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Chemické inZenyrstvi a Chemické listy

Zcela jiste neni bézné zacit uvodnik Chemickych listit
pripomenutim, co se vlastné pod ndazvem jedné z diilezitych
disciplin v chemickych veddach skryvd. Nehodlam se rovnéz
poustét do diskusi na téma, co vSechno do chemického
inZenyrstvi patri a co nikoliv. Jsem nicméné udiven, Ze se
jesté stale setkdavam s ndzorem, Ze totiz chemické inZe-
nyrstvi je néco jako aplikovand chemie, kde nejde o nic
Jednodussiho, nez prenést co nejrychleji skvéle vymysleny
a ve zkumavce ovéreny ndpad klasického chemika do me-
Fitka vhodného pro primyslovou vyrobu. Pravdou je, Ze
obor chemické inzenyrstvi, piivodné vznikly v Anglii, se
rozsiril v kontinentalni Evropé v obdobi obrovského rozvo-
je chemického primyslu po druhé svetové vilce prave jako
reflexe faktu, Ze uzké specializace technologa ¢i organic-
kého chemika nebyly s to integrovat Sirokou Skalu prirodo-
vednych a inzenyrskych znalosti potrebnych pro projekto-
vani slozitych a velkokapacitnich chemickych procesii.
Jako jedna z novéjsich inZenyrskych disciplin (ve srovnani
napr. s dlouholetou tradici stavebniho, strojniho ci elek-
trotechnického inzenyrstvi) je chemické inZenyrstvi vnima-
no jako hybridni obor, vyuzivajici nejen chemii, fyziku
a matematiku, ale v posledni dobé velmi intenzivné rovnez
biologii. Zde je treba zduraznit, Ze chemické inzenyrstvi
nikdy nebylo a neni pouhou kombinaci nebo jednoduchou
aplikaci téchto obori. SloZitost jevii odehrdvajicich se
v prumyslovych aparatech vedla chemické inzenyry
k vyvoji zcela novych koncepci a metod vyZadujicich nejen
hluboké znalosti vsech vyse zminénych disciplin, ale ve-
doucich k jejich vyznamnému obohaceni. Zminil bych zde
alespori revolucni pristup z pocatecni faze vyvoje oboru,
konkrétné rozklad sloZitych priimyslovych procesii na zd-
kladni jednotkové operace (napr. rektifikace, extrakce,
absorpce apod.), jejichz univerzalnost umoziiovala obec-
néjsi reseni praktickych problémii, bez ohledu na typ pro-
cesu Ci druh produktii. Paradigma jednotkovych operaci,
spolu s novéjsimi koncepcemi prenosovych jevii a vicefazo-
vych tokii za soucasné interakce chemicky reagujicich
slozek, wrcilo ostatné zdakladni sméry vyzkumu
v chemickeém inzenyrstvi ve 20. stoleti.

Nejsem rovnéz povolan k tomu, abych kriticky hodno-
til prispévek ceského (nebo ceskoslovenského) chemického
inzenyrstvi k rozvoji oboru. A¢ mi pojem ndrodni hrdosti
neni cizi, jsem vidy spise podeziravy pri pouzivani pojmii
typu ,, Ceska skola v nécem *, kam se za ,,néco“ casto dosa-
zuje cokoliv z védy, techniky, kultury nebo sportu. Proto
také obcas pouzivany pojem ,, cCeské Skoly v chemickém
inZenyrstvi“ beru s urcitou rezervou. Na druhé strané
musim Fici, Ze Fada chemicko-inzenyrskych aktivit v socia-
listickém Ceskoslovensku méla velmi dobry mezindrodni
ohlas a navzdory obtizné politické situaci se prosadila
prinejmensim na evropské scéne. Je nespornym faktem, Ze
ceskoslovenské chemické inZenyrstvi hrdlo vedouci roli
mezi zemémi tehdejsiho sovétského bloku. Této situaci
vyznamné napomdhaly mezindrodni kongresy chemického
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a procesniho inzenyrstvi CHISA, které umoznovaly neoce-
nitelné kontakty nasich chemickych inzenyrii s kolegy ze
zapadni Evropy i zamori. Dnes jiz takrka pétactyricetiletd
tradice kongresii (prvni mezindrodni kongres se konal
v r. 1962 v Brné) je ojedinélym prikladem Zivotaschopnosti
akce, ktera zacala na narodni urovni uz v poloviné pade-
satych let minulého stoleti. Je s podivem, Ze v dobé, kdy
vetsina vyznamnych védeckych konferenci stale méni misto
svého kondni a snazi se tak uplatnit i ,, turisticky “ aspekt,
zajem o kongresy CHISA, poradané jiz pres 30 let na stej-
ném misté (v Praze), rozhodné neklesa. Kromé tradice,
dobre strukturovaného programu a kvalitni organizace zde
vyznamnou roli bezesporu sehrava i prazsky genius loci.

Hlavnim organizatorem mezindrodnich kongresi
a narodnich  konferenci CHISA (akronym  vznikl
z puvodniho ceského nazvu chemické inzenyrstvi, strojiren-
stvi a automatizace), jakoz i dalSich aktivit narodni che-
micko-inzenyrské komunity, je Ceskd spolecnost chemické-
ho inzenyrstvi (CSCHI), zaloZend v roce 1956 jako Odbor-
nd skupina chemického inZenyrstvi pri Ceské spolecnosti
chemické. CSCHI sdruzuje nejen odborniky s chemickym,
ale i strojnim, matematickym, pripadné dalsim zamérenim,
zabyvajici se pouzivanim, Fizenim, projektovanim, konstru-
ovanim, vyrobou, vyzkumem a vyvojem procesi a aparatii
chemické, potravinarské, biochemické a obecné procesni
technologie. CSCHI je rovnéz zaklddajicim ¢lenem Asocia-
ce ceskych chemickych spolecnosti a clenem Evropské
federace chemického inZenyrstvi — vice o CSCHI viz
www.cschi.cz.

Chemicko-inzenyrské aktivity na evropské urovni
koordinuje jiz zminénd Evropska federace chemického
inzenyrstvi (EFCE). Tato instituce, zaloZena v r. 1953, je
v soucasné dobé tvorena 42 Cclenskymi spolecnostmi
z 28 statii a reprezentuje vice nez 100 000 chemickych
inZenyri z celé Evropy — viz www.efce.info. TéZisté prdce
federace je v oborovych pracovnich skupindch a meziobo-
rovych sekcich, které sdruzuji takrka tisicovku odborniki
z vwzkumné i primyslové sféry. CSCHI vstoupila do EFCE
v r. 1966 jako prvni zemé z tehdejsiho vychodniho bloku
a jiz tehdy se jeji ¢lenové podle moznosti ucastnili ¢innosti
v pracovnich skupindch. Fakt, Ze jsem byl pred neddvnem
zvolen do cela EFCE jako viibec prvni prezident ze zemi
stredni a vychodni Evropy, je predevsim nespornym ocené-
nim historické i soucasné role naseho chemického inze-
nyrstvi a dlouholeté prace celé Fady ¢lenii CSCHI.

V zaveru bych se rad dotkl jeste jednoho chemicko-
inZenyrského problému, totiz absence oborovych clankii
v Chemickych listech. Opét se nebudu pokouset o objektiv-
ni rozbor situace, ale pokusim se komentovat sviij osobni
vztah k tomuto casopisu. Musim predeslat, ze jsem velmi
rad, Ze se dari zajistit pro néj trvale udrZitelny rozvoj
(cituji neddvny uvodnik prof. B. Kratochvila): jde o perio-
dikum s uctyhodnou tradici i Zivou soucasnosti a bylo by
alarmujici, kdyby bylo vazné ohroZeno zdnikem. Listuji
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kazdym cislem, pravidelné ctu velmi zajimavé uvodniky
a samozrejmé také Bulletin Asociace Ceskych chemickych
spolecnosti. Sam nicméné vnimam Chemické listy prede-
vSim jako casopis chemicky, byt znam nékteré kolegy kteri
zde publikovali docela zajimavé clanky (predevsim prehle-
dové) s chemicko-inZenyrskou problematikou. Na druhé
strané jsem si pri jejich cteni vidy kladl otazku, proc cla-
nek nezkusili nejprve prosadit v néjakém skutecné mezind-
rodnim casopise. To neni nic proti Chemickym listiim, ale
Ceska chemicko-inzenyrska komunita je prilis mala (napi-.
ve srovnani s chemickou) na to, aby clanky mely néjaky
Sirsi dopad. Impaktni faktor Chemickych listii zde nehraje
takovou roli (hodnota IF pro kvalitni mezinarodni ¢asopi-
sy v mém oboru je zhruba ctyrnasobna), ale citovanost
chemicko-inzenyrskych clankii publikovanych v ceském
Jazyce je zanedbatelnd. Jakkoliv nejsem pritelem mecha-
nické scientometrie, nemohu zcela ignorovat predepsanou
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metodiku hodnoceni kvality védeckych instituci. Také proto
Jsem jako byvaly reditel jednoho z tistavii AV CR podporo-
val v prvni Fadé publikace pracovnikii ustavu v reno-
movanych mezindrodnich casopisech. Chemické listy tako-
vym Casopisem jiste nejsou a asi nikdy nebudou — to vsak
neni prazadny ditvod pro zpochybnéni jejich existence.
Maji Siroké ctendrské spektrum i mimo oblast vyzkumu
a vyvoje, maji snahu etablovat se jako narodni publikacni
forum priumyslové chemie (snad to nalezne prislusnou
odezvu), jejich edicni plan na r. 2006 reflektuje Zadanou
interdisciplinaritu a v neposledni radé udrzuji kontinuitu
Ceského jazyka v klasickych chemickych oborech. Pevné
doufam, ze se jim bude darit i naddle, bez ohledu na mnoz-
stvi publikovanych clankii z oboru s nazvem chemické in-
Zenyrstvi.
Jiri Drahos
predseda CSCHI
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1. Uvod

Kapilarni elektroforéza (CE) je uc¢inna mikrokolonova
separacni technika s vysokou prostupnosti vzorku (tzv.
high throughput separation technique), vhodna pro separa-
ci velké fady analytd v riznych matricich. Velkou nevyho-
dou kapilarni elektroforézy je obvykle nizka koncentracni
citlivost v porovnani s kapalinovou chromatografii jako
nejéastdji pouzivanou srovnatelnou technikou'. Divodem
nizké koncentracni citlivosti je davkovani velmi malych
objemt vzorku (fadov€ jednotky az desitky nanolitrii)
a u spektralnich detektort kratka absorpcni draha detekéni-
ho paprsku (shodna s vnitinim primérem pouzité kapila-
ry).

V poslednich letech se stale Castéji objevuje snaha
zvysit citlivost stanoveni provadénych technikou kapilarni
elektroforézy. Moznosti, jak zvysit citlivost detekce
v kapilarni elektroforéze, je pomérné mnoho, pfes obtizné
konstrukéni feseni detektorti a s tim souvisejici ekonomic-
kou zaté€z, az po elegantni techniky realizované prostied-
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nictvim zmén elektrického a chemického pole ptimo
v kapilare, které umozni zakoncentrovat slozky analytu do
velmi Gzkych zon. Vysledkem je zvySeni koncentrace ana-
lytu v kapilafe pred vlastni detekci.

Trendem dnesSni instrumentace je provést rychlou
ajednoduchou analyzu sco nejmenSim poctem uprav
a operaci se vzorkem. Sofistikované on-line prekoncent-
racni techniky tyto pozadavky velmi dobie spliuji. Diky
znalostem déju, které doprovazeji elektromigraci, je moz-
no vyvijet velmi G¢inné on-line prekoncentrace.

Alternativni moznosti k on-line prekoncentracim jsou
upravy konstrukce detektord, vyuziti jinych detekcnich
technik (laserem indukovana fluorescence — LIF, hmot-
nostni spektrometrie — MS, elektrochemicka detekce),
derivatizace atp. Tyto moznosti jsou vSak technicky
prekoncentrace’.

On-line (on-capillary) prekoncentrace predstavuji
dostupnéjsi moznost zvyseni citlivosti nezli pouziti jiného
nez UV-VIS detektoru nebo konstrukéné slozitych modifi-
kaci detekéni cely (pfipadné detekéniho okénka). Prekon-
centrace analyt on-line v kapilafe béhem nadavkovani
a separace analytl je Casto oznaCovana jako zakoncentro-
vani — stacking. Tento jev byl poprvé popsan Tisseliem
v polyakrylamidové gelové elektroforéze’. Zakoncentro-
vani — stacking mize byt uskute¢néno jak pti vyuziti hyd-
rodynamického, tak i elektrokinetického nastriku.

Tento pfehledny ¢lanek poukazuje na moznosti pouZi-
ti ,,on-capillary* a ,,on-line* technik k prekoncentracim
celé fady analytli, které jsou pak separovany nékterou
z technik kapilarni elektroforézy (kapilarni zonova elektro-
foréza — CZE, micelarni elektrokinetickd chromatografie —
MEKC). Zminéné moznosti jsou piehledné vyobrazeny na
obr. 1. (cit.").

2. On-line prekoncentrace ionizovatelnych
analyti

Kapilarni elektroforéza je ¢asto pouzivana pro separa-
ce analytl, které podléhaji ionizaénim rovnovaham
(disociace, protonizace, asociace, komplexace). Rychlost
migrace je pak ovlivnitelnd zménou nékterych vlastnosti
pracovniho elektrolytu (pH, vodivost, teplota atp.). I mala
zmeéna téchto vlastnosti miize vést ke generaci prekoncent-
ra¢niho mechanismu. Neexistuje ostrd hranice mezi jed-
notlivymi prekoncentra¢nimi mechanismy, ale zjednoduse-
né lze fict, ze pro on-line prekoncentraci ionizovatelnych
analytll 1ze vyuzit nésledujici principy: zakoncentrovani
vzorku zesilenim pole — field amplified sample stacking
(FASS), prechodna izotachoforéza — transient isotacho-
phoresis (tITP), zakoncentrovani pomoci organického
rozpoustédla napf. acetonitrilu — acetonitrilovy stacking,
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Obr. 1. Schéma prekoncentraci v kapilarni elektroforéze

samozakoncentrovani vzorku — sample self-stacking, pre-
chodné pH rozhrani — dynamic pH junction, nameteni —
sweeping atd. Tyto principy umozni davkovani vétsiho
objemu vzorku do kapilary (omezeni ptedstavuje délka
kapilary) a nasledné zakoncentrovani nadavkovaného ana-
lytu do velmi uzké zoény pred vlastni separaci. Piehlednych
¢lankd zabyvajicich se problematikou on-line prekoncent-
raci ionizovatelnych analytd je cela fada* ™.

2.1. Zakoncentrovani vzorku zesilenim
pole (field amplified sample
stacking)

Zakoncentrovani vzorku zesilenim pole (FASS) je
jednou z velmi ¢asto pouZivanych technik prekoncentrace,
jejiz princip je znam jiz nékolik let. Podstata spociva
v interakei elektrického silového pole (vkladaného napéti
mezi konce kapilary) a pole koncentra¢niho. Koncentra¢ni
pole je generovano diky rizné vodivosti (koncentraci)
pracovniho elektrolytu a nadavkované zony vzorku’'°.

Nejjednodussi moznosti jak zvysit citlivost detekce je
vyuzit dnes jiz standardni postup rozpusténi vzorku pro
analyzu v desetkrat zfedéném pracovnim elektrolytu nebo
ve vodé. Pii aplikaci stejnosmérného elektrického pole
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dojde diky rozdilnym vodivostem zén pracovniho elektro-
lytu a zony vzorku (z6éna vzorku mé niz§i vodivost)
k zakoncentrovani davkované zony. V obou zonach je pak
jina hodnota intenzity elektrického pole (v zéné vzorku je
vy$si). Disledkem toho je rozdilna rychlost migrace analy-
td v obou zoénach (analyty v zoné vzorku migruji rychleji).
Na rozhrani obou zo6n tak dojde k zakoncentrovani analytd
vlivem zpomaleni rychlosti migrace. Separace pak probiha
klasickym mechanismem kapildrni zoénové elektroforézy
(CZE), ale s uzsi pocatecni zonou vzorku.

FASS se samoziejmé d4 uskutecnit i pomoci souc¢asné
zmény pH a vodivosti zon vzorku a pracovniho elektroly-
tu. Pokud to povaha analytl umoziuje, lze vzorek okyselit
nebo naopak zalkalizovat pridavkem kyseliny nebo
hydroxidu. Dojde tak ke zméné pH a k ovlivnéni ioni-
zacni rovnovahy analyti. Na hodnoté pH je silné zavisla
efektivni mobilita analyti, coz vede k vytvofeni podminek
pro odlisnou rychlost migrace analytu v nadavkované zoné
vzorku a v zéné pracovniho elektrolytu. Tento zplsob
prekoncentrace je vyuzivan pro analyzy celé fady analytl
s rozdilnym acidobazickym chovanim.

Vétsina publikovanych praci o zakoncentrovani
ionizovatelnych analyti uvadi dosazeni deseti- az tisici-
nasobného zesileni signalu analytu, coz umoznilo techni-
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ce kapilarni zénové elektroforézy proniknout i do oblasti
separace a kvantifikace velmi nizkych koncentraci analy-
tu (107-10"mol 1"") za pouziti b&zného UV-VIS detek-
toru''""",

Tento jednoduchy pfistup umoziuje nadavkovani
pouze optimalni nastfikové délky (tj. ne vétsi nez 2 %
délky kapilary), protoze v opacném piipadé dojde ke ztraté
separacni UCinnosti. V literatufe je tento nejjednodussi
zpusob oznacovan jako pfirozené zakoncentrovani (normal
stacking mode, NSM)'S’”. Pokud je nadavkované mnoz-
stvi vzorku vétsi neZ je optimalni nasttikova délka v NSM,
je nutné, aby matrice vzorku naopak migrovala ven
z kapilary nastfikovym koncem. Tento zplisob je oznaco-
van jako zakoncentrovani vzorku z velkého objemu (large
volume sample stacking, LVSS). ,,Pumpovani“ matrice
ven z kapilary pfi ddvkovani mize byt zajiSténo bud’ po-
moci elektroosmotického toku nebo pouzitim externiho
tlaku. Smér toku matrice musi byt opacny nez migrace
davkovanych analytd a velikost obraceného toku musi byt
mensi nez je rychlost migrace davkovanych analyt. Ne-
vyhodou tohoto zplisobu prekoncentrace je moznost foku-
sovat bud’ jenom kationty nebo jenom anionty béhem jed-
né analyzy. Prekoncentraéni faktor se v tomto piipadé
pohybuje vétSinou kolem stonasobku zesileni signalu ana-
lytu.

Mezi techniky, které vyuzivaji zmény ve vodivostech
z6n davkovaného vzorku patii i metody vyuzivajici techni-
ky, kdy se vzorek rozpusti ve 30% (v/v) vodném roztoku
acetonitrilu s pfidavkem anorganické soli o vysoké kon-
centraci. Tento pristup se da velmi dobfte uplatnit pfi ana-
lyzach biologickych vzorki, které uz obsahuji potfebnou
koncentraci chloridu sodného'® 2.

2.2. Zakoncentrovani vzorku z velkého
objemu (Large volume sample
stacking)

Zakoncentrovani s piepinanim polarity vychazi z roz-
pusténi vzorku v zdkladnim elektrolytu nebo rozpoustédle
tak, aby mél nizkou vodivost. Davkovani je hydrodyna-
mické a mnohem del$i nez v pfipadé NSM. Po nastriku
dlouhé zony vzorku do kapilary nastava faze prepdlovani
polarity zdroje na opacnou polaritu, nez jaka bude pouzita
pro vlastni separaci. Tim dochazi k migraci matrice ven
z kapilary a analyty se zakoncentruji ve formé uzké zony
na pocatku kapilary. To znamend, ze polarita pro odstrané-
ni matrice pfi zakoncentrovani je volena podle znaménka
naboje separovanych analytd. Do pracovniho elektrolytu
se pridava vétsinou aditivum, které obraci smér elektroos-
motického toku (napf. kationtovy tenzid). V momenté, kdy
hodnota protékajiciho proudu vzroste na 90-99 % hodnoty
bézné pro zakladni elektrolyt bez aditiva, je polarita zmé-
néna tak, aby elektroosmoticky tok protékal smérem
k detektoru®.

I pfesto, ze nckteré komercni pfistroje neumoziuji
ménit polaritu, je mozné LVSS bez pfepinani polarity usku-
tecnit. Nicméné je tento pfistup malo pouzivany pro nedo-
statecnou opakovatelnost a obtizné technické provedeni.
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Zakoncentrovani (stacking) s vyuzitim elektrokinetic-
kého davkovani poprvé popsali Chien a Burgi7. Teoretické
zéklady jsou uvedeny v praci Chiena’. Vzorek je rovnéz
pfipraven tak, aby mél nizkou vodivost. Nasledné je pro-
veden elektrokineticky nastiik, ktery zajist'uje selektivni
davkovani bud’ jenom kationtl, nebo jenom anionti. Po-
kud je elektroosmoticky tok v opa¢ném sméru oproti mi-
graci nastfikovanych iontd, je nutné, aby rychlost elektro-
osmotického toku byla mensi nez rychlost migrace davko-
vanych analytl. Zakoncentrovani (stacking) pti elektroki-
netickém davkovani poskytuje vétsi navySeni citlivosti
detekce, nez nabizi hydrodynamicky nastiik. To je vysvét-
leno skute¢nosti, ze u hydrodynamického nasttiku je veli-
kost nastfiku limitovana délkou kapilary. V pfipadé elek-
trokinetického davkovani tomu tak neni, protoze analyty
migruji do kapilary nezévisle na délce kapilary. V tomto
pfipadé lze dosédhnout prekoncentraéniho faktoru vic nez
tisic, coz jsou nejvyssi hodnoty dosazitelné pii LVSS po-
moci hydrodynamického nastiiku®.

Dal§im pfistupem pro tzv. on-capillary (pfimo
v kapilafe) prekoncentraci analytti v kapilarni zonové elek-
troforéze je tzv. pfechodné pH rozhrani (dynamic pH
junction). Vyuziva se skutecnosti, ze efektivni mobilita
slabé kyselych a slabé bazickych analyti je siln¢ zavisla
na pH zékladniho elektrolytu. V kapilafe je mozné navolit
takovy elektrolytovy systém, ktery je obdobou systémil
pouzivanych pfi izoelektrické fokusaci, kde se misto amfo-
Iytd vyuziva zakladnich elektrolyti o rozdilnych hodno-
tach pH. Nejjednodussi provedeni této techniky je vyuZiti
rozdilnych hodnot pH mezi davkovanou zdénou vzorku
a zékladnim elektrolytem (napf. pH vzorku je o 1,5 jednot-
ky mensi nez je pH zékladniho elektrolytu)®®, pricemsz
lze vyuzit bud’ pufrii o stejném sloZeni (pufr pro rozpusté-
ni vzorku a zakladni elektrolyt obsahuje stejné slozky, ale
ma4 jiné pH), anebo 1ze vyuzit dvou pufrti o rozdilném pH
a rozdilném slozeni®” .

3. Prekoncentrace neutralnich a ionizovatel-

nych latek

Nékteré ionizovatelné analyty se ovSem obtizné€ sepa-
ruji klasickou kapilarni zonovou elektroforézou. Proto
vyhodou mtiZe byt vyuZziti pfidavku micelotvornych latek
do zakladniho elektrolytu (micelarni elektrokineticka chro-
matografie — MEKC), které i v pfipadé nabitych analytd
mize poskytnout zajimavé ovlivnéni selektivity. Principy
zakoncentrovani (stackingu) v micelarni elektrokinetické
chromatografii nabitych analyti jsou velmi podobné prin-
ciptim uvedenych v citacich®*>’.

3.1. Nameteni (sweeping) ionizovatel-
nych a hydrofébnich analytu

Rozdilné druhy aditiv pridavané k zakladnimu elekt-
rolytu ovliviiuji selektivitu. Nameteni*® (sweeping) je novy
fenomén, ktery zlepSuje citlivost, ale podstata techniky
vychézi z interakci analytu a micel (rozdélovaci rovno-
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vahy) podobné, jako je tomu v micelarni elektrokinetické
chromatografii.

Pti technice ,,sweepingu® se pouziva ptidavku mice-
lotvornych latek do zékladniho elektrolytu, ktery je umis-
tén v elektrolytové nadobce na davkovaci stran¢ kapilary.
Samotna kapildra, druhd elektrolytovd nddobka a ani vzo-
rek neobsahuji pouzité micelotvorné ¢inidlo. Analyty maji
silnou afinitu pro specialni typy aditiv, zahrnujici iontové
nebo neiontové micely, cyklodextriny apod.’” ™.

Vyuziva se interakci mezi analytem (ion, neutralni
molekula) a tzv. pseudostacionarni fazi (PS), kterou mtze
byt nékteré z uvedenych aditiv. Pseudostacionarni faze
pronika do Siroké zony vzorku a na tomto rozhrani dochazi
k nakoncentrovavani (nameteni) vzorku. Rozsah prekon-
centrace je urcovan souctem vSech interakci mezi analy-
tem a PS fazi. Systém umoziuje efektivni odstranéni mat-
ricovych necistot. Tato technika poskytuje nizky detekéni
limit (10" mol 17").

Jednoducha nebo slozita aditiva mohou byt pouzita
pod podminkou, Ze kinetika interakce je rychlejsi nez kine-
tika elektroforetické relaxace, a vysledkem je zakoncentro-
vani v Uzkém pasu. VSeobecné se pouzivaji aniontové
tenzidy (dodecyl sulfat sodny, SDS) k zakoncentrovani
neutralnich nebo kationtovych analytil, kde délka fokusac-
ni zény zavisi na velikosti reten¢niho faktoru. Nameteni
(sweeping) ve vétSing pripadi probiha optimalné, kdyz
vodivost vzorku je podobnd vodivosti zdkladniho elektro-
lytu, ackoliv mtize byt také pouzita vyssi vodivost vzorku
za predpokladu, ze je nalezena vhodné délka néstiiku vzor-
ku. Pro separaci ne¢kterych aniontovych analytd se za alka-
lickych podminek ke zlepSeni nameteni (sweepingu) pou-
zivaji kationtové nebo neiontové tenzidy. Za ptitomnosti
kationtového tenzidu musi byt k potlaceni elektroosmotic-
kého toku kapilara pokryta. Pouze nabité analyty mohou
byt separovany pomoci neutralni PS faze*. Nejcastéji se
vyuzivaji nabité molekuly PS faze, ale i neiontova PS faze
mize poskytovat potiebnou separaci nabitych molekul.
Rozdil je v tom, Ze nabité analyty vstupuji do micel neut-
ralni PS faze a dochazi analogicky k prekoncentraci.

Pokud mé vzorek stejnou vodivost jako zakladni elek-
trolyt, uskutecni se nameteni (sweeping) za vyuziti homo-
genniho elektrického pole. Jinou moznosti je pouziti vyso-
kych koncentraci soli ve vzorku a nameteni (sweeping) se
uskutecni s vyuzitim tzv. redukovaného elektrického pole
v z6né vzorku.

Doposud byla publikovana cela fada praci zabyvaji-
cich se prekoncentraci riznych analytl v rozmanitych
matricich s vyuzitim ,,sweeping® mechanismu****=,

Je mozné vyuzivat i kombinace dvou prekoncentrac-
nich mechanismd. Typickym piikladem je vyuziti dyna-
mického rozdilu v hodnotach pH elektrolytt (dynamic pH
junction — sweeping). Tato metoda je zalozena na vyuziti
sweeping“ podminek (zékladni elektrolyt s PS fazi, vzorek
bez PS faze) a podminky pfechodného pH rozhrani — dyna-
mic pH junction (rozdilné pH vzorku a pufru)****>%!,
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4. Prechodna izotachoforéza (tITP)

Izotachoforéza (ITP) je zaloZena na pouZiti diskonti-
nualniho elektrolytového systému, kdy analyty migruji
podle své mobility v uzkych zénach za sebou mezi vedou-
cim (leading, LE) a koncovym (terminating, TE) elektroly-
tem. Pro prekoncentraci s vyuZzitim ITP mechanismu lze
vychézet z Kohlrauschovy regulagni funkce™ .

Vhodnou kombinaci dvou nebo vice rozdilnych pra-
covnich elektrolytl v jedné separacni kapilafe 1ze docilit
jevu, ktery je oznaCovan jako prechodnd izotachoforéza
(tITP). Tento jev je mozno vyuzit k prekoncentraci celé
fady analyta®.

Nejcastéji jsou pii tITP-CE analyze pouzivany dva
ruzné piistupy™.

a) Jestlize je zékladni elektrolyt zvolen tak, Ze ko-ion
ma vyssi efektivni mobilitu nez analyty, ITP migrace
je dosazena pomoci vhodného koncového elektrolytu
(maZze byt pouzit misto zakladniho elektrolytu anebo
ho 1ze davkovat jako zonu) za zoénou vzorku. Ko-ion
v tomto piipad€ prebira Glohu vedouciho elektrolytu.
Vzorek je nadavkovan hydrodynamicky a po vlozeni
elektrického pole dojde k vytvoreni pfechodného ITP
stavu. Po zakoncentrovani je koncovy elektrolyt vy-
meénén za zakladni elektrolyt a nastava separace po-
moci CZE.

Jestlize zékladni elektrolyt obsahuje ko-ion s nizsi
efektivni mobilitou nez analyt, musi samotny vzorek
byt obohacen o vedouci ion (napf. pro separaci kati-
ontli je mozno pouzit K*, NH,", Na") k dosazeni tITP.
Ko-ion se pak chova jako koncovy ion. To mize byt
vyhodou pro biologické vzorky, které ¢asto pfirozené
obsahuji dostatecné mnozstvi iontl s vysokou mobili-
tou pro uskutecnéni ITP prekoncentrace. Alternativou
je ptidavek takovychto soli do samotného vzorku.

Je mozno oba mechanismy kombinovat. Velmi ¢asto
je vlastni mechanismus tITP kombinaci uvedenych pftipa-
da, protoze lze vyuzit pfistupu (a) pro vzorky obsahujici
soli vysoce mobilnich iontt.

Prechodnd izotachoforéza je velmi casto pouZivéna
pro prekoncentraci ionizovatelnych analytii. Ve spojeni
s kapilarni elektroforézou pfedstavuje U€inny prekoncent-
racni systém, ktery byl pouzit pro zvyseni citlivosti stano-

veni celé fady analyta® ™.

b)

5. Zavér

Tento ¢lanek podava piehled o nejéastéji pouzivanych
on-line prekoncentracnich technikach v kapilarni elektro-
foréze. Autofi jsou si védomi, Ze nelze podat Uplny a vy-
Cerpavajici prehled vsech doposud publikovanych praci
tykajicich se prekoncentraci. Uspésnost zvoleného prekon-
centra¢niho mechanismu je mimo jiné siln¢ zavisla i na
povaze a chovani samotnych analytil, pfipadné sloZitosti
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matrice. Pouziti on-line prekoncentrace je nutno volit po
peclivém uvazeni vSech faktort, které by mohly ovlivnit
jeji uspésnost. Trendem poslednich let je aplikovat on-line
prekoncentrace na redlné vzorky s relativné sloZitou matri-
ci pomoci kombinace uvedenych zakladnich prekoncent-
racnich technik.

Autori dekuji zaméru ¢. MSM 6198959216 a grantu

FRVS G6 3044/2005 za financni podporu.
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1. Uvod

Singletovy kyslik 'O,, energeticky bohatsi a vysoce
reaktivni forma molekularniho kysliku, hraje vyznamnou
roli v mnoha chemickych a biologicky relevantnich proce-
sech*. Zvlastni vyznam pro vznik 'O, maji fotosenzitizo-
vané reakce — svétlem iniciované reakce sloucenin obsahu-
jicich chromofory, po jejichz excitaci se prenasi absorbo-
vana energie na kyslik za vzniku 'O,. Senzitizatory jsou
ucinné jiz pri velmi nizkych koncentracich, protoze jedna
molekula senzitizatoru mize opakovanym pfenosem ener-
gie produkovat mnoho molekul 'O,. Rozvoj experimentél-
nich technik v poslednich letech pftispél k objasnéni me-
chanismt jeho vzniku a reakci a umoznil vzristajici pocet
elegantnich aplikaci.

Piedchozi ¢lanky'” jsme vénovali zékladnim princi-
pam fotosenzitizovanych reakei produkujicich '0,, vlast-
nostem 'O, a metoddm jeho detekce. Je teba zdlraznit, ze
v realnych systémech senzitizatory vstupuji do nekovalent-
nich interakci s okolnimi molekulami, napt. biopolymery,
a mohou vytvaret organizované molekularni utvary. Tyto
interakce jednak ovliviiuji fotofyzikalni vlastnosti senziti-
zatorQ, které se pak mohou chovat jinak nez v jednodu-
chém roztoku, jednak uréuji misto vzniku 'O,. Vzhledem
k vysoké reaktivits a rychlé deaktivaci 'O, v kondenzova-
né fazi je doba jeho zivota omezena a reakce mohou probi-
hat pouze v oblasti dané difuznim polomérem (napf. desit-
ky nm v buiice). Lokalizace vzniku spolu s kratkou dobou
zivota maji za nasledek specifické resp. selektivni piisobe-
ni singletového kysliku. V tomto referatu chceme pfiblizit
Ctenafdm jak praktické vyuziti singletového kysliku, které
jiz neni pouhou teoretickou moznosti, tak i jeho nezaddouci
ucinky.

2. Praktické aplikace

2.1. Organicka syntéza

Singletovy kyslik je pouzivan v organické syntéze
jako silné a ptitom selektivné plsobici oxidacni ¢inidlo.
Zakladnimi reakcemi jsou adice na vazbu C=C a to en-
reakce, 2+2 cykloadice, 4+2 cykloadice, a dale oxidace
sulfidii® . Soudasny pristup je zaméfen na obecn&jsi otéz-
ky jako je vliv substituentll na regio- a stereoselektivitu,
meziprodukti®. Ze syntetického hlediska jsou en-reakce
a 4+2 cykloadi¢ni reakce nejvyznamnéjsi a vedou ke vzni-
ku allylovych hydroperoxidi, endoperoxidii a meziproduk-
ti pro syntézy napf. allylalkoholii, epoxyalkoholl, diolt
a nasycenych polyold. Typickym piikladem je fotooxyge-
nace 4-methylpent-3-en-2-olu na PB-hydroperoxyalkohol,
ktery po konverzi poskytuje 1,2,4-trioxan vykazujici anti-
malarickou aktivitu”. Primyslové provozovana fotooxida-
ce (—)-citronellolu senzitizovana bengalskou cerveni po-
skytuje za redukénich podminek odpovidajici allylalkohol,
nasledné po konverzi v kyselém prostiedi cyklicky terpe-
noid, ktery je vyznamnou komponentou pouzivanou pii
vyrob& parféma® (obr. 1).

Vyuziti 'O, vyzaduje vyfeseni technického problému,
kterym je dostate¢n€ vydatny zdroj této ¢astice generované
veétsinou in situ. Kazda z pouzivanych metod ma sva ome-
zeni. Fotosenzitizovana generace '0, probihd obvykle
v kapalné fazi. Pokud je senzitizator ukotven na tuhém

* Neni-li uvedeno jinak, je singletovym kyslikem minén nejnizsi excitovany stav kysliku Oz('Ag).
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Obr. 1. Syntéza (-)-rose oxidu fotooxidaci (-)-citronellolu

nosici, 1ze jej snadno oddélit od produktt reakce a oxido-
vat i bez pouziti rozpoustédla’. Metody vyuZivajici k pi-
pravé 'O, disproporcionaci H,0, ve vodném prosttedi jsou
omezeny nerozpustnosti hydrofobnich organickych sub-
strati a existenci nezadoucich vedlejSich reakci dalsich
reaktivnich kyslikovych ¢astic. TotéZ plati i o pouziti roz-
kladu peroxokyselin, peroxomolybdenanu nebo pero-
xochromanu. Elegantni metodou je termické uvoliiovani
0, z peroxidu vapenatého CaO,- 2H,0,, ktery mize byt
dispergovan v organické fazi’. Piiprava isotopové znace-
ného 'O, umoziiuje sledovani mechanismu kyslikového
prenosu. K témto studiim lze pouzit naftalenendoperoxid,
pripraveny fotosenzitizovanou reakci v atmosféfe 'O,
obohaceného na 99 % (cit.'?).

2.2. Fotomedicina

Fotodynamicka terapie (photodynamic therapy,
PDT)** je neinvazivni metodou lécby nejriznéjsich typta
rakoviny kombinovanym uzitim viditelného ¢i blizkého
infraterven¢ho svétla a senzitizatoru'' ™. Terapeuticka
strategie je nasledujici: senzitizator je zaveden do krevniho
feCisté a postupné se akumuluje v neoplastickych tkanich.
Na retenci senzitizatorti v tumorech se podili vedle jejich
zvySené afinity k rychle rostoucim tkanim tada faktoru,
véetné odliSné morfologie a metabolismu tumord. Tumo-
rova tkan s akumulovanym senzitizatorem je ozarena svét-
lem s vlnovou délkou 600-900 nm (oblast tzv. terapeutic-
kého okna), které prochazi tkani do vétsi hloubky a excitu-
je senzitizator. Svételnym zdrojem byvaji lasery, ale pou-
zivaji se i jiné zdroje napt. LED diody. V ptipad¢ vnitinich
nadord je nutno vést svétlo k tumorové tkani optickymi
vlakny. Po ozafeni pfendsi excitovany senzitizator absor-
bovanou energii na voln€ rozpustény kyslik v tkdnich za
vzniku 'O,. Senzitizator se pienesenim energie vraci do
zakladniho stavu a d¢j se mlize opakovat, pokud trva sve-
telna excitace a je ptritomen kyslik. Diky kratké dobé zivo-
ta a tim malého difuzniho poloméru singletového kysliku
(20,1 um) lze PDT povazovat za selektivni metodu tumo-
rové 1écby, protoze zasahuje pouze ozafenou oblast tumo-
ru obsahujici senzitizator. Oxidativni atak cytotoxického
'0, vede k bun&nému poskozeni a nasledné k destrukci
rakovinnych bunék. Tato pfima bunééna destrukce je do-
provazena poskozenim tumorovych cév, a tim je vyznam-
né omezena vyziva tumoru. Navic mize PDT aktivovat
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imunitni systém k ataku na tumorové tkan&'". Dokud se

zdrava tkan nezbavi senzitizatoru, coz muze trvat nékolik

dni, nemél by byt pacient vystaven pfimému dennimu
svétlu z diivodu mozné fotosenzitizace klize a jejiho na-
sledného poskozeni.

Senzitizator vhodny pro aplikaci v PDT musi spliiovat
fadu kriterii'""'>'*. Nejdalezit&jsi jsou:

i) vhodna absorpce senzitizatoru. Vyhodou je vyssi ab-
sorpce v oblasti vinovych délek ,terapeutického okna“
a naopak nizka absorpce v oblasti spektralniho maxi-
ma denniho svétla 400-600 nm z divodu mozné foto-
senzitizace klze,

i1) dostatecné selektivni retence senzitizatoru v neoplas-
tickych tkanich,

iil) nizka toxicita senzitizatoru za nepfitomnosti zafeni
oznacovana jako ,,temna“ toxicita,

iv) fotostabilita senzitizatoru po dobu ozafovani tkang,

v) fluorescence senzitizatoru, kterd umoziuje sledovani
jeho distribuce fluorescen¢ni endoskopii,

vi) dostateéné vysoky kvantovy vytézek 'O,

vii) dulezitou vlastnosti je rovnéz polarita senzitizatoru.
Polarni, hydrofilni senzitizatory mohou byt aplikova-
ny intravenozné. Hydrofobni senzitizatory vyzaduji
aplikaci na nosicich a vykazuji vétSinou vyssi retenci
v tumorovych tk&nich.

Prvnim oficialné schvalenym senzitizatorem pro PDT
byl derivat hematoporfyrinu (HPD) s obchodnim ndzvem
Photofrin. Je to nejasné definovana smés hematoporfyrinu
1, (1-hydroxyethyl)vinyldeuteroporfyrinu, protoporfyrinu
a slozit¢ dimerni a oligomerni frakce. V poslednich 20
letech byly vyvinuty senzitizatory druhé generace, které
jsou jiz dobfe definovanymi chemickymi individui, vyka-
zuji vySsi retenci v tumorové tkani a absorpci svétla pfi
delsich vinovych délkach nez HPD. Vétsinou jde o slouce-
niny odvozené od porfyrinového makrocyklu: 5,10,15,20-
-tetrakis(3-hydroxyfenyl)chlorin (Foscan) 2, Sn(IV)-etio-
purpurin (Purlytin) 3, derivat benzoporfyrinu (Visudyne)
4, Pd(Il)-bakteriofeoforbid (TOOKAD) 5, disulfonovany
Al(IID)-ftalocyanin 6, Lu(IIl)-texafyrin (Lutrin, Antrin) 7,
nebo protoporfyrin IX, ktery vznika jako endogenni senzi-
tizator ptimo v bunkach stimulovanou biosyntézou z jeho
metabolického prekurzoru J-aminolevulové kyseliny
(podrobnéji v 2.3.) (obr.2). Tyto sloueniny byly jiz

** Termin ,,fotodynamicky* oznaduje mechanismus spo&ivajici v oxidativnim pisobeni 'O, vznikajiciho fotosenzitizova-

nou reakci in situ.
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Obr. 2. Senzitizatory pouzivané ve fotodynamické terapii

schvaleny pro 1écebné tcely nebo jsou v rdzném stupni
klinickych testil.

PDT se pouziva pri 1é¢bé koznich melanomd, rakovi-
ny plic, mozku, Ustni dutiny, jicnu, peritonealni dutiny,
zaludku, stfev, jater, mocového méchyfte, prostaty a déloz-
niho ¢ipku. Fotodynamickd metoda naSla také vyuziti pfi
1écbé degenerativnich zmén na sitnici (Visudyne, Purly-
tin), nemoci koronarnich cév, chronického zanétu dasni
a mikrobialnich infekci.

2.3. Dezinfekce

V souvislosti se stale CastéjSim vyskytem bakteridlnich
kmeni resistentnich k antibiotikiim nabyvaji na vyznamu
slouceniny pusobici jinym mechanismem. Fotodynamicka
inaktivace bakterii, virQ, kvasinek a prvoki (photodynamic

Referaty

OCHj

OCH,

antimicrobial chemotherapy, PACT) je zaloZena na stej-
ném principu jako PDT (cit.'®). Vlastnost senzitizatori
zpusobujici fotoinaktivaci in vitro i in vivo se souhrnné
oznacuje jako fototoxicita nebo fotocytotoxicita. Empiric-
ky je fototoxicita nekterych barviv vi¢i mikroorganismim
zndma jiz vice nez sto let. Jako prvni upozornil na tento
jev Raab'”, ktery pozoroval fototoxicitu akridinu, fenyla-
kridinu a eosinu pro prvoky. Odtud pochdzi pojem
,fotodynamicky efekt“*** ktery zavedl Tappeiner'®
v dobg, kdy podstata efektu a existence 'O, nebyly znamy.

Celkovy fototoxicky efekt je zpravidla zptisoben 'O,
ale mohou k nému pfispivat superoxidovy anion-radikal
0O,", hydroxylové radikaly OH’, pfipadné dalsi radikaly
senzitizatoru nebo jinych pfitomnych molekul. Zatimco pfi
PDT se pouzivaji téméf vyhradné porfyrinoidni senzitiza-

*** Nazev se vZil a zaCal se pouZivat béZn¢ i pro oznaceni fotosenzitizovanych oxidaci nizkomolekularnich latek in vitro.



Chem. Listy 100, 169-177 (2006)

Referaty

H,N COOH

HOOC
g © . 4 )
H,N

\ ”
N
H

COOH

kyselina 3-aminolevulova porfobilinogen

Obr. 3. Biosyntéza endogenniho senzitizatoru protoporfyrinu IX

tory, pro fotodynamickou dezinfekci se pouzivaji i fenothi-
azinova barviva (methylenovd modf), aminoakridinova
barviva a xanthenova barviva (bengalska cerven). Fenothi-
azinova a akridinovd barviva nabizeji vyhodu dvojiho
ucinku — jako konvenéni dezinfekéni ¢inidla a jako fotody-
namické senzitizatory se Sirokym spektrem antibakteridlni
a antivirové aktivity'* 2"

Vysledny antimikrobidlni efekt zavisi jak na povaze
senzitizatoru, tak na druhu mikroorganismu. Gram-
negativni# bakterie (Escherichia coli, Pseudomonas aeru-
ginosa) obvykle nepodléhaji aniontovym a elektricky neut-
ralnim senzitizatorim, ale kladné nabité senzitizatory maji
vyrazny inaktivaéni ucinek. Gram-pozitivni bakterie
(Staphylococcus aureus) se inaktivuji ucinkem anionto-
vych, kationtovych i elektricky neutralnich senzitizatoru,
ale zda se, Ze kationtové senzitizatory jsou obecné G¢inné;j-
§i**%. Utinnost senzitizatoru je zfejmé zavisla na povaze
bunééné struktury, ktera urcuje lokalizaci senzitizatoru,
a na jeho interakci s okolnimi biomolekulami'®.

Elegantni fotodynamickd metoda, pouzivana rovnéz
uPDT ¢&i pesticidl, spodiva ve vytvareni endogenniho
senzitizitoru pfimo v buiice nebo organismu'’. Metoda
spociva v podavani velkych davek kyseliny 6-amino-
levulové (ALA, 5-amino-4-oxopentanova kyselina), ktera
je prekurzorem biosyntézy zivotné dulezitych porfyrint
(obr. 3). Vysoka koncentrace ALA vede k enormnimu
zvySeni koncentrace protoporfyrinu IX, ktery je uc¢innym
senzitizatorem produkujicim '0,. Metalace protoporfyrinu
IX na nesenzitizujici Fe(II)-protoporfyrin IX, katalyzovana
ferrochelatasou, je za téchto podminek pfili§ pomala.

Perspektivni vyuziti 'O, se objevuje v oblasti dezin-
fekce krve a krevnich derivatii pro transfuze®. P¥i soudas-
né potiebe transfuzi a nebezpeci infekce musi dezinfekéni
proces spliovat naro¢né standardy. Pfedevsim je tieba, aby
byly cilen¢ zasaZeny patogeny riizné povahy — viry (HIV),
bakterie, kvasinky, prvoci (Plasmodium malariae) a pti-
tom nebyly ohrozeny krevni komponenty jako napf. Cerve-
né krvinky. Fotodynamicka metoda je zalozena na skutec-
nosti, Zze krevni plasma a cervené krvinky neobsahuji

COOH

protoporfyrin IX
COOH

nukleové kyseliny, kdezto bilé krvinky a infikujici mikro-
organismy nukleové kyseliny obsahuji. Lze proto pouZzit
selektivné pusobici kationtové senzitizatory s planarni
strukturou, které se interkaluji do DNA mezi pary bazi.
Dalsim pozadavkem je, aby senzitizatory absorbovaly
zateni v oblasti mimo absorpci hemovych pigmentd, tedy
vlnové délky veétsi nez 600 nm. Tomu vyhovuji modra
barviva jako jsou kationtové ftalocyaniny Zn nebo Si
a fenothiazinova barviva®. Ze &tyt nukleobazi singletovy
kyslik oxiduje hlavné guanin a zpusobuje nevratné posko-
zeni DNA®, mimo to oxidativné degraduje bun&éné mem-
brany. Zatim je nejvice pouzivana methylenova modf,
ktera ma delsi tradici riznych 1ékafskych aplikaci. Nové
senzitizatory odvozené od fenothiazinového skeletu vyka-
zuji vysokou antimikrobialni aktivitu, avS§ak dosud nebyly
testovany in vivo™.

2.4. Uprava a &i§téni vody

Uprava a ¢&isténi velkych objemt odpadnich vod na
uroven pitné vody nebo alesponi na pouziti k zavlazovani
bez nebezpeci Sifeni infekci, se stava aktualni pottebou pro
fadu zemi. Pouziti 'O, k tomuto Gcelu umoznuje odstrané-
ni mikrobialniho zneciSténi i oxidativni degradaci organic-
kych polutanti napt. barviv nebo fenolickych latek. Opti-
malniho vysledku pfi inaktivaci Gram-pozitivnich i Gram-
negativnich bakterii bylo dosaZeno pfi pouziti kationto-
vych porfyrinti nebo kationtovych ftalocyanini. Je zajima-
vé, ze poradi citlivosti jednotlivych mikroorganismi
k fotodynamickému efektu je opacné nez potadi citlivosti
k ionizujicimu zareni. Pfikladem miaze byt Deinococcus
radiodurans, ktery je, jak naznaCuje nizev, mimoiadné
odolny vii¢i ionizujicimu zafeni, ale vysoce citlivy na foto-
dynamicky proces™. K odstrafiovani koliformnich bakterii
z fekélnich vod urcenych k recyklaci byla pouzita kombi-
nace kationtového porfyrinu, bengélské cerveni a methyle-
nové modfi*®. Pro velké objemy &isténé vody jsou z divo-
du snadn¢jsi regenerace vyhodnéjsi imobilizované senziti-
zatory zakotvené na tuhém nosici. K detoxifikaci (také od
chemickych pesticidi) a k dezinfekci vody byly pouzity

* Gramovo rozd&leni bakterii je zalozeno na barveni bakterii krystalovou violeti. Gram-pozitivni bakterie se barvi trvale,
Gram-negativni se po ¢ase odbarvuji. Rozdil je dan riznym slozenim bunééné stény.
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porfyrinové senzitizatory zakotvené na poly(methyl-
metakrylatu)®’.

Uprava vody fotokatalytickym pasobenim TiO, ve
vodnych suspenzich nebo v tuhé fazi naléza v posledni dob¢
stale §irSi uplatnéni, mj. také pro lakavou moznost vyuziti
slune¢niho zafeni’®. Na kone¢ném ¢isticim ¢inku se podili
vedle radikalt OH' ziejmé i 'O,, jehoz vzniku pii fotokata-
lyze TiO, byla zatim vénovéna jen okrajovd pozornost.
Nedavno byl vznik 'O, dolozen spektroskopicky®.

2.5. Pesticidy

Pesticidy je souhrnny nazev pro latky hubici rostliny
a zivocichy, skodlivé nebo zhoubné plisobici proti zajmim
lidstva. Narozdil od konvencnich chemickych pesticidd,
jejichz vedlej$im tcinkem je kontaminace pidy a povrcho-
vych vod, jsou fotodynamické pesticidy netoxické a neza-
tézuji  zivotni  prostfedi, protoze jsou  ucinné
v mnohonasobné niz§i koncentraci a vlivem slunec¢niho
zateni se rozkladaji vétSinou béhem nékolika hodin. Jako
fotodynamické pesticidy se pouzivaji xanthenova barviva
(floxin B, bengalska cerven, uranin), furokumariny
(psoraleny) (obr. 4) a porfyriny, zejména endogenni, aku-
mulované v tkani v disledku vysokych davek ALA
(obr. 3)**3% Tyto pesticidy mohou zaroveii puisobit jako
detoxifikacni ¢inidla pfi odstraiovani zamoteni chemicky-
mi pesticidy. Za piirodni fotodynamické pesticidy lze
oznaCit né&které slouceniny izolované z vysSich rostlin
(napt. a-terthienyl, furokumarin, chinoidni slouceniny)
slouZici jako pfirozend ochrana proti Skiidciim, rostlinnym
patogentim a konkurujicim druhiim rostlin — plevelam™.

Fotodynamické insekticidy byly intenzivné zkouméany
beéhem 90. let, zejména v souvislosti s hmyzem napadaji-
cim citrusové a olivovnikové plantdZe. Fotoinsekticidni
aktivitu vykazuji xanthenova, fenothiazinova, akridinova
barviva, furokumariny, porfyriny a nékteré dalSi latky.
Dobré vysledky byly ziskany s halogenovanym xantheno-
vym barvivem floxin B, které bylo prvnim polnim fotoin-
sekticidem schvalenym v USA. Narozdil od vétSiny pouzi-
vanych senzitizatort je floxin B mirné toxicky®'.

Pouziti porfyrint jako fotodynamickych insekticidd je
vyhodné pro jejich pfibuznost s biologicky aktivnimi lat-
kami, pro kterou jsou dobfe pfijimany organismy, vysoké
kvantové vytézky 'O, a absorpci svétla v §irokém pasmu
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blizkého UV a Vis zafeni, tedy v pasmu sluneéniho zafeni.
Mimo to jsou porfyriny ¢inné proti riznym druhtim hmy-
zu a larev, mohou se rozkladat uc¢inkem svétla a jsou ceno-
vé& pristupné. Pfi aplikaci porfyrinii je mozno postupovat
dvojim zplsobem:

vytvarenim endogennich porfyrinti v organismu obo-
hacenim potravy ALA, jak bylo popséano v 2.3.,
pfimym podavanim porfyrinu napt. Zn(II)-5,10,15,20-
-tetrafenylporfyrinu, hematoporfyrinu IX v navnadé
nebo postfikem. Optimélni u¢innost byla pozorovana
u amfifilnich porfyrint. Insekticidni mechanismus
spoc¢iva pfedevS§im v oxidacnim napadani lipofilnich
bunéénych membran traviciho traktu. U kment hmy-
zu, jejichz populace byla opakované¢ redukovana foto-
dynamickym mechanismem, nebyla pozorovana zis-
kané fotorezistence’™*.

Endogenni fotodynamické herbicidy jsou porfyriny,
které jsou metabolickymi meziprodukty biosyntézy chloro-
fylu, zejména Mg-protoporfyrin IX. Jejich akumulace v
zelenych rostlinach je vysledkem vysokych koncentraci
ALA. Jde v zésad¢ o stejnou metodu vyuziti endogenniho
senzitizatoru jako u jinych pesticidl, s tim rozdilem, ze
kone¢nym produktem neni jen protoporfyrin IX, ale i dalsi
senzitizujici porfyrinové metabolity obsahujici hof&ik*.
Singletovy kyslik vznikajici pfi ozafeni rostliny slunecnim
svétlem blokuje syntézu chlorofylu a destruuje membrany
chloroplastli. Na listech se objevuji odbarvené skvrny,
u nékterych herbicida jiz po 20 minutach po aplikaci. Do-
stupny je arylthiadiazolonovy herbicid IR 5790 se Sirokym
spektrem ucinnosti proti plevelim, ktery také zpuisobuje
akumulaci ~ fotodynamického prekurzoru chlorofylu®
(obr. 4).

2.6. Chemicky kysliko-jodovy laser
Kysliko-jodovy laser je chemickym laserem
(chemical oxygen-iodine laser, COIL), ktery ptevadi ener-
gii chemické reakce na fotony. Je zaloZzen na elektronic-
kém pfechodu mezi prvnim elektronovym a zakladnim
stavem atomarniho jodu I(zPl/z) — I(2P3/2) a protoze konti-
nualni laserova oscilace probiha v blizké infracervené
oblasti na vlnové délce 1,315 pm, je COIL chemickym
laserem s nejkrat$i vinovou délkou. Diky vhodné vinové
délce pro vldknovou optiku, dostupnosti zakladnich chemi-
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R'=Br, RZ=Cl floxin B a-terthienyl

Obr. 4. Fotodynamické pesticidy
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kalii a moznosti ziskat vysokoenergetické svazky byla
vyvoji technologie COIL vénovana velkd pozornost. Prvni
zatizeni bylo uvedeno do provozu v roce 1977 a mélo vy-
kon 4 mW (cit.*®). Nejvyssi publikovany vykon v sou¢asné
dobé je piiblizné 40 kW. Uvadi se, ze COIL je vhodny pro
prumyslové aplikace jako je vysokorychlostni fezani nebo
vrtani. Hlavnim smérem vyzkumu v USA jsou obranné
systémy urcené pro niceni taktickych balistickych strel,
kdy COIL o vykonu fadu MW ma byt umistén na palubé
monitorujiciho letadla.

V klasickém uspotadani je Cerpani laseru dosazeno
prenosem energie mezi 'O, a atomem jodu v zakladnim
stavu. Singletovy kyslik vznika reakci plynného chloru
a silné alkalického vodného roztoku H,O,.

Cl, + H,0, + 2 KOH — Oy('Ay) + 2 KCI + 2 H,0 (1)

Vytézky 'O, v reakci (/) vysoce pievysuji prahovou
hodnotu 15 % singletového kysliku pti 300 K nutnych pro
dosazeni inverze populace na elektronovém piechodu ato-
mu jodu. Po smideni 'O, s molekularnim jodem se mensi
Cast energie spotiebuje na disociaci I, (2) a druhd vetsi Cast
na excitaci I (3).

L+n0y('Ay) > 21+n0,CZy) 2)

ICPsp) + Oa('Ag) = ICP12) + 02(CE) 3)

Reakce (2), ktera snizuje koncentraci 'O,, mize byt
eliminovana disociaci I, mikrovinnym vybojem, vybojem
v plynném alkyljodidu ¢i chemickou reakci (napt. HI s Cl,
cit.’’). Protoze pouziti nestabilnich alkalickych roztokii
obsahujicich H,O, ve velkém méfitku pfinasi fadu kompli-
kaci, jsou také vyvijeny generatory 'O, na jiném principu
jako jsou elektricky vyboj v atmosféfe O,, excitace kapal-
ného O,, reakce Na,O4(s) s HCI(g)), nebo je I(*Py ) produ-
kovan reakci atomarniho jodu s NCI1.

3. Skodlivé ucinky singletového kysliku

V piedchozich kapitolach jsme uvedli rizna vyuziti
'0, souvisejici s vysokym obsahem energie této &astice.
Reaktivita 'O, viak miZe pisobit nezadouci efekty a zna-
menat i zdravotni riziko. Jde napf. o degradaci proteint,
mutagenicitu a efekty starnuti. Reakce biologicky relevant-
nich molekul s 'O, se vyznaduji znaénym po&tem mezipro-
dukti a kone¢nych produktt a jejich mechanismus dopo-
sud neni pln¢ objasnén.

V biologickych systémech vznika 'O, jako mezipro-
dukt n€kterych enzymatickych procest, avsak daleko dile-

U proteind je vznik 'O, piimou excitaci zanedbatelny
z divodu velmi nizkych kvantovych vytézka a nizké ab-
sorpce svétla v oblasti vlnovych délek nad 290 nm, které
dopadaji na zemsky povrch. Nejvyznamnéj§im zdrojem
'0,, jehoz vlivu jsou proteiny vystaveny, je fotochemické
pusobeni jinych chromofort. Jde hlavné o endogenni sen-
zitizatory, Casto neznamé struktury, nebo léciva. Oxidaci
singletovym kyslikem podléhaji hlavné histidin, tyrosin,
methionin, cystein a tryptofan®®*’. Vznikajici peroxidy
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a peroxyradikaly jsou nositeli dal$iho oxidativniho ataku,
zpusobujiciho fragmentaci proteinu, sitovani a agregaci.
Tyto zmény jsou ireverzibilni, negativné postihuji funkce
proteinti a zdé se, Ze nepiimo poskozuji i DNA™.

Energeticky nejbohat$i komponentou slune¢niho za-
feni dopadajiciho na zemsky povrch je zafeni oznaCované
jako UVB (280-320 nm), které miize pfimo excitovat jed-
notlivé baze v DNA, a tim iniciovat dalsi reakce jako jsou
tvorba dimerti a fotoadice. Senzitizovana produkce single-
tového kysliku probiha s velmi nizkymi kvantovymi vytéz-
ky (napf. u adenosinu 0,03). Slunecni zafeni v oblasti
UVA (320-400 nm) ptisobi pfevazné neptimo prostrednic-
tvim fotosenzitizovanych reakci, kdy zdrojem 'O, mohou
byt také endogenni senzitizatory. Singletovy kyslik muze
byt produkovan kationtovymi senzitizatory, které se inter-
kaluji mezi pary bazi nebo vazou do zlabku DNA. Nejvy-
znamnéjsi je reakce singletového kysliku s guaninem za
vzniku fady produktd, dosud jen caste¢né identifikova-
nych®’. Reakci dochazi ke vzniku jednoduchych zlomd
a §té&peni DNA*'*. Ostatni baze jsou k 'O, odolng;si.

Typickou reakci 'O, s lipidy je adice na dvojnou
vazbu nenasycenych mastnych kyselin za vzniku fady
peroxidovych a radikalovych produkta®. Sulfidy a obec-
né slouceniny dvojvazné siry ochotné reaguji pfimo s
'0,. Primarnim produktem reakce je nestabilni persulfo-
xid (R,S™-00"), ktery ma také vyznamnou roli pii oxidaci
biopolymert obsahujicich methionin*. Pro svou reaktivitu
byly sulfidy studovany hlavné jako ochranné antioxidanty
v Zivych organismech™®.

Uvadi se, ze 'O, spoluptisobi nebo je ptivodcem né-
kterych chorob, jako napi. porfyrie a ocniho Sedého zéka-
Iu. Porfyrie oznacuje skupinu dédicnych metabolickych
chorob, spocivajicich v poruse biosyntézy krevniho barvi-
va, misto n¢hoz vznikaji fotosenzitizujici porfyriny.
U nékterych typt porfyrie se porfyriny ukladaji v pokozce
a vlivem sluneéniho zafeni produkuji 'O,, ktery zptisobuje
rozsahlé poskozeni kize*. Sedy zékal (katarakta) piipadné
dalsi poskozeni oka intenzivnim svétlem souvisi s pritom-
nosti endogennich senzitizatorti produkujicich 'O, a dalsi
reaktivni kyslikové &astice (napi. O, , OH’). Oko je chra-
néno slozitym systémem Uc¢innych antioxidanttl, ale s vé-
kegl a vlivem nékterych 1é¢iv produkce antioxidanti kle-
sa’’.

Obranné latky, jimiz se organismus chrani proti vlivu
'0,, jsou chemické zhasee, které piimo reaguji s 'Oa,
nebo latky reagujici s peroxidy a peroxidovymi radikaly,
které jsou produkty primarnich reakci — oxidaci mastnych
kyselin, peptidii a proteinti. K prvni skupiné patii karote-
noidy (B-karoten, lykopen), vitamin E (a-tokoferol), kyse-
lina mocova, ergothionein a melatonin*****. Antioxidanty
druhé skupiny reagujici s peroxyslouc¢eninami jsou nizko-
molekularni thioly®”, glutathion, kyselina askorbové a né-
které karotenoidy’. Enzymatické antioxidanty katalasa,
superoxiddismutasa a kienova peroxidasa jsou u peroxido-
vych meziprodukt netginné™.

Odbarvovéni barviv vlivem slunec¢niho zafeni tj. vli-
vem zafeni o vlnovych délkach A > 290 nm probiha reduk-
tivnimi nebo oxidativnimi mechanismy. Mechanismus
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Obr. 5. Mechanismus degradace fenylenvinylenového oligomeru singletovym kyslikem (2+2 cykloadice)

odbarvovani zalezi pfedev§im na typu a fotochemickych
vlastnostech barviva, na materialu nosic¢e (vlakna, filmu,
folie), ptistupu kysliku a pfitomnosti zhaSecl excitovanych
stavil. Singletovy kyslik hraje dominantni roli pti odbarvo-
vani trifenylmethanovych barviv a sulfonovanych ftalocy-
aninil zinku. Odbarvovani zabranuji nékteré nikelnaté
komplexy reagujici ptimo s 'O, nebo lapace peroxyradika-
18, které jsou meziprodukty oxidace barviva nebo materia-
lu nosige®*. Zloutnuti celulosy zpisobuje piimés ligninu,
ktery plisobi jako senzitizator produkujici 'O, (cit.”®). Fo-
toiniciované Zloutnuti viny je zptisobeno oxidativni degra-
daci keratinu, zejména tryptofanovych skupin vlivem 'O,
a reaktivnich kyslikovych &astic™.

Polymery degraduji vlivem singletového kysliku,
pokud obsahuji fotosenzitizujici barviva nebo je néktera
z komponent polymeru fotosenzitizujicim chromoforem.
Nebarvené plasty skladajici se z alifatickych fetézcti (PET,
PVC) centra pro vznik 'O, neobsahuji. Nejpodrobn&ji byl
vliv !0, studovan u fenylenvinylenovych polymert a oli-
gomert, které maji elektroluminiscenéni vlastnosti a pou-
zivaji se jako materialy pro LED diody. Fotosenzitizujici
fenylenové skupiny jsou zdrojem singletového kysliku,
ktery zptisobuje oxidativni degradaci materialu a je rozho-
dujicim faktorem pro Zivotnost diod (obr. 5). Degradaci je
mozno potlacit zavedenim vhodnych substituentd, napf.
CN, nebo omezenim kontaminace materidlu kyslikem
b&hem vyroby .

4. Singletovy kyslik v atmosféi‘e a v Zivotnim
prostredi

Hlavnim zdrojem 'O, v atmosféie je fotolyza ozonu
UV zatenim probihajici hlavné ve vysokych vrstvach at-
mosféry. Z hlediska vlivu na zivotni prostfedi mlize mit
vyznam vyskyt singletového kysliku i v nizSich a zejména
pfizemnich vrstvach atmosféry.

Fotolyza ozonu na 'O, je spinové dovolenou reakci

0; +hv — 0y('A,) + O('D) 4)

Kvantovy vytdzek 'O, se pro vinové délky mensi nez
305 nm blizi jedné, pro zafeni s delsi vlnovou délkou vy-
tézky rychle klesaji a nad 355 nm jsou témét zanedbatel-
né**>. Vzhledem k tomu, Ze na zemsky povrch dopada
zateni s vlnovymi délkami vétSimi nez asi 290 nm, je ziej-
mé, ze fotolyza muze probihat v celé atmosfére. DalSim
produktem fotolyzy je vysoce reaktivni atomarni kyslik v
excitovaném singletovém stavu, ktery s atmosférickou
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vodou reaguje na radikdl OH". Singletovy kyslik miZze
vznikat v atmosféfe rovnéz fotosenzitizovanou reakci. Moz-
nym senzitizatorem je NO, (excitace pti A ~ 398 nm), ktery
generuje oba excitované stavy kysliku, tj. 02(1Ag) a Oz(lZg).

Méstsky vzduch a smog obsahuji "O,, jehoz mnozstvi
kolisa béhem dne v zavislosti na intenzité slune¢niho zate-
ni a na mife znecisténi. Béhem slunecniho dne byla namé-
fena koncentrace 'O, az 22 ppb (~ 5 x 10"! molekul cm™).
Singletovy kyslik iniciuje chemické reakce pfevazné ve
styku s kapalnou fazi — v kapkach vody, mracich a ml-
hach. Reaguje s nenasycenymi organickymi slouc¢eninami
na peroxyacyl radikaly, které jednak oxiduji NO na NO,,
jednak dale reaguji s NO, na drazdivy peroxyacyl-nitrat
RC(0)-0-O-NO;. ,,Ptizemni* 0, vznikajici ve znecisténé
atmosfére je faktorem ohrozujicim zivotni prostiedi a mu-
ze hrat roli v patologii ¢loveka, zvifat i rostlin.

Singletovy kyslik je jednou z reaktivnich kyslikovych
¢astic, vznikajicich v povrchovych vodach plsobenim
slune¢niho zéfeni reakcemi senzitizovanymi riznymi orga-
nickymi chromofory, zejména huminovymi latkami. Na
vzniku reaktivnich kyslikovych castic zavisi abioticky
samocistici proces veetné¢ fotooxidativni degradace antro-
pogennich latek. Jelikoz vsak doba Zivota 'O, ve vods je
v fadu mikrosekund a jeho maximalni koncentrace se po-
hybuje od 1.107% do 1.107° M, zda se, Ze prispévek sing-
letového kysliku neni podstatnyéo‘m.

5. Vyhledy

V piedchozich odstavcich jsme ukazali moznosti vyu-
ziti singletového kysliku stejné jako jeho potencidlni Skod-
livé ucinky. V budoucnu se da ocekavat metodicky pokrok
a dalsi rozsifeni v nasledujicich oblastech. Jde hlavné
0 1é¢bu rakoviny a dalSich nemoci jako makularni degene-
race sitnice a aterosklerdza, a 1ébu lokalizovanych infekei.
Vyvoj metody PDT nemusi byt vyrazné zavisly na syntéze
novych senzitizatori s odpovidajicimi vlastnostmi. Rozho-
dujicim krokem je spi§ zdlouhavé testovani jejich Gcinnosti
v biologickém materidlu in vivo. Dal§im pfinosem muZze
byt pokrok v molekularnim rozpoznavani a na zakladé toho
cilena volba nosice senzitizatoru napf. typu monoklonal-
nich protilatek. Nové moznosti ptinasi dvoufotonova foto-
senzitizovana produkce singletového kysliku. K excitaci
vhodnych senzitizatorti je mozno pouzit fotony s mensi
energii nez pii jednofotonové excitaci, tj. blizké infracerve-
né zafeni, které v tkani pronika do vétsi hloubky®>®.
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Emisni mikroskopie singletového kysliku je zalozena
na méfeni jeho luminiscence poté, co byl vzorek excitovan
laserem®. Vyvijené metody vyuzivajici jednofotonové
i nelinearni dvoufotonové excitace umoziuji zobrazovat
mikroskopické heterogenity a fazové domény v polymer-
nich materidlech; v biologickych systémech lze rozliSit
jednotlivé bunky. Rozliseni je dano skute¢nosti, ze single-
tovy kyslik je lokalizovan v misté jeho vzniku. Tato meto-
da umozni novy pohled na fadu procesd, které zaviseji na
kysliku jako napf. fotoiniciovand smrt bunék.

Lakavou perspektivou je technologické zvladnuti
vazby senzitizatord na vhodné mineralni, polymerni nebo
textilni nosice, které by umoznilo vyrobu materiald se
zabudovanou automatickou dezinfekci iniciovanou svét-
lem. Materialy majici fotodezinfek¢ni vlastnosti mohou
byt ptimo soucasti folii ¢i natérovych hmot.

Autoii dékuji Grantové agenture Ceské republiky za
finanéni podporu (granty GA CR ¢ 203/02/1483 a
203/04/0426).
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(“Institute of Inorganic Chemistry, Academy of Sciences of
the Czech Republic, Rez; "Department of Inorganic Chem-
istry, Faculty of Science, Charles University, Praha):
Singlet Oxygen in Practice — Present State and Pros-
pects

The chemistry of singlet oxygen has been rapidly
developing ever since its discovery in the sixties. Never-
theless, the progress in utilization of singlet oxygen is rela-
tively recent. In organic synthesis, singlet oxygen has been
used in preparation of novel compounds. Photodynamic
therapy of cancer and of some other diseases advanced due
to novel specifically acting porphyrinoid sensitizers ap-
proved for clinical use. The sensitizers producing singlet
oxygen are a promising alternative to inactivation of mi-
croorganisms resistant to antibiotics and can also be em-
ployed in blood disinfection or water treatment. Photody-
namic pesticides are environment-friendly due to the ab-
sence of side effects. The use of the chemical oxygen-
iodine laser based on singlet oxygen is envisaged in de-
fence systems against ballistic missiles. The harmful ef-
fects of singlet oxygen on biological materials, polymers,
dyes and textile fibres are briefly discussed.
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1. Uvod

Biosenzory se od 60. let minulého stoleti staly béznou
soucasti laboratorni praxe mnoha obori lidské Cinnosti.
K jejich kazdodennimu pouziti vSak vedla trnitd cesta.
Mnoho praktickych problémt muselo byt vyfeSeno dfive,
nez se zacaly vyrabét prvni komercni pfistroje. Jednim
z téchto problému byla a stéle jesté je imobilizace deteke-
niho systému na povrch senzoru. Jelikoz timto detekénim
systémem jsou biologicky aktivni latky (enzymy, protilat-
ky, receptory atp.), je nezbytné zachovat jejich biologic-
kou aktivitu i po imobilizaci. Pfimou imobilizaci takovéto
molekuly na povrch se s nejvétsi pravdépodobnosti zméni
jeji konformace, coz mlze vést ke snizeni nebo zméné
biologické aktivity. Abychom tomuto jevu zabranili, Ize na
povrch senzoru nejprve navazat jiné slouceniny (malé
organické molekuly, proteiny aj.), které vytvoii na po-
vrchu senzoru film, na néjZ se nasledn€ imobilizuji vlastni
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biologicky aktivni molekuly. Metod, jak imobilizovat en-
zymy, protilatky a jiné biologicky vyznamné slouceniny
na povrch senzoru, je v soucasné dobé mnoho a zde se
budeme zabyvat nekterymi z metod modifikaci povrchi
senzorl pro nekovalentni vazbu proteint.

2. Biosenzory

Biosenzor mize byt definovan jako kompaktni analy-
ticky nastroj spojujici biologicky aktivni detekéni prvek
(bud’ pfimo integrovany nebo blizce ptidruzeny) s fyzi-
kalng-chemickym snimaem'. Z této definice vyplyvaji
dvé zakladni soucasti biosenzoru: i) biologicky aktivni
latka, ktera interaguje s analytem a ii) snimac, jenz reaguje
na zménu vyvolanou interakci analytu s detekni moleku-
lou.

Detekéni molekulou miize byt ionofor, enzym, proti-
latka, receptor, ¢ast molekuly enzymu s aktivnim mistem,
buné&cna organela, buiika, tkan aj. Vybér biologicky aktiv-
ni latky zavisi jak na stanovovaném analytu, tak na kon-
strukci senzoru jako takového.

Otcem biosenzort je Leland C. Clark Jr., ktery v roce
1956 publikoval praci o kyslikovém &lanku®. Na tuto praci
navazal a v roce 1962 ptedstavil na symposiu Newyorské
akademie véd, jak propojit elektrochemické senzory
s detekénim snimacem. Tento koncept ilustroval pomoci
glukosaoxidasy, enzymu katalyzujiciho oxidaci B-D-glu-
kosy kyslikem a kyslikového c¢lanku. Ve stejném roce
spolecné s L. Lyonsem vydal ¢lanek, v némz se poprvé
objevil termin enzymové elektroda® (spravné enzymovy
¢lanek). Roku 1969 Guilbault a Montalvo sestrojili a pub-
likovali prvni potenciometricky biosenzor.

Prvni komer¢ni biosenzor, a to na principu kyslikové-
ho ¢lanku s glukosaoxidasou, byl vyroben vroce 1972
aznovu vroce 1975 americkou firmou Yellow Springs
Instrument Company. V roce 1975 vznikl také prvni bi-
osenzor s mikroorganismem jako detekénim prvkem’
a prvni imunosenzor®.

V soucasné dobé vyrabi biosenzory nespocet firem po
celém svété. Uplatnéni nalézaji v biomedicing, v klinické
diagnoze, ve veterinarni analyze, pfi analyze potravin, pfi
kontrole polutantli zivotniho prostiedi, v mikrobiologii,
v potravinaiském pramyslu, v zemédélstvi, v chemickém
prumyslu, ve vyzkumu, ve vojenstvi, atd.

A jaké jsou vyhody biosenzorid? Pii spravné kon-
strukci senzoru a pfi pouziti vhodného detekéniho systému
je to jejich specifita. Vétsina biologickych dvojic, jako
enzym — substrat nebo antigen — protilatka, spolu interagu-
ji velmi specificky (napf. pro ureasu je jedinym substratem
mocovina), coz dovoluje, aby byl méfeny analyt stanoven
i ve slozitych matricich. Z dalSich vyhod lze jmenovat
rychlost stanoveni, nizké detekcni limity, opakovatelnost,



Chem. Listy 100, 178183 (2006)

reprodukovatelnost ¢i Siroké pouziti biosenzora.

Biosenzory maji v§ak i své nevyhody. Pomérné vyso-
ka cena téchto zafizeni je Casto prekazkou pro jejich Sirsi
vyuziti. Pfi konstrukci biosenzorli byva také velkym pro-
blémem imobilizace biomolekul tak, aby nezptsobila kon-
formaéni zmény, které by mohly vyvolat ztratu jejich bio-
logické aktivity a schopnosti specifické interakce se sta-
novovanym analytem. Dal§i nevyhodou jsou mozné nespe-
cifické vazby latek zmatrici na povrch senzoru.
V neposledni fadé je to také desorpce detekénich molekul
z povrchu senzoru.

3. Adsorpce proteini na povrch senzoru

Adsorpce proteinu na tuhy povrch senzoru je kom-
plexni jev, k jehoZ popisu je nutné uvaZovat mnoho fakto-
ru. Proteiny ve fyziologickém prostiedi zaujimaji nativni
konformaci, ktera se 1isi od konformace, kterou protein
zaujme po adsorpci na povrch.

Vzijemné reakce proteinli s povrchem mohou zpro-
sttedkovat vSechny druhy interakci. Na hydrofobnich po-
vr§ich budou pifevladat hydrofobni interakce, které pove-
dou k rozbaleni proteinu a interakcim s hydrofobnimi po-
strannimi fetézci aminokyselinovych zbytkii. Na povrsich
hydrofilnich to budou pfedevsim polarni a iontové sily,
které zprostfedkuji interakci. Na vSech povrSich se vSak
mohou do uréité miry uplatnit vSechny druhy interakci.

Hnaci sila adsorpce mtze mit bud’ entalpickou pova-
hu (napf. protein a povrch maji opacny naboj) nebo pova-
hu entropickou (rozbaleni proteinu)’. Obecné lze Fici, e
adsorpce bude probihat pouze za predpokladu, Ze Gibbso-
va energie celého systému bude klesat.

Adsorpce proteinti na povrch je slozity proces, ktery
se skladd zné€kolika stupiti. Adsorpce proteinu zacina
priblizenim se k rozhrani vodné a tuhé faze, dale vznika
docasné vazba na rozhrani a méni se konformace proteinu.
Soucasné probiha desorpce proteinu, jez zahrnuje uvolnéni
proteinu z rozhrani a transport proteinu od rozhrani®. Kon-
formacni zména proteinu obvykle zacina redistribuci nabi-
tych skupin, jejimz vysledkem jsou elektrické a chemické
efekty, nasledovana zménou stavu hydratace molekul pro-
teinu’. Prib&h konformadni zmény je nejménd znamy
aspekt procesu adsorpce proteinu’. Je viak velice dileZi-
ty, nebot’ ma za nasledek dalsi efekty, predev§im pak ztra-
tu biologické aktivity.

Vyznamnym faktorem ovliviiujicim adsorpci proteini
je tzv. Vromaniv efekt. Poprvé jej pozoroval Vroman pfi
studiu adsorpce fibrinogenu a dalsich proteinti z plasmy na
tuhy povrchlo. Brash a ten Hove'' ukazali, Ze pri delsi
dobé¢ adsorpce jsou diive navazané molekuly fibrinogenu
na povrchu nahrazovény jinymi proteiny z plasmy, které
maji vys$i afinitu k povrchu, zatimco v kratkém case po
zah4ajeni adsorpce (do 5 minut) je pfevladajici adsorbova-
nou molekulou pravé fibrinogen. Vromantv efekt je zpt-
soben reverzibilitou vazby proteinu na povrch a rozdilnou
rychlosti adsorpce riznych proteini na povrch. Tento jev
byl studovén i s riznymi definovanymi roztoky proteint
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o ruznych vychozich koncentracich a na riznych povr-
$ich'"™". Slack a Horbett'> navrhli dokonce i matematicky
model popisujici Vromantv efekt. Tento efekt se uplatiiuje
i pti adsorpci jinych proteint'.

P1i studiu adsorpce proteind je dalezité sledovat nejen
termodynamiku, ale také kinetiku adsorpce. Pii termody-
namickych studiich 1ze vychéazet z Langmuirovy adsorpéni
isotermy (/), kde mnozstvi adsorbovaného proteinu I'
zavisi na koncentraci proteinu v roztoku ¢ a na teploté 7.

_ Dax¢ 1)
1+Bc
AGans (2)
B=c AT

Nameétené koncentrace proteinti vSak musi byt rovno-
vazné. To muze byt experimentalné dosti slozité a neptes-
né, a proto je 1épe sledovat kinetiku adsorpce. Pfi studiu
kinetiky je potfeba uvazovat jednotlivé stupné, které jsme
si vyjmenovali vySe, nebot’ kazdy miize proces adsorpce
ukongit®. P studiu kinetiky adsorpce bilkoviny na povrch
je nutné si zvolit vhodny model, ktery se porovna
s namé&fenymi daty'” 2. Je potieba provést mnoho zjedno-
duseni a nekteré vlivy Uplné zanedbat.

Jako piiklad je moZzné uvést model pouZivany van
Tesselem a spol.”. Jde o model, ve kterém je protein uva-
zovan jako disk o priméru o, ktery se adsorbuje na rovny
povrch nahodile, po &astech a bez piekryvani. Casti mo-
hou nabyvat pouze dvou konforma¢nich stavii — o, kdy se
Casti adsorbuji reverzibilné beze zmény praméru, a p, kdy
se adsorbuji ireverzibilné a primér se zvétsi na . Vztahy
(3) a (4) jsou kinetickymi rovnicemi pro ¢asovy vyvoj o a
B, kde ¢ je cas, p je hustota o a B na povrchu, k¢, kq a ks
predstavuji rychlost adsorpce, desorpce a rozprostieni, ¢ je
koncentrace o a 3 v roztoku, @, je pravdépodobnost, Ze
pfichazejici o dopadne na povrch bez piekryvu a Wog je
pravdépodobnost, ze o je na povrchu a ma dostateCny
prostor pro rozsifeni.

d

gla = k(lcq)a(t)_kdpu(t)_kspa(t)lyaﬁ(t) (3)
op 4
a—f‘= Pa(1)Wap(1) @

Pokud bychom chtéli mit ptesnéjsi model a vysledky,
bylo by potieba uvazovat faktory jako je heterogenita po-
vrchu, kooperativni efekt, rizné mozné konformace pro-
teinu, drsnost povrchu, pfekryv molekul, skute¢ny tvar
molekul, odpor prostiedi aj.

Prosta adsorpce biomolekul na tuhy povrch tedy pfi-
nasi mnoha uskali, ktera je mozno eliminovat modifikaci
povrchil pro adsorpci biomolekul.
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4. Metody modifikace povrchi

Jednotlivych metod, jak modifikovat povrch senzort
pro imobilizaci proteind, je nespocet. V tomto ¢lanku se
budeme zabyvat pouze nékterymi metodami pro nekova-
lentni imobilizaci polypeptida.

4.1. Hydrofobizace povrchu senzoru,
modifikace povrchu nandSenim
organického polymeru

Jednim z nejjednodussich zplisobi, jak upravit povrch
pro imobilizaci proteintl, je hydrofobizace. Nejcastéji se
vyuziva u sklenénych povrchtl, nebo pred nanasenim orga-
nického polymeru na povrch senzoru.

Hydrofobizaci sklenéné¢ho povrchu lze provadét po
diikladném omyti napf. roztokem dichlordimethylsilanu
v toluenu™**.

Na takto upraveny hydrofobni povrch lze nanést ten-
kou vrstvu organického polymeru. Nanesena vrstva poly-
meru je vysoce hladka® a hydrofobni. To je vyhodné pro
zarovnani nerovnosti, jez se mohou na povrchu vyskyto-
vat. NandSenym polymerem casto byva polystyren, poly
(tetrafluorethylen), polyethylen a dalsi.

4.2. Imobilizace proteind ve fosfati-
dylcholinovém filmu

Fosfatidylcholiny jsou pfirozené soucésti biologic-
kych membran. Jejich molekuly obsahuji polarni a nepo-
larni ¢asti. Nepolarni ¢ast tvofi mastné kyseliny, polarni
¢ast tvofi terciarni amin. Spontanné mohou tvofit ve vod-
ném prostiedi dvojvrstvé vagky®®, v nichZ jsou molekuly
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fosfatidylcholinii orientovany svou polarni ¢asti ven
a nepolarni ¢asti dovniti dvojvrstvy.

Principem imobilizace je pfiprava emulze fosfatidyl-
cholinu, kniz se pfidd protein. Po utvofeni dvojvrstvy
a vstupu proteinu do ni se dvojvrstva pfenese na povrch
senzoru.

Tato imobiliza¢ni technika je s dobrymi vysledky
pouzivana pro myoglobin®’ nebo hemoglobin®***,

4.3. Imobilizace proteinli s pouzitim
systému (strept)avidin — biotin

Avidin je glykoprotein vaje¢ného bilku o molekulové
hmotnosti 66 kDa (cit.**°). Podil sacharidové slozky je
10 %. Avidin je tvofen Ctyfmi identickymi fetézci
(128 aminokyselinovych zbytkl) a kazda podjednotka ma
vazebné misto s vysokou afinitou pro biotin®', miize tedy
vazat Ctyfi molekuly biotinu. Obsahuje velké mnozstvi
kladnych nabojii a ma vysokou hodnotu izoelektrického
bodu (pH 10,5)**°. Hodnota disociaéni konstanty komple-
xu avidin — biotin* je Ky = 10" mol dm™ a patii mezi
nejsilnéj$i nekovalentni biochemické vazby. Protoze jde
o glykoprotein s vysokym obsahem kladné nabitych ami-
nokyselinovych zbytkl, dochézi casto k nespecifickym
interakcim s povrchem™.

Ptipadnym nespecifickym interakcim sacharidové
¢asti molekuly 1ze zabranit nahrazenim avidinu streptavi-
dinem. Streptavidin je protein izolovany z bakterie Strep-
tomyces avidinii, ma molekulovou hmotnost 60 kDa, izoe-
lektricky bod v rozmezi pH 5 a 6 a je tvofen Ctyfmi iden-
tickymi fetézci (159 aminokyselinovych zbytki)****. M
niz3i afinitu k biotinu (Kg = 107" mol dm>)** a mén& ne-
specificky interaguje s povrchem. Streptavidin i avidin

) ;oo
povrch + 1 + = ﬁ“-2 + o= 4,-3
senzoru :3?}3:3
— ik
b
povrch 4 5
senzoru + = —= + o—a —=
biotin

=
-—=a biotinylovany protein

(strept)avidin

Obr. 1. Postup imobilizace proteinu p¥i pouZiti systému (strept)avidin - biotin: mozné jsou dva postupy. V prvnim (1a) se nejprve
vytvoii na povrchu senzoru biotinova vrstva (reakce 1), na kterou se nasledné imobilizuje (strept)avidin (reakce 2). Na takto upraveny
povrch se imobilizuje biotinylovany protein (reakce 3). Pfi druhé metodé (1b) se nejprve imobilizuje na povrch senzoru (strept)avidin
(reakce 4), na né€jz se imobilizuje biotinylovany protein (reakce 5)
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jsou stabilni vi¢i tepelné denaturaci®® a jejich vazba
k biotinu je prakticky ireverzibilni, coz zptisobuje problé-
my s obnovovanim povrchu biosenzoru.

Pouzitim rtiznych derivati avidinu lze snizit nespeci-
fické interakce a ptevést ireverzibilni vazbu k biotinu na
reverzibilni. NeutrAvidin je deglykosylovany derivat avi-
dinu, ktery ma podobné vlastnosti ve vazb¢ k biotinu jako
avidin. Poskytuje méné nespecifickych interakei
s povrchem. Izoelektricky bod je snizen na pH 6,3 a mole-
kulova hmotnost je 60 kDa (cit.’7*®). Dal§imi derivaty,
které se v soucasné dobé zacinaji hojné vyuzivat, jsou
nitroavidin (CaptAvidin) resp. nitrostreptavidin, u nichz
jsou selektivné nitrované tyrosinové zbytky v misté vazby
k biotinu. To ma za nasledek redukci afinity
k biotinylovanym molekulam nad pH 9. Vazba na tyto
derivaty je reverzibilni a imobilizovany nitro(strept)avidin
se d4 opakované pouzit®.

Pti imobilizaci jsou dva mozné pfistupy. Prvni, kdy
se nejprve imobilizuje biotin, na n&jz se nasledné vaze
(strept)avidin a posléze biotinylovany protein (obr. la).
Nebo druhy, kdy se nejprve imobilizuje (strept)avidin a na
n¢j se vaze biotinylovany protein (obr. 1b). Vazbu obou
latek k povrchu je mozné uskuteénit bud’ ptimo, nebo 1épe
kovalentné pomoci samoskladnych monovrstev (viz dale).
4.4. Imobilizace zaloZend na samo-
skladnych monovrstvach

Samoskladnd monovrstva (SAM z anglického self-
assembled monolayer) je vrstva vytvorena na tuhém po-
vrchu spontanni organizaci molekul®. Je nékolik typt
takovychto monovrstev, nejpouzivanéjsi jsou aminoalkan-
thioly, hydroxyalkanthioly, ferrocenylalkanthioly, dialkyl-
sulfidy, diethylsulfidy a sukcinimidylalkyldisulfidy nebo

jejich smési na vzacnych kovech (nejéastéji na zlaté nebo

Au

adsorpce
i _—

fj)rjjijjfjba 55 SESLIE 5

A/organizace
molekul

jroztok thiolu

55 LA 5 -

Obr. 2. Priprava samoskladné vrstvy na povrchu zlata; zlato
se ponofi do roztoku thiolu, ktery se adsorbuje na povrch (B).
Ptitom se molekuly samovolné organizuji orientované v jednom
sméru na povrchu zlata a vytvoii monovrstvy (C)
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platin€¢) nebo karboxylové kyseliny na oxidu hlinitém.
Pouzitim alkylovych fetézci delSich nez deset uhlikovych
atoml je mozné obdrzet velmi uspotadané vrstvy, které
maji malo defekti. Defekty byvaji zplsobeny ptedev§im
nepravidelnosti povrchu kovu*'.

Tvorba samoskladnych vrstev je v podstaté organi-
zace molekul na rozhrani tuhé a kapalné faze navozena
silnou chemisorpci mezi povrchem a organickou mole-
kulou®. Jejich hlavni vyhodou je jednoduchost jejich
pfipravy. Lze ji provadét pifimo v laboratofi za pouziti
dostupnych chemikalii. Z dalSich vyhod 1ze uvést stabili-
tu vrstvy, malou spotiebu proteintl, stabilitu v ¢ase, moz-
nost regenerace vrstvy a dalsi. Z nevyhod lze uvést toxi-
citu nékterych chemikalii a v nékterych ptipadech i dlou-
hou dobu potiebnou na imobilizaci (nezfidka byva kolem
24 h).

Postup imobilizace je pomérné jednoduchy. Povrch
se nejprve fadné omyje a poté se adsorbuje dostatecné
dlouhou dobu monovrstva organické latky (obr. 2). Na ni
se bud’ imobilizuje biomolekula, nebo se k ni pfipojuje
dalsi sloucenina, jez zprostfedkovava vazbu k proteinu.
Vazba monovrstvy k povrchu je kovalentni; vzniké nej-
Castéji reakci atomu siry monovrstvy s kovem.

Z nejbéznéji pouzivanych latek pro pfipravu mono-
vrstev 1ze uvést cysteamin s glutaraldehydem; thiookto-
vou kyselinu; 4-aminobenzen-1-thiol, protein A; dithio-
bis(sukcinimidylpropionat), 2,4,6-trichlor-1,3,5-triazin,
3,3’-dithiodipropanovou kyselinu a mnoho dalsich. Byly
popsany imetody, kdy samoskladnd monovrstva byla
tvofena kofaktory NAD" (cit.**) nebo FAD (cit.**).

Zajimavym pfipadem samoskladnych vrstev je
vyuziti kalix[n]arent. Kalix[n]areny jsou cyklické oli-
gomery vznikajici kondenzaci para- substituovanych
fenolii s formaldehydem v alkalickém prostiedi®’. Kalix
[n]areny byly jiz dfive pouzity pfisyntéze umélych
receptord pro kationty, anionty a neutralni organické
molekuly®®. Struktura typického zastupce této skupiny
latek, p-methylkalix[4]arenu, je patrna na obr. 3.

Lee a spol.*’ vyuzili modifikované kalix[4]areny
k imobilizaci hovéziho sérového albuminu (BSA). Pou-
zili kalix[4]arenkarboxylovou kyselinu a jeji ester a sle-
dovali mnozstvi imobilizovaného BSA.

Vyvoj imobiliza¢nich technik s vyuzitim kalix[n]
arent a jejich derivatl je velmi dobra cesta, jak adsorbo-
vat biomolekuly na povrchy senzora.
vach a jejich vyuZiti naleznou zajemci v pfehlednych ¢lan-
Cich42,48—50.

OH (\)H OH HO

Obr. 3. Struktura p-methylkalix[4]arenu



Chem. Listy 100, 178183 (2006)

4.5. Fotochemicka imobilizace

proteint

Jedna znovégjsich metod, jak rychle imobilizovat
proteiny, je fotochemické imobilizace. Imobilizace je zpu-
sobena UV svétlem. Tato technika je Setrna k biomole-
kulam a nezavisi na pH a teplot&™'.

Fotoimobilizacni technika mtze byt fizena vystave-
nim vzorku UV svétlu nebo laserovému paprsku®.

K imobilizaci je potfeba fotoreaktivni povrch, jimz
mize byt aminopolystyren, alkylaminosilikagel atp. Foto-
reaktivni polymer se pfipravi reakci s 4-azido-1-fluor-2-
-nitrobenzenem za pusobeni mikrovinného zafeni, kdy
vznikaji fotolabilni skupiny’'. P¥idavkem proteinu a ozéfe-
nim UV svétlem vznikne kovalentni vazba polymeru
s proteinem.

Nagvi a spol.’! tuto metodu Gsp&$né pouzili pro imo-
bilizaci kienové peroxidasy a glukosaoxidasy.

4.6. Imobilizace proteinl pfes hexa-
histidinovou néastavbu

Tato metoda je zalozena na afinitni chromatografii
s imobilizovanym kovem™. Tonty kovii (niklu, zinku, mé-
di) tvoti komplex s chelata¢nim ¢inidlem, které obsazuje
ti az Ctyfi koordinacni vazby kovového iontu (z Sesti moz-
nych) a zbylé mohou byt obsazeny donory elektront jako
jsou napf. histidinové skupiny®*. Histidinové kotvy jsou
vnaSeny do proteinu pomoci genového inzenyrstvi. Inzert
oligonukleotidového linkeru kddujiciho histidinovou kot-
vu je vnesen do genu koédujiciho protein (ktery jiz byva
umistén na plasmidu) a protein je sekretovan vhodnym
mikroorganismem™.

Kroger a spol. vyuzili tento systém k imobilizaci anti-
lysozym F,, fragmentu D1.3 (histidinovy hexamer byl
pripojen k C-konci téZkého fetézce) a ke sledovani jeho
interakce s lysozymem z vajeéného bilku®. Ovéfili, ze
sekundarni struktura fragmentu se po imobilizaci nezméni-
la a fragment si zachoval vysokou aktivitu ve vazbé
s lysozymem.

5. Zavér

Metodami imobilizace proteinii na povrchy senzort
a sledovanim kinetiky a termodynamiky adsorpce se zaby-
va mnoho vyzkumnych tymid po celém svété. Cilem je
vyvinout metody, které by byly levné, rychlé a které by
neovliviiovaly adsorbovany protein. Nékterymi metodami
jiz bylo dosazeno zna¢ného pokroku, napf. pii pouziti
systému (strept)avidin-biotin.

V soucasnosti je k dispozici Siroka paleta metod, kte-
ra se da uplatnit u riznych molekul bilkovinné povahy
rozdilng. Nékteré metody jsou vhodnéjsi pro enzymy, jiné
pro protilatky a jiné pouZijeme pro imobilizaci struktur-
nich protein. Tato prace neprinesla uplny vycet metod
pouzivanych pii modifikaci povrchti senzord pro imobili-
zaci biomolekul, ale pouze nékteré metody modifikace

182

Referaty

povrchil senzorl pro nekovalentni imobilizaci proteint.

Tato prace vznikla za financni podpory grantu 1GA
MZ CR ¢islo NA/7616-3.
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1. Uvod

Béhem poslednich deseti let se latky s antioxida¢nimi
ucinky dostaly do poptedi zajmu odborniki v fad¢€ obori
potravinaistvi, zejména v souvislosti s jejich potvrzenymi
antikancerogennimi G&inky. V Ceské republice, kde za
minuly rok byla spotieba piva 161 1 na osobu' (nejvice na
sveéte), predstavuje pivo jeden z nejvyznamnéjsich zdroju
pfirodnich antioxidanti v potravé. Polyfenolové latky,
navic vyznamnou ulohu i v branéni procesu oxida¢nich
zmén béhem chmelovaru a skladovani. Tento oxidacni
proces muze vyustit v tvorbu celé fady senzoricky negativ-
nich latek. Za vSechny jmenujme alespon (E)-non-2-enal,
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ktery je diky svému nizkému prahu vnimani (0,1 pg 1)
latkou s velice negativnimi ucinky na vysledny senzoricky
profil produktu3. Na druhou stranu polyfenoly pritomné
v pivu reaguji s bilkovinami za vzniku nezadoucich kom-
plexti, ¢imz snizuji koloidni stabilitu piva. V dusledku
téchto pozitivnich i negativnich vlivii na kvalitu je nyni
aktualnim problémem pivovarského primyslu nalezeni
cest ke stanoveni antioxidacnich vlastnosti a optimalizace
obsahu téchto latek. V tomto ¢lanku si autofi kladou za cil
shrnout metody znamé i z jinych obort’, které jsou pouzi-
telné i pro pivovarskou praxi a podélit se o své zkuSenosti
s aplikacemi né€kterych z nich v prostiedi pivovarské ana-
lytiky.

2. Rozdéleni metod

Metody stanoveni antioxida¢nich u¢inkli v pivo-
varskych materialech je mozno rozdélit do dvou zéklad-
nich skupin: i) na metody chemické a ir) fyzikélnis.

Chemické metody spocivaji nejcastéji v pouziti Cini-
del poskytujicich s volnymi kyslikovymi radikély barevné
produkty, jejichz vzniku naopak brani ve vzorku obsazené
antioxidanty. Intenzita zabarveni se méti nejcastéji spekt-
rofotometricky a rozdil v hodnotach absorbanci méfeného
a slepého vzorku pak udava obsah latek s antioxida¢nimi
ucinky. Je nutno podotknout, Ze srovnani hodnot poskyto-
vanych jednotlivymi metodami je velmi nesnadné, nebot’
jak antioxidanti, tak reaktivnich latek zplsobujicich oxi-
dacni zmeény je celd fada a prakticky zadna z metod neni
schopna obsahnout tento fakt v celé jeho $ifi.

Fyzikalni metody nesleduji bezprostiedné chemickou
reakci nebo zmény obsaht jednotlivych latek. Namisto
toho sleduji zmény fyzikalnich vlastnosti, které tyto proce-
sy provazeji.

V dalSim textu jsou metody fazeny podle jejich apli-
kacni frekvence v pivovarstvi.

2.1. Chemické metody
2.1.1. Metoda podle Kanedy’

DPPH, 1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl, je
stabilni volny radikal, ktery mizZe byt diky své struktufe
akceptorem atomu vodiku a prejit do formy stabilni dia-
magnetické molekuly. Intenzivni fialové zabarveni méfi-
telné pii 520 nm je zplsobeno neparovym elektronem na
dusiku hydrazylu. Pusobenim antioxidantli se intenzita
jeho zabarveni snizuje a méti se v minutovych intervalech
po dobu 10 minut. Vzhledem k tomu, Ze je sledovan uby-
tek latky, je mozno pouzit i detekci HPLC, kdy je sledova-
nou veli¢inou plocha pasu odpovidajici DPPH.

Pouzitelnost této metody v pivovarstvi byla autory
uspésné odzkousena a bylo provedeno srovnani s metodou
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Obr. 2. Srovnani vysledki metod zjist'ovani oxido-redukéni kapacity dle Kanedy (ORK) a celkové antioxida¢ni kapacity (TAS)

v zahrani¢nich hlavkovych chmelech; O ORK, O TAS

stanoveni celkového antioxidacniho stavu (TAS — Total
Antioxidation Status), uvedenou v kapitole 2.1.5.

Roztok DPPH (1,86 10™* mol 1) v ethanolu byl smi-
chén s acetatovym tlumivym roztokem (pH 4,3) v poméru
2:1. K 2,8 ml pracovniho roztoku DPPH bylo ptfidano
0,2 ml vzorku a ihned byla proméfena absorbance pfi
525 nm. Odbarvovani indikatoru pak bylo méfeno v 1 cm
sklenéné kyveté v minutovych intervalech po dobu 10 min
pri laboratorni teploté. Vysledky se vyjadiuji jako Ubytek
DPPH po 10 min v procentech.

Vysledky srovnani s metodou stanoveni TAS pro
rizné materidly jsou uvedeny na obrazcich 1 az 3. Byly
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stanoveny antioxida¢nich vlastnosti vyluhti 6 ceskych
a 8 zahrani¢nich chmel a 2 druhti chmelovych vyrobki
uvedenymi metodami. Tyto vyluhy byly pfipraveny pros-
tym povafenim 10 g vzorku v 400 ml vody pod zpétnym
chladi¢em na vodni lazni, naslednym doplnénim na objem
500 ml a filtraci pfes papirovy a membranovy filtr. Dale
byly stanoveny i antioxidacni vlastnosti jednotlivych mezi-
produktli vyroby piva. Je ziejmé, Ze obé metody poskytuji
srovnatelné vysledky. Uvedené hodnoty jsou primérem
z 5 stanoveni, pfi¢emz odchylka jednotlivych stanoveni se
u vSech uvadénych vysledkd pohybovala v rozmezi 0,1 az
0,2 mmol I"' u metody TAS, resp. 5-8 % u metody dle
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Obr. 3. Srovnani vysledkii metod zji§t’ovani oxido-redukéni kapacity (ORK) a celkové antioxida¢ni kapacity (TAS)

v meziproduktech vyroby 12 % svétlého piva; O ORK, O TAS

Kanedy. Mezi ¢eskymi odrudami Zatecky polorany Cerve-
fak dosahuje vyrazné nejvysSich hodnot. Nekteré odriidy
zahrani¢nich chmeld sice mohou v tomto sméru zateckému
chmelu konkurovat, zde je vSak nutno podotknout, Ze tyto
chmely maji ¢asto vyrazné vyssi obsah a-hotkych kyselin,
pfi vyrobé se jich proto davkuje méné a v pivu se proto
rozdily v dosazenych hodnotach antioxidacnich aktivit
vlivem davkovéni déle zvySuji. Chmelové vyrobky vyka-
zuji v podstaté stejné hodnoty antioxidacnich vlastnosti
jako hlavkovy chmel. Mirné zvyseni lze vysvétlit zkoncet-
rovanim aktivnich latek v procesech vyroby granulatu
respektive ethanolového extraktu, ktery je sice koncentra-
tem, ovSem pfipravuje se obvykle z odridd s niz§im obsa-
hem polyfenolickych latek a tudiz rozdil v hodnotach ne-
odpovida mife zkoncentrovani.

Na obr. 3 je mozno sledovat zmény antioxidacnich
vlastnosti v prib¢hu procesu vyroby piva. Ve sladiné jsou
hodnoty vysoké, v dasledku prestupu sladovych polyfeno-
It a reduktonii do sladiny. Oxida¢nimi reakcemi v prib&hu
chmelovaru se antioxidacni aktivita sniZzuje, ovSem prida-
vek dalsich polyfenolickych latek z chmele ji udrzuje na
hladiné srovnatelné se sladinou. Tak je tomu i v procesu
hlavniho kvaseni, kdy jsou do systému dodavany dalsi
latky s antioxida¢nimi ucinky spolu s kvasinkami. Filtraci
je cast latek sorbovanych na povrch kvasniéné buiiky od-
stranéna, nicmén¢ i po pomérné prudkém poklesu antioxi-
daéni aktivity se tyto hodnoty drzi na velmi vysoké trovni.

2.1.2. Metoda DCI (2,6-dichlorfenolindofenolova) —
metoda MEBAK 7.15.1
Tato metoda’ je standardni metodou podporovanou
MEBAK (Mitteleuropdische Brautechnische Analysen-
kommission). Principem je reakce 2,6-dichlorfenol-
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indofenolu s endiolovou skupinou polyfenolti za vzniku
bezbarvych dioxosloucenin. Tato zména zbarveni je stano-
vitelna spektrofotometricky; v ptipadech, kdy neni mozno
optickych metod pouzit (tmavéa piva, kvasnicova piva), se
pouziva kombinace s voltametrickou detekci®. Vysledky
jsou vyjadifovany jako ekvivalenty mnozstvi kyseliny L-
askorbové, ktera slouzi jako standard.

2.1.3. Stanoveni redukcni sily 2,2 °-bipyridylem

Tato metoda, rozpracovand Chaponem’, je zaloZena
na reakci zelezitych iontd s 2,2’-bipyridylem. Vznikly
komplex je silnym oxida¢nim ¢inidlem a reakci se Sirokou
skupinou redukujicich latek se méni z bezbarvé oxidované
formy na Cervenou, redukovanou. Tuto zménu lze méfit
spektrofotometricky pti 510 nm po tfiminutové prodleve.

2.1.4. Stanoveni cisla kyseliny thiobarbiturové (TBA)
Kyselina thiobarbiturova poskytuje reakci s karbo-
nylovymi slougeninami fadu barevnych produkti'®. Reakci
s pivem vznikd pfevazné zluté zbarveni absorbujici pfi
455 nm a Cervené absorbujici pti 530 nm. ZvySenim kyse-
losti, teploty a doby reakce se tvorba obou barevnych pro-
duktd vyznamné zvySuje. Reakce se provadi smichanim
roztoku TBA ve smési isopropylalkoholu a vody
s odplynénym pivem, nésleduje inkubace pii 60 °C po dobu
30 min a nasledné se zméti absorbance pii 455 a 530 nm
proti slepému pokusu. Vysledkem jsou dv& hodnoty absor-
bance, oznacované jako €islo kyseliny thiobarbiturové.

2.1.5. Stanoveni celkového antioxidacniho stavu

Tato metoda'' byla doposud hojné vyuzivana
v medicinské praxi, zejména pfi stanovovani antioxidac-
nich vlastnosti v krvi a séru. Nejcastéji je pouzivana ko-
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mercni souprava fy RANDOX, ovSsem v posledni dobé
byly vyvinuty nové postupy za pouZiti automatickych
spektrofotometrl, poskytujici srovnatelné vysledky spolu
s fadou vyhod'%.

Metoda za pouziti komercni soupravy spociva
v reakci methmyoglobinu s peroxidem vodiku za tvorby
radikalu ferrylmyoglobinu. Uvedeny radikal reaguje
s 2,2’-azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonatem)
(ABTS) v substratu a vytvafi radikal-kation ABTS" mod-
rozelené barvy. Antioxidanty v systému zabraiuji tvorbé
ABTS: v mife odpovidajici jejich koncentraci. Reakce
probiha pfi 37 °C, méii se pii vinové délce 600 nm.

HX-Fe + H,0, - X-(Fe'Y = 0) + H,0

ABTS + X-(Fe" = 0) - ABTSe + HX-Fe'

HX-Fe'"

X-(Fe'V = 0)

V 1 cm kyvetach byly pfesné 1 min po smichani
a promichani méteny absorbance A;kontrolniho vzorku
(20 pl redukujici vody a 1 ml chromogenu), standardu
(20 ul 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxy-
lové kyseliny a 1 ml chromogenu). Poté bylo do vSech
kyvet piidano 200 ul (250 pmol 17") peroxidu vodiku. Po
promichani je za 3 minuty opét méfena absorbance A,.
Celkova antioxidaéni kapacita TAS v mmol 1™ se vypoéte
ze vztahu:

methmyoglobin
ferrylmyoglobin

TAS = [koncentrace standardu/(AAyentromni vzorek — AAstandard) ] X
X (AAkonlmlm' vzorek — AIA‘Vzorek) (mm()l 1_1 vzorku)

kde AAkontrolm' vzorek — AAl kontrolni vzorek — A1A2 kontrolni vzorek
AAstzmdarda = AAI standard ™ AA2 standard

AIA‘Vzerek = AAI vzorek — A1A2 vzorek

2.1.6. Metoda ABTS-TROLOX

Zékladem metody" je stejné jako u metody TAS ge-
nerovani radikalového kationtu ABTS" (2,2’-azinobis(3-
-ethylbenzothiazolin-6-sulfonat)). Zde je vSak méfena
relativni zhaSeci schopnost antioxidantl ve srovnani
s 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylovou
kyselinou (TROLOX). Relativni antioxidacni aktivita je
definovéna jako koncentrace TROLOXu se stejnou antio-
xidac¢ni aktivitou, jako ma 1mM koncentrace stanovované-
ho vzorku. V praxi se jako zdroj peroxidového radikéalu
pouziva 2,2’-azobis(2-amidinopropan)dihydrochlorid
(AAPH), jehoz smés s ABTS se inkubuje v acetatovém
pufru o pH 4,3 pii 45 °C po dobu 60 min. Po ochlazeni
a pfidani vzorku, resp. pufru v pfipad€ slepého vzorku, se
po 25 min méii absorbance pii 734 nm. Tato tzv. hodnota
TRAP (total reactive antioxidant potential) je v pivovarstvi
povazovana za odpovidajici indikator antioxida¢nich tic¢in-
k@ vyhradné polyfenolickych latek.

TRAP (mM) = (szorku - Aslep)/ (Astandard7 Aslep) X Cstandard
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2.1.7. Metoda spoluoxidace f-karotenu
v linoledtovém modelovém systému

Tato metoda byla adaptovéana pro potieby pivovarstvi
Goupym'*. B-Karoten je diky systému dvojnych vazeb ve
svém fetézci vybornym pohlcovacem radikalt. Je ptidavan
do vzorku a spolu s nim podroben oxidaci. Métenou veli-
¢inou je pokles absorbance B-karotenu pti 470 nm za a bez
pfitomnosti antioxidanti ze vzorku. Antioxida¢ni vlastnos-
ti jsou vyjadreny jako procenta inhibice oxidace B-karo-
tenu.

2.1.8. Inhibice lipoxygenasové aktivity

Metoda inhibice lipoxygenasové aktivity'® se pouziva
pro urceni antioxidanich schopnosti zejména
v jeCmennych a sladovych extraktech. Lipoxygenasova
aktivita se bézné vyjadfuje v nanomolech spotfebovaného
kysliku za sekundu (nkat). Antioxidacni kapacita byva pak
stejné jako v predchozim piipadé vyjadiovana v procen-
tech inhibice v porovnani se srovnavacim vzorkem. Dalsi
metody (stanoveni hydroxylového a superoxidového radi-
kalu'®, autooxidace methyllinoleétu”, metoda redukce
jodu'®) jsou pouzivany spise okrajové.

2.2. Fyzikdlni metody

2.2.1. Elektronova spinova rezonance (ESR)

Tato v posledni dob¢ velmi oblibena metoda je schop-
na urcit pfitomnost iontd, které obsahuji neparové elektro-
ny, a je proto vhodna pro stanoveni volnych kyslikovych
radikald, ptipadné jejich komplext s nékterymi kovovymi
ionty. Uchida a Ono'® vyvinuli metodu pro stanoveni en-
dogenni antioxidacni aktivity piva. Tato technika umoznila
1 predikci chutové stability piva. Volné radikély byly dete-
govany béhem uméle navozeného oxidacniho testu pti 60 °©
C 59,5 ml vzduchu v prostoru hrdla ldhve. Pouzita byla
metoda spinové pasti spolu s ESR. Jako spinova ¢inidla
byl pouzit N-terc-butyl-a-fenylnitron a 2,2-dimethyl-3,4-
-dihydro-2H-pyrrol-1-oxid (DMPO). Byl prokazan fakt, ze
k tvorbé hydroxylového radikdlu nedochézi ihned po zapo-
Ceti testu, ale az po ur€itém casovém posunu. Tento Cas
pak muze byt vyuzit jako indikator endogenni antioxida¢ni
aktivity vzorku piva. Dalsi sledovanou veli¢inou je ¢so,
coz je odezva po 150 min, ktera je pfimo imérnd koncent-
raci hydroxylovych radikalll ve vzorku.

Pozdgjsi prace'’ se vénovaly vyuziti metody pro sta-
noveni antioxidacnich vlastnosti jednotlivych skupin latek
obsazenych v pivu. Nepotvrdily vSak vyrazné antioxidacni
vlastnosti latek ze skupiny polyfenolt, vétsi vyznam pii-
kladaji 1atkdm na bazi siry.

Moznému vyuziti kombinace ESR a nékterych che-
mickych metod pro predpovéd chutové stability piv se
vénoval Franz”’, ktery zjistil zajimavé korelace mezi sen-
zorickym starnutim a technologickymi podminkami pfi
vyrob¢ mladiny.
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2.2.2. Stanoveni redox potencialu

Poprvé bylo stanoveni redox potencidlu® v pivo-
varském pramyslu pouzito jiz ve tficatych letech minulého
stoleti. Postupem Casu byla opusténa cesta kolorimetrické
detekce a vyzkum se soustiedil vyhradné na elektroche-
mické stanoveni rH (redox potencialu vztazenému ke stan-
dardni vodikové elektrod€). Postupem Casu byly urceny tfi
skupiny latek, které rozhodujici mérou ovliviiuji hodnotu
redox potencialu v pivovarském procesu.
rozpustény kyslik (hodnota rH je linearn€ zavisla na
jeho koncentraci),
tézké kovy a jejich komplexy (zejména Zelezo a méd’),
latky povahy reduktonti.
Bylo rovnéz prokazano, ze méfené potencialy vyja-
diuji pouze okamzity oxidacné-redukéni vliv zmifiovanych
latek ve vzorku, a Ze tedy tyto hodnoty nemohou byt pou-
zity pro kvantifikaci obecnych antioxidacnich vlastnosti
vzorku, nebot’ na ném se podileji 1 dalsi, elektrochemicky
neaktivni latky. Dalsi vyzkum se proto omezil na optimali-
zaci pouzivanych systému s tim, Ze sledovéani redox poten-
ciali bude mit pouze informativni charakter a bude pouzi-
vano jako zpusob sledovani obsahu rozpusténého kysliku.

2.2.3. Chemiluminiscence

Japoniti autofi Kaneda® a Kobayashi®® zkoumali
rovnéz pouziti chemiluminiscence jako metody pro stano-
veni intenzity oxidace lipidi. Bylo vyzkouseno vice lumi-
niscencnich ¢inidel, z nichz se nejvice osvédcil 5-amino-
2,3-dihydro-1,4-ftalazindion (isoluminol) a 6-fenyl-2-
-methyl-3,7-dihydroimidazo[1,2-a] pyrazin-3-on, coZ je
analog luciferinu. Bylo zjiSt¢no, Ze rozhodujici vliv na
intenzitu oxidace lipidi ma jednak teplota, kdy bylo dosa-
zeno nejveEtsi intenzity luminiscence pii teplotach okolo 65
°C, jednak intenzita michani. To odpovida podminkam,
které jsou bézné pti rmutovani, které bylo jiz diive pova-
zovano za kriticky krok z hlediska oxidace lipidovych
slozek pfi pfipravé mladiny.

Jejich prace rozvinul Walters'®, jehoZ postup je zalo-
zen na reakci luminolu s peroxidem vodiku za pfitomnosti
zesilovace (1,1,4,7,7-diethylentriaminpentaoctova kyseli-
na), kterd produkuje zablesk svétla, staly po dobu 30 s.
Pritomnost antioxidantu pak zpisobuje zhaseni luminis-
cence a pokles intenzity signélu.

Srovnani antioxida¢nich vlastnosti metodou chemilu-
miniscence v pivu a viné se vénovali italsti autori*, ktefi
zaroven ovérili pro tyto napoje vztahy mezi antioxida¢nimi
vlastnostmi zjiSténymi touto metodou a obsahem polyfe-
nolickych slozek.

2.2.4. Stanoveni oxidacnich zmén pomoci **O

Rada autori, jmenovité Collin®>, Noel®® a Lermu-
sieau’’ se v poslednich letech zabyvalo moZnostmi pouziti
isotopu kysliku '®0 pro uréeni oxida¢nich zmén probihaji-
cich béhem skladovani piva. Do prostoru hrdla lahve je
vstiiknuto ur¢ité mnozstvi isotopu, pivo v lahvi je podro-
beno starnuti po dobu nékolika mésict pfi pokojové teplo-
té a potom je pivo analyzovano metodou GC-MS. Pritom
nebylo prokazano zvySené mnozstvi isotopu v molekulach

188

Referaty

(E)-non-2-enalu, coz indikuje, ze vétSina karbonylovych
slou¢enin nevzniké oxida¢nimi zménami lipidovych slozek
beéhem skladovani piva.

3. Zavér

Velky zajem, ktery se v poslednich letech soustfed’uje
na otazku antioxidacnich vlastnosti riznych latek jak
v tadach laické vefejnosti, tak i potravinaiskych odborni-
kt, ma za nasledek nutnost vytvoreni spolehlivych metod
pro stanoveni jak obsahu téchto latek, tak i ucinkd, které
jejich pritomnost v potravindch navozuje. V pivovarské
technologii je k témto aspektim nutno ptidat i fakt, ze
oxidacni reakce v celém procesu vyroby piva maji za na-
sledek zasadni ovlivnéni organoleptickych vlastnosti pro-
duktu. Proto patii pivovarsti analytici k nejaktivnéjSim co
do snahy optimalizovat dostupné metody pro jejich potie-
by tak, aby byla ziskana metoda co nejsife pouzitelna,
rychla a zaroven presna. Uvedeny piehled metod je vybé-
rem téch, které jiz byly v pivovarstvi odzkouSeny a jsou ve
vetsi ¢1 mensi mife pouzivany. Také jsou srovnavany hod-
noty ziskané za pouziti dvou z téchto metod a spolu s tim
jsou ovéfovany i specifické vlastnosti chmele odridy za-
tecky polorany cervenak. Pozornost byla také vénovana
zménam profilu antioxidac¢ni aktivity v prubéhu procesu
vyroby piva s ohledem na kritické body, ve kterych docha-
zi k nejvétsimu oxidacnimu zatizeni produktu.

Tato prace je soucasti reSeni vyzkumného centra
IM6215648902.
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CENA MERCK

SoutéZ o nejlepsi studentskou védeckou praci
v oboru analyticka chemie ,,0 cenu firmy
Merck* 2006

Ve dnech 30. az 31. ledna 2006 se uskutecnil jiz
9. ro¢nik soutéze mladych analytickych chemiki ,,O cenu
firmy Merck®”. Tuto soutéZ letos organizovala Katedra
analytické chemie Prirodovédecké fakulty Univerzity Pa-
lackého v Olomouci ve spolupraci s Odbornou skupinou
analytické chemie Ceské spole¢nosti chemické za podpory
firem Merck, s.r.o., Praha, BorsodChem MCHZ, s.r.o0.,
Ostrava, Linde Technoplyn a.s., Praha a Hanacka kyselka,
s.r.0., Horni Mosténice. Rekordni pocet 22 ucastniki, véet-
né tii zastupcl ze Slovenska, si kromé odborného progra-
mu vychutnal exkurzi na olomouckou radnici, zahral bow-
ling, zjistil, ¢im se zabyvaji pracovnici Katedry analytické
chemie PfF UP ¢i zatancoval a zazpival na pratelském
posezeni s rautem v Menze UP v Netedin€.

Druhy den pak méla porota nelehky kol vybrat prace
nejlepsi z dvaadvaceti velice kvalitnich a vyrovnanych
praci. Prvni misto ziskal Pavel Rezanka z Ustavu analytic-
ké chemie Fakulty chemického inzenyrstvi Vysoké skoly
chemicko-technologické v Praze s praci ,,Interakce modifi-
kovanych zlatych nanocastic s nukleotidy”. Druhé misto
obsadil Vojtéch Adam z Katedry analytické chemie Ptiro-

ap

Vitezové soutéze ,,O cenu firmy Merck™ 2006, zleva: Voj-
tech Adam, Pavel Rezanka, manazerka prodeje firmy Merck
Ing. Lenka Ungrmanovd, Renata Myjavcova, Magdalena Megova

Hromadna fotografie uicastnikii, porotcii a organizatorii soutéze
,, O cenu firmy Merck* 2006

dovédecké fakulty Masarykovy Univerzity v Brné s praci
,.Elektrochemické techniky v nddorové diagnostice* a treti
misto shodné ziskaly studentky Katedry analytické chemie
Piirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci
Magdalena Megova s praci ,,Pfiprava a studium liposomi
a jejich vyuziti jako modelti biomembran“ a Renata My-
javcova s praci ,,Analyza chinolinl v cigaretovém koufi‘.
Zvlastni cenu Univerzity Palackého, kterou osobné preda-
val d&kan Ptirodovédecké fakulty prof. Sev¢ik, pak ziskala
Anténia Gyongyova ze Slovenské Technické Univerzity
v Bratislavé za praci ,,Indentifikacia prchavych latok vo
vzorkach slovenskych brandy*. Pavel Rezanka a Magdale-
na Megova si jesté odnesli i ocenéni za nejlepsi praci hod-
nocenou piimo soutézicimi.

Fotografie z celého prib&hu soutéze, vysledky a dalsi
informace je mozné najit na internetovych strankach http://
ach.upol.cz/soutez. Organizétofi vEfi, Ze se alesponi Castec-
n¢ podafilo naplnit mySlenku, Ze jiz samotna Gcast v této
soutézi je vyhrou, a ze si vSichni Gcastnici odnesli spoustu
zajimavych néapadd, idei a moznosti spoluprace, protoze
dnesni védecka prace neni véci jednotlivei, ale kooperuji-
cich tymd. Na zavér nezbyva nez podotknout, Ze jubilejni
10. ro¢nik této soutéze se uskutecni za rok na Vysoké sko-
le chemicko-technologické v Praze a poprat nasim mladym
veédciim hodné uspéchu v dalsi praci.

Jan Petr, Vaclav Ranc a Vitézslav Maier
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DERIVATIZACE AMINOKYSELIN,
PEPTIDU A PROTEINU PRO LASEREM
INDUKOVANOU FLUORESCENCNI
DETEKCI V KAPILARNI ELEKTRO-
FOREZE

MARKETA RYVOLOVA*, PETR TABORSKY,
PATRIK VRABEL, JOSEF HAVEL a JAN
PREISLER

Katedra analytické chemie, Prirodovédecka fakulta Masa-
ryvkovy univerzity v Brné, Kotlarska 2, 611 37 Brno
preisler@chemi.muni.cz

Doslo 27.5.05, ptepracovano 13.12.05, ptijato 27.12.05.

Kli¢ova slova: fluorescenéni detekce, rhodamin B isothio-
kyanat, derivatizace, kapilarni elektroforéza, laser

Uvod

Kapilarni elektroforéza je elektromigracni separacni
metoda vyuzitelna pro Siroké spektrum analyti — od jedno-
duchych anorganickych iontd' aZ po slozité biomoleku-
Iy**. Mezi nejvétsi vyhody této metody patii predevsim
jeji vysoka ucinnost, nizka spoteba chemikalii, davkova-
nych vzork a kratké casy analyz. Lze ji navic spojit
s mnoha druhy detektorli; mezi bézn¢ pouzivané patii
napt. UV/VIS absorpéni detektor®’, elektrochemicky®’,
vodivostni® a MS detektor”'’. K nejcitlivéj§im zpiisobiim
detekce viibec nalezi laserem indukovana fluorescencni
(LIF) detekee' 2,

LIF detekce v kombinaci s kapilarni zébnovou elektro-
forézou (CZE) umoziuje dosazeni extrémné nizkych de-
tekénich limitd, pohybujicich se aZ na urovni jednotlivych
molekul*™'®. Moznost vyuziti této metody je ale vyrazné
omezena fluorescencénimi vlastnostmi jednotlivych analyti
v kombinaci s pouzitym zdrojem budiciho zéafeni. U biolo-
gicky aktivnich latek, jako jsou napf. aminokyseliny, pep-
tidy nebo proteiny, které vykazuji ptirozenou fluorescenci
pouze v UV oblasti spektra, 1ze pro buzeni jejich nativni
fluorescence vyuzit napt. Ar’ laser s pfechodem pti 275,4
nm (cit.'""), neodymem dopovany granatovy (Nd:YAG)
laser s vlnovou délkou 266 nm (cit."”) a dal3i.

Pokud analyt nemd vhodné spektralni vlastnosti, aby
bylo mozné sledovat jeho pfirozenou fluorescenci nebo
vyZzaduje pouZiti ndkladného UV laseru, lze jej modifiko-
vat a zaclenit do jeho struktury fluorofor, jehoz fluorescen-
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ce se deteguje. Casté je pouziti derivatizaénich barviv vy-
kazujicich fluorescenci ve viditelné oblasti spektra, kde
existuje Siroka skala laserti vyuzitelnych jako zdroje exci-
ta¢niho zafeni. Pro LIF se kromé& riznych piechoddi Ar"
laseru s nejpouzivan&jsim piechodem 488 nm (cit.'™),
vhodnym pro excitaci fluoresceinu, a He-Ne laseru, vyuZzi-
va také celd tfada pevnolatkovych, resp. diodovych lasert,
které¢ se diky nizké cené a snadné dostupnosti dockaly
velikého rozsiteni. Prikladem relativné dostupného pevno-
latkového laseru je diodové pumpovany Nd:YAG laser
s nasobenou frekvenci emitujici zafeni o vlnové délce
532 nm (cit.").

Pro derivatizaci aminoskupin peptidl (resp. proteint)
jsou nejvhodnéjsi dvé skupiny derivatizacnich Ccinidel;
isothiokyanaty a sukcinimidylestery. Jejich reakci
s aminoskupinou analytu vznik4 z isothiokyanatu derivat
thiomocoviny nebo ze sukcinimidylesteru peptidova vaz-
ba. Reakce je velmi zavisld na pH, protoze aminoskupina
analytu musi byt deprotonovana, coz pti derivatizaci N-
koncovych aminoskupin vyzaduje pH alesponn 7,5 a pfi
derivatizaci e-aminoskupiny lysinu pH 8-10 (cit.*%).

Jak jiz bylo feceno, je mozno kapilarni elektroforézou
s laserem indukovanou fluorescen¢ni detekci dosdhnout
velmi nizkych mezi detekce, ale ve vétsing pripadi jsou
tyto hodnoty zjiStény analyzou derivatu, ktery byl pfipra-
ven v daleko vyssi koncentraci (fadové pM) a nasledné
zfedén'*?!. Takto ziskané meze detekce maji vyznam
v mnoha metodach odvozenych od luminiscen¢ni spektro-
skopie (fluorescen¢ni imunoanalyza, fluorescenéni rezo-
nan¢ni energeticky pfenos, prutokova cytometrie, atd.), ale
pokud jde o pfimou derivatizaci vzorkd o nizkych koncen-
tracich, jsou dosazené meze detekce vyrazn€ horsi, protoze
reakce zdaleka neprobih4 kvantitativng®.

Cilem této prace bylo najit vhodny postup derivatiza-
ce aminoskupin biomolekul a jejich nasledné detekce me-
todou LIF, ovéfit jej a zjistit realné meze detekce pro pri-
padné vyuziti v praxi.

Experimentalni ¢ast
Chemikdalie a ¢inidla

Rhodamin B, rhodamin B-isothiokyanat (RBITC),
isoleucin, glutamova kyselina, lidsky angiotensin I a bra-
dykinin (vSe Sigma Aldrich, Némecko); hovézi insulin
(USB, USA); citronova kyselina a hydrogenfosfore¢nan
sodny (Lachema, Ceska republika); aceton a methanol
(Scharlau, Némecko). VSechny pouZité chemikélie byly
Cistoty p.a. Voda byla redestilovana v kiemenné aparatuie
firmy Heraeus (Némecko).

* Markéta Ryvolova ziskala 1. misto v soutézi O cenu firmy Merck 2005 za nejlepsi studentskou védeckou praci v oboru

analytické chemie



Chem. Listy 100, 191-195 (2006)

Kapilarni elektroforéza s laserem
indukovanou fluorescenc¢ni detekci

Experimenty byly provedeny na pfistroji pro kapilarni
elektroforézu s laserem indukovanou fluorescenéni detekei
sestrojeném na Katedie analytické chemie P¥F MU Brno'’.
Zdrojem excitacniho zafeni byl Nd:YAG laser
s nasobenou frekvenci (532 nm) a vykonem 5 mW; model
DPGL-3005F vyrobeny firmou Casix (Cina). Laserovy
paprsek byl sklenénou cockou dodanou firmou Edmund
Scientific (USA) s ohniskovou vzdalenosti 10 mm za-
ostfen do stfedu kifemenné kapilary vyrobené firmou Poly-
micro Technologies (USA). Vnitini praimér kapilary byl
50 pm, vnéjsi pramér byl 375 pm, efektivni délka 30 cm a
celkova délka 37 cm. Fluorescence analytu byla objekti-
vem mikroskopu s Sedesatindsobnym zvétSenim, rovnéz od
spole¢nosti Edmund Scientific (USA), smérovana na foto-
nasobi¢ model R6356 od firmy Hamamatsu Photonics
(Japonsko). Rozptylené laserové zateni bylo eliminovéano
pouzitim stinitek a optickych filtr s transmitanci v oblasti
560—660 nm dodanych spolecnosti Edmund Scientific
Optics (USA). Signal z fotonasobice byl 16 bitovym A/D
pfevodnikem digitalizovan a vyhodnocen pocitacem. Frek-
vence ukladani dat byla 4 Hz. Systém byl ovladan progra-
mem vytvofenym v prostiedi LabVIEW v. 6.0 dodanym
firmou National Instruments (USA), data byla zpracovana
v programu MS Excel 2000 spolecnosti Microsoft (USA)

Vysledky a diskuse
Meze detekce

Proméfenim excitanich a emisnich spekter nékolika
rhodaminovych barviv (thodamin B, rhodamin 6G, rhoda-
min 123 a rthodamin B-isothiokyanat) bylo zjiSténo, ze pfi
pouziti optickych filtrt,, popsanych v instrumentalni ¢asti,
mé v kyselém prostiedi (0,02 mol I”' citronovéa kyselina
v 10% MeOH, pH 2,1) nejvhodnéjsi spektralni vlastnosti
rhodamin 6G a v alkalickém prostiedi (0,02 mol 1" fosfo-
re¢nan v 10% MeOH; pH 10) rhodamin B (cit.”*). Vzhle-
dem k pfedpokladanym reakénim a separacnim podmin-
kam byl pro méfeni meze detekce zvolen rhodamin B.
Roztok barviva o koncentraci 1.107'? mol I"' v separa¢nim
elektrolytu (0,02 mol I"" fosfore¢nan v 10% MeOH; pH
10) byl analyzovan kapilarni elektroforézou s laserem in-
dukovanou fluorescenéni detekci (CE LIF). Davkovani
vzorku probéhlo bud” hydrodynamicky po dobu ¢ =30 s pfi
rozdilu vysky hladin elektrolytu ve vialkdch na koncich
kapilary Ak = 2 c¢cm nebo elektromigra¢né pii napéti U =
5kV (¢= 10 s). Separacni napéti bylo 10 kV.

Z elektroferogramu rhodaminu B dévkovaného hyd-
rodynamicky byla z trojnasobku smérodatné odchylky sta
hodnot Sumu (25 s v blizkosti piku) vypoctena mez detek-
ce 2.10 "  mol I,

Za stejnych podminek probéhlo i ur¢eni meze detekce
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Obr. 1. Elektroferogram rhodamin B-isothiokyanatu (1. 107"
mol 1Y), hydrodynamické davkovani (Ah = 2 cm, ¢ = 30 s), sepa-
raéni napéti: 10 kV, separaéni elektrolyt: 0,02 mol 1" fosfore¢nan
v 10% MeOH; pH 10

isothiokyanatu rhodaminu B. Koncentrace davkovaného
roztoku byla 1.107"" molI”'. Vypoétem byla stanovena
mez detekce tohoto barviva na 4.107'% mol I"' (obr. 1).
Podobné vysledky byly ziskany i pro elektromigrac¢ni dav-
kovani.

Derivatizace aminokyselin

V literatufe bylo publikovano nékolik derivatiza¢nich
postupii’®** 7 na zaklad& kterych byl navrzen a optimali-
zovéan postup poskytujici nejvyssi vyté€zek reakce a také
nejvyssi signal analyzovanych derivati. Jako vychozi latky
pro derivatizaci byly pro svou strukturni jednoduchost
vybrany aminokyseliny. Protoze je pro prubéh reakce nut-
né, aby aminoskupina byla deprotonovana, probihala mo-
difikace v alkalickém prostfedi. Byla pfipravena smés
aminokyselin (isoleucinu a glutamové kyseliny) ve fosfo-
re¢nanu (0,02 mol I™'; pH 10); koncentrace kazdé z amino-
kyselin ve smési byla 1. 10 mol 1", 50 ul této smési bylo
derivatizovano 50 pl roztoku ¢inidla RBITC o koncentraci
2,10 mol I"' v acetonu. Smés byla inkubovana pii 50 °C
po dobu 5 h (cit.**). Pred analyzou byla smés fedéna separad-
nim elektrolytem (0,02 mol I"' fosfore¢nan s 10% MeOH; pH
10) 1:1000. Davkovano bylo elektromigracné (¢ = 10 s,
U =5 kV) a separacni napéti bylo 10 kV.

Na obr. 2 jsou vidét jak piky modifikovanych amino-
kyselin, tak i vyrazny pik nezreagovaného barviva. Dvo-
dem vzniku vice produkti, jak je patrné zejména u deriva-
tu glutamové kyseliny, je pouzité Cinidlo, které je smési
dvou isomert (5- a 6- RBITC). Z isoleucinu vznikaji prav-
dépodobné také dva derivaty, které vSak od sebe nejsou
oddéleny. Pfi derivatizaci malych aminosloucenin se tedy
miiZze negativné projevit nizka kvalita ¢inidla; dle naSich
zkuSenosti se 1ze s necistotami v Cinidle nebo s jeho vice
formami setkat i u tzv. chromatograficky cCistych ¢inidel.

Pokud vyjdeme ze zjednodusujiciho ptedpokladu, ze
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Obr. 2. Separace aminokyselin derivatizovanych rhodamin
B-isothiokyanitem (5. 10~ mol 1), elektromigra¢ni davkovani
(U=5kV, t=10 s), separa¢ni napéti: 10 kV, separacni elektro-
lyt: 0,02 mol I"" fosforeénan v 10% MeOH; pH 10

intenzita fluorescence RBITC se po navazani na aminoky-
selinu vyrazné nezméni, lze z poméru ploch jednotlivych
pikd usoudit, Ze asi 60 % cinidla ziistalo nezreagovano
a pfiblizn€ 40 % je ve smési pfitomno ve formé derivatu.
Rozdilnou velikost plochy pikl derivati isoleucinu a glu-
tamové kyseliny Ize vysvétlit riznou reaktivitou aminoky-
selin s RBITC; derivatizace isoleucinu tedy probiha snaze.

Derivatizace peptidi

Dalsim krokem byla derivatizace a separace peptidu,
ktera probihala podle stejného postupu a ve stejném sepa-
racnim pufru jako modifikace aminokyselin. Jako modelo-
vé vzorky byly vybrany lidsky angiotensin I a bradykinin.
Bylo derivatizovano 50 pl smési peptidi ve fosfore¢nanu
(koncentrace jednotlivich peptida byly 5.107 mol ™)

600
1, a.u.
450 RBITC
\ RBITC-
3007 lidsky angiotensin

RBITC-bradykinin

1501 \

0 60 120 180 240 300

Obr. 3. Separace peptidii derivatizovanych rhodamin B-
isothiokyanatem (2,5.10° mol I'"), elektromigra¢ni davkovéni (U
=5 kV, t = 10 s), separacni napéti: 10 kV, separacni elektrolyt:
0,02 mol 1" fosfore¢nan v 10% MeOH; pH 10
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roztokem 50 ul barviva o koncentraci 2.10™* mol 1™
v acetonu. Smés byla pfed separaci fedéna v pomeéru
1:1000.

Z obr. 3 je patrné, Ze CZE LIF lze vyuzit k rychlému
a citlivému stanoveni téchto peptidii diky jejich rozdilnym
migracnim ¢astim. Rozdil v migraci zplisobuje asparagova
kyselina, pfitomna ve struktufe angiotensinu, jejiz bocni
fetézec s disociovanou karboxylovou skupinou vnasi do
molekuly RBITC-angiotensinu navic jeden zaporny naboj.
V porovnani s aminokyselinami neni pozorovano zadné
Stépeni pikd derivatd, coz lze vysvétlit tim, Ze v tomto
pfipadé je pro rychlost migrace urcujici spise velikost mo-
lekuly peptidu a nikoli molekuly ¢inidla, jak tomu bylo
u aminokyselin.

Derivatizace insulinu

Pro derivatizaci proteini byl jako jeden z mensich
a jednodussich vybran hovézi insulin. Pro modifikaci byl
pouzit stejny postup jako v predchozich piipadech. 50 pl
insulinu o koncentraci 1. 10~ mol I"' bylo modifikovano
50 ul RBITC o koncentraci 2. 107 mol "', Smés byla
fedéna 1000x. Separacni U¢innost CZE proteinli sniZuje
predevsim jejich sorpce na sténu kapilary. Tento jev je
omezen napf. pii extrémnich hodnotach pH (cit.***). Proto
byly vtéto praci testovany moznosti separace jak
v alkalickém, tak v kyselém separaénim elektrolytu.
V alkalické oblasti byl pouzit opét fosforeCnanovy pufr
(0,02 mol "' v 10% MeOH) o pH 10 a v kyselé oblasti byl
testovan citratovy pufr (0,04 mol I”' v 10% MeOH) o pH
2,6. Separacni napéti bylo pro fosforeénan 10 a pro citrat
15 kV. Elektroferogramy obou separaci ukazuji obr. 4 a 5.
Je patrné, ze vznikd vice produktli, coZ je pravdépodobné
zpusobeno predev§sim pfitomnosti vice vazebnych mist
v molekule insulinu. Ten se sklada ze 2 fetézci spojenych
disulfidovymi mistky a navic obsahuje lysin, takze ma
teoreticky tfi mozna vazebna mista. Soucasné se mize
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Obr. 4. Separace insulinu derivatizovaného rhodamin B-
isothiokyanatem v alkalickém prostiedi (5. 10 mol I™"), elek-
tromigraéni davkovani (U = 5 kV, ¢ = 10 s), separa¢ni napéti: 10
kV, separacni elektrolyt: 0,02 mol I"! fosforednan v 10% MeOH;
pH 10
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Obr. 5. Separace insulinu derivatizovaného rhodamin B-
isothiokyanatem v kyselém prostiedi (5.10° mol "), elektro-
migracni davkovani (U = 5 kV, ¢t = 10 s), separacni napéti:
15 kV, separacni elektrolyt: 0,04 mol I"'citronova kyselina v 10%
MeOH; pH 2,6

insulin rozpadat, pripadné agregovat, coz je jednim
z diivodt sniZeni citlivosti analyzy. Z obr. 5 je také vidét,
ze v kyselém prostiedi se cinidlo rozpada daleko vice,
v ditsledku cehoz je elektroferogram mnohem kompliko-
vangjsi.

Srovnani mezi detekce

Jak jiz bylo feceno, lze mez detekce derivatizacni
reakce urcit dvéma zplsoby. Jednim z nich je derivatizace
koncentrovaného roztoku vzorku a jeho nasledné fedéni.
Druhym zplisobem je pfimé derivatizace vzorki o nizkych
koncentracich. Tento zplsob je z analytického hlediska
vyznamnéjsi pfedev§im pro analyzu redlnych vzorki, ale
takto zji§téné meze detekce jsou o nékolik fadu vyssi. Je
to pravdépodobné zpiisobeno zejména rychlosti derivati-
zacni reakce, ktera je ve vysSich koncentracich daleko
vyssi a poskytuje tedy mnohem vyssi vytézek. V tabulce |
je uvedeno srovnani téchto dvou pfistupi. Hodnoty ozna-
¢ené jako LOD; jsou meze detekce, vypoctené
z trojnasobku smérodatné odchylky sta hodnot Sumu
v okoli piku (25 s), pro roztoky derivatizované pii vyso-
kych koncentracich (~10™mol 1) a nasledné fedéné na
koncentraci vhodnou pro analyzu (~107® mol 17"). Jako

v

které se podatilo derivatizovat. Je vidét, Ze se tyto hodnoty

Tabulka I

Srovnani mezi detekce dosazenych fedénim koncentrova-
ného derivatu (LOD,) a dosazenych piimou derivatizaci
(LODy)

Latka LOD;[mol1']  LOD,[mol I"']
RBITC 4.10" -
Aminokyseliny 4.107"° 5.107°
Peptidy 1.107"° 1.107
Insulin 1.107° 5.107

Cena Merck

lisi 0 2 az 3 tady. Také je patrné, ze ¢im jednodussi je mo-
lekula derivatizovaného analytu, tim niZ§ich mezi detekce
je mozné doséhnout.

Zavér

V této préci byla charakterizovana citlivost sestavy CE
LIF s Nd:YAG laserem (A = 532 nm), jejiz mez detekce pro
rthodamin B-isothiokyanat byla stanovena na 4 . 10™> mol I”".
Soucasné byl vybran a ovéfen postup pro derivatizaci ami-
nokyselin, peptidii a insulinu. Separace biomolekul byla
provedena v alkalickém prostfedi a pro insulin také v pro-
stiedi kyselém. Bylo potvrzeno, ze vzorky o vysSich kon-
centracich lze derivatizovat s vy$Sim vytézkem, ktery se
pohybuje kolem 50 %. Mez detekce ziskana fedénim kon-
centrovaného vzorku je o 2-3 fady niZsi nez mez detekce
dosazena pfimou derivatizaci vzorkid o nizké koncentraci.
Vytézek takovéto reakce je né€kolikanidsobn€é niZzSi nez
v predeslém piipad€. Ve srovnani s mezi detekce piistroje,
stanovenym rhodaminem B, zvySuje derivatiza¢ni reakce
stanovenou mez detekce o nekolik fadt. Toto sniZeni citli-
vosti je zpusobeno predevS§im nizkym vytézkem reakce.
Dalsim faktorem je vznik néckolika produkti reakce.
U aminokyselin je vznik nékolika derivati zptisoben zejmé-
na pritomnosti dvou isomeri ¢inidla (5-, 6- RBITC). U pep-
tidd a proteintl hraje nejvétsi roli pfitomnost vice vazebnych
mist v molekule analytu a piipadné agregace nebo rozpad
samotného vzorku, coz zplsobuje vznik vétsiho poctu deri-
vatl. Vysledky potvrzuji, ze ¢im jednodussi je struktura
analytu, tim niz8$i meze detekce je mozné dosahnout.

Autori dekuji za financni podporu Ministerstvu Skol-
stvi, mladeze a télovychovy Ceské republiky, vyzkumny
zamer ¢. MSM0021622415 a Grantové agenture, projekt
¢ 203/03/0515.

Seznam zkratek

a.u. auxiliary unit — pomocna jednotka pro vyjad-
feni intenzity fluorescence

CE kapilarni elektroforéza

CZE kapilarni zénové elektroforéza

LIF laserem indukovana fluorescence

LOD limit of detection — mez detekce

Nd:YAG  neodymem dopovany granatovy laser

RBITC rhodamin B-isothiokyanat

5-RBITC  rhodamin B-isothiokyanat s isothioskupinou
vazanou v poloze 5

6-RBITC  rhodamin B-isothiokyanat s isothioskupinou
vazanou v poloze 6

LITERATURA

1. Kaniansky D., Masar M., Mardk J., Bodor R.: J.
Chromatogr., A 834, 133 (1999).
2. Kasicka V., Prusik Z.: Am. Lab. 26, 22-Oct (1994).



Chem. Listy 100, 191-195 (2006)

®

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.
17.

18.

19.

20.

21.

Foret F., Thompson T. J., Vouros P., Karger B. L.,
Gebauer P., Bocek P.: Anal. Chem. 66, 4450 (1994).

. Terabe S., Otsuka K., Ichikawa K., Tsuchiya A., Ando

T.: Anal. Chem. 56, 111 (1984).

Walbroehl Y., Jorgenson J. W.: J. Chromatogr., A
315,135 (1984).

Wallingford R. A., Ewing A. G.: Anal. Chem. 60,
1972 (1988).

. Huang X., Luckey J. A., Gordon M. J., Zare R. N.:

Anal. Chem. 61, 766 (1989).

Zemann J. A.: Trends Anal. Chem 20, 346 (2001).
Udseth H. R., Loo J. A., Smith R. D.: Anal. Chem. 61,
228 (1989).

Caprioli R., Moore W., Martin M., DaGue B., Wilson
K., Moring S.: J. Chromatogr., A 480, 247 (1989).
Gassmann E., Kuo J. E., Zare R. N.: Science 230, 813
(1985).

Lee T. T., Yeung E. S.: J. Chromatogr., A 595, 319
(1992).

Ummadi M., Weimer B.C., J. Chromatogr., A 964,
243 (2002).

Chen D. Y., Dovichi N.J.: J. Chromatogr., B 657, 265
(1994).

Zhao J. Y., Chen D. Y., Dovichi N. J.: J. Chromatogr.,
A 608, 117 (1992).

Wu S., Dovichi N. J.: Talanta 39, 173 (1992).

Chan K. C., Muschik G. M., Issaq H. J.: Electrophore-
sis 21, 2062 (2000).

Mattusch J., Dittrich K.: J. Chromatogr., A 680, 279
(1994).

Vrébel P.: Diplomovd prdce. Masarykova univerzita,
Brno 2003.
www.molecularprobes.com,
2004.

Banks P. R.: Trends Anal. Chem /7, 612 (1998).

stazeno 15. listopadu

195

Cena Merck

22. Bardelmeijer H. A., Lingeman H., de Ruiter C., Un-
derberg W. J. M.: J. Chromatogr., A 8§07, 3 (1998).
Pes O.: Bakalarska prdce. Masarykova univerzita,
Brno 2004.

Takizawa K., Nakamura H.: Anal. Sci. 14, 925
(1998).

Slais K., Horka M., Novéackova J., Friedl Z.: Electro-
phoresis 23, 1692 (2002).

Gok E., Olgaz S.: J. Fluorescence 74, 203 (2004).
Roman D. A., Carretero A. S., Blanco C. C., Gutiérrez
A. F.: Biomed. Chromatogr. /8, 422 (2004).

Zhu M., Rodriguez R., Hansen D., Wehr T.: J. Chro-
matogr., A 513, 123 (1990).

McCormick R.M., Anal. Chem. 60, 2322 (1988).

23.
24.
25.

26.
27.

28.

29.

M. Ryvolova, P. Taborsky, P. Vrabel, J. Havel,
and J. Preisler (Department of Analytical Chemistry, Fac-
ulty of Science, Masaryk University, Brno): Derivatiza-
tion of Amino Acids, Peptides and Proteins for Laser-
Induced Fluorescence Detection in Capillary Electro-
phoresis

This work is focused on application of laser-induced
fluorescence detection for analysis of amino acids, pep-
tides and proteins. The measurements were performed
on a home-built instrument with a frequency-doubled
Nd:YAG laser (532 nm) as excitation source. Rhodamine
B isothiocyanate was used for derivatization of model
samples. Major differences between the detection limits of
analytes derivatized at high and low concentrations were
presented. Difficulties associated with derivatization of
complex samples and their negative influence on the limits
of detection were also demonstrated.



Chem. Listy 100, 196-203 (2006)

ROZLISENI IZOMERI"J HMOTNOSTNi
SPEKTROMETRII S VYUZITIM
KINETICKE METODY

VACLAV RANC*, PETR FRYCAK, LUKAS
MULLER, PETR BEDNAR a KAREL LEMR

Katedra analytické chemie, Prirodovédecka fakulta, Uni-
verzita Palackého, Tr. Svobody 8, 771 46 Olomouc
lemr@prfnw.upol.cz

Doslo 29.8.05, pfijato 14.12.05.

Klicova slova: hmotnostni spektrometrie, kinetickd meto-
da, rozliSeni izomert

Obsah

1. Uvod

2. Princip kinetické metody

3. Kineticka metoda v analyze izomert

4. Realizace kinetické metody v prutocnych systémech
5. Zavér

1. Uvod

Odlisné vlastnosti izomert vcetné mozné rozdilné
interakce s biologickymi systémy vyzaduji syntetické me-
tody vedouci cilené k poZzadovanému izomeru i selektivni
analytické metody. Selektivni z hlediska jejich schopnosti
,rozpoznat“ jednotlivé izomery. V fad¢ piipadi je to kol
relativné snadny. Lze vyuZit rozdili v rozpustnosti, teploté
tani aj. Jindy je to vSak ukol zna¢né naro¢ny. Napf. optické
izomery je nutné vystavit pusobeni chiralniho prostiedi.
Pravé odlisnad interakce enantiomert s lidskym organis-
mem, ktery je rovnéz chiralni (L-aminokyseliny, D-cukry),
se projevila smutnymi disledky v aféfe thalidomidu,
u né¢hoz S-enantiomer vykazuje teratogenni ucinky. Uziva-
ni preparatu (racematu) proti nevolnosti t€hotnymi zenami
zpusobovalo poskozeni plodu. Vzhledem k rychlé inter-
konverzi enantiomerQ thalidomidu in vivo nelze teratogen-
ni efekt eliminovat ani podavanim ¢istého R-enantiomeru.

modulacni u€inky S-enantiomeru, coz vedlo k jeho uvede-
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ni na trh a distribuci ovSem za pfisn¢ kontrolovanych pod-
minek'?. Uvedeny piiklad ukazuje na nezbytnost studovat
vlastnosti a tedy i analyzovat jednotlivé enantiomery ve
stadiu vyvoje i vyroby ucinnych preparatt, at’ jiz pro hu-
manni ¢i veterinarni 1ékafstvi, ale i napt. pfi vyvoji pestici-
db.

K analyze izomert Ize vyuzit celou fadu analytickych
metod. K velmi G€innym pfistupim patii aplikace metod
separacnich, napt. plynové nebo kapalinové chromatogra-
fie ¢i kapilarni elektroforézy. Své uplatnéni nachazi
i hmotnostni spektrometrie. Izomery maji sice stejnou
molekulovou hmotnost, ale mohou se liSit svoji fragmenta-
ci. Tento rozdil se vSak neobjevi u enantiomert, které, jak
jiz bylo zminéno, musi byt vystaveny plisobeni chirdlniho
prostiedi. I zde je vSak analyticky problém feSitelny hmot-
nostni spektrometrii. Podobné¢ jako u separace enantiomerQ
jsou postupy hmotnostni spektrometrie zaloZzeny na tvorbé
diastereoizomert, napf. diastereoizomernich klastri tak,
jak bude popsano v ¢asti vénované aplikaci kinetické me-
tody v analyze izomert.

2. Princip kinetické metody

Kinetickd metoda, ktera dnes slouzi k méteni termo-
chemickych veliin (napf. protonové afinity), ale z niz
vychazi i postupy rozliSeni a kvantifikace izomeri vcet-
né izomerd optickych, byla popsana R. G. Cooksem a T.
L. Krugerem v roce 1977 (cit.’). Ve své praci popsali
novou metodu uréeni protonové afinity zaloZenou na
fragmentaci metastabilnich iontli. Obecné fragmentovany
ion nemusi byt metastabilni, Stépeniiontl lze docilit
napf. kolizi indukovanou disociaci. Kinetickd metoda
vychazi z izolace vhodného iontového klastru, ktery na-
sledné¢ podléha dvéma konkuren¢nim fragmentacnim
procesim (obr. 1). Pfi ur€ovani protonové afinity je zmi-
nénym klastrem protonovany adukt dvou bazi ([B;HB,]"),
podobné u afinity ke kovovym iontim adukt studovanych
latek (M, a M,) s kationtem kovu C* ([M,CM,]"), pii
uréovani elektronové afinity se sleduje zaporn€ nabity
molekularni klastr (M; e ~M,), pro méfeni ionizacni

ky BH +B,

B,HB,"

k B, +BH"

Obr. 1. Konkurené¢ni fragmentace protonovaného dimeru bazi
B, a B,, k; a k; — rychlostni konstanty

* Vaclav Ranc ziskal 3. misto v soutézi O cenu firmy Merck 2005 za nejlepsi studentskou védeckou praci v oboru

analyticka chemie.
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Obr. 2. Schématické znizornéni zmény energie pii konku-
ren¢ni fragmentaci protonovaného dimeru

energie klastr — kation radikal MM, "atd.*

Princip kinetické metody’’ bude objasnén na piikla-
du uréeni protonové afinity (PA), pficemz PA = —AH, kde
AH je enthalpie reakce litky s protonem (B + H* — BH")
v plynné fazi. UrCovani jinych veli¢in je analogické. Pfi
experimentu je sledovdna fragmentace protonovaného
aduktu ([B;HB,]"). Intenzita vznikajicich iontd zavisi na
rychlostnich konstantach (k; a k;) konkuren¢nich procest
(obr. 1). Prubéh d&ja je schématicky znazornén pomoci
energetickych zmén na obr. 2.

Pomér rychlostnich konstant k; a k, konkurencnich
monomolekuldrnich reakei 1ze vyjadfit vztahem (7):

ln[k—lj = ln(—QliQZ ]
ks 0, 0

kde Q je partiéni funkce fragmentovaného iontu, Q" je
parti¢ni funkce aktivovaného komplexu, AE| je rozdil akti-
vacnich energii (obr. 2), R univerzalni plynova konstanta
a T je absolutni teplota. ProtoZze ob& konkuren¢ni reakce
vychazeji z téhoz vychoziho iontu (protonované¢ho dime-
ru), je O = Q,. Pfi fragmentaci iontd po jejich izolaci
v hmotnostnim spektrometru nelze predpokladat, ze sou-
bor iontl je v tepelné rovnovéze, nelze predpokladat Ma-
xwell-Boltzmannovu distribuci jejich energie charakterizo-
vanou absolutni teplotou, a proto absolutni teplota ve vzta-
hu (/) je nahrazena veliinou T tzv. efektivni teplotou
(vztah 2).

1n[k_1]_1n O |, AE,
ko 0, R T

Kinetick4 metoda je pfibliznd metoda urcovani termo-
chemickych veli¢in. Pro jeji uplatnéni musi byt splnény

L AE, (1)

RT

)
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nésledujici zakladni predpoklady®:

I.  Pomér naméfenych intenzit iontl fragmentti musi byt
roven poméru koncentraci produktli (napf. nesmi
dochazet k diskriminaci iontl pfi jejich detekci
v hmotnostnim spektrometru, popf. tato diskriminace
musi byt kompenzovana).

Rozdil enthalpie a entropie produktd se musi rovnat
rozdilu enthalpie a entropie pfechodnych stavil. Jiny-
mi slovy aktivaéni bariéra zpétnych reakci (tvorba
dimeru) musi byt nulova (zanedbatelnd) nebo stejna
pro obé reakce. Pro tzv. volné pirechodné stavy
(struktura pfechodného stavu se blizi struktufe pro-
duktu) je tento pozadavek vétSinou dobie splnén.
Pokud by vychozi ionty byly v tepelné rovnovaze,
pomér koncentraci (intenzit) produkti (odpovidajici
pomeéru rychlostnich konstant) by byl pfi splnéni uve-
deného pozadavku v pfimém vztahu k termochemic-
kym vlastnostem. Kinetickd metoda vychazi
z predpokladu, Ze uvedeny vztah je ptiblizné splnén
1 v pripadé, kdy systém neni v tepelné rovnovéze.
Teplotni zavislost enthalpie a entropie je zanedbatel-
na popf. stejna pro obé reakeni cesty.

U aktivovaného iontu (protonovany dimer apod.)
nesmi dochazet k izomerii. Pfedstava o jeho struktute
by méla byt jasna (napf. musi byt zfejmé, pro které
misto v molekule je méfena protonova afinita).
Jednoducha pivodni verze kinetické metody vychazi
také z predpokladu, ze mezi obéma reakénimi cesta-
mi neni rozdil v entropiich nebo je zanedbatelny. Pak
plati 0," = 0,". Pozdgji byly vypracovéany varianty,
které se s problémem rozdilnych entropii do jisté
miry vyrovnavaji.

IL

III.

Iv.

Pti splnéni uvedenych péti podminek Ize vyuzit

vztah (3):
—] = ln[

kde I je intenzita odpovidajiciho iontu (B;H" resp. B,H"),
APA je rozdil protonovych afinit (APA = AE,, viz. obr. 2).

Postup uréeni protonové afinity (PA) pomoci nejjed-
nodussi verze kinetické metody (stejnd zména entropie pro
ob& konkurenéni reakce)™ je zalozen na proméfeni zavis-
losti (4) odvozené ze vztahu (3) pro sadu standardd B; se
znamou protonovou afinitou a studovanou slouceninu B,
jejiz protonova afinita je zjistovana:

+
1n[ I(BH ) j
IBH")
Vysledkem méfeni, jsou-li splnény uvedené ptredpo-
klady 1. — V., je pfimkova zavislost se smérnici 1/(RTg)
a isekem na ose PA(B)/(RT.), z niz se ur¢i hodnota méfe-
né protonové afinity. Podminka V. (shoda parti¢nich funk-

ci prechodnych stavii, 0, =~ 0,") mize byt splnéna, jsou-li
standardy a studovana sloucenina strukturné podobné.

_ AP4
R Teff

()

I(BH)
I(B,H")

_PA(B) PA(B)) 4)

R T R T
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V fadé piipadi viak splnéna neni. Clen In(Q;/0,") ve
vztahu (2) je nahrazovén rozdilem entropii konkurencnich
reakcnich cest A(AS), coz je opravnéné za ptredpokladu
zanedbatelné nebo stejné aktivacni bariéry zpétnych reakci
(predpoklad I1.). Vztah pro kinetické méteni ziskava tvar:

I(BH") ()

ln( ]
I(B;H")

Prace s uvedenym vztahem se 1isi v riznych verzich
kinetické metody. Dal§i informace k nim lze najit
v citované literatufe™® ', Statisticky postup zpracovani
dat Eﬁ uziti kinetické metody byl publikovan Armentrou-
tem .

_PAB) PA(B) A(AS)
RT.x  RTy R

V literatuie®™'>'® stale diskutovanou veliinou je Tiy.

Pfi modelovani fragmentace protonovaného dimeru byla
zjisténa dobra korelace mezi efektivni teplotou a stfedni
hodnotou vnitini energie iontd poskytujicich detegované
fragmenty. Bylo ukazéano, ze hodnota T zavisi na energii
dodavané iontu pii jeho aktivaci kolizemi, na vazebné
energii klastru, na casovém prubc¢hu experimentu (napf.
doba od aktivace iontli po detekei jejich fragmentd vyme-
zuje z celého souboru aktivovanych iontl pouze ty, u kte-
rych dochézi k fragmentaci pravé v tomto ¢asovém okn¢)
aj.

Kinetickd metoda vyzaduje méfeni na tandemovych
hmotnostnich spektrometrech, které jsou vSak v dnesni
dobé¢ dostupné v fadé laboratoii. Jeji aplikace je pomérné
jednoducha, je rychla a je pouzitelnd k méfeni termoche-
mickych vlastnosti a studiu fady systémi (viz. napt. cit.*).
Kromé hodnot termochemickych veli¢in totiz dovoluje
v urcitych piipadech ziskat napf. predstavu o struktuie
iontl a sterickych efektech. Metoda nevyzaduje Cisty vzo-
rek (studované ionty jsou izolovany hmotnostnim analyza-
torem), méfeni relativniho poméru intenzit iontl vede do
jisté miry ke kompenzaci chyb méfeni. K vyhoddam kine-
tické metody patii dale jeji citlivost k malym rozdilim
hodnot termochemickych veli€in a aplikovatelnost i na
latky netékavé. Je to vSak metoda relativni a spravnost
vysledku zavisi na spravnosti referenc¢nich hodnot. Vysled-
ky méfeni lze kontrolovat napf. méfenim pfti riznych ko-
liznich energiich, ur€ovanim hodnot 7 a jejich porovna-
nim s jinymi systémy, ur¢ovanim rozdilti entropii dvou
konkurencnich reakci (A(AS)). Vysledky je vhodné také
srovnavat s daty ziskanymi jinymi experimentalnimi meto-
dami, pfipadn€ vypoctem. Na zavér je nutné znovu piipo-
menout, Ze kinetickd metoda je metoda piiblizna a relativ-
ni a Ze je zalozena na urcitych predpokladech (I. — V., viz.
vyse), které nejsou vzdy dostate¢né naplnény. Jeji uzitec-
nost je zfejmé a byla mnohokrat prokazéna, ale jeji vyuziti
vyzaduje opatrnost.

3. Rozliseni izomeru Kkinetickou metodou

Kinetickd metoda umoziuje postihnout velmi malé
energetické rozdily projevujici se v rozdilnych rychlost-
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nich konstantach konkuren¢nich reakci. Lze ocekavat, Ze
je mozné registrovat i rozdily mezi izomery. Tuto schop-
nost kinetické metody demonstroval T. K. Majumdar se
spoluautory pfi rozliSeni cis- a trans-2-methylcyklo-
hexanolu a cis- a trans-4-methylcyklohexanolu'’. Zjistil
rozdil mezi aciditou v plynné fazi pro cis a trans izomer,
pri¢emz cis izomer v obou piipadech vykazoval vyssi aci-
ditu. RozliSeni stereoizomerti demonstrovali dal$i autofi na
analyze 2,3-butandiolu'®. Zjistili rozdilnou bazicitu
v plynné fazi pro (2R,3R)- a meso-2,3-butandiol (dia-
stereoizomery) — 191,5 a 191,2 kcal mol™. I kdyZ hodnoty
jsou velmi malo rozdilné, pfesnost méfeni je dostatecna,
aby mohl byt tento rozdil postihnut. Optické izomery
(2R,3R)- a (2S,3S5)-butandiol rozlisili na zakladé tvorby
dimeru vzdy jednoho optického izomeru s enantiomerem
referencni slouceniny. Vznikaji dva diastereoizomery,
které pii fragmenatci davaji rizny pomér iontti produktii.
Rozliseni optickych izomerti bylo uskute¢néno s dimery
nabitymi kladné (protonovanymi) i zdporné (deprotonova-
nymi). K. Vékey a G. Czira' k odliseni enantiomerti ami-
nokyselin vyuzili formovani kladn¢ nabitych trimerti obec-
ného slozeni A,BH", pfi¢emz A i B byly vzdy ¢&isté optic-
ké izomery nékteré ze studovanych aminokyselin. Frag-
mentace téchto trimertl vede k dvojici dimert A,H" resp.
ABH". Prvni z nich je vzdy homochirdlni (obsahuje enan-
tiomery se stejnou konfiguraci), druhy byl homo- nebo
heterochiralni (obsahuje enantiomery s rtiznou konfigura-
ci) v zavislosti na pouzitych enantiomerech aminokyselin
A a B. Me¢feni kinetickou metodou ukdzala rozdily
v bazicité v plynné fazi mezi homo- a heterochiralnimi
dimery, coz dovoluje rozhodnout, jakymi enantiomery je
dimer ABH" tvofen. V&tsi rozdily mezi enantiomery ami-
nokyseliny byly pozorovany pii vyuZiti kladn€ nabitych
klastrti, ve kterych jsou aminokyseliny vazany jako ligan-
dy na kation Cu®" (cit.?’). Komplex [Cu(ref),A-H]" po-
skytuje fragmenty [Cu(ref)A-H]" resp. [Cu(ref’),-H]".
Ref" znadi referenéni enantiomer (L-prolin v citované pra-
ci), A analyzovanou aminokyselinu. Autofi predpokladaji,
ze v triligandovém komplexu je jedna z aminokyselin va-
zana na centralni ion dvéma vazbami, druhé dvé jsou vaza-
ny kazda jednou vazbou a mohou byt snaze odStépeny.
Fragmentace ale jiz poskytuje komplexy, ve kterych jsou
ob¢ aminokyseliny koordinovany dvéma vazbami. Jejich
dals§imu Stépeni dominuje ztrata CO,, ztrata nékterého
z ligandli pozorovana nebyla. PouZziti méd'natého kationtu
dovoluje odlisit homo- a heterochiralni komplexy na za-
klad€ rizné afinity k tomuto kationtu. Na rozdil od pied-
chozich dvou citovanych praci autofi naznacuji i moznost
kvantifikace enantiomerti ve smési. Jako referen¢ni slouce-
ninu pouzili nejen Cisté enantiomery, ale i jejich smés.
Mira chiralni diskriminace analyzovanych aminokyselin se
meénila se zastoupenim enantiomert referencni latky. Ma-
ximalni diskriminace bylo dosazeno pro Cisté enantiomery
referenéni latky, zadné pak pfi pouZiti racematu.

Stejny systém (tvorba médnatych komplext) byl
pozdéji studovan s cilem dosdhnout chirdlniho rozliSeni
a kvantifikace enantiomerti aminokyselin?'. V praci je
demonstrovana zavislost poméru intenzit iontl se dvéma
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7 Ml )Ar-HY

ky [M(ref"),Ap-H]"

/ krcfl []\/I(ref*)Z'I-I]Jr
M? +ref” + Ag + Ag i .
A ©27 [M(ref ),-H]

[M(ref"),As-H]"
E [M(ref")Ag-H]"

Obr. 3. Schématické zndzornéni tvorby komplexi s tfemi
ligandy a jejich fragmentace

[M(ref")Ag-H]"

[M(ref"),-H]"

[M(ref")As-H]"

[M(ref),Ar-H]" [M(ref),As-H]*

Obr. 4. Schématické zniazornéni energetickych zmén pri ana-
lyze smési enantiomeri

ligandy na zastoupeni enantiomeril v analyzovaném vzor-
ku. Princip stanoveni pomeéru izomeri ve vzorku
s vyuzitim kinetické metody bude ukazan na prikladu sta-
noveni poméru enatiomera®*' >, ale analogicky je pouzi-
telny pro analyzu i jinych izomernich smési.

Pfi ionizaci roztoku obsahujiciho jednotlivé slozky
(dvojmocny kation — M**, referenéni enantiomer — ref’,
enantiomery analyzované latky — Ag, Ag) dochazi k tvorbé
dvou diastereoizomerd. Tyto ionty jsou izolovany
v prvnim stupni hmotnostné spektralni analyzy a nasledné
podrobeny fragmentaci (kolizi indukované disociaci) za
vzniku komplext s dvéma ligandy, viz. obr. 3. Energetické
zmény spojené s uvedenymi procesy jsou naznaeny na
obr. 4.

Je-1i systém vhodny k rozliSeni enantiomert, projevi
se jejich rizny obsah v roztoku v odlisné hodnoté poméru
intenzit:

R [M(ref )A - H]* (©)

[M(ref "), - HI*
kde A ptedstavuje oba enantiomery analyzované latky.

Obsahuje-li roztok pouze jeden enantiomer, lze vztah (6)
psat pro jednotlivé enantiomery:

_ Meref)Ag -HI* 7
[M(ref "), - HI*
[M(ref )Ag - H]® )

[M(ref "), - H]"
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Mirou chiralni selektivity je hodnota R pir:

_ [M(ref")Ag - HI* /[M(ref "), -H]" (9

R . = R /R * *
chiral R7 S [M(ref )Ag - H]+ /[M(ref ), - H]+

Je ziejmé, Ze ¢im vice se R 1181 0d jedné, tim veétsi-
ho chiralniho rozliSeni je dosazeno. K urceni chiralni se-
lektivity se proméfuji dva roztoky obsahujici vzdy jeden
z optickych izomert analyzované latky. Vzhledem k tomu,
ze se jedna o dvé méfeni, nelze hodnoty [M(ref ),-H]" ve
vztahu (9) vykratit, obecné jsou ruzné. Podle kinetické
metody (pfi splnéni odpovidajicich predpokladii zminé-
nych vyse) lze dospét ke vztahu:

A(AG)

Tesr

InR = (10)

kde A(AG) je rozdil Gibbsovych energii mezi nésledujici-
mi dvéma reakcemi.

[M(ref),A-H]" — [M(ref )A-H]" + ref’
[M(ref ),A-H]" — [M(ref ),-H]" + A
Je-1i analytem Cisty enantiomer R resp. S, oznacuje se

rozdil Gibbsovych energii jako A(AG)g resp. A(AG)s. Mezi
uvedenymi veli¢inami plati vztah:

A(AG) = A(AG)g o+ A(AG)g(1—a) = (11)
= MAG)s +(A(AG)g —A(AG)s )a

a tedy
o MAG) [A(AG)g — A(AG)s] " (12)

RT.s RTos

Posledni rovnice ukazuje linearni vztah mezi pfiroze-
nym logaritmem poméru intenzit a molarnim zlomkem izo-
meru R ve smési s izomerem S (o) (napf. cit.*'). Vyplyva
z ni, Ze by mélo byt mozné provést kvantifikaci na zakladé
kalibra¢ni zavislosti uréené ze dvou bodi (dvé rizné hodno-
ty a); napt. proméfenim dvou roztoki obsahujicich vzdy
jeden enantiomer analytu. Obvyklym postupem je pouziti
kalibracni zavislosti ziskané z vétsiho poctu prométenych
bodii. Pro kalibraci je v tomto piipadé nutné mit dva rtizné
standardy analytu o znaimém obsahu enantiomerti (nemusi to
nutné byt dvé Cisté optické formy). Po naméfeni kalibra¢ni
zavislosti je proméfen vzorek a ze ziskané hodnoty R je
z kalibracni zévislosti ur¢en obsah optickych izomerd. Chi-
ralni analyza je mozna i v pfipadé, Ze dva standardy analy-
zované latky nejsou k dispozici. Podstata tohoto postupu
spoc¢iva v proméfeni neznamého vzorku postupné s obéma
optickymi izomery referenéni latky™. Ziskame dva poméry
intenzit iontd, jejichZ podil je roven veli¢ing RR.

[M(refg)A - H]" /[MA, - H]* (13)

[M(refs)A - H]" /[MA, - H]"
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Podobné jako pro pomér intenzit R 1ze ukézat, Ze pfiroze-
ny logaritmus RR je pfimo umémy molarnimu zlomku a.
Navic pro racemat analyzované latky je RR rovno jedné (In
RR = 0). U tohoto postupu by mohlo stacit proméfit jeden
bod kalibra¢ni zavislosti (je potieba jeden standard analytu
o znamém zastoupeni enantiomerd). Druhym bodem je
hodnota In RR = 0 pro racemickou smés.

Zajimavou alternativou popisované metody je zavede-
ni tzv. fixniho ligandu®. Podstatou této varianty je tvorba
komplexu se tfemi ligandy (tedy opét tvorba trimeru —
[MLgy(ref )A-H]"). Jeden z ligandi L, je viak vyraznd
pevnéji vazan na centralni kation nez dalsi dva ligandy.
Dusledkem je, Zze nedochazi k jeho odstépovani a tento
fixni ligand zlstava soucasti obou iontli vznikajicich frag-
mentaci ([MLg(ref)-H]™ a [MLgA-HJ"). Ty se lisi tim,
zda obsahuji enantiomer referen¢ni latky nebo analyt. Pou-
ziti fixniho ligandu vede ke zjednoduseni déji, na kterych
je diskutovana metoda zalozena. Fixni ligand je
k centralnimu kationtu (Cu®") vazan dvéma vazbami, za-
timco referencni latka a analyt pouze vazbou jednou, proto
jsou snadngji od§tdpovany. PH pouziti [M(ref ),A-H]"
muize byt jednou vazbou vazan ligand ref” a A, druhy li-
gand ref” je pak vazan dvéma vazbami, ale miZe nastat
situace, kdy jednou vazbou jsou vazany oba ligandy ref
aligand A je vazan dvéma vazbami. V populaci iontl se
mohou objevit i ob& varianty navazani ligand soucasné.
Uvedena skutecnost mize komplikovat stanoveni (napf.
zhorSovat jeho selektivitu), a proto se pouziti fixniho li-
gandu jevi jako zajimava alternativa. V citované praci®
byly jako fixni ligandy testovany dipeptidy az pentapepti-
dy. Nejlepsich vysledki pro studovany systém bylo dosa-
zeno s tetrapeptidem.

Pfi proméfovani kalibra¢ni zavislosti pro ucely kvan-
tifikace izomerti kinetickou metodou 1ze nékdy pozorovat
jeji odchylky od linearniho pribéhu, coz miize naznacovat
diskriminaci jednoho z enantiomerii (izomertl) pii tvorbé
trimernich iontd v plynné fazi, ptipadné v dalsich krocich
hmotnostné spektrometrického méfeni. Popise-li se proces
vzniku trimernich iontl zjednodusené nasledujicimi rovni-
cemi, dochazi k diskriminaci v ptipad¢, ze Kzx#Ks (formal-
ni rovnovazné konstanty) a pomér sledovanych izomera
v kapalné fazi se 1isi od pozorovaného poméru v plynné
fazi.

Kr
Ag +2ref + Cu" > [Cu(ref)y(Ar)-H]"

Ks
As+2ref +Cu" o [Cu(ref’), (Ag)-H]"

V této souvislosti navrhl M. Y. Zhang se spolupra-
covniky?® zavést korekci, ktera by kompenzovala moznou
diskriminaci pfi tvorb€ trimernich iontl. Sviij postup auto-
fi demonstrovali na analyze enantiomerti aminokyselin.
Korekéni faktor zjistovali z hodnot In R zméfenych pro
roztok obsahujici Cisty L-, Cisty D-izomer a pro roztok ra-
cemické smési. Z hodnot pro Cisté enantiomery urcili rov-
nici kalibra¢ni pfimky, z niz vypocetli pro hodnotu nameé-
fenou pro racemickou smés pomér enantiomerd v plynné
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fazi. Tuto hodnotu pouzili ke korekci pii kvantifikaci
enantiomerl v analyzovanych vzorcich. Postup sice vedl
ke zlepSeni korelacniho koeficientu, ale pouziti pouze tii
bodi (dvou pro urceni kalibra¢ni pfimky a nasledné tietiho
pro urceni korekéniho faktoru) mize omezovat spravnost
korigovanych vysledkt. Na ptedstavé odlisného pozorova-
ného zastoupeni enantiomerd (izomerti) v kapalné a plynné
fazi jsme zalozili 1 na§ pfistup ke zpracovani dat ovlivné-
nych touto skute¢nosti, ale vyuzito je vSech namétenych
bodu kalibracni zavislosti. Lze odvodit, ze mezi molarnim
zlomkem enantiomerti (obecné izomert) v kapalné a plyn-
né fazi existuje vztah (/4):

Ky o (14)
KS

K
1—-(1=-=R)yg,
( Ks) RI

R,

ORg =

kde o g je molarni zlomek R-enantiomeru v plynné fazi,
og; v kapalné fazi. Po dosazeni do linearni zavislosti In R
na molarnim zlomku R-enantiomeru v plynné fazi (75)
dostaneme vztah pouzitelny pro kalibraci (16):

InR =Aag, +B (15)
Kg (16)
= ORI
Ks

InR

A +B

K
1-(1-2R)g
( Ks) R

Hodnoty konstant A a B i pomér Ki/Ks je nutné urcit
z bodl kalibraéni zavislosti. K vypoctu molarniho zlomku
R-enantiomeru v kapalné fazi lze vyuzit vztahu (17).

(17)

)

Nastane-li rovnost Kzx=Ks, je pomér konstant roven
jedné a vztah (/6) pfechdzi na rovnici pfimky. Aplikaci
navrzené korekce 1ze dosahnout zlepsSeni spravnosti stano-
veni. Moznosti vyuziti vztahu (/6) pro hodnoceni diskri-
minace jednoho z enantiomerl jsou v soucasnosti na na-
Sem pracovisti studovany.

Kineticka metoda nasla uplatnéni pii analyze izomerQ
ruznych typu latek. Zna¢na pozornost byla vénovana chi-
ralni analyze aminokyselin. Kromg jiz zminéného systému
vyuzivajiciho kationtu méd’natého®' bylo vyuzito kationtu
nikelnatého”’. K dalsim aplikacim diskutované metody
v oblasti chiralnich latek patfi analyza optickych izomerd
peptida®, chirdlnich farmaceutickych substanci®®?*’, latek
s antiviralnim G&inkem®, antibiotik®, a-hydroxykyselin®!

InR-B 1

LS W (InR - B{
K

S

OR,1 =
_KiR 1+
K




Chem. Listy 700, 196203 (2006)

a cukrii*>. Krom& enantiomerti byla metoda pouzita ke
kvantifikaci peptidi liSicich se pofadim aminokyselin
(dipeptida®>* a tripeptidi®®) i odlieni peptidii obsahuji-
cich a- resp. B-aminokyselinu®®.

4. Realizace kinetické metody v priito¢nych
systémech

Doposud byla kineticka metoda provadéna v tzv. sta-
tickém systému. Byl pfipraven roztok vSech slozek
(analytu i chiralniho selektoru), ktery byl kontinualné za-
vadén do iontového zdroje hmotnostniho spektrometru.
Takovéto uspotadani umoznuje sbirat a primérovat vetsi
pocet skend, ale jeho nevyhodou je menSi prostupnost
vzorkl. Z tohoto diivodu byla v nasi laboratofi pozornost
zaméfena na dynamické systémy, kdy je vzorek nastiiko-
van do proudu kapaliny, ke kterému je nasledné ptimicha-
van roztok chirdlniho selektoru. Takovato modifikace
umoziuje provadét prutokovou injekéni analyzu i1 vyuzit
kinetické metody jako chiralni detekce po predchozi achi-
ralni separaci analyta®”®,

Pti prechodu od statického k dynamickému systému
bylo nutné zhodnotit vliv experimentalnich parametrl
(obsah jednotlivych slozek v roztoku chirdlniho selektoru,
prutok roztoku chiralniho selektoru, priitok nosné kapaliny
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fenylalanin. Pouzity systém poskytoval hodnotu Repi =
6,7. Pro kalibra¢ni zavislost bez korekce diskriminace bylo
dosazeno hodnoty koeficientu determinace R?* = 0,8805,
s korekei diskriminace dle Zhanga a spol.”® R* = 0,9853
a s korekci diskriminace zaloZené na vztahu (/7) R* =
0,9926. Vysledky méfeni modelovych vzorki jsou shrnuty
v tabulce 1. Koeficienty determinace i vysledky méfeni
ukazuji, Zze u studovaného systému je korekce nezbytna.
Neprovedeni korekce vede k vyznamnym chybam. OvS§em
i korekce podle Zhanga a spol. mize vyrazné zkreslit vy-
sledky. Zatimco u prezentovaného stanoveni doslo ke
zlepSeni jeho spravnosti pro niz§i obsahy D-fenylalaninu,
pro vyssi obsahy je odchylka od danych hodnot dokonce
vetsi nez v piipadé, kdy se korekce neprovadéla. Lepsich
vysledkt bylo dosaZeno aplikaci vztahu (/7). Je patmné, Ze
doslo, oproti nekorigovanym hodnotam, ke zlepSeni pro
niz§i i vyS8i obsahy D-fenylalaninu (tab. I).

Dosahovand spravnost méfeni je horSi neZ u static-
kych systémd, ale pro rychlé rozhodnuti, zda je ve vzorku
obsazZen jeden ¢i druhy enantiomer resp. racemat, je zcela
postacujici, pti¢emz rychlost analyzy je vétsi (pét nastiikl
bylo realizovano v ¢ase krat§im neZ 8 min, obr. 5).

Tabulka I
Analyza smési enantiomert fenylalaninu

Podil D-fenylalaninu ve smési enantiomert [%]

resp. mobilni faze v ptipad¢ pouziti HPLC) na vysledek dano nalezeno
analyzy. Ukazalo se, Ze jejich volba muze ovlivnit Repira bez korekce korekee dle cit. 2° korekce dle (17)
a ze je vhodné tento vliv provértit pred pouzitim konkrétni- i
ho systému pro zamyslenou analyzu. Moznosti dynamic- 1,0 —24.,6 -1,0 -2,0
kych systému byly testovany na analyze enantiomerd ami- 10,0 -0,4 4,9 5,6
nokyselin. Obr. 5 ukazuje sekvenci péti nastiiki a odpovi- 90.0 838 99 4 88.8
dajici hmotnostni spektrum demonstrujici pfitomnost sle- ’ ’ ’ ’
dovanych fragmentd. Analyzovanou aminokyselinou byl 99,0 87.9 116,5 99.4

100 553 [CulL-Trp);-HI"

80 |- 465.9

%

60

40

20 [Cu(L-Trp)Phe-H]*

0

100 S

80 -

60 [CulL-Trp);Phe-H]"

40 634.9

20

01 WALV :
0 5 6 500 600
¢as, min m/z

Obr. 5. Priitokova analyza poméru enantiomeru fenylalaninu; smés voda : methanol (1 :
(fenylalanin, 5,0 . 10~ mol I"*, nastiik 10 pl), chiralniho selektoru (2,5 .

1) byla pouzita jako rozpoustédlo vzorku
10 mol I"' Cu*', 7,5 . 10~ mol I"' L-tryptofan, pritok 5 pl min™")

i ako nosna kapalina (pritok 50 pl min™"). Pfistroj: hmotnostni spektrometr s iontovou pasti a elektrosprejem LCQ (Thermo Finnigan,

USA)
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Obr. 6. Achiralni separace leucinu a isoleucinu s chiralni detekci enantiomert pomoci kinetické metody; kolona: 150 mm x 4mm,
Gemini C18 110A, 5 pm (Phenomenex, USA); mobilni faze: 5 mmol I"! CH;COONH; (ve vodé upraveno CH;COOH na pH=3) ve smési
s acetonitrilem = 95 : 5 (v/v), 0,2mlmin™'; chiralni selektor (pfimichavan za kolonou): 4,16 . 10~ mol I"' Cu**, 1,25 . 10~ mol I"'
L-fenylalanin, voda : methanol = 1: 1 (v/v), 30 ul min™"; nasttik: 10 pl roztoku leucinu (5,0 . 10 mol I'") a isoleucinu (5,0 . 10~ mol I™"),
voda : methanol = 1 : 1 (v/v); piistroj: vysokotlaké erpadlo Rheos 2000 (Flux Instruments, Svycarsko), automaticky davkovaé HTS PAL
(CTC Analytics, Svycarsko), hmotnostni spektrometr s iontovou pasti a elektrosprejem LCQ (Thermo Finnigan, USA)

Dynamicky systém byl rovnéz tispésné aplikovan pti
pritokové analyze enantiomerli ve smeési aminokyselin
i jako nastroj chiralni detekce po predchozi achiralni sepa-
raci analytil kapalinovou chromatografii. I v téchto ptipa-
dech je metoda zcela vyhovujici pro rychly screening®.
Chromatograficky zdznam achiralni separace smési leuci-
nu a isoleucinu vcetné odpovidajicich fragmentacnich
spekter ukazuje obr. 6. Izomerni aminokyseliny tvofi tri-
merni komplexy se stejnou hodnotou m/z, které nelze vza-
jemné izolovat hmotnostnim spektrometrem pied kolizi
indukovanou disociaci. Nezbytné je oddéleni téchto ami-
nokyselin vhodnou separacni technikou. Po korekei diskri-
minace pomoci vztahu (/7) byla pro vzorky obsahujici
10 % D-izomeru nalezena primeérna hodnota 12,9 % pro D-
leucin a 11,2% pro D-isoleucin, pro vyssi obsah D-
izomeru (90 %) bylo stanoveno 70,5 % D-leucinu a 85,8 %
D-isoleucinu (priméry byly urovany ze tfi méfeni). Diivo-
dem horsich vysledkl v pfipadé leucinu miize byt mensi
chiralni selektivita pouzitého systému pro tuto aminokyseli-
nu (Repirai(leucin) = 1,9; Repirar (isoleucin) = 3,4).

Pouziti dynamickych systémi otvirda nové moznosti
aplikace kinetické metody. Ve srovnani se statickymi sys-
témy jsou chyby urceni poméru enantiomerii zatim veétsi,
ale je dosahovano vyznamného urychleni analyzy. Zajima-
va je také moZnost aplikace studované metody jako
,,chiralniho detektoru® v HPLC popf. v CE.
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5. Zavér

Rada piikladt dokazuje aplikovatelnost kinetické
metody pii rozliSeni izomerl vcetn¢ izomerit optickych.
Prezentovana modifikace zaloZzena na dynamickych systé-
mech se ukazala jako vhodna pro rychlé analyzy, kdy je
napf. nutné rozhodnout, ktery enantiomer je pfitomen ¢i
zda se jedna o racemat. Staticka i dynamicka varianta mé-
feni vyzaduje zlepSeni pfesnosti a spravnosti. Doposud
v téchto parametrech kinetickd metoda nemtize konkurovat
separa¢nim metodam. Jednou z moznosti, jak zlepsit para-
metry méfeni, je zminéné vyuziti fixniho ligandu, ale je
nutné hledat i dalsi alternativy. Nabizi se nékolik cest. Je
mozné testovat jiné chiralni systémy. Doposud prevazoval
systém zaloZeny na tvorbé trimernich komplext, ale vhod-
nym by mohl byt obecné i jiny systém, ktery bude posky-
tovat dvé fragmentacni cesty, jejichz uplatnéni béhem
kolizi indukované disociace bude podminéno pomérnym
zastoupenim analyzovanych izomert ve vzorku. Dalsi
moznosti je zvysit intenzitu prekurzorového iontu (v po-
psanych systémech trimerniho komplexu). Piedbézné ex-
perimenty provedené v nasi laboratofi naznacuji, ze jednou
z cest je vyuziti nanoelektrospreje. Ukazalo se, Ze pro zvo-
leny systém Ize dosahnout pomoci nanoelektrospreje
o jeden az dva tady vyssi intenzity prekurzorového iontu
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oproti elektrospreji, coz ve svém dusledku vede
1 k vy$simu signalu fragment, jejichz intenzita se mefi.

Dalsi vyzkum ukaze, zda hmotnostné spektrometricka
analyza izomerQ zaloZend na kinetické metod¢ bude moci
konkurovat separacnim metodam nejen rychlosti analyzy,
kterou nabizi jiz dnes, ale i pfesnosti a spravnosti stanove-
ni poméru izomert.

Vyzkum byl podpofen Fondem rozvoje vysokych Skol
(G6 75/2003) a MSMT CR (MSM6198959216).

LITERATURA

1. Eriksson T., Bjorkman S., Héglund P.: Eur. J. Clin.
Pharmacol. 57, 365 (2001).

2. Rouhi M.: Chem. Eng. News 83, 122 (2005).

3. Cooks R. G., Kruger T. L.: J. Am. Chem. Soc. 99,
1279 (1977).

4. Cooks R. G., Wong P. S.: Acc. Chem. Res. 317, 379
(1998).

5. McLuckey S. A., Cameron D., Cooks R. G.: J. Am.
Chem. Soc. 103, 1313 (1981).

6. Zheng X., Cooks R. G., Augusti R., Tao W. A., v
knize: The Encyclopedia of Mass Spectrometry, The-
ory and lon Chemistry (Gross M. L., Caprioli R., Ar-
mentrout P. B., ed.), sv. I, kap. The kinetic method:
thermochemical determinations and chiral analysis.
Elsevier, Amsterdam 2003.

7. Drahos L., Vékey K.: J. Mass Spectrom. 38, 1025
(2003).

8. Cooks R. G., Koskinen J. T., Thomas P. D.: J. Mass
Spectrom. 34, 85 (1999).

9. McLuckey S. A., Cooks R. G., Fulford J. E.: Int. J.
Mass Spectrom. Ion Physics 52, 165 (1983).

10. Wu Z. C,, Fenselau C.: J. Am. Soc. Mass Spectrom. 3,
863 (1992).

11. Cheng X. H., Wu Z. C,, Fenselau C.: J. Am. Chem.
Soc. 115, 4844 (1993).

12. Wenthold P. G., Squires R. R.: J. Am. Chem. Soc.
116, 11890 (1994).

13. Zheng X., Cooks R. G.: J. Phys. Chem., A 106, 9939
(2002).

14. Armentrout P. B.: J. Am. Soc. Mass Spectrom. /1,
371 (2000).

15. Drahos L., Vékey K.: J. Mass Spectrom. 34, 79
(1999).

16. Armentrout P. B.: J. Mass Spectrom. 34, 74 (1999).

17. Majumdar T. K., Clairet F., Tabet J. C., Cooks R. G.:
J. Am. Chem. Soc. /14,2897 (1992).

18. Shen W., Wong P. S. H., Cooks R. G.: Rapid Com-
mun. Mass Spectrom. /1, 71 (1997).

19. Vékey K., Czira G.: Anal. Chem. 69, 1700 (1997).

20. Tao W. A., Zhang D., Wang F., Thomas P. D., Cooks
R. G.: Anal. Chem. 71, 4427 (1999).

21. Tao W. A., Zhang D., Nikolaev E. N., Cooks R. G.: J.
Am. Chem. Soc. 122, 10598 (2000).

22. Tao W. A., Cooks R. G.: Chem. Int. Ed. 40, 757
(2001).

23. Tao W. A., Clark R. L., Cooks R. G.: Anal. Chem.

Cena Merck

74,3783 (2002).

24. Tao W. A., Cooks R. G.: Anal. Chem. 75, 25A
(2003).

25. Wu L., Cooks R. G.: Anal. Chem. 75, 678 (2003).

26. Zhang M. Y., Kerns E., McConnell O.: 5/ ASMS
Conference on Mass Spectrometry and Allied Topics,
Montreal, 8—12 June 2003, Proceedings (Sjoberg J.,
Lilly C., Thomas T., Cole R. B., ed.), Poster No.
A031172. ASMS, Montreal 2003.

27. Zhang D., Tao W. A_, Cooks R. G.: Int. J. Mass Spec-
trom. 204, 159 (2001).

28. Tao W. A., Gozzo F. C., Cooks R. G.: Anal. Chem.
73,1692 (2001).

29. Vasconcellos A. D., Rodinei A.: Tetrahedron: Asym-
metry /6, 1881 (2005).

30. Tao W. A., Wu L., Cooks R. G., Wang F., Begley J.
A., Lampert B.: J. Med. Chem. 44, 3541 (2001).

31. Tao W. A., Wu L., Cooks R. G.: Chem. Commun.
2000, 2023.

32. Augusti D. V., Carazza F., Augusti R., Tao W. A.,
Cooks R. G.: Anal. Chem. 74, 3458 (2002).

33. Tao W. A., Wu L., Cooks R. G.: J. Am. Soc. Mass
Spectrom. 12, 490 (2001).

34. Schug A. K., Lindner W., Lemr K.: J. Am. Soc. Mass
Spectrom. 15, 840 (2004).

35. Wu L., Lemr K., Aggerholm T., Cooks R. G.: J. Am.
Soc. Mass Spectrom. /4, 152 (2003).

36. Wu L., Meurer C. E., Young B., Yang P., Eberlin M.,
Cooks R.G.: Int. J. Mass Spectrom. 231, 103 (2004).

37. Lemr K., Ranc V., Frycak P.: 56. sjezd chemickych
spolecnosti, Ostrava, 6. — 9. zari 2004, Sbornik —
Chem. Listy 98, 605 (2004), str. 605, prednaska 15L-
11. CSCH, Praha 2004.

38. Lemr K., Ranc V., Fry¢ak P., Bednat P.: 53 ASMS
Conference on Mass Spectrometry and Allied Topics,
San Antonio, 5-9 June 2005, Proceedings (Sjoberg J.,
Lilly C., Watson B., Thomas T., Murray K. K., ed.),
Poster No. A051045. ASMS, San Antonio 2005.

V. Ranc, P. Fry¢ak, L. Miiller, P. Bednaf, and
K. Lemr (Department of Analytical Chemistry, Faculty of
Science, Palacky University, Olomouc, Czech Republic):
Recognition of Isomers by Mass Spectrometry Using
the Kinetic Method

The principle of the Cookskinetic method and its
application to analysis of isomeric mixtures are described.
The kinetic method based on mass spectrometric measure-
ments is applied to discrimination of isomers of various
types of compounds (amino acids, peptides, sugars, phar-
maceuticals, etc.). So far this method has been used in
static systems (with constant analyte concentrations in the
course of analytical run). A modification for dynamic sys-
tems (flow injection analysis, HPLC) is presented. The
accuracy of determination in both static and dynamic sys-
tems can worsen due to different ratios of the isomers in
liquid and gas phases. A procedure for correction of this
phenomenon is also demonstrated.
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STUDIUM PROCESU INTERAKCE
LASEROVEHO ZARENI SE VZORKY
SKEL A ZEMEDELSKYCH PUD POMO-
CI SPEKTROSKOPIE LASEREM INDU-
KOVANEHO MIKROPLAZMATU

A OPTICKE EMISNI SPEKTROSKOPIE
V INDUKCNE VAZANEM PLAZMATU
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vazaného plazmatu, spektrometrie laserem indukovaného
mikroplazmatu

Uvod

Laserova ablace ve spojeni s optickou emisni spektro-
metrii indukéné vazané¢ho plazmatu (LA-ICP-OES) je
kombinovand technika prvkové spektralni analyzy, kterd
spojuje laserovou ablaci jako nastroj generovani aerosolu
z pevnych vzorkl s optickou emisni spektrometrii ICP pro
generovani analytického signalu a jeho detekci. Vyhoda
pfimého zavadéni pevnych vzorkli do ICP vyboje lasero-
vou ablaci spociva v eliminaci Casto ¢asové narocnych
chemickych rozklad vzorkt a v minimalizaci ztrat analy-
th a kontaminace spojené s rozpousténim. Laserova ablace
pfedstavuje prakticky nedestruktivni vzorkovaci techniku
anizké meze detekce ve spojeni s ICP-MS, ICP-OES
a LIBS umoziuji stanoveni prvki pfi ablaci plosky vzorku
o praméru n&kolika mikrometrt, &asto jedinym pulsem’.
Na méfeni optické emise zlaserového mikroplazmatu
generovaného na povrchu vzorku je zaloZena spektrosko-
pie laserem indukovaného mikroplazmatu (LIBS — laser
induced breakdown spectrometry). Ablace je termin, kte-
rym se oznacuje souhrn procest probihajici pfi interakci
laserového paprsku se vzorkem. Charakter tohoto procesu
zavisi na okolni atmosféfe, vlastnostech laserového pa-
prsku a vlastnostech samotného vzorku. Pouzivaji se zpra-
vidla pevnolatkové nebo plynové lasery. Vzorkovani lase-
rovym paprskem je umoznéno diky tomu, ze koherentni
zateni lze zaostfit na plochu o priméru jednotek az stovek
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pm a v rezimu nanosekundovych pulst je dosazeno hustot
zétivého vykonu az 10° W cm ™.

Pii interakci laserového paprsku se vzorkem dochazi
k destrukci materidlu a vzniku mikroplazmatu. Destrukce
materialu zahrnuje erozi, explozi, vymrstovani Ccastic,
sublimaci, tvorbu aerosolu a dalsi procesy. Vznikly aerosol
mize byt transportovan do dalsiho excita¢niho a ionizacni-
ho prostredi, jakym je indukéné vazané plazma (LA-ICP-
OES)* zatimco emisi mikroplazmatu vyuziva metoda
LIBS.

K analyze pevnych materiali se v souc¢asné dob¢ pou-
zivéa nejcastéji roztokova analyza po rozkladu vzorku, vy-
louzeni pudnich vzorkl, nebo vyuziti spektroskopickych
technik jako je AAS (atomova absorp¢ni spektroskopie),
ICP-OES/MS (technika optické emisni spektroskopie
s indukéné vazanym plazmatem/hmotnostni spektroskopie
vindukéng vazaném plazmatu)’™. K analyze pevnych
a praskovych vzorkl se vyuziva rentgenova fluorescencni
spektroskopie (XRF) nebo techniky LA-ICP-OES nebo
laserové ablace spojené shmotnostni spektroskopii
v indukéné vézaném plazmatu (LA-ICP-MS)"™. Spektro-
metrie laserem indukovaného mikroplazmatu byla pouzita
naptiklad pro charakterizaci prvkového sloZeni povrchu
a vnitini struktury daugerreotypii z 19. stoleti'’. Metodou
LIBS a UV a IR spektrometrii byly popsany a identifiko-
vany pigmenty, majici podobné zbarveni, ale odliSnou
chemickou strukturu, v iluminovaném rukopisu pochazeji-
c¢im z 12. a 13. stoleti''. Podobné analyza byla provedena
u keramickych materialti, $perkti a kovovych artefakti.
U téchto vzorki byla provedena kvalitativni a semikvanti-
tativni analyza prvkového slozeni'?. Technika LIBS byla
vyuzita 1 pii studiu vzorkt kalcifikovanych tkani a pfi
analyze oceli*"®. Také byly popsany principy metody pro
povrchovou analyzu a hloubkové profilovani'®. S vyuzitim
femtosekundovych laseri byly ziskany hloubkové profily
vzorkii Cu-Ag a TiN-TiAIN na kiemiku a Zeleze'”. Vyuziti
metody bylo zkoumdno i v oblasti identifikace bakterial-
nich kmena'®.

Cilem této prace je porovnani signali LA-ICP-OES
a LIBS vybranych prvkl pfi ablaci riznych materialti pro
ptipadné vyuziti pro pfimou spektralni analyzu téchto typt
vzorkll. Pro tyto experimenty byly v prvnim pfiblizeni
vybrany riizné typy standardi skel a padni tablety jako
piiklad. Byly sledovany korelace signali jednotlivych
prvki v zavislosti na obsahu ve vzorcich. V ptfipad¢ skel je
demonstrovan vyrazny matrix efekt vedouci v extrémnich
pfipadech az k obraceni smérnice kalibracnich kiivek,
zatimco u pudnich tablet 1ze vysledovat rozumné korelace
vyuzitelné k pfipadnému stanoveni obsahu prvku. V pri-
padé metody LA-ICP-OES lze pouzitim porovnavaciho
prvku znacné eliminovat nepfiznivé matrix efekty, coz
naznacuje, ze stechiometrie prvkd v aerosolu transportova-
ného do ICP plazmatu zlistava zachovéana a Ze je i zacho-
vana $iroka linearni odezva ICP-OES jako detektoru abla-

* Michaela Galiova, Veronika Mozna a Alice Stanikova ziskaly zvlastni cenu poroty v soutézi O cenu firmy Merck 2005 za

nejlepsi studentskou védeckou praci v oboru analyticka chemie.
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tovaného materiélu Vpﬁpadé signéllu LIBS jsou deje
duchym zptsobem s pouzitim porovnavaciho prvku od-
stranit.

Experimentalni ¢ast

Laser a ablac¢ni systém

Pro méfeni byl pouzit pulzni Nd:YAG laser (Quantel,
Brilliant, Francie) emitujici laserové zafeni o zakladni
vlnové délce 1064 nm s frekvenci pulst 10 Hz. Jde o pev-
nolatkovy laser vyuZzivajici modulace kvality optického
rezonatoru (Q-modulace, Q-switch) pomoci Kerrova ¢lan-
ku, s vystupnimi pulzy trvajicimi asi 5 ns. S vyuZitim krys-
tall pro nasobeni frekvence bylo mozné pracovat pfi vino-
vych délkdch 532 nm (druhd harmonickd frekvence)
a 266 nm (Ctvrta harmonicka frekvence). V této praci byla
pouzita zakladni vinova délka 1064 nm pro pudni tablety
a 266 nm pro skla. Méfeni se provadéla v IC oblasti
senergii pulsi 120mJ a v UV oblasti senergii pulsi
10 mJ. K zaosteni IC laserového zafeni byla pouzita skle-
néna ¢ocka s ohniskovou vzdalenosti 170 mm, k zaostfeni
UV laserového zafeni kiemenna ¢ocka s ohniskovou vzda-
lenosti 125 mm. Energie pulst laseru byla méfena pomoci
monitoru energie/vykonu laseru Nova (Ophir Optronics,
Izrael).

Vzorky byly upevnény v drzaku, ktery byl pfipevnén
k XY translatoru s programovatelnym pohybem. K pohy-
bu slouzil translator OWIS (Némecko) fizeny softwarem
Galil (USA). Laserova ablace byla provadéna bud’ do bodu
anebo vzorek vykonaval pohyb po kruhové draze
s polomérem 2 mm.

Pro analyzu byla pouzita ablacni komora o objemu
16 cm’, ktera byla umisténa tak, Ze laserovy paprsek dopa-

Nd:YAG Laser Brilliant
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dal na povrch vzorku pod tihlem 72 °. Ablac¢ni komorou
proudil nosny plyn, ktery odnasel ablatovany material do
ICP spektrometru Jobin-Yvon 170 Ultrace (Jobin-Yvon,
Francie). Soucasné€ bylo snimédno a detegovano zafeni emi-
tované laserem indukovanym plazmatem. Experimentalni
usporadani je na obr. 1.

ICP

Aerosol vzorku byl z ablaéni komory transportovan
nosnym plynem (argon) do plazmové hlavice ICP spektro-
metru JY 170 Ultrace (Jobin-Yvon, Francie) s lateralnim
pozorovanim plazmatu. Priitok vnéjsiho plazmového plynu
byl 12 1 min™", priitok nosného plynu byl 0,6 1 min™". Dis-
perzni systém ICP spektrometru je vybaven monochroma-
torem typu Czerny-Turner s ohniskovou vzdalenosti 1 m,
jenz umoziuje sekvencni méfeni a polychromatorem kon-
strukce Paschen-Runge umoziujici simultanni méfeni. Na
monochromatoru byly méteny spektralni ¢ary K a Na.
K méfeni ¢ar Mg, Si, V a Cu byl pouzit polychromator
(viz tabulka I).

Tabulka I
VInové délky analytickych ¢ar prvku stanovovanych ve
vzorcich skel a pid metodou LIBS a ICP-OES

—

ﬂﬁ'

fotonasobi¢

AN

{_\L optlcky kabel
Jobin Yvon - Triax 320 ¢

Prvek LIBS [nm] ICP-OES [nm]
Si 251,61 251,61
Na 589,00 589,00
K 766,49 766,49
v 617,04 292,41
Cu 521,82 324,76
Ar
vzorek
r—llll - ’B& \\ ablacni
10Hz L' _/-< \\ komora
J._____ mikroplazma ICP-OES
§) Fidici osciloskop TDS 1012
jednotka

==

Hamamatsu R928

-C'C"JO
@ﬁwff

kliGovaci patice
Hamamatsu C1392

Obr.1. Experimentailni uspoiadani laserové ablace s optickou emisni spektrometrii induk¢éné vazaného plazmatu spojené se spekt-

rometrii laserem indukovaného mikroplazmatu
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Vyhodnoceni signalu ICP-OES

Ablace probihala tak, ze laser byl pustén po dobu 13 s
(kvili zaznamu LIBS signalu), poté byl vypnut na 40 s
a pak znovu zapnut na 13 s. Tento postup se opakoval jesté
dvakrat. Vysledkem byl zdznam 3 ,,pika“, které byly vy-
hodnoceny tak, Ze od intenzity v maximu ,,piku® byla ode-
¢tena hodnota pozadi ziskand méfenim ICP-OES signalu
pfi vypnutém laseru (obr. 2).

200

1, , odecet intenzity po spusténi laseru
o oy

1001

Obr. 2. Zpisob odectu signalu ICP-OES; méfeno pro kiemik
(251,61 nm) ve vzorku U 15 (24,6 % Si). Odecteno pozadi pred
spusténim laseru a intenzita signalu po spusténi laseru. Energie
pulsu laseru 10 mJ, rychlost pritoku argonu 0,6 1 min™', zaostfeni
paprsku na povrch vzorku; U laser vypnuty, < laser zapnuty

LIBS

Emitované zafeni laserem indukované¢ho plazmatu
bylo snimano z abla¢ni komory objektivem a vedeno
optickym kabelem na vstupni §térbinu monochromatoru
TRIAX 320 v uspofddani Czerny-Turner s ohniskovou
vzdalenosti 320 mm. Ten byl osazen tfemi mfizkami
(68 x 68 mm) s 1200, 2400 a 3600 vrypy / mm, motorizo-
vanou vstupni a vystupni §térbinou (s nastavitelnou Sifkou
vrozsahu 0-2 mm skrokem 12,5 um), fotondsobicem
Hamamatsu R928 a klicovaci patici Hamamatsu C1392.
Ke spusténi méteni bylo vyuzito impulsu fidiciho modula-
ci (Q-switch) laseru. K registraci signalu prvkd Si, Na,
Mg, Va Cu (tabulkal) byl pouzit digitalni osciloskop
Tektronix TDS 1012, ktery byl pfipojen pies sériovou
datovou sbérnici RS-232C k pocitaci. K transportu dat do
pocitace a k nastaveni osciloskopu byl pouzit program pro
pocitacovou podporu osciloskopt Scope 6.1 (Tektronix).

Vyhodnoceni signalu

Kazdy signal byl ziskan primérovanim 128 lasero-
vych pulst, pricemz kazdy puls laseru piedstavoval jeden
emisni signal. Toto primérovani bylo provadéno digital-
nim osciloskopem. Méfeni signalu na analytické ¢afe a na
pozadi byla provadéna postupné a vysledny signal byl
ziskan odectenim signalu pozadi od signalu na analytické
¢are (obr.3). Mefeni signdlu v maximu analytické Cary
i pozadi bylo provedeno tiikrat, pokazdé v riznych mis-
tech vzorku.
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draslik, standard - U 15

300

¢as, us

Obr. 3. Casovy priibéh signalu LIBS atomové &¢ary K —
766,49 nm (I..), pozadi pii 765,49 nm (/) a rozdil signalt
v maximu a na pozadi (/. — y). Méteni vzorku U 15 (7,5 % K),
prumérny signal zaznamenavany po dobu 5 ms, prumérovano
128 pulst laseru, energie pulsu laseru 10 mJ, rychlost pritoku
argonu 0,6 1 min™', zaostieni paprsku na povrch vzorku

Vzorky

MozZnost pouZiti LA pro ICP-OES a LIBS byla
testovana na standardnich vzorcich skel a puad.
V ptipad€ sklenénych vzorkd bylo pracovano se stan-
dardy skel 2-THETA (tabulka II), v ptipad¢ ptidnich vzor-
ki bylo pracovano se vzorky z mezilaboratornich porovna-
vacich zkousek Usttedniho kontrolniho a zkusebniho usta-
vu zemédélského, Brno (tabulka III).

Lisované tablety byly pfipraveny po mleti a homoge-
nizaci vzorku v kulovém mlynku Pulverisette 7 (Fritsch,
Némecko). Po smichani pudy s pojivovym materidlem (Ag
prasek) vpomeéru 2:1 a pfiddni porovnivaciho prvku
(prasek GeO,, v kone¢ném obsahu 0,2 g Ge na 10 g smési)
byla provedena homogenizace po dobu 60 min. Homoge-
nizovany material byl nasledné lisovan manualnim hyd-
raulickym lisem Mobiko SP 2 do tablet s pouzitim ocelo-
vé formy vlastni konstrukce. Vysledné tablety o priméru
12 mm a tloustce 1 mm obsahovaly asi 2 g materialu.
Polyuretanové tablety byly pripraveny z nizkoviskozni

Tabulka IT
Seznam pouzitych standardud skel firmy 2-THETA a jejich
slozeni

Sklo Barva % Si % Na % K
U8 bezbarvé, prihledné 28,5 5,9 6,1
U 12  bilé, neprithledné 32,7 10,0 2,1
U 13  hnédé, prihledné 334 10,0 2,0
U 15  hnédé, prihledné 24,6 4,5 7,1
U 34 svétle zelené, 32,6 6,9 4,5
prithledné
U35 cervené, prihledné 28,3 10,0 4.4
U 37 tmavé modré, 34,0 9,0 2,1
prithledné
U 39 bezbarvé, pruhledné 33,9 11,4 0,5
U42 bezbarvé, prihledné 31,7 7,0 3,0
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Tabulka IIT

Seznam pouzitych vzorkli pid (vzorky z mezilaborator-
nich porovnavacich zkousek Ustiedniho kontrolniho
a zkuSebniho tstavu zemédélského, Brno)

Cislo Popis vzorku v Cu
vz. [mgkg™'] [mgkg™]

5213 glejova puda, kat. Gz. 16,90 7,60
Lomnice, okr. Jindfichav
Hradec

5303 lgambizem, kat.az. Krasné 89,00 30,60
Udoli, okr. Karlovy Vary

5692 c¢ernozem, Chrlice, 41,62 76,70
okr. Brno mésto

5491 nivni pida, Dobroméfice, 67,30 62,90
okr. Louny

5393 ilimerizovana pada, Sytno, 54,30 23,00
okr. Tachov

5617 cernozem, Pasohlavky, 16,99 14,31
okr. Breclav

5492 fluvizem, LiSany u Zatce, 80,18 204,00
okr. Louny

5492 fluvizem 79,20 203,00

5701 cernozem, Vérovany, 39,11 19,79
okr. Olomouc

5002 lgambizem —Cervena, Mala 46,77 47,52
Cernoc, okr. Louny

5312 regozem, Bohy, 26,50 12,19
okr. Plzen

5616 cCernozem, kat. 1z. Morav- 32,71 15,98

sky Zizkev, okr. Bieclav

dvouslozkové pryskyfice PX 521HT (Axson). Vzorky pud
byly po smichani se slozkou A (isokyanat) zhomogenizo-
vany a byla knim pfidéna slozka B (polyol). Slozka A
byla se slozkou B smichana v poméru 2:1. Nasledné byly
vzorky vakuovéany a vznikld hmota byla nalita do lukopre-
nové (silikonovy kaucuk) formy, kterd byla pfedehiata na
70 °C a v niz byla hmota vloZena do suSarny na 1 h. Pak
byla tableta ponechana ve formé nez vychladla a nasledné
byla vyloupnuta.

Rastrovaci elektronovy mikroskop

Pro méfeni kratert vzniklych po pulsech laseru byl
pouzit rastrovaci elektronovy mikroskop TESLA BS 340
(Tesla Brno, Ceské republika) s rozliSovaci schopnosti
7nm a 10-200 000 nasobném zvétSeni. Jako osvétlovaci
systém slouzila zhavena W-katoda. Urychlovaci napéti
bylo 20 kV. Sekundarni elektrony byly detegovany scinti-
la¢nim detektorem. Méfeni bylo provedeno pfi tlaku 5.107
Pa po tfiminutovém pokoveni zlatem iontovym napraSova-
nim pfi proudu 30 mA.
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Vysledky a diskuse

Vl1iv zaostfeni

Vyznamnym parametrem ovliviiujicim podminky
ablace je zaostfeni laserového paprsku, které bylo optima-
lizovano pro ziskani maximalni intenzity signalu.

Laserové zareni 266 nm

Optimaliza¢ni méfeni bylo provedeno na standardu
U 39 (Na 11,4 %) pfi vlnové délce 589,00 nm odpovidaji-
ci atomové Cate Na. Vliv zaostfeni laserového paprsku na
intenzitu signalu byl zkouman v rozmezi 10 mm nad po-
vrchem vzorku aZ 5 mm pod povrchem vzorku. Mezi jed-
notlivymi méfenimi byl vzorek posouvan pomoci x,y-
translatoru. Signal byl zaznamendvan po dobu 10 ps po
pulsu laseru. Maximalniho signalu bylo dosazeno pii za-
ostfeni laserového paprsku na povrch vzorku. V ohniskové
vzdalenosti ¢ocky byla tedy provedena vSechna méfeni
vzorkl skel metodami LIBS i LA-ICP-OES.

Laserové zareni 1064 nm

Mgéfeni bylo provedeno na vzorku pady ¢. 5492 (204
Cu mg kg’l) pfi vlnové délce 521,82 nm odpovidajici ato-
mov¢ ¢are Cu. Vliv zaostfeni laserového paprsku na inten-
zitu signalu byl zkoumd4n v rozmezi 35 mm nad povrchem
vzorku po 10 mm pod povrchem vzorku. Signal byl zazna-
menavan po dobu 10 us po pulsu laseru. Maximalni inten-
zity signalu bylo dosazeno pfi zaostieni laserového pa-
prsku 20 mm nad povrch vzorku. V této vzdalenosti cocky
od povrchu laseru byla provedena v§echna méteni pidnich
tablet metodami LIBS i LA-ICP-OES.

Kalibra¢ni zavislosti

Vzorky skel

Mgéfeni sady standardi skel bylo provedeno metodami
LIBS a LA-ICP-OES po vybéru analytickych car, jejichz
vlnové délky jsou uvedeny v tabulce I. U kazdé emisni
Cary métené metodou LIBS byl prométen profil této ¢ary.

Bylo zjisténo, ze samotny signal kiemiku neni pouzi-
telny pro piipadné uréeni obsahu kiemiku v ptipadé obou
metod, u metody LIBS byl dokonce pozorovan pokles
intenzity s rostoucim obsahem kiemiku.

Kalibra¢ni zavislost signalu drasliku ziskana obéma
metodami byla také shleddna nepouZitelnou pro analytické
ucely. Proto byl pouzit signal kiemiku jako signal porov-
navaciho prvku. Z prepoctenych kalibracnich zavislosti
pro draslik (obr. 4) je patrné, Ze vysledky ziskané metodou
LIBS neni ani takto moZné pouZit, nebot’ se uplatiiuje ta-
kovy vliv matrice, ktery pfepoctem na porovnavaci prvek
nelze odstranit. U metody LA-ICP-OES ptepocet na po-
rovnavaci prvek kifemik zpisobil eliminaci vlivu matrice
(tabulka IV) a kalibracni zavislost je tak po pfepoctu na
kfemik pro vyhodnoceni obsaht drasliku ve vzorcich skel
vyuZzitelna.
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Obr. 4. Kalibracni zavislost drasliku ve vzorcich skel metoda-
mi LIBS a LA-ICP-OES po pfepoctu na porovnavaci prvek
(Si); LJICP-OES, © LIBS, 1) y = 0,1404x + 0,0036,
R*=0,9386,2) y=0,0163x + 0,5157, R* = 0,7252

Tabulka IV

Hodnoty koeficientti determinace R* kalibra¢nich zavislos-
ti po prepoctu a s prepoctem na porovnavaci prvek (Si ve
vzorcich skel a Ge vzorcich pud)

Skla R? R’

bez ptepoctu na po- s pfepoctem na po-

rovnavaci prvek (PP)  rovnavaci prvek (PP)

LIBS ICP-OES LIBS ICP-OES
Si 0,6114 0,3756 ~ ~
Na 0,0091 0,1672 0,3362 0,8387
K 0,9701 0,1105 0,7252 0,9386
Piidy R’ R’
LIBS tablety lisované s Ag  polyuretanové tablety
A% 0,9910 0,9910 0,7178 0,7178
Cu 0,9162 0,9162 0,6950 0,6950
Piidy R’ R’
ICP-OES  tablety lisované s Ag  polyuretanové tablety
bez s bez s

pfepoctu pifepoctem piepoCtu piepoctem
\Y% 0,9550 0,9368 0,9492 0,7526
Cu 0,9721 0,9603 0,9994 0,9720

Podobné pfi sledovani signalu sodiku ve vzorcich skel
nebyla pozorovana Zz4dné korelace s jeho obsahem a jako
u drasliku doslo pfi pfepocétu na porovnavaci prvek kiemik
k vyraznému zlepSeni linearity a tak ¢astecnému odstrané-
ni vlivu matrice pouze u metody LA-ICP-OES (tabulka
V).

Vzorky piid

Vzorky pud ziskané z kruhovych testti byly stanoveny
metodami LIBS a LA-ICP-OES na vlnovych délkach uve-
denych v tabulce I. Metodou LA-ICP-OES byly kalibra¢ni
zavislosti vyhodnoceny s piepoctem i bez prepoCtu na

Cena Merck
1,2
I,
a.u.
0,6
0
0 20 40 60 80 100
V, mg kg™

Obr. 5. Kalibraéni zavislost pro vanad ve vzorcich ptdnich
tablet lisovanych s Ag metodami LIBS a LA-ICP-OES bez
prepoctu na porovnavaci prvek; L1 ICP-OES, ¢ LIBS, 1) y =
0,0096x + 0,1454, R* = 0,9827, 2) y = 0,0101x + 0,0974, R* =
0,955

porovnavaci prvek, kterym bylo Ge. Z kalibra¢nich zavis-
losti pro vanad v pldnich tabletich lisovanych s Ag
(obr. 5) je patrné praktické vyuziti jak u metody LIBS, tak
i LA-ICP-OES. U metody LIBS bylo dosazeno lepsiho
korela¢niho koeficientu. U tablet polyuretanovych je citli-
vost stanoveni vanadu obéma metodami nizsi (tabulka IV).
Pfepocet na porovnavaci prvek Ge u LA-ICP-OES nezpii-
sobil pozitivni zménu na rozdil od tablet lisovanych s Ag.

V ptipadé stanoveni Cu byla pozorovana lepsi citli-
vost u metody LA-ICP-OES jak u tablet lisovanych tak
i polyuretanovych. Pfepocet na porovnavaci prvek u této
metody nepfiinesl zlepSeni (tabulka I'V).

Analyza lisovanych tablet s Ag obéma metodami
poskytuje lepsi vysledky nez u tablet polyuretanovych.
VEtsi odchylky u polyuretanovych tablet mohou byt zpi-
sobeny vlivem matrice.

Kratery
Interakci laserového paprsku se vzorkem vznikaji na
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Obr. 6. Fotografie krateru na povrchu vzorku skla a piadni
tablety; a) vyfez krateru na povrchu vzorku U 34 zvétSeny 960krat,
energie laseru 10 mJ, rychlost pritoku argonu 0,6 1 min™', zaostieni
paprsku (266 nm) na povrch vzorku, b) vyfez na povrchu vzorku
lisované puidni tablety 5701 po ablaci do kruznice zvétSeny 160krat,
energie laseru 120 mJ, rychlost prittoku argonu 0,6 1 min™', zaostfe-
ni paprsku (1064 nm) 20 mm nad povrch vzorku
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povrchu vzorku abla¢ni kratery, jejichZ snimky byly ziska-
ny pomoci rastrovaciho elektronového mikroskopu.

V piipad¢ standardt skel neni krater symetricky, 1ze
tedy usuzovat, ze dochazelo k nerovnomérné ablaci, patrné
vlivem nepravidelnosti laserového paprsku v UV oblasti
(obr. 6a).

Naopak je tomu u ablacnich kraterd tablet pud
(obr. 6b). U polyuretanovych ptdnich tablet vznikly krate-
ry s vétsi hloubkou nez u lisovanych, coz dokazuje snad-
néjsi ablaci materialu.

Zavér

Cilem préace bylo ovéfit moznost pouziti metod spekt-
roskopie laserem indukovaného mikroplazmatu a optické
emisni spektroskopie v indukéné¢ vazaném plazmatu
s laserovou ablaci pro stanoveni vybranych prvki ve vzor-
cich skel a ptd.

Nejdtive byl sledovan vliv zaostfeni laserového pa-
prsku na velikost mé&feného signalu. Pfi sledovéni signalu
prvki ve vzorcich skel byl laserovy paprsek (266 nm)
zaostfen na povrch vzorku a u pidnich tablet (1064 nm)
20 mm nad povrch vzorku.

Pro jednotlivé prvky byly sestrojeny kalibracni zévis-
losti. Pfi analyze skel byly tyto zavislosti pfepocteny na
porovnavaci prvek Si u obou metod LIBS a LA-ICP-OES.
V piipadé analyzy padnich tablet byl tento pfepocet prove-
den na Ge pouze u LA-ICP-OES. Piidni tablety byly ana-
lyzovéany bud’ lisované s vnitinim standardem Ag a nebo
polyuretanové.

Zaverem se da Tict, ze pii stanoveni prvkd ve standar-
dech skel metodou LIBS se uplatiiuje velky vliv matrice,
ktery nelze odstranit ani pii pouziti Si jako porovnavaciho
prvku. Vzhledem k riznym vlastnostem vzorkl skel je
mechanismus ablace natolik odli$ny, Ze namétené signaly
neodrazi obsah prvkd ve vzorcich. Divodem muze byt
nejen velky vliv matrice rozdilnych vzorkt skel pouzitych
v této praci, ale i barevnost téchto vzorku, kterd mtize zpt-
sobit odliSnou miru absorpce laserového zafeni. Tmavsi
vzorky mohou absorbovat vétsi cast zafeni.

U LA-ICP-OES se uplatiiuje také velky vliv matri-
ce, ktery I1ze naopak v tomto pfipadé odstranit pouzitim Si
jako porovnéavaciho prvku. Z tohoto hlediska je tato meto-
da pro stanoveni vybranych prvki ve vzorcich skel vhod-
na.

U puldnich vzork bylo zjisténo, ze neni nutné ani
umetody LIBS ani LA-ICP-OES pouzivat pfepocet na
porovnavaci prvek (Ge). Pro stanoveni vybranych prvkl
v plidnich vzorcich je vyhodnéjsi pouziti lisovanych tablet
s Ag.

Autori dékuji Ministerstvu Skolstvi, mladeze a télovy-
chovy Ceské republiky za podporu projektu ,Studium
a aplikace plazmochemickych reakci v neizotermickém
nizkoteplotnim plazmatu a jeho interakci s povrchem pev-
nych latek™ MSM0021622411.
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Uvod

Nukleové kyseliny reverzibilné interaguji s rozsahlou
skupinou malych organickych molekul, coz hraje dtlezitou
roli pfi vyzkumu novych 1é¢iv vyvijenych pro 1é¢bu rako-
vinnych a virovych onemocnéni. Mezi tyto latky patii
i ptirodni oligopeptid distamycin A (obr. 1). Ten se neko-

H
Ho N
IRae:
\ H
CH, O D\NN ]
CH, O NH

Obr. 1. Strukturni vzorec distamycinu A

Cena Merck

valentné¢ vaze na DNA do malého Zzlabku, preferencné
v oblastech sekvenci bazi adeninu a thyminu'. Cilem fady
vyzkumnych projektd je syntetizovat dimerni derivaty této
pfirodni formy a sledovat jejich interakci s DNA, pfipadné
docilit lepsich vazebnych schopnosti mimo sekvence ade-
nin-thymin®™*,

V predkladané praci je tato interakce sledovana spekt-
roskopii NMR u fady derivatl dystamicynu, které byly jiz
diive syntetizovany na Ustavu analytické chemie VSCHT
Praha’. Jednotlivé derivaty se od sebe li§i potem N-methyl-
pyrolovych jednotek a oproti ptirodni formé obsahuji navic
v centru molekuly Trogerovu bazi (obr. 2).

Ve spektroskopii NMR jsou intra- ¢i intermolekularni
dynamické procesy oznaCovany pojmem chemickd vymena.
Jeji vliv na vzhled spektra souvisi s rychlosti vymény
a s rozdilem rezonancnich frekvenci signalti sledovaného
jadra v jednotlivych stavech, mezi nimiz vyména probiha.
Pokud je tato vyména pomala, obsahuje spektrum dva signa-
ly, odpovidajici jednotlivym staviim. Je-li vyména rychla,
dojde ve spektru ke splynuti signalii a pozorujeme pouze
jeden pik, ovSem na jiném misté, nez byly ptvodni — u vy-
mény mezi dvéma stejné populovanymi signaly uprostied.
Proto jsou ve spektru pii studiu interakci sledovany dva
zakladni parametry: rozSifovani pikli a chemicky posun
signalli. To odpovid4d chemické vymeéné mezi volnou for-
mou pozorované latky a formou vazanou na jinou molekulu.

Dal§im parametrem pro studium interakce je zména
relaxace, tzn. navratu systému po vybuzeni radiofrekvenc-
nim pulsem zpé&t do rovnovazného stavu. RozliSujeme dva
ruzné relaxacni procesy: spin-miizkovou relaxaci
(podélnd) a spin-spinovou relaxaci (pficnd). V praci jsme
se zamétili na sledovani zmény spin-mfizkové relaxace,
pfi niZ relaxujici jadro predd energii translacnim a rotac-
nim pohyblim jader a elektronil, které tvoii tzv. mfizku,
¢imz7 je oznacovano okoli daného jadra. Rychlost relaxace
je déana rychlostni konstantou 1/7}, kde T; je spin-
miizkovy relaxacni ¢as. Obecné plati pravidlo, Ze ¢im
rychleji se molekula pohybuje, tim vétsi je hodnota 77, tj.
navazanim malé molekuly na vétsi by se hodnota 7} méla
zmenSovat.

Obr. 2. Dimerni derivaty distamycinu; a) n=0 (derivat 0); b) n=1 (derivat 1); ¢) n=2 (derivat 2); d) n=3 (derivat 3)

* Jarmila Foltynova se s touto praci tspé$né zucastnila soutéze O cenu firmy Merck 2005 za nejlepsi studentskou védeckou

préci v oboru analyticka chemie.
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Experimentalni ¢ast

Vsechna spektra byla méfena na spektrometru firmy
Varian, model Mercury Plus (300 MHz). Pti pfipraveé roz-
toki DNA byla pouzita michatka VSM-3 (Shelton Scien-
tific) a ultrazvukova lazent (Merck). Pro pfifazeni signalt
distamycinovych derivata v 'H a "*C spektrech byly pouzi-
ty roztoky v dimethylsulfoxidu — ds (99,9 %-D, Aldrich),
kde jsou vSechny derivaty dobie rozpustné. Byla métena
spektra '"H NMR (té2 s potladenim signalu rozpoustédla),
dale °C NMR, apt a dvoudimenzionalni spektra gCOSY,
gHSQC a gHMBC. Relaxac¢ni ¢asy T byly méfeny meto-
dou inverze populaci. Pro méfeni vodikovych spekter bylo
pouzivano 64 skent a snimano 36 000 bodu. Méfeni byla
provadéna za konstantni teploty 298 K. Studované dista-
mycinové derivaty byly syntetizované na Ustavu analytic-
ké chemie VSCHT Praha’, relativni molekulové hmotnosti
(potvrzené hmotnostni spektrometrii; ¢isla derivati odpo-
vidaji poc¢tu N-methylpyrolovych jednotek v molekule, viz
obr. 2): derivat 0 — 484, derivat 1 — 787, derivat 2 — 972,
derivat 3 — 1216. Pouzitd DNA byla zakoupena od firmy
Sigma Aldrich, sonifikovana v ultrazvukové lazni, lyofili-
zovana dvakrat v D,O k dosazeni vymény deuterium-
vodik. Interakci s DNA bylo nutno sledovat ve vodnych
roztocich. Pro zlepSeni rozpustnosti vySSich distamycino-
vych derivati bylo pouzito smésné rozpoustédlo voda
(99,9 %-D, Aldrich) — methanol (99,8 %- D, Aldrich)
v objemovém poméru 2:1. Vypocet piidaného mnozstvi
DNA vychazel z latkovych mnozZstvi jednotlivych deriva-
th a pramérné relativni molekulové hmotnosti pro jeden
par bazi DNA, ktera ¢ini 666.

Vysledky a diskuse

Ve vodikovych spektrech derivatu 0 béhem ptidavku
DNA (obr. 3) je patrno, Zze dochazi k rozsifovani signalu,
coz odpovidd chemické vyméné mezi riznymi formami,
v tomto ptipadé formou volnou a formou ¢i formami vaza-
nymi na DNA — ztoho lze usuzovat na vz4jemnou in-
terakci. Nejvice jsou ovlivnény signal 2 odpovidajici sku-
piné CH, Trogerovy baze, a dale pak signal 5, patiici sku-
piné CH v pyrolovém kruhu. Titrace byla provedena téz
v deuterované vodé¢, pricemz vysledky byly srovnatelné
jako pfi pouziti smésného rozpoustédla voda-methanol. Pti
pridavcich DNA k derivatu 1 (obr. 4) dochézelo k velmi
podobnym zménam jako u mensiho derivatu, ovSem spekt-
ra se vyrazn¢ zmeénila jiz pfi nepatrném piidavku. Z toho
plyne, ze interakce je ovlivnéna poctem N-methyl-
pyrolovych jednotek a Ze vazba na DNA probiha podob-
nym zpisobem jako u derivatu 0. RozSifovani signald
u obou predchozich derivati hned po pridavku malého
mnozstvi DNA ma za nasledek zhorSené méfeni relaxac-
nich ¢ast 7). Pfesto jsme zjistili, Ze dochdzi k jejich snizo-
vani.

Zmény ve vodikovych spektrech derivatu 2 pii pfi-
davcich DNA nebyly tak patrné jako pro ptredchozi dva

211

Cena Merck
7CH
2 9 9 10

N 12 13
HC NS 76%"‘/\/\ <
SN I\ A Y ~CH
e NH N N7 5 3
3

CH;0H

PPm (t1) 6.0

Obr. 3. PFidavky DNA k derivatu 0 (vlevo uveden pomér
n(derivatu) : n(DNA))
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derivaty. Pouze v oblasti skupin CH zaclenénych do pyro-
lovych kruhil je zfetelny posun jednoho ze signalti. Da se
17 tedy predpokladat interakce s DNA i pro tento derivat.
Interakce derivatu 3, ktery vykazuje velmi $patnou
A WAL B rozpustnost i ve smésném rozpoustédle voda-methanol,
by Y o E byla prozatim zkouména pouze pomoci cirkulérniho di-
1y R 7Y W/qst fe chroismu. Ukézalo se, Ze se derivat 3 specificky vaze na
HsC Y DNA. Pro derivaty 0 a 1 spektra cirkularniho dichroismu
nevykazuji zadné pozorovatelné zmény signalli, coz na-
znacuje, ze probihajici vazebna interakce je nespecificka.
1:0,24
Tato prace vznikla za financni podpory Vyzkumného
zdméru MSMT ¢&. 6046137307
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J. Foltynova, M. Tkadlecova, M. Valik, L. Palivec,
and V. Kral (Department of Analytical Chemistry, Institu-
te of Chemical Technology, Prague): Interaction of Novel
Dimeric Distamycin Derivatives with DNA: NMR Stu-
dy

A series of novel dimeric distamycin derivatives with
0 increasing number of 1-methylpyrrole units, was synthe-
sized. In comparison with natural distamycin, the dimeric
H,0 CHOH derivatives contain a Troger base as a bridging unit in the
centres of their molecules. The main goal of this work was
to study the influence of interaction with calf thymus DNA
on the the distamycin derivative molecule by 'H NMR
15 2a 2b 10 12|13 11 spectrometry and to determine the binding site. It was ob-
J.J 1 served that addition of DNA caused broadening of hydro-
‘ ‘ ‘ gen signals and also changes in corresponding relaxation
pom v 70 - > ' times. Both facts are in accordance with the assumed inter-
action. The results are discussed for different derivatives in
dependence on the possible binding site and compared
with those from circular dichroism.

Obr. 4. Pfidavky DNA k derivatu 1; (vlevo uveden pomér
n(derivatu) : n(DNA))
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1. Uvod

V stcasnosti je aktudlnou a v mnohych médiach rozo-
beranou témou problematika gramotnosti. Nestretdvame sa
s iou len v tradi¢nom ponimani ako s blizsie neSpecifiko-
vanou schopnostou ¢&itat' a pisat’, ale Coraz Castejiie sa
hovori aj o cudzojazyc¢nej, pocitacovej a informacnej, ma-
tematickej, prirodovednej, hudobnej, vytvarnej, obcian-
skej, medialnej, pravnej, ekonomickej, socialnej, ¢i dokon-
ca organizacnej, alebo kartografickej gramotnosti. Pojem
funk¢éna gramotnost’ oznacuje sihrnne gramotnost’ tradic-
nu, cudzojazyénii, pocitatova a informaéni®’. Clovek
21. storocia by mal disponovat’ kazdou jej zlozkou, aby sa
jeho Zivot a praca stali plnohodnotnymi.

Vyskum PISA (Program medzinarodného hodnotenia
Studentov) sa zameriava na tri oblasti gramotnosti: Citatel-
sk, matematicku a prirodovednt™. Definuje ich postupne
ako sposobilost porozumiet pisanému textu, pouzivat
pisany text, premy$lat’ o fiom; matematick(l gramotnost’
ako sposobilost’ rozpoznat'® moznost' vyuZitia poznatkov
z matematiky pri rieSeni Uloh, zaoberat’ sa nimi a apliko-
vat’ ich. Uplatiiovanie prirodovednych vedomosti, kladenie
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otazok a vyvodzovanie zaverov, ktoré vedu k porozumeniu
a ul'ah¢uji rozhodovanie tykajlice sa sveta prirody a jeho
zmien su prejavom prirodovednej gramotnosti.

2. Vizualna gramotnost’

V' zahrani¢nych zdrojoch sa v poslednych rokoch
stretavame s vyrazom vizualna gramotnost. Tento pojem,
pochéadzajuci z psychologie, vyjadruje schopnost’ rozo-
znat,, pochopit’ a vediet’ interpretovat’ vizualne vyjadrenu
skutoénost. Podl'a Herkmana® k fyziologickym a psycho-
logickym aspektom vizualnej percepcie patri napr. pocho-
penie tvarov, foriem, vzorov, farieb, dimenzii. Vizualna
gramotnost’ zahfia také oblasti ako vyraz tvare, rec tela,
kreslenie, mal'ovanie, socharstvo, znakovu re¢, medzina-
rodne pouzivané symboly, plany, nakresy obrazkov a slova
v ucebniciach. Vyjadruje schopnost’ rozumiet' informa-
ciam podavanym vizualnym sposobom a schopnost’ tvorit’
tieto informécie, t.j. obrazky, grafy, schémy, symboly
apod.’.

Od zaciatku Tl'udskej kultury je vizudlne povedomie,
pouzivanie obrazkov, znakov a symbolov klI'icovym prv-
kom komunikécie. Postupom casu sa tieto symboly
a vyznamy zmenili na abecedu, subor znakov dnesného
sveta, ktora je zakladom tzv. verbalnej gramotnosti. Dispo-
novat’ touto schopnostou znamena dok4zat’ manipulovat’
so zakladnymi zlozkami pisanej podoby jazyka: pisanie
listov, manipuldcia so slovami, ovlddanie gramatiky,
syntaxe6.

Pouzivanie ikon a obrazkov vSak ani v dneSnej dobe
nestratilo na vyzname. Skor naopak. Dobrym argumentom
pre podporu tohto tvrdenia je vSeobecne pouzivany ope-
racny systtm WINDOWS, ale aj mnozstvo ikonickych
informécii, s ktorymi sa v beznom Zzivote stretivame na
kazdom kroku.

3. Chemické ucebné ulohy s vizualiza¢nymi
prvkami

Vzhl'adom na tieto poznatky sme v poslednom case
zamerali svoju pozornost’ na uc¢ebné ulohy, ktoré pracovne
oznaCujeme ako Ulohy s vizualizaénymi prvkami. Bez
naroku na preciznu definiciu ich vymedzujeme ako tlohy,
v ktorych sa vyuzivaju grafické prvky - obrazky, grafy,
tabul’ky, schémy, symboly, ikony, schematické znazorne-
nia a ktoré u Ziakov predpokladaji vyuZivanie aspofl mini-
malnej Grovne vizualnej gramotnosti. Inak povedané, vy-
zaduji od nich rieSenie nastoleného problému, v ktorom
dominuju obrazky, schémy, nakresy, grafy. Nie su u nas
fenoménom novym, ale predstavuju znamu, hoci este nie
celkom etablovanii oblast’ chemickych uéebnych uloh”®.
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Z potreby a nutnosti odliSovat’ tento typ uloh od tych,
ktoré su formulované tradi¢ne, vyplynula aj snaha o syste-
matické roztriedenie jednotlivych typov. Z pohladu pri-
tomnosti alebo  absencie  vizualizatnych  prvkov
v uc¢ebnych ulohach z chémie mézeme vymedzit’ tri kate-
gorie:
3.1. Slovne zadéavané uUlohy

Na tento typ uloh st nasi ziaci zvyknuti. Ich charakte-
ristickou ¢rtou je, ze neobsahuji Ziadne znazornenie, zob-
razenie, ¢i zvyraznenie niektorej Casti. V zadani sa pouziva
len slovna formulacia problému, bez grafického zasahu do
Struktary textu.

Pozndamka: Spravna alternativa odpovede je vo vSetkych
prikladoch zvyraznena.

Priklad

Do jednej banky nalejeme roztok siranu sodného a umies-

tnime v nej malu skumavku s roztokom dusicnanu barnaté-

ho. Do druhej banky ddame kusky zinku a mali skumavku

s roztokom kyseliny sirovej. Obidve banky zazatkujeme

gumenymi zatkami. Hmotnost obidvoch baniek na viahach

je rovnaka a su dostatocne velké na to, aby nedoslo kich

pripadnému odzatkovaniu. Naklonenim baniek sa obsah

malych skumaviek vyleje a v obidvoch pripadoch sa reak-

tanty zmieSaju. Predpokladdme, Ze sme pouzili dve rovna-

ké banky a aj dve rovnaké malé skumavky.

Co budete pozorovat?

a) banka, v ktorej boli dusicnan bdarnaty so siranom sod-
nym je tazsia,

b) banka, v ktorej boli zinok s kyselinou sirovou je tazsia,

¢) obidve banky maju rovnaki hmotnost’.

3.2. Ulohy s dominanciou )
vizualiza¢nych prvkov (UDVP)

Ulohy, zadavané takmer vyluéne grafickymi pro-
striedkami - vyuZzitim nacrtov, obrazkov, schém, ilustracii,
oznacujeme ako ulohy s dominanciou vizualiza¢nych prv-
kov. Neuvadza sa v nich takmer ziadny slovny komentér,
neobsahujii doplnujiice informacie v textovej podobe.
Predpokladom Ziakovho uspechu pri rieSeni danej otazky
je pochopenie grafického znazornenia zadaného problému.
V tejto kategorii ucebnych tlloh mézeme rozlisit’ niekol’ko
typov podla toho, ¢o je v nich konkrétne znazornené:

3.2.1. Reprezentdcia mikrosveta

Vizualizujeme objekty, ktoré nie st volnym okom
pozorovatelné (Casticové zlozenie hmoty, znazornenie
atomov, molekul, idnov).

Priklad
Vo forme akych castic sa nachdadzaju vo vzduchu jeho
hlavné sucasti dusik a kyslik?
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O atom kyslika
@ atom dusika

Obr. 1. Grafické znazornenie hlavnych zloZiek vzduchu

3.2.2. Znazornenie pracovného postupu

Prostrednictvom obrazkov, schém, nacrtov zachytime
pracovny postup chemického experimentu, ikonu, chemic-
kej operécie.

Priklad
”@:-
W
S A~ N
— 200 ﬂm — 200 — 200
n 4‘"" Q [= 100 00
109
voda 1 2 3,

Obr. 2. Znazornenie pripravy roztoku daného zloZenia

hmotnostny zlomok w (O NaCl) = ?
a) 10,5%

b) 10,0%

) 9,1%

d) 8,3%

3.2.3. Zobrazenie priebehu chemickej reakcie

Priklad
Diagram reprezentuje zmes atomov siry a molekul kyslika
v uzavretej nadobe"’.

0, molekula

0 q g o
S N = R a—
Dq}dju

S atom

Obr. 3. Reprezentacia zmesi atomov siry a molekil kyslika
v uzavretej nadobe
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Ktory z diagramov ukazuje vysledok po zmiesani reaktan-
tov uplne tak, ako je to len mozné podla rovnice:
2S +30, > 2503

oo B
e ED
a)

Obr. 4. Znazornenie produktu chemickej reakcie

]

B

b)

TE
oo

d)

%5

¢

3.2.4. Demonstracia zdkonitosti

Znézornime podstatu zakonov, principov a pravidiel
(napr. zakonu zachovania hmotnosti, principu pohyblivej
rovnovahy, pravidiel pre obsadzovanie orbitalov elektron-
mi,...).

Priklad"

Ba(NO,),

Obr. 5. Zadanie ulohy pouZitim vizualiza¢nych prvkov

AN

Obr. 6. Znazornenie sustavy pocas priebehu chemickej reakcie

Problémova otéizka: Co budete pozorovat' ?

< LAL

Obr. 7. Vyber spravnej odpovede z viacerych mozZnosti
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3.2.5. Grafickeé, tabulkové a diagramové ulohy

Ulohy zadané grafom, tabulkou, v ktorych zékla-
dom je pochopenie grafického vyjadrenia zavislosti pre-
mennej od stanovenych a menenych podmienok; porozu-
menie informaciam, ktoré su sprostredkované a zazname-
nané v tabul’ke.
Priklad
Ktorym postupom by sme efektivne oddelili glukozu
(CsH1,04) zo zmesi pozostavajucej z tychto tuhych la-
tok: kamenec (dodekahydrat siranu draselnohlinitého
AIK(SO,),.12H,0), cukor a piesok, ak ich rozpustnost
v troch rozpustadlach uvadza nasledujica tabulka I:

Tabulka I
Rozpustnost’ vybranych latok v réznych rozptstadlach
Latky Rozpustadla

H,O CH;CH,OH  CH;(CH,)sCH;
kamenec rozpustny nerozpustny  nerozpustny
AIK(SOq); .
12H,0
glukoza rozpustny rozpustny nerozpustny
(CéH1206)
piesok (SiO;) nerozpustny nerozpustny  nerozpustny

a) Ku zmesi tuhych latok pridame H,0, premiesame
a prefiltrujeme. Potom vysuSime tuhu ldtku, ktora zosta-
la na filtracnom papieri.

b) Ku zmesi tuhych latok pridame CH;CH,OH, premiesa-
me a prefiltrujeme. Potom vysuSime tuhu latku, ktord
zostala na filtracnom papieri.

¢) Ku zmesi tuhych latok pridame CH;(CH,),CH;, premie-
Same a prefiltrujeme. Potom vysuSime tuhu latku, ktord
zostala na filtracnom papieri.

d) Ku zmesi pridame H,O, premiesame a prefiltrujeme.
Potom nechame odparit filtrat (prefiltrovanu kvapali-
nu).

e) Ku zmesi pridaime CH;CH,0H, premieSame a prefil-
trujeme. Potom nechdame odparit’ filtrat (prefiltrovani
kvapalinu).

3.

3. Kombinacia uvedenych dvoch

typov ucebnych tloh

Ulohy, v ktorych dominuju vizualizaéné prvky, no na
jednoznacnejsie pochopenie situacie je potrebny aj slovny
komentar (sprievodny popis situacie).

Priklad

Dve dostatocne velké Erlenmayerove banky obsahuju re-
aktanty uvedené na obrazku. Banky sme umiestnili na vahy
a pozorovali sme, Ze maju rovnakii hmotnost.
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banka vlavo

banka vpravo

Obr. 8. Zadanie tlohy s pouZzitim kombinacie vizualiza¢nych
a verbalnych prvkov

Bankami sme potriasli a nechali sme zreagovat reaktanty.

AN

banka vlavo banka vpravo

Obr. 9. Znazornenie sustavy pocas priebehu chemickej reakcie

Banky sme znovu umiestnili na vaihy.
Problémova otazka: Co budete pozorovat?

< bAL

Obr. 10. Vyber spravnej odpovede z viacerych moZnosti

4. Metodika a vysledky vyskumu

Charakterizovat’ vlastnosti, potencialne pouzitie, uzi-
to¢nost’ daného typu chemickych ucebnych tloh vo vyuco-
vacom procese sme sa rozhodli aj na zaklade empirického
Setrenia.

Cielom nasho vyskumu bolo urobit’ prvotnii sondaz
do Studentovho spdsobu pochopenia uloh s vizualizanymi

Vyuka chemie

prvkami, porovnat’ UspeSnost’ ich rieSenia vzhladom na
tradi¢né slovne zadané lohy, odhadnat’ moZznosti ich pou-
zitia v u¢ebnom procese.

Vytvoreny didakticky test pozostaval zo 14 uloh ob-
sahovo zameranych na vSeobecni chémiu. Niektoré po-
chadzali od autorov Nurrenbernovej a Robinsona’, ktori sa
venuju tvorbe ucebnych tloh predpokladajticich pochope-
nie pojmov a vztahov medzi nimi. Cast’ poloziek sme mo-
difikovali, zostavajuce sme skonStruovali sami. Vsetky si
vyzadovali vol'bu jednej spravnej odpovede z niekol'kych
moznosti. Vypracovali sme dva varianty testu tak, ze kaz-
dy respondent riesil 7 graficky zadanych uloh a 7 inych,
slovne formulovanych uloh. Polozky, ktoré boli v jednej
skupine slovné, v druhej skupine mali graficki podobu
a naopak. Zachovali sme ich obsahov(l rovnocennost’.

Vyskumu sa zucastnilo 122 Studentov prvého ro¢nika
Prirodovedeckej  fakulty = Univerzity = Komenského
v Bratislave v oktobri 2003. Respondentmi boli nadejni
buduci ucitelia prirodovednych predmetov: chémie, biolo-
gie, geografie, matematiky, environmentalistiky. VSetci sa
podrobili testovaniu v tom istom ¢ase ana rieSenie mali
k dispozicii maximalne 30 mintt.

Vzhl'adom na naro¢nost’ naSho zadania na priestor
neuvadzame didakticky test v plnom zneni. Pre vytvorenie
adekvatnejSej predstavy Citatel'a a pre jeho hlbsie nahliad-
nutie do danej problematiky si vSak dovol'ujeme upozor-
nit, Ze z uvadzanych typov uloh (2.1-2.5) boli v teste pou-
zité priklady na typ 2.1, 2.3, 2.4 ako testové polozky ¢.6,
¢.11 a¢.5 (v obidvoch variantoch testu, len s rozdielnou
formou zadania).

Tabulka IT
Uspesnost’ Studentov pririeseni jednotlivych poloziek
v percentach a zaradenie UDVP podla typu

Uloha &. Uspesnost’ §tudentov Typ ulohy
pri rieSeni jednotlivych polo- s dominanciou
ziek [%] vizualizac-
grafické slovné nych prvkov
L. 26,23 8,20 2.3
2. 49,18 57,38 22
3. 22,95 24,59 2.4
4. 49,18 40,98 2.3
5. 39,34 49,18 24
6. 62,30 77,05 2.1
7. 11,48 19,67 2.1
8. 62,30 29,51 2.1
9. 42,62 36,07 2.1
10. 21,31 36,07 22
11. 11,48 16,39 2.3
12. 32,79 57,38 2.4
13. 26,23 22,95 2.1
14. 36,07 4426 24
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Kym tspesnost’ v riesSeni vizualnych poloziek dosiah-
la 35,25%, tie ist¢ verbalne polozky tuspeSne vyriesilo
37,12% studentov. Rozdiel sa v§ak neprejavil ako Statistic-
ky vyznamny. To by mohlo indikovat’ a potvrdzovat’ ekvi-
valentnost’ slovného a grafického zadania z pohl'adu obsa-
hu a mnozstva informacii, ktoré Studentom poskytla ver-
balna a vizualna formulacia problému. V tabulke II uva-
dzame uspesnost’ Studentov pri rieSeni jednotlivych polo-
ziek testu v réznej forme zadania a zaradenie tloh podla
prislusnosti k danému typu.

Z pohl'adu vyssie uvedeného ¢lenenia uc¢ebnych uloh
podla jednotlivych typov sa v naSom mernom prostriedku
vyskytli Styri druhy tloh s dominanciou vizualizaénych
prvkov. S poziadavkou pochopit’ graficky vyjadrenu zavis-
lost’ dvoch veli¢in a s interpretaciou udajov uvadzanych
v tabul'kach sa Studenti stretavaji najcastejsie, a nielen na
hodinach chémie. Z toho dévodu sme sa rozhodli tento typ
do nasho didaktického testu nezaradit’ a sustredili sme sa
na skimanie zvladnutia zostavajacich Styroch druhov.
Tieto pripady boli zastipené nerovnomerne (dvoma, tro-
ma, Styrmi a piatimi polozkami). V nasledujicom grafe
(obr. 11) sme preto zaznamenali priemernu uspeSnost’
respondentov pri rieSeni konkrétneho typu uloh z daného
poctu poloziek.

Pri pohlade na graf moZzno skonStatovat, Ze ani
v jednom z uvedenych typov uloh v grafickom prevedeni
sa nepodarilo presiahnut’ hranicu uspeSnosti 45 %, kym
v slovnej forme bola prekrocena len pri druhom type polo-
ziek (2.2). Ten sa tykal znazornenia pracovného postupu.

Najlepsie vyrieSenym typom uloh spomedzi grafic-
kych bol pripad 2.1 (vizualizécia ,,mikrosveta®), ku ktoré-
mu prislachalo najviac uloh testu (5). Do tejto kategorie
boli zaradené najuspesnejsie zvladnuté polozky ¢. 6 a €. 8
(obe 62,3 %), no aj najhorSie zvladnutd uloha ¢.7
(11,48 %), ktord vyzadovala hlbSie pochopenie podstaty
a aplikaciu daného poznatku v novej stvislosti. Zda sa, ze
znazornenie Casticového zlozenia hmoty, t.j. reprezentacia
mikroskopického pohladu na svet, hovori v prospech gra-
fického zadania, hoci rozdiel v porovnani s tradi¢nou -
slovnou formou nie je markantny. Za pozornost’ vSak stoji
porovnanie typov 2.2 a 2.4 (znazornenie pracovného po-
stupu a zakonitosti, principov, pravidiel). Studenti si lepsie
pocinali v slovne koncipovanych ulohach a rozdiely sa

21 22 23

typ ulohy

50%
40%
30%
20%
10%

0%

24

Obr. 11. Uspesnost’ §tudentov pri riefeni jednotlivych typov
UDVP (v percentach); O grafické, M slovné
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javia pomerne vyrazné (11,47 % a 11,6 % respondentov).
Zda sa, Ze maju vicSie problémy pochopit’ postupnost’
obrazkov, sled krokov, pripadne nadvdznost’ zndzornenych
Cinnosti. Lepsie zvladnu slovny popis postupu. Je mozné,
ze pod tento trend sa podpisuje aj sucasna koncepcia uceb-
nic, z ktorych sa Studenti ucia a v ktorych je kladeny doéraz
na slovna formulaciu, hoci prakticky Zivot sa ubera prave
opacnym smerom. Trendom sa stava rychle, takmer oka-
mzité pochopenie predkladanych informacii a nie opisné
a ,,Cas hltajuce” vyjadrovanie.

Relativne najhorsie dopadol typ tloh 2.3, do ktorého
sme zahrnuli polozky tykajuce sa znazornenia chemickych
reakcii. V grafickej podobe boli rieSené s vacsim tuspe-
chom, Co si vysvetlujeme aj tym, ze Studenti st zvyknuti
na symbolicky zapis chemickej reakcie chemickou rovni-
cou, obsahujicou rdzne vizualizacné komponenty ako
znacky chemickych prvkov a zliCenin, znamienka, ¢i iné
znaky. Slovné vyjadrenie sa preto pri snahe
o rovnocennost’ zadania mohlo zdat’ respondentom zdiha-
vé a nevenovali mu dostato¢nu pozornost, ¢o sa odrazilo
aj na vysledku.

Niektoré porovnania naznacuju, ze forma zadania
chemickej uc¢ebnej ulohy by mohla zohravat’ ddlezitu rolu
pri jej rieSeni. V pripade grafickych tloh sa nie vzdy Stu-
dentom podari prenikntit’ do podstaty predkladaného prob-
1ému, v ¢om sa vSak moze odrazat’ najma obsahova naroc-
nost’ uciva vSeobecnej chémie.

Pri podrobnejsom skimani nespravnych odpovedi
v jednotlivych typoch ucebnych tloh, sme zistili, Ze naj-
viac respondentov nespravne riesilo grafické ulohy typu
2.2 a 2.4, najmenej nespravnych odpovedi pripadalo na typ
2.1. Pri rieseni tloh tykajtcich sa chemickych reakcii (€.1,
¢.4, ¢.11- typ ulohy 2.3) Studenti Castokrat nemaju predsta-
vu 0 mnozstve a zlozeni vznikajuceho produktu. Hoci boli
obozndmeni so zékladmi zrdzkovej tedrie molekill
a chemickej kinetiky, prevaznd vécsina z nich je schopna
pripustit’ napr. existenciu molekuly tvorenej z dvoch até-
mov siry a Styroch atdomov kyslika. Pri tomto type tloh
respondenti volili tie isté nespravne odpovede bez ohl'adu
na formu zadania tlohy. V slovnej formulacii tychto tloh
sa ich v8ak vyskytlo viac. Pri rieSeni uloh kategdrie 2.2.
a 2.4 z nespravnych odpovedi dominuju tie, v ktorych pre-
vlada tipovanie a neuvedomenie si platnosti urcitych zako-
nov, postupov. Zjavne ich prijali na hodinach chémie ako
nemeniace sa fakty. Snad’ by ich, v lepSom pripade, doka-
zali za pomoci ucitel'a sformulovat, no ich aplikacia na
konkrétnu situaciu je uz nad ich sily. Studenti si este cel-
kom neosvojili symboliku, zavadzant na lepSie pochope-
nie mikroskopickej podstaty chemickych 14tok. Pri rieSeni
tohto typu je hlavnym predpokladom tspechu porozume-
nie znazorneniu (typ 2.1). Grafické zobrazenie mdze repre-
zentovat’ atémy, molekuly, iény. Student sa musi zamys-
liet nad tym, ¢i je potrebné v§imat’ si ich pocet, poradie,
velkost, atd’.

Graficky sme zndzornili (obr. 12), kol'ko Studentov
nerieSilo jednotlivé typy uloh. Najviac respondentov sa
vyhlo rieSeniu uloh tykajucich sa znazornenia chemickych
reakcii v obidvoch forméch zadania. V pripade grafickej
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Obr. 12. PrehPad o pocte respondentov, ktori nezodpovedali
jednotlivé typy UDVP (v percentach); O grafické, M slovné

interpretacie sa s tymto pristupom stotoznilo 18,03 %
z nich. Vo vSeobecnosti prevazuje nazor, ze ak Studenti
maju moznost’ vybrat' si odpoved’, ovel'a CastejSie volia
odpovede aj za cenu nespravneho tipu, ako by sa rozhodli
na otazku neodpovedat’. Castejie ignoruju graficky pre-
zentovanu ulohu ako slovne zadanu. Nevyskytla sa taka
polozka testu, ktorti by vyriesili vetci, ¢i uz spravne alebo
nespravne. Najviac Studentov nezodpovedalo otazku ¢. 4,
ktora sa tykala urcenia Struktiry produktu chemickej reak-
cie. Zjavne im spdsobuje problémy pochopenie symbolic-
kého znézornenia, ale aj slovného opisu reagujucich latok
a nasledne jednozna¢ny vyber produktu.

5. Zaver

Ukazuje sa, Ze vizudlna gramotnost’ naSich Studentov
nie je rozvinuta na dostato¢nej trovni. Maly rozdiel vyply-
vajuci z porovnania ich celkovej uspesnosti v dvoch dru-
hoch zadania uc¢ebnych uloh naznacuje, ze uréujicim fak-
torom sa nestava jeho forma, ale pochopenie obsahu uciva.
Jeho zvladnutie je zakladnym predpokladom pre dalSiu
aplikéciu ziskanych poznatkov. Majlic na zreteli aj Ciast-
kové vysledky vyskumu, za uvahu by stalo, zamysliet' sa
nad tym, ktoré ucebné tlohy je vhodné Zziakom sprostred-
kovat’ v grafickej forme a ktoré bude lepSie predloZit’ im
v tradi¢nej slovnej podobe. Idealne by bolo, keby mal uci-
tel’ moznost’ vyberu.

Pouzitie grafickych prvkov sprevadzanych slovnym
popisom danej situdcie v uc¢ebnych tlohdch nachddzame
pomerne Casto. Zvykli sme si vnimat’ ich predovsetkym
ako doplnenie informéacii uvedenych v texte. Z tohto dovo-
du im Castokrat nevenujeme primerani pozornost. Ak su
vSak vizualizacné prvky nositel'om podstatnej informacie
(faktu, skutoc¢nosti) a Ziadny slovny komentar nas nenava-
dza na to, Co je potrebné a nevyhnutné si na obrazku vS§im-
nat, v tom pripade ndm i nasim ziakom moze takéto pre-
zentovanie informacie spdsobovat’ problémy. Zavadzanie
ucebnych uloh z chémie s dominanciou vizualizaénych
prvkov do ucebnic, zbierok uloh, ich zarad’ovanie na hodi-
ny chémie by mohlo predstavovat’ vychodisko z tejto situ-
acie.

Spominany typ ucebnych tloh pontika moznost’ zlep-
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§it’ vizualnu gramotnost’ naSich $tudentov. Mohli by pri-
spiet’ k hlbSiemu porozumeniu danej skutocnosti, k rozvo-
ju nazornosti, k pochopeniu javov v SirSich stvislostiach.
Umoziuju pristup k danej situécii z iného uhla pohladu.
Mohlo by sa zdat, Ze znazornenim sa dana situacia prilis
skonktretizuje a nadobudne presne vymedzenu podobu.
Nie je to celkom pravda, hoci musime suhlasit, Ze do istej
miery disponuje obmedzujicimi C¢rtami. Takmer kazdy
graficky komponent v§ak v sebe nepochybne nesie aj urci-
ty podiel moznosti d’alSieho prepracovania a rozvija pred-
stavivost’ riesSitela. V naSich ulohach by sme skor cheeli
vyzdvihnat' jeho usmeriiujucu funkciu a nie prilisni kon-
kretizaciu.

V kazdom pripade bude potrebné zamysliet' sa nad
tym, ako naucit’ naSich Ziakov ,,vidiet* nielen v bezne
chapanom a prijimanom vyzname, ale aj v zmysle vnimat,
pochopit’, porozumiet’ a skutoéne VIDIET do veci, javu,
vlastnosti daného predmetu. Je to ddlezité prave v obdobi,
ked prijimame ovela véd¢Sie mnozstvo informacii v grafic-
kej, ikonickej podobe v porovnani s minulostou.

Prispevok vznikol v suvislosti s rieSenim projektov
VEGA 1/0030/03 “Spditnd vizba ako prostriedok vyucova-
nia prirodovednych predmetov” a Grantu UK ¢. 245/2004
., Mikrovyucovanie a jeho podpora technickymi prostried-
kami v priprave buducich ucitelov chémie*.
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Visual literacy includes picture reading and under-
standing graphical elements. To enhance visual literacy of
students we aimed at conceiving chemical problems with
visualization elements and graphical assignment. The pre-
paredness of students for solving such types of problems is
discussed.
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CHEMICKY PRUMYSL

CESKA TECHNOLOGICKA PLATFOR-
MA PRO UDRZITELNOU CHEMII

IRENA VODICKOVA a MARTIN SILHAN

Svaz chemického primyslu CR, Délnickd 12, 170 04
Praha 7
mail@schp.cz

V prosinci 2005 byla ustavena Ceska narodni techno-
logicka platforma pro udrzitelnou chemii (SusChem CR).
Ukolem SusChem CR je podpora aktivit a iniciativ organi-
zaci pusobicich ve prospéch rozvoje chemie a chemického
pramyslu v Ceské republice a s tim spojenych védeckych,
vyzkumnych, technologickych a inovaénich aktivit.

Zékladnimi cili SusChem CR jsou:

1. ZvySovani konkurenceschopnosti ¢eského chemické-
ho primyslu v Ceské republice.

Na zaklad¢ iniciovani a provadéni védecko-
technickych vyzkumii a komercniho vyuziti védec-
kych feSeni vytvareni mostu mezi védou, vyzkumem
a primyslem v oblasti chemie.

Propagace inovacnich aktivit a védecko-technického
rozvoje v chemickém primyslu.

Zapojeni Ceské republiky do realizace hlavnich &in-
nosti Evropské technologické platformy pro udrzitel-
nou chemii nésledujicimi zptsoby:

zpracovani vize rozvoje sektoru,

vypracovéani programu strategického vyzkumu,

2.

— iniciovani a provadéni védecko-technickych
vyzkumu,

—  tvorba strategie pro rozvoj modernich chemic-
kych technologif,

spoluprace pii vytvafeni politiky a pravnich
predpistt  slouzicich k povzbuzeni inovacnich
aktivit.

Prehled aktivit spojenych s oblastmi vyzkumu je ob-
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sahem dokumentil zpracovanych Evropskou technologic-
kou platformou pro udrzitelnou chemii (European Techno-
logy Platform for Sustainable Chemistry) ,,The vision for
2025 and beyond” a ,,Strategic Research Agenda“. Doty-
kaji se oblasti primyslové biotechnologie, technologie
materiald, novych typt reakci a procest a dale horizontal-
nich zélezitosti jako jsou spolecenské otdzky v oblastech
podpory vetejného dialogu o technologiich pro udrzitelnou
chemii, strategie vyhodnoceni rizik a jejich fizeni, spolu-
préce s ostatnimi technologickymi platformami na spole¢-
nych problémech, podpory inovaci, motivace a vzdélavani
mladych nadanych osob, rozvoje dovednosti potiebnych
pro chemicky primysl nebo zmény ,,image* chemického
pramyslu.

SusChem CR byla zaloZena 12 subjekty: spole&nost
AGROFERT Holding, a.s., , BorsodChem MCHZ, s.r.o.,
Ceské technologické centrum pro anorganické pigmenty,
a.s., Hexion Specialty Chemicals, a.s., Spolek pro chemic-
kou ahutni vyrobu, Svaz chemického pramyslu Ceské
republiky, Technologické centrum Akademie véd Ceské
republiky, Ustav chemickych procestt AV CR a.s., Vysoké
Skola chemicko-technologick4d v Praze, Vyzkumny ustav
anorganické chemie, a.s., Vyzkumny ustav organickych
syntéz, a.s. a Zentiva, a.s. V dal§i fazi se k iniciativé
SusChem CR pfipojily spole¢nosti Ekora, s.r.o., Fakulta
chemicko-technologickd Univerzity Pardubice a Linde
Technoplyn, a.s.

Prvnim z wkoll zucastnénych je vytvoreni Stanov
SusChem CR a zvoleni jeho organii. Predpoklada se, ze
SusChem CR bude organizaéné napojen na sekretariat
Svazu chemického pramyslu Ceské republiky. Dalsim
tkolem bude pro SusChem CR piiprava na vyuziti pro-
stiedktl 6. a 7. ramcového programu EU pro ¢esky chemic-
ky vyzkum a podporu propojeni s evropskymi subjekty.

Ceska technologicka platforma pro udrzitelnou che-
mii ma otevieny charakter. Do platformy mohou vstoupit
novi ¢lenové tim, ze podepisi Deklaraci o ustaveni platfor-
my a soucasného projeveni souhlasu stavajicich ¢lenti De-
klarace.
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NOMENKLATURA A TERMINOLOGIE

DOPORUCENI IUPAC

Explanatory Dictionary of Key Terms
in Toxicology

The objective of the Explanatory Dictionary of Con-
cepts in Toxicology is to give full explanations of the
meaning of toxicological terms chosen for their impor-
tance and complexity from the point of merging chemistry
and toxicology. This requires a full description of the un-
derlying concepts, going beyond a normal dictionary defi-
nition. Often linguistic barriers lead to problems in obtain-
ing a common understanding of terminology at interna-
tional level and between disciplines. The explanatory defi-
nitions should help to break down such barriers. The dic-
tionary consists of about 68 terms chosen from the [UPAC
Glossary of Terms Used in Toxicokinetics (Pure Appl.
Chem. 76(5), 1033—-1082, 2004) organized under 22 main
headings. The authors hope that among the groups which
will find this explanatory dictionary helpful are chemists,
pharmacologists, toxicologists, risk assessors, regulators,
medical practitioners, regulatory authorities, and everyone
with an interest in the relationship of chemistry to toxicol-
ogy. It should also facilitate the use of chemistry in rela-
tion to risk assessment. Thus, it is expected that there will
be a wide audience for this document.

Otiskujeme synopsi nézvoslovného navrhuz oboru
toxikologie, ktery byl pfipraven divizi [UPAC pro chemii
a lidské zdravi. Navrh je urcen k posouzeni a kritice che-
navrhi se mohou obratit na adresu Narodniho stfediska
IUPAC v Ceské republice:

Ing. Jaroslav Kahovec, CSc.

Ustav makromolekularni chemie AV CR
Heyrovského nam. 2

162 06 Praha 6

tel. 296 809 322, fax 296 809 410

e-mail kah@imc.cas.cz

Navrh je téz vystaven na webové strance [IUPAC na adrese
http://www.iupac.org/reports/provisional/index.html
Pfipominky k ndvrhu je tfeba zaslat do 31. kvétna 2006 na
adresu:

Prof. M. Nordberg

Institute of Environmental Medicine

Karolinska Institutet

SE-171 77 Stockholm

Svédsko

E-mail: monica.nordberg@imm.ki.se
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Glossary of Terms Relating to Pesticides

The glossary contains definitions of more than 500
terms frequently used in relation to the chemistry, mode of
action, regulation and use of pesticides. A wide range of
disciplines are involved in this field and the glossary was
developed as a step in facilitating communication between
researchers, government regulatory authorities and chem-
ists in associated professional areas. The range of terms
relates to pesticide residue analysis, sampling for analysis,
good laboratory practice, metabolism, environmental fate,
effects on ecosystems, computer simulation models, toxi-
cology and risk assessment. The number of important,
'pesticide related' terms has more than doubled since 1996,
when the first [IUPAC glossary of this type was developed
(Pure Appl. Chem. 68(5), 1167-1193, 1996), an indication
of how this field has become so integrated with many
other scientific and regulatory disciplines.

Otiskujeme synopsi nazvoslovného navrhu z oboru
pesticidt, ktery byl pfipraven divizi [UPAC pro chemii a
zivotni prostiedi. Navrh je urCen k posouzeni a kritice
chemické vefejnosti. Zajemci o blizsi informace ¢i o texty
navrhti se mohou obrétit na adresu Narodniho stfediska
IUPAC v Ceské republice:

Ing. Jaroslav Kahovec, CSc.

Ustav makromolekularni chemie AV CR
Heyrovského nam. 2

162 06 Praha 6

tel. 296 809 322, fax 296 809 410

e-mail kah@imc.cas.cz

Navrh je téZ vystaven na webové strance IUPAC na adrese
http://www.iupac.org/reports/provisional/index.html
Pfipominky k ndvrhu je tfeba zaslat do 31. kvétna 2006 na
adresu:

Prof. Gerald R. Stephenson

University of Guelph

Department of Environmental Biology

Guelph, ON N1G 2W1

Kanada

E-mail: gerry.stephenson@rogers.com
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Bilance Analytica 2006:
Misto srazu pro evropskou analytiku, biotechnologie a laborator

Analytica 2006 potvrzuje svym dvacatym jubileem presvédcivym zptisobem svoji pozici evropského vidéiho
veletrhu pro feseni kolem laboratofi v prumyslu a vyzkumu: S mnozstvim mezinarodnich vystavovateld a pre-
zenci globalnich lidra trhu predstavuje nejvetsi celosvétove nejveétsi informacni platformu svého oboru. Analyti-
ca 2006 ukazuje aktualni trendy a produkty pro analytiku, kontrolu jakosti a laboratorni techniku, jakoz i bio-
technologie a Life Sciences v celé tematické Sifce a hloubce. Mezinarodni vyznam veletrhu bude posilen také
poradanim Analytica Conference, jiz se letos poprvé ucastni Evropska asociace chemickych a molekuldrnich
veéd.

Analytica je v roce 2006 opét mistem srazu mezinarodnich laboratornich oborti. Vedle jiz tradi¢nich spolec¢nych
stank® z USA a Velké Britanie budou letos poprvé na veletrhu také spolecné ticasti z Ruska a Australie. Se svy-
mi zafizenimi a systémy pro laboratof z hlediska obchodu i védy prichazeji vystavovatelé do Mnichova ze za-
mofi, jako napt. z Kanady, z Izraele, Indie, Japonska, Korey, Singapuru, Tchaji-wanu, Ciny a Novyho Zélandu
aj. Ale I evropsky prumysl analytiky, laboratorni techniky a biotechnologii je na veltrhu silné zastoupen - pre-
zentuji se spolecnosti z Belgie, Danska, Francie, Velké Britanie, Irska, Italie, Lichtenstejnska, Lucemburska,
Nizozemi, Rakouska, Svédska, Svycarska a Spanélska. Vedle spoledné expozice Ceské republiky se na veletrhu
Analytica mizete setkat z vystavovateli z Polska a Turecka. Samoziejmé Ze obor na veletrhu zastupuji také cet-
né némecké podniky. Analytica je timto celosveétoveé nejvetsi veletrzni platformou pro toto segment trhu se spa-
dovym okruhem navstévnikd pro celou Evropu.

Analytica 2006 presveéd¢i ovSem nejen internacionalitou vystavovatelt, ale i prezenci lidrt trhu. V oboru labora-
laboratoti mezi jinymi hraci jako EMCLAB, Eppendorf, Miele &. Cie., Millipore, Peter Huber chladici zafizeni,
Retsch, Sarstedt, Tecan, VWR International a Zinsser Analytic. V segmentech analytiky a kontroly jakosti zvou
odborné publikum k navstéveé napt. Bruins Instruments, Carl Zeiss Jena, Dionex, Deutsche Metrohm, Leica
Microsysteme, Mettler-Toledo, Nikon, Olympus, Schleicher & Schuell, Shimadzu, Thermo Electron, Waters
a Varian, aby se osobné informovali o nejnovéjs§im déni v odvétvich instrumentalni analytiky, spektroskopie,
chromatografie a mikroskopie.

Cela jedna hala pro biotechnologie a Life Sciences

Yovew

ktery jiz né€kolik rok vykazuje rostouci tendenci.
Na 20. ro¢niku veltrhu Analytica je obéma témto oboriim budoucnosti vyhrazena celd jedna vystavni hala.

Podrobné informace, zlevnéné predprodejni vstupenky, ubytovani, zajezd na veletrh: Oficialni zastoupeni pota-
datele pro CR a SR, Expo-Consult+Service spol s r.0., Ptikop 4, 604 45 Brno, tel. 545 176 158, fax 545 176 159,
info@expocs.cz , Www.expocs.cz
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Asociace Ceskych chemickych spole¢nosti
a Asociacia slovenskych chemickych
a farmaceutickych spolo¢nosti

ve spolupraci se spolecnosti
Spolek pro chemickou a hutni vyrobu a.s.
a
Univerzitou J. E. Purkyné v Usti nad Labem
poradaji

58. Sjezd
chemickych spole¢nosti

4.—8. 74f 2006, Usti nad Labem

Odborny program probéhne v nasledujicich sekcich:

Analyticka a fyzikalni chemie
Anorganicka a materialova chemie
Organicka a farmaceuticka chemie
Petrochemie a polymery

Vyuka, informatika a historie chemie
Chemie zivotniho prostiedi

Chemie potravin a biotechnologie
Primyslova chemie - CHEMPROGRESS

PNAN R LD -

Plenérni pfispévky dosud potvrdili nasledujici prednasejici:
C. Néther (Heyrovského-Ilkovi¢ova-Nernstova prednaska)
J. Moravcova (Santavého prednaska)

Prednasky k 80. narozeninam doc. K. Blahy:
J. Vicar, P. Malon, M. Flegel

VIP ptednésky:
P. Zuman, F. Tureéek, V. Vétvicka, V. Kien, V. M. Kral,
J. B. Smidrkal

Hlavni ptednasky v piislusnych sekcich:
M. Navratil, D. Berek, S. Schmidt, P. Kutschy, P. Szolcsa-
nyi, K. Jesenak, K. Florian, P. Silny, M. Remko.

Teminy:

Ptihlaseni pfispévki (vE. kratkého abstraktu) 28.2.2006
Oznameni o pfijeti 13.3.2006
Druhy obéznik na webu 18.3.2006
Registrace za standardni poplatek 30.4.2006
Zaslani abstraktu pro sbornik 15.5.2006
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Sjezd se kona v Usti nad Labem, vyznamném stfedisku
Ceského chemického priamyslu v roce, kdy Spolek pro
chemickou a hutni vyrobu, a.s., oslavi 150. vyro¢i svého
zalozeni. Kona se také v roce, kdy ¢asopis Ceské spoled-
nosti chemické, ,,Chemické listy”, vydaji svij fadny sty
roénik. A v neposledni fadé je konani sjezdu v Usti n. L.
i reflexi toho, Ze na Univerzité Jana Evangelisty Purkyné
byla nové zfizena Ptirodovédecka fakulta, teprve druha
v Cechach, a byla tak posilena i pozice chemickych obort
v regionu.

Kontakt pro zaregistrované ucastniky: info@orgit.cz
Adresa pro pisemny styk: Ceska spole¢nost chemicka,
Novotného lavka 5, 116 68 Praha 1

Dalsi informace na adrese: http://www.sci.ujep.cz/sjezd

Ugastnicky poplatek bude nabidnut jako kompletni balidek
pokryvajici nasledujici vydaje:

organizaéni naklady

veskerou stravu a obcerstveni béhem sjezdu
ubytovani

Vstup na vSechny spolecenské akce bude pro Gcastniky

a doprovazejici osoby volny.

PfedbéZné byl tcastnicky poplatek stanoven na 5000 CZK.
Pro tcastniky bez naroku na ubytovani bude balicek
v cené cca 3500 CZK.
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