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Chemické listy v roce 2000

 Inovuj nebo zemii“ — jedno ze zdkladnich podnikatel-
skych pravidel, které plati i pro Chemicke listy. Inovace Che-
mickych listii v roce 2000 zacind novym grafickym zpracovd-
nim obdlky. Magickd dvojka v poslednim roce druhého milé-
nia k této zmeéné primo vybizela a kolegové v redakci si jiz
Zvykli, Ze obdlka naseho casopisu je moji prvoradou libiistkou.
V zdsadeé slo o to, nalézt k nasi tradicné slusivé zelené modni
barevné dopliiky. V minulém roce se ndam to darilo vice ¢i méné
uspésné a navic redakce byla neustdle zaméstndvdna shd-
nénim vhodnych motivii na obdlku. Vic zatim neprozradim,
snad jen poznamendm, Ze Chemické listy nepatii k casopisiim
s mnohaletou tradicni obdlkou (jako napr. Collection) a proto
Jje nutné sledovat nové grafické trendy i v této oblasti.

Domovskd stranka Chemickych listii také zaznamenala
zmeény a zaznamend dalsivipravy. Elektronickd podoba naseho
Casopisu se, podle predpokladu, stdvd ¢im ddl vice duileZitéj-
Si. Chemicke listy budou i naddle zobrazovdny na doméné
VSCHT (http://staff.vscht.cz/chem_listy/index.html), zatimco
Bulletin rychle doplnime do soucasnosti a zobrazime ho na
doméné UOCHB AV CR (http:/fwww.uochb.cas.cz/bulletin.
html). Na drivéjsi linku (http://www.uochb.cas.cz/ChemListy/
chemlisty.html) ddme presmérovdni. Tento symetricky vztah
Chemické listy — Bulletin, mezi doménami VSCHT a UOCHB,
bude respektovdn i na domovské strdance Ceské spolecnosti
chemické (http://www.csch.cz/journ.htm).

To, Ze cisla 1, 4, 7, 10 budou i v roce 2000 obsahovat
Bulletin, je snad jiZ zbytecné pripominat. Jednicka je vidy
slavnostnim vykrocenim, ctyrka se ndm stylizuje do aprilové

Uvodnik

podoby, sedmicku po loriské dobré zkuSenosti opét vénuje-
me chemickému primyslu a letos navic jubileu prof. Paska
(tak jsme se dohodli s reprezentacemi Ceské spolecnosti prii-
myslové chemie, Ceské spolecnosti chemického inZenyrstvi
a Svazem chemického priimysiu Ceské republiky) a desitka je
Jjiz nékolik let zamérena na Zivotni prostiedi. Osmicka bude
sbornikem p¥ispévkii sjezdu Ceské a Slovenské spolecnosti
pro biochemii a molekuldrni biologii, devitka bude vénovdna
52. sjezdu chemickych spolecnosti v Ceskych Budéjovicich
a do jedendctky jiz tradicné zanorime populdrni organickou,
bioorganickou a farmaceutickou konferenci v Liblicich.

1 v letosnim roce, jako v letech minulych, se budeme snaZit
priibézné sniZovat vyrobni ndklady. V loriském roce jste jisté
zaznamenali vyS$Si hustotu tisku, zmenSeni pisma a sniZeni
gramdZe papiru. PriibéZné optimalizujeme poStovni sluzby
a ndklad casopisu. Dovolte mi pripomenout, Ze Bulletinovd
¢isla budeme zasilat pouze tém, kteri o to jiz projevili a projevi
zdjem. PFi neustdle rostoucim poctu clenit CSCH to ani nelze
delat jinak. VyvdZend ekonomickd bilance Chemickych listii je
prioritni zdleZitost a hleddni novych financnich zdrojit nikdy
nekoncict aktivitou ¢lenii redakcniho kolektivu a funkciondrii
Ceské spolecnosti chemické.

Zdverem doufdm, Ze Chemické listy se prehoupnou do
nového tisicileti ve zdravi, jako casopis stavéjici na své 124leté
tradici, ale také jako moderni a neustdle se rozvijejici perio-
dikum nasi Siroké chemické komunity.

Bohumil Kratochvil

Redakce casopisu

(hemicke

listy

udéluje cenu Karla Preise za rok 1999
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1. Uvod

Spektroskopie nukledrni magnetické rezonance (NMR)
patii jiz fadu let k hlavnim experimentdlnim néstrojim studia
struktury biomolekul a dynamiky procestt v nich probihaji-
trum obsahuje, jsou chemické posuny. Tuto informaci je vSak
mozné pro strukturni studie molekul vyuZit jen ve specidlnich
ptipadech. Uvedend skutecnost je diisledkem toho, Ze chemic-
ké posuny, jak uvidime v ndsledujici kapitole, pfimo souvis{
s elektronovou strukturou, a jsou tedy ovlivnény déji, jez
zpusobuji zménu distribuce elektront v molekule. Mezi nej-

tény posun je primérem pies hodnoty piislusné geometrickym
uspofdddnim nabytym béhem trvdni experimentu NMR) a in-
termolekuldrni interakce (blize v kapitolach 3.2. a 3.3.). V obou
pripadech nenfi zdvislost posunu na téchto procesech obecné
popséna.

Atraktivni mozZnosti, jak vyse uvedené vlivy studovat, je
provedeni vypoctu ab initio, tj. neempirického vypoctu, ktery
vyuziva pouze kvantovou mechaniku a zdkladni fyzikdln{
konstanty. V 90. letech doslo v oblasti vypoctu chemickych
posunt k prudkému nértstu poctu publikaci jak metodického
(piehledny &lanek"), tak aplikaéniho razu (viz napf. ro¢enky?).
Diky rozvoji kvantoveé chemické teorie jsou souc¢asné ptistupy
ab initio schopny poskytnout tidaje o chemickém stinéni v ma-
lych molekuldch s pomérné velkou presnosti. Rozvoj moder-

*  Korespondujici autor
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nich pocitacovych technologii v 90. letech zpfistupnil Siroké-
mu okruhu zdjemct pracovni stanice a viceprocesorové super-
pocitace s vykonem fadu Gflop. Tato technologie se tak stala
béznou soucdsti vybaveni akademickych i primyslovych la-
boratofi. Tyto ptiznivé okolnosti vedou k rostoucimu zdjmu
o studium chemickych posunt, piipadné faktord, jez je ovliv-
nuji, nejen u malych organickych molekul, ale i systémi
o vétsi molekulové hmotnosti a fragmentd biomakromole-
kul jako jsou proteiny a nukleové kyseliny. Jako piiklad 1ze
uvést vyéisleni posunii "*C v molekule taxolu (C,;H5,NO,,,
pouzito 1037 bazovych funkci) se stiedni kvadratickou od-
chylkou3 6,4 ppm a popis vlivu sekunddrnf a tercidrni struktu-
ry na chemické posuny izotopii 'H, '*C, °N a 'F v bilkovi-
nach*>,

Tento referdt shrnuje zakladni metody vypocti ab ini-
tio chemickych posunti. Na vybranych piikladech jsou de-
monstrovdny moznosti aplikaci téchto vypoctt a diskutovdny
nékteré problémy spojené s jejich realizaci. Problematika zvo-
leného tématu je mezioborovd. Schopnost nejen presného
vycisleni absolutniho stinéni malych molekul, ale reprodukce
rozdild posund v biologicky zajimavych, komplikovanych
systémech je velkou vyzvou teoretickym chemikiim. Detailn{
znalost vztahu mezi strukturou a posunem ¢i vlivem mezimo-
lekuldrnich interakci na chemické stinéni mtize v mnoha pfi-
padech usnadnit interpretaci experimentdlnich NMR dat.

2. Teoreticka c¢ast

2.1. Chemicky posun

Jadra v molekule jsou obklopeny elektrony, jejichz tok
ve vnéjSim magnetickém poli B indukuje vznik lokdlniho
pole B"* . Toto pole zptisobuje, 7e dvé NMR aktivni jadra
s odliSnym chemickym okolim rezonuji pfi riznych frekven-
cich. Indukci na daném jadre Ize vyjadrit vztahem

By =(1-o0,y By (1)
kde BY* je slozka magnetického pole ve sméru o indukovana
tokem elektront, ktery je disledkem pisobeni vnéjsiho mag-
netického pole ve sméru . Chemické stinéni je vzhledem
k asymetrii rozloZen{ elektronli obecné tenzorovou veli¢inou
charakterizovanou tenzorem druhého fadu 6,55 deviti elemen-
ty. Vhodnou volbou soufadnicové soustavy je mozné tento

tenzor prevést do tvaru, v némz diagondlni ¢leny o, Gyy» Oy,
jsou jeho hlavnimi slozkami. Jejich pramér
izo _
6*=1/3 (0 +0,+0,) (2)

potom reprezentuje izotropni stinéni daného jadra. Zatimco
v pevné fazi je v pipadé¢ studia jednotlivych krystali mozné
anizotropni tenzor chemického stinéni plné charakterizovat,
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v plynné a kapalné f4zi dochdzi nasledkem rychlého a neuspo-
fddaného pohybu k zprimeérnovani jeho jednotlivych slozek.
Za predpokladu, Ze vSechny orientace molekuly vzhledem ke
sméru vnéjsiho magnetického pole jsou stejné pravdépodob-
né, je méfitelnd pouze veli¢ina 6. Izotropni stinéni se cha-
rakterizuje nejbéZnéji parametrem §, nazyvanym chemicky
posun, ktery je vyjddfen rozdilem rezonancni frekvence mé-
feného jadra v = v.(1 — 6'). B a frekvence zvoleného stand-
arduv,=7.(1-0y°). Bynormalizovanym vzhledem k indukci
vnej$tho magnetického pole

d=(v-v)/v,=(c"r -c")/(1-c (3)

Pfi teoretickém vypoctu chemického posunu postupujeme
tak, Ze nejprve nékterou z metod popsanych ddle ur¢ime ¢'*°
vybraného jadra. Poté tuto hodnotu odecteme od izotropniho
stinéni standardu ziskaného bud teoreticky nebo experimen-
tdlné; napf. stinici konstanta uhliku Bey jednom z nejb&z-
néjsich standardi, tetramethylsilanu, (TMS) 6'° (**C) je 186,4
ppm (cit.%). Takto ziskany chemicky posun midZeme pak po-
rovndvat s naméfenou hodnotou.

Zéklady kvantové mechanické teorie chemického stinéni
pochdzi ze zacatku 50. let (cit.”®). Stru¢né a srozumiteln& jsou
popsény ve sborniku’. Jelikoz podstata stinéni je elektronickd,
vychdzi se pfi vypoctu pro atomové jidro s_magnetickym
momentem [i ve vn&j§im magnetickém poli B z celkového
hamiltonidnu H ( ﬁ,B?(. Energie jadra E (]ﬁ,B) zdvisi na induk-
ci vn&jsiho magnetického pole B a velikosti [L. S pouzitim
Rayleighovy-Schrodingerovy poruchové teorie 1ze obdrzet
rozvoj energie £ (ﬁB podle [i a B aposléze sefazenim ¢lend
umérnych soucasné [L i B separovat dva piispévky ke stinéni,
a to diamagnetickou a paramagnetickou slozku:

dia

Oop= (Gaﬁ +0§'§“‘) 4)

Diamagnetickd ¢ast tenzoru chemického stinéni popisuje
schopnost vnéjsiho magnetického pole zptisobovat proudéni
ndboje v zdkladnim elektronickém stavu systému. Jeji smér je
obecné opacny nez smér vnéjsiho magnetického pole, proto
zvySuje stinéni daného jadra a tim zpdsobuje posun jeho
rezonan¢niho signdlu k mens$im hodnotdm 8. Hodnotu dia-
magnetické slozky lze vypocitat na zdkladé znalosti vinové
funkce zédkladniho stavu molekuly 10):

o o <0|@|0>
r

]

(5)

kder; uddva polohu elektroni vzhledem ke studovanému jadru
ar_vzhledem k poc¢atku vektorového potencidlu vnéjstho mag-
netického pole (viz ddle). Jelikoz vysledek je mdlo citlivy ke
kvalité pouzité baze vypoctu ab initio a rychle konverguje pfi
jejim rozsirovani, je jeho ziskdni pro kvantovou chemii rela-
paramagnetické slozky. Paramagnetické stinéni lze interpre-
tovat jako schopnost vnéjsiho magnetického pole vyvoldvat
tok elektronti molekulou, a to vyuzitim orbitald, jeZ nejsou
obsazeny v zdkladnim stavu. ¢ plisobi ve sméru blizkém
k orientaci B a je zodpovédné za zvySovani chemického po-

sunu. Hodnota 6" je ddna sou¢tem
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ohara oc_z (6)

qEq

L)

i

pfes excitované stavy ¢ systému; E, a lg) jsou vlastni energie
resp. vlnové funkce jednotlivych stavi al je operator tihlového
momentu. Pfi vypoctu se obvykle postupuje tak, Ze excitované
stavy jsou popsdny virtudlnimi orbitaly pfiblizné vinové funk-
ce. Tato povétSinou drastickd aproximace (pfesnou hodnotu
6" je mozné obdrzet pouze pouzitim kompletni baze'®) vede
k podstatnym chybdm. Je uZitecné si v§imnout, Ze velikost
paramagnetického Clenu je nepiimo umérnd rozdilu energif
zdkladniho a pfisluSného excitovaného stavu. V orbitalové
formulaci je tento jev vyjadien energetickymi rozdily mezi
obsazenymi a neobsazenymi orbitaly. Obecné, pokud mole-
kula md nizko lezici excitovany stav (resp. maly rozdil nejvys-
Siho obsazeného a nejnizsiho neobsazeného orbitalu), para-
magnetické stinéni pifslusnych atomt bude velké.

Vnéjsi magnetické pole B vstupuje do vypoctu ab initio
chemického stinéni prostfednictvim vektorového potencidlu
A tohoto pole. Ve vztazich (5) a (6) se objevuji Cleny zavislé
na pocatku vektorového potencidlu. Polohu tohoto pocatku lze
umistit do libovolného bodu. Ackoliv v pfipadé piesného
vypoctu by provedend volba vliv na vysledek mit neméla,
hodnotu ptiblizného kvantové chemického feseni vyrazné ov-
liviiuje. P¥i posunu by soucet 6** a 6P**mél ziistat konstantni.
V praxi viak je chyba vznikld pii vypoctu ™™ vétsi nez
v piipadé 6" a pro riizné zvolené pocitky A tak dostavime
rozdilné hodnoty chemického stinéni vybraného atomu studo-
vané molekuly. Tento artefakt se anglicky oznacuje jako gau-
ge [geidz] problem. Podle zpisobu, jak se k tomuto problému
pristupuje, 1ze kvantové chemické metodiky vypoctu chemic-
kého stinéni rozdélit do nékolika skupin.

2.2. Pfehled vypocetnich metod

_ Prvni pristupy'"'? vychdzejici z celkového hamiltonidnu
H|(Li,B) aoznatované jako Common Origin Approach (COA)
netesily gauge problem. Slozky tenzoru studovaného jddra se
pocitaly vzhledem k pocdtku na tomto jadie. Tento piistup
vyZzaduje pro dosazeni shody s experimentem pouZiti obrovské
baze. Je mozné dokdzat, Ze s kompletni bazi poskytuje COA
presné vysledky'>!'*. Prakticky je tato metoda viak pouzitelna
pouze pro dvouatomové molekuly. Pro studium vétsich sys-
tému bylo vypracovano nékolik metod, které nejsou zavislé na
volbé poc¢dtku soutradnic vektorového potencidlu. V souvislos-
ti s vypocCty biomolekul je tfeba zminit GIAOQ™1¢ (Gauge
Including Atomic Orbitals) a IGLO'"'® (Independent Gauge
for Molecular Orbitals) (na nasazeni v této oblasti zatim cekaji
LORG"?°aCSGT?"?). ] ejich podstatou je explicitni zahrnuti
vektorového potencidlu do atomovych (v ptipadé GIAO) resp.
lokalizovanych molekulovych (IGLO) orbitald. Z praktického
hlediska je dilezité, Ze metoda GIAO, jez byla pro vypocty
molekul s biologickou relevanci pouzita ve vét§iné piipadd,
pfi rozSifovdni bdze konverguje k pfesnému feSeni rychleji.
Ziskané vysledky jsou tedy s vyuzitim srovnatelné baze vét-
Sinou lepsi nez pfi aplikaci piistupu IGLO.

Metodiky pro vypocet chemického stinéni 1ze rovnéz roz-
délit podle zptsobu, kterym pocitaji jednotlivé slozky tenzoru
G,p VEtSinou jsou zaloZeny na konecné poruchové teorii. Ta
pfi popisu chemického stinéni vychazi z defini¢niho vztahu
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92 E(ﬁ,fi’)
Opp === (8)
79,0 B, )
i=0.B=0
Prakticky lze 6,5 vypocitat ze vztahu
Oop =y P + hojs P! (9)

Tvary operdtorii hy a ' jsou uvedeny v jiZ citovaném
sborniku”. P° je matice hustoty neporuieného systému, P'
matice hustoty prvniho fddu popisujici michdni obsazenych
aneobsazenych orbitaltl v pfitomnosti vnéjstho magnetického
pole. Vypocet P° je rutinni zdlezitosti, P' se ziskdvé feSenim
sprazenych Hartreeho-Fockovych (HF) rovnic s magnetickym
polem jako poruchou (Coupled Perturbed Hartree-Fock Equ-
ations). Zakladnim kvantové chemickym pfistupem pro nale-
zeni vlnové funkce systému a jeho energetickych hladin je
Hartreeho-Fockova metoda selfkonzistentniho pole (SCF), j.
pouziti jednodeterminantového piibliZeni a hleddn{ efektivni-
ho pole pro odpuzovdni elektroni. Konecnd poruchova teorie
chemického stinéni ve spojeni s takto nalezenou vlnovou
funkci a nékterou z metod nezdvislych na volbé pocétku
vektorového potencidlu (napi. GIAO) tvoii pfislusny pristup
CHF (napt. CHF-GIAOQ). Jim ziskané hodnoty jsou v literatufe
Casto oznacovany jen jako data HF resp. SCF.

Elektronovd korelace, tj. rozdil repulse elektrond vyjddie-
né pomoci efektivniho pole a vypocitané presné, md v nékte-
rych piipadech zdsadni vliv na popis stinéni. Pro nékteré
molekuly (v€etné malych, napf. dusik) ani pouZiti rozsahlé
bdze v rdamci Zddného z piistupti CHF neposkytne posuny
blizké experimentdlnim hodnotdm. Pro vypocty chemického
stinéni fragmentd biomolekul byly pouZzity dvé metodiky za-
hrnujici elektronovou korelaci (korelované). K piresnému po-
pisu mensich systému je mozno vyuzit M@llerovu-Plessetovu
(MP) poruchovou teorii. Jeji podstatou je, Ze rozdil mezi
vypoctem se zahrnutim piesné elektronové repulse a s vyuzi-
tim efektivniho pole v rovnicich HF se vyjadfuje formou
hého fadu (MP2), kterd je dilezitd napt. pii vypoctu presnych
molekuldrnich geometrii. Vypocet stinéni metodou MP pouzi-
va matic hustoty a postupu naznaceného rovnici (9). Vypocetni
vyjadfeni odpovfdaqjl’cfch matic hustoty bylo vSak nalezeno
teprve v 90. letech®>

Dalsi korelované metody jsou zaloZeny na teorii funkcio-
nélu hustoty® (Density Functional Theory, DFT). Tato teorie
popisuje piimo elektronovou hustotou, jeZ automaticky urcuje
pocet elektronil a ostatni elektronické charakteristiky — tedy
i chemické stinéni. Formdlné je podobna teorii SCF. Orbitaly
a jim odpovidajici energie hledd pomoci rovnic Kohnovych-
-Shamovych (KS), jeZ jsou obdobou rovnic HF; pro systém
s poruchou pouzivd rovnice CPKS (Coupled Perturbed Kohn
Sham Equations). Z né€kolika implementaci DFT pro vypocet
stinéni se jevi jako nejatraktivngjsi SOS-DFPT?*?7 (Sum-
-Over-States Density Functional Perturbation Theory) ve spo-
jeni s metodikou IGLO. Po nalezeni orbitali KS nefesi rovnice
s poruchou jako alternativni piiblizeni UDFT® (Uncoupled
DFT, nesprazena teorie funckiondlu hustoty pro popis chemic-
kého stinéni). Tim je metodika SOS-DFPT-IGLO tzv. proces
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N°. Toto oznaceni zjednodusSené znamend, Ze vypocetni Cas

roste s tfetf mocninou poctu bazovych funkci. UDFT a CHF
PO 4 . . .

maji zdvislost N™ a poruchovd teorie MP2 je dokonce proces

N°. Tato skute¢nost ve spojeni s pfesnosti danou zahrnutim

elektronové korelace ¢ini pouziti SOS-DFPT-IGLO pro bio-

molekuly velmi pfitazlivym (viz napt.”%%).

3. Studované problémy

3.1. Vypocty pro peptidy
a bdze nukleovych kyselin

Nasledujici ¢dst je vénovdna vyuziti vySe uvedené teorie
pfi studiu vybranych stavebnich jednotek biopolymerd, a to baz{
nukleovych kyselin, aminokyselin a modelt peptidi a bilko-
vin. Misto detailniho citovani konkrétnich vysledki (podrob-
nosti viz uvedena literatura) hledd text spiSe odpovédi na na-
sledujici otazky: Jaké jsou velikosti zmén chemickych posunti
rtznych atomt v zdvislosti na zménéch struktury, geometrie
a okoli studovanych molekul; které metody je tfeba pouZit pro
postihnuti téchto zmén (jsou pristupy SCF dostate¢né nebo
zahrnut{ korela¢ni energie poskytne jiny obraz?) a konecné,
jakou geometrii je vhodné pouZit pro dany vypocet ab initio?

Systematické studium stinéni atomi bdzi nukleovych ky-
selin bylo cilem pouze jediné studie®’. Jedna se o vypocty
piistupem IGLO bez zahrnuti korelacni energie a s pouZitim
relativné malych (kvality priblizné€ triple zeta) bdzi. Obé tyto
okolnosti prispély k odchylkdm od experimentu velikosti az
13 ppm pro uhlikové a 30 ppm pro dusikové posuny. V sou-
casné dobé 1ze metodami DFT ve vétsich bazich dosdhnout
podstatné piesnéjsich vysledki®'. Detailng byly prostudovany
dusiky uracilu®’; o této praci se zminime pfi diskusi vlivu
vodikovych vazeb na posun v dals{ kapitole.

Odlisna situace panuje v oblasti slozek bilkovin — amino-
kyselin resp. peptidii. Dvé vyznamné empirické studie se
zabyvaly statistickymi korelacemi mezi posungf uhliki pétefe
bilkoviny (obr. 1) a jeji sekundarni strukturou 334 Je ziejmé,
Ze pochopeni a schopnost predpovédi téchto zavislosti by
usnadnila feSeni struktur bilkovin. Proto se také né€kolik nezd-
visle pracujicich skupin autorti snazilo o rozieseni otdzek
uvedenych na zagdtku této kapitoly6-3347

Zdkladnim ddajem, jenz do vypoctu ab initio vstupuje,
jsou vnitini soufadnice dané molekuly. Experimentdlni tidaje,
pro vétSi molekuly ziskdvané zpravidla z dat rentgenové struk-
turni nebo NMR analyzy, jsou ovlivnény konkrétnim uspofa-
danim v krystalu nebo interakcemi v roztoku (vice v kapitole
3.3.). Jejich presnost neni mnohdy dostate¢nd a pro modelové
systémy jsou tato data povétsinou nedostupnd. Proto se obvyk-
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Obr. 1. Schématické znazornéni vazebné struktury peptidického
retézce. Dihedralni dhly patefe ¢, resp. y jsou definovany jako
C°-N-C O(—CO resp. N-C a—CO—N, % oznacuje dihedrdlni thel bo¢ntho
fetézce Hi-Cy—C -H,
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le provddi optimalizace geometrie. Tento vypocet pfedstavuje
samostatny problém se specifickymi pozadavky na volbu me-
tody a pouziti vhodné baze. Kvalita geometrie je velmi dtile-
zitd pro ziskdni spravnych hodnot absolutniho stinéni atomut
aminokyselin. Pristupem CHF-GIAO s kvalitni bdzi byly vy-
pocteny? zdvislosti stinéni na vazebnych délkdch r a vazeb-
nych thlech ©. Nalezené hodnoty jsou fadu 10! ppm.A™ pro
do/dr a 10" ppm.(1°)! pro do/dd. Je zndmo, Ze smérnice
zdvislosti ds/dr je zdpornd, protoZe s rostouci vazebnou délkou
klesaji prislusné excita¢ni energie. Vysledkem je zvétSen{
paramagnetického ¢lenu, ktery je zdporny. Z tohoto diivodu
zpusobuje podhodnoceni vazebné délky nadhodnoceni sting-
ni. Porovndme-li vysledky ziskané metodami HF a MP2 s vy-
uzitim stfedni baze pro optimalizaci geometrie, jsou vazebné
délky z HF vypocti kratsi nez pii pouziti metody MP2. Uka-
zuje se vsak, Ze nadhodnocent stinéni v diisledku pouziti méné
spravné HF geometrie je systematické, tzn. Ze rozdily posunti
mezi jednotlivymi atomy zistdvaji zachovz’my”‘“. Pii sledo-
vani vlivu dihedrdlniho dhlu na stinéni lze piispévek zmén
vazebnych délek a tihld jako vysledek geometrické optimali-
zace zanedbat, ponévadz pro aminokyseliny a modely peptidi
jsou zmeény stinéni z vice nez 90 % urovany piislusnym
dihedralnim Ghlem™.

Obecné plati, ze HF metody nadhodnocuji energetické
rozdily mezi obsazenymi a virtudlnimi orbitaly, coz vede
(vztah (6)) k podhodnoceni paramagnetického ¢lenu a ve svém
diasledku ke zvySeni chemického stinéni ve srovndni s vysled-
ky korelovanych metod. Orbitaly m peptidické skupiny maji
tendenci lezet vysoko v souboru obsazenych orbitalt. Soucas-
né jak nevazebné orbitaly typu n volnych elektronovych pdrid
karbonylového kysliku a amidického dusiku, tak orbitaly 1"
patfi mezi nejniZe lezici neobsazené orbitaly. Proto se pouZiti
pristupu SCF na absolutnim stinén{ tohoto fragmentu drama-
ticky projevi (napi. CHF-GIAO nadhodnocuje stinéni karbo-
nylového uhliku o cca 20 ppm, ale C, pouze do 1 ppm, ve
srovndni s MP2-GIAO za pouziti stejné baze pro tutéZ geo-
metrii modelového peptidu®’). Pro vyzkum biomolekul je
zasadni, zda teoretické metody jsou s to reprodukovat trendy
v chemickych posunech pii strukturnich zméndch. V tomto
ohledu je situace pfiznivd — rozdily stinéni mezi jednotlivymi
konformacemi Ize adekvétné popsat jiz na drovni SCF; pro
spravnéjsi ureni absolutnich hodnot posunii pii rdznych hod-
notdch dihedrdlniho tihlu byl navrzen zajimavy postup*: Pro
jeden konformer se vypocitd stinéni pristupem MP2 a rozdil
8(MP2)-8(HF) pro tento thel je pfi¢ten k hodnotdm ziskanym
pro vsechny studované dihedrdlni dhly metodou HF.

3.2. Konformacni zdvislost
chemickych posunt

Experimentdlné stanoveny chemicky posun je primérem
pres vSechna prostorovd uspordddani molekul béhem doby
snimdni NMR signdlu. Z teorie vyplyva, Ze Cas, po ktery je
molekula v urcité konfiguraci, 1ze urcit na zdkladé znalosti
energetické hyperplochy. Hodnota posunu v kazdé nabyté
konfiguraci je dina bodem na hyperplose stinéni, kterd vyjad-
fuje zdvislost chemického posunu na uvazovanych vnitinich
soufadnicich daného systému. Jak jiZ bylo uvedeno, v piipadé
bilkovin jsou zndmy empirické korelace mezi posuny a sekun-
dérni resp. tercidrni strukturou. Mezi nejdileZitéjsi patfi vyssi
posuny °C na C,a CBV o-Sroubovici nez v B-hiebenu a naopak
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zvyseni posunit 'H o-vodiki pfi prechodu z o-§roubovice do
B-hiebenu. Je proto na misté pokusit se o sestrojeni hyperploch
stinéni bilkovin na zdkladé vypoctl ab initio. Ukazuje se, Ze
pro reprodukci hlavnich experimentdlnich trendi sta¢i uvazo-
vat zdvislost posunu na nékolika mélo dihedrédlnich dhlech
modelovych sloucenin. Konkrétné jde o uhly ¢ a y pii popisu
pétefe biomolekuly a tihel y pro uréovéani piispévkid bo¢nich
fetézcl. Jako modely byly pouzity systémy od glycinu az po
heptapeptid HCO — (Gly), — Ala—(Gly); —-NH, (cit.’®). Postu
byl ovétovan tak, Ze pro vybranou bilkovinu (v kli€ové préci-
byla zkoumdna nukleasa Staphyloccoca), jejiz krystalovd
struktura (a tedy i dhly ¢, y, % jednotlivych rezidui) i NMR
spektrum jsou zndmy, se odecitaly 8 z vypoctené hyperplochy
stinéni a porovndvaly s experimentdlnimi idaji pro odpovida-
jici hodnoty torzi. Shoda posunt Be vypoctenych s namére-
nymi je dobrd (napf. pro C, dvandcti alaninovych rezidui byla
smérnice zavislosti experimentdlnich hodnot na vypoctenych
0,85 s regresnim koeficientem 0,94). Shodu teorie s experi-
mentem je mozné jesté zlepsit zahrnutim elektrostatickych
interakci a vodikovych mastkd (viz ddle). Diskusi dosud pub-
likovanych dat pro 5jednotlivé atomy nékolika aminokyselin
Ize nalézt v ¢lanku®.

Pro spravny popis posunt tézSich atomi prvni periody
hyperplocha stinéni modelového peptidu nestaci. N, 170
a F jsou (kromé ovlivnéni mezimolekuldrnimi interakcemi
popsanému v kapitole 3.3.) mnohem citlivéjsi k silim daleké-
ho dosahu. V piipadé bilkovin je proto stinéni téchto jader
silné ovlivnéno pfitomnosti poldrnich skupin. V principu sa-
moziejmé lze tento efekt popsat ab initio, prakticky vSak by
vypocet hyperplochy stinéni velkého fragmentu biomolekuly
byl ne-li neproveditelny, tak pfinejmensim velmi ndkladny.
Proto se hledaly strategie, jeZz by umoznily zahrnuti vliva
interakci dalekého dosahu bez zvySovani poctu atomu s bdzo-
vymi funkcemi. P¥i nejroziifendjiim piiblizném popisu’® se
celkové stinéni 6 daného atomu pfedpokldda ve tvaru souctu

6

6=0,.+0,+0, (10)
kde o, je stinéni vypoctené nékterou z dosud uvedenych metod
(elektronicky piispévek, nazyvany také prispévek sil kratkého
dosahu, protoze se urcuje pouze pro malou okolni ¢dst kolem
daného atomu biomolekuly), c, vyjadiuje elektrostatickou
polarizaci v okoli jadra (piispévek sil dalekého dosahu), a 6
zahrnuje ostatni vlivy na stinéni (magnetické — susceptibilitu
vzorku, vliv kruhovych proudii a pod.). Clen O, je pro atomy
jiné nez vodik maly; miva hodnoty fadu chyb urceni ostatnich
¢lenti z (10) a proto se zanedbdv.

Pro vypocet G, se ujaly dvé metody podrobné popsané
v praci*®. Prvni z nich atomy zkoumaného fragmentu, které
nepopisuje Clen G, aproximuje bodovymi ndboji. Tyto jsou
formou multip6lti nizsich fada zahrnuty do hamiltonidnu pro
vypocet sloZek tenzoru stinéni. Vysledkem je hodnota, kterd
je souctem o, a 6. Tento postup je oznacovan jako metoda
Charge Field Perturbation (CFP). Druhy pfistup, tzv. Multipo-
le Shielding Polarizability (MSP), vyuziva polarizabilit stiné-
ni, tj. derivaci stinéni podle slozek vnéjsiho elektrostatického
pole. Pii pfedpokladaném tvaru zdvislosti stinéni na elektric-
kém poli lze 6, stanovit na zdkladé klasicky ur¢ené hodnoty
elektrostatickéﬁo pole (a jeho gradientti) v misté studovaného
jadra. V praici36byly studovdny obé zminéné metodiky. Pfistup
MSP tsp&sné reprodukoval "N stinéni amidickych dusikt
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valinovych reziduf a metoda CFP spravné urcila 3 posuny
5-F-tryptofani zkoumanych proteind.

Vypocet trojrozmérné struktury biomakromolekul z NMR
dat je mozné schematicky popsat takto: Nejprve jsou z vice-
dimenziondlnich NMR spekter pfifazeny jednotlivé signdly
konkrétnim atomd@m ve studované molekule. S vyuzitim nu-
klearniho Overhauserova efektu (NOE) jsou urceny vzdéle-
nosti vodikovych atoml mensi nezZ 5SA. Ze zméfenych spin-
spinovych interak¢énich konstant jsou stanoveny hodnoty né-
kterych dihedrélnich dhlt pomoci Karplusovych rovnic. Tyto
udaje spolecné se zakladnimi molekuldrnimi parametry slouZz{
ndsledné jako vstup pro geometrickou optimalizaci pomoci
metod distan¢ni geometrie a molekulové dynamiky. Uvedené
metody s vyuZzitim pomérné jednoduchych silovych poli hle-
daji vysledné struktury nejlépe spliujici vstupni vazebné pod-
minky. V optimdlnim pfipadé€ lze naznacenym postupem na-
1ézt globdlni energetické minimum studovaného systému.

Ponévadz chemicky posun je jednozna¢né diktovan struk-
turnim uspordddnim, nabizi se myslenka vyuzit hyperploch
stinéni k vymezeni dalSich vazebnych podminek pro optima-
lizaci geometrie. Byly navrZzeny dva mozné postupy40:

Prvni z nich vyuzivd naméfenych posunti jader pro ziskan{
hodnot dihedrdlnich Ghld. Napi. z dat °C a 'H je mozné
v pifpadé aminokyselin zjistit dhly @, y a . Pro zahrnuti takto
ziskanych torzi do molekulové dynamiky byla vyvinuta me-
todika tzv. plochy Z (Z-surface)*'. V obecném piipadé plocha
Z uddva pravdépodobnost, s jakou soubor spektroskopickych
parametr( {P,} (napf. B¢ chemickych posunil) zdvisi na kon-
krétnim prostorovém uspoidddni atoml (napt. dihedrdlnich
thlech @, y bilkoviny). Zndme-li funkéni zavislost P = P (f(o.,
B, ...)), je pravdépodobnost, Ze experimentdlni hodnota Py
odpovidd geometrickym parametrim o, P, ..., definovdna
plochou Z

Py —f(0t,B,...)

Z=exp|— W

(11)

W je ,.Sitka prohleddvani* vyjadiujici vypocetni resp. experi-
mentdlni nepfesnosti. Pfi feSenf struktury s vyuzitim plochy Z
jsou kromé experimentdlnich dat do vypoctu zahrnuty i dihed-
ralni dhly @, y,  ziskané z naméfenych chemickych posunti.
Tyto tdaje slouzi jako vstupni data pro vypocet molekulové
dynamiky programem®® X-PLOR, ktery hledd energetickd
minima konzistentni s uvedenymi daty. Vysledkem tedy jsou
mj. nové dihedrdlni thly ¢@’, y’, ¢, pro néz je mozno zpétné
vypocitat chemické posuny metodami ab initio za dicelem
ovéfeni nalezené geometrie.

Druhou moznosti je vypocitat pro experimentdlni thly
hodnoty posunti ab initio a tyto posuny zahrnout jako vazebné
podminky minimalizace. Pro tyto ticely byla vyvinuta modi-
fikovand verze X-PLORu oznalovand jako DPLOR (cit.**).
Vyslednou strukturu 1ze opét podrobit kontrole ur¢enim teo-
retickych posund.

3.3. VIiv vodikovych vazeb

Vsechny bézné sekunddrni struktury nalezené v bilkovi-
ndch lezi v povolenych oblastech konformacni mapy torznich
uhld @, y (Ramachandrantv diagram). Pokud konformace
spadajici do nékteré z téchto oblasti md byt sice stericky
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povolenym, ale nestdlym uspofddanim, musi byt stabilizova-
nd. Na této stabilizaci se vyznamné podileji vodikové mustky.
Nyni se zminime o nejdtlezitéjsich pracfch32’37’46, které si-
mulovaly ovlivnéni chemického stinéni intermolekuldrnimi
vodikovymi vazbami mezi strukturnimi prvky molekul s bio-
logickou relevanci. Autofi nereprodukovali pouze hodnotu
izotropniho stinéni studovanych atomd, ale snazili se ziskat
kompletn{ informaci, kterou 1ze analyzou tenzoru chemického
stinéni obdrZet, tj. tfi hlavni slozky o,,, 6., G,, a jejich
orientaci uréenou tfemi smérovymi kosiny vz?ﬂedem ke zvo-
lené soustave souradnic molekuly. Experimentdlné 1ze uvede-
nd data ziskat z NMR méreni v pevné fazi. Z teoretického
hlediska je pfi vypoctu podstatné, Ze k faktortim jako netpl-
nost baze, chyba metody (napf. nezahrnuti korelacni energie),
kvalita geometrie a vliv mezimolekuldrnich interakci je téchto
Sest hodnot obecné mnohem citlivéjsich nez izotropni stinéni ¢'*°.

Pro studium vlivu mezimolekuldrnich interakci existuji
dva zdkladni pfistupy. Prvni z nich do vypoctu ab initio
explicitné zahrnuje okolni molekuly. V jiz zminéné studii*
byly piistupem CHE-GIAQ v malé bazi (D95") reprodukova-
ny hlavni slozky tenzoru "N stin&ni dusikd uracilu se stiedni
kvadratickou odchylkou 25,1 ppm a smérnici linedrni zavis-
losti naméfenych hodnot proti vypoctenym —0,94. Krystal
uracilu je uspotadan tak, ze dusikové atomy sousedi s kysliky
okolnich molekul mfizky. Vliv tohoto uspotfddani na stinéni
byl simulovén pridanim formaldehydu k obéma dusiktim, a to
do vzddlenosti stejné jako v krystalové struktufe uracilu. Sho-
da teorie s experimentem je v piipadé tohoto postupu jesté
lepsi (pro uvedenou bazi klesla stfedni kvadratickd odchylka
na 16,9 ppm a smérnice byla 1,01).

C posuny karbonylovych uhlikii podobné jako posuny
atomi C,a Cﬁ silné koreluji se sekundarn{ strukturou bilkovin
— napf. alaninovd rezidua -hiebenti gsou v praméru o 4,6 ppm
vice stinéna oproti o-§roubovicim®. Cilem prace®’ bylo re-
produkovat tento experimentdln{ trend. JelikoZ pfedchoz{ vy-
pocCty ab initio, které vliv vodikovych vazeb neuvazovaly,
neuspély*** autofi vytvofili jednoduchy model — N-methyl-
acetamid s vodikovou vazbou na formamid — a pro jeho rtizné
geometrie zkoumali metodou CHF-GIAO s dostate¢né velkou
(6-311++G(2d,2p)) bdzi stinén{ karbonylového uhliku. Expe-
rimentdlni tendence byla reprodukovana. Vyborné shody s vy-
Se uvedenym empirickym faktem bylo dosaZeno pro N-formyl-
pentaalaninamid jako model alaninovych rezidui bilkovin. Pfi
pouziti optimalizované geometrie jeho o-Sroubovice a B-hiebe-
nu CHF-GIAO pfistup s bdzi 6-31G piedpovédél rozdil 4,9 ppm.

Aminokyseliny jsou v krystalu pfitomny ve formée obojet-
ného iontu, tj. s —CO; a -NHj skupinou, u néhoz se dd
predpoklddat silné ovlivnéni stinéni karbonylovych uhlikd
mezimolekuldrnimi interakcemi. Prace* zabyvajici se o-gly-
cinem v pevné fazi toto potvrdila: Vypocet SOS-DFPT-IGLO
s adekvatni bazi pro izolovany obojetny ion poskytl '*C posun
karbonylového uhliku zatiZeny zna¢nou chybou (8,,,= —29,1 ppm,
8.y, = —48.6 ppm) a dokonce zaménil poradi hlavnich slozek
tenzoru chemického stinéni. Zahrnuti dvou NH; molekul
v sousedstvi —COy; skupiny do vypoctu zlepsilo vysledky jen
¢dsteéné: 9, = —35,6 ppm pii sprdvném poiadi hlavnich
slozek. Teprve rozsiteni tohoto klastru o dva HCO; fragmenty
v okoli -N'Hj skupiny glycinu poskytlo pro toto obtizné jadro
vysledky v dobré shodé s experimentem (3, .= —43,8 ppm,
8., = —48,6 ppm).

Do vypoctu ab initio je taktéZ mozno explicitné zahrnout

teor
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molekuly rozpoustédla a studovat tak vliv solvatace, kterd
miZe mit podstatny vliv na chemické stinéni nékterych jader.
(Je dobré si uvédomit, Ze napi. hyperplochy stinéni zminéné
v kapitole 3.2. byly ziskdny vypocty ab initio izolovanych
molekul. Pouzitelnost hyperploch pro popis dvourozmérné
struktury je umoznéna pfiznivym faktem, Ze zmény posunti
uhlikl C, a Cy zdvisi prakticky pouze na lokdln{ struktufe, tj.
na hodnotéch ¢ a y pri zanedbatelném vlivu soucasnych zmén
ostatnich vnitinich soufadnic, a nejsou ovlivnény prostredim,
v némz se konkrétni reziduum v biomolekule nachdzi.) Pro
peptidy byl vliv solvatace vypocetné studovdn na tirovni CHF-
GIAO (cit.*®). K modelovému dipeptidu byly postupné pridd-
ny dvé molekuly vody, jedna do okoli karbonylového kysliku,
druhd k amidickému protonu, a zkoumdny zmény tenzoru
chemického stinén{ atomi peptidické vazby. Byla pozorovina
aditivita vlivu hydratace na slozky tenzoru a jeho orientaci (1)
(prislusny ddaj pro strukturu s dvéma molekulami vody byl
priblizné dvojndsobkem hodnoty v monohydrdtu) a vyraznd
zmeéna orientace tenzoru amidického protonu pfi hydrataci (2).
Pokud by uvedené zdvislost byly prokazany i pro vétsi mode-
lové peptidy a vySsi rozsah solvatace, mohly by najit pouZiti
pfi urCovdni stupné solvatace z méfeni zmén posund (/) ¢i
urcovani geometrie solvatovaného fragmentu na zakladé zna-
losti orientace tenzort chemického stinéni (2).

Druhou principidlni moznosti postihnuti vlivua mezimole-
kuldrnich interakci na chemické stinéni je nasazeni vyse po-
psaného piistupu CFP (cit.*®), coz tomto piipadé znamend
zahrnuti bodovych ndbojt atomu tvoficich vodikové vazby se
studovanym fragmentem. V publikaci®® jsou vysledky vypo&-
t pro threonin a tyrosin v pevné fazi, kde, jak jiz bylo uvedeno,
se aminokyseliny nachdzeji ve formé obojetnych iontt a jsou
proto silné ovlivnény intermolekuldrnimi vodikovymi mast-
ky. Pro slozky tenzort stinéni Bc izolovanych obojetnych
iontl autofi obdrzeli stfedni kvadratickou odchylku mezi teo-
reticky vypoctenymi a experimentdlnimi hodnotami 12,3 ppm.
Pro zlepseni vysledku vypoctu byly intermolekuldrn{ interak-
ce simulovany tak, Ze zdkladni burika obsahujici ¢tyfi amino-
kyseliny byla obklopena dal$imi 28 molekulami v geometric-
ké konfiguraci odpovidajici uspofdddni v krystalové mfizi. Na
atomy jedné z aminokyselin zdkladni bunky poté umistili
funkce baze 6-31G™ a viechny ostatni aminokyseliny repre-
zentovali bodovymi ndboji. Stfedni kvadratickd odchylka
klesla o polovinu (na 6,4 ppm).

Jiz dfive zmin&n4 prace®® vyuzila pro modelovéni vodiko-
vé vazby také piistupu CFP. Ke kysliku peptidické skupiny
modelového dipeptidu byly umistény bodové naboje repre-
zentujici amoniak. Byla zkoumdna zavislost rozdilu mezi °N
stinénim peptidického dusiku v tomto uspofdddni a v izolova-
ném dipeptidu na délce vodikové vazby. Pro typickou délku
vodikovych mustkd v bilkovindch 3,0 A byla hodnota tohoto
rozdilu priblizné —1 ppm. Kontrolni vypocet, jenz cely klastr
pocital ab initio, poskytl hodnotu blizkou -2 ppm. Tento
model vlivu vodikovych vazeb na dusikové stinéni je maxi-
mdlné zjednoduseny a reprodukuje pouze znaménko zmén
(experimentdlni rozdily jsou vétsi nez —30 ppm).

4. Vyhled do budoucna

Z vyse prezentovaného piehledu vyplyvd, Ze v soucasnosti
existuje jiz nékolik dobte zvladnutych metod vypoctu chemic-
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kého stinéni pouzitelnych pro rozmérné systémy. Diskutované
metodiky dokdzi nejenom spravné predpovédét hodnotu che-
mického posunu, ale i teoreticky zkoumat konstituéni, geo-
metrické, rozpoustédlové a jiné vlivy ovliviiujici chemicky
posun. Tim umoziuji porozuméni jeho podstaté a faktoriim,
na nichz tato dilezitd experimentdlni veli¢ina zdvisi.

Jelikoz se moduly pro vypocet chemického stinéni stavaji
soucdsti bézné dostupnych kvantové chemickych programi,
neni daleko doba, kdy pro fragmenty biomolekul bude mozné
pocitat chemické posuny piimo na pracovnich stanicich NMR
laboratofi. Velky ndrtist aplikaci 1ze o¢ekdvat hlavné v pripadé
nukleovych kyselin. Jisté se nezastavi ani vyvoj teorie. Ptiz-
nivé dasledky pro vypocty ab initio posunti biomolekul bude
mit dal$i rozvoj teorie funkciondlu hustoty. V této souvislosti
je ocekdvana hlavné vypocetné efektivni metodika s vyménné
korela¢nim funkciondlem piifmo zdvisejicim na magnetickém
poli®". V budoucnu bude snad mozné i pro vétsi molekuly
presnéji predpovidat a lépe pochopit hodnoty chemickych
posunti, podobné jak lze jiz dnes urovat jejich geometrie a
energie.
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investigation of constitutional, geometric, and hydration-in-
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1. Uvod

Soucasny pokrok v biologickych véddch zavisi do znacné
miry na vyvoji novych modernich analytickych separac¢nich
metod, jako jsou chromatografické a elektroforetické metody.
Elektroforetické metody se vyuZzivaji v biochemickém vyzku-
mu jiz nékolik desitek let. Jejich vypovédni schopnost je
vysokd, protoZe jsou zaloZeny na dtilezitych charakteristikdch
biomolekul, jako jsou molekulovd hmotnost a elektricky ni-
boj. Metody, které vyuZzivaji bioafinitni princip, maji dals{
vyhodu v tom, Ze se v nich uplatiiuje snad viibec nejvyznam-
néjsi vlastnost biomolekul, tj. specifické rozpozndvani, které
tvoii zdklad vSech vysoce selektivnich biologickych proces.
Aplikace elektroforézy ke studiu specifickych interakci vedla
ke vzniku fady technik, které nesou obecny ndzev ,afinitni
elektroforéza“, napt.'”

Vyznam a rozsah aplikaci elektroforetickych metod znac-
né vzrostl neddvnym rozvinutim a komercializaci kapildrni
elektroforézy (CE). Vysokd citlivost, vynikajici rozliSovaci
schopnost, rychlost analyzy a dobrd piesnost stanoveni, maly
objem vzorkl potfebny pro analyzu, nizkd spotieba reagencif
a rozsdhlé mozZnosti automatizace jsou hlavni vyhody CE ve
srovndni napt. s elektroforézou ve vrstvé nebo sloupci gelu.
Kapildrni elektroforéza, které je vénovana fada monografif
(napf.”’), se obvykle provadi v homogennim roztoku (kapilar-
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ni zénovd elektroforéza, CZE), avsak je mozné vyuzit kapilar
naplnénych gelem (kapildrni gelova elektroforéza, CGE) nebo
chromatografickou staciondrni faz{ (kapildrni elektrochroma-
tografie, CEC). Afinitni elektroforéza v kapildfe se nazyva
afinitni kapilarni elektroforéza (ACE) a je vyuZivdna jak pro
analytické ucely, tak ke studiu molekuldrnich interakci (viz
prehledy 18).

2. Principy afinitni elektroforézy

Dvé molekuly A a B, které maji riznou elektroforetickou
pohyblivost (U, Ug), vytvaieji komplex AB, jehoZ pohybli-
vost L,p se lisi od pohyblivosti molekul A a B (v diisledku
rtizného poméru ndboje k hmotnosti),

Kon
—— AB

off

A+B (1)

kde k,, je rychlostni konstanta pro tvorbu komplexu a k g je

rychlostni konstanta pro jeho disociaci.

Existuji v podstaté dva zptisoby provadéni ACE (cit.”):

1. Obéslozky A1iB,ligand ireceptor, interaguji v homogen-
nim roztoku (CZE),

2. jedna ze slozek je imobilizovdna na sténdch kapilary,
v gelu (CGE) ¢i na chromatografickém nosici (CEC).
Metodu CZE (ad /) mtzeme aplikovat dvéma riznymi

zpusoby v zdvislosti na rychlosti rozpadu vzniklého komplexu

AB. Pokud je disociace komplexu AB pomald vzhledem k do-

bé analyzy, mizeme v CZE pfimo detegovat komplex. Ana-

lyzuje se vzorek, ktery obsahuje rovnovaznou smés receptoru

a ligandu (analyza rovnovdznych smési). Pokud je disociace

komplexu AB rychld, komplex nelze detegovat. Komplexo-

tvorné reakce vSak ovliviuji elektroforetické pohyblivosti
interagujicich slozek (analyza zaloZend na zméné elektrofore-
tickych pohyblivosti).

Pohyblivost komplexu lezi obvykle mezi pohyblivostmi
slozek A a B. Pokud je vSak jedna ze sloZek nerozpustnd nebo
imobilizovand, pak pohyblivost komplexu je nulovd. V piipa-
dé interakci proteint s ligandy je zména ndboje ligandu hlav-
nim zdrojem zmény pohyblivosti komplexu, protoZze zména
molekulové hmotnosti je zanedbatelna.

Techniky provdadéné v homogennim roztoku jsou nejroz-
Sifenéjsi, protoZe jsou aplikovatelné na Siroky rozsah analytti
i separacnich podminek. Jsou pouzitelné za predpokladu, ze
tvorbou komplexu dojde k méfitelné zméné pohyblivosti mig-
rujicich ¢dstic. V tomto piipadé lze urcit vazebné konstanty
vznikajicich komplexti bud z méfeni posunti migracnich Casii
nebo na zdkladé zjisténi koncentraci sloZzek komplexu. Pokud
separace volnych slozek od komplexu neni dostate¢na (sepa-
racni faktor R > 1), nelze tuto techniku pouzit.

Techniky vyuzivajici imobilizovanych ligand maji vy-
hody i nevyhody’: Vyhodou je, Ze interakce probihaji s ma-
ximdlni dc¢innosti. To vSak pfind$i i nevyhodu v tom, zZe
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koncentrace aktivnich molekul po imobilizaci je velmi nizkd
a tedy obtizné stanovitelnd. Ddle mize dojit k pozménéni
procesu rozpozndvdani v disledku imobilizace. Muze byt také
obtiZné regenerovat povrch s imobilizovanym ligandem, aniz
by doslo ke snizZeni aktivitity a koncentrace imobilizovaného
materidlu.

3. Analyza rovnovaznych smési

Analyza rovnovdznych smési je vhodna pro systémy s po-
malou kinetikou, coz je vétSina systému s vysokou afinitou.
Oddéleni komplexu od rovnovdzné smési a jeho detekce je
nejpfiméjsim dikazem molekuldrnich interakci mezi sloz-
kami. Koncentrace komplexu béhem analyzy klesd v disled-
ku disociace; proto jsou vyhodné kratké doby analyzy, kterych
se v CE bézné dosahuje. V tomto piipadé je CE pouze pro-
stiedkem, jak separovat a kvantifikovat volné a vdzané mole-
kuly.

Ligand a receptor, piitomné ve vzorku v riznych pomé-
rech, jsou po ekvilibraci separovdny v CE systému a piky
odpovidajici volnému a vazanému ligandu vyhodnoceny. Tte-
baze koncentrace komplexu béhem CE analyzy klesd, koncen-
trace plvodnich slozek A a B se béhem analyzy neméni,
protoze jsou od komplexu separovany, nemohou se tudiz
zucastnit opétovné tvorby komplexu a reprezentuji rovnovaz-
né koncentrace. Rovnovazné konstanty a stechiometrie vazeb-
né interakce se urci ze zdvislosti koncentrace vdazaného ligan-
du [L - L] na koncentraci volného ligandu [L,] ¢i na celkové
koncentraci ligandu [L] nebo z poméru koncentraci vazaného

M
R*L Lv
R

a b

2 hA = M
LW i N
¢ d
[L-Lv] b LiLv .
o]
; o
K, T (LL]

Obr. 1. Princip stanoveni vazebnych konstant na zikladé CE
analyzy rovnovaznych smési (podle price’); a — generace dat pro
kalibra¢ni ki'ivku (zdvislost plochy piki na koncentraci ligandu L; M —
znaCkova¢ (marker), b — CE analyza rovnovdzné smési riznych
koncentraci ligandu [L] s fixni koncentraci receptoru R; vzorky byly
ekvilibrovany pted CE analyzou (R — receptor, R*L — komplex, Lv —
volny ligand, ¢ — vyhodnoceni dat — piimé vazebné kiivky, z koncen-
trace [L] se ur¢i koncentrace vdzaného ligandu, [L-L ], a ze zdvislosti
této koncentrance na koncentraci Lv se ur¢i K, jako Lv v poloviné
saturace, d — Scatchardova zdvislost poméru koncentraci vazaného
ligandu k volnému ligandu na koncentraci volného ligandu. Smérnice
této zdvislosti je 1/K,
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a volného ligandu [L — L,/L] jako funkce koncentrace vdza-
ného ligandu L — L ] (obr. 1)’. Podobny postup se pouziva
i v jinych méfenich, napt. ve vylu¢ovaci chromatografii, ale
vyhodou ACE metody je, Ze receptor nemusi byt Cisty a ddle
Ze ligand a receptor nemusi mit rozdilnou velikost. Dobu
potiebnou pro ustdleni rovnovéhy lze snadno zjistit z opako-
vanych analyz, coz umoziuje mald spotfeba vzorku. Sycenim
jedné slozky druhou slozkou (titrantem) se zjisti stechiometrie
komplexu. Nasyceni se poznd bud tim, Ze pik komplexu
dosdhne maximadlni konstantni hodnoty, nebo se objevi pik
titrantu. Pokud md molekula vice vazebnych mist, jako napf.
protilatky, pak se postupné nasyceni jednotlivych mist projevi
serif pikd pfislusnych komplexl a tim ziskdme dalsi cennou
informaci o stechiometrii jednotlivych vazeb'*,

Tuto metodu lze pouzit jen tehdy, kdyz disociace komple-
xu je v prib&hu CE analyzy zanedbatelna®'. Je-li povolena
10 % disociace komplexu béhem CE analyzy, pak rychlostn{
konstanta k; musi byt mensi nez 0,105 z, kde ¢ je doba
potiebnd k separaci komplexu od receptoru”’. Tuto techniku
vsak Ize vyuzit i pro slabé interakce, pokud se pouzije frontdln{
nebo vakantni technika'***?’. Technika vakantni afinitni
chromatografie spo¢iva v naplnéni kapilary smési pufru, li-
gandu i receptoru (koncentrace jedné slozky, napt. ligandu, je
fixni, zatimco koncentrace druhé slozky, receptoru, se méni).
Poté se naddvkuje maly objem pufru a vlozi se napéti. Vyhod-
nocuji se plochy negativnich (vakantnich) piku, které odpovi-
daji jednak volnému ligandu, jednak jeho komplexu s recep-
torem. K urceni vazebnych konstant lze téZ vyuZzit posunu
migracnich Cas vakantnich pikd. Pfi frontdlni technice se
kapildra naplni pufrem a pak se naddvkuje velky objem vzor-
ku, ktery obsahuje ligand a receptor v rovnovaze. Za piedpo-
kladu, Ze mobilita ligandu a komplexu je priblizné stejnd, ale
lis1 se od mobility receptoru, kterym je napt. 1é¢ivo, migruje
volny receptor v disledku odlisné mobility ze zény vzorku
a jeho koncentrace se urc¢i z vysky zony.

Dalsi omezeni{ pouzitelnosti této techniky predstavuje po-
mérné nizka citlivost UV fotometrické detekce, dana kratkou
drdahou paprsku. Pro silné interagujici slozky je koncentrace
volného ligandu velmi nizka a tedy obtizné stanovitelnd. Tento
problém se vétSinou fesi pouzitim fluorescencni detekce bu-
zené laserem® (LIF).

Zdkladnim pozadavkem je dostatecnd separace ligandu od
komplexu. Pokud se pohyblivost komplexu lisi jen velmi madlo
od pohyblivosti jedné ze slozek, 1ze komplex detegovat na
zdklad€ vymizeni piku jedné ze sloZzek pfi saturaci a jeho
opétovném objeveni po nasyceni viech vazebnych mist®”
Dal$i moznosti je oznacit jednu ze slozek fluoroforem a dete-
govat technikou LIF (cit.?h.

4. Analyza zaloZend na zméné mobilit

Nizkoafinitni (nestabilni) komplexy s kratkym polocasem
je mozné charakterizovat pomoci CE na zdkladé zmény po-
hyblivosti jedné ze slozek v disledku multiasociacnich a di-
sociacnich reakci v roztoku. Pii tomto postupu je receptor
pritomen ve vzorku a ligand v nosném elektrolytu. Jednd se
o obdobu klasické afinitni chromatografie, avSak v ACE je
snazsi kontrolovat koncentraci ligandu. Podminka pro pouziti
této metody je, aby kinetika tvorby komplexi byla rychld ve
srovndni s dobou analyzy. Pfevracend hodnota rychlostni kon-
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stanty disociace komplexu, 1/k g, musi byt mnohem niZz3i nez
migracni doba receptoru a polocas rozpadu komplexu, vyjad-
feny jako In 2/k g, musi byt mensinez 1 % migra¢niho casu>*,
Pokud jsou tyto podminky splnény, mizeme tuto techniku
povazovat za rovnovaznou. Pokud vsak je stabilita komplexu
vysokd, pak pocet ndslednych rovnovah mezi receptorem a li-
gandem ustavenych v kapildfe béhem analyzy je nizky a pik
davkované slozky je §iroky a rozmyty'®. Rychlostni konstanty
vazebnych reakci mohou byt uréeny analyzou elu¢nich profild
piki 24

Provddime-li elektroforézu slozky A v roztoku B, pak
elektroforetickd pohyblivost slozky A se v okamzicich diso-
ciace a asociace diskontinudlné méni mezi hodnotami L, a L,
a pozorovand pohyblivost | slozky A je pak vdZenym primeé-
rem ¢asovych intervall, po néz se pohybuje jako volna mole-
kula a jako komplex AB. Pokud ., je doba, po kterou existuje
komplex AB, pak je pohyblivost | ddna vztahem”

B=(1=0,p) Ly + Olyplysp (2)
Tuto rovnici miizeme pfepsat ve formé
Au = AHmax (X‘AB (3)

kde Ap = —u, je pozorovand zména pohyblivosti slozky A
v piftomnosti B a Ay, = U,p — U, je maximdlni zména
pohyblivosti A v pfitomnosti B pfi nekone¢ném ziedéni neboli
rozdil pohyblivosti volné slozky A a komplexu AB. ProtoZe
o, miizeme vyjadrit jako moldrni zlomek,

o, = [AB]/ ([A] + [AB]) 4)
ktery souvisi s rovnovdznou konstantou K,

K,=[A][B]/[AB] (5)
vztahem

Hap = [B]/ (K4 +[B]) (6)
1ze pro zménu pohyblivosti Al odvodit rovnici (7),

Au=Au, . [Bl/ (K, +[B]) (7)

Velic¢iny Ay, .. a K 1ze urcit nelinedrni regresni analyzou
zméfenych hodnot Ap pfi rizné koncentraci B. Na zdkladé
analogie s rovnici Michaelise a Mentenové pro kinetiku enzy-
mi lze pouzit fadu linearizovanych zavislosti, napt. Al =
F(Apn/ [B]), podle rovnice (8)

Au=Ap, . — K, (Au/[B]) (8)

Zména pohyblivosti se zjisti z experimentdlnich promén-
nych

Aw = LyE {(Ui, = /1) — (11", — 11} = (Ly/E).A(/1,)

9)

takze dostaneme

A(1/t) =AU/, — Ky A(1/t, )/[B] (10)

max
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kdez, at;jsoumigracni Casy slozky A aznackovace (markeru)
elektroosmotického toku (EOF) za nepfitomnosti slozky B
v nosném elektrolytu a " a t"; jsou tyto Casy za piftomnosti
slozky B, L, je délka kapildry k detektoru, E je intenzita
elektrického pole.

Rovnovdzné konstanty se experimentdlné stanovi takto:
Kapilara se naplni pufrem, ktery obsahuje jednu ze slozek,
napt. ligand (A). Stejny pufr, avSak bez ligandu, se pouZzije
v elektrodovych nddobkdch. Davkuje se roztok druhé slozky,
receptoru (B), a méif se jeho mobilita pfi rizné koncentraci
ligandu. Rovnovdznd konstanta se ur¢i na zdkladé rovnic
(7-10) (viz’ a obr. 2). Pokud m4 ligand mensi pohyblivost neZ
receptor, musi byt obsazen v pufru u anody. Rozhodnuti,
ktera slozka bude pritomna ve vzorku a kterd v pufru, zavisi
na dostupnosti interagujicich latek a relativni snadnosti po-
zorovani zmén pohyblivosti. Rozpustime-1i v zdkladnim elek-
trolytu vysokomolekuldrni slozku, pak zaznamendme nejvét-
$1 zménu pohyblivosti u nizkomolekuldrni slozky. Proto stu-
duji-li se interakce proteind s 1éCivy, pak je tfeba rozpustit
protein v zdkladnim elektrolytu*'. Jsou-li interakce receptoru
s ligandem slabé, je vhodné sniZit pohyblivost ligandu napf.
tim, Ze ho kovalentné navdzeme na gel, ktery vytvoifime
v kapilare**.

Studované koncentrace se voli tak, aby jejich numerické
hodnoty byly srovnatelné s hodnotou disociacni konstanty
a koncentracni rozsah byl dostate¢né Siroky pro presné stano-
veni. V piipadé proteind jako receptorti postacuje rozsah kon-
centraci 0,1 az 0,5 mg.ml'1 pro UV detekei pii 214 nm (cit.”).
Dévkovany objem receptoru je fddoveé v nl a tim i mnozstvi
spotiebovaného ligandu je zanedbatelné. Ustaveni rovnovahy
po naddvkovdni je rychlé, pokud je koncentrace ligandu vyso-
kad ve srovnani s koncentraci receptoru.

Metodu lze pouzit za téchto podminek: reakce musi byt
dostatecné rychld, vazebnd stechiometrie 1:1 a koncentrace
receptoru musi byt mnohem niz$i nez koncentrace ligandu

a [L] M R

0 tmO ZO

2 tm2 ZZ

6

tm6 t6
Al/t
(L] A1/
(L]

Obr. 2. Princip stanoveni vazebnych konstant na ziakladé méreni
zmén pohyblivosti (upraveno podle prace’); a— CE analyza receptoru
v elektrolytu, ktery obsahuje riizné koncentrace ligandu (M — znacko-
vac, t .t o, t o jsou migratni Casy znaCkovate M a f, t,, #; jsou
migracni Casy receptoru R pii rtizné koncentraci ligandu [L], b —
vyhodnoceni dat na zakladé rov. (10)
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(méné nez 0,1 x KD)45, avSak jeho absolutni koncentrace
nemusi byt zndma (stanoveni nizkych koncentraci, napt. pro-
teind, je obtizny ukol). Déle se predpokladd, Ze vazebna mista
jsou homogenni a rovnhomérné distribuovana, Ze nedochdz{
k interakci s vnitinimi sténami kapildry a vlozené napéti ne-
ovliviiuje tvorbu komplexu.

Metoda stanoveni rovnovaznych konstant zaloZzend na mé-
feni zmén pohyblivosti md vyhodu v tom, Ze vzorek nemusi
byt Cisty, coz je zvlasté vyznamné, je-1i ligand nestdly a tvoi{
neaktivni produkty. Lze tak stanovit soucasné afinitni kon-
stanty isoenzymu. Pfesnost stanoveni zmén mobility zdvisi na
stabilité komplexu vzhledem k dobé separace. Lze postihnout
izmény v mobilité proteint, které se 1is{ o jediny elementarni
naboj.

5. Pozadavky na systém pro afinitni kapilarni
elektroforézu

Vzhledem k tomu, Ze molekuldrni interakce zdviseji na
teploté, je nutné v ACE termostatovat separacni kapildry a pri
kvantitativni prdci (stanoveni rovnovaznych konstant) pouzi-
vat kapildry dostatecné dlouhé, aby délka casti, kterd neni
termostatovdna, byla zanedbatelnd vuci celkové délce kapi-
lary.

Vliv elektrického pole na molekuldrni interakce je zane-
dbatelny, jak bylo potvrzeno napf. v pracich!®

Vyznamny je vliv adsorpce. Stény kapildry, které jsou
negativné nabité pfi pH vyS§im neZ ca 2, obsahuji aktivni mista
pro adsorpci pozitivné nabitych molekul, napt. nékterych pro-
teind. Adsorpci lze omezit praci pfi extrémnich hodnotach pH
(cit.*”Y), avsak tyto podminky nevyhovuji pro ACE. Pro tyto
ucely je nejvhodnéjsi modifikace vnitinich stén kapildry napt.
silanizaci nebo filmem vhodného polymeru®*** Pro separaci
pozitivné nabitych proteinti byly doporuceny kationogenni
polymerni filmy™.

Vnitini objem kapildry a divkované mnozstvi vzorku jsou
zhruba tisickrat niz§i v CE nez v HPLC nebo pii elektroforéze
v gelové vrstvé. Meze detekce pii UV fotometrickém méfent
se pohybuji pro proteiny kolem absolutniho mnozstvi 0,1 az
1 ng, coz pro CE aplikace pfedstavuje koncentraci 0,1 az
1 mg.ml ™. Citlivost detekce 1ze zvgéit pouzitim fluorescenc-
niho detektoru s laserovou excitaci*>>¢ (LIF), pfi niZ se jedna
z interagujicich slozek oznaci fluoroforem. Meze detekce jsou
zhruba o 3 fady nizsi nez pii UV spektrofotometrické detekci.

Koncentrace nosnych elektrolytl pouzivana v CE je obec-
né vyrazné nizsi nez koncentrace soli ve fyziologickém rozto-
ku. Vyssi koncentrace nosného elektrolytu je tolerovana pii
niz§im separacnim napéti. Doporuc¢ené pufry7 pro ACE jsou
napt. 0,1 M tricin, 0,2 M glycin, 50 mM taurin nebo 0,5 M
trimethylamoniumpropylsulfonat.

6. Imunitni stanoveni zaloZena na kapilarni

elektroforéze

ACE je alternativni metodou k existujicim imunitnim sta-
novenim. Jeji vyhody spocivaji v moZnosti oddélit volné
protildtky od komplexu i ldtek pfitomnych ve vzorku, v moz-
nosti soucasné stanovovat vice ldtek, napf. drogy i jejich
metabolity, v krat${ dobé analyzy ve srovndni s imunitnimi
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testy na pevné fazi a snizené cené analyzy dané malymi
objemy ddvkovanych vzorkl (ca nl). Citlivd LIF detekce je
umoznéna oznacenim antigenu, bud fluoroforem nebo enzy-
maticky, napf. alkalickou fosfatasou ve spojeni s fluorogen-
nim substratem (fluoresceindifosfatem). V nékterych piipa-
dech vSak takto zvySend citlivost nepostacuje, napf. pfi stano-
veni estradiolu a hCG proteinu, kde je vyzadovdno urceni
koncentraci nizsich nez 1012 M (cit.'”). Nevyhodou ACE je
moznost sorpce analytli na stény kapilary a nizsi produktivita
(max 20 vzorkd/hodinu). Kompetitivni imunitni stanoveni

6.1. Nekompetitivni (pfimé) imunitni{
stanoveni

Nekompetitivni stanoveni spocivd v ptiddni velkého pte-
bytku protilatky nebo jejtho fragmentu, Ab*, oznacenych
fluoroforem nebo enzymaticky, ke vzorku, aby bylo zajisténo,
ze veskery antigen, Ag, pfitomny ve vzorku, interaguje s pro-
tildtkou, ¢dst Ab* zastava volnd'":

Ab* + Ag — [AbAg]* (11)

Po probéhlé interakci (inkubaci) se ¢ast vzorku nadavkuje
do CE kapildry, separuje se komplex [AbAg]* od nadbytku
Ab* a deteguji se ob& slozky pomoci LIF (viz’ obr. 3a). Pi
vazbé znacenych protilatek na antigen dochdzi k vyznamné
zméné jejich elektroforetické pohyblivosti.

Priklady vyuziti ACE k pfimému imunitnimu stanoveni
jsou v literatufe zatim ojedinélé a neni prokdzana jeji vyhod-
nost ve srovndni s béznym uspofdddnim. Hlavni problém
téchto stanoveni je heterogenita znacenych protilatek nebo
jejich fragmentl, kterd md za ndsledek fadu pikd v elek-
troferogramu. Pfiprava a c¢isténi fragmentd z monoklondl-
nich protilatek nejsou snadné, avSak aplikace genového inZe-
nyrstvi miiZze tento problém vyfesit a rozsifit pouzitelnost této
metody.

a Ab M [Antigen]
_/\_.A_ 0
komplex
_/\_/"\_A_ 2
_AI/\_A_ 4

b M [Antigen]
komplex
_f\_‘féA_ 0
_/\J_“_ 2
— " “ 4

Obr. 3. Princip primého a kompetitivniho imunitniho stanoveni
pomoci CE s LIF (adaptovino z preiceg); a — piimé stanoveni, proti-
latka znacend fluoroforem, Ab a fluoreskujici znackova¢ M, jsou
pridany k roztoku, ktery obsahuje neznaceny antigen Ag ve zvysujici
se koncentraci. Dva piky komplexu jsou diisledkem mono- a divalent-
ni protilatky; b — nepiimé (kompetitivn{) stanoveni, antigen znaceny
floroforem je smichdn s rostoucim mnozstvim protilatky Ab, kterd
vytésnuje FITC-Ag z komplexu Ag-FITC-Ag. Méif se plocha piku
znaCeného Ag, kterd je imérnd mnoZstvi neznaceného Ag



Chem. Listy 94, 97 — 104 (2000)

6.2. Kompetitivni (nepfimé) imunitni{
stanoveni{

Pii této metod€ se vzorek, ktery obsahuje neznaceny anti-
gen Ag v pfitomnosti matrice, inkubuje s protildtkou (antisé-
rem) Ab a znacenym antigenem Ag* (nebo jeho fragmen-

17
tem) ,

Ab + Ag* + Ag — [AbAg]* + [AbAg] (12)

Béhem inkubace soutézi Ag* s Ag pfitomnym ve vzorku
0 omezeny pocet vazebnych mist protildtky Ab. Po ustaveni
rovnovdhy se davkuje alikvot smési do CE systému s LIF
detekci, kde se oddéli volny Ag* od komplexu [AbAg]*.
Vyska nebo plocha piku volného Ag* a [AbAg]* nebo jejich
pomér jsou imé&rné obsahu antigenu v ptivodnim vzorku (viz’
obr. 3b). Kalibra¢ni kiivky jsou nelinedrni; ke stanoveni se
pouzivd pouze linearni dsek. Dulezité je spravné zvolit kon-
centrace [Ag*] + [Ag], aby leZely v linedrni ¢dsti kalibra¢n{
krivky.

Kompetitivnimu imunitnimu stanoveni se ddvd pfednost
pred piimym stanovenim tehdy, kdyZ je obtiZné separovat
volnou protildtku od komplexu (nelze tudiZz pouzit piimé
stanoveni). Tento pfipad nastdvd u nizkomolekuldrnich proti-
latek, napt. peptidt, které vyznamné neovliviiuji pohyblivost
komplexu [AbAg]*.

Hlavni vyhody CE pfi kompetitivnim imunitnim stanoveni
jsou vysokd citlivost™ (mez detekce 0,1 nM), malé mnozstvi
vzorku potiebné k analyze (méné nez amol), mozZnost analy-
zovat n¢kolik analytt soucasn&’' a vysokd piesnost stanoveni.
Vzhledem k tomu, Ze postaci stanovit pouze znaceny antigen,
1ze zjednodusit CE separaci a zkratit dobu analyzy’ 236 a7 na
0,5 az 1 min. RovnéZ neni nutné pouzivat elektroforeticky
Cisté protildtky; Sgolyklonzilm’ protildtky byly pouzity v fadé
pffpadﬁ51’53‘54’56’ . Miniaturizace CE systému s umisténim
celého pfistroje na mikrocip je ziejmé jednim z trendd budouc-
nosti™.

7. Priklady pouziti ACE

Do ACE jsou v soucasné dobé zahrnovany vSechny sepa-
race, pii nichZz se vyuzivd selektivnich interakci. V tomto
sirokém pojeti sem patii vSechny selektivni interakce s aditivy,
pfitomnymi v elektrolytu, tedy i chirdlni separace, které vSak
nejsou zahrnuty v tomto pfehledném c¢lanku. Informace o se-
paraci enantiomert lze nalézt napf. v praci'’.

ACE se predevs$im vyuZiva ke stanoveni vazebnych kon-
stant (viz napi.****°") Nejvice se studuji 16¢iva'""'*0%% 3 je-
jich interakce s proteiny nebo glykoproteiny. Vyznamna cdst
aplikaci se tykd peptidii®®* a studia interakci s lektiny .
Vybrané priklady studovanych interakci jsou uvedeny v tab. L.

8. Zavér

ACE je vhodnou komplementarni separa¢ni metodou
k afinitni HPLC a lze pfedpoklddat, Ze ji bude v fadé piipadd
postupné nahrazovat pro svou vysokou separacni ucinnost,
rychlost analyzy, nizké ndroky na mnoZstvi vzorku a tim
i podstatné nizsi naklady na analyzu. Lze proto ocekdvat dals{
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Tabulka I
Molekulové interakce studované v ACE
Protein, peptid® Ligand Citace
Proteiny jako selektory
BSA Warfarin 24
BSA Ibuprofen, Flurbiprofen, 80
Ketoprofen
BSA tryptofan 44
BSA Leucovorin 72,84
BSA izomery porfyrinu 93
BSA DNP — derivaty aminokyselin 85
HSA tryptofan 87
HSA Oxazepam, temazepam 89
HSA Warfarin 24
AGP DNP — derivaty aminokyselin 85
AGP Clorprenalin 90
Avidin Warfarin, Flurbiprofen, 92
Ibuprofen, Ketoprofen,
Leucovorin
Kasein DNP — derivaty aminokyselin 85
Celobiohydrolasa Metprolol, Alprenol, Atenolol 94
Konalbumin Trimetochinol 90
Ovomukoid Chlorpheniramin, Tolperison, 90
Pindolol, Arotinolol
Lektiny
Lens culinaris, disacharidy 70
Ricinus communis
aggl. Glycine soja
Concanavalin A monosacharidy 76
Ricinus communis laktobionovd kyselina 96
aggl., Arachis hypo-
gaea, Glycine soja
Lotus tetragonolobus ~ 1-fukoso-1-fosfét 75
Pisum sativum neutrdlni sacharidy 74
Proteiny vdzajici heparin
Fibronektin heparin 12
Heparin vazajici heparin, heparan sulfét 68
proteiny ristového
faktoru fibroplastt
Fragmenty serového  heparin 77
proteinu amyloid P
Laktoferrin heparin 78
Antithrombin III, heparin 102
leukocytdrni{ protei-
nasovd inhibitor
Protildtka — antigen
Ab4B10 Hapten H6A 27
mAb-antifosfoserin fosfitin 33
Ab-anti-beta-endorfin  tryptické Stépy beta-endorfinu 101
mAb-antifosfotyrosin ~ fosfotyrosin 18
mAb-antiHSA HSA 20
Fragmenty Cyklosporin 95
mAb-anticyklosporin
mAb-antiDNP ligandy obsahujici 2,4-dini- 103

trofenylové substituenty

101
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Tabulka I — pokracovani

Protein, peptid® Ligand Citace
Proteiny vdzajici biotin
Actinavidin biotin 86, 104
Streptavidin biotin 20
Protein — specificky ligand
1eG protein G 31
1gG protein A 105
C-reaktivni protein fosforylcholin 82,91
Trypsin inhibitory trypsinu 37
Chymotrypsin a chymotrypsinu
Vancomycin D-Ala-D-Ala-peptidy 13,46,71,
73,88,
106-108
Karbonahydrasa arylsulfonamidy 13,46,79,
81,106

Proteiny vdzajici Ca**

Calmoduli, Parvalbu-  Ca®* 83
min, karboanhydrasa

iAb — protilditka, mAb — monoklondlni protilitka, BSA —
hovézi serovy albumin, HSA — lidsky serovy albumin, AGP —
kysely o,-glykoprotein

rozvoj kapildrnich elektromigra¢nich metod, zejména jejich
spojeni on-line s hmotnostni spektrometrii a nuklearni mag-
netickou rezonanci pfi urCovani struktury biologicky aktiv-
nich latek. Lze ocekdvat dalsi vyvoj novych separacnich medif
zvySujicich ucinnost a selektivitu separaci, zdokonalovdni
detekénich metod a dal$i miniaturizaci. Miniaturizace, které
se dosahuje v CE, je velmi vhodnd pro studium interakci ve
velmi malych objemech, které se bliZi objemu bunék. Elektro-
foréza na Cipu je slibnou alternativou pro miniaturizaci CE
(cit.>*". Nové pouzivana separacni media v ACE jsou vtiste-
né polymery (imprinting polymers), které dovoluji pfipravu
materidlu pozadované afinity’®. Dal§i zvyseni citlivosti fluo-
rescen¢ni detekce bude mozné dosdhnout laserovymi diodami,
které jsou mens{ a Casto uc¢inn€jsi nez ostatni laserygg. Hmot-
nostni spektrometrie jako detekéni metoda bude mit nezastu-
pitelné misto v ACE'10!,

ACE metoda diskutovand v tomto ¢lanku je pouzitelna pro
ur¢eni disocia¢nich konstant relativné stabilnich komplext
nebo naopak komplexti vznikajich na zdkladé rychlé vazebné
reakce pomoci metod diskutovanych vyse, tj. analyzy rovno-
vazné smési a analyzy zaloZené na zméné mobility. Metoda
ACE je aplikovatelna pro reakce, jejichz disocia¢ni rychlostn{
konstanty jsou menii nez 0,001 a v&tsi nez 0,1 s (cit.”).
Upvnitt tohoto rozsahu jsou stanoveni problematicka a vyzadu-
ji vyvoj alternativnich technik.

Hodnoty K, ur¢ené ACE metodou jsou v dobré shodé
s vysledky ziskanymi jinymi metodami. Relativni smérodatna
odchylka pro 5 méfeni byla 10 % u pfistroji s manudlnim
fizenim a 6 % s automatickou kontrolou’’®. Pravé rovnovazné
konstanty jsou ziskdny pouze tehdy, kdyz jsou obé vyse uvede-
né metody méfeni kombinovdny, tj. receptor pfitomny ve
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vzorku je pfedem equilibrovdn s ligandem a poté jsou stano-
veny rovnovazné konstanty na zdkladé méfeni mobilit inter-
agujicich slozek.

Autori dékuji Fondu rozvoje vysokych skol za poskytnuti
grantu ¢. 1707/99.
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chemistry, Faculty of Science, Charles University, Prague):
Affinity Capillary Electrophoresis

Affinity capillary electrophoresis (ACE) is reviewed with
emphasis on determination of the binding constants. The
requirements for the CE system are discussed. CE-based
immunoassays (both competitive and non-competitive) are
summarized and examples of ACE are described.
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1. Uvod

Fungdlne sekunddrne metabolity s pyrdano-chinénovou
Struktirou sa nazyvaju azafilény. Pomenovanie ziskali podla
ich citlivej reakcie s amoniakom za vzniku y-pyridénovych
derivdtov. Metabolity v médiu ochotne reaguji s latkami,
ktoré obsahuju amino skupiny ako st proteiny, aminokyseliny
anukleové kyseliny za tvorby vo vode rozpustnych farebnych
produktov. Najviac sa ceni ich prirodny povod, Zlto-Cervené
spektrum a termostabilita.

Znamych je viac nez 20 farebnych metabolitov. Boli iden-
tifikované z réznych vldknitych hib, takze mikroorganizmy
by mohli byf uzito¢nym zdrojom novej skupiny potravinarsky
pouziteInych pigmentov prirodného pévodu. Spomedzi testo-
vanych mikroorganizmov len rody Monascus, Penicillium
a Chaetomium su zndme ako dobri producenti pigmentov
s azafilonovym skeletom. Niektoré Struktiry sa identifikovali
tieZu Aspergillus ustus, Cochliobolus lunata, Talaromyces sp.
a Emericella falconensis. Prirodny povod azafilénovych pig-
mentov a ahko uskutocnitelnd derivatizdcia spolu so zvySe-
nou termostabilitou v porovnani s inymi prirodnymi farbivami
Cervenej oblasti spektra otvdrajui nové moznosti ich aplikdcif
v potravindrstve a kozmetike.
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2. Azafilény

Azafilény, nie velmi zndme pomenovanie velkej skupiny
pyrdno-chinénovych Struktir s vysokou tenziou akceptorov
elektrénov podmienujucich citlivost kyslika v primarnom kru-
hu za tvorby stabilnych y-pyridénov (obr. 1), majui chromof6-
rové vlastnosti v OiN-R” forme. Farba azafilonovych pigmen-
tov zdvisi od Struktur.

Pre vicsinu z nich su absorpéné maximad v oblasti viditel-
ného spektra (400 nm pre zIt€ a asi 500 nm pre cervené
pigmenty). Vo vSeobecnosti vSak plati, ze zIté Struktiry su
viac hydrogenované nez oranzové a Cervené, aminoformy
maji zvy&ajne maxim4 pri vi¢sich vinovych dizkach absorp-
¢ného spektra.

Vldknité huby si schopné za vhodnych kultivac¢nych pod-
mienok syntetizovat pomerne Siroku paletu azafilénov. Struc-
ny prehlad Struktir azafilonov izolovanych z mycélia a kulti-
va¢ného média je na obr. 2.

Niektoré z tychto fungdlnych metabolitov sa pouzivali ako
farbiace aditiva do potravin a alkoholickych kvasnych nédpo-
jov v Azii a Amerike. Zdznamy o pouZivani monaskovych
pigmentov v potravindch a prirodnej medicine su od prehisto-
rického obdobia. Je snaha nahradit syntetické pigmenty v po-
travindch i v krajindch Eurdpskej unie. Zndme su patenty
zamerané na pouzitie monaskovych pigmentov pre potraviny
v Japonsku, USA, Francizsku a Nemecku ~.

Rychlo sa roz8iruje ich aplikdcia do potravin, ako prifar-
bovanie méasovych vyrobkov (saldmy a Sunka), morskych
produktov (rybia pasta) a rajéinového ke¢upu'. Farebné meta-
bolity Monascus nie st zndme ako azafilony, ale ako monas-
kové pigmenty alebo CastejSie pod ndzvom Cervend ryza.

Problematike biologickej aktivity azafilénovych metabo-
litov je doposial venovanych malo prac. Poznatky o d¢innosti
monaskovych pigmentov st zhrnuté v praci Jizlova a spol.®
a Martinkovd a spol.* V prehladnom ¢&ldnku o sekunddrnych
metabolitoch hib Monascus® autori cituju povodné price,
podla ktorych extrakty z Cervenej ryZe neprejavili akitne
toxické ucinky na mysSi. Farebné zlozky cervenej ryze su
pravdepodobne komplexy pigmenty — aminokyseliny a neja-
via toxické tucinky. Oranzové monaskové pigmenty zo sub-
merznych kultivécii sa vyznacovali rozmanitou biologickou
aktivitou s pozitivnymi i menej Ziaddicimi uc¢inkami. Azafilé-
novy skelet je esencidlny pre niektoré biologické ucinky aroz-
diely v aktivite metabolitov sa mozu pripisovat ich odli$nej
reaktivite s aminmi6.VYSledky testov toxikologickych Studii
dalsich mikrobidlnych metabolitov s azafilénovou Struktirou
sa vo vedeckej literatire nachddzaju len sporadicky. Napri-
klad o toxicite azafilénovych metabolitov sa zmienuje Buchi

7’ R,
o

Y ~

\\‘ R,

N
X

N

O
X =0 alebo X =N-R;

Obr. 1. Struktira farebnych azafilénov
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Obr. 2. Hlavné skupiny azafilénovych metabolitov

a spol.”, ktort zistili, Ze spomedzi metabolitov produkovanych
hubou Penicillium rubrum, azatilénové latky mitorubrin a mi-

torubrinol neprejavuju toxické ucinky.

2.1. Monaskové pigmenty

Vlédknité huby rodu Monascus si zdrojom skupiny pig-
mentov produkovanych prevazne v mycéliu. Ide o Zlty anka-
flavin a monascin, oranZovy monaskorubrin a rubropunktatin,
¢erveny monaskorubramin, rubropunktamin, ¢i ich N-glutaryl
alebo histidyl derivdty: N-glutarylmonaskorubramin, N-glu-
tarylrubropunktamin (obr. 3)”'°. Najnovsi stav poznania v ob-
lasti monaskovych pigmentov je popisany v przicach*z‘1 !

Monascin po prvy raz izolovali ako produkt huby Monas-
cus purpureus Went, mikrorganizmu zodpovedného za fareb-
nost Cervenej ryze®. Neskor bol izolovany tiez z Monascus
rubiginosus Sato a Monascus rubropunctatus. Monascin a ru-
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bropunctatin ako aj monascin a monascorubrin sa vyskytuju
spolocne ako metabolity roznych hib. Rubropunktatin je me-
tabolit Monascus rubropunctatus, monaskorubrin je metabolit
Monascus purpureus. Ukazalo sa, ze Struktira monaskorubri-
nu sa Ii3i od $truktiry rubropunktatinu len v dizke nasyteného
postranného refazca, rovnako ako aj ankaflavinu od monasci-
nu a monaskorubraminu od rubropunktaminu. Neskor sa via-
ceré produk¢né kmene s roznymi exotickymi ndzvami rekla-
sifikovali ako Monascus purpureus alebo ruber. Zo Struktir
metabolitov Monascus mozeme pozorovat, Ze sa tu vyskytuje
linedrny typ spojenia o,3-ketolakténového kruhu tychto ldtok
s azafiléonovym skeletom, pricom lakténovy kruh zltych mo-
naskovych pigmentov je nasyteny a oranZovych nenasyteny.
ZIté pigmenty monascin, resp. ankaflavin su tetrahydroderi-
vdty oranzovych pigmentov, rubropunktatinu, resp. monasko-
rubrinu. ZvySend acidita metabolitov monascinu a ankaflavinu
stivisi s tercidrne naviazanym vodikom na o-uhlik (3-ketolak-
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COC,H;s COCsHy,

C23H3005 C21H260s

Ankaflavin (ZIty) Monascin (zIty)

C23H3005 C21H2605

Monaskorubrin (oranzovy)  Rubropunctatin (oranzovy)

Cyp3Hy7NO, C1Ha3NO,
Monaskorubramin (Cerveny) Rubropunctamin (Cerveny)

Obr. 3. Zakladné struktiiry monaskovych pigmentov a ich sfarbenie

ténového systému. Chen a spol. uvddzaji vo svojej praci’
relativnu stereochémiu azafilonov. Monascin a rubropunkta-
tin sa vyznacuju rovnakou stereochémiou v pozicii C-7. Mo-
nascin, rubropunktatin a monaskorubrin patria do tej istej
stereochemickej série (—)—sklerotiorinu.

Fungdlne metabolity, monaskorubrin, monaskoflavin, mo-
nascin, rubropunktatin ako aj chaetoviridiny, sklerotiorin a ro-
tiorin, tvoria biogénne pribuznu skupinu latok. Biosyntetické
Stidie tychto sekundairng/ch metabolitov objasnuju polyketi-
dovy povod azafilénov'’.

Aktudlnost problematiky monaskovych farbiv potvrdilo

o 0
N NN Ny AN
X0 ~ .0
O o)
\E 0 N\ ©
N\ C\
A\ o N o
OH OH
OH OH
Mitorubrin (-)-Mitorubrinol

Obr. 4. Struktliry mitorubrinovych derivitov
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$pecializované sympdzium, ktoré sa konalo v juli 1998 o mo-
naskovych pigmentoch v Toulouse, Francizsko. My sme pre-
zentovali pripravu monaskovych pigmentov na polosuchych
prirodnych substritoch pomocou Monascus purpureus
CCMS8112 (cit.'*"%) a dosiahli sme vysledky 0,21 g pigmentu/g
suchej vahy kultiva¢ného substratu. Vysledky sa stretli s pozi-
tivnym ohlasom.

2.2. Mitorubrin, mitorubrinol,
kyselina mitorubrinovad

Skupina pribuznych fungdlnych metabolitov obsahuje dve
Struktirne zlozky, azafilonovy skelet a zvySok kyseliny orze-
linovej, spojené esterovou vizbou (obr. 4). Obidve Struktirne
jednotky pochddzaju z acetdtu. Mitorubrin bol produkovany
hubou Penicillium rubrum a ziskal sa ako Zlto-oranzové priz-
my°. ZIty pigment mitorubrinol je metabolitom mikroorganiz-
mov Penicillium rubrum, Penicillium wortmannii Klocker
a Penicillium vermiculatum'*'®. Velmi podobny fungdlny me-
tabolit, kyselina (—)-mitorubrinova bola izolovana z Penicil-
lium funiculosum a Penicillium vermiculatum zo submerznej
7-diiovej kultivacie®!”.

Analyza hmotnostného spektra umoznila navrhnuit sumar-
ny vzorec mitorubrinu C,,H, (O, mitorubrinolu C, H, O a ky-
seliny mitorubrinovej C,,H,4O,. Mitorubrinol, mitorubrin a ky-
selina mitorubrinova patria do rovnakej stereochemickej série
ako (-)—sklerotiorin.

V naSich experimentoch sme zistili farebné metabolity
tejto skupiny latok s azafildnovou Struktirou v extraktoch
kultiry Penicillium funiculosum CCM F-8080, Penicillium
vermiculatum CCM F-276 a Talaromyces wortmannii (Kloc-
ker) C. R. Benjamin's.

2.3. Falkonenziny

Falkonenziny A, B, a C sa izolovali z dichlérmetdnovych
extraktov mycélia askomycétnej huby Emericella falconen-
sis". Neskor, Itabashi a spol.”” izolovali z tejto kulttry falko-
nenzin H spolu s falkonenzinmi A, B, C, a D. Ich Struktiry sd
zndzornené na obr. 5. Sumadrne vzorce falkonenzinov A, B, C,
D a H boli urcené elementdrnou analyzou a hmotnostnou
spektrometriou ako C,;H,,Cl,0,, C,;H,.Cl,0,, C,;H,.Cl,Oq,
CysHyCLOg a C,, H (CL0;. Metabolity su hydrogenované
azafilony s dichlérorzelinovou $truktirnou jednotkou. Struktu-
ra falkonenzinu A bola ur¢end ako 7-(3,5-dichloro-2,4-dime-
toxy-6-metylbenzoyl)-8-hydroxy-7-metyl-3-(1-propenyl)-1,

O COOH
N
OH

OH

Kyselina (—)-mitorubrinova
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Obr. 5. Struktiry falkonenzinov

Cl

Chaetoviridin A Chaetoviridin B Chaetoviridin C Chaetoviridin D

Obr. 6. Struktiry chaetoviridinov

7,8,8a-tetrahydro-6H-2-benzopyran-6-on. Vysledky 'H-NMR -pentenyl)]-6H-furo[2,3-h]-2-benzopyrin-6,8-(6aH)-dion. Cer-
a UV spektroskopickych §tddii indikuji postranny refazec veny pigment chaetoviridin A md nenasyteny y-lakténovy
falkonenzinov A, C a H ako zvySok 2-propenylu a postranny kruh, zatial ¢o chaetoviridiny B, C a D (ZIté pigmenty) maju
retazec falkonenzinu B a D ako propylovy zvySok. Azafiléno- nasyteny y-lakténovy kruh, ako to vidno zo Struktir na obr. 6.
vé metabolity huby Emericella falconensis boli izolované Porovnanim fyzikdlnych vlastnosti je zrejmé, Ze chaetoviridin
z kultivacnej pody ako zIté ihlicky (falkonenzin A), bezfareb- C je cis-8,2-dihydro derivét chaetoviridinu A, chaetoviridin B
né prizmy (falkonenzin B), ZIty krystalicky prasok (falkonen- vykazuje vysSiu polaritu ako A a chaetoviridin D je 12-hy-

zin C, D). droxychaetoviridin B. Azafilonové metabolity Chaetomium

globosum var. flavo-viride boli izolované zo staciondrnej kul-

2.4. Chaetoviridiny tiry rasticej na pSenici, ako cervené ihlicky (chaetoviridin A)

a zIty prasok (chaetoviridin B, C a D). Chaetoviridin A preja-

Chaetoviridiny A, B, CaD, zaclenené do skupiny azafilénov, voval inhibi¢nu aktivitu na monoaminoxiddzu a inhibiciu
mozno izolovat z huby Chaetomium globosum var. flavo-viri- rastu P. oryzae (2,5 ug.ml'l).

de*'. Molekulové vzorce chaetoviridinov su C,;H,,CIO; (A),
C,;H,4ClO; (B), C3H, ClO, (C) C,3H,ClO; (D). Spektrdlne  2.5. Kyselina lunatovd
udaje indikuji chlér — obsahujici azafilén s konjugovanym

y-lakténom spojenym anguldrne s azafilénovou zlozkou. Struk- Kyselina lunatovd (obr. 2) je metabolit produkovany fyto-
tira chaetoviridinu A bola urcend ako 5-chloro-9-[(25,3R)-3- patogénnou hubou Cochliobolus Ilunata kultivovanou na sla-
-hydroxy-3-metyl-1-oxobutyl]-6a-(S)-metyl-3-[(S)-3-metyl-1- dinovo-dextrézovom médiu®’. Pocas izola¢ného a purifikac-
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ného postupu bola konvertovana diazometdnom na metylester
kyseliny lunatovej. Jeho UV spektrum indikuje pritomnost
amfipyréonového chromoforu, ¢o sa potvrdilo charakteristic-
kou reakciou metylesteru kyseliny lunatovej s amdéniovym
iénom. Tento ZIty pigment s antifungdlnou aktivitou sumdrne-
ho vzorca C,,H,,0, bol izolovany z fermentacnej pody po 72 h
submerznej kultivacii.
2.6. Wortmin

Wortmin je ¢len sklerotiorinovej skupiny metabolitov pro-
dukovanych hubou Penicillium wortmannii Klocker'®. Sumdr-
ny vzorec wortminu bol uréeny ako C,,H,,O,. Cast §truktiry
latky podla IR, UV a NMR spektra tvori zlozka typu kyseliny
orzelinovej. Druhd Struktirna jednotka, azafilénovy skelet
6-acetoxy-7-hydroxy-7-metyl-3-propenyl-3,4,5,6,7,8-hexahy-
dro-1H-benzo[e]pyrdn-8-on je s Hou spojeny esterovou viz-
bou (obr. 2). Wormin bol izolovany vo forme Zltého prasku.
Okrem tejto substancie sa z kultiva¢ného média P. wortmannii
izoloval tieZ mitorubrinol.
2.7. Austdiol

Vlegaar a spol.? izolovali opticky aktivny mikrobidlny
metabolit austdiol z kultiry Aspergillus ustus (Bainier) Thom
rastucej na kukuri¢nej mike. Hmotnostnd spektrometria a ele-
mentdrna analyza definovali molekulovy vzorec ako C,H 0.
Tento metabolit so Struktirou velmi podobnou azafilénom bol
identifikovany ako (7R,8S)-7,8-dihydro-7,8-dihydroxy-3,7-di-
metyl-6-0x0-6H-2-benzopyrdn-5-karbaldehyd. Molekulu mo-
Zeme povazovaft za priamy retazec pentaketidu formalne alky-
lovany na dvoch metylénovych pozicidch za vzniku aldehy-
dovej skupiny na C-5 a metylovej skupiny na C-7 (obr. 2).
2.8. Rubrorotiorin

Niektoré dalSie Cleny azafilénovej skupiny metabolitov
sa zistili v extraktoch mycélia Penicillium hirayamae Uda-
gawa, spolu s inym hlavnym pigmentom (=)—sklerotiorinom?*.
Molekulovy vzorec cerveného pigmentu rubrorotiorinu je
C,;H,,ClO;. Tento ekvivalent monochlérderivétu rotiorinu,
je prvy anguldrny azafilon izolovany z prirodnych zdrojov
(obr. 2). Po separdcii majoritného pigmentu (—)—sklerotiorinu
z extraktu fermentacnej pody sa rubrorotiorin ziskal vo forme
Cervenych ihliciek. Metabolit reaguje rychlo s améniovymi
i6nmi za vzniku rubrorotioraminu, C,;H,,CINO,.
2.9. Luteusiny

Tri nové azafilony (C, D a E) sa izolovali z askomycétnej
huby Talaromyces luteus (anamorf Penicillium vonarxii) su-
Casne s luteusinmi A a B zndmymi predtym ako inhibitory
monoaminoxydaizy25 (MAO). Struktira luteusinu A (obr. 2) je
velmi blizka 7-episklerotiorinu, ktory MAO neinhiboval.
MAO inhibi¢ny potencidl sa straca konverziou hydroxylovej
skupiny v pozicii C-8 na oxo-skupinu a hydrogendciou dvoji-
tych vizieb postranného retazca. Nové azafilony, luteusin C,
D a E neinhibovali monoaminoxiddzu. Monoacetylderivt
luteusinu A je ucinnejsi inhibitor MAO, nez pévodny metabo-
lit. Luteusin A sa ziskal po 21-dnovej statickej kultivdcii
T. luteus rasticej na ryzi (20 kg), v mnozstve 25 mg (cit.*®).
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2.10.1Izochromofildény

Metabolity tohto typu boli izolované z fermentacnej pody
Penicillium sp. FO-2338 (cit.?’), molekulové vzorce boli ur-
¢ené ako C,;H,,0,CI (I) a C,,H,,0,C1 (II). UV a IR charakte-
ristiky obidvoch latok sui velmi podobné, avSak absorpcia
v-lakténového karbonylu zistend pre ldtku I sa nepozorovala
v IR spektre izochromofilénu II. Metabolity obsahujui atém
chléru. Na azafilonovy skelet rovnaky ako skelet sklerotiorinu
a postranné retazce je naviazanych dovedna pit metylovych
skupin (obr. 2). Izochromofilény I a II sa izolovali spolu so
sklerotiorinom zo submerznej kultiry Penicillium sp. FO-
2338, neskor identifikovanej ako Penicillium multicolor™,
na médiu s kombinovanym uhlikatym a dusikatym zdrojom,
vo forme zltého prasku. Ich mnozstvd v médiu boli 2,02 (I),
resp. 1,39 (II) mg.I"\. Metabolity sii prvé nepeptidové litky
inhibujuce $pecificku vizbu HIVgp120 proteinu s CD, mole-
kulou na povrchu citlivych buniek organizmu, ktory virus
atakuje a zabranuju tym vstupu HIV virusu do bunky (IC,,6,6
a 3,9 umol.I'"). Izochromofilény ITI-VI, inhibitory acyl-CoA:
cholesterol acyltransferdzy, izoloval Arai so spolupracovnik-
mi*® z kultiry Penicillium multicolor FO-3216. Nové izochro-
mofilény VII a VIII sa ziskali z Penicillium sp. FO-4164.
Metabolit VIII inhiboval diacylglycerol acyltransferazovi ak-
tivitu, ako aj acyl-CoA: cholesterol acyltransferdzovi aktivitu™.

V tabulke I je stru¢ny prehlad produkcie azafilénovych
metabolitov vldknitymi hubami.

Tabulka I
Azafilénové pigmenty produkované mikroorganizmami

Metabolit Mikroorganizmus Lit.
Monascin Monascus purpureus Went 7,9
Monascus rubiginosus Sato 8
Monascus rubropunctatus Sato 8
Rubropunktatin Monascus rubropunctatus Sato 8
Rubropunktamin 3
Ankaflavin 3
Monaskorubrin Monascus purpureus 8
Monaskorubramin 3
N-Glutarylrubropunktamin ~ Monascus ruber 7
N-Glutarylmonaskorubramin ~ Monascus ruber 7
Mitorubrin Penicillium rubrum 5,31
Talaromyces udagawae 30
Mitorubrinol Penicillium rubrum 5
Penicillium wortmannii 14
Penicillium vermiculatum 16
Kyselina mitorubrinovd Penicillium funiculosum 6
Penicillium vermiculatum 16,17
Monometyl-(+)-mitorubrin  Talaromyces tardifaciens 32
Wortmin Penicillium wortmannii 14
Austdiol Aspergillus ustus 23
Chaetoviridin A-D Chaetomium globosum 21
var. flavo-viride
Kyselina lunatova Cochliobolus lunata 22
Falkonenzin A-D,H Emericella falconensis 19,20
Rubrorotiorin Penicillium hirayamae 24
Luteusin A-E Talaromyces luteus 25,26
Penicillium vonarxii 31
Izochromofilén I-VI Penicillium multicolor 27-29
Izochromofilén VIL VIII Penicillium sp. FO-4164 30
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3. Zaver

Niektoré v praci spomenuté azafilonové metabolity vldk-
nitych hib (pigmenty Monascus), sa bezne pouzivaju na far-
benie potravin. Lahko sa derivatizuju prostrednictvom substi-
tucie kyslik/dusik. Selektivna derivatizacia substitticiou re-
aktivneho kyslika otvdra dalSie moznosti v priprave novej
skupiny semisyntetickych farbiv. Ich hlavnou vyhodou je
prirodny vyskyt vo fermentovanych potravindch. SirSiemu
uplatneniu v EU brdni nedoriesend legislativa.

V ndviznosti na poznatky zhrnuté v tejto prici, sa okrem
metabolitov kmenov Monascus javia perspektivnymi aj iné
azafilénové zluceniny. Zostava nezodpovedanych este mnoho
otdzok za ticelom moZznosti urcenia farebného spektra pigmen-
tov a vyberu mikroorganizmov, ktoré by mohli maf Siroké
uplatnenie predovSetkym v oblasti potravinarskych vyrobkov
s prihliadnutim nielen na ich Struktiru, ale aj na selektivhu
elimindciu moznych toxikologickych problémov spojenych
s inymi derivdatmi nez azafilénmi ako sprievodnymi metabo-

litmi.

Prdca bola financovand v ramci vilohy 1/6252/99 granto-

vej agentiiry VEGA.
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M. Sturdikova, D. Slugeii, K. LeSova and M. Rosenberg
(Department of Biochemical Technology, Faculty of Chemical
Technology, Slovak Technical University, Bratislava, Slovak
Republic): Microbial Production of Coloured Azaphilone
Metabolites

Azaphilones, fungal secondary metabolites of the pyra-
nequinone structure, react with ammonia yielding vinylogous
4-pyridones. The pigments also react with amines, such as
proteins, amino acids and nucleic acids, to form water-soluble
pigments. Their most remarkable and valuable properties in-
clude the natural origin, yellow-red spectra, thermostability
(in comparison with other natural red pigments), and easy
derivatization. So far, they have been identified in a variety of
fungal sources. Of the microorganisms tested, only genera
Monascus, Penicillium and Chaetomium are good producers
of azaphilone pigments. However, similar structures were also
identified in Aspergillus ustus, Cochliobolus lunata, Talaro-
myces sp. and Emericella falconensis. The microorganisms
could be a promising source of the new group of natural
pigments for food and cosmetic industry.
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1. Uvod

Lignany jsou pomérné rozsdhlou skupinou sekunddrnich
metabolitli cévnatych rostlin se zajimavymi fyziologickymi
ucinky. Skladaji se ze dvou fenylpropanovych jednotek, které
jsou spojeny pres centrdlni (B) uhliky obou postrannich fetéz-
cti. Ndzev lignany byl pro tuto skupinu piirodnich latek odvo-
zen z toho, Ze tyto slouceniny byly piivodné povazovény za
meziprodukty pfi biosyntéze ligninu (C—C;),, polymeru rov-
néZz slozeného z fenylpropanovych jednotek jako lignany (C—
C,),. Dnes je zfejmé, Ze vzhledem ke struktufe ligninu a ligna-
nl pouze nékteré z nich mohou slouzit k tomuto tcelu. Navic,
lignin je na rozdil od naprosté vétSiny lignand opticky inak-
tivni. RovnéZ skutecnost, Ze je zndmo velmi malé mnoZstvi
vyssich oligomert, jako jsou seskvilignany (C,—C,); nebo
dilignany (C—C,), podporuje tento nézor’.

Obr. 1 popisuje predpoklddanou biosyntetickou drahu 6 hlav-
nich strukturnich tfid lignant. Biosyntéza za¢ind oxidacni di-
merizaci koniferylalkoholu (/) za vzniku chirdlnich produktd,
lignanéi. N&které enzymy ((+)-pinoresinol synthasa’ a (+)-pi-
noresinol:(+)-lariciresinol oxidoreduktasa3), které se podileji
na biosyntéze lignand, byly jiz purifikovany a charakterizova-
ny2’3. V rostlindch se vyskytuji slou¢eniny, které maji podobné
strukturni znaky jako lignany. Mezi tyto piibuzné slouceniny
patii predevsim neolignany, ve kterych jsou dvé fenylpropa-
nové jednotky spojeny jinou vazbou, nez je vazba pres cen-
trélni (B) uhliky alifatickych fetézcd. Existuji také hybridni
lignany jako jsou flavanolignany, kumarinolignany a lignan-
-iridoidy, v nichZ jedna ¢dst molekuly je tvofena fenylpropa-
novou jednotkou a druhd ¢ast jinou pfirodni latkou. O flava-
nolignanech bylo v tomto ¢asopise pojedndno neddvno®.

V soucasnosti je zndmo vice jak 200 lignanti nachdzejicich
se ve vice nez 70 cCeledich rostlin. Mohou se vyskytovat

111

v rostlindch ve formé glykosidi, vétSinou jsou vSak pfitomny
ve formé aglykont. Lignany se nachdzeji hojné u nahosemen-
nych rostlin (jehlicnany) a u dvoudéloznych rostlin. Jsou
hlavnimi sekunddrnimi metabolity ¢eledi Podophyllaceae®
a zivého reliktu, Celedi Schisandraceae, kterd je vyvojové
nejstarsi celedi dvoudéloznych rostlin. Byly nalezeny praktic-
ky ve vSech castech rostlin, typickd je jejich pfitomnost ve
dievé a kiife stromii a v pryskyficich®. U nékterych druhi byl
nejvyssi obsah lignanti nalezen v semenech’. Z rostlinného
materidlu jsou vzhledem ke své nizké polarité¢ extrahovdny
petroletherem, hexanem nebo jinymi nepoldrnimi rozpousteéd-
ly. K extrakci Ize s vyhodou pouzit také superkritickou fluidn{
extrakci CO, (cit.9).

Milo je zndmo o fyziologické funkci lignand v rostlindch.
ProtoZe se jednd o slouceniny, které vykazuji antimikrobidlni,
antimitotické, antivirové, antioxida¢ni a antinutri¢ni vlastnos-
ti, predpoklddd se, ze podobné jako jiné sekundarni metabolity
zvysuji rezistenci rostlin proti riiznym patogentim?.

Nepoldrni charakter lignan umoziiuje jejich snadnou pro-
stupnost buné¢nymi membranami a schopnost ovlivnit v bun-
kdch fadu biologickych dé&ji. Nékteré lignany se pouZivaji
jako 1éc¢iva, napt. cytostatika etoposid a teniposid. Vykazuji
také vyraznou antivirovou aktivitu, v¢etné aktivity vici viru
HIV. Na molekuldrn{ drovni se nékteré z nich vdzi na mikro-
tubuly, inhibuji jaderné to?oisomerasy, jiné se pouZivaji ke
specifické inhibici enzym!°.

Lignany byly také nalezeny v krvi a moci savci, véetné
¢loveka. Tyto ,,zivocisné™ lignany vznikaji ve stfevech savci
mikrobidlni transformaci rostlinnych lignand, dc¢inkuji v orga-
nismu jako fytoestrogeny'' a pravdépodobné piisobi preven-
tivné proti vzniku nékterych nadorovych onemocnéni.

2. Protinadorova aktivita

Vyraznd protinddorov4d aktivita byla popsdna u fady ligna-
ni. MacRae a Towers® uvddéji ve svém piehledu 33 lignand
s protinddorovou aktivitou, 31 z nich md methylendioxydovou
skupinu a 29 z nich md péticlenny laktonovy cyklus. Oba tyto
strukturni rysy majf tetrahydronaftalenové lignany z oddenkt
noholistu (Podophyllum peltatum nebo P. emodi). Nejlépe
prostudovany podofylotoxin (VI) je zndmym mitotickym je-
dem'?. Piisobi jako inhibitor polymerace tubulinu, zabraiiuje
tvorbé déliciho vieténka a zastavuje tak bunécné déleni v me-
tafdzi. Podofylotoxin md asi dvakrdt vyssi afinitu k tubulinu
nez alkaloid kolchicin. Podofylotoxin a kolchicin se vazi
k tubulinu na dvou mistech, jedno z nich, které je specifické
pro 3.4,5-trimetoxyfenylovou skupinu, je spole¢né pro oba
toxiny.

Také derivaty podofylotoxinu pisobi jako inhibitory po-
lymerace tubulinu. Deoxypodofylotoxin (IXa) je stejné ucinny
jako podofylotoxin (VI), zatimco epipodofylotoxin (IXb), C—4
stereoizomer podofylotoxinu, md o vice nez fad sniZzenou
aktivitu. B-peltatin (/Xc) ma dokonce vys3i afinitu k tubulinu
nez podofylotoxin. Podminkou antimitotické aktivity téchto

latek je trans-konfigurace laktonového cyklu. Pro tucinek je
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Obr. 1. Schéma biosyntézy Sesti hlavnich strukturnich tfid lignani. / = E-koniferylalkohol, II = pinoresinol (furofuranovy lignan), Il =
lariciresinol (tetrahydrofuranovy lig.), IV = sekoisolariciresinol (dibenzylbutanovy lig), V = matairesinol (dibenzylbutyrolaktonovy lig.), VI =

podofylotoxin (aryltetrahydronaftalenovy lig.), VII = sezamin, VIII = gomisin J (dibenzocyklooktadienovy lig.)
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rovnéz dulezitd R-konfigurace na uhliku C-2. Pikropodofylo-
toxin (X), ktery se 1isi od podofylotoxinu pouze konfiguraci
na C-2 se nevdze na tubulin a jeho protinddorova aktivita je
znacné snizena®.

Derivity 4’-demethylepipodofylotoxinu vykazuji rovnéz
protinddorovy ucinek, plsobi vsak piekvapivé zcela jinym
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mechanismem. Tyto slouceniny, které maji jen velmi malou
afinitu k tubulinu'®, inhibuji topoisomerasu II. Do klinické
praxe jako cytostatika byly zavedeny na konci sedmdesdtych
a na zacdtku osmdesdtych let dva derivaty, teniposid (XIa)
a etoposid'* (XIb). K hlavnim indikacim etoposidu a teniposi-
du patfi malobunécny karcinom plic a testikuldrni nddory.
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Etoposid je casto zdkladni, t€¢Zko nahraditelnou soucasti che-
moterapie prvni volbyls’lé. Etoposid se vyrdbi semisynteticky
z podofylotoxinu, jehoZ nejbéznéjsim zdrojem je Podophyl-
Ium emodi, pivodem z Indie'’”. Zna&na pozornost je vénovéna
nalezeni analog etoposidu s vy$$im protinddorovym u¢inkem,
vy$$i aktivitou vaci linifm nddorovych bunék rezistentnich
k cytostatiktim a vylepSenou farmakokinetikou a biologickou
dostupnosti. V roce 1996 byl schvdlen k pouZiti proti karcino-
mu plic etopofos (XIc), ve vodé rozpustny derivit etoposidu'®.
Ve 2. fazi klinického testovani rovnéz proti rakoviné plic je ve
vodé dobfe rozpustny derivit etoposidu NK-611 (XId) (cit.'®).
Byly také syntetizovany derivéty podofylotoxinu (napft. 4-O-
-butanoyl-4’-demethylpodofylotoxin), které jsou cytotoxické
ve 100-1000x niZsich koncentracich nez béZnd protinddorova
1éciva a aktivni vici linifm nddorovych bunék rezistentnich
k etoposidu'®.

Dobfe zndmymi mitotickymi jedy jsou také dibenzocy-
klooktadienové laktony ze Steganotaenia araliacea. Struktura
téchto latek je zna¢né podobnd predeslym tetrahydronaftale-
novym lignaniim. Nejsilnéj$i antitubulinovy a protinddorovy
ucinek z lignand této rostliny vykazuje steganangin (XII).
Podobné jako u podofylotoxinu, nutnou podminkou antitubu-
linové aktivity je pfikondenzovéni laktonového cyklu v trans-
-konfiguraci. Pro inhibici polymerace tubulinu je také nezbyt-
na S-konfigurace biarylu". Také nékteré dalsi dibenzocyklo-
oktadienové lignany s methylendioxydovou skupinou vyka-
zuji protinddorovy tcinek, pfestoZe se nevazi na mikrotubuly.
Ptikladem je gomisin A (XIII) ze Schisandra chinensis, ktery
tlumi u krys hepatokarcinogenni piisobeni azobarviv®’ a afla-
toxziznﬁ21 nebo schiarisanrin C (X1V) ze Schisandra arisanen-
Sis™.

Dalsim terapeutickym lignanem je nordihydroguajaretova
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kyselina (NDGA, masoprocol, XV), ktera se pouzivd v preven-
ci a 1écbé premalignich koznich 1ézi, predevsim aktinické
keratézy. NDGA je také v klinickém zkouseni pii 1é¢be zhoub-
nych nadord’.

Soucasnd studie ukdzala, Ze lignany matairesinol (V), arcti-
genin (XVla), machilin A (XVII) a neolignan honokiol (XVIila)
inhibuji in vitro rist bunék lidské myeloidni leukémie o kon-
centracich mensich nez 100 ng.ml ™. Takové koncentrace jsou
pouze o jeden fdd vysSSi neZ u cytostatik, které se bézné
pouZzivaji pfi 1é¢bé leukémie. Lignany vSak byly na rozdil od
sou%asn}fch protinddorovych 1é¢iv podstatné méné cytotoxi-
cké™.

3. Antivirova aktivita

Velmi dlouho je zndmo, Ze pryskyfice nékolika druhti rodu
Podophyllum je G¢innd v 1é¢bé koznich vyrustku, které jsou
zpusobeny papilomaviry, zejména u condyloma acuminatum.
Lze ji pouZzit i u lentigo senilis a seboroickych bradavic.
Ucinnymi ldtkami jsou tetrahydronaftalenové lignany. Alko-
holovy extrakt z oddenk rostlin rodu P. emodi nebo P. pel-
tatum nazyvany podofylin a lignan podofylotoxin (VI) v masti
nebo roztoku se pouzivaji v dermatologii k 1é¢bé téchto obti-
7i%*. Aplikace vétsiho mnozstvi podofylinu mize vést k per-
je proto poddni ¢istého podofylotoxinu.

Podofylotoxin (VI), deoxypodofylotoxin (/Xa) a B-peltatin
(IXc) vykazuji aktivitu proti viru spalni¢ek a viru herpex
simplex I (cit.%). Nezdvisle na tom bylo zjiiténo, Ze za antiher-
petickou aktivitu extraktt z rostlin rodu Juniperus jsou zodpo-
védné rovnéz arylnaftalenové lignany, zvldst¢ deoxypodofy-
lotoxin®. Roztok podofylotoxinu o koncentraci 1 pig.ml! zcela
inhibuje replikaci cytomegaloviru v tkafiové kultuie”. Ne-
ddvno vzbudila pozornost aktivita rhinacanthinu E (XIX) proti
viru chfipky typu A (cit.?).

Prvni poznatek o aktivité lignani proti viru HIV, ptivodce
onemocnéni AIDS, publikovali Schréder a kol. v roce 1990.
Izolovali z tropického popinavého kete Ipomoea cairica dva
lignany, arctigenin (XVIa) a trachelogenin (XVIb), které v sub-
mikromoldrnich koncentracich inhibovaly replikaci viru HIV-1
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areverzni transkriptasu27. AvSak pomér mezi toxickou ddvkou
a efektivni ddvkou (selektivni index) nebyl vétsi nez 5. Byl
rovnéz pripraven demethylovany derivat arctigeninu, ktery je
ucinnym inhibitorem HIV integrasyzg. Inhibitory HIV-1 inte-
grasy predstavuji velmi perspektivni skupinu sloucenin, ktera
by se v budoucnu mohla uplatnit v terapii AIDS (cit. >3,

Neddvno bylo zjisténo, zZe gomisin J (VIII), dibenzocyklo-
oktadienovy lignan ze Schisandra chinensis, a jeho halogenova-
né derivaty inhibuji replikaci viru HIV-1 v submikromoldrnich
koncentracich. Nejuc¢innéjsim inhibitorem byl 2,9-dibrom-
gomisin J se selektivnim indexem pies 300. Tyto slouceniny
inhibovaly reverzni transkriptasu, ale zda se, Ze to nenf jediny
mechanismus tc¢inku. Navic halogenované derivdty gomisi-
nu J pasobily synergicky s azidothymidinem (AZT) a byly
ucinné i proti klonim rezistentnim k AZT (cit.31) Dalsim
dibenzocyklooktadienovym lignanem s S-konfiguraci biarylu,
ktery pisobi v tkdnové kultufe proti viru HIV-1 je schisan-
therin D (XXa, selektivni index 110) a gomisin G (XXb, ECy,
=6 ng.ml ™ a selektivni index 300)*. Byla také syntetizovana
analoga tetrahydronaftalenovych lignant se selektivnim inde-
xem V&tsim nez 250 (cit.).

NDGA (XV) a zejména jeji 3°-O-methylether byly vyizo-
lovany jako latky zodpovédné za anti-HIV-1 aktivitu extraktd
z poustni rostliny Larrea tridentata. Autofi se domnivaji, ze
37-O-methylether NDGA se vdze na LTR sekvenci HIV-1 a je
tak schopen potlacit transkripci provirové DNA (cit.>*).

4. Kardiovaskularni aktivita

Je zndmo, 7Ze pomérné velké mnozstvi lignant inhibuje
cAMP fosfodiesterasu a tim zvySuje intraceluldrni koncentraci
cAMP a stimuluje tak mimo jiné ¢innost myokardu. Inhibici
vykazuji predevsim dibenzocyklooktadienové a dibenzylbu-
tanové lignany s nejuicinnéjSimi zastupci gomisinem N (XXI,
ICs;= 1,1.10° molI") a NDGA (XV, ICs, = 1.10°° mol.I"")
(cit.*®). Gomisin N se vyskytuje v plodech Schisandra chinen-
sis, zndmé tonizujici rostliny tradi¢ni ¢inské mediciny.

Kadsurenon (XXII) a futoenon (XXIII), neolignany z Piper
Sfutokadsura jsou vedle diterpenovych gingolidt z Gingo bilo-
ba velmi u¢innymi antagonisty fosfolipidu PAF (z anglického
platelet activating factor, faktor aktivujici trombocyty), ktery
je endogennim aktivitorem agregace trombocytd. PAF se
uplatiiuje také pti patologickych stavech jako je vznik trombd,
hypotenze, akutni zanét a anafylaktickd reakce. Kadsurenon
inhibuje vazbu PAF na jeho receptor (IC5, = 1.107 mol.I"")
a agregaci krevnich desti¢ek vyvolanou PAF (IC,= 9,9.107
mol.I') (cit.*). Antiagregacni aktivita tetrahydrofuranovych
lignand vedla k pfipravé derivatu L-652731 (XXIV), ktery je
G¢innym antagonistou PAF (ICs=5.10"? mol.I"") ainhibitorem
agregace trombocytli (IC= 19.10° mol.I"") (cit.*).

Trachelogenin (XVIb) z Arctium lappa a Tracheolosper-
mum jasminoides, rostliny pouzivané v tradi¢ni ¢inské medi-
cing, je nejvyraznéjSim lignanovym blokatorem vdpnikovych
kandlt. Jeho aktivita je pfiblizné Sestinou aktivity verapamilu,
kalciového blokatora, ktery se Siroce uziva v klinické praxi*®,

Extrakt z Eucommia ulmoides je uzivan v Cing po staleti
jako tonikum a mad také antihypertenzni ucinky. Pinoresinol
diglukosid byl vyizolovan jako litka zodpovédnad za antihy-
pertenzni efekt. Lignan pinoresinol (/) je také inhibitorem
fosfodiesterasy®°.
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Dobre je dokumentovdna antihypertenzni aktivita sezami-
nu (VII), lignanu sezamového oleje’®. Sezamin je schopen
u krys zvySit hladinu HDL-cholesterolu a sniZit hladinu atero-
genniho LDL-cholesterolu®. Sezamin je specificky inhibitor
A-5 desaturasy a inhibuje tak biosyntézu arachidonové kyse-
liny (20:4, n-6) z dihomo-y-linolenové kyseliny(20:3, n-6).
SniZzené mnozstvi kyseliny arachidonové vede k nizsi koncen-
traci nékterych eikosanoidd, napf. PGE, (cit.‘”).

5. Antioxidaéni aktivita

Velkd pozornost je v soucasnosti vénovana studiu antioxi-

radikdlt podilejicich se na velkém mnozstvi patologickych
stavil v lidském organismu. Vyzkum antioxidacni aktivity
lignanti je soustfedén predevsim na furofuranovy lignan seza-
min (VII) ze sezamového oleje“, na neolignany honokiol
(XVIIla) amagnolol (XVIIID) z rostlin rodu Magnolia a diben-
zocyklooktadienové lignany ze Schisandra chinensis. Vyraz-
né redukéni i¢inky NDGA (XV) nasly vyuZiti v potravinafstvi,
kde se pouzivd jako antioxidagni aditivum®’. NDGA se také
Siroce pouzivd v laboratornich experimentech k inhibici lipo-
Xygenas.

Neolignany honokiol (XVIIla) a magnolol (XVIIIb) z kiry
rostlin rodu Magnolia vykazuji silnou antioxida¢ni aktivitu
v riznych biologickych systémech. Inhibuji peroxidaci lipidi
jak mitochondridlnich*, tak mikrosomélnich*> membran a he-
molyzu erytrocytil vyvolanou oxidaénimi ¢inidly*’. Honokiol
je siln&jii antioxidant nez magnolol*®. A&koliv honokiol i mag-
nolol vykazuji niz§i antiradikdlovy tucinek nez o-tokoferol
v testech se syntetickym stabilnim organickym radikalem*’,
v biologickych systémech je honokiol az 1000x dc¢innéj$im
antioxidantem neZ o-tokoferol***

Slouc¢eninami s antioxida¢nimi vlastnostmi jsou také di-
benzocyklooktadienové lignany obsazené v plodech Schisan-
dra chinensis. Cytoprotektivni aktivita téchto latek je inten-
zivné studovana a dobfe dokumentovana*’. Pro ti¢inek je prav-
dépodobng dilezitd piitomnost methylendioxydové skupiny*>+°.
Tyto lignany sice nezhdsi syntetické organické radikdly*,
jsou vsak schopny zvysit hladinu redukovaného glutathionu
v burce a ochranit biologické membréany pted lipoperoxidaci
v riznych modelech oxida¢niho poskozeni*. Antioxidagni
aktivita nékterych lignanti ze S. chinensis je také vyssi nez
u a-tokoferolu a tyto slouceniny nevykazuji prooxidacni vlast-
nosti’'. Mechanismus ti¢inku neni pfesné zniam, mize spo¢ivat
mimo jiné v indukci detoxika¢nich enzymd a zvySeni proli-
ferace endoplazmatického retikula v hepatocytech. Gomisin
A (XIII) je u japonské firmy Tsumura v preklinické fazi vyvoje
jako hepatoprotektivni latka'®.

6. Lignany u savcu a ¢lovéka

Zdjem o lignany prudce vzrostl, jakmile byly tyto slouce-
niny identifikovdny v séru a moci savci a ¢lovéka. Jednd se
predeviim o dva lignany enterolakton (XXV) a enterodiol®>
(XXVI). Tyto ,,zivocisné* lignany maji hydroxylové skupiny
pouze v pozicich meta aromatickych jader. Takova substituce
nebyla pozorovana u lignant rostlinného ptivodu. Pivodné
byly povazovdny za produkt metabolismu savcli a ¢lovéka.
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Tento endogenni pivod a kolisan{ jejich koncentrace v pri-
béhu menstruacniho cyklu u Zen s maximem v lutedlni fazi
a v téhotenstvi nebylo pozdéji potvrzeno. Enterolakton a en-
terodiol vznikaji jako produkt metabolismu stievni mikrofléry
z rostlinnych prekurzort, piedevsim z matairesinolu (V) a se-
coisolariciresinolu (IV), které se nachdzeji ¢asto v semenech
rostlin, celozrném pecivu, vldkniné a v nékteré zeleniné a ovo-
ci. Daleko nejvyssi obsah matairesinolu a secoisolariciresino-
Iu byl nalezen ve Inéném seminku a je zde asi 100x vyS$si nez
v ostatnich zdrojich. ,,Zivo&iiné lignany“ jsou vyluGovany
z organismu zlu¢i a mo¢i v pomérné velkém mnozstvi (fadove
umol za den) jako glukuronidy a sulfoglukuronidy*®.

Lignany enterolakton a enterodiol ptisobi jako slabé estro-
geny. Podle hladiny estrogent se vdzi nebo soutéZi s estradio-
lem o vazbu na jaderny receptor pro estrogeny. Pfi nizké
koncentraci estrogend, napf. u Zen po menopauze, tak ptisobi
jako slabé estrogeny. Pfi vysoké koncentraci estrogend mohou
pusobit jako antiestrogeny53‘54.

,Zivotiiné lignany* ucinkuji také jako slabé inhibitory
agregace trombocyti a inhibitory Na*/K* pumpy. Jsou piibliz-
né€ o tfi fady slabsi inhibitory Na'/K* pumpy neZ ouabain
a nevazi se na vazebné misto pro digitalisové glykosidy™.

Neustdle pfibyvd dikazi o tom, Ze pfijem potravin s vy-
sokym obsahem lignanti sniZuje riziko vzniku kolorektalniho
karcinomu, rakoviny prsu u Zen a rakoviny prostaty u muza>.
Vysokd exkrece enterolaktonu v moci je spojovdna s nizkym
rizikem rakoviny prsu®**® Tuto hypotézu podporuji expe-
rimenty na zvifecich modelech”’ a tkafiovych kulturich na-
dorovych bungk®. Enterolakton ve vysoké koncentraci také
inhibuje réist nadorovych bunék kolorektalniho karcinomu™
a rakoviny prsu nezavislé na estrogenech''. Lignany mohou
pusobit preventivné vici ndidorovym onemocnénim nejen di-
ky své antiestrogenni aktivité, ale také diky schopnosti inhi-
bovat klicové enzymy biosyntézy steroidnich hormont 5ai-re-
duktasu a aromatasu® a vyvolatindukci syntézy enzymt, které
se podileji na II. fizi detoxikace xenobiotik® nebo pisobit
jinymi zatim nezndmymi mechanismy.
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Lignans are secondary plant metabolites consisting of two
phenylpropane units. Their antineoplastic, cardiovascular and
antioxidant activities are discussed in the review. The po-
dophyllotoxin derivatives etoposide and teniposide are used
in medical practice as cytostatics. Enterolactone and ente-
rodiol were identified in serum and urine of mammalians.
They are formed as metabolic products of intestinal microflora
from plant precursors, acting in the organism as phytoestro-
gens and probably preventing some types of cancer.
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1. Uvod

Zvuk je akustické vInéni o frekvenci 10 Hz az 16 kHz.
Akustické vInéni se $iff smérem od zdroje ve vSech smérech.
Mista, do nichz dospélo vInéni ze zdroje za stejnou dobu, tvoi{
tzv. vlnoplochy, pficemz tato mista v daném okamziku kmitaji
se stejnou fazi. Podle pifstupu k problematice snizovani hluc-
nosti 1ze rozlisit ndsledujici metody:

Metoda redukce — sniZeni hlu¢nosti samotného zdroje
hluku, napf. pfi konstrukci zafizeni.

Metoda zvukové izolace — obklopeni zdroje zvuku mate-
ridlem s co nejvyssim stupném nepriizvucnosti.

Metoda zvukové pohltivosti —snahou je, aby ta ¢dst zvuku,
kterd se pfi dopadu na sténu odrazi zpét, byla co nejmensi,
tj. aby izola¢ni materidl pohlcoval co nejvétsi ¢dst dopa-
dajici energie.

V nasem piipadé jde o pripravu materidlu zvukové pohl-
tivého; pfiblizime si tedy zdkladni principy procest probiha-
jicich v pribéhu absorpce zvukové energie. V matrici zvuko-
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vé-vibracné tlumiciho materidlu dochdzi k disipaci zvukového
vlnéni na mechanickou energii a teplo. To se déje kombinaci
ndsledujicich procest:

— Tteni rozkmitanych ¢astic vzduchu o stény pfi jejich vni-
kani do p6rh pohltivého materidlu. Tim dochazi ke sni-
zovani kinetické energie dopadajictho zvukového pole. Efek-
tivita tohoto procesu se zvysuje se zvysujici se porozitou
absorp¢niho materidlu.

Snizovani potencidlni energie zvukové viny vnikajici do ma-
teridlu. Tim dochdzi ke snizeni akustického tlaku, coz ma-
Ze byt zptisobeno vyménou tepla mezi vzduchem a skeletem
pohltivého materidlu pii periodickych tlakovych zménach.
Nepruznd deformace télesa pohltivého materidlu.

Pr1i cilené konstruci vibracné nebo hlukové-izola¢niho ma-
teridlu je proto mozné vyuzit vSech vyse uvedenych proces
k jejich synergickému pisobeni pro dosazeni maximalni Gic¢in-
nosti tlumeni. Toho Ize dosdhnout jednak volbou geometrie
doty¢ného télesa, jednak vybérem vhodné nosné matrice a po-
jidla. Jednim z vhodnych systémi je napft. recyklovand pryz
pojend elastomery na bazi kapalnych polybutadienti. Vhodnou
volbou molarni hmotnosti a koncovych skupin polybutadienu,
jakoz i vybérem sifovadla lze regulovat molekuldrni paramet-
ry vysledného elastomeru, totiZ hustotu polymerni sit€ a délku
volnych segmentd, a tim i komplexni slozku dynamického
modulu pruznosti, ktery ovliviiuje zvukovou pohltivost.

2. Fyzikalni veli¢iny

Pohltivé vlastnosti materidlu nebo celé konstrukce vyjad-
tfuje koeficient zvukové pohltivosti o

P

P

o=—
Pdop

(1)

kde P, je pohlceny akusticky vykon a P, je celkovy dopada-
jici vykon. Pro pfipad kolmo dopadajiciho zvuku se definuje
normdlovy koeficient zvukové pohltivosti o, :

4r/
o o larlpe)

n 2
r 2
—+1| +(x/
(pc ) (x/pc)

kde r/pc je akusticky odpor (redlnd ¢dst akustické impedance),
x/pc akustickd reaktance (imagindrn{ ¢dst akustické impedan-
ce). pc je charakteristickd impedance vzduchu, kterd obecné
zdvisi na rychlosti Sifeni vzruchu prostiedim, c¢. Rychlost
Sifeni vzruchu je zavisld na hustoté prostredi p (kg.m™), teploté
T (°C) a dalsich veli¢indch. Tak napf. pro vzduch o teploté 0 °C
a tlaku 10° Pa je rychlost §ifeni vzruchu 332 m.s™'; pro teplotu
—20 °C a tlak 10° Pa je tato rychlost 319 m.s! (cit.").
Charakteristiky zvukové pohltivosti pérovitych izola¢nich ma-
teridld jsou zdvislé na akustické impedanci materidlu. Akus-

(2)
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tickd impedance (Z,) je komplexni veliCina, kterd se skladd
z frekvencné zavislych slozek akustického odporu a akustické
reaktance a je definovdna jako komplexni podil akustického
tlaku a objemové rychlosti:

Z,=*

a

q

3)

Akusticky tlak p je definovan jako rozdil mezi tlakem
a statickym tlakem (staticky tlak je Casové primérovanym
tlakem prostiedi). Objemovd akusticka rychlost ¢ (neboli tok
akustické rychlosti) je definovdn jako ¢asovd zména objemové
akustické vychylky.

Akustickd reaktance pdrovitych izola¢nich materidld je
urcovana tloustkou vrstvy a— v mnohem mensi mite — plosnou
hustotou vzduchoveé propustného povrchového filmu, kterym
je pokryt povrch téchto materidlti. Akusticky odpor (neboli
akustickd rezistance) pérovitého izola¢niho materidlu je urco-
vdna odporem vuci pritoku vzduchu materidlem. Pro danou
hodnotu akustické reaktance existuje optimdlni hodnota akus-
tického odporu, pii které se dosahuje nejvyssi zvukové pohl-
tivosti. ProtoZe reaktance pérovitého izola¢niho materidlu je
ur¢ovana hlavné tloustkou vrstvy, je nastaveni akustického
odporu nejefektivnéj$im zpisobem regulace zvukové pohlti-
vych vlastnosti pérovitych materidld. Toto 1ze ovlivnit napf.
snizenim pramérné velikosti pord (tj. zvySenim objemové
hustoty materidlu), zvySenim obsahu pojiva, rtiznou perforaci
apod. Nevyhodou tohoto piistupu je ndrdst materidlovych
ndkladd, a tim i prodejni ceny findlniho produktu.

2.1. Vyzatovdni zvuku

Akusticky vykon vyzéareny povrchem kmitajici desky plo-
chy S lze vyjadiit vztahem?:

P= vpoCOS .S (4)
kde v je efektivni rychlost kmitan{ desky, p, —hustota prostie-
di, do néhoz je zvuk vyzafovin, c, — rychlost §ifeni zvuku
v tomto prostiedi (v naSem piipadé ve vzduchu), s je Cinitel
vyzarovani zvuku. RozliSujeme vinéni podélné —longitudinal-
ni a vlnéni pfi¢né — transverzdlni. Toto se pak délf na vinéni
torzni, ohybové a povrchové (Rayleighovo vinéni). U pistove
kmitajici desky je tento ¢initel s = 1 a nezdvisi na materidlu
desky. Obvykle vSak desky kmitaji ohybové. Pro nekonecné
velkou desku ohybové kmitajici s frekvenci f pak z teorie
vyzafovani zvuku plyne

s = (1 —fkr/f)
kde

(5)

fio=ct 1 (1,8.¢c..h) (6)
je tzv. kritickd frekvence. V rovnici (6) znaci & tloustku desky
a ¢;_je rychlost podélnych vIn v desce. Ta je ddna vztahem:

ok

E

p

(7)

L=
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v némz p je hustota materidlu desky a E "je cylindricky modul
pruznosti desky urceny rovnici:

_E

- 2
1=,

ek

E

(8)

kde E je modul pruznosti v tahu materidlu desky a v}, Poisso-
novo ¢islo daného materidlu.

Ze vztahu (5) vyplyva, Ze v oblasti frekvenci mensich nez
je kritickd frekvence nedochdzi k vyzafovani zvuku (s je
imagindrn{). Deska vyzaiuje zvuk teprve nad kritickou frek-
venci, pii niZ je vyzafovani zvuku teoreticky nekone¢né velké.
V piipadé kone¢nych rozméri vsak deska vyzatuje i v podkri-
tické oblasti frekvenci, ale podstatné méné nez nad kritickou
frekvenci. To tedy znamend, Ze je vyhodné z divodu maxi-
madlniho tlumeni navrhnout takovy materidl desky, aby jeji
kritickad frekvence lezela nad budici frekvenci pfi poZadované
tloustce desky.

2.2. Vzduchovd neprizvucnost

Schopnost délictho prvku brénit pfenosu zvuku $ifictho se
vzduchem se nazyvd vzduchovd neprizvucénost a jeji velikost

se vyjadiuje stupném vzduchové neprizvucnosti

B
R=101log
&P

pr

9)

kde P, znaci dopadajici akusticky vykon a P, akusticky vykon
prosly délicim prvkem. U jednoduchych délicich prvka docha-
zi v disledku koincidence k poklesu vzduchové neprizvucnosti
ve frekvencni oblasti nad kritickou frekvenci, pficemz tento
ze jak z hlediska vyzarovdni zvuku, tak i z hlediska vzduchové
neprizvucnosti je zddouct, aby kritickd frekvence leZela mimo
oblast budici frekvence a pokud mozZno co nejvyse nad ni.

3. Zakladni konstrukéni typy zvukové
a vibra¢né pohltivych materiala

Na ndsledujicim schématu 1 jsou zndzornény nejbéznéjsi
typy konstrukce zvukové a vibra¢né pohltivych systému. Jed-
ni se zejména o riizné typy laminti®* (@), kompozitnich
vlasovych smgékovjch materidlé® (b), skeletovych desko-
vych systémi” (c), plandrné panelovych systémi s proménnou
tloustkou vzduchové mezery’ (d), volné sypanych &asticovych
systémﬁz‘g’11 (e), sendvicové pénovych kompozitnich systé-
mi'? (f), sendvi¢ovych kompozitii s tvarovanymi kanalky
(drdzkami) nebo bez nich (g), sitovanych polymernich systé-
mi' (k) a protihlukovych bloki'>2!.

3.1. Zvukové absorpc¢ni lamindty

Tyto systémy se vyznacuji vysokou dcinnosti dtlumu pfi
zejména v oblasti stavebnictvi (vnitini interiérové tpravy)
a dopravy. Laminaty se sklddaji z pérovitého izola¢niho sub-
stratu (napf. z polymerni vlaknové matrice nebo z platu pénové
polymerni gumy) a povrchové tenké vrstvy s vysokym odpo-
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rem viigi pritoku vzduchu® (viz schéma 1). Zmin&na povrcho-
va vrstva, kterd plni jednak zvukové izola¢ni, jednak estetic-
kou funkci, je pfilepena k povrchu pérovitého substrdtu pro
zvySeni jeho zvukové pohltivych charakteristik. Pfi tomto
konstruk¢énim uspoiddéni je odpor vici pritoku vzduchu vetsi
nez pripadé samotného substritu, a lamindt md tak vyss{
hodnotu koeficientu zvukové pohltivosti a navic i lepsi me-
chanické a pevnostni charakteristiky.

Jako piiklad Ize uvést patent Hainese a Flayea®, kde je jako
povrchovy materidl regulujici pratok vzduchu systémem po-

BN NS

(@)
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uzit papir, textilie, nebo perforovany polymerni film. Jako
porovitd matrice byly pouzity systémy na bazi sklenénych
nebo polymernich vldken, pfipadné polymernich pénovych
materidld.

Pomoci vztahd (10)—(12) je mozné urcit akusticky odpor
a akustickou reaktanci pro ob€ komponenty, a tak rozhodnout,
zda povrchovad vrstva (folie) mize zvysit akustické izolaéni
parametry (odpor viici prittoku vzduchu) nad mez, nutnou pro
dosazeni zddoucich hodnot koeficientu zvukové pohltivosti.
Pro samotny substrdt plati

(h)

Schéma 1. Nejbéznéjsi typy konstrukce zvukové a vibra¢né pohltivych systémi. (a) lamindty: 1 — perforovany polymerni film, 2 — vata ze
sklenénych vldken; (b) kompozitni vlasové smyckové materidly: 1 — podkladovy materidl (napt. PVC), 2 — polymerni vldkno pokryté
elastomerem, 3 — prazdny prostor; (c) skeletové deskové systémy: 1 — povrchovy polymerni film, 2 — pryzZova vrstva tlumici vibrace, 3 — kovova
nosnd konstrukce; (d) plandrné panelové systémy s proménnou tloustkou vzduchové mezery: 1 — betonovy panel, 2 — sddrokarton; (e) volné
sypané Casticové systémy: 1 —polymerni félie, 2 — drcend recyklovana pryz; (f) sendvicoveé pénové kompozitni systémy: 1 — podkladovy materidl,
2 — pénovy polymerni systém plnény napf. siranem barnatym, 3 — povrchovy tkany materidl na bdzi syntetickych vldken; (g) sendvicové
kompozity s tvarovanymi kandlky (drdZzkami) i bez nich: 1 — povrchovd podlahova vrstva (napf. parkety), 2 — tlumici materidl na bdzi recyklované
pryze, 3 — betonova podkladovad vrstva, 4 — tvarované kanalky; (h) sitované polymerni systémy: 1 — lisovand tlumici vrstva, 2 — podkladovy materidl
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r,=3180.t.p}% / & (10)
kde r, je odpor substratu vii¢i pritoku vzduchu (rozmér N.s.m™),
P, je hustota sklenéného vldkna (pérovitého substratu) (kg.m),
d stfedni primér sklenénych vldken (um), ¢ je tloustka izola¢ni
vrstvy (m). Akusticky odpor lamindtu (r; / pc) se vypocita dle
vztahu (/1):

rlpc=(+rplpc (11)
kde r;/ pc je akusticky odpor povrchové vrstvy. Akustickou
reaktanci (x / pc) mtizeme vypocitat podle vztahu:

-1

pe= ——
rope tan(2fL/c)

(12)

kde fije frekvence (Hz), L vzdilenost mezi povrchovou vrstvou
porovitého substratu a zadni nepriizvucnou sténou (m), ¢ rych-
lost zvuku (m.s™). Pro danou frekvenci plati mezi redlnou hod-
notou odporu pro zvukové pohltivy lamindt (r / pc) a akus-
tickou reaktanci vztah:

rt pe=(1+(x/pe)) (13)

V daldim patentu* bylo pfi vyrob& zvukové izolaéniho
lamindtu pouZito pojivo na bdzi epoxidové pryskyfice mo-
difikované polybutadienovym elastomerem obsahujicim nej-
méné 90 mol.% 1,2-vdazanych monomernich jednotek. Jako
vldknovad slozka lamindtu byla pouZita tkanina na bazi poly-
ethylenovych vldken. Timto zplsobem pfipraveny laminat
pak vykazoval lepsi zvukove izolac¢ni vlastnosti pti pokojové
teploté nez v ptipadé pouziti 1,4-vdzaného elastomeru.

3.2. Kompozitni vlasové smyckové
materidly

Tyto materidly maji zvySeny odpor viici smykovému na-
mdhdni a dvoji funkci: tlumf{ rdzy a zaroveil zvukové izoluji.
Do prostoru mezi vlikna pomérné tvrdych polymert® (viz
schéma 1(b)) se aplikuje kapalny polymerni elastomer tako-
vym zplsobem, aby se v matrici vldken vytvorily makrosko-
pické dutiny za soucasného vzniku kompaktni povrchové
vrstvy. Timto zptisobem se dosahuje synergického tucinku
hookovské elasticity pruznych vldken tkaniny a viskoelastici-
ty a plasticity elastomeru. Jako elastomer miZe byt pouZita
termoplastickd kapalina, napf. latex (pfirodni, neoprenovy,
akrylonitril-butadienovy, methylmetakryl-butadienovy, né-
které z polyakryldtovych), emulze (polyvinylacetdtova, ethy-
len-vinylacetdtovd, polyesterovd, polyuretanovd, vinylova),
polyvinylchlorid, polypropylen, nebo bitumenovy zdklad.
V této oblasti je mozné vyuziti kapalného kaucuku'! (Kaucuk,
a.s.). Jako pevnd vldkna mohou byt vyuzity organické mate-
ridly, jako napft. dfevénd vldkna, kterd mohou vytvofit trojroz-
mérnou propletenou strukturu. V technologickém reglementu
se podle pouzitych komponent ddle vyuZzivaji rizné typy zu-
Slechtovacich a stabiliza¢nich ptipravkl (disperzanty, stabili-
zdtory, antioxidanty a pod.).
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3.3. Skeletové deskové systémy

Podpérnad tramova konstrukce je tvofena dvéma hlinikovy-
mi deskami (viz schéma 1(c)) a kiiZovymi hlinikovymi pod-
pérnymi nosniky. Vibracné pohltivd vrstva se deformuje v kol-
mém sméru na vnitini plochy podpérnych nosnikl a vnitin{
stranu spodni deskové podpéry. Timto usporadanim se dosa-
huje tlumeni proménou vibra¢niho pohybu na tepelnou ener-
gii. Pfi vlastni vyrobé¢ je nutno dosdhnout maximdlni adheze
antivibra¢niho materidlu k povrchu hlinikové konstrukce, s co
moZnd nejniz§im obsahem vzduchovych bublin®. Timto zpii-
sobem je mozné vyrobit plosné segmenty, které ic¢inné tlumi
vibrace a jsou vhodné pro konstrukci rliznych dopravnich
prostfedkd, zejména velmi rychlych vlaka. U vzorku je uva-
déno sniZeni hladiny hluku o 19-33 dB pii frekvencich nad
630 Hz. Pfi frekvencich pod 500 Hz md tento systém pomérné
nizkou tlumici charakteristiku, a to jen 6 dB. Jako tlumiciho
materidlu bylo pouZito sklenéné vaty lepené plastickym lepid-
lem (tzv. gumoasfaltem nebo specidlnim syntetickym butyl-
kaucukem roztavenym pii 130-150 °C).

3.4. Plandrni panelové systémy
s proménnou tlouStkou vzduchové
mezery

Konstrukéni schéma téchto typi protihlukovych zdbran je
zndzornéno na schématu 1(d). Z obrdzku je patrné, Ze tyto
panely se sklddaji z vodicich paralelnich kovovych (plasto-
vych) list, pokrytych jednou nebo vice vrstvami materidlu
(napf. dfevotfiskou, dfevem, sklem, styropénou, sadrokarto-
nem apod.), ¢imz se dosahuje proménné tloustky vzduchové
vrstvy. Pro tyto materidly jsou charakteristiky zvukové nepra-
zvucnosti dilezitéjsi nez charakteristiky zvukové pohltivosti.
Zménou tloustky vzduchové mezery je mozné tento systém
patfi¢né naladit na pozadované frekvencni hodnoty maxima
zvukové pohltivosti. Bylo zji§téno, Ze piicny pienos zvuku
panelem je zptsoben zejména nésledujicimi dvéma pienoso-
vymi mechanismy. Zaprvé, interakci mezi panelem a uzavie-
nym objemem vzduchu v mezefe, tzv. ,,ndhodnym efektem*.
Zadruhé, vlastni rezonanci panelu (a s ni spojené harmonické
vibrace), kterd vede ke vzniku fady kritickych frekvenci ve
vyS$8$im frekvenénim pasmu. Timto zpGisobem je mozné rozlo-
zit prislusné zvukové spektrum na nékolik kritickych frekvenci
o celkové nizsi hodnoté zvukové energie nez v pripadé jedno-
ho intenzivniho maxima’. Pro dosazent tohoto efektu se kromé
tloustky vzduchové mezery mize ménit i tloustka vlastniho
panelu. To se provadi jiz pfi konstrukci tak, Ze vlastni panel
je slozen z nékolika vrstev tvoricich lamindtovou konstruk-
ci a majicich v fezu trojihelnikovou strukturu (napf. pyra-
midalni).

3.5. Volné sypané c¢dsticové systémy

Na vyrobu téchto hlukové pohltivych systémi je mozno
pouzit napf. drcenou recyklovanou pryZ o rizné zrnitosti,
ziskanou z ojetych pneumatik8 (viz schéma 1(e)). Uvadéné
hodnoty koeficientu zvukové pohltivosti se v zdvislosti na
tloustce vrstvy (25-90 mm) pohybuji v rozmezi 0,7-0,95,
s maximy pfii frekvencich 1100, 2000 a 3000 Hz.

Do této kategorie je moZno zahrnout systém na bazi drcené
pryZe (z recyklovanych ojetych pneumatik®'?), jejiz &dstice
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jsou pojeny vhodnym pojivem1 ! U t&chto systémi se dosahuje
zlepSeni charakteristik zvukové pohltivosti tvarovanim predni
plochy pomoci fady dér ve tvaru rotacniho elipsoidu. Jako
nejvhodnéjsi pojivové systémy se jevi takové polybutadieny,
které jsou v disledku své nizké moldrni hmotnosti kapalné,
a které v riznych modifikacich vyrabi napf. Kaucuk group,
a.s., pod obchodnim nazvem Krasol, jakoZ i polyurethany od
téchto polybutadiend odvozené. Receptura pfipravy kapal-
nych polybutadient (zaloZend na aniontové polymerizaci)
umoznuje variabilitu ¢iselnych pramérti molarnich hmotnosti
v rozmezi 1900 az 4000 g.mol ™! (cit.*?). Napi. makromolekulu
skupinami OH konceného (tzv. hydroxyl-telechelického) po-
lybutadienu (Krasolu LBH) I1ze schematicky zndzornit takto:

HO-CH-CH,—~(Bd),~CH,-CH-OH
| |
CH, CH,

kde Bd je butadienovd monomerni jednotka, kterd je v fetézci
pritomna ve tiech izomernich formach (1,4-cis, 1,4-trans a 1,2).
Reakci koncovych skupin OH tohoto polymeru s rliznymi
diisokyandty (v pfitomnosti nizkomolekuldrnich dvoj- resp.
vicefunkénich alkoholii nebo amind, tj. extendrd, resp. sitova-
del) vznik4 polyurethan®.

Z vyse uvedeného je patrno, Ze u téchto materidlti 1ze ménit
velky pocet molekuldrnich parametrti, coz umoziuje selektiv-
né naladit ptislusny tlumici systém podle pozadované kritické
frekvence prvni rezonance (napf. vhodnou volbou diisokyand-
tu, extendru, a prostfednictvim sifovadla téZ volbou hustoty
polymerni sité¢). Hodnota vzduchové neprizvucnosti R (rov-
nice (9)) se pohybuje u téchto materidli v rozmezi 43 az 46 dB
(cit.* (pri tloustce vrstvy 40 mm), kritickd frekvence prvn{
rezonance v oblasti 2 kHz (cit.zs).

Podobné jako v predchdzejicich ptikladech kompozitd
z partikuldrni pryze, i v téchto aplikacich je mozné vyuZzit
kratkovldknovych polymernich kompoziti. Dosazené vysled-
ky umoziuji i predikci jejich akustickych vlastnosti — schop-
nosti vyzatrovat zvuk a vzduchové neprtizvucnosti. Tato pro-
blematika je aktudlni v souvislosti s materidly vzniklymi me-
chanickou recyklaci vldknovych polymernich kompozitd, pti
niz dochdzi ke zkracovani vldken a tim i ke zménam v jejich
mechanickém chovdni. V disledku destrukce vyztuze pfi re-
cyklaci je jiz obtizné takovéto recyklaty pouzit na dilce s vy-
sokymi ndroky na pevnost. Lze je vSak aplikovat na méné
namdhané ¢asti stroji ¢i interiéri budov, jako jsou odkladaci
plochy, kryty pohybujicich se mechanismd, kandly pro vzdu-
chotechniku aj., které kmitaji a tim vyddvaji hluk. Rovnéz je
mozno vyuzit recykldtil jako délicich prvki (stény, protihlu-
kové zastény, kryty motort a pod.), kde hlavni uZitnou vlast-
nosti je vzduchovd neprizvucnost. Obé uvedené akustické
vlastnosti — vyzafovani zvuku a vzduchova neprizvucnost —
spolu uzce souviseji a jsou urceny predevsim mechanickymi
vlastnostmi materidld.

3.6. Sendvicové pénové kompozitni
systémy

Schematicky jsou tyto materidly zndzornény na schématu
1(f). Zakladnimi konstrukénimi prvky jsou: pénovy polymerni
systém plnény partikuldrnim materidlem pohlcujicim zvuk,
tenkd bariérovd vrstva. Jako podkladovy materidl mize (ale
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nemusi) byt pouZit takovy materidl (napf. na bdzi sklenénych
vldken, nylonu a pod.), ktery jednak tlumi zvuk, J;ednak ma
napf. samozhdsejici nebo teplovzdorné vlastnosti'®. Jako ba-
riérovd vrstva byl pouzit tuhy PVC plnény siranem barnatym
o koncentraci 60 %. Jako alternativni materidly pro polymern{
bariéru byly pouzity polyestery, polyethery, polyurethany,
polyamidy ¢i polyethyleny. Vlastni polymerni pénovd matrice
byla tvorena rliznymi polyurethany, silikony, polyestery, po-
lyethery, polyamidy nebo polyethylenem a také plnéna sira-
nem barnatym spole¢né s dutymi sklenénymi mikrokulickami.
Pro zlepSeni uzitnych optickych vlastnosti mohou byt obé
vrstvy kompozitu pfibarveny ptidavkem ridznych pigmentd.
Dilezitou vlastnost{ této pénové matrice je struktura jeji vniti-
ni porozity, vyznacujici se systémem otevienych a vzdjemné
propojenych poru.

3.7. Sendvicové kompozity
s tvarovanymi kandlky (drdzkami)
nebo bez nich

Tento materidl se vyuzivd zejména na tlumeni vibraci
akrocejového hluku. Je vyroben z recyklované pryze z ojetych
pneumatik. Skldda se z ploché vrchni vrstvy a tvarované
spodni vrstvy do formy kandlkG V- a U-tvaru, které jsou
sméfovdny napfii¢ plochou pod tihlem 45°. Timto zptisobem je
snizena kontaktni plocha podkladového potéru (viz schéma
1(g)) s povrchovym potérem v rozmezi 20-65 % vici povr-
chové vrstvé podlahy'®. Granulometrie pouzitych dstic re-
cyklované gumy poskytla maximdlni hodnotu priméru ¢astic
2,5 mm. Pryzové castice byly ddle tepelné a tlakoveé hnéteny
a formovdny do vysledného bloku.

3.8. Sifované polymerni systémy

Vyroba téchto systému je zaloZena na lisovani vibracné
a zvukové izolacnich materidli pfimo do podoby tvarovek
konkrétni casti zafizeni. Postup vyroby spocivd v iniciaci
termického sitovani kapalné polymerni matrice pfimo ve tva-
rovacim zatizeni. Homogenni sifovaci ¢i polymerizaéni reak-
ce se dosahuje pouZitim vstfikovan{ horkého roztoku polyme-
ru (monomeru) do formy pomoci suché prehraté tlakové pa-
ry'®. Nejvétsi vyuziti tdchto systémi je v automobilovém
primyslu. Jako sitovaci systém byl pouzit fenolovy novolak,
fenol/formaldehydové, nebo ¢pavek/formaldehydové Zivice.
Jako dopliiky zvySujici uZzitné vlastnosti mohou byt pfiddany
tkané nebo netkané latky piimo do lisované soucastky.

3.9. Protihlukové bloky

Konstrukce téchto systému je zaloZena na vyuziti geomet-
rie télesa sestrojeného z nepriizvu¢ného materidlu (napf. beto-
nu a pod.)" a Ize ji modifikovat pfidavkem zvuk pohlcujiciho
¢asticového volné sypaného materidlu do volného objemu
bloku'*.

4. Zavér

Na zédkladé vyse uvedeného piehledu lze konstatovat, ze
pro konstrukci Siroké $kdly zvukové a vibracné izolacnich
systémi je vyhodné vyuZzit odpadnich polymernich materidlt
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(zejména drcené pryZe a plastd). To je vSsak mozné jenom po
vhodné mechanické tpravée a separaci podle druhu, velikosti
a tvaru Castic recyklatd. Pro piipravu vlastniho vibra¢né nebo
zvukové izola¢niho systému je dtlezity vybér vhodného poji-
va. Vhodnym systémem je napf. polybutadien/polyurethanové
pojivo odvozené od kapalného kaucuku Krasol LBH. Zvl14stn{
pozornost pii konstrukcei a vlastni vyrobé se musi vénovat také
povrchové predipravé drté vzhledem ke zvySeni vzdjemné
adheze pojivo—Céstice.

Tato prdce byla uskutecnéna s podporou spolecnosti Kau-
cuk, a.s., Kralupy nad Vitavou (clenem skupiny Unipetrol
group) v rdamci smlouvy o dilo ZC 98-19 a vyzkumného zdméru
FT Zlin ¢. CZT90015/99. Zvldstni podekovdni patri dr. J. Po-
desvovi (UMCH AV CR) za peclivou redakcni ipravu textu.
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1. Uvod

Hmotnostni spektrometrie se v poslednich dvou desetile-
tich vyznamné prosazuje v fadé odvétvi chemie jako selektivn{
a citlivd detek¢ni metoda. ProtoZe pro analyzu hmotnostnim
spektrometrem musi byt vzorek ionizovdn, byla navrZena
a jsou pouzivana mnohd spojeni (interface), kterd umoziuji
komunikaci hmotnostniho spektrometru zejména s vystupy ze
zafizeni, realizujicich separacni techniky na plynném nebo
kapalném vzorku (Gas chromatography mass spectrometry —
GCMS, Liquid chromatography mass spectrometry — LCMS,
Capillary electrophoresis mass spectrometry — CEMS aj.).
Spoluprdce separacnich technik s hmotnostnim spektromet-
rem je vyhodnd zejména proto, Ze nasledkem fragmentace
iontl v pribéhu ionizace vzorku jsou hmotnostni spektra casto
velmi bohatd na druhy ionti. Separace vyznamné usnadni
interpretaci spekter a naopak hmotnostni detektor umoznuje
téchto technik jsou moznd zejména proto, Ze vakuovd technika
jiz umoziuje tolerovat relativné velké piitoky plyna resp.
zplynovanych kapalin do iontového zdroje hmotnostniho
spektrometru.

V piipadech, kdy smés neobsahuje pfili§ mnoho litek
(jednd se napf. o sledovéni sloZek systému v priibéhu reakce),
je vyhodné studovat zmény koncentrace ldtek pfimo v roztoku.
Sledovani koncentrace reagujicich ltek in situ je vyznamné
téz v primyslovych aplikacich nebo pfi sledovani koncentrace
l4tek v Zivotnim prostiedi.

Membranovy vstup (Membrane introduction mass spec-
trometry — MIMS) se ukdzal pro tyto ucely jako velmi vhodnd
metoda. Obecné je MIMS povazoviana za metodu pro analyzu
velmi nizkych koncentraci t€kavych organickych ldtek pfimo
v kapalindch (napf. ve vodé nebo organickych rozpoustéd-
lech), v plynech (napi. ve vzduchu) nebo v pevnych ldtkach
(napf. v piddch) bez tpravy vzorku'. Spocivd v pouZiti polo-
propustné membrany, kterd ptisobi jako chemicky separétor
(sito) a umoZziuje molekuldm analytu selektivné proniknout
do hmotnostniho spektrometru, kde jsou ionizovany, hmot-
nostné analyzovany a detegovany. Byla navrzena celd fada
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membranovych spojeni s hmotnostnim spektrometrem, je-
jichz prehled lze nalézt v literatufe’®. Pro studium reakci
v plynné fazi navrhli takové zatizeni jiz v r. 1963 Hoch a Hok”
pro studium fotosyntézy a respirace, v roce 1992 pouzili
Schmidt a Vielstich' polytetrafluorethylenové (teflonové) mem-
brany podloZené ocelovou fritou ke studiu kinetiky tvorby
CO,, ktery vznikd v roztoku v priibéhu oscilujici Belousovy-
-Zabotinského reakce, v posledni dobé pouzival Lloyd] "aBo-
hétka'>" se spolupracovniky membrény ze silikonové pryze
k analyze plynd, které se tvori v prib&hu biologickych procest
v biologickych systémech a jsou znama téz komercni zafizeni
umoziujici analyzy plynt v terénu touto metodou (napf. mo-
bilni hmotnostni spektrometr EM 640/IMPACT ™ firmy Bru-
ker) i analyzy kapalnych vzorkt (Direct insertion membrane
probe — DIMP, MIMS Technology Inc., Palm Bay, FL). V li-
teratufe 1ze nalézt dalsi aplikace v analyze Zivotniho prostre-
di'*'7 a biologii'®?!'. Pehledné price o teorii a aplikacich
MIMS lze nalézt napf. v literatuie®%> 2,

Pro studium reakei v kapalné fazi je rozhodujici spravna
funkce membrény, oddélujici reakéni nddobku od vakuového
prostoru hmotnostniho spektrometru a dostatecné vykonny
vakuovy systém. Membrdna musi byt selektivni vzhledem
k analytu a dostatecné chemicky a fyzikdlné stabilni. Blizs{
popis prichodu litky membranou spojeného s difuznim pro-
cesem lze nalézt napf. v praci’’. MnoZstvi pienesené latky ve
staciondrnim stavu je umérné rozdilu parcidlniho tlaku ldtky
v roztoku a tlaku na vakuové strané membrany. Pro tok
molekul ldtky membrdnou lze ve staciondrnim stavu pouZit
Ficktiv zdkon difuze:

In 10
SV

A
F=>= .D.C 1
3 (1)

kde F je proud (mol.s™"), A plocha membrény (cm?), L tloustka
membrany (cm), D koeficient difuze (cm*s™), C koncentrace
analytu v roztoku (mol.dm™), s,,a s, je rozpustnost v membra-
né a ve vodé (mol.dm™).

Protoze za zvolenych pracovnich podminek je koncentrac-
ni gradient mezi obéma povrchy membrany hlavni hnaci silou
prichodu litky membranou, 1ze touto metodou provadét kvan-
titativni stanoveni analytu.

Pokud jsou plyny nebo sledované litky rozpustné v kapa-
liné, pak je tfeba membrdanu vhodné zvolit tak, aby byla
selektivnim vodi¢em pro sledované latky, a naopak aby kapa-
lina (rozpoustédlo) nebyla do vakuového prostoru hmotnost-
niho spektrometru propousténa®®3*.

Pozornost se obraci nyni zejména k analyze organickych
latek ve vodném prostiedi pro jeji vyznam v zZivotnim prostied{
jednak s pouzitim elektrochemickych metod (DEMS - dife-
renéni elektrochemickd hmotnostni spektrometrie)*>", jed-
nak pro analytické cile®®. v posledné jmenované przici3 8 byla
stanovena citlivost metody pro nékteré organické latky ve
vodnych roztocich s uzitim methylsilikonové resp. methylpo-
lysiloxanové membrédny pfimo a po acetylaci vzorkd. V préci
téhoz kolektivu®® bylo studovano chovéni fady dalsich orga-
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nickych latek ve vodnych roztocich metodou purge-and-mem-
brane (PAM) hmotnostni spektrometrie a v préci' bylo pro
zvySeni citlivosti metody pouZito ohfevu membrdany CO, la-
serem.

Vhodnost membran pro pouziti k separaci ¢dstic z roztoku
zavisi zejména na poldrnosti a polarizovatelnosti molekul,
které tvoii roztok (rozpoustédlo a rozpusténad latka) a na celé
fadé instrumentdlnich faktort (tloustka a materidl membrany,
velikost porti v membrané a jejich Cetnost, teplota roztoku
a pritomnost rusicich latek v ném).

Poldrnost membrany a propousténé latky jsou rozhodujici
pro hodnotu difuzniho koeficientu, ktery je kvantitativni fenome-
nologickou mirou pro mnozZstvi, které projde membrdnou za
jednotku ¢asu. Ukazalo se, Ze polytetrafluorethylenova i poly-
methylsilikonovd membrédna propousti dobie nepoldrni nebo
madlo poldrni molekuly organickych latek, obsaZenych ve vod-
nych roztocich, podobné jako plyny, a zadrzuje vodu®>'**,

Cilem této prace bylo ovéfit a ilustrovat funkci chemické-
ho reaktoru pro sledovdni chemickych reakci hmotnostnim
spektrometrem in situ a prozkoumat vlastnosti nékterych ko-
mercné dostupnych membran pro nékteré organické latky ve
vodnych roztocich z hlediska jejich pouziti v kinetickych
studiich.

2. Experimentalni ¢ast

Pozadavky na vlastnosti membrany jako interface mezi vod-
nym roztokem (vn&jii tlak 1 bar) a vakuem (107 bar) jsou po-
nékud konfliktni**, Membréana musi byt hydrofobni, aby zadr-
Zela vodu, a dostatecné hustd, aby udrzela dostatecné vakuum
v ionizaéni komiirce (min. 107 bar). Na druhé strang se viak
pozaduje, aby membrana méla dostatecnou prtiichodnost pro
sledované molekuly, aby byla dosaZena nizkd mez detekce.

Podminka pro dostate¢nou porozitu (horni mez poloméru
porti r) membrany plyne z kapildrni rovnice

rp,<-2.0.cos 9, (2)
kde ¢ je povrchové napéti vody, © je kontaktni thel vody
s membrdnou a p,_ je atmosféricky tlak. Dosazenim ¢iselnych
hodnot © = 126° (cit.*®) a5 =72.10° N.em™! (cit.*') dostaneme
r<0,8 um.

Pro méfeni byly zvoleny tyto membrany:

Materidl PTFE (GoreTex, No. S10570), velikost pord
0,02 pum, tloustka 75 wm, porozita 50 %,

materidl PTFE (na podloZce PES, Schleicher & Schuel,
TE30), velikost pért 0,02 um,

materidl PTFE (na podloZce PES, Schleicher & Schuel,
TE35), velikost port 0,2 wm,

materidl PVDF (Schleicher & Schuel, WESTRAN), veli-
kost p6rti 0,2 um (PTFE - polytetrafluorethylen, PVDF —
polyvinylidendifluorid, PES — polyester).

Aktivni plocha membriany byla ve vSech piipadech
0,8 cm?, coz je ddno plochou frity, podlozené pod folii, pro
zajisténi jeji mechanické stability proti vakuu. Jako frita byla
pouzita porézni hmota Siperm® R 14 (Tridelta Siperm GmBH,
Dortmund, SRN), se stfedni velikost{ pérd o priméru 14 pm
a porozitou 26 % (pramér frity 10 mm).

Konstrukce interface k hmotnostnimu spektrometru je na
obr. la, detail komdrky s fritou na obr. 1b. Komurka byla

A.

B.
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Obr. 1a. Celkové schéma interface MIMS; 1 — kvadrupdlovy analy-
zdtor, 2 — iontovy zdroj, 3 — pfivody k vakuovym pumpdm, 4 —
spojovaci ventil, 5 — reaktor (viz obr.1b)
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Obr. 1b. Detail reaktoru interface MIMS; 1 — spojovaci podstavec,
2 — teflonovy reaktor, 3 — teflonova folie, 4 — ocelova frita

zhotovena z materidlu PTFE, jeji vnitin{ primér ¢inil 15 mm,
vnéjsi 26 mm a vySka 70 mm. Vakuové spojeni komurky
s iontovym zdrojem hmotnostniho spektrometru bylo zajisté-
no pfes rucné ovlddany vakuovy ventil (Balzers, typ EVA 016
HX) a vstupni ventil hmotnostniho spektrometru (ventil sondy
pro piimy vstup vzorku) ptimo do iontového zdroje hmotnost-
niho spektrometru vedenim vlastni konstrukce. K méfeni bylo
pouZzito kvadrupdlového hmotnostniho spektrometru TRIO
1000 (Finnigan MAT, Fisons Instruments, San José, Califor-
nia USA) s rozsahem hmot m/z = 2—1000, s ndasobi¢em ionta
jako detektorem, vybavenym softwarem MASSLAB pro sbér
a zpracovani naméfenych dat.

Naméfeny iontovy proud /;Cdstice i v hmotnostnim spek-
trometru je imérny jejimu parcidlnimu tlaku p, v iontovém
zdroji a je funkci fady veli¢in, zdvislych mj. téZ na nastaven{
piistroje. BIiz&i popis lze nalézt napf. v praci*’. Parcidlni tlak
p; a iontovy proud /; dané slozky systému je vzhledem k per-
vaporaci membrdnou umérny jeji koncentraci v roztoku.
Kvantitativni méfeni hmotnostnim spektrometrem je relativn{
méfeni. Kalibrace a méfeni se tedy provadéji pfi stejném
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nastaveni piistroje (C, T, E, p(E), n,). Je proto nezbytné vést
experiment Casové tak, aby nedoslo k vyraznym zméndm
v pribéhu méfeni, piipadné provadét korekce na vnitini stan-
dard. Toto omezeni bylo pii dalsim experimentdlnim postupu
respektovano.

3. Pracovni postup a vysledky

Analyzy organickych litek ve vodném roztoku (voda
z Millipore systému — Milli-Q RG, Millipore Corp., Bedford,
MA) byly provadény v SIM (selected ion monitoring) moé-
du prace hmotnostniho spektrometru. Vhodné ionty pro sle-
dovéani v SIM-médu byly vybrany z naméfeného spektra zi-
skaného s reaktorem, obsahujicim roztok organické latky ve
vodé po odecteni pozadi, namétfeného s reaktorem bez sle-
dované latky. Vysledky jsou pro jednotlivé litky uvedeny
v tab. I. Prestoze byla spektra ziskdvdna ionizaci ndrazem
elektrond (EI+), pik na hmoté¢ (M+1) (M znac¢i molekulo-
vy pik) byl u benzenu i naftalenu vyssi, nez by odpovidalo
jeho zastoupeni vypoctenému pro obsah uhliku C"* v pfiroze-
né izotopické smési. Jednd se o prispévek chemické ionizace
sledované litky pfenosem ndboje molekulami H,O, které
vznikaji ionizac{ par vody, které pronikly do iontového zdro-
je membrdnou. Piiklad spektra benzenu, naméteného po pri-
chodu membrdnou z nasyceného vodného roztoku, po ode-
¢teni pozadi, je na obr. 2 (nahotfe). Pro srovnani je uvedeno
také spektrum z knihovny spekter NIST (obr. 2 — dole).
Z obrdzku je zfejmy vliv prostiedi na ionizaci molekul. Inten-
zita signdlu, zdvisld na koncentraci organické ldtky v roztoku,
byla méfena jako rozdil intenzity iontového proudu pro zvo-

N Hits
Sample ID: vodny roztok 4.55 e-5

2BEN 68 (1.125)

o
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lenou hmotu pred a po pfidani stanovované latky do roztoku.
Naméfend intenzita iontového proudu byla normovina na
okamzitou hodnotu iontového proudu pdry vody jako stan-
dardu. Pridavky byly realizovdny jednotlivé do odméteného
objemu vody ze zdsobnich roztokt ldtek a roztokem bylo
intenzivné michano. Pied kazdym méfenim byla nadobka
promyvdna vodou pro odstranéni paméfového efektu. Odezva
hmotnostniho spektrometru na pridani ldtky, dand prinikem
latky membranou, byla v mezich pozorovacich chyb (£ 1 s)
okamzitd a vyska signdlu se po dobu nékolika minut neménila.
Bylo provedeno porovndni 4 riznych druhti membrdn pro
benzen a naftalen. Zavislost naméfeného iontového proudu
pro detegovanou hmotu 78 pro benzen na koncentraci benzenu
ve vodném roztoku je uvedena na obr. 3 a analogicka zdvislost
naméfeného iontového proudu pro detegovanou hmotu 128
pro naftalen na koncentraci naftalenu je uvedena na obr. 4.
Jednotlivé pfimky odpovidaji membrdndm A, B, C a D. Me-
ze detekce, stanovené porovndnim intenzity iontového proudu

Tabulka I
Meze detekce 36 benzenu a naftalenu pii pouziti jednotlivych
membran [mol.dm'3]

Parametr Benzen  Naftalen n-Propanol
Meérena hmota (SIM) 78 128 43
Membrdna A 2,7.10° 6,0.10°° 5,0.10°°
Membrédna B 1,7.10° 1,4.10° -
Membrana C 1,4.107 2,8.107 -
Membrdna D 45.10° 2,3.10° -
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Obr. 2. Spektrum benzenu ve vodném roztoku po odecteni pozadi pri pouziti popsaného interface MIMS (nahofte), spektrum benzenu z

knihovny NIST (dole)
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pozadi s naméfenou intenzitou iontového proudu vzorku podle
vztahu:

Mez detekce =3 6, kde G je stiedni kvadratickd odchylka

jsou pro jednotlivé pfipady uvedeny v tabulce 1.

Pro membrdnu A byla jeSté dal$im méfenim na hmoté 43
zjiSténa zdvislost iontového proudu na koncentraci n-propa-
nolu. Vysledky méfeni pro benzen, naftalen a n-propanol jsou
pro tuto membrdnu porovnany na obr. 5. Z obrazku je ziejmé,

180

3

110

120

60

¢,.10™, mol.I”

Obr. 3. Intenzita iontového proudu benzenu / v zavislosti na jeho
koncentraci c¢,ve vodném roztoku pri pouZiti interface MIMS pro
razné membrany; / — membrdna A, 2 — membrdna B, 3 — membrédna
C a4 — membrdana D
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Obr. 4. Intenzita iontového proudu naftalenu / v zavislosti na jeho kon-
centraci ¢, ve vodném roztoku p¥i pouZiti interface MIMS pro riiz-
né membrany; / — membrdna A, 2 — membrana B, 3 — membrana C
a4 — membrdna D
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Ze n-propanol je vzhledem ke své polarité¢ propoustén mem-
branou podstatné méné nez benzen a naftalen. Vzdjemny vliv
benzenu a naftalenu na hodnotu naméteného iontového prou-
du je uveden na obr. 6a, b. Ukazuje se, ze citlivost metody
(smérnice piimky, vyjadiujici zdvislost odezvy na koncentra-
ci), stejné jako mez detekce, je ovlivnéna piitomnosti dal§ich
latek. Jako ptiklad sledovani kinetiky v roztoku byla zvolena
reakce zmydelnéni ethylesteru kyseliny octové:

CH,COOC,H, + OH™ 2 CH,COO™ + C,H.OH

Byla sledovana zavislost iontového proudu pro hmotu 88
(etylester kyseliny octové), kterd byla pomoci kalibra¢ni kfiv-
ky, sestrojené pri teploté¢ méfeni, transformovana do koncen-
tracnich soufadnic a rychlostni konstanta byla vyhodnocena
standardni metodou jako reakce 2. fadu:

L (a—x)b
[t(a—b)] : |:(b—x)a:| (3)

Tabulka II

Hodnoty rychlostni konstanty reakce zmydelnéni ethylesteru
kyseliny octové pro rtizné teploty stanovené metodou MIMS
a metodou vodivostni v [dm .mol'l.s"]

k=

Teplota Intenzivni michdni
[°C] MIMS vodivostni méfeni
25 11,7+0,3 11,905
32 12,8 +£0,8 12,3+0,5
39 13,709 13,5+0,5

Pozn.: Hodnoty udédny vcetné smérodatnych odchylek

75

110

50

25

c. 10_5, mol.1™

Obr. 5. Iontové proudy (I) benzenu, naftalenu a n-propanolu ve
vodném roztoku pri pouziti interface MIMS a membrany A; / —
naftalen, 2 — benzen, 3 — n-propanol
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Obr. 6a. Iontovy proud benzenu pii pouziti interface MIMS ve
vodném roztoku a ve vodném roztoku ve smési s naftalenem; / —
benzen ve vodném roztoku, 2 — benzen a naftalen ve vodném roztoku

kde a, b jsou pocatecni koncentrace ethylesteru a NaOH a x
zreagovany podil ethylesteru v &ase 7. Cas 1 = 0 se vztahuje
k okamziku smiseni reaktantti o zndmych pocdte¢nich kon-
centracich (0,0025 M ethylester kyseliny octové; 0,00375 M-
-NaOH). Smés byla intenzivné michdna. Prib&h koncentrac-
nich zmén je na obr. 7. Hodnoty konstanty k byly porovndny
s hodnotami ziskanymi vodivostnim métfenim, pii kterém bylo
smési stejné intenzivné michdno. Vysledky z obou metod jsou
uvedeny v tabulce II.

4. Diskuse

v

dosazeno pouzitim membrany A, zatim co ostatni membrany
maji meze detekce pro benzen i naftalen dosti podobné. Stejné
z4véry je mozno ucinit i o citlivosti metody (smérnice zdvis-
losti iontového proudu na koncentraci — obr. 3 a 4). Pouzitim
membrany A je citlivost podstatné zvySena a pro naftalen je
navic vyssi nez pro benzen. Zdvislost intenzity iontového
proudu na koncentraci je linedrni pro vSechny tfi sledované
organické litky (benzen, naftalen, n-propanol — obr. 5). Pro-
toze n-propanol je poldrni latka, je propustnost membrany pro
néj nizka a citlivost jeho detekce mald. Jsou-li pfitomny dvé
latky spolecné (napf. benzen a naftalen — obr. 6) pak z obraz-
ku 6 je vidét, Ze citlivost klesd. Tento jev muliZe souviset se
vzdjemnym ovliviiovdnim difuze sloZek membrdnou. Z ana-
lytického hlediska lze v téchto piipadech doporucit metodu
konstantniho piidavku (kalibrace zndimym piidavkem pifmo
v méfeném roztoku).

Vyhodnoceni koncentracnich zmén v zdvislosti na Case
poskytlo vysledky v dobré shodé s vysledky ziskanymi pomo-
ci vodivostniho méfeni zmén koncentrace slozek pii reakci,
jak je zfejmé z tabulky II.

Membranovy vstup poskytuje moznosti citlivé detekce
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Obr. 6b. Iontovy proud naftalenu pii pouziti interface MIMS ve
vodném roztoku a ve vodném roztoku a ve smési s benzenem; / —
naftalen ve vodném roztoku, 2 — naftalen a benzen ve vodném roztoku
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Obr. 7. Sledovani kinetiky reakce zmydelnéni ethylesteru kyseliny
octové hydroxidem sodnym. Konverze hydrolyzy ethylesteru kyse-
liny octové na Case. 25 °C, 32 °C a 39 °C

zmén koncentrace organickych liatek ve vodnych roztocich
a nabizi zcela nové moznosti ziskavani chemickych informa-
ci.

Autori dekuji prof. dr. Helmutu Baltruschatovi, Univerzita
Bonn, za poskytnuti folie A, firmé Schleicher & Schuel za
poskytnuti folii B, C a D, firmé Tridelta Siperm GmBH Dort-
mund za poskytnuti frity, Ing. Janu Dupdkovi, CSc., UPT AV
CR Brno, za svareni spojeni elektronovym paprskem a Fran-
tisku Macourkovi za technickou asistenci.
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Doslo dia 26.1V.1999

KIicové slovd: selén, akumulécia selénu, Escherichia coli,
Lactobacillus, Acetobacter

1. Uvod

Prirodné latky s antioxidacnymi ti¢inkami na organizmus
v potravindch v poslednom obdobi naberdji na vyzname.
Chrénia jednotlivé komponenty buniek pred oxida¢nym stre-
som. Stres sa moZze prejavit ako dosledok metabolizmu bunky,
ale moze byt zapricineny aj vonkaj$imi faktormi ako si mu-
tagény fyzikdlneho a chemického povodu. Z tohto hladiska
nadobudajui zvyseny vyznam najmé mikronutrienty s antioxi-
da¢nymi vlastnostami medzi ktoré patria vitaminy skupiny C
a E, flavonoidy, antokydny a minerdlne stopové prvky. A
prave minerdlne stopové prvky ako je zinok, selén, med,
chrom a dalSie si predmetom S$tidia mnohych laboratorif
zaoberajucich sa raciondlnou vyzivou Zivocichov a cloveka.
Prirodné antioxidanty st vyznamné z hladiska protektivneho
ucinku, nie len na LDL cholesterol, ale maji predovsetkym
antikancerogénne a antimutagénne vlastnosti.

Selén v bunkdch zivych organizmov sa vyskytuje viazany
na selenocystein, kde je jednou z integralnych sucasti enzymu
glutationperoxiddzy, ktory sa zicastiuje pri intraceluldrnom
opravnom mechanizme oxidativnych poskodeni v bunke. Se-
Ién je tiez pritomny v 5—i(’)d0tyron1’ndeaminéze1, v selenopro-
teine P a dalSich selenoproteinoch®. V poslednom obdobi sa
ukazuje, Ze selenoproteiny maju podstatny pozitivny vplyv na
imunitny systém vyssich organizmov>.

Mnohé ochorenia ako je kardiomyopatia, postihuje pre-
vazne malé deti a gravidné Zeny a osteorafia je spdsobend
prijmom menej ako 19 g selénu na deir*. Ak je selén v opti-
madlnej koncentrdcii v organizme, zabranuje tvorbe rakoviny
a hlavne potld¢a kardiovaskularne ochorenia™®.

Selén sa v zdkladnych potravindch vyskytuje v dvoch
formdch. V organickej podobe, v bielkovinich ako sucast
selenometioninu a selenocysteinu, alebo v anorganickej forme
ako selenicitan a selenan. Vzdjomny vztah obidvoch foriem
pri metabolizme popisal Young’. Koncentrécia selénu v potra-
vindch je zdvisld od prirodnych podmienok, tj. od koncentricie
selénu v polnohospodarske;j pédes. Selén sa naspit do pddy
dostdva po biologickej recykldcii v organizme v podobe tri-
metylselenonia v mocovine, ako aj vo forme elementarneho
selénu a kovového selénu. Relativne inertnd forma selénu sa
meni prostrednictvom pddnych baktérif na selenit a selenan’.

Mnozstvo selénu v prostredi je rozdielne a je zdvislé
od prirodnych podmienok v jednotlivych krajindch'®. V Ja-
ponsku je to az 130 ug kg™ zeminy'!, pricom na Slovensku iba
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25 ng kg zeminy o sa negativne odrdza aj na jeho mnoZstve
v zékladnych potravindch, ako je mlieko, syry, vajcia a chlieb.
vici, hubéch a v brazilskych orechoch.

I ked sa v poslednom obdobi venuje znacnd pozornost
Stidiu vplyvu selénu na Tudsky organizmus o jeho metabo-
lizme v Tudskych bunkéch vieme eSte pomerne mélo hoci
pozndme efekt chemickej formy selénu na niektoré zdvazne
ochorenia ¢loveka. Mnohé $tidie potvrdzuju, Ze selenometio-
nin do buniek prechddza aktivnym transportom podobne ako
metionin, naproti tomu anorganicky selén bunky absorbuju
mechanizmom difizie cez bunkovi membréanu. Selenocystein
prechddza do bunky aktivnym mechanizmom spolu s ostatny-
mi béazickymi aminokyselinami'*!*

2. Materidl a metédy

2.1. Bakteridlne kmene

Bakteridlne kmene Acetobacter pasteurianus a Escheri-
chia coli pouzité v experimentoch pochddzaji zo zbierky
mikroorganizmov na katedre molekuldrnej bioldgie Prirodo-
vedeckej fakulty UK v Bratislave. Kmene Lactobacillus si zo
zbierky mikroorganizmov Vyskumného ustavu potravindr-
skeho v Bratislave z pracoviaka VUP Biocentrum Modra.

2.2. Kultivacné média a kultivdcia
baktérii

Kmene E. coli sme kultivovali na kvapalnom Luria-Bar-
toni (LB) médiu (5 g tryptén, 5 gkvasni¢ny autolyzit, 5 g NaCl
pH 7,2 na 1000 ml média), bunky Acetobacter pasteurianus
na YPM médiu (5 g kvasni¢ny autolyzit, 3 g pepton, 20 g
manitol) pri teplote 28 °C a Lactobacillus na MM médiu (5 g
kvasni¢ny autolyzdt, 10 g hovédzi extrakt, 10 peptén, 20 g
glukéza, 5 ml Tween 80, 2 g K,HPO,, 5 g octdn sodny, 2 g
citronan aménny, 0,2 ¢ MgSO,.7H,0, 0,05 ¢ MnSO, pH 6,2
na 1000 ml média) pri teplote 37 °C. Pri priprave pevnych
médii sme priddvali 20 g agaru na liter média. Média boli
suplementované seleni¢itanom sodnym do koncentrécie uve-
denej v jednotlivych experimentoch.

2.3. Stanovenie koncentrdcie selénu

Rozrastené bunky sme usadili 10 min centrifugdciou pri
12 000 g a po zliati supernatantu sme bunky dvakrat premyli
destilovanou vodou. Po mineralizicii supernatantu a sedimen-
tu sme koncentrdciu selénu stanovili atomovou absorbcnou
spektrometriou (merania sa uskutocnili vo Vyskumnom usta-
ve potravindrskom v Bratislave). Ako Standard sme pouzili
seleni¢itan sodny.

3. Vysledky a diskusia

V eurdpskych krajindch je prijem biologicky dolezitych
nutricnych antioxidantov oproti odporu¢anému prijimu po-
merne nizky. Tento stav je spdsobeny rozdielom v stravovan{
sa obyvatelstva. Preferuje sa zvySend konzumadcia predovset-
kym rafinovanych tukov a cukrov na tikor nerafinovanych'.
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Nemenej vyznamnym faktorom nizkeho prijmu selénu je pre-
dovsetkym nizka konzumadcia ovocia a zeleniny, ktoré orga-
nizmus obohacuju nielen o antioxidanty minerdlneho pdvodu,
ale aj o polyfenolické zliceniny (taniny), antokydny, betakya-
ny a zmes rdéznych potrebnych vitaminov.

Jednou z moznosti ako suplementovat nedostatok mikro-
elementov v potravindch je ich priddvanie do potravin v takej
forme, ktoru je organizmus schopny najlepsie vyuzit. Najjed-
noduchsia suplementdcia selénu do potravin je priame prida-
vanie anorganickych soli. Z hladiska efektivnosti je vyhodnej-
Sie selén priddvat prostrednictvom mikroorganizmov, ktoré ho
zabudujui v organickej forme do aminokyselin a bielkovin
v podobe selenoproteinov. Experimenty ukdzali, Ze takéto
zaClenenie selénu do aminokyselin ako je cystein a metionin
prebieha prevazne v eukaryotickych bunkdch. Z potravinar-
skeho hladiska najmé v bunkdch mlie¢nych baktérii, ako je
Lactobacillus, alebo v potravindrskych nepatogénnych kva-
sinkdch. Iné typy baktérif ukladaju tazké kovy, napr. teldr, vo
forme krystdlov'®. Bunky octovych baktérii ukladaji selén
v upravenej amorfnej metabolizovatelnej forme.

3.1. Schopnost rastu buniek E. coli
na médidch so selénom

Pri kultivdcii na médidch so selénom, je potrebné sustredit
sa na kmene, ktoré su schopné akumulovat selén ¢i uz v amor-
fnej forme, alebo vo forme selenoproteinov. Z hladiska vyzna-
mu a vyuzitelnosti bakteridlnych druhov na kumuléciu selénu
v bunkdch sme testovali potravindrsky vyznamne druhy bak-
térif rodov Lactobacillus a Acetobacter v porovnani s niekto-
rymi zdkladnymi laboratérnymi kmenmi buniek Escherichia
coli. Po pridani bakteridlnej kultiry do potravin sa ocakdva
dosiahnutie potrebnej dennej davky pre Tudsky organizmus.

Devit druhov buniek Escherichia coli sme kultivovali na
tekutom LB médiu s pridavkom seleni¢itanu sodného v kon-
centraciach od 0,86-17,2 g na liter média. Vsetky testované
baktérie st schopné rast a prezivat do koncentrdcie 1,72 g na
liter média. Pri vyssich koncentracidch selenicitanu (obrazky
1 a2)je schopnost rastu a prezivania buniek mensia. Najniz§iu
rezistenciu voci seleniCitanu maji bunky Escherichia coli
XL1 a Escherichia coli JM109, oproti tomu najvysSia rezis-
tencia voci selénu sa prejavuje v bunkdch Escherichia coli
BB4. Ako ukazujui vysledky vyssie percento prezivania maju
bunky, ktoré sa viac menej podobaji divym kmenom oproti
bunkdm konStruovanym pre molekuldrno biologické analyzy
v laboratdridch.

3.2. Schopnost rastu buniek
Lactobacillus spp. rdst na seléne

Z potravindrskeho hladiska 18 vyznamnych baktérii rodov
Lactobacillus sme testovali na schopnost rastu na kultivacnom
médiu, do ktorého sa priddval selenicitan roznej koncentricie.
Dvandst z nich Lactobacillus plantarum, Lactobacillus bre-
vis LM3/1, Lactobacillus brevis LM4/3, Lactobacillus brevis
LM5/5, Lactobacillus sake 16, Lactobacillus plantarum 965,
Lactobacillus paracasei LMS5/6, Lactobacillus bavaricus
M/401, Streptococcus thermophilus, Pediococcus parvulus,
Pediococcus pentosaceus FBB 61, Pediococcus pentosaceus
FBB 61/12 (tabulka I) bolo schopnych rast v aerébnych pod-
mienkach na médidch so seleni¢itanom do maximadlnej kon-

130

Laboratorni pfistroje a postupy

120 T T T T T T T

80

40

PreZivanie buniek [%]

A

0 1 Y 1
1,7 34 5,1

6,8 85 10,2 11,9 13,6 15,3 17,0
c, g.l-l

Obr. 1. Percento prezivajicich buniek Escherichia coli v tekutom

kultivacnom médiu s réznou koncentraciou selenic¢itanu sodného.

A Escherichia coliTG1,B Escherichia coliBB4, C Escherichia coli
XL1, D Escherichia coli K12, E Escherichia coli HB101
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Obr. 2. Percento prezivajucich buniek Escherichia coli v tekutom
kultivaénom médiu s r6znou koncentraciou selenic¢itanu sodného.
A Escherichia coli IM108, B Escherichia coli IM109, C Escherichia
coli DH1, D Escherichia coli MC4100
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Obr. 3. Rast buniek na médiu s roznou koncentraciou selenic¢itanu
sodného. A Lactobacillus plantarum BILL DCAM 026, B Lactoba-
cillus plantarum LV 4/10 DCAM 077, C Lactobacillus lactis subsp.
cremoris DCAM 088, D Lactobacillus pentosus DCAM 006, E Lac-
tobacillus sake 16 DCAM 109, F Lactobacillus plantarum C11
DCAM 110

centrdcie 6 g na liter média. Naproti tomu dalSich Sest druhov
Lactobacillus rastlo na selenicitane v koncentra¢nom rozsahu
od 8,6 do 43 g na liter kultivacného média (obrazok 3).

3.3. Schopnosf rastu buniek
Acetobacter pasteurianus na seléne

Prokaryotické bunky Acetobacter patria podobne ako Lac-
tobacillus medzi vyznamné baktérie vyuzivané v potravindr-
skom priemysle. Preto schopnost buniek rast na vyssich kon-
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Tabulka I
Schopnost rastu baktérii mliecneho kvasenia na MM médiu
s roznou koncentraciou selenicitanu sodného (c)

Baktérie Medzinarodné c
oznacenie kmenov [g.l'l]
Lactobacillus plantarum DCAM 004 1,7
Lactobacillus brevis LM3/1 DCAM 080 0,8
Lactobacillus brevis LM4/3 DCAM 081 1,7
Lactobacillus brevis LM5/5 DCAM 082 3,5
Lactobacillus sake 16 DCAM 108 5,2
Lactobacillus plantarum 965 DCAM 111 1,7
Lactobacillus paracasei DCAM 083 0,8
LM5/6
Lactobacillus bavaricus DCAM 112 3,5
M/401
Streptococcus thermophilus DCAM 009 1,7
Pediococcus parvulus DCAM 116 4,2
Pediococcus pentosaceus DCAM 113 5,2
FBB 61
Pediococcus pentosaceus DCAM 114 1,7
FBB 61/12

centrdcidch selénu je z potravindrskeho hladiska dost vyznam-
na. Pri $tidiu schopnosti kumuldcie selénu do buniek baktérif
Acetobacter sme testovali Styri druhy A. pasteurianus 2374,
A. pasteurianus 3612, A. pasteurianus 3613 a A. pasteurianus
3614. Bunky na minimdlnych tekutych ako aj pevnych médi-
dch réstli do koncentricie selénicitanu 17,2 g.I"". Bunky A. pa-
steurianus 3612 a A. pasteurianus 3614 boli schopné rast az
do koncentrécie 56,8 g.I"' selénu. Z rozrastenych buniek po ich
niekolkondsobnom premyti a mineralizdcii sme stanovovali
koncentriciu selénu v bunkdch atémovou absorbénou spek-
trometriou.

Pri porovnani dvoch zdkladnych bakteridlnych druhov
Escherichia coli a Lactobacillus vidiet, Ze prevaznd vic¢Sina
buniek oboch druhov baktérii je schopnad rdst na selic¢itane do
koncentracie 6 g.1"'. Naproti tomu niektoré druhy st schop-
né rdst na médiu s trojndsobnou koncentriciou selenicitanu
a niektoré druhy Lactobacillus dokonca na médiu s koncen-
traciou selénu viac ako 40 g.I'\. Tieto koncentricie sd dosta-
tocne vysoké na to, aby po suplementdcii potravin Zivymi
bunkami rodu Lactobacillus alebo bielkovinami tohto druhu
pokryli dennd ddvku selénu potrebnu pre optimdlnu reguldciu
metabolickych drah vo vys$sich organizmoch.

Na tomto mieste bude potrebné aj odpovedat na poloZent
otdzku, od ¢oho zdvisi schopnost kumuldcie vy3sej koncentra-
cie selénu v bunkdch a akym mechanizmom sa selén do buniek
dostdva. Experimenty ukdzali, Ze bunky E. coli TG1 za nor-
malnych podmienok rasti na seléne do koncentracie 7,1 g.1".
Postupnym preockovavanim na vyssie koncentracie selenici-
tanu je mozné indukovat ich schopnost rastu az na koncentra-
cidch do 41,2 g.1"" na liter média. Podobne je to aj u buniek
A. pasteurianus, ktoré bezne rasti na médiach s pridavkom
17,2 g‘l'1 selénu. Adaptovanim buniek v prostredi s vySSou
koncentrdciou selénu dosiahneme schopnost rastu buniek az
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na 56,8 g.1" koncentrécii, ¢o je trojnasobok povodnej koncen-
tracie. Pri merani koncentracie selénu v kultivatnom médiu
a v bunkdch baktérif pred kultiviciou a po skoncenf kultivacie
sme zistili, Ze v médiu zostdva asi 11 % z priddvaného selénu.
Toto mnozZstvo je vzdy rovnaké nech bunky kultivujeme pri
akejkol'vek koncentrdcii selénu. Zostdva nezodpovedand otdz-
ka, preco bunky z prostredia pri nizkych koncentraciach nevia-
Zu selén tuplne.
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Prokaryotic and eukaryotic cells accumulate some heavy
metals, storing and incorporating them in metalloproteins.
This process was studied in nine bacterial strains of Esche-
richia coli, four strains of Acetobacter pasteurianus and eigh-
teen genera of Lactobacillus bacteria. The results showed the
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Uvod

Jako polymorfismus neboli interindividudlni variabilita je
oznacovan jev, kdy odezva na 1é¢ivo mezi jednotlivci je
kvantitativné i kvalitativné odli§nd. I kdyZ jsou tyto rozdily
patrné u vSech ChemickYCh i biolo gick}?ch déja, kter}?m lééivo
biotransformace 1éciv. Pro metabohsmus 1é¢iv je primdrné
rozhodujici geneticky urCend aktivita enzymd, tj. metabolicky
genotyp jednotlivce. Informace o metabolismu 1é¢iv a funk-
¢nosti jednotlivych metabolickych drah mohou predem zabra-
nit pouziti ptipravkd, které by byly pro daného jedince toxické
nebo naprosto nedcinné".

Nas zdjem se soustiedil na enzymovy systém cytochromu
P450 (CYP450), ktery katalyzuje vétSinu reakei prvni faze
biotransformace xenobiotik v lidském téle. Jeho izoformu 2D6
(CYP2D6) charakterizuje vyrazny geneticky polymorfismus,
ktery je ve srovnani s ostatnimi CYP450 nejvice prozkouman.
V literatufe bylo popsdno jiZ vice nez 50 alel, které kéduji
CYP2D6 s riiznou aktivitou a vysvétluji tak pritomnost poma-
lych, intermedidrnich, rychlych a ultrarychlych metabolizd-
tort CYP2D6 v lidské populaci®.

Rychlost, s jakou dany jedinec xenobiotika — substraty
CYP2D6 — metabolizuje, 1ze predpovédét bud urcenim geno-
typu (analyzou DNA), nebo urc¢enim fenotypu, tj. poddnim
vhodné modelové latky, jejiz metabolismus zavisi vylucné na
aktivit¢ CYP2D6. Fenotyp je pak mozné zjistit na zdkladé
mnozstvi podané modelové litky a jejtho metabolitu (-0)
v krvi nebo v moci.

Pro zjistovani aktivity CYP2D6 v pokusech in vivo jsou
nejcastéji jako modelové latky pouzivany debrisochin, spar-
tein a dextromethorphan (DM). Velice V)?hodny je DM pro-
potdddni in vitro a in vivo bylo prokazano 7e O-demethylaci
DM na dextrorphan (DEX) (obr. 1) v lidském organismu
katalyzuje témér vylucné CYP2D6. Indexem, ktery spolehlivé
odrdzi aktivitu CYP2D6, je tzv. metabolicky pomér (MP). MP
je pomér molarnich koncentraci DM a DEX v moci:

MP = Cpy/ Cppx
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Jedinci s MP > 0,3 jsou pomali metabolizitofi, zatimco
ostatni jsou metabolizatofi rychli.

Alternativni cesta metabolismu DM na 3-methoxymor-
phinan (MM) je katalyzovdna nékterymi dalS$imi izoenzymy
(CYP450, viz obr. 1). Tato cesta se na metabolismu DM podili
asi z 10 %. DEX a MM dadle podléhaji demethylaci na hydro-
xymorphinan (HM). DM a MM jsou vylucovany do moci
piimo, DEX a HM prevazné jako glukuronidy.

Cilem studie bylo vypracovat HPLC metodu pro stanoveni
DM a metaboliti v moci a ovéfit ji pfi stanoveni fenotypu
CYP2D6 ve vzorku zdravych subjektii populace Ceské repub-
liky.

s vz

Experimentalni ¢ast

Studie se zuicastnilo 102 zdravych, neptibuznych dobro-
volnikd ve véku 20-35 let (59 muzi, 43 Zen). Jednordzoveé jim
byl poddn hydrobromid dextromethorphanu v ddvce 27,5 mg
per os (25 ml sirupu Wick Formula 44 Plus S, Wick Pharma,
Gross-Gerau, SRN).

Dobrovolnici sbirali kvantitativné mo¢ v intervalu 0—4
hodiny po poddni latky. Objem moce byl stanoven vdzenim
a odebrané vzorky (dvakrdt 2 ml) byly uchovany pfi teploté
—-80 °C az do analyzy (nejdéle 2 mésice).

HPLC

Izola¢ni postup sledovanych liatek z moce a stanoveni
jejich koncentraci metodou HPLC s fluorescen¢ni detekci
vznikl tipravou metod publikovanych v literatuie®®

Konfigurace pristroje: Pumpa LC-10AS, ddvkovaci zafi-
zeni SIL-10A a fluorescen¢ni detektor RF-10A (excitacni
a emisni vlnovd délka 280 nm/310 nm) od firmy Shimadzu
(Kyoto, Japonsko).

Dextromethorphan Methoxymorphinan
CH,0

CYP3A4
—
CYP2C19

CYP2D6 | (CYP2CI9, CYP2D6

CYP2C9)
HO

— CH, NH

@]
<
o
W
l>
S

Dextrorphan Hydroxymorphinan

Obr. 1. Biotransformace dextromethorphanu v jatrech
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Chromatografické podminky: kolona: Tessek phenyl,
1503 mm, 5 um (Tessek, Praha, CR); predkolona: Tessek
phenyl, 30x3 mm, 10 wm (Tessek, Praha, CR); mobilni faze:
acetonitril — KH,PO, pufr (0,01 mol.I'), v poméru 3:2 (v/v),
triethylamin (350 pl.I""), pH 3,6 (upraveno H%PO4, 0,1 mol.l"l);
prutokovd rychlost mobilni faze 0,7 ml.min~ (160—170 MPa);
temperace kolony 30 °C, temperace autosampleru 10 °C; vniti-
ni standard: betaxolol (betaxololi hydrochloridum, Lokren
20 mg tbl., Synthelabo, Francie).

Standardy analyzovanych ldtek: dextromethorphan hydro-
bromid monohydrdt, (+)-3-methoxymorphinan hydrobromid,
(+)-3-hydroxymorphinan hydrochlorid a vinan dextrorphanu
monohydrit od firmy Hoffmann-La Roché, Svycarsko.

Uprava vzorki moce pifed analyzou

DM a jeho metabolity byly ze vzorkli moce izolovany
metodou extrakce a reextrakce v systému kapalina—kapalina.
Konjugdty DEX a HM s kyselinou glukuronovou byly pred
extrakei hydrolyticky rozs§tépeny enzymem [3-glukuronida-
sou. Pfi hydrolyze byl 1 ml moce s pfidavkem 0,4 ml octanu
sodného (0,2 mol.I'") a 0,031 ml (1,620 pkatal.I'") B-glukuro-
nidasy inkubovdn ve vodni ldzni temperované na 37 °C. Inku-
bacni doba 18 h byla pfedem experimentdlné ovéfena jako
dostatecnd pro dplnou hydrolyzu glukuronidi.

Pro stanoveni koncentraci DM a MM byly extrahovdny
vzorky nefedénych inkubac¢nich smési a pro stanoveni kon-
centraci HM a DEX byly pouzity vzorky inkubac¢nich smési
fedénych slepou moci. Faktor fedéni (10, 50 nebo 100) se
u jednotlivych dobrovolnikd lisil v zdvislosti na velikosti diu-
rézy.

K 1 ml smési fedéné i nefedéné bylo pfidano 0,4 ml
Na,CO; (0,5 mol.l‘l), 0,1 ml vnitfniho standardu (5 ng.l",
fedéno 0,1 mol.l' HCI) a 4 ml extrak&niho &inidla (hexan:
n-butanol, 9:1 v/v). Po 15 minutovém protiepdni extrakéni
smési nasledovala centrifugace (2200 rpm, 15 min). Potom
byly zkumavky se vzorky vloZeny do chlazené hexanové lazné
(=20 °C). Po zmrznuti vodné fdze byla organickd vrstva pie-
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Obr. 2 Chromatograficky zdznam analyz mo¢i; B — chromatogra-
ficky zaznam slepé moci, L2 chromatograficky zdznam kalibracniho
bodu L2: / — hydroxymorphinan, 2 — dextrorphan, 3 — betaxolol, 4 —
methoxymorphinan, 5 — dextromethorphan
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vedena do cisté konické zkumavky. Vodna fdze byla po roz-
mrazeni extrahovdna jest€ jednou stejnym postupem. Orga-
nické faze z obou extrakci byly spojeny a pouZzity k reextrakci.
Ke spojenym organickym fdzim bylo pfidano 0,3 ml KHSO,
(0,01 moL.I'"). Po 15 minutovém tfepdni nasledovala centrifu-
gace (2200 rpm, 15 min). Potom byla vodnd vrstva opét
vymraZzena a organickd faze byla odsdta. Vodna féze byla po
rozmrazeni nastfikovdna na kolonu v objemu 3-50 pl.

Kalibra¢ni fada a vzorky kontroly kvality byly pfipravo-
vany gravimetricky fedénim zdsobnich roztokl standarda sle-
pou moci (konc. zdsobnich roztokti: DM 176,4 mg.l'l, MM
143,0 mg.1"', DEX 1791,9 mg.I" a HM 1073,0 mg.I"", fedéno
0,1 mol.I'"HCI). Rozsahy koncentraci jednotlivych litek v ka-
libra¢ni fad& byly 4,87.10°-0,159 mg.1" pro DM, 5,16.10°—
0,167 mg.1"' pro MM, 0,0916-2,986 mg.1 ' pro DEX a 0,0465—
1,489 mg.I" pro HM.

Parametry kalibracnich zdvislosti byly ziskdny ze zdvis-
losti poméru ploch pikd stanovované latky a vnitintho stan-
dardu na teoretické koncentraci analyzované latky metodou
vazené linedrni regrese (soucdst programu NCSS 6. 0. 21,
BMDP Statistical Software, Los Angeles, California).

Vysledky a diskuse

Chromatografické zdznamy analyz jsou uvedeny na obr. 2
a 3. Analyza jednoho vzorku trvala 17 minut. Zvolené chro-
matografické podminky umoznily iplnou separaci a stanoven{
dextromethorphanu, jeho metabolitid a vnitiniho standardu.
Analyza moci ziskanych od 102 dobrovolnikd pfed poddnim
dextromethorphanu prokdzala, Ze endogenni ltky neinterfe-
ruji s latkami analyzovanymi (obr. 2).

Extrakce DM a metabolitd z moci do organického rozpousteé-
dla je problematickd, protoze HM a DEX jsou poldrné&jsi nez
MM a DM. Autofti dfive publikovanych extrakénich metod
proto upiednostiiovali pouZziti opakované extrakce®, pouziti
dvou extrak&nich &inidel® nebo extrakci na pevnych fazich®.
Pfi extrakci smési hexan—butanol je uvddéna vytéZnost extrak-
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Obr. 3. Chromatografické zaznamy moce po inkubaci s f-glukuro-
nidasou: S1 — nefedénd inkubacni smés pro stanoveni dextromethor-
phanu (5) a methoxymorphinanu (4), S2 — fedénd inkubacni smés pro
stanoveni hydroxymorphinanu (/), dextrorphanu (2) a betaxololu (3)
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Tabulka I
Vysledky analyz vzorki kontroly kvality

Laboratorni pfistroje a postupy

Vzorek  Analyt  Teoretickd Pomér naméfené a teor. konc. Primér CV® RE"
kontroly koncentrace ve dnech [%] [%]
kvality (ugl™ 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7.
K1 DM 0,153 0,92 1,02 1,00 0,99 0,96 0,98 0,97 0,98 34 22
DEX 3,15 0,93 1,05 1,04 0,99 0,93 0,97 1,08 1,00 5.8 -0,3
MM 0,178 0,91 1,00 0,99 0,93 0,88 0,99 0,88 0,94 5.8 -5,8
HM 1,61 0,95 1,07 1,03 1,03 0,92 0,96 1,06 1,00 5,7 0,3
K2 DM 0,0531 0,95 1,03 1,08 1,01 1,03 1,04 1,06 1,03 4,1 3,0
DEX 1,10 0,94 1,03 1,08 0,95 0,98 1,01 1,05 1,01 5.1 1,0
MM 0,0631 0,99 0,96 1,17 1,11 0,95 1,21 1,05 1,06 9,9 6,2
HM 0,528 0,97 0,94 1,04 0,99 0,98 1,04 1,04 1,01 3,9 0,2
 Varia¢ni koeficient, ® relativni odchylka 2
n —
Tabulka II 20 ]
Metabolicky pomér (MP) a exkrece dextromethorphanu a jeho
metabolitd do moce v intervalu 0—4 h po podani 85 pmol 16 F —
(27,5 mg) hydrobromidu dextromethorphanu ve skupiné rych-
Iych (RM) a pomalych (PM) metabolizdtord
ych (RM) a pomalych (PM) 12k — RM oM
Median (rozpéti) g I
RM (N =95) PM (N=17)
MP* 0,007 (0,0001-0,18) 1,3  (0,37-4,6) Al
DM 0,20 (0,005-2,2) 2,19 (0,96-13,5) 0 I M |—|ﬂ|—|
DEX 29,8 (3,70-50,8) 2,20 (0,46-8,85) 0 25 25 _15 05 0.5
MM 0,02 (0,003-0,14) 0,13 (0,08-1,61) log ;, (DM/DEX) v mogi
HM 11,0 (0,94-19,3) 2,04 (0,09-4,53)

% 4-h exkrece (% dévky); pro vSechny létky statisticky vy-
znamny rozdil mezi RM a PM (p < 0,0001, Mann-Whitney
U-test)

ce pro DM a DEX v rozmezi 50-80 % (cit.%). Opakovand
extrakce vzorkd moci smési hexan—butanol a vymrazovani
vodné faze pred oddélenim organické faze vedly v této studii
k vyssi extrakéni vytéznosti u vech analytd (DM 97 %, DEX
99 %, HM 83 %, MM 92 % a BX 101 %).

Korela¢ni koeficienty kalibrac¢nich zavislosti ziskanych
pro DM a metabolity béhem sedmi po sobé jdoucich dnti byly
ve vsech piipadech vy$si nez 0,998. Prtimérné relativni od-
chylky teoretickych a analyzovanych koncentraci kalibrac-
nich bodd se pro vSechny latky pohybovaly v rozmezi od
-3,2 % do 3,6 %. Z toho vyplyva, ze kalibracni zavislosti byly
v koncentracnich rozmezich uvedenych v experimentdlni ¢asti
pro vsechny latky linedrni.

Varia¢ni koeficienty naméfenych koncentraci mezi dny
(N =7) byly pro vsechny kalibracni body a latky v rozmezi od
2,3 % do 7,4 %. Presnost analyz v jednotlivych dnech byla
odhadnuta z hodnot poméri naméfené a teoretické koncentra-
ce pro 5 vzorki kalibra¢ni fady. Variacni koeficienty téchto
pomérl v jednotlivych dnech se pohybovaly v rozmezi 1,2 %
az 6,9 % (DM, DEX a HM) a 2,6 % az 9,2 % (MM). Pfesnost
a spravnost analyz vzorkid kontroly kvality vyplyvd z tdaji
v tabulce 1. Vysledky analyz kalibra¢nich bodi s nejniz$imi
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Obr. 4. Frekven¢ni histogram rozlozeni dekadickych logaritmi
hodnot metabolitického poméru dextromethorphan (DM)/dextror-
phan (DEX) ve skupiné 102 vySetfenych osob (pocet dobrovolnikti 7)

koncentracemi byly reprodukovatelné a spravné. Tyto teore-
tické koncentrace (uvedené v experimentdlni ¢dsti) je mozné
povazovat za spodni meze stanovitelnosti analyzovanych 14-
tek. Pro hodnotu poméru signdlu a Sumu 5 byl odpovidajici
detekcni limit pro DM a metabolity odhadnut na 0,035 ng, coz
odpovida koncentraci v moci 0,23 pug.I"". V porovnani s pub-
likovanymi detek¢nimi limity HPLC metod s fluorescencni
detekef ’6je ndmi dosaZend hodnota o jeden fad niz$i. Hlavnim
divodem tohoto rozdilu je pravdépodobné to, Ze zvolené
separa¢ni podminky vedly k tiplné absenci interferujicich piku
endogennich liatek. Dal§im divodem je o 20-30 % vyssi vy-
téZnost ndmi pouzité extrakéni metody.

Podle mezni hodnoty metabolického poméru DM/DEX
v mo¢i bylo 7 (6,9 %) dobrovolnik oznaceno jako pomali
metabolizdtofi a 95 (93,1 %) dobrovolnikt jako metabolizatori
rychli. Tyto vysledky se shoduji se zdvéry studii, které byly
provedeny u jinych evropskych bilych populaci s dextrome-
thorphanem, sparteinem a debrisochinem jako modelovymi
substraty’. V populaci Ceské republiky byla provedena studie
s methoprololem (substrit CYP2D6), kterd nalezla fenotyp
pomalého metabolizdtora u 6 z 97 ucastnika® (6,2 %). Frek-
vencni histogram rozloZeni dekadickych logaritmd hodnot
MP ve skupiné 102 vySetrovanych osob je uveden na obr. 4.
Rozdil v kumulativni exkreci DM a metabolitii do moc¢e za4 h
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od podanf ldtky byl mezi RM a PM pro vSechny latky statis-
ticky vysoce vyznamny (tabulka II). Pfesto stanoveni exkrece
samotného DM (nevyzadujici hydrolyzu glukuronidd) ne-
umoziiuje ve vSech pifpadech odliSit RM a PM, protozZe se
rozmezi hodnot exkrece pro matefskou latku mezi obéma
skupinami ptekryvaji.
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G.Zimova, J. Chladek, J. Martinkova, and M. Beranek
(Department of Pharmaceutical Chemistry and Drug Control,
Faculty of Pharmacy, Charles University, Hradec Krdlové):
HPLC Determination of Dextromethorphan and Its Me-
tabolites in Urine

An HPLC method for determination of dextromethorpan
(DM), dextrorphan (DEX), methoxymorphinan (MM) and hy-
droxymorphinan (HM) in urine with fluorescence detection (ex-
citation and emission wavelength 280 and 310 nm) was ela-
borated. The mobile phase was acetonitrile — 0.01 M-KH,PO,
3:2, triethylamine 350 pl 1, pH 3.6; flow rate 0.7 ml.min’,
internal standard betaxolol (BX). For isolation of the sub-
stances from urine, liquid-liquid extraction and re-extraction
with freezing out the aqueous phase in all extraction steps was
used. The extraction yields were 97, 99, 83, 92 and 101 % for
DM, DEX, HM, MM and BX, respectively. The method was
used for determination of phenotype of cytochrome P 450 of
isoenzyme 2D6 in a set of 102 healthy, unrelated volunteers
from Czech population. In dependence on molar concentration
ratios of DM and DEX in urine (metabolic ratio, MP), seven
volunteers (6.9 %) were classified as slow and 95 (93.1 %) as
rapid metabolizers of DM (MP < 0.3). The median in the
former group was 1.3 (0.37—4.6) and 0.007 (0.0001-0.18) in
the latter.

Ustav jaderného vyzkumu Rez a.s. pfijme do centrailni analytické laboratoie

1 pracovnika vyzkumu a vyvoje

pro oblast analyzy jadernych materidlit metodami hmotnostni spektrometrie, prip. analyzy

vy

vzorkii Zivotniho prostredi na obsah radionuklidii a tézkych kovii.

Pozadavky: VS vzdélani v oblasti jaderné nebo analytické chemie, praxe v oboru, znalost
anglického jazyka, prace na PC, schopnost samostatné prace a rozhodovani. Vé-

decka hodnost vitdna.

Nabizime:
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tel. 02/6617 2485, nebo Ing. Kysela, CSc., tel. 02/6617 3526
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PRIPRAVA A OVERENI STANDARDNICH
ROZTOKU NIKLU, SELENU, THALIA A ZINKU

OTO MESTEK, VOJTECH HRUBY
a MILOSLAV SUCHANEK

Ustav analytické chemie, Vysokd Skola chemicko-technologic-
kd, Technickd 6, 166 28 Praha 6, e-mail: Oto.Mestek@vscht.cz

Doslo dne 27.V.1999

Klicova slova: nikl, selen, thalium, zinek, nejistota, standardn{
roztok

Uvod

Navaznost chemickych méfeni (ur¢ovani latkového mnoz-
stvi) byvd realizovdna souborem referen¢nich materidla: od
primdrnich referen¢nich materidll, pres certifikované refe-
ren¢ni materidly az k vnitrolaboratornim referenénim materid-
Iim. Mol je veli¢ina, jejiZ jednotku nelze realizovat artefak-
tem, primdrni etalon (primdrni referen¢ni materidl) nemiize
proto byt kone¢nym clankem schématu ndvaznosti, ale je
nutno zajistit jeho ndvaznost na zdkladni jednotku SI soustavy
ato nejlépe pomoci primdrnich méficich metod, které vykazuji
nejvyssi stupenl spravnosti a piesnosti. Z metrologického hle-
diska se chemickd mé&feni mohou délit do i kategorii'. Pri-
marn{ metody vyuzivaji k ziskani vysledku vypocet zaloZeny
na platnych fyzikdlnich a chemickych zdkonech, vlastni mé-
feni md pfimou navaznost na SI. Relativni metody porovnavaji
signdl pfislusejici vzorku se sadou kalibra¢nich vzorki o zna-
mém obsahu, matri¢ni efekty maji zanedbatelny vliv. Kompa-
rativni metody také vyuzivaji srovndni vzorku se sadou stan-
dardi, vyznamné se zde ale uplatiiuji matricni efekty. V sou-
a komparativni. Metrologickd kalibrace zajiStujici ndvaznost
k SI jednotce mol se u komparativnich metod provadi vyhrad-
né pomoci matricovych CRM.

Kalibraci relativnich metod je mozZno provadét pomoci
roztokd Cistych chemikadlii. Aby nebyl pferusen fetézec ndvaz-
nosti, mus{ byt tyto kalibra¢n{ roztoky navdzané k molu a kro-
mé koncentrace samotné musi byt stanovena také jeji nejistota.
Tyto roztoky budeme nazyvat standardni roztoky (SR). Pro
pfipravu SR nesta¢i pouze rozpustit velice ¢istou chemikalii,
ale je nutno provést ovéteni jeji koncentrace metodou vyka-
zujici dobrou ndvaznost, tedy nékterou primarni metodou.
Takto pripravené roztoky pak slouzi jako spojovaci clanek
mezi primdrnimi metodami a rutinnimi metodami analyzy.

Cilem pfedloZené studie je na piikladu niklu, selenu, thalia
a zinku ukdzat moznou piipravu SR kovt a jejich ovéfeni po-
moci gravimetrickych a titracnich metod tak, aby byly zacho-
vany vSechny pozadavky ndavaznosti a metrologické kalibrace.

s v o2

Experimentalni ¢ast

Chemikadlie

SR niklu, thalia a zinku byly pfipraveny z velmi Cistych
kovi (vSechny stupné Cistoty puriss., Fluka, Buchs, Switzer-
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land), SR selenu byl pfipraven z hydratu selenicitanu sodného
(Lachema Brno, CR), kyselina dusi¢nd pouzitd k rozpousténi
kovi byla stupné Suprapure (Merck, Darmstadt, Germany).
Chelaton 3 pouzity k titracnimu stanoveni byl Cistoty p.a.
(Lachema, Brno, CR), stejné jako chlorid olovnaty, ktery byl
navic precistén krystalizaci z redestilované vody. Jeho Cistota
byla ovéfena analyzou obsahu necistot metodou hmotnostni
spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS) a je
vétsinez 99,99 %. Ke gravimetrickému stanoveni byla pouZita
tato srdzedla: chroman draselny (Lachema Brno, CR), biace-
tyldioxim (Fluka, Buchs, Switzerland) a kyselina chinaldino-
va (Aldrich, Milwaukee, WI). Pomocné chemikdlie (meta-
lochromni indikdtory murexid a xylenolovd oranZ, hexame-
thylentetramin, amoniak, octan amonny, octan sodny, octova
kyselina, chlorovodikovd kyselina, hydroxid sodny, ethanol,
aceton) pouzité pti chelatometrickém a gravimetrickém stano-
veni kovi a piipravé SR byly vSechny cistoty p.a. (Lachema
Brno, CR). Kalibraéni roztoky pro AAS byly pfipraveny fe-
dénim z roztokl obsahujicich 1 mg.ml" piislusnych kovii
(Merck, Darmstadt, Germany). Voda pouzitd pro pfipravu
vSech roztokt byla budto dvakrét destilovana nebo deminera-
lizovana (Milli — Q system, Millipore, Bedford, MA, USA).

Piistroje a pomucky

Veskeré pouzité odmérné nadobi (pipety 20, 50 a 100 ml
a byreta 25 ml) bylo tiidy A a pred pouzitim bylo vycisténo
louZenim v chromsirové smési. Vdzeni bylo provddéno na va-
hach Mettler Toledo AB204 (Mettler Toledo, Greifensee,
Switzerland) externé kalibrovanych pomoci zdvazi 100 g (se-
kundérni etalon L. f4du — E 2) ovéfeného v laboratofich Ceské-
ho metrologického institutu. Stanoveni zbytkového obsahu zinku
ve filtrdtu a promyvaci vodé po gravimetrickém stanoveni
bylo provedeno méfenim atomovou absorpcni spektrometrif
(AAS) na pfistroji GBC 332 (GBC, Dandenong, Victoria,
Australie), stanoveni zbytkového mnozstvi niklu, selenu a tha-
lia bylo provedeno metodou ICP-MS (PE Elan 6000, Perkin-
Elmer/Sciex, Norwalk, CT, USA). Kontrola pH pfi chelato-
metrickém stanoveni kovl byla provddéna pomoci pH-metru
OP-201/2 (Radelkis, Hungary).

Priprava SR

Nikl byl k dispozici v podobé prasku a byl rozpoustén bez
dalSich dprav. Zinek a thalium (granulované thalium je ucho-
vavdno pod vodou) byly od vyrobce k dispozici v podobé
kouskt o primérné velikosti 5 mm. Kovy byly krdtce opldach-
nuty zfedénou kyselinou dusi¢nou (1 + 9), pak vodou a od-
mastény acetonem. Po oschnuti bylo odvdZeno do 250 ml PP
kddinky pfiblizné po 2 g kovl a navdzky byly rozpustény ve
100 ml ziedéné (1 + 1) kyseliny dusi¢né. Roztoky byly pieve-
deny do 2 1 odmérnych banék, doplnény vodou na objem
a pfevedeny do 2 1 PP zdsobnich lahvi. Roztoky jsou uchova-
vany v chladniéce pfi teploté 4 °C.

SR selenu o koncentraci piiblizné 1 mg.ml™ byl pfipraven
rozpusténim vypoctené navazky hydratu selenic¢itanu sodného
v redestilované vodé, roztok byl okyselen 50 ml koncentrova-
né kyseliny dusicné a preveden do 2 1 odmérné bariky. Protoze
vychozi sloucenina byl hydrédt neurcitého sloZeni, byl tento
pfipraveny roztok nejprve porovnan s podobnym komerénim
roztokem (Merck) obsahujicim zndmé mnoZzstvi selenu mére-
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nim metodou ICP-MS. Po provedeni srovndni bylo ke stan-
dardnimu roztoku pfivdZeno jesté dalsi mnozstvi selenicitanu
takové, aby se celkovd koncentrace selenu blizila hodnoté
1 mg.1"". Roztok byl preveden do 2 1 polyethylenové zasobni
lahve a uchovdvén v chladnicce pii teploté 4 °C.

Nadobi (kddinky, odmérné bariky a lahve) pouZzité pro pii-
pravu vsech SR bylo nové a bylo pted pouzitim ¢iSténo louzenim
ve zfedéné (1 + 9) kyselin€ dusi¢né po dobu nékolika tydnd. Pro
ptipravu kazdého z roztoki byla pouZita origindlni sada nadobi.

. - . 22,3
Gravimetrické stanoveni prvkia™

Stanoveni niklu

50 ml SR niklu se nafedilo vodou na objem pfibliZné
150 ml a roztok se zneutralizoval zfedénym (1 + 1) roztokem
amoniaku na bromthymolovou modf a okyselil nékolika kap-
kami zfedéné (1 + 1) kyseliny chlorovodikové do barevného
prechodu indikdtoru. Roztok se zahtdl k varu, nikl se srazil
30 ml 1 %-niho roztoku dimethyldioximu v ethanolu a roztok
se zneutralizoval pfidavkem zfedéného amoniaku. Po jedno-
hodinovém stdni na teplé topné desce se sraZzenina odfiltrova-
la zvdzenym sklenénym filtracnim kelimkem G4 a promyla
a splachla horkou destilovanou vodou. SraZenina se vézila po
vysuseni pii 120 °C. Pomér* M(Ni)/M(Ni(C,H,N,0,),) md
hodnotu 0,20315. Spojeny roztok filtrdtu a promyvaci vody
(300-350 ml) se preved] do kadinky ve které se srdzelo a po
okyseleni 5 ml koncentrované kyseliny dusi¢né se v ném
stanovil zbytkovy obsah niklu metodou ICP-MS.

Stanoveni selenu

200 ml (odpipetovano dvakrat 100 ml) SR selenu se na top-
né desce odpafilo na objem zhruba 50 ml, roztok byl zneutra-
lizovan zfedénym roztokem amoniaku (1 + 9) do mirného
zdpachu amoniaku a potom byl okyselen 1 ml zfedéné kyseli-
ny chlorovodikové (1 +9). Roztok se privedl k varu a selen se
vyredukoval ptidavkem asi 1 g siranu hydrazinia. Cerveny
selen byl zahfatim k varu preveden na Sedy selen, ktery se
odfiltroval zvdZenym sklenénym filtracnim kelimkem G4. Po
promyti horkou vodou byly ze srazeniny odstranény matecné
louhy trojndsobnym promytim 96 % nim ethanolem. SraZeni-
na se vazila po vysuSeni 105 °C. Obsah zbytkového selenu ve
filtratu a promyvacim roztoku byl stanoven metodou ICP-MS.

Stanoveni thalia

100 ml SR thalia se zneutralizovalo zfedénym roztokem
(1 + 1) amoniaku, roztok byl zahtdt k varu a thalium se srazilo
30 ml 10 %-niho roztoku chromanu draselného. Po ochlazen{
a 16-ti hodinovém stani se srazenina spldchla 1 %-nim rozto-
kem chromanu draselného a odfiltrovala zvdZzenym sklené-
nym filtranim kelimkem G4, promyla se 80 %-nim roztokem
acetonu a vysusila pfi 120 °C. Pomér? 2.M(T1) / M(T1,CrO,)
md hodnotu 0,77896. Obsah thalia ve filtrdtu a promyvacim
roztoku byl stanoven metodou ICP-MS.

Stanoveni zinku

50 ml SR zinku se nafedilo vodou na objem pfibliZné
100 ml a zneutralizovalo se 10 %-nim hydroxidem sodnym do

137

Laboratorni pfistroje a postupy

prvniho trvalého zdkalu. Roztok se zneutralizoval 10 % nim
roztokem kyseliny octové na methylCerven, zahtdl k varu
a zinek se srazil 12 ml 3 %-niho roztoku chinaldinanu sodného
(3 g kyseliny chinaldinové v pfiblizné 50 ml vody se zneutra-
lizuje 10 %-nim hydroxidem sodnym na fenolftalein a roztok
se doplni na 100 ml). Srazenina se odfiltrovala zvdZenym
sklenénym filtranim kelimkem G4 a promyla a spldchla
horkou destilovanou vodou. Srazenina se vdzila po vysuseni
pii 120 °C. Pomér? M(Zn)/M(Zn(C, H,NO,),H,0) ma hodno-
tu 0,15288. Spojeny filtrat a promyvaci voda (300-350 ml) byl
zpracovdn stejné jako v predeslych pripadech a obsah zinku
byl stanoven metodou AAS.

Titra¢ni stanoveni kovi®

Stanoveni niklu

Do titracni banky se odpipetovalo 20 ml SR niklu, ptidaly
se dvé kapky 0,2 %-niho vodného roztoku murexidu a pH se
upravilo pfidavkem amoniaku do pfechodu indikatoru do Zluté
barvy. Nikl se titroval roztokem chelatonu 3 o koncentraci
0,018 mol.I" a t&sné& pred dosaZeni bodu ekvivalence se pridalo
jesté 5 ml koncenrovaného amoniaku.

Stanoveni zinku

Do titra¢ni bariky se odpipetovalo 20 ml SR zinku, pH bylo
za potenciometrické kontroly upraveno nasycenym roztokem
hexamethylentetraminu na hodnotu 5,5, objem roztoku byl
upraven na 75 ml a piidaly se ¢tyfi kapky 0,2 %-niho vodného
roztoku xylenolové oranze. Titrace se provddéla roztokem
chelatonu 3 o koncentraci 0,014 mol.I"".

Stanoveni pfesné koncentrace roztokd
chelatonu 3

Navadzka chloridu olovnatého (pfiblizn€ 80 mg pro kon-
centraci chelatonu 3 0,014 mol.I'! a 100 mg pro koncentraci
0,018 mol.l"l) se v titra¢ni barice rozpustila ve vod¢, roztok se
okyselil 0,4 ml kyseliny dusi¢né 1 mol.I"" a pH bylo za poten-
ciometrické kontroly upraveno nasycenym roztokem hexa-
methylentetraminu na hodnotu 5,8. Objem roztoku byl upra-
ven na 75 ml a pfidaly se Ctyii kapky 0,2 %-niho roztoku
xylenolové oranZe a provedla se titrace.

Teplota analyzovanych SR, stejné jako teplota roztoku
chelatonu byla udrzovdna béhem operaci na 20 + 0,5 °C.

Vysledky a diskuse

Stanoveni nejistot primdrnich operaci
Vizeni

Nejistota vazeni na analytickych vahdch se skldda z néko-
lika slozek. Prvni slozka odpovidd nejistoté kalibrace vah.
Zavazi pouZzité ke kalibraci mélo jmenovitou hodnotu 100 g,
odchylka od jmenovité hodnoty je +0,01 mg a standardni
nejistota jmenovité hodnoty je 0,025 mg, viz®. Relativni nejis-
tota kalibrace predstavuje tedy hodnotu pfiblizné 0,00003 %.
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Tato slozka nejistoty byla v dalSich vypoctech zanedbdna.
Dalsi slozka nejistoty vdZeni odpovidd nelinearité¢ vah. Jeji
hodnota byla odhadnuta na zdkladé literdrnich udaji’ jako
0,05 mg. Cést nejistoty vazeni odpovidajici opakovatelnosti
byla stanovena opakovanym vazenim (n = 15) 20 g zdvazi
a md hodnotu 0,06 mg. Kombinace obou slozek nejistot vede
ke kombinované nejistoté vazeni u(m,) = 0,08 mg. Nejistota
u(m,;) ma vyznam pii pifmém odvaZovdni pfedmétii, odhad
nejistoty vdzeni srazeniny suSené v kelimku do konstantn{
hmotnosti byl ziskdn opakovanym vdzenim sklenéného kelim-
ku se srazeninou tak, Ze prvni vdzeni bylo provedeno po
Sestihodinovém sus$eni a dal$i vazeni vzdy po dal$im jednoho-
dinovém suseni. Kelimky se sraZzeninou byly vZdy pted vdzZe-
nim uchovavény v exsikatoru po dobu 30 min. Opakovatelnost
takovéhoto vdzeni ma hodnotu 0,11 mg, coz po kombinaci
s nejistotou linearity vah vede ke kombinované nejistoté va-
zenf u(m,) = 0,12 mg.

Odmérovdni objemu

Kalibrace a stanoveni nejistoty objemu odmérného nadobi
(pipety a byreta) bylo provddéno opakovanym vdzenim odmé-
feného objemu redestilované vody v uzaviené vazence. Tep-
lota vody byla nastavena na 20 = 0,5 °C. Pfi védZeni vody se
vyznamné uplatituje vztlak vzduchu: hustota vody je priblizné
999 kg.m™, vihy jsou viak kalibrovany pomoci mosazného
zdvazi o hustot& 8 400 kg.m™. Namé&fend hmotnost byla proto
na tento vztlak korigovdna. Standardni nejistoty odmérovan{
objemu pomoci pipet jsou uvedeny v tabulce 1. Za povsimnuti
stoji zejména vyborné vlastnosti t€éméi 60 let staré 50 ml
pipety. Udaje ziskané vaZenim objemu vody vypuiténého
z byrety byly pouzity pouze k jeji kalibraci. Nejistota vlastniho
odmétovani objemu pomoci byrety zjisténd vazenim (piibliz-
né 0,01 ml pro 25 ml byretu) je mnohem niZ8i neZ nejistota
spojend s odhadem bodu ekvivalence titrace za vizudlni kon-
troly pomoci barevného indikdtoru. Pro titraci zfedénymi od-
mérnymi roztoky mdZe rozpéti, v némz lezi bod ekvivalence,
dosdhnout hodnoty az 0,05 ml, coZ odpovidd standardni nejis-
tot& 0,053 = 0,029 ml. Tato hodnota nejistoty byla uvazova-
na i v dalSich vypoctech.

Vypocet koncentrace chelatonu 3 a jeji nejistoty

Koncentrace ¢ [mol.I''] roztoki chelatonu 3 se vypodte
podle vztahu:

c= Mppc, (1)
Mpycr, - Vs

Tabulka I
Standardni nejistoty odmétovani objemu pomoci pipet

Objem n  Stiedni hodnota u(V)

[ml] [ml]
Pipeta 20 ml 15 19,97 u(Vyy) = 0,0086
Pipeta 50 ml 12 50,00 u(Vsy) = 0,0092
Pipeta 100 ml 12 99,97 u(Vyo9) = 0,016
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kde V, je spotfeba roztoku chelatonu 3 [ml] korigovand na
skutecny objem byrety a mp,, je hmotnost navazky chloridu
olovnatého [mg]. Standardni nejistota molarni hmotnosti chlo-
ridu olovnatého Mp,c,, ma hodnotu 0,05 g.mol". Opomene-
me-li nejistotu zptsobenou titracni chybou (barevny prechod
indikdtoru nenastava presné v bodé ekvivalence) a nejistotu
hmotnostniho zlomku chloridu olovnatého, 1ze vypocitat ne-
jistotu koncentrace chelatonu 3 podle vztahu':

2

2
ue) =c. \/u(mprZ) N u(\/{))z . M(MPbClz) 2)

2 2 2
Mpycy, W M, PbCl,

Vstupni ddaje i vypoctené hodnoty jsou uvedeny v tabul-
ce II. Relativni nejistoty obou koncentraci dosahuji shodné
hodnoty pfiblizné 0,2 %. Hodnota u(¢ ) ma vyznam nejistoty
primérné koncentrace ziskané z n méfeni, zatimco hodnota
u(c) je nejistota jednotlivych vysledkd. Pro vypocet nejis-
toty primérné koncentrace je nutno zvézit, jak se do ni zapo-
ji jednotlivé slozky. Vazeni chloridu olovnatého a odméio-
vani objemu byretou se opakuje s kazdou jednotlivou analy-
zou, do rovnice pro vypocet nejistoty primérné koncentrace
je proto nutné do jmenovalii zlomkl odpovidajicich témto
ptispévkim doplnit pocet analyz n. Slozka nejistoty odpo-
vidajici moldrni hmotnosti chloridu olovnatého se neméni.
Tabulka II pro ilustraci obsahuje i experimentdlné ziskané
hodnoty opakovatelnosti jednotlivych vysledkd s(c) (smé-
rodatnd odchylka vypoctend z n opakovani). V piipadé roz-
toku chelatonu 3 pro stanoveni niklu je hodnota opakova-
telnosti (0,000034 mol.I'") mirn& vy3si nez odhad nejistoty
0,000030 mol.I'"). Tento rozdil je viak ziejmé zpiisoben na-
hodnymi vlivy a pomoci statistického testu % nelze obé& hod-
noty rozlisit.

Vypocet koncentrace SR
a jeji nejistoty

Titracni stanoveni

Vyslednou koncentraci stanovovaného kovu p(Me) [mg.l'l]
ziskanou titracnim stanovenim lze vypocitat podle vztahu:

p(Me) = ¢ . M(Me). % . 1000 (3)

p

kde M(Me) je atomova hmotnost stanovovaného kovu [g.mol ],
V,, je spotieba chelatonu 3 [ml] korigovand na skutecny objem
byrety a V,, je korigovany pipetovany objem SR [ml]. Kombi-
novand nejistota u(p(Me)) odpovidajici nejistoté individudl-
nich hodnot koncentraci se vypocte podle vztahu:

2 2
_ Lt(c_’)2 N u(Vb)2 N u(Vp) R u(M(Me )
u(p(Me)) = p(Me). = W + V2 + M(Me)z
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Tabulka IT
Nejistota koncentrace ¢ chelatonu 3

Laboratorni pfistroje a postupy

Parametr Stanoveni
Ni Zn
n 10 12
m(PbCl,) [mg] (stfedni hodnota) 101 78
u(m(PbCly)) [mg] = u (m(PbCl,)) 0,08 = 0,08 % 0,08 = 0,10 %
V,, [ml] (stfedni hodnota) 20
u(Vy) [ml] = u(V,) 0,029 = 0,15 %
Mpycy, [g.mol] 278,11
u(Mpyc, ) [g.mol'l] = u(Mpyc,, ) [%] 0,05=0,018 %
¢ [mol.I'"] 0,01786 0,01431
u(¢) [mol.1" 0,000010 0,000008
u(c) [mol.1'] 0,000030 0,000026
s(c) [mol.I'"] 0,000034 0,000025
Tabulka ITI
Chelatometrické stanoveni koncentrace p(Me) v SR niklu a zinku
Parametr Stanoveni
Ni Zn
n 11 12
V_ [ml] 19,97
ué)Vp) [ml] = u, (V) 0,0086 = 0,043 %
V,, [ml] (stfedni hodnota) 19,0 21,5
u(Vy) [ml] = u(V,) 0,029 = 0,15 % 0,029 = 0,13 %
M(Me) [g.mol ] 58,6934 65,39
u(M(Me))* [g.mol "] = u (M(Me)) 0,0001 = 0,00017 % 0,01 = 0,015 %
¢ [mol.I] 0,01786 0,01431
u(¢) [moll'"] = u (c) 0,000010 = 0,055 % 0,000008 = 0,0056 %
P (Me) [mg.I'"] 997 1009
u(p (Me)) [mg.1"] 0,7 0,7
u(p(Me)) [mg.1"] 1,6 1,6
s(p(Me)) [mg.1"] 1,6 1,7

Souhrnné vysledky jsou uvedeny v tabulce III. Veli¢ina
u(p (Me)) md vyznam nejistoty pramérné hodnoty koncen-
trace ziskané z n stanoveni. Pfi jejim vypoctu bylo opét vzato
do dvahy, ze standardni nejistoty koncentrace chelatonu a ato-
mové hmotnosti kovu se s poftem analyz neméni, zatimco
standardni nejistoty parametri majici charakter ndhodnych
vlivii (oba objemy) je nutno délit odmocninou z po¢tu opako-
vani.

Gravimetrické stanoveni

Vyslednou koncentraci daného prvku p(Me) [mg.l’l] Zis-
kanou gravimetrickym stanovenim lze vypocitat podle vztahu:

1000

p(Me)=f.m, . + Ap(Me) (5)

kde f je gravimetricky faktor, V, je korigovany pipetovany
objem SR [ml], m je hmotnost srazeniny a Ap(Me) je korekce
na zbytkové mnozstvi kovu rozpusténé ve filtrdtu a promyvaci
vodé. Kombinovand nejistota jednotlivych vysledkt koncen-
traci se vypocte podle vztahu:

u(p(Me)) =

(1) ) ()

Uul 2
= [p*(Me). 2 + mg + VE +u(Ap(Me))

(6)

Standardni nejistota hmotnosti sraZzeniny md hodnotu
\/2.u(m2) (diferenc¢ni vdzeni: vazi se prazdny kelimek a keli-
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Tabulka IV

Gravimetrické stanoveni koncentrace p(Me) ve standardnich roztocich

Laboratorni pfistroje a postupy

Parametr Stanoveni
Ni Tl Se 7Zn
n 4 4 6 4
f 0,20315 0,77896 1 0,15288
u(f) = u,(f) 0,00005 = 0,025 % 0,00001 = 0,001 % 0 0,000024 = 0,016 %
Vp [ml] 50,00 99,97 199,94 50,00

V) =u(V,)

0,0092 = 0,018 %

0,016 = 0,016 %

0,023 = 0,011 %

0,0092 = 0,018 %

m_[mg] (sttedni hodnota) 245,1 128,3 200,0 3287
ufmp):ur(mp) 0,17 = 0,06 % 0,17=0,13 % 0,17=0,09 % 0,17=0,05 %
Ap(Me) [mg.1"] 6,0 16,0 0,5 2,9
u(Ap(Me)) = u (Ap(Me)) 03=5% 0.8=5 % 0,025=5% 0,15=5%
P (Me) [mg.1"] 1002 1015 1001 1008
u(p (Me)) [mg.1™"] 0,4 0,7 0.5 0.3
u(p(Me)) [mg.I'"] 0.8 L5 1,2 0,6
s(p(Me)) [mg.1"] 0,5 1,2 0,9 0,5
Tabulka V
Vysledné koncentrace a rozsifené nejistoty koncentraci standardnich roztoki, vysledky jsou udany v mg.1"!
Parametr Stanoveni

Ni Tl Se Zn
Dodané mnozstvi 1002 1017 - 1010
Titracni stanoveni 997 = 1 - - 1009 = 1
Gravimetrické stanoveni 1002 = 1 1015 = 1 1000 = 1 1008 + 1
Rozsifend nejistota roztokt Merck +2 +2 +10 +2

mek se srazeninou). Standardni relativni nejistotu korekce
Ap(Me) lze odhadnou ze zkuSenosti s méfenim metodami
AAS a ICP-MS a nebude jisté vétsi nez 5 %. I hruby odhad
nezatizi kone¢nou kombinovanou nejistotu velkou chybou;
nejvyssi hodnoty dosdhla korekce Ap(Me) v piipadé stanoveni
thalia, avSak i v tomto pfipadé tvoii jeji nejistota pouze mensi
prispévek ke kombinované nejistoté celkové koncentrace prv-
ku. Vysledky vypoctd jsou uvedeny v tabulce I'V. Pro vypocet
kombinované nejistoty primérné koncentrace u(p (Me)) byl
gravimetricky faktor uvazovan jako systematicky vliv, ostatn{
parametry (odmérovani objemu, vazeni a korekce na zbytkové
mnozstvi kovu) Ize povazovat za vlivy majici ndhodny cha-
rakter a jejich standardni nejistoty je nutno pro ucel toho
vypoctu délit odmocninou z poctu opakovani analyz.

Shrnuti vysledki

Gravimetrické a titracni metody analyzy patfi v dneSni
dobé bohuzel uz k téméf zapomenutému uméni. Jak ale bylo
ukdzdno na tomto piikladu, pro ovéfeni koncentrace stan-
dardnich roztokt prvka jsou nezastupitelné. Vysledky obou
metod ovéfeni koncentraci standardnich roztokt véetné rozsi-
fenych nejistot (koeficient rozsiteni 2) po zaokrouhleni na
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jednu platnou cifru jsou uvedeny v tabulce V. Je patrné, ze obé
metody poskytly shodné hodnoty nejistot, u titra¢niho stano-
veni bylo proto ale potieba zvysit pocet analyz. Jiz diive® byla
demonstrovdna na piipadu kadmia, médi a olova dobrad shoda
mezi vysledky gravimetrického a chelatometrického stanove-
ni. Tato shoda byla potvrzena i pro stanoveni zinku, v pfipadé
niklu vSak obé metody shodné vysledky neposkytly. Je to
pravdépodobné zpisobeno chybnym uré¢enim bodu ekvivalen-
ce pri tomto stanoveni. Maly rozdil mezi nalezenou a teoretic-
kou hodnotou koncentrace v piipadé thalia a zinku byl zfejmé
zpusoben nedostate¢nym ocisténim naoxidovaného povrchu
granuli kovi.

Diky podstatnému omezeni fady systematickych vlivil
pomoci kalibrace odmérného nddobi a vah se podarilo snizit
roziifenou nejistotu koncentrace SR az na hodnotu 1 mg.1",
coz je hodnota polovi¢ni oproti bézné udavanym 2 mg.1"" pro
kalibra¢ni roztoky kovt vyrdbéné komercnimi vyrobci, jako
je Merck a pod. Pro kalibracni roztok selenu je dokonce
udédvand hodnota nejistoty 10 mg.l"!, v tomto piipadé se viak
jedna o roztok doddvany bez certifikdtu a neni ziejmé, jakym
zpuisobem byla tato hodnota vypoctena.

Vznik této prdce byl podporen grantem Ministerstva Zivot-
niho prostredi Ceské republiky MR/14/95.
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Laboratorni pfistroje a postupy

gue): Preparation and Testing of Standard Solutions of
Nickel, Selenium, Thallium, and Zinc

Solutions of Ni, T1 and Zn of concentrations about 1000 mg.l'1
were prepared by dissolving the pure metals in HNO;, whereas
the Se solution was prepared by dissolving sodium selenite in
water. The solution concentrations were verified by gravi-
metric analysis (using biacetyl dioxime for Ni, hydrazine for
Se reduction, potassium chromate for Tl and quinaldinic acid
for Zn) and by complexometric titration (Ni and Zn). The
results of the two methods are close only for zinc. A slight
difference between both methods was found with nickel. The
gravimetric determination can be regarded as more reliable,
the titration being more prone to error due to the inaccurate
end point reading. The uncertainty of the concentrations for
all solutions attained 1 mg.I"', which is half of that typically
given for similar solutions by manufacturers. To achieve such
precise results, bias must be eliminated to the highest possible
extent, particularly by calibrating both the balance and volu-
metric glassware used.
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Diskuse

DISKUSE

JAK DAL V CHEMICKEM PRUMYSLU
VERA DULOVA

Mlddeze 5, 169 00 Praha 6

Doslo dne 20.X.1999

Chemické listy (93, 405 (1999)) otiskly tfi piispévky vy-
znamnych osobnosti ceské védy, vysokoskolské vyuky a fize-
ni, pficemz posledni vyzyvd k diskusi. Dovoluji si proto
predlozit diskusni pfipominky:

Piedseda AV CR prof. Rudolf Zahradnik si uvédomuje
nedostate¢nost interakce vyzkumu a primyslu, pficemz navr-
huje, aby primysl vytvoril funkci ,,styéného diistojnika‘, ktery
by vyhleddval partnery a témata. Skutecnost je vSak obrdcend:
ten, kdo chce prodat, je vyzkum, ktery musi nabizet své
vysledky primyslu a ktery musi vyhleddvat problémy, jez bol{
a tlaci pramysl, piipadné nabizet jejich feSeni nebo spolutese-
ni. Lze souhlasit, Ze takovy vyslanec vyzkumu musi byt jak
odborné, tak ekonomicky zdatny, zkratka obchodnik s duchem
schopnym prodat i eskymdkim lednicku, ale zdroven védec-
ko-technicky cestny, dbaly svého jména a jména tustavu. Od
zvani osobnosti primyslu na predndsky vyzkumnikid nelze
ocekdvat velky prfinos, protoZe pokud se ze sluSnosti dostavi,
tak jejich mysleni bude proti jejich vili zatiZzeno provoznimi
starostmi. Snad by bylo dcelné&jsi porddat icelové prednasky
ve vyrobnich zdvodech pro Sirsi technickou vefejnost, u niz
ev. vyvolany zdjem miZe piipadné pomoci k realizaci vysled-
ki vyzkumu v primyslové praxi.

Prof. Josef Pasek se zamysli nad tim, zda obstoji Cesky
chemicky primysl v globalizovaném svété. V podstaté lze
souhlasit, ale nutno zdlraznit, Ze ¢esky chemicky primysl,
ktery musi prevdznou vétSinu surovin, zejména ropu, dovazet,
nikdy nemiZze mit aktivni bilanci exportu. Exportnim sekto-
rem bylo, je a bude strojirenstvi. Samoziejmé chemicky pra-
obchodu. Je nutné si uvédomit, ze mezinarodni chemické
spole¢nosti nepfipusti samostatny ¢esky export chemickych
specialit, i kdyby je cesky chemicky primysl mél k dispozici.
V podstaté je dosud ceskému chemickému primyslu umoznén
export komoditnich plastd, ktery bude ekonomicky efektivni
dotud, pokud budeme mit k dispozici levnou ropu, ddle kva-
litni poloprodukty ¢i meziprodukty pro chemické speciality.
Z toho ditvodu je pro chemicky primysl CR jedina cesta: vstup
do Evropské unie a nasledovné do Evropské federace chemic-
kého primyslu, v ramci které bude chemickému priimyslu CR
umoznéno sjedndvat kooperace, tj. spolu se zahrani¢nim part-
nerem vstup na zahrani¢ni trhy i v oblasti chemickych specia-
lit, u kterych se proddva nejen hmota, ale i duSevni majetek
ceské védecko-technické zakladny. Pro sjednavani kooperaci
je vSak nutno mit k dispozici kvalifikované obchodné-technic-
ké specialisty, tj. zkusené chemické inZenyry vybavené post-
gradudlnim vzdélavanim v oblasti ekonomiky zahrani¢niho
obchodu (obracené doskolit ekonomy na vysoce kvalifikova-
né chemické inZenyry nenf redlné).
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Ing. Frantisek Dvorak, Svaz chemického primyslu CR, vyzy-
va k diskusi o spole¢nych vyzkumné-vyvojovych projektech
v chemickém priimyslu. K navrhovanym tezim lze poznamenat,
Ze zapojeni védeckych a vyzkumnych pracovniki badatel-
ského vyzkumu do procesu sestavovani planti vyzkumu
chemickych spolec¢nosti bylo a bude oboustranné prospés-
né pro fizeni chemického vyzkumu, protoze jediné takto
1ze koordinovat moznosti a potieby, tj. zpétné formulovat
pozadavky chemickych primyslovych spole¢nosti na ba-
datelskd pracoviste,

Ze jiz diive se uspé$né osvédcily externi aspirantury vy-
zkumnych pracovniki z primyslovych podniki ve védec-
kych tstavech AV a VS, naopak primyslové praxe piibli-
zila védecké pracovniky provozn{ realité,

Ze celozivotni systém vzdélavani o nejnovéjsich poznat-
cich badatelského vyzkumu se osvédcuje v celém technic-
ky vyspélém svéte,

Ze postupné rozSifovani kolektivu od badatelského pres
vyzkumny, poloprovozni véetné projekce az po najizdéci
tym provozni jednotky se osvédcil. Jednd se zejména
o0 osobni zodpovédnost za hodnovérnost vysledkd formou
zdvaznych podkladi — samoziejmé védzanou na finanéni
ohodnoceni vSech tcastnikll po ukonceni akce, tj. urych-
leni realizace. Vzacnym piikladem mize byt pravé prof.
Josef Pasek, ktery dokdzal prevést vysokoskolsky vyzkum
do primyslového podniku — Moravskych chemickych za-
vodi, Ostrava, kde se postupné vybudoval anilin 2000,
anilin 8000 a pak anilin 50 kt/r, ktery nakonec produkuje
65 kt/r, a to diky nejen vynikajicim odborné pedagogic-
kym znalostem, ale hlavné ohromné osobni vlastnosti
Lumeéni jednat s lidmi“, tj. stmelit riznorody tym jak
profesné, tak charakterové do zaniceného tviréiho kolek-
tivu ve spravném slova smyslu,

Ze cileny badatelsky vyzkum, tj. vlastné vyzkum na objed-
ndvku, nepotiebuje marketingovou propagaci, ale naopak
ovétovaci technologickou jednotku, a technologie, tak ev.
z ni plynouci novy produkt, potfebuje marketingovou
propagaci s cilem prodeje potencidlni licence ¢i pro nava-
zani partnerské kooperace se zahrani¢nim partnerem a pro
spole¢ny vstup na svétové trhy,

Ze inventura moznosti a profesni vybavenost, véetné refe-
rence osobnosti, by mélo byt zdkladnim vybavenim ,,styc-
ného dustojnika‘“ akademickych pracovist pfi nabidce spo-
lupriace tuzemskym chemickym spolecnostem,

ze védecko-technicky rozvoj bez technické politiky cile-
ného vyzkumu a na tuto navazujici investicni ¢innost je
nemyslitelny, a musi byt zaméfen na zvySeni ekonomické
efektivnosti véetné zlepSeni exportni vykonnosti, a to pfi
respektovani ekologickych kriterif moderniho chemické-
ho priimyslu,

Ze centra Spickovych priimyslovych technologii a vyrobki
by méla zajistit nejen zapojeni projekce a strojirenskych
vyvojovych dilen a vyrobnich strojirenskych zdvodi tak,
aby vysledkem byl nejen ovétovaci poloprovoz, ale konec-
nym produktem garan¢ni jednotka pro nabidku ev. licence
¢i navazani kooperace se zahrani¢nim partnerem.
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Prof. Ludék Holub (Chem. Listy 93,464 (1999)) predklada
Ctendftim historicky prehled ,,Chemicky primysl ceskych ze-
mi v obdobi 1945-1990%, kde v ramci stru¢nosti uvadi, Ze ,,Po
roce 1970 byla vétsina technologii nakupovdna predevsim
v USA a teprve v této dobé vznikala moderni petrochemie.*
K tomu je tfeba poznamenat, Ze napt. zplynovdni mazutu
musel Cesky primyslovy vyzkum dodé€lat: peletizace sazi
aelementdrni siry, ¢isténi odpadnich vod, zdokonaleni metha-
nizace synplynu, zlepSeni odsifovani surového plynu (dvou-
stupriové misto piivodniho jednostupiiového) a ve spolupraci
s VSCHT, katedra technologie silikatt: Shell-reaktor ucinit
provozuzivotnym, protoze vypaddvala vyzdivka. Licenén{
smlouva byla vSak tak nesfastnd, Ze po dobu 5ti let platila
bezplatnd vzdjemnd vyména zkuSenosti: vysledky ceského
prumyslového vyzkumu si ptivlastnil zahrani¢ni licensor. Dal-

Diskuse

$im piikladem mize byt technologie ABS v Kaucuku, Kralu-
py, kde RNDr. Vladimir Mysik spolu s kolektivem Vyzkum-
ného dstavu syntetického kaucuku musel provozni jednotku
nejen najet, ale hlavné dopracovat technologii do provozu-
schopného stavu, protoze licensor pfed dokoncenim vystav-
by prosté zanikl. Tyto piiklady je nutno tieba mit na paméti
pfi jedndni se zahrani¢nimi partnery, tj. v Zddném piipadé
nepfipustit likvidaci tuzemskych vyzkumné-vyvojovych pra-
covist, protoze jediné tato jsou jak odbornég, tak jazykové
schopna vstfebat modernizaci na zdkladé zahrani¢nich pod-
kladi. Seriézni zahrani¢ni partner si vdzi nasi védecko-vy-
zkumné zakladny, kterd je nejen kvalitni, ale hlavné levngjsi.
Lze se a priori domnivat, Ze podle postoje zahrani¢niho part-
nera k ceské védecko-vyzkumné zakladné se poznd jeho spo-
lehlivost.

Také struktury molekul ¢i iontti mohou promlouvat

O feci vzorci uvazoval uz Fridrich August Kekulé, kdyz v roce 1883 napsal: ,,... Strukturni vzorce jsou konkrétnim
vyjadienim velmi presnych predstav. Nevyzaduji komentdfe a jsou pro toho, kdo je sezndmen s principy feci vzorct, snadno
srozumitelné ve vsech detailech, takze je naprosto nepotfebné zopakovat jesté jednou slovy

myslenky, které jsou jimi vyjddfeny. Vyhovuji v§em pozadavkim, které lze mit na fe¢ che-
mickych vzorcl; je totiz tcelem feéi vzorct uvést nds do stavu, v némZ mizZeme na malém
prostoru piivést k vyjadreni velky pocet myslenek, a to jednozna¢nym zpisobem:...*

| 7da se, ze prani Stésti (pour féliciter) si pro posledni rok druhého tisicileti zabudoval do své

struktury i fluorfosfatovy anion a promlouvd i k t€m, ktefi s fe¢i vzorcli sezndmeni nejsou.

Nezbyvd, nez se k tomuto iontu pfipojit.
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Frantisek Liska a Alena Liskovd
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SYMPOSION - o tom, Ze ,,Chemie je jen jedna*
konany u prilezitosti 75. narozenin
prof. Ing. Milana Kratochvila, CSc.

Katedra organické chemie Piirodovédecké fakulty Masa-
rykovy univerzity v Brné€ uspofddala ve dnech 23. a 24. listo-
padu 1999 pod zdstitou rektora prof. Jittho Zlatusky slavnostni
setkdni organickych chemikt a dalsich spolupracovniki prof.
Milana Kratochvila u pfilezitosti oslav jeho 75. narozenin.
Zii¢astnilo se ho téméf 80 chemikii z Ceské i Slovenské
republiky.

Po dvodnim slové vedouciho katedry organické chemie
PiF MU prof. Milana Potacka ndsledovala gratulace za Masa-
rykovu univerzitu proslovend prorektorem prof. Eduardem
Schmidtem, ve které zhodnotil piinos jubilanta pro univerzitu.
Poté prof. Kratochvil prevzal nejvyssi ocenéni Ceské spole-
nosti chemické a Slovenské chemické spolecnosti. Byl téz
vyznamendm Palackého univerzitou v Olomouci. Slavnostni
ceremonidl byl zakoncen gratulacemi zdstupci ostatnich vy-
sokych Skol a dalSich instituci (Lachema Brno, a. s., Merci,
s.r.o. aj.) z Ceské a Slovenské republiky a jeho blizkych
spolupracovniki.

Jak uZ ndzev naznacil — jednalo se o setkdni spojené
s oslavou narozenin — védecky program byl, ptedevsim v prv-
nim dni, veden spiSe filozoficky. Jednotlivi pfednasejici po-
ukazovali na souvislosti a pfinosy jejich védni discipliny
k rozvoji organické chemie. Na zavér prvniho dne byl uspora-
dan velkolepy ohnostroj a spolecensky vecer vénovany disku-
sim a vzpomindni. V nésledujicim dni byla vystoupeni pied-
nasejicich vénovana oblastem odborného zajmu prof. Krato-
chvila, tj. organické chemii, didaktice chemie a matematické
chemii. V krdtkych sdélenich byly nastinény trendy vyzkumu
na matei'ské katedie a v laboratofi struktury a dynamiky bio-
molekul. Vrcholem programu byla piednaska ,,JJak zkoumat
molekuly hmatem* s praktickymi ukdzkami. Soucdsti odbor-
ného programu je také posterovd sekce (v elektronické podobé
pristupnd na adrese: http://www.chemi.muni.cz/~symp99). Pti-
spévky vénované jubilantovi naleznete taktéz na uvedené adrese.

Stru¢né naznaceny program ukdzal, Ze odborny zdbér prof.
Kratochvila byl velice Siroky. O uvedeném vypovidd i odbor-
né curriculum vitae prof. Milana Kratochvila.

Prof. Ing. Milan Kratochvil, CSc. se narodil 20. prosince
1924 ve Stafeci. StiedoSkolské vzdélani ukoncil v roce 1943
maturitou a ndsledné byl totdlné nasazen. V letech 1945-1949
byl poslucha¢em CHF VST v Brné, kde po absolutoriu piisobil
do roku 1951 jako asistent. Po ukonceni vojenské prezencni
sluzby v roce 1953, pracoval jako odborny asistent na VTA
v Brné a od roku 1961 v téze funkci na PfF UJEP (dnes MU)
v Brné. Zde se v roce 1963 habilitoval a byl ustanoven docen-
tem. Do roku 1972 piednésel organickou chemii. Potom byl
nucen pedagogickou cinnost zastavit. Nasledné ptisobil na
katedie organické chemie jako védecky pracovnik.

Vroce 1979 byl ptinucen Piirodovédeckou fakultu opustit
aaz do dichodového véku pracoval jako samostatny vyzkum-
ny pracovnik ve Vyzkumném ustavu Cistych chemikalif, La-
chema, kde se diky pochopeni vedoucich pracovnikii mohl
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zabyvat pocitacem podporovanou organickou syntézou. Od
roku 1990 je profesorem, pozdéji emeritnim profesorem na
katedfe organické chemie PfF MU v Brné.

Zpracoval fadu ucebnich textd, ve kterych prichdzel s ne-
obycejné umélecky ztvarnénou grafickou tpravou, tehdy jesté
obtizné provadénou, s novym pohledem na vyuku organické
chemie. Ve svém pfistupu disledné vychazi ze struktury mo-
lekul, vyhodnocuje reakéni centra a z toho vyvozuje reaktivitu
sloucenin. Pro svij moderni pfistup a vynikajici ptfednes,
spojeny se spolecenskou eleganci, byl zvan po sptitelenych
pracovistich. Ve védeckovyzkumné prici (na KOCH do roku
1971) se zabyval studiem kyslikatych heterocyklickych slou-
¢enin v aktivni spoluprdci s vyznamnymi zahrani¢nimi praco-
visti. Stdl u zrodu Mezindrodniho sympozia o chemii hetero-
cyklickych sloucenin. Jak uz jsme zminili, po pfechodu do
VUCCH Lachema se zaméfil na hledani logické struktury
chemie a tvorbu jejtho matematického modelu s praktickymi
vystupy (pldnovéni organické syntézy apod.). S tim souvisi,
Ze stdl u zrodu hrani¢niho védniho oboru — matematické
chemie u nds. V uvedenych oblastech je autorem c¢i spoluau-
torem Cetnych publikaci.

Do dalsich let Zivota spojenych s aktivni spisovatelskou
¢innosti, bez ni si jej uZ nedovedeme predstavit, mu pfejeme
hodné pevného zdravi a neutuchajicich sil.

Milan Potdcek a Jiri Sibor

Prof. Pavlu Kratochvilovi k sedmdesatiniam

Kdyz se caravella, na jejiz palubé cestovala v zdi{ r.1966
na sympozium do Tokia vyprava ceskoslovenskych makro-
molekuldrnich chemiki, mezi Hong-Kongem a Tokiem do-
stala do viru tajfunu a kdyz tvdre cestujicich pozbyvaly pfiro-
zené barvy, poznamenal suSe jeden z nich: ,,Zd4 se, Ze problém
nedostatku funkénich mist v dstavu bude vyfesen®. (Problém
vyfeSen nebyl, nebof vyprava dorazila bez dhony do Tokia
a zpét do Prahy.) Pokud mne neklame pamét, byl autorem této
poznamky dne$ni sedmdesatnik, prof. Ing. Pavel Kratochvil,
DrSc.

Uvddim tuto historku proto, Ze ilustruje jednu z charakte-
ristickych vlastnosti jubilantovych: zachovat chladnou hlavu
i ve zlych situacich a vyrovndvat se s nimi vtipem nebo lehkou
ironii. Pomdhala mu i jindy, napt. kdyz pfesné promyslenymi
ajasné formulovanymi ndvrhy nebo ndmitkami ¢elil mocnym
tohoto svéta nebo kdyz do stiizlivych mezi uvadél nedomys-
lené projekty. Humorem sniZoval napéti, zbavoval diskusi
politického nebo prestizniho ndboje a vnucoval ji vécnost.

Nezbytnymi piedpoklady tohoto jedndni byla odvaha, po-
hotovost i peclivd pfiprava. Nevim o skautské minulosti jubi-
lantove, ale zdd se mi, Ze skautské ,,Bud pripraven® prijal za
svou devizu: Chces-li néceho dosdhnout bez tjmy na své cti,
nespokojuj se povrchni znalosti, uvazuj vsechny stranky kaz-
dého problému, neponechdvej nic improvizaci a kriticky po-
suzyj i vysledky vlastni invence a prace. Pak mizes jednat,
publikovat, predndset, ucit, recenzovat, reprezentovat a fidit.
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Jak jsem slychal, fidil se prof. Kratochvil timto heslem jiz
jako student prazské Vysoké $koly chemicko-technologické,
pozdéji jako asistent VSCHT v Pardubicich i jako aspirant v
Ustavu makromolekuldrni chemie CSAV v Praze. Z vlastni
zkuSenosti pak vim, Ze se toho hesla nevzdal ani na dalSich
stupnich své védecké kariéry v tomto ustavu: jako vedouci
laboratote a védeckého oddéleni a posléze jako feditel ustavu.
Ridil se jim i v naroénych funkcich skolitele védecké mladeze,
vysokoskolského ucitele, ¢lena védeckych rad vysokych kol
a odbornych komisi i jako zaklddajici ¢len Ucené spolecnosti
Ceské republiky.

K pochopeni prestize a autority prof. Kratochvila ve vé-
deckém svété necht poslouzi tento suchy a nepochybné netipl-
ny seznam: vice nez 190 pivodnich védeckych sdéleni, jedna
vlastni monografie, piispévky do tif mezindrodnich monogra-
fif, vice nez 240 zvanych pfedndsek na zahrani¢nich konferen-
cich, univerzitich a ve vyzkumnych institucich. Tam jsou
ulozeny vysledky jeho soustavného a cilevédomého studia
makromolekuldrnich systém fyzikadlné-chemickymi metoda-
mi, zejména metodou rozptylu svétla.

Prirozenym ocenénim bylo udéleni stdtni ceny, ceny
CSAV, stiibrné medaile Pfirodovédecké fakulty Karlovy uni-
verzity, medaile Vysokého uceni technického v Brné, pozvan{
do redakénich rad zahrani¢nich védeckych Casopist a prijeti
do vyznamnych zahrani¢nich védeckych spolecnosti a jejich
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organd (britskd Royal Society of Chemistry, Society of Che-
mical Industry UK, International Union of Pure and Applied
Chemistry, International Symposia on Polymer Analysis and
Characterization).

Domnivam se, Ze stejné milé mtize jubilantovi byt védomi,
Ze jeho autorita a prestiz otviraly cestu do svéta mladsi gene-
raci pracovnikd tstavu, Ze stdle pritahuje do laboratofe, kterou
vybudoval pro mladez z Ceské republiky i ze zahraniéi, a ze
vysoky standard a renomé laboratofe udrzujiijeho byvali Zaci.

Funkci feditele UMCH AV CR piijal prof. Kratochvil
v roce 1990, v dobé, kdy se ménila Ceskd spolecnost, Ces-
ka ekonomika, Akademie véd i systém védeckého vyzkumu
a kdy byla i v ustavu nutnd nékterd nepifjemnd opatient,
véetné persondlnich. Vim, Ze otdzka, jak je provést bez urazky
ddstojnosti druhych, byla predmétem dlouhych a dikladnych
dvah nového feditele.

S funkci feditele vzal na sebe prof. Kratochvil i kol
navdzat na tradici, zaloZenou prvnim feditelem udstavu, prof.
0. Wichterlem. Tomuto tikolu ¢estné dostal. Jestlize v r. 1997
Dr. Bikales z americké National Science Foundation nalezl
v oficidlnim dokumentu pro tistav mimofddné lichotivd slova,
ocenil tim i to, ¢im k prestizi ustavu prispél prof. Kratochvil
jako védec i jako feditel.

Miloslav Bohdanecky
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Vyuka

VYUKA

SKOLNI POKUSY K TEMATU SPONTANNI
ENDOTERMICKE REAKCE
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2. Obecnd vychodiska pro $kolnf pokusy k tématu

spontanni endotermické reakce a vybér vhodnych reakci

3. Reakce Fe(NO,); . 9H,0 s Na,CO; . 10H,0 jako
modelovy piiklad spontdnni endotermické reakce

4. Zavér

1. Uvod

Spontdnnost chemickych reakcei, které probihaji za kon-
stantni teploty a tlaku, lze piredpovédét z vypoctu zmény
Gibbsovy energie (AG) (cit."). Ta je zdvisld na zméné entalpie
(AH), tj. na reakénim teplu a na zméné entropie systému (AS),
v niZ je zahrnuta jak entropie jednotlivych sloucenin, tak i dals{
faktory, jako je pocet a skupenstvi vychozich a vzniklych
Castic. Zavislost mezi zménami Gibbsovy energie, entalpie
a entropie lze vyjadrit vztahem

AG® = AH® — TAS®

kde A predstavuji rozdil uvedenych stavovych veli¢in mezi
kone¢nym a vychozim stavem a indexy ° znamenaji, ze hod-
noty jsou vztazeny na standardni podminky (25 °C; 0,1MPa;
koncentrace vychozich litek v jednotkdch mol).

Reakce za standardnich podminek probihaji spontdnné jen
v piipadé, Ze hodnota jejich AG® je zdporna. Dlouhou dobu se
predpoklddalo, Ze spontdnné mohou probihat pouze exoter-
mickd reakce (AH® < 0). AZ J. Gibbs ukdzal, Ze spontdnné
miize probihat i endotermicky chemicky d&j (AH > 0) a to za
predpokladu, Ze pii ném dochdzi k vyraznému vzriistu entropie
systému a Ze plati: AH << TAS. Hodnoty AS”, které lze v né-
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kterych piipadech zjistit z tabulek, jsou kladné a pro vznik
produktd v chemické reakci piiznivé, jestlize:

a) reakce je provdzena zménou skupenstvi pevného v kapalné
¢i plynné nebo kapalného v plynné; zejména jestlize pfi
reakci vznikaji plynné produkty,

pocet mold produktid je podstatné vétsi nez pocet moli
reaktantu.

Prvni spontdnni endotermickou reakci dekahydratu siranu
sodného s chloridem draselnym popsal jiZz v roce 1883 van’t
Hoff>. Pozdéji se k tomuto problému vritil v roce 1966 Matt-
hues®. V didaktické oblasti se u nds problematika samovolného
prubéhu chemickych reakci stala v roce 1994 soucdsti uciva
volitelného semindie pro I'V. ro¢nik gymneizil‘“s. Z dnes po-
uzivanych ucebnic, a to nejen v CR (cit.S), ale i v zahrani¢i®”,
si mohou Zdci tuto problematiku osvojit jen teoreticky. Na
moznosti praktického vyuziti spontdnnich endotermickych
reakcei v didaktické oblasti poukdzal jiz v sedmdesatych letech
Banyr. Ve své praici10 popsal reakce, pfi kterych se na krysta-
lické chloridy nékterych kovl v oxidaénim &isle II pisobi
chloridem thionylu a které 1ze vyjadfit obecné rovnici:

b)

MeCl, . nH,0 + nSOCI, — MeCl, + 2nHCI + nSO,

Z didaktického hlediska povazuje autor za velice zajima-
vou zejména reakci chloridu thionylu s hexahydratem chloridu
kobaltnatého, protoze jeji priubéeh je spojen se zménou barvy
v disledku zmény koordinacni sféry piechodného kovu.
I kdyz, jak uvadi autor, jsou uvedené reakce pro pochopeni
podstaty samovolné probihajicich endotermickych reakci vy-
znamné, nenasly ve vyuce vzhledem ke své experimentaln{
ndroc¢nosti a aspektu bezpecnosti $irs{ uplatnéni. K problema-
tice vyuziti Skolnich samovolnych reakci se u nds vrdtil az
v roce 1997 Bilek!!, ktery vyvinul poéitatovy méfici systém
pro jednoduché aplikace ve Skolni praxi, umoznujici sledovat
i teplotni zmény spontdnnich endotermickych reakci.

V didaktické literatufe se dosud traduje, Ze provadéni
samovolnych endotermickych reakci ve vyuce je ¢asové, ma-
teridlné i experimentdlné ndrocné. Nasi snahou bylo proto
nalezeni nékterych spontdnné probihajicich reakci za normdl-
ni teploty, které pro jednoduchost provedeni by byly vhodné
pro vyuZiti ve vyuce chemie.

2. Obecna vychodiska pro Skolni pokusy
k tématu spontanni endotermické reakce
a vybér vhodnych reakci

Na zdkladé rozboru podminek pro spontdnni pribéh endo-
termickych reakci a s prihlédnutim k didaktickym aspektim
Skolni laboratorni praxe jsme vyhleddvali takové pokusy,
které spliuji ndsledujici pozadavky:
pri reakci vznikd vétsi pocet molekul produktl oproti
vychozim ldtkdm a tim dochdzi k vyraznému zvySeni
entropie systému,
pfi reakci dochdzi ke zméné skupenstvi reagujicich latek
ve sméru od pevné k plynné fazi,



Chem. Listy 94, 146 — 147 (2000)

pro Skolnf praxi se pouzivaji dostupné chemikalie a reakce
vyZzaduji minimdlni materidlové zajisténi (zkumavka nebo
kddinka, teplomér, pfip. tepelnd izolace),

prubéh reakci lze vizudlné sledovat z barevnych zmén
nebo ze zmény skupenskych stavl reagujicich latek,
provedeni reakcf je velmi jednoduché a odpovidd bezpec-
nostnim hlediskiim, naptiklad pouhé smiseni pfip. i neste-
chiometrickych mnozstvi dvou pevnych latek,

empirické poznatky ziskané pfi provadéni pokusti mohou
zaci vysvétlit na zdkladé dosud ziskanych védomosti a do-
vednosti.

Pfi vyhleddvéani vhodnych pokusti jsme vychdzeli z analo-
gie se zndmou reakci prdSkového zinku (hliniku, hof¢iku)
s jodem, ve které jako katalyzdtor pisobi voda. Tuto reakci
vyvoldvaji i nékteré krystalohydraty s vyssi tenzi vodni pary,
nez je tlak vodni pary v atmosféfe. Takovéto hydraty uvoliuji
samovolné vodu, kterd pak plisobi jako katalyzator dané reak-
ce.

Podle vyse uvedenych pozadavkl na Skolni chemicky
experiment k danému tématu lze doporucit osm Skolnich
pokustl pro vyuku chemie na stiednich, pfip. i na zdkladnich
Skoldch. Jde o reakce pevného dekahydratu uhli¢itanu sodné-
ho Na,CO5;.10H,0 nebo uhli¢itanu amonného (NH,),CO,
s ndsledujicimi ldatkami: Fe(NO,);.9H,0, FeCl;.6H,0,
MnCl,.4H,0, Co(NOs;),.6H,0.

Reakce 1ze provadeét v tepelné izolovanych zkumavkach
nebo kdadinkdch a zmény teploty lze sledovat teplomérem
zasunutym do reakéni smési. Pribéh téchto reakei je pfitom
tak prikazny, Ze neni nutné dodrzovat stechiometrické pomeé-
ry reagujicich slozek a tepelnou izolaci reak¢nich systémd.

3. Reakce Fe(NO3)3.9H20 s Na;CO3.10H,O
jako modelovy priklad spontanni
endotermické reakce

Provedeni pokusu: v tepelné izolované zkumavce smicha-
me stechiometrickd mnoZzstvi pevnych ldtek Fe(NO;);.9H,0
a Na,CO,.10H,0. Po promiseni Ize sledovat ndsledujici zmény:
a) pokles teploty na teploméru zasunutém do reakéni smési,
b) vznik kapalné fize obsahujici tmavohnédé zabarvenou
nerozpustnou latku,
uvolnovani plynného produktu.

Na zdkladé pozorovdni téchto zmén a dalSich poznatki 1ze
odvodit, Ze v systému:

a) probihd spontdnni reakce, kterd vzhledem k poklesu tep-
loty systému md endotermicky prtibéh,

v disledku vyssich tenzi vodni pary krystalohydrdti do-
chézi k uvolnovani molekul vody a postupnému rozpous-
téni pevné féze,

vznikd tmavohnédy pevny produkt, kterym podle podmi-
nek provedeni reakce je Fe(OH), event. FeOOH,
uvoliiuje se plynny produkt, ktery zavadénim do roztoku
Ca(OH), Ize identifikovat jako CO,.

Na zdkladé uvedenych skutecnosti 1ze sestavit piislusnou
chemickou rovnici:

c)

b)

c)
d)

2Fe(NO,),.9H,0 + 3Na,CO,. 10H,0 —

— 2Fe(OH), + 6NaNO, + 45H,0 + 3CO,
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Podstatu pribéhu této reakce lze vysvétlit tim Ze:

a) prinidochdzi v porovnani s reagujicimi latkami ke vzniku
velkého poctu molekul produktd,

b) pii reakci pevnych litek vznikaji ve velké mife produkty
kapalného a plynného skupenstvi. Vysledkem je vyrazny
ndrQst entropie AS, takze AH < TAS.

4. Zavér

Vyuzitelnost navrzenych reakci pro proces osvojovani
uciva o spontdnnim pribéhu endotermickych reakci byla ové-
fena v semindfich pro studenty ucitelstvi chemie na Prirodo-
védecké fakulté UK v Praze, na Zemédélské fakulté JU v Ces-
kych Budéjovicich a v seminafich pro zdky vybranych stfed-
nich Skol.

Na zdkladé ziskanych zkuSenosti lze fici, Ze zafazeni na-
vrzenych reakci do pedagogické praxe stiednich $kol je pii-
nosné a uzite¢né. Pokusy jsou z hlediska experimentdlnich
i finan¢nich pozadavki nendro¢né a prindseji fadu zajimavych
pozorovini, ze kterych mohou studenti odvodit celou fadu
poznatkd i z hlediska termodynamickych zdkonitosti pribéhu
chemickych reakci.
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