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O atributech chemického vzdéelavani

Je s podivem, kolik se vyplytva casu, energie a adre-
nalinu na veci, které by mély byt normalni a prirozené.
Vezmeéme si napriklad takové vysokoskolské vzdelavani
v chemii. Na vysokych Skolach a univerzitach (umysiné je
rozlisuji, nebot na ,, univerzité“ je nutno vyucovat mj. filo-
zofii, prava, lékarstvi a nabozZenstvi) se vyucuje materialis-
mus, lucba a chemie, které v historii patrily pod onu filo-
sofii (prvotni chemici si Fikali , prirodni filosofové®), jiz
pres 200 let. Je to tak dlouho, ze na dobrych skolach vedi,
co a jak ucit, ba md to i kdo ucit. Na dobrych skolach vidi,
Ze potrebuji jak Spickové profesory na vybrané predmeéty,
tak techniky na to, aby fungovala vyuka v laboratorich,
asistenty a docenty na kazdodenni vyuku. Vedi, Ze nelze
oddeélit badavou vedu od nauk priimyslové orientovanych
a obé pak od vyuky bakalari az doktoru. DulezZitost toho
druhého aspektu je esencidalni a napriklad na Akademii
ved v Bélorusku, které je mnohymi povazovano za zaostaly
kout Evropy, ale ocity svédek vi, Zze tomu tak neni, prosté
zridili u ustavii Akademie plnopravné vysokoskolské kated-
ry (mozna namisto byvalych utvari jako byl ,,omden
kadpos®). Studenti na nich studuji a zdaroven pracuji; navic
nikdo nelicituje o zbytecnosti Akademie, kterd v tomto
pripadé ma vlastni pyramidalni strukturu dorostu. Nelze
oddélit ani ,, haute chimie* od vyroby a obchodu.

Ba pohrichu, jsou taci, kdo si mysli, ze kterdkoliv
z téchto kategorii miize existovat oddélena od tech dalsich.
Jarku jde to, ale ,,dre to*, a jen na chvili a na vurovni, kte-
ra neni souméritelna ani s jakymkoliv ,, primérem*; pada
totiz za kratky cas pod tento primeér, bez ohledu na penize,
které se do takového mlyna nasypou. Navic pak, aby to vse
fungovalo, Skoly vysoké musi byt Fizeny stavem, ktery je
toho hoden a mocen, a to po vsech strankach.

Uvodniky a fejetony se obvykle pisi ne proto, aby
popisovaly neutéseny stav, ale aby poskytly nitku
k zamysleni a ndznak vychodiska. Ja predestiram obé,
i kdyz vim, Ze se po jejich prectent vyskytnou vykriky nevo-
le i ,,vole”. Domnivam se, ze Skolstvi zasluhuje vyraznou
zménu. Hovori o tom i recentné zpracovand studie tzv.
Evropské tematické sité pro chemii (ECTN) o zaméstnatel-
nosti absolventii chemickych $kol na bakaldiské iirovni’
i studie o profesné orientovaném vzdélavdni’. Ke zméndm
vyuky, zejména na rozhrani sekunddrniho a terciarniho
vzdélavani v chemii, sméruje i dalsi projekt, témér ze stej-
né kuchyné.

A co tedy vidim? Jako sil je treba pokracovat
v nastoupené cesté (akreditaci) Evropskych znamek ozna-
Cujicich kvalitu, at jiz kvalitu vyuky (EuroLabels), kredit-
niho systéemu (ECTS), pripadné jednotlivych chemiki
(CChem, EurChem) a pod., jakkoliv to znamend urcitou
administrativni zatez. Pokud je mi zndamo, dvé vysoké Skoly
u nas dosahly na ,, EuroLabels“, Zadna na akreditaci kre-
ditniho systemu ECTS a cela rada chemikii dosahla na
profesiondlni statut na trovni ,, regulované profese . Je to
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cesta k vytvareni, za minulého reZimu nelibé nesenych, elit.
Ano, bude-li mit polovina Evropanii vysokoskolsky diplom,
Jjak si preje evropska administrativa, musime tuto masu
rozdeélit (a to i vramci samotnych bakalarit) na dobré,
lepsi a nejlepsi (jak Fika jeden muj byvaly spoluzdk: ,,pro
nas Némce, jen to nejlepsi je dost dobré”). Maji-li byt
odliseni absolventi, musi byt rozliseny i Skoly a pan ministr
Liska na takovou myslenku slysel a Ize jen doufat, Ze i jeho
nastupci  slySet budou. RozliSeny pravy, povinnostmi
a financemi. Takto rozlisené Skoly by vsak meli ridit po
strance ekonomické manazéri, kteii vedi néco o ekonomice
a praci s lidmi a na druhé strané nikoliv cosi, co pripomi-
na vybory lidu, vzniklé losovanim ze vSech pracovniki
prislusné skoly, ale skutecné védecké ¢i akademické rady
hodné tohoto jména, to jest generované minimadlné
z kolektivu docentii, profesorti a doktorii véd (DrSc
iDSc !l), nebot tito lidé pred prisnym zrakem komisi
a kolegii predvedli, zZe jsou ,,mocni alespon zdkladnich
pocetnich tikoni*, jak pravi klasik. Rizeny vedoucimi pra-
covniky, kteri jsou k tomu povolani jak svym vnitinim hla-
sem, tak svoji kvalitou lidskou a profesiondlni. Povolani
a konkurzem provéreni (bezesporu klidne kazdé jakkoliv
rozumné zvolené obdobi znova), a tedy ne na chvilku jme-
novani tak, aby az jim funkcni obdobi skonci, se tiloha
vedouciho cyklicky dostala i na pani z kantyny. Tézko si
totiz dovedu predstavit, co by vybudovali panové Lukes,
Sorm, a jim podobni, kdyby védéli, Ze za rok za dva musi
své Fidici prdce nechat, aby se dostalo na jiné. Pro¢ pomi-
Jim inZenyry, magistry, kandidaty véd a doktory filozofie?
Inu proto, aby méli dostatek casu a energie na to, aby si
doplnili vzdelani, pokud budou chtit otacet zemékouli.

Pri vytvareni dojmu o kvalitnich pracovistich nesmi-
me uklouznout, a protoze nedosahneme na kriteria svéto-
va, stvorit kritéria nase, lepsi, a takova, do kterych se ve-
Jjde i ten, ktery na svétové uzndvand kritéria nedosdhne’
anebo jesté hiire, ktery pomalu nic nedéld.

Spickova kvalita viak musi jit ruku v ruce se snahou
0 porozumeéni jak lidem (nemiize byt nehumanni), tak nece-
kanému. Opét parafrdazuji své pratele, stejné jako dnes
malokdo da zlamanou gresli na studenou fuzi, i kdyz na
pouzité palladiové desticce bylo prokazdano predtim tam
nevyskytujici se stribro a pri zkoumani Fleischmannova-
Ponsova jevu (vidite, jsem opatrny) byly detegoviny po-
malé neutrony, rentgenové zareni a teplo, tak by asi dala
, Agentura Grandii* malokomu penize na zkoumani toho,
ze bude do vody kapat rtut a jesté pritom mérit potencial.
Mozna by dostali (a také vskutku dostavaji) penize bud’ od
Armady, nebo od ,,venture kapitalu®, ktery dava penize
vedciim pod jedinou podminkou, ze budou zkoumat to, co
je bavi.

Je treba dale rozvijet sourucenstvi badatelské sféry,
vyrobnich a obchodnich firem (ty Ize tézko odlisit), které
spolu se Skolami, a podotykam, Ze toto plati jiz od Skol
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strednich, v symbioze pecuji o to, aby absolventi dotcéenych
vzdélavacich ustavii az dostuduji, dosahli také na pordadné
zameéstnani, budou-li oviem chtit. Ne kazdy chemik miize
totiz byt ministrem financi.

Vzhledem k tomu, zZe vse souvisi se vsim, mélo by bu-
douci usporadani (chemického) vzdélavani splitovat neje-
den atribut, mezi které patii mj. vizionarstvi, tvrda rehole,
poctivost, pohled na svét bez konskych klapek na ocich,
touha po kvalité, hledani uzitecnosti a mnoho dalsSich,
pricemz opakuji a to citatem mého oblibeného sibirského
lovece z naroda Goldii, stopare Dersu Uzaly, Ze sam pova-
Zuji za prvotni atribut pozadavek, ze kazdy clovek musi byt
L idi“.

Pavel Drasar
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1. Uvod

Fotoelektronova spektroskopie je, jak nazev napovi-
da, zalozena na fotoelektrickém jevu. Tento jev pozoroval
poprvé v roce 1887 Heinrich Hertz pfi experimentech za-
méfenych na verifikaci Maxwellovy klasické teorie elek-
tromagnetismu. Podstatu fotoelektrického jevu vysvétlil
s pouZitim Planckovy kvantové teorie vr. 1905 A. Ein-
stein, za coz mu byla vr. 1921 udélena Nobelova cena.
Energeticka bilance fotoemise, na které je fotoelektronova
spektroskopie zaloZena, je dana znamym vztahem, nazyva-
nym n¢kdy Einsteinova rovnice:

ho = EB + EK ( 1 )
kde hv je energie fotonu, Ep vazebnd energie elektronu ve
studovaném materialu a Fy kineticka energie fotoemitova-
ného elektronu.

Fotoemise se tidi dipélovym vybérovym pravidlem.
Vzhledem k tomu, Ze elektron v kontinuu muze nést libo-
volny orbitalni moment, je toto pravidlo vzdy splnéno.
Odtud téz vyplyva, ze pravdépodobnost fotoionizace je
podobné jako u jinych dipélovych piechodd tmérna druhé
mocnin¢ transitniho momentu.

Fotoelektronova spektra molekul v plynné fazi exci-
tovana UV zafenim byla ziskana pocatkem 60. let minulé-
ho stoleti nezavisle Turnerem' a Vilesovem®. O rozvoj
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fotoelektronové spektroskopie s excitaci elektronti rentge-
novym zafenim se zaslouzil predev§im Kai Siegbahn
(Nobelova cena udélena v r. 1981), ktery dokazal podstat-
né¢ zvysit rozliSeni spektrometru a tim rozlisit spektralni
linie nalezejici neekvivalentnim chemickym staviim atoma
ve studovaném vzorku p¥itomnych prvka’. Od Siegbahna
pochazi téz akronym ESCA (Electron Spectroscopy for
Chemical Analysis). Zajemce o detailni historii vyvoje
fotoelektronové spektroskopie v letech 1910-1960 Ize
odkazat na reprezentativni piehledny clanek australskych
autord’. Prvni komerén& dostupné fotoelektronové spekt-
rometry byly k dispozici na pfelomu 60. a 70. let minulého
stoleti. V CR byl prvni spektrometr umoziiujici studium
fotoelektronti excitovanych UV i rentgenovym zafenim
instalovan v r. 1977 v Ustavu fyzikalni chemie a elektro-
chemie J. Heyrovského, CSAV.

Metody fotoelektronové spektroskopie patii tedy
k relativné nové&jSim experimentalnim spektroskopickym
technikam. V poslednich dvou desetiletich prodé¢laly tyto
metody dramaticky rozvoj, ktery souvisel zejména
s rozvojem vakuové techniky, mikroelektroniky, vypocetni
techniky a vyvojem novych zdrojii zafeni, zejména lasert
a synchrotronii tfeti generace (tj. synchrotrond
s undulatory a wigglery). V dusledku tohoto rozvoje se
vyznamné roz$ifil pocet laboratoti ve svété, ve kterych
jsou tyto metody pouzivany a podstatnym zplisobem
vzrostl i okruh jejich aplikaci. Metoda XPS (X-ray Photoe-
lectron Spectroscopy) se stala v soucasnosti jiz rutinni
metodou charakterizace povrchl pevnych latek.

Je nemozné rozvoj vSech metod fotoelektronové
spektroskopie v poslednich desetiletich popsat a zhodnotit
v kratkém a zdaleka ne vycCerpavajicim ¢lanku a autor to-
hoto ptispévku si ani takové ambice necini.

2. Metody fotoelektronové spektroskopie

2.1. Metody ultrafialové fototoelektronové
spektroskopie

Tradi¢n¢ se fotoelektronova spektroskopie déli podle
energie fotonll excitaéniho zafeni na UPS (Ultraviolet Pho-
toelectron Spectroscopy) a XPS (X-ray Photoelectron
Spectroscopy). Zatimco energie fotonli UV zafeni postacu-
je pouze k ionizaci valencnich elektrond, energie fotond
rentgenového zafeni dovoluje studovat i ionizaci vniti-
nich, na atomech lokalizovanych elektront (,,core levels®).
Metoda UPS je pouzivana ke studiu elektronové struktury
molekul v plynné fazi, molekul adsorbovanych na povr-
Sich pevnych latek a pasové struktury povrchovych vrstev
pevnych latek. Tato metoda byla nazyvana experimentalni
kvantovou chemii, nebot vysledky experimenti byly
v souladu s Mullikenovou nazornou piedstavou molekular-
nich orbitald (MO).
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Obr. 1. Krivky potencialni energie hypotetické molekuly
v zakladnim stavu a iontu s vibra¢nimi hladinami ilustrujici
vertikalni prechody a piivod vibraéni struktury v UP spekt-
rech. Prechod v’’=0 — v’=0 odpovida adiabatickému ionizac¢ni-
mu potencialu

V soucasnosti s rostoucim vyuzivanim preladitelného
synchrotronového zafeni ke studiu fotoemise se vSak hra-
nice mezi metodami UPS a XPS ztraci.

Fotoemisni proces 1ze popsat vztahem:

M°+ho —>M +e 2)
kde M° je studovany objekt (atom, molekula) v zdkladnim
stavu a M" vznikly ion. Ve spektrech jednoduchych mole-
kul lze Casto pozorovat vibracni strukturu, odrazejici vib-
ra¢ni hladiny iontu. Pdvod vibraéni struktury spekter je
zfejmy zobr. 1. Intenzity vibracnich linii jsou uUmérné
¢tverci prekryvového integralu vibra¢nich vinovych funkci
pocatecniho a konec¢ného stavu (Franck-Condontv prin-
cip).

Dojde-li k fotoemisi elektronu z nékteré z vnittnich
hladin, vznikne ion v excitovaném stavu, ktery deexcituje
emisi fotonu (,,X-ray fluorescence) nebo Augerovym
procesem, spocivajicim v nezafivém prenosu deexcitacni
energie na jiny elektron, ktery je téZz emitovan (obr. 2).
Fotoemise je velmi rychly proces, trvajici fadové 107" s
amuze byt doprovazena excitaci dalSich elektront, fidici
se monopodlovymi vybérovymi pravidly (,,shake-up* pie-
chody).

Hodnota vazebné energie elektronu je obecné déna
rozdilem celkové energie N-1 elektronového systému po
ionizaci a N elektronového systému ve vychozim stavu
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(viz obr. 3):

Ep=E{ —EN=—g—&te 3)

U atoml a molekul je vazebna energie Ep elektronu
totoznd s ionizacni energii.

Zanedbame-li odezvu ostatnich elektronti na lokalni
zménu potencialu zpuisobenou fotoemisi, je vazebna ener-
gie rovna zaporn¢ vzaté energii orbitalu, ze které¢ho je
elektron emitovan. Fotoelektronovd spektra molekul
v tomto priblizeni predstavuji repliku obsazenych moleku-
larnich orbitalll s intenzitami fotoemisnich linii tmérnymi
pravdépodobnosti fotoemise z jednotlivych orbitali. Toto
pfiblizeni je zndmo jako Koopmanstv teorém. Uvedena
aproximace vSak plati pouze pro pfiblizny model elektro-
nové struktury molekul, ktery je znamy jako SCF (Self-
Consistent Field) model. Neni proto ptekvapujici, ze
v mnoha pfipadech poskytuje vysledky, které se dosti lisi
od vysledki experimentu. Zméfené hodnoty vazebnych
(resp. ionizacnich energii) jsou zpravidla nizsi, nez hodno-
ty ziskané v aproximaci Koopmansova teorému. Je to zpu-
sobeno zanedbanim reorganizace ostatnich elektronl pfi
fotoemisi. V disledku reorganizace zbyvajicich elektroni
je energie kone&ného stavu E{N' sniZena o hodnotu rela-
xaéni energie &, Korelacni energie &, ma vyznam rozdilu
mezi minimalni energii ziskanou SCF vypoctem a energii

v

experimentalni a je tmérna poctu elektront. Je tedy vyssi

hy Fotoelektron

o
N

Obr. 2. Fotoemise 1s elektronu z atomu, deexcitace emisi foto-
nu a Augerovym procesem

EN-'I
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Koopmanslv relaxace  korelace

teorém

Obr. 3. Vazebna energie elektronu v Koopmansové piibliZeni,
vliv relaxaéni (g;) a korelaéni (g, = |e. — & '|) energie
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pro N elektronovy systém nez pro N—1 elektronovy systém
a Castecné kompenzuje vliv relaxace. Poznamenejme, Ze
v rovn. (3) nejsou zahrnuty relativistické efekty, které jsou
s vyjimkou tézkych atomi Casto zanedbavany.

Problémy pri interpretaci fotoelektronovych spekter
na zakladé vypoctu orbitalnich energii tedy spocivaji ve
skutecnosti, Ze experiment poskytuje vypovéd’ o mnohae-
lektronovych zakladnich a excitovanych stavech molekul,
zatimco pfi vypocCtu orbitalnich energii pouzivame jednoe-
lektronové aproximace. Zahrnuti relaxace a korelace elek-
trond, pripadné i relativistickych efektl, vypocet znacné
komplikuje. Diky rozvoji vypocetnich metod a vypocetni
techniky lze vSak v soucasné dobé¢ vypocitat fotoelektrono-
va spektra velkého poctu molekul véetné jejich vibracni
a satelitni struktury s velkou piesnosti. U jednoduchych
molekul bylo mozno spolehlivé interpretovat jejich fotoe-
lektronova spektra ziskana excitaci zafenim He 1 (hv =
21,2 eV) na zaklad¢ vypoctl ab initio jiz v 80. letech mi-
nulého stoleti.

Technika UPS je dosud chemiky pouZzivana zejména
ke studiu ¢astic s kratkou dobou Zivota (napft. pti pyrolyze
nebo vybojich v plynech) a semiempirickych korelaci orbi-
talnich energii s vlastnostmi a reaktivitou molekul. Spekt-
ralni rozliSeni této metody c¢ini 10 meV, ve specialnich
pfipadech (pouZiti molekulového svazku, mikrovlnného
vyboje jako =zdroje =zéafeni a analyzatoru elektroni
s vysokym rozliSenim) lze dosdhnout rozliSeni 2—3 meV.
Vzhledem k rozvoji laserovych metod poskytujicich mno-
hem vyssi rozliSeni je metoda UPS ke studiu valen¢nich
elektrond volnych molekul uzivana v poslednich letech
méng casto.

To vSak neplati o studiu elektronové struktury po-
vrchu pevnych latek a molekul, adsorbovanych na mono-
krystalickych povrsich pevnych latek. K témto studiim je
nejcastéji pouzivano synchrotronové zafeni, které lze pre-
lad’ovat vhodnym monochromatorem a které je polarizova-
né, coz vkombinaci se studiem difrakce fotoelektron
umoziuje uréit napf. orientaci a zplsob vazby molekul
adsorbovanych na povrchu pevné latky. Pfi pouziti Motto-
va detektoru, ktery vyuziva zavislosti rozptylu elektront
na jejich spinu, lze urcit i spin fotoemitovaného elektronu
a studovat zavislost polarizace elektrond na jejich vazebné
energii®. Hlavnimi objekty téchto studii jsou magnetické
povrchy, mezifazi a tenké vrstvy. Studiem zavislosti pola-
rizace fotoemitovanych elektronii na vloZzeném vné&jSim
magnetickém poli l1ze ziskat hysterezni kfivky pro povr-
chové vrstvy o tlouStce nckolika atomdarnich vrstev.
Tloustku studované vrstvy lze ménit zménou energie foto-
nt excitacniho zafeni.

Fotoemise excitovana UV zafenim je v posledni dobé
pouzivana i k mikroskopickym studiim (PEEM — Photoe-
lectron Emission Microscopy), tj. k zobrazeni povrchu
fotoexcitovanymi elektrony. RozliSeni téchto mikroskopt
zavisi na vlastnostech pouzitého elektronové-optického
systému a typu vzorku — za rutinni se povazuji hodnoty
100-300 nm. Pouziti laditelného zdroje svétla, obvykle
synchrotronu pfipadné laseru na volnych elektronech,
umoziuje i uréeni prahovych fotoionizacnich energii. Zaji-
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mavé vysledky byly ziskany napf. pfi studiu biologickych
materidld, u kterych kromé€ jejich zobrazeni lze sledovat
i lokalni ioniza¢ni potencialy. Piikladem muze byt pouziti
metody7 UV FEL PEEM (UV Free Electron Laser Photo-
electron Emission Microscopy) k ur€eni fotoionizacniho
potencidlu nékterych biologickych pigmentl, u kterych
touto metodou zjisténé hodnoty byly v souladu s vysledky
elektrochemickych méfeni®. Metoda PEEM tedy poskytuje
soucasné mikroskopickou, chemickou i strukturni informaci.

2.2. Metody laserové fotoelektronové spektroskopie

Dal$im krokem ve vyvoji molekuldrnich fotoelektro-
novych spektroskopii jsou metody, pouzivajici k excitaci
a ionizaci molekul zéfeni pulznich lasert a TOF (Time of
Flight) analyzatoru elektrond. Z nich patii k nejznaméjsi
metoda’ REMPI (Resonantly Enhanced Multiphoton Ioni-
zation) a metoda'® ZEKE (Zero Kinetic Energy). Posledné
zminénd metoda poskytuje rozliSeni az 0,01 meV, coz je
témeét o 3 fady vyssi rozliSeni nez u ,klasické“ UPS
aumoziuje proto i studium rota¢né-vibracnich stavl
u vétsich molekul.

REMPI proces lze popsat vztahem:

M®+mhv — M +nhv — M +e 4)

kde M° je zékladni stav molekuly, M~ rezonanéni excito-
vany stav molekuly a M" koneény stav iontu po emisi
elektronu. Metoda dovoluje volbou rezonan¢niho stavu
ziskat spektroskopickou informaci o excitovaném stavu
molekuly a stavu iontu. U této metody vSak, podobné jako
u klasické UPS, je nutné méfit kinetické energie emitova-
nych elektront a nejlepsi dosazené rozliSeni cinilo 0,5 az
1 meV u REMPI spekter n-propylbenzenu. Takové rozliSe-
ni vSak nelze dosdhnout rutinn€ u libovolného vzorku.
Multifotonova excitace umoziuje studovat dynamické
chovéani excitovanych stavi a stavy, které jsou pro excitaci
jednim fotonem zakézané. Byla rovnéz Gsp&Sné pouzita ke
studiu van der Waalsovych komplexi a Kklastri
v supersonickych svazcich.

Pivodni myslenka, na které je zaloZena metoda
ZEKE, je prostd — namisto méteni distribuce fotoemitova-
nych elektrontl, které vede k malému rozliSeni, preladovat
zdroj budiciho zafeni a méfit prahové energie fotoemise.
Takto ziskané spektrum predstavuje zavislost ionizacnich
prahtl na vlnové délce zafeni. K vyraznému zvyseni rozli-
Seni vedlo pouziti pieladitelnych lasert s Gizkou distribuci
energii emitovanych fotontl. Pfi metodé ZEKE je excitova-
nym stavem néktery z vyse lezicich Rydbergovych stavi,
ze kterého je ZEKE elektron ziskan aplikaci pulzu elek-
trického pole v kratké dobé (cca né€kolik ps) po excitaci.
Timto zplsobem lze snadno odd¢lit elektrony s nulovou
a nenulovou kinetickou energii a metoda se proto nazyva
obvykle PFI (Pulse Field Ionization) ZEKE. Piekvapu;ji-
cim zjisténim byla neocCekavané dlouhd doba zivota
Rydbergovych stavil, vysvétlena pozdé€ji vlivem parazit-
nich poli ve spektrometru a nehomogennimi, Casové zavis-
lymi elektrickymi poli, generovanymi ionizaci vzniklymi
ionty. ZEKE spektroskopie byla pouzita ke studiu tady
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molekularnich iontl, van der Waalsovych komplexi
a klastri. Tato metoda dovoluje studovat i intermediaty
chemickych reakei s velmi kratkou dobou zivota. Podrob-
néjsi informace o metodé¢ ZEKE a jejich aplikacich lze
nalézt v knize E.W. Schlaga'®.

2.3. Rentgenova fotoelektronova spektroskopie

V dalsi casti tohoto prispévku se budeme vénovat
metodé XPS, ktera je v soucasné dob¢ nejCastéji pouziva-
nou nedestruktivni metodou charakterizace povrchii, mezi-
fazi a tenkych vrstev. Prakticky vyznam takovych studii je
ziejmy. Na povrsich probiha fada procesd, z nichz k nej-
zndmé&jSim patfi adsorpce, adheze, heterogenni katalyza,
elektrokatalyza a koroze. Chemické slozeni povrchu im-
plantati predurcuje, zda bude implantat organismem ak-
ceptovan. K porozuméni povrchovym procesim a optima-
lizaci povrchového slozeni z hlediska zamyslené aplikace
je dilezité znat chemické slozeni povrchovych vrstev
a zpusob vazby pfitomnych atomu. K ziskéani téchto infor-
maci existuje v soucasné dobé nékolik experimentalnich
metod, z nichZ vétSina je zaloZena na studiu interakce foto-
nt, elektrond, iontl pfip. metastabilnich atomu se studova-
nymi povrchy. Mezi t€émito metodami nepochybné k nej-
vyznamné&j$im patii metoda XPS.

Pii metod¢ XPS je studovany vzorek ozafovan meék-
kym rentgenovym zéifenim. Obvykle je pouZivana linie

N\

Elektrostaticky
hemisféricky
analyzator

N\
\
v\

I
Detektor

Cotky

Elektronika
a fidici poéitac

Pfipravna
komora

Vakuovy
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(10-8Pa)

Obr. 4. Schéma fotoelektronového spektrometru pro excitaci
elektroni monochromatickym rentgenovym zafenim
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Obr. 5. XP spektrum krystalu Si s povrchovou vrstvou nativ-
niho oxidu zméiené v oboru vazebnych energii 0-1000 eV

AlKa s energii fotont ~v = 1486,6 eV, piip. Mg Ka s iv =
1253,6 eV, jejichz prinikova hloubka do pevnych latek
¢ini nékolik pm. Schéma spektrometru je uvedeno na
obr. 4. Energie fotonll postacuje nejen k ionizaci valenc-
nich elektrond, ale i k ionizaci vnitinich elektronti ve stu-
dovaném vzorku pfitomnych atomd. Zméfené fotoelektro-
nové spektrum je tedy, podobné jako v metodé UPS, repli-
kou obsazenych elektronovych stavii ve vzorku pfitom-
nych prvki, pro které plati Eg < hv (viz ptiklad na obr. 5).
Fotoemisi elektronu z nékteré z vnitinich slupek atomu
vznikne ion v excitovaném stavu, ktery deexcituje emisi
fotonu nebo Augerovym procesem (viz obr. 6). Fotoioni-
zace elektront vnitinich tak vede k emisi vice elektront —
fotoelektronu a Augerovych elektront. U prvki
s atomovym Cislem niz§im nez 20 je pravdépodobnost
Augerovy deexcitace vyS$si nez deexcitace vyzarenim foto-
nu. Augertv proces je tedy tiihladinovy a kineticka ener-
gie Ex Augerovych elektroni pfechodu uvedené¢ho na
obr. 6 je dana vztahem:

Ex=FEg(1s)—Eg(2s)—Eg (2p)— U+ ¢, (5)
kde U je energiec coulombické interakce dvou dér
v konec¢ném stavu a ¢, je relaxacéni energie, zahrnujici in-
traatomarni a extraatomarni relaxaci. Z historickych divo-
di se u Augerovych pfechodti pouziva jiné nomenklatury
nez u fotoemise a prechod 1s2s2p znazornény na obr. 5 se
v literatufe oznacuje jako prechod KLLy;.

Fotoemise z pevnych latek byva casto doprovazena
excitaci dalSich elektront, fidici se monopdlovymi vybéro-
vymi pravidly nebo excitacemi kolektivnich oscilaci vodi-
vostnich elektronti. Tyto oscilace maji frekvence charakte-
ristické pro dany material, a proto se projevuji ve spekt-
rech separatnim pasem jako tzv. charakteristické plasmo-
nové ztraty. (viz obr. 5). Hodnota vazebné energie elektro-
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Obr. 6. Schéma a) fotoemise 1s elektronu z kovu a b) deexcitace fotoemisi vzniklé diry Augerovym KL,L,; pfechodem vedouci

k emisi L,; elektronu. ¢ je vystupni prace kovu

ni Ep je u pevnych latek obvykle definovana k Fermiho
hladiné. Tato definice pfindsi urcité problémy u polovodi-
¢l a izolatord, u kterych na rozdil od kovii Fermiho hladi-
na nekoinciduje s nejvyssi obsazenou hladinou.

U elektricky Spatné vodivych materialti navic dochazi
pri fotoemisi ke vzniku statického povrchového naboje,
ktery posouva vazebné energie k vy$§im hodnotam.
U modernich spektrometrti je tento problém feSen pomoci
zdroje pomalych elektrontl, které neutralizuji povrchovy
naboj nebo kombinaci zdroje pomalych elektronti a poma-
Iych iontfi (obvykle Ar).

Hodnoty vazebné energie elektrond vnitinich slupek
z4visi na lokalnim naboji a chemickém okoli emitujicich
atomi, coz dovoluje rozlisit ve spektrech neekvivalentni
chemické stavy atomil, napt. rizné oxidacni stavy sledova-
ného prvku nebo identifikovat funkéni skupiny ptitomné
v povrchové vrstvé vzorku (obr. 7). Vzhledem k naruSené
symetrii u povrchu vzorku se 1i§i i hodnoty vazebnych
energii elektronti povrchovych atomi od hodnot v podpo-
vrchovych vrstvach. V souCasnosti jiz existuji rozsahlé
databaze hodnot vazebnych energii (databaze'' NIST obsa-
huje 29 000 dat) pro chemicky odlisné stavy prvka, které
jsou uzite¢né pro urceni zpisobu vazby atomd prvkl pii-
tomnych ve studovaném vzorku.

Pfesny vypocet vazebnych energii zahrnujici vliv
relaxacni a korelacni energie je, jak bylo jiz dfive uvedeno,
narocny, a proto byla vypracovana fada pfibliznych metod,
které diky své nazornosti umoznily pochopit nékteré empi-
rické a semiempirické korelace. Z nich je nejznameéjsi
elektrostaticky model CPM (Charge Potential Model) po-
chézejici od Siegbahna, ktery kvalitativné objasiiuje Casto
pozorovanou korelaci vazebné energie elektronti vnitinich
hladin a lokéalniho naboje na atomu.

Podle tohoto modelu je vazebna energie elektronu na

vnitini slupce atomu i £; dana vztahem:

Eé:E(lS*k‘Ii*qu'/"y‘ (i#]) (6)
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kde E, je referencni energie, g; ndboj na atomu i, r; vzda-
lenosti atomu i od sousednich atmi, Z q;/1; je potencial
na atomu ¢ vyvolany pasobenim sousednich atomu
(nazyvany n¢kdy Madelunglv potencial). Hodnoty naboji
na atomech lze ziskat popula¢ni analyzou. Tento model
zanedbava relaxaci a je proto vhodny pro interpetaci zmén
energif

vazebnych u sériec podobnych sloucenin.

460 E,evV 470

Obr. 7. Spektra Ti 2p fotoelektronti emitovanych z Ti
s atomarné ¢istym povrchem (1), Ti po oxidaci ionty Kysliku
(2) aTiO, (3)
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V soucasné dobé vykonnych pocitacti maji tyto priblizné
metody omezeny vyznam, jsou vSak stile pro svoji jedno-
duchost a nazornost uspésné pouzivany, napf. pro interpre-
taci vazebnych energii C 1s elektronti série polymerti'”.
VétSina vypocti vazebnych energii se v soucasnosti prova-
di obvykle nékterou z variant DFT (Density Functional
Theory) metod"”.

Prvnim krokem fotoemise je excitace elektronu
v penetracni hloubce rentgenového zafeni. Dal§im krokem
je transport elektronu k povrchu vzorku. Pfitom elektrony
z hlubSich vrstev ztraceji cast své kinetické energie
v diisledku neelastického rozptylu. Pouze elektrony gene-
rované v povrchové vrstvé o tloust'ce srovnatelné s jejich
stfedni volnou drdhou A ve studovaném materidlu mohou
byt emitovany bez ztraty energie. Hodnota A zavisi na
chemickém slozeni vzorku a pohybuje se fadové v nm.
Odtud vyplyva jiz diive zminéna povrchova selektivita
metody XPS. Povrchovou citlivost lze jesté fadove zvysit,
dopada-li zafeni na vzorek pod velmi malym thlem (~ 1°)
a dochazi k totalni reflexi (metoda je zndma jako TRXPS,
Total Reflection X-ray Photoelectron Spectroscopy).

Intenzita fotoemisni linie i prvku A je imérna konvo-
luci koncentra¢niho hloubkového profilu ¢(z) a pravdépo-
dobnosti, ze fotoelektron z hloubky z opusti vzorek bez
ztraty kinetické energie (obr. 8):

©

I = chc(z)exp(— z/ X, sin0)dz

0

7)

kde K zahrnuje aparaturni faktory (tok fotond, velikost
ozafované plochy, transmisi analyzatoru elektrontl, geome-
trie vzorku ve spektrometru, atd.), ¢ je parcidlni fotoioni-
zacni prufez, ¢(z) koncentrace prvku A, ktera se obecné od
povrchu do objemu vzorku méni, 6 uhel méteny od po-

hv

Cco exp(-z/x)

Co

[co explzn) dz
0

Obr. 8. Exponencialni pokles prispévku k intenzité fotoemisni
linie se vzdalenosti od povrchu do objemu vzorku, pii kolmé
fotoemisi pochazi 95 % fotoelektront z hloubky 3A. viz rovn. (7)
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Obr. 9. Zavislost intenzit komponent spekter Si 2p fotoelek-
trontii na thlu emise pro vzorek tvofeny vrstvou nativniho
oxidu kiemicitého na kifemiku. Detek¢ni thel 90° (1), 70° (2),
50° (3), 30° (4) a 15° (5)

vrchu vzorku a A, je tzv. atlumova délka (attenuation len-
gth), ktera byva casto nahrazovana jejich stiedni volnou
drahou. V soucasné dob¢ 1ze hodnoty A4 ziskat pro prvky
i jejich riizné kombinace z databaze'* NIST. Jejich velikost
se obvykle pohybuje od 1 do 5 nm. PovS§imnéme si, Ze
rovn. (7) ma tvar Laplaceovy transformace funkce c(z)
a koncentra¢ni hloubkovy profil je dan inverzni Laplaceo-
vou transformaci. Rovn. (7) umoziiuje vypocitat intenzitu
linie pro znadmy koncentracni profil. Naopak z intenzit
spektralnich linii zmétenych u planarnich vzorkl pro né-
kolik detekénich uhll lze v principu urcit povrchovy kon-
centracni gradient pritomnych prvkl (napf. difuzni profil)
nebo tloustku vrstvy na povrchu vzorku (obr. 9). Pro obec-
ny koncentra¢ni profil je nutno feSeni hledat numericky.
Tato metoda ma vSak fadu omezeni, diskutovanych
ka rovinnosti povrchu vzorku a zanedbatelnd refrakce
a difrakce fotoelektront.

Alternativni moznost nedestruktivniho urc¢eni koncen-
tracniho hloubkového profilu a morfologie povrchovych
nanostruktur je zaloZzena na detailni analyze tvaru foto-
emisni linie, ktery v disledku neelastického rozptylu foto-
elektrond zavisi na hloubce, ze které je elektron emitovan,
a na nehomogenité ve sloZeni povrchové vrstvy'6.

V poslednich deseti letech doslo ke znaénym technic-
kym zdokonalenim XPS spektrometrli. Prakticky vSechny
spektrometry jiz pouzivaji fokusované, monochromatizo-
vané zafeni. Zdroj zéateni, vzorek, analyzitor i detektor
jsou umistény v komorach, které jsou Cerpany obvykle
turbomolekuldrnimi a iontovymi vyvévami do ultravyso-
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Obr. 10. Systém cerpanych komor s elektrostatickymi ¢ocka-
mi, umoZiujici méfeni fotoelektronovych spekter za tlaku
plynné faze nad vzorkem p <5 mbar

kého vakua fadu ~10"°Pa. K podstatnému zdokonaleni
doslo u analyzatori elektronti a vstupnich elektrostatic-
kych ¢ocek. Soucasné spektrometry jsou standardné vyba-
veny mnohakanalovymi detektory. V disledku téchto tech-
nickych zdokonaleni lze méfit spektra elektronti, emitova-
nych z plochy o velikosti nékolika um® a ziskat chemickou
mapu vybrané oblasti na povrchu vzorku, t.j. lateralni roz-
lozeni daného prvku nebo jeho uréitého chemického sta-
vu'’. V 1.2007 byl uveden do prodeje spektrometr, ktery
predstavuje kombinaci fotoelektronového emisniho mik-
roskopu a dvou sériové spojenych hemisférickych analyza-
tord a ktery dosahuje lateralniho rozliSeni 650 nm
s klasickym zdrojem Al Ka zateni. Pfi pouziti synchrotro-
nového zareni je mozné dosahnout rozliSeni az 150 nm.
V blizké budoucnosti lze ocekavat'® rozliseni lepsi nez
5 nm. V kombinaci s métenim thlové rozliSenych spekter
tak 1ze u planarnich vzorku ziskat trojrozmérnou informaci
o distribuci vybraného prvku pfipadn€ jeho chemického
stavu.

V posledni dobé dochdzi k riistu zdjmu o fotoelektro-
novou spektroskopii s vys$§imi excitacnimi energiemi (3 az
15 keV), oznafovanou'” HAXPES nebo HXPS (Hard X-
ray Photoelectron Spectroscopy). Lze ji vyuzit ke studiu
elektronové struktury a chemického slozeni v hlubsich
vrstvach materiali a potlacit tak vyrazné piispévek po-
vrchu, ktery je dominujici pfi energiich fotonti do 2 keV.
Vzhledem k tomu, ze fotoionizac¢ni prufez klesa s tieti
mocninou energie foton budiciho zafeni, jsou pro tato
studia jako zdroj zafeni pouzivany synchrotrony tfeti gene-
race a zdokonalené detektory elektrond.

VétSina prakticky dilezitych povrchovych procesi
vSak neprobiha ve vakuu, ale za vysSich tlakii nebo dokon-
ce v mezifazi kapalina/pevna latka. Stfedni volna draha
elektront v plynu klesé s rostoucim tlakem a pro energie,
pfipadajici v itvahu u metody XPS jiz pii tlaku 1 mbar,
¢ini jen nékolik mm. Diky neelastickym srazkdm elektro-
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nu s molekulami plynu by méfeni spekter nebylo mozné.
Spektrometry uréené pro méfeni za vyssich tlakd proto
pouzivaji diferencidlni Cerpani, pti kterém je vzorek odde-
len od analyzétoru elektronil nékolika separatné Cerpanymi
komorami opatfenymi aperturou pro pruchod fotoelektro-
nil. Tato konstrukce byla podstatné zdokonalena instalaci
elektrostatickych ¢ocek, fokusujicich elektrony na aper-
tury®™?! (viz obr. 10). V soutasné dobé existuji pouze dva
spektrometry tohoto zdokonaleného typu (v Berling
a v Berkeley), umoziujici méfeni XP spekter za tlaku
plynné faze do 5 mbar a pouzivajici k excitaci fotoelektro-
nl synchrotronové zateni. Touto novou technikou, nazyva-
nou nékdy APPES (Ambient Pressure Photoelectron
Spectroscopy) bylo mozno mj. potvrdit MD simulacemi
predpovézené® obohaceni povrchu vodnych roztokd alka-
lickych halogenidl anionty (Br™, I") ¢i popsat na moleku-
larni trovni mechanismus kondenzace vody na povrchu
nekterych oxidid. Metoda byla rovnéz Gsp€sné pouzita ke
studiu povrchovych a katalytickych reakci. Jeji vyhoda
spociva v moznosti sledovat pii jednom experimentu kro-
mé zmén povrchu katalyzatoru pfi reakci i zmény plynné
faze nad katalyzatorem. Omezeni spocivaji v moznosti
ovlivnéni studovaného vzorku intenzivnim synchrotrono-
vym zéafenim a v nékterych pripadech v problémech spoje-
nych s povrchovym statickym nébojem. Metoda APPES
ma velmi rozsahlé moznosti vyuziti pti studiu katalyzatori
a biologickych materialti, které vSak vzhledem k tomu, ze
jde o novou metodu, nemohly byt dosud plné vyuZity.

3. Zavér

V piispévku je podan strucny prehled zékladii, sou-
casného stavu a nékterych moznosti vyuziti metod ultrafia-
lové, laserové a rentgenové fotoelektronové spektroskopie
znamych pod zkratkami UPS, PEEM, REMPI, ZEKE,
XPS, HXPS a APPES. Pozornost je téZ vénovéana vztahu
méfenych a vypoctenych hodnot ioniza¢nich a vazebnych
energii elektrontl. U metody XPS jsou diskutovany soucas-
né moznosti jejtho vyuziti ke studiu povrchovych nano-
struktur a povrchtl kapalné a tuhé faze za zvyseného tlaku
plynné faze. Nastup nové generace spektrometri a zdroju
zateni v poslednich letech vyznamné rozsifil znalosti
v fadé dileZitych oblasti, zahrnujicich mimo jiné elektro-
novou strukturu molekul, molekuldrnich iontd a komplex,
klastrli, intermediatli chemickych reakci, fyziku a chemii
povrchovych vrstev a nanostruktur, biochemii, atmosféric-
kou chemii a chemii Zivotniho prostiedi.

Prdace  byla  podporena  projekty AV CR
1ET400400413 a GA CR 106/06/0761.  Autor dékuje
Ing. 1. Spirovové za pomoc pii upravé obrazkii.
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1. Uvod

Kapalinova chromatografie byla pouZita pro separaci
biologicky aktivnich latek pred vice nez 100 lety (cit."?).
V plvodné navrzené kapalinové chromatografii na nor-
malni fazi (NPLC) se pouziva polarni stacionarni faze
a nevodna mobilni faze, jako je aceton, chloroform, ben-
zen atd. Uvedené chromatografické uspotradani bylo po-
stupné¢ nahrazeno separacemi na reverznich fazich
(RPLC), u kterych je separacni G¢innost (pfi vhodné zvole-
nych experimentdlnich podminkéach) vyrazn€ vyssi, a to
hlavné pro nepolarni latky' ™. V mnoha piipadech je znac-
né komplikované separovat na klasickych reverznich fa-
zich (nejcastéji s vazanymi alifatickymi fetézci, oktadecyly
Cjg) polarni analyty. V piipadech separace polarnich
i vysoce polarnich latek dochazi k jejich eluci v mrtvém
reten¢nim Case. Separacni instrumentace a experimentalni
usporadani, které by feSilo problém separace polarnich
latek, bylo nalezeno az v roce 1990, kdy byla v odborném
tisku prezentovana metoda kapalinové chromatografie
zalozend na hydrofilnich interakcich mezi stacionarni fazi
a separovanymi latkami (HILIC: hydrophilic interaction
liquid chromatography)*. Nutno viak podotknout, Ze
A. Alpert, ktery termin ,,HILIC*“ zavedl, nepouzil toto
experimentdlni uspofadani jako prvni (detaily viz doktor-

381

ska prace P. Hemstroma®).

O problematice separaci HILIC nebylo v ¢eské litera-
tufe doposud souborné referovano. Predpokldddme proto,
ze tento text bude vhodnym tvodem do problematiky,
ktera je dnes velmi aktudlnim tématem fady bioanalytic-
kych laboratofi, o cemz svéd¢i enormni nartst praci publi-
kovanych o HILIC v minulém roce. Cilem prace je poskyt-
nout zakladni informace o principech HILIC separace
a poskytnout ¢tenafi piehled vybranych nejnovéjsich apli-
kaci. Ucelené monografické zpracovani’ a detailni studie®
byly publikovény dfive.

2. Separace na polarnich fazich a HILIC

Poléarni stacionarni fize byly dfive Siroce rozsifeny
a vyuzivany pro chromatografii na tenké vrstvé (v plosném
usporadani). Kromé& normdalniho fazového systému lze
vSak tyto stacionarni faze vyuzit i pro separace
v reverznim modu, o ¢emz svéd¢i nedavno publikované
prace (napt. HPLC separace naftodianthroni, floroglucino-
17 fenolickych kyselin a flavonoidi'?). Pro detailni
pochopeni separace na polarnich stacionarnich fazich
a jejich uplatnéni v RP a NPLC lze doporugit studie'*"*.
Autoti se zde zabyvali separaci derivati fenolu, hydrochi-
nonu, chinolinu a anilinu.

Ir,

min 7 |
& lysin 2

katechin

HO

80 100
ACN, %,v

Obr. 1. Zavislost reten¢niho ¢asu lysinu a (+)-katechinu na
obsahu acetonitrilu (ACN) v mobilni fazi; experimentalni pod-
minky: izokraticka eluce, kolona Phenomenex, Luna HILIC, 5 pum,
2,0 x100 mm, mobilni faze: acetonitril/100 mmol dm™ mraven-
&an amonny (vodny roztok); rychlost pritoku 0,3 ml min™', teplo-
ta kolony 25 °C; detektor negativni ESI/MS (SIM: lysin 145,
katechin 289 m/z; koncentrace standardii 10 pg/nastrik; lysin,
M katechin
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V jistém ohledu lze separaci HILIC oznadit za meto-
du, kterd vznikla spojenim NPLC a RPLC. AvSak separace
je zde zaméfena pouze na polarni, ve vodé dobie rozpustné
latky. K HILIC separacim se pouZivaji polarni stacionarni
faze a vodné mobilni faze, které obsahuji vysoky podil
organického rozpoustédla (vice jak 60 %). Stacionarni faze
musi byt polarnéjsi nez faze mobilni. Diky tomuto uspora-
dani je mozné s vysokym rozliSenim délit polarni analyty,
pfi¢emz nepolarni latky, které nevykazuji afinitu ke stacio-
narni fazi, nejsou zadrzovany. Uvedena situace je znazor-
néna na obr. 1, kde je aminokyselina lysin v zavislosti na
procentickém zastoupeni acetonitrilu v mobilni fazi zadr-
zovana polarni stacionarni fazi tvofenou kovalentné propo-
jenymi diolovymi skupinami (obr. 2). V pfipadé ve vodé
méné rozpustného (+)-katechinu neni zadrz pozorovana
a dochazi k jeho eluci pii mrtvém retencnim objemu
(obr. 1).

Bézné je mozné se setkat s polarnimi chemicky véza-
nymi fazemi na partikularnim nebo monolitickém nosici.
Nejcastéji se jedna o klasickou silikagelovou stacionarni
fazi nebo faze modifikované diolovymi (—CH(OH)-CH,—
OH ), kyanovymi (-CN), aminovymi (-NH;), amidovymi
(~CONH,) funkénimi skupinami (obr. 3a). Dal$i moznosti
je pouzit silikagel modifikovany hydrofilnimi polymery,
jako jsou poly(hydroxyethyl) nebo poly(sulfoethyl)
(obr. 3b). Mezi nejnovéjsi stacionarni faze pro HILIC patii
také tzv. zwitteriontové stacionarni faze (ZIC®-HILIC,
pozn.: ZIC: zwitterionic), viz obr. 3c. V takovychto ptipa-
dech jde o chemicky vazané funk¢ni skupiny nesouci pozi-
tivni a negativni naboj, které se vyznacuji vysokou polari-
tou a vysokou afinitou k vod&'>'®. Zavedeny byly také sor-
benty s chemicky vazanymi jednotkami oligosacharidd'’.

Pfi experimentdlni praci je nutné uvedené pravidlo
tykajici se vysokého zastoupeni organického solventu
v mobilni fazi striktné dodrzet. Pokud neni uvedena pod-
minka dodrzena, nedochéazi jiz vyhradné k hydrofilnim
interakcim mezi separovanymi slozkami a stacionarni fazi.
V piipadé, Ze by mobilni faze obsahovala pouze organické
rozpoustédlo, jednalo by se o NPLC. Z téchto diivodi je
HILIC také n€kdy oznacovana jako chromatografie s vod-
nou normalni fazi nebo reverzné/reverzni kapalinova chro-
matografie. VySe uvedené byva nespravné interpretovano
i v odborné literatute a ¢asto dochazi k chybnému oznace-
ni a interpretaci metody HILIC.

® ® 2@

Hz@ . S)
CES)

‘Y\L\)\O“Z‘)

OH E:oHO OH

Ha0

mobilni faze
(acetonitril/ivoda)

hydratovana
stacionarni faze

O' HZO Hz0

polarni stacionarni f aze

Obr. 2. Schéma dioly modifikované stacionarni faze
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faze
silikagel |-OH
kyanopropyl |-(CH,);—~CN
aminopropyl [~(CH,);~NH,
diol [-CH,~CH-CH,-OH
|
OH
b.  pac —GCHZ—CIJH-)n-
o
OH
C. CI:Hs
zic - CHNP(CH);-SOP
CH,

Obr. 3. Stacionarni faze pouzivané pti HILIC; PAC — polymer-
ni aniontova faze, ZIC — zwitteriontova faze

3. Zakladni mechanismus separace HILIC

Separace HILIC je v ide4lnim pfipadé€ fizena hydrofil-
ni interakci mezi solutem a polarni stacionarni fazi (tzv.
primarni interakce). V prub&hu separace se ovsem uplatiiu-
ji 1 druhotné interakce (napf. elektrostatické interakce aj.),
pfi¢emZz podminkou je, aby zadrZz solutu byla primarné
fizena hydrofilnimi interakcemi. Predpoklada se, ze
k tomu, aby mohlo k hydrofilni interakci dojit, je potieba,
aby se na povrchu sorbentu stacionarni faze vytvorila hyd-
ratovand vrstva (z angl. ,,water-rich layer®, viz téZ obr. 2).
Mechanismus zadrze polarnich latek v systému HILIC je
dobfe patrny pii konstrukci retencnich map (zavislosti
reten¢niho Casu nebo faktoru na zastoupeni organického
solventu v mobilni fazi (viz obr. 1 a 4). Elektrostatické
odpuzovani separovanych slozek (druhotné interakce) je
mozné omezit piiddnim amonnych soli organickych kyse-
lin, jako je napf. mravencan nebo octan amonny. Uvedené
plati predev$im pro negativné nabitou stacionarni fazi na
bazi silikagelu. Obvykle se amonné soli pouzivaji v mili-
moléarnich koncentracich, pficemz kation NH," je schopny
kompenzovat negativni naboj stacionarni faze. Volba
vhodné amonné soli je dulezita z hlediska jeji rozpustnosti
v mobilni fazi (dosazeni pozadované iontové sily /) s vyso-
kym obsahem organického rozpoustédla. V zavislosti na
vlastnostech, které od separacniho média vyzadujeme,
mizeme optimalizovat i dal§i parametry, napft. pro zvysSeni
ionizace pfi hmotnostné spektrometrické detekci je mozné
obohatit mobilni fazi pfidavkem organické kyseliny (napf.
kyseliny mravenci). Retence mize byt ovlivnéna teplotou,
aciditou mobilni faze, koncentraci pouzité soli v mobilni
fazi. Detailni informace o modelu retence doposud publiko-
vany nebyly, nicméné pavodni prace A. Alperta® uptednost-
nuje model rozdélovaci (partition), oproti tomu v souhrnné
praci P. Hemstréma’ jsou prezentovany vysledky svédgici
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Obr. 4. Separace lysinu a argininu na silikagelové stacionarni
fazi; zavislost retencnich casti aminokyselin na procentickém
zastoupeni acetonitrilu (ACN) v mobilni fazi. Vlozeny obrazek:
chromatogram argininu (Arg) a lysinu (Lys); izokraticka eluce:
ACN/vodny roztok mravendanu amonného (100 mmol dm™),
60/40 (%, v/v). Experimentalni podminky: kolona Atlantis HILIC
silica 3 pum, 4,6 x 150 mm, rychlost pritoku mobilni faze
0,5 ml min™', teplota kolony 30 °C; refraktometricky detektor
(teplota optické jednotky 30 °C); koncentrace aminokyselin
10 pg/nastiik; W Arg, OLys

spise ve prospéch adsorpéniho modelu. Model retence byl
mnohokrat diskutovan v ptipadé RPLC'®, avsak podobné
jako u HILIC nebyl mechanismus retence detailné objas-
nén.

4. Aplikace HILIC

Na zékladé publikaci, které se vénuji vyuziti HILIC,
lze pfedpokladat, ze pfednostné bude metoda uplatiiovana
pro separace aminokyselin'® a peptida®. Pro tyto udely
byly nalezeny vhodné podminky v ruznych systémech
izokratické a gradientové eluce. V pifipad¢ gradientové
eluce Ize ménit zastoupeni organického solventu nebo soli
v mobilni fazi. Své uplatnéni nalézd HILIC i v separaci
oligonukleotidi® %, slozek nukleovych kyselin a cukri
(oligo- a polysacharidll). Kromé& moznosti, kter¢ HILIC
poskytuje v analyzach ve vodé dobie rozpustnych biopoly-
merd, byly uvefejnény prace zaméfené na separaci nizko-
molekularnich organickych latek. Mnohé z téchto slouce-
nin nachazeji uplatnéni v biomediciné a farmakochemii.

4.1. Metabolity a farmakopreparaty

Pomoci HILIC bylo separovano celé spektrum farma-
ceuticky vyuzivanych latek v komplexnich matricich vzor-
ki krve, moci, plasmy a ve vybranych homogenatech tka-
ni. Jednalo se o separace kyseliny listové a jejich soli®,
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dale separace kokainu a dalSich derivatd alkaloidt (napf.
morfinu)**. Byly také separovany aminoglykosidové far-
makopreparaty (amikacin, gentamicin, kanamycin, neomy-
cin, paromomycin, tobramycin)®, cholin a acetylcholin®,
uridin, uracyl”” a dalsi organické sloudeniny. Uvedeny
vycet predstavuje komplexni skupinu polarnich metabolitl
a 16&iv*®. Detailnd byla retence polarnich sloudenin
s malou molekulovou hmotnostni studovdna na klasické
silikagelové stacionarni fazi a na fazich s vazanymi amido-
vymi, aminovymi a sulfobetainovymi skupinami. Za riz-
nych experimentalnich podminek a rizného slozeni mobil-
ni faze byla separovana kyselina salicylova, aspirin a cyto-
sin®. U uvedenych stacionarnich fazi byly hledany fyzikal-
ni i chemické podminky, které ovliviiuji retenci separova-
nych slozek. Vliv teploty byl studovan podobné jako
u RPLC pomoci van’t Hoffovy rovnice a ve vétSin€ expe-
rimentti byl pozorovan pokles retence se vzrustajici teplo-
tou kolony v prub¢hu separace. Jak bylo prokazano, je vliv
pH mobilni faze na retenci analytl fizen primarné disoci-
acnimi konstantami jednotlivych protonizovanych funké-
nich skupin (pK,), které jsou typické pro danou latku. Riz-
ny stupeil protonizace separovanych slozek tedy urcuje
jejich afinitu ke stacionarni fazi.

4.2. Oligonukleotidy a sloZky nukleovych kyselin

Separace nukleovych kyselin na polarnich stacionar-
nich fazich byla zminéna jiz v ptivodnich publikacich
o HILIC®. Mezi nejnov&jsi aplikace v této oblasti separace
HILIC patii prace’'***’. Monoliticka kapilarni kolona
modifikovana polarnim polymerem kyseliny akrylové byla
pouzita pro separaci nukleosidt (uridinu, guanosinu a ade-
nosinu) eluci mobilni fazi sloZzenou z acetonitrilu a 0,2%
vodného roztoku kyseliny mravenc¢i v poméru 90/10 (%,
v/7v)*. Monolitické kolony byly také pouZity pro gradiento-
vou separaci oligonukleotidii >'. Separovan byl homooligo-
mer a heteropolymerni sekvence 19-ti a 20-ti mert
v mobilni fazi acetonitrilu, vody a octanu triethylaminu.
Vysoké separacni ucinnosti bylo dosazeno také pii separa-
cich thyminu, uracilu, uridinu, adenosinu, adeninu, guano-
sinu a dal$ich na specialni polymerni stacionarni fazi**.
V piipadé retence nukleovych kyselin na polarnich stacio-
narnich fazich je nutné rozlisit, zda se jedna o nukleosid,
nukleotid nebo zda je baze soucasti oligo- nebo polynukle-
otidového fetézce.

4.3. Aminokyseliny a peptidy

Pomoci HILIC je mozné separovat vSechny proteino-
genni aminokyseliny a mnohé z jejich derivatd. Obecné
nejvys$si zadrz maji polarni aminokyseliny (Ser, Thr, Cys,
Tyr, Asn, Glu). Separacim ve vodé¢ dobife rozpustného
cysteinu se vétSina autorit vyhyba, jelikoz tato aminokyse-
lina podléhd v pritomnosti kysliku a v zavislosti na pH
mobilni faze oxidaci na méné rozpustny cystin. Komplexni
separaci proteinogennich aminokyselin se ve své praci
vénoval Langrock a spol.'””. Pomoci gradientové eluce
acetonitrilu a vodného roztoku octanu amonného byly
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aminokyseliny rozdéleny v poradi Trp, Phe, Leu, Ile, Met,
Tyr, Val, Pro, Ala, Thr, Gly, Glu, Asp, Ser, Gln a Asn.
Béhem gradientové eluce byl postupné zvySovan podil
vody v mobilni fazi, pfi¢emZ polarni asparagin vykazoval
nejvyssi afinitu k amidové stacionarni fazi. Pomoci HILIC
byl také analyzovan ornitin®. Rozdéleni aminokyselin lysinu
a argininu je naznaceno na obr. 4, kde za uvedenych pod-
minek arginin vykazuje niz8i afinitu k silikagelové stacio-
narni fazi nez lysin. Jak z obrazku vyplyva, k dobrému
rozdéleni aminokyselin je potfeba, aby mobilni fze obsa-
hovala vice nez 60 % acetonitrilu.

V piipadé separace peptidii byla studovana rozsahla
skupina oligopeptidi s riiznou primarni strukturou a ruz-
nym zastoupenim polarnich aminokyselinovych zbytkt™.
Mezi polarni a ve vodé dobie rozpustné peptidy patii glu-
tathion (y-Glu-Cys-Gly), ktery zastava fadu fyziologickych
homeostatickych a detoxikagnich funkci®'. Tento tripeptid
byl separovéan na silikagelové stacionarni fazi*? a pomoci
HILIC bylo mozné studovat jeho postupnou oxidaci na
glutathion disulfid®’. Peptidy obsahujici zbytky kyseliny
glutamové (y-Glu-Leu, y-Glu-Val, y-Glu-Cys-B-Ala, v-
Glu-Cys-Gly)* byly separovany na HILIC semipreparativ-
nich a preparativnich kolonach.

4.4. Proteiny

Mezi prvni prace, které se vénovaly problematice
HILIC separace proteinti, byla publikace Lindnera
a spol.””, ktefi studovali acetylaci lysinti v N-koncové do-
méné histond. Histony byly pfed nastfikem na kolonu
HILIC izolovany metodou RPLC. K tomuto ucelu autofi
pouzili kolonu SynChropak CM 300 a gradientovou eluci
smésnymi rozpoustédly sloZenymi z acetonitrilu a vodné-
ho roztoku fosforeCnanu triethylaminu a NaClO,.
Ve frakcich RPLC byly pomoci HILIC identifikovany
jednotlivé modifikace histont H2A a H4. Tyto vysoce
polarni, hydrofilni a na svém povrchu pfevazné kladné
nabité bilkoviny jsou soucasti chromatinového komplexu
apodileji se na expresi genil a fizeni bunétného cyklu.
K identifikaci jednotlivych histonii byla pouzita fotomet-
rickd detekce pfi 210 nm, pfi kterych absorbuji peptidické
vazby. ZIC/HILIC mikrokolonova separace byla také pou-
zita pro analyzy glykosylovanych proteinti a ke studiu
jejich deglykosylace™. K identifikaci proteind byla pouzita
tandemova hmotnostni spektrometrie (MS/MS). Da se
predpokladat, ze HILIC nalezne uplatnéni v separaci vy-
branych proteinti podléhajicich post-translacnim modifika-
cim, které jsou dobfe rozpustné ve vodg.

5. Zavéry a perspektivy

Byly navrzeny rtizné strategie pro separaci polarnich
latek. V ptipadé RPLC je bé€zn¢ vyuZivan mechanismus
tvorby iontovych parii’’. Iontové-parové &inidlo (napi.
kyselina trifluoroctovd, TFA) interaguje v mobilni fazi se
separovanymi molekulami a zvySuje jejich afinitu k po-
vrchu reverzni fize. Na druhou stranu, pfitomnost TFA
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v mobilni fazi rapidn€ snizuje citlivost MS detekce pii
pouziti ionizace elektrosprejem. Dal§i moznosti je pouzit
jinou stacionarni fazi, coz je i pripad HILIC. Jak je patrné
z predchoziho textu, neni HILIC doposud dostate¢né pro-
zkoumanou oblasti a samotné vymezeni pojmu hydrofilni
interakce piinaSi pro chromatografickou separaci fadu
novych nevyfesenych problémii. Diivodem je komplexnost
separacnich d€ji a rtuzny podil jednotlivych interakci a
v neposledni fad¢ i faktord, které se uplatiuji v zavislosti
na sloZeni mobilni faze. I pfesto lze pouzitim HILIC velmi
efektivné separovat fadu polarnich latek a da se predpokla-
dat jeji dalsi vyvoj a zvySujici se pocet aplikaci, vCetné
jejiho vyuziti ve spojeni s jinymi chromatografickymi
technikami v 2-D systémech. Perspektivni vyuziti je ziej-
mé i v kombinaci s hmotnostnimi detektory™ a nuklearni
magnetickou rezonanci®’.

Jiz na zéklad¢ stavajiciho vyvoje HILIC lze predpo-
kladat jeji SirSi uplatnéni pro separace na monolitickych
nosicich, a také se zacinaji objevovat nové modifikace
a materialy'’ vhodné pro HILIC stacionarni faze. V tomto
roce byla také zvetejnéna prace zaméfena na separaci pep-
tidd, ktera je zalozena na hydrofilnich interakcich, ale také
na elektrostatickém odpuzovanim separovanych slozek se
stacionarni fazi (iontové interakce). Byla tak navrzena
hybridni separace vychazejici z HILIC a iontoveé vyménné
chromatografie*’. Autor prace metodu oznagil jako ERLIC
(electrostatic repulsion-hydrophilic interaction chromato-

graphy).
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J. Vacek, L. Onofrejova, B. Klejdus, and V. Kubarn
(Department of Chemistry and Biochemistry, Mendel Uni-
versity of Agriculture and Forestry, Brno): Application of
Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography in
Separation of Polar Compounds

Applicability of classical procedures based on re-
verse-phase liquid chromatography in separation of water-
soluble polar substances is generally limited. In many
cases, hydrophilic interaction liquid chromatography
(HILIC) is able to separate highly polar substances using
polar stationary phases and aqueous mobile phases con-
taining increased amounts of organic solvents. Separation
of amino acids, peptides, nucleic acids and other organic
substances with special emphasis on explanation of basic
principles are discussed in the present review.
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1. Uvod

Rakovina vajecniku je necastéjsi pfi¢inou umrti ze
vSech gynekologickych rakovin podle Britské statistiky
Gmrtnosti'.  Vétdina  pacientek je  diagnostikovana
v pokro¢ilém stadiu nemoci®. 90 % pacientek diagnostiko-
vanych vraném stadiu se doZzije vic nez 5 let, zatimco
pokud jsou diagnostikovany v stadiu III nebo 1V, déle nez
5 let Zije jen 30 % pacientek®. Podle statistiky Ceské gyne-
kologické  spolecnosti  (http://www.linkos.cz/pacienti/
gynekologie.php?t=6) je v Ceské republice rakovina vaje¢-
niku na druhém misté gynekologickych rakovin po rakovi-
n¢ délozniho hrdla.

Rakovina vaje¢niku se vétSinou nachazi na povrchu
ovaria’. Rizikové faktory jsou: vice let ovulace, zandt
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v oblasti pohlavnich organi, vystaveni asbestu, endometri-
osa*, rodinn historie rakoviny vaje¢niku, prsu nebo jiné
rakoviny reproduktivnich organti, také rakoviny stieva’
a hormonalni terapie estrogenem po menopause trvajici
vice nez 10 let®.

Rakovina vaje¢niku je diagnostikovana vétSinou po-
moci ultrasonografie, sérového biomarkeru CA125 nebo
kombinaci obou®. CA125 je zvyseny u 80-90 % pacientek
s rakovinou vajecniku, odpovida stddiu nemoci, ale neni
spolehlivy pfi detekci Casného stadia rakoviny. Falesné
pozitivni vysledky mohou byt obdrzeny v pfipadech ne-
zhoubnych nador(, téhotenstvi a nebo jinych typt rakovi-
ny”. Proto je tieba dalSich biomarkerd, které by doplnily
CA125. Potencialni biomarkery v souc¢asné dob¢ zahrnuji
polypeptidovy specificky antigen, lysofosfatidovou kyseli-
nu, inhibin, kallikreiny a dali bioaktivni sloueniny™’.
Dale i pfistup proteomiky mutze byt uziteCny k objeveni
novych biomarkert pro rakovinu vajecniku®'".

U pacientek srakovinou vaje¢niku byly nalezeny
zmény v glykosylaci protein akutni faze haptoglobinu,
al-antitrypsinu'?, o2-makroglobulinu, transferinu'® a IgG'*
a také zvySené mnozstvi glykosylovanych forem neurotoxi-
nu z eosinofili a C-koncové peptidy z osteopontinu'®.

2. Zména glykosylace u rakoviny

Zmeéna v glykosylaci nastava v piipadech imunodefi-
cience, rakoviny a pifi autoimunitnich onemocnénich.
V pfipad¢ rakoviny jsou to bud’ zvySeny nebo sniZeny
obsah prirozené se vyskytujicich sacharidi a také vyskyt
novych sacharidi, které se za normalnich okolnosti vysky-
tuji pouze u embryonalnich tkani'’. Tyto zmény jsou zpi-
sobeny zménou hladiny exprese glykosyltransferas
v Golgiho aparatu rakovinnych bungk'>. Zmény v hlading
glykosyltransferas vedou k modifikacim ve struktufe N-
a O-vézanych sacharida'”.

Jednou z nejcastéjSich zmén je nartst velikosti a vét-
veni N-vazanych sacharida'. Enzym, ktery je zodpovédny
za narGst vétveni sacharidli je N-acetylglukosaminyl-
transferasa V (GIcNAc-TV), ktery vede k B1,6GlcNAc
vétveni'®. Zvysené vétveni tvoii vice mist k pFipojeni ter-
minalnich sialovych kyselin a spolu se zvysenou produkci
sialyltrasferas tvoii sacharidy s vice sialovymi kyselina-
mi'". Tyto zmény odraZeji zmény v expresnich hladindch
sialyltransferas a fukosyltransferas v Golgiho aparatu'
a koreluji se stadiem pokrocilé rakoviny, vyvojem nadoru
a metastazemi'’. V&tinou se méni mnozstvi uréitych sa-
charidii spise, nez se vyskytuji nové struktury sacharidi'®.
Zvysené vétveni a obsah sialovych kyselin u sacharida se
také vyskytuje v piipadé chronickych zanéta'’. Jelikoz
chronicky zanét je Gasto pozorovan u rakoviny®’, tyto zmé-
ny mohou byt spojeny se zdnétem.
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Obr. 1. Nadorové antigeny — sialyl Lewis x (SLe"), sialyl Lewis
a (SLe"), sialyl Tn, Lewis y (Le"), polysialova kyselina (PSA)
a globo H*; R indikuje, kde je sacharid ptipojen k polypeptido-
vému fetézci a ceramidu, tedy ke glykolipidovému fetézci

Za povsimnuti stoji, ze nebyly nalezeny zadné zmény
glykosylace sérovych proteinti u pacientli s rakovinou
kiize, ktefi méli nizkou hladinu zanétlivych procesa'®.

Nejcastéjsi struktury epitopt nalezené na glykoprotei-
nech na povrchu rakovinnych bunék jsou: sialyl Lewis x
(SLe"), sialyl Lewis a (Le"), sialyl Tn, Globo H, Lewis y
a polysialova kyselina (PSA)*'** (obr. 1). Metastaze jsou
zprostiedkovany adhezi mezi rakovinnymi buikami
a krevnimi destickami ke vzdalenym endotelnim bunkam
v krevnim ob&hu®. Selektiny vazou SLe* na nadorovych
bunkach a ptispivaji k rozsifeni nadorovych bun¢k do
vzdalenych organi®”.

SLe* epitop se sklada ze sialové kyseliny vazané 2,3
ke galaktose, ktera je vazana 1-4 k GlcNAc, a k tomuto
GlcNAc je také vazana fukosa al,3 vazbou. Tento epitop
byl poprvé popsan v gangliosidové frakci lidskych led-
vin®! a stopové mnozstvi bylo nalezeno v lidském mléce®.
SLe* je také exprimovan na haptoglobinu, ol-kyselém
glykoproteinu, o l-antichymotrypsinu™ a na neutrofilnich
granulocytech® béhem zanétu. SLe* epitop byl nalezen
v n&kolika piipadech lidské rakoviny®® (na obr. 2 na sacha-
ridu se tfemi anténami). ZvySena koncentrace SLe* nasta-
va pravdépodobné zménou regulace fukosyltransferas
v jaternich hepatocytech. Aby vznikl tento epitop, prekur-
zor musi byt nejdiive sialovan a pak fukosylovan pomoci
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a 1,3/1,4) fukosyltransferas®®*>. Zvysena koncentrace

SLe* epitopu koreluje se snizenou expresi a-1,2-fukosyl-
transferasy, enzymu, ktery soutézi s a-2,3-sialyltrans-
ferasou o stejny substrat®® a zvyenou expresi a-(1,3/1,4)-
fukosyltransferas®-’.

2.1. Zména glykosylace u pacientek s rakovinou
vaje¢niku

U rakoviny vajeniku dochazi ke zvySeni vétveni
a obsahu sialovych kyselin na sacharidech sérovych glyko-
proteint'®. Nejvyrazngjsi zmény zahrnuji zvysené mnoz-
stvi sacharidu bez galaktosy s dvéma anténami (pochazi
zIgG) a SLe* epitopu (z haptoglobinu B-fetézce, al-
kyselém glykoproteinu a al-antichymotrypsinu)'®. Tyto
zmény odrazeji chronicky zanét pozorovany u rakoviny.
Bylo prokazano, ze zanét v dané oblasti zvySuje metasta-
ticky potencial rakovinnych bun&k™. Zvysena koncentrace
SLe* epitopu neni specificka pro rakovinu, ale také byla
nalezena v piipadé zan&tu'®***. I tak méfeni koncentrace
SLe* miZe byt uZite¢né pro dlouhodobé studium pacientek
a monitorovani pribéhu nemoci. Také byl pozorovan na-
rist ve vazb¢ sialové kyseliny a2,3 vzhledem k 02,6 na
glykoproteinech v séru pacientek s rakovinou vaje¢niku'®.
Tato zména je konzistentni s pfechozim zjiSténim snizené
mRNA exprese a-2,3-sialyltransferas a zvySené mRNA
exprese  o-2,6-sialyltransferasy v tkanich  pacientek
s rakovinou vajeéniku®. Nadorové buitky z ovaria produ-
kuji cytokiny*'*?, které mohou ovlivnit tvorbu sacharidi
jak v nadorovych buiikach, tak v okolnich tkanich**
a mohou také ovlivnit glykosyla¢ni proces v jatrech a zpu-
sobit zménu v glykosylaci sérovych glykoproteinii.

3. Zména koncentrace proteini akutni fize
v krvi pFi zanétu a jejich glykosylace

Zanét je komplexni obranny mechanismus, kdy leu-
kocyty putuji do poskozené tkané zneskodnit zdroj, ktery
zpsobil zranéni tkand". Akutni zandt je limitovana krat-
kodoba odpovéd, obzvlaste béhem infekce, zatimco chro-
nicky zanét je dlouhodoby fenomén, ktery muize vést az
k poskozeni tkan&*’. P¥i akutnim zandtu se v&tsinou vysky-
tuji neutrofilni leukocyty, ale za 1 az 2 dny prevladaji mo-
nocyty®’. Chronicky zanét je spojen s piitomnosti mono-
nukledrnich bunck, jako jsou makrofagy a lymfocyty45.
Cytokiny hraji dileZitou roli pfi odpovédi na zan&t*.

Pti akutni zanétlivé odpovédi se zvySuje koncentrace
proteini akutni faze, jako je C-reaktivni protein, serum
amyloid A, haptoglobin, al-kysely glykoprotein, ol-
antitrypsin, ol-antichymotrypsin a fibrinogen (pozitivni
proteiny akutni faze) nebo se snizuje koncentrace albumi-
nu a transferinu (negativni proteiny akutni faze). Tyto
zmény se vraci k normalu béhem 2 tydna*®. Chronicky
zanét spojeny s rakovinou také navozuje zanétlivou odpo-
véd, ale tyto zmény v koncentraci sérovych proteint trvaji
déle. Cytokiny jsou hlavnimi stimulanty produkce proteini
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Obr. 2. Typické NP HPLC chromatogramy sacharidu z frakce sacharidii obsahujici tfi sialové kyseliny (a tii antény) rozdélené
WAX HPLC z A) kontroly (sérum ze zdravého jedince), a séra pacienti s rakovinou B) vajecniku, C) prsu, D) prostaty, E) pankreasu

a F) oka

akutni faze*. Jsou produkovany béhem zanétlivého proce-
su fadou bunc¢k, nejdulezitéj$im zdrojem jsou makrofagy
a monocyty na zan&tlivych mistech®.

V séru pacientek v pokrocilém stadiu rakoviny vajec-
niku byla identifikovana zména v glykosylaci na haptoglo-
binu, oal-kyselém glykoproteinu, ol-antichymotrypsinu
a oul-antitrypsinu'®.

3.1. Haptoglobin

Haptoglobin ma kapacitu vdzat hemoglobin a je vylu-
govan z jater do plasmy*™*. Po degradaci erytrocytii vaze
volny hemoglobin pfedtim, nez se dostane do ledvin, a tak
je chrani pted poskozenim a zabrafiuje ztraté Zeleza®. Jeho
syntéza je indukovéna prozéanétlivymi cytokiny, jako jsou
IL-6, IL-1 a TNF faktor (tumour necrosis factor)*’. Tento
protein akutni faze ma také bakteriostatické vlastnosti,
inhibuje syntézu prostaglandinu, vyvoj krevnich a lymfa-
tickych tkani® a chrani pred volnymi radikaly’'.

Lidsky haptoglobin je tetramer, sklada se ze dvou o
a dvou P fetézct’®. B fetézec obsahuje étyfi mista pro N-
glykosylaci, viechna mohou byt obsazena™>. P¥iblizng
19 % haptoglobinu B je glykosylovano™. Haptoglobin
obsahuje neutralni komplexni sacharidy se dvéma anténa-
mi, s jednou nebo dvéma sialovymi kyselinami a komplex-
ni sacharidy s tfemi anténami a s dvéma nebo tfemi sialo-
vymi kyselinami*,
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Sacharidové slozeni haptoglobinu se méni v prib&hu
onemocnéni. Expresni hladina haptoglobinu B je v pripadé
rakoviny vajecniku zvySen4, klesa v pribéhu chemoterapie
a odpovida koncentraci CA125 (cit.®). Zvyseny obsah fu-
kosy, sialylovych kyselin a vétveni byl popsan u rakoviny
prsu®’, vajeéniku'®>*Y plic®, pankreasu™, a prostaty®.
Obsah fukosy roste s velikosti nadoru®. Vysoky obsah
sialovych kyselin na haptoglobinu byl nalezen v ptipadé
Crohnovy nemoci™.

3.2. al-Kysely glykoprotein

al-Kysely glykoprotein je protein akutni faze, ktery
je syntetizovan hlavné v hepatocytech, ale byla publikova-
na ijeho syntéza mimo tyto buitky®'. Koncentrace ol-
kyselého glykoproteinu stoupa dvakrat az pétkrat pti odpo-
védi na akutni zanét. Syntéza proteinu a glykosylace ol-
kyselého glykoproteinu jsou nezavisle regulovany®® jak
cytokiny (hlavné IL-1 a IL-6), tak i glukokortikoidy®*®".
al-Kysely glykoprotein moduluje imunitni a zanétlivou
odpovéd®, stimuluje vylucovani cytokini a tak piispiva
k zanétlivé odpovedi. Tento efekt miize byt umocnén mist-
ni produkci al-kyselého glykoproteinu monocyty jako
odpovéd na nékteré tyto cytokiny®. al-Kysely glykopro-
tein ma prospésny efekt na hojeni ran, chrani proti posko-
zeni tkani a UCastni se indukce nespecifické rezistence
proti infekci®.
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al-Kysely glykoprotein je glykosylovany ze 45 %
(cit.”®), u lidského proteinu je navazano p&t N-vazanych
sacharidt’'. Kazdé z N-glykosylovanych mist na ol-
kyselém glykoproteinu mize exprimovat sacharidy, které
mohou mit dv&, tii nebo &tyfi antény®'. ol-Kysely glyko-
protein je negativné nabity (p/ je 2,7-3,2) diky ptitomnosti
siaégvjzch kyselin (12 % z celkového sacharidového sloze-
ni)”.

Pfi zanétu se méni jeho glykosylace, napf. zvySenim
obsahu SLe*. Pii akutnim zanétu relativné roste hladina o
1-kyselého glykoproteinu, ktery obsahuje sacharidy
se dvéma anténami, obsah téchto sacharidi vSak relativné
klesa béhem chronického zanétu, pii tehotenstvi, podavani
estrogenu nebo poskozeni jater'”’?. Zmény v glykosy-
lacich mohou ovlivnit biologické vlastnosti ol1-kyselého
glykoproteinu®. ol-Kysely glykoprotein, ktery obsahuje
vétvené sacharidy, je efektivnéj$i v inhibici rozSifovani
lymfocyti” a desialovany ol-kysely glykoprotein snizuje
hromadéni krevnich desti¢ek’*. Nértst SLe* na sachari-
dech z al-kyselého glykoproteinu indukovany zanétem
reprezentuje mechanismus pro zpétnou inhibici pronikani
granulocytt do zanicenych tkani®'.

3.3. al-Antichymotrypsin

Lidsky ol-antichymotrypsin je protein akutni faze
vyluovany jatry do plasmy, patii do serpinti’> a obsahuje
24 % sacharidd®. Jeho koncentrace se zvySuje vic jak
Ctyfikrat béhem nékolika hodin jako odpovéd na zanétlivy
podnét” a jeho koncentrace je také zvysena pii rakoving’®.
ol-Antichymotrypsin inhibuje chymotrypsinu podobné
proteasy”’, reguluje aktivitu katepsinu G (cit.*®), moduluje
bunééné funkce neutrofili®' a lymfocytt® a inhibuje syn-
tézu faktoru pro aktivaci krevnich destidek®.

al-Antichymotrypsin ma Sest potencialnich N-glyko-
syla¢nich mist, na kterych byly identifikovany sacharidy
se dvéma sialovymi kyselinami a dvéma anténami,
se tfemi sialovymi kyselinami a tfemi anténami, se tfemi
aétyfmi  anténami®. Koncentrace SLe® na ol-anti-
ch}lfgnotrypsinu je zvySena u pacientek s rakovinou vajecni-
ku'®.

3.4. Zvysena koncentrace pozitivnich proteinQ
akutni faze v plasmé

ZvySené mnozstvi SLe* bylo pozorovéano na B-fetézci
haptoglobinu, al-kyselém glykoproteinu a o1-antichymo-
trypsinu'®. SLe* je také exprimovan b&hem zan&tu na
viech téchto glykoproteinech®. Koncova sialova kyselina
a fukosa na SLe* glykoprotein®i inhibuje mnozstvi volné
galaktosy pristupné pro sialoglykoprotein a receptory na
Kupfferovych buitkach® v jatrech a tim mitize prodlouzit
dobu odstranéni téchto glykoproteini z obéhu, vysledkem
je pak jejich zvySena koncentrace v plasmé%. Pritomnost
SLe* na sacharidech z B-fetézce haptoglobinu, al-kyselém
glykoproteinu a ol-antichymotrypsinu pfi rakoving a také
pfi zanétu naznacuje, ze koncentrace téchto proteinti akut-
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ni faze je regulovana. Biologicky vyznam zvysenych kon-
centraci spociva ve zvyseni jejich vlastnosti plisobit proti
apoptoze®’ a zanétu®®. Tyto vlastnosti piisobit proti apopto-
ze mozna napomahaji rakoving€ k metastdzim. Glykosylace
téchto sérovych proteind pochazi z glykosyla¢niho procesu
béhem jejich biosyntézy v jaternich parenchymalnich bu-
kach. V regulaci téchto zmén jsou zapojeny cytokiny pod-
porujici zanét, kortikosteroidy a ristové faktory™ .

4. Glykosylace molekul imunitniho systému

Skoro vSechny kli¢ové molekuly zahrnuté ve vrozené
a adaptivni imunitni odpovédi jsou glykoproteiny.
V humordlnim imunitnim systému jsou glykosylovany
vég%chny imunoglobuliny a vétsina kompenent komplemen-
.

Imunoglobuliny jsou glykoproteiny a hlavni sekrec¢ni
produkty adaptivniho imunitniho systému’"?2. Poskytuji
dlouhodobou obranyschopnost proti cizim antigeniim’.
V lidském organismu se nachdzi pét tfid imunoglobulini:
IgG, IgM, IgA, IgE a IgD; maji podobnou strukturu a skla-
daji se z imunoglobulinovych domén”. Imunoglobuliny se
lisi v lokalizaci a po¢tu mist pro N-vazané glykoproteiny,
které se nachazi na Fc a Fab regionu a sacharidy pfipojené
k imunoglobulintim jsou veliké ptiblizn& 2 kDa (cit.”").

4.1. Snizeny obsah galaktosy a sialovych kyselin na
IgG mé vliv na jeho funkci

Lidsky sérovy imunoglobulin G se sklada ze ctyt
podtiid, které se lisi vjejich sekvencich v y-fetézci
a v disulfidovych mustcich. Nejbéznéjsi sérovy imunoglo-
bulin je IgG, ktery cirkuluje v krvi v koncentraci 10 az
15 mg ml" (cit.”"). Viechny IgG molekuly obsahuji dvé
N-glykosyla¢ni mista, ktera mohou byt rizné glykosylo-
vana’'. Sacharidy napoméhaji udrzet kvartérni strukturu
a stabilitu Fc regionu’**’. Abnormalni glykosylace na imu-
noglobulinech je spojena snemoci a patogenezi, napf.
zvySeny vyskyt forem IgG bez galaktosy pii revmatickém
zanétu .

V séru pacientek srakovinou vajec¢niku je vyrazné
snizena koncentrace galaktosy a sialovych kyselin na IgG
(cit."®). Zvyseny vyskyt sacharidi bez galaktosy na IgG je
zpusoben  snizenou  aktivitou galaktosyltransferasy
v buitkich produkujicich IgG (cit.”®) nebo zvysenou pro-
dukei specifickych podskupin téchto bunék s nizkou ex-
presni hladinou galaktosyltransferas®’. Riizné sacharidy na
IgG mohou ovliviiovat jeho afinitu pro ligandy’***'*". Pii
revmatickém zanétu je zvySend koncentrace formy IgG
obsahujici sacharidy bez galaktosy (IgG-GO) v séru'®
Pokud je koncovy GlcNAc sacharidu na Fc regionu tohoto
typu IgG seskupen na cilovych bunkach, tak mize byt
poznan lektinem vézajicim mannosu (MBL) a vysledkem
je aktivace komplementu”. Kaneko a spol.”® dokazal, e
pritomnost sialovych kyselin na IgG redukuje jeho cytoto-
xicitu k bunkam typu pfirozenych zabijecl (natural killer

rrrrr
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laktosy a sialovych kyselin na IgG u pacientek s rakovinou
vajeniku tak mize zvysit jeho cytotoxicitu a aktivaci
komplementu pies MBL. ZvySeny vyskyt forem IgG bez
galaktosy byl prokdzén v souvislosti s vyvojem nadoru
a metastazi u rakoviny Zaludku a plic'®, ale také pfi chro-
nickych zanétlivych onemocnénich jako jsou napf. revma-
ticky zanét, tuberkuloza nebo zandty stieva’'” a cév'™.
Pokles v mnozstvi sialovych kyselin vazanych na sachari-
dech IgG byl nalezen také pii revmatickém zan&tu'®. Na-
rust v poctu sacharidl bez galaktosy na IgG v séru pacien-
tek s rakovinou vaje¢niku tak miize indikovat zanét.

5. Funkce imunitni odpovédi

Lidsky imunitni systém rozpozna rakovinu jako za-
nétlivy proces a podle toho reaguje. Produkuje proteiny
akutni faze, které také pusobi proti apoptoze. Pti zanétu
toto pomaha obnovit poskozenou tkan, ale rakovinu to
chrani a podporuje rakovinné bujeni, nebot’ rakovinné
butiky povazuje za své poSkozené butiky. Pokud je toto
tvrzeni spravné, tak 1éky proti zanétu by mély mit silny
ucinek v 1éc¢bé rakoviny. A opravdu, nesteroidni 1éky proti
zénétu (NSAID) maji pozitivni efekt jak na prevenci'®,

tak i ochranu pii vyvoji a rozsiteni rakoviny'?’.

6. Zavér

Zmény v glykosylaci hraji dilezitou roli pfi rakovné
vajeCniku, poskytuji jak biomarkery, tak nahled do patoge-
neze rakoviny. Zmény v hladinich glykosyltransferas a/
nebo nukleotidovych donorit vedou k modifikaci jak N-
tak O- vazanych sacharid. Nejvyrazné&jsi zmény na séro-
vych glykoproteinech pacientek s rakovinou vajecniku
jsou zvySeny obsah SLe* a sacharidu se dvéma anténami
bez galaktosy. ZvySeny obsah SLe* byl nalezen na f-
fetézci haptoglobinu, al-kyselém glykoproteinu a ol-
antichymotrypsinu. Koncentrace téchto pozitivnich protei-
nil akutni fize je zvySend pfi akutni zanétlivé odpovédi
amuze byt ovlivnéna zménou v glykosylacich. Pokles
obsahu galaktosy a sialovych kyselin na IgG moduluje
jeho funkci. Tyto fakta naznacuji, Ze rakovina reguluje
urcité drahy rekrutujici proteiny, které podporuji bunéény
rust a metastaze tim, Ze napodobuje zanét. Proto nadory,
co preZiji imunitni odpoveéd’ hostitele, jsou ty, co udélaly
zmeény prispivajici k jejich Sanci na preziti.

Seznam zkratek

CA125 cancer antigen 125 (rakovinny antigen)

GlcNAc-TV  N-acetylglukosaminyltransferasa V

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie

NP HPLC vysokoucinna kapalinovd chromatografie
s normalni fazi

WAX HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie se

slabou vyménou aniontd
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IL interleukin
Le* Lewis a
MBL lektin vazajici mannosu
NSAID nesteroidni 1éky proti zanétu
PSA polysialova kyselina
SLe* sialyl Lewis x
TNF faktor  tumour necrosis factor
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Ovarian cancer is the most lethal of all gynecological
cancers. Although serum biomarker CA125

is routinely

used, there is a need for sensitive and specific complemen-
tary biomarkers. N-glycosylation changes in ovarian can-
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cer serum glycoproteins include a decrease in galactosyla-
tion of IgG and an increase in sialyl Lewis X (SLe*) on
haptoglobin B-chain, al-acid glycoprotein and ol-
antichymotrypsin. These changes are also present in
chronic inflammations but not in malignant melanoma
with low levels of inflammation. Acute phase proteins
carrying increased amounts of SLe* have an increased
half-life. Sialylation of acute phase proteins decreases
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apoptosis favouring survival of cancer cells. Cancer cells
produce inflammatory cytokines which influence glycosy-
lation in liver parenchymal cells. The decreased galactosy-
lation and sialylation of IgG increases cytotoxicity of natu-
ral killer cells and complement activation via mannose-
binding lectin. Altered glycosylation of acute phase pro-
teins and IgG suggests that cancer regulates certain path-
ways favouring survival of cancer cells.
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1. Uvod

Jablka sa zarad’uju do Celade Rosaceae (ruzovité),
podcelade Pomoideae (jablonové) a tvoria samostatny rod
Malus s vac¢sim poctom druhov. Povod dnesnych kultiva-
rov patri botanicky do druhu Malus domestica Borkh. —
jabloni domaca'. Uz od nepamiti je jablko sutastou Pud-
skej stravy. Iked jablone patria medzi ovocné stromy
pestované hlavne v miernom podnebnom péasme a iba vy-
nimocne sa vyskytuju v chladnejsich oblastiach, konzumu-
ju sa takmer na celom svete a to tak v nativnom stave ako
aj vo forme réznych jablénych vyrobkov (Stavy, musty,
destilaty, dzem, ocot).

Z mnohych epidemiologickych s§tadii vyplyva, ze
konzum4cia ovocia ateda aj jablk poméha pri zniZovani
rizika vzniku Sirokej palety chronickych ochoreni, akymi
su napriklad rakovina, kardiovaskularne ochorenia, astma
a cukrovka®’. Konzumécia jablk sa tieZ spaja so znizova-
nim hmotnosti, zlepsenim funkcie plic* a celkového zdra-
votného stavu konzumentov’.

Hlavnymi zlozkami jabik, ktoré su v literatire charak-
terizované ako biologicky vyznamné sekundarne metaboli-
ty zodpovedné za pozitivne U¢inky na l'udské zdravie, st
polyfenolové latky. Tak ako ostatné sekundarne metabolity
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rastlin st i polyfenoly produkované pocas bezného vyvoja
avodozve na stresové podmienky (infekcia, poranenie,
UV Ziarenie, zvySena salinata pody a pritomnost’ tazkych
kovov v prostredi). Ich biosyntetické drahy vychadzaja
z fenylalaninu a tyrozinu.

Polyfenoly st v rastlinaich na trovni pletiv, celular-
nych a subceluldrnych jednotiek nerovnomerne rozmies-
tnené. Zatial’ ¢o nerozpustné polyfenoly (prevazne ligniny)
st suCastami bunkovych stien a tvoria mechanicku oporu
rastlinnej hmoty®, rozpustné fenolové latky su zaélenené
vo vakuolach a $pecialnych plastidoch”™®. V rastlinach tieto
latky pdsobia ako ochrana vo¢i UV Ziareniu ale tiez ako
fytoalexiny, antifeedanty, atraktanty pre opelovacov, pig-
menty a antioxidanty.

2. Polyfenoly jabik

Polyfenolové latky jablk mozno funkéne rozdelit’ do
dvoch velkych skupin, ato skupina fenolovych kyselin
zahfnajlica derivaty kyseliny benzoovej (kyselina galova
a protokatechuova, obr. 1) a derivaty kyseliny Skoricovej
(kyselina kumarova, kavova, ferulova, chlorogénova, ku-
maroylchinénova, obr. 2), a skupina flavonoidov pozosta-
vajuca z flavonolov (kvercetin, izoramnetin a ich glykozi-
dy), flavan-3-olov (katechin, epikatechin, prokyanidiny),
dihydrochalkonov (floretin a jeho glykozidy) a anto-
kyaninov (kyanidin a jeho glykozidy)™’.

HO

oH R=OH, kyselina galova
OH R = H, kyseliny protokatechuova

Obr. 1. Derivaty kyseliny benzoovej vyskytujuce sa v jablkach

R!=H, R*=0H, R*=H, k. kumarova

R'=0H, R*=0H, R*=H, k. kavova

R'=OH, R* = OCHj,, R*=H, k. ferulova

R'=OH, R*=OH, R* = k. chinénova, k. chlorogénova
R'=H,R*=0H,R*= kyselina chinénova, k. kumaroyl-
chinénova

Obr. 2. Derivaty Kyseliny
v jablkach

Skoricovej nachadzajice sa
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2.1. Fenolové kyseliny

Skupina fenolovych kyselin sa deli na zaklade ich
chemickej Struktiry na derivaty kyseliny benzoovej
a derivaty kyseliny skoricovej. Derivaty kyseliny benzoo-
vej sa v rastlinach vyskytuji len vel'mi zriedkavo. Vynim-
kou je ovocie a niektoré druhy zeleniny (Cierna red’kovka,
cibul’a). V tychto komoditach dosahuje koncentracia deri-
vatov kyseliny benzoovej az niekolko desiatok miligra-
mov na kilogram nativnej rastlinnej hmoty'®. V prirode st
pritomné prevazne viazané so sacharidmi alebo organicky-
mi kyselinami. V jablkach sa nachadzaju hlavne dva deri-
vaty kyseliny benzoovej, ato kyselina protokatechuova
a kyseliny galova vyskytujica sa vo forme hydrolyzova-
telnych taninov (galotaniny a elagitaniny). Biologické
vlastnosti tychto latok nie st sice doposial dostatocne
preskimané'®, no napriek tomu uz boli publikované
antioxidaéné'', protizapalové i¢inky galotaninu inhibiciou
expresie chymikinov acytokinov na molekulovej
i molekuldrno-biologickej urovni'*", antikancerogénne'*
a hypolipidemické ucinky inhibiciou skvalénovej drahy
v mieste syntézy farnezylu'.

Derivaty kyseliny skoricovej sa CastejSie vyskytuju
ako derivaty kyseliny benzoovej. V nativnom rastlinnom
materidly sa len vynimo¢ne nach4dzaji vo volnej forme,
zvdcSa su naviazané na sacharidovu Cast’ alebo esterovo
viazané s kyselinou chinovou, Sikimovou a tartarovou. Ich
uvolnenie zo spominanych foriem nastdva pocas mraze-
nia, sterilizacie alebo fermentacie daného rastlinného ma-
terialu. Jablka spolu s cucoriedkami, slivkami a CereSiiami
patria medzi ovocie s najvysSimi koncentraciami derivatov
kyseliny Skoricovej, medzi ktoré zarad’'ujeme hlavne kyse-
linu kumarovt, ferulova, kumaroylchinonovi, kéavovu
a kyselinu chlorogénovu, ktorej koncentracia v jablkach sa
pohybuje v rozsahu 0,5-2gkg' nativnej hmoty'.
Z biologickych ucinkov derivatom kyseliny Skoricovej je
asi najzndmejsia protinadorova aktivita'®. Okrem nej je
znamy tiez imunosupresivny G&inok'’, inhibi¢na aktivita
voci skupine enzymov trypsinovej rodiny (prikladom mo-
ze byt trypsin sposobujici pankreatitidu), trombinu, plaz-
minu, hemokoagulacnych faktorov (pri poruchach koagu-
lacie a fibrinolyzy), faktorom komplementu (pri autoimin-
nych ochoreniach) a dokonca voci niektorym derivatom
schopnym zasahovat’ do hormonalnych procesov prostred-

nictvom interakcie s prisluinymi receptormi'®.

2.2. Flavonoidy

V sucasnosti je znamych viac ako 6400 roznych fla-
vonoidov vyskytujucich sa v rastlinnej ri§i'®. Ich zakladna
Struktaru tvori flavanové jadro alebo 2-fenyl-benzo-y-
-pyran (obr. 3). Tato Struktira je charakteristicka pre 3-de-
oxyflavonoidy (flavony, flavandny, izoflavony a neoflavo-
ny) a 3-hydroxyflavonoidy (flavonoly, antokyaniny, fla-
van-3,4-dioly a flavan-3-oly). Flavonoidy sa najCastejSie
vyskytuju vo forme glykozidov, nakolko tito forma im
umoziuje vysSiu rozpustnost' v beznych fyziologickych
podmienkach rastlinnej bunky a zaroveii znizuje ich reak-
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Obr. 3. Zakladna $truktira flavonoidov — flavanové jadro

tivitu a zabezpeduje lepsiu stabilitu'®. Naviac, ako uvadza-
ju Van Buren a spol.?!, glykozidy flavonoidov nie st sub-
stratom pre polyfenoloxidazu a teda nepodliehaju tzv. en-
zymovému hnednutiu, nakol’ko bolo zistené, Ze cukorna
zlozka naviazana na flavonoidovy skelet stéricky prekaza
tomuto enzymu. Glykozidovou castou flavonoidov byva
obvykle glukoza, galaktéza, ramndza, xyloza a arabi-
noza'’.

Flavonoly st pritomné priblizne v 80 % vyssich rast-
lin. Ked’Ze ich biosyntéza je stimulovand svetlom, nacha-
dzaju sa vo vonkajSich obalovych pletivach. Sfarbenie
flavonolov (vratane glykozidov) sa pohybuje od slonovi-
novej az po z1td*. V jablkach st flavonoly zastupené hlav-
ne kvercetinom a izoramnetinom (3’-O-metyl derivét kver-
cetinu) (obr. 4). V ovoci sa Casto ten isty flavonol vyskytu-
je viazany na rozne sacharidy a Casto vytvara paletu 5 az
10 roznych glykozidov'®. Vhodnym prikladom tohto tvrde-
nia st ijablka, Alonso-Salces aspol.” zistili, ze vzorka
testovanych jablk obsahovala Sest rdznych glykozidov
kvercetinu a Sest’ roznych glykozidov izoramnetinu. Kver-
cetin a izoramnetin vykazuju antioxidacntl, protirakovino-
vi, protizapalovi® a antimikrobialnu aktivitu dokazanu
in vitro ako aj in vivo. Okrem toho je znama ich inhibi¢na
aktivita vo¢i Specifickym enzymom: cyklooxygenazy-1
(COX-1), cyklooxygenazy-2 (COX-2)*, aromatazy, ade-
nylat cykldzy, topoizomerazy, NO syntetazy (NOS-II),
protein kinazy a kalmodulinu, ktoré su oznacované ako
efektory zapalovych a nadorovych ochoreni’>*®. Okrem

R'=OH, R?* = H, kvercetin

R' = OH, R? = galaktéza, kvercetin-3-O-galaktozid

R' = OH, R? = glukéza, kvercetin-3-O-glukozid

R! = OH, R? = ramn6za, kvercetin-3-O-ramnozid

R'=OCHj3, R? = H, izoramnetin

R' = OCHj3, R? = glukéza, izoramnetin-3-O-glukozid

R!'=0CH;, R*= ramnoglukdza, izoramnetin-3-O-ramnoglukozid

Obr. 4. Flavonoly vyskytujiice sa v jablku



Chem. Listy 103, 394-400 (2009)

OH

!OH
O
H

HO
L
R2

OH

R'=H, R? = OH, katechin
R'=0H, R’=H, epikatechin

Obr. 5. Flavan-3-oly nachadzajtce sa v jablkach

toho vykazuju iinhibi¢nu G¢innost’ vo¢i HIV integrazy,
reverznej transkriptazy, HIV proteindzy”’.

Kvercetin posobi tiez ako inhibitor oxidacie LDL
(low density lipoprotein) in vitro, pri imunologickych od-
povediach rozneho typu a spolu s ostatnymi flavonoidmi je
Gginny proti Sirokému spektru civilizadnych ochoreni®.
Interakcie kvercetinu s DNA sa predpokladaji prostrednic-
tvom hydrofobnej Gasti jeho molekuly?.

Flavan-3-oly sa vyskytuji vo volI'nej (katechiny) ale-
bo polymerénej forme (proantokyanidiny) (obr. 5). Vyraz-
nym znakom tejto skupiny flavonoidov je to, ze netvoria
glykozidy. Katechiny sa nachadzaji v réznych druhoch
ovocia'®. V jablkach sa ich koncentracia pohybuje od 2,6
do 9,6 mg g susiny®. Vyskytuju sa tu prevazne epiméry
katechin a epikatechin. Ich funkcia je pravdepodobne na-
smerovand na ochranu rastliny, pretoze, ako uvadzaji Bais
a spol.”’, katechin i epikatechin vykazuji antioxidacni® ™,
antibakterialnu a antivirusovi aktivitu’***. Vo farmaceutic-
kom vyskume bola zistend ich antialergicka®,
protinadorova®’**, hepato- a gastroprotektivna®®*’ a anti-
koagulagnu aktivita®’. V kontraste s glykozylovanymi fla-
vonolmi su flavan-3-oly velmi dobrym substratom pre
polyfenoloxidazu.

Prokyanidiny (taniny) predstavuju dimérne, oligomér-
ne a polymérne Struktiry katechinovych jednotiek pospa-
janych C4 a C8 (pripadne C6) vizbami'® (obr. 6). Znama
je tvorba esterov s kyselinou galovou*'. V jablé¢nom muste
sa stupen polymerizacie tychto latok pohybuje od 4 do 11

Obr. 6. Prokyanidin B2 — predstavitel’ dimérnych katechino-
vych Struktir spojenych C4-C8 vizbou
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R =H, floretin
R = glukoza, floridzin
R = xyloglukdza, floretin-2’-O-xyloglukozid

Obr. 7. Dihydrochalkony vyskytujice sa v jablkach

jednotiek. Taniny vdaka schopnosti tvorit’ komplexné
zliCeniny s proteinmi nachadzajucimi sa v slinach su zod-
povedné za horkastil chut’ jabik a jablénych tiav'®*. Vy-
kazuji predovsetkym antioxida¢na aktivitu a schopnost’
vychytavat’ reaktivne formy kyslika a dusika. Su tiez zna-
me ich imunomodulaéné funkcie*'*.

Floretin je dihydrochalkon, ktory sa vylucne vyskytu-
je v jablkéch, a to prevazne vo forme glukozidu, presnejsie
5-O-glukozidu floretinu (floridzin) (obr. 7). Floridzin je
pritomny predovSetkym v semendch, stonkéch, listoch
alen v minimalnych mnozstvach v Supke ¢i duZzine. Naj-
CastejSie popisovany biologicky ucinok floridzinu je inhi-
bicia sorbcie glukozy v intestindlnom trakte prostrednic-
tvom kotransportéru 1-D-glukoézy (SGLT1). Této vlastnost’
klasifikuje floridzin ako antidiabetické cinidlo. Floretin
tiez inhibuje protein GLUT?2 zabezpecujuci I'ahsi transport
glukézy nachadzajiici sa na bazolaterdlnom retazci
enterocytov*'. Cowan*’ popisuje floretin ako antimikro-
bidlnu latku so Sirokym spektrom ucinnosti, zatial o
Ehrenkranz a spol.*® ho oznagili za fungicidnu zlageninu.

Antokyaniny (obr. 8) dodavaju rastlinam ich charak-
teristické sfarbenie (ruzové, oranzové, Cervené, modré,
fialové). Nachadzaju sa rozpustené vo vakuolach epider-
malnych asubepiderdlnych buniek kvetov a plodov
anickedy aj vo sférickych vackoch nazyvanych
antokyanoplasty®. Antokyaniny sa vyskytujii v rovnovéhe
Styroch molekularnych foriem: ¢erveny flavilinovy kation,
bezfarebna pseudobaza, bezfarebny chalkon a modra chi-

R =H, kyanidin
R = galakto6za, kyanidin-3-galaktozid

Obr. 8. Antokyaniny nachadzajice sa v jablku



Chem. Listy 103, 394-400 (2009)

noidnéa béza. Ich farba je silne zavisla na pH*’. Vo forme
aglykonov st vysoko nestabilné, a preto sa najCastejSie
vyskytuju v glykozidovej forme (glukéza v polohe 3),
pripadne stabilizované esterovou vézbou s roznymi alifa-
tickymi (kyselina citronova a jablénd) ¢i aromatickymi
kyselinami (derivaty kyseliny Skoricovej a benzoovej), ¢im
vzrasta ich tolerancia k svetlu, pH a podmienkam oxidac-
ného stresu. Jednou z d’'alSich moznosti stabilizacie anto-
kyaninov je tvorba komplexov sinymi flavonoidmi
(kopigmentacia). V l'udskej strave sa nachadzaji v ovoci
a zelenine prevazne v Supkach alen ojedinele v duzine
(CereSne a jahody). V jablkdch sa vyskytuje kyanidin
v koncentrécii priblizne 2—4 g kg™' nativnej hmoty'’. Bio-
logické aktivity antokyanidinov st publikované vel'mi
Siroko, z velkého mnozstva publikovanych prac mozno
spomenut’ antioxidatné uginky®, protinadorové ucinky®
ako aj gastroprotektivne, anticelurativne u&inky™’.

3. Metody izolacie polyfenolov

Rastlinny material je tak fyzikalne ako aj latkovo
heterogénna surovina vyznacujlica sa roznorodostou bun-
kovej struktiry. Z hl'adiska extrakcie je mozné delit’ rast-
linny material na dve Casti: (i) stavebny material (skelet
bunky) a (i) fytochemikalie vyskytujice sa v bunkach ako
aj v medzibunkovom priestore”'.

Extrakciu fenolovych latok zrastlinného materidlu

mozu vyrazne ovplyviiovat”:
fyzikalno-chemické vlastnosti, kde je moZné vykonat’
predikciu na zéklade poznania chemickej Struktary
ziadaného fenolu,
sposob predupravy materialu (susenie, mrazenie, ho-
mogenizicia) ma vplyv na zloZenie, stabilitu extraho-
vanych latok a rychlost prenosu hmoty pri
extrakeii®*?,
vol'ba extrak¢nej metody je vyznamna hlavne vzhl'a-
dom k vytaZnosti aniroCnosti néslednej izolécie
a purifikacie polyfenolov™**.
KedZe fenolové latky vramci jednotlivych tried
i v ramci celej skupiny maju zabudované vo svojom skele-
te podobné chemické Struktiry, je mozné predpokladat’, ze
extrakty rastlinného materidlu buda vzdy zmesou réznych
tried fenolovych latok, ktoré st rozpustné za danych pod-
mienok. Preto sa pri izolacii fytochemikalii ¢asto vSeobec-
ne zarad'uju kroky sliziace na odstranenie nezelanych
fenolovych latok a tiez nefenolovych zlucenin vystupuji-
cich ako necistoty vo vyslednom extrakte (napriklad vos-
ky, tuky, terpény a chlorofyly)™.

3.1. Uprava vstupnej suroviny

Na ziskanie maximalnych vytazkov extrakcie je
vhodné pred extrakciou dany rastlinny material vhodne
uskladnit’ a upravit. Mrazenie a lyofilizacia vzorky sa voli
hlavne v pripadoch, ak izolované latky mézu podliehat’
neziaducim enzymatickym reakciam v samotnom rastlin-
nom materidly pripadne prostrednictvom mikrobidlnej
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kontaminacie. Inou moznostou uchovania extrakéného
materidlu pred rozkladom je suSenie, ktoré vSak v urcitych
pripadoch znizuje vytaznost’ extrakcie (napriklad katechi-
nov) a naviac je tu moznost’ tepelného rozkladu Ziadanych
zlagenin®'.

Predextrakénd Uprava vzorky predstavuje odstranenie
bariér  braniacich  difazii  extrahovanych  latok.
V rastlinnych pletivach su to hlavne membranové utvary
a medzibunkova pojivova hmota (extracelularny matrix).
Na ul'ahCenie difuznych procesov pri extrakcii sa Casto
vyuZziva homogenizicia rastlinného materialu®™. Vo vie-
obecnosti pozname dva typy homogenizacie a to fyzikalnu
a chemicku homogenizaciu.

Medzi fyzikdlne homogenizacné metédy mozeme
zaradit' mechanické rozdrobenie vzorky (na rozne velké
vysledné Castice), susenie a zmrazovanie. Susenim sa na-
rusuji membranové Utvary a vznikaju v nich otvory, cez
ktoré mozu intracelularne latky TahSie prechadzat
do extraktu. Zmrazovanie okrem toho, Ze je vyhodnou
moznostou uchovania rastlinného materidlu, patri medzi
homogenizacné postupy, pretoze pri zniZeni teploty pod
bod tuhnutia vody sa v bunkach rastlinného materialu vy-
tvaraju kryStaly ladu naruSujlce integritu buniek, ¢im sa
po rozmrazeni ulah&i extrakény proces™.

Hlavnou chemickou homogeniza¢nou metdédou pred-
upravy vzorky je extrakcia rastlinného materidlu lipofil-
nym rozpuStadlom. Pouziva sa hlavne pri vzorkidch
s vysokym obsahom lipidovych zlucenin. Ked'Zze enzymy
st zarad’ované medzi katalyzatory chemickych reakcii, je
mozné do tejto skupiny zatriedit enzymova hydrolyzu
bunkovych stien. Na tento ucel sa pouZivaji hlavne pekti-
nazy a celulazy, ktoré rozrusuju pektiny a celulozu ako
hlavné stavebné kamene bunkovych stien a medzi-
bunkovej pojivovej hmoty rastlinnych pletiv.

Uvedené kroky predupravy vzorky moZno vzijomne
kombinovat’ a menit' podmienky, pri ktorych jednotlivé
procesy prebichaju (napriklad pri suSeni teplota a doba
susenia). V literatare sa zvdc¢Sa pouzivaji suSenie a nasled-
na mechanickd homogenizicia alebo uz autori priamo
vychadzajt zo suseného materialu vo forme prasku’®.

3.2. Vol'ba extrakénej metody

Extrak¢énd metoda zahina niekol’ko parametrov vyraz-
ne vplyvajucich na kvantitativnu a kvalitativau kompozi-
ciu extraktov. Medzi najdolezitejSie parametre extra-
kénych metdd patria — vol'ba extrakéného ¢inidla, pH pro-
stredia, teplota extrakcie, pomer mnozstva materialu
k mnozstvu extrakéného cinidla, pocet stupiiov a doba
extrakcie.

Volba extrakéného cinidla zavisi na rozpustnosti ex-
trahovanej zlozky’'. Rozpustnost fenolovych latok
v danom rozpustadle je wurCovand jej fyzikalno-
chemickymi vlastnostami, stupfiom glykozylacie fenolo-
vych latok alebo ich pritomnost'ou vo forme Na soli reak-
ciou s polarnymi bazami sa zvySuje ich rozpustnost’
v polarnych rozpustadlach. Menej polarne aglykony, aky-
mi st izoflavony, flavanodny, a vysSie metoxylované flavo-
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ny a flavonoly, su rozpustnejsie v nepolarnych rozpust'ad-
lach. Preto neexistuje univerzalny postup na izolaciu vSet-
kych polyfenolov, pripadne Specificky jednej triedy tychto
latok z rastlinného materialu®®.

Pri ziskavani polyfenolov sa Casto pouziva extrakcia
vodou (pH 1,5-10), metanolom®’, etanolom™ a acetonom™
s naslednou extrakciou lipofilnymi organickymi rozpus-
tadlami (n-hexan, benzén, chloroform, etylacetat, dietylé-
ter) volenymi na zéklade fyzikalnych vlastnosti ziadanych
fenolovych latok'*’. Menej sa pouzivaji propanol, n-
butanol a dimetylformamid® pripadne dichlérmetan®'.
Zname su iextrakéné Cinidld tvorené vodnym roztokom
metanolu®, etanolu®, acetonu® a izopropanolu® a kombi-
néaciou spominanych rozpustadiel®.

Hodnota pH prostredia extrakcie je vyznamna hlavne
vo vizbe narozpustnost cielovych zlucenin pri danom
pH. Je vo vSeobecnosti zname, ze pri pH priblizne 10 sa
vyskytuje vicsina organickych kyselin vo forme soli, pri
pH 2 je vo forme soli védc¢Sina organickych baz, ktoré su vo
vodnom prostredi vysoko rozpustné a naopak nedostupné
pre organické rozpust'adlo.

Teplota extrakcie vyznamne ovplyviluje vysledny
extrakt. Vy$Sie teploty umoziuju zvysit’ permeabilitu bun-
kovych stien, difizny koeficient a rozpustnost’ extrahova-
nych latok, ale tiez skratit’ dobu extrakcie a znizit’ viskozi-
tu systému. Avsak teploty prili§ vysoké moézu sposobit
rozklad Ziadanych latok'*”* pripadne zvySovat rychlost
neziaducich reakcii (oxidacné reakcie pri izolécii polyfe-
nolov), ktoré sa daji Ciastocne tlmit’ pridavkom Specific-
kych latok (napriklad butylhydroxytoluén — BHT). V praci
Graziani aspol.”’” sa extrahovali polyfenolové latky
z vymrazenych jabik s 1% metanolovym roztokom BHT.

Pomer mnoZstva materidlu k mnoZzstvu vyluhu sa voli
na zaklade sorpcnej schopnosti tuhej fazy a rozpustnosti
extrahovanych latok’'. Je velmi délezité zvolit' spravny
pomer, nakol’ko prili§ nizky pomer sposobuje nedostatoc-
né vycerpanie suroviny a prili§ vysoky pomer mdze zhor-
Sit” d’alsiu pracu s extraktom, nakol’ko sa do extraktu méze
extrahovat' vicSie mnozstvo balastnych latok. V studii
Shahidi a Naczk® sa zistilo, Ze pri extrakcii kanoly so 70%
acetonom zmena pomeru medzi navazkom rastlinného
materialu a extrakénym c¢inidlom z 1:5 na 1:10 zvysilo
vytaznost’ extrakcie kondenzovanych taninov z 257,3 mg
na 321,3mg/100 g suroviny a celkovych polyfenolov
z 773,5 mg na 805,8 mg/100 g suroviny.

S poctom extrakénych stupiiov stiipa vytaznost’ extra-
kcie. To znamend, Ze je efektivnejSie extrahovat’ to isté
mnozstvo materialu Styrikrat s 50 ml ako jedenkrat
s 200 ml rozpustadla. Kvantitativne vytazky su ziskavané
maximélne 3-5 stupfiovou extrakciou. Dalsie extrakcie sa
stavaju neefektivne vzhl'adom na mnozstvo vyextrahova-
nych latok*.

Doba extrakcie sa pohybuje v zavislosti od druhu
a sposobu predipravy rastlinného materialu a rozpustnosti
cielovych zlugenin od 30 sekind aZ po 2 tyzdne®.

Izola¢né postupy ziskavania polyfenolovych latok
jablk st v stilade s uvedenymi extrak&nymi postupmi apli-
kovatelnymi na iné rastlinné materialy® ",
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4. Zaver

Z uvedeného je zjavné, Ze polyfenolové latky jablk
vykazuju Sirokt paletu biologickych uc€inkov. Tieto latky
je mozné ziskat’ roznymi izola¢nymi postupmi, a to tak zo
zrelych a nezrelych jablk, ako aj z odpadu po spracovani
jabik vznikajiceho pri vyrobe jablkovych §tiav a koncen-
tratov obsahujiceho relativne velké zostatkové mnoZstvo
polyfenolovych latok (floridzin, kyselina chlorogénova,
epikatechin a glykozidy kvercetinu). Pripravené preparaty
je mozné vyuzit' tak v potravinarskom priemysel vo forme
aditivnych prisad do potravin na stabilizaciu a zlepSenie
senzorickych vlastnosti potravin, ako aj vo farmaceutic-
kom priemysle ako prirodné preparaty pouZzite'né na liece-
nie niektorych civiliza¢nych ochoreni, alebo na preventiv-
no-lekarske ucely.

LITERATURA

1. Cifrani¢ P., Hnidzik F., Hricovsky I., Zupnik M.: Po-
moldgia. Priroda, Bratislava 1978.

2. Aprikian O., Duclos V., Guyot S., Besson C., Manach
C., Bernalier A., Morand C., Rémésy C., Demigné C.:
J. Nutr. 733, 1860 (2003).

3. Shoji T., Akazome Y., Kanda T., Ikeda M.: Food
Chem. Toxicol. 42, 959 (2004).

4. Shaheen S. O., Sterne J. A. C., Thompson R. L., Son-
ghurst C. E., Margetts B. M., Burney P. G. J.: Am. J.
Respir. Critical Care Medicine /64, 1823 (2001).

5. BoyerJ., Liu R. H.: Nutr. J. 3, 1 (2004).

6. Hikkinen S.: Dissertation. University of Kuopio, Ku-
opio 2000.

7. Beckman C. H.: Physiol. Mol. Plant Pathol. 57, 101
(2000).

8. Harborne J. B.: The Flavonoids. Chapman and Hall,
London 1994.

9. Alonso-Salces R. M., Ndjoko K., Queiroz E. F., Toset
J. R., Hostettmann K., Berrueta L. A., Gallo B., Vi-
cente F.: J. Chromatogr., A 1046, 89 (2004).

10. Manach C., Scalbert A., Morand C., Rémésy C, Jimé-
nez L.: Am. J. Clin. Nutr. 79, 727 (2004).

11. Wei T., Sun H., Zhao X., Hou J., Hou A., Zhao Q.,
Xin W.: Life Sci. 70, 1889 (2002).

12. Erdolyi K., Kiss A., Bakondi E., Bai P., Szabot C.,
Gergely P., Erdddi F., Virag L.: Mol. Pharmacol. 66,
895 (2005).

13. Rapizzi E., Fossati S., Moroni F., Chiarugi A.: Mol.
Pharmacol. 66, 890 (2004).

14. Al-Ayyoubi S., Gali-Muhtasib H.: Mol. Carcinog. 46,
176 (2007).

15. Chen X., Hasuma T., Yano Y., Yoshimata T., Moris-
hima Y., Wang Y., Otani S.: Anticancer Res. /7, 2555
(1997).

16. Akao Y., Maruyama H., Matsumoto K., Ohguchi K.,

Nishizawa K., Sakamoto T., Araki Y., Mishima S.,
Nozawa Y.: Biol. Pharm. Bull. 26, 1057 (2003).
Tsuzurahara K.: Chem. Pharm. Bull. 25, 102 (1977).
Chang H. K., Hsu F. L., Liu I. M., Cheng J. T.: J.

17.
18.



Chem. Listy 103, 394-400 (2009)

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.
41.

42.

43.

Pharm. Pharmacol. 55, 833 (2003).

Shi J., Nawaz H., Pohorly J., Mittal G., Kakuda Y.,
Jiang Y.: Food Rev. Int. 27, 139 (2005).

Erlund IL.: Dissertation, University of Helsinky, Hel-
sinky 2002.

Van Buren J., De Vos L., Pilnik W.: J. Agric. Food
Chem. 24, 448 (1976).

Harborne J. B.: Comparative Biochemistry of The
Flavonoids. Academic Press, London 1967.

Boyer J., Brown D., Liu R. H.: Nutr. J. /7, 1 (2005).
Mutoh M., Takahashi M., Fukuda K., Matsushima-
Hibiya Y., Mutoh H., Sugimura T., Wakabayashi K.:
Carcinogenesis 21, 959 (2000).

Formica J. V., Regelson W.: Chem. Toxicol. 33, 1061
(1995).

Mamani-Matsuda M., Rambert J., Malvy D., Lejoly-
Boisseau H., Daulouéde S., Thiolat D., Coves S., Co-
urtois P., Vincendeau P., Mossalayi M. D.: Antimic-
rob. Agents Chemother. 48, 924 (2004).

Middleton E. Jr., Kandaswami C., Theoharis T. C.:
Pharmacol. Rev. 52, 673 (2000).

Mendoza-Wilson A. M., Glossman-Mitnik D.: J.
Mol. Struct. (Theochem) 681, 71 (2004).

Schieber A., Hilt P., Streker P., Endress H. U., Ren-
tschler C., Carle R.: Innovative Food Sci. Emerging
Technol. 4, 99 (2003).

Bais H. P., Walker T. S., Stermitz F. R., Hufbauer R.
A., Vivanco J. M.: Plant Physiol. /28, 1173 (2002).
Rossetto M., Vanzani P., Mattivi F., Lunelli M., Scar-
pa M., Rigo A.: Arch. Biochem. Biophys. 408, 239
(2002).

Pedrielli P., Skibsted L. H.: J. Agric. Food Chem. 50,
7138 (2002).

Singh D., Chander V., Chopra K.: Pharmacol. Rep.
57,70 (2005).

Hisano M., Yamaguchi K., Inoue Y., Ikeda Y., Iijima
M., Adachi M., Shimamura T.: Arch. Dermatol.
Res. 295, 183 (2003).

Mantani N., Imanishi N., Kawamata H., Terasawa K.,
Ochiai H.: Planta Med. 67, 240 (2001).

Shiozaki T., Sugiyama K., Nakazato K., Takeo T.:
Yakugaku Zasshi /717, 448 (1997).

Conte A., Pellegrini S., Tagliazucchi D.: Drugs Exp.
Clin. Res. 29, 243 (2003).

Fan X. J.: Zhonghua Zhong Liu Za Zhi 74, 190
(1992).

Perrissoud D., Maignan M. F., Dumont J. M.: Liver 5,
55 (1985).

He Y. S.: Zhong Xi Yi Jie He Za Zhi 2, 15 (1982).
Hammerstone J. F., Lazarus S. A., Schmitz H. H.: J.
Nutr. 730, 2086 (2000).

Vidal S., Francis L., Guyot S., Marnet N., Kwiatkow-
ski M., Gawel R., Cheynier V., Waters E. J.: J. Sci.
Food Agric. 83, 564 (2003).

Akiyama H., Sato Y., Watanbe T., Nagaoka M. H.,
Yoshioka Y., Shoji T., Kanda T., Yamada K., Totsuka
M., Teshima R., Sawada J., Goda Y., Maitani T.: Fe-
deration Eur. Biochem. Soc. 579, 4485 (2005).

399

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.
54.
55.

56.
57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

Referat

Crespy V., Aprikian O., Morand Ch., Besson C., Ma-
nach C., Demigné C., Rémésy C.: Nutriet Metabolism
— Res. Commun. 2001, 3227.

Cowan M. M.: Clin. Microbiol. Rev. 12, 564 (1999).
Ehrenkranz J. R. L., Lewis N. G., Kahn C. R., Roth J.
Diabetes Metab. Res. Rev. 217, 31 (2005).

Clifford M. N.: J. Sci. Food Agric. 80, 1063 (2000).
Afaq F., Syed D. N., Malik A., Hadi N., Sarfaraz S.,
Kweon M. H., Khan N., Zaid M. A., Mukhtar H.: J.
Invest. Dermatol. 127, 222 (2007).

Lin X.X., Zhu S.M.: Zhongguo Zhong Yao Za Zhi 30,
1147 (2005).

Magistretti M. J., Conti M., Cristoni A.: Arzneimittel-
forschung 38, 686 (1988).

Hanika J.: Specidini separacni procesy. VSCHT, Pra-
ha 1999.

Santos-Buelga C., Williamson G.: Methods in Poly-
phenol Analysis. Royal Society of Chemistry, Cam-
bridge 2003.

Yrjonen T.: Dissertation. University of Helsinki, Hel-
sinki 2004.

Peng J., Fan G., Chai Y., Wu Y.: J. Chromatogr., A
1102, 44 (2006).

Robbins R. J.: J. Agric. Food Chem. 517, 2866 (2003).
Robards K., Antolovich M.: Analyst 772, 11 (1997).
Delaporte R. H., Sarragiotto M. H., Takemura O. S.,
Sanchez G. M., Filho B. P. D., Nakamura C. V.: J.
Ethnopharmacol. 95, 229 (2004).

Ponce M. A., Scervino J. M., Erra-Balsells R.,
Ocampo J. A., Godeas A. M.: Phytochemistry 635,
1925 (2004).

Martini N. D., Katerere D. R. P., Eloff J. N.: J. Et-
hnopharmacol. 93, 207 (2004).

Naczk M., Shahidi F.: J. Chromatogr., A 1054, 95
(2004).

Mendoza L., Wilkens M., Urztia A.: J. Ethnopharma-
col. 58, 85 (1997).

Nitta T., Arai T., Takamatsu H., Inatomi Y., Murata
H., linuma M., Tanaka T., Ito T., Asai F., Ibrahim I.,
Nakanishi T., Watabe K.: J. Health Sci. 48, 273
(2002).

Pessini G. L., Filho B. P. D., Nakamura C. V., Cortez
D. A. G.: Mem. Inst. Oswaldo Cruz 98, 1115 (2003).
Rauha J. P.: Dissertation. University of Helsinki, Hel-
sinki 2001.

Kim K. H., Lee K. W., Kim D. Y., Park H. H., Kwon
I. B., Lee H. J.: Bioresour. Technol. 96, 1709 (2005).
Molnar-Perl 1., Fiizfai Z.: J. Chromatogr., A 1073, 201
(2005).

Graziani G., D"Argenio G., Tuccillo C., Loguercio C.,
Ritieni A., Morisco F., Del Vecchio Blanco C., Fog-
liano V., Romano M.: Gut 54, 193 (2005).

Naczk M., Shahidi F., Sullivan A.: Food Chem. 45, 51
(1992).

Alonso-Salces R. M., Korta E., Barranco A., Berrueta
L. A, Gallo B., Vicente F.: J. Chromatogr., A 933, 37
(2001).

Guyot S., Marnet N., Laraba D., Sanoner P., Drilleau



Chem. Listy 103, 394-400 (2009)

71.

72.

73.

74.

J. F.: J. Agric. Food Chem. 46, 1698 (1998).

Guyot S., Doco T., Souquet J. M., Moutounet M.,
Drilleau J. F.: Phytochemistry 44, 351 (1997).
Lachman J., Hamouz K., Cepl J., Pivec V., Sulc M.,
Dvortak P.: Chem. Listy 100, 522 (2006).
Cvengroschova M., Smogrovi¢ova D.: Chem. Listy
101, 287 (2007).

Sulc M., Lachman J., Hamouz K., Orsdk M., Dvorak
P., Horackova V.: Chem. Listy 101, 584 (2007).

400

Referat

M. Ondrejovi¢®, T. Maliar*®, L. Polivka®,
and S. Silhar” (“ Department of Biotechnologies, Faculty
of Natural Sciences, University of St. Cyril and Methodius,
Trnava, Slovak Republic, b Food Research Institute, Bio-
centre, Modra, Slovak Republic): Apple Polyphenols

The short review is focused on apple polyphenols —
their classification, biological activities and methods of
isolation. The polyphenols are classified according to their
chemical structure. Specific isolation methods for selected
compounds are given.



Chem. Listy 103, 401-406 (2009)

Laboratorni pfistroje a postupy

LABORATORNI PRISTROJE A POSTUPY

VLIV PRITOMNOSTI NiZKO-
MOLEKULARNICH ORGANICKYCH
KYSELIN NA STANOVENI KADMIA
TECHNIKOU DIFUZNIHO GRADIENTU
V TENKEM FILMU

JANA JAKLOVA DYTRTOVA®, MICHAL
JAKL?, DANA KOLIHOVA®, DANIELA
MIHOLOVA® a PAVEL TLUSTO$?

“ Katedra agroenvironmentdlni chemie a vyZivy rostlin,
b Katedra chemie, Fakulta agrobiologie, potravinovych
a prirodnich zdrojii, Ceskd zemédélska univerzita v Praze,
Kamycka 129, 165 21 Praha - Suchdol

dytrtova@af.czu.cz

Doslo 12.11.07, ptepracovano 1.10.08, pfijato 6.11.08.

Klicova slova: DGT, kyselina stavelova, kyselina octova,
kyselina citronova, difuzni tok

Uvod

Technika difuzniho gradientu v tenkém filmu
(Diffusive Gradient in Thin Films; DGT) je pomérné no-
vou separacni technikou, ktera byla vyvinuta v roce 1993
(cit.") pro potieby sledovani obsahu t&zkych kovii (TK) ve
vodach. Moznosti jejiho vyuziti jsou i ve stanoveni biopfi-
stupné (labilni) frakce kovi v sedimentech?, pfldélch}5
a v padnim roztoku®.

Technika DGT je zalozena na Fickovych zdkonech
difuze, kdy mnozstvi sorbovaného kovu na iontoménicovy
(sorp¢ni) gel primo zavisi na dobé expozice (¢), plose (4)
atloust’ce vrstvy (8). Smérnici této zavislosti je difuzni
koeficient (D), ktery zavisi na teploté€ a je charakteristicky
pro kazdou latku. Nékdy se také pro charakterizaci difuze
latek pouziva veli¢ina difuzni tok (F) (cit.”), vyjadiujici
koncentra¢ni gradient sledovaného elementu.

Difuze kovu gelem a mnozstvi TK zachyceného na
sorpéni gel zavisi nejen na celkové koncentraci TK
v matrici (vodé, pud€, sedimentech, nebo pidnim roztoku),
ale také na sile jeho vazby na jednotlivé komponenty mat-
rice®. Riizng slozitd matrice se stejnou celkovou koncentra-
ci TK muze tedy obsahovat rizna mnozstvi labilnich fo-
rem TK.

Vyznamnou soucasti pidni matrice a soucasné vy-
znamnymi ligandy TK jsou nizkomolekuldrni organické
kyseliny (low molecular weight organic acids, LMWOA)’.

401

LMWOA tvoii s TK vice ¢i méné stabilni komplexy, které
hraji vyznamnou roli v pijmu TK rostlinou'.
Z nizkomolekularnich organickych kyselin se v puadé
(a v pidnim roztoku) nejcastéji vyskytuji kyseliny $tavelo-
va, citronova, jablecnd, vinna a octova'l.

Tato prace je zaméfena na charakterizaci vlivu vybra-
nych LMWOA (kyseliny octové, §tavelové a citronové) na
difuzi kadmia v modelovych roztocich s pouZitim techniky
DGT.

Experimentalni ¢ast

Modelové roztoky kadmia byly pfipraveny postup-
nym fedénim kalibra¢niho roztoku s certifikovanou kon-
centraci Cd (Analytika, CR) a zkalibraénich roztokd
s certifikovanou koncentraci kyseliny $tavelové, citronové
a octové (Merck, CR) v rozmezi jejich koncentraci b&zné
se vyskytujicich v kontaminovaném ptdnim roztoku, tj. 1
az 10 pg L™ (cit."?, viz tabulka I). Tontova sila modelovych
roztokt byla upravena 0,1 mmol L™ NaNO; (cit.'*'), ky-
selost modelovych roztokti byla urcena koncentracemi
jednotlivych organickych kyselin a pohybovala se okolo
hodnoty pH 5,6 £ 0,3, coz je hodnota spadajici do oblasti
pH, ve které je technika DGT spolehlivé aplikovatelna'®.

DGT jednotky (DGT Research, Lancaster, UK) jsou
slozeny z nosné a funkéni ¢asti. Nosnou ¢ast tvoii teflono-
va podlozka (piston) a Cepicka (cap), které¢ drzi vlastni
funkéni ¢asti DGT jednotky (gely a membranu) pohroma-
de¢ a vymezuji tzv. expozi¢ni okno. Funkéni cast se sklada
z difuzniho gelu (polyakrylamid hydrogel; Diffusive Gel
Strip; 0,8 mm) uchovavaného v 0,1 mol L™ NaCl pfi tep-
loté 4 °C, iontoménicového sorpéniho gelu (Chelex Gel
Strip; 0,4 mm) s funkénimi skupinami kyseliny imidoocto-

Tabulka I
Schéma oznaceni a koncentrace modelovych roztoka
Oznageni  Cd OA® CA® AAC
roztoku [nmol L’l] [nmol L’l] [nmol L’l] [nmol L’l]
Cd 8,90 0 0 0
CdD 8,90 111,00 52,05 156,25
Cd DE 8,90 22,00 10,41 31,25
CdE 8,90 11,00 5,21 15,63
Cd EF 8,90 2,20 1,04 3,13
CdF 8,90 1,10 0,52 1,56
CdG 8,90 0,11 0,05 0,16

* Kyselina §tavelova, " kyselina citronova, © kyselina octova
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polyethylenovy box

DGT jednotky

polyethylenové sito podporasita

modelovy roztok

Obr. 1. Schéma pokusu. Umisténi DGT jednotek v modelovém
roztoku

vé (komeréni ozna¢eni Chelex® 100, cit. ), skladovaném
v demineralizované vod¢ pfi teploté 4 °C a membranového
filtru priméru 25 mm a velikosti péra 0,45 um (Tuffryn®
Membrane Filter, Pall Corporation, USA).

DGT jednotky (10 kust) byly ulozeny na PET sito
(o velikosti ok 2 x 2 cm) tak, aby expozi¢ni plochy byly
ponofeny cca 0,5 cm pod hladinou modelového roztoku
(obr. 1). Sita byla umisténa do plastového kontejneru
oobjemu 2,5 L, objem modelového roztoku byl 2,2 L.
Doba expozice jednotek v roztoku byla 24, 48, 72, 120
a 196 hodin a probihala pfi konstantni teploté 4 °C. Roztok
nebyl trvale michan, nebot’ predbézny experiment porov-
navajici nemichany a michany systém neprokazal statistic-
ky vyznamny rozdil vnaméfeném obsahu iontl
v sorpénim gelu (tab. II). Roztok byl michan rychlosti
500 min~', coZ je hodnota doporuena' pro dobie michany
roztok. Podle vztahu (I) (cit.®), kde M, je mnozstvi Cd
navazané na iontoménic sorpéniho gelu v daném case, D je
difuzni koeficient Cd, C, je koncentrace ionti Cd
v exponovaném roztoku, ¢ je doba expozice, 4 je expozicni
plocha (3,14 cm?), Ag je tloustka difuzniho gelu (0,4; 0,8
a 1,6 mm, cit."®), 8, je tloustka hrani¢ni difuzni vrstvy:

Ag 6h
DCyd  DCyiA

(1)

L
M,

byla vypocitana hodnota hrani¢ni difuzni vrstvy 8, = 86 um
pro nemichany roztok, coz je teoretickd hodnota, ktera
zvétSuje tlouStku difuzni vrstvy dobfe michaného roztoku
(danou difuznim gelem) o 8,4 %, coz se projevi skute¢nou
chybou v koncentraci Cd v eluentu v nemichaném roztoku
00,18 az 2,32 %.

DGT jednotky byly postupné (v dany expozic¢ni Cas)
po dvou kusech vyjimany z nadoby, rozebrany a sorp¢ni
gel byl louzen po dobu 7 dni pfi teplot¢ 4 °C v 1mL
2mol L™' HNO; v 1,5 mL vialkach'. Ziskany vyluh byl
demineralizovanou destilovanou vodou nafedén na trojna-
sobny objem a obsah Cd (koncentrace C. viz dale) byl
stanoven metodou atomové absorpéni spektrometrie
s elektrotermickou atomizaci (ET-AAS) na pfistroji Varian
AA 280Z s grafitovou kyvetou GTA 120 (Australie).

Pfi hodnoceni rozdilu v sorbovaném mnozstvi teézké-
ho kovu v jednotlivych variantach se vychéazelo ze zaklad-
niho vztahu'*:
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Vo + Ve

)

M, =C,

€

kde ¥, je objem gelu (0,16 mL), V. je objem louziciho
média (1 mL 2 mol L™' HNO3), f; je vytéznost louZeni pro
vétsinu kovi (v 2 mol L™ HNO; se uvadi hodnota f;, = 0,8
(cit.”), tedy vyt&znost 80 %) a C, je koncentrace sledova-
ného kovu v eluentu stanovena metodou ET-AAS.

Dal$im parametrem charakterizujicim vliv pfitomnos-
ti ligandu na difuzi Cd je difuzni tok (F), dany zakladnim
vztahem'*:

M

F=—t
At

()

Expozi¢ni ¢as (f) nabyval hodnot 24, 48, 72, 120
a 196 hodin. Hodnotu difuzniho toku lze bud’ vypocitat
podle vztahu (3) nebo ji urcit z ¢asovych zavislosti akumu-
lovaného mnozstvi Cd (cit.'®), pfi¢emz je vyhodné hodno-
tu M, vztahnout ke koncentraci Cd v okolnim roztoku
v daném Case (Mt,bulk)” a ziskat tak relativni pomér sorbo-
vaného mnozstvi (Rp):

M

M puik

- 4

Rp

Ze smérnic piimek Casovych zavislosti 1ze pak ziskat
redlny difuzni tok (F}), ktery je nezavisly na koncentraci
Cd v roztoku. Z hodnoty F; lze vypocitat realny difuzni
koeficient (D) pro dany systém'”:

p=trs (5)

€

kde & je tloustka difuzni vrstvy dana souétem tloustky
difuzniho gelu, tlouStky membranového filtru a tloustky
hrani¢ni difuzni vrstvy vzniklé v disledku nemichani roz-
toku (1,021 mm). V této praci byl vyuzit vztah':

KX

_ (6)
AC,60

kde s je sm&mice (sklon, ng min™).

Tabulka IT

Vysledky predb&zného experimentu s michanym (500 min")
a nemichanym roztokem. Hodnoty C,. (koncentrace kadmia
stanovena metodou ET-AAS) spolu koreluji (0,995)

Typ roztoku CelngL™]

Expozi¢ni ¢as 24 h 48 h 72 h
Nemichany 3,10+0,10 4,64+0,07 5,55+0,16
Michany 3,13+£0,03 4,75+0,06 5,56=0,08
Odchylka, % 1,00 2,32 0,18
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Vysledky a diskuse

Pro potvrzeni, Ze nemichéni roztoku kontinualné ne-
meélo vliv na linearitu difuze, byly sestrojeny grafy zavis-
losti M, na Case (obr. 2).

Tyto zavislosti jsou linearni, coZ potvrzuje to, Ze
v roztocich s velmi nizkou koncentraci se vliv nemichani
vyrazné neprojevi. Zavislosti prochazeji nulou''®, coz
vSak neni vzdy pro potvrzeni linearity sorpce vyzadova-
no'.

Ze zjisténych hodnot mnozstvi Cd zachyceného na
sorpéni gel vztazeného na aktudlni mnozstvi Cd v roztoku
(Rp) z roztokii o riznych koncentracich kyseliny $tavelo-
vé (OA), citronové (CA), nebo octové (AA) byly sestroje-
ny casové zavislosti. Prubéh zavislosti v roztocich
s obsahem kyseliny §tavelové ukazuje obr. 3, zavislosti za
ptitomnosti dalSich kyselin jsou obdobné. Pfimky nemifi
do pocatku soufadnic, protoze na ustaveni rovnovahy je
tieba jistého casu (tfebaze velmi kratkého), a tedy
v blizkosti nuly neni zavislost sorbovaného mnozstvi Cd
na Case linearni'*'"®. Proto nebyly zavislosti na nulovy
obsah Cd extrapolovany a kon¢i poslednim experimental-
né ovéfenym bodem.

Se zvysujici se koncentraci kyseliny $tavelové, citro-
nové i octové v roztoku dochazelo ke snizovani mnozstvi
Cd sorbovaného na sorpéni gel, mnozstvi sorbovaného Cd
zaviselo také na typu kyseliny (ligandu). Pfitomnost ligan-
du v roztoku se projevila i zménou hodnoty realného di-
fuzniho toku (tabulka II), kdy hodnota F, se zhodnoty
3,41-10° cm™?s™!, charakteristické pro samotné Cd
v roztoku bez ligandu, zmenSovala s rostouci koncentraci
daného ligandu (obr. 4). Zavislost realného toku na kon-
centraci pouzitych kyselin bylo mozné popsat exponenci-
alni rovnici 1.fadu. Smérnice této zavislosti (Al) byla
charakteristickd pro danou organickou kyselinu a jeji veli-
kost zavisela linearnd (y = 2,224:107 - x + 2,223-107) na

0,06
*0 L a2 *3

0,05 4y =0,00029x y =0,00028x y=0,00025x y=0,00020x B
¥ R>=10,94322 R?=0,99415 R>=0,98817 R>=0,93871 Sl
= 0,04 -

0,03 -

0,02 A

0,01 |

0,00 T T T T T T T T

0 20 40 60 80 100 120 14 160 180
t(h)

Obr. 2. Zavislost sorbovaného mnozZstvi Cd (M) na case
zroztoku cisttho Cd (0) a zroztokli Cd s kyselinou octovou
o koncentraci 15,63 nmol L™ (1), §tavelovou o koncentraci
11 nmol L™ (2) a citronovou o koncentraci 10,41 nmol L™ (3)
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Obr. 3. Casové zavislosti pomérného mnozstvi Cd sorbované-
ho na sorpéni gel v roztocich s riiznou vychozi koncentraci
kyseliny $t'avelové (viz tab. 1) a stejnou vychozi koncentraci
Cd (. 1 pgL™), x Cd, » CdG, ¢ CdF,m CdE, A CdD

poctu karboxylovych skupin v kyseliné, a to s prav-
dépodobnosti P = 0,073 a spolehlivosti R = 0,985.
Z hodnot smérnic exponencialnich zavislosti (tabulka III)
1ze usuzovat na miru zpomaleni difuze, a to v fadé od ky-
seliny octové pfes kyselinu Stavelovou ke kyselin€ citro-
nové: AA <OA <CA.

Vliv ptitomnosti ligandu na difuzi Cd lze z odezvy
DGT hodnotit podle velikosti difuznich koeficienti vy-
poctenych z hodnoty realného difuzniho toku F (tabulka
IV) podle vztahu (5) a zaroven podle vztahu (6). Experi-
mentalné zjisténa hodnota difuzniho koeficientu pro Cd
bez ligandu byla 3,41:10° cm’s™', coz je veshodé
s tabelovanou hodnotou difuzniho koeficientu pro Cd pfi

teploté 4 °C 3,44-10° em®s™ (cit.?®). Hodnota realného

2.3x10'3-.
2.2x10'8-.
2.1x10'8-
2.0x10'8-.
1.9x10'5-.

1.8x10°

1.7x10°

F.(cm®s”)

1.6x10°
1.5x10°
1.4x10°

1.3x10°

1.2x10° T T T T T T T T 1
80 100 120 140 160

nmol.L™

Obr. 4. Zavislost difuznich toki Cd na koncentraci kyseliny
octové (1), St’avelové (2) a citronové (3)
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Tabulka IIT

Smérnice Al exponencidlnich zavislosti (y = Al*exp(—x/
t1)+ y0) realného difuzniho toku na koncentraci kyseliny
citronové (CA), stavelové (OA) a octové (AA)

CA OA AA
Al (nmol L' 'em™s™)  8,67-10° 7,12:10° 422:107°
R*® 0,994 0,974 0,990
*Spolehlivost

difuzniho koeficientu se s pfidavkem ligandu snizovala,
pfi¢emz zalezelo na typu i mnoZzstvi pfidaného ligandu.

V soucasné dob¢ existuji dvé predstavy, jak pfitom-
nost ligandd v roztoku ovliviiuje difuzi a sorpci TK na
sorpéni gel. Prvni predstava'*" predpoklada difuzi difuz-
nim gelem a naslednou sorpci na sorpcni gel pouze u vol-
nych iontovych forem TK. Touto difuzi dochazi
k neustalému odebirani volnych ionti TK a k termodyna-
micky vynucenému rozpadu komplexu TK s LMWOA na
rozhrani roztoku a difuzniho gelu. Mnozstvi TK zachycené
na sorpcni gel za urcity cas je ovliviiovano polocasem
rozpadu komplexid TK v roztoku a jeho pomalejsi difuzi

Tabulka IV

Laboratorni pfistroje a postupy

z roztoku k fazovému rozhrani s gelem. Tento vliv se pro-
jevi pouze v ptipadé komplexi stabilngjsich, u téch, které
se rozpadaji rychle (labilni komplexy), neni rozpadova
reakce pro difuzi limitujicim faktorem. V pfipadé stabil-
n&jsich komplexi'*?' je hlavnim mechanismem termody-
namickd rovnovaha popsana Guldbergovym-Waagovym
zakonem, kterd je dana rovnovaznou konstantou reakce
(K). To znamena, ze zména v koncentraci (mnozstvi) jed-
noho z produktli nebo reaktantl ma za nasledek zménu
v koncentraci ostatnich komponent reakce (K se za dané
teploty neméni). Bude-li tedy jeden z reaktantd (kov) ode-
biran (napiiklad Cd** difuzi a naslednou sorpci), bude
dochéazet k opétovnému ustavovani rovnovahy tak, ze bude
dochéazet k rozpadu produktli (komplexu Cd-LMWOA).
Nizsi sorpci Cd na sorpéni gel 1ze tedy vysvétlit jeho nizsi
volnou (iontovou) okamzitou koncentraci v roztoku, ktera
se navic, jak vyplyva z Guldbergova-Waagova zakona,
snizuje rychleji nez v roztoku, ve kterém Cd komplexy
netvori.

Druhé ptedstava®~ ptedpoklada, ze difuznim gelem
prochazeji spolu s volnymi ionty TK i nékteré komplexy
TK. Tuto ptedstavu lze uplatnit v experimentech, ve kte-
rych byl pouzit difuzni gel s vysokou poérovitosti nebo
komplexy s velmi malymi ligandy. SniZeni zachyceného
mnozstvi TK na sorpéni gel ztakového roztoku oproti

22,23

Redlné difuzni toky kadmia (F;), realné difuzni koeficienty kadmia (D) a zpomaleni difuzniho toku vlivem piitomnosti
LMWOA (Fy,) v prostiedi riznych koncentraci kyseliny $tavelové (OA), citronové (CA) a octové (AA). Hodnoty pH
jednotlivych modelovych roztoki se pohybovaly okolo 5,6 + 0,3

LMWOA* [nmol L] F.lem?s™] D [em’s™] Fin[em™?s™]
cd
0,00 2,23:107 3,41-107° 0,0
Cd+04"
0,11 2,21-1078 3,32-107° -0,20-107
1,10 2,03-107 3,27-10°° -2,00-107
11,00 1,75-107 3,12-107° -4,80-107
111,00 1,47-10°° 2,85:10°° -7,60-107°
Cd+CA©
0,05 2,11-1078 2,86:107° -1,20-107
0,52 1,59-10°° 2,45:10°° —6,40-107
5,21 1,40-1078 2,11-107 -8,30-10™
52,05 1,31-107 1,83-107° -9,20-107
Cd+A44 ¢
15,63 2,09-1078 3,41-107° -1,40-107
31,25 2,05:107 3,38107° -1,80-107
156,25 1,82:10°° 3,17:10°° —4,10-107

* Po&atecni koncentrace Cd byla 8,90 nmol L™, viz tab. I, ® Cd v ptitomnosti riiznych koncentraci kyseliny §tavelové, ©Cd
v piitomnosti riiznych koncentraci kyseliny citronové, ¢ Cd v piitomnosti riiznych koncentraci kyseliny octové
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roztoku, kde se komplexy nevyskytuji, je pak zptisobeno
niz§imi difuznimi koeficienty komplexti TK, nez jaké maji
volné ionty TK.

Ve skuteCnosti zfejmé dochazi ke kombinaci obou
predstavenych mechanismi, a to v zavislosti na stabilité
danych komplexii a jejich velikosti**. To, ktery z danych
procest se bude vice uplatiovat, zavisi na kritériich labili-
ty systému'’, kterych bylo v literatufe charakterizovano
opravdu  mnoho'7*?®,  Tato  kritéria  vychazeji
z aproximace reakéni vrstvy?’*®, podle niz je mozné po-
soudit miru lability dané¢ho systému z hodnoty difuzniho
toku Fign (cit.”). Fign (tabulka IV) je parametrem charakteri-
zujicim zaporny piispévek k difuzi TK. Zpomaleni difuze
miize byt zplsobeno disociaci komplexu v souvislosti
s odebiranim ionta sledovaného kovu. Hodnota F\;, zavisi
jak na schopnosti komplexu disociovat, tak na transportu
uvolnénych iontt i komplexi k faizovému rozhrani, coz je
dano podminkami stacionarniho stavu a maximalniho toku
komplexu roztokem. Podle této predstavy je realny difuzni
tok TK (F,) tvofen z n&kolika prispévka’:

(7)

F = Fretal + Fiin + Fair

kde Fieta je difuzni tok samotného TK (tabulka IV), Fyr je
zaporny prispévek (zpomaleni difuze) zplisobeny pomale;j-
§i difuzi komplexu TK v porovnani se samotnym TK, kte-
ry lze v labilnich systémech (Cd + nékteré LMWOA) za-
nedbat'®, a Fi, je zpomaleni difuze v disledku rychlosti
vynucen¢ho rozpadu komplexti na fazovém rozhrani, vy-
plyvajici z Guldbergova-Waagova zakona. Fy;, ma tedy
zapornou hodnotu a jeho velikost (tabulka IT) zavisi na
mnozstvi a charakteru pfitomného ligandu, tedy na mnoz-
stvi komplexovaného Cd a na stabilité daného komplexu.
Pocatecni celkové koncentrace kadmia v jednotlivych na-
dobach stanovené pomoci ET-AAS se od predpokladané
hodnoty lisi, coz je zplsobeno jak nahodnou chybou fedé-
ni, tak i chybou méfeni na mezi detekce metody ET-AAS.
Tato rozdilnost vstupnich koncentraci je vSak ve vypoctu
difuznich koeficient i tokti zohlednéna (pfepoétem podle
vztahu (4)), stejn¢ jako nestejn¢ ubyvajici koncentrace
kadmia v experimentech zptisobena rizné rychlou difuzi.

Zaveér

Z predlozenych dat ziskanych technikou DGT
(metodou pouzivanou ke stanoveni labilni frakce tézkych
kovii v biologické matrici) vyplyva, Ze nizkomolekularni
organické kyseliny, bézn¢ se vyskytujici v ptidnim roztoku
(stavelova, citronova a octova), svou pritomnosti snizuji
miru zachyceni kadmia na sorpénim gelu ve srovnani
s roztokem Cd bez piitomnosti téchto ligandd. Velikost
sorpce je charakterizovana pfislusnymi difuznimi koefici-
enty nebo difuznimi toky Cd v roztocich s riznou koncent-
raci sledovanych kyselin. S vyssi koncentraci kyseliny
v roztoku dochazi ke snizovani mnozstvi kadmia zachyce-
ného na sorpéni gel. Uvedeny déj lze popsat exponencialni

405

Laboratorni pfistroje a postupy

funkci prvniho stupné s dobrou spolehlivosti. Divodem
snizovani mnozstvi Cd zachyceného na sorpéni gel je tvor-
ba komplexi testovanych kyselin s Cd. V duasledku jejich
rozpadani béhem sorpce Cd dochazi ke zpomaleni difuz-
nich tokd danych systémi (F) o prispévek kinetického
toku (Fin).

Prdce byla provedena za prispéni granti GA CR
¢ 521/06/0496 a MSMT ¢ MSM 6046070901
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Molecular-Weight Organic Acids on Cadmium Assay
Using Diffusive Gradient in Thin Film Technique

Low-molecular-weight organic acids (citric, acetic
and oxalic), which are common in soil solutions, decrease
accumulation and diffusion flow of cadmium. The flows
depend on the amount and type of organic acid in solution.
The order of focused acids according to the degree of dif-
fusion retardation is: acetic < oxalic < citric acid. The rela-
tive diffusion flow (F;) was obtained as the gradient of the
time dependences of real amounts of accumulated Cd.
From F, and real flow of free Cd, the kinetic flow was
calculated, which characterizes the retardation impact of
the acids on cadmium diffusion.

UOCHB AV GR

In the context of an Advanced Grant of the European Research Council entitled

New Horizons in Mass Spectrometry (HORIZOMS)

the research group of Dr. Detlef Schroder at the Institute of Organic Chemistry and Biochemistry (more:
http://www.uochb.cz/web/structure/198.html) searches an

electrochemist

(postdoctoral level or higher)

for the development of new coupling schemes between electrochemical and mass spectrometric methods. We
are looking for a well-experienced and innovative candidate with excellent knowledge in theory and practice
of electrochemistry; while particular mass spectrometric expertise is not required, willingness to tackle new
frontiers is essential. We offer a stimulating research environment in an internationally recognized and very
productive research group in conjunction with a competitive salary.

Applications (CV, key publications etc.) via email to: detlef.schroeder@uochb.cas.cz

406



Chem. Listy 103, 407-415 (2009)

DEKONTAMINACE ZEMIN EXTRAKCI
ROZTOKY ALKOHOLU

TEREZA NOVAKOVA?, MAREK SVAB™”
a MARTINA MULLEROVA®

“Ustav chemie ochrany prostiedi, Fakulta technologie
ochrany prostredi, Vysokd skola chemicko technologicka,
Technickd 5, 166 28 Praha 6, " Dekonta, a.s., 273 42 Dre-
tovice 109

novakovt@vscht.cz

Doslo 2.8.07, ptijato 12.9.08.

Klicova slova: dekontaminace, ethanol, propan-2-ol, PCB,
NEL

Uvod
Zdroje znecisténi

Tuhé materialy kontaminované perzistentnimi orga-
nickymi polutanty (POP), mezi které patfi zeminy, sedi-
menty a kaly, zne€isténé napt. PCB, nebo latkami ropného
¢i dehtového plivodu, predstavuji zdvazny ekologicky pro-
blém. PCB byly v minulosti pouZivany jako pienaSece
tepla v pramyslovych zafizenich vyZadujicich ohfev na
vysoké teploty (napf. obalovny zivicnych smési), dale pak
jako chladici oleje v transformatorech napéti, kondenzato-
rech a jinych elektrickych zafizenich, kde se uplatiiovaly
jejich vyborné izolac¢ni vlastnosti a stabilita. V 70. letech
bylo zji§téno, Ze se PCB v prostiedi nerozkladaji, ale hro-
madi se v potravnich fetézcich a mohou tak ohrozovat
zivotni prostiedi i lidské zdravi. Proto se od jejich vyroby
postupné upustilo'. Expozice PCB ovliviiuje mozek, oéi,
srdce, imunitni systém, jatra, ledviny, reprodukéni systém
a §titnou 7lazu®. Nezanedbatelnym problémem sougasnosti
z hlediska kontaminaci jsou i tzv. ropné laguny, tedy mis-
ta, kde jsou deponovany ropné kaly, vznikajici nejCastéji
v provozech zabyvajicich se zpracovanim ropy (rafinerie,
petrochemické vyroby atd.). Lagunové podlozi je
v pfimém kontaktu s ropnymi latkami a dochézi tak k jeho
kontaminaci. Pfi sanaci tedy nesta¢i odstranit jen obsah
laguny, ale je tieba zabyvat se téz dekontaminaci laguno-
vého podlozi’.

Metody vyuzitelné k likvidaci ekologickych zatézi

Vzhledem ke stabilité a biologické nerozlozitelnosti
POP dochézi k vyraznému zazeni spektra moznych tech-
nologii pro jejich odstranéni z kontaminovanych médii.
Krom¢ skladkovani, které neni z dlouhodobého hlediska
pfimo dekontaminacni technologii, zbyva v podstaté pouze
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vyuziti termickych (desorpce/spalovani) nebo extrakénich
procesu, které se obvykle nazyvaji promyvani (kontinualni
proces ve vrstvé), nebo prani (vsadkové provedeni)®.
V ptipadé extrakénich procest je kliCovou otazkou naleze-
ni vhodného extrakéniho Cinidla, kterym mize byt napf.
organické rozpoustédlo, roztok tenzidu, nebo zkapalnéné
plyny. Proces extrakce rozpoustédly spociva ve vsadko-
vém prani kontaminovaného materidlu v uzavienych kon-
tejnerech. Po prechodu kontaminantu do extrakéniho €ini-
dla je rozpoustédlo od¢erpano a vedeno do regeneracniho
procesu, kde se znecist'ujici latky zkoncentruji do malého
objemu a prevazna &ast rozpoustédla je recyklovana®. Dal-
$im vhodnym extrakénim ¢inidlem mize byt roztok tenzi-
du, jehoz vyraznou ptednosti je fakt, Ze se jedna o vodny
roztok. Nevyhodou je ¢asto omezena dosazitelna ucinnost
dekontaminace, nicméné pro méné koncentrované konta-
minace mohou byt tenzidy optimalni volbou. Pfitomnost
tenzidu v roztoku mé vliv na jeho fyzikdlni vlastnosti,
zejména snizuje povrchové, v pfitomnosti nepolarni faze
i mezifazové, napéti. Tenzidy tvofi ve vodném prostiedi
tzv. micely, jejichz jadro je nepolarni oblast, ve které mo-
hou byt obsazeny nepolarni molekuly, jez jsou jinak ve
vodé v podstaté nerozpustné, napi. nékteré POP®. Extrakce
zkapalnénymi plyny vyuziva jedinecnych fyzikalnich
vlastnosti, jako je nizk4 viskozita, hustota a povrchové
napéti kapalnych plynt. Diky témto vlastnostem je rych-
lost extrakce podstatné vyssi nez u béZnych kapalnych
rozpoustédel. Typickou latkou vyhodné pouzitelnou pro
tento ucel je propan’.

Alkoholy jako extrakéni ¢inidla

Niz8i alkoholy maji vlastnosti na pomezi mezi vodou
(polarnim rozpoustédlem) a organickymi nepolarnimi roz-
poustédly. Takové vlastnosti mohou byt vyhodné jak
z hlediska  vysoké extrakéni ucCinnosti  vzhledem
k organickym kontaminantim, tak z hlediska moZnosti
jednoduchého odstranéni ¢inidla z promytého (nebo pro-
praného) materialu vodou a z hlediska pfipadného biode-
grada¢niho docisténi. Dalsi vyhodou je pomérné nizka
toxicita. V odborné literatufe jsou nejcasteji uvadény ethanol
a propan-2-ol. Oba alkoholy maji hodnotu logaritmu distri-
bucniho koeficientu oktanol-voda (log P,,) blizkou nule
(ethanol: log Py, = —0,30 (cit.%), propan-2-ol: log P,y = 0,05
(cit.”)), coz znamena, Ze se podobné rozpoustéji jak ve vods,
tak v nepolarnich rozpoustédlech. Jen velmi malo tak jed-
noduchych a béznych sloucenin vykazuje podobné vlast-
nosti.

Alkoholy maji schopnost snizovat Henryho konstantu
nékterych s vodou nemisitelnych latek a zvySovat tak je-
jich rozpustnost ve vodé. Byla provedena fada experimen-
ti zkoumajici rozpustnost tetrachlorethylenu (PCE) ve
vodnych roztocich o koncentracich ethanolu, propan-2-olu,
nebo terc-butylalkoholu 10, 15, 18, 20, 23, 25, 30 a 35 %.
Bylo zjisténo, ze terc-butylalkohol snizil Henryho kon-
stantu  PCE nejvice a ethanol nejméné. 28% terc-
butylalkohol by zvysil rozpustnost PCE az na 4000 mg 1!,
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zatimco roztok ethanolu by pro dosazeni stejné ucinnosti
musel obsahovat 42 % ethanolu. Ucinnosti jednotlivych
alkoholl se zacaly lisit pti koncentraci kolem 18 0bj.%
(cit.').

Moznosti odstranéni polyaromatickych uhlovodiki
(PAH)

Laboratornimi experimenty byla rovnéz provétovana
moznost odstranovani polyaromatickych uhlovodiki
(PAH) ze zemin. Jako extrakéni Cinidla byly pouzity etha-
nol, propan-2-ol, aceton, pentan-1-ol, voda a jejich smési.
Pis¢itohlinitd silné kontaminovana zemina (400 az
5000 mg kg™' PAH) pouzivana k experimentim pochazela
z arealu byvalé rafinérie v Bedfordu (USA). Pro dany ma-
terial byla nejucinnéjsi extrakéni smés obsahujici 5 % pen-
tan-1-olu, 10 % vody a 85 % ethanolu. Tfistuptiovou vsad-
kovou extrakci bylo z kontaminované zeminy odstranéno
96,3 % PAH zcelkového mnozstvi PAH ziskaného ze
zeminy Soxhletovou extrakci'!. Dale byly provedeny ex-
perimenty, pii nichZz byl ze zeminy odstrafiovan pen-
tachlorfenol (PCP) extrakéni smési ethanolu a vody
v ruznych pomérech. Celkové nejlepsi vysledky byly dosa-
zeny pii pouziti roztoku s obsahem 50 % ethanolu. Ugin-
nost 50 % ethanolu byla pro umélé i realné vzorky srovna-
telna s ucinnosti Soxhletovy extrakce a ultrazvukové laz-
né. Extrakéni roztok odstranil ze zemin kromé¢ PCP
i znaény podil uhlovodikd dehtového pavodu'?.

Regenerace extrakéniho ¢inidla

Dulezitym krokem pfi prani/promyvani zemin je,
zejména z ekonomickych diivodl, regenerace extrakéniho
¢inidla. Pro alkoholy obecné se nabizi predev§im moznost
destilace, rektifikace', nebo membranové separace”.

Na zakladé literarnich informaci lze usoudit, Ze ex-
trakce roztoky alkoholi mulze nalézt vyuziti zejména pfi
dekontaminaci velmi siln¢ zneCisténych materiald, kde
vyuziti tenzidi vétSinou neni dostatecné u¢inné a zbyvaji
pouze velmi nakladné termické metody. Cilem této studie
je proto ovéfit ucinnost vybranych alkoholti (ethanolu
a propan-2-olu) pfi odstraniovani PCB a latek dehtového
aropného piivodu z velmi silné kontaminovanych zemin
a odhadnout zékladni technicko-ekonomické parametry
technologie, které¢ budou moci byt podkladem pro ptipad-
né dalsi podrobngjsi studie.

Experimentalni ¢ast
Pouzité materialy

Pro ucely experimentd byly pouzivany 2 vzorky ze-
min. V prvnim piipadé se jednalo o zeminu kontaminova-
nou PCB pochézejici z lokality byvalé obalovny ziviénych
smési v Milevsku, v druhém ptipad¢ pak o zeminu konta-
minovanou dehtovymi aropnymi latkami odebranou
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ze dna ropné laguny ze skladky tekutych odpadt Ruzodol.

Oba vzorky byly upraveny suSenim po dobu 1 tydne
v digestofi, jemnym rozmélnénim vétsich hrudek materialu
a poté sitovanim pfes sito s velikosti ok 1 mm, pfi¢emZ pro
experimenty byla pouzita homogenizovana podsitna frak-
ce. V zeminach byl niZe uvedenym postupem stanoven
obsah PCB, resp. nepolarnich extrahovatelnych latek
(NEL), ktery byl povazovan za vstupni kontaminaci pro
laboratorni experimenty (analyzovany byly vzdy 4 vzorky
odebrané z ptipravené homogenizované zeminy). U vzor-
ki byl také stanoven obsah suSiny pfi teploté¢ 105 °C (4 h
suseni).

Pouzité analytické metody

Pied provedenim vlastnich experimentii bylo nutné
ovérit spravnost nékterych krokd v postupech analyz, jeli-
koz provadéné analytické ulohy byly pon€kud netypické
(zejména pokud se jednalo o stanoveni PCB a NEL
v alkoholovych extraktech zemin).

Ovéfeni nékterych krokl upravy vzorki

Pii extrakci zeminy alkoholem piejde do extraktu
spolu se sledovanym kontaminantem i fada polarnich 14-
tek. Z odparku extraktu rozpusténého v hexanu (v pripadé
PCB), resp. v tetrachlormethanu (CCly) (v pfipadé NEL) je
tieba polarni latky odstranit promytim pies vrstvu Florisi-
lu. V piipadé PCB bylo zjistovéano, zda se béhem cisténi
extraktt pres vrstvu Florisilu PCB zachycuji a zda je tedy
nutné Florisil po proliti extraktu promyvat ¢istym hexa-
nem.

V ptfipad¢ kontaminace NEL byl proveden experi-
ment, pii kterém byl vzorek zeminy z Rizodolu extraho-
van propan-2-olem, jehoz ¢ast byla odfiltrovana
a ponechana za laboratorni teploty k odpateni. K odparku
byl ptidan CCly, extrakt byl na Florisilu rozdélen na polar-
ni a nepolarni ¢ast (nejprve byl nadavkovan extrakt a na-
sledn¢ vrstva promyta Cistym CCly, tak byl ziskan nepolar-
ni podil, polarni podil byl potom eluovan smési aceton/
ethanol a po odpateni téchto rozpoustédel rovnéz rozpus-
tén v CCly), obé c¢asti byly poté analyzovany a vysledek
byl porovnan s celkovym stanovenym obsahem latek obsa-
zenych v extraktu CCly bez &isténi. Ugelem experimentu
bylo zjistit, zda lze extrakt na Florisilu kvantitativné rozdé-
lit na nepolarni a polarni podil.

Pfi analyzich obsahu kontaminanti v alkoholovych
extraktech bylo vzdy nejprve nutné alkohol odpatit, jelikoz
pfima extrakce hexanem, resp. CCly (jako v pfipad¢ vod-
nych vzorkll) je nemozna z divodu misitelnosti hexanu
a CCly a pouzivanych alkoholt. Odpatovani vzdy probiha-
lo za laboratorni teploty a bylo podpofeno vhanénim slabé-
ho proudu vzduchu do Erlenmayerovy banky s extraktem.
Byly provedeny experimenty ovétujici, zda béhem odpato-
vani alkoholu nedochazi i k vyznamnéjSimu odpatovani
kontaminantu.
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Analytické postupy pro stanoveni kontaminanti
v kapalnych a tuhych vzorcich

Dale jsou v textu uvedeny analytické postupy, které
byly pouzivany ke stanoveni obsahu kontaminanti bud
v alkoholovych extraktech, nebo v zeming. Stanoveni ob-
sahu PCB v zeminé probihalo néasledovné: Do patronky
Soxhletova mikroextraktoru bylo navazeno ~ 1,5 g vzorku.
Na vzorek bylo naneseno cca 10 ml ¢istého hexanu. Ex-
trakce probihala pii teploté 80 °C po dobu 4 h. Po ukonce-
ni extrakce byl zbytek hexanu v patronce vytlacen do zku-
mavky a objem ve zkumavce byl doplnén presné na 10 ml.
I ml extraktu byl odpipetovan na vrstvu Florisilu
(aktivovaného 0,5 h pti 550 °C) a déle byl Florisil promy-
van po malych (cca 1 ml) davkach asi 9 ml ¢istého hexanu.
Hexan prosly Florisilem byl jiman do ampulky a jeho pfes-
né mnozstvi bylo zjisténo vazenim. Analyza PCB probiha-
la na plynovém chromatografu GC/ECD HP 5890. Jako
standard byla pouzita smés Sesti indikacnich kongeneri
PCB (28, 52, 101, 138, 153, 180) o koncentraci kazdého
kongeneru 0,05 mg 1.

Pro stanoveni NEL v zemin¢ byl pouzivan nasledujici
postup. Do Erlenmayerovy barky bylo odebrano ~ 5 g
zeminy a ptidano 20 ml ¢istého hexanu. Vzorek byl extra-
hovan po dobu 2 h na tfepacce ana 5 min byl vloZen do
ultrazvukové 1azné. Poté bylo provedeno ¢isténi na Florisi-
lu stejnym zptisobem jako v ptipadé¢ PCB, pouze jako roz-
poustédlo byl pouzit CCly. Obsah NEL v extraktu byl ur-
&en IC spektrometrii na piistroji Nicolet Impact 400.

Pro stanoveni obsahu PCB a NEL v alkoholovych
extraktech zemin byl pouzivan nésledujici postup. Sklené-
nou stfikackou bylo odebrano pfiblizn¢ 8 ml extraktu
a prefiltrovano pfes teflonovy (nebo v pfipadé extrakti
s obsahem vody vys§im nez 50 obj.% pfes CME) membra-
novy nastavcovy filtr do Erlenmayerovy bariky. Do baiky
byl pomoci malého cerpadla vhanén vzduch, aby bylo
urychleno odpafovéani alkoholu. Po odpafeni veSkerého
alkoholu bylo k odparku ptidano 10 ml hexanu, resp. CCly.
Vznikly roztok byl umistén na 2 h na tfepacku a na 5 min
do ultrazvukové lazné. Dale bylo s extraktem nakladano
stejné jako v pripadé stanovovani obsahu PCB, resp. NEL
v zeming.

Vsadkové vyluhovaci experimenty

Pro prvotni ovéfeni ucinnosti propan-2-olu a ethanolu
pfi vyluhovani organickych kontaminanti ze znecisténych
zemin byl proveden experiment, pii kterém bylo do Erlen-
mayerovy batiky navazeno vzdy 5-10 g zeminy. Ke vzor-
ku bylo pridano 25, 50, nebo 75 ml propan-2-olu, resp.
ethanolu. Vyluhovéni probihalo na tfepacce po dobu 24 h.
Nasledovala analyza obsahu kontaminantu v extraktu
a vypocet ucinnosti extrakce.

Dale byl ové&fovan vliv obsahu vody v alkoholech na
ucinnost extrakce. Byly pfipraveny roztoky alkoholu
o objemové koncentraci vody 5%, 15 %, 30 %, 50 %
a 70 %. Do Erlenmayerovy banky bylo navazeno cca 5-10 g
zeminy a pfidano 50 ml jednoho z pfipravenych roztoki
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alkohold. Vyluhovéni se provadélo na tfepacce po dobu
24h a nasledovala analyza obsahu kontaminantu
v extraktu.

P1i sledovani kinetiky procesu bylo do Erlenmayero-
vy batiky navazeno piiblizné 5-10 g vzorku a pfidano
75 ml propan-2-olu. Batika se suspenzi byla umisténa na
trepacku a v ¢asovych intervalech pftiblizn¢ 10, 20, 30
a 60 min bylo odebirano stiikackou cca 0,5 ml extraktu, ve
kterém byl stanoven obsah kontaminantu.

Promyvani vrstvy zeminy

Experimenty byla sledovana prakticky dosazitelna
uc¢innost odstranéni kontaminantu b&hem kontinualniho
promyvani vrstvy zeminy. Pro provedeni experimenti byl
zvolen propan-2-ol. Pfed zahédjenim promyvani byla stano-
vena sypna hustota a celkova porozita zeminy. Promyvani
zeminy bylo provadéno ve sklenéné kolonce o vnitinim
priméru 2,5 cm, opatfené fritou. Objemy propan-2-olu,
kterymi byla zemina promyvana, odpovidaly 1, 3 a 5 obje-
mdm port. Vyska vrstvy zeminy byla zvolena 3 cm. Na
dno kolonky byla nasypéna asi 0,5cm vrstva mineralizova-
né¢ho a promytého pisku. Do kadinky bylo navaZeno tolik
zeminy, aby v kolonce tvofila 3cm vrstvu. Pfi plnéni ko-
lonky byla zemina vzdy vnaSena pod vrstvu propan-2-olu.
Timto postupem plnéni byl minimalizovan vznik trhlin
abublin ve vrstvé azirovenl bylo potlaeno rozplaveni
zeminy dle zrnitostnich frakci. Hladina propan-2-olu se
ustdlila t€sn€ nad hladinou zeminy a mnoZstvi propan-2-
olu v kolonce tedy pfiblizné odpovidalo jednomu objemu
péri. Néasledovalo 30minutové ustavovani rovnovahy
(30 min se ukazalo jako doba dostatecna k ustaveni rovno-
vahy). Poté byl otevien teflonovy ventil a propan-2-ol
zacal kolonkou protékat. Postupné byly ptidavany dalsi
objemy p6rl propan-2-olu. Po zasdknuti veSkerého pro-
pan-2-olu do zeminy byl do kolonky vnesen 1 objem p6ra
destilované vody. Ventil byl uzavien pravé tehdy, kdyz se
veskera voda zasakla do zeminy. V Erlenmayerové bance
pod kolonkou by tak mél byt pouzity propan-2-ol
0 objemu odpovidajicimu poctu pouzitych objemul port.
Presné mnozstvi propan-2-olu bylo zjisténo zvazenim vy-
Iuhu. Alkoholovy vyluh byl déle zpracovan dle vyse uve-
deného postupu. Promyta zemina byla pfevedena na Petri-
ho misku, homogenizovana a poté suSena na vzduchu po
dobu 6 dni. Nésledn¢ byla rozmélnéna a dokonale promi-
chana. Obsah kontaminantu byl stanoven stejnym zpiso-
bem jako v plivodni zeminé.

Vysledky a diskuse
Pouzité materialy

Podil suSiny vzeminé zlokality Milevsko ¢inil
99,28 %. Pro Ucely experimentli byla zemina povazovéana
za 100% suchou. Byla provedena 4 stanoveni a koncentra-
ce PCB v zemin& byla stanovena 395 + 18 mg kg™'. Podil
susiny v zeminé z lokality Riizodol ¢inil 96,23 %. Byla
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provedena 4 stanoveni a koncentrace NEL byla stanovena
575+€2,1¢g kg’1 susiny.

Ovéfeni analytickych metod

Z experimentl vyplynulo, Ze pfi ¢iSténi hexanovych
extrakt s obsahem PCB pies vrstvu Florisilu je nutné
vrstvu promyvat Cistym hexanem, nebot PCB se v ni
v malé mife sorbuji. Zaroven bylo zjisténo, ze promyvani
hexanem o desetindsobném objemu naneseného extraktu
s PCB je dostacujici, nebot’ po takovémto Cisténi je mnoz-
stvi PCB v ¢iSténém extraktu velmi blizké mnozstvi dav-
kovanému do vrstvy.

Experimentem ovefujicim rozdéleni tetrachlormetha-
nového vyluhu na polarni a nepolarni ¢ast bylo zjisténo, ze
vysledek  ziskany souctem koncentraci polarnich
a nepolarnich latek je blizky vysledku ziskanému zméfe-
nim vSech organickych latek v necisténém vyluhu. Rozdil
mezi nimi ¢ini necelych 10 %. U velmi silné¢ kontaminova-
nych materidll, jako je pouZzitd zemina z Riizodolu, lze
tento vysledek povazovat za velmi uspokojivy. Experiment
prokazal, ze tetrachlormethanovy extrakt 1ze na Florisilu
kvantitativné zbavit polarnich latek a vyhodnocovat para-
metr NEL.

Experimenty, které ovéfovaly, zda béhem odpafovani
alkoholu nedochazi také k odpatovani kontaminantu, bylo
zjiSténo, Ze pii odpafovani alkoholu z extraktu s obsahem
PCB doslo ke snizeni koncentrace PCB oproti o¢ekavané
koncentraci 0 12 % a u extraktu s obsahem NEL o 24 %.
U takto komplikovaného analytického postupu nelze
z vysledku jednozna¢né usuzovat na pfipadné mirné odpa-
fovani PCB a NEL ze vzorku, protoze rozdil mohl byt
diisledkem celé fady dil¢ich operaci (extrakce odparku,
fedéni, vlastni analyza). Teoreticky lze predpokladat, ze za
danych podminek by k odpafovéani kontaminanti dochdzet
nemélo. Rozdil navic nevybocuje z béznych rozptylu vy-
sledkid obdobnych typt analyz, a proto lze povazovat navr-
zeny analyticky postup za vhodny pro ucely této prace,
jejimz cilem je pouze zakladni posouzeni u€innosti extrak-
ce alkoholy pfi dekontaminaci velmi silné kontaminova-
nych zemin. Dulezitym faktem zlstava, Ze tento typ analyz
je pouzivan pro stanoveni kontaminantu pouze
v alkoholovych extraktech, aproto pokud by negativni
chyba zplisobena odpafovanim existovala, zjisténa Géin-
nost vylouzeni kontaminantti do alkoholl by byla niz$i nez
ucinnost skutecna, coz zjisténé vysledky nedegraduje.

Vsadkové experimenty

Vsadkovymi experimenty bylo zjisténo, Ze ucinnost
vyluhovani nezavisi na extrakénim poméru l/s (objem ex-
trak¢éniho ¢inidla ku hmotnosti vzorku). Pti pouziti propan-
2-olu k vyluhovani PCB ze zeminy pfeslo ze zeminy do
propan-2-olu 69 % PCB, pfi pouziti ethanolu to bylo 79 %.
Pro vyluhovani PCB byl tedy G¢inn¢jsi ethanol. Pfi vylu-
hovani NEL pfeslo ze zeminy do propan-2-olu 82 % NEL
a do ethanolu 67 %. V tomto piipadé byl tedy ucinnéjsi
propan-2-ol, avSak pokud uvazujeme vSechny mozné vlivy

410

Laboratorni pfistroje a postupy

na tento vysledek (nehomogenita vzorku, slozitost analyz
atd.), nejsou rozdily v zjisténych ucinnostech obou alkoho-
It ptili§ vyznamné.

Vliv vody na Ucinnost extrakce méd zdsadni vyznam
predevsim ztoho divodu, ze v praxi se Casto vyskytuji
kontaminované zeminy s nezanedbatelnou vlhkosti. Pfi
jejich vsadkovém vyluhovani by pak dochazelo k fedéni
extrakéniho ¢inidla a tim pravdépodobné i ke snizovani
ucinnosti extrakce. Pokud by se ukazalo, ze do urcité kon-
centrace voda nesnizuje ucinnost extrakce, mohlo by to
mit pozitivni vliv na ekonomickou stranku dekontaminace,
jelikoz by bylo mozné pouzivat alkohol fedény vodou.
Rovnéz by bylo prokazano, ze vlhkost zeminy nesnizuje
ucinnost procesu. Z téchto divodi bylo vhodné vyzkouset,
jaky vliv ma mnozstvi vody v extrakénim ¢inidle na Géin-
nost extrakce.

Experimenty bylo zjisténo, ze vliv vody obsazené
v extrakénim Cinidle na Ucinnost extrakce byl pro PCB
a NEL jednoznac¢né odlisny.

Z obr. 1 je patrné, ze pii vyluhovani PCB propan-2-
olem voda v alkoholu az do 50 obj.% vyrazné nesnizovala
ucinnost. Evidentni je prudky sestup uc¢innosti roztoku
alkoholu s obsahem 70 0bj.% vody. Pro ethanol klesi
ucinnost jiz pii 50 obj.% vody, pro 70 obj.% vody se G¢in-
nost extrakce blizi nule. SniZujici se U¢innost z&visi na
zvySujici se polarité extrakéniho Cinidla. Pri¢ina poklesu
ucinnosti pravdépodobné souvisi i s konkrétnim zpiso-
bem a silou navazani PCB v zeming, s typem zeminy a se
stafim kontaminace. Souhrnné lze usoudit, ze 40 az
50 0bj.% vody v alkoholu by nemélo vyrazné snizovat
ucinnost extrakce PCB ze zeminy.

Jak je patrné z obr. 2, ucinnost propan-2-olu pfi vylu-
hovani NEL vyznamné klesla jiz pfi 15 obj.% vody
v extrakénim Cinidle a u¢innost ethanolu se vyrazné snizila
dokonce jiz pfi obsahu 5 0bj.% vody. Vzhledem k témto
vysledkiim nebyly jiz provadény vyluhovaci experimenty
s vy$§im podilem vody v alkoholu, nebot’ u nich lze pted-

pcg, 100
%
75 |
50 |
25 |
0 T |
0 5 15 30 50 70
V H20, %

Obr. 1. U¢innost vyluhovani PCB v zavislosti na obsahu vody
v alkoholu, osa x: objemové % vody v alkoholu, osa y: % PCB
pieslé do alkoholu, Clpropan-2-ol, Methanol
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Obr. 2. U¢innost vyluhovani NEL v zavislosti na obsahu vody
v alkoholu; Clpropan-2-ol, Methanol

pokladat velice nizké Gc¢innosti. Pfi vyluhovani ropnych
a dehtovych vysokovroucich latek ze zemin tedy vlivem
pfidavku vody do extrak¢niho ¢inidla dochazi k mnohem
vyraznéjSimu sniZzeni U€innosti nez pfi vyluhovéni PCB
alkoholy se stejnym podilem vody. Tento rozdil zifejmé
rovnéZ souvisi s typem kontaminace, resp. i se zplisobem
provedeni analyzy (vyhodnocuje se parametr NEL, coz
jsou nepolarni extrahovatelné latky). Sledované vysoko-
vrouci latky ropného a dehtového piivodu maji méné po-
larni charakter nez PCB, a tudiz nejsou schopné piejit do
alkoholu s vys§im obsahem vody (tzn. do polarngjsiho
rozpoustédla).

Jednim z dllezitych parametri vyluhovani kontami-
nantu ze zeminy je doba ustavovani rovnovahy mezi faze-
mi. Z vysledkt kinetickych experimentii s propan-2-olem
vyplynulo, Ze k dosazeni rovnovahy mezi fazemi dochazi
jiz asi po 30 min kontaktu. V piipadé ethanolu lze oceka-
vat obdobny vysledek, jelikoZz oba alkoholy maji velmi
podobné vlastnosti.

Promyvani vrstvy zeminy

Cilem experimentt bylo ovéfit U€innost promyvani
vrstvy zeminy riznymi objemy p6ort rozpoustédla. Ackoliv
byly experimenty provedeny jen s propan-2-olem, lze oce-
kavat, ze vysledky tohoto typu budou pro oba alkoholy
srovnatelné, jelikoZ souvisi pfedevsim s povahou a formou
vlastni kontaminace.

U obou zemin byla zjiSténa sypna hustota a porovitost

Laboratorni pfistroje a postupy

100
PCB/NEL,
%
75

50

25 -

1 3 5
Vpérl propan-2-olu

Obr. 3. U¢innost propan-2-olu pii promyvini zeminy, osa x:
pocet objeml port propan-2-olu pouzitych na promyvani, osa y:
odstranéna ¢ast kontaminantu, %; CIPCB, INEL

a byl vypoditan pritok, pfi kterém je doba zdrZeni roztoku
v kolon€ 30 min. Data shrnuje tabulka I.

Utinnost promyvani obou zemin 1, 3 a 5 objemy pora
propan-2-olu je graficky vyhodnocena na obr. 3. Nejvyssi
ucinnosti bylo dosazeno pfi promyvani zeminy s obsahem
PCB 5 objemy pord propan-2-olu, timto zplisobem bylo
odstranéno 96 % puvodniho obsahu PCB v zeminé. Ze
zavislosti UCinnosti promyvani na objemu alkoholu Ize
v tomto pfipad€ usuzovat, Ze se zvétSovanim objemu alko-
holu se jiz ucinnost bude zvySovat minimalné. Dale lze
uvazovat, Ze se pii promyvani 3 objemy porti propan-2-olu
uvolnily slabé&ji vazané PCB a pii pouziti vétsiho objemu
propan-2-olu se zacaly uvoliiovat isilnéji vazané podily
PCB.

U zeminy s obsahem vysokovroucich latek ropného
a dehtového puvodu bylo dosazeno maximalni ucinnosti
pii promyvani 5 objemy péri propan-2-olu, ze zeminy tak
bylo odstranéno 75 % pivodni kontaminace. U&innost
promyvani byla tedy vyrazn€ vyssi u zeminy s PCB (viz
obr. 3). Pfi promyvani zeminy s obsahem NEL 1 objemem
port propan-2-olu byla ucinnost velice nizka. Tento fakt
mize byt zpusoben vysokou koncentraci kontaminantu
v zemin¢, ktera je v tomto piipadé o dva fady vyssi nez
v pfipadé zeminy s obsahem PCB, a Gi¢innost promyvani
zde proto miZze narazet i na rozpustnost NEL v propan-2-
olu. Vzhledem k vysokému rozdilu u¢innosti mezi promy-
vanim 3 a 5 objemy porG propan-2-olu lze ptedpokladat,
ze uéinnost by se pii pouziti vétsiho objemu alkoholu dale
zvySovala.

Tabulka I

Vlastnosti zemin a pritok pro dobu zdrzeni 30 minut

Zemina Sypna hustota Porovitost 1 Viera v 3cm vrstvé vzorku [ml] Vypocitany pritok
kontaminovana g™ [%] [ml min™"]
PCB 1178 52 7,660 0,255

NEL 900 36 5,303 0,177
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Obr. 4. Koncentrace PCB v zeminé pied a po promyvani, osa
X: pocet objemu port propan-2-olu pouzitych na promyvani, osa
y: koncentrace PCB v zeming, mg kg™
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Obr. 5. Koncentrace NEL v zeminé pired a po promyvani, osa
X: pocet objemu port propan-2-olu pouzitych na promyvani, osa
y: koncentrace NEL v zeming, g kg™';

Pfi promyvani 5 objemy poért propan-2-olu byla kon-
centrace PCB v zeminé snizena z pivodnich 395 mg kg™
dokonce na 32 mgkg™' (viz obr. 4) a koncentrace NEL
255 gkg ' na 10 mg kg™ (viz obr. 5).

Orientacni vyhodnoceni technologickych parametrt

Z experimentl a ziskanych vysledkl lze provést pr-
votni orientaéni vyhodnoceni technologickych parametr(
procesu. Pro praktické vyuziti je bezesporu vhodnéjsi me-
toda promyvani nez metoda vsadkového vyluhovani. Pied-
nosti tohoto uspotadani je nizsi spotieba alkoholu, vyssi
ucinnost dekontaminace a snadnéj$i separace alkoholu
a zeminy.

Pti navrhu technologie hraje vyznamnou roli vlhkost
kontaminované zeminy, nebot’ béhem promyvani dochazi
k vymyvéni vody ze zeminy, alkohol se tak fedi a od urci-
tého natedéni se snizuje jeho ucinnost. Aby bylo mozné
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alkohol recyklovat, je nutné z n¢j odstranit piebytecnou
vodu a kontaminant. Pravé regenerace alkoholu je jednim
z klicovych krok dekontaminace, nebot’ na ni vyrazné
z4visi celkové naklady. Vybér typu regenerace zalezi na
konkrétnich podminkach.

Pii volbé typu alkoholu je dulezitd cena, Ucinnost
a moznost regenerace. Cena denaturovaného ethanolu se
pohybuje kolem 29,5 K& 1! bez DPH a cena propan-2-olu
kolem 28,6 K& I™' bez DPH. Zpiisob regenerace zavisi na
typu a mnozstvi alkoholu, druhu kontaminace a finan¢nich
moznostech. Pro ethanol je vhodny zpdsob regenerace
destilace ¢i rektifikace, pfi niz dochazi jak k odstranéni
kontaminantu z vyluhu, tak ke snizeni obsahu vody
v alkoholovém rozpoustédle. Pii vsadkové jednostupnové
destilaci je obohacovani destilatu té€kavéjsi slozkou
(alkoholem) omezeno rovnovahou a zélezi na koncentraci
vody v ethanolu.

Pro prvotni orientacni vyhodnoceni dekontaminacni
technologie bylo vybrano promyvani zeminy s obsahem
PCB ethanolem, ktery je po pouziti regenerovan vsadko-
vou jednostupiiovou destilaci. Schéma dekontaminace je
zachyceno na obr. 6.

Promyvana zemina ma, stejné jako zemina s obsahem
PCB pouzivana k laboratornim experimentlim, porozitu
52 %, sypnou hustotu 1,178 kg I"" a obsah PCB 395 mg kg ™.
Podil susiny byl zvolen 80 %, nebot’ tato hodnota 1épe
odpovida podilu suSiny v redlnych kontaminovanych ze-
minach. Zemina o hmotnosti 1378 kg je promyvana
5 objemy port ethanolu (2600 1) anasledné 1 objemem
porta vody (520 1).

Jelikoz kolonové experimenty byly provedeny
s propan-2-olem, je tieba ucinnost ethanolu pii promyvani
odhadnout. Pfi vsadkovych experimentech byla pro zemi-
nu s PCB ve vétsiné pripadd zjisténa pro ethanol vyssi
ucinnost neZ pro propan-2-ol, a proto lze predpokladat, ze
i v kolonovych experimentech bude vztah mezi u¢innostmi
podobny. Pro ucel vypoctu byla pouzita stejnd Gc¢innost
jakou mél ¢isty propan-2-ol pii kolonovych experimentech
pfi pouziti 5 objemti pord extrakéniho ¢inidla (pfedpoklada
se tedy odstranéni 96 % PCB). Pro promyvani se uvazuje
jiz ethanol s obsahem vody 34 % (tato hodnota vznikla
jednoduchym odhadem béhem vypoctu bilance jednoho
promyvaciho cyklu tak, aby obsah vody v pouZzitém alko-
holu ¢inil 40 %, coz byla vstupni hodnota pro budouci
vypocet destilace). Obsah vody 30—40 % jest¢ nema dopad
na ucinnost ethanolu, a proto byl podobny obsah vody ve
vstupnim ethanolu povazovén za pfijatelny a ekonomicky
vyhodny. Pouzity ethanol o objemu 28761 jiz obsahuje
40 % vody, nebot’ do n¢j presla vlhkost ze zeminy.

Jako priklad mozného zpisobu regenerace rozpouste-
dla byla v tomto pripadé pouzita destilace. Cilem regenera-
ce by na zéklad¢ uvahy mélo byt jednak minimalizovat
objem zbytku, jednak maximalizovat vytézek ethanolu.
Jako vstupni udaj pro vypocet proto byla uvazovana kon-
centrace ethanolu ve zbytku pouze 5hm.%. Vypoctem
bylo zjisténo, 7e destilaci 1 m® smési (o slozeni 60 0bj.%
ethanolu a 40 obj.% vody) by bylo ziskano 768 1 destilatu
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Obr. 6. Celkové schéma dekontamina¢ni technologie pro pripad zeminy s obsahem PCB promyvané 5 objemy péri ethanolu

s podilem ethanolu 76 %. Destila¢ni zbytek o objemu 232 1
by obsahoval 6 0bj.% ethanolu a zkoncentrované PCB.
Regenerovany ethanol (76 %) by byl znovu pouzitelny pro
promyvani zeminy. Jelikoz by se pfi regeneraci mnozstvi
ethanolu snizilo, bylo by nutné pro dalsi stupen promyvani
objem doplnit na plivodni mnoZzstvi pouzité pro promyvani
zeminy (2600 1). Pro dosazeni vstupniho slozeni promyva-
ciho roztoku ethanolu se uvazuje doplnéni objemu smési
ethanolu (127 1) a vody (265 1).

Soucasti vypoctu destilace byl i odhad spotieby ener-
gie ve vafdku. Bylo zjiSténo, Ze by se spotiebovalo
276 kWh m™ anaklady na zpracovani smési by &inily
piiblizng 442 K& m™,

Odhad uvazovanych provoznich nakladi, spotieb
¢inidel a produkce odpadnich vod shrnuje tab. II. Pro od-
had t&chto parametri byla pouZita cena lihu 29,5 K& 17!,
vody 49 K& m™ a energie 1,6 K¢ kWh™'. Z tab. II plyne, Ze
i po zahrnuti dalSich nakladd, které zatim nebyly uvazova-
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Tabulka II
Odhad spotieby Cinidel a energie na dekontaminaci 1 t
zeminy za pouziti destilace pro regeneraci ethanolu

Spotieba Cena [K& t™]
Voda 570 1t 28
Ethanol 921t 2709
Energie 576 kWht! 922
Produkce OV 484 1¢"! -

ny, by cena za dekontaminaci 1t zeminy neméla presah-
nout cca 10 000 K¢ (v€etné urcité rezervy).

Vypocet rektifikace byl proveden pro dveé rizné hod-
noty poméru zpétného toku. V prvnim piipadé byl zvolen
pomér zpétného toku 1,2 ndsobek minimalniho refluxu
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Tabulka IIT

Odhad spotieby ¢inidel a energie na dekontaminaci 1t
zeminy za pouziti rektifikace (R=3*R;,) pro regeneraci
ethanolu

Spotieba Cena [K&t™]
Voda 8021t 39
Ethanol 4111¢" 12110
Energie 919 kWh t! 1471
Produkce OV 10351t

(Rmin ) (tento nasobek je v literatuie'® uveden jako optimal-
ni). Pro rektifikaci byl zvolen objemovy tok nastiiku
10001h™"  (32,4kmolh™) amolarni tok destilatu
10 kmol h™". Cilem bylo ziskat destilat s 93 % objemovym
podilem ethanolu. Grafickym feSenim byla ziskana hodno-
ta Ry 0,86 a z ni pak hodnota poméru zpétného toku 1,03
(R=1,2*Rn). Rektifika¢ni kolona by pfi tomto zadani
méla mit 27 pater (pfi predpokladané 100% Murphreeove
ucinnosti patra). Z nastfikové smési (60 obj.% ethanol,
40 obj.% voda) by bylo ziskano 504 1 destilatu s 93% obje-
movym podilem ethanolu a 496 1 zbytku s 27 % ethanolu.
Na rektifikaci by bylo spotfebovano 276 kWh energie.

Pro sniZeni poctu pater rektifikacni kolony byl prove-
den jest€ jeden vypocet, kde byla hodnota poméru zp&tné-
ho toku zvolena jako trojnasobek R;,. Zbytek zadani zi-
stal stejny jako v pfedchozim vypoctu. V tomto piipadé by
pomér zpétného toku mél hodnotu 2,58 (R=3*R,) a pocet
potiebnych pater by se snizil na 8 (pfi predpokladané
100% Murphreeové ucinnosti patra). Zvysila by se ovSem
spotfeba energie na 441 kWh. Spotieba Cinidel, energie,
odhad nékladd a produkce odpadnich vod, pro pripad rek-
tifikace, kdy R=3*R i, je uvedena v tab. III.

Jak plyne z tab. II a tab. III, v piipadé uvazované ze-
miny kontaminované PCB by bylo za zvolenych podminek
vyhodnéjsi pouzit pro regeneraci ethanolu destilaci
(celkové naklady za vodu, ethanol a energii ¢ini 3659 K¢
na 1t zeminy) nez rektifikaci (celkové naklady za vodu,
ethanol a energii €ini 13 620 K¢ na 1t zeminy). Pro kon-
krétni technologii by vSak bylo potiebné proces destilace
i rektifikace optimalizovat.

Dalsi z moznosti regenerace rozpoustédla je filtrace
pfes membrany. Pfi pouZziti jedné membrany by bylo moz-
né oddélit kontaminant od alkoholu s vodou. Vyhodnéjsi
by vsak bylo pouziti 2 membran, pfi¢emz na jedné by se
oddelil kontaminant od alkoholového roztoku ana druhé
by se pak oddélila voda od alkoholu a byl by tak ziskédn
Cistsi a pro promyvani G¢innéjsi alkohol. Napt. pro pro-
pan-2-ol by bylo vhodnéjsi upfednostnit membrany pied
destilaci ¢i rektifikaci, nebot’ tvofi s vodou azeotropickou
smés jiz v bod¢€, kdy je koncentrace vody v propan-2-olu
30 % (cit."’), a bd&Znou destilaci tedy neni mozné ziskat
propan-2-ol s obsahem vody mens§im nez 30 %.

Uvazovat lze i o kombinaci rliznych vyse uvedenych
zpusobl regenerace. Konkrétni feSeni technologie by vsak

414

Laboratorni pfistroje a postupy

muselo byt  vysledkem  mnohem  detailngjSiho
a komplexnéjsiho vyhodnoceni. Z tab. II a III plyne neza-
nedbatelna produkce odpadnich vod s vysokym obsahem
PCB (v tomto konkrétnim piipadé 484 1t pii pouziti
destilace a 1035 1t pii pouziti rektifikace). Membranova
separace by tudiz mohla slouzit napt. k dalSimu snizZeni
produkce odpadnich vod, které by bylo nutné odstranit

v

Tato prace byla realizovina s pomoci vyzkumného
zdméru MSMT 6046137308,

Seznam symboll

CME smésny ester celulosy (celulose mixed ester)
NEL nepoléarni extrahovatelné latky

P,, rozdélovaci koeficient oktanol-voda

PAU polyaromatické uhlovodiky

PCE tetrachlorethylen

PCP  pentachlorfenol

POP perzistentni organické polutanty
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T. Novakova®, M. Svab™’, and M. Miillerova®
(“ Department of Environmental Chemistry, Institute of
Chemical Technology, Prague, " Dekonta Corp., Dretov-
ice): Application of Alcohols in Leaching of Polluted
Solid Matrixes

Ethanol and propan-2-ol were used to verify the effi-
ciency of removing persistent organic pollutants from real
soil contaminated with PCB (395 mg kg™') or with oil and
tar substances (57,5 gkg™"). In batch extraction 65-90 %
contaminants were removed with both solvents. An influ-
ence of water content in solvent was examined in a series
of experiments. The presence of water in the solvents de-
creases the extraction efficiency more for oil and tar sub-
stances than for PCB. 96 % of PCB and 75 % of oil and tar
substances were removed from soil by washing
in a column, using five pore volumes of propan-2-ol. Dis-
tillation and membrane separation were the methods con-
sidered for solvent recovery.
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Uvod

Vyuzivanie metdd tribotechnickej diagnostiky zabez-
pecuje zvySenie bezpe€nosti a spolahlivosti prevadzky, je
prevenciou vzniku portch a prostriedkom urcenia technic-
kého stavu strojov. Je dokazané, Ze problémy
s prevadzkou strojov st zapric¢inené z 85 % znecCistenym
olejom a zo 70 % produktmi starnutia v mazive' ™.

Mazacie oleje si pocas svojho pdsobenia vystavené
vysokej teplote, tlaku a prieniku neziadtcich latok
z vonkajSieho prostredia, ¢ize vnutornej a vonkajsej konta-
mindacii. Tym dochadza k vzniku degradacnych produktov
v oleji, jeho kontaminacii a ubytku aditiv. Tieto vplyvy
nar(8aju funkéné vlastnosti olejov a materidlov obmyva-
nych olejom. Sledovanim vlastnosti mazacich olejov pocas
ich pouZitia v prevadzke stroja sa zistuje Zivotnost’ oleja
ajeho schopnost’ chranit’ stroj. Sucasne je mozné cez
vlastnosti oleja uréit aj technicky stav tohoto stroja®*.
K metédam, ktorymi sa v tribotechnickom laboratoriu
sledujti fyzikélno-chemické vlastnosti oleja, patri stanove-
nie viskozity, celkového ¢isla kyslosti (total acid number —
TAN), vody metédou podla Karla Fischera a stanovenie
bodu vzplanutia.

Experimentalna cast’
Viskozita

Ak st vo vzorke viditelné necistoty, prefiltruje sa,
pripadne sa tieto necistoty odstrania dekantdciou. Pre sta-
novenie kinematickej viskozity sa pouziva poloautomatic-
ky viskozimeter TAMSON TV 200/AKV a meranie
i spracovanie vysledkov sa vykonava podla normy STN
EN ISO 3104+AC. Metoda je zaloZena na automatickom
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merani doby prietoku daného objemu meranej vzorky kva-
paliny  vdosledku  pdsobenia  gravitacnej sily
v kalibrovanej Ubbelohdeho trubici alebo manualne po-
mocou Ostwaldovej trubice.

Na overenie kalibracie viskozimetrickych trubic sa
vyuzivaju certifikované referencné materidly (CRM)
CANON S60 a N1000, st to ropné oleje s certifikovanou
hodnotou viskozity pri danej teplote.

Celkové ¢islo kyslosti (TAN)

Na stanovenie TAN sa ako titracné ¢inidlo pouziva
0,1 mol 1" alkoholicky roztok KOH. Vzorka sa rozpusta
v zmesi chloroform : propan-2-ol v pomere 2:1. Vzorka sa
pred analyzou homogenizuje pretrepavanim. Celkové
Cislo kyslosti sa stanovuje na automatickom potenciomet-
rickom titratore 702 SM TITRINO. Meria sa potencial na
indikacnej sklenenej elektrode oproti referencnej chlori-
dostriebornej elektrode v stlade s normou STN 65 6070.
TAN je udané mnozstvom KOH v mg, ktoré je potrebné
na neutralizaciu 1 g vzorky. Presnost’ a spravnost’ merania
je zabezpecené pouzitim CRM hydrogénftalatu draselného
pri stanoveni faktora roztoku KOH.

Obsah vody (stanovenie podl'a Karla Fischera)

Na stanovenie vody touto metédou sa pouzivaji Karl
Fischerove titratné c¢inidlo HYDRANAL Titrant 2
(obsahuje jod a oxid siri¢ity rozpustené v zmesi bezvodné-
ho metanolu a pyridinu) a rozpustadlo Hydranal Solvent
Oil (obsahuje imidazol, oxid siri¢ity, hexan-1-ol
a metanol). Vzorka sa pred analyzou homogenizuje pre-
trepadvanim. Na stanovenie obsahu vody metédou podla
Karla Fischera sa rovnako vyuziva automaticky potencio-
metricky titrator ako pre stanovenie TAN, ale za pouzitia
dvojitej platinovej elektrody. Meranie sa uskutocnuje po-
mocou  volumetrickej titrdcie s automatickou  bi-
ampérometrickou indikaciou koncového bodu v sulade
s normou STN 65 0330. Principom metddy je oxidacno-
reduk¢éna reakcia, pri ktorej reaguju jod a oxid siricity
v bezvodnom metanole a pyridine s vodou vo vzorke oleja.
Presnost’ merania je v laboratoriu zabezpeCena meranim
referencného materialu (water standard for volumetric
titration no.:34849) nadvézného na CRM NIST SRM
2890.

Bod vzplanutia (stanovenie podl'a Clevelanda )

Pred analyzou sa nechd vzorka stabilizovat’ pri labo-
ratornej teplote. Homogenizuje sa mieSanim, aby sa nevy-
tvorili bublinky. Pripadné bublinky sa odstrania z povrchu
vzorky vtégliku. Na stanovenie bodu vzplanutia
v otvorenom tégliku sa vyuZziva automat FP-92 5G. Meto-
da spociva v zohrievani vzorky v otvorenom tégliku pred-
pisanou rychlostou do prvého vzplanutia par sktsanej
vzorky nad hladinou po pribliZeni plametia v sulade s nor-
mou STN ISO EN 2592. Na identifikaciu plamena je pou-
zity ionizaCny hlasi¢. Stanovuje sa pre kvapalné ropné
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latky s teplotou vzplanutia nad 80 °C. Presnost’ a sprav-
nost’ sa kontroluje meranim referencného materialu PAC
GmbH Flash Point Cleveland Open Cup lot No:1029.

Presnost’ a spravnost merani uvedenych skuSok je
zabezpecCena Ucastou laboratoria na medzilaboratérnych
porovnéavacich meraniach s laboratoriami, ktoré majii vy-
konévanie tychto skasok akreditované.

Vysledky a diskusia

Viskozita uruje vytvaranie kvapalinového mazania,
unosnost’ mazacieho filmu, velkost odporu pri rozbehu
pohyblivych casti motora, tesniacu schopnost maziva
atepeln vodivost. V pouzitom oleji viskozita rastie
sdovodu vzniku necCistdt, ato bud  prienikom
z vonkajSieho prostredia alebo opotrebovanim a starnutim
oleja. Pokles viskozity moze byt spdsobeny zriedenim
oleja napr. s palivom z dovodu netesnosti v motore. Pravi-
delnym sledovanim hodnot viskozity olejov bolo zistené
a doporucené, ze pocas beznej prevadzky leteckych moto-
rov by sa viskozita nemala menit’ o viac ako + 15 % od
hodnoty udanej pre Cisty olej. V pripade vicSej zmeny je
potrebné zistit’ znehodnotenie vlastnosti oleja, ktoré moze
byt sposobené prienikom neziaducej kvapaliny do olejové-
ho systému alebo tepelnou degradaciou z dovodu poruchy
systému alebo nespravnej prevadzky. Pre stanovenie kine-
matickej viskozity v rozsahu od 2 do 100 m’s™ bola
v laboratoriu vypocitana hodnota rozsirenej neistoty (U)
s koeficientom rozsirenia k =2 rovna 2 %.

Celkové ¢islo kyslosti je vel'mi dolezitym ukazovate-
Tom kvality pouzivaného oleja. Starnutie oleja je sposobe-
né oxidaciou uhlovodikového zakladu oleja, ¢im vznikaji
latky, ktoré maju kyslé vlastnosti. Narast TAN v pouzitych
olejoch signalizuje nérast kyslych produktov oxidacie.
Cislo kyslosti by nemalo narast’ o viac ako o polovicu, od
hodnoty urcenej pre Cisty olej, ale pre oleje pracujice
v leteckych motoroch to neplati. Dlhodobym meranim
hodndét TAN olejov v prevadzke leteckych motorov bolo
zistené, 7ze zvyCajne nedochadza k prekroceniu hodndt

Tabulka I
Hodnoty TAN a kinematickej viskozity vo vzorkach olejov
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uréenych pre Cisty olej. K vyssiemu prekroceniu doslo len
v pripade zmieSania sinym typom oleja, ktoré¢ho cislo
kyslosti je vyrazne vysSie. Pre stanovenie TAN v rozsahu
od 0,01 do 1,5 mg KOH g’1 vzorky bola s koeficientom
rozSirenia k = 2 vypocitand hodnota Una 8 %.

Pritomnost’ vody zniZuje kvalitu mazacieho filmu,
zvySuje moznost’ kor6zie kovovych shciastok stroja
a ochudobiiuje mazaciu kvapalinu o aditiva. Dosledkom je
zvySeny oder a opotrebovanie, o moze spdsobit’ poruchu
lozisk, upchatie filtrov a zapeCenie motora. Voda moze
spdsobovat’ vytvaranie emulzii a kalov. Vo vic¢sine olejov
pouzivajucich sa v leteckych motoroch je pritomnost’ vody
nepripustna. Vyhodnotenim merani obsahu vody v oleji
jedného typu leteckych motorov pocas jedného roka bolo
zistené, ze priemernd hodnota obsahu vody je 0,04 %
s intervalom spol'ahlivosti 95 % v rozsahu danom smero-
dajnou odchylkou 0,011%. Pre obsah vody metédou podla
K. Fischera v rozsahu od 0,01 do 10 % bola s koeficientom
rozsirenia k = 2 hodnota U rovna 8§ %.

Bod vzplanutia pre opotrebované oleje sluzi k stano-
veniu priblizného obsahu zried’ujucich a horlavych latok.
Pomocou tejto metddy je mozné zistit’ nariedenie meranej
vzorky oleja napr. s palivom, vodou alebo inou kvapali-
nou, ktora znehodnocuje vlastnosti oleja, ¢im sa znizuje
vykonnost  stroja. Pre meranie bodu vzplanutia
v otvorenom tégliku podla Clevelanda v rozsahu od 100
do 300 °C je pre koeficient rozsirenia k = 2 hodnota
Urovna 4 %.

Priklady tribotechnickej diagnostiky v praxi

Vyuzitie niektorych zo spominanych metod v praxi je
popisané v nasledovnych prikladoch:

Priklad 1

Povodna olejova napli leteckého motora olej Castrol
98 bola nahradena zmesou olejov ASTO 3SP a ASTO 100.
Pri beznej tribotechnickej kontrole boli vo vzorkach olejov
namerané zvySené hodnoty TAN a kinematickej viskozity
(tabul’ka I). Pre Cisty olej Castrol 98 bola namerana prie-

Cislo vzorky/ oznacenie oleja Kinematicka viskozita [mm?s ") TAN
37,8 °C 100 °C [mg KOH g']
ASTO 3SP / ASTO 100 22,95 4,41 0,09
Castrol 98 _a 7,6° 0,20
1 29,24 5,48 0,12
2 29,26 522 0,14
3 29,71 5,08 0,19
4 29,48 5,10 0,20

Tabul’kova hodnota nie je uvedend, ° tabul’kova hodnota
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merné hodnota TAN rovna 0,20 mg KOH g™ s intervalom
spolahlivosti 95 % v rozsahu danom smerodajnou odchyl-
kou 0,12 mg KOH g™'. V &istej zmesi olejov ASTO 3SP
a ASTO 100 bola namerana hodnota TAN 0,09 mg KOH g_l.
Z nameranych vysledkov vznikol predpoklad, ze doslo
k nedokonalému preplachu olejového systému. Infracerve-
nou spektralnou analyzou bola potvrdena pritomnost’ oleja
Castrol 98 v zmesi olejov ASTO 3SP a ASTO 100. Z tri-
botechnického hladiska je tento stav pracovnych kvapalin
nevyhovujuci, a preto bolo doporucené preplachnutie ole-
jového systému a opakované naplnenie prislusnou zmesou
olejov.

Priklad 2

Pri beznej kontrole stavu kvapalin v leteckom motore
bolo zistené zakalenie oleja. Z dévodu podozrenia na pri-
tomnost’ inej kvapaliny, ako je doporucena pre dany olejo-
vy systém, bol stanoveny bod vzplanutia v otvorenom
tégliku a vykonana infracervena spektralna analyza. Na
zaklade infracervenej analyzy bolo zistené, ze doslo
k zmieSaniu oleja MS-8P s olejom ASTO-555, zaroven
bola vylacena pritomnost’ vody. Hodnota bodu vzplanutia
v Cistom oleji MS-8P je 175 °C. Namerana hodnota bodu
vzplanutia skuSobnej vzorky bola nizSia, ato 162 °C.
Predpokladalo sa, Ze zmieSanim s olejom ASTO-555, kto-
rého bod vzplanutia je 245 °C, vzrastie hodnota bodu
vzplanutia, ale nestalo sa tak. D4 sa to vysvetlit’ tym, Ze
vzajomnym zmieSanim tychto kvapalin za zvySenych tep-
16t a tlakov vznikli latky, ktoré st viacej horlavé (maju
nizsi bod vzplanutia) ako samotny olej MS-8P.

Zaver

Stanovenie viskozity v opotrebovanych olejoch je
délezitou informaciou o Gnosnosti mazacieho filmu medzi
trecimi plochami pre zabezpecenie ochrany systémov ma-
zanych tymito olejmi. Cislo kyslosti udava mnozstvo kys-
lych latok voleji atym uruje stupenl jeho zostarnutia.
Pritomnost’ vody v oleji vo viazanej alebo volnej forme
predstavuje neziaduci Cinitel’, ktory vznika pocas prevadz-
ky stroja, ¢im spdsobuje nepriaznivé degradaéné procesy
Vv mazive.

Metoédy vyuzivané na  zistovanie fyzikalno-
chemickych vlastnosti oleja, nachadzajuceho sa pocas
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prevadzky v olejovom systéme motora, umoziuju ziskat'
pomocou zmeny vlastnosti oleja vela informécii o stave
motora. Z vysledkov merani je mozné dedukovat’ dostatoc-
né, alebo nedostatocné utesnenie motora, pripadne utesne-
nie chladiaceho systému, dokonalost’ mazania a chladenia.
Pomocou tychto metdd a znalosti technického systému je
mozné identifikovat’ vznikajiicu poruchu, pripadne ju aj
lokalizovat’.

Prispevok vznikol za podpory grantovej agentiry
VEGA MS SR ¢. 1/4155/07.
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Methods used in tribotechnical diagnostics of military
airplane engines based on evaluation of physicochemical
characteristics of the used oils are reviewed. Their kine-
matic viscosity was determined at 40 °C and 100 °C using
an automatic viscometer. An increase in viscosity may
indicate contamination of oil with impurities or water due
to degradation or vaporization of volatiles. A decrease in
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acid number of oil was determined by titration with KOH.
Water was determined by Karl Fischer titration. The flash
point was determined by the Cleveland open cup method.
Applications of the described methods are shown on two
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Uvod

Ako jeden z problémov prirodovedného vzdelavania
sa Casto uvadza odtrhnutost’ obsahu Skolskych predmetov
od kaZzdodenného zivota. Tento problém spociva podl'a nas
Casto len v nedostato¢énom poukazovani na aplikacie javov
a dejov, ktoré sa preberaji na hodinach chémie a fyziky,
v beznom zivote. Jednym z takychto dejov, ktoré sa dostali
takmer do centra nasho kazdodenného diania, je elektroly-
za. Kedysi sa ako priklady vyuzitia elektrolyzy v praxi
uvadzali vyroba hlinika, vyroba vysoko ¢istej medi, pripra-
va vodika a zriedkavejSie nabijanie oloveného akumulato-
ra. V sucasnej dobe sa Coraz CastejSie stretdvame s vyuZi-
tim elektrolyzy bez toho, aby sme si to uvedomovali, napr.
pri nabijani akumuldtorov do mobilnych telefénov, fotoa-
paratov, prehravacov, hraciek a pod. Galvanické c¢lanky,
vratane modernych akumulatorov pouzivanych ako zdroj
energie prenosnych pristrojov, ktoré nas kazdodenne spre-
vadzaju, sme ucitelom i Studentom predstavili v nedavno
publikovanom prispevku'.

Ziaci slovenskych zakladnych 8kél sa s elektrolyzou
prvykrat stretdvaju na hodinach fyziky v 6. roéniku
v ramci tematického celku zameraného na vedenie elek-
trického pradu v kvapalinich. V chémii je tato problemati-
ka zaradend do uciva 9. ro¢nika do tematického celku za-
meraného na redoxné reakcie. Na strednych Skolach
(gymnaziach aj odbornych skolach) sa elektrolyza vyucuje
v 1. ro¢niku a je vélenend do tematického celku venované-
mu chemickym reakciam a ich zékonitostiam. Podla
Vzdelavacich Standardov z chémie s exemplifikacnymi
Gilohami® Ziaci maju vediet' vysvetlit princip elektrolyzy,
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deje prebiehajuce na kladnej a zapornej elektrode a rozdiel
medzi elektrolyzou vodného roztoku a taveniny.

V Ceskej republike sa v suasnosti zagina vyudovat
podla ramcovych vzdelavacich programov’. Chémia je
zaradend do vzdelavacej oblasti ,,Clovék a piiroda“ spolu
s dalsimi prirodovednymi predmetmi (fyzika, chémia,
prirodopis a zemepis). U¢ivo o redoxnych reakcidch sa
vyucuje v rovnakom rozsahu ako na slovenskych skolach,
ale s moznost'ou vol'by ro¢nika.

Problém pochopenia elektrolyzy a najméd vypoctov
mnozstva latok vylacenych na elektrodach tkvie aj
v tradicnom [Ipeni na dvoch Faradayovych zakonoch
a zavadzani dnes uz zbytocnej veliCiny ,.elektrochemicky
ekvivalent®, ktorého pochopenie je naro¢né. Ziakom mo-
zeme zdoraznit’, ze Faraday musel odvodit’ vztah pre vy-
pocet hmotnosti vylacenej latky pri elektrolyze zovSeobec-
nenim experimentalnych udajov, ziskanych mnozstvom
pokusov. Neboli totiz zndme pojmy, ktoré mame k dispo-
zicii dnes — elektron, latkové mnozstvo, molarna hmot-
nost’, neexistovala ani periodické tabul'ka. V sicasnosti sa
vztah vyjadrujtci spojené Faradayove zakony da odvodit
jednoduchou tivahou, ktora uvadzame.

Vzhladom na cCasto nedostatoéné vybavenie §kol,
experimentdlne ulohy z elektrolyzy, ktoré by prispeli
k lepSiemu pochopeniu uciva, sa na mnohych Skolach ne-
vykonédvaju. V prispevku preto uvddzame alternativne
zariadenia, ktoré umoznuju jednoducho a pritom ndzorne
uskutocnit’ elektrolyzu v skolskych chemickych laborato-
riach. Zariadenie pre spolo¢né zachytavanie plynov je
upravené podl'a Banika®. Pre elektrolyzu vodnych rozto-
kov halogenidov navrhujeme podobné usporiadanie poku-
su.

Co je elektrolyza?

Elektrolyza sa d4 najjednoduchSie opisat’ ako
,rozklad latok jednosmernym elektrickym pradom®. Ide
o chemické zmeny, ktoré nastani pri prechode jednosmer-
ného elektrického pradu elektrolytom (roztokom alebo
taveninou).

Kvantitativnym §tadiom elektrolyzy sa zaoberal Mi-
chael Faraday. Sledoval vztah medzi nabojom, ktory pre-
Siel elektrolytom a mnozstvom latok vylu¢enych na elek-
trédach. V roku 1833 svoje pozorovania a vysledky zhrnul
do dvoch zakonov. Prvy Faradayov zakon sa da vyjadrit
nasledovne: Hmotnost’ m latky vylicenej alebo chemicky
premenenej na elektrode Gcinkom elektrického pradu 7 je
umerna elektrickému naboju Q, ktory presiel elektrolytom.
Matematicky tento zakon vyjadruje vztah (1):

m=4Q (1)
kde konstanta imernosti 4 je tzv. elektrochemicky ekviva-
lent. Je to hmotnost’ latky v gramoch, ktora sa chemicky
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vylugi alebo premeni nabojom 1 C (g C™"). V pripade kon-
Stantného elektrického pradu 7 (A) prechadzajiuceho elek-
trolytom za urcity Cas 7 (s) plati:
Q=1It 2
Druhy Faradayov zakon mozno formulovat takto:
Hmotnosti rozlicnych latok vylucenych alebo chemicky
premenenych na elektrodach rovnakym nabojom Q st
v pomere ich elektrochemickych ekvivalentov. Elektroche-
micky ekvivalent mézeme vyjadrit’ vztahom (3):
M
zF

L, 3

kde M je molarna hmotnost' vylucenej alebo chemicky
premenenej latky (g mol™), z podet elektrénov potrebnych
na oxidaciu alebo redukciu jednej Castice, F Faradayova
konstanta). Faradayova konStanta predstavuje 1 mol ele-
mentarneho elektrického naboja, ktorym je naboj elektronu
a mozeme ju vyjadrit’ vztahom (4), ako sucin Avogadrovej
konstanty N, a elementarneho elektrického néboja e :

F =N, e =6,0221367.10” mol . 1,6021773.10 °C

=96 485,309 C mol (4)

Dosadenim vztahu (2) a (3) do vztahu (/) dostavame
vztah (5) vyjadrujuci spojené Faradayove zakony:

()

m=——-I1It¢t
zF

Tento vztah sa dnes da jednoducho odvodit’ aj bez
pouzitia pojmu elektrochemicky ekvivalent, ak si uvedo-
mime, Ze na vylicenie alebo chemicku premenu jedného
atomu latky M z roztoku ,,z-mocnych® ié6nov podla rovni-
ce (6):

M" +ze > M (6)
je potrebny naboj O = z e¢. Potom pre vylucenie alebo
chemickl premenu latkového mnozstva n molov latky M
(t. j. n Na atomov) je potrebny ndboj O dany vztahom

(7):

QO = nNaze (7)
Pre latkové mnozstvo n plati vztah (8):
n=1" ()
M

Ked do vztahu (7) dosadime vztahy (2), (4) a (8)
a vyjadrime hmotnost’ m, dostaneme vzt'ah (5) pre spojené
Faradayove zakony.

Na uvedenom vzt'ahu su zalozené coulometre, pristro-
je na meranie elektrického néboja, ktory preSiel obvodom
za dany Casovy interval.

V praxi prebiehaju pri elektrolyze rozne vedlajSie
procesy, a preto mnozstvo vylucenej latky je obycajne
menSie ako zodpoved4d Faradayovym zdkonom. Pomer
skutocne ziskaného mnozstva latky k mnozstvu teoreticky
vypocitanému sa nazyva pridovy vytazok (pripadne u¢in-
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nost elektrolyzy) a udava sa v percentach.

Navody na praktické tlohy z elektrolyzy

Elektrolyza vody — spolo¢né zachytavanie vodika
a kyslika

Elektrolyza vody sa najCastejSie uskutocnovala
v Hoffmanovom pristroji. Vzhl'adom na jeho nevyhody (je
l'ahko rozbitny a cenovo pre mnohé Skoly nepristupny) sa
na Skolach nepouziva. Viaceri autori navrhuja jeho jedno-
duchsie a cenovo pristupné alternativy” .

V nasledujucich dvoch experimentoch pouzivame ako
elektrolyt roztok siranu sodného, latky, ktor nie je klasifi-
kovana ako nebezpecna chemicka latka na rozdiel od kyse-
liny sirovej alebo hydroxidu sodného, ktoré su zieravé [ak
w(H,SO4) > 15 % a w(NaOH) > 2 %] pripadne drazdivé
[ak w(H,SO4) > 5 % a w(NaOH) > 0,5 %].

Princip: Ked’Zze molekuly vody su len nepatrne disociova-
né, pri pH7 je ¢, =coy = 107 mol dm™ a &ista voda
nevedie elektricky prad. Pridanim silného elektrolytu,
ktorého molekuly su dobre disociované, a preto vedi elek-
tricky prud, elektrolyza prebieha.

Disociacia Na;SOy:

Na,S0; (aq) > 2 Na' (aq) +SO,> (aq) 9)
Disociacia H,O:
2 H,0 (I) - H;0" (aq) + OH (aq) (10)

Nakol’ko pH vodného roztoku Na,SO, je blizke 7 (sol
nehydrolyzuje), koncentricia H;O" iénov a OH™ idnov je
priblizne 1.107" mol dm™, z &oho vyplyva, Ze pocas elek-
trolyzy budi na elektrédach prebiehat’ nasledovné deje:
katdda (redukcia):

4H,0()+4e —>40H (aq) +2 H, (g) (11)
EI?IZO/HZ =-0,83V

anodda (oxidacia):
6 H,O (1) > O,(g) + 4 H;O" (aq) + 4 ¢ (12)
Eg po=123V
Hodnota redoxného potencialu Ega+ =271V je

zapornejSia ako hodnota redoxného potencidlu Eﬁzo/H:
=-0,83 V, &o sposobuije, Ze iony Na' sa na katdde neredu-
kuju, ale redukuje sa vodik. Hodnota redoxného potencialu

E’ =201V

S,027/80%"

je vyssia ako hodnota redoxného potencialu
E} 1,23V

0,H,0

o sposobuje, ze i6ny SO,* sa na andde neoxiduju, ale
oxiduje sa kyslik. Iony Na“a SO,* zostavaju v roztoku
pocas elektrolyzy bez zmeny a prispievaji len k zvySeniu
vodivosti elektrolytu.

Pomécky: plastova injekéna striekacka (V=5 cm’), 2 elek-
trody — listové spony (napr. SPONY 236, vel'kost’ 50 mm),
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Obr. 1. Zariadenie pre elektrolyzu vody; a) spolocné zachyta-
vanie vodika a kyslika, b) oddelené zachytavanie vodika a kyslika

9 V batéria, 2 spojovacie vodice, Petriho miska, kovovy
stojan, drziak, svorka.

Chemikdlie: siran sodny (¢ = 1 mol dm ).

Priprava zariadenia: V spodnej Casti plastovej injekcnej
striekaCky urobime oproti sebe dva otvory, cez ktoré vsu-
nieme spony ohnuté do 90° uhla, ktoré budu sluzit' ako
elektrody. Velkost otvorov volime tak, aby bola zabezpe-
¢end ich dokonala tesnost’ po zasunuti elektrod (obr. 1a).
Postup: Do striekatky naberieme 2 cm® roztoku elektroly-
tu Na,SOy, tak, aby v striekacke nezostal vzduch. Striekac-
ku s roztokom fixujeme vo zvislej polohe otvorom nadol.
Pod ustie striekacky podlozime Petriho misku, do ktorej
budu odkvapkavat’ kvapky roztoku elektrolytu. Elektrody
pomocou spojovacich vodi¢ov pripojime na 9 V batériu.
Pozorujeme vyvijanie plynov na elektrodach vo vnutri
strickacky, ktoré sposobuju vytlacanie roztoku elektrolytu
zo striekacky. V striekacke vznikd zmes vodika a kyslika
v pomere 2:1, ktora je znama pod nazvom ,,traskavy plyn®.
Identifikacia produktu: Pritomnost’ traskavého plynu mo-
zeme zistit’ napr. tak, ak do mydlového roztoku zavadzame
pripravent zmes plynov. Ked’ k takto pripravenym bublin-
kam prilozime horiacu $pajdl'u, budeme pocut’ charakteris-
tické Steknutie typické pre traskavy plyn.

Elektrolyza vody — oddelené zachytavanie vodika
a kyslika

Pomécky: 2 plastové injekéné striekacky (V = 2 cm’),
2 uhlikové elektrody (pripravia sa pomocou tuhy
z obycajnej ceruzky), spojovacie vodice, 9 V batéria, Pet-
riho miska, kovovy stojan, drziak, svorka.

Chemikdlie: siran sodny (¢ = 1 mol dm ).

Priprava zariadenia: V spodnej Casti plastovej injekcnej
striekacky urobime otvor, cez ktory neskor vsunieme uhli-
kovu elektrodu. Velkost otvoru volime tak, aby bolo za-
bezpecené dokonalé utesnenie. Obdobne pripravime aj
druht striekacku (obr. 1b).
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Postup: Do oboch striekaciek naberieme po 2 cm?® roztoku
elektrolytu Na,SO, tak, aby v striekacke nezostal vzduch.
Cez bocny otvor strickacky opatrne vsunieme uhlikova
elektrodu. Takto pripravené striekacky pripevnime pomo-
cou drziaka a svorky do kovového stojana a ponorime do
roztoku Na,SO4 v Petriho miske (je potrebné zabezpecit
vodivé spojenie elektrolytu v striekackach). Elektrody
pripojime pomocou spojovacich vodi¢ov na 9 V batériu.
Pozorujeme vyvijanie plynov na elektrodach vo vnutri
striekaciek. Prechodom prudu dochadza k rozkladu elek-
trolytu. Na katode (pripojenej na zaporny podl batérie) uni-
ka vodik a na andde (kladny pdl batérie) kyslik. Objemy
vznikajucich plynov st v pomere 2:1.

Elektrolyza vodnych roztokov halogenidov

Princip: Elektrolyzou vodného roztoku halogenidu drasel-
ného sa ziska na katode vodik, v okoli katody sa hromadi
roztok KOH a na anode prislusny halogén.

Halogenid draselny je v roztoku disociovany na dra-
selné a halogenidové iony:

KX (aq) > K" (aq) + X" (aq) (13)
Autoprotolyzou vody vznikajua H;O" a OH™ iény:
2 H,0 (1) > H;0" (aq) + OH (aq) (14)

Do uvahy prichadzaji nasledovné mozné deje na ka-
tode:

K" (aq)+e =K (5) E°=-293V (15)

H,O()+2¢ —H, (g)+OH (aq) E°=—0,83V (I6)

2H;0" (aq)+2e —2H,0()+H, (g) E°=0,00V(17)

Na katode sa budd redukovat’ tie kationy, ktorych
redoxny potencidl je menej negativny. Vzhl'adom na to, ze
pH vodného roztoku KX je blizke 7 (sol' nehydrolyzuje)
a koncentracia H;O" iénov je priblizne 1.107"mol dm,
redukcia bude prebiehat podla rovnice 16. Zaroven to
vysveluje, Zze pocas elektrolyzy v okoli katédy narasta
koncentracia OH™ i6nov, preto mozno ziskat KOH ako
dalsi produkt elektrolyzy.

Na anode prichadzaju do ivahy tieto deje:

6 H,0(1) > 0, (g) +4H;0" (aq) +4 ¢

2X —-2¢ 5 X,

Standardné redoxné potencialy su nasledovné:
0,(g)+4H (aq)+4e > 2H,0 () E°=1,23 (20)

(18)
(19)

Clh(g)+2e —>2CI (aq) E=136V (21)
Br,()+2e¢ — 2Br (aq) E=1,07V (22)
L(s)+2e —> 2T (aq) E°=0,53V (23)

Na anode sa bude oxidovat’ latka s niz§im redoxnym
potencidlom. V pripade KI jod, v pripade KBr brom
a v pripade KCI podl'a redoxného potencialu (+1,23 V)
kyslik. Experiment vSak dokazuje pritomnost’ chléru. Ten-
to dej mozno vysvetlit' nadpéatim kyslika. Nadpétie je ty-
pické najma pre kyslik a vodik, znamena to, ze sa vylucuji
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Obr. 2. Zariadenie pre elektrolyzu vodnych roztokov haloge-
nidov

pri vy$Som napiti, nez aké sa vypocita z potencidlov pri-
slusnych vratnych elektrod.

Zvysovanie koncentracie Cl™ i6nov, pouzitie koncen-
trovanejsich roztokov v redlnom experimente, vedie
k znizovaniu redoxnych potencialov podl'a Nernstovej-
Petersovej rovnice oproti hodnotdm Standardnych poten-
cialov.

Pomdcky: 2 plastové injekéné striekacky, 2 uhlikové elek-
trody, spojovacie vodice, 9 V batéria, Petriho miska, kovo-
vy stojan, drziak, svorka.

Chemikdlie: chlorid draselny (¢ = 2 mol dm™), bromid
draselny (c = 2 mol dm), jodid draselny (c = 2 mol dm ™),
fenolftalein (w = 0,1% roztok v 96% etanole), fluorescein
(w = 0,1% roztok farbiva v 50% etanole), Skrobovy roztok
(w = 2%), jodidoskrobovy papierik, $krobovy papierik.
Priprava zariadenia: Zariadenie zostavime podl'a obr. 2.
Pracovny postup: Plastové striekacky naplnime roztokom
halogenidu draselného a dbame na to, aby neboli pritomné
vzduchové bubliny. Cez bo¢ny otvor striekacky opatrne
vsunieme uhlikové elektrody. Takto pripravené striekacky
pripevnime pomocou drziaka a svorky do kovového stoja-
na a ponorime do roztoku KX v Petriho miske. Aby elek-
trolyza prebiehala, je potrebné zabezpecit' vodivé spojenie
elektrolytu v striekackach. Uhlikové elektrody pomocou
spojovacich vodiCov pripojime na 9 V batériu.

Pocas elektrolyzy pozorujeme na katode (zaporny pol

fluorescein

Br Br
OH O (0] OH
RS G G SN
Br Br

422

Vyuka chemie

batérie) tvorbu bubliniek unikajiceho vodika a na andde
(kladny pol batérie) vyluCovanie halogénu X,, ktory sa
Ciastocne rozpusta v roztoku KX.

Po skonéeni elektrolyzy vyberieme striekacky z Petri-
ho misky a identifikujeme produkty.
Identifikacia produktov:
KOH: Do roztoku v Petriho miske, na miesto kde bola
umiestnend katdda, priddme niekolko kvapiek roztoku
indikatora fenolftaleinu. Nakol'ko sa tu hromadi KOH,
fenolftalein sa farbi na ruZovo.
H,: Zachyteny plynny vodik v striekacke napr. zavadzame
do roztoku saponétu, do ktorého sme pridali glycerol
(zabranuje vysuSovaniu vytvoreného filmu bubliny). Vzni-
kajuce bublinky naplnené vodikom su I'ahsie ako vzduch,
a preto stiipaju nahor.
Cly: a) Zo striekacky, v ktorej sa pri elektrolyze vyvijal
chlor, kvapneme kvapku roztoku na jodidoskrobovy papie-
rik. Elektrolyzou uvolneny chlér oxiduje KI na I,, ktory
farbi Skrobovy roztok na modro. Prebieha chemicka reak-
cia zapisana chemickou rovnicou:

2KI+ClL >, +2KCI (24)

b) Ak vytla¢ime Cast’ roztoku obsahujiceho chlor do
skamavky a pridame par kvapiek roztoku KI, pozorujeme
hnedé sfarbenie roztoku od vyli¢eného jodu. Po prida-
ni par kvapiek Skrobového roztoku, roztok sa sfarbi na
modro.

Oxidéacia jodu chlérom prebieha az na 10;” podla
nasledovnej chemickej reakcie, pricom postupne modré
sfarbenie mizne.

L, +5Cl + 6 H,O — 2 HIO; + 10 HCI (25)

¢) Pritomnost’ chloru mézeme zistit' aj pomocou roz-
toku KBr a pripadne fluoresceinu nasledovnym postupom.
Zo striekacky, v ktorej sa vyvijal chlér, kvapneme kvapku
roztoku na filtracny papierik namoceny do roztoku KBr,
pripadne do zmesi roztokov KBr a fluoresceinu, alebo
vytlacime Cast’ roztoku do skimavky, priddme par kvapiek
roztoku KBr, pripadne zmes roztokov KBr a fluoresceinu.
Elektrolyzou uvolneny chlor oxiduje v roztoku KBr na
Br,. Pozorujeme zlté sfarbenie roztoku od vyluceného
bromu, ktory reaguje s roztokom fluoresceinu (zIta farba)
za vzniku eozinu (Cervena farba). Prebiehaju reakcie zapi-
sané chemickymi rovnicami (26) a (27):

2 KBr + Cl, — Br, + 2 KCI (26)

Br;: a) Pritomnost’ bromu mézeme zistit' rovnako ako
u chloru jodidoskrobovym papierikom. Elektrolyzou uvol-
neny brom oxiduje KI na I,, ktory farbi skrobovy roztok na

27)

O COO-

eozin
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modro. Prebicha chemickd reakcia zapisana chemickou
rovnicou:

2 KI+Br, - I, +2 KBr (28)

b) Ak vytlac¢ime Cast’ roztoku obsahujiceho brom do
skamavky a pridame par kvapiek roztoku KI, pozorujeme
hnedé sfarbenie roztoku od vyluc¢eného joédu. Po prida-
ni par kvapiek Skrobového roztoku sa roztok sfarbi na
modro.

¢) Brom mozeme dokazat’ aj roztokom fluoresceinu

(zIta farba), ktory s bromom reaguje za vzniku eozinu
(Cervena farba).
I,: Pritomnost’ jodu mozeme zistit' Skrobovym roztokom.
Zo striekacky, v ktorej sa vyvijal jod, kvapneme kvapku
roztoku na Skrobovy papierik alebo vytla¢ime Cast’ roztoku
do sktimavky a pridame trochu Skrobového roztoku. Elek-
trolyzou uvolneny jod farbi skrobovy roztok na modro.

Zaver

Prispevok poukazuje na moZnosti uskuto¢nenia elek-
trolyzy v jednoduchom cenovo nenaro¢nom zariadeni,
ktoré je dostupné na kazdej Skole a s pouzitim chemickych
latok, ktoré nie su klasifikované ako nebezpecné. Praca
s malymi mnozstvami vedie k ekonomickému vyuzivaniu
chemikalii a vzniku malého mnozstva odpadov. Navrhnuté
experimenty mozno vyuzit pri vyucbe jednak elektrolyzy
a jednak pripravy vodika a kyslika, pripravy halogénov,
ich vz4jomnych reakcii a porovnani oxida¢nych vlastnosti
halogénov ako aj ich dokazovych reakcii.

Praca bola realizovana s financénou podporou grantu
KEGA ¢. 3/4202/06.
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The apparatus can be easily used in school laborato-
ries for demonstration of electrolysis. Its advantages are
low cost, easy set-up, and a low consumption of the elec-
trolyte. Electrolyses of water and halide solutions are pre-
sented. A simple derivation of the equation for determin-
ing the amount of the electrolysis product is given.
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Systematicka anorganicka
chemie

Vydala Univerzita Karlova v Praze
— Nakladatelstvi

Karolinum, 2009.

234 stran, 250 K¢.

ISBN 978-80-246-1614-8

Skripta Ivana LukeSe ,,Systematickda anorganicka
chemie* jsou zdafilym dilem, a to zejména proto, Ze odra-
zeji moderni pojeti anorganické chemie, podle kterého je
anorganickd chemie chdpina a vyklddana nikoliv jako
jedna z izolovanych chemickych védnich disciplin, nybrz
jako integralni soucast chemie s ¢etnymi priniky s dal§imi
chemickymi disciplinami, hlavné s chemii organickou
afyzikalni, a s 0zkymi vazbami na obory chemicko-
technologické a inzenyrsko-chemické. Ve skriptech jsou
otazkam sty¢nych bodd anorganické chemie a dalsich che-
mickych disciplin a jejich vzajemnému ovliviiovani a obo-
hacovéani vénovany nejen samostatné kapitoly (jako napf.
,,Organokovové slouceniny®, ,,Katalyza“ a pod.), ale jako
zakladni idea prostupuji celym textem.

V dobé obrovského rustu novych poznatkil ve vsech
védnich oborech, véetné anorganické chemie, a témér kaz-
dodenniho zvetejnéni néjakého nového objevu, je pro au-
tora jakychkoliv uCebnich textli nesmirn¢ obtiznym, ale
zaroven zasadnim a nezbytnym, tkolem citlivy vybér fak-
tografického materidlu a rozliSeni miry dtleZzitosti jeho
jednotlivych polozek. V recenzovanych skriptech jsou
zieteln€ odliSeny pasaze obsahujici fakta, ktera jsou pod-
minkou Gspésného absolvovani zkousky a ktera by si mél
Ctendfl (student) uchovat delsi dobu, nejlépe cely zivot,
v paméti od mist s méné€ dlilezitymi poznatky ¢i pouhymi
zajimavostmi.

Vlastni text skript vychézi z osvéd¢eného a ovéteného
starsiho (1998) vydéani podobného titulu. Ten je na ruz-
nych mistech v potfebné mite dopliiovan o nové kapitoly
¢i odstavce (napf. ,,Voda a led”, ,,Boridy®, ,,Slouceniny
dusiku s vodikem* a dalsi), modernizovan podle novéjSich
poznatkd (napf. ,,Slouceniny siry s halogeny*) nebo pie-
pracovan (napf. ,,Pfehled kyselin dusiku‘). Graficka upra-
va skript i jazykova stranka jsou velmi kvalitni.

Za zvlast zasluzny a potfebny pfispévek skript je
tieba povazovat zatazeni posledni ¢asti ,,Vybrané kapitoly
z anorganické chemie®. Témata zafazena do této Casti tvori
pouze maly vysek z daleko pocetnéj$i mnoziny moznosti,
pfedstavuji vSak celosvétové mimofadné intenzivné studo-
vanou c¢ast anorganické chemie. Jejich vybér neni zfejmeé
nahodily, odpovid4d do zna¢né miry profesionalni orientaci
autora a jeho pracovisté. A tak by tomu mélo byt. Je dobré,
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kdyz studenti uz na samém pocatku studii poznaji, Ze je
uci nejen zkuSeny vysokoskolsky ucitel, ale i vyrazna vé-
decka osobnost.

Podle pfedmluvy jsou skripta uréena prevazné studen-
tim bakalarskych studijnich programi a studentim ucitel-
skych kombinaci s chemii. Nicméné — neméla by uniknout
pozornosti daleko Sir$i odborné vefejnosti, studentské
1 ucitelské.

J. Holecek

Pavel Pitter
¢ Hydrochemie

Vydalo vydavatelstvi VSCHT Pra-
ha, 2009. 4. aktualizované vydani.
592 stran, 670 K¢.

ISBN 978-80-7080-701-9

Ctvrté vydani ,,vodai'ského bestsel-
leru* kone¢né vypliuje dlouhotrva-
jici nedostatek moderni publikace v pfislusném oboru,
vytvofeny pomérné rychlym rozebranim jejiho piedchaze-
jiciho vydéni.

Kniha zachovava plvodni, pedagogicky osvédcené
Clenéni kapitol, véetné nazvi. Jejich text autor aktualizoval
a doplnil novymi teoretickymi i praktickymi poznatky.
Aktualizovéna byla také literatura, uvadéna na konci kazdé
kapitoly.

Uvodni &asti knihy jsou vénovany struénému popisu
vyvoje hydrochemie, vybranym legislativnim nastrojim
v oboru, ptehledu hydrochemické literatury, fyzikalné-
chemickym vlastnostem vody a obecnému slozeni vod.
Pozornost je vénovana také fyzikalni chemii povrchi tu-
hych latek piichazejicich do styku s vodou a feSeni che-
mickych rovnovah ve vodach v souvislosti s existenci riz-
nych forem jednotlivych slozek.
tu, vlastnostem a vyznamu latek anorganického a organic-
kého plivodu vyskytujicim se ve vodach a procesiim, které
ovlivigji jejich distribuci v prostiedi. Do charakteristiky
organickych latek bylo zafazeno jejich roztfidéni podle
puvodu, biologické rozlozitelnosti a zdravotni nezdvadnos-
ti. Nové se v této Casti publikace objevuje kapitola vénova-
néa cizorodym latkdm (ftalaty, léciva, estrogeny atd.), je-
jichz ptitomnost ve vodach je v soucasné dob¢ velmi po-
zorn¢ sledovana.

Samostatna ¢ast knihy pojednava o jednotlivych dru-
zich vod — pfirodnich, pitnych, uZitkovych a provoznich,
o odpadnich vodach splaskovych a pramyslovych a také
o odpadech ze zemédelstvi.

ZavéreCnou Cast knihy vypliuji kapitoly vénované
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feSeni chemickych rovnovah ve vodach v souvislosti
s diferenciaci forem existence jednotlivych slozek.

Autor pii psani textu respektoval doporugeni Ceského
normalizaéniho institutu (CNI), aby se pii piekladu norem
ISO a EN co nejvice akceptovaly anglické zkratky misto
Ceskych ekvivalentl. Proto v nékterych nazvech i v tabul-
kach uvadi ob¢ varianty napt. KNK (ANC), ZNK (BNC),
CHSK (COD), BSK (BOD), PAU (PAH) a dalsi.

Kniha spliiuje podle mého soudu veskera kriteria
a pozadavky na moderni odbornou publikaci. I kdyz je
primarné urena studentim bakalaiského, magisterského
a doktorandského studia oborl technologie vody, vodni
hospodafstvi a vodni stavby, technologie a ochrana zivot-
niho prostfedi, hydrologie, hydrogeologie, aplikovana
a krajinna ekologie, méstské inzenyrstvi a dalSich, nalezne
Siroké uplatnéni 1 v nastavbovém vzdélavani a v praxi
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napf. vyzkumnych pracovnikili, podnikovych vodohospo-
dati, hydroanalytiki, ve statni spravé atd. Pfednosti knihy
je, podobné jako v predchazejicim vydani, jeji encyklope-
dicky charakter a uvadéni praktickych pifikladt a po-
znatkd, srozumitelnych i pro pracovniky bez vysokoskol-
ského vzdélani v pfislusSném oboru. Kniha, do které uzna-
vany pedagog pretavil své odborné znalosti a zkusenosti,
vynikd pfesnymi formulacemi, vystiznym vysvétlenim
vSech pouzivanych pojmi a definic, prehlednosti a vyva-
zenosti obsahu jednotlivych kapitol. Na knize lze ocenit
také jeji technické zpracovani, které je dilem Vydavatel-
stvi VSCHT Praha.

Domnivam se, ze podobné, jako predchazejici vydani,
také toto bude velmi brzy rozebrano. Zajemcim proto
doporucuji, aby s nakupem knihy ptili$ nevahali.

Alexander Griinwald



61. ZJAZD CHEMIKOV

7. - 11. september 2009
Vysoké Tatry, Tatranské Matliare

VaZeni priatelia,

v mene organizacného a programoveého vyboru, spon-
zorov a ¢estného predsednictva je nam poteSenim Vas pozvat
na nas dalsi spolocny zjazd chemikov a to opat’ do Vysokych
Tatier. Centrom zjazdu bude opét’ ho-telovy komplex Hutnik
situovany v Tatranskych Mat-liaroch. Urc€ite ste si vSimli, ze
postupne budu-jeme tradiciu naSich tatranskych zjaz-dov.
Popri réznych pozvanych prednésatel'och (PP) sa mozete tesit’
na vyber (po dvoch nositel'och Nobelovej ceny) zaujimavého
plenarneho prednasatela. Novinkou bude tématicky vecer
venovany 80 rokom SChS a Kurz aplikacii kvantovej chémie.

Organizacny vybor
Dusan Veli¢ - predseda
Monika Aranyosiova — vykonny tajomnik
Miroslav Michalka — technické podpora
Zuzana Hlouskova - hospodar
Milan Drabik — vedecky tajomnik
Pavel Drasar — vedecky tajomnik

Programovy vybor
Prof. Ing. Dr. Jozef Tomko, DrSc. (SChS)
Doc. Ing Viktor Milata, CSc. (SChS)
Ing. Milos§ Revus (SSPCH, BA)
RNDr. Dalma Gyepesova, CSc. (SChS)
Doc. RNDr. Marta SaliSova, CSc. (SChS)
Prof. Ing. Vlasta Brezova, DrSc. (SChS)
Ing. Maria Omastova, PhD. (SChS)
Ing. Marian Janek, PhD. (SChS)
RNDr. Jozef Tatiersky, PhD. (SChS)
Mgr. Katarina Javorova (SChS)

Prof. Ing. Jan Labuda, DrSc. (STU, BA)
Ing. Michal Korenko, PhD. (SAV, BA)
Prof. Ing. Stanislav Biskupi¢, DrSc. (STU, BA)
Prof. RNDr. Jozef Cérsky, CSec. (UK, BA)
Ing. Milan Vrska,CSc. (STU, BA)

Prof. RNDr. Dusan Kaniansky, DrSc. (UK, BA)
Doc. RNDr. Jozef Kuruc, PhD. (UK, BA)
Prof. Ing. Milan Remko, DrSc. (UK, BA)
Prof. Ing. Lubor Fisera, DrSc. (STU, BA)
Doc. Ing. Dusan Berek, DrSc. (SAV, BA)
Doc. Ing. Stefan Schmidt, PhD. (STU, BA)
Ing. Jan Hirsch, DrSc. (SAV, BA)

Prof. Ing. Peter Simon, DrSc. (STU, BA)
Prof. Ing. Vasil Koprda, DrSc. (STU, BA)
Doc.Ing. Jan Reguli, PhD. (TU, TT)

Doc. RNDr. Jan Benko, CSc. (UK, BA)
Doc. RNDr. Martin Putala, PhD. (UK, BA)
Doc. RNDr. Tat4na Gondova, CSc. (UPJS, KE)
Doc. RNDr. Maria Rehakova, CSc. (UPJS, KE)
Doc. RNDr. Renata Orinakova, CSc. (TU, KE)
Prof. RNDr. Nadezda Stevulova, PhD. (TU, KE)
RNDr. Slavka Hamul’akova, PhD. (UPJS, KE)
Doc. RNDr. Maria Ganajova, CSc. (UPJS, KE)
Doc. RNDr. Magdaléna Balintova, PhD. (TU, KE)
Ing. Elena Kulichova (Novaky)

Sekcie:
1. Analyticka a fyzikalna chémia
2. Anorganickd a materidlova chémia
3. Organicka chémia a polyméry
4. Vyucovanie a historia chémie
5. Zivotné prostredie a biotechnoldgia
6. CHEMPROGRESS

Konferencny poplatok:

ucastnik, ¢len* 300 €
Student, doktorand, ¢len* 200 €
dochodca, ¢len* 250 €
priplatok za neclena 100 €

priplatok za jednoldzkovu izbu 150 €
sprevadzajica osoba 250 €
* ASChFS, ACChS, SChS

Poplatok zahriiia: konferen¢né materialy, ubytovanie v dvoj-
postelovej izbe s plnou penziou (od vecere 7. 9. po obed
11. 9.), uvitaci veéierok, vinny a pivny vecler, prestavkové
obcer-stvenie, slavnostny vecierok, plavareni, miestny popla-
tok, poistenie nakladov na zasah Horskej zachrannej sluzby.

Terminy:
Registracia do 1. jina 2009
Platba do 1. jula 2009
Abstrakt do 1. jula 2009

Registracia po 1. 6. 2009 pri zaplnenej ubytovace]j kapacite,
bude navysend o 100 € na zabezpecenie ndhradného ubytova-
nia.

Formy prezentacie:

Poster (800 mm 3irka x 1 000 mm diZka)
Sutaze formou komentovanych posterov
Studenti, doktorandi (ceny: 150, 100, 50 €)
vedci do 35 rokov (ceny: 300, 200, 100 €)
Prednaska

Format MS Powerpoint

pozvana prednaska 40 min. + 10 min. diskusia
prednaska 20 min. + 5 min. diskusia
Panelova diskusia ako zaver zjazdu
Abstrakt v ¢asopise ChemZi 5/9 2009
Publikacia v nasledujucich ¢islach ChemZi

Kontakt:

Slovenska chemicka spoloc¢nost,
Radlinského 9/1111, 812 37 Bratislava,
fax: +421/2/52495205

e-mail: zjazd.chemikov@gmail.com
web: http://www.schems.sk/61zjazd
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SIGMA-ALDRICH

ﬁ&\s

IX. MEZIOBOROVE SETKANI
MLADYCH BIOLOGU,
BIOCHEMIKU
A CHEMIKU
potadan¢ firmou Sigma-Aldrich

26.5.-29.5.2009
Devét skal — Zd’arské vrchy

5 sbornik redigovali
Radmila Rapkova, Vladimir Pouzar, Pavel Drasar
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IX. Mezioborové setkani mladych biologii, biochemikii a chemikii z Cech a Slovenska

Globalizace nezadrzitelné ovlivituje nas Zivot a je mnohymi kritizovana. Jsou vSak i pozitivni aspekty. Spole¢nost
Sigma-Aldrich, pecujici o blaho chemik tak, jak si kdysi pfedsevzal jeji zakladatel, pan doktor Alfred Bader, pecuje o
toto blaho nejen v zemich Ceskych, ale i na Slovensku.

Budiz vzdéana Cest a poklona pani feditelce Daniele Dornerové, kterd se rozhodla pfed cca tfemi roky rozsitit
uspésnou a do znacné miry i prestizni soutéz mladych chemikdl, biochemikt a biologi ze zemi Ceskych i na Slovensko.
Mirné pocateéni rozpaky se téméf okamzité rozplynuly a dnes je tato soutéz Slovensko — Ceska tak, jako by ji byvala
od pocatku veki.

Rekl jsem, Ze je to soutéz prestizni a mohu to dolozit. Chemici z chemickych spoleénosti okolnich statii slidi
kolem a patraji, jak by takovou soutéZ mohli uspotfadat i oni, za pomoci mistnich zastoupeni firmy. Pokud se to
povede, méla pani feditelka a s ni i zosnovatel této akce, kolega Martin Fusek kdysi téZ vizi, Ze by mohlo vzniknout
cosi jako mezinarodni finale. Pokud vznikne, klobouk dold. A pokud se to nepovede, budeme mit v Cechach a na
Slovensku stale nasi ,,Ameriku®, akci, ktera ziskala toto kolokvialni pojmenovani po jednom z mist u Valasského

vvvvv

Americe zdar!

Pavel Drasar
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PRIPRAVA, VLASTNOSTI A STRUKTURA NOVYCH
METAL-ORGANIC FRAMEWORKS NA BAZE
4,4-AZO(BIS)PYRIDINU

MIROSLAV ALMASI", VLADIMIR ZELENAK®,
ZUZANA VARGOVA® a IVANA CISAROVA®

“Katedra anorganickej chémie, Prirodovedecka fakulta
UPJS, Moyzesova 11, 041 54 Kosice, Slovensko, bKatedra
anorganické chemie, Prirodovédecka fakulta UK, Praha,
Ceskd republika

almo2@szm.sk

Priprava, $tidium vlastnosti a aplikacii zlicenin typu
metal-organic frameworks (MOF) je jednou zvelmi
perspektivnych oblasti dne$nej materidlovej a anorganicke;j
chémie. MOF sa skimaju z hl'adiska mozného pouzitia ako
nosic¢ov lieCiv, katalyzatorov alebo ucinnych sorbentov pre
zachyt auskladnenie technologicky doélezitych plynov.
Klasické MOF, napriklad zluaceniny MOF-5 alebo MIL-101,
obsahuju ako zékladné stavebné jednotky kation kovu a 1,4-
benzéndikarboxylat (BDC) alebo 1,3,5-benzéntrikarboxylat
(BTC) ako naboj kompenzujiici aniéon. V nasej praci sme pri
syntéze zluCenin pouzivali okrem tychto stavebnych
jednotiek aj 4,4’-azo(bis)pyridin (AZPY) ako neutralny
mostikovy ligand (linker).

Pri syntéze zlicenin sme pouzili difuzne techniky s
vyuzitim semipermeabilnej membrany ako aj hydrotermalne
syntézy v autoklavach. Pouzitim tychto technik sme
pripravili nové zltceniny zlozenia
{[Zn(AZPY)(H,0),].(BDC).H,0}, (), {[Zn(AZPY)(1,4-
-BDO)J}, (1), {[Zny(OH)(AZPY)(1,4-BDC), s].H;0}, (111)
(Obr.1), {[Zny(AZPY)(BTC), (H,O0)].14H,0}, (1V),
{[Cu(AZPY)(HBTC)(H,0)].AZPY}, (V). Pripravené
zlu€eniny boli charakterizované Strukturne pouzitim rtg.
monokrystalovej Strukturnej analyzy ako aj beznymi
fyzikalnochemickymi metdédami. U zluceniny Ill, ktora vo
svojej Strukture obsahuje dutiny a otvorené kandly sme
Studovali sorpciu oxidu uhli¢itého volumetrickou metddou
(obr. 2). Sorp¢na kapacita oxidu uhli¢itého, stanovend pri
teplote 273 Kaod¢itana pri hodnote relativneho tlaku
P/P;=0.9 bola 1.04 mmol/g.

e,
5
Seiaed i
“Q
o!

Obr. 1. Struktira {[Zn,(OH)(AZPY)(1,4-BDC), s].H,0}, (111)
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Obr. 2. Stadium sorpcie oxidu uhligitého na 111

Tato praca bola podporovana STREP projektom 6. RP
“DeSANNS” (¢. FP6-SES6-020133), Agenturou na podporu
vyskumu a vyvoja na zdklade zmluvy ¢. RPEU-0027-06
(OrNaMat) a projektom VEGA MS SR (¢. 1/0119/08).

SYNZEZA n-KONJUGOVANYCH
OLIGOHETEROCYKLOV S VYSOKYM STUPNOM
STRUKTURALNEJ HOMOGENITY

ANITA ANDICSOVA a DANIEL VEGH

Slovenska technicka univerzita, Fakulta chemickej

a potravinarskej technologie, Oddelenie organickej chémie,
Radlinského 9, SK-812 37 Bratislava
anitka.andics@gmail.com

V sucasnosti je velky zaujem o funkcionalizované
oligo- a polyheterocykly s vysokym stupiiom Strukturalnej
homogenity, ktoré sa  vyznacuju  nekonvenénymi
elektrickymi, optickymi a magnetickymi vlastnostami.
Design m-konjugovanych oligoheterocyklov s vysokym
stupiiom homogenity je prednostne zalozeny na ,,stepwise®
koncepcii'. Perspektivnou reakciou syntézy prekurzorov
takychto latok je Vilsmeirova formylacia.

WW

R;1 =H, Cl, CHj, fluorene; R,=H, CHs, CN;
R3 = COOCHg, H; X = CH=CH, S, N-CHg

V trojstupiiovej syntéze je prvym krokom priprava
enolizovatelnych karbonylovych zlucenin | acetylaciou.
Druhym krokom je Vilsmeierova-Hackova-Arnoldova
reakcia®, kde izolovanym produktom je B-chlér akrolein 11,
ktory v d’alSom stupni cyklizuje na substituovany tiofén I11.
K pripravenému diméru Il sa po opakovanom pouziti
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popisanych krokov prisyntetizuje d’alsi kruh, teda sa ziskava
oligoheterocyklus s vysokym stupiiom homogenity 1V.

Syntézou novych heterocyklickych zlicenin s presne
definovanou $truktirou sa ziskavaji nové materialy vyuzitel-
né v elektrotechnike, optoelektronike, nanotechnologiach.

Tato praca vznikla za podpory grantu: VEGA 1/4453/07.

LIETRATURA

1. Miillen K., Wegner G.: v knihe Electronic Materials:
The Oligomer Approach, Willey-VCH, New York 1998.

2. Arnold Z., Zemlitka J.: Collect. Czech. Chem.
Commun. 24, 2385 (1959).

Plv{I'PRAV’A FQSFINOVYCH LIGANDU
S HELIKALN{ CHIRALITOU PRO APLIKACE
V ASYMETRICKE KATALYZE

ANGELINA ANDRONOVA, IRENA G. STARA*
aIVO STARY*

Ustav organické chemie a biochemie AV CR, wvwv.i,
Flemingovo nam. 2, 166 10 Praha 6
andronova@uochb.cas.cz

Funkcionalizované neracemické heliceny se jevi jako
slibné ligandy pro pouziti v riznych enantioselektivnich
reakcich katalyzovanych komplexy tranzitnich kovid. V nasi
laboratofti byla vyvinuta diastereoselektivni syntéza helicent,
inherentn¢ chirdlnich trojrozmérnych struktur, zalozend na
[2+2+2] cyklotrimerizaci umoznujici pfipravit tyto latky v
preparativnim méf¥itku a ve vysoké optické &istots'.

Byl vypracovan jednoduchy a modularni synteticky
ptistup vedouci k pentacyklickym helikdlnim fosfinim
()-(P,S,9)-1, (-)-(P,S,5)-2 a (-)-(P,S,5)-3. Klicova cyklo-
isomerizace pfislusnych triyni za katalyzy CpCo(CO),
probiha ve  vysokém vytézku a s vynikajici
diastereoselektivitou (> 99 % de).

an an
o 0

0
(-)-(P.5.5)-1 ()-(P.S8)-2  ()-(P.S,9)-3
V piispévku bude podrobné diskutovana optimalizace
cyklotrimerizacnich reakci triynt i findlni transformace na
difenylfosfinoderivaty. Rovnéz budou zminény aplikace takto
pfipravenych chiralnich P-ligandi v enantioselektivni katalyze.

Podporovino Grantovou agenturou CR (reg.¢. 203/07/1664
a 203/09/1766) a Ministerstvem Skolstvi, mladeze a
telovychovy (Vyzkumné centrum: Biomolekuly a komplexni
molekularni systémy, reg.c. LC512).

LITERATURA
1. Svtar}'/ L, Stara I. G., Alexandrova Z., Sehnal P., Teply F.,
Saman D., Ruli$ek L.: Pure Appl. Chem. 78, 495 (2006).
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2. Sehnal P., Krausova Z., Teply F., Stara 1. G., Stary 1.,
Rulisek L., Saman D., Cisafova L: J. Org. Chem. 73,
2074 (2008).

OXIDACN)’{ STRES A POLYMORFIZMUS
GLUTATION-S-TRANSFERAZY U ASTMY
BRONCHIALE

EVA BABUSIKOVA®, MILOS JESENAK", JOZEF
HATOK®, JANA JURECEKOVA®, PETER
BANOVCIN® a DUSAN DOBROTA®

Univerzita Komenského v Bratislave, “Ustav lekarskej
biochémie, b Klinika deti a dorastu, Jesseniova lekarska
fakulta v Martine, Mala Hora 4, 036 01 Martin, Slovensko
babusikova@jfmed.uniba.sk

Astma bronchiale (AB) je komplexné zapalové
ochorenie dychacich ciest, ktoré sposobuje variabilni
obstrukciu dychacich ciest so spontannou reverzibilitou a so
zvySenou vnimavostou dychacich ciest na podnety
vonkajSicho prostredia. Prominentnymi priznakmi AB st
kasel, piskot, dyspnoe a pocity napitia v hrudniku. Mnohé
Stidie naznacuji, ze dolezitym Cinitelom s genetické
faktory. Vzt'ah medzi génmi na chromozoémoch 5, 11 a 13
z hl'adiska priority defektu vo vztahu k dedi¢nosti AB je
stale neobjasneny. Astma vSak nie je jednoducha genetickd
abnormalita, ale zlozit¢ multigenetické ochorenie so silny
vplyvom prostredia. Ukazuje sa, ze oxidacny stres
a produkcia reaktivnych foriem kyslika (ROS) maji doleziti
ulohu v patogenéze AB. VysSie eukaryotické organizmy
nemoézu existovat’ bez kyslika, pretoze mnohé esencialne
vnatrobunkové reakcie, v ktorych je potrebny kyslik, tvoria
ROS. Toxicite spojenej s neprimeranou produkciou tychto
zliCenin  sa  predchddza antioxidanymi obrannymi
systémami, ktoré poskytuje zdravé bunkové prostredie.
Oxidacné vzplanutie je pri astme vysledkom mnohych
nespecifickych zapalovych ciest, na druhej strane viaceré
mediatory astmatického zapalu su efektivnymi spustacmi
produkcie ROS. Napriek tomu, ze ROS sa pripisuje uloha v
roznych ochoreniach dychacich ciest, existuje velmi malo
studii uskuto¢nenych na l'udskej populécii. V naSej studii
sme stanovovali markery oxidacného stresu a sledovali
polymorfizmus glutation-S-transferazy (GST) u deti, ktorym
bola diagnostikovana astma. Celkové mnozstvo tiolovych
skupin sa Statisticky vyznamne nezmenilo u deti s astmou v
porovnani s kontrolnou skupinou deti, hoci ich koncentracia
sa znizila. Koncentracia reaktivnych produktov s kyselinou
tiobarbiturovou bola u deti s astmou 0,0902 + 0,003 nmol/mg
a u kontrolnej skupiny 0,0710 + 0,004 nmol/l, ¢o predstavuje
Statisticky vyznamné zvySenie (P < 0,05). Nepritomnost
alely pre GST-M1 predstavovala 2,33krat vacsiu
pravdepodobnost na rozvinutie astmy. Pritomnost a
nepritomnost’ génu pre GST-T1 bola rovnakd v oboch
sledovanych populéciach. U deti s astmou bol v porovnani s
kontrolou vyraznejsie zastipeny polymorfizmus Ile/Val a
Val/Val pre GST-P1. U kontrolnej skupiny prevazoval typ
Ile/Tle. Ziskané vysledky naznacuji, ze zvySeny oxidaény
stres, GST-M1 nulovy polymorfizmus a GS7-PI Val/Val
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polymorfizmus mézu zohravat' ulohu v patogenéze astmy
bronchiale u deti v Zilinskom kraji.

Tato praca vznikla za podpory grantu Ministerstva
Zdravotnictva Slovenskej Republiky 2007/47-UK-12.

VLIV DEPRIVACE A NADBYTKU ZELEZA A VLIV
ETHANOLU NA EXPRESI MOLEKUL UCASTNI-
CICH SE TRANSPORTU NETRANSFERINOVEHO
ZELEZA PRES PLAZMATICKOU MEMBRANU
BUNEK VYBRANYCH LIDSKYCH LINII

KAMILA BALUSIKOVA, JITKA NEUBAUEROVA,
MARKETA DOSTALIKOVA-CIMBUROVA a JAN
KOVAR

Ustav biochemie, bunééné a molekuldrni biologie - Oddéleni
bunécné a molekularni biologie, 3. lékarska fakulta,
Univerzita Karlova, Ruska 87, 100 00 Praha 10
kamilabalusikova@seznam.cz

Organem, ktery je z hlediska metabolismu Zzeleza
nejvice poskozovan, jsou jatra. K poskozeni dochazi zejména
pfi zvysenych hladinach Zeleza v organismu, nebot’ jatra jsou
schopna akumulovat jeho nadmérné zasoby uvnitt hepato-
cytl. Dllezitym faktorem je proto mechanismus transportu
Zeleza, a to konkrétné netransferinového Zeleza, u jaternich
bunek.

Znamymi molekulami ucastnicimi se transportu
netransferinového Zeleza jsou DMT1 (divalent metal
transporter 1), membranovy importér Zzeleza, Dcytb

(duodenal cytochrom b-like), membranova ferrireduktasa,
ferroportin, membranovy exportér Zeleza, hephaestin,
membranova ferroxidasa, a ceruloplasmin, cytoplazmaticka
ferroxidasa.

Cilem nasi prace bylo zjistit, zda pfi deprivaci,
respektive nadbytku Zeleza, dochdzi ke zméné exprese
danych molekul a tedy k ptipadné regulaci absorpce ¢i
vylucovani Zeleza témito proteiny u jaternich bunék. Jako
model nam poslouzily burky lidského hepatocelularniho
karcinomu HEP-G2. V souvislosti se skuteCnosti, ze také
u alkoholickych pacientii dochédzi ke zvySené akumulaci
zeleza v jatrech, coz mize mit za nasledek rozvoj
alkoholického jaterniho onemocnéni (ALD), pficemz
mechanismus absorpce Zeleza v jatrech u ALD neni dosud
pln¢ objasnén, jsme sledovali, jak expresi transportnich
molekul ovliviiuje navic pfitomnost ethanolu v médiu.

Vzhledem k tomu, ze neexistuje zadny mechanismus
regulujici vyluCovani ionti zeleza z téla, je hladina Zeleza
v organismu regulovana predevsim absorpci zeleza z potravy
sttevnimi enterocyty. Jako dal$i model jsme proto zvolili
bunky lidského kolorektalniho karcinomu Caco-2, pficemz
nas dale zajimalo, zda mechanismus transportu Zeleza, na
urovni vstupu Zeleza do organismu, muize ovliviiovat
i alkohol prochazejici travicim traktem.

Ukazali jsme, Ze zmény v dostupnosti zeleza, tj.
deprivace Zeleza a nadbytek Zeleza', respektive piitomnost
ethanolu, ovlivituji expresi DMT1, Dcytb, ferroportinu,
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hephaestinu a ceruloplasminu na trovni mRNA i proteint
v zévislosti na daném typu bunék.

Tato prace vznikla za podpory vyzkumného zaméru 3. LF
UK: VZ MSM0021620814.

LITERATURA
1. Balusikova K., Neubauerova J., Dostalikova-
Cimburova M., Horak J., Kovar J..: Mol. Cell.

Biochem. 3217, 123 (2009).

LIDSKE EMBRYONALNI KMENOVE BUNKY
AKTIVUJi MOLEKULARNIMI MECHANISMY,
KTERE JSOU ZAPOJENY DO SIGNALNiCH DRAH
PRI POSKOZENI DNA
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Lidské embryonalni
pluripotentni ~ buiiky

kmenové (hES) buiky jsou
derivované z  embryoblastu
preimplantaénich  blastocyst. Diky své  schopnosti
diferencovat se do vSech zarodeCnych vrstev jsou
potencionalnim zdrojem pro bunéénou terapii. Potencionalni
vyuziti v bunéfné terapii je vSak limitovano akumulaci
poskozeni DNA béhem kultivace hES bunék in vitro.

V somatickych buitkdch jsou v pribéhu bunééného
cyklu strategicky rozmistény kontrolni body, které zajist'uji
integritu genomu. Regulace kontrolnich bodd a bunécného
cyklu v embryonalnich kmenovych buikach se lisi od
regulace v diferencovanych somatickych butkach. Cilem
této studie bylo zjistit, zda hES buiky obsahuji molekularni
komponenty zapojené do ATM/ATR signalizace a zda maji
plné vyvinuty a funkéni G1/S a G2/M kontrolni body.

V této studii jsme stanovili efekt riznych davek UVC
zateni na hES bunky. Zjistili jsme, ze poskozeni DNA v G1
fazi zptisobuje akumulaci hES bun¢k v G1/S fazi bunécného
cyklu, coz naznacuje pfitomnost G1/S kontrolniho bodu.
CDK2 a regulatofi jeji aktivity (Cdc25A a p21) jsou klicové
molekuly, které jsou odpovédné za blok v G1/S kontrolnim
bodu. Pii poskozeni DNA dochazi k rychlé aktivaci
stresovych drah (p38, p53) s naslednou degradaci Cdc25A
a snizenim aktivity CDK2 i CDKI1. U hES bun¢k neni za
snizeni aktivit CDKI1/2 zodpovédny p21, ale rychld
degradace aktivacni Cdc25A fosfatasy.

Tato prdce vznikla za podpory grantu MSM0021622430,
AV0Z50390512, AV0Z50390703, IM0538, LC06077, LSHG-
CT-2006-018739.
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“Katedra organické a jaderné chemie, Piirodovédecka
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bUstav organické chemie a biochemie, Akademie ved Ceské
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Nasim cilem bylo vyvinout novou stereoselektivni a
enantioselektivni metodu pfipravy latek se steroidnim
skeletem, ktera by umoziovala pfipravu jejich ent-derivatt.
Nedavno byl publikovan novy synteticky postup piipravy
steroidnihio skeletu, ktery byl zalozeny na opakované
cyklizaci a,@-dient pomoci Cp,ZrBu, a nasledné reakci
s allylhalogenidy™*. Byla jim i realizovana formalni totalni
syntézu estronu’. My jsme se rozhodli tuto metodiku
modifikovat a zefektivnit.

Nova formalni totdlni syntéza estronu vyuziva
cyklizace dienu | (pfipraven¢ho podle literatury™?) pomoci
Cp,ZrBu, nasledované reakci s 2-brombuta-2,3-dienem
katalyzované CuCl. Cyklizace probiha diastercoselektivné
v jednom kroku za vzniku enynu Il. Dal§im krokem, pfi
némz vznikaji steroidni kruhy C a D, je Pausonova-Khan-
dova reakce enynu Il zprostiedkovana Co,(CO)g, ktera
vedla, téméf kvantitativné a diastereoselektivné, k derivatu
I11.  Poslednim krokem je redukce keto skupiny pomoci
smési  AlCl;/LiAlH,. Tato reakce poskytla znamy
meziprodukt 1V, ktery mize byt pfeveden na estron ve 2
krocich®. Celkové byl meziprodukt 1V pfipraven z komeréné
dostupnych latek v 7 krocich (50 %). Nejnovéjsi vysledky
ukazuji, ze modifikace tohoto postupu umozni i
enantioselektivni pfipravu derivatu IV.
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T CET
MeO MeO
1

Tato prdce vznikla za podpory grantu MSMT CR 1M0508.

LITERATURA

1. Herrmann P., Kotora M., Budé&sinsky M., Saman D.,
Cisatova L.: Org. Lett. 8, 1315 (2006).

2. Herrmann P., Budésinsky M., Kotora M.: Chem. Lett.
36, 1268 (2007).

3. Herrmann P., Budé&sinsky M., Kotora M.: J. Org.
Chem. 73, 6202 (2008).

4.  Barlett P. A., Johnson, W. S.: J. Am Chem. Soc. 95,
7501 (1973).

432

IX Amerika 2009

OLIGOFENYLENACETYLENY NESOUCI
TETRATHIAF ULVALENOVE JEDNOTKY JAKO
MATERIALY PRO MOLEKULARNI ELEKTRONIKU
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Flemingovo nam. 2, 166 10 Praha 6
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Pripravované linearni oligomery by dle vsSech

predpokladi mély vykazovat elektrickou vodivost.
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K vyuziti naznacené syntetické cesty doslo diky objevu
selektivity Sonogashirovy reakce I — II, kde je jod v meta-
poloze reaktivnéjsi a ocekavany izomer latky II pfi ni viibec
nevznika. Je tedy mozné jednoduchou syntetickou sekvenci
syntetizovat oligomery s jistotou ekvidistance tetrathiafulva-
lenovych (TTF) jednotek. Na oligomerech bude studovana
zmeéna absorbce v UV-VIS oblasti v zavislosti na oxida¢nim
stavu TTF jednotek a dale také srovnani elektrochemickych
a absorb¢nich vlastnosti jednotlivych oligomerid v zavislosti
na poctu TTF jednotek v oligomeru.

RICINUSIN- NOVY ANTIMIKROBIALNI PEPTID
Z KLISTETE Ixodes ricinus

VERONIKA DORNAKOVA*, NATALIIA RUDENKO,
MARYNA GOLOVCHENKO
a LIBOR GRUBHOFFER

Biologické Centrum v.v.i., AV CR - Parazitologicky iistav
a Jihoceskd univerzita v Ceskych Budéjovicich, Branisovskd
31,370 05 Ceské Budéjovice

dornav00@prf.jcu.cz

Novy gen kodujici antimikrobialni protein — ricinusin —
byl charakterizovan u klistéte I ricinus. Ziskana 405 bp
dlouha cDNA obsahuje jeden Cteci ramec (135 aminokyse-
lin), ktery koduje protein velky 14,5 kDa s 19 aminokyselin
dlouhou signalni sekvenci. Ricinusin obsahuje konzervativni
Sestici cysteind  typickou pro defensiny a unikatni
HEAHEAHEA repetice, ¢imz se od defensint lisi. Analyza
proteinové sekvence prokazala podobnost ricinusinu k
antimikrobialnim proteinim z klistéte Boophilus microplus
(microplusin)' a Amblyomma hebracum (hebraein)® se
stejnymi vlastnostmi. Ricinusin se timto stal tietim clenem
nové rodiny klistécich obrannych protein bohatych na
histidin.

Diferencialni exprese ricinusinu byla indukovana sanim
u larvy, nymfy i dospélci. Vyrazna exprese tohoto genu ve
slinnych zlazach a ve stievé ukazala, Ze ricinusin se podili na
Sirokém spektru imunitnich reakci. Analyza genomové
sekvence ricinusinu  prokazala  pfitomnost intront.
Rekombinantni protein, ziskany pomoci bakterialniho
expresniho systému, byl pouzit pro testovani antimikrobidlni
aktivity ricinusinu a jeho ucinnosti proti patogentim. Byla
ur¢ena minimalni inhibi¢ni koncentrace (MICs) ricinusinu
proti jednotlivym Gram-negativnim a Gram-positivnim
bakterii.

Tato prdace vznikla za podpory grantu MSM 6007665801 a
C06009 (Ministerstvo Skolstvi CR), Grantovd agentura
Ceské Republiky (524/03/H133 a 524/06/1479), Z60220518
(vyzkumny projekt Parazitologického tistavu AV CR).
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FIBRINOGENU PODOBNE PROTEINY U KLiSTETE
Dermacentor marginatus
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Proteiny FReD (fibrinogen-related domain) patii mezi
lektiny a u bezobratlych zivocichti se pravdépodobné ticastni
procesi  pfirozené imunity. Z hemolymfy klistéte
Ornithodoros moubata byl jiz dfive izolovan a charakteri-
zovan FReD protein Dorin M. V této praci byly
identifikovany a charakterizovany metodami analytické
biochemie a molekularni biologie dal$i podobné proteiny
u klistéte Dermacentor marginatus.

Konkrétni proteiny FReD1, 2, 3 a 4 byly detegovany
protilatkami proti Dorinu M. VSechny tyto proteiny jsou
glykosylovany, a maji vazebnou specifitu pro N-acetyl
hexosaminy, sialoglykoproteiny a kyselinu sialovou.

FReD1 (36 kDa) je modifikovan glykany obsahujicimi
D-mannosu a terminalni D-galaktosu; FReD2 a FReD3
(79/80 kDa) jsou pravdépodobné izomery, které ve svych
glykanech obsahuji D-mannosu a terminalni kyselinu
sialovou; FReD4 (177 kDa) ve svych glykanech o obsahuje
D-mannosu.

Imunofluorescenci bylo prokdzano, ze se vSechny
proteiny nachazi ve stfeveé, FReD1 a 2/3 byly lokalizovany
v hemocytech a FReD1 a 4 ve slinnych Zzlazach D.

marginatus.
Na zaklad¢ molekularné biologickych analyz byl dale
u D. marginatus identifikovan protein DMFREPI.

Nukleotidova a aminokyselinova sekvence potvrdily, Ze je
tento protein blizce piibuzny FReD proteinu z klistéte Ixodes
ricinus, Ixoderinu A. Dal$i dva nové proteiny FReD byly
nalezeny u klistat Haemaphysalis punctata a Hyalomma
impeltatus. Fylogenetické analyzy tfech novych proteint
FReD potrvrdily jejich piibuznost s ostatnimi klistécimi
proteiny FReD, a stejné tak i s Tachylektiny SA a 5B
(Tachypleus tridentatus). Jejich sekvence jsou ulozeny
v databazi Genbank pod C¢isly FJ176386, FJ176387,
FJ176388.
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TOTALNI SYNTEZA 4-F;-NEUROPROSTANU
A JEHO 4-EPIMERU
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Montpellier 1 et 2, Faculté de Pharmacie, 15. Av. Ch.
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Polynenasycené mastné kyseliny (PMK) hraji klicovou roli v
obrané¢ organismi vuéi oxidativnimu stresu. Pdsobenim
volnych radikall jsou pfeménovany in vivo na odbouratelné
organické slouceniny jako neuroprostany, isoprostany a
fytoprostany. Nedostatek PMK muze byt pfic¢inou vaznych
neurondlnich poskozeni, o jejichz rozsahu vypovida méteni
koncentrace neuroprostani v nervové tkani. Pro S§irsi
biologickou studii vyvstal pozadavek na vétsi mnozstvi 4-
Fs3-neuroprostanu la, a tudiz byla v ramci tohoto projektu
vypracovana jeho prvni totalni syntéza'.

Piprava intermediatu IV je popsana ve 13 krocich®?,
nasleduje krucialni pfipojeni dvou postrannich fetézct
Wittigovou a Horner-Wadworth-Emmonsovou olefinaci
(schéma 1)'. Biologicka studie bude zahrnovat i zkouméni
fluorovanych analogi téchto slou¢enin.

OH

HQ
; N

CO,H

_—

HO  4-Fa-Neuroprostan Ia

Me0$ ©
TBSO /ﬁ\)K/\
- CH(OMe), MeO X CO,Me
<I/002Me o ®
= /W
TBSO v IPhsP

= O
o) CO,H
Schéma 1. Retrosyntéza 4-Fs-neuroprostanu la

Tato prace vznikla za podpory Centra pro nova antivirotika
a antineoplastika MSMT (projekt ¢. IM0508) a granti
& MSM0021620857 MSMT a University Montpellier I BOR-
2008.
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KOMPLEXNA ULOHA FGF-2 U DUDSKYCH
EMRYONALNYCH KMENOVYCH BUNIEK
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Ludské embryonalne kmenové (hES) bunky su
unikatnym bunkovym typom, ktory prinasa predovsetkym dva
velké prisluby: pochopenie molekuldrnych mechanizmov
Tudského vyvinu a chordb, a stavaji sa zaroven nekonecnym
zdrojom pre bunkové terapie. Zasadnym krokom k naplneniu
oboch tychto smerov je otdzka, ako udrzat’ a expandovat’ hES
bunky v nediferencovanom stave bez genetickych abnormalit.
Nase sucasné poznatky o optimalnom kultivaénom prostredi
zahfhaju okrem in¢ho aj niektoré rastové faktory, z nich
najdolezitejsi, ktory sa rutinne pouziva ako pridavok do
kultivaéného média, je FGF-2 (fibroblastovy rastovy faktor 2).

V predoslych Stadiach sme wukazali, ze pridavok
exogénneho FGF-2 stimuluyje MAPK signalnu drahu
aktivaciou FGFRs (FGF receptorov) a expresiou “kmenovych”
génov, a potlata gény apoptdézy a bunkovej smrti. Nasa
sucasna Stidia demonstruje komplexnu tlohu FGF-2 u hES
buniek: priamo podporuje ich samoobnovu (endogénny FGF-
2) a stimuluje bunkové prezivanie a adhéziu (exogénny FGF-
2), ¢o si dva javy, ktoré nepriamo vplyvaji na
nediferencovany rast. Syntéza FGF-2 u hESCs sa zvySuje v
odpovedi na stresové podmienky a zarovenn FGF-2 zohrava
protektivau Ulohu pri apoptéze indukovanej stresom.
Ukazujeme tiez, ze exogénny FGF-2 zvySuje klonogénnu
schopnost hESCs. Tieto data naznaCuji, Ze pridavok
exogénneho  FGF-2  prispieva  vyznamnou  mierou
k prezivaniu a adhézii hES buniek.

Tato prdca vznikla za podpory Ministerstva sportu, mlideze
a telovychovy (MSM0021622430, LC06077, IM0538)
a Akademii Véd CR (AV0Z50390512, AV0Z50390703).
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Halogenalkandehalogenasy  (EC  3.8.1.5)  jsou
mikrobidlni enzymy, které katalyzuji Stépeni vazby mezi
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uhlikem a halogenem v fadé halogenovanych alifatickych
uhlovodikt. Aktivni misto vnofeno mezi hlavni a ¢epickovou
doménu halogenalkandehalogenas je spojeno s povrchem
proteinu tunelem, ktery slouzi jako transportni cesta pro
substraty a produkty. Usti tunelu predstavuje evolucné
nejvariabilngjsi oblast enzymu.

Tato prace je zaméfena na studium dynamiky molekul
vody v blizkosti usti tunelu u dvou halogenalkandehalogenas
DbjA a DhaA s pouzitim casové rozliSené fluorescenéni
spektroskopie a pocitacové simulace molekulové dynamiky.
Pro pouziti casové rozlisené fluorescencni spektroskopie je
nutné protein oznacit fluorescencni sondou. V projektu jsme
vyuzili mechanismus kovalentniho oznaceni halogenalkan-
dehalogenas nesoucich mutaci v Kkatalytickém histidinu
fluorescenéni sondou kumarin a vyvinuli jsme protokol
umoziujici specifické oznaceni Usti tunelu a soucasnou
eliminaci volnych a nespecificky vazanych molekul kuma-
rinu. Casové rozliSend emisni spektra komplexu kumarinu
s halogenalkandehalogenasou prokdzala rozdily v polarité,
dostupnosti a pohyblivosti sondy a jejiho okoli u obou
studovanych enzymi. Kumarin vazany v halogenalkande-
halogenase DbjA je pohyblivéjsi a vykazuje vySS$i miru
hydratace nez sonda vazana v halogenalkandehalogenase
DhaA. Okoli kumarinu vazaného v halogenalkandehaloge-
nase DbjA ukazuje vy$si polaritu a niz8i viskozitu nez je
tomu u DhaA. Experimentalni data koresponduji vysledky
ziskanymi z vypocti molekulové dynamiky. Vysledky
odrazeji geometrii usti tunelu patrnou z krystalové struktury
obou enzymi. Dynamika solventu v usti tunelu bude
studovana u dalsich halogenalkandehalogenas a jejich variant
konstruovanych mistné-cilenou mutagenezi.

Tato prdce vznikla za podpory GA CR 203/08/0114 (M.H.,
J.D.), MSMT CR (J.S.), LC06010 (J.B.), MSM0021622412
(J.D.), MSM0021622413 (4.J.) a MSM0021622415 (Z.Z.).

BENZOTRISTIAZOL - NOVA STRUKTI’;RNA
DOMENA PRE ZLUCENINY S NELINEARNO
OPTICKOU ODOZVOU

ANDREA FULOPOVA, PAVOL ZAHRADNIK
a IVICA SIGMUNDOVA

Univerzita Komenského v Bratislave, Prirodovedeckad
fakulta, Katedra organickej chémie, Mlynska dolina,
842 15 Bratislava, Slovenska republika
fulopovaa@fns.uniba.sk

Organické molekuly obsahujice vo svojej Struktire
konjugované systémy vykazuji zaujimavé elektrické,
spektralne a iné vlastnosti. VSeobecne tieto zli¢eniny mozno
popisat’ schémou donor — n-konjugovany systém — akceptor.
Vsucasnosti sa  rozvija Stidium  kvadrupolarnych
a oktupolarnych  Struktar. Tieto zliCeniny vykazuju
nelinearne optické vlastnosti, t.j. po prechode Ziarenia
s vel’kou intenzitou cez ne dochadza k zmenam fyzikalnych
vlastnosti ziarenia. Je mozné pozorovat’ NLO javy ako napr.
zdvojnasobenie frekvencie Ziarenia alebo dvojfotonovi
absorpciu, teda sucasnii absorpciu dvoch fotdonov a prenos
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energie na jeden elektron. Toto nazyvame aj kubickou
nelinearno optickou odozvou. Materialy s NLO vlastnost'ami
maju Siroké uplatnenie nielen vo fotonike, prenose optickych
udajov, ale aj vneinvazivnej biomedicinskej diagnostike
a terapii.

Z hladiska chemickej Struktary  a fotochemicke;j
a termickej stability st vhodnymi derivatmi latky obsahujuce
heterocykly. Zameriavame sa na syntézu a teoretické
Stadium spektralnych vlastnosti a elektronovych
charakteristik oktupolarnych Struktir, konkrétne derivatov
benzotristiazolu. Na teoretické S$tudium elektrénovych
vlastnosti cielovych zlucenin boli pouzité semiempirické
kvantovochemické vypocty.

Nas§im cielom bolo zoptimalizovat’ pripravu 2,3,8-tri-
metylbistiazolo[4,5-¢; 5,4-g]-1,3-benzotiazolu (1), pripravit’
jeho derivaty (2a - e) astudovat’ ich elektrické a optické
vlastnosti.
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Transport retrovirovych obalovych glykoproteint
a jejich interakce se strukturnim polyproteinem Gag v pozdni
fazi zivotniho cyklu viru zatim nejsou plné objasnény. Tento
projekt je zaméfen na retroviry typu D, mezi které patii
i Mason-Pfizeriv opi¢i virus, jehoz ¢astice jsou skladany
v cytoplasmé infikované bunky a nasledné transportovany
k plasmatické membrané.

Pro studium transportu obalovych glykoproteind
a jejich interakci s polyproteinem Gag byly pfipraveny
konstrukty pro expresi obalovych glykoproteind fuzovanych
s fluorescenénim proteinem (zluty, modry a <cerveny
fluorescenéni protein), a to vlozenim genu pro dany
fluorescen¢ni protein za sekvenci kddujici cytoplasmaticky
konec povrchové podjednotky obalovych glykoproteind.
Dale byly pfipraveny i konstrukty pro expresi retrovirového
strukturniho polyproteinu Gag flzovaného se zelenym
fluorescenénim proteinem (GFP), a to vloZzenim genu pro
GFP do expresniho vektoru obsahujiciho gen pro polyprotein
Gag a sekvenci pro obalové glykoproteiny. Spravnost
vloZzeni byla ovéfena sekvenaci a plasmidy byly
transfekovany do bun¢k tkanové linie COS-1 (bunky ledvin
opice African green monkey). V riznych casovych
intervalech od transfekce byly tyto buiky pozorovany
pomoci fluorescenéniho mikroskopu. Exprese fuznich



Chem. Listy 103, 427-457 (2009)

proteini a jejich inkorporace do sloZenych virovych &astic
byla ovéfena pomoci tzv. ,pulse chase* experimentu.
Transport obou polyproteinti v redlném case byl sledovan
i v dalSich dvou bunéénych liniich. Pohyb virovych proteint
znacenych fluorescen¢nimi proteiny v infikované buiice
a jejich potencialni interakce byly pozorovany pomoci ,,Delta
Vision Live Imaging® mikroskopu v realném case. Prvotni
pozorovani naznacuji, ze Gag migruje v kooperaci
s obalovymi glykoproteiny a bunéénymi vesikuly. Tento
ptedpoklad bude piredmétem podrobnéjstho ovétovani
v dalsich experimentech.

Tato prdce vznikla za podpory grantii Ministerstva Skolstvi
IM6837805002, MSM 514 6046137305, ME 904 a Grantové
agentury Ceské republiky KAN200100801, KAN208240651.

ZMENY SYNTAZ OXIDU DUSNATEHO V PRIEBEHU
ISCHEMIE A REPERFUZIE MYOKARDU
A OVPLYVNENIE SIMVASTATINOM
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Oxid dusnaty produkovany endotelovou NO syntazou
(eNOS)  znizuje  ischemicko-reperfuzne  poskodenie
myokardu (IRPM), nadmerna produkcia indukovatel'nou NO
syntazou (INOS) priebeh ischémie a reperfiizie zhorsuje'.
Diabetes, hypercholesterolémia a niektoré hypolipidemika
ovplyviluji  expresiu  a funkcénost’ syntdz NO. Nase
predchadzajuce vysledky dokazali, ze uvedené faktory
vyznamnym spdsobom zasahujii do procesu IRPM?. Cielom
prace preto bolo sledovat’ zmeny expresie proteinov eNOS,
jej aktivnej fosforylovanej formy pSerl177eNOS aiNOS
pocas  ischémie areperfizie myokardu potkanov
s vyvolanym diabetom (strepotozotocin, 80 mg/kg ip.)
a hypercholesterolémiou (tukovo-cholesterolova diéta, 20
g/denl) a premedikovanych hypolipidemikom simvastatinom
podavanym ako sucast’ stravy (10 mg/kg/den). Globalna
ischémia (30 min) areperfuzia (120 min) sa vyvolala na
izolovanych srdciach podla Langendorffa. Expresia
vybranych proteinov sa sledovala v 'avej komore myokardu
s vyuzitim metod SDS-PAGE a Western Blot.

Pocas ischémie sa vo vSetkych sledovanych skupinach
signifikantne znizil (P<0,01) podiel fosforylovanej formy
eNOS v tkanive l'avej komory myokardu. Po dvojhodinovej
reperfuzii sme vyznamné obnovenie fosforylacie
zaznamenali len u kontrolnych zvierat (P<0,001) a potkanov
s indukovanym diabetom a hypercholesterolémiou premedi-
kovanych simvastatinom (P<0,001). V celkovej expresii
eNOS sme nezaznamenali vyznamné zmeny. Premedikacia
diabeticko-hypercholesterolemickych potkanov simvasta-
tinom signifikantne znizila expresiu iNOS v porovnani

436

IX Amerika 2009

srovnakou  nepremedikovanou  skupinou  (P<0,05).
Simvastatin = ovplyvnil expresiu iINOS a dynamiku
fosforylacie eNOS, ¢o modze prispievat k protektivnym
ucinkom na IRPM.

Tato praca vznikla za podpory grantov VEGA 1/4296/07
a FaFUK/34/2008.
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KOLONIE S. cerevisiae A ROLE FLO11 A DALSICH
GENU V JEJICH STRUKTUROVANOSTI
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Buniky kvasinky S. cerevisiae vytvéteji pfi rGstu na
pevném médiu  kolonie pfedstavujici mnohobunééné
organizované struktury, ve kterych dochazi k mezibunéénym
interakcim. Tyto interakce pak maji vliv na formovani
a morfologii kvasinkové kolonie, kterd je za danych podminek
charakteristickd pro uréity rod, druh i kmen'. Kvasinkové
kolonie druhu S. cerevisiae jsou obvykle nestrukturované, téméf
hladké, kmen S. cerevisiae Y 1278 vSak vytvaii kolonie silné
zvrasnéné. Roli ve vytvareni této morfologie by mohl hrat
protein bunééné stény Flo11 ¢i dalsi komponenty bunééné stény.

Cilem této prace bylo pokusit se objasnit roli genu FLO!]
a dalsich gend podilejicich se na syntéze bunétné stény,
v morfologii kolonii kmene Y'S" odvozeného od S. cerevisiae
21278. Byl studovan vliv rtiznych zdroji uhliku na morfologii
kolonii a bungk, schopnost bun¢k zartstat do agaru a vytvaret
agregaty. V koloniich byla sledovana exprese FLOI11 s pouzitim
Northern blot analyzy a méfenim fluorescence fizniho proteinu
Flo11-GFP. Casovy pribéh lokalizace proteinu Flol11-GFP
v buiikach byl sledovan také pomoci fluorescenéni mikroskopie.
Vysledky experimentll ukazuji, Ze kvantita a lokalizace fiizniho
proteinu Flo11-GFP, v daném case vyvoje kolonie zavisi na
zdroji uhliku v kultivacnim médiu. Exprese FLO11 na médiich
se zdrojem uhliku glycerolem nebo ethanolem byla oproti
fermentovatelnym zdrojim vyrazné vyssi. Glycerol a ethanol
tedy pozitivné ovliviiuji  expresi genu FLOII, jejiz vyssi
intenzita zaroveti odpovidala vyraznému zvrasnéni kolonii.

Dale byl u kmenti s delecemi nekterych genti sledovan vliv
zmén v obsahu komponent bunééné stény na zvrasnénost
kolonii.

Prace byla podporovana granty IAA500200506 a LC531.
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CENTROSOMALNI ABNORMALITY -
POTENCIALN{ ZDROJ GENETICKE NESTABILITY
LIDSKYCH EMBRYONALNICH KMENOVYCH
BUNEK?
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Lidské embryonalni kmenové (hES) buiky jsou
nediferencované pluripotentni bufiky derivované z lidské
blastocysty. Mohou dat vzniknout jakémukoli bunéénému
typu lidského téla a tim ptedstavuji obrovsky pfislib pro
bunécnou terapii budoucnosti. Jejich praktickému uplatnéni
v regenerativni mediciné se vSak stavi do cesty skute¢nost,
ze béhem in vitro kultivace tyto buiiky hromadi spontanni
mutace, jejichz vysledkem muze byt nadorova transformace.
Genetickou nestabilitu bunék fady malignich nadorti provazi
vyskyt centrosomalnich abnormalit. Zjistili jsme, ze kultury
hES bunék se vyznacuji zvySenym vyskytem bunék, které
vykazuji numerické aberace centrosomi. Frekvence vyskytu
centrosomalnich abnormalit v hES bunkéch je do zna¢né
miry ovlivnitelna kultivaénim povrchem. Béhem dlouhodobé
in vitro propagace hES bunék frekvence multicentrosomal-
nich mitos klesa, pravdépodobné jako vysledek ,,adaptace*
hES bunék na kultivaéni podminky. K redukeci numerickych
centrosomalnich aberaci vede také chemicka inhibice CDK2,
jejiz aktivita v hES bunkach je neobycejné vysoka. Tato
kinasa je klicova pro start centrosomalni duplikace. Také
hladina kinasy Aurora A, dal$i molekuly spojované se
zvySenym vyskytem nadpocetnych centrosomt, je v hES
bunkach velmi vysoka ve srovnani s lidskymi somatickymi
buikami. Navic chemicka inhibice jeji aktivity je
doprovazena snizenim frekvence multicentrosomalnich
mitos. Na zakladé téchto pozorovani predpokladame, ze
CDK2 a Aurora A se spolutcastni na hyperamplifikaci
centrosomtl v hES buiikdch. Abnormélni mitoticka déleni
iniciovand pfespocetnymi centrosomy se pak mohou stat
zdrojem genetické nestability v kulturach lidskych
embryonalnich kmenovych bun¢k.

Tato prace vznikla za podpory MSM0021622430,
AV0Z50390512, AV0Z50390703, 1M0538, 10S500040507,
NR/9293-3/200.

VYQER REFERENCNiCH GENI‘TJ PRO STUDIUM
ZMEN GENOVE EXPRESE BEHEM ZIVOTA SAMCU
CMELAKA ZEMNIHO (Bombus terrestris)

DARINA HORNAKOVA, PETRA MATOUSKOVA, )
JIRI KINDL, IRENA VALTEROVA a IVA PICHOVA
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Cmelaci jsou dalezitymi opylovadi rostlin a piedstavuji
vhodny model pro studium komunikace socidlniho hmyzu.
Pro tadu aktivit, jako napf. pro znackovani izemi a pareni
vyuzivaji feromony, které jsou druhové vysoce specifické.
U ¢meldka B. terrestris dochazi s vékem ke kvalitativnimu
i kvantifikativnimu sloZeni sexudlnich feromond, souvisejici
se zménou struktury sekrecnich bun€k labidlni zlazy
samecka'. Nasim cilem je uréit, které enzymy se podileji na
biosyntéze feromont, asledovat profil exprese gent
kodujicich tyto enzymy u B. terrestris rizného stafi.

Biologicka variabilita vzorkd aspravna kvantifikace
mRNA transkripnich hladin genti vyzaduji identifikaci
vhodnych referencénich gent, které doposud nebyly pro
¢melaky identifikovany. Pomoci programéi geNorm®
a NormFinder® jsme z 9 kandidati vybrali geny pro arginin
kinasu a fosfolipasu A2, které maji nejstabiln€jsi Groven
exprese Vv labidlni zlaze iv tukovém télese B. ferrestris
ruzného staii a které mohou slouzit jako referen¢ni geny pro
normalizaci qPCR experimentt pro B. terrestris.

Tato prace vznikla za podpory grantu 203/09/1446 od GA
CR.
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VLIV PROBI’OTVICKYC,H KULTUR NA REGULACI
EXPRESE ZANETLIVYCH GENU V MAKROFAZICH
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Probiotika jsou skupina specifickych nepatogennich
mikroorganismi, které vykazuji pozitivni efekt na zdravi.
Zahrnuji nejen 1é¢iva nebo potravinové dopliiky, ale také
bakterialni kultury obsazené v jidle, napi. kysané mlécné
vyrobky. Pfesny mechanismus jejich psobeni vsak doposud
neni, pfes intenzivni studium, uspokojive vysvétlen.

Jako zanét se oznacuje souhrn fyziologickych reakci na
poruseni integrity organismu, které vedou k ochrané proti
infikovani poskozeného mista, k lokalizaci poskozeni
a zhojeni. V regulaci zanétu a imunitni odpovédi hraji
dilezitou roli makrofagy.

V této praci jsme zkoumali vliv probiotické kultury
Lactobacillus acidophilus a Bifidobacterium sp. na expresi
mRNA prozénétlivych gentit pro TNFa (Tumor necrosis
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factor a) a MCP-1 (Monocyte chemoattractant protein 1)
Jako biologicky objekt jsme zvolili makrofagy odvozené
z bunécné linie THP-1. Makrofagy byly oSetfeny tepelné
inaktivovanymi probiotickymi kulturami a nasledné¢ byla
sledovana jejich schopnost modulovat expresi vybranych
genll, resp. zanétlivou reakci vyvolanou lipopolysacharidy
(LPS).

L. acidophilus indukoval statisticky nevyznamné nizsi
expresi vSech sledovanych genti nez Bifidobacterium sp.
Spoluptisobeni LPS a probiotickych bakterii vykazovalo rysy
kompetice u exprese TNFa a ZFP36 1 h po stimulaci. U
exprese MCP-1 se naopak objevoval aditivni uc¢inek obou
komponent. Statisticky vyznamny po 4 h stimulaci LPS byl
aditivni efekt na expresi MCP-1 pti oSetfeni L. acidophilus a
kompetitivni G¢inek na expresi TNFa u Bifidobacterium sp.

Vysledky této studie ukazuji zvySenou schopnost
Bifidobacterium sp. indukovat prozanétlivy expresni profil
u makrofagl. Fyziologické a patofyziologické konsekvence
toho zjisténi budou dale podrobnéji zkouméany a objas-
novany.

Tato prace vznikla za podpory grantu 1GA VFU
112/2008/FaF a 7: ANDEM FT-TA5/025, Ministerstvo
primyslu a obchodu Ceské republiky.

HOMEOBOXOVE GENY V GENOMU

A TRANSKRIPTOMU SLADKOVODNI MEDUZY
CRASPEDACUSTA SOWERBYI. POTENCIALNI
ULOHA POU GENU V EVOLUCI SMYSLOVYCH
ORGANU
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Sladkovodni meduza Craspedacusta sowerbyi je
zastupcem zivo€isného kmene zahavci (Cnidaria, ttida
Hydrozoa), ktery se v poslednich letech stal prfedmétem
intenzivniho studia v oblasti molekularni genetiky a vy-
vojové biologie. Komplexni genom zahavcli kontrastujici
s jednoduchou stavbou jejich tél je v mnoha ohledech
podobnéjsi genomuim obratlovetl véetné ¢loveka, nez je tomu
u nekterych evoluéné vysSich modelovych organisma
(Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans).

Vyznamnou skupinou gent regulujicich ontogenezi
jsou homeoboxové geny. Kdoduji transkripéni faktory a jejich
nukleotidové sekvence jsou silné konzervovany napfi¢ celou
zivocisnou Fisi. V ranych stadiich vyvoje organismu se
podileji na formovani dilezitych morfologickych znakd, jako
je naptiklad télesnd symetrie, na vyvoji nervové soustavy
a smyslovych organi. Né&které znich jsou soucastmi
vyznamnych signalnich drah.

V ramci tohoto projektu byly v genomu Craspedacusta
sowerbyi  pomoci  sekvenci  zpfibuznych  Zzahavci
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identifikovany 4 homeoboxové geny patfici do rodiny POU
a 6 gend rodiny SINE. U genti POU byly metodou in situ
hybridizace na celém jedinci lokalizovany oblasti jejich
exprese. Byla pfipravena a ¢asteéné sekvenovana kosmidova
genomova knihovna Craspedacusta sowerbyi za tUcelem
ziskani ptehledu o struktufe genomu tohoto sladkovodniho
zahavce. Dale byla zkonstruovana BAC genomova knihovna
pro snadnou identifikaci a sekvenaci dal$ich homeoboxovych
gent a jejich okoli. Dalsi ¢ast této prace spociva ve studiu
a porovnani transkriptomu Craspedacusta sowerbyi
a Tripedalia cystophora (zéstupce zahavci tiidy Cubozoa).
Pro sekvenovani genomové DNA a cDNA vyuzivame
moderni sekvenacni technologie GS20, FLX a Titanium.

Z poc¢tu gend na jeden pramérné 35 kb dlouhy insert
v kosmidové knihovné lze usuzovat na velikost genomu
Craspedacusta sowerbyi kolem 220 MB. Transkriptom
dospélého jedince (medizy) Craspedacusta sowerbyi
obsahuje kolem tfi tisic unikatnich geni véetné 22 gent
homeoboxovych. Z porovnani po¢tu POU a SINE gent
v genomu a transkriptomu vyplyva, ze se do mRNA medizy
transkribuji vSechny geny POU a polovina gent SINE, coz
svédci o jejich vyznamné tloze v dospélém stadiu. Exprese
geni POU6 a POU4F3 kolokalizuje soumémné ve stiedu
kvadrantli zvonu medizy v mistech, kde se predpoklada
kumulace senzorickych receptorii. Nukleotidové sekvence
genit POU4FI, POU4F2 a POU4F3 poukazuji na
pravdépodobnou existenci spole¢ného pragenu POU4 pred
evoluénim vznikem zahavcl. V transkriptomu larvy
Tripedalia cystophora je téméf pét tisic unikatnich gent
véetné 16 geni homeoboxovych. Vys$§i mnozstvi
transkribovanych geni vtomto piipadé odpovidd potiebé
soucinnosti vice faktorti v rané ontogenezi zivocicha.

Tato studie byla podporovana vyzkumnymi zameéry a granty
MSMT 1M6837805002 (Center for Applied Genomics) a NB
Project AC CZ AV0Z50520514.

EXPRESNi ANALYZA GENU IMUNITNIHO
SYSTEMU V PATOGENEZI DIABETU 1 TYPU
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Diabetes 1. typu (TID) je organové specifické Thl
autoimunitni  onemocnéni. Thl lymfocyty infiltruji
Langerhansovy ostrivky a jimi produkované cytokiny
podporuji selektivni destrukci beta bun€k cytotoxickymi
lymfocyty, coz vede zpocatku k nedostatecné a posléze
nulové produkci inzulinu. Cilem studie tedy bylo analyzovat
genovou expresi nékterych imunoregulaénich gentt v mono-
nuklearnich bunikdch periferni krve pted a po stimulaci
syntetickymi diabetogennimi autoantigeny. Pro nékteré
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cytokiny (Thl, Th2, Th3 a Thl7) byla expresni data
korelovana také s vysledky proteinovych microarray.

Pro pilotni studii byly ziskdny vzorky 6 pacienti
s T1D, 14 pfibuznych diabetika (5/14 bylo pozitivnich aspon
na jednu autoprotilatku = skupina DRLpoz) a 4 zdravych
kontrol. Poté byly bunky periferni krve stimulovany
diabetogennimi peptidy (derivovany peptid 3 GAD65, peptid
IA2 a proinzulin). Cytokiny byly méfeny pomoci ELISA
a kvantitativni proteinové microarray, genova exprese pak
pomoci high density Phalanx gene microarray s 30968
genomovymi a 1082 kontrolnimi préobami. Pro naslednou
analyzu pak bylo vybrano 58 imunoregulacnich gen.

Po specifické stimulaci byla nalezena nejvyssi genova
exprese u skupiny DRLpoz. Tyto osoby maji pozitivni
autoprotilatky, ale normalni intravenézni toleran¢ni
glukosovy test. U skupiny DRLpoz byla nalezena vyznamné
vyssi exprese pro: IFN-gamma, IL-1, -2, -6, -13, -22, -31,
GATA-3, JUNB, IL-6R, STAT-6, TGF-beta.
Nejvyznamnéjsi deregulace byla zjisténa u IL-23R: 12krat
pro DRLpoz a 23krat pro T1D pacienty. U T1D pacienti
byla nalezena po stimulaci bun¢k vyznamna aktivace gent
IL-2, IL-33 a JUNB a deregulace IL-4, STAT-6 a GATA-3.
Data proteinovych microarray byla v souladu s daty
genovych expresi.

Vysledky pilotni studie naznacuji, Ze nejen buiiky Thl,
ale i nerovnovaha bun¢k Th2/Th17 mize byt v patogenezi
T1D velmi dulezita. Dalsi studium je vSak nezbytné.

Tato prace byla podporovana projekty ¢.: 00064203 a NPVII
2B06019.

PRIPRAVA TERAPEUTICKY AKTIVNICH PEPTIDU
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Pozice a vyznam peptidovych a proteinovych 1é¢iv ve
farmaceutickém primyslu neustale sili a stava se jeho
nezastupitelnou soucasti. Tzv. biofarmaceutika ¢i biolé¢iva
se vyuzivaji pro 1écbu fady diive nelécitelnych nebo obtizné
lé¢itelnych  nemoci, jako je rakovina, autoimunitni
onemocnéni, cukrovka atd. V minulosti se peptidy a proteiny
s farmakologickym uc¢inkem ziskavaly extrakci z pfirodnich
zdroji, nyni se jejich vyroba piesouva k novym, modernim
technologiim, a to pfedev§im k technologiim vyuzivajicim
DNA rekombinantni techniky, které navic umoziuji tpravu
peptidi a proteind ,,na miru“ tak, aby mély optimalni
farmakologické vlastnosti.
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Cilem nasi prace je vybrat a pfipravit vhodny expresni
systém pro produkci terapeutického peptidu ve vysokych
vytézcich, tento peptid izolovat a purifikovat z mikrobialni
kultury a nakonec pfipravit ve vhodné 1ékové formé, ktera
peptid ochrani a dopravi do cilového mista v organismu.

Pro produkeci terapeutického peptidu (TP) byla zvolena
bakterie Escherichia coli a bylo testovano nékolik expresnich
systéml: a) exprese samotného genu pro TP, b) exprese
s vyuzitim fuzniho proteinu (exprese genu pro TP ve fuzi
s genem pro protein vazajici maltosu (maltose binding
protein, MBP)) a c) exprese s vyuzitim genové polymerace
(exprese genu pro TP v osmi kopiich, tzv. TP oktameru).

Pripravili jsme n¢kolik expresnich systémt vyuzivaji-
cich vySe zminéné piistupy s cilem zvysit vytézek produkce
peptidi v bakteriich Escherichia coli. Piistupy s vyuzitim
fazniho proteinu (b) a s vyuzitim genové polymerace (c) se
ukazaly jako vhodné metody piipravy terapeutickych peptidi
v E. coli. Nejvyssi vytézky poskytuje technika genové
polymerace. V soucasné dob¢ se zabyvame piipravou lékové
formy ptipraveného peptidu s vyuzitim nanoc¢astic vhodného
biodegradovatelného polymeru.

Tato prace vznikla za podpory grantu MPO 24-2TP1/030 a
MSM 6046137305.

ULOHA AROMATICKYCH REZIDUI
TRANSMEMBRANOVYCH DOMEN VE
STRUKTURE A FUNKCI P2X RECEPTORU

MARIE JINDRICHOVA®, VOJTECH VAVRA?,
TOMAS OBSILY, S. S. STOJILKOVIC”
a HANA ZEMKOVA®

“Fyziologicky ustav A VCR, v. v. i., Videriska 1083, 142 20
Praha 4; *Section on Cellular Signaling, Program in
Develop. Neuroscience, NICHD, NIH, Bethesda, USA
Jjindrichova@biomed.cas.cz

Purinergni P2X receptory (P2XR) jsou iontové kanaly
aktivované extracelularnim ATP. Jsou dulezité pfi pienosu
bolesti, kontrakci hladkych svali, imunitni odpovédi
a mnoha jinych fyziologickych procesech. U obratlovcl bylo
doposud objeveno sedm P2X podjednotek (P2X1-7). Kazda
podjednotka se sklada ze dvou transmembranovych domén
(TM1, TM2), spojenych extracelularni klickou obsahujici
ATP vazebné misto a intracelularniho N- a C-konce. Obé
TM domény maji helikalni uspofadani, tvoii por iontového
kanalu a jsou zapojeny v mechanismu jeho otevirani
a zavirani (gating). TM1 doména nepfimym zpisobem
ovliviiyje citlivost P2XR k ATP. Pouzili jsme alaninovou
skenovaci mutagenezi a elektrofyziologickou techniku
,patch clamp* a identifikovali jsme aromaticka rezidua TM1
domény P2X4R, ktera jsou dulezitd pro funkci receptoru.
Zamenili jsme za alanin také aromatickd rezidua v horni ¢asti
TM1 u receptord P2X1, P2X2, P2X3 a P2X7. Nahrada
konzervovaného TMI1 tyrosinu méla receptor-specificky
ucinek: u P2X1 vznikl nefunkéni receptor; P2X2, P2X3
a P2X4 mutace mély zvySenou citlivost k ATP
doprovazenou prodlouzenym uzaviranim iontového kandlu.
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Funkce receptoru P2X7 nebyla vyznamné ovlivnéna.
Alaninova zdména nékterych dalSich aromatickych rezidui
v horni ¢asti TM1 domény P2X receptort méla podobny,
avSak mensi ucinek. U P2X4R jsme zjistili, Zze
nahrada konzervovaného tyrosinu za dal$i aminokyseliny
zpusobi zvyseni citlivosti receptoru v poradi: Gly > Ile > Ala
> Cys > Trp > Phe > Tyr. Dale jsme zjistili, ze dvojité
mutovany receptor se kinetikou podoba divokému typu
P2X4R, pokud alaninem byla nahrazena aromaticka rezidua
nachazejici se mna stejné strané TMI1 helixu jako
konzervovany tyrosin, a naopak mutace nachazejici se na
opacné stran¢ helixu byla bez u¢inku. Vysledky prokazaly,
ze aromatickd rezidua vhorni c¢asti TMI, predevSim
konzervovany tyrosin, jsou dilezita pro vazbu ATP a gating
iontového kanalu P2X receptord.

Tato prace vznikla za podpory grantu GA AV I44500110910.
NOVE N,N'-DIOXIDY V ASYMETRICKE SYNTEZE
PRIRODNICH LATEK

ANETA KADLCIKOVA?® a MARTIN KOTORA®*"

“Katedra organické a jaderné chemie, PiF UK v Praze,
128 43 Praha 2; bUstav organické chemie a biochemie,
AV CR, 166 10 Praha 6

daise@seznaml.cz; kotora@natur.cuni.cz

Derivaty chiralnich bipyridinii jsou jedny z nejvice
vyuzivanych katalyzatorii v asymetrické syntéze, kde
vystupuji bud’ jako Lewisovské baze nebo mohou slouzit
jako ligandy pro pfechodné kovy. My bychom chtéli
predstavit novou metodu pro pfipravu novych nesymetricky
substituovanych  chirdlnich  bis(tetrahydroisochinolinit),
jejichz oxidaci vzniknou dva diastereomerni bis(tetrahydro-
isochinolin)-N,N'-dioxidy. Tato metoda spociva v [2+2+2]-
cyklotrimerizaci  tetraynu s  benzonitrilem a (R)-
tetrahydrofuran-2-karbonitrilem za pouziti katalyzatoru
CpCo(CO), za vzniku bis(tetrahydroisochinolinu), ktery byl
poté oxidovan pomoci kyseliny meta-chlorperoxybenzoové
na piisluiny N, N -dioxid (schéma 1)

-N

C ’a
©/ CpCo(CO),

+

Schéma 1
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Vzniklé (R,R)- a (S,R)-diastereomery byly od sebe
oddéleny jednoduchou sloupcovou chromatografii na
silikagelu. Katalytickd aktivita a asymetricka indukce
ptipravenych N,N’-dioxidli byla vyzkouSena v allylacnich
reakcich  benzaldehydd. Opticka Cistota ziskanych
homoallylalkoholi dosahovala 96%ee (schéma 2). Tyto
homoallylalkoholy slouzily jako chiralni synthony pro
ptipravu intermediatd vyuzitelnych v syntéze piirodnich
latek (schéma 2).

(0] ) 1 mol% OH
)j\ + ~LSiCl; ——
Ar” TH Kat.  Ar X
az 96%ee
(0]
= 5
Ar
Schéma 2

Tato prace vznikla za podpory Centra zakladniho vyzkumu
MSMT (projekt ¢. LC06070, Struktura a syntetické aplikace
komplexii prechodnych kovit GA CR (projekt ¢
203/05/0102).
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1. Hrdina R., Kadl¢ikova A., Valterova 1., Hodacova J.,
Kotora, M.: Tetrahedron: Asymmetry /7, 3185 (2006).
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PROTEIN C-MYBVSNIZUJ E FREKVENCI
APOPTOZY BUNEK KARCINOMU STREVA BEZ
UCASTI PROTEINU COX2

LUCIA KNOPFOVA, KRISTINA NESPOROVA,
PETR BENES a JAN SMARDA

Ustav experimentdlni biologie, PFirodovédeckd fakulta,
Masarykova univerzita, Kotlarska 2, 611 37 Brno
Lknopfova@seznam.cz

Kolorektalni karcinom piedstavuje jedno z nejcas-
t¢jsich nadorovych onemocnéni postihujici obyvatele
primyslovych zemi. Proces transformace stfevnich bun¢k
zahrnuje postupné hromadéni mutaci a/nebo zmény exprese
nékolika protoonkogentl a nadorovych supresord. Jednim z
nich je protoonkogen c-myb. Hladina proteinu c-Myb, ktery
funguje jako transkripéni faktor a podili se na regulaci
proliferace, diferenciace a apoptdzy, je v burikach stfevnich
nadorll Casto zvySena. Mezi geny, jejichz exprese je
regulovéana proteinem c-Myb a jejichZ zvySena aktivita byla
také prokazana ve stievnich nadorech, patii cox-2 kodujici
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cyklooxygenasu 2. Inhibitory Cox-2 jsou povazovany za
perspektivni protinddorova 1é¢iva. Vyznam aktivace Cox-2
pro pronadorovy ucinek proteinu c-Myb ve stfevnich
bunkach je tedy z klinického hlediska zajimavy a neni dosud
objasnén.

Cilem tohoto projektu je uréit funkci proteinu c-Myb
v tizeni apoptdzy stievnich bunék a objasnit vyznam Cox-2
pfi zprostiedkovani G¢inkt tohoto transkripéniho faktoru.
Pripravili jsme derivaty bunéénych linii karcinomu stieva
HCT116 a HT-29 se zvySenou, resp. snizenou hladinou c-
Myb. Ové¢fili jsme korelaci mezi hladinou proteinu c-Myb
a mirou exprese cox-2. Testovali jsme citlivost bunck se
zménénou hladinou proteinu c-Myb ke dvéma induktorim
apop6zy: k cis-platiné a TRAILu. Podatilo se ndim prokazat,
ze bunky se zvySenou hladinou c-Myb jsou k cis-platiné
i TRAILu odolngjsi nez buiiky kontrolni. Analogicky, buiky
se snizenou hladinou c-Myb byly k uvedenym induktorim
apoptozy citlivéj$i. Nasledné jsme v buinikdch vystavenych
cis-platiné a TRAILu inhibovali aktivitu Cox-2. Zjistili jsme,
ze inhibice Cox-2 zvySuje viabilitu bunc¢k ovlivnénych
induktory apoptdzy. Tyto vysledky dokazuji, Ze protein c-
Myb snizuje frekvenci apoptézy bunck karcinomu stieva
a tento anti-apoptoticky ucinek neni zprostiedkovan
cyklooxygenasou 2.

Tato prace byla podporovana granty 204/08/H054
a 301/09/1115 GACR a MSM0021622415 MSMT
a 144501630801 GAAV CR.

ST{'JD;UM PROTEjNOV TIOREDOXINOVEHO
SYSTEMU BAKTERIE Streptomyces coelicolor A3(2)

MICHAELA KOHARYOVA?, PETRA STEFANKOVA?,
IMRICH BARAK" a MARTA KOLLAROVA®*

“Katedra biochémie, Prirodovedecka fakulta UK, Mlynskd
dolina CH-1, 842 15 Bratislava; bUstav molekularnej
biologie SAV, Dubravska cesta, 845 51 Bratislava 45
kollarm@jns.uniba.sk

Vsetky aerdbne organizmy napriek tomu, ze Ziju vo
vysoko oxida¢nom prostredi (21 % kyslika na trovni hladiny
mora), vnutro buniek uchovavaju v redukovanom stave.
V cytoplazme boli identifikované dva dolezité systémy, ktoré
uchovavaju redukovany stav proteinov: tioredoxinovy
systém a glutation/glutaredoxinovy systém'. Gram-pozitivna
pddna baktéria S. coelicolor A3(2) je unikatnym modelovym
organizmom, pretoze nedokaze syntetizovat' glutation.
Tioredoxinovy systém je jej hlavnym redoxnym systémom
udrzujicim redoxnii homeostazu, ovplyviiujiucim aktivitu
mnohych d’al$ich bielkovin a zi¢astiujucim sa ochrany pred
oxidacnym stresom. Genoém S. coelicolor A3 (2) koduje az 3
gény pre tioredoxiny, 2 gény pre pravdepodobné tioredoxiny,
1 gén pre tioredoxinreduktazu a d’alsie dva pre pravdepodob-
nu tioredoxinreduktazu. Skons$truovali sme nadprodukéné
kmene vbunkach E. coli pre tioredoxin A, A2, A3
a tioredoxinreduktdzu B. Proteiny sme izolovali a
charakterizovali ich vlastnosti. Tioredoxin A2 a A3 vykazuja
odlisné  vlastnosti v porovnani s tioredoxinom  A.
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Tioredoxinreduktaza B ma vysSiu afinitu k tioredoxinu A.
Podarilo sa nam vyriesit' krystdlova Struktiru tioredoxinu
A v rozliSeni 1,5 A (cit.?).

LITERATURA
1. Holmgren A.: Thioredoxin. Annu. Rev. Biochem. 54,
237 (1985).

2. Stefankova P., Maderova J., Barak 1., Kollarova M.,
Otwinowski Z.: Acta Crystallogr. F61, 1 (2005).

NOVE POLYMERY PRO KRYSTALIZACI
BIOLOGICKYCH MAKROMOLEKUL: APLIKACE
NA PROTEIN CD69

PETR KOLENKO™", JAN DOHNALEK™‘, JARMILA
DUSKOVA®, TOMAS KOVAL!, TEREZA SKALOVA®,
ANDREA STEPANKOVA™" a JINDRICH HASEK®

“Ustav makromolekuldrni chemie AV CR, 162 06 Praha 6;
YKatedra inZenyrstvi pevnych latek, FJFI, CVUT, Trojanova
13, 120 00 - Praha 2; “Fyzikalni ustav AV CR,
Cukrovarnicka 10, 162 00 Praha 6

kolenpel @fjfi.cvut.cz, hasek@imc.cas.cz

Krystalizace biologickych makromolekul je nejproble-
matictéjSim krokem pti urovani 3D struktur biologickych
makromolekul. Omezené mnozstvi polymerd pouZzivanych
v komerc¢nich krystalizacnich sadach vold po navrhu
a testovani novych polymert nebo ko-polymerd. Databaze
struktur proteini (PDB) poskytuje zaznamy o stovkach
struktur, ve kterych byly pozorovany interakce polymer-
protein"®. Tyto interakce byly analyzovany, aby byl
umoznén raciondlni navrh novych polymera s potencidlem
krystalizovat doposud neuspeésné testované a nové proteiny
ijejich komplexy.

Soubor osmi novych polymerd byl uspésné testovan na
nékolika proteinech. Nejlepsi difrakéni kvalitu prokazaly
krystaly extracelularni domény lidského receptoru CD69
pfipravené pomoci nového polymeru. Struktura CD69 byla
uréena v rozlideni 1,37 A, coZ je nejvyssi rozlideni ze viech
znamych struktur tohoto proteinu. Struktura podava
detailngj$i nahled na intra- a intermolekuldrni interakce
proteinu CD69.

Bylo prokazano, ze nové polymery pouzit¢ v nami
pfipravené krystalizacni sadé¢ jsou vhodnymi kandidaty
rozSifujicimi  nizky pocet polymerd pouzivanych v
komer¢nich sadach. Né&které z nich mohou byt pouzity
dokonce jako kryoprotektanty.

Tato prace vznikla za podpory GA AV CR (projekt I4AA
500500701), GA CR (projekt 305/07/1073) a Integrovaného
projektu SPINE2-Complexes Evropské komise cislo 031220.
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PURlFIKACLL& REKOMBINANTNEHO )
TRANSKRIPCNEHO FAKTORA NFI PRE ANALYZU
A IDENTIFIKACIU PROTEINOVYCH PARTNEROV
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Transkripény faktor NFI (Nuclear Factor I) hra dolezita
ulohu v signalnych drahach, ktoré vedu k vyvinu a diferen-
ciacii buniek u vyssich eukaryotov'. Pri §tadiu expresie génu
pre translokator adeninovych nukleotidov — 2 (ant2) sme
identifikovali NFI ako transkripény faktor zodpovedny za
represiu transkripcie v G, faze bunkového cyklu®. Ciefom
tejto prace bolo exprimovat a purifikovat’ rekombinantny
NFI protein s N-terminalnymi znackami His6 a GST
a identifikovat’ proteinovych partnerov. NFI pomocou
afinitnej chromatografie.

Pri snahe o priamu purifikdiciu NFI proteinov
prostrednictvom fiznych znaciek sme zaznamenali vyskyt
kopurifikovanych kontaminantov. Tieto kontaminanty sme
odstranili prepurifikaciou na imobilizovanom heparine, ktory
svojou Struktirou mimikuje DNA molekulu. Po uspesnej
purifikacii rekombinantného NFI-A1 na Heparin-Sepharose
a nasledne na Ni- a GSH-Sepharose s vytazkom 3 az 10 pg
purifikovaného proteinu na liter bakteridlnej kultiry sme
potvrdili jeho funkénost pomocou EMSA a DNasel
protection assay. Pouzitim takto pripravenej proteinovej
navnady sme metddou afinitnej chromatografie a hmot-
nostnej spektrometrie identifikovali niekol’ko potencidlnych
partnerov NFI-A1, s ktorych hnRNP K a eEF1A mézu hrat’
ulohu pri rastom regulovanej expresii génov.

Za analyzu pomocou hmotnostnej spektrometrie dakujem
RNDY¥. Zbynkovi Zdrdhalovi, PhD., z Ustavu experimentdlnej
biologie Masarykovej Univerzity, Brno. Tato prdaca bola
podporovand grantmi APVT, ¢ 26-002102 a VEGA, ¢.
2/6060/26 a ¢. 2/0074/08.
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PRIPRAVA APO-CYTOCHROMU bs HETEROLOGNI
EXPRESI V Escherichia coli A JEHO VYUZITI PRO
OBJASNENI MECHANISMU PUSOBEN{
CYTOCHROMU bs V REAKCICH
KATALYZOVANYCH CYTOCHROMY P450

VERA KOTRBOVA, DAGMAR AIMOVA, MAREK
INGR, LUCIE BOREK-DOHALSKA a MARIE
STIBOROVA
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Cytochrom bs (cyt bs) je hemoprotein lokalizovany
v membranach endoplasmatického retikula, kde se podili na
reakcich katalyzovanych cytochromy P450 (CYP). V zavis-
losti na izoform& CYP a pouzitém substratu, ptisobi bud’ jako
stimulator nebo inhibitor CYP, anebo jako protein, ktery
aktivitu CYP neovliviiuje. Pfedpoklada se, Ze plsobeni cyt bs
muze vychdzet ze dvou mechanismi: (i) jeho pfimé
participace na pienosu elektroni na CYP a (ii)) jeho
allosterického pisobeni na konformaci CYP. K vysvétleni,
jakym mechanismem cyt bs reakce CYP skute¢né ovliviuje,
je tedy nezbytné posoudit efekt nejen nativniho cyt bs, ktery
je vzhledem k pfitomnosti hemového kofaktoru schopny
pfenosu elektront, ale i cyt bs, u néhoz je tato neproteinova
prostheticka skupina odstranéna (apo-cytochrom bs, apo-cyt
bs). Postup pro efektivni odstranéni hemové slozky
z nativniho cyt bs, a tedy ziskani apo formy v jeho piirozené
konformaci, neni dosud zndm. V naSich experimentech jsme
zkouseli dva potencialni postupy. Jednim byla extrakce hemu
z nativniho cyt bs chemickou cestou, acetonem pii pH 3.
Tento postup vSak vedl kdenaturaci jeho proteinové
molekuly. Druhou metodou byla pfiprava apo-cyt bs
heterologni expresi v E. coli. Pro pfipravu apo-cyt bs byl
vyvinut originalni postup jeho exprese, a to za absence
prekurzoru syntézy hemu v ristovém médiu pro produkéni
bakteridlni kmen. Gen pro membranovou formu krali¢iho cyt
bs byl pfipraven z komeréné syntetizovanych oligonukleo-
tidd pomoci PCR a spravnost jeho sekvence byla ovéfena
sekvenovanim. Expresnim vektorem z plasmidu pET-22b
byly transformovany buniky E. coli Bl-21 (DE3) Gold.
Produkce apo-cyt bs byla indukovana pomoci IPTG.
Rekombinantni apo-cyt bs byl izolovan z membranové
frakce, do které byl exprimovam, solubilizaci a purifikaci
ionexovou chromatografii na DEAE-Sepharose CL6B.
Purifikovany apo-cyt bs byl uspésné rekonstituovan na
nativni, hemovou, pIn¢ funkéni formu titraci roztokem
heminu. Ta vykazovala identické vlastnosti jako nativni cyt
bs jater kralika.

Podporovino MSMT CR (MSM0021620808), GA UK
(127208) a GA CR (203/09/0812).

NEZVYKLA REGIOSELEKTIVITA V CHEMII
THIACALIXARENU (META-SUBSTITUCE) A JEJI
VYUZITI PRO SYNTEZU ANIONTOVYCH

A FULLERENOVYCH RECEPTORU
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Supramolekularni chemie vyuziva slabych, tzv.
nevazebnych interakei k navrhu a syntéze latek schopnych
rozpoznavat a tvofit komplexy s kationty, anionty, piipadné
neutralnimi latkami, a to v mnoha pfipadech s vysokou
selektivitou.

Derivaty thiacalix[4]arenu hraji ve skupiny relativné
snadno modifikovatelnych makrocyklti vyznamnou roli.
Protoze dosud je znama jedind prace zabyvajici se Sg
aromatickou tetraalkylovaného derivatu thiacalixarenu,
zaméfili jsme se na tento typ reakci. Byl proveden
systematicky vyzkum nitrace, bromace, sulfonace a pfimé
formylace. Vibec poprvé byly syntetizovany derivaty se
substituenty v meta-polohach, oproti tomu v calixarenové
chemii dochazi za danych podminek vyhradné k para-
substituci.

Takto piipravené derivaty byly dale pfevedeny na
iminové a mocovinové receptory, jejichz komplexaéni
chovani vi¢i aniontim a fullerenim Cqy a C;o v riznych
rozpoustédlech pomoci 'H NMR anebo UV-VIS titraci jsou
prave studovany.

Obr. 1. Krystalografické struktury formyl- (vlevo) a nitro-derivéatu
(uprostied), ukazka struktury aniont/fullerenového receptoru
(vpravo)

Tento vyzkum byl podporen Grantovou agenturou Ceské
republiky (grant 104/07/1242 a grant 203/09/0691).
APOPTOZA NEUTROFILU PO KULTIVACI

S BAKTERIEMI

TEREZA LANGROVA® a PETR SLAMA™®

“Mendelova zemédélskd a lesnicka univerzita v Brné,
Zemédeélska 1, 613 00 Brno; bezkumn)} ustav veterinarniho
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Apoptéza je programovand bunécna smrt, kterd
predstavuje geneticky fizeny sled morfologickych a bio-
chemickych pochodl. Apoptéza mize byt vyvolana nejen
regulatory vyvoje organismu, ale také pisobenim toxickych
faktorti!. Mezi morfologické zmény apoptotickych bungk
patii kondenzace cytoplasmy a chromatinu jadra -
karyopyknosis, svrasténi bunck a zaskrcovani cytoplasmatic-
ké membrany - zeiosis a fragmentace bunc¢k do
apoptotickych télisek. Mezi biochemické znaky apoptdzy
patii vedle fragmentace jaderné DNA také translokace
fosfatidylserinu z vnitini na vné&j§i stranu cytoplasmatické
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membrany. Annexin Vje protein, ktery se vaze
s fosfatidylserinem a umoziuje tak detekci apoptotickych
bungk pritokovou cytometrii’.

V této studii byly neutrofily ziskané vyplachem mlécné
zlazy jalovic kultivovany po dobu Sesti hodin s bakteriemi
Staphylococcus aureus a Streptococcus uberis a bylo
zjistovano, jak tato kultivace ovlivni apoptoézu neutrofild
a dynamiku zmén, které béhem apoptoézy probihaji. Podil
apoptotickych bunek byl zjistovan pritokovym cytometrem
po barveni Annexinem V a propidium jodidem, stadia
apoptozy svételnou mikroskopii.

Vysledky ukazaly, Zze interakce obou bakterii
s neutrofily vede k vyraznému poklesu poctu apoptotickych
bunék a také ve zménu zastoupeni jednotlivych stadii
apoptozy. Statisticky velmi vyznamné vys$i podil byl
zaznamenan v poltu apoptotickych télisek u bunck
kultivovanych s bakteriemi. S. aureus a S. uberis jsou
pivodci zanétu mlécné zlazy skotu. Vysledky studie
prokazaly, ze ovliviiuji fyziologické funkce bunék obranného
systému — neutrofilti. Ve studiu apoptézy bunck imunitniho
systému organismu je nutné pokracovat a zjisténé skutecnosti
pak vyuzit v prevenci a terapii zanétlivych onemocnéni.

Tato prace vznikla za financni podpory vyzkumného zaméru
MZE0002716202.
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Isoflavonoidy (3-fenylchromony) jsou charakteristické
sekundarni metabolity bobovitych rostlin (Leguminosae),
postupné ale narista evidence o jejich vyskytu v fadé dalsich
taxond'.

V této studii jsme testovali zastupce Celedi Lauraceae
(vaviinovité). Listy a plody avokada amerického (Persea
americana) byly lyofilizovany, rozemlety a extrahovany
smési methanol — voda 70 : 30. Extrakty byly analyzovany
nasledujicimi dvéma metodami:

a) Extrakty byly frakcionovany semipreparativni HPLC na
reverzni fazi C18 a poté analyzovany ELISA metodami
specifickymi pro daidzein, genistein, biochanin A a jejich
derivaty v polohach 7a 4’.

b) Extrakty byly analyzovany pomoci HPLC-MS-SIM.

V  rostliné byly zaznamenany frakce, jejichz
imunochemické chrakteristiky a reten¢ni casy odpovidaly
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standardim  daidzeinu, genisteinu, isoformononetinu,
formononetinu, biochaninu A.
Jedna se o prvni prikaz jednotlivych isoflavonoidi

u zastupce Celedi Lauraceae.

Prdce vznikla za podpory projektii 525/09/0994 GACR a
MSM 6046137305.
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Po napadeni rostliny patogenem nastava komplexni
obrannd odpovéd. Rostlinnd buitka reaguje souCasné na
nékolika trovnich naptiklad zménou elektrickych potencialt
na membranach, mechanickym preskupovanim cytoskeletu'
a organel uvnitf bunky a biochemickymi zménami napf.
aktivaci enzymi a produkci sekundéarnich posli a potazmo
efektorovych proteinii a jinych sloucenin. Tyto tfi druhy
zmén se ruzné kombinuji pii indukci a uskute¢novani
signalnich kaskad, které nakonec vyusti v obrannou
odpovéd?. Tim, Ze buitka reaguje na nékolika trovnich
soucasn¢, zajistuje VveEtsi robustnost, rychlost, a tak
i efektivitu celé reakce. Pochopit a popsat nacasovani
a propojeni vsech reakcei je tikol nadmiru slozity.

Nasim ukolem je najit souvislost mezi signalni
kaskadou kyseliny salicylové a dynamikou aktinovych
filament a mikrotubulti. Spojovacim ¢lankem téchto dvou
systéml by mohla byt fosfolipasa D - PLD. V praci bylo
prokazano, ze po oSetfeni kyselinou salicylovou nedochazi
u rostlin Arabidopsis thaliana (s inzeréni mutaci v genu pro
fosfolipasu D- PLDy3) ke zvySené expresi PR proteint
(pathogen related). Exprese téchto PR proteint je produktem
signalni kaskady, ve které je zapojena kyselina salicylova’.
Isoforma fosfolipasy D- PLDy3 navic piimo interaguje
s aktinem. Dale byla sledovana dynamika mikrotubularniho
a aktinového cytoskeletu po aplikaci kyseliny salicylové
v netransformovanych a transgennich rostlindch A. thaliana
s cytoskeletem vizualizovanym pomoci navazaného GFP
a u rostlin A. thaliana s inzeréni mutaci genu pro fosfolipasu
D- PLDy3.

Tato préce vznikla za podpory MSMT (vyzkumné centrum
LC06034).
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Epoxidové pryskyfice maji diky svym vlastnostem
velmi S§iroké pouziti v mnoha primyslovych odvétvich
véetn¢ tradi¢niho vyuziti ve stavebnictvi a prumyslu
natérovych hmot. Diky svym vynikajicim elektroizola¢nim
vlastnostem nachazeji také uplatnéni v elektrotechnickém
primyslu jako izolanty a zalévaci prostiedky. Mezi dalsi
vhodné vlastnosti patii skvéla adhese, dobra odolnost proti
mechanickému namahani, chemicka a tepelna odolnost.
Casticové kompozity, vzniklé piidavkem pomérné nizkého
mnozstvi plniv a jinych pfisad, maji vyrazné lepsi vlastnosti
ne samotnd epoxidovéa matrice'.

Pochody vedouci ke zhorSeni ¢i uplné ztraté vlastnosti
systému je nutno posuzovat komplexné jako souhrn nékolika
fyzikalné-chemickych procest, které jsou navzajem
propojeny a ovlivnény. Jednim z téchto procest je difuze
pronikajiciho agresivniho média, nejcastéji kapaliny,
vytvrzenym epoxidovym systémem.

Metody hodnotici mechanické vlastnosti exponovaného
kompozitu jsou napiiklad dynamickd termomechanicka
analyza (DMA) a termomechanicka analyza (TMA). Mezi jiz
klasické zptisoby studia difuze patii metoda optické
mikroskopie, jenz je zalozena na expozici vzorku
sledovaného systému v obarveném roztoku difundujici
kapaliny a nasledné optické detekci postupu difuzniho cela
barviva matrici. Dal§i metoda mikroskopovych sklicek
vyuziva zakladnich principd metody optické mikroskopie,
umoziiuje vSak oproti metodé€ optické mikroskopie studium
difuze i u plnénych, mirn¢ prasvitnych epoxidovych
systéml. Vzhledem ke zméndm v matrici, zpusobené
difundujici kapalinou, dochazi pronikajicim svétlem k jeho
lomu na rozhrani ,exponované matrice — neexponovana
matrice* a tim 1 k vytvofeni difuzniho ¢ela. A to po expozici
v roztoku neobarvené difundujici kapaliny®.

Cilem prace je postihnout souvislosti mezi
mechanickymi vlastnosti a stupném difuze v zévislosti na
stupni vytvrzeni epoxidového systému a obsahu Casticového
plniva.
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Predstavy o komplexnosti regulace genové exprese
byly nedavno rozSifeny o ulohu molekul microRNA
(miRNA), coz jsou vysoce konzervované RNA tvotici 3-5 %
ze vSech genu v lidském genomu (tj. cca 1000 gent).
miRNA ovliviyji stabilitu a translaci mRNA cilovych gent
a maji zasadni funkce v bunééné diferenciaci, proliferaci
a apoptoze'. Prvnim potvrzenim vyznamu miRNA u nadort
bylo zjisténi o lokalizaci dvou miRNA miR-15a a miR-16-1
v oblasti 13ql4, kterda je deletovana u 50 % ptipadt
chronické lymfatické leukémie (CLL). Za protein regulovany
témito miRNA byl pozdéji oznacen Bcl2, ktery se vyznamné
podili na deregulaci apoptézy a bunééného cyklu u CLL. K
vzniku dal$ich defekt v regulaci bun. cyklu mize dochazet
v prubéhu onemocnéni (napt. delece/mutace p53) atim
k progresi choroby. V nasi praci jsme se zaméfili na analyzu
exprese miRNA u nejagresivnéjsiho subtypu onemocnéni
s deleci/mutaci genu p53 a hledani miRNA hrajicich tGlohu
v patogenezi CLL.

Pro analyzy byla odebrana periferni krev 30 pacientt
s CLL, u nichz byly zji$tény standardni prognostické udaje
(FISH, mutacni status p53, mutaéni status tézkého fetézce
imunoglobulinu (IgVy), exprese ZAP+). Pomoci metodiky
qRT- PCR (35 vybranych miRNA) a microArray byla
v separovanych nadorovych bunkach studovana exprese
miRNA. Byla zjisténa snizend exprese tfi miRNA — miR-
34a, miR-29c a miR-17-5p — u pacienti s deletovanym
a/nebo mutovanym p53 (del/mut p53 n=12 vs. wt p53
n=18)>. Tyto miRNA reguluji proteiny &asto studované
v souvislosti s patogenezi CLL. miR-34a reguluje expresi
Bcl2 proteinu a miR-29¢ reguluje proto-onkogeny Tcll
a Mecll, jejichz abnormalni exprese je znama z mySich
modelt vzniku CLL. miR-17-p je regulovana c-myc (klastr
miR-17-92) a tidi expresi E2F1, p21, cyklinu D1. Vysledky
naznacuji, ze analyza exprese miRNA mize byt nastrojem
pro uréeni progndzy a piistupu k terapii pacientti. Vzhledem
k predpokladanému vlivu zminénych miRNA na dalsi
dilezité proteiny mohou tyto hrat podstatnou roli v samotné
kancerogenezi CLL*®.

Prace byla podporena IGA MZ CR NR/9293-3/2007.
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EFEKT NENASYCENYCH MASTNYCH KYSELIN NA
BUNECNOU SMRT VYVOLANOU PUSOBENIM
NASYCENYCH MASTNYCH KYSELIN
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Chronicky zvySena hladina mastnych kyselin (MK)
v krvi pfispiva u nemocnych s diabetem 2. typu k ubytku
pankreatickych beta bunck, a to zejména mechanismem
bunécné smrti (apoptdzy). Na experimentalnim modelu linie
lidskych pankreatickych beta bunék NES2Y jsme jiz diive
ukazali, ze saturované MK (e.g. kyselina palmitova
a stearova), na rozdil od nesaturovanych MK (kyselina
palmitolejova a olejovd) indukuji v koncentraci 1 mM
a vy§§ich bun&nou smrt'. Cilem prace bylo otestovat vliv
nenasycenych MK na proapoptotické puisobeni nasycenych
MK u bunééné linie NES2Y.

Nenasycené MK jiz od koncentrace 0,2 mM kompletné
inhibuji apoptoticky efekt 1 mM koncentrace nasycenych
MK (P<0,01), jak jsme zjistili spoctenim zivych bunck po 96
hodinach inkubace bunék NES2Y s testovanymi MK. Po
indukci bunééné smrti ptisobenim nasycenych MK (1 mM,
24 h) jsme detegovali signifikantni zvySeni hladiny
aktivované kaspasy-2 (P<0,02) a mirné zvySeni hladiny
aktivovanych kaspas-8 a kaspas-9 (P<0,05). Nedetekovali
jsme vsak signifikantni zvySeni hladiny aktivované kaspasy-3.
Hladinu aktivovanych kaspas vyrazné snizila piitomnost
nenasycené MK (P<0,05). Plsobeni nasycenych MK
nevyvolalo ve sledovanych bunikdch zvySeni hladiny
»reactive oxygen species“ (ROS) ani vyrazné snizeni
mitochondridlniho membranového potencidlu (Ay,), které
by piedchazelo aktivaci kaspas.

Bunééné smrt indukovana nasycenymi MK u pankrea-
tickych beta bun€k je zprostfedkovana zejména aktivaci
kaspasy-2 bez aktivace kaspasy-3 a nedochazi pii ni
k vyraznym zménam v hladinach ROS a v drovni Ay,
Nenasycené MK jsou schopny efektivné inhibovat bunécnou
smrt indukovanou pusobenim nasycenych MK vcetné
aktivace kaspas. Vysledky naSich experimenti poukazuji na
skutecnost, ze mitochondrialni drdha indukce apoptozy neni
hlavni drahou bunééné smrti spousténé pisobenim
nasycenych MK.

Prace byla podporena vyzkumnym zamérem 3. LF UK MSM
0021620814.

LITERATURA
1. Firstova V., Kopska T., James R.F., Kovar J.: Life Sci.
82, 684 (2008).



Chem. Listy 103, 427-457 (2009)
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Kmen Rhodococcus erythropolis A4 produkuje vysoké
aktivity nitrilhydratasy (>14000 U/L) a amidasy (>1700 U/L)
v kulturdch, u nichz byly optimalizovany zdroje zivin
a induktori. Tyto enzymy Ilze vyuzit pro hydrolyzu
alifatickych i aromatickych nitrild a amidi. Geny pro
podjednotky nitrilhydratasy byly klonovany a izolaci
okolnich chromosomovych oblasti byl nalezeny geny
odpovédné za drdhu pfemény aldoximi na karboxylové
kyseliny. Kompletni sekvence tohoto useku (9552 bp,
GenBank Acc. No. AM946017) zahrnuje osm stejné
orientovanych gent fidicich metabolismus aldoximu, nitrilt
a amidd: nhr4 (regulator 4), oxd (aldoximdehydratasa), nhr2
(regulator 2), nhrl (regulator 1), ami (amidasa), nhal, nha2
(alfa a beta podjednotky nitrilhydratasy) a nhr3 (regulator 3).
RNA-hybridizace neprokazala spoleény velky transkript
téchto gent, ale kratsi transkripty pokryvajici 1 az 4 geny.
Gen pro amidasu (ami) je pfepisovan samostatné (transkript
1,6 kb), dale spolecné s geny nhal, nha2 (transkript 3 kb)
a do spolecného transkriptu genti ami, nhal, nha2 a nhr3 (5
kb). Fragmenty obsahujici potencialni promotorové oblasti
operonu byly klonovany v promoter-probe vektoru pEPRI.
Transkripéni aktivitu vykazovaly oblasti pfed geny oxd,
nhr2, nhrl, ami, nhal a nhr3. Metodou primer-extension byl
nalezen transkripéni pocatek genu ami. S pouzitim DNA-
afinitni chromatografie a hmotnostni spektrometrie jsou
vyhledavany proteiny, které se vazou na regulacni oblast
genu ami. Gen ami byl klonovan v expresnich vektorech
pEXT20 (exprese v Escherichia coli) a pFEX16 (exprese
v R. erythropolis). Aktivita enzymu produkovaného buiikami
E. coli potvrdila, Ze proexpresi genu pro amidasu
v heterolognim systému neni potfeba pfitomnost dalsiho
genu (napi. aktivatoru). Cilem analyz mechanismu regulace
genu ami a jeho homologni nebo heterologni exprese je
ziskat kmen, ktery by vykazoval vysokou aktivitu amidasy.

Tato price vznikla za podpory grantu MSMT LC06010
BIOTRANS.
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Polyprotein Gag je prekursorem vSech strukturnich
proteinti a hraje vyznamnou tlohu pfi tvorbé a puceni virové
Castice. N-terminalni doména Gag, matrixovy protein (MA),
interaguje s bunéénou membranou, protoze je na povrchu
nezralé virové Castice. MA interaguje s cytoplasmatickou
membranou pomoci kladné nabitych zbytkli aminokyselin
a myristoylu kovalentné¢ pfipojeného k N-termindlnimu
glycinu. Bylo popsano nékolik jedno a vicebodovych mutaci
MA, které ovliviiji Zivotni cyklus M-PMV'.

V na$i praci jsme se zaméfili na urceni molekularni
podstaty zmény fenotypu zptsobené mutacemi T411/T781
a Y28F/Y67Fv M-PMV MA. Castice nesouci tyto mutace
nejsou schopny pucet skrz cytoplasmatickou membranu
a akumuluji se u ni"%.

Ur¢ili jsme tfirozmémé struktury obou mutantd
a divokého typu MA pomoci NMR spektroskopie. Mutace
nezpusobila zasadni zmény celkové struktury proteinu, ale
zmutované hydrofobni aminokyseliny jsou orientovany do
jadra proteinu, kde mohou interagovat se zbytkem kyseliny
myristové. Tato zjisténi podporuji hypotézu, ze zvyseni
hydrofobicity jadra proteinu brani uvolnéni myristoylu pro
interakci s membranou, a tak brani puceni nezralych
virovych ¢astic z buiiky. Pro potvrzeni této hypotézy jsme se
zaméfili na urCeni struktury myristoylovaného MA
s dirazem na interakci myristoylu s jadrem proteinu a na
rozdily mezi mutanty a divokym typem.

Tato prdace byla financovana z prostredkii: Ministerstvo
Skolstvi CR 1M6837805002, MSM 6046137305 a ME 904,
GACR # 203/07/0872 a grant # CA 27834 od National
Institutes of Health
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NEUROBLASIOMOVA BUNECNA LINIE )
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Neuroblastom vysokého rizika (HR NBL) je jednim
z nejhite 1é¢itelnych nadort détského veéku. Stale se proto
hledaji nové Iéky a 1é¢ebné postupy. Jednim z nich muze byt
i cytostatikum ellipticin, u kterého jsme prokazali
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cytotoxicky efekt na bunky HR NBL in vitro. Interkalace do
DNA a inhibice topoizomerasy II alfa (TOP24) jsou
povazovany za jedny z hlavnich mechanismii jeho cytotoxic-
kého ucinku. Ellipticin plsobi po metabolické aktivaci také
jako alkyla¢ni c¢inidlo, kovalentné modifikujici DNA.
Vyznamnym faktorem ovliviiujicim jeho Gcinek a specificitu
muze byt i rozdilna individualni vybava enzymy dilezitymi
pro jeho bioaktivaci. Cilem nas§i prace bylo poznat
mechanismy, které vyvolavaji rezistenci vaci ellipticinu.
Lidskda HR NBL linie rezistentni k ellipticinu (UKF-NB-
4rELLI) byla ziskana dlouhodobou kultivaci UKF-NB-4
s postupné se zvysujici koncentraci ellipticinu. UKF-NB-
4rELLI jsme analyzovali pomoci komparativni genomové
hybridizace, zmény chromosomovych oblasti ovéfili
fluorescencni in situ hybridizaci, expresi gentl jsme testovali
metodou expresni ,,microarray” a ovéfili RT PCR. Zjistili
jsme zmény v expresi fady genl. Za nejvyznamnéj$i u
rezistentni linie povazujeme sniZeni exprese topoizomerasy 1
a 2A, provazené ztratou zmnozeni genu TOP2A. Dal§im
mechanismem, ktery mize byt zodpovédny za rezistenci vici
ellipticinu, je zvySena exprese antiapoptotického genu Bcl-2.
Apoptozu je mozné zablokovat i deleci genu B4AX. UKF-NB-
4rELLI' m4 oblast 19q s lokalizaci genu BAX ,,deletovanou®,
exprese MRNA BAX vsak zistavda beze zmén. Oblasti
chromosomtt 7q21 (MDRI), 1024 (MRP2), 12ql13-14
(LRPI), 16p13 (MRP1I), byvaji u chemorezistentnich nadort
amplifikované. UKF-NB-4rELLI Zzadné takové zmény, ani
zmény exprese na urovni mRNA, nevykazuje. Na urovni
proteinu jsme vSak nalezli zvySeni exprese LRP a MRP2.
Ziskané vysledky potvrzuji, Ze rezistence vici ellipticinu je
podminéna nékolika rozdilnymi mechanismy.

Prace vznikla za podpory MSMT (MSM0021620813) a GA
UK (7926/2007).

PEPTIDOGLYKANOVE HYDRQLAZY Z CECADE )
Enterococcaceae AKO POTENCIALNE ENZYBIOTIKA

LENKA SERENCOVA, MARIA PIKNOVA, PETER
PRISTAS a PETER JAVORSKY

Ustav fyziolégie hospodarskych zvierat, SAV, Soltésovej 4-6,
040 01 Kosice
serencova@saske.sk

Hydrolazy bakteridlnych bunkovych stien si v stcas-
nosti znaéne Studovanou triedou enzymov. Ich substratom je
najdolezitejSia  zlozka bunkovych stien baktérii —
peptidoglykan. Vd’aka ich tzkej cielovej $pecificite a nizkej
pravdepodobnosti vzniku rezistencie sa uvazuje o moznos-
tiach ich terapeutického vyuzitia, ako alternativy klasickych
antibiotik'. Purifikované peptidoglykanové hydroldzy maja
oproti bezne pouzivanym antibiotikdm niekol’ko vyhod,
predovsetkym cielené usmrcovanie antibioticky
rezistentnych patogénnych baktérii, schopnost, ktort
zabezpe&uji ich CWT (cell wall tagreting) domény?.

V poslednej dobe sa jednou z hlavnych pri¢in nozoko-
midlnych infekcii stdvaju enterokoky’. O peptidogly-
kanovych hydroldzach s cielovou Specificitou proti tejto
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skupine baktérii existuje len malo poznatkov. V nasej praci
sme sa zamerali na Stidium enterolyzinu A (EnlA),
peptidoglykanovej hydrolazy s lytickou aktivitou proti
Sirokému  spektru  potencidlnych patogénov, vratane
enterokokov. EnlA bol na naSom ustave heterologicky
exprimovany a purifikovany, ako rekombinantny, biologicky
aktivny protein®. V naSej praci sme Studovali modularnu
organizaciu EnlA s vyuzitim komparativnej sekvenénej
analyzy. Naslednou fuziou CWT domény EnlA so zelenym
fluorescenénym proteinom (GFP) a testovanim tohto fuzneho
proteinu sme potvrdili predpokladanu funkciu CWT domény
ajej vyznam pre cielova Specificitu EnlA. Podobnym
sposobom planujeme kombinovat CWT a katalytické
domény roznych peptidoglykdnovych hydroldz s cielom
pripravit nové, Gi¢innejsie a uzko ciel'ovo Specifické enzymy.

Tato praca bola podporovana grantom APVV-0586-07
a VEGA 2/0006/08.
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[7IHELQUAT: FLEXIBILNI SYNTEZA
SYMETRICKYCH A NESYMETRICKYCH
HELIKALNiCH DIKATIONTU

LUKAS SEVERA®, IVANA CISAROVA®,
DAVID SAMAN® a FILIP TEPLY*"
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Flemingovo nam. 2, 166 10 Praha 6; bKatedra anorganické
chemie, Prirodovédecka fakulta UK, 128 43 Praha 2
severa@uochb.cas.cz

Byl vyvinut modularni vysoce prakticky synteticky
ptistup knové skupiné vodorozpustnych fluorescentnich
dikationickych helikalnich struktur se sedmi
kondenzovanymi kruhy — [7]helquatim. Prvnim krokem této
ptipravy je Sonogashirtv kaplink chloroisochinolinu
splynnym  acetylenem. Pro syntézu  symetrickych
[7]helquati  je produkt Dbiskvarternizovan pfislusSnym
triflitem za vzniku symetrického triynu', pii piipravé
nesymetrickych  struktur se provede nejprve mo-
nokvarternizace prvnim triflatem v toluenu a po izolaci se
monokation kvarternizuje jinym triflatem v dichlormethanu
za vzniku nesymetrického triynu. Nasleduje klicova [2+2+2]
cykloisomerace? triynu, kdy vznika piisluiny [7]helquat. Na
purifikaci kationickych struktur neni tfeba chromatografie —
sta¢i promyti vhodnymi rozpoustédly ¢&i extrakce. Struktury
nékterych triynii a helquatd byly potvrzeny rentgenovou
difrakei'.
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Dikationty planujeme testovat jako organokatalyzatory.
Na zéklad¢ podobnosti s viologeny lze ocekavat herbicidni
aktivitu®. Mozn4 interakce s DNA je zkouména.
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Projekt byl podporen projekty UOCHB (Z4 055 0506) a GA
CR (203/09/0705).
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FOSFANYLFERROCENQVE AMIDY NESOUCH ]
2-HYDROXYETHYLOVE SKUPINY NA AMIDOVEM
DUSIKU

JIRI SCHULZ, IVANA CISAROVA
a PETR STEPNICKA®

Univerzita Karlova v Praze, PrF, Katedra anorganické
chemie, Hlavova 2030, 128 40 Praha 2
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Béhem studia koordina¢nich vlastnosti a katalytického
uplatnéni fosfinoferrocenovych karboxylovych kyselin' jsme
se zaméfili rovnéz na studium odvozenych fosfinoamidu.
Scilem navézat na pfedchozi praci® jsme se rozhodli
pripravit dva nové fosfinoferrocenové amidy nesouci 2-
hydroxyethylové skupiny na amidovém dusiku a studovat
jejich koordina¢ni vlastnosti a moznosti katalytického
vyuziti.

Amidy 1 a 2 byly pfipraveny amidaci 1'-(difenyl-
fosfino)-ferrocenkarboxylové  kyseliny (Hdpf)'?. Tyto
ligandy mohou diky svému polarnimu charakteru a moznosti
tvorby vodikovych vazeb vykazovat zvySenou rozpustnost

448

IX Amerika 2009

v polarnich organickych rozpoustédlech a také slouzit jako
synthony pro  supramolekularni  chemii  komplexi
ptechodnych kovii. Z tohoto divodu byly pfipraveny rovnéz
palladnaté¢ komplexy (3, L = 1; 4, L = 2). Pomoci
rentgenostrukturni analyzy bylo zjiSténo, ze pfipravené
ligandy i jejich palladnaté komplexy tvoii v pevném stavu
komplikované supramolekularni struktury prostfednictvim
vodikovych vazeb, ménici se od jednorozmérnych fetézcl az
po trojrozmémé molekularni sité. Katalyticka aktivita
palladnatych komplexii 3 a 4 byla testovana v palladiem
katalyzované Suzukiho reakci fenylborité kyseliny s aryl-
bromidy ve vybranych polarnich rozpoustédlech.

ey (B
Fe Fe
° O o
@ % /__/
NH NH
4 5
\jOH OH
Schéma 1. Fosfanylamidy 1 a 2
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ELEKTROCHEMICKA DETEKCE HYBRIDIZACE
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Bioanalytické stanoveni DNA ma obvykle za tkol urcit
pfitomnost ur¢ité sekvence nukleotidii ve vzorku. Pro
analyzu se vyuziva hybridizace vzorku s komplementarni
sekvenci (sondou €i probou) na zékladé komplementarity
bazi v DNA. K elektrochemické detekci hybridizace DNA se
nejvice pouzivaji elektrody uhlikové a =zlaté. Detekce
hybridizace DNA na elektrodach vyuziva nejriznéjsich
principt, véetné vlastni elektroaktivity DNA,
elektrochemicky aktivnich indikatori, kovalentné znacenych
signalnich sond' atd.

Cilem prace je zavést metodiku pro elektrochemickou
detekci vybraného useku DNA koédujiciho biochemickou
cestu syntézy aflatoxinu B; u nékterych kment plisni rodu
Aspergillus. Princip metody se zaklada na aktivit¢ enzymu
alkalické fosfatasy (ALP). CilovA DNA je nejdiive
imobilizovana na povrch elektrody, poté hybridizuje se
sondou znacenou biotinem. Na biotin je navazan konjugat
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streptavidinu s ALP. Alkalicka fosfatasa katalyzuje pfeménu
elektroinaktivniho substratu 1-naftylfosfatu na elektroaktivni
produkt 1-naftol, jehoz signal je detegovan voltametricky.

K tomuto ucelu bylo vyuzito tfielektrodového
usporadani, kdy jako mérna elektroda byla pouzita uhlikova
pastova elektroda (CPE) nebo uhlikova tisténa elektroda
(SPCE), srovnavaci argentchloridova elektroda a jako
pomocna elektroda platinova. Metoda byla nejdiive
optimalizovana pro syntetické oligonukleotidy. Nejvhodnéjsi
parametry jednotlivych krokd elektrochemické detekce
hybridizace DNA byly nasledné vyuzity pfi analyze vzorkl
DNA izolovanych z nékterych kment aspergild.

Tato price vznikla za podpory grantu MSMT CR
(MSM0021627502), GA CR (203/08/1536; 203/09/0148) a
LC 06035.
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AKCEPTORY A SEKUNDARNI ZDROJE
SINGLETOVEHO KYSLIKU A JEJICH
SUPRAMOLEKULARNI KOMPLEXY

S CYKLODEXTRINY
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KUBAT®
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Singletovy kyslik 'O, nasel uplatnéni predeviim diky
svému silnému cytotoxickému a oxidativnimu pisobeni
viadé aplikaci, jako jsou mnapf. fotodynamicka lécba
nadorovych onemocnéni a atherosklerosy, inaktivace virl
a bakterii, fotodesinfekce mikrobidlné znecisténych vod
a vyvoj novych ekologicky Setrnych herbicidd a
insekticida)'. Singletovy kyslik reaguje [4+2] cykloadici
s aromatickymi slou¢eninami (anthracenové a naftalenové
derivaty) za vzniku rdzné stabilnich endoperoxidd. Jejich
termolyzou dochazi ke zpétné reakci, pii které vznika
pivodni sloucenina a wuvoliiuje se kyslik, céastecné
v singletovém stavu. Takovéto aromatické slouceniny pak
mohzosu byt oznaovany za akceptory a sekundarni zdroje 'O,
(cit.™).

Cyklodextriny CD jsou znamé tvorbou inkluznich
»host-guest* komplexti s fadou organickych i anorganickych
molekul vazanych do cyklodextrinové kavity kombinaci
hydrofobnich a elektrostatickych interakei. Tvorba ,host-
guest® komplexi ma za nasledek zménu fyzikdlnich
a  fotofyzikalnich  vlastnosti inkludovanych latek.
Cyklodextriny jsou studovany zejména jako nosice léku,
nebot” zvySuji stabilitu ,,guest® molekul vuéi tepelné
degradaci, zvySuji jejich rozpustnost a také biologickou
aktivitu®,
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V této studii byla pfipravena série vodorozpustnych
aromatickych endoperoxidi vyuzitelnych jako sekundarni
zdroje '0,, u nichZ byla prokazana schopnost vytvétet ,host-
guest komplexy s cyklodextriny. Sledovan byl také vliv
cyklodextrini na fyzikadlni a fotofyzikalni vlastnosti
inkludovanych akceptori/sekundarnich zdroji 'O,.
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NOVE MOZNOSTI PRI DETEKCI LATENTNI
INFEKCE BAKTERII Mycobacterium tuberculosis —
STANOVENI CYTOKINU POMOCI PRUTOKOVE
CYTOMETRIE A KVANTITATIVNIHO PCR
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V posledni dob& opét stoupd pocet lidi nakaZenych
tuberkul6zou a to nejen v rozvojovych zemi tetiho svéta, ale
v disledku migrace také v zemich vyspélych. Odhaduje se,
Ze jedna tfetina svétové populace je nakaZena latentni
formou tohoto onemocnéni, oteviend forma se ndsledné
rozvine u desetiny takto infikovanych, v poloviné piipadi
v prvnich dvou letech po kontaktu s bakterii. Kazdy cloveék
s otevienou formou tuberkulézy pak priblizné infikuje
dal$ich 10-15 lidi. Kritickym bodem v boji proti této zdkeiné
nemoci je v€asné a presné odhalen{ latentni infekce bakterii
Mycobacterium tuberculosis (LTBI). V soucasné dobé pro
tyto ucely nejpouzivanéj$i Tuberkulinovy koZni test,
zaloZeny na stimulaci PPD (Purified Protein Derivative), je
vSak nepfesny diky kifZovym reakcim s antigeny
environmentalnich mykobakteriii a pouzivané BCG vakciny.
Tento  nedostatek se  podafilo  vyfeSit unovych
diagnostickych testi pouzitim antigeni CFP-10 (10-kDa
culture filtrate protein) a ESAT-6 (6-kDa early secreted
antigenic target). Ty jsou kddovany v lokusu RD1 (Region of
Diference) pfitomném pouze u infekénich kmend. Tyto
antigeny spolecné s antigenem Tb 7.7 jsou pouZivany
v komer¢né dostupném kitu ,,Quantiferon TB-gold in tube*
pro detekci latentni tuberkulézy, zaloZeném na in vitro
restimulaci T-bunééné odpovédi v krvi pacienta provdzenou
zvySenou expresi IFN-I, ktery je ndsledné stanoven metodou
ELISA. Porovndvali jsme hladinu IFN-1 po in vitro
restimulaci perifernich mononukledrnich krevnich bunék jak
volnymi antigeny CFP-10, Esat-6 a Tb 7.7, tak i ekvi-
molarnim komplexem CFP-10/Esat-6, smési vSech tif
antigeni a ve formé antigen-fizniho proteinu s adenylat
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cykldzovym toxoidem, jako nosi¢e a dopravce antigenu.
Hladina IFN-0 byla stanovena pomoci prutokové cytometrie
(FACS) a kvantitativnim PCR (q-PCR). Ziskana data byla
soubézné porovnivina s komerénim kitem Quantiferonem
TB-gold. Z prvnich vysledku je patrné, Ze pro stimulaci
bunék s kvantifikaci na pratokovém cytometru a q-PCR je
tfeba jen Ctvrtiny c¢asu a diky dostate¢né nizkému
detek¢nimu limitu je vyuZito i velmi nizkého poctu
pamétovych T-bun€k. Mezi dalsi vyhody patii moZnost
stanovit poc¢et CD4+ a CD8+ T-bunék uvoliujicich IFN-I u
metody pritokové cytometrie, coZ je obzvlasté dulezité
u CD4+ deficientnich pacientd a u gq-PCR je podstatnou
vyhodou moZnost snadného stanoveni ostatnich cytokinti.

Tato prdace vzmikla za podpory grantii KAN200520702
a NPVII 2B06161.

ANAL\ZZA EXPRESE CYKLINU D1 U LYMFOMU
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Lymfom zbunék plastové zoény (mantle cell
lymphoma, MCL) je vzacné, agresivni a prognosticky malo
pfiznivé nadorové onemocnéni. Vznika abnormalni
proliferaci B bun¢k ve vnéjsim okraji folikul lymfatickych
uzlin. Cytogeneticky je MCL charakterizovan translokaci
t(11;14)(q13;q932), kterd je pfitomna v nadorové tkani témer
vSech pacientd. Tato translokace vede k ptediazeni
zesilovace transkripce genu pro tézky fetézec imunoglobuli-
nu pfed gen pro cyklin D1. Dusledkem je vysoka exprese
cyklinu D1, regulatoru bunécného cyklu.

Detailné jsme analyzovali cyklin D1 v nadorové tkani
33 pacientd s MCL diagnostikovanych ve FN Brno v letech
2003 az 2008. Translokaci t(11;14) jsme stanovovali
fluorescenéni hybridizaci in situ (FISH). ZvySenou hladinu
mRNA cyklinu D1 jsme zjistovali kompetitivni reverzné
transkriptazovou PCR (RT-PCR) a mnozstvi proteinu jsme
detegovali westernovym pfenosem a imunohistochemicky.
Vysledky vsech metod spolu korelovaly. U 31 piipada (94
%) jsme prokazali translokaci t(11;14) a zvySenou hladinu
jak mRNA, tak proteinu cyklinu D1. Ke stanoveni proteinu
cyklinu D1 westernovym pienosem jsme pouzili dvé
protilatky (SP4 a CDI1.1). Zatimco protilatka SP4 byla
vysoce citliva a specifickd a detegovala pouze cyklin D1,
protilaitka CD1.1 ukazovala u nékterych piipadi vedle
cyklinu D1 1 dal$i protein. Na zdklad¢ jeho molekulové
hmotnosti a srovnanim s vysledky kompetitivani RT-PCR se
mobhlo jednat o cyklin D2. To jsme prokazali protilatkou Ab-
4 specifickou pro cyklin D2, ktera jasn¢ urcila jeho zvySenou
hladinu u 2 pfipadd (6 %) bez t(11;14). Onkogenni ucinek
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cyklinu D1 je u téchto vzacnych piipadi MCL nahrazen
cyklinem D2.

Prace byla podporena  IGA MZ NR/9305-3, MSMT
0021622415 a GA CR 204/08/H054.

PREFERENCNI SELEKCE ISOMERU
p-GALAKTONO-1,5-LAKTONU ENZYMEM
B-GALAKTOSIDASOU Z Arthrobacter sp. C2-2 PRO
VAZBU DO AKTIVNIHO MiSTA
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LIPOVOVA®
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Stanoveni tfidimenzionalni (3D) struktury nativniho
enzymu a 3D struktur jeho komplexd s riznymi ligandy
v fadé¢ ptipadii pomohlo vysvétlit mechanismus katalyzované
reakce. Struktura pfirozeného typu enzymu p-galaktosidasy’
z antarktické bakterie Arthrobakter sp. C2-2, vyfeSena v nasi
laboratofi, je nyni doplnéna o struktury komplext tohoto
enzymu se tfemi rdznymi ligandy. Tato série komplexl
enzymu vysvétluje strukturni zmény zplsobené vazbou
jednotlivych typti (analog tranzitniho stavu, produkt,
inhibitor) ligandi do aktivniho mista enzymu.

Molekula inhibitoru D-galaktonolaktonu byla nalezena
v aktivnim misté enzymu ve své méné stabilni formé® — jako
D-galaktono-1,5-lakton, ackoli krystal byl macen v roztoku
isomeru D-(—)-galaktono-1,4-laktonu (Sigma-Aldrich, syno-
nymum D-(—)-galactonic acid y-lactone). Pfitomnost isomeru
d-galaktonolaktonu je dasledek specifity enzymu. Tento &
isomer vytvaii specifické kontakty s Glu442 a iontem Na',
které by v pifipadé pfitomnosti isomeru y nebyly mozné.
Vazba molekuly D-galaktono-1,5-laktonu do aktivniho mista
zpusobuje rozsahlé strukturni zmény enzymu, které budou
diskutovany.

V dalsi prezentované 3D struktufe je molekula
produktu D-galaktosy navdzana v podobné poloze a také
vytvaii specifické kontakty s Glu442 a iontem Na'.
V ptipadé komplexu enzymu s inhibitorem — isopropyl p-D-
1-thiogalaktopyranosid (IPTG) — je molekula IPTG navéazana
v jiné poloze v aktivnim misté, ale hydroxyly 4- a 6-
vytvareji stejné specifické interakce jako u piedchozich dvou
komplext.

Tato prace vznikla za podpory grantu GA AV (projekt
KJB500500512), GA CR (projekt 305/07/1073) a IGS CVUT
(projekt CTU0803914,).
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MOLEKULARNi A FUNK('INi,ANAL’YZA PROTEINU
INTERAGUJICICH S ADAPTEROVYM PROTEINEM
Daxx

JAN SVADLENKA, LUKAS CERMAK, JAN BRAZINA
a LADISLAV ANDERA

Oddélent bunécné signalizace a apoptézy, Ustav molekuldrni
genetiky AV CR, v.v.i., Videriskd 1083, 142 20 Praha 4
Jan.Svadlenka@img.cas.cz

Daxx je multifunkéni adaptérovy protein. Podili se na
apoptotické signalizaci po aktivaci receptora Fas, TGFB ¢i
pii oxidacnim stresu a glukosové deprivaci, potlaceni jeho
exprese ovliviiuje citlivost nékterych bunéénych linii
k apoptoze a jeho geneticka inaktivace vede k thynu mySich
zérodki v diisledku masivni apoptézy'. O komplexnosti d&ji,
jichz se Daxx ucastni, svéd¢i i jeho uloha pii regulaci
transkripce. Daxx je pfevazné jaderny protein asociovany
s chromatinem a PML-télisky*, ktery interaguje s mnoha
transkripénimi faktory (napf. NF-xB, p53, Smad4, aj.)
a ziejmé prostfednictvim své asociace s histondeacetylasami
HDACI1 a 2, proteinem asociovanym s DNA-metylasou
DMAPI1 ¢i chromatinremodelujici ATPasou ATRX, aj. se
podili na jejich represi'.

Pro objasnéni funkce proteinu je dilezité poznani jeho
interaktomu. Proto jsme se zaméfili na vyhledani novych
interakénich  partnert proteinu Daxx v kvasinkovém
dvojhybridnim systému. Kromé& dvou jeho jiz dfive
popsanych interakci s ATRX a DMAPI jsme takto nalezli 10
dalsich potencidlnich interakénich partnerti, napi. tumor-
supresorovou chromatin-remodelujici ATPasu Brgl ¢i
ubikvitin-hydrolasu asociovanou s komplexem BRCAI
BAPI. Daxx s témito proteiny interaguje jak in vitro, tak po
nadprodukci v bunkdach HEK293FT. Navic kolokalizuje
s Brgl na promotorech nékterych genti a potladeni jeho
exprese vede inhibici aktivace téchto genti indukované Brgl.
Né&s§ nasledujici vyzkum se zaméfi na podrobnéjsi
charakterizaci uvedenych interakci a objasnéni Ulohy
proteinu  Daxx pti regulaci funkce téchto interakénich
partnert.

LITERATURA
1. Salomoni P., Khelifi A. F.: Trends. Cell Biol. 16, 2
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2. Pluta A. F., Earnshaw W. C., Goldberg I. G.: J. Cell
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3. Ishov A. M., Sotnikov A. G., Negorev D., Vladimirova
0. V., Neff N., Kamitani T., Yeh E. T., Strauss J. F.
3rd, Maul G. G.: J. Cell Biol. 747, 2 (1999).

451

IX Amerika 2009

FOSFINOFERROCENOVE KONJUGATY
VYBRANYCH AMINOKYSELIN — SYNTEZA,
KOORDINACNI VLASTNOSTI A KATALYTICKE
POUZITI

JIRI TAUCHMAN, IVANA CISAROVA a PETR
STEPNICKA"

Univerzita Karlova v Praze, Prirodovédecka fakulta,
Katedra anorganické chemie, Hlavova 2030, 128 40 Praha 2
tauchman@natur.cuni.cz, stepnic@natur.cuni.cz

Nase skupina se dlouhodobé zabyva chemii
fosfinokarboxylovych kyselin odvozenych od ferrocenu'.
V posledni dob&é jsme se zaméfili predevSsim na
fosfinoferrocenové amidy a to véetné chiralnich sloucenin
pouzitelnych v asymetrické katalyze (napt. 1-3)>>.

Spektrum  pfipravenych sloucenin jsme nedavno
roz§ifili o nové karboxyfosfino-ferrocenové derivaty
s aminokyselinovymi pendanty, viz napf. sloucenina 4.
Koordina¢ni vlastnosti jednoduchého amidu 4 a liganda
ptibuznych byly zkoumany v palladnatych komplexech
a jejich Kkatalytické vlastnosti testovany v Suzukiho-
Miyaurové reakci provadéné v ruznych rozpoustédlech.
Chiralni obdoby ligandu 4 (odvozené od chirdlnich
aminokyselin a/nebo chiralnich ferrocenovych
fosfinokarboxylovych kyselin) byly rovnéz pripraveny
a testovany v asymetrické allylové alkylaci.

Me

qLPPhZ Ph PPhy Ph

e C(O)NH—{ e C(O)NH—{
R R

1 2

R=H (Rp.R) R=H (Sp)

R =Me (Rp,R,R), (Rp,R,S) R =Me (Sp,R), (Sp,s)

@ _—PPh2 @ _—PPhp

Fe Fe

@C(O)NH—{Ph @C(O)NHCHZCOZR
R

3 4

R = Me (R), (S) R =H, Me

Tato préce je soucdsti projekti MSMT CR (LC06070
a MSM0021620857).
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VAZBA MUTANTNI FORMY PROTEINU p53

K INTRONOVYM A INTERGENNIM SEKVENCIM
TVORICIM TRIPLEX DNA REGULUJE EXPRESI
GENU U BUNEK U251

VLASTIMIL TICHY?, TIMO QUANTE®, LARS
TOGEL®, KORDEN WALTER", LUCIE
NAVRATILOVA®, MATEJ LEXA®, WOLFGANG
DEPPERT", GENRICH V. TOLSTONOG", EMIL
PALECEK® a MARIE BRAZDOVA™

“Biofyzikdlni chemie a molekuldrni onkologie, Biofyzikdlni
ustav AV CR, v.v.i., 612 65 Brno; b Tumor Virology, HPI for
Experimental Virology and Immunology, D-20251 Hamburg,
BRD; ‘Masarykova univerzita, Fakulta informatiky, 602 00
Brno, CR

Mutace v genu pro TP53 je Castou pfic¢inou vyskytu
karcinomt u lidi. Nejvice modifikaci tohoto genu je tvofeno
missense bodovou mutaci (zména jedné aminokyseliny),
diky které jsou mutantni proteiny p53 (mutp53) funkéné
pozménény. Mutp53 proteiny pfitom ztraci schopnost
sekvenéné specifické vazby na DNA, a tim i funkce
nadorového supresoru, a naopak ziskavaji vlastnosti
onkogenni. Vna$i praci jsme spojili chromatinovou
imunoprecipitaci (ChIP) s DNA klonovéanim a sekvenovanim
(ChIP-cloning) k identifikaci vazebnych mist mutp53
proteinti v glioblastomové linii U251 a dokazali jsme jejich
funk¢nost jak in vitro tak in vivo. Pomoci gelové retardacni
analyzy (EMSA) jsme potvrdili, Ze ziskané sekvence jsou
rozpoznavany izolovanym rekombinantnim proteinem
R273H piedev§im v superhelikdlni DNA. Vazebna mista
lokalizovana piedev$im do intronovych oblasti genti méla
repetitivni charakter nezbytny pro tvorbu sekundarnich
struktur stabilizovanych superhelicitou DNA, jejichz vyskyt
se nam podafilo dokazat pomoci S1 nukleasy. Navic funkéni
analyzy vedly k identifikaci gent PPARGCIA a FRMDS,
které jsou regulovany mutp53 prostfednictvim vazby na
zminéné sekvence DNA a pravdépodobné také diky asociaci
s jadernou matrix a transkripénimi faktory Spl a YY1.

Na zakladé téchto poznatki se domnivame, Ze
onkogenni funkce mutp53 proteinu mohou byt zpusobeny
jeho interakci s intronovymi a intergennimi sekvencemi
tvoficimi sekunddrni struktury, které vedou k regulaci
specifickych gentl na zaklad¢ reorganizace chromatinu.

Tato prace vznikla za podpory grantu EC QLGA-CT-2001-
52001, EC MERG-6-CT-2005-014875, MSMT 1K04119, GA
CR 204/06/P369 a 204/08/1560 a Vyzkumného Centra
LC06035.

ZNACENI DNA STABI,LNilV!l ISOTOPY: VZTAH
MEZI METABOLICKYM DEJEM A JEHO
MIKROBIALNIMI PUVODCI

ONDREJ U,HLiK*‘"’, K{&TE]’HNA JECNA?, MARTINA
MACKOVA?, CESTMIR VLCEK®, PETR STURSA®
a TOMAS MACEK™"

IX Amerika 2009

“FPBT VSCHT v Praze, Ustav biochemie a mikrobiologie,
166 28 Praha 6; bUstav organické chemie a biochemie AV
CR, 166 10 Praha 6; “Ustav molekuldrni genetiky AV CR,
Videniska 1083, 142 20 Praha 4

ondrej.uhlik@seznam.cz

Molekularné biologické techniky v poslednich letech
rozsifily moznosti studia bakterialnich populaci, mimo jiné
hlavnich ucastnikil bioremediace kontaminovanych lokalit,
Casto nekultivovatelnych a tedy neidentifikovatelnych
v laboratofi. Revoluéni metoda, kterd umoziuje najit vztah
mezi metabolickym dé&jem probihajicim v prostfedi a iden-
titou jeho mikrobidlnich pivodectl, je zalozena na znaceni
DNA stabilnimi isotopy uhliku '*C. Jejim principem je
inkubace  environmentilniho  vzorku s '*C-znadenym
substratem, ktery cast bakteridlni populace vyuziva jako
zdroj uhliku, a dochdzi tak k inkorporaci isotopii *C do
DNA. Nasledna izolace celkové DNA a ultracentrifugace
v gradientu cesné soli umoziuje oddéleni "*C-DNA od
neznatené DNA inaktivni ¢asti populace. Ziskany
metagenom je dale vyuzivan pro sekvencni analyzu
zajistujici taxonomické zafazeni populaci 1 analyzu
funkénich genti. Uvedenymi postupy byly charakterizovany
bakterialni populace metabolizujici bifenyl v pidé kontami-
nované polychlorovanymi bifenyly (PCB) a v rhizosféfe
kienu selského rostouciho v této zeminé. Analyza knihoven
gendi 168 rRNA sestrojenych z C-DNA ukézala, Ze
metabolismu bifenylu v nevegetované pidé dominuji
bakterie rodu Paenibacillus, zatimco v rhizosféte kienu
selského to jsou bakterie rodu Hydrogenophaga. Analyza
funkénich gend nasvédCuje tomu, Ze tyto bakterie jsou
schopny degradovat obdobné spektrum PCB jako kmen
Pseudomonas  alcaligenes ~ B-357.  Dalsi  bakterie
metabolizujici bifenyl pfislusi rodim Achromobacter,
Variovorax, Methylovorus, Methylophilus, a n€které bakterie
se nepodatilo na urovni rodu identifikovat a je mozné, ze se
jedna o dosud nepopsané rody. Vysledky této prace
poukazuji na vliv rostlin na aktivitu jednotlivych populaci.
Zaroven potvrzuji nezastupitelnou tlohu techniky znaceni
DNA stabilnimi isotopy v mikrobialni ekologii.

Tato prdce vznikla za podpory projekti MSMT NPVII 2B0
8031, GA CR 525/09/1058, MSM 6046137305 a Z 40550506.

VYUZITI 1-ADAMANTYLU PRO MODIFIKACI
BIOLOGICKY AKTIVNICH LATEK

ROBERT VI'C’HA*, MICHAL ROUCHAL a ZUZANA
KOZUBKOVA

Ustav chemie, Fakulta technologicka, Univerzita Tomase
Bati ve Zline, Nameésti T. G. Masaryka 275, 762 72 Zlin
rvicha@ft.utb.cz

V roce 1964 byly poprvé popsany antiviroické ucinky
l-adamantylaminu', coz spolu s objevem metody syntézy
adamantanu pouzitelné i v primyslovém métitku?, vyvolalo
prudky rozvoj chemie derivati adamantanu. V soucasné
dobé nachazi slouCeniny obsahujici ve struktufe
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adamantanovy skelet uplatnéni v celé fad¢ oblasti, zejména
pak v chemii lé¢iv a polymernich matridlt. Jistym pojitkem
mezi témito dvéma oblastmi je schopnost adamantanu
vytvaret relativné pevné inkluzni komplexy s cyklodextriny,
¢ehoz se vyuziva pro transport 1é¢iv biologickych systémech
nebo pro tvorbu supramolekularnich polymernich asamblazi.

Protoze pouziti jednoduchych, komeréné dostupnych
derivatd adamantanu (adamantylamin ¢i derivaty kyseliny
adamantankarboxylové) muze vést ke ztraté biologickych
aginkdt  diky znaéné sterické néaro¢nosti adamantanu’,
pfipravili jsme sérii anilini a benzylamini substituovanych
v poloze meta nebo para 1-adamantylem, oddélenym od
aromatického kruhu linkerem s proménnou polaritou (viz
Schéma 1) a studovali jsme strukturu jejich komplext s 3-
cyklodextrinem (CD) a vliv na inhibi¢ni aktivitu derivatl
purinu via¢i CDK 2. U samotnych aminl s polarnimi
substituenty byla prokazana v roztoku i v pevné fazi tvorba
dimerd stabilizovanych vodikovymi vazbami. Komplexy
amini s CD pak vykazovaly pseudorotaxanovou strukturu.
Pozitivni vysledek ptfedstavuje pozorovana inhibi¢ni aktivita
nékterych novych purinovych derivatd srovnatelna s analogy
bez adamantylového substituentu a neovlivnéna komplexaci
s CD.

Tato prdce vznikla za podpory grantu GA CR 203/06/P362.
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IZOLACE A CHARAKTERIZACE KATECHOL-1,2-
DIOXYGENASY KVASINKY Candida tropicalis
PARTICIPUJICI NA BIODEGRADACI
FENOLICKYCH LATEK

L. V’ILiMKOVA, V. KREMLA(’;KOVA, J.PACA Jr.,
J. PACA a MARIE STIBOROVA
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Biodegradace chemickych latek mohou probihat diky
metabolickému potencialu fady mikroorganismi, kdy
dochazi kzaclenéni metaboliti xenobiotika do jejich
intermediarniho  metabolismu. U  kvasinky  Candida
tropicalis byla zjisténa schopnost vyuzivat fenol jako hlavni
zdroj uhliku a energie. Pro nas je tedy vhodnym
mikroorganismem pro studium enzymu podilejicich se na
degradaci fenolu. Nase laboratof pracuje s kmenem Ct2,
ktery byl izolovan z kontaminované pidy na Mostecku.

Fenol indukuje u kvasinky C. tropicalis tvorbu enzymt
podilejicich se na jeho degradaci. V cytoplasmé je
lokalizovana NADPH-dependentni fenolhydroxylasa (EC
1.14.13.7), ktera katalyzuje 1. krok degradace, tedy oxidaci
fenolu na katechol. Enzym katechol-1,2-dioxygenasa (EC
1.13.11.1) poté s$tépi vznikly katechol tzv. ortho-drahou
(intradiolovym Stépenim) na kyselinu cis,cis-mukonovou. Ta
je dale odbourana az na sukcinat a acetyl-CoA.

Vyse zminéné enzymy byly zcytosolu izolovany za
pouziti chromatografie na sloupci DEAE-Sepharosy (k eluci
proteinit byl pouzit gradient NaCl). Eluat byl rozdélen na
frakce, ve kterych byla detekovana fenolhydroxylasova
a katecholdioxygenasova aktivita. Tyto frakce byly poté
separatn¢ dialyzovany a podrobeny rechromatografii na
DEAE-Sepharose. Nakonec byly ziskané enzymové
preparaty lyofilizovany a v této form¢é zmrazeny pro dalsi
experimenty. Purifikovana katechol-1,2-dioxygenasa byla
Castetné charakterizovana. Jedna se o dimer, jehoz
molekulova hmotnost byla urena pomoci gelové
chromatografie na sloupci Sephadexu G-100 a SDS
elektroforézy na polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE). pH
optimum tohoto enzymu lezi v oblasti pH 7,5-9,5. Provedena
byla rovnéz N-termindlni sekvenace.

Tato prdce vznikla za podpory grantu GA CR (303/05/2195
a 104/04/0686) a MSMT CR (0021620808).

MOZNE VYUZITI VIROVYCH CASTIC JAKO
VEKTORU PRO DORUCENI GENU

IRENA VORA(“;IgovA. PAVEL ULBRICH, TIBOR
FUZIK a TOMAS RUML

Vysoka Skola chemicko-technologicka v Praze, Technicka 3,
166 28, Praha 6; Ustav biochemie a mikrobiologie a
Centrum aplikované genomiky

irena.vorackova@vscht.cz

Pti genovych terapiich se jako nosict (vektort)
terapeutickych gentl nejcastéji pouziva replika¢né defektnich
viri. V posledni dobé se zacinaji intenzivnéji vyuZzivat
upravené virové Castice. Tyto Castice maji nékteré vlastnosti
podobné celym virGm, ale jsou neinfekéni, protoze
neobsahuji zadné virové geny.

Nase prace je zaméfena na terapeutické vyuziti
upravenych virovych ¢astic odvozenych od Mason-Pfizerova
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opi¢iho viru, ktery patfi mezi retroviry. Jiz dfive jsme
prokédzali tvorbu castic z retrovirového strukturniho
polyproteinu Gag v systému in vitro v ptitomnosti riznych
typt nukleovych kyselin (RNA, DNA). Takto vzniklé ¢astice
se po modifikaci povrchu urcitymi oligopeptidy daji vyuzit
bud’ jako vektory pro genové terapie ¢i pro imunizace.
Peptidy, vystavené na povrchu ¢astic, by mély interagovat
s receptory cilovych bunék a dorudit tak prostfednictvim
¢astic neseny gen do bunky ¢i slouzit jako antigen pro tvorbu
protilatek.

Byly vybrany oligopeptidy, které by mély interagovat
s receptory prostatickych nadorovych bun€k a vaskuldrnich
endothelidlnich bunék. Byla potvrzena tvorba modifikova-
nych ¢astic v pfitomnosti RNA i DNA. Byl testovan vstup
Castic s inkorporovanym genem pro zeleny fluorescencni
protein (GFP) do specifickych tkanovych kultur. Zatim
nebyla potvrzena exprese GFP v buinikdch inkubovanych
s modifikovanymi ¢asticemi. Nyni se proto zaméfujeme na
prikaz interakce ¢astic s receptory piislusnych bun¢k pomoci
imunofluorescencni mikroskopie ¢i pienosu virovych
proteinti na membranu s naslednou imunochemickou detekeci.

Pro imunizace byla vybrana ¢ast sekvence prostatic-
kého membranového antigenu a Casticemi s touto sekvenci
byly imunizovany mysSi. Obdrzeli jsme monoklonalni
protilatky, které jsou nyni testovany. Na vyuziti tohoto
systému je podana patentova ptihlaska.

Tato prace je podporovana granty 1M6837805002, MSM
6046137305, KJB 50127070 a SCO/06/E001.

ZOBRAZOVANI DISTRIBUCE LIPIDU
NA POVRCHU ROSTLIN A HMYZU
METODOU MALDI IMAGING

VLADIMIR VRKOSLAV®, ALEXANDER MUCK?",
JOSEF CVACKA® a ALES SVATOS®

“Ustav organické chemie a biochemie AV CR, v.v.i., 166 10
Praha 6; *Max Planck Institute for Chemical Ecology, Hans-
Knoll-Str. 8, D-07745 Jena, Germany
Vrkoslav@uochb.cas.cz

Povrch téla vyssich rostlin a hmyzu je pokryt vrstvou
kutikularniho vosku. Slozeni kutikularnich voskli se
u jednotlivych organismu liSi, vzdy se ale jedna o latky
s nizkou polaritou. Kutikularni vosky maji hlavné ochrannou
funkci, ale nékteré jeho slozky také mohou hrat dulezitou roli
v komunikaci hmyzu nebo ovliviiovat vztahy mezi rostlinami
a jejimi $kddci. Znalost lokalizace lipidi na povrchu
organismu muze vyrazng ptispét k pochopeni téchto vztaht.

V ptedlozeném projektu jsme demonstrovali vyuziti
metody MALDI imaging pro mapovani lipidi na listech
rostlin a kiidlech hmyzu. Sledovdna byla distribuce
voskovych esteri (WE) a uhlovodikti (HC). Jako matrice
byla pouzita kyselina 2,5-dihydroxybenzoova (DHB), jeji
lithna (LiDHB) a sodna (NaDHB) sil. Homogenni vrstvy
LiDHB a NaDHB byly vytvofeny sprejovanim. DHB byla
deponovana sublimaci. Pti ionizaci s matrici NaDHB byly ve
spektrech identifikovany molekulové adukty WE [M+Na]+.
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U vzorku pokrytych DHB dochézelo k ionizaci WE také.
Kationiza¢nim Ccinidlem se staly sodné a draselné ionty
pfitomné na povrchu biologického materidlu. Pokud byla
pouzita matrice LiDHB, ve spektrech byly pozorovany navic
ionty odpovidajici lithnym aduktim HC. Na obrazku jsou
uvedeny fotografie listu rostliny Arabidopsis thaliana
pokrytého matrici (a), distribuce WE C46H9202 na jeho
povrchu (b), fotografie kiidla mouchy Neobellieria bullata
(¢) a distribuce HC C39H76 (d).

Obr. 1.

Vyvinutd metoda je vhodnym néstrojem pro zobrazovani
distribuce lipidii na kutikule hmyzu a rostlin.

Tato prace byla ﬁnancovydna z vyzkumného zameéru
€. 740550506 a z grantu GA CR 203/09/0139.

VYUZITI HELIKALNE CHIRALNiCH LIGANDU
V ENANTIOSELEKTIVNI KATALYZE

JAROSLAV ZADNY, NATHAN C. CLEMENCE,
ZUZANA KRAUSOVA, IRENA G. STARA*
aIVO STARY*

Ustav organické chemie a biochemie AV CR, v.v.i,
Flemingovo nam. 2, 166 10 Praha 6
zadny@uochb.cas.cz

Helikalng¢ chirdlni slouceniny byly doposud jen
omezené¢ vyuzivany v asymetrické syntéze. Divodem byla
jejich obtizna priprava v opticky ¢isté formé&. Pomoci
[242+2] diastereoselektivni cyklotrimerizace' triyndi se
podatilo syntetizovat methoxyhelicen 1 o vysoké optické
Cistoté (>99 % ee). Naslednym odchranénim byl pfipraven
pfislusny helicenol 2, ktery byl reakci s chlordioxa-
fosfolanem pieveden na fosfit 3. Tento chiralni ligand byl
vyuzit v asymetrické allylové aminaci se sekundarnimi
aminy” katalyzované komplexem iridia, kdy bylo dosaZeno
enantiomerniho nadbytku az 82 % ee.
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1. CpCo(CO),, pW, 77%
2ESNaee%
/\ 3. NaH p cl, 75%
()-(P,S,5)

1 R=Me
2 R=H -

) R;_p;zfvz

o) N
HNR
A oJ\o/ - . O
[IrCl(cod)], (1%)
3 (2%) 0)

Bylo tak potvrzeno, Ze uvedené heliceny a jejich derivaty
predstavuji skupinu latek potencionalné zajimavou pro
vyuziti v enantioselektivnich reakcich katalyzovanych
komplexy pfechodnych kovi.

Podporovino GA CR (reg.¢. 203/07/1664 a 203/09/1766),
MSMT (Biomolekuly a komplexni molekuldrni systémy, reg.c.
LC512).
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MECHANISMUS VAZBY SMH PROTEINU
NA TELOMERICKOU DNA

MICHAL ZIMMERMANN, CTIRAD HOFR, PAVLA
SULTESOVA, IVA MOZGOVA, PETRA
PROCHAZKOVA SCHRUMPFOVA a JIRI FAJKUS

Oddeleni Funkcni Genomiky a Proteomiky PiF MU,
Kamenice 5, 625 00 Brno
zimmer(@sci.muni.cz

Telomery jsou nukleoproteinové struktury, které chrani
konce chromozomtl a zajist'uji zachovani stability a integrity
genomu. Vyzkum struktury a regulace délky telomer je
v soucasné dobé v centru védeckého zajmu, zejména diky
prokéazané souvislosti mezi zkracovanim telomer a starnutim
bunék (senscence) na jedné stran¢ a mechanismem zachovani
délky telomer pii preméné zdravych bunék na buiky
rakovinné (karcinogeneze) na stran¢ druhé.

Telomery modelové rostliny Arabidopsis thaliana jsou
tvofeny mnohondsobnym opakovanim sekvence 5’-
TTTAGGG-3’. Predchozi studie zabyvajici se hledanim
telomer-vazebnych proteint u Arabidopsis identifikovaly
jako mozné kandidaty na tuto funkci proteiny rodiny Single-
Myb-Histone (SMH), nazyvané AtTRB. AtTRB proteiny se
in vitro véazi na dvoufetézcovou telomerickou DNA a jsou

IX Amerika 2009

schopny interagovat s proteinem AtPOTI1, ucastnicim se
regulace délky telomer.

Néplni prace je kvantitativni popis interakci DNA
a SMH proteint AtTRB1 a AtTRB3 in vitro. Pomoci
spektroskopického méfeni anizotropie fluorescence a gelové
retardaéni analyzy byla stanovena stoichiometrie vazby
a afinita proteini AtTRB kDNA o rizném poctu
telomerickych repetic. Méfeni afinity za podminek rizné
iontové sily umoznilo uréit podil specifickych interakci na
tvorbé komplexu. Na zéklad¢ ziskanych vysledkti byl nové
navrzen mozny funkéni model vytvafeni komplexu proteint
AtTRB a telomerové DNA'. Detailni popis interakci
zastupci SMH proteini a telomerické DNA prispél
k pochopeni strukturni dynamiky telomer.

Tato prace vznikla za podpory granti MSMT CR
& MSM0021622415 a GACR ¢ 521/08/P452 a 204/08/H054.
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