
ChemickÈ listy v roce 2000

ÑInovuj nebo zem¯iì ñ jedno ze z·kladnÌch podnikatel-
sk˝ch pravidel, kterÈ platÌ i pro ChemickÈ listy. Inovace Che-
mick˝ch list˘ v roce 2000 zaËÌn· nov˝m grafick˝m zpracov·-
nÌm ob·lky. Magick· dvojka v poslednÌm roce druhÈho milÈ-
nia k tÈto zmÏnÏ p¯Ìmo vybÌzela a kolegovÈ v redakci si jiû
zvykli, ûe ob·lka naöeho Ëasopisu je mojÌ prvo¯adou lib˘stkou.
V z·sadÏ ölo o to, nalÈzt k naöÌ tradiËnÏ sluöivÈ zelenÈ mÛdnÌ
barevnÈ doplÚky. V minulÈm roce se n·m to da¯ilo vÌce Ëi mÈnÏ
˙spÏönÏ a navÌc redakce byla neust·le zamÏstn·v·na sh·-
nÏnÌm vhodn˝ch motiv˘ na ob·lku. VÌc zatÌm neprozradÌm,
snad jen poznamen·m, ûe ChemickÈ listy nepat¯Ì k Ëasopis˘m
s mnohaletou tradiËnÌ ob·lkou (jako nap¯. Collection) a proto
je nutnÈ sledovat novÈ grafickÈ trendy i v tÈto oblasti.

Domovsk· str·nka Chemick˝ch list˘ takÈ zaznamenala
zmÏny a zaznamen· dalöÌ ˙pravy. Elektronick· podoba naöeho
Ëasopisu se, podle p¯edpokladu, st·v· ËÌm d·l vÌce d˘leûitÏj-
öÌ. ChemickÈ listy budou i nad·le zobrazov·ny na domÈnÏ
VäCHT (http://staff.vscht.cz/chem_listy/index.html), zatÌmco
Bulletin rychle doplnÌme do souËasnosti a zobrazÌme ho na
domÈnÏ ⁄OCHB AV »R (http://www.uochb.cas.cz/bulletin.
html). Na d¯ÌvÏjöÌ linku (http://www.uochb.cas.cz/ChemListy/
chemlisty.html) d·me p¯esmÏrov·nÌ. Tento symetrick˝ vztah
ChemickÈ listy ñ Bulletin, mezi domÈnami VäCHT a ⁄OCHB,
bude respektov·n i na domovskÈ str·nce »eskÈ spoleËnosti
chemickÈ (http://www.csch.cz/journ.htm).

To, ûe ËÌsla 1, 4, 7, 10 budou i v roce 2000 obsahovat
Bulletin, je snad jiû zbyteËnÈ p¯ipomÌnat. JedniËka je vûdy
slavnostnÌm vykroËenÌm, Ëty¯ka se n·m stylizuje do aprÌlovÈ

podoby, sedmiËku po loÚskÈ dobrÈ zkuöenosti opÏt vÏnuje-
me chemickÈmu pr˘myslu a letos navÌc jubileu prof. Paöka
(tak jsme se dohodli s reprezentacemi »eskÈ spoleËnosti pr˘-
myslovÈ chemie, »eskÈ spoleËnosti chemickÈho inûen˝rstvÌ
a Svazem chemickÈho pr˘myslu »eskÈ republiky) a desÌtka je
jiû nÏkolik let zamÏ¯ena na ûivotnÌ prost¯edÌ. OsmiËka bude
sbornÌkem p¯ÌspÏvk˘ sjezdu »eskÈ a SlovenskÈ spoleËnosti
pro biochemii a molekul·rnÌ biologii, devÌtka bude vÏnov·na
52. sjezdu chemick˝ch spoleËnostÌ v »esk˝ch BudÏjovicÌch
a do jeden·ctky jiû tradiËnÏ zano¯Ìme popul·rnÌ organickou,
bioorganickou a farmaceutickou konferenci v LiblicÌch.

I v letoönÌm roce, jako v letech minul˝ch, se budeme snaûit
pr˘bÏûnÏ sniûovat v˝robnÌ n·klady. V loÚskÈm roce jste jistÏ
zaznamenali vyööÌ hustotu tisku, zmenöenÌ pÌsma a snÌûenÌ
gram·ûe papÌru. Pr˘bÏûnÏ optimalizujeme poötovnÌ sluûby
a n·klad Ëasopisu. Dovolte mi p¯ipomenout, ûe Bulletinov·
ËÌsla budeme zasÌlat pouze tÏm, kte¯Ì o to jiû projevili a projevÌ
z·jem. P¯i neust·le rostoucÌm poËtu Ëlen˘ »SCH to ani nelze
dÏlat jinak. Vyv·ûen· ekonomick· bilance Chemick˝ch list˘ je
prioritnÌ z·leûitost a hled·nÌ nov˝ch finanËnÌch zdroj˘ nikdy
nekonËÌcÌ aktivitou Ëlen˘ redakËnÌho kolektivu a funkcion·¯˘
»eskÈ spoleËnosti chemickÈ.

Z·vÏrem douf·m, ûe ChemickÈ listy se p¯ehoupnou do
novÈho tisÌciletÌ ve zdravÌ, jako Ëasopis stavÏjÌcÌ na svÈ 124letÈ
tradici, ale takÈ jako modernÌ a neust·le se rozvÌjejÌcÌ perio-
dikum naöÌ öirokÈ chemickÈ komunity.

Bohumil KratochvÌl

Redakce Ëasopisu

udÏluje cenu Karla Preise za rok 1999
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1. ⁄vod

Spektroskopie nukle·rnÌ magnetickÈ rezonance (NMR)
pat¯Ì jiû ¯adu let k hlavnÌm experiment·lnÌm n·stroj˘m studia
struktury biomolekul a dynamiky proces˘ v nich probÌhajÌ-
cÌch. Jednou z nejd˘leûitÏjöÌch informacÌ, kterou NMR spek-
trum obsahuje, jsou chemickÈ posuny. Tuto informaci je vöak
moûnÈ pro strukturnÌ studie molekul vyuûÌt jen ve speci·lnÌch
p¯Ìpadech. Uveden· skuteËnost je d˘sledkem toho, ûe chemic-
kÈ posuny, jak uvidÌme v n·sledujÌcÌ kapitole, p¯Ìmo souvisÌ
s elektronovou strukturou, a jsou tedy ovlivnÏny dÏji, jeû
zp˘sobujÌ zmÏnu distribuce elektron˘ v molekule. Mezi nej-
d˘leûitÏjöÌ z nich pat¯Ì internÌ flexibilita (experiment·lnÏ zjiö-
tÏn˝ posun je pr˘mÏrem p¯es hodnoty p¯ÌsluönÈ geometrick˝m
uspo¯·d·nÌm nabyt˝m bÏhem trv·nÌ experimentu NMR) a in-
termolekul·rnÌ interakce (blÌûe v kapitol·ch 3.2. a 3.3.). V obou
p¯Ìpadech nenÌ z·vislost posunu na tÏchto procesech obecnÏ
pops·na.

AtraktivnÌ moûnostÌ, jak v˝öe uvedenÈ vlivy studovat, je
provedenÌ v˝poËtu ab initio, tj. neempirickÈho v˝poËtu, kter˝
vyuûÌv· pouze kvantovou mechaniku a z·kladnÌ fyzik·lnÌ
konstanty. V 90. letech doölo v oblasti v˝poËtu chemick˝ch
posun˘ k prudkÈmu n·r˘stu poËtu publikacÌ jak metodickÈho
(p¯ehledn˝ Ël·nek1), tak aplikaËnÌho r·zu (viz nap¯. roËenky2).
DÌky rozvoji kvantovÏ chemickÈ teorie jsou souËasnÈ p¯Ìstupy
ab initio schopny poskytnout ˙daje o chemickÈm stÌnÏnÌ v ma-
l˝ch molekul·ch s pomÏrnÏ velkou p¯esnostÌ. Rozvoj moder-

nÌch poËÌtaËov˝ch technologiÌ v 90. letech zp¯Ìstupnil öirokÈ-
mu okruhu z·jemc˘ pracovnÌ stanice a vÌceprocesorovÈ super-
poËÌtaËe s v˝konem ¯·du Gflop. Tato technologie se tak stala
bÏûnou souË·stÌ vybavenÌ akademick˝ch i pr˘myslov˝ch la-
borato¯Ì. Tyto p¯ÌznivÈ okolnosti vedou k rostoucÌmu z·jmu
o studium chemick˝ch posun˘, p¯ÌpadnÏ faktor˘, jeû je ovliv-
ÚujÌ, nejen u mal˝ch organick˝ch molekul, ale i systÈm˘
o vÏtöÌ molekulovÈ hmotnosti a fragment˘ biomakromole-
kul jako jsou proteiny a nukleovÈ kyseliny. Jako p¯Ìklad lze
uvÈst vyËÌslenÌ posun˘ 13C v molekule taxolu (C47H51NO14,
pouûito 1037 b·zov˝ch funkcÌ) se st¯ednÌ kvadratickou od-
chylkou3 6,4 ppm a popis vlivu sekund·rnÌ a terci·rnÌ struktu-
ry na chemickÈ posuny izotop˘ 1H, 13C, 15N a 19F v bÌlkovi-
n·ch4,5.

Tento refer·t shrnuje z·kladnÌ metody v˝poËt˘ ab ini-
tio chemick˝ch posun˘. Na vybran˝ch p¯Ìkladech jsou de-
monstrov·ny moûnosti aplikacÌ tÏchto v˝poËt˘ a diskutov·ny
nÏkterÈ problÈmy spojenÈ s jejich realizacÌ. Problematika zvo-
lenÈho tÈmatu je mezioborov·. Schopnost nejen p¯esnÈho
vyËÌslenÌ absolutnÌho stÌnÏnÌ mal˝ch molekul, ale reprodukce
rozdÌl˘ posun˘ v biologicky zajÌmav˝ch, komplikovan˝ch
systÈmech je velkou v˝zvou teoretick˝m chemik˘m. DetailnÌ
znalost vztahu mezi strukturou a posunem Ëi vlivem mezimo-
lekul·rnÌch interakcÌ na chemickÈ stÌnÏnÌ m˘ûe v mnoha p¯Ì-
padech usnadnit interpretaci experiment·lnÌch NMR dat.

2. Teoretick· Ë·st

2 . 1 . C h e m i c k ˝ p o s u n

J·dra v molekule jsou obklopeny elektrony, jejichû tok
ve vnÏjöÌm magnetickÈm poli indukuje vznik lok·lnÌho
pole . Toto pole zp˘sobuje, ûe dvÏ NMR aktivnÌ j·dra
s odliön˝m chemick˝m okolÌm rezonujÌ p¯i r˘zn˝ch frekven-
cÌch. Indukci na danÈm j·d¯e lze vyj·d¯it vztahem

= (1 ñ σαβ) (1)

kde je sloûka magnetickÈho pole ve smÏru α indukovan·
tokem elektron˘, kter˝ je d˘sledkem p˘sobenÌ vnÏjöÌho mag-
netickÈho pole ve smÏru β. ChemickÈ stÌnÏnÌ je vzhledem
k asymetrii rozloûenÌ elektron˘ obecnÏ tenzorovou veliËinou
charakterizovanou tenzorem druhÈho ¯·du σαβs devÌti elemen-
ty. Vhodnou volbou sou¯adnicovÈ soustavy je moûnÈ tento
tenzor p¯evÈst do tvaru, v nÏmû diagon·lnÌ Ëleny σxx, σyy, σzz
jsou jeho hlavnÌmi sloûkami. Jejich pr˘mÏr

σizo = 1/3 (σxx + σyy + σzz) (2)

potom reprezentuje izotropnÌ stÌnÏnÌ danÈho j·dra. ZatÌmco
v pevnÈ f·zi je v p¯ÌpadÏ studia jednotliv˝ch krystal˘ moûnÈ
anizotropnÌ tenzor chemickÈho stÌnÏnÌ plnÏ charakterizovat,
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v plynnÈ a kapalnÈ f·zi doch·zÌ n·sledkem rychlÈho a neuspo-
¯·danÈho pohybu k zpr˘mÏrÚov·nÌ jeho jednotliv˝ch sloûek.
Za p¯edpokladu, ûe vöechny orientace molekuly vzhledem ke
smÏru vnÏjöÌho magnetickÈho pole jsou stejnÏ pravdÏpodob-
nÈ, je mÏ¯iteln· pouze veliËina σizo. IzotropnÌ stÌnÏnÌ se cha-
rakterizuje nejbÏûnÏji parametrem δ, naz˝van˝m chemick˝
posun, kter˝ je vyj·d¯en rozdÌlem rezonanËnÌ frekvence mÏ-
¯enÈho j·dra ν = γ.(1 ñ σizo). B0 a frekvence zvolenÈho stand-
ardu νst = γ.(1 ñ ). B0 normalizovan˝m vzhledem k indukci
vnÏjöÌho magnetickÈho pole

δ = (ν ñ νst) / νst = ( ñ σizo) / (1 ñ ) (3)

P¯i teoretickÈm v˝poËtu chemickÈho posunu postupujeme
tak, ûe nejprve nÏkterou z metod popsan˝ch d·le urËÌme σizo

vybranÈho j·dra. PotÈ tuto hodnotu odeËteme od izotropnÌho
stÌnÏnÌ standardu zÌskanÈho buÔ teoreticky nebo experimen-
t·lnÏ; nap¯. stÌnÌcÌ konstanta uhlÌku 13C v jednom z nejbÏû-
nÏjöÌch standard˘, tetramethylsilanu, (TMS) σizo (13C) je 186,4
ppm (cit.6).Takto zÌskan˝ chemick˝ posun m˘ûeme pak po-
rovn·vat s namÏ¯enou hodnotou.

Z·klady kvantovÏ mechanickÈ teorie chemickÈho stÌnÏnÌ
poch·zÌ ze zaË·tku 50. let (cit.7,8). StruËnÏ a srozumitelnÏ jsou
pops·ny ve sbornÌku9. Jelikoû podstata stÌnÏnÌ je elektronick·,
vych·zÌ se p¯i v˝poËtu pro atomovÈ j·dro s magnetick˝m
momentem ve vnÏjöÌm magnetickÈm poli z celkovÈho
hamiltoni·nu . Energie j·dra E z·visÌ na induk-
ci vnÏjöÌho magnetickÈho pole a velikosti . S pouûitÌm
Rayleighovy-Schrˆdingerovy poruchovÈ teorie lze obdrûet
rozvoj energie E podle a a poslÈze se¯azenÌm Ëlen˘
˙mÏrn˝ch souËasnÏ i separovat dva p¯ÌspÏvky ke stÌnÏnÌ,
a to diamagnetickou a paramagnetickou sloûku:

σαβ = (4)

Diamagnetick· Ë·st tenzoru chemickÈho stÌnÏnÌ popisuje
schopnost vnÏjöÌho magnetickÈho pole zp˘sobovat proudÏnÌ
n·boje v z·kladnÌm elektronickÈm stavu systÈmu. JejÌ smÏr je
obecnÏ opaËn˝ neû smÏr vnÏjöÌho magnetickÈho pole, proto
zvyöuje stÌnÏnÌ danÈho j·dra a tÌm zp˘sobuje posun jeho
rezonanËnÌho sign·lu k menöÌm hodnot·m δ. Hodnotu dia-
magnetickÈ sloûky lze vypoËÌtat na z·kladÏ znalosti vlnovÈ
funkce z·kladnÌho stavu molekuly |0〉:

σdia (5)

kde rj ud·v· polohu elektron˘ vzhledem ke studovanÈmu j·dru
a rpvzhledem k poË·tku vektorovÈho potenci·lu vnÏjöÌho mag-
netickÈho pole (viz d·le). Jelikoû v˝sledek je m·lo citliv˝ ke
kvalitÏ pouûitÈ b·ze v˝poËtu ab initio a rychle konverguje p¯i
jejÌm rozöi¯ov·nÌ, je jeho zÌsk·nÌ pro kvantovou chemii rela-
tivnÏ snadn˝m ˙kolem. V·ûnÏjöÌ problÈm p¯edstavuje v˝poËet
paramagnetickÈ sloûky. ParamagnetickÈ stÌnÏnÌ lze interpre-
tovat jako schopnost vnÏjöÌho magnetickÈho pole vyvol·vat
tok elektron˘ molekulou, a to vyuûitÌm orbital˘, jeû nejsou
obsazeny v z·kladnÌm stavu. σpara p˘sobÌ ve smÏru blÌzkÈm
k orientaci a je zodpovÏdnÈ za zvyöov·nÌ chemickÈho po-
sunu. Hodnota σpara je d·na souËtem

σpara (6)

p¯es excitovanÈ stavy q systÈmu; Eq a |q〉 jsou vlastnÌ energie
resp. vlnovÈ funkce jednotliv˝ch stav˘ a l je oper·tor ˙hlovÈho
momentu. P¯i v˝poËtu se obvykle postupuje tak, ûe excitovanÈ
stavy jsou pops·ny virtu·lnÌmi orbitaly p¯ibliûnÈ vlnovÈ funk-
ce. Tato povÏtöinou drastick· aproximace (p¯esnou hodnotu
σpara je moûnÈ obdrûet pouze pouûitÌm kompletnÌ b·ze10) vede
k podstatn˝m chyb·m. Je uûiteËnÈ si vöimnout, ûe velikost
paramagnetickÈho Ëlenu je nep¯Ìmo ˙mÏrn· rozdÌlu energiÌ
z·kladnÌho a p¯ÌsluönÈho excitovanÈho stavu. V orbitalovÈ
formulaci je tento jev vyj·d¯en energetick˝mi rozdÌly mezi
obsazen˝mi a neobsazen˝mi orbitaly. ObecnÏ, pokud mole-
kula m· nÌzko leûÌcÌ excitovan˝ stav (resp. mal˝ rozdÌl nejvyö-
öÌho obsazenÈho a nejniûöÌho neobsazenÈho orbitalu), para-
magnetickÈ stÌnÏnÌ p¯Ìsluön˝ch atom˘ bude velkÈ.

VnÏjöÌ magnetickÈ pole vstupuje do v˝poËtu ab initio
chemickÈho stÌnÏnÌ prost¯ednictvÌm vektorovÈho potenci·lu

tohoto pole. Ve vztazÌch (5) a (6) se objevujÌ Ëleny z·vislÈ
na poË·tku vektorovÈho potenci·lu. Polohu tohoto poË·tku lze
umÌstit do libovolnÈho bodu. AËkoliv v p¯ÌpadÏ p¯esnÈho
v˝poËtu by proveden· volba vliv na v˝sledek mÌt nemÏla,
hodnotu p¯ibliûnÈho kvantovÏ chemickÈho ¯eöenÌ v˝raznÏ ov-
livÚuje. P¯i posunu by souËet σdia a σpara mÏl z˘stat konstantnÌ.
V praxi vöak je chyba vznikl· p¯i v˝poËtu σpara vÏtöÌ neû
v p¯ÌpadÏ σdia a pro r˘znÏ zvolenÈ poË·tky tak dost·v·me
rozdÌlnÈ hodnoty chemickÈho stÌnÏnÌ vybranÈho atomu studo-
vanÈ molekuly. Tento artefakt se anglicky oznaËuje jako gau-
ge [geidû] problem. Podle zp˘sobu, jak se k tomuto problÈmu
p¯istupuje, lze kvantovÏ chemickÈ metodiky v˝poËtu chemic-
kÈho stÌnÏnÌ rozdÏlit do nÏkolika skupin.

2 . 2 . P ¯ e h l e d v ˝ p o Ë e t n Ì c h m e t o d

PrvnÌ p¯Ìstupy11,12 vych·zejÌcÌ z celkovÈho hamiltoni·nu
a oznaËovanÈ jako Common Origin Approach (COA)

ne¯eöily gauge problem. Sloûky tenzoru studovanÈho j·dra se
poËÌtaly vzhledem k poË·tku na tomto j·d¯e. Tento p¯Ìstup
vyûaduje pro dosaûenÌ shody s experimentem pouûitÌ obrovskÈ
b·ze. Je moûnÈ dok·zat, ûe s kompletnÌ b·zÌ poskytuje COA
p¯esnÈ v˝sledky13,14. Prakticky je tato metoda vöak pouûiteln·
pouze pro dvouatomovÈ molekuly. Pro studium vÏtöÌch sys-
tÈmu bylo vypracov·no nÏkolik metod, kterÈ nejsou z·vislÈ na
volbÏ poË·tku sou¯adnic vektorovÈho potenci·lu. V souvislos-
ti s v˝poËty biomolekul je t¯eba zmÌnit GIAO15,16 (Gauge
Including Atomic Orbitals) a IGLO17,18 (Independent Gauge
for Molecular Orbitals) (na nasazenÌ v tÈto oblasti zatÌm ËekajÌ
LORG19,20a CSGT21,22). Jejich podstatou je explicitnÌ zahrnutÌ
vektorovÈho potenci·lu do atomov˝ch (v p¯ÌpadÏ GIAO) resp.
lokalizovan˝ch molekulov˝ch (IGLO) orbital˘. Z praktickÈho
hlediska je d˘leûitÈ, ûe metoda GIAO, jeû byla pro v˝poËty
molekul s biologickou relevancÌ pouûita ve vÏtöinÏ p¯Ìpad˘,
p¯i rozöi¯ov·nÌ b·ze konverguje k p¯esnÈmu ¯eöenÌ rychleji.
ZÌskanÈ v˝sledky jsou tedy s vyuûitÌm srovnatelnÈ b·ze vÏt-
öinou lepöÌ neû p¯i aplikaci p¯Ìstupu IGLO.

Metodiky pro v˝poËet chemickÈho stÌnÏnÌ lze rovnÏû roz-
dÏlit podle zp˘sobu, kter˝m poËÌtajÌ jednotlivÈ sloûky tenzoru
σαβ. VÏtöinou jsou zaloûeny na koneËnÈ poruchovÈ teorii. Ta
p¯i popisu chemickÈho stÌnÏnÌ vych·zÌ z definiËnÌho vztahu
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σαβ = (8)

Prakticky lze σαβ vypoËÌtat ze vztahu

σαβ = (9)

Tvary oper·tor˘ a jsou uvedeny v jiû citovanÈm
sbornÌku9. P0 je matice hustoty neporuöenÈho systÈmu, P1

matice hustoty prvnÌho ¯·du popisujÌcÌ mÌch·nÌ obsazen˝ch
a neobsazen˝ch orbital˘ v p¯Ìtomnosti vnÏjöÌho magnetickÈho
pole. V˝poËet P0 je rutinnÌ z·leûitostÌ, P1 se zÌsk·v· ¯eöenÌm
sp¯aûen˝ch Hartreeho-Fockov˝ch (HF) rovnic s magnetick˝m
polem jako poruchou (Coupled Perturbed Hartree-Fock Equ-
ations). Z·kladnÌm kvantovÏ chemick˝m p¯Ìstupem pro nale-
zenÌ vlnovÈ funkce systÈmu a jeho energetick˝ch hladin je
Hartreeho-Fockova metoda selfkonzistentnÌho pole (SCF), tj.
pouûitÌ jednodeterminantovÈho p¯iblÌûenÌ a hled·nÌ efektivnÌ-
ho pole pro odpuzov·nÌ elektron˘. KoneËn· poruchov· teorie
chemickÈho stÌnÏnÌ ve spojenÌ s takto nalezenou vlnovou
funkcÌ a nÏkterou  z metod nez·visl˝ch  na volbÏ  poË·tku
vektorovÈho potenci·lu (nap¯. GIAO) tvo¯Ì p¯Ìsluön˝ p¯Ìstup
CHF (nap¯. CHF-GIAO). JÌm zÌskanÈ hodnoty jsou v literatu¯e
Ëasto oznaËov·ny jen jako data HF resp. SCF.

Elektronov· korelace, tj. rozdÌl repulse elektron˘ vyj·d¯e-
nÈ pomocÌ efektivnÌho pole a vypoËÌtanÈ p¯esnÏ, m· v nÏkte-
r˝ch p¯Ìpadech z·sadnÌ vliv na popis stÌnÏnÌ. Pro nÏkterÈ
molekuly (vËetnÏ mal˝ch, nap¯. dusÌk) ani pouûitÌ rozs·hlÈ
b·ze v r·mci û·dnÈho z p¯Ìstup˘ CHF neposkytne posuny
blÌzkÈ experiment·lnÌm hodnot·m. Pro v˝poËty chemickÈho
stÌnÏnÌ fragment˘ biomolekul byly pouûity dvÏ metodiky za-
hrnujÌcÌ elektronovou korelaci (korelovanÈ). K p¯esnÈmu po-
pisu menöÌch systÈm˘ je moûno vyuûÌt Møllerovu-Plessetovu
(MP) poruchovou teorii. JejÌ podstatou je, ûe rozdÌl mezi
v˝poËtem se zahrnutÌm p¯esnÈ elektronovÈ repulse a s vyuûi-
tÌm efektivnÌho pole v rovnicÌch HF se vyjad¯uje formou
poruchy r˘zn˝ch ¯·d˘. Nejzn·mÏjöÌ je poruchov· teorie dru-
hÈho ¯·du (MP2), kter· je d˘leûit· nap¯. p¯i v˝poËtu p¯esn˝ch
molekul·rnÌch geometriÌ. V˝poËet stÌnÏnÌ metodou MP pouûÌ-
v· matic hustoty a postupu naznaËenÈho rovnicÌ (9).V˝poËetnÌ
vyj·d¯enÌ odpovÌdajÌcÌch matic hustoty bylo vöak nalezeno
teprve v 90. letech23,24.

DalöÌ korelovanÈ metody jsou zaloûeny na teorii funkcio-
n·lu hustoty25 (Density Functional Theory, DFT). Tato teorie
popisuje p¯Ìmo elektronovou hustotou, jeû automaticky urËuje
poËet elektron˘ a ostatnÌ elektronickÈ charakteristiky ñ tedy
i chemickÈ stÌnÏnÌ. Form·lnÏ je podobn· teorii SCF. Orbitaly
a jÌm odpovÌdajÌcÌ energie hled· pomocÌ rovnic Kohnov˝ch-
-Shamov˝ch (KS), jeû jsou obdobou rovnic HF; pro systÈm
s poruchou pouûÌv· rovnice CPKS (Coupled Perturbed Kohn
Sham Equations). Z nÏkolika implementacÌ DFT pro v˝poËet
stÌnÏnÌ se  jevÌ jako nejatraktivnÏjöÌ SOS-DFPT26,27 (Sum-
-Over-States Density Functional Perturbation Theory) ve spo-
jenÌ s metodikou IGLO. Po nalezenÌ orbital˘ KS ne¯eöÌ rovnice
s poruchou jako alternativnÌ p¯iblÌûenÌ UDFT3 (Uncoupled
DFT, nesp¯aûen· teorie funckion·lu hustoty pro popis chemic-
kÈho stÌnÏnÌ). TÌm je metodika SOS-DFPT-IGLO tzv. proces

N3. Toto oznaËenÌ zjednoduöenÏ znamen·, ûe v˝poËetnÌ Ëas
roste s t¯etÌ mocninou poËtu b·zov˝ch funkcÌ. UDFT a CHF
majÌ z·vislost N4 a poruchov· teorie MP2 je dokonce proces
N5. Tato skuteËnost ve spojenÌ s p¯esnostÌ danou zahrnutÌm
elektronovÈ korelace ËinÌ pouûitÌ SOS-DFPT-IGLO pro bio-
molekuly velmi p¯itaûliv˝m (viz nap¯.28,29).

3. StudovanÈ problÈmy

3 . 1 . V ˝ p o Ë t y p r o p e p t i d y
a b · z e n u k l e o v ˝ c h k y s e l i n

N·sledujÌcÌ Ë·st je vÏnov·na vyuûitÌ v˝öe uvedenÈ teorie
p¯i studiu vybran˝ch stavebnÌch jednotek biopolymer˘, a to b·zÌ
nukleov˝ch kyselin, aminokyselin a model˘ peptid˘ a bÌlko-
vin. MÌsto detailnÌho citov·nÌ konkrÈtnÌch v˝sledk˘ (podrob-
nosti viz uveden· literatura) hled· text spÌöe odpovÏdi na n·-
sledujÌcÌ ot·zky: JakÈ jsou velikosti zmÏn chemick˝ch posun˘
r˘zn˝ch atom˘ v z·vislosti na zmÏn·ch struktury, geometrie
a okolÌ studovan˝ch molekul; kterÈ metody je t¯eba pouûÌt pro
postihnutÌ tÏchto zmÏn (jsou p¯Ìstupy SCF dostateËnÈ nebo
zahrnutÌ korelaËnÌ energie poskytne jin˝ obraz?) a koneËnÏ,
jakou geometrii je vhodnÈ pouûÌt pro dan˝ v˝poËet ab initio?

SystematickÈ studium stÌnÏnÌ atom˘ b·zÌ nukleov˝ch ky-
selin bylo cÌlem pouze jedinÈ studie30. Jedn· se o v˝poËty
p¯Ìstupem IGLO bez zahrnutÌ korelaËnÌ energie a s pouûitÌm
relativnÏ mal˝ch (kvality p¯ibliûnÏ triple zeta) b·zÌ. ObÏ tyto
okolnosti p¯ispÏly k odchylk·m od experimentu velikosti aû
13 ppm pro uhlÌkovÈ a 30 ppm pro dusÌkovÈ posuny. V sou-
ËasnÈ dobÏ lze metodami DFT ve vÏtöÌch b·zÌch dos·hnout
podstatnÏ p¯esnÏjöÌch v˝sledk˘31. DetailnÏ byly prostudov·ny
dusÌky uracilu32; o tÈto pr·ci se zmÌnÌme p¯i diskusi vlivu
vodÌkov˝ch vazeb na posun v dalöÌ kapitole.

Odliön· situace panuje v oblasti sloûek bÌlkovin ñ amino-
kyselin  resp. peptid˘. DvÏ v˝znamnÈ empirickÈ studie se
zab˝valy statistick˝mi korelacemi mezi posuny uhlÌk˘ p·te¯e
bÌlkoviny (obr. 1) a jejÌ sekund·rnÌ strukturou33,34. Je z¯ejmÈ,
ûe pochopenÌ a schopnost p¯edpovÏdi tÏchto z·vislostÌ by
usnadnila ¯eöenÌ struktur bÌlkovin. Proto se takÈ nÏkolik nez·-
visle pracujÌcÌch skupin autor˘ snaûilo o roz¯eöenÌ ot·zek
uveden˝ch na zaË·tku tÈto kapitoly26,35-47.

Z·kladnÌm ˙dajem, jenû do v˝poËtu ab initio vstupuje,
jsou vnit¯nÌ sou¯adnice danÈ molekuly. Experiment·lnÌ ˙daje,
pro vÏtöÌ molekuly zÌsk·vanÈ zpravidla z dat rentgenovÈ struk-
turnÌ nebo NMR anal˝zy, jsou ovlivnÏny konkrÈtnÌm uspo¯·-
d·nÌm v krystalu nebo interakcemi v roztoku (vÌce v kapitole
3.3.). Jejich p¯esnost nenÌ mnohdy dostateËn· a pro modelovÈ
systÈmy jsou tato data povÏtöinou nedostupn·. Proto se obvyk-
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Obr. 1. SchÈmatickÈ zn·zornÏnÌ vazebnÈ struktury peptidickÈho
¯etÏzce.  Dihedr·lnÌ ˙hly  p·te¯e ϕ, resp. ψ jsou definov·ny  jako
COñNñCαñCO resp. NñCαñCOñN, χ oznaËuje dihedr·lnÌ ˙hel boËnÌho
¯etÏzce HβñCβñCαñHα
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le prov·dÌ optimalizace geometrie. Tento v˝poËet p¯edstavuje
samostatn˝ problÈm se specifick˝mi poûadavky na volbu me-
tody a pouûitÌ vhodnÈ b·ze. Kvalita geometrie je velmi d˘le-
ûit· pro zÌsk·nÌ spr·vn˝ch hodnot absolutnÌho stÌnÏnÌ atom˘
aminokyselin. P¯Ìstupem CHF-GIAO s kvalitnÌ b·zÌ byly vy-
poËteny35 z·vislosti stÌnÏnÌ na vazebn˝ch dÈlk·ch r a vazeb-
n˝ch ˙hlech ϑ. NalezenÈ hodnoty jsou ¯·du 101 ppm.A-1 pro
dσ/dr a 10-1 ppm.(1o)-1 pro dσ/dϑ. Je zn·mo, ûe smÏrnice
z·vislosti ds/dr je z·porn·, protoûe s rostoucÌ vazebnou dÈlkou
klesajÌ p¯ÌsluönÈ excitaËnÌ energie. V˝sledkem je zvÏtöenÌ
paramagnetickÈho Ëlenu, kter˝ je z·porn˝. Z tohoto d˘vodu
zp˘sobuje podhodnocenÌ vazebnÈ dÈlky nadhodnocenÌ stÌnÏ-
nÌ. Porovn·me-li v˝sledky zÌskanÈ metodami HF a MP2 s vy-
uûitÌm st¯ednÌ b·ze pro optimalizaci geometrie, jsou vazebnÈ
dÈlky z HF v˝poËt˘ kratöÌ neû p¯i pouûitÌ metody MP2. Uka-
zuje se vöak, ûe nadhodnocenÌ stÌnÏnÌ v d˘sledku pouûitÌ mÈnÏ
spr·vnÈ HF geometrie je systematickÈ, tzn. ûe rozdÌly posun˘
mezi jednotliv˝mi atomy z˘st·vajÌ zachov·ny38,43. P¯i sledo-
v·nÌ vlivu dihedr·lnÌho ˙hlu na stÌnÏnÌ lze p¯ÌspÏvek zmÏn
vazebn˝ch dÈlek a ˙hl˘ jako v˝sledek geometrickÈ optimali-
zace zanedbat, ponÏvadû pro aminokyseliny a modely peptid˘
jsou zmÏny stÌnÏnÌ z vÌce neû 90 % urËov·ny p¯Ìsluön˝m
dihedr·lnÌm ˙hlem38.

ObecnÏ platÌ, ûe HF metody nadhodnocujÌ energetickÈ
rozdÌly mezi obsazen˝mi a virtu·lnÌmi orbitaly, coû vede
(vztah (6)) k podhodnocenÌ paramagnetickÈho Ëlenu a ve svÈm
d˘sledku ke zv˝öenÌ chemickÈho stÌnÏnÌ ve srovn·nÌ s v˝sled-
ky korelovan˝ch metod. Orbitaly π peptidickÈ skupiny majÌ
tendenci leûet vysoko v souboru obsazen˝ch orbital˘. SouËas-
nÏ jak nevazebnÈ orbitaly typu n voln˝ch elektronov˝ch p·r˘
karbonylovÈho kyslÌku a amidickÈho dusÌku, tak orbitaly π*

pat¯Ì mezi nejnÌûe leûÌcÌ neobsazenÈ orbitaly. Proto se pouûitÌ
p¯Ìstupu SCF na absolutnÌm stÌnÏnÌ tohoto fragmentu drama-
ticky projevÌ (nap¯. CHF-GIAO nadhodnocuje stÌnÏnÌ karbo-
nylovÈho uhlÌku o cca 20 ppm, ale Cα pouze do 1 ppm, ve
srovn·nÌ s MP2-GIAO za pouûitÌ stejnÈ b·ze pro tutÈû geo-
metrii modelovÈho  peptidu43). Pro v˝zkum biomolekul  je
z·sadnÌ, zda teoretickÈ metody jsou s to reprodukovat trendy
v chemick˝ch posunech p¯i strukturnÌch zmÏn·ch. V tomto
ohledu je situace p¯Ìzniv· ñ rozdÌly stÌnÏnÌ mezi jednotliv˝mi
konformacemi lze adekv·tnÏ popsat jiû na ˙rovni SCF; pro
spr·vnÏjöÌ urËenÌ absolutnÌch hodnot posun˘ p¯i r˘zn˝ch hod-
not·ch dihedr·lnÌho ˙hlu byl navrûen zajÌmav˝ postup43: Pro
jeden konformer se vypoËÌt· stÌnÏnÌ p¯Ìstupem MP2 a rozdÌl
δ(MP2) ñ δ(HF) pro tento ˙hel je p¯iËten k hodnot·m zÌskan˝m
pro vöechny studovanÈ dihedr·lnÌ ˙hly metodou HF.

3 . 2 . K o n f o r m a Ë n Ì z · v i s l o s t
c h e m i c k ˝ c h p o s u n ˘

Experiment·lnÏ stanoven˝ chemick˝ posun je pr˘mÏrem
p¯es vöechna  prostorov· uspo¯·d·nÌ molekul bÏhem doby
snÌm·nÌ NMR sign·lu. Z teorie vypl˝v·, ûe Ëas, po kter˝ je
molekula v urËitÈ konfiguraci, lze urËit na z·kladÏ znalosti
energetickÈ hyperplochy. Hodnota posunu v kaûdÈ nabytÈ
konfiguraci je d·na bodem na hyperploöe stÌnÏnÌ, kter· vyjad-
¯uje z·vislost chemickÈho posunu na uvaûovan˝ch vnit¯nÌch
sou¯adnicÌch danÈho systÈmu. Jak jiû bylo uvedeno, v p¯ÌpadÏ
bÌlkovin jsou zn·my empirickÈ korelace mezi posuny a sekun-
d·rnÌ resp. terci·rnÌ strukturou. Mezi nejd˘leûitÏjöÌ pat¯Ì vyööÌ
posuny 13C na Cα a Cβ v α-öroubovici neû v β-h¯ebenu a naopak

zv˝öenÌ posun˘ 1H α-vodÌk˘ p¯i p¯echodu z α-öroubovice do
β-h¯ebenu. Je proto na mÌstÏ pokusit se o sestrojenÌ hyperploch
stÌnÏnÌ bÌlkovin na z·kladÏ v˝poËt˘ ab initio. Ukazuje se, ûe
pro reprodukci hlavnÌch experiment·lnÌch trend˘ staËÌ uvaûo-
vat z·vislost posunu na nÏkolika m·lo dihedr·lnÌch ˙hlech
modelov˝ch slouËenin. KonkrÈtnÏ jde o ˙hly φ a ψ p¯i popisu
p·te¯e biomolekuly a ˙hel χ pro urËov·nÌ p¯ÌspÏvk˘ boËnÌch
¯etÏzc˘. Jako modely byly pouûity systÈmy od glycinu aû po
heptapeptid HCO ñ (Gly)3 ñ Ala ñ (Gly)3 ñ NH2 (cit.38). Postup
byl ovÏ¯ov·n tak, ûe pro vybranou bÌlkovinu (v klÌËovÈ pr·ci36

byla zkoum·na nukleasa Staphyloccoca), jejÌû krystalov·
struktura (a tedy i ˙hly φ, ψ, χ jednotliv˝ch reziduÌ) i NMR
spektrum jsou zn·my, se odeËÌtaly δ z vypoËtenÈ hyperplochy
stÌnÏnÌ a porovn·valy s experiment·lnÌmi ˙daji pro odpovÌda-
jÌcÌ hodnoty torzÌ. Shoda posun˘ 13C vypoËten˝ch s namÏ¯e-
n˝mi je dobr· (nap¯. pro Cα dvan·cti alaninov˝ch reziduÌ byla
smÏrnice z·vislosti experiment·lnÌch hodnot na vypoËten˝ch
0,85 s regresnÌm koeficientem 0,94). Shodu teorie s experi-
mentem je moûnÈ jeötÏ zlepöit zahrnutÌm elektrostatick˝ch
interakcÌ a vodÌkov˝ch m˘stk˘ (viz d·le). Diskusi dosud pub-
likovan˝ch dat pro jednotlivÈ atomy nÏkolika aminokyselin
lze nalÈzt v Ël·nku35.

Pro spr·vn˝ popis posun˘ tÏûöÌch atom˘ prvnÌ periody
hyperplocha stÌnÏnÌ modelovÈho peptidu nestaËÌ. 15N, 17O
a 19F jsou (kromÏ ovlivnÏnÌ mezimolekul·rnÌmi interakcemi
popsanÈmu v kapitole 3.3.) mnohem citlivÏjöÌ k sil·m dalekÈ-
ho dosahu. V p¯ÌpadÏ bÌlkovin je proto stÌnÏnÌ tÏchto jader
silnÏ ovlivnÏno p¯ÌtomnostÌ pol·rnÌch skupin. V principu sa-
moz¯ejmÏ lze tento efekt popsat ab initio, prakticky vöak by
v˝poËet hyperplochy stÌnÏnÌ velkÈho fragmentu biomolekuly
byl ne-li neprovediteln˝, tak p¯inejmenöÌm velmi n·kladn˝.
Proto se hledaly strategie, jeû by umoûnily zahrnutÌ vlivu
interakcÌ dalekÈho dosahu bez zvyöov·nÌ poËtu atom˘ s b·zo-
v˝mi funkcemi. P¯i nejrozöÌ¯enÏjöÌm p¯ibliûnÈm popisu36 se
celkovÈ stÌnÏnÌ σ danÈho atomu p¯edpokl·d· ve tvaru souËtu

σ = σe + σp + σo (10)

kde σe je stÌnÏnÌ vypoËtenÈ nÏkterou z dosud uveden˝ch metod
(elektronick˝ p¯ÌspÏvek, naz˝van˝ takÈ p¯ÌspÏvek sil kr·tkÈho
dosahu, protoûe se urËuje pouze pro malou okolnÌ Ë·st kolem
danÈho atomu biomolekuly), σp vyjad¯uje elektrostatickou
polarizaci v okolÌ j·dra (p¯ÌspÏvek sil dalekÈho dosahu), a σo
zahrnuje ostatnÌ vlivy na stÌnÏnÌ (magnetickÈ ñ susceptibilitu
vzorku, vliv kruhov˝ch proud˘ a pod.). »len σo je pro atomy
jinÈ neû vodÌk mal˝; mÌv· hodnoty ¯·du chyb urËenÌ ostatnÌch
Ëlen˘ z (10) a proto se zanedb·v·.

Pro v˝poËet σp se ujaly dvÏ metody podrobnÏ popsanÈ
v pr·ci48. PrvnÌ z nich atomy zkoumanÈho fragmentu, kterÈ
nepopisuje Ëlen σe, aproximuje bodov˝mi n·boji. Tyto jsou
formou multipÛl˘ niûöÌch ¯·d˘ zahrnuty do hamiltoni·nu pro
v˝poËet sloûek tenzoru stÌnÏnÌ. V˝sledkem je hodnota, kter·
je souËtem σe a σp. Tento postup je oznaËov·n jako metoda
Charge Field Perturbation (CFP). Druh˝ p¯Ìstup, tzv. Multipo-
le Shielding Polarizability (MSP), vyuûÌv· polarizabilit stÌnÏ-
nÌ, tj. derivacÌ stÌnÏnÌ podle sloûek vnÏjöÌho elektrostatickÈho
pole. P¯i p¯edpokl·danÈm tvaru z·vislosti stÌnÏnÌ na elektric-
kÈm poli lze σp stanovit na z·kladÏ klasicky urËenÈ hodnoty
elektrostatickÈho pole (a jeho gradient˘) v mÌstÏ studovanÈho
j·dra. V pr·ci36 byly studov·ny obÏ zmÌnÏnÈ metodiky. P¯Ìstup
MSP ˙spÏönÏ reprodukoval 15N stÌnÏnÌ amidick˝ch dusÌk˘
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valinov˝ch reziduÌ a metoda CFP spr·vnÏ urËila 19F posuny
5-F-tryptofan˘ zkouman˝ch protein˘.

V˝poËet trojrozmÏrnÈ struktury biomakromolekul z NMR
dat je moûnÈ schematicky popsat takto: Nejprve jsou z vÌce-
dimenzion·lnÌch NMR spekter p¯i¯azeny jednotlivÈ sign·ly
konkrÈtnÌm atom˘m ve studovanÈ molekule. S vyuûitÌm nu-
kle·rnÌho Overhauserova efektu (NOE) jsou urËeny vzd·le-
nosti vodÌkov˝ch atom˘ menöÌ neû 5A. Ze zmÏ¯en˝ch spin-
spinov˝ch interakËnÌch konstant jsou stanoveny hodnoty nÏ-
kter˝ch dihedr·lnÌch ˙hl˘ pomocÌ Karplusov˝ch rovnic. Tyto
˙daje spoleËnÏ se z·kladnÌmi molekul·rnÌmi parametry slouûÌ
n·slednÏ jako vstup pro geometrickou optimalizaci pomocÌ
metod distanËnÌ geometrie a molekulovÈ dynamiky. UvedenÈ
metody s vyuûitÌm pomÏrnÏ jednoduch˝ch silov˝ch polÌ hle-
dajÌ v˝slednÈ struktury nejlÈpe splÚujÌcÌ vstupnÌ vazebnÈ pod-
mÌnky. V optim·lnÌm p¯ÌpadÏ lze naznaËen˝m postupem na-
lÈzt glob·lnÌ energetickÈ minimum studovanÈho systÈmu.

PonÏvadû chemick˝ posun je jednoznaËnÏ diktov·n struk-
turnÌm uspo¯·d·nÌm, nabÌzÌ se myölenka vyuûÌt hyperploch
stÌnÏnÌ k vymezenÌ dalöÌch vazebn˝ch podmÌnek pro optima-
lizaci geometrie. Byly navrûeny dva moûnÈ postupy40:

PrvnÌ z nich vyuûÌv· namÏ¯en˝ch posun˘ jader pro zÌsk·nÌ
hodnot dihedr·lnÌch ˙hl˘. Nap¯. z dat 13C a 1H je moûnÈ
v p¯ÌpadÏ aminokyselin zjistit ˙hly ϕ, ψ a χ. Pro zahrnutÌ takto
zÌskan˝ch torzÌ do molekulovÈ dynamiky byla vyvinuta me-
todika tzv. plochy Z (Z-surface)41. V obecnÈm p¯ÌpadÏ plocha
Z ud·v· pravdÏpodobnost, s jakou soubor spektroskopick˝ch
parametr˘ {Pi} (nap¯. 13C chemick˝ch posun˘) z·visÌ na kon-
krÈtnÌm prostorovÈm uspo¯·d·nÌ atom˘ (nap¯. dihedr·lnÌch
˙hlech ϕ, ψ bÌlkoviny). Zn·me-li funkËnÌ z·vislost P = P (f(α,
β, Ö)), je pravdÏpodobnost, ûe experiment·lnÌ hodnota Pexp
odpovÌd· geometrick˝m parametr˘m α, β, Ö, definov·na
plochou Z

Z = exp (11)

W je ÑöÌ¯ka prohled·v·nÌì vyjad¯ujÌcÌ v˝poËetnÌ resp. experi-
ment·lnÌ nep¯esnosti. P¯i ¯eöenÌ struktury s vyuûitÌm plochy Z
jsou kromÏ experiment·lnÌch dat do v˝poËtu zahrnuty i dihed-
r·lnÌ ˙hly ϕ, ψ, χ zÌskanÈ z namÏ¯en˝ch chemick˝ch posun˘.
Tyto ˙daje slouûÌ jako vstupnÌ data pro v˝poËet molekulovÈ
dynamiky programem49 X-PLOR, kter˝ hled·  energetick·
minima konzistentnÌ s uveden˝mi daty. V˝sledkem tedy jsou
mj. novÈ dihedr·lnÌ ˙hly ϕí, ψí, χí, pro nÏû je moûno zpÏtnÏ
vypoËÌtat chemickÈ posuny metodami ab initio za ˙Ëelem
ovÏ¯enÌ nalezenÈ geometrie.

Druhou moûnostÌ je vypoËÌtat pro experiment·lnÌ ˙hly
hodnoty posun˘ ab initio a tyto posuny zahrnout jako vazebnÈ
podmÌnky minimalizace. Pro tyto ˙Ëely byla vyvinuta modi-
fikovan· verze X-PLORu oznaËovan· jako DPLOR (cit.40).
V˝slednou strukturu lze opÏt podrobit kontrole urËenÌm teo-
retick˝ch posun˘.

3 . 3 . V l i v v o d Ì k o v ˝ c h v a z e b

Vöechny bÏûnÈ sekund·rnÌ struktury nalezenÈ v bÌlkovi-
n·ch leûÌ v povolen˝ch oblastech konformaËnÌ mapy torznÌch
˙hl˘ ϕ, ψ (Ramachandran˘v diagram). Pokud konformace
spadajÌcÌ do nÏkterÈ z tÏchto oblastÌ m· b˝t sice stericky

povolen˝m, ale nest·l˝m uspo¯·d·nÌm, musÌ b˝t stabilizova-
n·. Na tÈto stabilizaci se v˝znamnÏ podÌlejÌ vodÌkovÈ m˘stky.
NynÌ se zmÌnÌme o nejd˘leûitÏjöÌch pracÌch32,37,46, kterÈ si-
mulovaly ovlivnÏnÌ chemickÈho stÌnÏnÌ intermolekul·rnÌmi
vodÌkov˝mi vazbami mezi strukturnÌmi prvky molekul s bio-
logickou relevancÌ. Auto¯i nereprodukovali pouze hodnotu
izotropnÌho stÌnÏnÌ studovan˝ch atom˘, ale snaûili se zÌskat
kompletnÌ informaci, kterou lze anal˝zou tenzoru chemickÈho
stÌnÏnÌ obdrûet,  tj.  t¯i hlavnÌ sloûky σxx, σyy, σzz a jejich
orientaci urËenou t¯emi smÏrov˝mi kosiny vzhledem ke zvo-
lenÈ soustavÏ sou¯adnic molekuly. Experiment·lnÏ lze uvede-
n· data zÌskat z NMR mÏ¯enÌ v pevnÈ f·zi. Z teoretickÈho
hlediska je p¯i v˝poËtu podstatnÈ, ûe k faktor˘m jako ne˙pl-
nost b·ze, chyba metody (nap¯. nezahrnutÌ korelaËnÌ energie),
kvalita geometrie a vliv mezimolekul·rnÌch interakcÌ je tÏchto
öesthodnotobecnÏmnohemcitlivÏjöÌchneûizotropnÌstÌnÏnÌ σizo.

Pro studium vlivu mezimolekul·rnÌch interakcÌ existujÌ
dva z·kladnÌ p¯Ìstupy. PrvnÌ  z nich  do v˝poËtu ab initio
explicitnÏ zahrnuje okolnÌ molekuly. V jiû zmÌnÏnÈ studii32

byly p¯Ìstupem CHF-GIAO v malÈ b·zi (D95**) reprodukov·-
ny hlavnÌ sloûky tenzoru 15N stÌnÏnÌ dusÌk˘ uracilu se st¯ednÌ
kvadratickou odchylkou 25,1 ppm a smÏrnicÌ line·rnÌ z·vis-
losti namÏ¯en˝ch hodnot proti vypoËten˝m ñ0,94. Krystal
uracilu je uspo¯·d·n tak, ûe dusÌkovÈ atomy sousedÌ s kyslÌky
okolnÌch molekul m¯Ìûky. Vliv tohoto uspo¯·d·nÌ na stÌnÏnÌ
byl simulov·n p¯id·nÌm formaldehydu k obÏma dusÌk˘m, a to
do vzd·lenosti stejnÈ jako v krystalovÈ struktu¯e uracilu. Sho-
da teorie s experimentem je v p¯ÌpadÏ tohoto postupu jeötÏ
lepöÌ (pro uvedenou b·zi klesla st¯ednÌ kvadratick· odchylka
na 16,9 ppm a smÏrnice byla 1,01).

13C posuny karbonylov˝ch uhlÌk˘ podobnÏ jako posuny
atom˘ Cα a Cβ silnÏ korelujÌ se sekund·rnÌ strukturou bÌlkovin
ñ nap¯. alaninov· rezidua β-h¯eben˘ jsou v pr˘mÏru o 4,6 ppm
vÌce stÌnÏna oproti α-öroubovicÌm50. CÌlem pr·ce37 bylo re-
produkovat tento experiment·lnÌ trend. Jelikoû p¯edchozÌ v˝-
poËty ab initio, kterÈ vliv vodÌkov˝ch vazeb neuvaûovaly,
neuspÏly42,43, auto¯i vytvo¯ili jednoduch˝ model ñ N-methyl-
acetamid s vodÌkovou vazbou na formamid ñ a pro jeho r˘znÈ
geometrie zkoumali metodou CHF-GIAO s dostateËnÏ velkou
(6-311++G(2d,2p)) b·zÌ stÌnÏnÌ karbonylovÈho uhlÌku. Expe-
riment·lnÌ tendence byla reprodukov·na. V˝bornÈ shody s v˝-
öe uveden˝m empirick˝m faktem bylo dosaûeno pro N-formyl-
pentaalaninamid jako model alaninov˝ch reziduÌ bÌlkovin. P¯i
pouûitÌ optimalizovanÈ geometrie jeho α-öroubovice a β-h¯ebe-
nu CHF-GIAO p¯Ìstup s b·zÌ 6-31G p¯edpovÏdÏl rozdÌl 4,9 ppm.

Aminokyseliny jsou v krystalu p¯Ìtomny ve formÏ obojet-
nÈho iontu, tj. s ñC a ñN skupinou, u nÏhoû se d·
p¯edpokl·dat silnÈ ovlivnÏnÌ stÌnÏnÌ karbonylov˝ch uhlÌk˘
mezimolekul·rnÌmi interakcemi. Pr·ce48 zab˝vajÌcÌ se α-gly-
cinem v pevnÈ f·zi toto potvrdila: V˝poËet SOS-DFPT-IGLO
s adekv·tnÌ b·zÌ pro izolovan˝ obojetn˝ ion poskytl 13C posun
karbonylovÈhouhlÌkuzatÌûen˝znaËnouchybou(δteor= ñ29,1 ppm,
δexp = ñ48,6 ppm) a dokonce zamÏnil po¯adÌ hlavnÌch sloûek
tenzoru  chemickÈho stÌnÏnÌ. ZahrnutÌ  dvou  N molekul
v sousedstvÌ ñC skupiny do v˝poËtu zlepöilo v˝sledky jen
Ë·steËnÏ: δteor = ñ35,6 ppm p¯i spr·vnÈm po¯adÌ hlavnÌch
sloûek. Teprve rozöÌ¯enÌ tohoto klastru o dva HC fragmenty
v okolÌ ñN skupiny glycinu poskytlo pro toto obtÌûnÈ j·dro
v˝sledky v dobrÈ shodÏ s experimentem (δteor = ñ43,8 ppm,
δexp = ñ48,6 ppm).

Do v˝poËtu ab initio je taktÈû moûno explicitnÏ zahrnout
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molekuly rozpouötÏdla a studovat tak vliv solvatace, kter·
m˘ûe mÌt podstatn˝ vliv na chemickÈ stÌnÏnÌ nÏkter˝ch jader.
(Je dobrÈ si uvÏdomit, ûe nap¯. hyperplochy stÌnÏnÌ zmÌnÏnÈ
v kapitole 3.2. byly zÌsk·ny v˝poËty ab initio izolovan˝ch
molekul. Pouûitelnost hyperploch pro popis dvourozmÏrnÈ
struktury je umoûnÏna p¯Ìzniv˝m faktem, ûe zmÏny posun˘
uhlÌk˘ Cα a Cβ z·visÌ prakticky pouze na lok·lnÌ struktu¯e, tj.
na hodnot·ch ϕ a ψ p¯i zanedbatelnÈm vlivu souËasn˝ch zmÏn
ostatnÌch vnit¯nÌch sou¯adnic, a nejsou ovlivnÏny prost¯edÌm,
v nÏmû se konkrÈtnÌ reziduum v biomolekule nach·zÌ.) Pro
peptidy byl vliv solvatace v˝poËetnÏ studov·n na ˙rovni CHF-
GIAO (cit.45). K modelovÈmu dipeptidu byly postupnÏ p¯id·-
ny dvÏ molekuly vody, jedna do okolÌ karbonylovÈho kyslÌku,
druh· k amidickÈmu protonu, a zkoum·ny zmÏny tenzoru
chemickÈho stÌnÏnÌ atom˘ peptidickÈ vazby. Byla pozorov·na
aditivita vlivu hydratace na sloûky tenzoru a jeho orientaci (1)
(p¯Ìsluön˝ ˙daj pro strukturu s dvÏma molekulami vody byl
p¯ibliûnÏ dvojn·sobkem hodnoty v monohydr·tu) a v˝razn·
zmÏna orientace tenzoru amidickÈho protonu p¯i hydrataci (2).
Pokud by uvedenÈ z·vislost byly prok·z·ny i pro vÏtöÌ mode-
lovÈ peptidy a vyööÌ rozsah solvatace, mohly by najÌt pouûitÌ
p¯i urËov·nÌ stupnÏ solvatace z mÏ¯enÌ zmÏn posun˘ (1) Ëi
urËov·nÌ geometrie solvatovanÈho fragmentu na z·kladÏ zna-
losti orientace tenzor˘ chemickÈho stÌnÏnÌ (2).

Druhou principi·lnÌ moûnostÌ postihnutÌ vlivu mezimole-
kul·rnÌch interakcÌ na chemickÈ stÌnÏnÌ je nasazenÌ v˝öe po-
psanÈho p¯Ìstupu CFP (cit.48), coû tomto p¯ÌpadÏ znamen·
zahrnutÌ bodov˝ch n·boj˘ atom˘ tvo¯ÌcÌch vodÌkovÈ vazby se
studovan˝m fragmentem. V publikaci39 jsou v˝sledky v˝poË-
t˘ pro threonin a tyrosin v pevnÈ f·zi, kde, jak jiû bylo uvedeno,
se aminokyseliny nach·zejÌ ve formÏ obojetn˝ch iont˘ a jsou
proto silnÏ ovlivnÏny intermolekul·rnÌmi vodÌkov˝mi m˘st-
ky. Pro sloûky tenzor˘ stÌnÏnÌ 13C izolovan˝ch obojetn˝ch
iont˘ auto¯i obdrûeli st¯ednÌ kvadratickou odchylku mezi teo-
reticky vypoËten˝mi a experiment·lnÌmi hodnotami 12,3 ppm.
Pro zlepöenÌ v˝sledku v˝poËtu byly intermolekul·rnÌ interak-
ce simulov·ny tak, ûe z·kladnÌ buÚka obsahujÌcÌ Ëty¯i amino-
kyseliny byla obklopena dalöÌmi 28 molekulami v geometric-
kÈ konfiguraci odpovÌdajÌcÌ uspo¯·d·nÌ v krystalovÈ m¯Ìûi. Na
atomy jednÈ z aminokyselin z·kladnÌ buÚky potÈ umÌstili
funkce b·ze 6-31G** a vöechny ostatnÌ aminokyseliny repre-
zentovali bodov˝mi n·boji. St¯ednÌ kvadratick· odchylka
klesla o polovinu (na 6,4 ppm).

Jiû d¯Ìve zmÌnÏn· pr·ce36 vyuûila pro modelov·nÌ vodÌko-
vÈ vazby takÈ p¯Ìstupu CFP. Ke kyslÌku peptidickÈ skupiny
modelovÈho dipeptidu byly umÌstÏny bodovÈ n·boje repre-
zentujÌcÌ amoniak. Byla zkoum·na z·vislost rozdÌlu mezi 15N
stÌnÏnÌm peptidickÈho dusÌku v tomto uspo¯·d·nÌ a v izolova-
nÈm dipeptidu na dÈlce vodÌkovÈ vazby. Pro typickou dÈlku
vodÌkov˝ch m˘stk˘ v bÌlkovin·ch 3,0 A byla hodnota tohoto
rozdÌlu p¯ibliûnÏ ñ1 ppm. KontrolnÌ v˝poËet, jenû cel˝ klastr
poËÌtal ab initio, poskytl hodnotu blÌzkou ñ2 ppm. Tento
model vlivu vodÌkov˝ch vazeb na dusÌkovÈ stÌnÏnÌ je maxi-
m·lnÏ zjednoduöen˝ a reprodukuje pouze znamÈnko zmÏn
(experiment·lnÌ rozdÌly jsou vÏtöÌ neû ñ30 ppm).

4. V˝hled do budoucna

Z v˝öe prezentovanÈho p¯ehledu vypl˝v·, ûe v souËasnosti
existuje jiû nÏkolik dob¯e zvl·dnut˝ch metod v˝poËtu chemic-

kÈho stÌnÏnÌ pouûiteln˝ch pro rozmÏrnÈ systÈmy. DiskutovanÈ
metodiky dok·ûÌ nejenom spr·vnÏ p¯edpovÏdÏt hodnotu che-
mickÈho posunu, ale i teoreticky zkoumat konstituËnÌ, geo-
metrickÈ, rozpouötÏdlovÈ a jinÈ vlivy ovlivÚujÌcÌ chemick˝
posun. TÌm umoûÚujÌ porozumÏnÌ jeho podstatÏ a faktor˘m,
na nichû tato d˘leûit· experiment·lnÌ veliËina z·visÌ.

Jelikoû se moduly pro v˝poËet chemickÈho stÌnÏnÌ st·vajÌ
souË·stÌ bÏûnÏ dostupn˝ch kvantovÏ chemick˝ch program˘,
nenÌ daleko doba, kdy pro fragmenty biomolekul bude moûnÈ
poËÌtat chemickÈ posuny p¯Ìmo na pracovnÌch stanicÌch NMR
laborato¯Ì. Velk˝ n·r˘st aplikacÌ lze oËek·vat hlavnÏ v p¯ÌpadÏ
nukleov˝ch kyselin. JistÏ se nezastavÌ ani v˝voj teorie. P¯Ìz-
nivÈ d˘sledky pro v˝poËty ab initio posun˘ biomolekul bude
mÌt dalöÌ rozvoj teorie funkcion·lu hustoty. V tÈto souvislosti
je oËek·v·na hlavnÏ v˝poËetnÏ efektivnÌ metodika s v˝mÏnnÏ
korelaËnÌm funkcion·lem p¯Ìmo z·visejÌcÌm na magnetickÈm
poli51. V budoucnu bude snad moûnÈ i pro vÏtöÌ molekuly
p¯esnÏji p¯edpovÌdat a lÈpe pochopit hodnoty chemick˝ch
posun˘, podobnÏ jak lze jiû dnes urËovat jejich geometrie a
energie.
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1. ⁄vod

SouËasn˝ pokrok v biologick˝ch vÏd·ch z·visÌ do znaËnÈ
mÌry na v˝voji nov˝ch modernÌch analytick˝ch separaËnÌch
metod, jako jsou chromatografickÈ a elektroforetickÈ metody.
ElektroforetickÈ metody se vyuûÌvajÌ v biochemickÈm v˝zku-
mu jiû nÏkolik desÌtek let. Jejich v˝povÏdnÌ schopnost je
vysok·, protoûe jsou zaloûeny na d˘leûit˝ch charakteristik·ch
biomolekul, jako jsou molekulov· hmotnost a elektrick˝ n·-
boj. Metody, kterÈ vyuûÌvajÌ bioafinitnÌ princip, majÌ dalöÌ
v˝hodu v tom, ûe se v nich uplatÚuje snad v˘bec nejv˝znam-
nÏjöÌ vlastnost biomolekul, tj. specifickÈ rozpozn·v·nÌ, kterÈ
tvo¯Ì z·klad vöech vysoce selektivnÌch biologick˝ch proces˘.
Aplikace elektroforÈzy ke studiu specifick˝ch interakcÌ vedla
ke vzniku ¯ady technik, kterÈ nesou obecn˝ n·zev ÑafinitnÌ
elektroforÈzaì, nap¯.1-3

V˝znam a rozsah aplikacÌ elektroforetick˝ch metod znaË-
nÏ vzrostl ned·vn˝m rozvinutÌm a komercializacÌ kapil·rnÌ
elektroforÈzy (CE). Vysok· citlivost, vynikajÌcÌ rozliöovacÌ
schopnost, rychlost anal˝zy a dobr· p¯esnost stanovenÌ, mal˝
objem vzork˘ pot¯ebn˝ pro anal˝zu, nÌzk· spot¯eba reagenciÌ
a rozs·hlÈ moûnosti automatizace jsou hlavnÌ v˝hody CE ve
srovn·nÌ nap¯. s elektroforÈzou ve vrstvÏ nebo sloupci gelu.
Kapil·rnÌ elektroforÈza, kterÈ je vÏnov·na ¯ada monografiÌ
(nap¯.4-6), se obvykle prov·dÌ v homogennÌm roztoku (kapil·r-

nÌ zÛnov· elektroforÈza, CZE), avöak je moûnÈ vyuûÌt kapil·r
naplnÏn˝ch gelem (kapil·rnÌ gelov· elektroforÈza, CGE) nebo
chromatografickou stacion·rnÌ f·zÌ (kapil·rnÌ elektrochroma-
tografie, CEC). AfinitnÌ elektroforÈza v kapil·¯e se naz˝v·
afinitnÌ kapil·rnÌ elektroforÈza (ACE) a je vyuûÌv·na jak pro
analytickÈ ˙Ëely, tak ke studiu molekul·rnÌch interakcÌ (viz
p¯ehledy 7-18).

2. Principy afinitnÌ elektroforÈzy

DvÏ molekuly A a B, kterÈ majÌ r˘znou elektroforetickou
pohyblivost (µA, µB), vytv·¯ejÌ komplex AB, jehoû pohybli-
vost µAB se liöÌ od pohyblivostÌ molekul A a B (v d˘sledku
r˘znÈho pomÏru n·boje k hmotnosti),

A + B AB (1)

kde kon je rychlostnÌ konstanta pro tvorbu komplexu a koff je
rychlostnÌ konstanta pro jeho disociaci.

ExistujÌ v podstatÏ dva zp˘soby prov·dÏnÌ ACE (cit.9):
1. ObÏ sloûky A i B, ligand i receptor, interagujÌ v homogen-

nÌm roztoku (CZE),
2. jedna ze sloûek je imobilizov·na na stÏn·ch kapil·ry,

v gelu (CGE) Ëi na chromatografickÈm nosiËi (CEC).
Metodu CZE (ad 1) m˘ûeme aplikovat dvÏma r˘zn˝mi

zp˘soby v z·vislosti na rychlosti rozpadu vzniklÈho komplexu
AB. Pokud je disociace komplexu AB pomal· vzhledem k do-
bÏ anal˝zy, m˘ûeme v CZE p¯Ìmo detegovat komplex. Ana-
lyzuje se vzorek, kter˝ obsahuje rovnov·ûnou smÏs receptoru
a ligandu (anal˝za rovnov·ûn˝ch smÏsÌ). Pokud je disociace
komplexu AB rychl·, komplex nelze detegovat. Komplexo-
tvornÈ  reakce vöak  ovlivÚujÌ  elektroforetickÈ pohyblivosti
interagujÌcÌch sloûek (anal˝za zaloûen· na zmÏnÏ elektrofore-
tick˝ch pohyblivostÌ).

Pohyblivost komplexu leûÌ obvykle mezi pohyblivostmi
sloûek A a B. Pokud je vöak jedna ze sloûek nerozpustn· nebo
imobilizovan·, pak pohyblivost komplexu je nulov·. V p¯Ìpa-
dÏ interakcÌ protein˘ s ligandy je zmÏna n·boje ligandu hlav-
nÌm zdrojem zmÏny pohyblivosti komplexu, protoûe zmÏna
molekulovÈ hmotnosti je zanedbateln·.

Techniky prov·dÏnÈ v homogennÌm roztoku jsou nejroz-
öÌ¯enÏjöÌ, protoûe jsou aplikovatelnÈ na öirok˝ rozsah analyt˘
i separaËnÌch podmÌnek. Jsou pouûitelnÈ za p¯edpokladu, ûe
tvorbou komplexu dojde k mÏ¯itelnÈ zmÏnÏ pohyblivostÌ mig-
rujÌcÌch Ë·stic. V tomto p¯ÌpadÏ lze urËit vazebnÈ konstanty
vznikajÌcÌch komplex˘ buÔ z mÏ¯enÌ posun˘ migraËnÌch Ëas˘
nebo na z·kladÏ zjiötÏnÌ koncentracÌ sloûek komplexu. Pokud
separace voln˝ch sloûek od komplexu nenÌ dostateËn· (sepa-
raËnÌ faktor R > 1), nelze tuto techniku pouûÌt.

Techniky vyuûÌvajÌcÌ imobilizovan˝ch ligand˘ majÌ v˝-
hody i nev˝hody9: V˝hodou je, ûe interakce probÌhajÌ s ma-
xim·lnÌ ˙ËinnostÌ. To vöak p¯in·öÌ i nev˝hodu  v tom, ûe
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koncentrace aktivnÌch molekul po imobilizaci je velmi nÌzk·
a tedy obtÌûnÏ stanoviteln·. D·le m˘ûe dojÌt k pozmÏnÏnÌ
procesu rozpozn·v·nÌ v d˘sledku imobilizace. M˘ûe b˝t takÈ
obtÌûnÈ regenerovat povrch s imobilizovan˝m ligandem, aniû
by doölo ke snÌûenÌ aktivitity a koncentrace imobilizovanÈho
materi·lu.

3. Anal˝za rovnov·ûn˝ch smÏsÌ

Anal˝za rovnov·ûn˝ch smÏsÌ je vhodn· pro systÈmy s po-
malou kinetikou, coû je vÏtöina systÈm˘ s vysokou afinitou.
OddÏlenÌ komplexu od rovnov·ûnÈ smÏsi a jeho detekce je
nejp¯ÌmÏjöÌm d˘kazem molekul·rnÌch interakcÌ mezi sloû-
kami. Koncentrace komplexu bÏhem anal˝zy kles· v d˘sled-
ku disociace; proto jsou v˝hodnÈ kr·tkÈ doby anal˝zy, kter˝ch
se v CE bÏûnÏ dosahuje. V tomto p¯ÌpadÏ je CE pouze pro-
st¯edkem, jak separovat a kvantifikovat volnÈ a v·zanÈ mole-
kuly.

Ligand a receptor, p¯ÌtomnÈ ve vzorku v r˘zn˝ch pomÏ-
rech, jsou po ekvilibraci separov·ny v CE systÈmu a pÌky
odpovÌdajÌcÌ volnÈmu a v·zanÈmu ligandu vyhodnoceny. T¯e-
baûe koncentrace komplexu bÏhem CE anal˝zy kles·, koncen-
trace p˘vodnÌch sloûek A a B se bÏhem anal˝zy nemÏnÌ,
protoûe jsou  od komplexu separov·ny, nemohou se tudÌû
z˙Ëastnit opÏtovnÈ tvorby komplexu a reprezentujÌ rovnov·û-
nÈ koncentrace. Rovnov·ûnÈ konstanty a stechiometrie vazeb-
nÈ interakce se urËÌ ze z·vislosti koncentrace v·zanÈho ligan-
du [L ñ Lv] na koncentraci volnÈho ligandu [Lv] Ëi na celkovÈ
koncentraci ligandu [L] nebo z pomÏru koncentracÌ v·zanÈho

a volnÈho ligandu [L ñ Lv/Lv] jako funkce koncentrace v·za-
nÈho ligandu L ñ Lv] (obr. 1)9. Podobn˝ postup se pouûÌv·
i v jin˝ch mÏ¯enÌch, nap¯. ve vyluËovacÌ chromatografii, ale
v˝hodou ACE metody je, ûe receptor nemusÌ b˝t Ëist˝ a d·le
ûe ligand a receptor nemusÌ mÌt rozdÌlnou velikost. Dobu
pot¯ebnou pro ust·lenÌ rovnov·hy lze snadno zjistit z opako-
van˝ch anal˝z, coû umoûÚuje mal· spot¯eba vzorku. SycenÌm
jednÈ sloûky druhou sloûkou (titrantem) se zjistÌ stechiometrie
komplexu. NasycenÌ se pozn·  buÔ  tÌm, ûe pÌk  komplexu
dos·hne maxim·lnÌ konstantnÌ hodnoty, nebo se objevÌ pÌk
titrantu. Pokud m· molekula vÌce vazebn˝ch mÌst, jako nap¯.
protil·tky, pak se postupnÈ nasycenÌ jednotliv˝ch mÌst projevÌ
seriÌ pÌk˘ p¯Ìsluön˝ch komplex˘ a tÌm zÌsk·me dalöÌ cennou
informaci o stechiometrii jednotliv˝ch vazeb19,20.

Tuto metodu lze pouûÌt jen tehdy, kdyû disociace komple-
xu je v pr˘bÏhu CE anal˝zy zanedbateln·21. Je-li povolena
10 % disociace komplexu bÏhem CE anal˝zy, pak rychlostnÌ
konstanta koff musÌ b˝t menöÌ neû 0,105 t, kde t je doba
pot¯ebn· k separaci komplexu od receptoru22. Tuto techniku
vöak lze vyuûÌt i pro slabÈ interakce, pokud se pouûije front·lnÌ
nebo vakantnÌ technika14,23-27. Technika vakantnÌ afinitnÌ
chromatografie spoËÌv· v naplnÏnÌ kapil·ry smÏsÌ pufru, li-
gandu i receptoru (koncentrace jednÈ sloûky, nap¯. ligandu, je
fixnÌ, zatÌmco koncentrace druhÈ sloûky, receptoru, se mÏnÌ).
PotÈ se nad·vkuje mal˝ objem pufru a vloûÌ se napÏtÌ. Vyhod-
nocujÌ se plochy negativnÌch (vakantnÌch) pÌk˘, kterÈ odpovÌ-
dajÌ jednak volnÈmu ligandu, jednak jeho komplexu s recep-
torem. K urËenÌ vazebn˝ch konstant lze tÈû vyuûÌt posunu
migraËnÌch Ëas˘ vakantnÌch pÌk˘. P¯i front·lnÌ technice se
kapil·ra naplnÌ pufrem a pak se nad·vkuje velk˝ objem vzor-
ku, kter˝ obsahuje ligand a receptor v rovnov·ze. Za p¯edpo-
kladu, ûe mobilita ligandu a komplexu je p¯ibliûnÏ stejn·, ale
liöÌ se od mobility receptoru, kter˝m je nap¯. lÈËivo, migruje
voln˝ receptor v d˘sledku odliönÈ mobility ze zÛny vzorku
a jeho koncentrace se urËÌ z v˝öky zÛny.

DalöÌ omezenÌ pouûitelnosti tÈto techniky p¯edstavuje po-
mÏrnÏ nÌzk· citlivost UV fotometrickÈ detekce, dan· kr·tkou
dr·hou paprsku. Pro silnÏ interagujÌcÌ sloûky je koncentrace
volnÈho ligandu velmi nÌzk· a tedy obtÌûnÏ stanoviteln·. Tento
problÈm se vÏtöinou ¯eöÌ pouûitÌm fluorescenËnÌ detekce bu-
zenÈ laserem28-36 (LIF).

Z·kladnÌm poûadavkem je dostateËn· separace ligandu od
komplexu. Pokud se pohyblivost komplexu liöÌ jen velmi m·lo
od pohyblivosti jednÈ ze sloûek, lze komplex detegovat na
z·kladÏ vymizenÌ pÌku jednÈ ze sloûek p¯i saturaci a jeho
opÏtovnÈm objevenÌ po nasycenÌ vöech vazebn˝ch mÌst37-40.
DalöÌ moûnostÌ je oznaËit jednu ze sloûek fluoroforem a dete-
govat technikou LIF (cit.31).

4. Anal˝za zaloûen· na zmÏnÏ mobilit

NÌzkoafinitnÌ (nestabilnÌ) komplexy s kr·tk˝m poloËasem
je moûnÈ charakterizovat pomocÌ CE na z·kladÏ zmÏny po-
hyblivosti jednÈ ze sloûek v d˘sledku multiasociaËnÌch a di-
sociaËnÌch reakcÌ v roztoku. P¯i tomto postupu je receptor
p¯Ìtomen ve vzorku a ligand v nosnÈm elektrolytu. Jedn· se
o obdobu klasickÈ afinitnÌ chromatografie, avöak v ACE je
snazöÌ kontrolovat koncentraci ligandu. PodmÌnka pro pouûitÌ
tÈto metody je, aby kinetika tvorby komplex˘ byla rychl· ve
srovn·nÌ s dobou anal˝zy. P¯evr·cen· hodnota rychlostnÌ kon-

Obr. 1. Princip stanovenÌ vazebn˝ch konstant na z·kladÏ CE
anal˝zy rovnov·ûn˝ch smÏsÌ (podle pr·ce9 ); a ñ generace dat pro
kalibraËnÌ k¯ivku (z·vislost plochy pÌk˘ na koncentraci ligandu L; M ñ
znaËkovaË (marker), b ñ CE anal˝za  rovnov·ûnÈ smÏsi  r˘zn˝ch
koncentracÌ ligandu [L] s fixnÌ koncentracÌ receptoru R; vzorky byly
ekvilibrov·ny p¯ed CE anal˝zou (R ñ receptor, R*L ñ komplex, Lv ñ
voln˝ ligand, c ñ vyhodnocenÌ dat ñ p¯ÌmÈ vazebnÈ k¯ivky, z koncen-
trace [Lv] se urËÌ koncentrace v·zanÈho ligandu, [LñLv], a ze z·vislosti
tÈto koncentrance na koncentraci Lv se urËÌ KD jako Lv v polovinÏ
saturace, d ñ Scatchardova z·vislost pomÏru koncentracÌ v·zanÈho
ligandu k volnÈmu ligandu na koncentraci volnÈho ligandu. SmÏrnice
tÈto z·vislosti je 1/KD
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stanty disociace komplexu, 1/koff, musÌ b˝t mnohem niûöÌ neû
migraËnÌ doba receptoru a poloËas rozpadu komplexu, vyj·d-
¯en˝ jako ln 2/koff, musÌ b˝t menöÌ neû 1 % migraËnÌho Ëasu3,41.
Pokud jsou tyto podmÌnky splnÏny, m˘ûeme tuto techniku
povaûovat za rovnov·ûnou. Pokud vöak je stabilita komplexu
vysok·, pak poËet n·sledn˝ch rovnov·h mezi receptorem a li-
gandem ustaven˝ch v kapil·¯e bÏhem anal˝zy je nÌzk˝ a pÌk
d·vkovanÈ sloûky je öirok˝ a rozmyt˝18. RychlostnÌ konstanty
vazebn˝ch reakcÌ mohou b˝t urËeny anal˝zou eluËnÌch profil˘
pÌk˘42,43.

Prov·dÌme-li elektroforÈzu sloûky A v roztoku B, pak
elektroforetick· pohyblivost sloûky A se v okamûicÌch diso-
ciace a asociace diskontinu·lnÏ mÏnÌ mezi hodnotami µA a µAB
a pozorovan· pohyblivost µ sloûky A je pak v·ûen˝m pr˘mÏ-
rem Ëasov˝ch interval˘, po nÏû se pohybuje jako voln· mole-
kula a jako komplex AB. Pokud αABje doba, po kterou existuje
komplex AB, pak je pohyblivost µ d·na vztahem7,9

µ = (1 ñ αAB) µA + αAB µAB (2)

Tuto rovnici m˘ûeme p¯epsat ve formÏ

∆µ = ∆µmax αAB (3)

kde ∆µ = µ ñ µA je pozorovan· zmÏna pohyblivosti sloûky A
v p¯Ìtomnosti B a ∆µmax = µAB ñ µA je maxim·lnÌ zmÏna
pohyblivosti A v p¯Ìtomnosti B p¯i nekoneËnÈm z¯edÏnÌ neboli
rozdÌl pohyblivostÌ volnÈ sloûky A a komplexu AB. Protoûe
αAB m˘ûeme vyj·d¯it jako mol·rnÌ zlomek,

αAB = [AB] / ([A] + [AB]) (4)

kter˝ souvisÌ s rovnov·ûnou konstantou Kd

Kd = [A][B] / [AB] (5)

vztahem

µAB = [B] / (Kd + [B]) (6)

lze pro zmÏnu pohyblivosti ∆µ odvodit rovnici (7),

∆µ = ∆µmax [B] / (Kd + [B]) (7)

VeliËiny ∆µmax a Kd lze urËit neline·rnÌ regresnÌ anal˝zou
zmÏ¯en˝ch hodnot ∆µ p¯i r˘znÈ koncentraci B. Na z·kladÏ
analogie s rovnicÌ Michaelise a MentenovÈ pro kinetiku enzy-
m˘ lze pouûÌt ¯adu linearizovan˝ch z·vislostÌ, nap¯. ∆µ =
F(∆µ / [B]), podle rovnice (8)

∆µ = ∆µmax ñ Kd (∆µ /[B]) (8)

ZmÏna pohyblivosti se zjistÌ z experiment·lnÌch promÏn-
n˝ch

∆µ = LD/E {(1/tm ñ 1/t0) ñ (1/t¥m ñ 1/t¥0)} = (LD/E).∆(1/tm)

(9)
takûe dostaneme

∆(1/tm) = ∆(1/tm)max ñ KD ∆(1/tm)/[B] (10)

kde tm a t0 jsou migraËnÌ Ëasy sloûky A a znaËkovaËe (markeru)
elektroosmotickÈho toku (EOF) za nep¯Ìtomnosti sloûky B
v nosnÈm elektrolytu a t¥m a t¥0 jsou tyto Ëasy za p¯Ìtomnosti
sloûky B, LD je dÈlka kapil·ry k detektoru, E je intenzita
elektrickÈho pole.

Rovnov·ûnÈ konstanty se experiment·lnÏ stanovÌ takto:
Kapil·ra se naplnÌ pufrem, kter˝ obsahuje jednu ze sloûek,
nap¯. ligand (A). Stejn˝ pufr, avöak bez ligandu, se pouûije
v elektrodov˝ch n·dobk·ch. D·vkuje se roztok druhÈ sloûky,
receptoru (B), a mÏ¯Ì se jeho mobilita p¯i r˘znÈ koncentraci
ligandu. Rovnov·ûn· konstanta se urËÌ na z·kladÏ rovnic
(7ñ10) (viz9 a obr. 2). Pokud m· ligand menöÌ pohyblivost neû
receptor, musÌ b˝t obsaûen v pufru u anody. RozhodnutÌ,
kter· sloûka bude p¯Ìtomna ve vzorku a kter· v pufru, z·visÌ
na dostupnosti interagujÌcÌch l·tek a relativnÌ snadnosti po-
zorov·nÌ zmÏn pohyblivostÌ. RozpustÌme-li v z·kladnÌm elek-
trolytu vysokomolekul·rnÌ sloûku, pak zaznamen·me nejvÏt-
öÌ zmÏnu pohyblivosti u nÌzkomolekul·rnÌ sloûky. Proto stu-
dujÌ-li se interakce protein˘ s lÈËivy, pak je t¯eba rozpustit
protein v z·kladnÌm elektrolytu41. Jsou-li interakce receptoru
s ligandem slabÈ, je vhodnÈ snÌûit pohyblivost ligandu nap¯.
tÌm, ûe ho kovalentnÏ nav·ûeme na  gel, kter˝ vytvo¯Ìme
v kapil·¯e44.

StudovanÈ koncentrace se volÌ tak, aby jejich numerickÈ
hodnoty byly srovnatelnÈ s hodnotou disociaËnÌ konstanty
a koncentraËnÌ rozsah byl dostateËnÏ öirok˝ pro p¯esnÈ stano-
venÌ. V p¯ÌpadÏ protein˘ jako receptor˘ postaËuje rozsah kon-
centracÌ 0,1 aû 0,5 mg.ml-1 pro UV detekci p¯i 214 nm (cit.7).
D·vkovan˝ objem receptoru je ¯·dovÏ v nl a tÌm i mnoûstvÌ
spot¯ebovanÈho ligandu je zanedbatelnÈ. UstavenÌ rovnov·hy
po nad·vkov·nÌ je rychlÈ, pokud je koncentrace ligandu vyso-
k· ve srovn·nÌ s koncentracÌ receptoru.

Metodu lze pouûÌt za tÏchto podmÌnek: reakce musÌ b˝t
dostateËnÏ rychl·, vazebn· stechiometrie 1:1 a koncentrace
receptoru musÌ b˝t mnohem niûöÌ neû koncentrace ligandu

Obr. 2. Princip stanovenÌ vazebn˝ch konstant na z·kladÏ mÏ¯enÌ
zmÏn pohyblivostÌ (upraveno podle pr·ce9); a ñ CE anal˝za receptoru
v elektrolytu, kter˝ obsahuje r˘znÈ koncentrace ligandu (M ñ znaËko-
vaË, tmo, tm2, tm6 jsou migraËnÌ Ëasy znaËkovaËe M a tO, t2, t6 jsou
migraËnÌ Ëasy receptoru R p¯i r˘znÈ koncentraci ligandu [L], b ñ
vyhodnocenÌ dat na z·kladÏ rov. (10)
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(mÈnÏ neû  0,1 ◊ KD)45, avöak jeho absolutnÌ koncentrace
nemusÌ b˝t zn·ma (stanovenÌ nÌzk˝ch koncentracÌ, nap¯. pro-
tein˘, je obtÌûn˝ ˙kol). D·le se p¯edpokl·d·, ûe vazebn· mÌsta
jsou homogennÌ a rovnomÏrnÏ distribuov·na, ûe nedoch·zÌ
k interakci s vnit¯nÌmi stÏnami kapil·ry a vloûenÈ napÏtÌ ne-
ovlivÚuje tvorbu komplexu.

Metoda stanovenÌ rovnov·ûn˝ch konstant zaloûen· na mÏ-
¯enÌ zmÏn pohyblivosti m· v˝hodu v tom, ûe vzorek nemusÌ
b˝t Ëist˝, coû je zvl·ötÏ v˝znamnÈ, je-li ligand nest·l˝ a tvo¯Ì
neaktivnÌ produkty. Lze tak stanovit souËasnÏ afinitnÌ kon-
stanty isoenzym˘. P¯esnost stanovenÌ zmÏn mobility z·visÌ na
stabilitÏ komplexu vzhledem k dobÏ separace. Lze postihnout
i zmÏny v mobilitÏ protein˘, kterÈ se liöÌ o jedin˝ element·rnÌ
n·boj.

5. Poûadavky na systÈm pro afinitnÌ kapil·rnÌ
elektroforÈzu

Vzhledem k tomu, ûe molekul·rnÌ interakce z·visejÌ na
teplotÏ, je nutnÈ v ACE termostatovat separaËnÌ kapil·ry a p¯i
kvantitativnÌ pr·ci (stanovenÌ rovnov·ûn˝ch konstant) pouûÌ-
vat kapil·ry dostateËnÏ dlouhÈ, aby dÈlka Ë·sti, kter· nenÌ
termostatov·na, byla zanedbateln· v˘Ëi celkovÈ dÈlce kapi-
l·ry.

Vliv elektrickÈho pole na molekul·rnÌ interakce je zane-
dbateln˝, jak bylo potvrzeno nap¯. v pracÌch18,46.

V˝znamn˝ je vliv adsorpce. StÏny kapil·ry, kterÈ jsou
negativnÏ nabitÈ p¯i pH vyööÌm neû ca 2, obsahujÌ aktivnÌ mÌsta
pro adsorpci pozitivnÏ nabit˝ch molekul, nap¯. nÏkter˝ch pro-
tein˘. Adsorpci lze omezit pracÌ p¯i extrÈmnÌch hodnot·ch pH
(cit.47-51), avöak tyto podmÌnky nevyhovujÌ pro ACE. Pro tyto
˙Ëely je nejvhodnÏjöÌ modifikace vnit¯nÌch stÏn kapil·ry nap¯.
silanizacÌ nebo filmem vhodnÈho polymeru53,54. Pro separaci
pozitivnÏ nabit˝ch protein˘ byly doporuËeny kationogennÌ
polymernÌ filmy55.

Vnit¯nÌ objem kapil·ry a d·vkovanÈ mnoûstvÌ vzorku jsou
zhruba tisÌckr·t niûöÌ v CE neû v HPLC nebo p¯i elektroforÈze
v gelovÈ vrstvÏ. Meze detekce p¯i UV fotometrickÈm mÏ¯enÌ
se pohybujÌ pro proteiny kolem absolutnÌho mnoûstvÌ 0,1 aû
1 ng, coû pro CE aplikace p¯edstavuje koncentraci 0,1 aû
1 mg.ml-1. Citlivost detekce lze zv˝öit pouûitÌm fluorescenË-
nÌho detektoru s laserovou excitacÌ28-36 (LIF), p¯i nÌû se jedna
z interagujÌcÌch sloûek oznaËÌ fluoroforem. Meze detekce jsou
zhruba o 3 ¯·dy niûöÌ neû p¯i UV spektrofotometrickÈ detekci.

Koncentrace nosn˝ch elektrolyt˘ pouûÌvan· v CE je obec-
nÏ v˝raznÏ niûöÌ neû koncentrace solÌ ve fyziologickÈm rozto-
ku. VyööÌ koncentrace nosnÈho elektrolytu je tolerov·na p¯i
niûöÌm separaËnÌm napÏtÌ. DoporuËenÈ pufry7 pro ACE jsou
nap¯. 0,1 M tricin, 0,2 M glycin, 50 mM taurin nebo 0,5 M

trimethylamoniumpropylsulfon·t.

6. ImunitnÌ stanovenÌ zaloûen· na kapil·rnÌ
elektroforÈze

ACE je alternativnÌ metodou k existujÌcÌm imunitnÌm sta-
novenÌm.  JejÌ v˝hody spoËÌvajÌ  v  moûnosti oddÏlit  volnÈ
protil·tky od komplexu i l·tek p¯Ìtomn˝ch ve vzorku, v moû-
nosti souËasnÏ stanovovat vÌce l·tek, nap¯. drogy i jejich
metabolity, v kratöÌ dobÏ anal˝zy ve srovn·nÌ s imunitnÌmi

testy na pevnÈ f·zi a snÌûenÈ cenÏ anal˝zy danÈ mal˝mi
objemy d·vkovan˝ch vzork˘ (ca nl). Citliv· LIF detekce je
umoûnÏna oznaËenÌm antigenu, buÔ fluoroforem nebo enzy-
maticky, nap¯. alkalickou fosfatasou ve spojenÌ s fluorogen-
nÌm substr·tem (fluoresceindifosf·tem). V nÏkter˝ch p¯Ìpa-
dech vöak takto zv˝öen· citlivost nepostaËuje, nap¯. p¯i stano-
venÌ estradiolu a hCG proteinu, kde je vyûadov·no urËenÌ
koncentracÌ niûöÌch neû 10-12 M (cit.17). Nev˝hodou ACE je
moûnost sorpce analyt˘ na stÏny kapil·ry a niûöÌ produktivita
(max 20 vzork˘/hodinu). KompetitivnÌ imunitnÌ stanovenÌ
jsou bÏûnÏjöÌ neû p¯Ìm· stanovenÌ.

6 . 1 . N e k o m p e t i t i v n Ì ( p ¯ Ì m È ) i m u n i t n Ì
s t a n o v e n Ì

NekompetitivnÌ stanovenÌ spoËÌv· v p¯id·nÌ velkÈho p¯e-
bytku protil·tky nebo  jejÌho fragmentu, Ab*, oznaËen˝ch
fluoroforem nebo enzymaticky, ke vzorku, aby bylo zajiötÏno,
ûe veöker˝ antigen, Ag, p¯Ìtomn˝ ve vzorku, interaguje s pro-
til·tkou, Ë·st Ab* z˘st·v· voln·17:

Ab* + Ag → [AbAg]* (11)

Po probÏhlÈ interakci (inkubaci) se Ë·st vzorku nad·vkuje
do CE kapil·ry, separuje se komplex [AbAg]* od nadbytku
Ab* a detegujÌ se obÏ sloûky pomocÌ LIF (viz9 obr. 3a). P¯i
vazbÏ znaËen˝ch protil·tek na antigen doch·zÌ k v˝znamnÈ
zmÏnÏ jejich elektroforetickÈ pohyblivosti.

P¯Ìklady vyuûitÌ ACE k p¯ÌmÈmu imunitnÌmu stanovenÌ
jsou v literatu¯e zatÌm ojedinÏlÈ a nenÌ prok·z·na jejÌ v˝hod-
nost ve srovn·nÌ s bÏûn˝m uspo¯·d·nÌm. HlavnÌ problÈm
tÏchto stanovenÌ je heterogenita znaËen˝ch protil·tek nebo
jejich fragment˘, kter· m· za n·sledek ¯adu pÌk˘ v elek-
troferogramu. P¯Ìprava a ËiötÏnÌ fragment˘ z monoklon·l-
nÌch protil·tek nejsou snadnÈ, avöak aplikace genovÈho inûe-
n˝rstvÌ m˘ûe tento problÈm vy¯eöit a rozöÌ¯it pouûitelnost tÈto
metody.

Obr. 3. Princip p¯ÌmÈho a kompetitivnÌho imunitnÌho stanovenÌ
pomocÌ CE s LIF (adaptov·no z pr·ce9); a ñ p¯ÌmÈ stanovenÌ, proti-
l·tka znaËen· fluoroforem, Ab a fluoreskujÌcÌ znaËkovaË M, jsou
p¯id·ny k roztoku, kter˝ obsahuje neznaËen˝ antigen Ag ve zvyöujÌcÌ
se koncentraci. Dva pÌky komplexu jsou d˘sledkem mono- a divalent-
nÌ protil·tky; b ñ nep¯ÌmÈ (kompetitivnÌ) stanovenÌ, antigen znaËen˝
floroforem je smÌch·n s rostoucÌm mnoûstvÌm protil·tky Ab, kter·
vytÏsnuje FITC-Ag z komplexu Ag-FITC-Ag. MÏ¯Ì se plocha pÌku
znaËenÈho Ag, kter· je ˙mÏrn· mnoûstvÌ neznaËenÈho Ag
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6 . 2 . K o m p e t i t i v n Ì ( n e p ¯ Ì m È ) i m u n i t n Ì
s t a n o v e n Ì

P¯i tÈto metodÏ se vzorek, kter˝ obsahuje neznaËen˝ anti-
gen Ag v p¯Ìtomnosti matrice, inkubuje s protil·tkou (antisÈ-
rem) Ab a znaËen˝m antigenem Ag* (nebo jeho fragmen-
tem)17,

Ab + Ag* + Ag → [AbAg]* + [AbAg] (12)

BÏhem inkubace soutÏûÌ Ag* s Ag p¯Ìtomn˝m ve vzorku
o omezen˝ poËet vazebn˝ch mÌst protil·tky Ab. Po ustavenÌ
rovnov·hy se d·vkuje alikvot smÏsi do CE systÈmu s LIF
detekcÌ, kde se oddÏlÌ voln˝ Ag* od komplexu [AbAg]*.
V˝öka nebo plocha pÌku volnÈho Ag* a [AbAg]* nebo jejich
pomÏr jsou ˙mÏrnÈ obsahu antigenu v p˘vodnÌm vzorku (viz9

obr. 3b). KalibraËnÌ k¯ivky jsou neline·rnÌ; ke stanovenÌ se
pouûÌv· pouze line·rnÌ ˙sek. D˘leûitÈ je spr·vnÏ zvolit kon-
centrace [Ag*] + [Ag], aby leûely v line·rnÌ Ë·sti kalibraËnÌ
k¯ivky.

KompetitivnÌmu imunitnÌmu stanovenÌ se d·v· p¯ednost
p¯ed p¯Ìm˝m stanovenÌm tehdy, kdyû je obtÌûnÈ separovat
volnou protil·tku od komplexu  (nelze tudÌû pouûÌt  p¯ÌmÈ
stanovenÌ). Tento p¯Ìpad nast·v· u nÌzkomolekul·rnÌch proti-
l·tek, nap¯. peptid˘, kterÈ v˝znamnÏ neovlivÚujÌ pohyblivost
komplexu [AbAg]*.

HlavnÌ v˝hody CE p¯i kompetitivnÌm imunitnÌm stanovenÌ
jsou vysok· citlivost50 (mez detekce 0,1 nM), malÈ mnoûstvÌ
vzorku pot¯ebnÈ k anal˝ze (mÈnÏ neû amol), moûnost analy-
zovat nÏkolik analyt˘ souËasnÏ51 a vysok· p¯esnost stanovenÌ.
Vzhledem k tomu, ûe postaËÌ stanovit pouze znaËen˝ antigen,
lze zjednoduöit CE separaci a zkr·tit dobu anal˝zy52,56 aû na
0,5 aû 1 min. RovnÏû nenÌ nutnÈ pouûÌvat elektroforeticky
ËistÈ protil·tky; polyklon·lnÌ protil·tky byly pouûity v ¯adÏ
p¯Ìpad˘51,53,54,56,57. Miniaturizace CE systÈmu s umÌstÏnÌm
celÈho p¯Ìstroje na mikroËip je z¯ejmÏ jednÌm z trend˘ budouc-
nosti56.

7. P¯Ìklady pouûitÌ ACE

Do ACE jsou v souËasnÈ dobÏ zahrnov·ny vöechny sepa-
race, p¯i nichû se vyuûÌv· selektivnÌch interakcÌ. V tomto
öirokÈm pojetÌ sem pat¯Ì vöechny selektivnÌ interakce s aditivy,
p¯Ìtomn˝mi v elektrolytu, tedy i chir·lnÌ separace, kterÈ vöak
nejsou zahrnuty v tomto p¯ehlednÈm Ël·nku. Informace o se-
paraci enantiomer˘ lze nalÈzt nap¯. v pr·ci11.

ACE se p¯edevöÌm vyuûÌv· ke stanovenÌ vazebn˝ch kon-
stant (viz nap¯.46,58-61). NejvÌce se studujÌ lÈËiva11,14,62-66 a je-
jich interakce s proteiny nebo glykoproteiny. V˝znamn· Ë·st
aplikacÌ se t˝k· peptid˘59,67-69 a studia interakcÌ s lektiny70.
VybranÈ p¯Ìklady studovan˝ch interakcÌ jsou uvedeny v tab. I.

8. Z·vÏr

ACE je vhodnou komplement·rnÌ separaËnÌ metodou
k afinitnÌ HPLC a lze p¯edpokl·dat, ûe ji bude v ¯adÏ p¯Ìpad˘
postupnÏ nahrazovat pro svou vysokou separaËnÌ ˙Ëinnost,
rychlost anal˝zy, nÌzkÈ n·roky na mnoûstvÌ vzorku a tÌm
i podstatnÏ niûöÌ n·klady na anal˝zu. Lze proto oËek·vat dalöÌ

Tabulka I
MolekulovÈ interakce studovanÈ v ACE

Protein, peptida 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 ñ deriv·ty aminokyselin 85
HSA tryptofan 87
HSA Oxazepam, temazepam 89
HSA Warfarin 24
AGP DNP ñ deriv·ty aminokyselin 85
AGP Clorprenalin 90
Avidin Warfarin, Flurbiprofen, 92

Ibuprofen, Ketoprofen,
Leucovorin

Kasein DNP ñ deriv·ty 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 laktobionov· kyselina 96
aggl., Arachis hypo-
gaea, Glycine soja
Lotus tetragonolobus L-fukoso-1-fosf·t 75
Pisum sativum neutr·lnÌ sacharidy 74

Proteiny v·zajÌcÌ heparin

Fibronektin heparin 12
Heparin v·zajÌcÌ heparin, heparan sulf·t 68
proteiny r˘stovÈho
faktoru fibroplast˘
Fragmenty serovÈho heparin 77
proteinu amyloid P
Laktoferrin heparin 78
Antithrombin III, heparin 102
leukocyt·rnÌ protei-
nasov· inhibitor

Protil·tka ñ antigen

Ab 4B10 Hapten H6A 27
mAb-antifosfoserin fosfitin 33
Ab-anti-beta-endorfin tryptickÈ ötÏpy beta-endorfinu 101
mAb-antifosfotyrosin fosfotyrosin 18
mAb-antiHSA HSA 20
Fragmenty Cyklosporin 95
mAb-anticyklosporin
mAb-antiDNP ligandy obsahujÌcÌ 2,4-dini- 103

trofenylovÈ substituenty
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Tabulka I ñ pokraËov·nÌ

Protein, peptida Ligand Citace

Proteiny v·zajÌcÌ biotin

Actinavidin biotin 86, 104
Streptavidin biotin 20

Protein ñ specifick˝ ligand

IgG protein G 31
IgG protein A 105
C-reaktivnÌ 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 v·zajÌcÌ Ca2+

Calmoduli, Parvalbu- Ca2+ 83
min, karboanhydrasa

aAb ñ protil·tka, mAb ñ monoklon·lnÌ protil·tka, BSA ñ
hovÏzÌ serov˝ albumin, HSA ñ lidsk˝ serov˝ albumin, AGP ñ
kysel˝ α1-glykoprotein

rozvoj kapil·rnÌch elektromigraËnÌch metod, zejmÈna jejich
spojenÌ on-line s hmotnostnÌ spektrometriÌ a nukle·rnÌ mag-
netickou rezonancÌ p¯i urËov·nÌ struktury biologicky aktiv-
nÌch l·tek. Lze oËek·vat dalöÌ v˝voj nov˝ch separaËnÌch mediÌ
zvyöujÌcÌch  ˙Ëinnost a selektivitu separacÌ, zdokonalov·nÌ
detekËnÌch metod a dalöÌ miniaturizaci. Miniaturizace, kterÈ
se dosahuje v CE, je velmi vhodn· pro studium interakcÌ ve
velmi mal˝ch objemech, kterÈ se blÌûÌ objemu bunÏk. Elektro-
forÈza na Ëipu je slibnou alternativou pro miniaturizaci CE
(cit.56,97). NovÏ pouûÌvan· separaËnÌ media v ACE jsou vtiötÏ-
nÈ polymery (imprinting polymers), kterÈ dovolujÌ p¯Ìpravu
materi·lu poûadovanÈ afinity98. DalöÌ zv˝öenÌ citlivosti fluo-
rescenËnÌ detekce bude moûnÈ dos·hnout laserov˝mi diodami,
kterÈ jsou menöÌ a Ëasto ˙ËinnÏjöÌ neû ostatnÌ lasery99. Hmot-
nostnÌ spektrometrie jako detekËnÌ metoda bude mÌt nezastu-
pitelnÈ mÌsto v ACE100,101.

ACE metoda diskutovan· v tomto Ël·nku je pouûiteln· pro
urËenÌ disociaËnÌch konstant relativnÏ stabilnÌch komplex˘
nebo naopak komplex˘ vznikajÌch na z·kladÏ rychlÈ vazebnÈ
reakce pomocÌ metod diskutovan˝ch v˝öe, tj. anal˝zy rovno-
v·ûnÈ smÏsi a anal˝zy zaloûenÈ na zmÏnÏ mobility. Metoda
ACE je aplikovateln· pro reakce, jejichû disociaËnÌ rychlostnÌ
konstanty jsou menöÌ neû 0,001 a vÏtöÌ neû 0,1 s-1 (cit.7,9).
Uvnit¯ tohoto rozsahu jsou stanovenÌ problematick· a vyûadu-
jÌ v˝voj alternativnÌch technik.

Hodnoty Kd urËenÈ ACE metodou jsou v dobrÈ shodÏ
s v˝sledky zÌskan˝mi jin˝mi metodami. RelativnÌ smÏrodatn·
odchylka pro 5 mÏ¯enÌ byla 10 % u p¯Ìstroj˘ s manu·lnÌm
¯ÌzenÌm a 6 % s automatickou kontrolou74,76. PravÈ rovnov·ûnÈ
konstanty jsou zÌsk·ny pouze tehdy, kdyû jsou obÏ v˝öe uvede-
nÈ metody mÏ¯enÌ kombinov·ny, tj. receptor p¯Ìtomn˝ ve

vzorku je p¯edem equilibrov·n s ligandem a potÈ jsou stano-
veny rovnov·ûnÈ konstanty na z·kladÏ mÏ¯enÌ mobilit inter-
agujÌcÌch sloûek.

Auto¯i dÏkujÌ Fondu rozvoje vysok˝ch ökol za poskytnutÌ
grantu Ë. 1707/99.
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INFORMACE

pro z·jemce o studium v doktorskÈm studijnÌm programu, obor lÈka¯sk· chemie a biochemie,

na LÈka¯skÈ fakultÏ Univerzity PalackÈho v Olomouci ve ökolnÌm roce 2000/2001

P¯edseda oborovÈ rady pro obor lÈka¯sk· chemie a biochemie informuje absolventy lÈka¯sk˝ch,
farmaceutick˝ch a p¯ÌrodovÏdeck˝ch fakult o moûnosti zah·jenÌ t¯ÌletÈho prezenËnÌho studia

v doktorskÈm studijnÌm programu v oboru:

lÈka¯sk· chemie a biochemie

N·mÏty experiment·lnÌ pr·ce v r·mci studia jsou orientov·ny do experiment·lnÌ toxikologie,
zahrnujÌ studium ˙Ëink˘ a metabolismu xenobiotik na bunÏËnÈ ˙rovni a jejich interakcÌ

se subcelul·rnÌmi strukturami.

P¯ÌpadnÌ z·jemci o studium  kontaktujte
⁄stav lÈka¯skÈ chemie a biochemie LF UP, HnÏvotÌnsk· 3, 775 15 Olomouc.
Tel: 068 / 563 23 01, FAX: 068 / 563 29 66, e-mail: vilim@tunw.upol.cz

Chem. Listy 94, 97 ñ 104 (2000) Refer·ty

104



MIKROBI¡LNA  PRODUKCIA  FAREBN›CH  AZAFIL”NOV›CH
METABOLITOV

M¡RIA äTURDÕKOV¡, DUäAN SLUGE“,
KATARÕNA LEäOV¡ a MICHAL ROSENBERG

Katedra biochemickej technolÛgie, Chemickotechnologick·
fakulta, Slovensk· technick· univerzita, RadlinskÈho 9, 812 37
Bratislava, Slovensk· republika, e-mail: sturdiko@chelin.chtf.
stuba.sk

Doölo dÚa 14.XII.1998

Kæ˙ËovÈ slov·: huby, metabolity, pigmenty, azafilÛny

Obsah

1. ⁄vod
2. AzafilÛny

2.1. MonaskovÈ pigmenty
2.2. MitorubrÌn, mitorubrinol, kyselina mitorubrÌnov·
2.3. FalkonenzÌny
2.4. ChaetoviridÌny
2.5. Kyselina lunatov·
2.6. Wortmin
2.7. Austdiol
2.8. RubrorotirÌn
2.9. LuteusÌny
2.10. IzochromofilÛny

3. Z·ver

1. ⁄vod

Fung·lne sekund·rne metabolity s pyr·no-chinÛnovou
ötrukt˙rou sa naz˝vaj˙ azafilÛny. Pomenovanie zÌskali podæa
ich citlivej reakcie s amoniakom za vzniku γ-pyridÛnov˝ch
deriv·tov. Metabolity v mÈdiu ochotne reaguj˙ s l·tkami,
ktorÈ obsahuj˙ amino skupiny ako s˙ proteÌny, aminokyseliny
a nukleovÈ kyseliny za tvorby vo vode rozpustn˝ch farebn˝ch
produktov. Najviac sa cenÌ ich prÌrodn˝ pÙvod, ûlto-ËervenÈ
spektrum a termostabilita.

Zn·mych je viac neû 20 farebn˝ch metabolitov. Boli iden-
tifikovanÈ z rÙznych vl·knit˝ch h˙b, takûe mikroorganizmy
by mohli byù uûitoËn˝m zdrojom novej skupiny potravin·rsky
pouûiteæn˝ch pigmentov prÌrodnÈho pÙvodu. Spomedzi testo-
van˝ch mikroorganizmov len rody Monascus, Penicillium
a Chaetomium s˙  zn·me  ako  dobrÌ  producenti  pigmentov
s azafilÛnov˝m skeletom. NiektorÈ ötrukt˙ry sa identifikovali
tieû u Aspergillus ustus, Cochliobolus lunata, Talaromyces sp.
a Emericella falconensis. PrÌrodn˝ pÙvod azafilÛnov˝ch pig-
mentov a æahko uskutoËniteæn· derivatiz·cia spolu so zv˝öe-
nou termostabilitou v porovnanÌ s in˝mi prÌrodn˝mi farbivami
Ëervenej oblasti spektra otv·raj˙ novÈ moûnosti ich aplik·ciÌ
v potravin·rstve a kozmetike.

2. AzafilÛny

AzafilÛny, nie veæmi zn·me pomenovanie veækej skupiny
pyr·no-chinÛnov˝ch ötrukt˙r s vysokou tenziou akceptorov
elektrÛnov podmieÚuj˙cich citlivosù kyslÌka v prim·rnom kru-
hu za tvorby stabiln˝ch γ-pyridÛnov (obr. 1), maj˙ chromofÛ-
rovÈ vlastnosti v O i N-R3 forme. Farba azafilÛnov˝ch pigmen-
tov z·visÌ od ötrukt˙r.

Pre v‰Ëöinu z nich s˙ absorpËnÈ maxim· v oblasti viditeæ-
nÈho spektra (400 nm pre ûltÈ a asi 500 nm pre ËervenÈ
pigmenty). Vo vöeobecnosti vöak platÌ, ûe ûltÈ ötrukt˙ry s˙
viac hydrogenovanÈ neû oranûovÈ a ËervenÈ, aminoformy
maj˙ zvyËajne maxim· pri v‰ËöÌch vlnov˝ch dÂûkach absorp-
ËnÈho spektra.

Vl·knitÈ huby s˙ schopnÈ za vhodn˝ch kultivaËn˝ch pod-
mienok syntetizovaù pomerne öirok˙ paletu azafilÛnov. StruË-
n˝ prehæad ötrukt˙r azafilÛnov izolovan˝ch z mycÈlia a kulti-
vaËnÈho mÈdia je na obr. 2.

NiektorÈ z t˝chto fung·lnych metabolitov sa pouûÌvali ako
farbiace aditÌva do potravÌn a alkoholick˝ch kvasn˝ch n·po-
jov v ¡zii a Amerike. Z·znamy o pouûÌvanÌ monaskov˝ch
pigmentov v potravin·ch a prÌrodnej medicÌne s˙ od prehisto-
rickÈho obdobia. Je snaha nahradiù syntetickÈ pigmenty v po-
travin·ch i v krajin·ch EurÛpskej ˙nie. Zn·me s˙ patenty
zameranÈ na pouûitie monaskov˝ch pigmentov pre potraviny
v Japonsku, USA, Franc˙zsku a Nemecku1,2.

R˝chlo sa rozöiruje ich aplik·cia do potravÌn, ako prifar-
bovanie m‰sov˝ch v˝robkov (sal·my a öunka), morsk˝ch
produktov (rybia pasta) a rajËinovÈho keËupu1. FarebnÈ meta-
bolity Monascus nie s˙ zn·me ako azafilÛny, ale ako monas-
kovÈ pigmenty alebo Ëastejöie pod n·zvom Ëerven· ryûa.

Problematike biologickej aktivity azafilÛnov˝ch metabo-
litov je doposiaæ venovan˝ch m·lo pr·c. Poznatky o ˙Ëinnosti
monaskov˝ch pigmentov s˙ zhrnutÈ v pr·ci J˘zlov· a spol.3

a MartÌnkov· a spol.4 V prehæadnom Ël·nku o sekund·rnych
metabolitoch h˙b Monascus3 autori cituj˙ pÙvodnÈ pr·ce,
podæa ktor˝ch extrakty z Ëervenej ryûe neprejavili ak˙tne
toxickÈ ˙Ëinky na myöi. FarebnÈ zloûky Ëervenej ryûe s˙
pravdepodobne komplexy pigmenty ñ aminokyseliny a neja-
via toxickÈ ˙Ëinky. OranûovÈ monaskovÈ pigmenty zo sub-
merzn˝ch kultiv·ciÌ sa vyznaËovali rozmanitou biologickou
aktivitou s pozitÌvnymi i menej ûiad˙cimi ˙Ëinkami. AzafilÛ-
nov˝ skelet je esenci·lny pre niektorÈ biologickÈ ˙Ëinky a roz-
diely v aktivite metabolitov sa mÙûu pripisovaù ich odliönej
reaktivite s amÌnmi6.V˝sledky testov toxikologick˝ch öt˙diÌ
ÔalöÌch mikrobi·lnych metabolitov s azafilÛnovou ötrukt˙rou
sa vo vedeckej literat˙re nach·dzaj˙ len sporadicky. NaprÌ-
klad o toxicite azafilÛnov˝ch metabolitov sa zmieÚuje Buchi

Obr. 1. ätrukt˙ra farebn˝ch azafilÛnov

R1

R 2
X

O
X = O alebo X = N-R3
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a spol.5, ktorÌ zistili, ûe spomedzi metabolitov produkovan˝ch
hubou Penicillium rubrum, azafilÛnovÈ l·tky mitorubrÌn a mi-
torubrinol neprejavuj˙ toxickÈ ˙Ëinky.

2 . 1 . M o n a s k o v È p i g m e n t y

Vl·knitÈ huby rodu Monascus s˙ zdrojom skupiny pig-
mentov produkovan˝ch prevaûne v mycÈliu. Ide o ûlt˝ anka-
flavÌn a monascÌn, oranûov˝ monaskorubrÌn a rubropunktatÌn,
Ëerven˝ monaskorubramÌn, rubropunktamÌn, Ëi ich N-glutaryl
alebo histidyl deriv·ty: N-glutarylmonaskorubramÌn, N-glu-
tarylrubropunktamÌn (obr. 3)7-10. NajnovöÌ stav poznania v ob-
lasti monaskov˝ch pigmentov je popÌsan˝ v pr·cach3,11.

MonascÌn po prv˝ raz izolovali ako produkt huby Monas-
cus purpureus Went, mikrorganizmu zodpovednÈho za fareb-
nosù Ëervenej ryûe8. NeskÙr bol izolovan˝ tieû z Monascus
rubiginosus Sato a Monascus rubropunctatus. MonascÌn a ru-

bropunctatÌn ako aj monascÌn a monascorubrÌn sa vyskytuj˙
spoloËne ako metabolity rÙznych h˙b. RubropunktatÌn je me-
tabolit Monascus rubropunctatus, monaskorubrÌn je metabolit
Monascus purpureus. Uk·zalo sa, ûe ötrukt˙ra monaskorubrÌ-
nu sa lÌöi od ötrukt˙ry rubropunktatÌnu len v dÂûke nas˝tenÈho
postrannÈho reùazca, rovnako ako aj ankaflavÌnu od monascÌ-
nu a monaskorubramÌnu od rubropunktamÌnu. NeskÙr sa via-
cerÈ produkËnÈ kmene s rÙznymi exotick˝mi n·zvami rekla-
sifikovali ako Monascus purpureus alebo ruber. Zo ötrukt˙r
metabolitov Monascus mÙûeme pozorovaù, ûe sa tu vyskytuje
line·rny typ spojenia α,β-ketolaktÛnovÈho kruhu t˝chto l·tok
s azafilÛnov˝m skeletom, priËom laktÛnov˝ kruh ûlt˝ch mo-
naskov˝ch pigmentov je nas˝ten˝ a oranûov˝ch nenas˝ten˝.
éltÈ pigmenty monascÌn, resp. ankaflavÌn s˙ tetrahydroderi-
v·ty oranûov˝ch pigmentov, rubropunktatÌnu, resp. monasko-
rubrÌnu. Zv˝öen· acidita metabolitov monascÌnu a ankaflavÌnu
s˙visÌ s terci·rne naviazan˝m vodÌkom na α-uhlÌk β-ketolak-

Obr. 2. HlavnÈ skupiny azafilÛnov˝ch metabolitov
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tÛnovÈho systÈmu. Chen a spol. uv·dzaj˙ vo svojej pr·ci9

relatÌvnu stereochÈmiu azafilÛnov. MonascÌn a rubropunkta-
tÌn sa vyznaËuj˙ rovnakou stereochÈmiou v pozÌcii C-7. Mo-
nascÌn, rubropunktatÌn a monaskorubrÌn patria do tej istej
stereochemickej sÈrie (ñ)ñsklerotiorÌnu.

Fung·lne metabolity, monaskorubrÌn, monaskoflavÌn, mo-
nascÌn, rubropunktatÌn ako aj chaetoviridÌny, sklerotiorÌn a ro-
tiorÌn, tvoria biogÈnne prÌbuzn˙ skupinu l·tok. BiosyntetickÈ
öt˙die t˝chto sekund·rnych metabolitov objasÚuj˙ polyketi-
dov˝ pÙvod azafilÛnov10.

Aktu·lnosù problematiky monaskov˝ch farbÌv potvrdilo

öpecializovanÈ sympÛzium, ktorÈ sa konalo v j˙li 1998 o mo-
naskov˝ch pigmentoch v Toulouse, Franc˙zsko. My sme pre-
zentovali prÌpravu monaskov˝ch pigmentov na polosuch˝ch
prÌrodn˝ch substr·toch pomocou Monascus purpureus
CCM8112 (cit.12,13) a dosiahli sme v˝sledky 0,21 g pigmentu/g
suchej v·hy kultivaËnÈho substr·tu. V˝sledky sa stretli s pozi-
tÌvnym ohlasom.

2 . 2 . M i t o r u b r Ì n , m i t o r u b r i n o l ,
k y s e l i n a m i t o r u b r Ì n o v ·

Skupina prÌbuzn˝ch fung·lnych metabolitov obsahuje dve
ötrukt˙rne zloûky, azafilÛnov˝ skelet a zvyöok kyseliny orze-
lÌnovej, spojenÈ esterovou v‰zbou (obr. 4). Obidve ötrukt˙rne
jednotky poch·dzaj˙ z acet·tu. MitorubrÌn bol produkovan˝
hubou Penicillium rubrum a zÌskal sa ako ûlto-oranûovÈ priz-
my5. élt˝ pigment mitorubrinol je metabolitom mikroorganiz-
mov Penicillium rubrum, Penicillium wortmannii Klocker
a Penicillium vermiculatum14-16. Veæmi podobn˝ fung·lny me-
tabolit, kyselina (ñ)ñmitorubrÌnov· bola izolovan· z Penicil-
lium funiculosum a Penicillium vermiculatum zo submerznej
7-dÚovej kultiv·cie6,17.

Anal˝za hmotnostnÈho spektra umoûnila navrhn˙ù sum·r-
ny vzorec mitorubrÌnu C21H18O7, mitorubrinolu C21H18O8 a ky-
seliny mitorubrÌnovejC22H18O9. Mitorubrinol, mitorubrÌn a ky-
selina mitorubrÌnov· patria do rovnakej stereochemickej sÈrie
ako (ñ)ñsklerotiorÌn.

V naöich experimentoch sme zistili farebnÈ metabolity
tejto skupiny l·tok s azafilÛnovou ötrukt˙rou v extraktoch
kult˙ry Penicillium funiculosum CCM F-8080, Penicillium
vermiculatum CCM F-276 a Talaromyces wortmannii (Kloc-
ker) C. R. Benjamin18.

2 . 3 . F a l k o n e n z Ì n y

FalkonenzÌny A, B, a C sa izolovali z dichlÛrmet·nov˝ch
extraktov mycÈlia askomycÈtnej huby Emericella falconen-
sis19. NeskÙr, Itabashi a spol.20 izolovali z tejto kult˙ry falko-
nenzÌn H spolu s falkonenzÌnmi A, B, C, a D. Ich ötrukt˙ry s˙
zn·zornenÈ na obr. 5. Sum·rne vzorce falkonenzÌnov A, B, C,
D a H boli urËenÈ element·rnou anal˝zou a hmotnostnou
spektrometriou ako C23H24Cl2O7, C23H26Cl2O7, C25H26Cl2O8,
C25H28Cl2O8 a C22 H18Cl2O7. Metabolity s˙ hydrogenovanÈ
azafilÛny s dichlÛrorzelinovou ötrukt˙rnou jednotkou. ätrukt˙-
ra falkonenzÌnu A bola urËen· ako 7-(3,5-dichloro-2,4-dime-
toxy-6-metylbenzoyl)-8-hydroxy-7-metyl-3-(1-propenyl)-1,

Obr. 3. Z·kladnÈ ötrukt˙ry monaskov˝ch pigmentov a ich sfarbenie
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7,8,8a-tetrahydro-6H-2-benzopyr·n-6-on. V˝sledky 1H-NMR
a UV spektroskopick˝ch öt˙diÌ indikuj˙ postrann˝ reùazec
falkonenzÌnov A, C a H ako zvyöok 2-propenylu a postrann˝
reùazec falkonenzÌnu B a D ako propylov˝ zvyöok. AzafilÛno-
vÈ metabolity huby Emericella falconensis boli izolovanÈ
z kultivaËnej pÙdy ako ûltÈ ihliËky (falkonenzÌn A), bezfareb-
nÈ prizmy (falkonenzÌn B), ûlt˝ kryötalick˝ pr·öok (falkonen-
zÌn C, D).

2 . 4 . C h a e t o v i r i d Ì n y

ChaetoviridÌny A, B, C a D,zaËlenenÈ doskupiny azafilÛnov,
moûno izolovaù z huby Chaetomium globosum var. flavo-viri-
de21. MolekulovÈ vzorce chaetoviridÌnov s˙ C23H27ClO6 (A),
C23H29ClO7 (B), C23H29ClO6 (C) C23H29ClO8 (D). Spektr·lne
˙daje indikuj˙ chlÛr ñ obsahuj˙ci azafilÛn s konjugovan˝m
γ-laktÛnom spojen˝m angul·rne s azafilÛnovou zloûkou. ätruk-
t˙ra chaetoviridÌnu A bola urËen· ako 5-chloro-9-[(2S,3R)-3-
-hydroxy-3-metyl-1-oxobutyl]-6a-(S)-metyl-3-[(S)-3-metyl-1-

-pentenyl)]-6H-furo[2,3-h]-2-benzopyr·n-6,8-(6aH)-dion. »er-
ven˝ pigment chaetoviridÌn A m· nenas˝ten˝ γ-laktÛnov˝
kruh, zatiaæ Ëo chaetoviridÌny B, C a D (ûltÈ pigmenty) maj˙
nas˝ten˝ γ-laktÛnov˝ kruh, ako to vidno zo ötrukt˙r na obr. 6.
PorovnanÌm fyzik·lnych vlastnostÌ je zrejmÈ, ûe chaetoviridÌn
C je cis-8,2-dihydro deriv·t chaetoviridÌnu A, chaetoviridÌn B
vykazuje vyööiu polaritu ako A a chaetoviridÌn D je 12-hy-
droxychaetoviridÌn B. AzafilÛnovÈ metabolity Chaetomium
globosum var. flavo-viride boli izolovanÈ zo stacion·rnej kul-
t˙ry rast˙cej na pöenici, ako ËervenÈ ihliËky (chaetoviridÌn A)
a ûlt˝ pr·öok (chaetoviridÌn B, C a D). ChaetoviridÌn A preja-
voval inhibiËn˙ aktivitu  na monoaminoxid·zu  a inhibÌciu
rastu P. oryzae (2,5 µg.ml-1).

2 . 5 . K y s e l i n a l u n a t o v ·

Kyselina lunatov· (obr. 2) je metabolit produkovan˝ fyto-
patogÈnnou hubou Cochliobolus lunata kultivovanou na sla-
dinovo-dextrÛzovom mÈdiu22. PoËas izolaËnÈho a purifikaË-

Obr. 5. ätrukt˙ry falkonenzÌnov
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nÈho postupu bola konvertovan· diazomet·nom na metylester
kyseliny lunatovej. Jeho UV spektrum indikuje prÌtomnosù
amfipyrÛnovÈho chromoforu, Ëo sa potvrdilo charakteristic-
kou reakciou metylesteru kyseliny lunatovej s amÛniov˝m
iÛnom. Tento ûlt˝ pigment s antifung·lnou aktivitou sum·rne-
ho vzorca C22H26O7 bol izolovan˝ z fermentaËnej pÙdy po 72 h
submerznej kultiv·cii.

2 . 6 . W o r t m i n

Wortmin je Ëlen sklerotiorÌnovej skupiny metabolitov pro-
dukovan˝ch hubou Penicillium wortmannii Klocker14. Sum·r-
ny vzorec wortminu bol urËen˝ ako C24H28O8. »asù ötrukt˙ry
l·tky podæa IR, UV a NMR spektra tvorÌ zloûka typu kyseliny
orzelÌnovej. Druh· ötrukt˙rna jednotka, azafilÛnov˝ skelet
6-acetoxy-7-hydroxy-7-metyl-3-propenyl-3,4,5,6,7,8-hexahy-
dro-1H-benzo[e]pyr·n-8-on je s Úou spojen˝ esterovou v‰z-
bou (obr. 2). Wormin bol izolovan˝ vo forme ûltÈho pr·öku.
Okrem tejto substancie sa z kultivaËnÈho mÈdia P. wortmannii
izoloval tieû mitorubrinol.

2 . 7 . A u s t d i o l

Vlegaar a spol.23 izolovali opticky aktÌvny mikrobi·lny
metabolit austdiol z kult˙ry Aspergillus ustus (Bainier) Thom
rast˙cej na kukuriËnej m˙ke. Hmotnostn· spektrometria a ele-
ment·rna anal˝za definovali molekulov˝ vzorec ako C12H12O5.
Tento metabolit so ötrukt˙rou veæmi podobnou azafilÛnom bol
identifikovan˝ ako (7R,8S)-7,8-dihydro-7,8-dihydroxy-3,7-di-
metyl-6-oxo-6H-2-benzopyr·n-5-karbaldehyd. Molekulu mÙ-
ûeme povaûovaù za priamy reùazec pentaketidu form·lne alky-
lovan˝ na dvoch metylÈnov˝ch pozÌci·ch za vzniku aldehy-
dovej skupiny na C-5 a metylovej skupiny na C-7 (obr. 2).

2 . 8 . R u b r o r o t i o r Ì n

NiektorÈ Ôalöie Ëleny azafilÛnovej skupiny metabolitov
sa zistili v extraktoch mycÈlia Penicillium hirayamae Uda-
gawa, spolu s in˝m hlavn˝m pigmentom (ñ)ñsklerotiorÌnom24.
Molekulov˝ vzorec ËervenÈho pigmentu rubrorotiorÌnu je
C23H23ClO5. Tento ekvivalent monochlÛrderiv·tu rotiorÌnu,
je prv˝ angul·rny azafilÛn izolovan˝ z prÌrodn˝ch zdrojov
(obr. 2). Po separ·cii majoritnÈho pigmentu (ñ)ñsklerotiorÌnu
z extraktu fermentaËnej pÙdy sa rubrorotiorÌn zÌskal vo forme
Ëerven˝ch ihliËiek. Metabolit reaguje r˝chlo s amÛniov˝mi
iÛnmi za vzniku rubrorotioramÌnu, C23H24ClNO4.

2 . 9 . L u t e u s Ì n y

Tri novÈ azafilÛny (C, D a E) sa izolovali z askomycÈtnej
huby Talaromyces luteus (anamorf Penicillium vonarxii) s˙-
Ëasne s luteusÌnmi A a B zn·mymi predt˝m ako inhibÌtory
monoaminoxyd·zy25 (MAO). ätrukt˙ra luteusÌnu A (obr. 2) je
veæmi blÌzka 7-episklerotiorÌnu, ktor˝ MAO neinhiboval.
MAO inhibiËn˝ potenci·l sa str·ca konverziou hydroxylovej
skupiny v pozÌcii C-8 na oxo-skupinu a hydrogen·ciou dvoji-
t˝ch v‰zieb postrannÈho reùazca. NovÈ azafilÛny, luteusÌn C,
D a E neinhibovali monoamÌnoxid·zu. Monoacetylderiv·t
luteusÌnu A je ˙ËinnejöÌ inhibÌtor MAO, neû pÙvodn˝ metabo-
lit. LuteusÌn A sa zÌskal po 21-dÚovej statickej kultiv·cii
T. luteus rast˙cej na ryûi (20 kg), v mnoûstve 25 mg (cit.26).

2 . 1 0 . I z o c h r o m o f i l Û n y

Metabolity tohto typu boli izolovanÈ z fermentaËnej pÙdy
Penicillium sp. FO-2338 (cit.27), molekulovÈ vzorce boli ur-
ËenÈ ako C23H25O5Cl (I) a C22H27O4Cl (II). UV a IR charakte-
ristiky obidvoch l·tok s˙ veæmi podobnÈ, avöak absorpcia
γ-laktÛnovÈho karbonylu zisten· pre l·tku I sa nepozorovala
v IR spektre izochromofilÛnu II. Metabolity obsahuj˙ atÛm
chlÛru. Na azafilÛnov˝ skelet rovnak˝ ako skelet sklerotiorÌnu
a postrannÈ reùazce je naviazan˝ch dovedna p‰ù metylov˝ch
skupÌn (obr. 2). IzochromofilÛny I a II sa izolovali spolu so
sklerotiorÌnom zo submerznej kult˙ry Penicillium sp. FO-
2338, neskÙr identifikovanej ako Penicillium multicolor28,
na mÈdiu s kombinovan˝m uhlÌkat˝m a dusÌkat˝m zdrojom,
vo forme ûltÈho pr·öku. Ich mnoûstv· v mÈdiu boli 2,02 (I),
resp. 1,39 (II) mg.l-1. Metabolity s˙ prvÈ nepeptidovÈ l·tky
inhibuj˙ce öpecifick˙ v‰zbu HIVgp120 proteÌnu s CD4 mole-
kulou na povrchu citliv˝ch buniek organizmu, ktor˝ vÌrus
atakuje a zabraÚuj˙ t˝m vstupu HIV vÌrusu do bunky (IC506,6
a 3,9 µmol.l-1). IzochromofilÛny IIIñVI, inhibÌtory acyl-CoA:
cholesterol acyltransfer·zy, izoloval Arai so spolupracovnÌk-
mi29 z kult˙ry Penicillium multicolor FO-3216. NovÈ izochro-
mofilÛny VII a VIII sa zÌskali z Penicillium sp. FO-4164.
Metabolit VIII inhiboval diacylglycerol acyltransfer·zov˙ ak-
tivitu, ako aj acyl-CoA: cholesterol acyltransfer·zov˙ aktivitu30.

V tabuæke I je struËn˝ prehæad produkcie azafilÛnov˝ch
metabolitov vl·knit˝mi hubami.

Tabuæka I
AzafilÛnovÈ pigmenty produkovanÈ mikroorganizmami

Metabolit Mikroorganizmus Lit.

MonascÌn Monascus purpureus Went 7,9
Monascus rubiginosus Sato 8
Monascus rubropunctatus Sato 8

RubropunktatÌn Monascus rubropunctatus Sato 8
RubropunktamÌn 3
AnkaflavÌn 3
MonaskorubrÌn Monascus purpureus 8
MonaskorubramÌn 3
N-GlutarylrubropunktamÌn Monascus ruber 7
N-GlutarylmonaskorubramÌn Monascus ruber 7
MitorubrÌn Penicillium rubrum 5,31

Talaromyces udagawae 30
Mitorubrinol Penicillium rubrum 5

Penicillium wortmannii 14
Penicillium vermiculatum 16

Kyselina mitorubrÌnov· Penicillium funiculosum 6
Penicillium vermiculatum 16,17

Monometyl-(+)-mitorubrÌn Talaromyces tardifaciens 32
Wortmin Penicillium wortmannii 14
Austdiol Aspergillus ustus 23
ChaetoviridÌn AñD Chaetomium globosum 21

var. flavo-viride
Kyselina lunatov· Cochliobolus lunata 22
FalkonenzÌn AñD,H Emericella falconensis 19,20
RubrorotiorÌn Penicillium hirayamae 24
LuteusÌn AñE Talaromyces luteus 25,26

Penicillium vonarxii 31
IzochromofilÛn IñVI Penicillium multicolor 27ñ29
IzochromofilÛn VII,VIII Penicillium sp. FO-4164 30
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3. Z·ver

NiektorÈ v pr·ci spomenutÈ azafilÛnovÈ metabolity vl·k-
nit˝ch h˙b (pigmenty Monascus), sa beûne pouûÌvaj˙ na far-
benie potravÌn. ºahko sa derivatizuj˙ prostrednÌctvom substi-
t˙cie kyslÌk/dusÌk. SelektÌvna derivatiz·cia substit˙ciou re-
aktÌvneho kyslÌka otv·ra Ôalöie moûnosti v prÌprave novej
skupiny semisyntetick˝ch  farbÌv. Ich hlavnou  v˝hodou  je
prÌrodn˝ v˝skyt vo fermentovan˝ch potravin·ch. äiröiemu
uplatneniu v EU br·ni nedorieöen· legislatÌva.

V n·v‰znosti na poznatky zhrnutÈ v tejto pr·ci, sa okrem
metabolitov kmeÚov Monascus javia perspektÌvnymi aj inÈ
azafilÛnovÈ zl˙Ëeniny. Zost·va nezodpovedan˝ch eöte mnoho
ot·zok za ˙Ëelom moûnostÌ urËenia farebnÈho spektra pigmen-
tov a v˝beru mikroorganizmov, ktorÈ by mohli maù öirokÈ
uplatnenie predovöetk˝m v oblasti potravin·rskych v˝robkov
s prihliadnutÌm nielen na ich ötrukt˙ru, ale aj na selektÌvnu
elimin·ciu moûn˝ch toxikologick˝ch problÈmov spojen˝ch
s in˝mi deriv·tmi neû azafilÛnmi ako sprievodn˝mi metabo-
litmi.

Pr·ca bola financovan· v r·mci ˙lohy 1/6252/99 granto-
vej agent˙ry VEGA.
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M. äturdÌkov·, D. SlugeÚ, K. Leöov· 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. ⁄vod

Lignany jsou pomÏrnÏ rozs·hlou skupinou sekund·rnÌch
metabolit˘ cÈvnat˝ch rostlin se zajÌmav˝mi fyziologick˝mi
˙Ëinky. Skl·dajÌ se ze dvou fenylpropanov˝ch jednotek, kterÈ
jsou spojeny p¯es centr·lnÌ (β) uhlÌky obou postrannÌch ¯etÏz-
c˘. N·zev lignany byl pro tuto skupinu p¯ÌrodnÌch l·tek odvo-
zen z toho, ûe tyto slouËeniny byly p˘vodnÏ povaûov·ny za
meziprodukty p¯i biosyntÈze ligninu (C6ñC3)n, polymeru rov-
nÏû sloûenÈho z fenylpropanov˝ch jednotek jako lignany (C6ñ
C3)2. Dnes je z¯ejmÈ, ûe vzhledem ke struktu¯e ligninu a ligna-
n˘ pouze nÏkterÈ z nich mohou slouûit k tomuto ˙Ëelu. NavÌc,
lignin je na rozdÌl od naprostÈ vÏtöiny lignan˘ opticky inak-
tivnÌ. RovnÏû skuteËnost, ûe je zn·mo velmi malÈ mnoûstvÌ
vyööÌch oligomer˘, jako jsou seskvilignany (C6ñC3)3 nebo
dilignany (C6ñC3)4 podporuje tento n·zor1.

Obr.1 popisuje p¯edpokl·danoubiosyntetickoudr·hu6 hlav-
nÌch strukturnÌch t¯Ìd lignan˘. BiosyntÈza zaËÌn· oxidaËnÌ di-
merizacÌ koniferylalkoholu (I) za vzniku chir·lnÌch produkt˘,
lignan˘. NÏkterÈ enzymy ((+)-pinoresinol synthasa2 a (+)-pi-
noresinol:(+)-lariciresinol oxidoreduktasa3), kterÈ se podÌlejÌ
na biosyntÈze lignan˘, byly jiû purifikov·ny a charakterizov·-
ny2,3. V rostlin·ch se vyskytujÌ slouËeniny, kterÈ majÌ podobnÈ
strukturnÌ znaky jako lignany. Mezi tyto p¯ÌbuznÈ slouËeniny
pat¯Ì p¯edevöÌm neolignany, ve kter˝ch jsou dvÏ fenylpropa-
novÈ jednotky spojeny jinou vazbou, neû je vazba p¯es cen-
tr·lnÌ (β) uhlÌky alifatick˝ch ¯etÏzc˘. ExistujÌ takÈ hybridnÌ
lignany jako jsou flavanolignany, kumarinolignany a lignan-
-iridoidy, v nichû jedna Ë·st molekuly je tvo¯ena fenylpropa-
novou jednotkou a druh· Ë·st jinou p¯ÌrodnÌ l·tkou. O flava-
nolignanech bylo v tomto Ëasopise pojedn·no ned·vno4.

V souËasnosti je zn·mo vÌce jak 200 lignan˘ nach·zejÌcÌch
se ve vÌce neû 70 ËeledÌch  rostlin. Mohou  se vyskytovat

v rostlin·ch ve formÏ glykosid˘, vÏtöinou jsou vöak p¯Ìtomny
ve formÏ aglykon˘. Lignany se nach·zejÌ hojnÏ u nahosemen-
n˝ch  rostlin  (jehliËnany) a u  dvoudÏloûn˝ch rostlin. Jsou
hlavnÌmi sekund·rnÌmi  metabolity  Ëeledi Podophyllaceae5

a ûivÈho reliktu, Ëeledi Schisandraceae, kter· je v˝vojovÏ
nejstaröÌ ËeledÌ dvoudÏloûn˝ch rostlin. Byly nalezeny praktic-
ky ve vöech Ë·stech rostlin, typick· je jejich p¯Ìtomnost ve
d¯evÏ a k˘¯e strom˘ a v prysky¯icÌch6. U nÏkter˝ch druh˘ byl
nejvyööÌ obsah lignan˘ nalezen v semenech7. Z rostlinnÈho
materi·lu jsou vzhledem ke svÈ nÌzkÈ polaritÏ extrahov·ny
petroletherem, hexanem nebo jin˝mi nepol·rnÌmi rozpouötÏd-
ly. K extrakci lze s v˝hodou pouûÌt takÈ superkritickou fluidnÌ
extrakci CO2 (cit.8,9).

M·lo je zn·mo o fyziologickÈ funkci lignan˘ v rostlin·ch.
Protoûe se jedn· o slouËeniny, kterÈ vykazujÌ antimikrobi·lnÌ,
antimitotickÈ, antivirovÈ, antioxidaËnÌ a antinutriËnÌ vlastnos-
ti, p¯edpokl·d· se, ûe podobnÏ jako jinÈ sekund·rnÌ metabolity
zvyöujÌ rezistenci rostlin proti r˘zn˝m patogen˘m3.

Nepol·rnÌ charakter lignan˘ umoûÚuje jejich snadnou pro-
stupnost bunÏËn˝mi membr·nami a schopnost ovlivnit v buÚ-
k·ch ¯adu biologick˝ch dÏj˘. NÏkterÈ lignany se pouûÌvajÌ
jako lÈËiva, nap¯. cytostatika etoposid a teniposid. VykazujÌ
takÈ v˝raznou antivirovou aktivitu, vËetnÏ aktivity v˘Ëi viru
HIV. Na molekul·rnÌ ˙rovni se nÏkterÈ z nich v·ûÌ na mikro-
tubuly, inhibujÌ jadernÈ topoisomerasy, jinÈ se pouûÌvajÌ ke
specifickÈ inhibici enzym˘10.

Lignany byly takÈ nalezeny v krvi a moËi savc˘, vËetnÏ
ËlovÏka. Tyto ÑûivoËiönÈì lignany vznikajÌ ve st¯evech savc˘
mikrobi·lnÌ transformacÌ rostlinn˝ch lignan˘, ˙ËinkujÌ v orga-
nismu jako fytoestrogeny11 a pravdÏpodobnÏ p˘sobÌ preven-
tivnÏ proti vzniku nÏkter˝ch n·dorov˝ch onemocnÏnÌ.

2. Protin·dorov· aktivita

V˝razn· protin·dorov· aktivita byla pops·na u ¯ady ligna-
n˘. MacRae a Towers6 uv·dÏjÌ ve svÈm p¯ehledu 33 lignan˘
s protin·dorovou aktivitou, 31 z nich m· methylendioxydovou
skupinu a 29 z nich m· pÏtiËlenn˝ laktonov˝ cyklus. Oba tyto
strukturnÌ rysy majÌ tetrahydronaftalenovÈ lignany z oddenk˘
noholistu (Podophyllum peltatum nebo P. emodi). NejlÈpe
prostudovan˝ podofylotoxin (VI) je zn·m˝m mitotick˝m je-
dem12. P˘sobÌ jako inhibitor polymerace tubulinu, zabraÚuje
tvorbÏ dÏlÌcÌho v¯etÈnka a zastavuje tak bunÏËnÈ dÏlenÌ v me-
taf·zi. Podofylotoxin m· asi dvakr·t vyööÌ afinitu k tubulinu
neû alkaloid  kolchicin. Podofylotoxin  a kolchicin  se v·ûÌ
k tubulinu na dvou mÌstech, jedno z nich, kterÈ je specifickÈ
pro 3,4,5-trimetoxyfenylovou skupinu, je spoleËnÈ pro oba
toxiny.

TakÈ deriv·ty podofylotoxinu p˘sobÌ jako inhibitory po-
lymerace tubulinu. Deoxypodofylotoxin (IXa) je stejnÏ ˙Ëinn˝
jako podofylotoxin (VI), zatÌmco epipodofylotoxin (IXb), Cñ4
stereoizomer podofylotoxinu, m· o vÌce neû ¯·d snÌûenou
aktivitu. β-peltatin (IXc) m· dokonce vyööÌ afinitu k tubulinu
neû podofylotoxin. PodmÌnkou antimitotickÈ aktivity tÏchto
l·tek je trans-konfigurace laktonovÈho cyklu. Pro ˙Ëinek je
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rovnÏû d˘leûit· R-konfigurace na uhlÌku Cñ2. Pikropodofylo-
toxin (X), kter˝ se liöÌ od podofylotoxinu pouze konfiguracÌ
na Cñ2 se nev·ûe na tubulin a jeho protin·dorov· aktivita je
znaËnÏ snÌûena6.

Deriv·ty 4í-demethylepipodofylotoxinu vykazujÌ rovnÏû
protin·dorov˝ ˙Ëinek, p˘sobÌ vöak p¯ekvapivÏ zcela jin˝m

mechanismem. Tyto slouËeniny, kterÈ majÌ jen velmi malou
afinitu k tubulinu13, inhibujÌ topoisomerasu II. Do klinickÈ
praxe jako cytostatika byly zavedeny na konci sedmdes·t˝ch
a na zaË·tku osmdes·t˝ch let dva deriv·ty, teniposid (XIa)
a etoposid14 (XIb). K hlavnÌm indikacÌm etoposidu a teniposi-
du pat¯Ì malobunÏËn˝ karcinom plic a testikul·rnÌ n·dory.

Obr. 1. SchÈma biosyntÈzy öesti hlavnÌch strukturnÌch t¯Ìd lignan˘. I = E-koniferylalkohol, II = pinoresinol (furofuranov˝ lignan), III =
lariciresinol (tetrahydrofuranov˝ lig.), IV = sekoisolariciresinol (dibenzylbutanov˝ lig), V = matairesinol (dibenzylbutyrolaktonov˝ lig.), VI =
podofylotoxin (aryltetrahydronaftalenov˝ lig.), VII = sezamin, VIII = gomisin J (dibenzocyklooktadienov˝ lig.)
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Etoposid je Ëasto z·kladnÌ, tÏûko nahraditelnou souË·stÌ che-
moterapie prvnÌ volby15,16. Etoposid se vyr·bÌ semisynteticky
z podofylotoxinu, jehoû nejbÏûnÏjöÌm zdrojem je Podophyl-
lum emodi, p˘vodem z Indie17. ZnaËn· pozornost je vÏnov·na
nalezenÌ analog etoposidu s vyööÌm protin·dorov˝m ˙Ëinkem,
vyööÌ aktivitou v˘Ëi liniÌm n·dorov˝ch bunÏk rezistentnÌch
k cytostatik˘m a vylepöenou farmakokinetikou a biologickou
dostupnostÌ. V roce 1996 byl schv·len k pouûitÌ proti karcino-
mu plic etopofos (XIc), ve vodÏ rozpustn˝ deriv·t etoposidu18.
Ve 2. f·zi klinickÈho testov·nÌ rovnÏû proti rakovinÏ plic je ve
vodÏ dob¯e rozpustn˝ deriv·t etoposidu NK-611 (XId) (cit.18).
Byly takÈ syntetizov·ny deriv·ty podofylotoxinu (nap¯. 4-O-
-butanoyl-4í-demethylpodofylotoxin), kterÈ jsou cytotoxickÈ
ve 100ñ1000◊ niûöÌch koncentracÌch neû bÏûn· protin·dorov·
lÈËiva a aktivnÌ v˘Ëi liniÌm n·dorov˝ch bunÏk rezistentnÌch
k etoposidu10.

Dob¯e zn·m˝mi mitotick˝mi jedy jsou takÈ dibenzocy-
klooktadienovÈ laktony ze Steganotaenia araliacea. Struktura
tÏchto l·tek je znaËnÏ podobn· p¯edeöl˝m tetrahydronaftale-
nov˝m lignan˘m. NejsilnÏjöÌ antitubulinov˝ a protin·dorov˝
˙Ëinek z lignan˘ tÈto rostliny vykazuje steganangin (XII).
PodobnÏ jako u podofylotoxinu, nutnou podmÌnkou antitubu-
linovÈ aktivity je p¯ikondenzov·nÌ laktonovÈho cyklu v trans-
-konfiguraci. Pro inhibici polymerace tubulinu je takÈ nezbyt-
n· S-konfigurace biarylu19. TakÈ nÏkterÈ dalöÌ dibenzocyklo-
oktadienovÈ lignany s methylendioxydovou skupinou vyka-
zujÌ protin·dorov˝ ˙Ëinek, p¯estoûe se nev·ûÌ na mikrotubuly.
P¯Ìkladem je gomisin A (XIII) ze Schisandra chinensis, kter˝
tlumÌ u krys hepatokarcinogennÌ p˘sobenÌ azobarviv20 a afla-
toxin˘21 nebo schiarisanrin C (XIV) ze Schisandra arisanen-
sis22.

DalöÌm terapeutick˝m lignanem je nordihydroguajaretov·

kyselina (NDGA, masoprocol, XV), kter· se pouûÌv· v preven-
ci a lÈËbÏ premalignÌch koûnÌch lÈzÌ, p¯edevöÌm aktinickÈ
keratÛzy. NDGA je takÈ v klinickÈm zkouöenÌ p¯i lÈËbÏ zhoub-
n˝ch n·dor˘5.

SouËasn· studie uk·zala, ûe lignany matairesinol (V), arcti-
genin (XVIa), machilin A (XVII) a neolignan honokiol (XVIIIa)
inhibujÌ in vitro r˘st bunÏk lidskÈ myeloidnÌ leukÈmie o kon-
centracÌch menöÌch neû 100 ng.ml-1. TakovÈ koncentrace jsou
pouze  o jeden ¯·d vyööÌ neû u cytostatik, kterÈ se bÏûnÏ
pouûÌvajÌ p¯i lÈËbÏ leukÈmie. Lignany vöak byly na rozdÌl od
souËasn˝ch protin·dorov˝ch lÈËiv podstatnÏ mÈnÏ cytotoxi-
ckÈ23.

3. Antivirov· aktivita

Velmi dlouho je zn·mo, ûe prysky¯ice nÏkolika druh˘ rodu
Podophyllum je ˙Ëinn· v lÈËbÏ koûnÌch v˝r˘stk˘, kterÈ jsou
zp˘sobeny papilomaviry, zejmÈna u condyloma acuminatum.
Lze ji pouûÌt i u lentigo senilis a seboroick˝ch bradavic.
⁄Ëinn˝mi l·tkami jsou tetrahydronaftalenovÈ lignany. Alko-
holov˝ extrakt z oddenk˘ rostlin rodu P. emodi nebo P. pel-
tatum naz˝van˝ podofylin a lignan podofylotoxin (VI) v masti
nebo roztoku se pouûÌvajÌ v dermatologii k lÈËbÏ tÏchto obtÌ-
ûÌ24. Aplikace vÏtöÌho mnoûstvÌ podofylinu m˘ûe vÈst k per-
kut·nnÌmu vst¯eb·v·nÌ a k toxick˝m projev˘m. BezpeËnÏjöÌ
je proto pod·nÌ ËistÈho podofylotoxinu.

Podofylotoxin (VI), deoxypodofylotoxin (IXa) a β-peltatin
(IXc) vykazujÌ aktivitu proti viru spalniËek a viru herpex
simplex I (cit.6). Nez·visle na tom bylo zjiötÏno, ûe za antiher-
petickou aktivitu extrakt˘ z rostlin rodu Juniperus jsou zodpo-
vÏdnÈ rovnÏû arylnaftalenovÈ lignany, zvl·ötÏ deoxypodofy-
lotoxin6. Roztok podofylotoxinu o koncentraci 1 µg.ml-1 zcela
inhibuje replikaci cytomegaloviru v tk·ÚovÈ kultu¯e25. Ne-
d·vno vzbudila pozornost aktivita rhinacanthinu E (XIX) proti
viru ch¯ipky typu A (cit.26).

PrvnÌ poznatek o aktivitÏ lignan˘ proti viru HIV, p˘vodce
onemocnÏnÌ AIDS, publikovali Schrˆder a kol. v roce 1990.
Izolovali z tropickÈho popÌnavÈho ke¯e Ipomoea cairica dva
lignany, arctigenin (XVIa) a trachelogenin (XVIb), kterÈ v sub-
mikromol·rnÌch koncentracÌch inhibovaly replikaci viru HIV-1
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a reverznÌ transkriptasu27. Avöak pomÏr mezi toxickou d·vkou
a efektivnÌ d·vkou (selektivnÌ index) nebyl vÏtöÌ neû 5. Byl
rovnÏû p¯ipraven demethylovan˝ deriv·t arctigeninu, kter˝ je
˙Ëinn˝m inhibitorem HIV integrasy28. Inhibitory HIV-1 inte-
grasy p¯edstavujÌ velmi perspektivnÌ skupinu slouËenin, kter·
by se v budoucnu mohla uplatnit v terapii AIDS (cit.29,30).

Ned·vno bylo zjiötÏno, ûe gomisin J (VIII), dibenzocyklo-
oktadienov˝ lignan ze Schisandra chinensis, a jeho halogenova-
nÈ deriv·ty inhibujÌ replikaci viru HIV-1 v submikromol·rnÌch
koncentracÌch. Nej˙ËinnÏjöÌm inhibitorem byl 2,9-dibrom-
gomisin J se selektivnÌm indexem p¯es 300. Tyto slouËeniny
inhibovaly reverznÌ transkriptasu, ale zd· se, ûe to nenÌ jedin˝
mechanismus ˙Ëinku. NavÌc halogenovanÈ deriv·ty gomisi-
nu J p˘sobily synergicky s azidothymidinem (AZT) a byly
˙ËinnÈ i proti klon˘m rezistentnÌm k AZT (cit.31) DalöÌm
dibenzocyklooktadienov˝m lignanem s S-konfiguracÌ biarylu,
kter˝ p˘sobÌ v tk·ÚovÈ kultu¯e proti viru HIV-1 je schisan-
therin D (XXa, selektivnÌ index 110) a gomisin G (XXb, EC50
= 6 ng.ml-1 a selektivnÌ index 300)32. Byla takÈ syntetizov·na
analoga tetrahydronaftalenov˝ch lignan˘ se selektivnÌm inde-
xem vÏtöÌm neû 250 (cit.33).

NDGA (XV) a zejmÈna jejÌ 3¥-O-methylether byly vyizo-
lov·ny jako l·tky zodpovÏdnÈ za anti-HIV-1 aktivitu extrakt˘
z pouötnÌ rostliny Larrea tridentata. Auto¯i se domnÌvajÌ, ûe
3¥-O-methylether NDGA se v·ûe na LTR sekvenci HIV-1 a je
tak schopen potlaËit transkripci provirovÈ DNA (cit.34).

4. Kardiovaskul·rnÌ aktivita

Je zn·mo, ûe pomÏrnÏ velkÈ mnoûstvÌ lignan˘ inhibuje
cAMP fosfodiesterasu a tÌm zvyöuje intracelul·rnÌ koncentraci
cAMP a stimuluje tak mimo jinÈ Ëinnost myokardu. Inhibici
vykazujÌ p¯edevöÌm dibenzocyklooktadienovÈ a dibenzylbu-
tanovÈ lignany s nej˙ËinnÏjöÌmi z·stupci gomisinem N (XXI,
IC50= 1,1.10-5 mol.l-1) a NDGA (XV, IC50 = 1.10-6 mol.l-1)
(cit.35). Gomisin N se vyskytuje v plodech Schisandra chinen-
sis, zn·mÈ tonizujÌcÌ rostliny tradiËnÌ ËÌnskÈ medicÌny.

Kadsurenon (XXII) a futoenon (XXIII), neolignany z Piper
futokadsura jsou vedle diterpenov˝ch gingolid˘ z Gingo bilo-
ba velmi ˙Ëinn˝mi antagonisty fosfolipidu PAF (z anglickÈho
platelet activating factor, faktor aktivujÌcÌ trombocyty), kter˝
je endogennÌm aktiv·torem agregace trombocyt˘. PAF se
uplatÚuje takÈ p¯i patologick˝ch stavech jako je vznik tromb˘,
hypotenze, akutnÌ z·nÏt a anafylaktick· reakce. Kadsurenon
inhibuje vazbu PAF na jeho receptor (IC50 = 1.10-7 mol.l-1)
a agregaci krevnÌch destiËek vyvolanou PAF (IC50= 9,9.10-7

mol.l-1) (cit.36). AntiagregaËnÌ aktivita tetrahydrofuranov˝ch
lignan˘ vedla k p¯ÌpravÏ deriv·tu L-652731 (XXIV), kter˝ je
˙Ëinn˝m antagonistou PAF (IC50= 5.10-9 mol.l-1) a inhibitorem
agregace trombocyt˘ (IC50= 19.10-9 mol.l-1) (cit.37).

Trachelogenin (XVIb) z Arctium lappa a Tracheolosper-
mum jasminoides, rostliny pouûÌvanÈ v tradiËnÌ ËÌnskÈ medi-
cÌnÏ, je nejv˝raznÏjöÌm lignanov˝m blok·torem v·pnÌkov˝ch
kan·l˘. Jeho aktivita je p¯ibliûnÏ öestinou aktivity verapamilu,
kalciovÈho blok·tora, kter˝ se öiroce uûÌv· v klinickÈ praxi38.

Extrakt z Eucommia ulmoides je uûÌv·n v »ÌnÏ po staletÌ
jako tonikum a m· takÈ antihypertenznÌ ˙Ëinky. Pinoresinol
diglukosid byl vyizolov·n jako l·tka zodpovÏdn· za antihy-
pertenznÌ efekt. Lignan pinoresinol (II) je takÈ inhibitorem
fosfodiesterasy6,36.

Dob¯e je dokumentov·na antihypertenznÌ aktivita sezami-
nu (VII), lignanu sezamovÈho oleje39. Sezamin je schopen
u krys zv˝öit hladinu HDL-cholesterolu a snÌûit hladinu atero-
gennÌho LDL-cholesterolu40. Sezamin je specifick˝ inhibitor
∆-5 desaturasy a inhibuje tak biosyntÈzu arachidonovÈ kyse-
liny (20:4, n-6) z dihomo-γ-linolenovÈ kyseliny(20:3, n-6).
SnÌûenÈ mnoûstvÌ kyseliny arachidonovÈ vede k niûöÌ koncen-
traci nÏkter˝ch eikosanoid˘, nap¯. PGE2 (cit.41).

5. AntioxidaËnÌ aktivita

Velk· pozornost je v souËasnosti vÏnov·na studiu antioxi-
dant˘, kterÈ jsou schopny potlaËit ˙Ëinky voln˝ch kyslÌkov˝ch
radik·l˘ podÌlejÌcÌch se na velkÈm mnoûstvÌ patologick˝ch
stav˘ v lidskÈm organismu. V˝zkum antioxidaËnÌ aktivity
lignan˘ je soust¯edÏn p¯edevöÌm na furofuranov˝ lignan seza-
min (VII) ze sezamovÈho oleje42, na neolignany honokiol
(XVIIIa) a magnolol (XVIIIb) z rostlin rodu Magnolia a diben-
zocyklooktadienovÈ lignany ze Schisandra chinensis. V˝raz-
nÈ redukËnÌ ˙Ëinky NDGA (XV) naöly vyuûitÌ v potravin·¯stvÌ,
kde se pouûÌv· jako antioxidaËnÌ aditivum43. NDGA se takÈ
öiroce pouûÌv· v laboratornÌch experimentech k inhibici lipo-
xygenas.

Neolignany honokiol (XVIIIa) a magnolol (XVIIIb) z k˘ry
rostlin rodu Magnolia vykazujÌ silnou antioxidaËnÌ aktivitu
v r˘zn˝ch biologick˝ch systÈmech. InhibujÌ peroxidaci lipid˘
jak mitochondri·lnÌch44, tak mikrosom·lnÌch45 membr·n a he-
mol˝zu erytrocyt˘ vyvolanou oxidaËnÌmi Ëinidly45. Honokiol
je silnÏjöÌ antioxidant neû magnolol46. AËkoliv honokiol i mag-
nolol vykazujÌ niûöÌ antiradik·lov˝ ˙Ëinek neû α-tokoferol
v testech se syntetick˝m stabilnÌm organick˝m radik·lem44,
v biologick˝ch systÈmech je honokiol aû 1000◊ ˙ËinnÏjöÌm
antioxidantem neû α-tokoferol44,46.

SlouËeninami s antioxidaËnÌmi vlastnostmi jsou takÈ di-
benzocyklooktadienovÈ lignany obsaûenÈ v plodech Schisan-
dra chinensis. CytoprotektivnÌ aktivita tÏchto l·tek je inten-
zivnÏ studov·na a dob¯e dokumentov·na47. Pro ˙Ëinek je prav-
dÏpodobnÏ d˘leûit· p¯Ìtomnost methylendioxydovÈ skupiny48,49.
Tyto lignany sice nezh·öÌ syntetickÈ organickÈ radik·ly49,50,
jsou vöak schopny zv˝öit hladinu redukovanÈho glutathionu
v buÚce a ochr·nit biologickÈ membr·ny p¯ed lipoperoxidacÌ
v r˘zn˝ch modelech oxidaËnÌho poökozenÌ48. AntioxidaËnÌ
aktivita nÏkter˝ch lignan˘ ze S. chinensis je takÈ vyööÌ neû
u α-tokoferolu a tyto slouËeniny nevykazujÌ prooxidaËnÌ vlast-
nosti51. Mechanismus ˙Ëinku nenÌ p¯esnÏ zn·m, m˘ûe spoËÌvat
mimo jinÈ v indukci detoxikaËnÌch enzym˘ a zv˝öenÌ proli-
ferace endoplazmatickÈho retikula v hepatocytech. Gomisin
A (XIII) je u japonskÈ firmy Tsumura v preklinickÈ f·zi v˝voje
jako hepatoprotektivnÌ l·tka18.

6. Lignany u savc˘ a ËlovÏka

Z·jem o lignany prudce vzrostl, jakmile byly tyto slouËe-
niny identifikov·ny v sÈru a moËi savc˘ a ËlovÏka. Jedn· se
p¯edevöÌm o dva lignany enterolakton (XXV) a enterodiol52

(XXVI). Tyto ÑûivoËiönÈì lignany majÌ hydroxylovÈ skupiny
pouze v pozicÌch meta aromatick˝ch jader. Takov· substituce
nebyla pozorov·na u lignan˘ rostlinnÈho p˘vodu. P˘vodnÏ
byly povaûov·ny za produkt metabolismu savc˘ a ËlovÏka.
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Tento endogennÌ p˘vod a kolÌs·nÌ jejich koncentrace v pr˘-
bÏhu menstruaËnÌho cyklu u ûen s maximem v lute·lnÌ f·zi
a v tÏhotenstvÌ nebylo pozdÏji potvrzeno. Enterolakton a en-
terodiol vznikajÌ jako produkt metabolismu st¯evnÌ mikroflÛry
z rostlinn˝ch prekurzor˘, p¯edevöÌm z matairesinolu (V) a se-
coisolariciresinolu (IV), kterÈ se nach·zejÌ Ëasto v semenech
rostlin, celozrnÈm peËivu, vl·kninÏ a v nÏkterÈ zeleninÏ a ovo-
ci. Daleko nejvyööÌ obsah matairesinolu a secoisolariciresino-
lu byl nalezen ve lnÏnÈm semÌnku a je zde asi 100◊ vyööÌ neû
v ostatnÌch zdrojÌch. ÑéivoËiönÈ lignanyì jsou vyluËov·ny
z organismu ûluËÌ a moËÌ v pomÏrnÏ velkÈm mnoûstvÌ (¯·dovÏ
µmol za den) jako glukuronidy a sulfoglukuronidy36.

Lignany enterolakton a enterodiol p˘sobÌ jako slabÈ estro-
geny. Podle hladiny estrogen˘ se v·ûÌ nebo soutÏûÌ s estradio-
lem o vazbu na jadern˝ receptor pro estrogeny. P¯i nÌzkÈ
koncentraci estrogen˘, nap¯. u ûen po menopauze, tak p˘sobÌ
jako slabÈ estrogeny. P¯i vysokÈ koncentraci estrogen˘ mohou
p˘sobit jako antiestrogeny53,54.

ÑéivoËiönÈ lignanyì ˙ËinkujÌ takÈ jako slabÈ inhibitory
agregace trombocyt˘ a inhibitory Na+/K+ pumpy. Jsou p¯ibliû-
nÏ o t¯i ¯·dy slaböÌ inhibitory Na+/K+ pumpy neû ouabain
a nev·ûÌ se na vazebnÈ mÌsto pro digitalisovÈ glykosidy55.

Neust·le p¯ib˝v· d˘kaz˘ o tom, ûe p¯Ìjem potravin s vy-
sok˝m obsahem lignan˘ sniûuje riziko vzniku kolorekt·lnÌho
karcinomu, rakoviny prsu u ûen a rakoviny prostaty u muû˘53.
Vysok· exkrece enterolaktonu v moËi je spojov·na s nÌzk˝m
rizikem rakoviny prsu54,56. Tuto hypotÈzu podporujÌ expe-
rimenty na zvÌ¯ecÌch modelech57 a tk·Úov˝ch kultur·ch n·-
dorov˝ch bunÏk53. Enterolakton ve vysokÈ koncentraci takÈ
inhibuje r˘st n·dorov˝ch bunÏk kolorekt·lnÌho karcinomu58

a rakoviny prsu nez·vislÈ na estrogenech11. Lignany mohou
p˘sobit preventivnÏ v˘Ëi n·dorov˝m onemocnÏnÌm nejen dÌ-
ky svÈ antiestrogennÌ aktivitÏ, ale takÈ dÌky schopnosti inhi-
bovat klÌËovÈ enzymy biosyntÈzy steroidnÌch hormon˘ 5α-re-
duktasu a aromatasu59 a vyvolat indukci syntÈzy enzym˘, kterÈ
se podÌlejÌ na II. f·zi detoxikace xenobiotik60 nebo p˘sobit
jin˝mi zatÌm nezn·m˝mi mechanismy.
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J. Slanina (Department of Biochemistry, Faculty of Me-
dicine, Masaryk University, Brno): Biological and Phar-
macological Activity of Lignans

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.

Chem. Listy 94, 111 ñ 116 (2000) Refer·ty

116



MATERI¡LY  PRO  SNIéOV¡NÕ  HLUKU  A  VIBRACÕ

ºUBOMÕR LAP»ÕK, JR., VLADIMÕR CETKOVSK›,
BARBORA LAP»ÕKOV¡ a STANISLAV VAäUT

⁄stav fyziky a materi·lovÈho inûen˝rstvÌ, Fakulta technolo-
gick· ve ZlÌnÏ, VysokÈ uËenÌ technickÈ v BrnÏ, n·m. T. G. Ma-
saryka 275, 762 72 ZlÌn, e-mail: lapcik@zlin.vutbr.cz

Doölo dne 15.III.1999

KlÌËova slova: vibrace, hluk, tlumenÌ, polyurethany, hydroxy-
lem konËen˝ polybutadien

Obsah

1. ⁄vod
2. Fyzik·lnÌ veliËiny

2.1. Vyza¯ov·nÌ zvuku
2.2. Vzduchov· nepr˘zvuËnost

3. Z·kladnÌ konstrukËnÌ typy zvukovÏ a vibraËnÏ
pohltiv˝ch materi·l˘
3.1. ZvukovÏ absorpËnÌ lamin·ty
3.2. KompozitnÌ vlasovÈ smyËkovÈ materi·ly
3.3. SkeletovÈ deskovÈ systÈmy
3.4. Plan·rnÌ panelovÈ systÈmy s promÏnnou tlouöùkou

vzduchovÈ mezery
3.5. VolnÏ sypanÈ Ë·sticovÈ systÈmy
3.6. SendviËovÈ pÏnovÈ kompozitnÌ systÈmy
3.7. SendviËovÈ kompozity s tvarovan˝mi kan·lky

(dr·ûkami) nebo bez nich
3.8. SÌùovanÈ polymernÌ systÈmy
3.9. ProtihlukovÈ bloky

4. Z·vÏr

1. ⁄vod

Zvuk je akustickÈ vlnÏnÌ o frekvenci 10 Hz aû 16 kHz.
AkustickÈ vlnÏnÌ se öÌ¯Ì smÏrem od zdroje ve vöech smÏrech.
MÌsta, do nichû dospÏlo vlnÏnÌ ze zdroje za stejnou dobu, tvo¯Ì
tzv. vlnoplochy, p¯iËemû tato mÌsta v danÈm okamûiku kmitajÌ
se stejnou f·zÌ. Podle p¯Ìstupu k problematice sniûov·nÌ hluË-
nosti lze rozliöit n·sledujÌcÌ metody:
ñ Metoda redukce ñ snÌûenÌ hluËnosti samotnÈho zdroje

hluku, nap¯. p¯i konstrukci za¯ÌzenÌ.
ñ Metoda zvukovÈ izolace ñ obklopenÌ zdroje zvuku mate-

ri·lem s co nejvyööÌm stupnÏm nepr˘zvuËnosti.
ñ Metoda zvukovÈ pohltivosti ñ snahou je, aby ta Ë·st zvuku,

kter· se p¯i dopadu na stÏnu odr·ûÌ zpÏt, byla co nejmenöÌ,
tj. aby izolaËnÌ materi·l pohlcoval co nejvÏtöÌ Ë·st dopa-
dajÌcÌ energie.
V naöem p¯ÌpadÏ jde o p¯Ìpravu materi·lu zvukovÏ pohl-

tivÈho; p¯iblÌûÌme si tedy z·kladnÌ principy proces˘ probÌha-
jÌcÌch v pr˘bÏhu absorpce zvukovÈ energie. V matrici zvuko-

vÏ-vibraËnÏ tlumÌcÌho materi·lu doch·zÌ k disipaci zvukovÈho
vlnÏnÌ na mechanickou energii a teplo. To se dÏje kombinacÌ
n·sledujÌcÌch proces˘:
ñ T¯enÌ rozkmitan˝ch Ë·stic vzduchu o stÏny p¯i jejich vni-

k·nÌ do pÛr˘ pohltivÈho materi·lu. TÌm doch·zÌ ke sni-
ûov·nÌ kinetickÈenergiedopadajÌcÌhozvukovÈhopole.Efek-
tivita tohoto procesu se zvyöuje se zvyöujÌcÌ se porozitou
absorpËnÌho materi·lu.

ñ Sniûov·nÌ potenci·lnÌ energie zvukovÈ vlny vnikajÌcÌ do ma-
teri·lu. TÌm doch·zÌ ke snÌûenÌ akustickÈho tlaku, coû m˘-
ûe b˝t zp˘sobeno v˝mÏnou tepla mezi vzduchem a skeletem
pohltivÈho materi·lu p¯i periodick˝ch tlakov˝ch zmÏn·ch.

ñ Nepruûn· deformace tÏlesa pohltivÈho materi·lu.
P¯i cÌlenÈ konstruci vibraËnÏ nebo hlukovÏ-izolaËnÌho ma-

teri·lu je proto moûnÈ vyuûÌt vöech v˝öe uveden˝ch proces˘
k jejich synergickÈmu p˘sobenÌ pro dosaûenÌ maxim·lnÌ ˙Ëin-
nosti tlumenÌ. Toho lze dos·hnout jednak volbou geometrie
dotyËnÈho tÏlesa, jednak v˝bÏrem vhodnÈ nosnÈ matrice a po-
jidla. JednÌm z vhodn˝ch systÈm˘ je nap¯. recyklovan· pryû
pojen· elastomery na b·zi kapaln˝ch polybutadien˘. Vhodnou
volbou mol·rnÌ hmotnosti a koncov˝ch skupin polybutadienu,
jakoû i v˝bÏrem sÌùovadla lze regulovat molekul·rnÌ paramet-
ry v˝slednÈho elastomeru, totiû hustotu polymernÌ sÌtÏ a dÈlku
voln˝ch segment˘, a tÌm i komplexnÌ sloûku dynamickÈho
modulu pruûnosti, kter˝ ovlivÚuje zvukovou pohltivost.

2. Fyzik·lnÌ veliËiny

PohltivÈ vlastnosti materi·lu nebo celÈ konstrukce vyjad-
¯uje koeficient zvukovÈ pohltivosti α:

α = (1)

kde Pp je pohlcen˝ akustick˝ v˝kon a Pdop je celkov˝ dopada-
jÌcÌ v˝kon. Pro p¯Ìpad kolmo dopadajÌcÌho zvuku se definuje
norm·lov˝ koeficient zvukovÈ pohltivosti αn:

αn =
(2)

kde r/ρc je akustick˝ odpor (re·ln· Ë·st akustickÈ impedance),
x/ρc akustick· reaktance (imagin·rnÌ Ë·st akustickÈ impedan-
ce). ρc je charakteristick· impedance vzduchu, kter· obecnÏ
z·visÌ na rychlosti öÌ¯enÌ vzruchu prost¯edÌm, c. Rychlost
öÌ¯enÌ vzruchu je z·visl· na hustotÏ prost¯edÌ ρ (kg.m-3), teplotÏ
T (∞C) a dalöÌch veliËin·ch. Tak nap¯. pro vzduch o teplotÏ 0 ∞C
a tlaku 105 Pa je rychlost öÌ¯enÌ vzruchu 332 m.s-1; pro teplotu
ñ20 ∞C a tlak 105 Pa je tato rychlost 319 m.s-1 (cit.1).

Charakteristiky zvukovÈ pohltivosti pÛrovit˝ch izolaËnÌch ma-
teri·l˘ jsou z·vislÈ na akustickÈ impedanci materi·lu. Akus-
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tick· impedance (Za) je komplexnÌ veliËina, kter· se skl·d·
z frekvenËnÏ z·visl˝ch sloûek akustickÈho odporu a akustickÈ
reaktance a je definov·na jako komplexnÌ podÌl akustickÈho
tlaku a objemovÈ rychlosti:

Za = (3)

Akustick˝ tlak p je definov·n jako rozdÌl mezi tlakem
a statick˝m tlakem (statick˝ tlak je ËasovÏ pr˘mÏrovan˝m
tlakem prost¯edÌ). Objemov· akustick· rychlost q (neboli tok
akustickÈ rychlosti) je definov·n jako Ëasov· zmÏna objemovÈ
akustickÈ v˝chylky.

Akustick· reaktance pÛrovit˝ch izolaËnÌch materi·l˘ je
urËov·na tlouöùkou vrstvy a ñ v mnohem menöÌ mÌ¯e ñ ploönou
hustotou vzduchovÏ propustnÈho povrchovÈho filmu, kter˝m
je pokryt povrch tÏchto materi·l˘. Akustick˝ odpor (neboli
akustick· rezistance) pÛrovitÈho izolaËnÌho materi·lu je urËo-
v·na odporem v˘Ëi pr˘toku vzduchu materi·lem. Pro danou
hodnotu akustickÈ reaktance existuje optim·lnÌ hodnota akus-
tickÈho odporu, p¯i kterÈ se dosahuje nejvyööÌ zvukovÈ pohl-
tivosti. Protoûe reaktance pÛrovitÈho izolaËnÌho materi·lu je
urËov·na hlavnÏ tlouöùkou vrstvy, je nastavenÌ akustickÈho
odporu nejefektivnÏjöÌm zp˘sobem regulace zvukovÏ pohlti-
v˝ch vlastnostÌ pÛrovit˝ch materi·l˘. Toto lze ovlivnit nap¯.
snÌûenÌm pr˘mÏrnÈ velikosti pÛr˘ (tj. zv˝öenÌm objemovÈ
hustoty materi·lu), zv˝öenÌm obsahu pojiva, r˘znou perforacÌ
apod. Nev˝hodou tohoto p¯Ìstupu je n·r˘st materi·lov˝ch
n·klad˘, a tÌm i prodejnÌ ceny fin·lnÌho produktu.

2 . 1 . V y z a ¯ o v · n Ì z v u k u

Akustick˝ v˝kon vyz·¯en˝ povrchem kmitajÌcÌ desky plo-
chy S lze vyj·d¯it vztahem2:

P = v2ρ0c0S.s (4)

kde v je efektivnÌ rychlost kmit·nÌ desky, ρ0 ñ hustota prost¯e-
dÌ, do nÏhoû je zvuk vyza¯ov·n, c0 ñ rychlost öÌ¯enÌ zvuku
v tomto prost¯edÌ (v naöem p¯ÌpadÏ ve vzduchu), s je Ëinitel
vyza¯ov·nÌ zvuku. Rozliöujeme vlnÏnÌ podÈlnÈ ñ longitudin·l-
nÌ a vlnÏnÌ p¯ÌËnÈ ñ transverz·lnÌ. Toto se pak dÏlÌ na vlnÏnÌ
torznÌ, ohybovÈ a povrchovÈ (Rayleighovo vlnÏnÌ). U pÌstovÏ
kmitajÌcÌ desky je tento Ëinitel s = 1 a nez·visÌ na materi·lu
desky. Obvykle vöak desky kmitajÌ ohybovÏ. Pro nekoneËnÏ
velkou desku ohybovÏ kmitajÌcÌ s frekvencÌ f pak z teorie
vyza¯ov·nÌ zvuku plyne

s = (5)

kde

fkr = / (1,8.cL.h) (6)

je tzv. kritick· frekvence. V rovnici (6) znaËÌ h tlouöùku desky
a cL je rychlost podÈln˝ch vln v desce. Ta je d·na vztahem:

cL = (7)

v nÏmû ρ je hustota materi·lu desky a E** je cylindrick˝ modul
pruûnosti desky urËen˝ rovnicÌ:

E** = (8)

kde E je modul pruûnosti v tahu materi·lu desky a vP Poisso-
novo ËÌslo danÈho materi·lu.

Ze vztahu (5) vypl˝v·, ûe v oblasti frekvencÌ menöÌch neû
je kritick· frekvence nedoch·zÌ k vyza¯ov·nÌ zvuku (s je
imagin·rnÌ). Deska vyza¯uje zvuk teprve nad kritickou frek-
vencÌ, p¯i nÌû je vyza¯ov·nÌ zvuku teoreticky nekoneËnÏ velkÈ.
V p¯ÌpadÏ koneËn˝ch rozmÏr˘ vöak deska vyza¯uje i v podkri-
tickÈ oblasti frekvencÌ, ale podstatnÏ mÈnÏ neû nad kritickou
frekvencÌ. To tedy znamen·, ûe je v˝hodnÈ z d˘vodu maxi-
m·lnÌho tlumenÌ navrhnout takov˝ materi·l desky, aby jejÌ
kritick· frekvence leûela nad budÌcÌ frekvencÌ p¯i poûadovanÈ
tlouöùce desky.

2 . 2 . V z d u c h o v · n e p r ˘ z v u Ë n o s t

Schopnost dÏlÌcÌho prvku br·nit p¯enosu zvuku öÌ¯ÌcÌho se
vzduchem se naz˝v· vzduchov· nepr˘zvuËnost a jejÌ velikost
se vyjad¯uje stupnÏm vzduchovÈ nepr˘zvuËnosti

R = 10 log (9)

kde Pd znaËÌ dopadajÌcÌ akustick˝ v˝kon a Ppr akustick˝ v˝kon
proöl˝ dÏlÌcÌm prvkem. U jednoduch˝ch dÏlÌcÌch prvk˘ doch·-
zÌ v d˘sledku koincidence k poklesu vzduchovÈ nepr˘zvuËnosti
ve frekvenËnÌ oblasti nad kritickou frekvencÌ, p¯iËemû tento
pokles je nejv˝raznÏjöÌ p¯i kritickÈ frekvenci. Z toho je z¯ejmÈ,
ûe jak z hlediska vyza¯ov·nÌ zvuku, tak i z hlediska vzduchovÈ
nepr˘zvuËnosti je û·doucÌ, aby kritick· frekvence leûela mimo
oblast budÌcÌ frekvence a pokud moûno co nejv˝öe nad nÌ.

3. Z·kladnÌ konstrukËnÌ typy zvukovÏ
a vibraËnÏ pohltiv˝ch materi·l˘

Na n·sledujÌcÌm schÈmatu 1 jsou zn·zornÏny nejbÏûnÏjöÌ
typy konstrukce zvukovÏ a vibraËnÏ pohltiv˝ch systÈm˘. Jed-
n· se zejmÈna o r˘znÈ typy lamin·t˘3,4 (a), kompozitnÌch
vlasov˝ch smyËkov˝ch materi·l˘5 (b), skeletov˝ch desko-
v˝ch systÈm˘6 (c), plan·rnÏ panelov˝ch systÈm˘ s promÏnnou
tlouöùkou vzduchovÈ mezery7 (d), volnÏ sypan˝ch Ë·sticov˝ch
systÈm˘2,8-11 (e), sendviËovÏ pÏnov˝ch kompozitnÌch systÈ-
m˘12 (f), sendviËov˝ch  kompozit˘  s tvarovan˝mi kan·lky
(dr·ûkami) nebo bez nich (g), sÌùovan˝ch polymernÌch systÈ-
m˘14 (h) a protihlukov˝ch blok˘15-21.

3 . 1 . Z v u k o v Ï a b s o r p Ë n Ì l a m i n · t y

Tyto systÈmy se vyznaËujÌ vysokou ˙ËinnostÌ ˙tlumu p¯i
pomÏrnÏ malÈ  tlouöùce vrstvy. Proto majÌ nejöiröÌ vyuûitÌ
zejmÈna v oblasti stavebnictvÌ (vnit¯nÌ interiÈrovÈ ˙pravy)
a dopravy. Lamin·ty se skl·dajÌ z pÛrovitÈho izolaËnÌho sub-
str·tu (nap¯. z polymernÌ vl·knovÈ matrice nebo z pl·tu pÏnovÈ
polymernÌ gumy) a povrchovÈ tenkÈ vrstvy s vysok˝m odpo-
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rem v˘Ëi pr˘toku vzduchu3 (viz schÈma 1). ZmÌnÏn· povrcho-
v· vrstva, kter· plnÌ jednak zvukovÏ izolaËnÌ, jednak estetic-
kou funkci, je p¯ilepena k povrchu pÛrovitÈho substr·tu pro
zv˝öenÌ jeho zvukovÏ pohltiv˝ch charakteristik. P¯i tomto
konstrukËnÌm uspo¯·d·nÌ je odpor v˘Ëi pr˘toku vzduchu vÏtöÌ
neû p¯ÌpadÏ  samotnÈho substr·tu, a lamin·t  m· tak  vyööÌ
hodnotu koeficientu zvukovÈ pohltivosti a navÌc i lepöÌ me-
chanickÈ a pevnostnÌ charakteristiky.

Jako p¯Ìklad lze uvÈst patent Hainese a Flayea3, kde je jako
povrchov˝ materi·l regulujÌcÌ pr˘tok vzduchu systÈmem po-

uûit papÌr, textilie, nebo perforovan˝ polymernÌ film. Jako
pÛrovit· matrice byly pouûity systÈmy na b·zi sklenÏn˝ch
nebo polymernÌch vl·ken, p¯ÌpadnÏ polymernÌch pÏnov˝ch
materi·l˘.

PomocÌ vztah˘ (10)ñ(12) je moûnÈ urËit akustick˝ odpor
a akustickou reaktanci pro obÏ komponenty, a tak rozhodnout,
zda povrchov· vrstva (folie) m˘ûe zv˝öit akustickÈ izolaËnÌ
parametry (odpor v˘Ëi pr˘toku vzduchu) nad mez, nutnou pro
dosaûenÌ û·doucÌch hodnot koeficientu zvukovÈ pohltivosti.
Pro samotn˝ substr·t platÌ

SchÈma 1. NejbÏûnÏjöÌ typy konstrukce zvukovÏ a vibraËnÏ pohltiv˝ch systÈm˘. (a) lamin·ty: 1 ñ perforovan˝ polymernÌ film, 2 ñ vata ze
sklenÏn˝ch vl·ken; (b) kompozitnÌ vlasovÈ smyËkovÈ materi·ly: 1 ñ podkladov˝ materi·l (nap¯. PVC), 2 ñ polymernÌ vl·kno pokrytÈ
elastomerem, 3 ñ pr·zdn˝ prostor; (c) skeletovÈ deskovÈ systÈmy: 1 ñ povrchov˝ polymernÌ film, 2 ñ pryûov· vrstva tlumÌcÌ vibrace, 3 ñ kovov·
nosn· konstrukce; (d) plan·rnÏ panelovÈ systÈmy s promÏnnou tlouöùkou vzduchovÈ mezery: 1 ñ betonov˝ panel, 2 ñ s·drokarton; (e) volnÏ
sypanÈ Ë·sticovÈ systÈmy: 1 ñ polymernÌ fÛlie, 2 ñ drcen· recyklovan· pryû; (f) sendviËovÏ pÏnovÈ kompozitnÌ systÈmy: 1 ñ podkladov˝ materi·l,
2 ñ pÏnov˝ polymernÌ systÈm plnÏn˝ nap¯. sÌranem barnat˝m, 3 ñ povrchov˝ tkan˝ materi·l na b·zi syntetick˝ch vl·ken; (g) sendviËovÈ
kompozity s tvarovan˝mi kan·lky (dr·ûkami) i bez nich: 1 ñ povrchov· podlahov· vrstva (nap¯. parkety), 2 ñ tlumÌcÌ materi·l na b·zi recyklovanÈ
pryûe, 3 ñ betonov· podkladov· vrstva, 4 ñ tvarovanÈ kan·lky; (h) sÌùovanÈ polymernÌ systÈmy: 1 ñ lisovan· tlumÌcÌ vrstva, 2 ñ podkladov˝ materi·l

(d) (h)
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rs = 3180.t. / d2 (10)

kde rs je odpor substr·tu v˘Ëi pr˘toku vzduchu (rozmÏr N.s.m-4),
ρs je hustota sklenÏnÈho vl·kna (pÛrovitÈho substr·tu) (kg.m-3),
d st¯ednÌ pr˘mÏr sklenÏn˝ch vl·ken (µm), t je tlouöùka izolaËnÌ
vrstvy (m). Akustick˝ odpor lamin·tu (rL / ρc) se vypoËÌt· dle
vztahu (11):

rL / ρc = (rs + rf) / ρc (11)

kde rf / ρc je akustick˝ odpor povrchovÈ vrstvy. Akustickou
reaktanci (x / ρc) m˘ûeme vypoËÌtat podle vztahu:

x / ρc = (12)

kde f je frekvence (Hz), L vzd·lenost mezi povrchovou vrstvou
pÛrovitÈho substr·tu a zadnÌ nepr˘zvuËnou stÏnou (m), c rych-
lost zvuku (m.s-1). Pro danou frekvenci platÌ mezi re·lnou hod-
notou odporu pro zvukovÏ pohltiv˝ lamin·t (rL / ρc) a akus-
tickou reaktancÌ vztah:

rL / ρc = (13)

V dalöÌm patentu4 bylo p¯i v˝robÏ zvukovÏ izolaËnÌho
lamin·tu pouûito pojivo na b·zi epoxidovÈ prysky¯ice mo-
difikovanÈ polybutadienov˝m elastomerem obsahujÌcÌm nej-
mÈnÏ 90 mol.% 1,2-v·zan˝ch monomernÌch jednotek. Jako
vl·knov· sloûka lamin·tu byla pouûita tkanina na b·zi poly-
ethylenov˝ch vl·ken. TÌmto zp˘sobem p¯ipraven˝ lamin·t
pak vykazoval lepöÌ zvukovÏ izolaËnÌ vlastnosti p¯i pokojovÈ
teplotÏ neû v p¯ÌpadÏ pouûitÌ 1,4-v·zanÈho elastomeru.

3 . 2 . K o m p o z i t n Ì v l a s o v È s m y Ë k o v È
m a t e r i · l y

Tyto materi·ly majÌ zv˝öen˝ odpor v˘Ëi smykovÈmu na-
m·h·nÌ a dvojÌ funkci: tlumÌ r·zy a z·roveÚ zvukovÏ izolujÌ.
Do prostoru mezi vl·kna pomÏrnÏ tvrd˝ch polymer˘5 (viz
schÈma 1(b)) se aplikuje kapaln˝ polymernÌ elastomer tako-
v˝m zp˘sobem, aby se v matrici vl·ken vytvo¯ily makrosko-
pickÈ  dutiny za  souËasnÈho  vzniku kompaktnÌ povrchovÈ
vrstvy. TÌmto zp˘sobem se dosahuje synergickÈho ˙Ëinku
hookovskÈ elasticity pruûn˝ch vl·ken tkaniny a viskoelastici-
ty a plasticity elastomeru. Jako elastomer m˘ûe b˝t pouûita
termoplastick· kapalina, nap¯. latex (p¯ÌrodnÌ, neoprenov˝,
akrylonitril-butadienov˝, methylmetakryl-butadienov˝, nÏ-
kterÈ z polyakryl·tov˝ch), emulze (polyvinylacet·tov·, ethy-
len-vinylacet·tov·, polyesterov·, polyuretanov·, vinylov·),
polyvinylchlorid, polypropylen, nebo bitumenov˝ z·klad.
V tÈto oblasti je moûnÈ vyuûitÌ kapalnÈho kauËuku11 (KauËuk,
a.s.). Jako pevn· vl·kna mohou b˝t vyuûity organickÈ mate-
ri·ly, jako nap¯. d¯evÏn· vl·kna, kter· mohou vytvo¯it trojroz-
mÏrnou propletenou strukturu. V technologickÈm reglementu
se podle pouûit˝ch komponent d·le vyuûÌvajÌ r˘znÈ typy zu-
ölechùovacÌch a stabilizaËnÌch p¯Ìpravk˘ (disperzanty, stabili-
z·tory, antioxidanty a pod.).

3 . 3 . S k e l e t o v È d e s k o v È s y s t È m y

PodpÏrn· tr·mov· konstrukce je tvo¯ena dvÏma hlinÌkov˝-
mi deskami (viz schÈma 1(c)) a k¯Ìûov˝mi hlinÌkov˝mi pod-
pÏrn˝mi nosnÌky. VibraËnÏ pohltiv· vrstva se deformuje v kol-
mÈm smÏru na vnit¯nÌ plochy podpÏrn˝ch nosnÌk˘ a vnit¯nÌ
stranu spodnÌ deskovÈ podpÏry. TÌmto uspo¯·d·nÌm se dosa-
huje tlumenÌ promÏnou vibraËnÌho pohybu na tepelnou ener-
gii. P¯i vlastnÌ v˝robÏ je nutno dos·hnout maxim·lnÌ adheze
antivibraËnÌho materi·lu k povrchu hlinÌkovÈ konstrukce, s co
moûn· nejniûöÌm obsahem vzduchov˝ch bublin6. TÌmto zp˘-
sobem je moûnÈ vyrobit ploönÈ segmenty, kterÈ ˙ËinnÏ tlumÌ
vibrace a jsou vhodnÈ pro konstrukci r˘zn˝ch dopravnÌch
prost¯edk˘, zejmÈna velmi rychl˝ch vlak˘. U vzorku je uv·-
dÏno snÌûenÌ hladiny hluku o 19ñ33 dB p¯i frekvencÌch nad
630 Hz. P¯i frekvencÌch pod 500 Hz m· tento systÈm pomÏrnÏ
nÌzkou tlumÌcÌ charakteristiku, a to jen 6 dB. Jako tlumÌcÌho
materi·lu bylo pouûito sklenÏnÈ vaty lepenÈ plastick˝m lepid-
lem (tzv. gumoasfaltem nebo speci·lnÌm syntetick˝m butyl-
kauËukem roztaven˝m p¯i 130ñ150 ∞C).

3 . 4 . P l a n · r n Ì p a n e l o v È s y s t È m y
s p r o m Ï n n o u t l o u ö ù k o u v z d u c h o v È
m e z e r y

KonstrukËnÌ schÈma tÏchto typ˘ protihlukov˝ch z·bran je
zn·zornÏno na schÈmatu 1(d). Z obr·zku je patrnÈ, ûe tyto
panely se skl·dajÌ z vodÌcÌch paralelnÌch kovov˝ch (plasto-
v˝ch) liöt, pokryt˝ch jednou nebo vÌce vrstvami materi·lu
(nap¯. d¯evot¯Ìskou, d¯evem, sklem, styropÏnou, s·drokarto-
nem apod.), ËÌmû se dosahuje promÏnnÈ tlouöùky vzduchovÈ
vrstvy. Pro tyto materi·ly jsou charakteristiky zvukovÈ nepr˘-
zvuËnosti d˘leûitÏjöÌ neû charakteristiky zvukovÈ pohltivosti.
ZmÏnou tlouöùky vzduchovÈ mezery je moûnÈ tento systÈm
pat¯iËnÏ naladit na poûadovanÈ frekvenËnÌ hodnoty maxima
zvukovÈ pohltivosti. Bylo zjiötÏno, ûe p¯ÌËn˝ p¯enos zvuku
panelem je zp˘soben zejmÈna n·sledujÌcÌmi dvÏma p¯enoso-
v˝mi mechanismy. ZaprvÈ, interakcÌ mezi panelem a uzav¯e-
n˝m objemem vzduchu v meze¯e, tzv. Ñn·hodn˝m efektemì.
ZadruhÈ, vlastnÌ rezonancÌ panelu (a s nÌ spojenÈ harmonickÈ
vibrace), kter· vede ke vzniku ¯ady kritick˝ch frekvencÌ ve
vyööÌm frekvenËnÌm p·smu. TÌmto zp˘sobem je moûnÈ rozlo-
ûit p¯ÌsluönÈ zvukovÈ spektrum na nÏkolik kritick˝ch frekvencÌ
o celkovÏ niûöÌ hodnotÏ zvukovÈ energie neû v p¯ÌpadÏ jedno-
ho intenzivnÌho maxima7. Pro dosaûenÌ tohoto efektu se kromÏ
tlouöùky vzduchovÈ mezery m˘ûe mÏnit i tlouöùka vlastnÌho
panelu. To se prov·dÌ jiû p¯i konstrukci tak, ûe vlastnÌ panel
je sloûen z nÏkolika vrstev tvo¯ÌcÌch lamin·tovou konstruk-
ci a majÌcÌch v ¯ezu troj˙helnÌkovou strukturu (nap¯. pyra-
mid·lnÌ).

3 . 5 . V o l n Ï s y p a n È Ë · s t i c o v È s y s t È m y

Na v˝robu tÏchto hlukovÏ pohltiv˝ch systÈm˘ je moûno
pouûÌt nap¯. drcenou recyklovanou pryû o r˘znÈ zrnitosti,
zÌskanou z ojet˝ch pneumatik8 (viz schÈma 1(e)). Uv·dÏnÈ
hodnoty koeficientu zvukovÈ pohltivosti se v z·vislosti na
tlouöùce vrstvy (25ñ90 mm) pohybujÌ v rozmezÌ 0,7ñ0,95,
s maximy p¯i frekvencÌch 1100, 2000 a 3000 Hz.

Do tÈto kategorie je moûno zahrnout systÈm na b·zi drcenÈ
pryûe (z recyklovan˝ch ojet˝ch pneumatik9,10), jejÌû Ë·stice

ρs
1,53

−1

2tan /f L cb g

1
2

+ x c/ ρb gd i

Chem. Listy 94, 117 ñ 122 (2000) Refer·ty

120



jsou pojeny vhodn˝m pojivem11. U tÏchto systÈm˘ se dosahuje
zlepöenÌ charakteristik zvukovÈ pohltivosti tvarov·nÌm p¯ednÌ
plochy pomocÌ ¯ady dÏr ve tvaru rotaËnÌho elipsoidu. Jako
nejvhodnÏjöÌ pojivovÈ systÈmy se jevÌ takovÈ polybutadieny,
kterÈ jsou v d˘sledku svÈ nÌzkÈ mol·rnÌ hmotnosti kapalnÈ,
a kterÈ v r˘zn˝ch modifikacÌch vyr·bÌ nap¯. KauËuk group,
a.s., pod obchodnÌm n·zvem Krasol, jakoû i polyurethany od
tÏchto polybutadien˘ odvozenÈ. Receptura p¯Ìpravy kapal-
n˝ch polybutadien˘ (zaloûen·  na  aniontovÈ polymerizaci)
umoûÚuje variabilitu ËÌseln˝ch pr˘mÏr˘ mol·rnÌch hmotnostÌ
v rozmezÌ 1900 aû 4000 g.mol-1 (cit.22). Nap¯. makromolekulu
skupinami OH konËenÈho (tzv. hydroxyl-telechelickÈho) po-
lybutadienu (Krasolu LBH) lze schematicky zn·zornit takto:

HOñCHñCH2ñ(Bd)nñCH2ñCHñOH
| |
CH3 CH3

kde Bd je butadienov· monomernÌ jednotka, kter· je v ¯etÏzci
p¯Ìtomna ve t¯ech izomernÌch form·ch (1,4-cis, 1,4-trans a 1,2).
ReakcÌ koncov˝ch skupin OH tohoto polymeru s r˘zn˝mi
diisokyan·ty (v p¯Ìtomnosti nÌzkomolekul·rnÌch dvoj- resp.
vÌcefunkËnÌch alkohol˘ nebo amin˘, tj. extendr˘, resp. sÌùova-
del) vznik· polyurethan23.

Z v˝öe uvedenÈho je patrno, ûe u tÏchto materi·l˘ lze mÏnit
velk˝ poËet molekul·rnÌch parametr˘, coû umoûÚuje selektiv-
nÏ naladit p¯Ìsluön˝ tlumÌcÌ systÈm podle poûadovanÈ kritickÈ
frekvence prvnÌ rezonance (nap¯. vhodnou volbou diisokyan·-
tu, extendru, a prost¯ednictvÌm sÌùovadla tÈû volbou hustoty
polymernÌ sÌtÏ). Hodnota vzduchovÈ nepr˘zvuËnosti R (rov-
nice (9)) se pohybuje u tÏchto materi·l˘ v rozmezÌ 43 aû 46 dB
(cit.24) (p¯i tlouöùce vrstvy 40 mm), kritick· frekvence prvnÌ
rezonance v oblasti 2 kHz (cit.25).

PodobnÏ jako v p¯edch·zejÌcÌch p¯Ìkladech kompozit˘
z partikul·rnÌ pryûe, i v tÏchto aplikacÌch je moûnÈ vyuûÌt
kr·tkovl·knov˝ch polymernÌch kompozit˘2. DosaûenÈ v˝sled-
ky umoûÚujÌ i predikci jejich akustick˝ch vlastnostÌ ñ schop-
nosti vyza¯ovat zvuk a vzduchovÈ nepr˘zvuËnosti. Tato pro-
blematika je aktu·lnÌ v souvislosti s materi·ly vznikl˝mi me-
chanickou recyklacÌ vl·knov˝ch polymernÌch kompozit˘, p¯i
nÌû doch·zÌ ke zkracov·nÌ vl·ken a tÌm i ke zmÏn·m v jejich
mechanickÈm chov·nÌ. V d˘sledku destrukce v˝ztuûe p¯i re-
cyklaci je jiû obtÌûnÈ takovÈto recykl·ty pouûÌt na dÌlce s vy-
sok˝mi n·roky na pevnost. Lze je vöak aplikovat na mÈnÏ
nam·hanÈ Ë·sti stroj˘ Ëi interiÈr˘ budov, jako jsou odkl·dacÌ
plochy, kryty pohybujÌcÌch se mechanism˘, kan·ly pro vzdu-
chotechniku aj., kterÈ kmitajÌ a tÌm vyd·vajÌ hluk. RovnÏû je
moûno vyuûÌt recykl·t˘ jako dÏlÌcÌch prvk˘ (stÏny, protihlu-
kovÈ z·stÏny, kryty motor˘ a pod.), kde hlavnÌ uûitnou vlast-
nostÌ je vzduchov· nepr˘zvuËnost. ObÏ uvedenÈ akustickÈ
vlastnosti ñ vyza¯ov·nÌ zvuku a vzduchov· nepr˘zvuËnost ñ
spolu ˙zce souvisejÌ a jsou urËeny p¯edevöÌm mechanick˝mi
vlastnostmi materi·l˘.

3 . 6 . S e n d v i Ë o v È p Ï n o v È k o m p o z i t n Ì
s y s t È m y

Schematicky jsou tyto materi·ly zn·zornÏny na schÈmatu
1(f). Z·kladnÌmi konstrukËnÌmi prvky jsou: pÏnov˝ polymernÌ
systÈm plnÏn˝ partikul·rnÌm materi·lem pohlcujÌcÌm zvuk,
tenk· bariÈrov· vrstva. Jako podkladov˝ materi·l m˘ûe (ale

nemusÌ) b˝t pouûit takov˝ materi·l (nap¯. na b·zi sklenÏn˝ch
vl·ken, nylonu a pod.), kter˝ jednak tlumÌ zvuk, jednak m·
nap¯. samozh·öejÌcÌ nebo teplovzdornÈ vlastnosti12. Jako ba-
riÈrov· vrstva byl pouûit tuh˝ PVC plnÏn˝ sÌranem barnat˝m
o koncentraci 60 %. Jako alternativnÌ materi·ly pro polymernÌ
bariÈru byly pouûity polyestery, polyethery, polyurethany,
polyamidy Ëi polyethyleny. VlastnÌ polymernÌ pÏnov· matrice
byla tvo¯ena r˘zn˝mi polyurethany, silikony, polyestery, po-
lyethery, polyamidy nebo polyethylenem a takÈ plnÏna sÌra-
nem barnat˝m spoleËnÏ s dut˝mi sklenÏn˝mi mikrokuliËkami.
Pro zlepöenÌ uûitn˝ch optick˝ch vlastnostÌ mohou b˝t obÏ
vrstvy kompozitu p¯ibarveny p¯Ìdavkem r˘zn˝ch pigment˘.
D˘leûitou vlastnostÌ tÈto pÏnovÈ matrice je struktura jejÌ vnit¯-
nÌ porozity, vyznaËujÌcÌ se systÈmem otev¯en˝ch a vz·jemnÏ
propojen˝ch pÛr˘.

3 . 7 . S e n d v i Ë o v È k o m p o z i t y
s t v a r o v a n ˝ m i k a n · l k y ( d r · û k a m i )
n e b o b e z n i c h

Tento materi·l se vyuûÌv· zejmÈna na tlumenÌ vibracÌ
a kroËejovÈho hluku. Je vyroben z recyklovanÈ pryûe z ojet˝ch
pneumatik. Skl·d· se z plochÈ vrchnÌ vrstvy a tvarovanÈ
spodnÌ vrstvy do formy kan·lk˘ V- a U-tvaru, kterÈ jsou
smÏ¯ov·ny nap¯ÌË plochou pod ˙hlem 45∞. TÌmto zp˘sobem je
snÌûena kontaktnÌ plocha podkladovÈho potÏru (viz schÈma
1(g)) s povrchov˝m potÏrem v rozmezÌ 20ñ65 % v˘Ëi povr-
chovÈ vrstvÏ podlahy13. Granulometrie pouûit˝ch Ë·stic re-
cyklovanÈ gumy poskytla maxim·lnÌ hodnotu pr˘mÏru Ë·stic
2,5 mm. PryûovÈ Ë·stice byly d·le tepelnÏ a tlakovÏ hnÏteny
a formov·ny do v˝slednÈho bloku.

3 . 8 . S Ì ù o v a n È p o l y m e r n Ì s y s t È m y

V˝roba tÏchto systÈm˘ je zaloûena na lisov·nÌ vibraËnÏ
a zvukovÏ izolaËnÌch materi·l˘ p¯Ìmo do podoby tvarovek
konkrÈtnÌ Ë·sti za¯ÌzenÌ. Postup v˝roby spoËÌv· v iniciaci
termickÈho sÌùov·nÌ kapalnÈ polymernÌ matrice p¯Ìmo ve tva-
rovacÌm za¯ÌzenÌ. HomogennÌ sÌùovacÌ Ëi polymerizaËnÌ reak-
ce se dosahuje pouûitÌm vst¯ikov·nÌ horkÈho roztoku polyme-
ru (monomeru) do formy pomocÌ suchÈ p¯eh¯·tÈ tlakovÈ p·-
ry14. NejvÏtöÌ vyuûitÌ tÏchto systÈm˘ je v automobilovÈm
pr˘myslu. Jako sÌùovacÌ systÈm byl pouûit fenolov˝ novolak,
fenol/formaldehydovÈ, nebo Ëpavek/formaldehydovÈ ûivice.
Jako doplÚky zvyöujÌcÌ uûitnÈ vlastnosti mohou b˝t p¯id·ny
tkanÈ nebo netkanÈ l·tky p¯Ìmo do lisovanÈ souË·stky.

3 . 9 . P r o t i h l u k o v È b l o k y

Konstrukce tÏchto systÈm˘ je zaloûena na vyuûitÌ geomet-
rie tÏlesa sestrojenÈho z nepr˘zvuËnÈho materi·lu (nap¯. beto-
nu a pod.)15 a lze ji modifikovat p¯Ìdavkem zvuk pohlcujÌcÌho
Ë·sticovÈho volnÏ sypanÈho materi·lu do volnÈho objemu
bloku16-21.

4. Z·vÏr

Na z·kladÏ v˝öe uvedenÈho p¯ehledu lze konstatovat, ûe
pro konstrukci öirokÈ ök·ly zvukovÏ a vibraËnÏ izolaËnÌch
systÈm˘ je v˝hodnÈ vyuûÌt odpadnÌch polymernÌch materi·l˘
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(zejmÈna drcenÈ pryûe a plast˘). To je vöak moûnÈ jenom po
vhodnÈ mechanickÈ ˙pravÏ a separaci podle druhu, velikosti
a tvaru Ë·stic recykl·t˘. Pro p¯Ìpravu vlastnÌho vibraËnÏ nebo
zvukovÏ izolaËnÌho systÈmu je d˘leûit˝ v˝bÏr vhodnÈho poji-
va. Vhodn˝m systÈmem je nap¯. polybutadien/polyurethanovÈ
pojivo odvozenÈ od kapalnÈho kauËuku Krasol LBH. Zvl·ötnÌ
pozornost p¯i konstrukci a vlastnÌ v˝robÏ se musÌ vÏnovat takÈ
povrchovÈ p¯ed˙pravÏ drtÏ vzhledem ke zv˝öenÌ vz·jemnÈ
adheze pojivoñË·stice.

Tato pr·ce byla uskuteËnÏna s podporou spoleËnosti Kau-
Ëuk, a.s., Kralupy nad Vltavou (Ëlenem skupiny Unipetrol
group) v r·mci smlouvy o dÌlo Z» 98-19 a v˝zkumnÈho z·mÏru
FT ZlÌn Ë. CZT90015/99. Zvl·ötnÌ podÏkov·nÌ pat¯Ì dr. J. Po-
deövovi (⁄MCH AV »R) za peËlivou redakËnÌ ˙pravu textu.
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1. ⁄vod

HmotnostnÌ spektrometrie se v poslednÌch dvou desetile-
tÌch v˝znamnÏ prosazuje v ¯adÏ odvÏtvÌ chemie jako selektivnÌ
a citliv· detekËnÌ metoda. Protoûe pro anal˝zu hmotnostnÌm
spektrometrem musÌ b˝t vzorek ionizov·n, byla navrûena
a jsou pouûÌv·na mnoh· spojenÌ (interface), kter· umoûÚujÌ
komunikaci hmotnostnÌho spektrometru zejmÈna s v˝stupy ze
za¯ÌzenÌ, realizujÌcÌch separaËnÌ techniky na plynnÈm nebo
kapalnÈm vzorku (Gas chromatography mass spectrometry ñ
GCMS, Liquid chromatography mass spectrometry ñ LCMS,
Capillary electrophoresis mass spectrometry ñ CEMS aj.).
Spolupr·ce separaËnÌch technik s hmotnostnÌm spektromet-
rem je v˝hodn· zejmÈna proto, ûe n·sledkem fragmentace
iont˘ v pr˘bÏhu ionizace vzorku jsou hmotnostnÌ spektra Ëasto
velmi bohat· na druhy iont˘. Separace v˝znamnÏ usnadnÌ
interpretaci spekter a naopak hmotnostnÌ detektor umoûÚuje
zÌskat podrobnÏjöÌ informaci o separovan˝ch l·tk·ch. SpojenÌ
tÏchto technik jsou moûn· zejmÈna proto, ûe vakuov· technika
jiû umoûÚuje tolerovat relativnÏ velkÈ p¯Ìtoky plyn˘ resp.
zplyÚovan˝ch kapalin do iontovÈho zdroje hmotnostnÌho
spektrometru.

V p¯Ìpadech, kdy smÏs neobsahuje p¯Ìliö mnoho l·tek
(jedn· se nap¯. o sledov·nÌ sloûek systÈmu v pr˘bÏhu reakce),
je v˝hodnÈ studovat zmÏny koncentrace l·tek p¯Ìmo v roztoku.
Sledov·nÌ koncentrace reagujÌcÌch l·tek in situ je v˝znamnÈ
tÈû v pr˘myslov˝ch aplikacÌch nebo p¯i sledov·nÌ koncentrace
l·tek v ûivotnÌm prost¯edÌ.

Membr·nov˝ vstup (Membrane introduction mass spec-
trometry ñ MIMS) se uk·zal pro tyto ˙Ëely jako velmi vhodn·
metoda. ObecnÏ je MIMS povaûov·na za metodu pro anal˝zu
velmi nÌzk˝ch koncentracÌ tÏkav˝ch organick˝ch l·tek p¯Ìmo
v kapalin·ch (nap¯. ve vodÏ nebo organick˝ch rozpouötÏd-
lech), v plynech (nap¯. ve vzduchu) nebo v pevn˝ch l·tk·ch
(nap¯. v p˘d·ch) bez ˙pravy vzorku1. SpoËÌv· v pouûitÌ polo-
propustnÈ membr·ny, kter· p˘sobÌ jako chemick˝ separ·tor
(sÌto) a umoûÚuje molekul·m analytu selektivnÏ proniknout
do hmotnostnÌho spektrometru, kde jsou ionizov·ny, hmot-
nostnÏ analyzov·ny a detegov·ny. Byla navrûena cel· ¯ada

membr·nov˝ch spojenÌ s hmotnostnÌm spektrometrem, je-
jichû p¯ehled lze nalÈzt v literatu¯e2-8 . Pro studium reakcÌ
v plynnÈ f·zi navrhli takovÈ za¯ÌzenÌ jiû v r. 1963 Hoch a Hok9

pro studium fotosyntÈzy a respirace, v roce 1992 pouûili
Schmidt a Vielstich10 polytetrafluorethylenovÈ(teflonovÈ)mem-
br·ny podloûenÈ ocelovou fritou ke studiu kinetiky tvorby
CO2, kter˝ vznik· v roztoku v pr˘bÏhu oscilujÌcÌ Belousovy-
-éabotinskÈho reakce, v poslednÌ dobÏ pouûÌval Lloyd11 a Bo-
h·tka12,13 se spolupracovnÌky membr·ny ze silikonovÈ pryûe
k anal˝ze plyn˘, kterÈ se tvo¯Ì v pr˘bÏhu biologick˝ch proces˘
v biologick˝ch systÈmech a jsou zn·ma tÈû komerËnÌ za¯ÌzenÌ
umoûÚujÌcÌ anal˝zy plyn˘ v terÈnu touto metodou (nap¯. mo-
bilnÌ hmotnostnÌ spektrometr EM 640/IMPACTTM firmy Bru-
ker) i anal˝zy kapaln˝ch vzork˘ (Direct insertion membrane
probe ñ DIMP, MIMS Technology Inc., Palm Bay, FL). V li-
teratu¯e lze nalÈzt dalöÌ aplikace v anal˝ze ûivotnÌho prost¯e-
dÌ14-17 a biologii18-21. P¯ehlednÈ pr·ce o teorii a aplikacÌch
MIMS lze nalÈzt nap¯. v literatu¯e3,6,22-28.

Pro studium reakcÌ v kapalnÈ f·zi je rozhodujÌcÌ spr·vn·
funkce membr·ny, oddÏlujÌcÌ reakËnÌ n·dobku od vakuovÈho
prostoru hmotnostnÌho spektrometru a dostateËnÏ v˝konn˝
vakuov˝ systÈm. Membr·na musÌ b˝t selektivnÌ vzhledem
k analytu a dostateËnÏ chemicky a fyzik·lnÏ stabilnÌ. BliûöÌ
popis pr˘chodu l·tky membr·nou spojenÈho s difuznÌm pro-
cesem lze nalÈzt nap¯. v pr·ci29. MnoûstvÌ p¯enesenÈ l·tky ve
stacion·rnÌm stavu je ˙mÏrnÈ rozdÌlu parci·lnÌho tlaku l·tky
v roztoku a tlaku na vakuovÈ  stranÏ membr·ny.  Pro  tok
molekul l·tky membr·nou lze ve stacion·rnÌm stavu pouûÌt
Fick˘v z·kon difuze:

F = .D.C. .10-3 (1)

kde F je proud (mol.s-1), A plocha membr·ny (cm2), L tlouöùka
membr·ny (cm), D koeficient difuze (cm2.s-1), C koncentrace
analytu v roztoku (mol.dm-3), sm a sv je rozpustnost v membr·-
nÏ a ve vodÏ (mol.dm-3).

Protoûe za zvolen˝ch pracovnÌch podmÌnek je koncentraË-
nÌ gradient mezi obÏma povrchy membr·ny hlavnÌ hnacÌ silou
pr˘chodu l·tky membr·nou, lze touto metodou prov·dÏt kvan-
titativnÌ stanovenÌ analytu.

Pokud jsou plyny nebo sledovanÈ l·tky rozpustnÈ v kapa-
linÏ, pak je t¯eba membr·nu vhodnÏ zvolit tak, aby  byla
selektivnÌm vodiËem pro sledovanÈ l·tky, a naopak aby kapa-
lina (rozpouötÏdlo) nebyla do vakuovÈho prostoru hmotnost-
nÌho spektrometru propouötÏna30-34.

Pozornost se obracÌ nynÌ zejmÈna k anal˝ze organick˝ch
l·tek ve vodnÈm prost¯edÌ pro jejÌ v˝znam v ûivotnÌm prost¯edÌ
jednak s pouûitÌm elektrochemick˝ch metod (DEMS ñ dife-
renËnÌ elektrochemick· hmotnostnÌ spektrometrie)35-37, jed-
nak pro analytickÈ cÌle38. V poslednÏ jmenovanÈ pr·ci38 byla
stanovena citlivost metody pro nÏkterÈ organickÈ l·tky ve
vodn˝ch roztocÌch s uûitÌm methylsilikonovÈ resp. methylpo-
lysiloxanovÈ membr·ny p¯Ìmo a po acetylaci vzork˘. V pr·ci
tÈhoû kolektivu39 bylo studov·no chov·nÌ ¯ady dalöÌch orga-
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nick˝ch l·tek ve vodn˝ch roztocÌch metodou purge-and-mem-
brane (PAM) hmotnostnÌ spektrometrie a v pr·ci1 bylo pro
zv˝öenÌ citlivosti metody pouûito oh¯evu membr·ny CO2 la-
serem.

Vhodnost membr·n pro pouûitÌ k separaci Ë·stic z roztoku
z·visÌ zejmÈna na pol·rnosti a polarizovatelnosti molekul,
kterÈ tvo¯Ì roztok (rozpouötÏdlo a rozpuötÏn· l·tka) a na celÈ
¯adÏ instrument·lnÌch faktor˘ (tlouöùka a materi·l membr·ny,
velikost pÛr˘ v membr·nÏ a jejich Ëetnost, teplota roztoku
a p¯Ìtomnost ruöÌcÌch l·tek v nÏm).

Pol·rnost membr·ny a propouötÏnÈ l·tky jsou rozhodujÌcÌ
pro hodnotu difuznÌho koeficientu, kter˝ je kvantitativnÌ fenome-
nologickou mÌrou pro mnoûstvÌ, kterÈ projde membr·nou za
jednotku Ëasu. Uk·zalo se, ûe polytetrafluorethylenov· i poly-
methylsilikonov· membr·na propouötÌ dob¯e nepol·rnÌ nebo
m·lo pol·rnÌ molekuly organick˝ch l·tek, obsaûen˝ch ve vod-
n˝ch roztocÌch, podobnÏ jako plyny, a zadrûuje vodu35,10,39.

CÌlem tÈto pr·ce bylo ovÏ¯it a ilustrovat funkci chemickÈ-
ho reaktoru pro sledov·nÌ chemick˝ch reakcÌ hmotnostnÌm
spektrometrem in situ a prozkoumat vlastnosti nÏkter˝ch ko-
merËnÏ dostupn˝ch membr·n pro nÏkterÈ organickÈ l·tky ve
vodn˝ch roztocÌch z hlediska jejich pouûitÌ v kinetick˝ch
studiÌch.

2. Experiment·lnÌ Ë·st

Poûadavky na vlastnosti membr·ny jako interface mezi vod-
n˝m roztokem (vnÏjöÌ tlak 1 bar) a vakuem (10-7 bar) jsou po-
nÏkud konfliktnÌ34. Membr·na musÌ b˝t hydrofobnÌ, aby zadr-
ûela vodu, a dostateËnÏ hust·, aby udrûela dostateËnÈ vakuum
v ionizaËnÌ kom˘rce (min. 10-7 bar). Na druhÈ stranÏ se vöak
poûaduje, aby membr·na mÏla dostateËnou pr˘chodnost pro
sledovanÈ molekuly, aby byla dosaûena nÌzk· mez detekce.

PodmÌnka pro dostateËnou porozitu (hornÌ mez polomÏru
pÛr˘ r) membr·ny plyne z kapil·rnÌ rovnice

r.po < ñ2.σ.cos Θ, (2)

kde σ je povrchovÈ napÏtÌ vody, Θ je kontaktnÌ ˙hel vody
s membr·nou a po je atmosfÈrick˝ tlak. DosazenÌm ËÌseln˝ch
hodnot Θ = 126∞ (cit.40) a σ = 72.10-5 N.cm-1 (cit.41) dostaneme
r < 0,8 µm.

Pro mÏ¯enÌ byly zvoleny tyto membr·ny:
A. Materi·l  PTFE  (GoreTex, No.  S10570), velikost  pÛr˘

0,02 µm, tlouöùka 75 µm, porozita 50 %,
B. materi·l PTFE (na podloûce PES, Schleicher & Schuel,

TE30), velikost pÛr˘ 0,02 µm,
C. materi·l PTFE (na podloûce PES, Schleicher & Schuel,

TE35), velikost pÛr˘ 0,2 µm,
D. materi·l PVDF (Schleicher & Schuel, WESTRAN), veli-

kost pÛr˘ 0,2 µm (PTFE ñ polytetrafluorethylen, PVDF ñ
polyvinylidendifluorid, PES ñ polyester).
AktivnÌ plocha membr·ny byla ve vöech p¯Ìpadech

0,8 cm2, coû je d·no plochou frity, podloûenÈ pod foliÌ, pro
zajiötÏnÌ jejÌ mechanickÈ stability proti vakuu. Jako frita byla
pouûita porÈznÌ hmota SipermR R14 (Tridelta Siperm GmBH,
Dortmund, SRN), se st¯ednÌ velikostÌ pÛr˘ o pr˘mÏru 14 µm
a porozitou 26 % (pr˘mÏr frity 10 mm).

Konstrukce interface k hmotnostnÌmu spektrometru je na
obr. 1a, detail kom˘rky s fritou na obr. 1b. Kom˘rka byla

zhotovena z materi·lu PTFE, jejÌ vnit¯nÌ pr˘mÏr Ëinil 15 mm,
vnÏjöÌ 26 mm a v˝öka 70 mm. VakuovÈ spojenÌ kom˘rky
s iontov˝m zdrojem hmotnostnÌho spektrometru bylo zajiötÏ-
no p¯es ruËnÏ ovl·dan˝ vakuov˝ ventil (Balzers, typ EVA 016
HX) a vstupnÌ ventil hmotnostnÌho spektrometru (ventil sondy
pro p¯Ìm˝ vstup vzorku) p¯Ìmo do iontovÈho zdroje hmotnost-
nÌho spektrometru vedenÌm vlastnÌ konstrukce. K mÏ¯enÌ bylo
pouûito kvadrupÛlovÈho hmotnostnÌho spektrometru TRIO
1000 (Finnigan MAT, Fisons Instruments, San JosÈ, Califor-
nia USA) s rozsahem hmot m/z = 2ñ1000, s n·sobiËem iont˘
jako detektorem, vybaven˝m softwarem MASSLAB pro sbÏr
a zpracov·nÌ namÏ¯en˝ch dat.

NamÏ¯en˝ iontov˝ proud Ii Ë·stice i v hmotnostnÌm spek-
trometru je ˙mÏrn˝ jejÌmu parci·lnÌmu tlaku pi v iontovÈm
zdroji a je funkcÌ ¯ady veliËin, z·visl˝ch mj. tÈû na nastavenÌ
p¯Ìstroje. BliûöÌ popis lze nalÈzt nap¯. v pr·ci42. Parci·lnÌ tlak
pi a iontov˝ proud Ii danÈ sloûky systÈmu je vzhledem k per-
vaporaci membr·nou ˙mÏrn˝ jejÌ koncentraci v roztoku.
KvantitativnÌ mÏ¯enÌ hmotnostnÌm spektrometrem je relativnÌ
mÏ¯enÌ. Kalibrace a mÏ¯enÌ se tedy prov·dÏjÌ p¯i stejnÈm

Obr. 1a. CelkovÈ schÈma interface MIMS; 1 ñ kvadrupÛlov˝ analy-
z·tor, 2 ñ iontov˝ zdroj, 3 ñ p¯Ìvody k vakuov˝m pump·m, 4 ñ
spojovacÌ ventil, 5 ñ reaktor (viz obr.1b)

Obr. 1b. Detail reaktoru interface MIMS; 1 ñ spojovacÌ podstavec,
2 ñ teflonov˝ reaktor, 3 ñ teflonov· folie, 4 ñ ocelov· frita
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nastavenÌ p¯Ìstroje (C, T, E, ρi(E), ηi). Je proto nezbytnÈ vÈst
experiment ËasovÏ tak, aby nedoölo k v˝razn˝m zmÏn·m
v pr˘bÏhu mÏ¯enÌ, p¯ÌpadnÏ prov·dÏt korekce na vnit¯nÌ stan-
dard. Toto omezenÌ bylo p¯i dalöÌm experiment·lnÌm postupu
respektov·no.

3. PracovnÌ postup a v˝sledky

Anal˝zy organick˝ch l·tek ve vodnÈm roztoku (voda
z Millipore systÈmu ñ Milli-Q RG, Millipore Corp., Bedford,
MA) byly prov·dÏny v SIM (selected ion monitoring) mÛ-
du pr·ce hmotnostnÌho spektrometru. VhodnÈ ionty pro sle-
dov·nÌ v SIM-mÛdu byly vybr·ny z namÏ¯enÈho spektra zÌ-
skanÈho s reaktorem, obsahujÌcÌm roztok organickÈ l·tky ve
vodÏ po odeËtenÌ pozadÌ, namÏ¯enÈho s reaktorem bez sle-
dovanÈ l·tky. V˝sledky jsou pro jednotlivÈ l·tky uvedeny
v tab. I. P¯estoûe byla spektra zÌsk·v·na ionizacÌ n·razem
elektron˘ (EI+), pÌk na hmotÏ (M+1) (M znaËÌ molekulo-
v˝ pÌk) byl u benzenu i naftalenu vyööÌ, neû by odpovÌdalo
jeho zastoupenÌ vypoËtenÈmu pro obsah uhlÌku C13 v p¯iroze-
nÈ izotopickÈ smÏsi. Jedn· se o p¯ÌspÏvek chemickÈ ionizace
sledovanÈ l·tky p¯enosem n·boje molekulami H3O

+, kterÈ
vznikajÌ ionizacÌ par vody, kterÈ pronikly do iontovÈho zdro-
je membr·nou. P¯Ìklad spektra benzenu, namÏ¯enÈho po pr˘-
chodu membr·nou z nasycenÈho vodnÈho roztoku, po ode-
ËtenÌ pozadÌ, je na obr. 2 (naho¯e). Pro srovn·nÌ je uvedeno
takÈ spektrum z  knihovny spekter  NIST  (obr. 2  ñ  dole).
Z obr·zku je z¯ejm˝ vliv prost¯edÌ na ionizaci molekul. Inten-
zita sign·lu, z·visl· na koncentraci organickÈ l·tky v roztoku,
byla mÏ¯ena jako rozdÌl intenzity iontovÈho proudu pro zvo-

lenou hmotu p¯ed a po p¯id·nÌ stanovovanÈ l·tky do roztoku.
NamÏ¯en· intenzita iontovÈho proudu byla normov·na na
okamûitou hodnotu iontovÈho proudu p·ry vody jako stan-
dardu. P¯Ìdavky byly realizov·ny jednotlivÏ do odmÏ¯enÈho
objemu vody ze z·sobnÌch roztok˘ l·tek a roztokem bylo
intenzivnÏ mÌch·no. P¯ed kaûd˝m mÏ¯enÌm byla n·dobka
prom˝v·na vodou pro odstranÏnÌ pamÏùovÈho efektu. Odezva
hmotnostnÌho spektrometru na p¯id·nÌ l·tky, dan· pr˘nikem
l·tky membr·nou, byla v mezÌch pozorovacÌch chyb (± 1 s)
okamûit· a v˝öka sign·lu se po dobu nÏkolika minut nemÏnila.
Bylo provedeno porovn·nÌ 4 r˘zn˝ch druh˘ membr·n pro
benzen a naftalen. Z·vislost namÏ¯enÈho iontovÈho proudu
pro detegovanou hmotu 78 pro benzen na koncentraci benzenu
ve vodnÈm roztoku je uvedena na obr. 3 a analogick· z·vislost
namÏ¯enÈho iontovÈho proudu pro detegovanou hmotu 128
pro naftalen na koncentraci naftalenu je uvedena na obr. 4.
JednotlivÈ p¯Ìmky odpovÌdajÌ membr·n·m A, B, C a D. Me-
ze detekce, stanovenÈ porovn·nÌm intenzity iontovÈho proudu

Tabulka I
Meze detekce 3σ benzenu a naftalenu p¯i pouûitÌ jednotliv˝ch
membr·n [mol.dm-3]

Parametr Benzen Naftalen n-Propanol

MÏ¯en· hmota (SIM) 78 128 43
Membr·na A 2,7.10-5 6,0.10-6 5,0.10-6

Membr·na B 1,7.10-5 1,4.10-5 ñ
Membr·na C 1,4.10-5 2,8.10-5 ñ
Membr·na D 4,5.10-5 2,3.10-5 ñ

Obr. 2. Spektrum benzenu ve vodnÈm roztoku po odeËtenÌ pozadÌ p¯i pouûitÌ popsanÈho interface MIMS (naho¯e), spektrum benzenu z
knihovny NIST (dole)
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pozadÌ s namÏ¯enou intenzitou iontovÈho proudu vzorku podle
vztahu:

Mez detekce = 3 σ, kde σ je st¯ednÌ kvadratick· odchylka

jsou pro jednotlivÈ p¯Ìpady uvedeny v tabulce I.
Pro membr·nu A byla jeötÏ dalöÌm mÏ¯enÌm na hmotÏ 43

zjiötÏna z·vislost iontovÈho proudu na koncentraci n-propa-
nolu. V˝sledky mÏ¯enÌ pro benzen, naftalen a n-propanol jsou
pro tuto membr·nu porovn·ny na obr. 5. Z obr·zku je z¯ejmÈ,

ûe n-propanol je vzhledem ke svÈ polaritÏ propouötÏn mem-
br·nou podstatnÏ mÈnÏ neû benzen a naftalen. Vz·jemn˝ vliv
benzenu a naftalenu na hodnotu namÏ¯enÈho iontovÈho prou-
du je uveden na obr. 6a, b. Ukazuje se, ûe citlivost metody
(smÏrnice p¯Ìmky, vyjad¯ujÌcÌ z·vislost odezvy na koncentra-
ci), stejnÏ jako mez detekce, je ovlivnÏna p¯ÌtomnostÌ dalöÌch
l·tek. Jako p¯Ìklad sledov·nÌ kinetiky v roztoku byla zvolena
reakce zm˝delnÏnÌ ethylesteru kyseliny octovÈ:

CH3COOC2H5 + OHñ CH3COOñ + C2H5OH

Byla sledov·na z·vislost iontovÈho proudu pro hmotu 88
(etylester kyseliny octovÈ), kter· byla pomocÌ kalibraËnÌ k¯iv-
ky, sestrojenÈ p¯i teplotÏ mÏ¯enÌ, transformov·na do koncen-
traËnÌch sou¯adnic a rychlostnÌ konstanta byla vyhodnocena
standardnÌ metodou jako reakce 2. ¯·du:

k = (3)

Tabulka II
Hodnoty rychlostnÌ konstanty reakce zm˝delnÏnÌ ethylesteru
kyseliny octovÈ pro r˘znÈ teploty stanovenÈ metodou MIMS
a metodou vodivostnÌ v [dm3.mol-1.s-1]

Teplota IntenzivnÌ mÌch·nÌ
[∞C] MIMS vodivostnÌ mÏ¯enÌ

25 11,7 ± 0,3 11,9 ± 0,5
32 12,8 ± 0,8 12,3 ± 0,5
39 13,7 ± 0,9 13,5 ± 0,5

Pozn.: Hodnoty ud·ny vËetnÏ smÏrodatn˝ch odchylek

→←
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−
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Obr. 3. Intenzita iontovÈho proudu benzenu I v z·vislosti na jeho
koncentraci cbve vodnÈm roztoku p¯i pouûitÌ interface MIMS pro
r˘znÈ membr·ny; 1 ñ membr·na A, 2 ñ membr·na B, 3 ñ membr·na
C a 4 ñ membr·na D

Obr. 4. Intenzita iontovÈhoproudunaftalenuI vz·vislostinajehokon-
centraci cn ve vodnÈm roztoku p¯i pouûitÌ interface MIMS pro r˘z-
nÈ membr·ny; 1 ñ membr·na A, 2 ñ membr·na B, 3 ñ membr·na C
a 4 ñ membr·na D

Obr. 5. IontovÈ proudy (I) benzenu, naftalenu a n-propanolu ve
vodnÈm roztoku p¯i pouûitÌ interface MIMS a membr·ny A; 1 ñ
naftalen, 2 ñ benzen, 3 ñ n-propanol
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kde a, b jsou poË·teËnÌ koncentrace ethylesteru a NaOH a x
zreagovan˝ podÌl ethylesteru v Ëase t. »as t = 0 se vztahuje
k okamûiku smÌsenÌ reaktant˘ o zn·m˝ch poË·teËnÌch kon-
centracÌch (0,0025 M ethylester kyseliny octovÈ; 0,00375 M-
-NaOH). SmÏs byla intenzivnÏ mÌch·na. Pr˘bÏh koncentraË-
nÌch zmÏn je na obr. 7. Hodnoty konstanty k byly porovn·ny
s hodnotami zÌskan˝mi vodivostnÌm mÏ¯enÌm, p¯i kterÈm bylo
smÏsÌ stejnÏ intenzivnÏ mÌch·no. V˝sledky z obou metod jsou
uvedeny v tabulce II.

4. Diskuse

Z tabulky I je z¯ejmÈ, ûe nejniûöÌ meze detekce bylo
dosaûeno pouûitÌm membr·ny A, zatÌm co ostatnÌ membr·ny
majÌ meze detekce pro benzen i naftalen dosti podobnÈ. StejnÈ
z·vÏry je moûno uËinit i o citlivosti metody (smÏrnice z·vis-
losti iontovÈho proudu na koncentraci ñ obr. 3 a 4). PouûitÌm
membr·ny A je citlivost podstatnÏ zv˝öena a pro naftalen je
navÌc vyööÌ neû pro benzen. Z·vislost intenzity iontovÈho
proudu na koncentraci je line·rnÌ pro vöechny t¯i sledovanÈ
organickÈ l·tky (benzen, naftalen, n-propanol ñ obr. 5). Pro-
toûe n-propanol je pol·rnÌ l·tka, je propustnost membr·ny pro
nÏj nÌzk· a citlivost jeho detekce mal·. Jsou-li p¯Ìtomny dvÏ
l·tky spoleËnÏ (nap¯. benzen a naftalen ñ obr. 6) pak z obr·z-
ku 6 je vidÏt, ûe citlivost kles·. Tento jev m˘ûe souviset se
vz·jemn˝m ovlivÚov·nÌm difuze sloûek membr·nou. Z ana-
lytickÈho hlediska lze v tÏchto p¯Ìpadech doporuËit metodu
konstantnÌho p¯Ìdavku (kalibrace zn·m˝m p¯Ìdavkem p¯Ìmo
v mÏ¯enÈm roztoku).

VyhodnocenÌ koncentraËnÌch zmÏn v z·vislosti na Ëase
poskytlo v˝sledky v dobrÈ shodÏ s v˝sledky zÌskan˝mi pomo-
cÌ vodivostnÌho mÏ¯enÌ zmÏn koncentrace sloûek p¯i reakci,
jak je z¯ejmÈ z tabulky II.

Membr·nov˝ vstup poskytuje moûnosti citlivÈ detekce

zmÏn koncentrace organick˝ch l·tek ve vodn˝ch roztocÌch
a nabÌzÌ zcela novÈ moûnosti zÌsk·v·nÌ chemick˝ch informa-
cÌ.

Auto¯i dÏkujÌ prof. dr. Helmutu Baltruschatovi, Univerzita
Bonn, za poskytnutÌ folie A, firmÏ Schleicher & Schuel za
poskytnutÌ foliÌ B, C a D, firmÏ Tridelta Siperm GmBH Dort-
mund za poskytnutÌ frity, Ing. Janu Dup·kovi, CSc., ⁄PT AV
»R Brno, za sva¯enÌ spojenÌ elektronov˝m paprskem a Fran-
tiöku Macourkovi za technickou asistenci.

Obr. 6a. Iontov˝ proud benzenu p¯i pouûitÌ interface MIMS ve
vodnÈm roztoku a ve vodnÈm roztoku ve smÏsi s naftalenem; 1 ñ
benzen ve vodnÈm roztoku, 2 ñ benzen a naftalen ve vodnÈm roztoku

Obr. 6b. Iontov˝ proud naftalenu p¯i pouûitÌ interface MIMS ve
vodnÈm roztoku a ve vodnÈm roztoku a ve smÏsi s benzenem; 1 ñ
naftalen ve vodnÈm roztoku, 2 ñ naftalen a benzen ve vodnÈm roztoku

Obr. 7. Sledov·nÌ kinetiky reakce zm˝delnÏnÌ ethylesteru kyseliny
octovÈ hydroxidem sodn˝m. Konverze hydrol˝zy ethylesteru kyse-
liny octovÈ na Ëase. 25 ∞C, 32 ∞C a 39 ∞C
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P. Broû, E. Drb·lkov·, P. Janderka, P. Sitko, and
J. V¯eöù·l (Department of Theoretical and Physical Chemi-
stry, Faculty of Science, Masaryk University, Brno): Coup-
ling of Membrane Introduction with Mass Spectrometer
(MIMS)

The described interface for membrane introduction mass
spectrometry (MIMS) makes it possible to directly determine
concentrations of organic substances in water solution without
any preconcentration technique. Some nonpolar, semipolar
and semivolatile substances were chosen as examples for
demonstration of the MIMS function. Various kinds of mem-
branes were tested. The detection limit, calibration curves and
mutual interference of substances were determined for ben-
zene, naphthalene and propan-1-ol. Ion current intensities
were measured in the SIM mode. Hydrolysis of ethyl acetate
with NaOH was chosen as an example of in-situ kinetic study
using MIMS.
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1. ⁄vod

PrÌrodnÈ l·tky s antioxidaËn˝mi ˙Ëinkami na organizmus
v potravin·ch v poslednom obdobÌ naber·j˙ na v˝zname.
Chr·nia jednotlivÈ komponenty buniek pred oxidaËn˝m stre-
som. Stres sa mÙûe prejaviù ako dÙsledok metabolizmu bunky,
ale mÙûe byù zaprÌËinen˝ aj vonkajöÌmi faktormi ako s˙ mu-
tagÈny fyzik·lneho a chemickÈho pÙvodu. Z tohto hæadiska
nadob˙daj˙ zv˝öen˝ v˝znam najm‰ mikronutrienty s antioxi-
daËn˝mi vlastnosùami medzi ktorÈ patria vitamÌny skupiny C
a E, flavonoidy, antoky·ny a miner·lne stopovÈ prvky. A
pr·ve miner·lne stopovÈ prvky ako je zinok, selÈn, meÔ,
chrÛm a Ôalöie s˙ predmetom öt˙dia mnoh˝ch laboratÛriÌ
zaoberaj˙cich sa racion·lnou v˝ûivou ûivoËÌchov a Ëloveka.
PrÌrodnÈ antioxidanty s˙ v˝znamnÈ z hæadiska protektÌvneho
˙Ëinku, nie len na LDL cholesterol, ale maj˙ predovöetk˝m
antikancerogÈnne a antimutagÈnne vlastnosti.

SelÈn v bunk·ch ûiv˝ch organizmov sa vyskytuje viazan˝
na selenocysteÌn, kde je jednou z integr·lnych s˙ËastÌ enz˝mu
glutationperoxid·zy, ktor˝ sa z˙ËastÚuje pri intracelul·rnom
opravnom mechanizme oxidatÌvnych poökodenÌ v bunke. Se-
lÈn je tieû prÌtomn˝ v 5-iÛdotyronÌndeamin·ze1, v selenopro-
teÌne P a ÔalöÌch selenoproteÌnoch2. V poslednom obdobÌ sa
ukazuje, ûe selenoproteÌny maj˙ podstatn˝ pozitÌvny vplyv na
imunitn˝ systÈm vyööÌch organizmov3.

MnohÈ ochorenia ako je kardiomyopatia, postihuje pre-
vaûne malÈ deti a gravidnÈ ûeny a osteorafia je spÙsoben·
prijmom menej ako 19 µg selÈnu na deÚ4. Ak je selÈn v opti-
m·lnej koncentr·cii v organizme, zabraÚuje tvorbe rakoviny
a hlavne potl·Ëa kardiovaskul·rne ochorenia5,6.

SelÈn sa v z·kladn˝ch potravin·ch vyskytuje v dvoch
form·ch. V organickej podobe, v bielkovin·ch ako s˙Ëasù
selenometionÌnu a selenocysteÌnu, alebo v anorganickej forme
ako seleniËitan a selenan. Vz·jomn˝ vzùah obidvoch foriem
pri metabolizme popÌsal Young7. Koncentr·cia selÈnu v potra-
vin·ch je z·visl· od prÌrodn˝ch podmienok, tj. od koncentr·cie
selÈnu v poænohospod·rskej pÙde8. SelÈn sa nasp‰ù do pÙdy
dost·va po biologickej recykl·cii v organizme v podobe tri-
metylselenonia v moËovine, ako aj vo forme element·rneho
selÈnu a kovovÈho selÈnu. RelatÌvne inertn· forma selÈnu sa
menÌ prostrednÌctvom pÙdnych baktÈriÌ na selenit a selenan9.

Mnoûstvo  selÈnu  v  prostredÌ je  rozdielne  a je  z·vislÈ
od prÌrodn˝ch podmienok v jednotliv˝ch krajin·ch10. V Ja-
ponsku je to aû 130 µg.kg-1 zeminy11, priËom na Slovensku iba

25 µg.kg-1 zeminy Ëo sa negatÌvne odr·ûa aj na jeho mnoûstve
v z·kladn˝ch potravin·ch, ako je mlieko, syry, vajcia a chlieb.
Najv‰ËöÌ obsah selÈnu je v ryb·ch, obilnin·ch, vajciach, öoöo-
vici, hub·ch a v brazÌlskych orechoch.

I keÔ sa v poslednom obdobÌ venuje znaËn· pozornosù
öt˙diu vplyvu selÈnu na æudsk˝ organizmus o jeho metabo-
lizme v æudsk˝ch bunk·ch vieme eöte pomerne m·lo hoci
pozn·me efekt chemickej formy selÈnu na niektorÈ z·vaûne
ochorenia Ëloveka. MnohÈ öt˙die potvrdzuj˙, ûe selenometio-
nÌn do buniek prech·dza aktÌvnym transportom podobne ako
metionÌn, naproti tomu anorganick˝ selÈn bunky absorbuj˙
mechanizmom dif˙zie cez bunkov˙ membr·nu. SelenocysteÌn
prech·dza do bunky aktÌvnym mechanizmom spolu s ostatn˝-
mi b·zick˝mi aminokyselinami12-14.

2. Materi·l a metÛdy

2 . 1 . B a k t e r i · l n e k m e n e

Bakteri·lne kmene Acetobacter pasteurianus a Escheri-
chia coli pouûitÈ v experimentoch poch·dzaj˙ zo zbierky
mikroorganizmov na katedre molekul·rnej biolÛgie PrÌrodo-
vedeckej fakulty UK v Bratislave. Kmene Lactobacillus s˙ zo
zbierky mikroorganizmov V˝skumnÈho ˙stavu potravin·r-
skeho v Bratislave z pracoviaka V⁄P Biocentrum Modra.

2 . 2 . K u l t i v a Ë n È m È d i a a k u l t i v · c i a
b a k t È r i Ì

Kmene E. coli sme kultivovali na kvapalnom Luria-Bar-
toni (LB) mÈdiu (5 g tryptÛn, 5 g kvasniËn˝ autolyz·t, 5 g NaCl
pH 7,2 na 1000 ml mÈdia), bunky Acetobacter pasteurianus
na YPM mÈdiu (5 g kvasniËn˝ autolyz·t, 3 g peptÛn, 20 g
manitol) pri teplote 28 ∞C a Lactobacillus na MM mÈdiu (5 g
kvasniËn˝ autolyz·t, 10 g hov‰dzÌ extrakt, 10 peptÛn, 20 g
glukÛza, 5 ml Tween 80, 2 g K2HPO4, 5 g oct·n sodn˝, 2 g
citronan amÛnny, 0,2 g MgSO4.7H2O, 0,05 g MnSO4 pH 6,2
na 1000 ml mÈdia) pri teplote 37 ∞C. Pri prÌprave pevn˝ch
mÈdiÌ sme prid·vali 20 g agaru na liter mÈdia. MÈdia boli
suplementovanÈ seleniËitanom sodn˝m do koncentr·cie uve-
denej v jednotliv˝ch experimentoch.

2 . 3 . S t a n o v e n i e k o n c e n t r · c i e s e l È n u

RozrastenÈ bunky sme usadili 10 min centrifug·ciou pri
12 000 g a po zliati supernatantu sme bunky dvakr·t premyli
destilovanou vodou. Po mineraliz·cii supernatantu a sedimen-
tu sme koncentr·ciu selÈnu stanovili atÛmovou absorbËnou
spektrometriou (merania sa uskutoËnili vo V˝skumnom ˙sta-
ve potravin·rskom v Bratislave). Ako ötandard sme pouûili
seleniËitan sodn˝.

3. V˝sledky a diskusia

V eurÛpsk˝ch krajin·ch je prÌjem biologicky dÙleûit˝ch
nutriËn˝ch antioxidantov oproti odporuËanÈmu prÌjimu po-
merne nÌzky. Tento stav je spÙsoben˝ rozdielom v stravovanÌ
sa obyvateæstva. Preferuje sa zv˝öen· konzum·cia predovöet-
k˝m rafinovan˝ch tukov a cukrov na ˙kor nerafinovan˝ch15.
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Nemenej v˝znamn˝m faktorom nÌzkeho prÌjmu selÈnu je pre-
dovöetk˝m nÌzka konzum·cia ovocia a zeleniny, ktorÈ orga-
nizmus obohacuj˙ nielen o antioxidanty miner·lneho pÙvodu,
ale aj o polyfenolickÈ zl˙Ëeniny (tanÌny), antoky·ny, betaky·-
ny a zmes rÙznych potrebn˝ch vitamÌnov.

Jednou z moûnostÌ ako suplementovaù nedostatok mikro-
elementov v potravin·ch je ich prid·vanie do potravÌn v takej
forme, ktor˙ je organizmus schopn˝ najlepöie vyuûiù. Najjed-
noduchöia suplement·cia selÈnu do potravÌn je priame prid·-
vanie anorganick˝ch solÌ. Z hæadiska efektÌvnosti je v˝hodnej-
öie selÈn prid·vaù prostrednÌctvom mikroorganizmov, ktorÈ ho
zabuduj˙ v organickej forme do aminokyselÌn a bielkovÌn
v podobe selenoproteÌnov. Experimenty uk·zali, ûe takÈto
zaËlenenie selÈnu do aminokyselÌn ako je cysteÌn a metionÌn
prebieha prevaûne v eukaryotick˝ch bunk·ch. Z potravin·r-
skeho hæadiska najm‰ v bunk·ch mlieËnych baktÈriÌ, ako je
Lactobacillus, alebo v potravin·rskych nepatogÈnnych kva-
sink·ch. InÈ typy baktÈriÌ ukladaj˙ ùaûkÈ kovy, napr. tel˙r, vo
forme kryöt·lov16. Bunky octov˝ch baktÈriÌ ukladaj˙ selÈn
v upravenej amorfnej metabolizovateænej forme.

3 . 1 . S c h o p n o s ù r a s t u b u n i e k E . c o l i
n a m È d i · c h s o s e l È n o m

Pri kultiv·cii na mÈdi·ch so selÈnom, je potrebnÈ s˙strediù
sa na kmene, ktorÈ s˙ schopnÈ akumulovaù selÈn Ëi uû v amor-
fnej forme, alebo vo forme selenoproteÌnov. Z hæadiska v˝zna-
mu a vyuûiteænosti bakteri·lnych druhov na kumul·ciu selÈnu
v bunk·ch sme testovali potravin·rsky v˝znamne druhy bak-
tÈriÌ rodov Lactobacillus a Acetobacter v porovnanÌ s niekto-
r˝mi z·kladn˝mi laboratÛrnymi kmeÚmi buniek Escherichia
coli. Po pridanÌ bakteri·lnej kult˙ry do potravÌn sa oËak·va
dosiahnutie potrebnej dennej d·vky pre æudsk˝ organizmus.

Dev‰ù druhov buniek Escherichia coli sme kultivovali na
tekutom LB mÈdiu s prÌdavkom seleniËitanu sodnÈho v kon-
centr·ci·ch od 0,86ñ17,2 g na liter mÈdia. Vöetky testovanÈ
baktÈrie s˙ schopnÈ r·sù a preûÌvaù do koncentr·cie 1,72 g na
liter mÈdia. Pri vyööÌch koncentr·ci·ch seleniËitanu (obr·zky
1 a 2) je schopnosù rastu a preûÌvania buniek menöia. Najniûöiu
rezistenciu voËi seleniËitanu maj˙ bunky Escherichia coli
XL1 a Escherichia coli JM109, oproti tomu najvyööia rezis-
tencia voËi selÈnu sa prejavuje v bunk·ch Escherichia coli
BB4. Ako ukazuj˙ v˝sledky vyööie percento preûÌvania maj˙
bunky, ktorÈ sa viac menej podobaj˙ div˝m kmeÚom oproti
bunk·m konötruovan˝m pre molekul·rno biologickÈ anal˝zy
v laboratÛri·ch.

3 . 2 . S c h o p n o s ù r a s t u b u n i e k
L a c t o b a c i l l u s s p p . r · s ù n a s e l È n e

Z potravin·rskeho hæadiska 18 v˝znamn˝ch baktÈriÌ rodov
Lactobacillus sme testovali na schopnosù rastu na kultivaËnom
mÈdiu, do ktorÈho sa prid·val seleniËitan rÙznej koncentr·cie.
Dvan·sù 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 LM5/6, Lactobacillus bavaricus
M/401, Streptococcus thermophilus, Pediococcus parvulus,
Pediococcus pentosaceus FBB 61, Pediococcus pentosaceus
FBB 61/12 (tabuæka I) bolo schopn˝ch r·sù v aerÛbnych pod-
mienkach na mÈdi·ch so seleniËitanom do maxim·lnej kon-

centr·cie 6 g na liter mÈdia. Naproti tomu ÔalöÌch öesù druhov
Lactobacillus r·stlo na seleniËitane v koncentraËnom rozsahu
od 8,6 do 43 g na liter kultivaËnÈho mÈdia (obr·zok 3).

3 . 3 . S c h o p n o s ù r a s t u b u n i e k
A c e t o b a c t e r p a s t e u r i a n u s n a s e l È n e

ProkaryotickÈ bunky Acetobacter patria podobne ako Lac-
tobacillus medzi v˝znamnÈ baktÈrie vyuûÌvanÈ v potravin·r-
skom priemysle. Preto schopnosù buniek r·sù na vyööÌch kon-

Obr. 1. Percento preûÌvaj˙cich buniek Escherichia coli v tekutom
kultivaËnom mÈdiu s rÙznou koncentr·ciou seleniËitanu sodnÈho.
A Escherichia coli TG1, B Escherichia coli BB4, C Escherichia coli
XL1, D Escherichia coli K12, E Escherichia coli HB101

Obr. 2. Percento preûÌvaj˙cich buniek Escherichia coli v tekutom
kultivaËnom mÈdiu s rÙznou koncentr·ciou seleniËitanu sodnÈho.
A Escherichia coli JM108, B Escherichia coli JM109, C Escherichia
coli DH1, D Escherichia coli MC4100

Obr. 3. Rast buniek na mÈdiu s rÙznou koncentr·ciou seleniËitanu
sodnÈho. 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
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Tabuæka I
Schopnosù rastu baktÈriÌ mlieËneho kvasenia na MM mÈdiu
s rÙznou koncentr·ciou seleniËitanu sodnÈho (c)

BaktÈrie Medzin·rodnÈ c
oznaËenie kmeÚov [g.l-1]

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

centr·ci·ch selÈnu je z potravin·rskeho hæadiska dosù v˝znam-
na. Pri öt˙diu schopnosti kumul·cie selÈnu do buniek baktÈriÌ
Acetobacter sme testovali ötyri druhy A. pasteurianus 2374,
A. pasteurianus 3612, A. pasteurianus 3613 a A. pasteurianus
3614. Bunky na minim·lnych tekut˝ch ako aj pevn˝ch mÈdi-
·ch r·stli do koncentr·cie selÈniËitanu 17,2 g.l-1. Bunky A. pa-
steurianus 3612 a A. pasteurianus 3614 boli schopnÈ r·sù aû
do koncentr·cie 56,8 g.l-1 selÈnu. Z rozrasten˝ch buniek po ich
niekoækon·sobnom premytÌ a mineraliz·cii sme stanovovali
koncentr·ciu selÈnu v bunk·ch atÛmovou absorbËnou spek-
trometriou.

Pri porovnanÌ dvoch z·kladn˝ch bakteri·lnych druhov
Escherichia coli a Lactobacillus vidieù, ûe prevaûn· v‰Ëöina
buniek oboch druhov baktÈriÌ je schopn· r·sù na seliËitane do
koncentr·cie 6 g.l-1. Naproti tomu niektorÈ druhy s˙ schop-
nÈ r·sù na mÈdiu s trojn·sobnou koncentr·ciou seleniËitanu
a niektorÈ druhy Lactobacillus dokonca na mÈdiu s koncen-
tr·ciou selÈnu viac ako 40 g.l-1. Tieto koncentr·cie s˙ dosta-
toËne vysokÈ na to, aby po suplement·cii potravÌn ûiv˝mi
bunkami rodu Lactobacillus alebo bielkovinami tohto druhu
pokryli denn˙ d·vku selÈnu potrebn˙ pre optim·lnu regul·ciu
metabolick˝ch dr·h vo vyööÌch organizmoch.

Na tomto mieste bude potrebnÈ aj odpovedaù na poloûen˙
ot·zku, od Ëoho z·visÌ schopnosù kumul·cie vyööej koncentr·-
cie selÈnu v bunk·ch a ak˝m mechanizmom sa selÈn do buniek
dost·va. Experimenty uk·zali, ûe bunky E. coli TG1 za nor-
m·lnych podmienok rast˙ na selÈne do koncentr·cie 7,1 g.l-1.
Postupn˝m preoËkov·vanÌm na vyööie koncentr·cie seleniËi-
tanu je moûnÈ indukovaù ich schopnosù rastu aû na koncentr·-
ci·ch do 41,2 g.l-1 na liter mÈdia. Podobne je to aj u buniek
A. pasteurianus, ktorÈ beûne rast˙ na mÈdi·ch s prÌdavkom
17,2 g.l-1 selÈnu. AdaptovanÌm buniek v prostredÌ s vyööou
koncentr·ciou selÈnu dosiahneme schopnosù rastu buniek aû

na 56,8 g.l-1 koncentr·cii, Ëo je trojn·sobok pÙvodnej koncen-
tr·cie. Pri meranÌ koncentr·cie selÈnu v kultivaËnom mÈdiu
a v bunk·ch baktÈriÌ pred kultiv·ciou a po skonËenÌ kultiv·cie
sme zistili, ûe v mÈdiu zost·va asi 11 % z prid·vanÈho selÈnu.
Toto mnoûstvo je vûdy rovnakÈ nech bunky kultivujeme pri
akejkoævek koncentr·cii selÈnu. Zost·va nezodpovedan· ot·z-
ka, preËo bunky z prostredia pri nÌzkych koncentr·ci·ch nevia-
ûu selÈn ˙plne.
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Accumulation and Transformation of Selenite by Bacteria
in Biologically Utilisable Form

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
ability of the studied strains to grow at various concentrations
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strains, the concentrations ranges were 1.7ñ17.2, 17.2ñ56.8
and 8.6ñ43 g.l-1 of selenium, respectively.
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⁄vod

Jako polymorfismus neboli interindividu·lnÌ variabilita je
oznaËov·n jev, kdy  odezva  na lÈËivo  mezi jednotlivci je
kvantitativnÏ i kvalitativnÏ odliön·. I kdyû jsou tyto rozdÌly
patrnÈ u vöech chemick˝ch i biologick˝ch dÏj˘, kter˝m lÈËivo
po vstupu do organismu podlÈh·, nejv˝raznÏjöÌ je variabilita
biotransformace lÈËiv. Pro metabolismus lÈËiv je prim·rnÏ
rozhodujÌcÌ geneticky urËen· aktivita enzym˘, tj. metabolick˝
genotyp jednotlivce. Informace o metabolismu lÈËiv a funk-
Ënosti jednotliv˝ch metabolick˝ch drah mohou p¯edem zabr·-
nit pouûitÌ p¯Ìpravk˘, kterÈ by byly pro danÈho jedince toxickÈ
nebo naprosto ne˙ËinnÈ1.

N·ö z·jem se soust¯edil na enzymov˝ systÈm cytochromu
P450 (CYP450), kter˝ katalyzuje vÏtöinu reakcÌ prvnÌ f·ze
biotransformace xenobiotik v lidskÈm tÏle. Jeho izoformu 2D6
(CYP2D6) charakterizuje v˝razn˝ genetick˝ polymorfismus,
kter˝ je ve srovn·nÌ s ostatnÌmi CYP450 nejvÌce prozkoum·n.
V literatu¯e bylo pops·no jiû vÌce neû 50 alel, kterÈ kÛdujÌ
CYP2D6 s r˘znou aktivitou a vysvÏtlujÌ tak p¯Ìtomnost poma-
l˝ch, intermedi·rnÌch, rychl˝ch a ultrarychl˝ch metaboliz·-
tor˘ CYP2D6 v lidskÈ populaci2.

Rychlost, s jakou dan˝ jedinec xenobiotika ñ substr·ty
CYP2D6 ñ metabolizuje, lze p¯edpovÏdÏt buÔ urËenÌm geno-
typu (anal˝zou DNA), nebo urËenÌm fenotypu, tj. pod·nÌm
vhodnÈ modelovÈ l·tky, jejÌû metabolismus z·visÌ v˝luËnÏ na
aktivitÏ CYP2D6. Fenotyp je pak moûnÈ zjistit na z·kladÏ
mnoûstvÌ  podanÈ modelovÈ  l·tky a jejÌho metabolitu (-˘)
v krvi nebo v moËi.

Pro zjiöùov·nÌ aktivity CYP2D6 v pokusech in vivo jsou
nejËastÏji jako modelovÈ l·tky pouûÌv·ny debrisochin, spar-
tein a dextromethorphan (DM). Velice v˝hodn˝ je DM, pro-
toûe nevykazuje z·vaûnÈ vedlejöÌ ˙Ëinky. V ¯adÏ studiÌ v us-
po¯·d·nÌ in vitro a in vivo bylo prok·z·no, ûe O-demethylaci
DM na dextrorphan (DEX) (obr. 1) v lidskÈm organismu
katalyzuje tÈmÏ¯ v˝luËnÏ CYP2D6. Indexem, kter˝ spolehlivÏ
odr·ûÌ aktivitu CYP2D6, je tzv. metabolick˝ pomÏr (MP). MP
je pomÏr mol·rnÌch koncentracÌ DM a DEX v moËi:

MP = CDM/ CDEX

Jedinci s MP > 0,3 jsou pomalÌ metaboliz·to¯i, zatÌmco
ostatnÌ jsou metaboliz·to¯i rychlÌ.

AlternativnÌ cesta metabolismu DM na 3-methoxymor-
phinan (MM) je katalyzov·na nÏkter˝mi dalöÌmi izoenzymy
(CYP450, viz obr. 1). Tato cesta se na metabolismu DM podÌlÌ
asi z 10 %. DEX a MM d·le podlÈhajÌ demethylaci na hydro-
xymorphinan (HM). DM a MM jsou vyluËov·ny do moËi
p¯Ìmo, DEX a HM p¯ev·ûnÏ jako glukuronidy.

CÌlem studie bylo vypracovat HPLC metodu pro stanovenÌ
DM a metabolit˘ v moËi a ovÏ¯it ji p¯i stanovenÌ fenotypu
CYP2D6 ve vzorku zdrav˝ch subjekt˘ populace »eskÈ repub-
liky.

Experiment·lnÌ Ë·st

Studie se z˙Ëastnilo 102 zdrav˝ch, nep¯Ìbuzn˝ch dobro-
volnÌk˘ ve vÏku 20ñ35 let (59 muû˘, 43 ûen). Jednor·zovÏ jim
byl pod·n hydrobromid dextromethorphanu v d·vce 27,5 mg
per os (25 ml sirupu Wick Formula 44 Plus S, Wick Pharma,
Gross-Gerau, SRN).

DobrovolnÌci sbÌrali kvantitativnÏ moË v intervalu 0ñ4
hodiny po pod·nÌ l·tky. Objem moËe byl stanoven v·ûenÌm
a odebranÈ vzorky (dvakr·t 2 ml) byly uchov·ny p¯i teplotÏ
ñ80 ∞C aû do anal˝zy (nejdÈle 2 mÏsÌce).

H P L C

IzolaËnÌ postup sledovan˝ch l·tek z moËe a stanovenÌ
jejich koncentracÌ metodou HPLC s fluorescenËnÌ detekcÌ
vznikl ˙pravou metod publikovan˝ch v literatu¯e3-6.

Konfigurace p¯Ìstroje: Pumpa LC-10AS, d·vkovacÌ za¯Ì-
zenÌ SIL-10A a fluorescenËnÌ detektor RF-10A (excitaËnÌ
a emisnÌ vlnov· dÈlka 280 nm/310 nm) od firmy Shimadzu
(Kyoto, Japonsko).

Obr. 1. Biotransformace dextromethorphanu v j·trech
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ChromatografickÈ podmÌnky: kolona: Tessek phenyl,
150◊3 mm, 5 µm (Tessek, Praha, »R); p¯edkolona: Tessek
phenyl, 30◊3 mm, 10 µm (Tessek, Praha, »R); mobilnÌ f·ze:
acetonitril ñ KH2PO4 pufr (0,01 mol.l-1), v pomÏru 3:2 (v/v),
triethylamin (350 µl.l-1), pH 3,6 (upraveno H3PO4, 0,1 mol.l-1);
pr˘tokov· rychlost mobilnÌ f·ze 0,7 ml.min-1(160ñ170 MPa);
temperace kolony 30 ∞C, temperace autosampleru 10 ∞C; vnit¯-
nÌ standard: betaxolol (betaxololi hydrochloridum, Lokren
20 mg tbl., Synthelabo, Francie).

Standardy analyzovan˝ch l·tek: dextromethorphan hydro-
bromid monohydr·t, (+)-3-methoxymorphinan hydrobromid,
(+)-3-hydroxymorphinan hydrochlorid a vÌnan dextrorphanu
monohydr·t od firmy Hoffmann-La RochÈ, äv˝carsko.

⁄ p r a v a v z o r k ˘ m o Ë e p ¯ e d a n a l ˝ z o u

DM a jeho metabolity byly ze vzork˘ moËe izolov·ny
metodou extrakce a reextrakce v systÈmu kapalinañkapalina.
Konjug·ty DEX a HM s kyselinou glukuronovou byly p¯ed
extrakcÌ hydrolyticky rozötÏpeny enzymem β-glukuronida-
sou. P¯i hydrol˝ze byl 1 ml moËe s p¯Ìdavkem 0,4 ml octanu
sodnÈho (0,2 mol.l-1) a 0,031 ml (1,620 µkatal.l-1) β-glukuro-
nidasy inkubov·n ve vodnÌ l·zni temperovanÈ na 37 ∞C. Inku-
baËnÌ doba 18 h byla p¯edem experiment·lnÏ ovÏ¯ena jako
dostateËn· pro ˙plnou hydrol˝zu glukuronid˘.

Pro stanovenÌ koncentracÌ DM a MM byly extrahov·ny
vzorky ne¯edÏn˝ch inkubaËnÌch smÏsÌ a pro stanovenÌ kon-
centracÌ HM a DEX byly pouûity vzorky inkubaËnÌch smÏsÌ
¯edÏn˝ch slepou moËÌ. Faktor ¯edÏnÌ (10, 50 nebo 100) se
u jednotliv˝ch dobrovolnÌk˘ liöil v z·vislosti na velikosti diu-
rÈzy.

K 1 ml smÏsi ¯edÏnÈ i ne¯edÏnÈ bylo p¯id·no 0,4 ml
Na2CO3 (0,5 mol.l-1), 0,1 ml vnit¯nÌho standardu (5 ng.l-1,
¯edÏno 0,1 mol.l-1 HCl) a 4 ml extrakËnÌho Ëinidla (hexan:
n-butanol, 9:1 v/v). Po 15 minutovÈm prot¯ep·nÌ extrakËnÌ
smÏsi n·sledovala centrifugace (2200 rpm, 15 min). Potom
byly zkumavky se vzorky vloûeny do chlazenÈ hexanovÈ l·znÏ
(ñ20 ∞C). Po zmrznutÌ vodnÈ f·ze byla organick· vrstva p¯e-

vedena do ËistÈ konickÈ zkumavky. Vodn· f·ze byla po roz-
mrazenÌ extrahov·na jeötÏ jednou stejn˝m postupem. Orga-
nickÈ f·ze z obou extrakcÌ byly spojeny a pouûity k reextrakci.
Ke spojen˝m organick˝m f·zÌm bylo p¯id·no 0,3 ml KHSO4
(0,01 mol.l-1). Po 15 minutovÈm t¯ep·nÌ n·sledovala centrifu-
gace (2200 rpm, 15 min). Potom byla vodn· vrstva opÏt
vymraûena a organick· f·ze byla ods·ta. Vodn· f·ze byla po
rozmrazenÌ nast¯ikov·na na kolonu v objemu 3ñ50 µl.

KalibraËnÌ ¯ada a vzorky kontroly kvality byly p¯ipravo-
v·ny gravimetricky ¯edÏnÌm z·sobnÌch roztok˘ standard˘ sle-
pou moËÌ (konc. z·sobnÌch roztok˘: DM 176,4 mg.l-1, MM
143,0 mg.l-1, DEX 1791,9 mg.l-1 a HM 1073,0 mg.l-1, ¯edÏno
0,1 mol.l-1HCl). Rozsahy koncentracÌ jednotliv˝ch l·tek v ka-
libraËnÌ ¯adÏ byly 4,87.10-3ñ0,159 mg.l-1 pro DM, 5,16.10-3ñ
0,167 mg.l-1pro MM, 0,0916ñ2,986 mg.l-1pro DEX a 0,0465ñ
1,489 mg.l-1 pro HM.

Parametry kalibraËnÌch z·vislostÌ byly zÌsk·ny ze z·vis-
losti pomÏru ploch pÌk˘ stanovovanÈ l·tky a vnit¯nÌho stan-
dardu na teoretickÈ koncentraci analyzovanÈ l·tky metodou
v·ûenÈ line·rnÌ regrese (souË·st programu NCSS 6. 0. 21,
BMDP Statistical Software, Los Angeles, California).

V˝sledky a diskuse

ChromatografickÈ z·znamy anal˝z jsou uvedeny na obr. 2
a 3. Anal˝za jednoho vzorku trvala 17 minut. ZvolenÈ chro-
matografickÈ podmÌnky umoûnily ˙plnou separaci a stanovenÌ
dextromethorphanu, jeho metabolit˘ a vnit¯nÌho standardu.
Anal˝za moËÌ zÌskan˝ch od 102 dobrovolnÌk˘ p¯ed pod·nÌm
dextromethorphanu prok·zala, ûe endogennÌ l·tky neinterfe-
rujÌ s l·tkami analyzovan˝mi (obr. 2).

Extrakce DM a metabolit˘ z moËi do organickÈho rozpouötÏ-
dla je problematick·, protoûe HM a DEX jsou pol·rnÏjöÌ neû
MM a DM. Auto¯i d¯Ìve publikovan˝ch extrakËnÌch metod
proto up¯ednostÚovali pouûitÌ opakovanÈ extrakce3, pouûitÌ
dvou extrakËnÌch Ëinidel4 nebo extrakci na pevn˝ch f·zÌch5.
P¯i extrakci smÏsÌ hexanñbutanol je uv·dÏna v˝tÏûnost extrak-

Obr. 2 Chromatografick˝ z·znam anal˝z moËi; B ñ chromatogra-
fick˝ z·znam slepÈ moËi, L2 chromatografick˝ z·znam kalibraËnÌho
bodu L2: 1 ñ hydroxymorphinan, 2 ñ dextrorphan, 3 ñ betaxolol, 4 ñ
methoxymorphinan, 5 ñ dextromethorphan

Obr. 3. ChromatografickÈ z·znamy moËe po inkubaci s β-glukuro-
nidasou: S1 ñ ne¯edÏn· inkubaËnÌ smÏs pro stanovenÌ dextromethor-
phanu (5) a methoxymorphinanu (4), S2 ñ ¯edÏn· inkubaËnÌ smÏs pro
stanovenÌ hydroxymorphinanu (1), dextrorphanu (2) a betaxololu (3)
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Tabulka I
V˝sledky anal˝z vzork˘ kontroly kvality

Vzorek Analyt Teoretick· PomÏr namÏ¯enÈ a teor. konc. Pr˘mÏr CVa REb

kontroly koncentrace ve dnech [%] [%]
kvality [µg.l-1] 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 3,4 ñ2,2
DEX 3,15 0,93 1,05 1,04 0,99 0,93 0,97 1,08 1,00 5,8 ñ0,3
MM 0,178 0,91 1,00 0,99 0,93 0,88 0,99 0,88 0,94 5,8 ñ5,8
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

a VariaËnÌ koeficient, b relativnÌ odchylka

Tabulka II
Metabolick˝ pomÏr (MP) a exkrece dextromethorphanu a jeho
metabolit˘ do moËe v intervalu 0ñ4 h po pod·nÌ 85 µmol
(27,5 mg) hydrobromidu dextromethorphanu ve skupinÏ rych-
l˝ch (RM) a pomal˝ch (PM) metaboliz·tor˘

Medi·n (rozpÏtÌ)
RM (N = 95) PM (N = 7)

MPa 0,007 (0,0001ñ0,18) 1,3 (0,37ñ4,6)

DM 0,20 (0,005ñ2,2) 2,19 (0,96ñ13,5)
DEX 29,8 (3,70ñ50,8) 2,20 (0,46ñ8,85)
MM 0,02 (0,003ñ0,14) 0,13 (0,08ñ1,61)
HM 11,0 (0,94ñ19,3) 2,04 (0,09ñ4,53)

a 4-h exkrece (% d·vky); pro vöechny l·tky statisticky v˝-
znamn˝ rozdÌl mezi RM a PM (p < 0,0001, Mann-Whitney
U-test)

ce pro DM a DEX v rozmezÌ 50ñ80 % (cit.6). Opakovan·
extrakce vzork˘ moËi smÏsÌ hexanñbutanol a vymraûov·nÌ
vodnÈ f·ze p¯ed oddÏlenÌm organickÈ f·ze vedly v tÈto studii
k vyööÌ extrakËnÌ v˝tÏûnosti u vöech analyt˘ (DM 97 %, DEX
99 %, HM 83 %, MM 92 % a BX 101 %).

KorelaËnÌ koeficienty kalibraËnÌch z·vislostÌ zÌskan˝ch
pro DM a metabolity bÏhem sedmi po sobÏ jdoucÌch dn˘ byly
ve vöech p¯Ìpadech vyööÌ neû 0,998. Pr˘mÏrnÈ relativnÌ od-
chylky teoretick˝ch a analyzovan˝ch koncentracÌ kalibraË-
nÌch bod˘ se pro vöechny l·tky pohybovaly v rozmezÌ od
ñ3,2 % do 3,6 %. Z toho vypl˝v·, ûe kalibraËnÌ z·vislosti byly
v koncentraËnÌch rozmezÌch uveden˝ch v experiment·lnÌ Ë·sti
pro vöechny l·tky line·rnÌ.

VariaËnÌ koeficienty namÏ¯en˝ch koncentracÌ mezi dny
(N = 7) byly pro vöechny kalibraËnÌ body a l·tky v rozmezÌ od
2,3 % do 7,4 %. P¯esnost anal˝z v jednotliv˝ch dnech byla
odhadnuta z hodnot pomÏr˘ namÏ¯enÈ a teoretickÈ koncentra-
ce pro 5 vzork˘ kalibraËnÌ ¯ady. VariaËnÌ koeficienty tÏchto
pomÏr˘ v jednotliv˝ch dnech se pohybovaly v rozmezÌ 1,2 %
aû 6,9 % (DM, DEX a HM) a 2,6 % aû 9,2 % (MM). P¯esnost
a spr·vnost anal˝z vzork˘ kontroly kvality vypl˝v· z ˙daj˘
v tabulce I. V˝sledky anal˝z kalibraËnÌch bod˘ s nejniûöÌmi

koncentracemi byly reprodukovatelnÈ a spr·vnÈ. Tyto teore-
tickÈ koncentrace (uvedenÈ v experiment·lnÌ Ë·sti) je moûnÈ
povaûovat za spodnÌ meze stanovitelnosti analyzovan˝ch l·-
tek. Pro hodnotu pomÏru sign·lu a öumu 5 byl odpovÌdajÌcÌ
detekËnÌ limit pro DM a metabolity odhadnut na 0,035 ng, coû
odpovÌd· koncentraci v moËi 0,23 µg.l-1. V porovn·nÌ s pub-
likovan˝mi detekËnÌmi limity HPLC metod s fluorescenËnÌ
detekcÌ4,6je n·mi dosaûen· hodnota o jeden ¯·d niûöÌ. HlavnÌm
d˘vodem tohoto rozdÌlu je pravdÏpodobnÏ to, ûe zvolenÈ
separaËnÌ podmÌnky vedly k ˙plnÈ absenci interferujÌcÌch pÌk˘
endogennÌch l·tek. DalöÌm d˘vodem je o 20ñ30 % vyööÌ v˝-
tÏûnost n·mi pouûitÈ extrakËnÌ metody.

Podle meznÌ hodnoty metabolickÈho pomÏru DM/DEX
v moËi bylo 7 (6,9 %) dobrovolnÌk˘ oznaËeno jako pomalÌ
metaboliz·to¯i a 95 (93,1 %) dobrovolnÌk˘ jako metaboliz·to¯i
rychlÌ. Tyto v˝sledky se shodujÌ se z·vÏry studiÌ, kterÈ byly
provedeny u jin˝ch evropsk˝ch bÌl˝ch populacÌ s dextrome-
thorphanem, sparteinem a debrisochinem jako modelov˝mi
substr·ty7. V populaci »eskÈ republiky byla provedena studie
s methoprololem (substr·t CYP2D6), kter· nalezla fenotyp
pomalÈho metaboliz·tora u 6 z 97 ˙ËastnÌk˘8 (6,2 %). Frek-
venËnÌ histogram rozloûenÌ dekadick˝ch logaritm˘ hodnot
MP ve skupinÏ 102 vyöet¯ovan˝ch osob je uveden na obr. 4.
RozdÌl v kumulativnÌ exkreci DM a metabolit˘ do moËe za 4 h

Obr. 4. FrekvenËnÌ histogram rozloûenÌ dekadick˝ch logaritm˘
hodnot metabolitickÈho pomÏru dextromethorphan (DM)/dextror-
phan (DEX) ve skupinÏ 102 vyöet¯en˝ch osob (poËet dobrovolnÌk˘ n)
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od pod·nÌ l·tky byl mezi RM a PM pro vöechny l·tky statis-
ticky vysoce v˝znamn˝ (tabulka II). P¯esto stanovenÌ exkrece
samotnÈho  DM (nevyûadujÌcÌ  hydrol˝zu  glukuronid˘) ne-
umoûÚuje ve vöech p¯Ìpadech odliöit RM a PM, protoûe se
rozmezÌ hodnot exkrece pro mate¯skou l·tku mezi obÏma
skupinami p¯ekr˝vajÌ.
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G. Zimov·, J. Chl·dek, J. MartÌnkov·, and M. Ber·nek
(Department of Pharmaceutical Chemistry and Drug Control,
Faculty of Pharmacy, Charles University, Hradec Kr·lovÈ):
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 ñ 0.01 M-KH2PO4
3:2, triethylamine 350 µl l-1, pH 3.6; flow rate 0.7 ml.min-1,
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 (0.37ñ4.6) and 0.007 (0.0001ñ0.18) in
the latter.

⁄stav jadernÈho v˝zkumu ÿeû a.s. p¯ijme do centr·lnÌ analytickÈ laborato¯e

1 pracovnÌka v˝zkumu a v˝voje

pro oblast anal˝zy jadern˝ch materi·l˘ metodami hmotnostnÌ spektrometrie, p¯Ìp. anal˝zy
vzork˘ ûivotnÌho prost¯edÌ na obsah radionuklid˘ a tÏûk˝ch kov˘.

Poûadavky: Vä vzdÏl·nÌ v oblasti jadernÈ nebo analytickÈ chemie, praxe v oboru, znalost
anglickÈho jazyka, pr·ce na PC, schopnost samostatnÈ pr·ce a rozhodov·nÌ. VÏ-
deck· hodnost vÌt·na.

NabÌzÌme: moûnost realizace ve vedenÌ pracovnÌch t˝m˘, moûnost odbornÈho r˘stu, ˙Ëast
v mezin·rodnÌch projektech, odpovÌdajÌcÌ platovÈ podmÌnky.

Kontakt: ⁄VJ ÿeû a.s.,  divize reaktorov˝ch  sluûeb, 250  68  ÿeû, RNDr.  M·lek,  CSc.,
tel. 02/6617 2485, nebo Ing. Kysela, CSc., tel. 02/6617 3526
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PÿÕPRAVA A OVÃÿENÕ STANDARDNÕCH
ROZTOKŸ NIKLU, SELENU, THALIA A ZINKU
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roztok

⁄vod

N·vaznost chemick˝ch mÏ¯enÌ (urËov·nÌ l·tkovÈho mnoû-
stvÌ) b˝v· realizov·na souborem referenËnÌch materi·l˘: od
prim·rnÌch referenËnÌch materi·l˘, p¯es certifikovanÈ refe-
renËnÌ materi·ly aû k vnitrolaboratornÌm referenËnÌm materi·-
l˘m. Mol je veliËina, jejÌû jednotku nelze realizovat artefak-
tem, prim·rnÌ etalon (prim·rnÌ referenËnÌ materi·l) nem˘ûe
proto b˝t koneËn˝m Ël·nkem schÈmatu n·vaznosti, ale je
nutno zajistit jeho n·vaznost na z·kladnÌ jednotku SI soustavy
a to nejlÈpe pomocÌ prim·rnÌch mÏ¯ÌcÌch metod, kterÈ vykazujÌ
nejvyööÌ stupeÚ spr·vnosti a p¯esnosti. Z metrologickÈho hle-
diska se chemick· mÏ¯enÌ mohou dÏlit do t¯Ì kategoriÌ1. Pri-
m·rnÌ metody vyuûÌvajÌ k zÌsk·nÌ v˝sledku v˝poËet zaloûen˝
na platn˝ch fyzik·lnÌch a chemick˝ch z·konech, vlastnÌ mÏ-
¯enÌ m· p¯Ìmou n·vaznost na SI. RelativnÌ metody porovn·vajÌ
sign·l p¯ÌsluöejÌcÌ vzorku se sadou kalibraËnÌch vzork˘ o zn·-
mÈm obsahu, matriËnÌ efekty majÌ zanedbateln˝ vliv. Kompa-
rativnÌ metody takÈ vyuûÌvajÌ srovn·nÌ vzorku se sadou stan-
dard˘, v˝znamnÏ se zde ale uplatÚujÌ matriËnÌ efekty. V sou-
ËasnÈ praxi nalÈzajÌ nejöiröÌ uplatnÏnÌ pr·vÏ metody relativnÌ
a komparativnÌ. Metrologick· kalibrace zajiöùujÌcÌ n·vaznost
k SI jednotce mol se u komparativnÌch metod prov·dÌ v˝hrad-
nÏ pomocÌ matricov˝ch CRM.

Kalibraci relativnÌch metod je moûno prov·dÏt pomocÌ
roztok˘ Ëist˝ch chemik·liÌ. Aby nebyl p¯eruöen ¯etÏzec n·vaz-
nosti, musÌ b˝t tyto kalibraËnÌ roztoky nav·zanÈ k molu a kro-
mÏ koncentrace samotnÈ musÌ b˝t stanovena takÈ jejÌ nejistota.
Tyto roztoky budeme naz˝vat standardnÌ roztoky (SR). Pro
p¯Ìpravu SR nestaËÌ pouze rozpustit velice Ëistou chemik·lii,
ale je nutno provÈst ovÏ¯enÌ jejÌ koncentrace metodou vyka-
zujÌcÌ dobrou n·vaznost, tedy nÏkterou prim·rnÌ metodou.
Takto p¯ipravenÈ roztoky pak slouûÌ jako spojovacÌ Ël·nek
mezi prim·rnÌmi metodami a rutinnÌmi metodami anal˝zy.

CÌlem p¯edloûenÈ studie je na p¯Ìkladu niklu, selenu, thalia
a zinku uk·zat moûnou p¯Ìpravu SR kov˘ a jejich ovÏ¯enÌ po-
mocÌ gravimetrick˝ch a titraËnÌch metod tak, aby byly zacho-
v·ny vöechny poûadavky n·vaznosti a metrologickÈ kalibrace.

Experiment·lnÌ Ë·st

C h e m i k · l i e

SR niklu, thalia a zinku byly p¯ipraveny z velmi Ëist˝ch
kov˘ (vöechny stupnÏ Ëistoty puriss., Fluka, Buchs, Switzer-

land), SR selenu byl p¯ipraven z hydr·tu seleniËitanu sodnÈho
(Lachema Brno, »R), kyselina dusiËn· pouûit· k rozpouötÏnÌ
kov˘ byla stupnÏ Suprapure (Merck, Darmstadt, Germany).
Chelaton 3 pouûit˝ k titraËnÌmu stanovenÌ byl Ëistoty p.a.
(Lachema, Brno, »R), stejnÏ jako chlorid olovnat˝, kter˝ byl
navÌc p¯eËiötÏn krystalizacÌ z redestilovanÈ vody. Jeho Ëistota
byla ovÏ¯ena anal˝zou obsahu neËistot metodou hmotnostnÌ
spektrometrie s indukËnÏ v·zan˝m plazmatem (ICP-MS) a je
vÏtöÌ neû 99,99 %. Ke gravimetrickÈmu stanovenÌ byla pouûita
tato sr·ûedla: chroman draseln˝ (Lachema Brno, »R), biace-
tyldioxim (Fluka, Buchs, Switzerland) a kyselina chinaldino-
v· (Aldrich, Milwaukee, WI). PomocnÈ chemik·lie (meta-
lochromnÌ indik·tory murexid a xylenolov· oranû, hexame-
thylentetramin, amoniak, octan amonn˝, octan sodn˝, octov·
kyselina, chlorovodÌkov· kyselina, hydroxid sodn˝, ethanol,
aceton) pouûitÈ p¯i chelatometrickÈm a gravimetrickÈm stano-
venÌ kov˘ a p¯ÌpravÏ SR byly vöechny Ëistoty p.a. (Lachema
Brno, »R). KalibraËnÌ roztoky pro AAS byly p¯ipraveny ¯e-
dÏnÌm z roztok˘ obsahujÌcÌch 1 mg.ml-1 p¯Ìsluön˝ch kov˘
(Merck, Darmstadt, Germany). Voda pouûit· pro p¯Ìpravu
vöech roztok˘ byla buÔto dvakr·t destilovan· nebo deminera-
lizovan· (Milli ñ Q system, Millipore, Bedford, MA, USA).

P ¯ Ì s t r o j e a p o m ˘ c k y

VeökerÈ pouûitÈ odmÏrnÈ n·dobÌ (pipety 20, 50 a 100 ml
a byreta 25 ml) bylo t¯Ìdy A a p¯ed pouûitÌm bylo vyËiötÏno
louûenÌm v chromsÌrovÈ smÏsi. V·ûenÌ bylo prov·dÏno na va-
h·ch  Mettler Toledo  AB204 (Mettler Toledo, Greifensee,
Switzerland) externÏ kalibrovan˝ch pomocÌ z·vaûÌ 100 g (se-
kund·rnÌ etalon I. ¯·du ñ E 2) ovÏ¯enÈho v laborato¯Ìch »eskÈ-
ho metrologickÈho institutu.StanovenÌzbytkovÈho obsahu zinku
ve filtr·tu a prom˝vacÌ vodÏ po gravimetrickÈm stanovenÌ
bylo provedeno mÏ¯enÌm atomovou absorpËnÌ spektrometriÌ
(AAS) na p¯Ìstroji GBC 332 (GBC, Dandenong, Victoria,
Australie), stanovenÌ zbytkovÈho mnoûstvÌ niklu, selenu a tha-
lia bylo provedeno metodou ICP-MS (PE Elan 6000, Perkin-
Elmer/Sciex, Norwalk, CT, USA). Kontrola pH p¯i chelato-
metrickÈm stanovenÌ kov˘ byla prov·dÏna pomocÌ pH-metru
OP-201/2 (Radelkis, Hungary).

P ¯ Ì p r a v a S R

Nikl byl k dispozici v podobÏ pr·öku a byl rozpouötÏn bez
dalöÌch ˙prav. Zinek a thalium (granulovanÈ thalium je ucho-
v·v·no pod vodou) byly od v˝robce k dispozici v podobÏ
kousk˘ o pr˘mÏrnÈ velikosti 5 mm. Kovy byly kr·tce opl·ch-
nuty z¯edÏnou kyselinou dusiËnou (1 + 9), pak vodou a od-
maötÏny acetonem. Po oschnutÌ bylo odv·ûeno do 250 ml PP
k·dinky p¯ibliûnÏ po 2 g kov˘ a nav·ûky byly rozpuötÏny ve
100 ml z¯edÏnÈ (1 + 1) kyseliny dusiËnÈ. Roztoky byly p¯eve-
deny do 2 l odmÏrn˝ch banÏk, doplnÏny vodou na objem
a p¯evedeny do 2 l PP z·sobnÌch lahvÌ. Roztoky jsou uchov·-
v·ny v chladniËce p¯i teplotÏ 4 ∞C.

SR selenu o koncentraci p¯ibliûnÏ 1 mg.ml-1 byl p¯ipraven
rozpuötÏnÌm vypoËtenÈ nav·ûky hydr·tu seleniËitanu sodnÈho
v redestilovanÈ vodÏ, roztok byl okyselen 50 ml koncentrova-
nÈ kyseliny dusiËnÈ a p¯eveden do 2 l odmÏrnÈ baÚky. Protoûe
v˝chozÌ slouËenina byl hydr·t neurËitÈho sloûenÌ, byl tento
p¯ipraven˝ roztok nejprve porovn·n s podobn˝m komerËnÌm
roztokem (Merck) obsahujÌcÌm zn·mÈ mnoûstvÌ selenu mÏ¯e-
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nÌm metodou ICP-MS. Po provedenÌ srovn·nÌ bylo ke stan-
dardnÌmu roztoku p¯iv·ûeno jeötÏ dalöÌ mnoûstvÌ seleniËitanu
takovÈ, aby se celkov· koncentrace selenu blÌûila hodnotÏ
1 mg.l-1. Roztok byl p¯eveden do 2 l polyethylenovÈ z·sobnÌ
lahve a uchov·v·n v chladniËce p¯i teplotÏ 4 ∞C.

N·dobÌ (k·dinky, odmÏrnÈ baÚky a lahve) pouûitÈ pro p¯Ì-
pravu vöech SR bylo novÈ a bylo p¯ed pouûitÌm ËiötÏno louûenÌm
ve z¯edÏnÈ (1 + 9) kyselinÏ dusiËnÈ po dobu nÏkolika t˝dn˘. Pro
p¯Ìpravu kaûdÈho z roztok˘ byla pouûita origin·lnÌ sada n·dobÌ.

GravimetrickÈ stanovenÌ prvk˘2,3

S t a n o v e n Ì n i k l u

50 ml SR niklu se na¯edilo vodou na objem p¯ibliûnÏ
150 ml a roztok se zneutralizoval z¯edÏn˝m (1 + 1) roztokem
amoniaku na bromthymolovou mod¯ a okyselil nÏkolika kap-
kami z¯edÏnÈ (1 + 1) kyseliny chlorovodÌkovÈ do barevnÈho
p¯echodu indik·toru. Roztok se zah¯·l k varu, nikl se srazil
30 ml 1 %-nÌho roztoku dimethyldioximu v ethanolu a roztok
se zneutralizoval p¯Ìdavkem z¯edÏnÈho amoniaku. Po jedno-
hodinovÈm st·nÌ na teplÈ topnÈ desce se sraûenina odfiltrova-
la zv·ûen˝m sklenÏn˝m filtraËnÌm kelÌmkem G4 a promyla
a spl·chla horkou destilovanou vodou. Sraûenina se v·ûila po
vysuöenÌ p¯i 120 ∞C. PomÏr4 M(Ni)/M(Ni(C4H7N2O2)2) m·
hodnotu 0,20315. Spojen˝ roztok filtr·tu a prom˝vacÌ vody
(300ñ350 ml) se p¯evedl do k·dinky ve kterÈ se sr·ûelo a po
okyselenÌ 5 ml koncentrovanÈ kyseliny dusiËnÈ se v nÏm
stanovil zbytkov˝ obsah niklu metodou ICP-MS.

S t a n o v e n Ì s e l e n u

200 ml (odpipetov·no dvakr·t 100 ml) SR selenu se na top-
nÈ desce odpa¯ilo na objem zhruba 50 ml, roztok byl zneutra-
lizov·n z¯edÏn˝m roztokem amoniaku (1 + 9) do mÌrnÈho
z·pachu amoniaku a potom byl okyselen 1 ml z¯edÏnÈ kyseli-
ny chlorovodÌkovÈ (1 + 9). Roztok se p¯ivedl k varu a selen se
vyredukoval p¯Ìdavkem asi 1 g sÌranu hydrazinia. »erven˝
selen byl zah¯·tÌm k varu p¯eveden na öed˝ selen, kter˝ se
odfiltroval zv·ûen˝m sklenÏn˝m filtraËnÌm kelÌmkem G4. Po
promytÌ horkou vodou byly ze sraûeniny odstranÏny mateËnÈ
louhy trojn·sobn˝m promytÌm 96 % nÌm ethanolem. Sraûeni-
na se v·ûila po vysuöenÌ 105 ∞C. Obsah zbytkovÈho selenu ve
filtr·tu a prom˝vacÌm roztoku byl stanoven metodou ICP-MS.

S t a n o v e n Ì t h a l i a

100 ml SR thalia se zneutralizovalo z¯edÏn˝m roztokem
(1 + 1) amoniaku, roztok byl zah¯·t k varu a thalium se srazilo
30 ml 10 %-nÌho roztoku chromanu draselnÈho. Po ochlazenÌ
a 16-ti hodinovÈm st·nÌ se sraûenina spl·chla 1 %-nÌm rozto-
kem chromanu draselnÈho a odfiltrovala zv·ûen˝m sklenÏ-
n˝m filtraËnÌm kelÌmkem G4, promyla se 80 %-nÌm roztokem
acetonu a vysuöila p¯i 120 ∞C. PomÏr4 2.M(Tl) / M(Tl2CrO4)
m· hodnotu 0,77896. Obsah thalia ve filtr·tu a prom˝vacÌm
roztoku byl stanoven metodou ICP-MS.

S t a n o v e n Ì z i n k u

50 ml SR zinku se na¯edilo vodou na objem p¯ibliûnÏ
100 ml a zneutralizovalo se 10 %-nÌm hydroxidem sodn˝m do

prvnÌho trvalÈho z·kalu. Roztok se zneutralizoval 10 % nÌm
roztokem kyseliny octovÈ na methylËerveÚ, zah¯·l k varu
a zinek se srazil 12 ml 3 %-nÌho roztoku chinaldinanu sodnÈho
(3 g kyseliny chinaldinovÈ v p¯ibliûnÏ 50 ml vody se zneutra-
lizuje 10 %-nÌm hydroxidem sodn˝m na fenolftalein a roztok
se doplnÌ na 100 ml). Sraûenina se odfiltrovala zv·ûen˝m
sklenÏn˝m filtraËnÌm  kelÌmkem G4 a promyla  a spl·chla
horkou destilovanou vodou. Sraûenina se v·ûila po vysuöenÌ
p¯i 120 ∞C. PomÏr4 M(Zn)/M(Zn(C10H6NO2)2H2O) m· hodno-
tu 0,15288. Spojen˝ filtr·t a prom˝vacÌ voda (300ñ350 ml) byl
zpracov·n stejnÏ jako v p¯edeöl˝ch p¯Ìpadech a obsah zinku
byl stanoven metodou AAS.

TitraËnÌ stanovenÌ kov˘5

S t a n o v e n Ì n i k l u

Do titraËnÌ baÚky se odpipetovalo 20 ml SR niklu, p¯idaly
se dvÏ kapky 0,2 %-nÌho vodnÈho roztoku murexidu a pH se
upravilo p¯Ìdavkem amoniaku do p¯echodu indik·toru do ûlutÈ
barvy. Nikl se titroval roztokem chelatonu 3 o koncentraci
0,018 mol.l-1 a tÏsnÏ p¯ed dosaûenÌ bodu ekvivalence se p¯idalo
jeötÏ 5 ml koncenrovanÈho amoniaku.

S t a n o v e n Ì z i n k u

Do titraËnÌ baÚky se odpipetovalo 20 ml SR zinku, pH bylo
za potenciometrickÈ kontroly upraveno nasycen˝m roztokem
hexamethylentetraminu na hodnotu 5,5, objem roztoku byl
upraven na 75 ml a p¯idaly se Ëty¯i kapky 0,2 %-nÌho vodnÈho
roztoku xylenolovÈ oranûe. Titrace se prov·dÏla roztokem
chelatonu 3 o koncentraci 0,014 mol.l-1.

S t a n o v e n Ì p ¯ e s n È k o n c e n t r a c e r o z t o k ˘
c h e l a t o n u 3

Nav·ûka chloridu olovnatÈho (p¯ibliûnÏ 80 mg pro kon-
centraci chelatonu 3 0,014 mol.l-1 a 100 mg pro koncentraci
0,018 mol.l-1) se v titraËnÌ baÚce rozpustila ve vodÏ, roztok se
okyselil 0,4 ml kyseliny dusiËnÈ 1 mol.l-1 a pH bylo za poten-
ciometrickÈ kontroly upraveno nasycen˝m roztokem hexa-
methylentetraminu na hodnotu 5,8. Objem roztoku byl upra-
ven na 75 ml a p¯idaly se Ëty¯i kapky 0,2 %-nÌho roztoku
xylenolovÈ oranûe a provedla se titrace.

Teplota analyzovan˝ch SR, stejnÏ jako teplota roztoku
chelatonu byla udrûov·na bÏhem operacÌ na 20 ± 0,5 ∞C.

V˝sledky a diskuse

S t a n o v e n Ì n e j i s t o t p r i m · r n Ì c h o p e r a c Ì

V·ûenÌ

Nejistota v·ûenÌ na analytick˝ch vah·ch se skl·d· z nÏko-
lika sloûek. PrvnÌ sloûka odpovÌd· nejistotÏ kalibrace vah.
Z·vaûÌ pouûitÈ ke kalibraci mÏlo jmenovitou hodnotu 100 g,
odchylka od jmenovitÈ hodnoty je +0,01 mg a standardnÌ
nejistota jmenovitÈ hodnoty je 0,025 mg, viz6. RelativnÌ nejis-
tota kalibrace p¯edstavuje tedy hodnotu p¯ibliûnÏ 0,00003 %.
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Tato sloûka nejistoty byla v dalöÌch v˝poËtech zanedb·na.
DalöÌ sloûka nejistoty v·ûenÌ odpovÌd· nelinearitÏ vah. JejÌ
hodnota byla odhadnuta na z·kladÏ liter·rnÌch ˙daj˘7 jako
0,05 mg. »·st nejistoty v·ûenÌ odpovÌdajÌcÌ opakovatelnosti
byla stanovena opakovan˝m v·ûenÌm (n = 15) 20 g z·vaûÌ
a m· hodnotu 0,06 mg. Kombinace obou sloûek nejistot vede
ke kombinovanÈ nejistotÏ v·ûenÌ u(m1) = 0,08 mg. Nejistota
u(m1) m· v˝znam p¯i p¯ÌmÈm odvaûov·nÌ p¯edmÏt˘, odhad
nejistoty v·ûenÌ sraûeniny suöenÈ v kelÌmku do konstantnÌ
hmotnosti byl zÌsk·n opakovan˝m v·ûenÌm sklenÏnÈho kelÌm-
ku se sraûeninou tak, ûe prvnÌ v·ûenÌ bylo provedeno po
öestihodinovÈm suöenÌ a dalöÌ v·ûenÌ vûdy po dalöÌm jednoho-
dinovÈm suöenÌ. KelÌmky se sraûeninou byly vûdy p¯ed v·ûe-
nÌm uchov·v·ny v exsik·toru po dobu 30 min. Opakovatelnost
takovÈhoto v·ûenÌ m· hodnotu 0,11 mg, coû po kombinaci
s nejistotou linearity vah vede ke kombinovanÈ nejistotÏ v·-
ûenÌ u(m2) = 0,12 mg.

OdmÏ¯ov·nÌ objemu

Kalibrace a stanovenÌ nejistoty objemu odmÏrnÈho n·dobÌ
(pipety a byreta) bylo prov·dÏno opakovan˝m v·ûenÌm odmÏ-
¯enÈho objemu redestilovanÈ vody v uzav¯enÈ v·ûence. Tep-
lota vody byla nastavena na 20 ± 0,5 ∞C. P¯i v·ûenÌ vody se
v˝znamnÏ uplatÚuje vztlak vzduchu: hustota vody je p¯ibliûnÏ
999 kg.m-3, v·hy jsou vöak kalibrov·ny pomocÌ mosaznÈho
z·vaûÌ o hustotÏ 8 400 kg.m-3. NamÏ¯en· hmotnost byla proto
na tento vztlak korigov·na. StandardnÌ nejistoty odmÏ¯ov·nÌ
objemu pomocÌ pipet jsou uvedeny v tabulce I. Za povöimnutÌ
stojÌ zejmÈna v˝bornÈ vlastnosti tÈmÏ¯ 60 let starÈ 50 ml
pipety. ⁄daje zÌskanÈ v·ûenÌm objemu vody vypuötÏnÈho
z byrety byly pouûity pouze k jejÌ kalibraci. Nejistota vlastnÌho
odmÏ¯ov·nÌ objemu pomocÌ byrety zjiötÏn· v·ûenÌm (p¯ibliû-
nÏ 0,01 ml pro 25 ml byretu) je mnohem niûöÌ neû nejistota
spojen· s odhadem bodu ekvivalence titrace za vizu·lnÌ kon-
troly pomocÌ barevnÈho indik·toru. Pro titraci z¯edÏn˝mi od-
mÏrn˝mi roztoky m˘ûe rozpÏtÌ, v nÏmû leûÌ bod ekvivalence,
dos·hnout hodnoty aû 0,05 ml, coû odpovÌd· standardnÌ nejis-
totÏ 0,05/√3 = 0,029 ml. Tato hodnota nejistoty byla uvaûov·-
na i v dalöÌch v˝poËtech.

V˝poËet koncentrace chelatonu 3 a jejÌ nejistoty

Koncentrace c [mol.l-1] roztok˘ chelatonu 3 se vypoËte
podle vztahu:

c = (1)

Tabulka I
StandardnÌ nejistoty odmÏ¯ov·nÌ objemu pomocÌ pipet

Objem n St¯ednÌ hodnota u(V)
[ml] [ml]

Pipeta 20 ml 15 19,97 u(V20) = 0,0086
Pipeta 50 ml 12 50,00 u(V50) = 0,0092
Pipeta 100 ml 12 99,97 u(V100) = 0,016

kde Vb je spot¯eba roztoku chelatonu 3 [ml] korigovan· na
skuteËn˝ objem byrety a je hmotnost nav·ûky chloridu
olovnatÈho [mg]. StandardnÌ nejistota mol·rnÌ hmotnosti chlo-
ridu olovnatÈho m· hodnotu 0,05 g.mol-1. Opomene-
me-li nejistotu zp˘sobenou titraËnÌ chybou (barevn˝ p¯echod
indik·toru nenast·v· p¯esnÏ v bodÏ ekvivalence) a nejistotu
hmotnostnÌho zlomku chloridu olovnatÈho, lze vypoËÌtat ne-
jistotu koncentrace chelatonu 3 podle vztahu7:

u(c) = c. (2)

VstupnÌ ˙daje i vypoËtenÈ hodnoty jsou uvedeny v tabul-
ce II. RelativnÌ nejistoty obou koncentracÌ dosahujÌ shodnÈ
hodnoty p¯ibliûnÏ 0,2 %. Hodnota u( ) m· v˝znam nejistoty
pr˘mÏrnÈ koncentrace zÌskanÈ z n mÏ¯enÌ, zatÌmco hodnota
u(c) je nejistota jednotliv˝ch v˝sledk˘. Pro v˝poËet nejis-
toty pr˘mÏrnÈ koncentrace je nutno zv·ûit, jak se do nÌ zapo-
jÌ jednotlivÈ sloûky. V·ûenÌ chloridu olovnatÈho a odmÏ¯o-
v·nÌ objemu byretou se opakuje s kaûdou jednotlivou anal˝-
zou, do rovnice pro v˝poËet nejistoty pr˘mÏrnÈ koncentrace
je proto nutnÈ do jmenoval˘ zlomk˘ odpovÌdajÌcÌch tÏmto
p¯ÌspÏvk˘m doplnit poËet anal˝z n. Sloûka nejistoty odpo-
vÌdajÌcÌ mol·rnÌ hmotnosti chloridu olovnatÈho se nemÏnÌ.
Tabulka II pro ilustraci obsahuje i experiment·lnÏ zÌskanÈ
hodnoty  opakovatelnosti jednotliv˝ch v˝sledk˘ s(c) (smÏ-
rodatn· odchylka vypoËten· z n opakov·nÌ). V p¯ÌpadÏ roz-
toku chelatonu 3 pro stanovenÌ niklu je hodnota opakova-
telnosti (0,000034 mol.l-1) mÌrnÏ vyööÌ neû odhad nejistoty
0,000030 mol.l-1). Tento rozdÌl je vöak z¯ejmÏ zp˘soben n·-
hodn˝mi vlivy a pomocÌ statistickÈho testu χ2 nelze obÏ hod-
noty rozliöit.

V ˝ p o Ë e t k o n c e n t r a c e S R
a j e j Ì n e j i s t o t y

TitraËnÌ stanovenÌ

V˝slednou koncentraci stanovovanÈho kovu ρ(Me) [mg.l-1]
zÌskanou titraËnÌm stanovenÌm lze vypoËÌtat podle vztahu:

ρ(Me) = . M(Me) . . 1000 (3)

kde M(Me) je atomov· hmotnost stanovovanÈho kovu [g.mol-1],
Vb je spot¯eba chelatonu 3 [ml] korigovan· na skuteËn˝ objem
byrety a Vp je korigovan˝ pipetovan˝ objem SR [ml]. Kombi-
novan· nejistota u(ρ(Me)) odpovÌdajÌcÌ nejistotÏ individu·l-
nÌch hodnot koncentracÌ se vypoËte podle vztahu:

u(ρ(Me)) = ρ(Me).

(4)
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Tabulka II
Nejistota koncentrace c chelatonu 3

Parametr StanovenÌ

Ni Zn

n 10 12
m(PbCl2) [mg] (st¯ednÌ hodnota) 101 78
u(m(PbCl2)) [mg] » ur(m(PbCl2)) 0,08 » 0,08 % 0,08 » 0,10 %
Vb [ml] (st¯ednÌ hodnota) 20
u(Vb) [ml] » ur(Vb) 0,029 » 0,15 %

[g.mol-1] 278,11
u( ) [g.mol-1] » ur( ) [%] 0,05 » 0,018 %

[mol.l-1] 0,01786 0,01431
u( ) [mol.l-1] 0,000010 0,000008
u(c) [mol.l-1] 0,000030 0,000026
s(c) [mol.l-1] 0,000034 0,000025

Tabulka III
ChelatometrickÈ stanovenÌ koncentrace ρ(Me) v SR niklu a zinku

Parametr StanovenÌ

Ni Zn

n 11 12
Vp [ml] 19,97
u(Vp) [ml] » ur(Vp) 0,0086 » 0,043 %
Vb [ml] (st¯ednÌ hodnota) 19,0 21,5
u(Vb) [ml] » ur(Vb) 0,029 » 0,15 % 0,029 » 0,13 %
M(Me) [g.mol-1] 58,6934 65,39
u(M(Me))4 [g.mol-1] » ur(M(Me)) 0,0001 » 0,00017 % 0,01 » 0,015 %

[mol.l-1] 0,01786 0,01431
u( ) [mol.l-1] » ur( ) 0,000010 » 0,055 % 0,000008 » 0,0056 %

(Me) [mg.l-1] 997 1009
u( (Me)) [mg.l-1] 0,7 0,7
u(ρ(Me)) [mg.l-1] 1,6 1,6
s(ρ(Me)) [mg.l-1] 1,6 1,7

SouhrnnÈ v˝sledky jsou uvedeny v tabulce III. VeliËina
u( (Me)) m· v˝znam nejistoty pr˘mÏrnÈ hodnoty koncen-
trace zÌskanÈ z n stanovenÌ. P¯i jejÌm v˝poËtu bylo opÏt vzato
do ˙vahy, ûe standardnÌ nejistoty koncentrace chelatonu a ato-
movÈ hmotnosti kovu se s poËtem anal˝z nemÏnÌ, zatÌmco
standardnÌ nejistoty parametr˘ majÌcÌ charakter n·hodn˝ch
vliv˘ (oba objemy) je nutno dÏlit odmocninou z poËtu opako-
v·nÌ.

G r a v i m e t r i c k È s t a n o v e n Ì

V˝slednou koncentraci danÈho prvku ρ(Me) [mg.l-1] zÌs-
kanou gravimetrick˝m stanovenÌm lze vypoËÌtat podle vztahu:

ρ(Me) = f . mp . + ∆ρ(Me) (5)

kde f je gravimetrick˝ faktor, Vp je korigovan˝ pipetovan˝
objem SR [ml], mp je hmotnost sraûeniny a ∆ρ(Me) je korekce
na zbytkovÈ mnoûstvÌ kovu rozpuötÏnÈ ve filtr·tu a prom˝vacÌ
vodÏ. Kombinovan· nejistota jednotliv˝ch v˝sledk˘ koncen-
tracÌ se vypoËte podle vztahu:

u(ρ(Me)) =

=

(6)

StandardnÌ nejistota hmotnosti sraûeniny m· hodnotu
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Tabulka IV
GravimetrickÈ stanovenÌ koncentrace ρ(Me) ve standardnÌch roztocÌch

Parametr StanovenÌ

Ni Tl Se Zn

n 4 4 6 4
f 0,20315 0,77896 1 0,15288
u(f) » ur(f) 0,00005 » 0,025 % 0,00001 » 0,001 % 0 0,000024 » 0,016 %
Vp [ml] 50,00 99,97 199,94 50,00
(Vp) » ur(Vp) 0,0092 » 0,018 % 0,016 » 0,016 % 0,023 » 0,011 % 0,0092 » 0,018 %
mp [mg] (st¯ednÌ hodnota) 245,1 128,3 200,0 328,7
u(mp) » ur(mp) 0,17 » 0,06 % 0,17 » 0,13 % 0,17 » 0,09 % 0,17 » 0,05 %
∆ρ(Me) [mg.l-1] 6,0 16,0 0,5 2,9
u(∆ρ(Me)) » ur(∆ρ(Me)) 0,3 » 5 % 0,8 » 5 % 0,025 » 5 % 0,15 » 5 %

(Me) [mg.l-1] 1002 1015 1001 1008
u( (Me)) [mg.l-1] 0,4 0,7 0,5 0,3
u(ρ(Me)) [mg.l-1] 0,8 1,5 1,2 0,6
s(ρ(Me)) [mg.l-1] 0,5 1,2 0,9 0,5

Tabulka V
V˝slednÈ koncentrace a rozöÌ¯enÈ nejistoty koncentracÌ standardnÌch roztok˘, v˝sledky jsou ud·ny v mg.l-1

Parametr StanovenÌ

Ni Tl Se Zn

DodanÈ mnoûstvÌ 1002 1017 ñ 1010
TitraËnÌ stanovenÌ 997 ± 1 ñ ñ 1009 ± 1
GravimetrickÈ stanovenÌ 1002 ± 1 1015 ± 1 1000 ± 1 1008 ± 1
RozöÌ¯en· nejistota roztok˘ Merck ± 2 ± 2 ± 10 ± 2

mek se sraûeninou). StandardnÌ relativnÌ nejistotu korekce
∆ρ(Me) lze odhadnou ze zkuöenostÌ s mÏ¯enÌm metodami
AAS a ICP-MS a nebude jistÏ vÏtöÌ neû 5 %. I hrub˝ odhad
nezatÌûÌ koneËnou kombinovanou nejistotu velkou chybou;
nejvyööÌ hodnoty dos·hla korekce ∆ρ(Me) v p¯ÌpadÏ stanovenÌ
thalia, avöak i v tomto p¯ÌpadÏ tvo¯Ì jejÌ nejistota pouze menöÌ
p¯ÌspÏvek ke kombinovanÈ nejistotÏ celkovÈ koncentrace prv-
ku. V˝sledky v˝poËt˘ jsou uvedeny v tabulce IV. Pro v˝poËet
kombinovanÈ nejistoty pr˘mÏrnÈ koncentrace u( (Me)) byl
gravimetrick˝ faktor uvaûov·n jako systematick˝ vliv, ostatnÌ
parametry (odmÏ¯ov·nÌ objemu, v·ûenÌ a korekce na zbytkovÈ
mnoûstvÌ kovu) lze povaûovat za vlivy majÌcÌ n·hodn˝ cha-
rakter a jejich standardnÌ nejistoty je nutno pro ˙Ëel toho
v˝poËtu dÏlit odmocninou z poËtu opakov·nÌ anal˝z.

ShrnutÌ v˝sledk˘

GravimetrickÈ a titraËnÌ metody anal˝zy pat¯Ì v dneönÌ
dobÏ bohuûel uû k tÈmÏ¯ zapomenutÈmu umÏnÌ. Jak ale bylo
uk·z·no na tomto p¯Ìkladu, pro ovÏ¯enÌ koncentrace stan-
dardnÌch roztok˘ prvk˘ jsou nezastupitelnÈ. V˝sledky obou
metod ovÏ¯enÌ koncentracÌ standardnÌch roztok˘ vËetnÏ rozöÌ-
¯en˝ch nejistot (koeficient rozöÌ¯enÌ 2) po zaokrouhlenÌ na

jednu platnou cifru jsou uvedeny v tabulce V. Je patrnÈ, ûe obÏ
metody poskytly shodnÈ hodnoty nejistot, u titraËnÌho stano-
venÌ bylo proto ale pot¯eba zv˝öit poËet anal˝z. Jiû d¯Ìve8 byla
demonstrov·na na p¯Ìpadu kadmia, mÏdÌ a olova dobr· shoda
mezi v˝sledky gravimetrickÈho a chelatometrickÈho stanove-
nÌ. Tato shoda byla potvrzena i pro stanovenÌ zinku, v p¯ÌpadÏ
niklu vöak obÏ metody shodnÈ v˝sledky neposkytly. Je to
pravdÏpodobnÏ zp˘sobeno chybn˝m urËenÌm bodu ekvivalen-
ce p¯i tomto stanovenÌ. Mal˝ rozdÌl mezi nalezenou a teoretic-
kou hodnotou koncentrace v p¯ÌpadÏ thalia a zinku byl z¯ejmÏ
zp˘soben nedostateËn˝m oËistÏnÌm naoxidovanÈho povrchu
granulÌ kov˘.

DÌky podstatnÈmu omezenÌ ¯ady systematick˝ch vliv˘
pomocÌ kalibrace odmÏrnÈho n·dobÌ a vah se poda¯ilo snÌûit
rozöÌ¯enou nejistotu koncentrace SR aû na hodnotu 1 mg.l-1,
coû je hodnota poloviËnÌ oproti bÏûnÏ ud·van˝m 2 mg.l-1 pro
kalibraËnÌ roztoky kov˘ vyr·bÏnÈ komerËnÌmi v˝robci, jako
je Merck a pod. Pro kalibraËnÌ roztok selenu je dokonce
ud·van· hodnota nejistoty 10 mg.l-1, v tomto p¯ÌpadÏ se vöak
jedn· o roztok dod·van˝ bez certifik·tu a nenÌ z¯ejmÈ, jak˝m
zp˘sobem byla tato hodnota vypoËtena.

Vznik tÈto pr·ce byl podpo¯en grantem Ministerstva ûivot-
nÌho prost¯edÌ »eskÈ republiky MR/14/95.
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ρ
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gue): Preparation and Testing of Standard Solutions of
Nickel, Selenium, Thallium, and Zinc

Solutions of Ni, Tl and Zn of concentrations about 1000 mg.l-1

were prepared by dissolving the pure metals in HNO3, 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.l-1, 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

JAK D¡L V CHEMICK…M PRŸMYSLU

VÃRA DUºOV¡

Ml·deûe 5, 169 00 Praha 6

Doölo dne 20.X.1999

ChemickÈ listy (93, 405 (1999)) otiskly t¯i p¯ÌspÏvky v˝-
znamn˝ch osobnostÌ ËeskÈ vÏdy, vysokoökolskÈ v˝uky a ¯Ìze-
nÌ,  p¯iËemû poslednÌ vyz˝v· k  diskusi. Dovoluji si proto
p¯edloûit diskusnÌ p¯ipomÌnky:

P¯edseda AV »R prof. Rudolf ZahradnÌk si uvÏdomuje
nedostateËnost interakce v˝zkumu a pr˘myslu, p¯iËemû navr-
huje, aby pr˘mysl vytvo¯il funkci ÑstyËnÈho d˘stojnÌkaì, kter˝
by vyhled·val partnery a tÈmata. SkuteËnost je vöak obr·cen·:
ten, kdo chce  prodat, je v˝zkum, kter˝ musÌ nabÌzet svÈ
v˝sledky pr˘myslu a kter˝ musÌ vyhled·vat problÈmy, jeû bolÌ
a tlaËÌ pr˘mysl, p¯ÌpadnÏ nabÌzet jejich ¯eöenÌ nebo spolu¯eöe-
nÌ. Lze souhlasit, ûe takov˝ vyslanec v˝zkumu musÌ b˝t jak
odbornÏ, tak ekonomicky zdatn˝, zkr·tka obchodnÌk s duchem
schopn˝m prodat i eskym·k˘m ledniËku, ale z·roveÚ vÏdec-
ko-technicky Ëestn˝, dbal˝ svÈho jmÈna a jmÈna ˙stavu. Od
zvanÌ osobnostÌ pr˘myslu na p¯edn·öky v˝zkumnÌk˘ nelze
oËek·vat velk˝ p¯Ìnos, protoûe pokud se ze sluönosti dostavÌ,
tak jejich myölenÌ bude proti jejich v˘li zatÌûeno provoznÌmi
starostmi. Snad by bylo ˙ËelnÏjöÌ po¯·dat ˙ËelovÈ p¯edn·öky
ve v˝robnÌch z·vodech pro öiröÌ technickou ve¯ejnost, u nÌû
ev. vyvolan˝ z·jem m˘ûe p¯ÌpadnÏ pomoci k realizaci v˝sled-
k˘ v˝zkumu v pr˘myslovÈ praxi.

Prof. Josef Paöek se zam˝ölÌ nad tÌm, zda obstojÌ Ëesk˝
chemick˝ pr˘mysl v globalizovanÈm svÏtÏ. V podstatÏ lze
souhlasit, ale nutno zd˘raznit, ûe Ëesk˝ chemick˝ pr˘mysl,
kter˝ musÌ p¯ev·ûnou vÏtöinu surovin, zejmÈna ropu, dov·ûet,
nikdy nem˘ûe mÌt aktivnÌ bilanci exportu. ExportnÌm sekto-
rem bylo, je a bude strojÌrenstvÌ. Samoz¯ejmÏ chemick˝ pr˘-
mysl se musÌ snaûit o co nejniûöÌ negativnÌ saldo zahraniËnÌho
obchodu. Je nutnÈ si uvÏdomit, ûe mezin·rodnÌ chemickÈ
spoleËnosti nep¯ipustÌ samostatn˝ Ëesk˝ export chemick˝ch
specialit, i kdyby je Ëesk˝ chemick˝ pr˘mysl mÏl k dispozici.
V podstatÏ je dosud ËeskÈmu chemickÈmu pr˘myslu umoûnÏn
export komoditnÌch plast˘, kter˝ bude ekonomicky efektivnÌ
dotud, pokud budeme mÌt k dispozici levnou ropu, d·le kva-
litnÌ poloprodukty Ëi meziprodukty pro chemickÈ speciality.
Z toho d˘vodu je pro chemick˝ pr˘mysl »R jedin· cesta: vstup
do EvropskÈ unie a n·sledovnÏ do EvropskÈ federace chemic-
kÈho pr˘myslu, v r·mci kterÈ bude chemickÈmu pr˘myslu »R
umoûnÏno sjedn·vat kooperace, tj. spolu se zahraniËnÌm part-
nerem vstup na zahraniËnÌ trhy i v oblasti chemick˝ch specia-
lit, u kter˝ch se prod·v· nejen hmota, ale i duöevnÌ majetek
ËeskÈ vÏdecko-technickÈ z·kladny. Pro sjedn·v·nÌ kooperacÌ
je vöak nutno mÌt k dispozici kvalifikovanÈ obchodnÏ-technic-
kÈ specialisty, tj. zkuöenÈ chemickÈ inûen˝ry vybavenÈ post-
gradu·lnÌm vzdÏl·v·nÌm v oblasti ekonomiky zahraniËnÌho
obchodu (obr·cenÏ doökolit ekonomy na vysoce kvalifikova-
nÈ chemickÈ inûen˝ry nenÌ re·lnÈ).

Ing. Frantiöek Dvo¯·k, Svaz chemickÈho pr˘myslu »R, vyz˝-
v· k diskusi o spoleËn˝ch v˝zkumnÏ-v˝vojov˝ch projektech
v chemickÈm pr˘myslu. K navrhovan˝m tezÌm lze poznamenat,
ñ ûe zapojenÌ vÏdeck˝ch a v˝zkumn˝ch pracovnÌk˘ badatel-

skÈho v˝zkumu do procesu sestavov·nÌ pl·n˘ v˝zkumu
chemick˝ch spoleËnostÌ bylo a bude oboustrannÏ prospÏö-
nÈ pro ¯ÌzenÌ chemickÈho v˝zkumu, protoûe jedinÏ takto
lze koordinovat moûnosti a pot¯eby, tj. zpÏtnÏ formulovat
poûadavky chemick˝ch pr˘myslov˝ch spoleËnostÌ na ba-
datelsk· pracoviötÏ,

ñ ûe jiû d¯Ìve se ˙spÏönÏ osvÏdËily externÌ aspirantury v˝-
zkumn˝ch pracovnÌk˘ z pr˘myslov˝ch podnik˘ ve vÏdec-
k˝ch ˙stavech AV a Vä, naopak pr˘myslov· praxe p¯iblÌ-
ûila vÏdeckÈ pracovnÌky provoznÌ realitÏ,

ñ ûe celoûivotnÌ systÈm vzdÏl·v·nÌ o nejnovÏjöÌch poznat-
cÌch badatelskÈho v˝zkumu se osvÏdËuje v celÈm technic-
ky vyspÏlÈm svÏtÏ,

ñ ûe postupnÈ rozöi¯ov·nÌ kolektivu od badatelskÈho p¯es
v˝zkumn˝, poloprovoznÌ vËetnÏ projekce aû po najÌûdÏcÌ
t˝m provoznÌ jednotky se osvÏdËil. Jedn· se zejmÈna
o osobnÌ zodpovÏdnost za hodnovÏrnost v˝sledk˘ formou
z·vazn˝ch podklad˘ ñ samoz¯ejmÏ v·zanou na finanËnÌ
ohodnocenÌ vöech ˙ËastnÌk˘ po ukonËenÌ akce, tj. urych-
lenÌ realizace. Vz·cn˝m p¯Ìkladem m˘ûe b˝t pr·vÏ prof.
Josef Paöek, kter˝ dok·zal p¯evÈst vysokoökolsk˝ v˝zkum
do pr˘myslovÈho podniku ñ Moravsk˝ch chemick˝ch z·-
vod˘, Ostrava, kde se postupnÏ vybudoval anilin 2000,
anilin 8000 a pak anilin 50 kt/r, kter˝ nakonec produkuje
65 kt/r, a to dÌky nejen vynikajÌcÌm odbornÏ pedagogic-
k˝m znalostem, ale hlavnÏ ohromnÈ osobnÌ  vlastnosti
ÑumÏnÌ  jednat  s lidmiì, tj. stmelit r˘znorod˝  t˝m jak
profesnÏ, tak charakterovÏ do zanÌcenÈho tv˘rËÌho kolek-
tivu ve spr·vnÈm slova smyslu,

ñ ûe cÌlen˝ badatelsk˝ v˝zkum, tj. vlastnÏ v˝zkum na objed-
n·vku, nepot¯ebuje marketingovou propagaci, ale naopak
ovÏ¯ovacÌ technologickou jednotku, a technologie, tak ev.
z  nÌ plynoucÌ  nov˝ produkt, pot¯ebuje  marketingovou
propagaci s cÌlem prodeje potenci·lnÌ licence Ëi pro nav·-
z·nÌ partnerskÈ kooperace se zahraniËnÌm partnerem a pro
spoleËn˝ vstup na svÏtovÈ trhy,

ñ ûe inventura moûnostÌ a profesnÌ vybavenost, vËetnÏ refe-
rence osobnostÌ, by mÏlo b˝t z·kladnÌm vybavenÌm ÑstyË-
nÈho d˘stojnÌkaì akademick˝ch pracoviöù p¯i nabÌdce spo-
lupr·ce tuzemsk˝m chemick˝m spoleËnostem,

ñ ûe vÏdecko-technick˝ rozvoj bez technickÈ politiky cÌle-
nÈho v˝zkumu a na tuto navazujÌcÌ investiËnÌ Ëinnost je
nemysliteln˝, a musÌ b˝t zamÏ¯en na zv˝öenÌ ekonomickÈ
efektivnosti vËetnÏ zlepöenÌ exportnÌ v˝konnosti, a to p¯i
respektov·nÌ ekologick˝ch kriteriÌ modernÌho chemickÈ-
ho pr˘myslu,

ñ ûe centra öpiËkov˝ch pr˘myslov˝ch technologiÌ a v˝robk˘
by mÏla zajistit nejen zapojenÌ projekce a strojÌrensk˝ch
v˝vojov˝ch dÌlen a v˝robnÌch strojÌrensk˝ch z·vod˘ tak,
aby v˝sledkem byl nejen ovÏ¯ovacÌ poloprovoz, ale koneË-
n˝m produktem garanËnÌ jednotka pro nabÌdku ev. licence
Ëi nav·z·nÌ kooperace se zahraniËnÌm partnerem.
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Prof. LudÏk Holub (Chem. Listy 93, 464 (1999)) p¯edkl·d·
Ëten·¯˘m historick˝ p¯ehled ÑChemick˝ pr˘mysl Ëesk˝ch ze-
mÌ v obdobÌ 1945ñ1990ì, kde v r·mci struËnosti uv·dÌ, ûe ÑPo
roce 1970 byla vÏtöina technologiÌ nakupov·na p¯edevöÌm
v USA a teprve v tÈto dobÏ vznikala modernÌ petrochemie.ì
K tomu je t¯eba poznamenat, ûe nap¯. zplyÚov·nÌ mazutu
musel Ëesk˝ pr˘myslov˝  v˝zkum dodÏlat: peletizace sazÌ
a element·rnÌ sÌry, ËiötÏnÌ odpadnÌch vod, zdokonalenÌ metha-
nizace synplynu, zlepöenÌ odsi¯ov·nÌ surovÈho plynu (dvou-
stupÚovÈ mÌsto p˘vodnÌho jednostupÚovÈho) a ve spolupr·ci
s VäCHT, katedra technologie silik·t˘: Shell-reaktor uËinit
provozuûivotn˝m, protoûe vypad·vala vyzdÌvka. LicenËnÌ
smlouva byla vöak tak neöùastn·, ûe po dobu 5ti let platila
bezplatn· vz·jemn· v˝mÏna zkuöenostÌ: v˝sledky ËeskÈho
pr˘myslovÈho v˝zkumu si p¯ivlastnil zahraniËnÌ licensor. Dal-

öÌm p¯Ìkladem m˘ûe b˝t technologie ABS v KauËuku, Kralu-
py, kde RNDr. VladimÌr MyöÌk spolu s kolektivem V˝zkum-
nÈho ˙stavu syntetickÈho kauËuku musel provoznÌ jednotku
nejen najet, ale hlavnÏ dopracovat technologii do provozu-
schopnÈho stavu, protoûe licensor p¯ed dokonËenÌm v˝stav-
by prostÏ zanikl. Tyto p¯Ìklady je nutno t¯eba mÌt na pamÏti
p¯i jedn·nÌ se zahraniËnÌmi partnery, tj. v û·dnÈm p¯ÌpadÏ
nep¯ipustit likvidaci tuzemsk˝ch v˝zkumnÏ-v˝vojov˝ch pra-
coviöù, protoûe jedinÏ tato jsou jak odbornÏ, tak jazykovÏ
schopna vst¯ebat modernizaci na z·kladÏ zahraniËnÌch pod-
klad˘. SeriÛznÌ zahraniËnÌ partner si v·ûÌ naöÌ vÏdecko-v˝-
zkumnÈ z·kladny, kter· je nejen kvalitnÌ, ale hlavnÏ levnÏjöÌ.
Lze se a priori domnÌvat, ûe podle postoje zahraniËnÌho part-
nera k ËeskÈ vÏdecko-v˝zkumnÈ z·kladnÏ se pozn· jeho spo-
lehlivost.

TakÈ struktury molekul Ëi iont˘ mohou promlouvat

O ¯eËi vzorc˘ uvaûoval uû Fridrich August KekulÈ, kdyû v roce 1883 napsal: ÑÖ StrukturnÌ vzorce jsou konkrÈtnÌm
vyj·d¯enÌm velmi p¯esn˝ch p¯edstav. NevyûadujÌ koment·¯e a jsou pro toho, kdo je sezn·men s principy ¯eËi vzorc˘, snadno

srozumitelnÈ ve vöech detailech, takûe je naprosto nepot¯ebnÈ zopakovat jeötÏ jednou slovy
myölenky, kterÈ jsou jimi vyj·d¯eny. VyhovujÌ vöem poûadavk˘m, kterÈ lze mÌt na ¯eË che-
mick˝ch vzorc˘; je totiû ˙Ëelem ¯eËi vzorc˘ uvÈst n·s do stavu, v nÏmû m˘ûeme na malÈm
prostoru p¯ivÈst k vyj·d¯enÌ velk˝ poËet myölenek, a to jednoznaËn˝m zp˘sobemÖì

Zd· se, ûe p¯·nÌ ötÏstÌ (pour fÈliciter) si pro poslednÌ rok druhÈho tisÌciletÌ zabudoval do svÈ
struktury i fluorfosf·tov˝ anion a promlouv· i k tÏm, kte¯Ì s ¯eËÌ vzorc˘ sezn·meni nejsou.
Nezb˝v·, neû se k tomuto iontu p¯ipojit.

Frantiöek Liöka a Alena Liökov·
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OSOBNÕ  ZPR¡VY

SYMPOSION ñ o tom, ûe ÑChemie je jen jednaì
konan˝ u p Ì̄leûitosti 75. narozenin
prof. Ing. Milana KratochvÌla, CSc.

Katedra organickÈ chemie P¯ÌrodovÏdeckÈ fakulty Masa-
rykovy univerzity v BrnÏ uspo¯·dala ve dnech 23. a 24. listo-
padu 1999 pod z·ötitou rektora prof. Ji¯Ìho Zlatuöky slavnostnÌ
setk·nÌ organick˝ch chemik˘ a dalöÌch spolupracovnÌk˘ prof.
Milana KratochvÌla u p¯Ìleûitosti oslav jeho 75. narozenin.
Z˙Ëastnilo se ho  tÈmÏ¯ 80 chemik˘ z »eskÈ i SlovenskÈ
republiky.

Po ˙vodnÌm slovÏ vedoucÌho katedry organickÈ chemie
P¯F MU prof. Milana Pot·Ëka n·sledovala gratulace za Masa-
rykovu univerzitu prosloven· prorektorem prof. Eduardem
Schmidtem, ve kterÈ zhodnotil p¯Ìnos jubilanta pro univerzitu.
PotÈ prof. KratochvÌl p¯evzal nejvyööÌ ocenÏnÌ »eskÈ spoleË-
nosti chemickÈ a SlovenskÈ chemickÈ spoleËnosti. Byl tÈû
vyznamen·m PalackÈho univerzitou v Olomouci. SlavnostnÌ
ceremoni·l byl zakonËen gratulacemi z·stupc˘ ostatnÌch vy-
sok˝ch ökol a dalöÌch institucÌ (Lachema Brno, a. s., Merci,
s.r.o. aj.) z »eskÈ a SlovenskÈ republiky a jeho blÌzk˝ch
spolupracovnÌk˘.

Jak uû n·zev naznaËil ñ jednalo se o setk·nÌ spojenÈ
s oslavou narozenin ñ vÏdeck˝ program byl, p¯edevöÌm v prv-
nÌm dni, veden spÌöe filozoficky. JednotlivÌ p¯edn·öejÌcÌ po-
ukazovali  na  souvislosti a p¯Ìnosy  jejich vÏdnÌ  disciplÌny
k rozvoji organickÈ chemie. Na z·vÏr prvnÌho dne byl uspo¯·-
d·n velkolep˝ ohÚostroj a spoleËensk˝ veËer vÏnovan˝ disku-
sÌm a vzpomÌn·nÌ. V n·sledujÌcÌm dni byla vystoupenÌ p¯ed-
n·öejÌcÌch vÏnov·na oblastem odbornÈho z·jmu prof. Krato-
chvÌla, tj. organickÈ chemii, didaktice chemie a matematickÈ
chemii. V kr·tk˝ch sdÏlenÌch byly nastÌnÏny trendy v˝zkumu
na mate¯skÈ kated¯e a v laborato¯i struktury a dynamiky bio-
molekul. Vrcholem programu byla p¯edn·öka ÑJak zkoumat
molekuly hmatemì s praktick˝mi uk·zkami. SouË·stÌ odbor-
nÈho programu je takÈ posterov· sekce (v elektronickÈ podobÏ
p¯Ìstupn· na adrese: http://www.chemi.muni.cz/~symp99). P¯Ì-
spÏvky vÏnovanÈ jubilantovi naleznete taktÈû na uvedenÈ adrese.

StruËnÏ naznaËen˝ program uk·zal, ûe odborn˝ z·bÏr prof.
KratochvÌla byl velice öirok˝. O uvedenÈm vypovÌd· i odbor-
nÈ curriculum vitae prof. Milana KratochvÌla.

Prof. Ing. Milan KratochvÌl, CSc. se narodil 20. prosince
1924 ve Sta¯eËi. St¯edoökolskÈ vzdÏl·nÌ ukonËil v roce 1943
maturitou a n·slednÏ byl tot·lnÏ nasazen. V letech 1945ñ1949
byl posluchaËem CHF VäT v BrnÏ, kde po absolutoriu p˘sobil
do roku 1951 jako asistent. Po ukonËenÌ vojenskÈ prezenËnÌ
sluûby v roce 1953, pracoval jako odborn˝ asistent na VTA
v BrnÏ a od roku 1961 v tÈûe funkci na P¯F UJEP (dnes MU)
v BrnÏ. Zde se v roce 1963 habilitoval a byl ustanoven docen-
tem. Do roku 1972 p¯edn·öel organickou chemii. Potom byl
nucen pedagogickou Ëinnost zastavit. N·slednÏ p˘sobil na
kated¯e organickÈ chemie jako vÏdeck˝ pracovnÌk.

V roce 1979 byl p¯inucen P¯ÌrodovÏdeckou fakultu opustit
a aû do d˘chodovÈho vÏku pracoval jako samostatn˝ v˝zkum-
n˝ pracovnÌk ve V˝zkumnÈm ˙stavu Ëist˝ch chemik·liÌ, La-
chema, kde se dÌky pochopenÌ vedoucÌch pracovnÌk˘ mohl

zab˝vat poËÌtaËem podporovanou organickou syntÈzou. Od
roku 1990 je profesorem, pozdÏji emeritnÌm profesorem na
kated¯e organickÈ chemie P¯F MU v BrnÏ.

Zpracoval ¯adu uËebnÌch text˘, ve kter˝ch p¯ich·zel s ne-
obyËejnÏ umÏlecky ztv·rnÏnou grafickou ˙pravou, tehdy jeötÏ
obtÌûnÏ prov·dÏnou, s nov˝m pohledem na v˝uku organickÈ
chemie. Ve svÈm p¯Ìstupu d˘slednÏ vych·zÌ ze struktury mo-
lekul, vyhodnocuje reakËnÌ centra a z toho vyvozuje reaktivitu
slouËenin. Pro sv˘j modernÌ p¯Ìstup a vynikajÌcÌ p¯ednes,
spojen˝ se spoleËenskou elegancÌ, byl zv·n po sp¯·telen˝ch
pracoviötÌch. Ve vÏdeckov˝zkumnÈ pr·ci (na KOCH do roku
1971) se zab˝val studiem kyslÌkat˝ch heterocyklick˝ch slou-
Ëenin v aktivnÌ spolupr·ci s v˝znamn˝mi zahraniËnÌmi praco-
viöti. St·l u zrodu Mezin·rodnÌho sympozia o chemii hetero-
cyklick˝ch slouËenin. Jak uû jsme zmÌnili, po p¯echodu do
V⁄»CH Lachema se zamÏ¯il na hled·nÌ logickÈ struktury
chemie a tvorbu jejÌho matematickÈho modelu s praktick˝mi
v˝stupy (pl·nov·nÌ organickÈ syntÈzy apod.). S tÌm souvisÌ,
ûe  st·l  u zrodu  hraniËnÌho  vÏdnÌho oboru ñ matematickÈ
chemie u n·s. V uveden˝ch oblastech je autorem Ëi spoluau-
torem Ëetn˝ch publikacÌ.

Do dalöÌch let ûivota spojen˝ch s aktivnÌ spisovatelskou
ËinnostÌ, bez nÌ si jej uû nedovedeme p¯edstavit, mu p¯ejeme
hodnÏ pevnÈho zdravÌ a neutuchajÌcÌch sil.

Milan Pot·Ëek a Ji¯Ì äibor

Prof. Pavlu KratochvÌlovi k sedmdes·tin·m

Kdyû se caravella, na jejÌû palubÏ cestovala v z·¯Ì r.1966
na sympozium do Tokia v˝prava Ëeskoslovensk˝ch makro-
molekul·rnÌch chemik˘, mezi Hong-Kongem a Tokiem do-
stala do vÌru tajfunu a kdyû tv·¯e cestujÌcÌch pozb˝valy p¯iro-
zenÈ barvy, poznamenal suöe jeden z nich: ÑZd· se, ûe problÈm
nedostatku funkËnÌch mÌst v ˙stavu bude vy¯eöenì. (ProblÈm
vy¯eöen nebyl, neboù v˝prava dorazila bez ˙hony do Tokia
a zpÏt do Prahy.) Pokud mne neklame pamÏù, byl autorem tÈto
pozn·mky dneönÌ sedmdes·tnÌk, prof. Ing. Pavel KratochvÌl,
DrSc.

Uv·dÌm tuto historku proto, ûe ilustruje jednu z charakte-
ristick˝ch vlastnostÌ jubilantov˝ch: zachovat chladnou hlavu
i ve zl˝ch situacÌch a vyrovn·vat se s nimi vtipem nebo lehkou
ironiÌ. Pom·hala mu i jindy, nap¯. kdyû p¯esnÏ promyölen˝mi
a jasnÏ formulovan˝mi n·vrhy nebo n·mitkami Ëelil mocn˝m
tohoto svÏta nebo kdyû do st¯Ìzliv˝ch mezÌ uv·dÏl nedomyö-
lenÈ projekty. Humorem sniûoval napÏtÌ, zbavoval diskusi
politickÈho nebo prestiûnÌho n·boje a vnucoval jÌ vÏcnost.

Nezbytn˝mi p¯edpoklady tohoto jedn·nÌ byla odvaha, po-
hotovost i peËliv· p¯Ìprava. NevÌm o skautskÈ minulosti jubi-
lantovÏ, ale zd· se mi, ûe skautskÈ ÑBuÔ p¯ipravenì p¯ijal za
svou devizu: Chceö-li nÏËeho dos·hnout bez ˙jmy na svÈ cti,
nespokojuj se povrchnÌ znalostÌ, uvaûuj vöechny str·nky kaû-
dÈho problÈmu, neponech·vej nic improvizaci a kriticky po-
suzuj i v˝sledky vlastnÌ invence a pr·ce. Pak m˘ûeö jednat,
publikovat, p¯edn·öet, uËit, recenzovat, reprezentovat a ¯Ìdit.
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Jak jsem sl˝chal, ¯Ìdil se prof. KratochvÌl tÌmto heslem jiû
jako student praûskÈ VysokÈ ökoly chemicko-technologickÈ,
pozdÏji jako asistent VäCHT v PardubicÌch i jako aspirant v
⁄stavu makromolekul·rnÌ chemie »SAV v Praze. Z vlastnÌ
zkuöenosti pak vÌm, ûe se toho hesla nevzdal ani na dalöÌch
stupnÌch svÈ vÏdeckÈ kariÈry v tomto ˙stavu: jako vedoucÌ
laborato¯e a vÏdeckÈho oddÏleni a poslÈze jako ¯editel ˙stavu.
ÿÌdil se jÌm i v n·roËn˝ch funkcÌch ökolitele vÏdeckÈ ml·deûe,
vysokoökolskÈho uËitele, Ëlena vÏdeck˝ch rad vysok˝ch ökol
a odborn˝ch komisÌ i jako zakl·dajÌcÌ Ëlen UËenÈ spoleËnosti
»eskÈ republiky.

K pochopenÌ prestiûe a autority prof. KratochvÌla ve vÏ-
deckÈm svÏtÏ nechù poslouûÌ tento such˝ a nepochybnÏ ne˙pl-
n˝ seznam: vÌce neû 190 p˘vodnÌch vÏdeck˝ch sdÏlenÌ, jedna
vlastnÌ monografie, p¯ÌspÏvky do t¯Ì mezin·rodnÌch monogra-
fiÌ, vÌce neû 240 zvan˝ch p¯edn·öek na zahraniËnÌch konferen-
cÌch, univerzit·ch a ve v˝zkumn˝ch institucÌch. Tam jsou
uloûeny v˝sledky jeho soustavnÈho a cÌlevÏdomÈho studia
makromolekul·rnÌch systÈm˘ fyzik·lnÏ-chemick˝mi metoda-
mi, zejmÈna metodou rozptylu svÏtla.

P¯irozen˝m ocenÏnÌm bylo udÏlenÌ st·tnÌ ceny, ceny
»SAV, st¯ÌbrnÈ medaile P¯ÌrodovÏdeckÈ fakulty Karlovy uni-
verzity, medaile VysokÈho uËenÌ technickÈho v BrnÏ, pozv·nÌ
do redakËnÌch rad zahraniËnÌch vÏdeck˝ch Ëasopis˘ a p¯ijetÌ
do v˝znamn˝ch zahraniËnÌch vÏdeck˝ch spoleËnostÌ a jejich

org·n˘ (britsk· Royal Society of Chemistry, Society of Che-
mical Industry UK, International Union of Pure and Applied
Chemistry, International Symposia on Polymer Analysis and
Characterization).

DomnÌv·m se, ûe stejnÏ milÈ m˘ûe jubilantovi b˝t vÏdomÌ,
ûe jeho autorita a prestiû otvÌraly cestu do svÏta mladöÌ gene-
raci pracovnÌk˘ ˙stavu, ûe st·le p¯itahuje do laborato¯e, kterou
vybudoval pro ml·deû z »eskÈ republiky i ze zahraniËÌ, a ûe
vysok˝ standard a renomÈ laborato¯e udrûujÌ i jeho b˝valÌ û·ci.

Funkci ¯editele ⁄MCH AV »R p¯ijal prof. KratochvÌl
v roce 1990, v dobÏ, kdy se mÏnila Ëesk· spoleËnost, Ëes-
k· ekonomika, Akademie vÏd i systÈm vÏdeckÈho v˝zkumu
a kdy byla i v ˙stavu nutn· nÏkter· nep¯Ìjemn· opat¯enÌ,
vËetnÏ person·lnÌch. VÌm, ûe ot·zka, jak je provÈst bez ur·ûky
d˘stojnosti druh˝ch, byla p¯edmÏtem dlouh˝ch a d˘kladn˝ch
˙vah novÈho ¯editele.

S funkcÌ ¯editele vzal na sebe prof. KratochvÌl i ˙kol
nav·zat na tradici, zaloûenou prvnÌm ¯editelem ˙stavu, prof.
O. Wichterlem. Tomuto ˙kolu ËestnÏ dost·l. Jestliûe v r. 1997
Dr. Bikales z americkÈ National Science Foundation nalezl
v ofici·lnÌm dokumentu pro ˙stav mimo¯·dnÏ lichotiv· slova,
ocenil tÌm i to, ËÌm k prestiûi ˙stavu p¯ispÏl prof. KratochvÌl
jako vÏdec i jako ¯editel.

Miloslav Bohdaneck˝
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1. ⁄vod

Spont·nnost chemick˝ch reakcÌ, kterÈ probÌhajÌ za kon-
stantnÌ teploty a tlaku, lze p¯edpovÏdÏt z v˝poËtu zmÏny
Gibbsovy energie (∆G) (cit.1). Ta je z·visl· na zmÏnÏ entalpie
(∆H), tj. na reakËnÌm teplu a na zmÏnÏ entropie systÈmu (∆S),
v nÌû je zahrnuta jak entropie jednotliv˝ch slouËenin, tak i dalöÌ
faktory, jako je poËet a skupenstvÌ v˝chozÌch a vznikl˝ch
Ë·stic. Z·vislost mezi zmÏnami Gibbsovy energie, entalpie
a entropie lze vyj·d¯it vztahem

∆G0 = ∆H0 ñ T∆S0

kde ∆ p¯edstavujÌ rozdÌl uveden˝ch stavov˝ch veliËin mezi
koneËn˝m a v˝chozÌm stavem a indexy 0 znamenajÌ, ûe hod-
noty jsou vztaûeny na standardnÌ podmÌnky (25 ∞C; 0,1MPa;
koncentrace v˝chozÌch l·tek v jednotk·ch mol).

Reakce za standardnÌch podmÌnek probÌhajÌ spont·nnÏ jen
v p¯ÌpadÏ, ûe hodnota jejich ∆G0 je z·porn·. Dlouhou dobu se
p¯edpokl·dalo, ûe spont·nnÏ mohou probÌhat pouze exoter-
mick· reakce (∆H0 < 0). Aû J. Gibbs uk·zal, ûe spont·nnÏ
m˘ûe probÌhat i endotermick˝ chemick˝ dÏj (∆H0 > 0) a to za
p¯edpokladu, ûe p¯i nÏm doch·zÌ k v˝raznÈmu vzr˘stu entropie
systÈmu a ûe platÌ: ∆H << T∆S. Hodnoty ∆S0, kterÈ lze v nÏ-

kter˝ch p¯Ìpadech zjistit z tabulek, jsou kladnÈ a pro vznik
produkt˘ v chemickÈ reakci p¯ÌznivÈ, jestliûe:
a) reakce je prov·zena zmÏnou skupenstvÌ pevnÈho v kapalnÈ

Ëi plynnÈ nebo kapalnÈho v plynnÈ; zejmÈna jestliûe p¯i
reakci vznikajÌ plynnÈ produkty,

b) poËet mol˘ produkt˘ je podstatnÏ vÏtöÌ neû poËet mol˘
reaktant˘.
PrvnÌ spont·nnÌ endotermickou reakci dekahydr·tu sÌranu

sodnÈho s chloridem draseln˝m popsal jiû v roce 1883 vanít
Hoff2. PozdÏji se k tomuto problÈmu vr·til v roce 1966 Matt-
hues3. V didaktickÈ oblasti se u n·s problematika samovolnÈho
pr˘bÏhu chemick˝ch reakcÌ stala v roce 1994 souË·stÌ uËiva
volitelnÈho semin·¯e pro IV. roËnÌk gymn·ziÌ4,5. Z dnes po-
uûÌvan˝ch uËebnic, a to nejen v »R (cit.5), ale i v zahraniËÌ6-9,
si mohou û·ci tuto problematiku osvojit jen teoreticky. Na
moûnosti  praktickÈho  vyuûitÌ spont·nnÌch endotermick˝ch
reakcÌ v didaktickÈ oblasti pouk·zal jiû v sedmdes·t˝ch letech
Ban˝r. Ve svÈ pr·ci10 popsal reakce, p¯i kter˝ch se na krysta-
lickÈ chloridy nÏkter˝ch kov˘ v oxidaËnÌm ËÌsle II p˘sobÌ
chloridem thionylu a kterÈ lze vyj·d¯it obecnÏ rovnicÌ:

MeCl2 . nH2O + nSOCl2 → MeCl2 + 2nHCl + nSO2

Z didaktickÈho hlediska povaûuje autor za velice zajÌma-
vou zejmÈna reakci chloridu thionylu s hexahydr·tem chloridu
kobaltnatÈho, protoûe jejÌ pr˘bÏh je spojen se zmÏnou barvy
v d˘sledku zmÏny koordinaËnÌ sfÈry p¯echodnÈho kovu.
I kdyû, jak uv·dÌ autor, jsou uvedenÈ reakce pro pochopenÌ
podstaty samovolnÏ probÌhajÌcÌch endotermick˝ch reakcÌ v˝-
znamnÈ, nenaöly ve v˝uce vzhledem ke svÈ experiment·lnÌ
n·roËnosti a aspektu bezpeËnosti öiröÌ uplatnÏnÌ. K problema-
tice vyuûitÌ ökolnÌch samovoln˝ch reakcÌ se u n·s vr·til aû
v roce 1997 BÌlek11, kter˝ vyvinul poËÌtaËov˝ mÏ¯ÌcÌ systÈm
pro jednoduchÈ aplikace ve ökolnÌ praxi, umoûÚujÌcÌ sledovat
i teplotnÌ zmÏny spont·nnÌch endotermick˝ch reakcÌ.

V didaktickÈ literatu¯e se dosud traduje, ûe prov·dÏnÌ
samovoln˝ch endotermick˝ch reakcÌ ve v˝uce je ËasovÏ, ma-
teri·lnÏ i experiment·lnÏ n·roËnÈ. NaöÌ snahou bylo proto
nalezenÌ nÏkter˝ch spont·nnÏ probÌhajÌcÌch reakcÌ za norm·l-
nÌ teploty, kterÈ pro jednoduchost provedenÌ by byly vhodnÈ
pro vyuûitÌ ve v˝uce chemie.

2. Obecn· v˝chodiska pro ökolnÌ pokusy
k tÈmatu spont·nnÌ endotermickÈ reakce
a v˝bÏr vhodn˝ch reakcÌ

Na z·kladÏ rozboru podmÌnek pro spont·nnÌ pr˘bÏh endo-
termick˝ch reakcÌ a s p¯ihlÈdnutÌm k didaktick˝m aspekt˘m
ökolnÌ laboratornÌ  praxe  jsme vyhled·vali takovÈ pokusy,
kterÈ splÚujÌ n·sledujÌcÌ poûadavky:
ñ p¯i reakci vznik· vÏtöÌ poËet molekul produkt˘ oproti

v˝chozÌm l·tk·m a tÌm doch·zÌ k v˝raznÈmu zv˝öenÌ
entropie systÈmu,

ñ p¯i reakci doch·zÌ ke zmÏnÏ skupenstvÌ reagujÌcÌch l·tek
ve smÏru od pevnÈ k plynnÈ f·zi,
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ñ pro ökolnÌ praxi se pouûÌvajÌ dostupnÈ chemik·lie a reakce
vyûadujÌ minim·lnÌ materi·lovÈ zajiötÏnÌ (zkumavka nebo
k·dinka, teplomÏr, p¯Ìp. tepeln· izolace),

ñ pr˘bÏh reakcÌ lze vizu·lnÏ sledovat z barevn˝ch zmÏn
nebo ze zmÏny skupensk˝ch stav˘ reagujÌcÌch l·tek,

ñ provedenÌ reakcÌ je velmi jednoduchÈ a odpovÌd· bezpeË-
nostnÌm hledisk˘m, nap¯Ìklad pouhÈ smÌsenÌ p¯Ìp. i neste-
chiometrick˝ch mnoûstvÌ dvou pevn˝ch l·tek,

ñ empirickÈ poznatky zÌskanÈ p¯i prov·dÏnÌ pokus˘ mohou
û·ci vysvÏtlit na z·kladÏ dosud zÌskan˝ch vÏdomostÌ a do-
vednostÌ.
P¯i vyhled·v·nÌ vhodn˝ch pokus˘ jsme vych·zeli z analo-

gie se zn·mou reakcÌ pr·ökovÈho zinku (hlinÌku, ho¯ËÌku)
s jodem, ve kterÈ jako katalyz·tor p˘sobÌ voda. Tuto reakci
vyvol·vajÌ i nÏkterÈ krystalohydr·ty s vyööÌ tenzÌ vodnÌ p·ry,
neû je tlak vodnÌ p·ry v atmosfÈ¯e. TakovÈto hydr·ty uvolÚujÌ
samovolnÏ vodu, kter· pak p˘sobÌ jako katalyz·tor danÈ reak-
ce.

Podle v˝öe uveden˝ch poûadavk˘ na ökolnÌ chemick˝
experiment k  danÈmu tÈmatu  lze  doporuËit osm  ökolnÌch
pokus˘ pro v˝uku chemie na st¯ednÌch, p¯Ìp. i na z·kladnÌch
ökol·ch. Jde o reakce pevnÈho dekahydr·tu uhliËitanu sodnÈ-
ho Na2CO3.10H2O nebo uhliËitanu amonnÈho (NH4)2CO3
s n·sledujÌcÌmi l·tkami: Fe(NO3)3.9H2O, FeCl3.6H2O,
MnCl2.4H2O, Co(NO3)2.6H2O.

Reakce lze prov·dÏt v tepelnÏ izolovan˝ch zkumavk·ch
nebo k·dink·ch a zmÏny teploty lze sledovat teplomÏrem
zasunut˝m do reakËnÌ smÏsi. Pr˘bÏh tÏchto reakcÌ je p¯itom
tak pr˘kazn˝, ûe nenÌ nutnÈ dodrûovat stechiometrickÈ pomÏ-
ry reagujÌcÌch sloûek a tepelnou izolaci reakËnÌch systÈm˘.

3. Reakce Fe(NO3)3.9H2O s Na2CO3.10H2O
jako modelov˝ p¯Ìklad spont·nnÌ
endotermickÈ reakce

ProvedenÌ pokusu: v tepelnÏ izolovanÈ zkumavce smÌch·-
me stechiometrick· mnoûstvÌ pevn˝ch l·tek Fe(NO3)3.9H2O
a Na2CO3.10H2O. Po promÌsenÌ lze sledovat n·sledujÌcÌ zmÏny:
a) pokles teploty na teplomÏru zasunutÈm do reakËnÌ smÏsi,
b) vznik kapalnÈ f·ze obsahujÌcÌ tmavohnÏdÏ zabarvenou

nerozpustnou l·tku,
c) uvolÚov·nÌ plynnÈho produktu.

Na z·kladÏ pozorov·nÌ tÏchto zmÏn a dalöÌch poznatk˘ lze
odvodit, ûe v systÈmu:
a) probÌh· spont·nnÌ reakce, kter· vzhledem k poklesu tep-

loty systÈmu m· endotermick˝ pr˘bÏh,
b) v d˘sledku vyööÌch tenzÌ vodnÌ p·ry krystalohydr·t˘ do-

ch·zÌ k uvolÚov·nÌ molekul vody a postupnÈmu rozpouö-
tÏnÌ pevnÈ f·ze,

c) vznik· tmavohnÏd˝ pevn˝ produkt, kter˝m podle podmÌ-
nek provedenÌ reakce je Fe(OH)3 event. FeOOH,

d) uvolÚuje se plynn˝ produkt, kter˝ zav·dÏnÌm do roztoku
Ca(OH)2 lze identifikovat jako CO2.
Na z·kladÏ uveden˝ch skuteËnostÌ lze sestavit p¯Ìsluönou

chemickou rovnici:

2Fe(NO3)3.9H2O + 3Na2CO3.10H2O →

→ 2Fe(OH)3 + 6NaNO3 + 45H2O + 3CO2

Podstatu pr˘bÏhu tÈto reakce lze vysvÏtlit tÌm ûe:
a) p¯i nÌ doch·zÌ v porovn·nÌ s reagujÌcÌmi l·tkami ke vzniku

velkÈho poËtu molekul produkt˘,
b) p¯i reakci pevn˝ch l·tek vznikajÌ ve velkÈ mÌ¯e produkty

kapalnÈho a plynnÈho skupenstvÌ. V˝sledkem je v˝razn˝
n·r˘st entropie ∆S, takûe ∆H < T∆S.

4. Z·vÏr

Vyuûitelnost navrûen˝ch reakcÌ pro proces osvojov·nÌ
uËiva o spont·nnÌm pr˘bÏhu endotermick˝ch reakcÌ byla ovÏ-
¯ena v semin·¯Ìch pro studenty uËitelstvÌ chemie na P¯Ìrodo-
vÏdeckÈ fakultÏ UK v Praze, na ZemÏdÏlskÈ fakultÏ JU v »es-
k˝ch BudÏjovicÌch a v semin·¯Ìch pro û·ky vybran˝ch st¯ed-
nÌch ökol.

Na z·kladÏ zÌskan˝ch zkuöenostÌ lze ¯Ìci, ûe za¯azenÌ na-
vrûen˝ch reakcÌ do pedagogickÈ praxe st¯ednÌch ökol je p¯Ì-
nosnÈ a uûiteËnÈ. Pokusy jsou z hlediska experiment·lnÌch
i finanËnÌch poûadavk˘ nen·roËnÈ a p¯in·öejÌ ¯adu zajÌmav˝ch
pozorov·nÌ, ze kter˝ch mohou studenti odvodit celou ¯adu
poznatk˘ i z hlediska termodynamick˝ch z·konitostÌ pr˘bÏhu
chemick˝ch reakcÌ.
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