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Uvodnik

Malé zamysleni nad hodnocenim a financovdanim védecké prace

Redakce Chemickych listu mné nabidla, abych napsal
uvodnik na vyse uvedené téma. Chvili jsem vihal a pak
Jjsem nabidku prijal. Motiv této nabidky je ziejmy — je jim
hrozba nepriznivého financniho rozpoctu Akademie ved
CR pro nejblizsi léta. Budu vsak hovorit obecnéji, protoze
AV CR neni na lodi védy a jejich aplikact sama a protoze
tato problematika je velmi Sirokd. V dnesni dobé v§emoz-
nych spolecenskych smeérii, zdajmii a koalic povazuji za
diilezité zduraznit, Ze jde o mé soukromé ndazory.

Co nejobecnéji: Veskera tviirci cinnost, tedy nejen
véda a technika, ale i umélecka tvorba, urcuje kulturni
a vzdélanostni uroven urcitého lidského spolecenstvi. Toto
tvrzeni jistée malokdo bude popirat, avsak v okamziku, kdy
piijde o penize, zvitézi okamzité zajmy a potreby nad dlou-
hodobymi. Stavkujici pekari ¢i tramvajaci vzbudi bezpro-
stredni krizi, stavkujici védci a umélci se stanou zabavnym
Jjevem pro medialni vyuziti. Presto nezbyva, nez abychom
se stale co nejhlasitéji ozyvali.

A nyni konkrétnéji: Financni rozpocty nasi viasti by
meély klast vetsi duraz na vedu a vyzkum, avsak vidy musi-
me pocitat s tim, Ze jsme chudsi nez mnozi nasi rozvinutéjsi
spolubratii. Myslim, Ze podstatnym problémem u nds je
mala ucast soukromého kapitalu na financovani védy
a vyzkumu. Jen maly priklad: Vznikla vysoce specializova-
na vysoka Skola nevelkého obecnéjsiho vyznamu v aredlu
automobilky v Mladé Boleslavi, misto aby byla poskytnuta
podpora CVUT. Pragmatické ditvody jsou ziejmé, avSak
pro nds vyzkum a vyvoj je to Skoda.

Domnivam se, ze pro dosazeni financnich cilit a pro
zajisténi co nejlepSich vyzkumnych vysledkii je nanejvys
dilezité, abychom my vsichni, kteri se podilime na vyzku-
mu, vyvoji a na vysokoSkolském vzdélavani byli jednotni,
protoze tyto aktivity jsou nerozlucné spojeny. Meéla by
vzniknout spolecnd pracovisté, kterd nepopiraji identitu
zakladajicich organizaci, avsak umoziuji co nejefektivnéj-
St vyuziti ndkladné instrumentace a spolecné usiluji
i o vSestranné uplatnéni. Neobycejné velké moznosti jsou
nap¥. jak ve spolupraci AV CR s vysokymi Skolami, tak i ve
spolecnych aktivitach riiznych vysokych skol. Bohuzel, tyto
spoluprace jsou prozatim omezené a zaloZené piedevsim
na dobrych vztazich mezi konkrétnimi pracovniky spise nez
na cilevédomych dlouhodobych institucionalnich doho-
dach. Urcité povzbudivé priklady lze zaznamenat na jihu
Cech, kde rizné okolnosti geograficky zkoncentrovaly
nékolik tistavit AV CR spolu s Jihoceskou Univerzitou. Jen
tak dal!

Dalsi primo souvisejici, podstatnou otazkou je posta-
veni a financovani vysokych Skol. Ma-li, po vzoru USA,
polovina populace mit vysokoskolské vzdeélani, proc¢ ne-
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zmenit dobré odborné stredni Skoly, jako je napr.
,, Kfemencdrna “ v Praze, na bakalarské skoly? Financova-
ni vysokych Skol podle poctu studentii je nestastné. Proc¢
nezavest Skolné, v nesymbolické vysi? Prikladem budiz
Velka Britanie, kde velka vétsina studentit vysoké Skolné
neplati, protoze ma stipendia od statu, od mést, od podnika-
telskych subjektii, od nadaci, atd. Dobre promysleny stipen-
dijni systém rovnez reguluje nabidku a poptavku po vysoko-
Skolacich daleko lépe nez umisténky neblahé pameti.

Jedinou moznou cestou tedy je maximdlni snaha
o ziskani co nevétsiho objemu nejen institucionalnich fi-
nancnich prostiedkii, ale v co nejvétsi mire i prostredki
vybérovych, z projektovych a grantovych zdrojii domacich
i zahranicnich. Rozumné financovani komplexu vyzkumu,
vyvoje a vychovy védeckych pracovnikii samozrejmé vyza-
duje soustavné, zodpovédné a kvalifikované posuzovani
kvality vedcii, vedecko-vychovnych instituci a vysledkii
Jejich prace. Scientometrické posuzovani je jisté prijemné
a pohled na vysoké citacni indexy, impakt faktory, atd., je
povzbudivy. AvSak: ,,vsichni pisi, nikdo necte*. Dadle pak,
i pres snahy o kompenzaci zasadnich rozdilii mezi védnimi
obory, napr. skvely matematik ci fyzik se cisté scientomet-
ricky stezi vyrovna priumérnému biologovi (vzpominam si
na Clanek v jakychsi novindch, kde vybornému spolecen-
skému védci vytykali, Ze jeSt¢ nema Zadnou prdci
v Nature). Myslim, Ze jedinym zodpovédnym pristupem
k hodnoceni védecké vykonnosti je posouzeni skupinou
odbornikii, pricemZ scientometrie mizZe byt pouzita jako
technicky, podpiirny prostredek. I zde vsak vznikaji problé-
my: kde vzit tolik kvalitnich a objektivnich posuzovateli,
kdyz potreba vSemoznych posudkii, auditii a recenzi je tak
velka a kdyz v diisledku stdle rostouci specializace védec-
kovyzkumnych odvétvi a stalého zmenSovani zemékoule se
viastné v§ichni osobné zname?

Aplikace zdkladniho vyzkumu je dalsim zhavym téma-
tem: Je milé, kdyz vzniknou okamZzité vyuZitelné a zpenézi-
telné vysledky, avsak ty jsou vysledkem dlouhodobého
a uspésného zakladniho vyzkumu. Skutecny puvodni vy-
zkum ma ale problém vtom, Ze pFi hodnoceni Zddosti
o financovani vyzkumného projektu nemiize poskytovatel
od zadatele ocekdvat zadné pevné prisliby, Ize jediné posu-
zovat predeslou praci Zadatele a kvalitu formulace projek-
tu. A je dobré si uvedomit, ze i negativni vysledky maji
vyznam — ukazuji, kudy cesta nevede (védel to jiz Jara
Cimrman). Takze pracujme ruku v ruce na poli zakladniho
i aplikovaného vyzkumu, moc se nehddejme a nenechme se
otravit.

Karel Stulik
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1. Uvod

Kyselina dusi¢n patii k t€m sloucenindm, které sehraly
v minulosti vyznamnou ulohu v femeslech a v alchymii.
Bylo to pro jeji schopnost rozpoustét viechny tehdy znamé
kovy kromé zlata a v upravé znamé jako lucavka kralovska
dokonce i tento kov. Chemické sloZeni lucavky kralovské
nebylo znamé, podstatna vSak byla pravé jeji schopnost
rozpoustét zlato, do té doby zdanlive neznicitelné. V tomto
prehledu je zrekapitulovana historie kyseliny dusi¢né
ajejiho pouziti pocinaje objevem a konce 18. stoletim,
pri¢emz jsou zminény také nekteré ceské prameny. Velmi
dlouho se soudilo, Ze existuje vice forem kyseliny dusicné,
pri¢emz dvé z nich byly rozliSeny nejen nazvem, ale i zpu-
sobem ptipravy. Byly to aqua fortis a spiritus nitri, ovsem
kyselina dusi¢na byla znama jesté pod dalSimi nazvy, je-
jichz zjednodusené tfidéni je zde pfedlozeno. Cilem této
prace je jednak shrnout dosavadni znalosti, soucasné vSak
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poukézat na fadu otazek, které zbyva zodpovédét. Hned
prvni z nich je datovani objevu kyseliny dusi¢né, podobné
jako uptesnéni doby, kdy se objevil postup, jehoz produk-
tem byl spiritus nitri. Z hlediska dé€jin alchymie je pouze
naznacena problematika zdanlive jesté vétsiho poctu druht
kyseliny dusi¢né, jak je naptiklad v 16. stoleti popsal Agri-
cola. V téchto ptipadech Slo vesmés o preparaty slouzici
domn¢lé transmutaci kovil. Tato oblast je dodnes jen mini-
malné¢ prozkoumand; dalsi vyzkum predpokladd rozbor
puvodnich pramenti a pokud by to bylo mozné, pokusy o
reprodukovani alchymickych navoda.

2. Objev kyseliny dusi¢né

Dosud znamé podklady dovoluji odhadnout, Zze
k objevu kyseliny dusi¢né doslo v Evropé v prubéhu
14. stoleti. Zatim nejstar$i ndvod na jeji pfipravu je ve 23.
kapitole dila Liber de inventione veritatis nadepsané
,,O rozpoustéjicich tekutinach a zmék&ujicich olejich':
,Nejprve chci hovofit o nasem rozpoustédle (aqua nostra
dissolutiva), jez jsem v na$i Summé byl zminil, tam kde
jsem hovofil o rozpousténi ostrymi tekutinami. Vezmi
zprvu  jednu  libru  (pfiblizné  0,5kg)  vitriolu
(CuSO0y. 5 Hy0), pul libry sanytru (KNOs, v orig. sal nitri)
a ctvrt libry kamence (KAI(SOy),. 12 HyO, v orig. alumi-
nis jameni). Ptipravuj tuto tekutinu cum rubigo alembici,
nebot’ ma mocny rozpoustéci ucinek.*

Obrat cum rubigo alembici je ziejmé zminkou o Cer-
vené barvé alembiku, destilacni banky, ktera se musela
zahifivat na vysokou teplotu. Citovany pramen byl done-
davna jednim ze spist zahrnovanych do tzv. Pseudogebe-
rova korpusu, ktery tvofila dila Summa perfectionis magis-
terii, Liber de investigatione perfectionis, Liber de inventi-
one veritatis, Liber fornacum a Testamentum Geberi
(misto Liber je dale jen L.). Tyto rukopisy se zacaly obje-
vovat v tisténé podob¢ od roku 1481, ovsem jejich nejstar-
§i souborna vydani jsou az zroku 1541 (Norimberk)
a 1545 (Bern)™.

Zprvu se soudilo na jejich arabsky plvod, pficemz
autorstvi se pripisovalo DZabiru ibn Hajjanovi uznavané-
mu za jednoho z nejvétsich alchymistd. Dodnes vSak neni
jednoznacné rozieSeno, zda tento muz viibec 7il a tyto
pochybnosti panovaly v arabském svéts* jiz v 10. stoleti.
Pokud nékdo takovy zil, pak pfiblizn€ v letech 721/2 az
snad 815, rozhodné ho vSak nelze pokladat za autora néko-
lika stovek (¢i dokonce tisict) spist, jak se obcas udavalo.
Dzabirovo jméno bylo v Evropé polatinsténo na Geber
a pod nim byl zprvu vydavéan uvedeny korpus spisii.

Pozdéji byl jejich arabsky ptivod zpochybnén a jako
autor byl uvadén Pseudogeber nebo Latinsky Geber. Za-
catkem 20. stoleti byl jiz posledni z titull, Testamentum,
pokladan za dilo jiného autora, a postupné se podobné
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pochybnosti objevily také o dalsSich knihach korpusu. Ob-
rat piinesly prace Newmanovy™® vrcholici vydanim kritic-
ké revize Summy a jejiho komentovaného piekladu’. Podle
Newmana byl autorem Summy frantiSkansky mnich Paulus
z Tarenta, o némz vSak chybéji blizsi udaje, zatimco ostat-
ni dila Pseudogeberova korpusu napsali jini autofi. Tim se
jesté vice komplikuje datovani, které je pfiblizné také
u Summy, jejiz vznik je kladen zhruba do ptelomu 13.
a 14. stoleti.

L. de investigatione perfectionis a L. de inventione
veritatis jsou pozd¢jsiho data, navic, jak naznacuje jejich
detailni rozbor, jsou dilem dvou riznych autort, ktefi je
ziejmé napsali jako komentat Summy. Vznik téchto spist
zatim nelze spolehliveji datovat; nejstarsi rukopis L. de in-
vestigatione z roku 1400 naznacuje, ze dilo jiz tehdy existo-
valo. Navod na kyselinu dusi¢nou je také v kap. 18. L. for-
nacum ,,Rozpousténi pripravenych kovi* (Darmstaedter, str.
118): ,,Nase metoda je: granulovany nebo rozpilovany kov
rozpust’ v naSem rozpoustédle, jeZ se ze sanytru a vitriolu
vyrabi, ...“ Tato formulace naznacuje, Ze pfiprava rozpous-
tédla kovd, kyseliny dusi¢né, byla jiz znama, takze nebyl
nutny podrobny ndvod. Kniha vznikla jest¢ pozdéji nez
pfedchozi dva tituly Pseudogeberova korpusu.

Pocatek historie kyseliny dusi¢né je zatim spojovan
s L. de inventione veritatis, kdyz Summa perfectionis
magisterii neobsahuje zadnou zminku, ktera by svédcila
o znalosti této slouceniny, tfebaZe se na ni L. de inventione
veritatis odvolava. Navod na piipravu kyseliny dusicné
v tomto pramenu pokracuje vyznamnou pasazi: ,.Bude
(kyselina) jest¢ mnohem ostiejsi, jestlize s tim rozpustis
ctvrt libry salmiaku (NH4Cl). Tato tekutina totiz rozpousti
zlato, siru a stfibro.” Konec navodu tedy popisuje piipravu
lucavky kralovské (aqua regia), smési kyselin dusicné
a chlorovodikové v poméru pfiblizné 1:3.

Z hlediska dalsiho vyvoje femesel i alchymie bylo
vyznamné, ze samotna kyselina dusi¢na rozpousti v§echny
kovy s vyjimkou zlata, a to je rozpustné v lucavce kralov-
ské. Slozeni lucavky pochopitelné nebylo znamé, a kyseli-
na chlorovodikova byla objevena jako posledni z mineral-
nich kyselin; prvni zminky o ni jsou z konce 16. stoleti.
Kyselina sirova byla pfipravena patrné o néco diive ve
stejném stoleti®.

3. Problém nazvoslovi

Orientaci v puvodnich pramenech zna¢né znesnadnu-
je dobové nazvoslovi, které pouzivali nejen alchymisté, ale
také femeslnici. Kyselina dusi¢na se objevuje pod fadou
nazvl, znichz nckteré se vSak vyskytuji rovnéz
v souvislosti s mineralnimi kyselinami objevenymi pozdé-
ji, pfedevsim s kyselinou sirovou.

Nazvy kyseliny dusi¢né, které se objevily b&hem
staleti v rliznych pramenech, 1ze zjednoduSené rozd¢lit do
tii skupin. V prvni, nejpocetnéjsi, je oznacovana aqua, coz
odrazi predstavy o aristotelskych elementech, kdyz tento,
voda, mél byt obsazen ve v§em, co teCe nebo muze téci za
vhodnych podminek (kovy pii zahfati). V prvnim navodu
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na piipravu je kyselina dusi¢nd nazyvana aqua nostra
dissolutiva (misto aqua je déle jen a.), coz se zahy zkratilo
na a. dissolutiva, nacez se objevil nejcastéji pouZivany
nazev a. fortis; pocatek jeho pouZiti nelze spolehlivé dato-
vat. Postupné ptibyly dalsi ,,vody®, a. acuta, a. caustica,
a. gehennae, a. mercurialis, a. solvens, a. stygia, a. valens.
Zavadgjici bylo oznaceni a. mercurialis zdanlivé odvozené
od merkuru, rtuti, které n€kdy sice oznaCovalo kyselinu
dusi¢nou, ale pouzivalo se také pro butyrum antimonii
(maslo antimonu), chlorid antimonity slouzici jako vycho-
zi substance pro pripravu nékterych 1éku.

Druhé skupina nazvi odrazi bud’ pavod kyseliny du-
si¢né nebo nékterou jeji vlastnost, pipadné oboje. Jsou to
oleum nitri, rubigo nitri, spiritus nitri, kde je oCividny
puvod, totiz piiprava kyseliny ze sal nitrum, dusi¢nanu
draselného, pricemz viskozngjsi produkt byl oleum. Za-
pach oxidd dusiku, coz byli vdobové terminologii
duchové®, se odrazil v terminu spiritus; do této skupiny
také patii spiritus aquae fortis. Dva hlavni terminy, aqua
fortis a spiritus nitri, budou pozdéji diskutovany podrob-
né&ji. Sal nitrum bylo piivodné oznaceni uhli¢itanu sodného
odvozené ze staroegyptského n‘--r. Az ve vrcholném
evropském stfedov€ku se zacalo pouZivat pro dusi¢nan
draselny, ptipadné sodny; ob¢ slouceniny se nerozliSovaly
(etymologii terminu nitrum rozebral Feldman®).

Do treti skupiny lze shrnout kodova oznaceni pocha-
zejici vesmés od alchymistl. Jako piiklady 1ze uvést dra-
co, protheus, Salamanderblut, roter Léwe, Stomachus,
struthionis, sudor hermaphroditici. Zakoédovani je i v obou
predchozich skupindch, kde vSak naptiklad a. gehennae
dava alespon tusit, ze voda je ,,pekelna®, patrn€ paliva. Ve
vsech téchto skupinach jsou nazvy, které lze ptifadit kyse-
lin¢ dusi¢né na zaklad€ navodu, z nichz plyne, ze Slo sku-
tecné o tuto slouceninu. Nebylo totiz vzacné, ze byl nekte-
rym z té€chto terminli oznacen i produkt jiného sloZeni.

4. Zpusoby pripravy kyseliny dusi¢né
a jeji pouziti

4.1. Nejstarsi ¢esky navod

Tento navod zaroven naznacuje pouziti kyseliny du-
si¢né v pomérné dlouhém obdobi po objevu. Jeji cena byla
prilis vysoka, nez aby tato sloucenina vstoupila do praktic-
kého pouzivani, takZe se zprvu objevuje v alchymickych
navodech, velmi ¢asto rovnou ve smési s kyselinou chloro-
vodikovou jako luCavka kralovskd. Navod na vyrobu lu-
Cavky je v nejstar$im ¢esky psaném alchymickém rukopise
z roku 1457 znamém jako Cesta spravedliva ptipisovaném
Janovi z Lazu'®. Na str. 17 se piSe (Seltina je Gastetnd
upravena):

,,Vezmi vitrolium vysuseného, jako se napred pise, tii
funty (1 funt, totéz co libra, pfiblizn€ 0,5 kg) a tolikéz
sanytru a k tomu armoniacu (NH4C1) funt a to v§e smichej
spolu a zetfi dobie a vsyp do sklenice, jezto slove kukurbi-
ta a vstav na alembik a podstav sklenici, aby do ni teklo
...“ Je to pfimy postup vyroby lucavky kralovské; kukur-
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bita (nebo kukurbit) byl typ destilacni banky, alembik zde
oznacuje jeji hlavu. Vitriol mél byt pfedem vysuSeny
acelé zafizeni utésnéné, ,at’ nikudy para ven nemuiz“.
Autor upozoriiuje, ze je tfeba postupné zesilovat ohen, ,,az
uziis, anot’ duchové jdu jakoby dymal na vodu“. Do takto
pfipravené kapaliny se ma vhodit zlato, ,,a tak se rozpusti
tvé zlato v vodu Cistu“, coz je cilem citovaného navodu.

4.2. Nékteré prameny 16. stoleti

Teprve piiblizné od pocatku 16. stoleti se zacina po-
uzivat kyselina dusi¢nd v femeslné praxi k déleni zlata od
stiibra. V té dob¢ byl vsak tento postup stale jesté pokla-
dan za pfili$ nakladny, takze pfevazovalo klasické cemen-
tovani pouzivané od starovéku. Pfitom se zlaté plisky pro-
lozené stfidavé vrstvami navlhéené smési rozdrcenych
cihel s vhodnou soli (obvykle NaCl, nékdy KNOs a jin¢)
zihaly v uzavieném tygliku. VSechny necistoty obsazené
ve zlaté zreagovaly na soli a zustal Cisty drahy kov. Pokud
zlato obsahovalo vétSi mnozstvi kontaminantti, musel se
proces opakovat: po zihani se kov roztavil a opét rozklepal
na plisky k dal$imu cyklu az bylo posléze ziskdno ryzi
zlato'".

Navody na kyselinu dusi¢nou se jen postupné objevo-
valy v femeslnickych manudlech, pfedev§im v prubiiskych
priru¢kach (Probierbiichlein), mnohdy anonymnich, které
zaCaly vychazet ve vé&tSim poctu pravé od pocatku 16.
stoleti'?. Je tu zfejma souvislost s ristem t&Zby drahych
kovu, ktera nabyvala v té dob& na vyznamu také ve Stfedni
Evropé13 .

4.2.1. Georgius Agricola a Lazarus Ercker
Jednim z vrcholti odborné literatury je spis Georgia
Agricoly (1494-1555) De re metallica libri XII'* poprvé
vydany v Basileji roku 1556. V Knize X. piSe autor o tom,
ze zlato je odd€lovano od stfibra ,,skrze aqua valens®, coz
méla byt v této souvislosti kyselina dusicna. Dnes se soudi,
ze Agricola zde pouze zaznamenal navody ze starSich pru-
bifskych knizek a jak pise, ,,protoZe je mnoho (riznych)
kombinaci (vychozich latek), uvedu jen nékolik malo“.
Nize je shrnuto jeho deset navodu, kdy jsou vyjmenovany
vychozi latky, které mély byt destilovany. Jiz letmy pohled
na n¢ potvrzuje domnénku, ze Agricola tyto navody oprav-
du nejspis jen opsal a ziejmé vétSinu z nich nevyzkousel.
V nasledujicim vycétu udajnych kyselin dusi¢nych je
hmotnostni jednotka libra (v Némecku Pfund) zkracovéana
Ib. Navody jsou v potadi, v jakém jsou v Agricolové kni-
ze:
Prvni: 1 Ib. vitriolu, stejné mnozstvi soli (NaCl), 1 Ib. pra-
menité vody.
Druhé: 2 1b. vitriolu, 1 1b. sanytru, stejné mnozstvi prame-
nité vody.
Tteti: 1 Ib. vitriolu, 2 % 1b. sanytru, % lb. kamence, 1 % 1b.
pramenité vody.
Ctvrta: 2 Ib. vitriolu, stejné sanytru, Y4 Ib. kamence, % Ib.
pramenité vody.
Pata: 1 1b. sanytru, 3 Ib. kamence, ' Ib. cihlového prachu,
% 1b. pramenité vody.
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Sesta: 4 1b. vitriolu, 3 Ib. sanytru, 1 1b. kamence, ,,podobné
jedna libra kament, které, kdyZ vrZeny do rozpalené pece,
se snadno roztavi ohném tretiho stupné“ (v tomto
avdalSich navodech jsou pasdZe ponechané zcasti
v ptivodnim znéni; kameny nelze ur¢it), 1 'z 1b. pramenité
vody.

Sedma: 2 Ib. vitriolu, 1 % 1b. sanytru, % lb. kamence,
,jedna libra kameni, které, kdyz vrzeny do rozpalené pe-
ce, se snadno roztavi ohném tietiho stupné*, 5/6 1b. prame-
nité vody.

Osma: 2 Ib. vitriolu, stejn¢ sanytru, 1 4 Ib. kamence, ,,1 Ib.
srazeniny vody [aqua], kterd oddéluje zlato od stfibra; a ke
kazdé jednotlivé libfe Sestina moci je prilita®.

Devata: 2 1b. prachu z palenych cihel, 1 1b. vitriolu, 1 Ib.
sanytru, hrst soli, % 1b. pramenité vody.

Desata: ,,Pouze desata postrada vitriol a kamenec, ale ob-
sahuje 3 1b. sanytru, dvé libry kament, které, kdyz vrzeny
do horké pece, se snadno roztavi ohném tretiho stupné, po
2 1b. verdigris, stibia, zeleznych Supin nebo pilin a asbes-
tu, a 1/6 Ib. pramenité vody.*

Prvni ndvod nevede ke kyseliné dusicné, ale
k chlorovodikové. Posledni navod, zfejmé zkomoleny, mél
vést patrné k jinému produktu, jak bude zminéno dile.
Jako verdigris se oznacoval zeleny pigment, octan méd’na-
ty nebo bazicky octan médnaty, stibium byl nazev sulfidu
antimonitého. Velmi pravdépodobné se mél skuteéné po-
uzit azbest. Udaje o teplotnim rezimu nelze spolehlivé
interpretovat; Casto se rozliSovaly Ctyfi stupné tepla, byly
ale popisovany rozli¢cn€. Prvni stupeil byval pfirovnavan
k teplu slepice sedici na vejcich. Jindy to byl ,,ohen egypt-
sky*, odpovidajici letni teploté v Egypté. Pon€kud jedno-
znaéngjsi je déleni na teplo vodni, piskové, popelové 1azné
a pfimych plamen.

Vyznamny metalurg Lazarus Ercker (1528-1594)
popsal vyrobu kyseliny dusi¢né jasnéji nez Agricola
a navic pii jeho postupu vznikal koncentrovanéjsi produkt.
Podle Erckera", Vezmi jednu libru Cistého sanytru a Ctyfi
a pal libry kalcinovaného vitriolu ...“ Dulezita je Gprava
vitriolu kalcinovénim, coz bylo zahiivani, Cast&ji Zihani,
v tomto piipadé opatrné. Cilem bylo zbavit vychozi prepa-
rat vlhkosti a ¢astecné téz krystalové vody, aby se nefedil
zachycovany produkt.

4.2.2. Andreas Libavius

V 16. stoleti se dale prohluboval i zajem alchymistl
o mineralni kyseliny, o dusi¢nou predevsim. Rozsahlé
udaje jsou v dile Andrease Libavia (? 1560-1616) Alche-
mia z roku 1597, jez byva, jak jeho titul mize naznacovat,
pokladdno za prvni ucebnici chemie'®. Neni tomu tak;
autor se zabyval alchymii, véfil v moznost transmutace
kovi a také ji v knize opakované popisuje. Na druhé strané
je to velmi piehledny a systematicky spis.

V kapitole XXVI. nadepsané ,,0 duchach* (De spiriti-
bus) je kratka zminka, kterou lze vztdhnout k vyctu nazvu
kyseliny dusi¢né (Odst. 2). Vuvodu se Libavius snazi
vymezit pojem ,,ducha“ a piSe, Ze ,,rozpoustejici voda je
takova, ktera skrze svou ohnivou subtilnost a pronikajici
ostrost coby fidka tekutina uzévéry téla rozevfit dokaze,
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jestlize je tato (voda) skrze komplikovanou destilaci vyro-
bena a své vlhkosti zbavena, jak je to jen mozné.”“ Je to
vlastné¢ pokus o vysvétleni mechanismu ucinku silnych
mineralnich kyselin, kdyz jako ,t&la* se v téchto souvis-
lostech oznacovaly kovy.

Vycet ,,duchi“ je v citovaném dile pestiejsi a zacina
pojednanim o ,,duchu vina®“, alkoholu, jsou popsany pfi-
pravy ,,ducha vitriolu“ (spiritus vitrioli), kyseliny sirové,
ale také ,,ducha terpentynu“ a posléze ,,ducha libovolné
soli“. Pro historii kyseliny dusi¢né je podstatnd véta:
,,Rozpoustéjici voda (aqua dissolutiva) vystupuje ve dvou
druzich; jako duch (spiritus) a jako aqua fortis®. K tomu se
autor vraci ke konci kapitoly: ,,Sal nitrum se destiluje
s dvojnasobnym mnozstvim cervené nebo Zluté zemé, ...
a spiritus nitri je stejnym zpusobem jako aqua fortis pri-
pravovan; ohen jest pouzivat opatrné.” Tedy nékdy béhem
16. stoleti, 1ze jen odhadovat, se objevuje druhy postup
pfipravy kyseliny dusi¢né, pouze z dusi¢nanu draselného,
a vysledny produkt, spiritus nitri, se uvadi jako forma
odli$na od aquae fortis. Pouziti nazvu ,.spiritus nitri se
ndkdy pfipisuje Paracelsovi'’ (Theophrastus von Hohen-
heim, 1493/94-1541).

Aqua fortis je rovn&z problémova, coz naznacuje ka-
pitola XXVIIL. ,,O druzich aquae fortis“. Podobné¢ jako
Agricola ji také Libavius rozliSoval vice druht, jak dokla-
daji mezititulky odstavct kapitoly, z nichz prvni je sice
,,Obecnd aqua fortis®, ale dalsi jsou, mimo jiné, ,,Voda na
rozpousténi kovi“, ,,Rozpoustéjici voda pro zlato®, ,,Voda
k rozpousteni stribra®, ,,Pro zelezo* a nasleduji zbyvajici
kovy, méd’, cin, olovo a rtut’.

V téchto pfipadech to v8ak neni po kazdé kyselina
dusi¢na, jak o tom svédci jeden ze dvou navodd ,,pro Ze-
lezo*: ,,Rec. Tti unce (ném. Unze, mezi 29 a 38 g) bilého
vitriolu (nelze presnéji urcit; mohl to byt bezvody CuSQOy),
sedm unci uherského vitriolu (necisty CuSOy), Ctyfi unce
soli, pul unce kamence, ucin Cervenou aqua fortis.”“ Je
mozné jen odhadovat, Ze nejspi§ vznikla smés kyselin
sirové a chlorovodikové. Pivod Eerveného zbarveni neni
jasny podobné jako u ,,aquae fortis“ pro olovo: ,,Rec. Po
¢tyfech uncich kamence a vitriolu, jednu libru sanytru
a dvé unce Cerveného atramentu. U¢in (z toho) aqua fortis.
Sbirej (zachycuj) &ervené duchy.” Cerveny atrament
(atramentum rubrum, také colcothar) byl zbytek po desti-
laci zeleného vitriolu (FeSO,) pfi vyrobé kyseliny sirové,
obvykle necisty oxid zelezity. Narazka na Cervené duchy
neni zcela jasna, mohlo jit o oxid dusicity této barvy.

V Libaviové knize je i klasicky ndvod na vyrobu ky-
seliny dusi¢né: ,,Vezmi osm dila vitriolu, pét dilti preciste-
ného sanytru, jeden dil kamence, kalcinuj vitriol a kame-
nec a zvaz je po kalcinovani, abys védél, kolik odeslo ...«
Nasleduje podrobny popis dalsiho postupu a také cisténi
pfipravené kyseliny. Navod tohoto druhu se v této kapitole
opakuje v riznych podobach, je zde vsSak také véta:
,,Vychozi latky pro jiné (druhy aquae fortis) jsou jednou
tyto latky, jednou salmiak a libovolna jind (stl), nékdy
hydrargyrus sublimatus, rumélka, prazend meéd, sadra,
nehaSené vapno, arsenik, kamenec, colcothar, fel vitri,
Cervend sira, atd. Tento nezvykly vycet bude diskutovan
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ve zvlasStnim odstavci (4. 4. 2.). Hydrargyrus sublimatus
byl nejcastéji opravdu sublimat, chlorid rtutnaty, prazena
meéd’ byl obvykle oxid méd’naty, arsenik nelze bez dalsiho
popisu blize urcit, mohl to byt sulfid nebo oxid, fe!/ vitri
(péna skla), byla necistym siranem alkalickych kovi
(podle pouZitého sklaiského kmene) a §lo o pénu tvorici se
na tavening, a ¢ervena sira byla vétSinou normalni sirou.

Dalsi zmény doznala vyroba kyseliny dusicné
v 17. stoleti, kdyz ji Johann Rudolf Glauber (1604—1668)
pfipravil zahfivanim sanytru s kyselinou sirovou. Nejcasté-
ji se udava rok 1646; Glauber totiz tento navod neuvedl ve
svych dilech, ale poskytoval ho ustn€¢ za poplatek. I tento
produkt byval nazgvan spiritus nitri'®.

4.3. Déleni zlata a stfibra kyselinou dusi¢nou

Nejvyznamngj$im  pouzitim  kyseliny  dusi¢né
v femesIné praxi se stalo déleni zlata a stfibra, némecky
Scheidung, coz dalo této kyseliné nazev Scheid(e)wasser.
Jeden z nejstarSich velmi detailnich popisti kvantitativniho
stanoveni obou kovl zanechal dal§i vyznamny metalurg
Vannoccio Biringuccio (1480-1539) v knize Pirotechnia".
Podstatnéjsi nez popis déleni je pfiprava jednotlivych slo-
zek. Pfedevsim muselo jit jen o slitinu zlata a st¥ibra neob-
sahujici dal$i pfimési. Proto byl kov pfedem piecistén
kupelaci. Nasledovalo zpracovani kyselinou dusi¢nou,
v niz se rozpustilo pouze stiibro, které bylo nasledn¢ opét
vytaveno ze vzniklého dusi¢nanu. Velmi dulezitd byla
spravnd pfiprava kyseliny dusi¢né, coz Biringuccio
podrobné popisuje.

Na vyrobu kyseliny ,,vezmi jeden dil velmi dobie
precisténého sanytru a tfikrat tolik dobte promytého skal-
niho kamence ... smichej s témito vécmi osmy dil celku
nebo méné pisku, Stérku nebo rozdrcenych cihel. Ale mné
se zd4 lepsi, jestlize je mas, pouzit zbytky aquae fortis ...
Autor znovu pripomind dobré utésnéni nadob, nacez se ma
zacit se zahiivanim zprvu na mirném ohni. Po Sesti hodi-
nach je obsah banky tekuty, nasledujicich Sest hodin se ma
ohen zesilovat, jak Biringuccio pise, ,,az uzfis, ze vSechna
voda a flegma latek zmizely, a Ze jsou (latky) v kukurbitu
zcela suché.” Voda a ,,flegma*“ jsou vlhkost a krystalova
voda.

Tento okamzik se poznd podle toho, Ze se zatnou
objevovat Zluté dymy (oxidy dusiku). Proces kon¢i, kdyz
se jiz zadné dymy nepozoruji. Podstatné je pokracovani:
... jestliZe si piejes, aby byla tato kyselina dobra a praco-
vala dobfe, je nutno pridat ptl denaro (1 denaro = 1,2 g)
Cistého stiibra na jednu libbru (v Italii nejcastéji priblizné
0,3 kg) kyseliny. Abys to provedl, dej jednu nebo dvé libb-
ry nebo kolik chce$ této kyseliny ... a pridej k ni celou
vahu stfibra granulovaného nebo roztepaného kladivem,
které nalezi celému mnozstvi kyseliny, jez jsi byl vyrobil.
Jakmile je to (stfibro) v ni, uzfi$ jak se kyselina zakaluje

. zakratko poté, co jsi ho (stfibro) vlozil, uvidis, Ze se
vsSechno stfibro ve vodu rozpustilo ... potom co byla kyse-
lina ponechdna ustét, uvidi§ cosi hrubého podobného vel-
mi bilé kiid¢é padat na dno.“ Nasleduje dekantace kyseliny,
kterd se md nalit ke zbylému produktu. Opét se objevi
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srazenina, takze je nutna dalsi dekantace a ,teprve nyni je
to aqua fortis, kterd je pfipravena pro umeéni déleni (zlata
a stiibra) a Ize ji pouzit pro onen ucel. Bez takového ocis-
téni by byla nedokonal4 a neslouZila by dobfe jednak pro
svou pomalost, jednak proto, Zze by zkazila dilo.“ Ona
,.kiida nebo bily zbytek“ se ma uchovat a nésleduje navod,
jak zni opét ziskat pouzité stiibro. Tyto pasaze popisuji
jednu z klicovych operaci v prubifstvi.

Kyselina dusi¢na se vyrabéla z dusi¢nanu draselného,
ktery byval kontaminovan chloridem draselnym. Pfi béz-
ném postupu tak mohla byt v pfipravené kyselin¢ také
mala pfimes kyseliny chlorovodikové, ktera by samoziej-
m¢e zkreslila kvantitativni stanoveni sloZeni slitiny Au-Ag.
Pridavek stfibra vysrazel kyselinu chlorovodikovou jako
malo rozpustny AgCl (,,bily zbytek™). O tomto postupu se
zminuje méné podrobnéji Libavius (str. 460): ,,Ale dosta-
tecné (Cista) je (aqua fortis) poté, kdyz ani kalna neni, ani
se pfi rozpousténi (stfibra) nezakaluje, ani se v ni zadna
usazenina nesrazi. Tak je vhodna k déleni zlata a stiibra,
aniz by zlato napadala.” Mala piimés kyseliny chlorovodi-
kové by vedla k mirnému rozpousténi zlata, coz Birin-
guccio neuvadi.

Cisténi kyseliny dusiéné stiibrem se stalo rutinnim
postupem, jak lze nalézt ve sbirce Ceskych alchymickych
rukopisti ze 16. a 17. stoleti®’, kde posledni datace je
z roku 1656: ,,Voda silna takto se déla: vezmi jednu libru
vitriolu, jednu libru sanytru, jednu libru alaunu benatského
(kamence) ... U¢in z toho vodu silnou jakoz toho obycej
jest prvni, tj. pfedni vodu vezmi zvlasté, a potom druhou
a posledni spolu. A kdyz mas tu vodu ucist’ ji, jakoZ oby-
¢ej jest, stiibrem ... Kromé zminky o pouziti stiibra je
zde popsano v té dob¢ jiz také bézné jimani frakei, kdyz
prvni z nich byla voda nebo nejvys velmi zifedéna kyseli-
na, coz naznacuje Biringuccio.

Origindlni pouZiti kyseliny dusicné se objevilo
vjedné z nejproslulejsich udajnych transmutaci®', kterou
roku 1677 provedl Johann Wenzel Seiler (? 1648-1681),
Hof-Chymicus rakouského cisafe Leopolda I. Alchymista
pfitom ponofil medailon pry stfibrny (40 x 37 cm, 7200 g)
do ,.elixiru®, ¢iré kapaliny, v niz se ponofena ¢ast po chvili
proménila ve zlato. Analyza medailonu® ukazala, Ze byl
zhotoven ze slitiny stfedniho slozeni (hm. %): Au 47,6,
Ag 43,4, Cu 7,6 obsahujici t¢Z mald mnozstvi cinu, zinku
a zeleza. Pokus s modelovou slitinou téhoz sloZzeni ukazal,
ze se ve ziedéné HNO; (1:1) beéhem dvaceti minut rozpus-
tily z povrchu materialu vSechny doprovodné kovy, takze
pfedmét zezlatl.

4.4. Graduatio a gradatio

Jde o dva vyznamem odli$né terminy, které vSak by-
valy zaménovény, coZ pfi nepiehlednosti jazyka alchymis-
tt a femeslniki nepiekvapuje. Kyselina dusi¢na se pouzi-
vala pfedev§im v jednom z nich. Diskusi je ucelné rozd¢lit
do odstavcl, v nichz budou naznaceny zaklady postupt,
které budou nazyvany pocesténou podobu vyrazl, tedy
graduace a gradace.
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4.4.1. Graduace

Tento termin je star$i a oznacoval takovy zpusob ¢is-
téni zlata, kdy se v priibéhu procesu naopak jesté pridaval
jiny kov. Potom Ize rozlisit dvé zakladni varianty pro jed-
noduchost dale oznacené jako postup na suché (a) a mokré
(b) ceste.

a) Zatim nejstarsi evropsky popis je ve stiedovékém
femeslnickém manualu De diversis artibus, jehoz autor je
uvadén jako Theophilus Presbyter (mnich Theophilus)®.
Rukopis vznikl asi ve 12. stoleti a byva pokladan za dilo
metalurga Rogera z Helmarshausenu, jenz pusobil kolem
roku 1100. Kapitola 33. nadepsanad ,,Cementovani zlata“
podrobné popisuje, jak si pocinat. Plisky z necistého zlata
se maji stiidavé prokladat prachem smichanym se soli
a zvlhéenym moci, a vSe se ma zihat v uzavieném tygliku.
Potom se ma ke kovu pfidat trochu cervené médi, vyrobit
nova slitina a ta ma byt zpracovana stejné jako piedchozi.
Postup se opakuje jiz bez piidavku médi do konstantni
hmotnosti kovu, kdy je zlato Cisté. Je to tedy proces, kde
se kyselina dusi¢na nepouziva, ale Slo o jednu z variant
cementovani.

b) Analogicky princip, totiz pfidani dal$iho kovu ke
zlatu, jehoZ ryzost se méla stanovit, se po objevu kyseliny
dusi¢né pouzival s ni. Nepridavalo se vSak malé mnozstvi,
ale trojndsobné, a to stiibra. Pro tento pomér, kdy na jeden
dil necistého zlata ptipadaly tii dily stiibra, byl postup
nazyvan také quartatio (kvartace, kvartovani). Pod heslem
,»Quartura“ to jako zkouseni zlata definuje lexikon alchy-
mie Martina Rulanda ml.** (1569—1611), pii¢emz se podle
tohoto pramene pouziva aqua stygia.

Névod na takové ¢iSténi zlata je napfiklad v knize
VII. De re metallica. Zlato ma byt nejprve piecisténo ku-
pelaci pomérné slozitym postupem, kdy se k nému piidava
trojnasobna hmotnost stiibra, pozdgji trocha médi. Po ku-
pelaci ziistava Cista slitina obou drahych kovi.. Potom
jedna tetina libry zlata a jedna libra stfibra se musi vlozit
do kupely a roztavit®, ziskana slitina se rozklepe na plisky,
které se sroluji, vlozi do sklenénych ampuli a zaliji kyseli-
nou dusi¢nou (a. valens). ,,Zahtiva se to mirnym ohném,
amalé bubliny, tvarem perly pfipominajici, budou vidét
zachycené na roli¢kach (plechu). Cim vypada aqua Gerve-
néji, soudi se, ze je to lepsi; kdyZ Cervenost zmizela, malé
bilé bubliny jsou vidét spocivajici na rolickach, podobajici
se perlam nejen tvarem, ale i barvou.“ Kyselina se ma
vymenit nékolikrat, nacez se plisky oplachnou dobie vo-
dou, vysusi a zvazi.

Uspéch postupu zaleZel na zkuSenosti prubite, nebot
roli hral obsah zlata ve vychozi slitiné, mnozstvi ptidaného
stiibra a kvalita pouzité kyseliny dusi¢né. Podstatou meto-
dy bylo dosahnout toho, aby méla kyselina co nejvétsi
pfistup do slitiny. Pokud v ni byl dostatek stfibra, kyselina
dusi¢nd ho rozpoustéla a vytvarela vétsi dutiny, takze od-
stranila i vétSinu tohoto kovu ve vychozim zlatu. Pfesto,
jak Agricola upozoriiuje, musi se pocitat s tim, Ze i tak
zustane néco stiibra v pliscich, takze je nezbytna korekce,
kterou také uvadi. Stejny princip, umoznit maximalni pfi-
stup do nitra slitiny, byl rovnéz v zakladu suchého postupu
popsaného Theophilem.
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4.4.2. Gradace

Jak uvadi Schneider”, termin gradatio oznatoval
v alchymii ,,zlepSeni“ kovu, jejich transmutaci, takze po-
stup od obecnych kovi ke zlatu mél probihat pfes rtizné
stupné gradace. Ve staré ceStiné se nékdy psalo
o ,,povySeni kovu“ pravé ve smyslu jeho transmutace
v drahy. V Rulandové Lexikonu (str. 245) je téz heslo
,,Gradatio® se svym synonymem ,,exaltatio s vysvétlenim,
ze jde o to dosahnout nejdokonalejsiho stupné (gradu ex-
cellentem) hmotnosti i barvy kovu: museji byt zménény
jak jeho skryté (okultni), tak vnéj$i (manifestni) vlastnosti.
Jestlize je bily, musi zezlatnout ¢i zeZloutnout, coz je ma-
nifestni vlastnost, pokud je tékavy, musi se stat
,»fixnim* (net€kavym, kdyz zlato bylo poklddano za nejvi-
ce ,,fixni*“ kov), coz je vlastnost okultni.

Pravé termin gradatio lze dat do souvislosti
s Agricolovym desatym navodem na kyselinu dusi¢nou
ase Ctyfmi podobnymi dale vtéze kapitole, a také
s Libaviovou zminkou o ve&tSim poctu aquae fortes.
V téchto pripadech Slo o pripravky, kdy ¢ast vychozich
slozek sice slouzila k vyrobé kyseliny dusi¢né piipadné
lucavky kralovské, ovsem navic se pridavaly predem nebo
dodate¢né jeste dalsi slouceniny a ziskany prepardt samo-
ziejm¢ netransmutoval kovy, ale v idedlnim piipad€ jim

doddval povrchové zbarveni napodobujici néktery
z drahych kovl, coz byla jedna ztechnik domnélé
transmutace”®.

Jako ptiklad mohou poslouzit navody z Primum ma-
nuale piipisovaného Paracelsovi®’. Podle jednoho nadpisu
je to ,,Aqua fortis, do niz kdyz Luna vloZena jest, stane se
zlatem®. V alchymické terminologii oznacovala Luna stfi-
bro, Sol byl zlato a Merkur objevujici se v navodu byla
rtut’. ,,Vezmi vitriolu a sanytru stejné mnozstvi, kamence
jednu unci. Vysrazej aqua fortis surovym Merkurem. Poté
to proméni Lunu ve zlato.“ Analyza alchymickych receptii
byva obtizna, ¢asto nemoznd, coz plati také o tomto zdan-
livé velmi jednoduchém. Podle ndvodu by méla vzniknout
kyselina dusi¢na, ovSem neni jasna formulace o jejim vy-
srazeni rtuti, tim méné pak o proméné stiibra ve zlato zis-
kanym produktem. Nelze odhadnout, co by mélo obarvit
stiibro na Zluto.

Dalsi moznosti bylo pfipravit produkt, jenz by mohl
v celém objemu pfipominat zlato, coz mél byt pfipad jiné-
ho postupu z téhoz manualu. Jako vychozi slozky jsou
pfedepsdny kamenec, sanytr, vitriol, dale pak verdigris
arumélka (HgS). Z této smési se ma vyrobit kyselina du-
si¢nd a nalit na smés rumélky, surové rtuti a cervené¢ho
vitriolu (patrné Fe,O; pfipraveny zihanim siranu Zelezna-
tého). Nasledovat ma destilace, blize nepopsané cisténi,
a v produktu se ma rozpustit stiibro. Po tficeti dnech se
udajné objevi zlato. Stejné jako v predchozim piipadé se
nelze vyjadrit k chemismu tohoto procesu. Navody tohoto
typu jsou v alchymickych textech bézné a jak se ukazuje,
ne vzdy se psalo o gradaci, i kdyz to byl Casto Uplné stejny
postup, ktery mél v jiném pramenu pravé toto oznaceni.
Nekteré dalsi podobné Paracelsovy preparaty uvadi Liba-
vius jako aqua graduale Paracelsi.
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5. Rekonstrukce vyroby kyseliny dusi¢né

Ve druhé poloving minulého stoleti se Schroder™
pokusil zreprodukovat staré postupy vyroby kyseliny du-
si¢né, pricemz se snazil o co nejveérnéjsi priblizeni dobo-
vym praktikdm. Pokud to bylo mozné, reaktanty pochazely
z lozisek téZenych v minulosti, coz se tykalo minerald,
v nékterych pfipadech bylo mozné pouzit latky, které se
zachovaly v pouzitelném stavu v raznych sbirkach.
V ostatnich ptipadech respektoval Schroder fakt, ze ingre-
dience pouzivané v minulosti obsahovaly necistoty a po-
kusil se pfiblizit tomuto stavu modelovymi latkami. Stejné
si pocinal pii volbé laboratorniho nacini a aparatur véetné
toho, Ze jejich spoje utésnoval ,,lutem®, hlinou, do niz byly
pfimichény koniské Zin€, sldama apod. Také zahtivani pro-
vadél zprvu dfevem, nez zjistil, jak se méni teplota, takze
pozdéji pouzival moderni topnad télesa stim, ze teplota
byla zvySovana stejné jako pii pouziti dfeva nebo dievéné-
ho uhli. Ve svych experimentech zopakoval dva postupy,
jejichz produkty, jak bylo vyse uvedeno, byly v minulosti
pokladany za odlisné preparaty:

Aqua fortis: smés 150,0 g sanytru, 150,0 g vitriolu
a 50,0 g kamence se podrobila suché destilaci v hlin€né
barce pii teploté priblizné 800 °C. Vytézek prepocteny na
HNO; byl 50,0 g, coz bylo 74 % teoretické hodnoty. Jak
Schréder uvadi, ziskal modrou kapalinu, jejiz zbarveni
zpusoboval oxid dusity; po né¢jaké dob€ zbarveni zmizelo.
Analyza ukazala, Ze produktem byla smés obsahujici
HNO; koncentrace 51 % a malé mnozstvi HNO; (0,4 %).

Spiritus nitri: byla provedena suchd destilace smési
50,0 g sanytru a 150,0 g bolus alba (hydratovany hlini-
tokfemicitan, kaolin), rovnéz v hlinéné destilacni nadobé
pfi teploté 8001000 °C. Ziskanych 8,0 g modrozeleného
destilatu odpovida v pfepoctu na cistou HNO; asi 32 %
teoretického vytézku. Produktem byla HNO; koncentrace
53,2 % a malé mnozstvi HNO, (0,6 %). Barva produktu se
Casem zmenila na svétle zlutou.

O chemicky vyklad prvniho zprocesu se pokusili
Soukup a Mayer”. Podle nich pouze jeden z Agricolovych
navodd poskytuje skutecné kyselinu dusi¢nou, totiz ten,
ktery vychazi ze 4 liber vitriolu, 2% libry sanytru, % libry
kamence a 1% libry pramenité vody. Toto sloZeni se blizi
Sestému navodu z De re metallica. Jestlize se postupuje,
jak to popsal Agricola, je podle autort ,,vidét modra, resp.
chvilemi zelena kapalina v chladici, kterd za mohutného
vyvinu plynt kape do recipientu.” Je to oxid dusity vzni-
kajici sledem reakci:

2 CuSO4 — 2 CuO +2 SO, + 0O,

KNO; + SO, - KO3;SONO

2 KO3SONO - N203 + KzSO4 + SO3
Pokud neni chlazeni dostate¢né, N,Oj3 se rozklada:

N,O; = NO + NO,

v opacném piipadé se tento oxid rozpousti ve vodé na
kyselinu dusitou:

N203 + H20 -2 HN02
a nasleduje jeji disproporcionace:

3 HNO, - HNO; + 2 NO + H,O
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Oxid dusnaty reaguje s kyslikem vznikajicim rozkladem
CuSOy4 na oxid dusicity:

2NO + 0, > 2NO,
ktery dale reaguje s vodou na dalsi podil kyseliny dusi¢né:

4 NO, + 2 H,O + O, — 4 HNO;3

Pti vysSich teplotach a slabSim chlazeni kondenzatu
mohou probihat také jiné reakce, pfiCemz se muze tvorit
nitrosylsirova kyselina, oxid sirovy a vodni para,
a v takovych pfipadech nemusi vznikat oxid dusity. Za
téchto podminek se mlze pfimo vytvaret smes kyseliny
sirové a dusic¢né (viz dale, Lemery). Odlisny prib&h nékte-
rych reakei mize byt zplsoben pouzitim keramickych
destilac¢nich nadob, kdy do procesu vstupuji kiemicitany.
Kontaminace sanytru chloridem draselnym vede, jak vyse
uvedeno, ke vzniku jistého mnozstvi kyseliny chlorovodi-
kové.

Jestlize byl vitriol pfedem kalcinovan, tedy zcasti
zbaven krystalové vody, lze podle citovanych autord za-
psat sumarni déj rovnici:

2 KNO3 + CUSO4 .3 HzO —>2 HNO3 + KzSO4 +

+CuO + 2 H,O

6. Konec ,,vody* a ,,ducha*

Roku 1675 vydal Francouz Nicolas Lemery (1645 az
1715) prvni uéebnici chemie®, Cours de chimie, ktera byla
nasledujicich sto let uznavanym pramenem. V tomto dile
je kyselina dusi¢na uvedena dvakrat, totiz jako aqua fortis
a jako spiritus nitri. V ptipad¢ aquae fortis se ma vychazet
ze smési sanytru, kalcinovaného vitriolu a suché hliny,
a jak Lemery piSe, produktem je smés ,,spiritu nitri a vitri-
oli, tedy kyselin dusi¢né a sirové.

Zajimavy je autoriv komentat. Vitriol a hlina slouzi
pry jen k tomu, aby od sebe oddélily Castice sanytru, které
jsou navzajem pfiliS pevné spojené. Lemery se v fadé
svych komentait pokousi o korpuskularni vysvétleni riz-
nych procest, ¢imz navazuje na tyto piedstavy, jak je za-
Cali rozpracovavat evropsti alchymisté jiz ve vrcholném
sttedovéku®'. Podle Lemeryho pochazi nejvétsi korozivni
schopnost aquae fortis, tedy jeji schopnost rozpoustét ko-
vy, ze sanytru, zatimco vitriol ma v tomto ohledu jen slaby
ucinek. Dodéava vsak, ,,musim uznat, Ze oleum vitrioli je
velmi korozivni ...“ To byl problém kyseliny sirové, ktera
byla rovnéz znama ve vice formach lisicich se koncentraci.
Oleum vitrioli byla forma, které zlistal trividlni nazev ole-
um dodnes.

Spiritus nitri se ma destilovat ze smési sanytru se
suchou hlinou, pficemz nejprve se ma na slabém ohni bé-
hem 4-5 hodin oddestilovat ,,flegma* (voda) a vylit ,,jako
nepotiebné”. Po zesileni ohné se pfiblizn¢ dvé hodiny
objevuji bilé dymy, a kdyz se plamen zesili ,,na nejveétsi
silu“, nasleduji dymy cervené. Cely proces trva piiblizné
14 hodin. Jak Lemery piSe v komentafi, bilé dymy poché-
zeji z tekavé slozky sanytru a poskytuji jen slaby spiritus,
coz je spravny postieh, protoze to je opét predev§im vodni
péara. Cervené dymy pochazeji z ,,fixni &asti sanytru a ty
teprve ¢ini spiritus velmi silnym, coz je divodem, pro¢ se
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ma ohen v zavérecné fazi procesu tak zesilit.

Lemery tedy stdle uvadél dveé kyseliny dusi¢né liSici
se zpusobem pfipravy, ale u prvni z nich, tfebaze pouzival
klasicky termin pro kyselinu dusi¢nou, uvazoval také sou-
Casné primes kyseliny sirové. To byl ovSem problém tech-
niky pfipravy, jak je uvedeno v pfedchozim odstavci. Na-
proti tomu Glauber jiz dtive soudil, Ze ,,spiritus nitri
a aqua fortis jsou spi§ jedna véc a maji stejny ucinek.*
Presto dvojice kyselin dusi¢nych pokracovala v existenci,
az roku 1735 napsal skotsky chemik William Cullen
(17107-1790)*": ,Je to zcela nepatiiéné podporovat, jako-
by to bylo né&jakou autoritou, rozdily ve jménech, kdyz
neni skute¢ného rozdilu ve véci. Jak snadno tato rozdilna
jména zavadgji 1ze pozorovat z toho, ze se v témef kazdé
tabulce ve dvou odlisnych ¢lancich objevuji specifické
vahy spiritum nitri a aquae fortis.*

Kyselina dusi¢na se definitivné stala jednou slouceni-
nou v klasickém spisu Méthode de nomenclature chi-
mique™, kde je jako acide nitrique, kdy dusita je acide
nitreux. V dal§im vyznamném Lavoisierové (1743-1794)
dile*, Traité élementaire de Chimie z roku 1789, kde se
v kapitole IX. zabyva tepelnou bilanci rtiznych procest
(pfipomenime, Ze teplo, calorique, povazoval za hmotnou
substanci), je odstavec vénovany vzniku kyseliny dusi¢né
oxidaci kyseliny dusité, kde autor dospiva k zavéru, Ze
,.kdyz je kyslik fixovan do kyseliny dusi¢né, uchovava si
velkou cast tepla, které mél“ Vyrazivo jeSt¢ zlstava
v mnohém poplatné ptedchozim dobam, ale experimenty
jsou jiz chemické. Kyselina dusi¢nd se stala jednou slouce-
ninou.

Tato préce vznikla za podpory GA AV CR grantem
144 800330702.
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V. Karpenko (Department of Physical and Macro-
molecular Chemistry, Faculty of Science, Charles Univer-
sity, Prague, Czech Republic): The Past of Nitric Acid:
Water or Spirit?

In the present review attention is paid to the complex
and sometimes obscure names for HNOj;, particularly in
alchemy, which often led to confusion because some of
them were interchangeably used for different mineral acids.
The names for HNO; are divided into three groups: names
derived from the Aristotelian element water, those pointing
to the origin from sal nitrum, potassium nitrate, and code
words preferred by alchemists. HNO; became a problematic
compound which seemed to exist in several variants. Two
of them, aqua fortis and spiritus nitri, prepared in different
ways, were distinguished as two forms of HNOs till the 18™
century. Modified preparations with added compounds of
iron, arsenic, mercury and others were also described. In
these cases, the final product was sometimes denoted aqua
fortis; in alchemy the name aqua graduale was common.
The rather complex mixtures were used in alchemy for
attempted transmutation of metals. The review sums up the
present state of knowledge, and turns attention to the ques-
tions that should be answered: more precise dating of the
discovery of HNO; and of its form known as spiritus nitri.
Alchemical recipes are a further problem: only rarely were
they explained in terms of modern chemistry. A part of the
review deals with attempts to reproduce the recipes under
laboratory conditions, which could explain what reactions
actually occurred. The history of HNO; thus calls for further
research.
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1. Uvod

Biologické membrany tvoria prirodzent bariéru me-
dzi vnitornym a vonkajS$im prostredim bunky. Podobne
ako samotna bunka st i bunkové organely ohranic¢ené Spe-
cifickymi intraceluldrnymi membranami, ktorych chemic-
ka ro6znorodost’ naznacuje rozmanita funkciu jednotlivych
organel. Biologické membrany su zlozené zo stoviek roz-
dielnych proteinov a lipidov. Vychadzajic zich spoloc¢-
nych fyzikalnych vlastnosti, lipidy udrzuji optimalnu per-
meabilitu (priepustnost’) membran a sliizia ako podporny
matrix pre proteiny ukotvené v membranach. O lipidoch sa
vSak neuvazuje len ako o pasivnych komponentoch tvoria-
cich nepriepustnt bariéru. Cim dalej tym viac sa o nich
uvazuje ako o dynamickych regulatoroch celej rady bun-
kovych procesov. Okrem toho je zname, ze bunkové mem-
brany obsahuju ovela viac druhov lipidov, ako je potrebné
pre tvorbu lipidovej dvojvrstvy'. Uréité $pecifické lipidové
zlozenie biologickych membran je potrebné pre spravne
fungovanie vsetkych membranovo viazanych bunkovych
procesov. Zmeny Vv zloZeni a organizicii membranovych
lipidov majt vyrazny vplyv na také Zivotne dolezité proce-
sy, ako s0 prenos signilu a vnltrobunkovd vymena
materialu®. Aby bolo mozné zabezpedit' $pecifické rozlo-
zenie lipidov v membrénach, cely proces lipidovej home-
ostazy je komplexny. Vyznamnym procesom v udrZiavani
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homeostazy membranovych lipidov je okrem ich biosynté-
zy, transportu a prestavby aj ich degradacia. Degradacné
proteiny zucastiiujuce sa hydrolyzy fosfolipidov su fosfoli-
pazy. Pre svoje hydrolytické vlastnosti maju fosfolipazy
v procese prestavby membran nezastupitelnti tlohu. Vac-
Sinu degradaénych produktov bunka znovu vyuzije na
syntézu novych molektl. Mnohé d’alSie degradacné pro-
dukty fosfolipidov majt v eukaryotickych bunkach doélezi-
té signalne aregulacné ulohy. Ako priklad moézu slazit’
fosforylované formy fosfatidylinozitolu a z neho derivova-
né molekuly — inozitolfosfaty, ktoré zohravaju vyznamnu
funkciu vo vnutrobunkovej signalizacii. Fosfolipazy su
d’alej esencidlne pri Stiepeni zivin, raste bunky, sekrécii,
respiracii, bunkovom cykle, diferenciacii a v odpovedi na
bunkovy stres. V poslednej dobe sa venuje fosfolipazam
zvySend pozornost v potravinarskom a farmaceutickom
priemysle, kde sa nahradou prirodnych enzymov za che-
mické Cinidla ziskavaju kvalitnejSie a ekologickejSie pro-
dukty. Tejto problematike je venovana posledna kapitola
tohto kratkeho prehl’adu.

2. Degradacné enzymy — fosfolipazy

Styri hlavné skupiny fosfolipaz sa klasifikuju podla
rozneho miesta G¢inku na molekule fosfolipidu (obr. 1).
Fosfolipazy A (PLA) st acylhydrolazy a odstepujt acylo-
va skupinu bud’ v polohe sn-1 (PLA,, EC 3.1.1.32) alebo
v polohe sn-2 (PLA,, EC 3.1.1.4). Enzymy, ktoré sa
schopné uvolnovat’ obe acylové skupiny, sa nazyvaju fos-
folipazy B (PLB, EC 3.1.1.5). Medzi fosfodiesterazy patri
fosfolipaza C (PLC, EC 3.1.4.3), ktora Stiepi molekulu
fosfolipidu za vzniku diacylglycerolu a fosforylovaného
alkoholu a fosfolipaza D (PLD, EC 3.1.4.4), ktorej Gcin-
kom vznikd kyselina fosfatidova (diacylglycerolfosfat)
a alkohol.

fosfolipaza B fosfolipAza A,

o
I

NN 2D — CH,
|
NN
(fI_O_CH o
| I

° CH,—O0—P—0—R

fosfolipaza A,

fosfolipaza C fosfolipaza D

Obr. 1. Miesta hydrolytického ucinku roéznych fosfolipaz na
molekule fosfolipidu; fosfolipazy A,, fosfolipazy A,
a fosfolipazy B sa vyznacuju aktivitou, ktora odstepuje acylové
skupiny fosfolipidov. Fosfolipazy C a fosfolipdzy D hydrolyzuju
fosfodiesterovt viizbu substratu



Chem. Listy 103, 704—711 (2009)

2.1. Fosfolipaza A, a A,

Fosfolipazy A; st enzymy hydrolyzujuce esterova
vizbu fosfolipidu v pozicii sn-1 za vzniku 2-acyl-
lyzofosfolipidu a mastnej kyseliny. Tieto enzymy sa vy-
znacuju Sirokou substratovou Specifitou a okrem fosfolipi-
dov hydrolyzuju triacylglyceroly a galaktolipidy. Niektoré
cicavCie PLA, st vSak selektivne iba k Specifickému sub-
stratu, ktorym je napriklad fosfatidylserin a kyselina fosfa-
tidova. Pravdepodobnou funkciou tychto fosfolipaz A, je
produkcia Specifickych bioaktivnych lyzofosfolipidov,
lyzofosfatidylserinu a kyseliny lyzofosfatidovej’. Aktivita
PLA, bola pozorovana v mnohych bunkach a tkanivach
u roznych organizmov*®. U cicavcov je znamych devit
PLA,, pricom Sest znich st extracelularne enzymy
azvySné tri proteiny su intracelularne. Intraceluldrne
a extracelularne PLA; nezdielaju sekvenéni homoldogiu
a ocividne maju aj odlisné funkcie. Na rozdiel od fosfoli-
paz A,, C a D ostava fyziologicka funkcia PLA; z velkej
Casti neznadma.

Fosfolipazy A, boli prvymi popisanymi fosfolipaza-
mi. Ich aktivita bola pozorovana uz pred viac ako storo¢im
(1877-1878). Bokay vtedy v pankreatickej Stave sledoval
degradaciu fosfatidylcholinu neznamou zlozkou nazvanou
ako pankreatickd PLA,. Neskor na prelome storocia bola v
jede kobry odhalenad hemolyticka aktivita zodpovedna za
lyzu membran erytrocytov. Lytickd zlu¢enina produkova-
na venomovou fosfolipazou bola vsak identifikovana az
o dekddu neskér a oznafend ako lyzocitin (lyzolecitin).
K dne$nému diu bolo popisané velké mnozstvo najroznej-
Sich fosfolipdz A,. PLA, su vSeobecne charakterizované
ako enzymy stereospecificky katalyzujuce hydrolyzu cen-
tralnej (sn-2) acylesterovej vézby fosfolipidu za vzniku
vol'nej mastnej kyseliny a lyzofosfolipidu. Lyzofosfolipidy
sa v membréanach nachddzajli vo veI'mi nizkych koncentra-
ciach, pricom zvysenie ich hladiny vedie k zmene fyzikal-
no-chemickych vlastnosti biologickych membran av ex-
trémnych pripadoch k ich lyze. V nizkych koncentraciach
su lyzofosfolipidy, najma lyzofosfatidylcholin a kyselina
lyzofosfatidova povazované za signalne molekuly®. Lyzo-
fosfolipidy su taktiez ddlezitym medziproduktom pri pre-
stavbe (remodelingu) fosfolipidov’. Mastné kyseliny,
uvolnené posobenim PLA,, akymi st kyselina arachidono-
va a kyselina olejova mdzu byt pouzité ako zdroj energie.
Dolezitejsou ulohou kyseliny arachidonovej je vsak jej
funkcia sekundarneho posla a prekurzora eikozanoidov,
ktoré sa uplatitujii v iniciécii zdpalového procesu, bolesti
a horucky®. Viaceré sckretované fosfolipazy A, maji
ochranné antimikrobidlne G¢inky’. Medzi délezité enzymy,
ktoré vykazuju aktivitu typu fosfolipazy A,, patria aj hepa-
titicka lipaza a lipaza degradujuca lipoproteiny, ktoré st
zodpovedné za  degradiciu  neutrdlnych lipidov
v chylomikrénoch a lipoproteinoch.

V roku 2000 boli PLA, klasifikované Six a Dennisom
do dvoch hlavnych typov zaloZenych na baze katalytické-
ho mechanizmu'®. V jednej skupine boli tie enzymy, ktoré
vyuzivaju katalyticky histidin (His) ako primarny kataly-
ticky zvySok, kym druh4 skupina vyZadovala katalyticky
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serin (Ser) a acyl-serinovy medziprodukt. Cim sa rodina
fosfolipaz A, viac rozSiruje, tym sa zvySuje aj obtiaznost’
zovSeobecnenia vlastnosti tychto proteinov. Zvysujlce sa
mnozstvo zndmych PLA; bolo nedavno znovu prerozdele-
né do pétnastich Skupin, ktoré st zahrnuté v piatich hlav-
nych kategoriach ¢i typoch: sekreéné PLA, (sPLA;), cyto-
zolické PLA, (cPLA,), PLA, nezavislé od vapnika
(iPLA,), acetylhydrolazy Stiepiace aktivujuci faktor krv-
nych dosti¢iek (PAF-PLA,; PAF - platelet-activating fac-
tor) a lyzozomalne PLA, (cit.'"'?).

Vseobecne sekre¢né PLA, (skupiny IA, IB, ITA-F, III,
V, IX, X, XIA-B, XII, XIII, XIV) maji nizku molekulovi
hmotnost’ (13-19 kDa), obsahuji 5 az 8 disulfidovych vi-
zieb a k svojej aktivite potrebuji milimolarne koncentracie
Ca*" (cit.”®). Vsetky sPLA, katalyzujii hydrolyzu mastnej
kyseliny rovnakym mechanizmom pomocou histidinu,
ktory je umiestneny v katalytickom centre proteinu. Hyd-
rolyza substratu prebieha cez aktivaciu a orientaciu mole-
kuly vody pomocou vodikovych vizieb histidinu. Dal$im
dolezitym aminokyselinovym zvyskom je konzervovana
kyselina asparagova (Asp), ktora susedi s histidinom
atvorl s nim takzvani His/Asp dyadu. Asp je ligandom
pre Ca®*, ktory vytvara pozitivne nabitd oxyanionova dieru
stabilizujicu negativny néboj prechodného stavu reakcie'”.
Cytozolické fosfolipdzy A, (skupina IV so svojimi pod-
skupinami) maju vys$siu molekulovii hmotnost’ (> 60 kDa),
vyZzaduji mikromoldrne koncentracie idnov vapnika a st
zname tym, ze preferencne hydrolyzuju fosfolipidy
s kyselinou arachidéonovou'’. Na rozdiel od sPLA,
k hydrolyze acylovej skupiny vyzaduju katalyticky serin,
ktory spolu s kyselinou aspardgovou tvori Ser/Asp dyadu.
Zo Struktary cytozolickych PLA, je zname, ze s zlozené
z C2 domény, ktora je schopnd viazat’ dva vapnikové i6ny
a ma afinitu k fosfolipidovym membranam a z katalytickej
o/B hydrolazovej domény. Obe tieto domény st potrebné
pre uplnu enzymaticki aktivitu cPLA, (cit.'®). Skupinou,
ktord pre svoju aktivitu nepotrebuje vapnik, je iPLA,
(skupina VI). Tieto fosfolipazy sa vyznacuju vysokou mo-
lekulovou hmotnostou (okolo 85kDa) aich katalyticky
mechanizmus je podobny so skupinou IV (cPLA,), ktora
vyuziva serin k Stiepeniu sn-2 esterovej vizby, avsak s tym
rozdielom, ze iPLA, nie st Specifické pre fosfolipidy obsa-
hujuce arachidonat''. Dalsim ¢lenom PLA, st PAF acetyl-
hydrolazy, ktoré zahinaju skupinu VII a VIII. Tieto enzy-
my boli pomenované na zéklade ich schopnosti hydrolyzo-
vat’ acetylové skupiny z pozicie sn-2 z aktiva¢ného faktora
krvnej dosticky'”. Aktivne miesto PAF-PLA, je zlozené
z aminokyselinovych zvySkov serinu, histidinu a kyseliny
asparagovej, ktoré spolu tvoria katalyticku triddu a nie
dyadu ako bolo pozorované u ostatnych PLA, (cit.'®). Ka-
talyticka tridda bola pozorovana aj v poslednej skupine
XV, ktora je zaradena do typu lyzozomalnych PLA, Lyzo-
zomalne fosfolipazy A, zamienaji hydroxylova skupinu
ceramidu v pozicii C-1 za acylovl skupinu, pricom ako
donor vyuzivaju mastnu kyselinu fosfolipidu'”. Objavom
novych ¢lenov rodin fosfolipaz A,, ich §trukturalnou cha-
rakterizaciou a ur¢enim ich bunkovych funkcii sa fosfoli-
pazy A, stavaju vyznamnym ter¢om U¢inku mnohych lie-
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&iv pri viacerych zavaznych ochoreniach® (hematologické,
kardiovaskularne, neurodegenerativne ochorenia).

2.2. Fosfolipaza B

Fosfolipazy B st heterogénna skupina enzymov, ktoré
odstraiiuju mastné kyseliny fosfolipidu z polohy sn-1 a sn-
2 atym vykazuju aktivitu fosfolipazy i lyzofosfolipazy®*'.
Niektoré fosfolipazy B sa vyznacuju i transacylazovou
aktivitou, su schopné katalyzovat’ opacnu reakciu, tvorbu
fosfolipidu  z lyzofosfolipidu ~ a mastnej  kyseliny.
Ucicavcov bola fosfolipiza B prvykrat popisana
v érevach?. Neskér bola pritomnost’ enzymu zistena aj na
vnutornom povrchu kefkového lemu maturovanych entero-
cytov, kde je PLB potrebna k Stiepeniu lipidov prijatych
potravou™ a v bunkich neutrofilov, kde pravdepodobne
zohrava tlohu v obrane proti invaznym mikroorganizmom
avtvorbe lipidovych molekul iniciujucich zapalova
reakciu®’. Niektoré huby a baktérie si schopné sekretovat’
fosfolipAzy do vonkajSicho prostredia. Kvasinkova
a bakterialna extracelularna aktivita PLB méze byt spoje-
na s virulenciou poskodzujicou hostitel'skii bunku. Tato
aktivita pravdepodobne sposobuje poSkodenie hostitel'skej
bunkovej membrany a tym ulah¢i preniknutie mikroorga-
nizmov do tkaniv®.

Vel'mi zaujimavou fosfolipazou B sa javi enzym,
ktory bol nazvany NTE (neuropathy target esterase, neuro-
toxickd esteraza). CicavCia NTE bola identifikovana pri
hladani molekuldrnej podstaty neuropatii zapriinenych
posobenim organofosfatov. LCudska NTE vykazuje na C-
konci proteinu vyrazni podobnost’ s rodinou serinovych
hydrolaz. Na zaklade cDNA sekvencie NTE boli identifi-
kované jej homology u ovocnej musky Drosophila mela-
nogaster, u nematody Caenorhabditis elegans a u kvasin-
ky Saccharomyces cerevisiae. Pomocou tychto modelo-
vych organizmov bolo zistené, ze NTE ma vlastnosti fos-
folipazy B, ktora Stiepi fosfatidylcholin na glycerofosfo-
cholin a volI'né mastné kyseliny. Potvrdenim fosfolipazovej
aktivity NTE bolo zistenie, Ze pri inhibicii NTE sa znizuje
hladina vnutrobunkového glycerofosfocholinu u buniek
tkanivovych kultir a naopak pri nadexpresii proteinu NTE
sa hladina glycerofosfocholinu zvysovala®®®. Nepritom-
nost’ NTE aktivity méa fatalny dosledok v niektorych tkani-
vach vysSich eukaryotov. Jeho funkcia je pravdepodobne
esencialna pre prezitie post-mitotickych, vysoko diferen-
covanych buniek, akymi st sekundarne gliové bunky pla-
centy a neurénov a glia nervového systému®-’.

2.3. Fosfolipaza C

Fosfolipdzy C hydrolyzuju fosfodiesterovi vézbu
fosfolipidu v pozicii sn-3 za vzniku diacylglycerolu
a alkoholfosfatu. Zvlast vel’ka pozornost’ sa venuje rodine
fosfatidylinozitol $pecifickych fosfolipaz, ktoré maja kl'u-
govy vyznam v bunkovej signalizacii®'. Izoenzymy fosfoli-
pazy C Specifické pre fosfoinozitidy (EC 3.1.4.11) tvoria
v eukaryotoch pribuznu skupinu proteinov, ktoré odstepuju
polarnu hlavi¢ku fosfolipidov obsahujucich inozitol. Tieto
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enzymy su kontrolované receptormi bunkového povrchu
a hydrolyzuji najmi viacnasobne fosforylovany lipid,
fosfatidylinozitol-4,5-bisfosfat (PIP,), za vzniku dvoch
vnutrobunkovych signdlnych molekil: D-myo-inozitol-
-1,4,5-trifosfatu (IP;) a diacylglycerolu. Aktivita fosfolipaz
C bola popisand v bunkéach rdznych organizmov od bakté-
rii, cez kvasinky a rastliny az po zivocichy. Cicavcia rodi-
na PLC pozostava z 13 izoenzymov rozdelenych do Sies-
tich rodin, pri¢om st zname §tyri B (cit.*?), dve y (cit.*), tri
& (cit.?), jedna & (cit’), jedna & (cit.¥) adve
n izoformy®®. Tieto rdézne izoenzymy PLC sa ligia
v §truktirnej organizécii, regulacii, aktivacii a v tkanivovej
distribucii proteinu. Kvasinky S. cerevisiae, Schizosaccha-
romyces pombe a patogénna kvasinka Candida albicans
obsahuji gén PLCI kodujuci priblizne 100 kDa protein,
ktory je pribuzny s 85 kDa cicavcou d-izoformou PLC.

Podra krystalografickej Struktary PLC-3; a PLC-3; je
katalyticka doména fosfolipazy C tvorenda zX ayY
regionov*>*’. Tato doména je zlozena zo striedajiicich sa
a-helixov a B-skladanych listov a je podobna netplnému
o/ barelu tridzafosfatizomerazy. Aktualny model kataly-
zy PLC-§, sa sklada z dvoch hlavnych krokov. V prvom
fosfotransferazovom kroku su aminokyselinové zvysky
kyseliny glutdmovej (390) a His-392 zapojené do prenosu
protonu z hydroxylovej skupiny (v pozicii 2) inozitolového
kruhu na fosfor, ¢im podporuju intramolekulovy atak
a cyklizaciu®®. V druhom fosfodiesterazovom kroku st
dolezitymi aminokyselinovymi zvySkami His-356 a His-
311, ktoré sa zOcCastnuji hlavnej kyslo-zasaditej katalyzy
protonizaciou diacylglycerolovej skupiny®. Po celom ka-
talytickom mieste PLC-8; sa nachadza siet’ vodikovych
vézieb a so'nych mostikov. Tato siet’ vdzieb viaze inozito-
lovy kruh a zvyCajne zodpoveda za substratova Specifitu.
Je zaujimavé, ze vymena argininu v pozicii 549 v druhej
polovici o/f barelu neposkodi katalyticka aktivitu enzy-
mu, ale zmeni jeho substratovil preferenciu z PIP, na
fosfatidylinozitol*’. Na substratova $pecifitu PLC vplyva
aj rozny charakter polarnej hlavicky lipidu. Kym prokary-
otické formy PLC preferuju ako substrat fosfatidylinozitol
a fosfatidylinozitol glykany, eukaryotické enzymy vse-
obecne uprednostiuju PIP, pred fosfatidylinozitol-4-
-fosfatom a fosfatidylinozitolom.

Sekvencie eukaryotickych PLC obsahuju rad domén
(obr. 2), ktoré su organizované okolo katalytického o/f
barelu®'. Vsetky izoformy PLC obsahuju tri regulaéné
domény: (i) plextrin homologickii (PH) doménu, ktora
viaze fosfoinozitidy a/alebo proteiny a pravdepodobne
slazi ako drziak alebo povraz, ktory spaja protein
s membranovym povrchom pocas katalyzy**, (ii) EF moti-
vy viazuce vapnik® a (iif) samostatna C2 doménu, ktora
oby¢ajne v pritomnosti iénov Ca*’- viaze fosfolipidy*.
Vynimkou je len PLC-, ktora neobsahuje PH doménu®’.
Kazd4 z r6znych rodin PLC odpoveda na odli$né stimuly,
¢omu nasvedCuju aj rozne regulacné domény fosfolipaz C
(obr. 2). Viacsinou sa funkcia fosfolipaz C spéja so vzni-
kom dolezitej signalnej molekuly IP;, ¢i uz v cytoplazme
alebo v jadre. Izoformy PLC maju kI'icova tlohu vo vap-
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PH doména EF doména katalyticka doména C2 doména protein G interakéna doména
B(1-4) R [ [ [ X H ¥
PH EF katalyticka SH2 _SH2 _SH3 c2
v(L2) R T T T M M S Y H—.
P H
PH EF katalyticka doména Cc2
s34 P [ [ [ Hx H v Hililililil
RasGef PH EF katalyticka doména C2 Ras-vdzobna doména
s() —ONNNNNHEEEEH [ [ [ H X H ¥
EF katalyticka doména Cc2
s LT T HxH v il
EF katalyticka doména c2

PH
n(2) B T T T 1

| 1
X T

L v Hilll—

Obr. 2. Linearna reprezentacia funkénych domén jednotlivych rodin fosfolipaz C; vo vsetkych fosfoinozid $pecifickych fosfolipa-
zach C je katalyticka doména rozdelena do dvoch regioénov, X a Y, ktoré su obklopené ré6znymi regulaénymi doménami (upravené podla
cit.*"). SH2 — Src homologickd doména 2; SH3 — Src homologickd doména 3; RasGef — Ras guanine nucleotide exchange factor-like
domain, RasGef-doména pribuzna s vyménnym faktorom guaninu; PX — plextrin homologickd doména; PH — phox homologick4d doména

nikom sprostredkovanej signalizacii. ZvySenie hladiny
vapnika v bunke je zabezpecené hlavne tvorbou univerzal-
neho sekundarneho posla IP3, ktory sa viaze na Ca** kanal
v endoplazmatickom retikule a aktivuje ho®. Dalsou mole-
kulou, ktord vznik4 u¢inkom PLC, je diacylglycerol. Dia-
cylglycerol zohrava tlohu v mnohych bunkovych proce-
soch, pri¢om najzndmejsia Gloha je aktivéacia proteinkinazy
C (cit.*®). Produkty $tyroch jadrovych izoforiem PLC-B
pravdepodobne ovplyviiuju zostrih pre-mRNA a §truktiru
chromatinu®’. PLC-1, je neurén $pecificky enzym, ktory je
dolezity pre vznik a/alebo udrZiavanie siete neurénov
v mozgu''.

2.4. Fosfolipaza D

Aktivita PLD bola prvykrat pozorovana v extraktoch
mrkvy ako aktivita fosfolipid Specifickej fosfodiesterazy,
ktora hydrolyzuje fosfatidylcholin za vzniku kyseliny fos-
fatidovej. Neskor bola tato aktivita pozorovana u réznych
organizmov od virusov cez baktérie, kvasinky, rastliny az
k cicavcom. V bunkach cicavcov je aktivita fosfolipazy D
pritomna v takmer vSetkych typoch buniek okrem leukocy-

tov a niektorych lymfocytov. Fosfolipdza D je okrem vel-
kého mnozstva povrchovych receptorov regulovana vnut-
robunkovymi faktormi, vritane aktivicie proteinkindzou
C, malymi GTPazami a najméd pomocou fosfatidylinozitol-
4,5-bisfosfatu™.

Fosfolipazy D st charakteristické Strukturou, v ktorej
st katalytické domény zo stran ohranicené regulacnymi
sekvenciami (obr. 3). Tieto sekvencie zahfnaji lipid-
viazuce PX (Phox homologickd) a PH domény ako
i viizobné miesto pre PIP, (cit.**"). PH doména Fudskej
PLD1 a PLD2 a kvasinkovej fosfolipdzy D1 (Spol4p)
zohrava kritick ulohu vo védzbe enzymu na Specifické
lipidové povrchy, ktoré obsahujii PIP,. Tato doména vSak
neviaze PIP,, ktory je dblezity k aktivacii enzymu a ktoré-
ho vézobné miesto sa nachddza v katalytickej doméne
PLD (cit.’"). PX doména pravdepodobne zabezpeluje in-
terakcie s inymi proteinmi alebo viaze fosfatidyl-
inozitolfosfaty®. Dal§im konzervovanim regionom PLD1
ale nie PLD2 je takzvand slucka, ktord ma ulohu
v negativnej regulacii proteinu®. Nielen spominané
domény, ale aj konce proteinu st délezité pre aktivitu
PLD. N-koniec PLDI1 je potrebny k stimulacii enzymu

PX PH 1T

slucka

11X

HKD

HKD

Obr. 3. Zakladna Struktira Pudskej fosfolipazy D1; domény I az IV predstavuju konzervované katalytické jadro eukaryotickych fosfo-
lipaz D (upravené podra cit.*®). PX — plextrin homologicka doména; PH — phox homologické doména
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pomocou proteinkinazy C (cit.>*) a bunkova lokalizacia
proteinu je definovana jeho C-koncom™.

Katalytické jadro eukaryotickych fosfolipdz D pozos-
tava zo Styroch konzervovanych oblasti (I-IV). Obzvlast
vysoko konzervované st domény II a IV, ktoré obsahuju
HKD (H-histidin, K-arginin, D-kyselina glutdmova) motiv
(obr. 3). Kompletné zachovanie tychto motivov v evolucii
naznacuje ich dolezita tlohu, ktora bola overena mutacny-
mi $tudiami**. Kazdy z HKD motivov tvori polovicu téin-
ného aktivneho miesta. Individudlne exprimovany N- ale-
bo C-koncovy HKD fragment fosfolipazy D1 je katalytic-

ky neaktivny.
Objav transfosfatidylacnej reakcie PLD viedol
kivahdm  otvorbe intermedidtu  fosfatidyl-enzym

v priebehu reakcie. Na zaklade svojich experimentov na
rastlinnej PLD Stanacev a Stuhne-Sekalec navrhli model,
v ktorom katalyticky mechanizmus PLD zahfiia dvojstup-
fovu ,,ping-pong* reakciu, v ktorej je tvorba kovalentného
fosfatidyl-enzgymového intermediatu nasledovana bud’
hydrolyzou alebo transfosfatidylaciou®®. Histidinovy ami-
nokyselinovy zvy$ok z HKD motivu slizi ako nukleofilny
atak na fosfat vo fosfodiesterovej védzbe za tvorby pre-
chodného fosfoenzymového intermediatu. V druhej polo-
vici reakcie je fosfoenzymovy medziprodukt hydrolyzova-
ny vodou (alebo primarnymi kratkymi ret’azcami alkoholu)
za uvolnenia kyseliny fosfatidovej (alebo fosfatidylalko-
holu) (cit.*).

O biologickej funkcii fosfolipaz D najviac vypoveda
poznatok, ze produkt degradécie fosfolipidov tymto enzy-
mom, kyselina fosfatidova, je vnatrobunkovym lipidovym
poslom. Tento fakt indikuje Glohu fosfolipdz D v r6znych
forméach regulacie vnitrobunkového membranového trans-
portu, ako aj v metabolickych drahach, ktoré reguluji bun-
kovy rast, adaptaciu a diferenciaciu**>®. Samotna kyselina
fosfatidovd moze taktieZ priamo svojimi fyzikélno-
chemickymi vlastnostami ovplyviovat’ zakrivenie biolo-
gickych membran a sluzit’ ako kotevné miesto pre proteiny
asociované s membranami®. V bunke méze byt kyselina
fosfatidovd premenend na iné bioaktivne lipidy, vc¢itane
diacylglycerolu a kyseliny lyzofosfatidovej®*.

3. Vyutzitie fosfolipaz v priemysle

Fosfolipidy su amfifilné molekuly a povrchovo aktiv-
ne latky. Pre svoje vlastnosti sa vyuZivaji hlavne
v potravinarskom priemysle, napriklad na redukciu visko-
zity akryStalizadcie cokoladdy, na stabilizdciu vlhkos-
ti instantnych produktov a slizia aj ako prostriedok proti
oroseniu a hnednutiu margarinu. Vo farmaceutickom prie-
mysle st lipidy casto aplikované ako Specifické nosice
lieciv. Komeréne dostupné fosfolipidy sa bezne ziskavaju
zo surového s6jového oleja, slnecnicového oleja a vajec-
ného Zitka pomocou chemickych alebo biochemickych
postupov. Biochemicka modifikacia alebo syntéza posky-
tuje nahradné a Casto lacnejSie cesty pre upravu a vyrobu
fosfolipidov ur€enych pre roézne aplikacie. Porovnanim
s chemickymi metdédami maji enzymatické modifikacie
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nickol’ko vyhod. Selektivita a Specifita je jednou
z najddlezitejSich vlastnosti proteinov, ktoré robia Upravu
fosfolipidov jednoduchSou a l'ahSou oproti chemickym
postupom. Enzymatické reakcie su Casto vykonavané za
miernej$ich podmienok, ktoré prispievaju k zachovaniu
povodnych vlastnosti lipidov. DalSou vyhodou je, Ze bio-
katalytické pristupy vysoko redukuji pouzitie toxickych
a Skodlivych roztokov, a tak poskytuji bezpecnejSie
a CistejSie produkty pre potravinarsky, farmaceuticky
a kozmeticky priemysel. V poslednej dobe ziskané poznat-
ky v oblasti biochémie lipidov otvaraji nové moznosti pre
vyvoj enzymoldgie a inzinierstva fosfolipidov. Tieto moz-
nosti zahfiaju syntézu lipidovych analdégov prirodne sa
vyskytujucich bioaktivnych zlacenin pre farmaceutické
vyuzitie®®65,

Fosfolipadzy st dolezitou skupinou enzymov, ktoré
hydrolyzuju fosfolipidy za vzniku roznych produktov.
Postupne s vyvojom DNA technoldgii je mozné exprimo-
vat' Coraz vicSie mnozstvo fosfolipaz v cudzich organiz-
moch. Tato produkcia viedla k vzniku novych a lepSich
fosfolipaz, ktoré boli nasledne vyuzité v priemyselnych
aplikaciach. Niektoré z nich, ako prasacia pankreaticka
fosfolipaza A,, st pouzivané v priemysle uz po desatrocia.
Fosfolipazy sa vSeobecne vyuzivaji na vyrobu emulgato-
rov, ktoré¢ vznikaju pdsobenim fosfolipdz na fosfolipidy
prirodzene sa nachadzajuce v ingredienciach. Uplatiuju sa
vo vyrobe Skrobov, konzumnych olejov, syrov
a v pekarenskom priemysle®’.

V pekdrenskom priemysle sa vyuZzitim fosfolipaz
dosahuje zvySena kvalita cesta. Lipidy a ich hydrolyzova-
né produkty st potrebné pre stabilizdciu vzduchovych
bublin v ceste, ¢o vedie k jemnejsej Struktire, k zvac¢Seniu
objemu chleba a aj k jeho predizenej trvanlivosti®®. Fosfo-
lipazy sa tiez uplatiuji v mlickarenskom priemysle na
vyrobu syra, jogurtu, mlicka a zmrzliny. Napriklad pri
produkcii syra, hydrolyza mlie¢nych fosfolipidov pred
pridanim syridla zna¢ne zvysi vytazok syra bez zniZzovania
jeho kvality®. Zlepsenie vytazku syra je pravdepodobne
dosledkom zvySeného zadrzovania tuku a vlhkosti v syre-
nine. Hydrolyza hydrofobnych fosfolipidov pomocou fos-
folipazy A, vedie k uvolneniu menej hydrofobnych a teda
viac vo vode rozpustnych lyzofosfolipidov. Predpoklada
sa, ze lyzofosfolipidy, ktoré st uvolnené z mliecneho tu-
ku, slazia ako povrchovo aktivne ¢inidlo v syrenine a tym
napomahaji k emulgacii vody atuku pocas spracovania
syra. Jedna z d’alsich aplikacii fosfolipaz je precistovanie
konzumnych olejov. Surové rastlinné oleje obsahuju rézne
druhy neziaducich latok, ktoré znehodnocujt ich kvalitu:
volné mastné kyseliny, fosfolipidy nazyvané ako gumy,
stopy kovov, farbiv a tazké kovy. Velka cast’ fosfolipidov
sa odstranuje vodou, avSak zvysna Cast’ je odstraniovana
bud’ Zieravym procesom alebo enzymaticky za pomoci
fosfolipazy A alebo fosfolipazy C. Pridavkom malého
mnozstva vody do surového oleja sa fosfolipidy hydratuju
a tvoria gumu. Tato guma je nasledne z oleja separovana
odstredenim. Vzhl'adom k tomu, Ze amfifilné fosfolipidy
st dobrymi  emulgatormi, vychytavaju  zoleja
1 triacylglyceroly, ¢im sa zniZuje konecny vytaZok oleja.
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Pridanie fosfolipazy C v Cistiacom procese hydrolyzuje
fosfolipidy, ¢im sa zniZi mnozstvo vychytanych triacylgly-
cerolov v gume a zvysi sa vytazok oleja®. Enzymaticka
rafinacia surovych rastlinnych olejov prebieha aj pomocou
fosfolipazy A,. Toto precistovanie je zalozené na Stiepeni
fosfatidylcholinu za vzniku lyzofosfatidylcholinu, ktory je
rozpustny vo vode amédze byt odseparovany®. Dalsia
mozné aplikacia fosfolipaz je zalozena na modifikovani
a priprave novych druhov lipidov. PLA; sa najviac uplat-
fiuje v zamene roznych mastnych kyselin fosfolipidov.
Diacylglycerol produkovany hydrolyzou PLC ma enantio-
merické vlastnosti prirodnych produktov, ktoré moézu byt
vyuzité pre syntézu stereoSpecifickych  zlutenin®.
V neposlednom rade pomocou transesterifikacnej aktivity
PLD je mozné syntetizovat’ menej sa vyskytujice fosfoli-
pidy ako fosfatidyletanolamin, fosfatidylserin
a fosfatidylglycerol z ¢asto sa vyskytujuceho fosfatidyl-
cholinu®’.

Za poslednych 25 rokov mézeme sledovat’ prudky
narast vedomosti o Strukturalnej a biologickej funkcii fos-
folipaz. Vzhl'adom k tomu, Ze fosfolipazy zohravaji roz-
hodujucu ulohu v mnohych biochemickych procesoch
(napriklad travenie a vznik zépalu), stdvajl sa zaujimavym
tercom vo farmaceutickom a biotechnologickom priemys-
le, kde sa vyvijaju selektivne a G¢inné inhibitory voci tym-
to enzymomzo.

4. Zaver

V blizkej buducnosti v suvislosti s rozvojom proteo-
mickych a lipidomickych metodologii o¢akavame narast
znalosti o degradacnych procesoch, ktoré sa podielaju na
homeostaze, alebo lepSie povedané na homeodynamike
membranovych lipidov. Fosfolipazy sa podielaji na ne-
ustalej obnove lipidov v biologickych membranach. Na
zaklade svojich enzymatickych vlastnosti sa rozdeluju do
Styroch hlavnych tried, ktoré sa stale rozrastaju. Kazda
z fosfolipdz ma v bunke okrem degradacnej funkcie aj
nezastupitel'na regulaéni ulohu. NajznamejSou funkciou
fosfolipazy A, je produkcia prekurzora syntézy eikozano-
idov, kyseliny arachidénovej. Fosfolipdza B je zapojena
v traveni lipidov prijatych potravou. Degradac¢né produkty
fosfoinozid Specifickych fosfolipdz C reguluji hladinu
vapnika v bunke a aktivitu proteinkinazy C. Kyselina fos-
fatidova, ktord je hydrolyzovand z fosfolipidu pomocou
fosfolipazy D je zapojena do rdznych transportnych masi-
nérii bunky. Zndme enzymatické vlastnosti fosfolipdz sa
Coraz CastejSie vyuzivaju v priemysle. V poslednej dobe
narasta trend ,,bio“ produktov, kde sa namiesto chemic-
kych prisad pouzivaju prirodné enzymy, ktoré cCastokrat
zabezpec€ia pripravu ovela kvalitnejSich a ekologickejSich
produktov. Mnohé biotechnologicky vyuzivané fosfolipa-
zy sa uz dnes produkuju v mikroorganizmoch a s d’alsim
rozvojom proteinového inZinierstva bude mozné cielene
produkovat’ fosfolipazy so zelanymi vlastnostami a tak
roz8irit’ moznosti ich aplikacie.
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Pouzité skratky

cPLA, cytozolicka fosfolipaza A,

1P; D-myo-inozitol-1,4,5-trifosfat
iPLA, fosfolipaza A, nezavisla od i6nov vapnika
PAF aktivujuci faktor krvnych dostic¢iek
PH plextrin homologickd doména

PIP, fosfatidylinozitol-4,5-bisfosfat
PLA, fosfolipaza A,

PLA, fosfolipaza A,

PLB fosfolipaza B

PLC fosfolipaza C

PLD fosfolipaza D

PX phox homologickd doména

sPLA, sekrecna fosfolipaza A,
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M. Simoé¢kova and P. Gria& (Institute of Animal
Biochemistry and Genetics, Slovak Academy of Sciences,
Ivanka pri Dunaji, Slovak Republic): Phospholipid Deg-
radation: Making New from the Old

Phospholipases are enzymes catalyzing controlled
hydrolysis of phospholipids. The enzymes are major regu-
lators of membrane lipid composition. In addition, phos-
pholipase-mediated hydrolysis of phospholipids is an im-
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portant source of vital signalling molecules. Hydrolytic
properties of an increasing number of phospholipases are
utilized in pharmaceutical and food industries. New lipid
products could be prepared by the action of phospholi-
pases in more efficient and more environment-friendly
processes than those traditionally used. With the advances
in protein engineering, modified phospholipases with de-
sired new properties could be produced in microorganisms
and thus their potential applications could be extended.
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1. Uvod

Spéjanie separacnych technik s detekénymi metédami
predstavuje v sicasnosti moderny trend v smerovani ana-
Iytickej chémie. Je to spdsobené jednak z dovodu Castokrat
az ultrastopovych koncentréacii sledovanych analytov na-
chéadzajucich sa v environmentalnych a biologickych vzor-
kach (pri ktorych st kvantifika¢né limity dostupnych de-
tekénych metdd nepostacujuce), ale aj z dovodu vysokych
koncentracii doprevadzajucich zloziek, ktoré cCastokrat

712

znemozhuju priame stanovenie analytov nachadzajicich sa
na stopovych az ultrastopovych urovniach. Dalsim dévo-
dom je narastajica potreba Specidcie predovSetkym toxic-
kych a esencialnych prvkov.

Prave uvedené dovody vedu k snahdm vyvinit’ nové
postupy separacie, prekoncentracie a Speciacie, ktoré by
boli bezpecné, rychle, spolahlivé, Casovo a finan¢ne nena-
ro¢né.

V poslednom obdobi je stile vyssi zaujem venovany
technikam, ktoré vyuzivaju r6zne micelarne roztoky tvore-
né zjedného alebo urcitej zmesi neutralnych tenzidov
(neidénovych alebo amfotérnych) na separaciu, prekoncen-
traciu, ale uz aj Speciaciu réznych analytov z analyzova-
nych vzoriek. Za poslednych desat rokov je jednou
z Casto vyuzivanych metdod prave extrakcia s vyuzitim
teploty zakalu micelarnych roztokov (,,Cloud Point Extra-
ction” — CPE).

2. Extrakcia s vyuZitim teploty zakalu
micelarnych roztokov (CPE)

Medzi prvé prace, ktoré popisuju vyuzitie CPE pri
analyze kovov, patria prace publikované pred 30 rokmi'?.
Odvtedy pocet prac, ktoré vyuzivaji CPE ¢i uz pri extra-
kcii i6nov kovov vo forme cheldtov kovov alebo pri na-
koncentrovani organickych polutantov, narasta. Kontinual-
ny narast je zaznamenany predovsetkych po roku 1990. Na
obr. 1 su znazornené pocty publikécii venované vyuZitiu
CPE v roznych oblastiach analytickej chémie pri analyze
organickych aj anorganickych analytov, ako aj pocty pub-
likacii venované vyuzitiu CPE pri analyze roznych kovov
za poslednych desat’ rokov.

Pocet publikacii

1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007
Rok

Obr. 1. Poéty publikacii venované vyuZzitiu CPE v réoznych
oblastiach analytickej chémie (celkové poéty — sivé stipce)
a pocty publikacii venované vyuZzitiu CPE pri analyze kovov
(biele stipce)
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2.1. Princip CPE

Povrchovo aktivne cinidla (tenzidy) st amfifilické
molekuly skladajice sa z hydrofilnych a hydrofébnych
Casti, ¢o byvaju vo vicsine pripadov polarne alebo i6nové
skupiny spojené s dlhymi uhlikovymi retazcami (ktoré
mozu byt linearne alebo rozvetvené, ale mézu obsahovat
aj aromatické kruhy). Vo vodnych roztokoch, v ktorych sa
nachadzaju vel'mi nizke koncentracie tenzidu, sa molekuly
tenzidu vyskytuji predovSetkym vo forme monomérov
(avSak mo6zu byt pritomné aj vo forme dimérov alebo tri-
mérov). Ked ich koncentracia vzrastie nad urcita hranicu,
ktora sa nazyva kritickA micelarna koncentra-
cia“ (,,critical micellar concentration” — CMC), monoméry
tenzidu sa spontanne zhromazdia a vytvoria koloidny klas-
ter, nazyvany micela (obr.2). V zavislosti od vlastnosti
pouzitého tenzidu a analyzovaného roztoku moézu mat
micely rézne velkosti a tvary (od gulovitého az po elipso-
idny).

Po pridani tenzidu k vodnému roztoku (koncentricia
tenzidu musi byt’ vyssia ako CMC, aby dochadzalo k vzni-
ku miciel) a naslednom zahriati nad urcita teplotu (ktora je
charakteristickd pre kazdy tenzid — ,,cloud point tempera-
ture* — CPT), sa takyto roztok stava zakalenym v dosledku
preskupenia micelotvornych zloziek a vzniku d’alSej fazy.
Takto sa ziskaju dve fazy; jedna obohatena tenzidom
(,,surfactant rich phase* — SRP), ktord obsahuje hydrofob-
ne a nepolarne zluceniny zachytené v nepolarnych jadrach
miciel, a druha — vodna faza s koncentraciou tenzidu bliz-
kou CMC. Stidie venované objasneniu mechanizmu tejto
separdcie poukazuju na to, Ze takdto fazova separicia je
vysledkom sttazenia medzi entropiou (ktord uprednostiiu-
je mieSatel’nost’ miciel vo vode) a entalpiou (ktord upred-
nostituje separaciu)’, takze vytvorenie zakalu a fazova
separdcia je dej reverzibilny apo nastoleni povodnych
podmienok dochadza k opdtovnému vzniku homogénneho
systému’®.

{id

monomery

-~
-

CMC
+—>

micela

Obr. 2. Schématické znazornenie vzniku micely z monomérov
pri koncentracii prekracujucej kriticki micelarnu koncentra-
ciu (CMC); ¢ierne gul'6¢ky predstavuju polarne skupiny naviaza-
né na nepolarne uhlikové retazce

2.2. Postup CPE na separaciu, prekoncentraciu
a Speciaciu kovov

Pri separacii, prekoncentracii a Speciacii  kovov
s vyuzitim CPE je jednym z prvych krokov vytvorenie
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vhodného hydrofobneho komplexu analytu, ktory moéze
byt nésledne zachyteny v hydrofébnom jadre micely.
S tym suvisi vyber vhodného chelataéného alebo komple-
xotvorného cinidla (okrem pripadov, pri ktorych nie je
potrebné pouzitie tychto Cinidiel). Po pridani zvoleného
chelata¢ného cinidla sa ku kvapalnej vzorke pridd vhodny
tenzid. Po dokladnom premieSani sa roztok zahreje nad
CPT. Po ur¢itom inkuba¢nom ¢ase nasleduje separacia faz
(najcastejSie  urychlend centrifugaciou). Hydrofobne
anepolarne zluceniny zachytené v nepolarnych jadrach
miciel sa nachddzaji v tenzidom obohatenej faze (SRP),
objem ktorej sa najCastejsie pohybuje v stovkach mikrolit-
rov, ¢im dochadza k nakoncentrovaniu analytu. Pre doko-
nalejsiu separaciu SRP od vodnej fazy je vyhodné zvysit
viskozitu SRP. Na zvysenie viskozity SRP sa najcastejSie
vyuziva l'adovy kupel'. Po ochladeni SRP nasleduje odstra-
nenie vodnej fazy anasledné zriedenie SRP pridanim ¢i-
nidla, ktoré je vhodné pre zvoleny detektor. Schématické
znazornenie postupu pre CPE je uvedené na obr. 3.

Aby doslo ku kvantitativnej separacii a boli dosiahnu-
té vysoké prekoncentracné faktory pre nasledujice stano-
venie, je nutné zvolit’ pre vypracovavany postup vhodné
chelata¢né ¢inidlo a tenzid, a nasledne optimalizovat’ vSet-
ky experimentalne parametre (koncentraciu chelatacného
¢inidla a tenzidu, pH roztoku, pridavky pomocnych ¢ini-
diel, teplotu a Cas inkubacie, separaciu faz, vyber Cinidla
na riedenie SRP), ktoré su podrobnejSie rozdiskutované
v nasledujucich odsekoch.

2.3. Optimalizacia experimentalnych podmienok
pre CPE kovov

2.3.1. Vyber chelatacného cinidla

Vyber vhodného chelatacného ¢inidla, ktoré vytvori
hydrofobny komplex s iénovym analytom, je jednym
z hlavnych faktorov, ktory ovplyviuje Gc¢innost’ separacie
kovovych i6nov. K najcastejSie vyuzivanym ¢inidlam patria
karbamaty (napr. aménium pyrolidin ditiokarbamat; APDC),
pyridylazo derivaty (napr. 1-(2-pyridylazo)-2-naftol; PAN)
a chinolinové derivaty (8-hydroxychinolin; 8-HQ). Tieto
zliceniny mozno povazovat za univerzalne €inidld, ktoré
vytvaraji hydrofébne zliceniny s véacsinou kovovych io-
nov a vyuzivaju sa v tych v pripadoch, ked’ sa na detekciu
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Obr. 3. Schématické znazornenie postupu pri CPE kovov
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stanovovaného analytu pouzije vysoko selektivny detektor.
Iné ¢inidl4, ako napr. O,0-dietylditiofosfat (DDTP), st
vyuzivana pri selektivnejsich extrakciach.

Vyber ¢inidla stvisi s poZiadavkou vzniku dostato¢ne
hydrofobneho komplexu, ktory ma vysoky rozdelovaci
koeficient, vznika rychlo a kvantitativne. V tomto pripade
termodynamické parametre (konstanta vzniku komplexu;
Ky spolu skinetickymi parametrami vzniku komplexu
a presunu do micelarnej fazy ovplyviuju cely postup, za-
tial ¢o parametre ovplyviujice vznik miciel si menej
dolezité’.

2.3.2. Vyber a koncentracia tenzidu

Vo vicsine publikovanych prac sa ako tenzidy pri
analyze kovov vyuzivaju prevazne poly(oxyetylén)ové
alkylfenoly (zo sérii Triton X- a PONPE; vid’ vzorce 1 a2
v obr. 4). St komer¢ne dostupné s vysokou Cistotou, sta-
bilné, neprchavé a netoxické®™®. Zakladné charakteristiky
najéastejSie pouzivanych neionovych tenzidov pre CPE
kovov st uvedené v tabulke I. Na vel'kost’ prekoncentrac-
ného faktora a extrakény vyt'azok CPE pri pouziti neidono-
vych tenzidov ma vplyv: dizka alkylového retazca neiéno-
vého tenzidu; pritomnost’ aromatickej skupiny; pocet oxy-
etylénovych jednotiek; ako aj koncentracia tenzidu.
Z uvedeného je zrejmé, ze vhodny vyber tenzidu je d’alSou
dolezitou castou pri navrhovani spolahlivého postupu
CPE. Vhodna koncentrécia tenzidu sa zistuje experimen-
talne tak, ze sa zostroji zavislost’ extrakény vytazok vs.
zvySujuca sa koncentracia tenzidu. V tomto pripade extra-
kény vytazok so zvySovanim koncentracie narasta az do
urcitej ,,hrani¢nej* koncentracie, pri ktorej sa zaznamena
maximélny extrakény vytazok. Dalsie zvySovanie koncen-
tracie tenzidu vedie k zvySovaniu objemu SRP, ¢o ovplyv-
ni extrakény vytazok aj prekoncentracny faktor (dochadza
kich zniZeniu). Vybera sa teda ,hranicnd“ koncentracia,
pri ktorej sa ziskava maximalny extrakény vytazok
(z dévodu ziskania ¢o moZno najvic¢Sicho pomeru medzi
objemom vodnej fazy a objemom SRP, ¢o vedie k ziskaniu
maximalneho prekoncentracného faktora).

GHs ~ GHa
HsC~C~CH,—C (OCH,CHj),OH
CH;  CHs

1
Oktylfenoxy poly(oxyetylén) éter; Triton X-114 (x = 7-8);
Triton X-100 (x = 9-10)

C9H19@O(CH20H20)HH

2
Poly(oxyetylén) nonyl fenyl éter; PONPE-5.0 (n = 5);
PONPE-7.5 (n=17,5)

Obr. 4. Strukturné vzorce vybranych tenzidov
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Tabulka I
Zakladné charakteristiky najcastejSie pouzivanych neiéno-
vych tenzidov pri CPE kovov

Tenzid Teplota zadkalu CMC Lit.
[°C] [mmol 1]

Triton X-114 23-25 0,20-0,35 6

Triton X-100 64-65 0,17-0,30 6

PONPE-5.0 15-17 0,57 9,10,11

PONPE-7.5 5-20° 0,085 6

*V zavislosti od pouZitej koncentracie

2.3.3. Vplyv pH

V pripade kovovych chelatov, optimalne hodnoty pH
suvisia s optimalnymi hodnotami pH, pri ktorych vznikaju
stabilné neidnové komplexy. Rovnako vel'mi délezitl ulo-
hu zohrava pH pri zlepSeni extrakénej uCinnosti
v pripadoch, pri ktorych sa nepouzivaju pridavky chelatac-
nych ¢inidiel, pretoze v tomto pripade pH ovplyviuje cel-
kovy naboj analytu, ¢o nasledne ovplyviiuje vznik komple-
xu medzi kovom a poly(oxyetylén)ovymi skupinami pou-
zitého tenzidu.

Osobitnu pozornost je potrebné venovat vyberu
vhodného pH v pripadoch, kedy je navrhovany CPE pos-
tup pouzivany na Specidciu kovov, priCom je ddlezité, aby
pri zvolenom pH iba jedna iénova forma sledovaného ana-
lytu spolahlivo vytvorila neiénovy komplex, zatial’ ¢o ind
ionova forma sledovaného analytu pri danom zvolenom
pH neidnovy komplex tvorit’ nesmie. Ako priklady mozno
uviest Speciacné Studie venované rozliSeniu anorganic-
kych foriem Cr(III)/Cr(VI), As(III)/As(V), Sb(III)/Sb(V)
alebo Se(IV)/Se(VI) (cit.">™'%).

2.3.4. Pridavky pomocnych cinidiel

V mnohych pripadoch sa na dosiahnutie u¢innej ex-
trakcie vyuzivaji pridavky roéznych organickych Cinidiel
alebo anorganickych soli. Pridavok etanolu (v pripadoch
vyuzivania tenzidov, ktoré sa vyznacuju nizkou CPT) ma
za nasledok zvysenie teploty potrebnej na vytvorenie zaka-
Iu, ¢o vedie k zvySeniu prekoncentraénych faktorov
a zlep3eniu kinetiky fazovej separacie'’. Pritomnost’ anor-
ganickych elektrolytov naopak znizuje teplotu potrebnu na
dosiahnutie zakalu a vytvorenie dvoch faz v désledku de-
hydratacie poly(oxyetylén)ového retazca'®. Anorganické
soli takisto zvySuji hydrofobne interakcie medzi analytom
a molekulovymi agregatmi tenzidu, ¢o vedie k uprednos-
tneniu jeho extrakcie z vodnej fazy do micelarnej fazy.

2.3.5. Inkubacna teplota a cas

Pre dosiahnutie maximalneho prekoncentraéného
faktora je potrebné uskutoc¢novat CPE pri teplotach nad
CPT (cit.”"). Zvysenie inkubaénej teploty mdze znamenat’
znizenie objemu SRP, a teda zvySenie prekoncentracného
faktora. Zhruba pétnasobné zniZenie objemu SRP bolo
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Tabulka II
Spojenie CPE a FAAS
Analyt Komplexotvorné Tenzid Cinidlo LOD* PF® Lit.
&inidlo na riedenie SRP [ug 1]
Cddr) DDTP TX-114 0,1 M HNO; v C,HsOH 0,90 NZ 32
Sb(I1I) BPHA TX-114 1 M HNO; v CH;0H 1,82 45 33
Cddrn) APDC TX-114 1 M HNO; v CH;0H NZ NZ 34
Pb(II) APDC TX-114 1 M HNO; v CH;0H Nz Nz 34
Cu(Il) APDC TX-114 1 M HNO; v CH;0H NZ NZ 34
Cr(IID) APDC TX-114 1 M HNO; v CH;0H Nz NZ 34
Zn(1I) APDC TX-114 1 M HNO; v CH;0H NZ Nz 34
Fe(IID) APDC TX-114 1 M HNO; v CH;0H Nz Nz 34
Cddrn PMBP TX-100 0,1 M HNO; v CH;0H 0,64 23 35
Cddr) 8-HQ TX-114 1 M HNO; v CH;0H 0,15 15 36
Cu(Il) 8-HQ TX-114 1 M HNO; v CH;0H 0,72 21 36
Zn(1II) 8-HQ TX-114 1 M HNO; v CH;0H 0,03 66 36
Cdrn ziadne TX-114 NZ 1,00 Nz 37
Mn(II) TAR TX-114 0,15 M HNO; v CH;0H 0,60 84 38
Cu(Il) 8-HQ TX-114 1 M HNO; v CH;0H 0,025 305 39
Mn(II) 8-HQ TX-114 1 M HNO; v CH;0H 0,033 215 39
Ni(II) 8-HQ TX-114 1 M HNO; v CH;0H 0,035 205 39
Cddr) 8-HQ TX-114 1 M HNO; v CH;0H 0,016 241 39
Fe(III) 8-HQ TX-114 1 M HNO; v CH;0H 0,105 54 39
Co(II) 8-HQ TX-114 1 M HNO; v CH;0H 0,005 130 39
Zn(1II) 8-HQ TX-114 1 M HNO; v CH;0H 0,004 167 39
Cr(IID) 8-HQ TX-114 1 M HNO; v CH;0H 0,075 198 39
Pb(II) 8-HQ TX-114 1 M HNO; v CH;0H 0,167 64 39
Cu(ID) Me-BTABr TX-114 1 M HNO; v CH;0H 1,08 17 40
Mn(II) PAN TX-114 0,1 M HNO; v CH;0H 0,39 49 41
Ag(D) BMAA TX-114 NZ 0,43 50 42
Cu(Il) H(2)mdo TX-114 0,1 M HNO; v CH;0H 0,14 65 43
Ni(II) H(2)mdo TX-114 0,1 M HNO; v CH;0H 0,20 59 43
Mn(II) PMBP TX-100 0,1 M HNO; v CH;0H 1,45 20 44
Cu(ID) Me-BDBD TX-114 1 M HNO; v CH;0H 1,50 14 45
Co(II) Me-BTABr TX-114 IM HNO; v CH;0H 0,90 28 46
Ni(II) Me-BTABr TX-114 1 M HNO; v CH;0H 1,10 23 46
Pb(ID) PMBP TX-114 konc. CH;0H 1,49 110 47
Ag(l) MBT TX-114 0,1 M HNO; v CH;0H 2,20 46 48
Pb(1I) BCB TX-114 1 M HNO; v CH;0H 7,50 25 49
Rh(II) 2-PPC TX-114 0,1 M HNO; v CH;0H 0,052 50 50
Cddr) TAC TX-114 NZ 0,077 NZ 51
Pb(II) TAC TX-114 NZ 1,05 NZ 51
Cu(Il) NDTT TX-114 0,1 M HNO; v CH;0H 0,22 22 52
Cu(ID) Cupron TX-114 0,1 M HNO; v CH;0H 0,04 88 53

“Medza dokazu; ® prekoncentraény faktor; NZ: nezistené; DDTP: aménna sol kyseliny O,0-dietylditiofosforeénej; BPHA: N-benzoyl-N-
fenylhydroxylamin; APDC: amoénium pyrolidin  ditiokarbamat; PMBP: 1-fenyl-3-metyl-4-benzoyl-5-pyrazolon; 8-HQ: 8-
hydroxychinolin; TAR: 2-(2'-tiazolylazo)-rezorcinol; Me-BTABI: 2-[2'-6-metyl-benzotiazolylazo]-4-bromfenol; PAN: 1-(2-pyridylazo)-
2-naftol; BMAA: bis(2-merkaptoanil)acetylaceton; H(2)mdo: 3-[(8-{[(E)-2-hydroxyimino-1-metylpropylidén]amino}-1-naftyl)imino]-2-
butanéon  oxim; Me-BDBD:  kyselina  6-[2'-(6-metyl-benzotiazolylazo)]-1,2-dihydroxy-3,5-benzéndisulfonova, MBT:  2-
merkaptobenzotiazol; BCB: brilant-krezolovda modra; 2-PPC: 2-propylpiperidin-1-karbo-ditionat; TAC: 2-(2-tiazolylazo)-p-krezol;
NDTT: 6-(2-naftyl)-2,3-dihydro-triazin-3-tion; Cupron: 1,5-difenyl-benzoin
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zaznamenané pri zvySeni inkubacnej teploty z 25 °C na
90 °C (cit.'"). Avsak v pripade termalne nestabilnych ko-
vovych chelatov sa zvySovanie teploty neodporuca, preto-
ze v takychto pripadoch dochadza k znizovaniu extrakéné-
ho vytazku v dosledku rozkladu nestabilného chelatu.
Inkubacny Cas sa najcastejSie pohybuje medzi 4-15 minu-
tami a teploty medzi 30-70 °C (v zavislosti od pouzitého
tenzidu).

2.3.6. Separacia faz

Existuje niekol’ko navrhnutych alternativ na odsepa-
rovanie SRP od vodnej fazy. Po centrifugécii, ktord urych-
T'uje fazovh separaciu a zvyc€ajne trva 5—10 minut, sa zmes
ochladi v 'adovom kupeli (najcastejsie pri teplotach okolo
0 °C). SRP sa stava vysoko viskdzna a odstranenie vodnej
fazy je mozné jednoducho dekantaciou'®. Okrem uvedené-
ho postupu je mozné na ochladenie SRP vyuzit' zmes l'adu
a NaCl a nasledne odstranit’ vodnu fazu odsatim za pomoci
peristaltickej pumpy'®"'. Rovnako mozno vyuzit zmes
ladu aacetonu avodni fazu odstranit pomocou
strickacky'®. Pre zvySenie prekoncentrainého faktora je
mozné po odstraneni vodnej fazy esSte SRP zahriat’ vo vod-
nom kupeli pri 100 °C (cit.”) alebo v susiarni pri teplote
100-120 °C (cit.%), ¢im sa odstrania aj posledné zvysky
vody.

2.3.7. Vyber cinidla na riedenie SRP

Po odstraneni vodnej fazy sa ziskava znacne viskdzna
SRP. Pre zniZenie viskozity SRP a moZnost’ bezproblémo-
vého nadavkovania vzorky do pouzitého pristroja, je d’al-
$im doleZitym krokom vyber vhodného ¢inidla na riedenie
SRP. Tento vyber zavisi od pouzitého tenzidu, od pouzitej
detekcie a stanovovaného analytu®'. V pripade AAS detek-
cie st najcastejSie pouzivanymi cinidlami metanolické
alebo etanolické roztoky mineralnych kyselin (najCastejSie
HNO:s), v pripade pouzitia ICP-AES detekcie sa najcastej-
Sie SRP riedi priamo koncentrovanymi mineralnymi
kyselinami®.

2.4. Spojenie CPE s metodami atomovej
spektrometrie

Viacsina publikovanych prac, v ktorych je vyuzita
CPE pri analyze kovov, je spojena s metddami atdbmovej
spektrometrie, z nich predovSetkym s plamenovou atomo-
vou absorpcnou spektrometriou (FAAS), elektrotermickou
atomovou absorpcnou spektrometriou (ETAAS) a atomo-
vou emisnou spektrometriou s indukéne viazanou plazmou
(ICP-AES). Je to predovsetkym vd’aka vysokej selektivite
tychto detektorov, ktoré st schopné spolahlivo stanovit
sledovany analyt aj v pripadoch menej €innych separacii.
Pocet prac venovanych spojeniu CPE s uZ spominanymi
metodami  atdmovej  spektrometrie ma narastajucu
tendenciu®*, pricom okrem prac venovanych separacii
a prekoncentracii r6znych kovov, zacina narastat’ aj pocet
prac venovanych  Specidcii predovSetkym toxickych
a esencialnych prvkov.
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2.4.1. Spojenie CPE a FAAS

Pridavok zried'ovacieho cinidla k SRP je v kazdom
pripade nevyhnutnostou pre ziskanie homogénneho rozto-
ku s nizkou viskozitou, ktory je kompatibilny s pouZivany-
mi zhmlova¢mi v FAAS. Vplyv metanolu na signal pri
pouziti plameniovej atomizacie bol v minulosti predmetom
niekolkych 3tadii**?®. Pri pouziti organickych &inidiel
v FAAS bolo potvrdené zvySenie citlivosti minimélne
dvojnasobne. Tento ikaz je pripisovany nizkemu povrcho-
vému napétiu organickych cinidiel (napr. menej ako
25dyncm™ pre metanol, zatial &o pre vodu je to
72 dyn cm™), &o znaéne ovplyviluje zhmlovaci proces?’.
Vplyvu tenzidov na signal pri pouziti plamenovej atomiza-
cie bolo venovanych taktiez niekol’ko §tudii*>°. Vi¢sina z
nich opisuje zretelné zlepSenie citlivosti v FAAS (a teda
odportcaju ich pouzitie), avSak v niektorych pripadoch
bolo zaznamenané iba nepatrné alebo Ziadne zlepsenie®'.
V stcasnosti je vSak potvrdené, Ze pri analyze roztokov
obsahujtcich tenzidy vznikaji v zhmlovac¢och jemnejSie
kvapocky aerosolu, co modze priaznivo ovplyvnit' ich
transportnti t¢innost’ do plamena, ako aj u¢innost’ pri ato-
mizacii vzorky® .

Prehlad prac publikovanych za posledné tri roky,
ktoré st venované spojeniu CPE a FAAS, je uvedeny
v tabulke II.

2.4.2. Spojenie CPE a ETAAS

Vyhodou ETAAS detekcie je to, Ze organické Cinidla
ako aj tenzidy st plne kompatibilné s ETAAS. Zatial' ¢o
kontaktny uhol medzi molekulami vody a povrchovym
uhlikom grafitovej kyvety je 85,7°, uhol medzi molekula-
mi organickych ¢inidiel a povrchovym uhlikom grafitovej
kyvety sa pohybuje medzi 0-10°, takze zatial' ¢o systém
voda/grafit prejavuje znaky nestability, systém organické
¢inidlo/grafit je celkom kompatibilny. Okrem organickych
Cinidiel aj pritomnost’ tenzidov v analyzovanych roztokoch
moze viest' k zmenSeniu kontaktného uhla, ¢o taktiez po-
nuka mozné rieenie daného problému®. Z uvedeného je
zrejmé, ze pritomnost’ tenzidu vo vodnom roztoku moze
napomdct’ pri rovnomernom davkovani vzorky na grafito-
vy povrch. Uvedené zistenia viedli k pouzivaniu tenzidov
(predovsetkym zo série Triton X-) prave na zvySenie zma-
Cavosti grafitového povrchu v ETAAS. Z opisanych ziste-
ni je zrejmé, ze pri vyuziti ETAAS detekcie po CPE sepa-
racii, prekoncentracii alebo Speciécii kovov nie su ocaka-
vané zZiadne vaznejsie problémy. AvSak aj v tomto pripade
spojenia CPE a ETAAS je pre kazdy analyt potrebné opti-
malizovat’ teplotny program a zvolit' vhodny chemicky
modifikator.

Prehlad prac publikovanych za posledné tri roky,
ktoré si venované spojeniu CPE a ETAAS je uvedeny
v tabulke III.

2.4.3. Spojenie CPE a ICP-AES

Pri analyze roztokov pripravenych v organickych
¢inidlach dochadza pri vyuziti ICP-AES detekcie k zme-
nam zakladnych vlastnosti plazmy (teplota plazmy, stupen
ionizacie), k zmene stability plazmy, k zmene rozmerov
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Tabulka III
Spojenie CPE a ETAAS
Analyt Komplexotvorné ¢inidlo  Tenzid Cinidlo LOD*? PF®  Lit.
na riedenie SRP g 1]
Pb(II) Br-PADAP TX-114 0,1 M HNO; v CH;0H 0,080 50 54
Cddn DDTP TX-114 0,1 M HNO; v CH;0H 0,006 129 55
Pb(1I) DDTP TX-114 0,1 M HNO; v CH;0H 0,040 18 55
Fe(III) HMQ TX-100 0,1 M HC1 NZ 102 56
V(V) HOQ TX-100 0,1 M HCI NZ 58 56
Bi(IIT) ditizon TX-114 tetrahydrofuran 0,020 196 57
As(V) molybdénan/H,SO, TX-114 konc. CH;0H 0,010 53 58
As(III) APDC TX-114 0,1 M HNO; v CH;0H 0,040 36 59
Sn(IV) 8-HQ TX-114 0,15 M HNO; v CH;0H 0,012 96 60
Cr(VI) Br-PF TX-100 1 M HNO; v CH;0H 0,010 50 61
Mn(IT) PMBP TX-100 0,1 M HNO; 0,020 31 62
Fe(III) PMBP TX-100 0,1 M HNO; 0,080 25 62
Ni(II) PMBP TX-100 NZ 0,120 27 63
Cddrn PAN TX-100 2MHCI1 0,006 50 64
Sn(IV) PAN TX-100 NZ 0,510 NA 65
Pb(II) DDTP TX-114 konc. CH;0H 0,016 22 66
Cu(ID) PAN TX-114 0,1 M HNO; v CH;0H 0,005 Nz 67
Ag() DDTP TX-114 NZ 0,008 35 68
Mn(IT) PMBP TX-114 NZ 0,020 31 69
Au(T) ziadny PONPE 7.5 6 M HC1 0,002 200 70
Ag(D) ziadny PONPE 7.5 6 M HC1 0,001 60 71
Ag(T) APDC TX-114 0,2 M HNO; v CH;0H 0,003 196 72
Co(ID) APDC TX-114 0,2 M HNO; v CH;0H 0,008 210 72
Cr(I1I) APDC TX-114 0,2 M HNO; v CH;0H 0,003 200 72
Cu(Il) APDC TX-114 0,2 M HNO; v CH;0H 0,006 209 72
Fe(II) APDC TX-114 0,2 M HNO; v CH;0H 0,015 205 72
Mn(II) APDC TX-114 0,2 M HNO; v CH;0H 0,002 197 72
Ni(II) APDC TX-114 0,2 M HNO; v CH;0H 0,009 186 72
Pb(II) APDC TX-114 0,2 M HNO; v CH;0H 0,010 197 72
Cddn Br-PADAP TX-114 NZ 0,040 21 73
Pb(II) DDTP TX-114 0,1 M HNO; v CH;0H 0,040 16 74
Cddn DDTP TX-114 0,1 M HNO; v CH;0H 0,002 16 74

*Medza dokazu; ° prekoncentraény faktor; NZ: nezistené; Br-PADAP: 2-(5-bromo-2-pyridylazo)-5-dietylaminofenol; DDTP: aménna sol’
kyseliny O,O-dietylditiofosfore¢nej; HMQ: 2-metyl-8-chinolinol; HO¢Q: 5-hexyloxymetyl-8-chinolinol; APDC: amoénium pyrolidin

ditiokarbamat; 8-HQ: 8-hydroxychinolin; Br-PF: dibromofenylurén, PMBP:

pyridylazo)-2-naftol

atvaru plazmy” "', k zmene rychlosti prietoku

aerosolu’””. Vo vigsine pripadov sa to zmeny
nepriaznivé®™®!. Prave z uvedenych dovodov su na riede-
nie tenzidom obohatenej fazy v pripade ICP-AES detekcie
pouzivané priamo koncentrované mineralne kyseliny bez
pridania akéhokol'vek organického cinidla. V pripadoch
analyzy roztokov obsahujucich tenzidy boli opisané iba
minimalne alebo ziadne efekty ovplyvilujuce transport
vzorky a analyticki citlivost pri pouziti ICP-AES
detekcie®®™.
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1-fenyl-3-metyl-4-benzoyl-5-pyrazolén; PAN: 1-(2-

Prehl'ad prac publikovanych za posledné tri roky,
ktoré su venované spojeniu CPE a ICP-AES, je uvedeny
v tabul’ke IV.

2.5. Zhrnutie

NajcastejSie vyuzivanym tenzidom pri CPE kovov je
Triton X-114, vdaka svojim optimalnym fyzikalno-
chemickym vlastnostiam (nizka teplota potrebna na vytvo-
renie zdkalu: 23-25 °C, o je zvlast’ dolezité pri extrakcii
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Tabulka IV
Spojenie CPE a ICP-AES
Analyt Komplexotvorné ¢inidlo Tenzid Cinidlo LOD*? PF®  Lit.
na riedenie SRP g1
Cr(1II) PMBP TX-114 NZ 0,81 20 83
Gd(I1D) 8-HQ TX-114 0,01 M HNO; NZ 38 84
Cddn Br-PADAP TX-114 7 M HNO; 0,081 22 85
Cr(IIT) Br-PADAP TX-114 7 M HNO; 0,79 36 85
Cu(Il) Br-PADAP TX-114 7 M HNO; 0,38 46 85
Mn(II) Br-PADAP TX-114 7 M HNO; 0,83 25 85
Ni(II) Br-PADAP TX-114 7 M HNO; 0,28 65 85
Pb(II) Br-PADAP TX-114 7 M HNO; 0,69 39 85
Sb(III) APDC TX-114 NZ 0,09 872 86
Cr(11I) TTA TX-114 NZ 0,22 Nz 87
Zr(IV) chinalizarin TX-114 1 M HNO; v C3H,OH 0,26 39 88
Hf(IV) chinalizarin TX-114 1 M HNO; v G;H,OH 0,31 36 88
Ce(IV) n-TBHA TX-114 1 M HNO; 0,40 14 89
Cddn ditizén TX-114 7 M HNO; 0,093 21 90
Co(ID) ditizén TX-114 7 M HNO; 0,20 21 90
Cr(III) ditizén TX-114 7 M HNO; 1,20 19 90
Mn(II) ditizén TX-114 7 M HNO; 0,73 9 90
Hg(II) jodid/metyl zelent TX-114 0,5 M HNO; 0,056 19 91
MeHg(I) APDC TX-114 0,5 M HNO; 0,095 10 91

" Medza dokazu; ® prekoncentraény faktor; NZ: nezistené; PMBP: 1-fenyl-3-metyl-4-benzoyl-5-6n; 8-HQ: 8-hydroxychinolin; Br-
PADAP: 2-(5-bromo-2-pyridylazo)-5-dietylaminofenol; APDC: amo6nium pyrolidin ditiokarbamat; TTA: tenoyltrifluéraceton; n-TBHA:

kyselina n-p-tolylbenzohydroxamova

termalne nestabilnych kovovych chelatov; vysoka hustota:
1,052 g ml™', ¢o ulahéuje fazovii separaciu). K jeho vyho-
dam patri tiez to, ze je komercne dostupny s vysokou Cis-
totou (za relativne nizku cenu), je stabilny, neprchavy
a netoxicky. Zo spominanych metdd atomovej spektromet-
rie je CPE separdcia a prekoncentracia vyuZivanad najmi
s FAAS detekciou. Uvedené spojenie vedie k znacnému
znizeniu medzi stanovenia, ponika moZnost' rychlej
a relativne najlacnejSej analyzy.

3. Zaver

Klasickou metddou na separaciu a prekoncentraciu
kovov z kvapalnych vzoriek bola v minulosti predovset-
kym extrakcia v systéme kvapalina — kvapalina (,,liqiud-
liquid extraction — LLE). Tato technika je vSak pracna,
Casovo narocna, t'azko automatizovatel'na, vyuziva znacné
objemy vysoko Cistych adrahych cinidiel (v mnohych
pripadoch toxickych a karcinogénnych) a potyka sa
s praktickymi problémami, ako je napr. tvorba emulzii.
Toto vsetko viedlo k snaham navrhnit’ a vypracovat’ me-
nej pracné postupy, pri ktorych by zdraviu skodlivé ¢inidla
boli nahradené cinidlami, ktoré zdravie neohrozuji
anemaju negativny vplyv na Zivotné prostredie. Prave
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technika CPE umoznila nahradit’ techniku LLE v plnej
miere, priCom ponuka tieto vyhody: pouzitie stabilnych,
neprchavych a netoxickych cinidiel, minimalizaciu pouZi-
tych ¢inidiel, minimaliz4ciu ¢asu potrebného na extrakciu,
moznost’ nakoncentrovat’ Siroku Skalu analytov z réznych
typov matric, moznost’ nakoncentrovat’ rozne $pécie sledo-
vané¢ho analytu, dosiahnut’ zna¢né prekoncentracné fakto-
ry, cenovil nenaroénost’ a dostupnost’. Co sa tyka on-line
spojenia CPE s metodami atomovej spektrometrie, toto
spojenie nie je jednoduchou zalezitostou, no aj napriek
tomu je vyrieSenie technickych problémov v takomto spo-
jeni mozné av literatire mozno najst publikacie, ktoré
opisuju on-line spojenie CPE s metodou ICP-AES.

Tato prdca vznikla v ramci rieSenia projektu financne
podporovaného grantom Vedeckej grantovej agentury
Ministerstva Skolstva SR a Slovenskej akadémie vied —
VEGA — ¢. 1/4464/07.
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The purpose of this article is to offer an overview of
the use of cloud point extraction (CPE) in separation,
preconcentration and speciation of metals prior to their
determination by atomic spectrometric methods. This re-
view also presents theoretical background and a guide for
optimization of CPE. Main attention is paid to hyphenation
of CPE to flame atomic absorption spectrometry (FAAS),
electrothermal atomic absorption spectrometry (ETAAS)
and inductively coupled plasma atomic emission spec-
trometry (ICP-AES).
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1. Uvod

Jednim z faktorti, ovlivijicich oblibenost piva, je
jeho specificka piijemna hotkost. Ta je zplisobena zejména
pfitomnosti skupiny latek, tzv. iso-a-hotkych kyselin,
které maji sviij pivod ve chmelu' a béhem varného proce-
su prechazeji do mladiny a nasledné¢ hotového piva.
V poslednich letech se pfi vyrobé stale castéji pouziva
prumyslové pfipravenych vyrobkd, at’ uz v podobé rizné
upravenych extraktd, které nahrazuji chmel v ,,horké® ¢asti
pivovarské technologie, nebo i pfipravkid obsahujicich
chemicky modifikované (zejména hydrogenované) analo-
gy iso-a-hotkych kyselin, které se vyuZzivaji zejména
k tzv. studenému chmeleni v prabéhu kvasného procesu,
nebo 1 po ném. Motivem pro pouziti téchto pfipravki jsou
hlavné technologické a ekonomické divody (skladovani,
davkovani, cena), ale i chemicko-fyzikalni vlastnosti téch-
to latek, které maji za nasledek napt. lepsi stabilitu pivni
peny, vyssi senzorickou hotkost a odolnost vici svételné
degradaci.

Vzhledem k tomu, Ze doposud pouzivané metody

stanoveni latek ze skupiny iso-o-kyselin neumoziovaly
stanoveni jednotlivych isomeri a hydrogenovanych iso-a-
kyselin, a pouziti téchto latek neni prozatim zahrnuto
v odpovidajici evropské legislativé, vyvstala nutnost vy-
tvofeni analytické metody schopné, pokud mozno v jedné
analyze, stanovit obsahy maximalniho poctu latek odvoze-
nych od iso-a-hotkych kyselin.

humulon

kohumulon

adhumulon

posthumulon

prehumulon

Obr. 1. Strukturni vzorce a-hoikych kyselin
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2. Hoiké kyseliny, jejich struktura a pivovarsky
vyznam

2.1. a- a iso-o-hotké kyseliny

a-Hotké kyseliny jsou zakladnim prekurzorem iso-o.-
hotkych kyselin vznikajicich béhem pivovarského proce-
su. Obsah a-hotkych kyselin ve chmelu otacivém
(Humulus lupulus L.) je znatné€ zavisly nejen na pésteb-
nich podminkach, ale zejména na odridé, takze se podle
obsahu téchto latek jednotlivé odrlidy déli i z hlediska jejich
technologického vyuzitiZ. Obvykle se obsah a-hoikych ky-
selin pohybuje v rozmezi 3—-10 hm.%. Struktury jednotli-
vych homologt se li$i pouze postrannim acylovym fetézcem
a jsou uvedeny na obr. 1. Dominantnimi isomery ve chmelu
jsou humulon, kohumulon a adhumulon, pficemz jejich po-
méry jsou u jednotlivych odriid dosti odlisné’.

Béhem chmelovaru dochazi k isomeraci a-hotkych
kyselin na odpovidajici iso-o-hotké kyseliny® (obr. 2). Vy-

Referat

znam této reakce spociva hlavné ve zvySeni rozpustnosti
isomerovanych hotkych kyselin ve vodé (pfiblizné 120 mg 1"
oproti 3 mg 1" u a-hoikych kyselin) a z toho vyplyvajici
nékolikanasobné vyssi organoleptické hoikosti’. Intenzita
a rychlost isomerace je ptiznivé ovlivnéna vyssim pH, pii-
tomnosti kovovych (médnatych a hofecnatych) ionth
a v pripadé chmeleni granulemi téz velikosti fazového roz-
hrani®. Vysledkem reakce jsou dva geometrické isomery
kazdé iso-a-hotké kyseliny, pficemz jejich pomér v pivu je
prakticky neménny a pohybuje se okolo 68:32 ve prospéch
cis- isomerd. Je tfeba také zduraznit, ze vzniklé iso-o-
hotké kyseliny nejsou kone€nym produktem reakce
a v pribchu chmelovaru se dale rozkladaji na dalsi produk-
ty, které nebyly doposud piesné chemicky popsany’.
Iso-a-hotké kyseliny jsou zodpovédné za priblizné
70 % hotké chuti piva a ovliviiuji zejména prvotni senzo-
ricky vijem®. Zbyvajici podil hotké chuti piva je zpisoben
mimo jiné fadou vedlejSich produktli isomeracni reakce,
oznacovanych jako allo-, anti- a abeo-iso-a-hotké kyseli-
ny’. Allo-iso-a-hoiké kyseliny (obr. 3) maji senzorickou

cis-

Obr. 2. Mechanismus isomerace humulonu®
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trans-
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Obr. 3. Strukturni vzorce cis-allo-iso-a-hotfké Kyseliny a trans-
allo-iso-a-horké Kyseliny

hotkost podobnou iso-a-hotkym kyselinam. Abeo-iso-o-
hotké kyseliny (obr. 4) maji sloZité di- aZ tricyklické mole-
kuly, nevykazuji vyraznou senzorickou hotkost, ale maji
pfiznivy vliv na pénivost piva a na pfilnavost pivni pény.
Anti-iso-a-hotké kyseliny (obr. 5) se zménénou konfigura-
ci fetézcl na centralnim pétiuhlikatém jadru vykazuji az
dvakrat vyssi hotkost nez iso-a-hotké kyseliny. Jedna se
o derivat iso-a-hotkych kyselin s nejvyssi senzorickou
hotkosti.

Obr. 4. Priklady strukturnich vzorci abeo-iso-o-hofkych
kyselin

Obr. 5.

Strukturni
a trans-anti-iso-a-horké kyseliny

vzorce cis-anti-iso-a-hofké Kyseliny

2.2. Hydrogenované iso-a-hofké kyseliny

Struktura a priimyslova vyroba®’

Latky ze skupiny redukovanych iso-o-hofkych kyse-
lin jsou odvozeny od iso-a-horkych kyselin pochéazejicich
z chmele a dé€li se do skupin podle stupné redukce dvojnych
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resp. karbonylovych vazeb na postrannich fetézcich na:
dihydro-iso-a-hoiké kyseliny (Rho),
tetrahydro-iso-a-hotké kyseliny,
hexahydro-iso-a.-hoiké kyseliny.
Struktury redukovanych iso-a-hotkych kyselin jsou
uvedeny na obr. 6 a 7. U rho-iso-a-hotkych kyselin je
redukovana primarné karbonylova skupina v postrannim
(4-methyl-3-pentenoyl) fetézci za vzniku sekunddrniho
alkoholu s novym chirdlnim centrem. Z kazdé iso-a-
kyseliny tak vzniknou dva rho-isomery. Naproti tomu
u tetra-hydroiso-a-hotkych kyselin jsou redukovany
v prvé fad€ dvojné vazby na postrannich fetézcich. Tento
rozdil se pak promitd i do odlisného zplsobu vyroby, je-
hoZ principem je pouZiti sledu hydrogenacnich a isomerac-
nich reakci, pfiCemz pofadi a zplsob provedeni se lisi
podle stupné hydrogenace horké kyseliny’.

Rho-iso-a-hotké kyseliny se vyrab&ji dvéma mozny-
mi cestami. Prvni moznosti je redukce predem pfiprave-
nych iso-a-hotkych kyselin v podobé isomerizovaného
chmelového extraktu, druhou cestou pak je soub&zna iso-
merace a redukce a-hotkych kyselin, v obou ptfipadech je
redukénim ¢inidlem borohydrid sodny. Oba procesy probi-
haji pfi zvysené teploté v alkalickém prosttedi, zbytky
redukéniho ¢inidla jsou nésledné odstranény okyselenim
HCI a vzniklé redukované iso-a-hotké kyseliny jsou na-
sledn¢ ptrevedeny na odpovidajici soli hydroxidem drasel-
nym.

Tetra-iso-o-hotké kyseliny se vyrabé&ji celou fadou
zpusobd, liSicich se pocateéni surovinou, kterou mohou
byt jak a-, tak i B-hoiké kyseliny. U vyroby zalozené na

O o o o0
H R H R
HO HO
fe) OH HO OH

Obr. 6. Obecné vzorce tetrahydro- a hexahydro-iso-a-hotfkych
kyselin

Obr. 7. Obecny vzorec p-iso-o-kyseliny
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pouziti a-hotkych kyselin jsou surovinou opét bud’ predem
vyrobené iso-hoiké kyseliny, mén€ Casto pak neisomero-
vané hoiké kyseliny. Na rozdil od vyroby rho-iso-a-
hotkych kyselin jsou redukovény v kapalné fazi plynnym
vodikem na palladio-uhlikovém katalyzatoru. Divody pro
vyuziti B-hotkych kyselin k vyrobé hydrogenovanych ana-
logt jsou cisté ekonomické, protoze B-hoiké kyseliny jsou
vedlej$im produktem vyroby iso-a-hoikych kyselin a nee-
xistuje pro n¢ doposud jiné komercni vyuziti. Cely postup,
ba z a-hotkych kyselin, je zahdjen hydrogenaci na palla-
dio-uhlikovém katalyzatoru, néslednou oxidaci vzniklého
produktu (tetrahydrodeoxy-a-hoikych kyselin) kyselinou
peroctovou a nakonec isomeraci vzniklych tetrahydro-o-
hotkych kyselin.

Surovinou pro vyrobu hexahydroiso-o-hotkych kyse-
lin jsou produkty piedchozich reduk¢nich postupt, pfi-
¢emZ je na kazdy z nich pouZzit doplitkovy hydrogenacni
krok, tj. rho-iso-a-hotké kyseliny jsou redukovany vodi-
kem na palladio-uhlikovém katalyzatoru a tetrahydroiso-
a-hotké kyseliny borohydridem sodnym.

Vyhody pouziti redukovanych iso-a-horkych kyselin

Z technologického hlediska prinasi pouziti modernich
chmelicich preparatli zna¢né vyhody. Proto také pivovary
stale ve vétsi mife pristupuji k néhradé granulovaného
chmele chmelovymi extrakty a zejména v posledni dobé
i vyrobky obsahujicimi hydrogenované iso-o-hoiké kyseli-
ny'’. Tyto vyrobky se snadn&ji davkuji, vzhledem
k vysokym koncentracim vyzaduji méné prostoru pro skla-
dovani, jsou zcela homogenni s piesné¢ zndmym sloZenim
a oproti hlavkovému chmelu nebo chmelovym granulim
maji vyrazné vys§i chemickou stabilitu. Kromé toho po-
skytuji redukované formy iso-a-hotkych kyselin fadu vy-
hod souvisejicich s jejich odlisnymi fyzikalné chemickymi
vlastnostmi. Jedna se zejména o:
vyssi hotkost (s vyjimkou rho-kyselin),
odolnost proti svételné degradaci,
schopnost zlepSovat stabilitu pivni pény.
Rho-iso-a-kyseliny dodavaji pivu slabsi senzorickou
hotkost nez ekvivalentni mnozstvi nemodifikovanych iso-
a-kyselin (pfiblizné o 30 %), na druhou stranu je vsak tato
hotkost pfi senzorickém hodnoceni oznacovédna jako
jemnéjsi“, coz mize znamenat lepsi hodnoceni piva spo-
trebitelem. Naproti tomu tetrahydro-iso-a-hotké kyseliny
sice poskytuji hotkost vyrazné intenzivnéjsi (az o 70 %
oproti nemodifikovanym iso-hotkym kyselindm), tato hot-
kost je v8ak vnimana jako ,,drsnéjsi* a tudiz méné piijem-

§i
na'"'. Ur¢itym kompromisem by mohlo byt pouziti hexa-
hydro-iso-a-hotkych kyselin, v dal$im textu vSak budou
zminény vlastnosti téchto latek, které omezuji jejich pouzi-
ti pouze na adjustaci hotkosti. Vzhledem ke zminénym
skutecnostem je tedy vhodné, aby si kazdy vyrobce nasel
svou vlastni cestu v pouzivani téchto preparatd, tak aby co
nejlépe vyhovovala specifickym senzorickym vlastnostem
konkrétniho vyrobku.
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Obr. 8. Autooxidace
Fetézed®

3-methylbut-2-enylovych postrannich

Je znamo, ze pii skladovani piva dochazi k rozkladu
iso-a-kyselin vlivem autooxidace'” a reakci s reaktivnimi
formami kysliku'"®. Tyto reakce neprobihaji ve vyznamné
mife pii nizkych teplotach, avSak nabyvaji na vyznamu
béhem expedice a skladovani v prodejnich fetézcich. Bylo
zjiSténo, ze trams-iso-a-kyseliny podléhaji rozkladu
v daleko vétsi mife neZ cis-iso-a-kyseliny'*'>. To je prav-
dépodobné zptisobeno blizsi vzajemnou polohou dvojnych
vazeb v 3-methyl-2-butenylovych a 4-methyl-3-pente-
nylovych postrannich fetézcich'®. Nenasycené postranni
fetézce jsou napadany volnymi radikély na uhliku sousedi-
cim s dvojnou vazbou a vzniklé hydroperoxidy se $tépi na
isobutyraldehyd a aceton (obr. 8).

Dalsi moznou cestou vzniku senzoricky nezadoucich
produktli je reakce 3-methyl-2-butenylového radikalu
s thiolovou skupinou sirnych aminokyselin za vzniku
3-methylbut-2-en-1-thiolu (obr. 9), latky s velice nizkym
prahem vnimani (2-20 ng I"")", kter4 je zdrojem charakte-
ristické ,,letinkové* prichuti'®. Redukované iso-a-kyseliny
(di-, tetra- i hexahydro-) v dtsledku nepfitomnosti reaktiv-
ni a-hydroxyketoskupiny, resp. nasyceni postranniho fe-

)\3/\
He™ s

3

Obr. 9. 3-Methylbut-2-en-1-thiol
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Tabulka I

Srovnani jednotlivych latek ovlivitujici hotkost piva’

Produkt Relativni hotkost ZlepSeni pénivosti pii ekvivalentni hotkosti Fotostabilita
Iso-a-kyseliny 1,00 * ne
p-Iso-a-kyseliny 0,65 * ano
Tetrahydro-iso-a-kyseliny 1,7 oAk ano
Hexahydro-iso-a-kyseliny 1,1 *Hk* (neptirozené hustd) ano

tézce, témto degradaénim reakcim nepodléhaji'’. Vyuziva-
ji se proto Casto pti vyrobé piv se zvySenou odolnosti proti
senzorickym vadam zpasobenym témito procesy (piva
stacena do cirych lahvi).

Druhou vyznamnou ptednosti redukovanych iso-o-
kyselin je jejich schopnost zlepSovat tvorbu pivni pény
a prodluzovat dobu jejiho rozpadu, zvlasté za ptritomnosti
hydrofobnich polypeptidi. Vzhledem k nepolarnimu cha-
rakteru jsou iso-o-kyseliny hydrofobni a spolecné
s kationty dvojmocnych kovid a bilkovinami tvoii zaklad
stabilniho povrchu membran pénovych bublin. Dalsi zvy-
Seni hydrofobicity u redukovanych iso-o-hotkych kyselin
dale pozitivné ovliviiuje hustotu pivni pény a jeji ptilna-
vost ke sténé pivni sklenice, ¢imz brzdi jeji rozpadzo. Ne-
vyhodou zejména hexahydro-iso-a-hotkych kyselin je
skutecnost, ze pfi nadmérném pouzivani téchto latek vzni-
ka péna nepfirozené hustd a stala, ktera je spotiebitelem
vnimana spide negativné>'. Tento fakt je dal§im argumen-
tem pro opatrné vyuzivani téchto derivati pfi vyrob¢ piva.

Nékteré technologické vlastnosti redukovanych iso-
a-kyselin jsou shrnuty v tab. I.

3. Legislativni ramec a technologické moZnosti
vyuZiti redukovanych forem horkych
kyselin v pivovarstvi

3.1. Soulasny stav legislativy

Legislativni rdmec pouZiti redukovanych forem iso-
a-hotkych kyselin pro vyrobu piva se znacné lisi pro Ev-
ropskou unii a pro zemé, pro které je zdvazné rozhodnuti
U.S. Food and Drug Administration (FDA).

Prozatim neexistuje zadna smérnice Evropské unie,
kterda by upravovala pouziti chemicky modifikovanych
chmelovych vyrobki, obsahujicich hydrogenované formy
iso-a-hotkych kyselin, takze se jejich pouziti fidi mistni
legislativou jednotlivych zemi, podle toho, zda jsou tyto
vyrobky povazovany za aditiva, nebo za modifikované
chmelové extrakty. Typickym historickym piikladem
nulové tolerance k pouzivani jinych nez Cisté ptirodnich
surovin miize byt némecky zdkon o Cistoté piva
(Reinheitsgebot). Toto ustanoveni pochazejici ze 16. stole-
ti, pfestoze bylo jiz v roce 1982 odmitnuto Evropskou
komisi, stale pfetrvava ve zvykové podobé i jako soucast
némeckych dafiovych zékonl a prakticky zapovida pouziti
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vSech chemicky upravenych chmelovych vyrobkl pro
pivovarské uéely v Némecku?. V sou¢asné dobé je piipra-
vovana spoletna evropska smérnice”, ktera podle svého
aktualniho znéni predpoklada zafazeni vyrobkt obsahuji-
cich redukované iso-a-hotké kyseliny mezi potravinarska
aditiva. V souvislosti s touto skute¢nosti bude zifejmé nut-
no vyznaCovat pouziti téchto vyrobkd na obalech a lze
tedy ocekavat snahu o vytvofeni uzancnich analytickych
metod pro stanoveni redukovanych iso-a-hotkych kyselin.

V Ceské republice se problematika klasifikace téchto
vyrobkl fesila pouze v ramci projektu pridélovani znacky
kvality ,,Klasa®. Ministerstvo zemédélstvi v rdmci posuzo-
vani zadosti poskytla administratorovi projektu, Zeméd¢l-
skému garancnimu a intervencnimu fondu, jednoznacné
vyjadieni (respektujici pravni nazor resortu). V ném kon-
statuje, Ze s ohledem na prohldSeni vyrobce a vzhledem
k zavérim vyplyvajicim z odborné literatury (vyrobky,
obsahujici redukované iso-o-hoiké kyseliny mohou byt
pouzity k produkci ke svétlu stabilnich piv a ptidavany do
piva v malych mnoZstvich ke zlepSeni vzhledu pény 1 jeji
stability)’, i s ohledem na skute&nost, Ze jde o chemicky
vyznamné pozméneéné produkty, které nelze chemicky
identifikovat s hotkymi latkami ve chmelu ani v mladiné,
je tfeba povazovat je za pfidatné latky typu stabilizatora
pény, které je nutno pted aplikaci nechat schvalit a uvadeét
na etiket€ jako aditivum.

Jednodussi je situace ve Spojenych statech americ-
kych, kde byly rozhodnutim FDA tyto vyrobky zafazeny
mezi modifikované chmelové extrakty a jejich pouzivani
se fid£4stejn}'/mi pravnimi upravami jako pouzivani isoex-
traktd™".

3.2. Technologie pouziti redukovanych hotkych
kyselin

Jak uz bylo uvedeno, na rozdil od ptirodniho nebo
mechanicky a fyzikaln¢ upraveného chmele nebo chmelo-
vého vyrobku, jehoZ pouZiti se prakticky bez vyjimky
omezuje na varni &ast pivovarské technologie®’, je mozno
chemicky modifikované preparaty aplikovat i v pozd¢jsich
fazich vyroby*. Rho-iso-a-hoiké kyseliny, obvykle doda-
vané v podob€ 35 hm.% roztoku draselnych soli je mozno
pfidavat bud’ béhem chmelovaru, nebo ¢astéji po natedeéni
(10 hm.%) piimo do hotového piva po ukonéeni kvaseni®®.
Dalsi alternativou je pouZiti smési rho-iso-o-hotké kyse-
lin, B-hotkych kyselin a chmelovych silic (tzv. ,,light sta-
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ble kettle extract®), jejimZz pouzitim pfimo na varné ziska
pivo intenzivnéjsi chmelové aroma, které je v ptipadech,
kdy je pro chmeleni piva pouzito vyhradné chmelovych
extrakti, ¢asto potlaéeno””?®. Tetra- a hexahydro-iso-o.-
hotké kyseliny jsou dodavany v koncentracich okolo
10 hm.% a po fedéni na 2 az 5 hm.% jsou davkovany bud’
do prokvaSeného piva, nebo je mozné i davkovani az bé-
hem stageni®®. Nevyhodou davkovani téchto preparatii do
hotového piva jsou ekonomické naklady spojené s nutnosti
instalace specialniho ddvkovaciho zafizeni pii staceni.

4. Metody stanoveni iso-a-hoi'kych kyselin
a jejich redukovanych forem

Klasickou metodou pro stanoveni iso-a-hotkych ky-
selin v pivovarstvi je metoda podle EBC (European
Brewery Convention), spocivajici ve spektrofotometric-
kém stanoveni v UV oblasti po pfedchozi extrakci do iso-
oktanu®. Pfestoze tato metoda plné postaduje pro orientad-
ni urceni obsahu hotkych latek, pfinasi s sebou jeji pouziti
fadu obtizi. V prvé tadé se jedna o skupinové stanoveni
vSech hotkych latek, takze nejenze neni mozno stanovit
obsahy jednotlivych isomerti, ale vysledek stanoveni je
ovlivnén pritomnosti dalSich chemicky podobnych latek.
Navic neni tato metoda pouzitelna pro odliseni redukova-
nych analogli hotkych kyselin. Stejné tak pomoci diive
pouZivanych chromatografickych metod®® nebylo mozno
oddélit cis- a trans-isomery. Tak vznikl pozadavek na
metodu, schopnou presné detegovat a kvantifikovat iso-a-
kyseliny a redukované iso-o-kyseliny v pivu, ktera by
mohla poskytnout Sir§i spektrum informaci o obsahu latek
pouzitych ke chmeleni piva.

Zakladem pro tyto nové metody je obvykle HPLC,
i kdyz v literatufe jsou zmifiovany i metody zaloZené na
SDS-kapilarni elektroforéze v kombinaci s diode-array
(DAD) detekei’'. Vétsina soudasnych praci viak vyuziva
vysokoucinnou kapalinovou chromatografii na kolonich
s reverzni (nejcastéji C18) fazi v kombinaci s UV (DAD)
nebo MS' detekci’>*. Kvantifikace jednotlivych latek je
znaéné zjednoduSena dostupnosti komerénich standardi
iso-, dihydro-, tetrahydro- i hexahydro-iso-a-kyselin35.

Prvnim, obvykle nezbytnym krokem stanoveni, je
koncentrovani stanovovanych latek. Klasickd extrakce
kapalina-kapalina je vzhledem ke zdlouhavosti procesu
nahrazovana Setrn¢jsi extrakci na pevné fazi (SPE), kde
zatim nejveétsi uplatnéni nasly sorbenty s riznymi reverzni-
mi fazemi obvykle vazanymi na silikagel. Harms™ ovéfil
pouzitelnost oktylovych, oktadecylovych, fenylovych mo-
difikovanych silikagel a polystyrenovych SPE sorbentt,
pri¢emz zjistil, Zze ackoli vSechny faze jsou pro stanoveni
danych analytl pouzitelné, nejvhodnéjsi se jevi reverzni
faze oktylové, resp. oktadecylové. Vyhodou postupti zalo-
zenych na SPE je kromé& mensi casové naro¢nosti i omeze-
ni chyb vyplyvajicich z oxidace a svételné a termické de-
gradace analyzovanych latek v dasledku pouziti pomérné
kratkého a k analytu citlivého postupu. Ur¢itou nevyhodou
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mize byt urcita nejednotnost v kvalité jednotlivych Sarzi
kolonek™®.

HPLC eluce je nejcastéji gradientova, pficemz vzhle-
dem k poctu a chemické podobnosti stanovovanych latek
byla odzkousena celda fada mobilnich fazi na bazi smési
methanolu, acetonitrilu nebo ethanolu s nejruznéjsimi puf-
ry, tak aby se pH mobilni faze pohybovalo v neutralni
nebo mirné alkalické (pH 6-9) oblasti***. Konkrétné byla
ovéfena srovnatelnost ziskanych vysledkt ziskanych za
pouziti pufri na bazi mravenéanu amonného, octanu
amonného a fosforetnanu, citratu a octanu sodného’’.
K analyze je mozno pouzit Siroké spektrum bézné komerc-
né dostupnych kolon, jejichZ reverzni faze je tvotena okta-
decylovanym silikagelem. Nejnovéjsi metodika stanoveni
a kvantifikace iso-o-kyselin se opira o vyuziti novych typi
kolon s rigidni ,,monolitickou‘ strukturou silikagelu umoz-
nujicich analyzy s vysokym pritokem mobilni faze. Pouzi-
ti téchto kolon by umoznilo zvysit celkovou rychlost ana-
Iyzy nejen zkracenim doby zdrzeni vzorku na pfistroji, ale
také moznosti vynechat predchozi krok SPE™.

K detekci se vyuziva nejcastéji UV detektort, pfi-
¢emz v posledni dobé se stale vice prosazuji detektory na
bazi diodového pole, které umoziuji méteni profilu absor-
banci v celé §ifi UV spektra, ktery je pro latky vice ¢i mé-
né charakteristicky a v disledku toho umoznuji i kvalita-
tivni charakteristiku neznamého vzorku. Spektra vSech
analogi iso-a-kyselin byla jiz zméfena a i pfes urcité pro-
blémy zpusobené opét znacnou fyzikalné-chemickou po-
dobnosti jednotlivych iso-a-kyselin, kterd méa za nasledek
zaménitelnost jejich spekter, nam vyuziti DAD detektoru
umoziuje zbavit se chyb zplsobenych pfipadnou koeluci
jinych latek®°. Nékteti autofi vyuzili pii analyze hmot-
nostniho detektoru v negativhim moddu, po piedchozi
,electrospray* ionizaci. Takto byly stanoveny nominalni
hmoty (m/z) i pro n€kolik dalSich isomerti hydrogenova-
nych iso-o-kyselin, jejichz analyza nebyla pomoci jinych
metod mozna®’.

Intenzivni snaha jednotlivych pracovist vyustila ve
vznik fady novych metodik, schopnych v pribéhu jedné
analyzy spolehlivé stanovit obsahy redukovanych i nere-
dukovanych iso-a-hotkych kyselin, véetné obsahd cis-
a trans-isomert®’, takze bude v budoucnu mozné kontrolo-
vat pouZiti isomerovanych a redukovanych chmelovych
vyrobkl béhem procesu vyroby piva a ovéfit tak zpisob
chmeleni a ptivod surovin deklarovanych vyrobcem.

Zavér

V soucasné dob€ je mozno pro vyrobu piva pouzit
nejen prirodnich, minimalné upravenych chmelovych vy-
robku, ale také velké mnozstvi preparatll, obsahujicich
Siroké spektrum sloucenin, které¢ se v piivodni pivovarské
surovin€, chmelu, vilbec nevyskytuji. Tyto chemicky mo-
difikované latky poskytuji pfi vyrobé celou fadu technolo-
gickych vyhod, napt. zlepSeni pénivosti, hotkosti a senzo-
rické stability. Na druhou stranu jejich pouzitim ztraci pivo
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sviyj charakter ,,ptirodniho* napoje.

V souvislosti s témito skute¢nostmi probihd v soucas-
nosti Siroka diskuse, tykajici se zafazeni téchto preparatu
do legislativniho rdmce vyroby napojl tak, aby bylo jedno-
znaéné stanoveno, zda se jedna o modifikované chmelové
vyrobky, nebo o potravinarska aditiva.

Pokud by tyto latky byly zafazeny do skupiny aditiv,
pfineslo by to automaticky pozadavky na vyvinuti novych
modernich analytickych metod, schopnych jednoznac¢né
prokazat pritomnost latek nepochazejicich z pfirodnich
surovin. Tyto postupy, zalozené na HPLC by mély byt
schopny v jedné analyze soub&zné stanovit iso-, dihydro,
tetrahydro- i hexahydro-iso-a-hoiké kyseliny véetné jejich
geomerické isomery a poskytnout tak komplexni informaci

chut’ i celou fadu dal$ich senzorickych vlastnosti piva.

Tato préce vznikla za financni podpory MSMT CR
(1M0570 a MSM6046137305).
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M. Karabin, T. Branyik, R. Kruli§, M. Dvoiakova,
and P. Dostialek (Department of Fermentation Chemistry
and Bioengineering, Institute of Chemical Technology,
Prague, Czech Republic): Application of Chemically
Modified Bitter Compounds in Brewing

Iso-a-acids or isohumulones are hop-derived beer
constituents formed in the brewing process. Iso-a-acids
are light-sensitive; they play a key role in the origin of the
well-known light-struck off-flavour of beer. To prevent the
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negative effect of light, beers are generally stored in light-
proof cans or dark bottles. Alternatively, reduced iso-o-
acids, resistant to light-induced degradation, can be added
to beer. These substances also show a positive effect on
foam stability. This paper describes the impact of iso-o-
acids, reduced iso-a-acids, tetrahydro-iso-o-acids, and
hexahydro-iso-a-acids on brewing; their food legislation
frame is also mentioned. Chemical and physical methods
of analysis of the substances are also reviewed.
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1. Uvod

V souvislosti se zemédélskou politikou, ktera financ-
n¢ dotuje zemeédelské praktiky Setrné k zivotnimu prostie-
di, roste v hospodaisky vyspélych zemich poptavka po
biopotravinach (organic foods). Konzumenti pokladaji
biopotraviny ve srovnani skonven¢né produkovanymi
potravinami za nutricné hodnotnéjsi, zdravotné nezdvadné
a chutnéjsi, vysledky védeckych publikaci jsou vsak
vtomto sméru Casto protichidné a nejednoznacné
v disledku neadekvatnich metod ziskavani vzorki a prili§
velkého poctu doprovodnych zkreslujicich faktord (vliv
plidnich podminek, odridy, klimatickych pomérd, data
sklizn€, stupné cCerstvosti). Nasledujici text je vénovan
objektivnimu srovnani biopotravin s konvencné€ vyrabény-
mi potravinami v parametrech nutri¢ni hodnoty, zdravot-
ni nezdvadnosti a senzorické jakosti na zakladé udaji
v recentnich védeckych publikacich. Nejprve je vsak
nutno struéné definovat predmét tohoto sdéleni, tedy
biopotraviny.
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2. Ekologické zemédélstvi, bioprodukty,
biopotraviny

V Ceské republice je produkce biopotravin o3etiena
mimo jiné zékonem o ekologickém zemédélstvi (Zakon
242/2000 Sb.). Ekologické zemédélstvi poskytuje tzv.
bioprodukty, suroviny rostlinného nebo zivoc¢isného ptivo-
du uréené na zaklad¢ ptislusného osvédceni k vyrobé bio-
potravin. Biopotraviny mohou obsahovat povolené aditivni
latky, pomocné latky a suroviny konvenéniho zemédélské-
ho ptivodu az do 30 % hmotnosti. Bioprodukty nesmé¢;ji byt
vyrabény s pouzitim umélych hnojiv, pesticidi a genovych
manipulaci, biopotraviny nesméji obsahovat uméld barviva
a konzervanty a nesmé&ji byt zpracovany chemickymi
a fyzikalnimi postupy. Biopotravina je tedy potravina vy-
robena 