v isosbestickém bod¢€). Naproti tomu star$i meto-
dy lineariza¢ni se daji spiSe pouzit jako odhad rychlostnich
konstant. Jejich pouziti sebou nese riziko nevhodného
vybéru vinové délky, resp. ne zcela optimalniho odhadu
As. Vyhodou pocitacového zpracovani je navic moznost
modelovani spekter jednotlivych slozek (viz obr. 8)
(zejména meziproduktu, pokud neni dostupny nezavislou
cestou) a moznost spravného pfifazeni rychlostnich kon-
stant jednotlivym stupnitim.
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Uvod

Vykon zkrapéného reaktoru mlze byt nepfiznivé
ovlivnén nerovnomérnym tokem kapalné faze a netiplnym
smocenim loze katalyzatoru. Informace o toku a mnozstvi
kapalné faze v katalytickém lozi zkrapéného reaktoru lze
ziskat metodou méfeni rozdéleni dob prodleni stopovaci
latky v systému nebo stanovenim volné vyteklé dynamické
zddrze kapaliny'. Cilem této prace bylo studium vlivu pa-
rametrll periodicky modulovaného nastfiku kapaliny na
hydrodynamické vlastnosti zkrapéného reaktoru pilotniho
méfitka, zejména na dynamickou zadrz kapaliny, miru
podélného promichavani a tlakovou ztratu.

Zkrapény reaktor je tiifazovy vertikdln¢ orientovany
trubkovy reaktor naplnény tvarovanym heterogennim kata-
lyzatorem. Kapalna faze stéka po katalytické naplni reak-
toru obvykle souproudné s reagujicim plynem. Tyto reak-
tory jsou vyuzivany pii velkokapacitnich hydrogenacich,
zejména hydrodesulfurizaci ropnych frakci, nebo také pro
oxidacni reakce, napt. oxidace polutantli v odpadnich vo-
dach. Vykon, energetické naroky, Zivotnost katalyzatoru
i stabilitu a bezpecnost provozu vyznamné ovliviiuje hyd-
rodynamika2 toku fazi reaktorem. Rezim toku, tlakova
ztrata, zadrz a distribuce kapaliny, podélné a radialni pro-
michdvani a mira smoceni povrchu katalyzatoru ovliviiuje
transport reaktantd a tepla. Pti nizSich prutocich fazi kapa-
lina te¢e ve form¢ filmu a praménkl tzv. zkrapénym to-
kem, pfi vysokych pritocich dochazi k periodickému zahl-
covani ¢asti loze kapalinou pfi pfirozeném pulznim rezi-
mu. Hranice mezi zkrapénym a pulznim tokem se nachazi
priblizné u hodnot mimovrstvovych hmotnostnich pratokt
20 kg . m™>.s™" pro kapalnou a 0,2 kg . m™.s™" pro plynnou
fazi. Pfi pulznim rezimu dochdzi k intenzivni interakci
mezi fazemi, ktera vede k periodickému obnovovani smo-
¢eného povrchu katalyzatoru a intenzivnéjsi vymeéné hmo-
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ty a tepla. Alternativou prirozeného pulzniho toku je umeé-
ly pulzni tok vyvolany periodickou modulaci toku, napf.
prerusovanym nastiikem fazi (vétSinou kapaliny) do reak-
toru® >,

Pro popis toku v reaktoru se nejcastéji pouzivaji dva
hydrodynamické modely® — pseudohomogenni s pistovym
tokem fazi a pseudohomogenni s axialnim promichavanim.
Parametry té€chto modelli lze ziskat z méteni distribuce
dob prodleni stopovaci latky v systému®.

Experimentalni ¢ast

Experimenty byly vedeny jak s kontinudlnim, tak
1 periodicky modulovanym néstfikem kapaliny za kon-
stantniho prutoku plynu. Byl pouzit systém voda-vzduch
za atmosférického tlaku a laboratorni teploty (20 °C).
Zkrapény reaktor byl tvofen 500 mm vysokym sklenénym
véalcem o vnitinim priméru 108 mm opatfenym bo¢nimi
tubusy pro piipojeni elektrod (stavebnice Kavalier Saza-
va). 33 cm vysoka vrstva niplné byla tvofena extrudaty
aktivniho uhli (Chemviron Carbon) o ekvivalentnim pra-
méru 4,6 mm nebo sklenénymi kulickami o primeéru
5 mm. Kapalina byla Cerpana ze zasobni nadrze sklenénym
Cerpadlem s teflonovym vlnovcem do pfepadové nadrze
umisténé 3,5 m nad zékladnou. Z nadrze zajist'ujici kon-
stantni pretlak stékala kapalina samospadem a pies rota-
metr, regulacni a solenoidovy ventil natékala do sprchové
hlavice, kterou byla rozstfikovana nad napli. Tlakovy
vzduch z kompresorového rozvodu byl po redukci tlaku
veden pies rotametr a regulacni ventil na hlavu kolony,
kde byla snimana tlakova ztrata jako pretlak vici atmosfé-
fe U-manometrem a mistkovym elektrickym ¢idlem. Po
prichodu vrstvou naplné a separatorem fazi byl odplyn
veden do atmosféry a kapalina se vracela do zasobni nadr-
7e. Rizeni nastiiku kapaliny, tj. ovladani solenoidu, a mé-
feni vodivosti a tlakové ztraty bylo realizovano prostied-
nictvim moduld Adam 4000 (Advantech) propojenych
s pocitagem pies seriové rozhrani RS 485. Ridici, monito-
rovaci a vyhodnocovaci programy byly vytvofeny
v programovém prostfedi Matlab (MathWorks). Byla také
méfena volné vytekla dynamicka zadrz kapaliny jako ob-
jem kapaliny vytekly z napIn€ po zastaveni nasttiku.

Metoda rozdéleni dob prodleni stopovaci latky vyuzi-
vala méteni odezvy vodivosti ve vrstvé katalyzatoru na
nastiik nasyceného roztoku chloridu draselného. Vodivost-
ni elektrodu tvofila nerezova sit’ nesouci napln reaktoru
a médény drat zasunuty boc¢nim tubusem do napln€ ve
vzdalenosti 5 ¢cm na siti. Vyhodnoceni bylo provedeno
momentovou metodou a identifikaci parametri modelu
kaskady michanych bungk®, ktery je ekvivalentni modelu
pistového toku s podélnym promichdvanim.

Hodnoty signalu namétené vodivostni elektrodou pfi
periodickém néstiiku kapaliny byly ovlivnény také pro-
meénlivou rychlosti pratoku kapaliny. Na obrazku 1 je uve-
den ptiklad srovnani méfené signalové odezvy po nastiik-
nuti stopovaci latky a periodicky se ménici hodnoty pozadi
signalu zplisobené proménlivym pritokem kapaliny. Aby
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Obr. 1. Odezva na impulzni nast¥ik stopovaci latky a periodic-
ké pozadi vodivostniho signalu pri modulovaném nastiiku
kapaliny. Normalizovana vysledna odezva frekven¢ni funkce na
impulzni nastiik stopovaci latky po odecteni pozadi vodivostniho
signalu pii periodickém nastiiku kapaliny, perioda 40 s, split 0,5,
stiedni doba prodleni t,, = 16,6 s. —— distribu¢ni funkce E(), - -
odezva na impuls U, ——— pozadi signalu U

bylo mozné vyhodnotit odezvy momentovou metodou,
bylo tfeba od odezvy vodivosti stopovaci latky odecist tyto
hodnoty pozadi. Vysledna kiivka po normalizaci na frek-
venc¢ni funkci E(#) je vykreslena plnou carou. Stfedni doba
prodleni stanovena jako prvni moment normalizované
kiivky pak cinila 16,6 s. Alternativni metodou by byla
integrace obou kiivek zvlast’ a nasledné odecteni integralu,
ktery pfedstavuje pozadi. Vysledek by ale byl zatizen vétsi
chybou diky chvostovani a nastaveni nulové linie.

Vyhodnoceni bylo provedeno standardnim postupem
— momentovou metodou’.

Hodnoty normalizované distribu¢ni funkce E lze zis-
kat z Casové fady namétfeného signalu napéti U podle vzta-

hu:
U (1)

©

IU (¢)ar

()~ (1)

a obecny -ty moment M, kiivky je definovan nésledujicim
integralem:

0

M, = .[t"E (¢)ar
0

)

Nulty moment charakterizuje celistvost, prvni moment
stiedni dobu prodleni a druhy moment 1ze vyuzit pro vypo-
Cet rozptylu a nasledné Pecletova kritéria charakterizujici-
ho podélné promichavani.

Pomoci stfedni doby prodleni ¢, ekvivalentni prvni-

860

Laboratorni piistroje a postupy

mu momentu M; a znamého prutoku kapaliny Q; 1ze vypo-
¢ist hodnotu efektivni dynamické zadrze kapaliny /1, vzta-
zené na objem vyplné V, podle nasledujiciho vztahu:

— QLtm
V

H (3)

r

Doba prodleni T vztaZzena na cely volny objem loze, nikoli
jen na objem kapaliny, pouzitd pro stanoveni relativni dél-
ky periody nastiiku kapaliny, se vypocte za pomoci meze-
rovitosti vyplné €:

eV,
0.

4

T

Druhy obecny moment kiivky slouzi k vypoctu relativniho
rozptylu o podle vztahu:

2 My - (M) (3)

) (M,

Vztahy mezi parametrem hydrodynamického modelu —
Pecletovym kritériem (Pe), charakterizujicim axialni pro-
michavani, a ¢iselnymi charakteristikami (momenty) ode-
zvovych kfivek jsou publikovany® pro riizné okrajové pod-
minky. Pro systém zobou stran uzavieny, tzn., Ze
k podéInému promichavani dochazi pouze uvniti systému,
plati:

o

, 2Pe—2+2¢ "¢
S R
Pe

(©)

Pro srovnani bylo testovano i feSeni pro systém otevieny
na vstupu, ale odchylky vysledkidl leZzely v mezich chyb
experimentll. Pecletovo kritérium bylo z téchto vztahd
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Obr. 2. ReSeni odezvy modelu kaskady 20 michanych bunék
pFi periodickém nastfiku kapaliny a konstantni zadrZzi kapali-
ny; distribu¢ni funkce E(?), modulovany nastfik
kapaliny O, perioda 40 s, split 0,5
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vyhodnoceno nelinearni regresi simplexovou metodou
feSitelem programu Matlab.

Pro popis zkrapéné vrstvy byl formulovan model dva-
ceti€lenné kaskady idedln¢ michanych bune€k, vyuzivajici
parametry stanovené metodou rozdéleni dob prodleni.
Periodicky néasttik byl simulovan Fourierovou funkci. Vy-
sledky feSeni modelu ve formé vypocteného pribéhu frek-
vencni funkce uvedené na obr. 2 byly v dobrém souladu
s experimentalnimi daty a potvrdily jejich vérohodnost.
Rozdil mezi feSenim a experimentalnimi daty, ktery byl
dan ptedpokladem konstantni hodnoty zadrze kapaliny
v Case, ukazuje, ze tento predpoklad pfi modulovaném
nastiiku neni splnén a v zavislosti na nastfiku dochazi také
k periodické zméné zadrze.

Kromé sledovani vodivosti byla také tlakovym pie-
vodnikem méfena pii experimentech tlakova ztrata vrstvy
naplné. Byly pozorovany oscilace hodnot tlakové ztraty
a signalu odpovidajiciho vodivosti pii periodicky pteruso-
vaném nastfiku kapaliny do reaktoru. Oscilace tlakové
ztraty lze vysvétlit periodickym zahlcovanim loze kapali-
nou ve fazi nastfiku kapaliny a vypuzenim kapaliny z loze
proudicim plynem ve fazi zastaveni jejiho pfivodu.

Vysledky a diskuse

Sledovanymi veli¢inami byly velikost efektivni
zadrZe kapaliny stanovené metodou rozdéleni dob prodleni
a dynamické zadrze stanovené jako objem kapaliny vytek-
1y z napIn€ po zastaveni nastfiku. Vyhodnoceno bylo také
Pecletovo kritérium podélného promichdvani kapaliny
a byla méfena tlakova ztrata loze. Ridicimi veli¢inami byly
pritoky kapaliny a plynu a pfi periodické modulaci nastii-
ku kapaliny také parametry modulace: délka periody a jeji
split (tj. podil periody, po ktery byla do loze davkovana
kapalina). Pro porovnani vlastnosti extrudovaného aktivni-
ho uhli byla také provadéna méfeni na standardni néaplni
z5 mm sklenénych kuliéek. Vliv toku kapalné faze na
sledované veliCiny pfi periodicky modulovaném néstiiku
byly porovnavany pti délkach period odpovidajicich stied-
nim dobam prodleni, tj. pro Re; = 3, 10 a 19 ¢inily délky
period 200, 60 a 40 s. Za té€chto podminek se projevovaly
nejvyrazngjsi rozdily v méfenych veli¢inach.
V1iv rychlosti toku féazi na hod-
noty zadrze kapaliny

Vliv pritoku kapalné a plynné faze na mnozstvi kapa-
liny zadrZzované ve zkrapéném loZi byl studovan na naplni
tvofené sklenénymi kulickami nebo katalyzatorem. Byla
provedena méteni pro tii stfedni hodnoty pritoku kapali-
ny, jak pii kontinualnim toku, tak pro periodickou modula-
ci nastiiku kapaliny. Vysledky jsou prezentovany na ob-
razku 3 jako zavislost efektivni dynamické zadrze kapaliny
v lozi, stanovené pomoci metody rozdéleni dob prodleni,
na Reynoldsové kritériu proudéni kapaliny. Efektivni dy-
namické zadrz kapaliny roste s rostoucim pritokem kapali-
ny pfi kontinualnim i modulovaném toku. Uvedené zavéry
plati jak pro naplii ze sklenénych kulicek tak tvofenou
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Obr. 3. Srovnani zavislosti efektivni dynamické zadrze kapali-
ny na hodnoté Reynoldsova kritéria kapaliny pro katalyzator
(A kontinualni, A pulzni tok) a sklenéné kuli¢ky (e kontinualni,
o pulzni tok); vyska vrstev 33 cm, perioda 40 s, split 0,5 periodic-
kého nastriku kapaliny, Reg = 6,7

vytlacky aktivniho uhli. U aktivniho uhli se projevuje jeho
veEtsi smacivost a porozita, efektivni zadrz je mnohem vys-
§i nez u sklenénych kulicek a je méné citlivd na pritok
kapaliny zejména pro niz8i hodnoty Re kritéria. Pfi¢inou
bude existence stabilnich meniskt kapaliny mezi ¢asticemi
katalyzatoru. Déle bylo nalezeno, Ze efektivni dynamicka
zadrz dosahuje pfi periodickém nastfiku nizsich hodnot,
ato pro ob¢ testované nédpln€. Pfi délce periody piiblizné
rovné vypocitané stfedni dobé prodleni a splitu blizkého
hodnoté 0,5 dochdzi vrezimu s periodickym néstfikem
kapaliny k nejvyraznéjSimu snizeni efektivni dynamické
zadrze kapaliny oproti toku kontinudlnimu.

Experimentalné byl sledovan i vliv pritoku plynné
faze na zadrz kapaliny, hodnota zadrze klesala s rostoucim
pritokem plynu. Ze zavislosti efektivni zadrze kapaliny na
Reynoldsové kritériu proudéni vzduchu bylo také patrné,
ze k nejvyraznéjSimu snizeni efektivni dynamické zadrze
kapaliny, tj. nejveétsi citlivosti k pritoku plynu, dochazi pfi
niz§ich hodnotach pritoku vzduchu, zatimco pii vysokych
hodnotach proudéni efektivni dynamickd zadrz kapaliny
s pratokem vzduchu klesa jen malo, protoze jeji hodnota je
nizkd diky vypuzeni pseudostabilnich meniskd kapaliny
z loze proudicim plynem.

Kromg efektivni dynamické zadrze byla pro srovnani
stanovovana také voln¢ vytekld dynamicka zadrz kapaliny.
Predpoklada se, ze je tvofena hlavné kapalinou proudici
lozem a jen castecné pseudostabilnimi menisky kapaliny
mezi Casticemi naplné. Jeji hodnota by tedy proti efektivni
z4adrzi méla byt niz8i. Na obr. 4 je uvedena zavislost dyna-
mické zadrze na Reynoldsové kritériu proudéni kapaliny
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Obr. 4. Zavislost dynamické volné vyteklé zadrze kapaliny H,
na Reynoldsové kritériu kapaliny Re; p¥i periodickém nastii-
ku; Reg = 0 (® kont., o pulzni), Rec= 8 (m kont., O pulzni), Reg
=20 (A kont., A pulzni), vyska vrstvy katalyzatoru 33 cm, perio-
da 40 s, split 0,5

stanovena na katalyzatoru pfi rizném pratoku plynu. Po-
tvrdil se predpoklad, Ze dynamicka z&drZ je pfibliZzn€ polo-
vicni proti efektivni zadrzi kapaliny a podobné jako
u efektivni zadrze hodnoty odpovidajici pulznimu toku
jsou nizsi nez pro tok kontinudlni. Obdobné vysledky byly
ziskany i pro loze sklenénych kulicek, velikost dynamické
zadrze byla podobné jako u efektivni zadrze v lozi sklené-
nych kuli¢ek niz8i neZ u porézniho aktivniho uhli.
Vl1iv parametrit modulace nastfi-
ku kapaliny

Umély pulzni tok byl vytvafen periodickou modu-
laci nastfiku kapaliny fizenym oteviranim a zaviranim
solenoidového ventilu. Perioda predstavuje Casovy interval
mezi dvéma nasledujicimi pocatky otevieni ventilu a split
podil doby otevieni z celkové délky periody. Délka perio-
dy a jeji split vyznamné ovliviiuji hydrodynamiku v lozi,
zejména je-li perioda soumeéfitelnd s prodlenim kapaliny
v lozi. Proto bylo dale pouzito kritérium relativni periody
zahrnujici délku periody i dobu prodleni.

Viiv délky relativni periody ndstriku

Relativni periodu ptedstavuje podil skute¢né doby
periody nastfiku a stfedni doby prodleni kapaliny vypocte-
né ze znamého objemového prutoku kapaliny a volného
objemu loze.

Zavislosti efektivni dynamické zadrZe na relativni
periodé vykazuji minimum pro hodnoty relativni periody
blizké jedné. Pfi reZimu s periodickym néstfikem kapaliny
je efektivni dynamicka zadrz kapaliny nizsi oproti hodno-
tam odpovidajicim kontinudlnimu toku. Obdobné vysledky
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byly naméfeny i na sklenénych kuli¢kach, ale pokles efek-
tivni zadrze pfi periodickém rezimu nebyl tak vyrazny
a minimum se nachéazelo v okoli hodnot relativni periody
0,7. Stejné zéavislosti byly pozorovany rovnéZz pii studiu
vlivu periodického nastiiku kapaliny na hodnotu volné
vyteklé dynamické zadrze. Zjednodusené 1ze predpokladat,
ze pri rezimu s periodickym nastfikem kapaliny se oproti
kontinudlnimu rezimu snizuje primérnd tloustka filmu
kapaliny, ve skute¢nosti dochazi k obnovovéni filmu na
povrchu castic. Tohoto jevu miZe byt vyuzito v systé-
mech, kde rychlost reakce je brzdéna nedokonalym trans-
portem plynnych reakénich komponent k ¢asticim kataly-
zatoru, nebot’ se snizenim tloustky filmu kapaliny nebo
jeho obnovenim se jejich transport urychluje.

Vliv délky relativni periody na podéIné promichavani
pfi periodickém nastfiku a kontinudlnim nastfiku kapaliny
byl vyjadfen hodnotami Pecletovych kritérii pfi pratoku
plynu, jemuz odpovidé Reynoldsovo kritérium 6,7. Vyska
vrstvy aktivniho uhli byla 33 cm. Hodnoty Pecletova krité-
ria pfi periodickém nastiku kapaliny vykazuji maximum
opét v okoli hodnot relativni periody rovné jedné. Tato
maxima presahuji hodnoty naméfené pii kontinualnim
toku a s rostoucim stfednim pritokem kapaliny se vzdaluji
hodnotam pro kontinualni tok.

Nejvyraznéjsi zvySeni Pelcetova kritéria a tedy sniZze-
ni podélného promichavani kapaliny a pfiblizovani se pis-
tovému toku se projevuje stejn¢ i na néplni ze sklenénych
kulicek pfi rezimu s periodickym nastiikem kapaliny.

Pii relativnich periodach blizkych jedné dochézi
k nejvyraznéjsimu snizeni hodnot efektivni i dynamické
zadrze kapaliny a tedy ke snizeni tlouStky filmu kapaliny
anasledn¢ i zmenseni promichavani kapaliny v axialnim
sméru, protoze se snizuje hodnota kapacity zadrze kapali-
ny, coz muze mit pozitivni vliv na selektivitu pripadnych
néslednych reakci provozovanych v tomto typu reaktoru.

Viiv splitu periody p¥i jednotkovych relativnich periodach

Vliv splitu pfi jednotkové hodnoté relativni periody
modulace nastfiku byl studovan na vrstvé katalyzatoru
(vyska vrstvy = 33 cm). Byla zvolena takova délka perio-
dy, pfi které dochazi k nejvyraznéjSimu snizeni efektivni
dynamické zadrze kapaliny a soucasné dosazeni maxima
Pecletova kritéria, tj stav, kdy je systém na modulaci nej-
citlivejsi.

Meéfeni byla provedena pro riizné nastiiky kapaliny, pfi
periodach délky 40 s, 60 s a 200 s a stfednim pratoku 20, 70
a 130 Lh™". Objemovy pritok vzduchu ¢inil 800 Iy.h™".
Z vysledkd vyplyva, Ze k nejvyraznéj§imu snizeni efektiv-
ni dynamické zadrze kapaliny dochézi pfi hodnotach splitu
blizkych 0,5, tj. prvni polovinu periody je kapalina davko-
vana do reaktoru a béhem druhé poloviny samovolné odté-
ka.

Vliv splitu periody na hodnotu kritéria podélného
promichavani byl testovan pfi tfech pritocich kapaliny
a pii toku plynu, kterému odpovida hodnota Reynoldsova
kritéria Reg = 6,73, na aktivnim uhli. Hodnoty se pohybo-
valy vrozmezi splitd 0,3, 0,5 a 0,6. K nejvyraznéjSimu
nardstu hodnot Pecletova kritéria pfi periodickém néstriku
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kapaliny ve srovnani s kontinualnim tokem dochazi pfi
splitu 0,5 a pfi maximalnim (Re; = 19,42) pouZitém nastii-
(Re, = 3,0) je zvySeni Pecletova kritéria v rezimu
s periodickym nastiikem proti kontinualnimu toku kapali-
ny nevyrazné a pii splitu 0,6 je dokonce jeho hodnota niZ§i
nez pii kontinualnim toku.

Modulace nastfiku kapaliny ma vliv i na tlakovou
ztratu vrstvy naplné kolony. Pramérny pietlak vzduchu
proti atmosféfe snimany pied vrstvou napln€ odpovida
odporu vrstvy proudéni plynu. Porovnan byl také periodic-
ky a kontinualni tok kapaliny. Experimenty byly provede-
ny pii Reg = 6,7. Vliv modulace nastiku kapaliny na tla-
kovou ztratu souvisi s dynamickou zadrzi kapaliny, kterd
predstavuje zaZeni prutocného prufezu pro plyn. Také
udrzeni konstantniho primeérného nastfiku kapaliny pfi
rizném splitu periody vede ke zvySeni okamzitého nastfi-
ku pfi malé hodnot¢ splitu a naopak ke snizeni okamzitého
nastiiku pfi splitu vy$s§im. Pfi splitu 0,5 je primérna hod-
nota polovinou okamzitého néstfiku. Protoze pfi niz§im
splitu je okamzity pratok kapaliny vyss§i nez primérny, je
ziejmé, ze dojde také ke zvySeni tlakové ztraty, prestoze
kapalina je nastfikovana kratS$i dobu. Naopak pfi nejvys-
hodnot. Pfi nejmensi hodnoté splitu 0,3 dochazi pii vSech
studovanych pritocich kapaliny ke zvyseni tlakové ztraty
oproti toku kontinudlnimu a pfi splitu 0,6 naopak ke sniZe-
ni tlakové ztraty.

Byl také testovan vliv délky relativni periody na tla-
kovou ztratu pti konstantni hodnoté splitu 0,5. Bylo nale-
zeno, Ze pii nejvySSim pritoku kapaliny dochéazi pfi perio-
dickém nastiiku kapaliny ke zvySeni tlakové ztraty oproti
toku kontinualnimu, naopak pfi nizsich pritocich kapaliny
dochézi ke snizeni tlakové ztraty, protoze po zastaveni
nastiiku kapaliny dojde k vypuzeni zbyvajici zadrze kapa-
liny proudicim plynem.

Vyssi tlakova ztrata znamena vys$si ndklady na provoz
procesu. Z tohoto hlediska by bylo tedy nejvyhodnéjsi
pracovat pfi co nejvyssim splitu. V predchazejicich kapito-
lach vsak bylo ukazano, ze efektivni dynamicka zadrz
Casné Pecletova kritéria vykazuji maximalni hodnotu.
Proto byla vétSina experimentli realizovana pfi splitu peri-
ody 0,5.

Zavér

Byla vypracovana metodika vyhodnoceni odezvového
signalu na impulzni nastfik stopovaci latky do népliové
kolony pfi periodické modulaci nastfiku kapaliny. Z méfe-
ni rozdéleni dob prodleni byly vyhodnoceny hodnoty efek-
tivni dynamické zadrze kapaliny a Pecletova kritéria po-
délného promichévéani. Vypoctené hodnoty byly porovna-
ny s méfenim voln¢ vyteklé dynamické zadrze kapaliny
a byla méfena také tlakova ztrata vrstvy. Kontinudlni
a periodicky modulovany nastfik kapaliny byl testovan na
naplni tvotené vytlacky aktivniho uhli nebo sklenénymi
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kulickami.

Bylo nalezeno, ze rostouci pritok kapaliny snizuje
hodnoty stfedni doby prodleni a zvySuje jak efektivni, tak
dynamickou z&drZz kapaliny, Pecletovo kritérium a tlako-
vou ztratu vrstvy v kontinualnim zkrapéném i periodickém
pulznim rezimu.

Rostouci pritok plynu zvysuje tlakovou ztratu vrstvy,
mirné snizuje hodnoty dynamické zadrze kapaliny a téméf
neovlivituje hodnotu Pecletova kritéria ve zkrapéném
i periodickém pulznim rezimu.

V rezimu s periodicky modulovanym nastfikem kapa-
liny dochazi ke snizeni voln¢ vyteklé i efektivni dynamic-
ké zadrze kapaliny, tj. ke sniZeni tloustky filmu kapaliny
na casticich vyplné, coz muize zlepsit transport plynnych
reaktantll. Dochazi také ke zvySeni hodnot Pecletova krité-
ria oproti zkrapénému toku (nejvyrazngji pro hodnoty rela-
tivnich pracovnich period = 1 a split 0,5), tj. snizeni axial-
niho disperzniho koeficientu, pfiblizeni k pistovému toku
a potencialni zlepSeni selektivity pfi provozovani nasled-
nych reakei. NejvysSich hodnot Pecletova kritéria je dosa-
hovano pii stejnych dobach period, pfi kterych dochazi
k maximalni redukci dynamické zadrze kapaliny.

Pfi splitu mensim nez 0,5 dochazi v disledku vyssiho
maximalniho prutoku kapaliny ke zvysSeni tlakové ztraty
a hydrodynamické parametry dosahuji extrému pfi délce
relativni periody mensi nez 1, naopak pfi splitu vétSim nez
0,5 pti délce relativni periody vétsi nez 1.

Tato prace vznikla za financni podpory MSMT CR,
grant VZ MSM 223100001.
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Technology, Institute of Chemical Technology, Prague):
The Effect of Modulated Feed on Liquid Hold-up and
Pressure Drop in Trickle Bed Reactor

The performance of a trickle bed reactor can be con-
siderably affected by the liquid amount and uniformity of
its flow through the catalyst bed. The aim of the work was
to determine the influence of periodic modulation of liquid
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feed on hydrodynamic properties of the pilot-scale trickle
bed reactor using the method of residence time distribu-
tion experiment. By evaluation of measurement, mean
residence time, effective dynamic liquid hold-up and Pe-
clet number of longitudinal mixing were determined. Si-
multaneously, freely drained-out dynamic hold-up of
liquid and pressure drop in packed bed were estimated and
the results were compared with continuous flow measure-
ment. The experiments with the system water — air were
made with both continuous and periodically modulated
feed of liquid. A glass trickle bed reactor of length 500
mm and 106 mm in diameter was filled with 4.6-mm ac-
tive carbon extrudates or glass beads 5 mm in diameter.
Evaluation of liquid conductivity response in the catalyst
layer to injection of a saturated KCl solution was per-
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formed by the moment method and by identification of
parameters of the continuous stirred tank cascade model.
It was found that periodic liquid feed rate modulation leads
to a decrease in the freely drained-out liquid and also in
effective dynamic hold-up of liquid in the bed. In case of
liquid feed rate modulation a minimum was observed on
the dependence of liquid hold-up at a split of 0.5 and the
time period corresponding to the theoretical mean hold-up
time, calculated from the flow rate of liquid and void vol-
ume in the packed bed. In the periodic feed rate modula-
tion regime under the same hydrodynamic conditions the
values of the Peclet criterion increase compared with con-
tinuous flow. Suppression of axial dispersion in the peri-
odic regime leads to approaching to the ideal plug flow.
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Introduction

There were many experiments undertaken to prolong
the shelf-life of meat and meat products. Many publica-
tions deal with this problem; among others we can men-
tion'~. It is clear that the surface treatment of carcasses by
spraying with lactic acid solution reduces the surface mi-
crobial counts and thus increases the shelf-life and pro-
vides food safety.

This method appears repeatedly in the context with
the tendency to prolong the shelf-life of packaged meat in
oxygen atmosphere. The meat for packaging must have
actually extremely low microbial counts and these strict
requirements include also very low microbial counts on
the carcasses. Thus the need for long shelf-life of pack-
aged meat means also the surface treatment of carcasses at
the end of the slaughter line.

At the moment of slaughtering the meat is almost
sterile so that the primary contamination concerns in par-
ticular the meat surface. Later the microorganisms pene-
trate into deeper layers of meat. When this primary con-
tamination is reduced, the shelf-life of meat can be signifi-
cantly prolonged. Thus it is advantageous to decontami-
nate the surface of carcasses to increase their shelf-life and
to enable the safe distribution. A number of methods were
suggested for the surface decontamination. The mostly
used lactic acid acts by decreasing pH, and due to its bac-
tericidal properties, stops growth of bacteria.

Lactic acid is often used for surface decontamination
as it is a natural component of meat produced during post-
mortal glycolysis and thus it is not a typical additive®. The
application of organic acids cannot replace the rules
of high hygiene and good manufacturing practice, but it
may be used as an additional hurdle contributing to pro-
longing the shelf-life. In this respect, there is good experi-
ence with surface treatment of the chilled poultry using
lactic acid which reduces the initial bacterial count and
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causes a delay of the start of logarithmic phase of their
growth’.

The moment and the mode of acid application are
very important and they are often underrated. Concentra-
tion of the acid in the range of 1-2 % is generally ac-
cepted. Less attention is given to the temperature of acid,
which should be similar to the temperature of carcass sur-
face. The acid treatment may be done at different places of
the slaughterhouse. However, it should be done as soon as
possible, i.e. when most of the microorganisms are present
on the meat surface and they have not yet penetrated into
deeper layers.

The influence of acid decontamination on the appear-
ance (colour) of carcass surface is differently assessed in
the literature. The information about colour changes af-
fected by lactic acid to brighter or brownish are opposite to
those that no changes occur. In our own experiments we
found that lactic acid caused brighter colour of meat sur-
face, while changes in hue were negligible. However, no
significant influence of lactic acid on myoglobin oxidation
was observed by direct reflectance spectrometry’.

Another possibility of carcass surface decontamina-
tion is a combination of lactic acid spray with hot steam.
We continue our research on this topic, and the results will
be published.

The use of the mentioned decontamination treat-
ments, although well known and widely used, often and
repeatedly invokes the discussions about their effectivity,
economy and possible colour changes. The price of the
treatment and its influence on weight losses are also dis-
cussed. These circumstances were the subject of our study.

In present experiments some aspects of surface acid
decontamination of beef and pork carcasses were studied.
The decontamination effect of different temperature of
lactic acid spray-solution was evaluated. In addition, the
effect of citric acid was compared with that of lactic acid.
Besides the effect on shelf-life prolongation, the effect of
lactic acid on the yield or on the weight losses during stor-
age was evaluated. From these values the economy of
treatment was assessed.

Materials and methods

Materials

Lactic acid Purac FCC 80 (80 % L(+) lactic acid, Pu-
rac Gorinchem, Netherlands)

Citric acid (crystalline CSN 66 15 14; Variant s.r.o.,
Vsetaty, CR)

Pork and beef carcasses were treated immediately at
the end of slaughter line, before entry to the chilling tun-
nel.

Decontamination solution was prepared by dilution of
2 % of L(+) lactic acid (Purac FCC 80) in water. The tem-
perature of solution at the moment of treatment was in
most cases 45 °C; in some cases (“cold treatment”), this
temperature was 15 °C. A manual sprayer was used for
application of the solutions on the carcass surface. The
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application of a 2% solution of citric acid was carried out
in the same way. Warm tap water (40 °C) was always used
as control.

All additives were applied immediately at the end of
the slaughter line. Then the carcasses were chilled in an air
tunnel and stored at about +3°C.

Methods

The total counts of mesophilic microorganisms were
determined according to the CSN ISO 4833 standard.
Every 10 g of sample was homogenised with 100 g of
physiological solution and diluted following the expected
microbial counts. The amount of 1 ml of diluted sample
was placed on Petri dishes and covered with 15 ml of PCA
(temperature 40-45 °C). After mixing, the Petri dishes
were stored at 37 °C. After 24 or 48 h of cultivation, the
total counts were related to 1 g of the sample.

The total counts of psychrophilic microorganisms
were determined in the same way, only cultivation was
carried out on the PCA for 72 h at 15 °C (CSN ISO
560100 standard).

Weight losses were determined using a hanging bal-
ance Mettler Toledo ID5 MultiRange and Mettler Toledo
ID7. The carcasses were weighed immediately after de-
contamination (30 min post mortem), after rapid cooling
(3 h post mortem) and after 24 h and 48 h of cold storage.

The economical evaluation consisted in the evalua-
tion of mass balance during rapid cooling and subsequent
cold storage and a comparison of the yield with material
costs for lactic acid treatment.

Results and discussion

The results of experiments show that the applica-
tion of lactic acid on the carcasse surface is effective on
industrial scale. In all cases the application of organic ac-
ids inhibited the growth of microorganisms on the surface
of carcasses and the shelf-life was prolonged.

It is generally recommended to prefer warm solutions
of lactic acid for the carcass decontamination. We tested
the temperature decrease during the application and we
were able to find that the drops of lactic acid solution at
the moment when they fall on the carcass surface are up to
10 °C cooler than the original solution. We ascribe this
temperature decrease partly to the heat exchange between
drops and surrounding air and partly to evaporation of
water from drops, which have a relatively high surface.
Thus the temperature of drops of about 35-40 °C on the
meat surface corresponds to the temperature of 45 °C of
the original solution.

A comparison of the two solution temperatures was
carried out in order to find out whether the solution tem-
perature has any effect on the microbial counts on the car-
cass surface. It was proved (see Fig. 1 and 2) that the ef-
fect of lactic acid is higher, if its solution is warm (45 °C)
in comparison with the cold solution (15 °C). The effect
was higher with pork carcasses (Fig.1) than with beef car-
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Fig. 1. Effect of decontamination using lactic acid spray on
the total counts of psychrophilic microorganisms on pork
carcass surface; W control, [J lactic acid 15 °C, [ lactic acid
45 °C
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Fig. 2. Effect of decontamination using lactic acid spray on
the total counts of psychrophilic microorganisms on beef
carcass surface; W control, [J lactic acid 15 °C, [J lactic acid
45 °C

casses (Fig. 2). In the case of the carcasses that were de-
contaminated with warm lactic acid solutions, the lag
phases were prolonged by one day; during following days
of cold storage, the differences decreased.

Although the decontamination of carcass surface by
lactic acid treatment shows in all cases a positive effect on
the decrease in microbial counts and thus on the shelf life,
this was not the main goal of the investigation. The aim of
this investigation was to assess whether this beneficial
decontamination process negatively affects the economy
of production, in other words, whether it increases weight
losses during cooling and subsequent cold storage of car-
casses.

It was proved that the weight losses during cold stor-
age were surprisingly lower in lactic acid-treated carcasses
in comparison with control samples sprayed with water.
The explanation of this effect can be found in changes of
protein structure on the surface. The lactic acid treatment
probably induces denaturation of the proteins on the sur-
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Table I
Effect of temperature of lactic acid solution on the
weight losses of pork carcasses

Weight losses [%] Total
lh 24h 48h
Control 1.05 143 062 3.10
s.d. 0.10 0.09 0.08 0.13
Lactic acid 45 °C 0.88 1.07 047 243
s.d. 0.12 0.02 0.06 0.14
Lactic acid 15 °C 0.51 .12 048 2.13
s.d. 0.13 0.03 0.05 0.14

Table II
Effect of temperature of lactic acid solution on the weight
losses of beef carcasses

Weight losses [%] Total

l1h 24h  48h
Control 0.56 1.07 0.51 2.14
s.d. 0.04 0.05 0.06 0.11
Lactic acid 45 °C 0.22 0.72 0.59 1.52
s.d. 0.02 0.04 004 0.10
Lactic acid 15 °C 0.33 0.95 0.51 1.78
s.d.  0.02 0.04 004 0.02

face and leads to pore closure; evaporation of water from
the meat surface is reduced. The differences in weight
losses between lactic acid-treated carcasses and controls
were 0.6—1.0 % in the case of pork (see Table I — last col-
umn) and 0.3-0.6 % in the case of beef carcasses (see Ta-
ble II — last column). These differences are related to dif-
ferent tissues on the carcasse surface. Whereas in beef
carcass the muscle tissue prevails, the surface of pork half-
carcass is covered by skin. Differences in weight losses
caused by lactic acid (different temperatures) during cool-
ing, cold storage (first 24 and 48 h) and total counts are
also evident from Figs. 3 and 4. The influence of lactic
acid in comparison with citric acid is evident from Figs. 5
and 6 and from Tables III and IV.

Because of reduced weight losses after cooling and
subsequent storage, the costs for decontamination treat-
ment are compensated; moreover, the application of an
organic acid resulted in economic profit (see Tables V and
V).

Economy of the use of decontamination treatment
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Fig. 3. Effect of temperature of the lactic acid solution on the
weight losses (pork carcasses); H48h, O024h, O1h
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Fig. 4. Effect of temperature of the lactic acid solution on the
weight losses (beef carcasses); B 48h, O024h, O1h

Table III
Effect of acid solution on the weight losses of pork
carcasses

Weight losses [%] Total
l1h 24 h

Control 0.64 1.35 1.98
s.d. 0.11 0.12 0.16

Lactic acid 45 °C 0.43 1.09 1.59
s.d. 0.08 0.12 0.14

Citric acid 0.52 1.21 1.73
s.d. 0.08 0.09 0.14




Chem. Listy 98, 865 — 869 (2004)

Table IV
Effect of acid solution on the weight losses of beef
carcasses

Weight losses [%] Total
lh 24 h
Control 0.49 0.95 1.45
s.d.  0.04 0.05 0.06
Lactic acid 45 °C 0.31 0.93 1.24
s.d.  0.04 0.04 0.04
Citric acid 0.31 1.00 1.32
s.d. 0.03 0.04 0.03

involves several aspects. Indirect effect (hardly identifi-
able) consists in the reduction of meat damage caused by
spoilage. Enforcement is easy, because it leads to an in-
crease in turnover. The occurrence of spoilage including
health and subsequently legal consequences is limited.

To calculate the direct effect, it is necessary to take
into account the costs for the used substance (lactic acid),
depreciation of a sprinkling device and also the effect of
spraying on the weight losses during cooling and cold stor-
age. In this sense the particular data were missing.

It was shown that net costs are compensated by low-
ering weight losses during rapid chilling and cold storage
of carcasses.

The lactic acid decreases weight losses during cooling
and cold storage (see above). The differences in restriction
of weight losses may be ascribed to the kind of acid and its
temperature. Lactic acid decreased weight losses more
than citric acid, even the same concentrations of the acids
were used. Using a warm (45 °C) solution of lactic acid,
lower weight losses are evident than if a cool (15 °C) solu-
tion was used. It is possible to assume that spraying by
lactic acid invokes surface changes (protein denaturation,
change of dissociation of functional groups), which lead to

Table V
Costs calculation for decontamination of pork carcasses

Laboratorni pfistroje a postupy

30 r
weight

losses,
%

20

0,0

control sample lactic acid 45 °C citric acid

Fig. 5. Effect of decontamination by the organic acids on the
weight losses (pork carcasses); O 1 h, 024 h, B total
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Fig. 6. Effect of decontamination by the organic acids on the
weight losses (beef carcasses); [ 1h, 024 h, M total

Carcass Carcass Solution Total Weight Final price [CZK] Savings [CZK]
weight  price price price loss per carcass  perkg  percarcass per kg per year
[ke] [CZK] [CZK] [CZK] [%]

Control 80 4000 0,00  4000,00 1,98 4080,80 51,01 - - -
Lactic 80 4000 1,00 4001,00 1,59 4065,64 50,82 15,16 0,19 3030 000
acid
Citric 80 4000 0,36  4000,36 1,73 4070,78 50,88 10,02 0,13 2 000 000
acid

preconditions: 1000 pigs/day, 200 workday/year, carcass weight 80 kg, carcass price 4000 CZK
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Table VI
Costs calculation for decontamination of beef carcasses

Laboratorni pfistroje a postupy

Carcass Carcass Solution Total = Weight Final price [CZK] Savings [CZK]
weight  price price price loss  percarcass perkg percarcass perkg per year
[ke] [CZK] [CZK] [CZK] [%]
Control 300 21000 0,00  21000,00 1,45  21308,98 71,03 - - -
Lactic acid 300 21000 2,00 21002,00 1,24  21265,69 70,89 43,29 0,14 433 000
Citric acid 300 21000 0,70 21000,70 1,32  21281,62 70,94 27,36 0,09 274 000

preconditions: 50 cattles/day, 200 workday/year, carcass weight 300 kg, carcass price 21000 CZK
price of decontamination device: 250 000 CZK, returnability ca. 1 month, rate of exchange 1€ =32 CZK

lower water evaporation and, in consequence, to a de-
crease in weight losses.

Economic evaluation is made in Tables V and VI.
The calculation is based on the postulate that 1 litre of
lactic acid Purac costs 80 CZK, thus 1 litre of 2.5% decon-
tamination solution costs 2 CZK. The price of 1 kg of cit-
ric acid is 35 CZK and the price of 1 litre of 2% decon-
tamination solution is 0.70 CZK. To decontaminate one
pork carcass, 0.5 1 of solution is required and to decon-
taminate beef carcass a solution volume of 1 litre is neces-
sary. The profit resulting from one year use of this treat-
ment is apparent from the data shown in tables. An ap-
proximate price of the decontamination device is about
250,000 CZK and this investment is returnable in a month.

Though the intention of the surface decontamination
is not to increase the carcass weight, the calculations men-
tioned above evidence that there is no need of additional
costs. On the contrary, the decontamination even brings
secondary economical benefit.

Conclusions

The lactic acid treatment is effective in prolongation
of shelf life of carcasses. The use of a warm (45 °C) solu-
tion of lactic acid is more effective for the purpose than
that of a cold one (15 °C). The warm lactic acid solution is
also more effective than that of citric acid. The secondary
effect of surface decontamination is a decrease in weight
losses during chilling and cold storage. The lower weight
losses compensate the costs of decontamination.
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VYUKA CHEMIE

STACI KE ZLEPSENI VYSOKO-
SKOLSKE VYUKY JEN VICE PENEZ?

JOSEF PACAK

Katedra ucitelstvi a didaktiky chemie, Prirodovédecka
fakulta, Univerzita Karlova, Albertov 3, 128 42 Praha
pacak@natur.cuni.cz

Doslo 4.5.04, ptijato 1.6.04.

Zijeme v dobé, kdy je ustfednim tématem shanéni
penéz, a kdy se odevsad ozyva volani po zvySovani stat-
nich finan¢nich prostiedkd. A to se samozifejmé tyka
irezortu Skolstvi. Mnozi maji dojem, Zze bez dalsich fi-
nancnich injekci dojde tam ¢i onde ke kolapsu a Ze je tieba
proti tomu tfeba protestovat, stavkovat.

Vic nez ctyficet let jsem pilisobil jako pedagog na
katedfe organické chemie piirodovédecké fakulty Univer-
zity Karlovy, po Ctyfi roky jako jeji prorektor pro studijni
zalezitosti, a tak mohu potvrdit, Ze penéz do Skolstvi je
nutné tfeba. Stav mnoha budov je $patny, at’ uZ se to tykd
jejich zevngjsku ¢i vnitfku. Pfistrojova vybaveni, urcena
na vyzkum nebo na vyuku, jsou vétSinou zastarala, a tak se
posluchaci seznamuji ¢asto s technikou uz davno vyslouzi-
lou. Je nedostatek prednaskovych mistnosti, posluchac-
skych studoven, mist v knihovnach. Podle prostorovych
omezeni se tvoii rozvrhy, v nichZ jsou casto pfednasky,
seminafe nebo cviceni nakumulovany do kratkych caso-
vych usekl a nuti tak studenty travit v nékterych dnech
mnoho hodin na fakulté, zatimco jindy maji tfebas jen
jednu dvouhodinovou pfednasku za den. To vSechno
a mnohé jiné je pravda a lze to vyfesit finanénimi dotace-
mi.

Vétim, ze diive nebo pozdéji, ale radéji diive, se
finan¢ni situace na vysokych sSkolach vyrazné zlepsi, ze
i pedagogové dostanou platy, jaké si opravdu zaslouzi.

Ale je opravdu zvyseni trovné naseho vysokého skol-
stvi jen otazkou penéz? Jsem ptesvédcen o tom, ze pouhé
zvySeni toku financi ve sméru k fakultdm k zasadnimu
zkvalitnéni urovné vyuky pfispéje jen zCasti. K dosazeni
takového cile je nutno zvysit prestiz vysokoskolské peda-
gogické prace, na niZ je ¢asto pohliZeno ne¢kterymi pracov-
niky jako na nutné zlo, zabirajici ¢as védecké praci. Obé
hlavni slozky prace vysokoSkolskych ucitelti, védeckd
i pedagogicka, musi byt v rovnovazném souladu, ani jedna
nesmi byt zanedbavana. Ma-li profesor, docent, ale stejné
i asistent vést své diplomanty i doktorandy k védeckému
badani, musi sdm rovnéz védecky pracovat a publikovat.
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Ale nesmi pfitom zapominat, Ze jeho stejné dilezitou po-
vinnosti je predavani jeho teoretickych znalosti poslucha-
¢im formou hodnotnych pfednaSek a seminafti a jejich
systematického dopliiovani o nové védecké poznatky.

Zv1ast kvalitni by meéla byt teoretickd i prakticka
priprava budoucich stfedoskolskych uciteld. Ucitel vyso-
koskolsky musi mit neustile na mysli, Ze vzdé€lanost naro-
da spociva do zna¢né miry v rukou stfedoSkolskych ucite-
14.

Vzdyt pravé jejich Zaci jsou ve veku, kdy se nejinten-
zivnéji vyviji jejich intelekt a kdy se rozhoduji o svém
budoucim profesnim zaméfeni. A jejich ucitelé musi byt
na tento kol dikladné pfipravovani na vysoké skole, ktera
je pro jejich pfisti povolani vzdélava i vychovava. Jejich
odborné znalosti nemusi byt nepfiméfené rozsahlé, ale
zato dikladné a hluboké, aby je dokazali ptedavat v nede-
formované a srozumitelné podob€ svym zakim. Dobie
a poutavé ucit mize jen ten, kdo sam vykladané latce do-
konale rozumi.

A pro stfedoskolské ucitele stitedniho véku je zapotie-
bi vytvotit moudry zplsob postgradualniho studia, tiebas s
pomoci distanéniho vzdélavani. V ném by byla nejen pfi-
pominana vysokoskolska latka, ale jeho tucastnici by se
v ném dozvidali nové poznatky ze svého oboru i zplsoby,
jak je vhodné do vyuky zatfazovat. Rovnéz i moderni di-
daktické teorie a prostfedky v ném musi zaujmout misto,
které si zaslouzi.

A zavérem si jako chemik nemohu odpustit a zdiraz-
nit to, na coz uz upozornil Rudolf Zahradnik ve svém
uvodniku v tomto ¢isle, Ze chemii jako obor experimental-
ni nelze vyucovat bez dostatecného mnozstvi demonstraci
a praktickych cviCeni. To plati jak ve vysokoskolské, tak
i ve stiedoskolské vyuce. Snad by stalo za to pomoci zvy-
Sit rozsah experimentii na gymnaziich pfijetim kvalifiko-
vanych laborantl, ktefi by stfedoskolskym ucitelim
s jejich technickou ptipravou pomdhali. Pravé pokusy lze
studium chemie ucinit pritazlivéj§i a vyvracet mytus o jeji
suchoparnosti. Vzdyt hezky pokus kazdého studenta poté-
§i a stimuluje jeho zdjem o chemii. Ale potési jej i takovy,
ktery se panu uciteli nepovede ...

Josef Pacak (Department of Teaching and Didactics
of Chemistry, Faculty of Science, Charles University, Pra-
gue): Is More Money Sufficient for Improvement of
University Teaching ?

Attention is drawn to possible ways of teaching im-
provement based on other means than increasing financial
subsidies to universities. However, this should not dis-
prove the pressing need for growth of financial flow into
higher education and its reasonable utilization.
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ey Trendy v analytické chemii sméfu-
; ji predevSsim k jejimu vyuziti
v molekularné biologickych veé-
dach, sledovani kontaminaci zivotniho prostedi a 1ékaiské
diagnostice. Neustale jsou hledany nové postupy stanoveni
nejruznéjSich biologicky vyznamnych latek a patrna je
také snaha o miniaturizaci detekénich zafizeni. Sesté vyda-
ni ucebnice ,,Quantitative Chemical Analysis“ od Daniela
C. Harrise pfedstavuje moderni piehled nejpouzivanéjsich
metod, které jsou analytickému chemikovi v soucasnosti
k dispozici.

Kniha obsahuje tficet kapitol pficemz prvnich deset je
vénovano prevazné teoretickému uvodu do analytické
chemie. V téchto kapitolach jsou podrobné popsany za-
kladni pojmy analytické chemie jako SI jednotky, statistic-
ké vyhodnoceni dat, nebo konstrukce kalibracnich kiivek
a urCeni limith detekce. Nejsou opomenuty zaklady souvi-
sejici se srazecimi reakcemi, urCeni pH nebo postupy
a technikami titrace. Dalsi ¢tyfi kapitoly se vénuji acidoba-
zickym a komplexotvornym reakcim, isoelektrickému
bodu nebo pufrovaci kapacité roztoki. Celkem je témto
teoretickym zakladlim, potfebnych k zvladnuti dalSich
kapitol, vénovano necelych 300 stranek.

V dalSich kapitolach knihy jsou jiZ popisovany instru-
mentalni analytické metody. Problematice teorie elektro-
chemie a redoxnich reakci je vénovana znacna pozornost.
Podrobné se autor zabyva vykladem principu elektrogravi-
metrie, coulometrie, amperometrie a voltametrie. V dalSich
kapitolach se ¢tenai mize docist o teoretickych zakladech
a aplikacich spektrofotometrie jako je spojeni
s pratokovou injekéni analyzou, imunotesty nebo luminis-
cen¢nimi senzory. Dale samostatna kapitola je vénovana
atomové spektroskopii, kde autor ¢tenafe seznamuje
s problematikou atomizace vzorku. Cast této kapitoly po-
jednava o metodé indukéné vazaného plazmatu ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii. Nasledujici kapitola navazuje
na predchozi a zabyva se hmotnostni spektrometii a to od
popisu teoretickych principli az po popis typii hmotnost-
nich spektrofotometri. Konec kapitoly uvadi do problema-
tiky vyuziti hmotnostni spektrometrie v kombinaci
s chromatografii. Vysvétleni zakladi a aplikaci elektroche-
mickych a spektralnich metod detekce autor vénoval néco
kolem 250 stranek.
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Od dvacaté treti kapitoly knihy jsou vysvétlovany
pojmy a principy souvisejici se separacnimi metodami.
Krom¢ charakteristiky a vyuZiti extrakénich metod, lze
v této Casti knihy nalézt kapitolu vénovanou plynové, vy-
soce ucinné kapalinové, iontové vyménné nebo afinitni
chromatografii. Autor ucebnice také neopomenul popis
zakladu kapilarni elektrochromatografie a kapilarni elek-
troforézy, ktera v soucasnosti nachazi vyznamné uplatnéni
pri analyze proteini a nukleovych kyselin. Vyuziti sepa-
racnich postupii v kvantitativni chemické analyze se autor
nevénuje tak podrobné jako ptedchozim kapitolam. Cel-
kem je separacnim metodam vénovano ptiblizné¢ 100 stran
z celkového obsahu knihy.

Zbyla ¢ast textu se vénuje obecnéjSimu tématu. Probi-
rany jsou zde otazky vhodné pfipravy vzorkl, validace
analytickych metod a mozné chyby, které mohou vyrazné
zasahovat do vysledkd analyzy. Této problematice je vé-
novano necelych 100 stran textu.

Kromé vyse uvedeného je ucebnice doplnéna o se-
znam literatury, ktery je ¢lenén podle tématu jednotlivych
kapitol. Kromé vyznamnych ucebnic, kompendii a rocenek
jsou zde ptrevazné citovany puvodni védecké prace, coz
bezesporu svédéi o prehledu autora knihy v dané proble-
matice. Za vyctem pouzité literatury je k nalezeni, také
terminologicky slovnik a pﬁloha knihy. Tato pﬁloha obsa-
chemickych rovnic, vycet disociacnich konstant a rozpust-
nosti a mnoha dalich uzite¢nych tabelovanych hodnot,
které se v analytické chemii vyuZivaji. V knize také nechy-
bi rejstitk a mnoho cernobilych a dvojbarevnych obrazka
a schémat, které bezesporu obohacuji a zptehlediuji téma-
tiku jednotlivych kapitol.

Zavérem nutno podotknout, ze predkladana kniha je
dobrym studijnim materidlem problematiky kvantitativni
chemické analyzy. Jak je patrno z predchoziho textu nékte-
ré analytické metody v knize chybi, naopak metody spekt-
ralni a elektrochemické jsou v publikaci dostate¢né popsa-
ny a znacna Cast textu je vénovana obecnym zakladim
kvantitativni analyzy. Kniha je psana stylem, ktery ne
vzdy umozni pochopeni vykladu Sirokému spektru ¢tenafa.
Jako by byla kniha psana predevsim pro ¢tenafe chemika,
pro zajemce z jinych oblasti védy jako je naptiklad biolo-
gie, medicina nebo farmakologie bude text v nékterych
pasazich hure stravitelny. I pfes kritické pfedchozi véty
jsme presvédéeni, ze kniha je cennym zdrojem informaci
pro kazdého analytického chemika, studenta nebo védce.

Jan Vacek a René Kizek
Ustav chemie a biochemie, MZLU v Brné
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I. Malijevska,
J. Noviak:
Zahady, klice, zajimavosti o¢ima fyzikalni chemie,
vydalo Vydavatelstvi VSCHT, Praha 2004.

Stran 264.

A. Malijevsky,

V recenzované kniZzce je toho tolik, co stoji za pre-
mysleni a diskusi, Ze by se vyplatilo o ni uspofadat polo
(celo) denni mikrosymposium. Jde o originalni a neotfely
pohled na vybrané oblasti fyzikalni chemie, pohled zkuSe-
nych uciteld, vybavenych pozorovaci schopnosti zdatnych
prirodovédci/inzenyri, které navic zajimaji radosti a svi-
zele soucasné civilizace. Je dobfe, Ze autofi maji srdeny
vztah k humoru, o ¢emz svédci nejen to, Ze pozvali svého
kolegu — chemika (Ing. J. Budku, Ph.D.), aby doprovodil
dilo rozvernymi ilustracemi.

Které partie kniha zahrnuje? Po Uvodu nasleduje
Seznam symboll (dnes ¢asto opomijeny a pritom tak dtle-
zity) a dale nasleduje 19 kapitol, nadepsanych takto: Co je
teplota?; Aby se zachovavala (rozumi se energie); Co je
entropie; Studium plynt; Jak si molekuly vybiraji skupen-
stvi; Svatby a rozvody aneb chemické reakce; Netprosny
Cas; Nic netrva vécné (kapitola o korozi); Velka ¢isla; Vo-
da, sama voda; Jezdim, jezdis, jezdime (chemie automobi-
lismu); Boze, jaka je to krasa! (chemie a vojenstvi); Potés-
te své nadledvinky (slozky zivé hmoty a potravinaistvi);
Stihl4 jako lafi (strava a energetika); Chemie v nasem téle
(chemie zivotnich procestl); Kde vzit a nekrast (energii);
Véano¢ni (o hofeni nejen svicky). Knihu uzavird seznam
pouzité literatury (usporfadany abecedné podle autord),
obsahujici ptes padesat dél. Pro Ctenafe by bylo uZzite¢néj-
$i, kdyby literatura byla roz¢lenéna podle ptedchazejicich
kapitol a kdyby alespoii n¢ktera z d¢l byla kratounce oko-
mentovana. Je dobfe, Ze autofi uvadéji mnoho roc¢nikd
Casopisu Journal of Chemical Education jako zdroj inspi-
race; duch celé jejich knizky je vSak tak poznamenan je-
jich osobitosti, stylem a dikci, ze Slo zfejmé jen a jen
o pocateéni popud.

Ani ne dvacetitddkova charakteristika dila na
(necislované) str. 2 zaina vétou ,,Soucasna fyzikalni che-
mie je védni obor, jenz tvofi teoreticky zaklad inzenyr-
skych obord“. Tato véta se mi nelibi proto, ze existuji in-
zenyrské obory, u nichz fyzikalni chemie neni zakladem,
ale, a to je horsi, existuji obory, v nichz fyzikalni chemie
m4 roli stéZejni, a neni na né poukdzdno. Mam na mysli
pfedevsim oblast molekulovych véd, rozprostirajicich se
od c¢asti fyziky pfes chemii, biodiscipliny az po ¢ast 1ékai-
stvi. Komu tedy tento svazek poslouzi? Myslim, Ze je zna-
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menitou doplitkovou ¢etbou (tedy neni ucebnici jak ostatné
autofi sami zddraziuji) pro ty, ktefi na rtznych skolach
(chemickych, ptirodovédnych, farmaceutickych, 1ékaft-
skych) absolvovali vétsi ¢i mensi kurzy fyzikélni a obecné
chemie a touzi po opravdovém, po hlubsim porozuméni.

Preklepll jsem nalezl mélo a neuvadim je, protoze
autofi si jich uz zajisté také vsimli. Nékolik bodu, na néz
mam jiny nazor nez autofi, uvadim. Jde vesmés o drobnos-
ti. Piislusi-li jeden symbol vice veli¢inam, je to uvedeno
na vice fadcich. V pfipad¢ symbolu F (str. 14) tomu tak
neni a navic F, jako symbol pro Helmholtzovu energii, se
mi vibec nelibi. V posledni fadce na str. 33 misto slova
nebo by byla vhodnéjsi spojka a (odhlizim od zamrzlé
rotace pfi 0 K). Prva véta v rdmecku na str. 36: misto na-
sledujici radéji tento. Péknych je par tfadek na str. 51
v odstavci nadepsaném ,,Energetickd nebo entropické kri-
ze?“ Zato vyvody v ramecku pod nadpisem ,Entropie
atrzni cena“ mé plni rozpaky. Soudim, Ze udaje typu
,,0 krat méné* jsou, a¢ rozsitené, nepftijatelné (str. 99, treti
fadka v ramecku). Vysvétleni, pro¢ mizi zakal Cerstveé
natocené vody (str. 168), se mi nezda dostate¢né. V po-
sledni fadce na str. 253 je vedle preklepu tieba dat do po-
radku interpunkci. V kapitole ,,Vanocni“ (str. 257, 258) se
pouziva promiskuitné pojmi vosk a parafin, a¢ nejde
o totéz. Ve Faradayove dobé Slo o svicky voskové, dnes
jsou parafinové. Poznamka v ramecku ,,Sodik a voda“ (str.
259) je neobratné napsana. Navic, vzpomindm-li si dobte,
ke spontannimu hoteni vodiku dojde pouze v pfipadé reak-
tivnéjSiho drasliku, ne vSak sodiku (alespon v piipadé, ze
jej neni veliky kus). To vSe jsou drobnosti. Za jediny
opravdovy hfich pokladam to, Ze v knizce neni rejstiik.
Nejenze by tam byt mél, mél by byt podrobny, tedy kvalit-
ni. V piipadé 2. vydani (nepochybuji, Zze k nému dojde) je
nevyhnutelné tfeba zavést stat’ o teorii chemické vazby
a o souvislostech struktury molekul a jejich vlastnostech.
Kdyby k tomu nedoslo, §lo by o hfich pfimo smrtelny.
Soudim, Ze by autofi mé¢li brzo pfipravit anglickou verzi
dila.

Cetna poudeni v ramé&eich jsou véru uzite¢na. Hod-
notné jsou mnohé piiklady. Ctenaf, kterému je toho tieba,
bude Casto povzbuzen tim, jak jednoduse lze fesit i pomér-
né slozita zadani.

Doporuceni: Jdéte a zakupte si svazek (i v ptipad¢, ze
jste Mistry; uvidite, jak na véci pohlizeji jini Mistii). Mate-
li dobrého kolegu a pfitele, zakupte svazky dva a budete
mit pro ného pékny darek (recenzent neni podilnikem Vy-
davatelstvi VSCHT).

Rudolf Zahradnik
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Zahajeni sanac¢nich projekti k likvidaci starych ekolo-
gickych zatézi ve SPOLANE

Jednim z problému, ktery musi fesit podnik SPOLA-
NA Neratovice je likvidace staré amalgamové elektrolyzy,
kde se jedna pfevazné o znecisténi slouceninami rtuti,
a likvidace nebo zajisténi budov z byvalé vyroby chlorfe-
nolt, které jsou zneéistény slouceninami souborné oznaco-
vanymi jako dioxiny (chlorderivaty dibenzodioxinl a di-
benzofurantl), pfipadné dal§imi privodnimi slou¢eninami.
Sanacni prace jsou pfipravovany skupinou specialisti,
v niz jsou zastupci sanacnich firem vybranych Fondem
narodniho majetku, zastupci Ministerstva zivotniho pro-
sttedi CR, Ceské inspekce Zzivotniho prostiedi a daldich
organizaci. Béhem jednani se zéstupci vybranych firem
(firma SITA Bohemia pro likvidaci budov znecisténych
dioxiny, firma TCHAS Ostrava pro likvidaci staré amalga-
mové elektrolyzy) seznamili s prostiedim a pozadavky na
asanaci. V souCasné dobé probihaji pfipravné prace na
pilotni projekt asanace budov znecisténych dioxiny. Pfed-
pokladem pro ob€ sanace je ziskani rozhodnuti EIA
(Environmental Impact Assessment), tj. Hodnoceni vlivu
akce na zivotni prostfedi. Dale je nutné ziskat stavebni
povoleni. Koneénym terminem asanace objekti a pudy
zneCisténi rtuti je rok 2011, asanace budov znecisténych
dioxiny rok 2008. Predpokladd se, Ze terminy budou nejen
dodrzeny, ale zkraceny.

Zdroj: Unipetrol magazin, rocnik VI, ¢.2, (2003).

Staré ekologické zatéZe v Litvinové — laguny jsou likvi-
dovany a rekultivovany

V minulosti byly ptedpisy o nakladani s odpady mno-
hem méné pfisné neZ nyni. Proto bylo moZzné v Rizodole
za petrochemickym zavodem Litvinov ukladat kapalné
odpadni uhlikaté frakce do tzv. lagun. Tento stav trval az
do pocatku 90. let. Nyni je vyvijen postup likvidace a revi-
talizace téchto lagun. Je ovéfovan technologicky postup
likvidace. Z lagun bylo vytézeno 21 000 t kald, které byly
vyuzity jako zdroj uhlikatych surovin v plynarné¢ Viesova
a v cementarnach. Dale bylo vytézeno 1600 t znecisténé
zeminy, ktera je ¢isténa biodegradaci.

Naklady na likvidaci prvnich tfi lagun okolo 280 mil
K¢ zajistuje Fond narodniho majetku. Soucasné byly zaha-
jeny prace na rekultivaci pozemkd, které provadéji Vodni
stavby. Do vytézenych lagun je navazen lomovy kamen
a zemina, asanace by méla byt ukoncena vysadbou kefd
a zatravnénim.

Problém vyuziti ploch zneéisténych chemickymi lat-
kami je aktualniv celém svéte. Sleduji se rizika s vyuzitim
spojend: pii vyuziti jako zemédélska plocha existuje moz-
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nost pronikani stopovych latek do zemédélskych produktt,
pri vyuziti k vystavbé obytnych domu je rizikem uvolio-
vani zbytkovych chemickych latek do ovzdusi, podobné
jako pii vyuziti jako rekreacni prostor. Tyto aspekty budou
sledovény 1 pifi rekultivaci lagun. Pokud vyhodnoceni zku-
Senosti s rekultivaci prvnich lagun bude postup aplikovan
1 na laguny ostatni.

Zdroj:Kaucuk noviny, ro¢nik 38, ¢. 16, prosinec (2003).

Jsou zdravi Skodlivé ofechy z izemi DEZA Valasské
Mezifici?

V ochrané zivotniho prostfedi a ochrané zdravi je
obtizné rozlisit, co je prokazany fakt, co jen neopodstatné-
ny predpoklad, co je neopodstatnéna obava a co je predsta-
va péstovana reklamou. V aredlu podniku DEZA roste
vlassky ofesdk. Nekteti zaméstnanci sbiraji ofechy z toho-
to stromu, nékdy s obavou, zda v plodech neni vysoky
obsah Skodlivych sloucenin. Problém zdravotni nezavad-
nosti ofechti ze stromut rostoucich kolem silnic je obecnéj-
$im problémem, ktery znepokojuje mnoho obyvatel, ktefi
sbiraji ofechy ze stromi rostoucich kolem silnic. Vysledky
prizkumu provedeného v podniku DEZA mohou tedy
zajimat i bézného obcana. Vedeni podniku zadalo vy-
zkumny tkol stanovit obsah $kodlivych latek v plodech
ofesaku rostouciho na Gizemi zavodu a porovnat jej s obsa-
hem Skodlivych latek v plodech z jinych lokalit.Vlasské
ofechy spadaji do tfidy potravin skupiny B, v kterych je
limitovan obsah vybranych PAH (PAH je zkratka odvoze-
né z angliCtiny — Polyaromatic Hydrocarbons — Polyaro-
matickych uhlovodiky). Obsah jednotlivych aromatickych
uhlovodikti nesmi prekrocit hranici 10 mikrogrami na kg,
pri¢emz soucet koncentraci téchto slouc¢enin nesmi prekro-
¢it hranici 10 mikrogramii PAH v 1 kg jader. Pfi vyzkumu
byl porovnan obsah PAH v jadrech stromu rostouciho
v aredlu vyrobny DEZA porovnan s obsahem v plodech ze
stromi rostoucich v jinych lokalitach:

Opava, bez prumyslového znecisténi,
Poli¢na, strom stafi 20 let,

Poli¢na, strom stafi 4 roky,

Horni Be¢va, strom stafi 20 let,

Analyzy prokazaly, ze ve vSech plodech, nezavisle na
lokalité, v niz strom roste, nezavisle na staii stromu, byla
koncentrace PAH mensi nez 1pg.kg™ (stanoveno metodou
HLPC). Neni proto divod obavat se zavadnosti ofechi
a ofeSaky mohou byt proto vyuzity i pifi feSeni zelené
v zavodé.

Zdroj:Valassky chemik, ctrnactidenik DEZA, Valasské
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