
⁄Ëast »eskÈ republiky v 5. r·mcovÈm programu EU

»esk· republika se od roku 1999 z˙ËastÚuje jako tzv.
asociovan· zemÏ mezin·rodnÌ spolupr·ce ve v˝zkumu a v˝voji
prost¯ednictvÌm 5. r·mcovÈho programu EU (5. RP). Po dvou
letech je Ëas na prvnÌ bilanci a posouzenÌ ˙spÏönosti naöÌ zemÏ
v tomto, co do rozsahu spolupr·ce a finanËnÌho rozpoËtu,
nejv˝znamnÏjöÌm evropskÈm kooperaËnÌm v˝zkumnÈm pro-
gramu.

⁄spÏönost zemÏ v 5. RP lze posuzovat minim·lnÏ ze dvou
hledisek ñ podle öÌ¯e zapojenÌ Ëesk˝ch v˝zkumn˝ch t˝m˘ do
mezin·rodnÌ spolupr·ce ve srovn·nÌ s ostatnÌmi zemÏmi a po-
dle v˝öe finanËnÌch prost¯edk˘, kterÈ se poda¯ilo z Bruselu
zÌskat na financov·nÌ naöich v˝zkumn˝ch projekt˘. Jak zn·mo,
»esk· republika, stejnÏ jako ostatnÌ zemÏ, kterÈ se 5. RP
˙ËastnÌ, platÌ za moûnost z˙Ëastnit se urËit˝ poplatek, jehoû
v˝öe je odvozena od hrubÈho n·rodnÌho produktu (zemÏ s v˝-
konnou ekonomikou tedy platÌ vÌce). PlatÌ zde princip evropskÈ
solidarity a spolupr·ce p¯i financov·nÌ mezin·rodnÌch projek-
t˘. P¯es tato kr·sn· slova a opakovanÈ politickÈ deklarace si
kaûd· zemÏ velmi peËlivÏ hlÌd· n·vratnost vynaloûen˝ch pro-
st¯edk˘. V kaûdÈ zemi, a zvl·ötÏ v zemÌch se slaböÌ ekonomikou
a napjat˝m rozpoËtem, je kaûd·  ztr·ta  citlivou politickou
ot·zkou. Nejinak je tomu i v »eskÈ republice.

Posuzujeme-li dosavadnÌ ˙Ëast naöÌ zemÏ v 5. RP podle
öÌ¯e zapojenÌ do mezin·rodnÌ spolupr·ce, m˘ûeme b˝t spoko-
jeni. »esk· republika pod·v· v p¯epoËtu na stejnÈ mnoûstvÌ
obyvatel p¯ibliûnÏ stejnÈ (nÏkdy i vyööÌ) mnoûstvÌ projekt˘ do
Bruselu k v˝bÏrovÈmu ¯ÌzenÌ. Naöimi nejËastÏjöÌmi partnery
jsou v˝zkumnÈ t˝my z NÏmecka a VelkÈ Brit·nie. NejvÌce
projekt˘ pak smÏ¯uje do tematick˝ch program˘ ÑKvalita ûi-
votaì (nap¯. biotechnologie, zemÏdÏlstvÌ, potraviny, medicÌna
a Ë·st ûivotnÌho prost¯edÌ) a ÑTechnologie pro informaËnÌ
spoleËnostì (nap¯. multimÈdia, elektronick˝ obchod, infor-
maËnÌ systÈmy, vysokorychlostnÌ sÌtÏ). PotÏöiteln· je ˙Ëast
naöich mal˝ch a st¯ednÌch podnik˘ zejmÈna ve specifick˝ch
projektech typu CRAFT, kterÈ jsou zamÏ¯eny na rychl˝ p¯evod
v˝sledk˘ na trh. V tÈto oblasti m· »esk· republika nejen
relativnÏ, ale i absolutnÏ nejvyööÌ ˙Ëast ze vöech kandid·tsk˝ch
zemÌ a vyrovn· se i nÏkter˝m srovnatelnÏ velk˝m Ëlensk˝m
st·t˘m EU, ve kter˝ch je jiû sektor mal˝ch inovaËnÌch podnik˘
stabilizov·n a jejichû ˙Ëast v mezin·rodnÌch  v˝zkumn˝ch
projektech m· dlouholetou tradici.

⁄spÏönost naöich projekt˘ ve v˝bÏrovÈm ¯ÌzenÌ v Bruselu
se liöÌ podle jednotliv˝ch specifick˝ch program˘. V z·sadÏ lze

konstatovat, ûe pr˘mÏrn· ˙spÏönost v celÈm 5. RP byla v letech
1999ñ2000 okolo 21 %, tj. kaûd˝ p·t˝ projekt s naöÌ ˙ËastÌ byl
vybr·n pro finanËnÌ podporu. ⁄spÏönost naöich projekt˘ je
zhruba stejn· jako ve st·tech s rozvinutou ekonomikou a sta-
bilizovanou v˝zkumnou z·kladnou. Zd· se tedy, ûe Ëesk˝ v˝-
zkum a v˝voj prokazuje kromÏ znaËnÈ odolnosti v˘Ëi leckdy
nep¯Ìzniv˝m dom·cÌm podmÌnk·m i vysok˝ potenci·l uspÏt
v mezin·rodnÌ soutÏûi o finanËnÌ podporu. A to je dobr· zpr·-
va.

Pokud se t˝Ëe kvantitativnÌho zhodnocenÌ ˙Ëasti »eskÈ
republiky v 5. RP v letech 1999ñ2000, do Bruselu bylo s naöÌ
˙ËastÌ pod·no celkem 1280 form·lnÏ spr·vn˝ch projekt˘, ve
kter˝ch participovalo celkem 1694 Ëesk˝ch v˝zkumn˝ch orga-
nizacÌ. Z toho 265 projekt˘ bylo vybr·no k finanËnÌ podpo¯e,
coû uËinilo radost celkem 347 Ëesk˝m ˙ËastnÌk˘m v tÏchto
projektech. V letech 1999ñ2000 zaplatila »esk· republika na
p¯ÌspÏvcÌch do rozpoËtu 5. RP p¯ibliûnÏ 830 milion˘ KË a zpÏt
se poda¯ilo zÌskat okolo 1320 milion˘ KË. Pr˘bÏûn· vysok·
n·vratnost (p¯ibliûnÏ 160 % zaplacenÈho p¯ÌspÏvku) do konce
5. RP rozhodnÏ nevydrûÌ. Jednak se naöe poplatky do 5. RP
budou kaûdoroËnÏ zvyöovat ñ asociovan˝m zemÌm byly v prv-
nÌch letech 5. RP poskytnuty urËitÈ (sniûujÌcÌ se) finanËnÌ ˙levy
ñ jednak ub˝v· p¯ÌleûitostÌ k pod·nÌ projekt˘, neboù v nÏkte-
r˝ch specifick˝ch programech se p¯ipravujÌ poslednÌ z·vÏ-
reËnÈ v˝zvy. D· se vöak oËek·vat, ûe koneËn· n·vratnost
finanËnÌch prost¯edk˘ se bude pohybovat minim·lnÏ okolo
80 %, coû je v celoevropskÈm mÏ¯Ìtku nadpr˘mÏrn· hodnota.
Z rozpoËtu 5. RP je totiû hrazena i reûie na chod programu
a ¯ada spoleËn˝ch mezin·rodnÌch akcÌ (konference, semin·¯e,
ökolenÌ).

Pro dobrÈ v˝sledky v 5. RP jsou nezbytnÈ kvalitnÌ a vËasnÈ
informace o tom, kdy, jak˝m zp˘sobem a za jak˝ch podmÌnek
se lze o finanËnÌ prost¯edky v Bruselu uch·zet. Ministerstvo
ökolstvÌ, ml·deûe a tÏlov˝chovy »R, kterÈ je garantem ˙Ëasti
zemÏ v 5. RP, proto iniciovalo vytvo¯enÌ n·rodnÌ informaËnÌ
sÌtÏ pro 5. RP. Centra tÈto sÌtÏ jsou umÌstÏna v regionech
s vysokou koncentracÌ v˝zkumu a v˝voje, tj. v mÌstech s vyso-
kou pravdÏpodobnostÌ vzniku kvalitnÌch v˝zkumn˝ch projekt˘.
KontaktnÌ ˙daje pro jednotliv· informaËnÌ centra a komplexnÌ
informace o 5. RP lze najÌt na str·nk·ch www.tc.cas.cz v sekci
ÑInformace o 5. RPì.

Karel Klus·Ëek
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PoslednÌch pades·t let p¯ineslo pozn·nÌ, ûe chiralita je
souË·stÌ materi·lnÌ skuteËnosti na vöech jejÌch ˙rovnÌch. Pro-
hloubilo se povÏdomÌ o jejÌ nezbytnÈ souvislosti se vznikem
a trv·nÌm ûivota a rozöÌ¯ilo instrument·rium k jejÌmu studiu
a vyuûitÌ. NenÌ divu, ûe se mnoûÌ pokusy popsat tento jev
kvantitativnÏ a popisu vyuûÌt k p¯edpovÏdÌm mÌry jeho vlivu
v nejr˘znÏjöÌch souvislostech. Obecn˝ problÈm kvantifikace
chirality, v˝voj a souËasn˝ stav jeho ¯eöenÌ je p¯edmÏtem
n·sledujÌcÌch ¯·dk˘.

NenÌ obtÌûnÈ ztotoûnit se s intuitivnÌm n·zorem, ûe chi-
ralita m· svou kvantitativnÌ str·nku a ûe chiralita struktury
s asymetrick˝m stereogennÌm uhlÌkem nesoucÌm vodÌk, fenyl,
karboxyl a hydroxyl (HC(C6H5)(OH)(CO2H)) je vÏtöÌ neû
u struktury, kde je na takov˝ uhlÌk v·z·n methyl, protium,
deuterium a tritium (HC(CH3)DT).

Dokonce bychom mohli podlehnout pokuöenÌ povaûovat
za mÏ¯Ìtko rozdÌlnÈho stupnÏ chirality uveden˝ch struktur
rozdÌlnou velikost jejich specifick˝ch ot·ËivostÌ. Optick· ot·-
Ëivost je ovöem v˝sledek Ñohmat·nÌì chir·lnÌ struktury pomo-
cÌ ˙zkÈho v˝¯ezu elektromagnetick˝ch interakcÌ, tedy zkou-
m·nÌ velmi jednostrannÈho. NavÌc, optick· ot·Ëivost se sice
pro enantiomery liöÌ pouze znamÈnkem, nulov· je vöak nejen
pro jejich ekvimol·rnÌ smÏs, ale Ëasto i pro jistou vlnovou
dÈlku Ëi dÈlky pouûitÈho line·rnÏ polarizovanÈho elektromag-
netickÈho z·¯enÌ. NenÌ tak splnÏn jeden ze z·kladnÌch poûa-
davk˘ na kvantifik·tor chirality ñ nulovÈ hodnoty by mÏl
nab˝vat pouze pro achir·lnÌ situace.

Jak· je historie naöeho problÈmu?
ZaËÌn· v dobÏ, kdy s·m pojem chiralita nebyl jeötÏ zave-

den, moûnost existence nep¯ekryteln˝ch zrcadlov˝ch obraz˘
byla v oblasti molekul·rnÌch struktur oznaËov·na jako mole-
kul·rnÌ dissymetrie a v organickÈ chemii byl jiû jako jejÌ
konstituËnÌ indik·tor rozpozn·n van¥t Hoff˘v asymetrick˝
atom uhlÌku. ZatÌmco Crum Brown1 p¯i ˙vah·ch o vztahu,
kter˝ by vyj·d¯il z·vislost optickÈ ot·Ëivosti na parametrech
ligand˘ v·zan˝ch na vanít Hoff˘v atom uhlÌku, doöel k tomu,
ûe Ñby mÏl obsahovat souËin rozdÌl˘ tÏchto parametr˘ì, Guye2

vytvo¯il algebraickou funkci (Ñproduit díasymÈtrieì), odpovÌ-
dajÌcÌ tÏmto poûadavk˘m, prvnÌ funkci chirality v chemii.

V n·sledujÌcÌch sto deseti letech byly zaznamen·ny desÌt-
ky pokus˘ o formulaci vhodnÈho a univerz·lnÌho ÑmÏ¯idlaì
chirality. P¯i nich se postupnÏ ujasÚovala sloûitost problÈmu
i nutnost postihnout chiralitu geometrickou, souvisejÌcÌ vÏtöi-

nou s izotropnÏ vyplnÏn˝m prostorem, a chiralitu fyzik·lnÌ,
zhusta odpovÌdajÌcÌ prostoru zaplnÏnÈmu anizotropnÏ3. Popis
a rozbor tÏchto pokus˘ je p¯edmÏtem nÏkolika ned·vn˝ch
pojedn·nÌ4ñ7 a p¯esahuje r·mec tohoto mikrop¯ehledu.

MÌry chirality lze rozdÏlit do dvou t¯Ìd podle toho, zda je
stupeÚ chirality definov·n
A) vzhledem k chir·lnÌmu nebo achir·lnÌmu standardu nebo
B) nejniûöÌm rozliöenÌm, umoûÚujÌcÌm chiralitu rozpoznat.

Weinberg a Mislow5 nazvali t¯Ìdu A) mÌrami shodnosti
(congruity measures) a t¯Ìdu B) mÌrami rozliöenÌ (resolution
measures) a uk·zali, ûe lze definovat funkci, kter· zahrnuje
p¯Ìpady A) a B) jako limitnÌ, a takto mÌry chirality unifikovat.

Do t¯Ìdy A) n·leûÌ jak
Aa) mÌry chirality zaloûenÈ na srovn·nÌ chir·lnÌho objektu

s achir·lnÌm standardem (nap¯. asymetrickÈho tetraedru
s tetraedrem symetrick˝m ñ Guye2), tak

Ab) mÌry chirality spoËÌvajÌcÌ na srovn·nÌ enantiomer˘ (nap¯.
maxim·lnÌ p¯ekryv polohami atomov˝ch jader defino-
van˝ch objem˘ enantiomer˘, vyj·d¯en˝ tzv. Hausdorffo-
vou7ñ10 vzd·lenostÌ).

T¯Ìda B) je prozatÌm reprezentov·na pouze p¯Ìstupem Me-
zeyov˝m11, v nÏmû je stupeÚ chirality vyj·d¯en nejniûöÌm
rozliöenÌm, s nÌmû je moûno zjistit, ûe objekt je chir·lnÌ.

PodrobnÈ anal˝zy ovöem ukazujÌ4,5,7,12,22, ûe principi·lnÏ
je moûnÈ vytvo¯it nekoneËnÈ mnoûstvÌ funkcÌ a parametr˘
chirality, kterÈ definujÌ mÌru chirality bez vz·jemnÈ z·vislosti
a r˘znÏ pro r˘znÈ pozorovanÈ interakce. Chir·lnÌ parametry se
mohou  liöit ve znamÈnku a situace, pro  nÏû majÌ funkce
chirality nulovou hodnotu, obecnÏ nekoincidujÌ. Doloûme pr·-
vÏ uveden· tvrzenÌ nÏkolika p¯Ìklady.

Ve dvourozmÏrnÈm prostoru jsou r˘znostrannÈ troj˙hel-
nÌky chir·lnÌ. Jak· je tedy velikost nejmenöÌho vnit¯nÌho ˙hlu
v nejchir·lnÏjöÌm r˘znostrannÈm pravo˙hlÈm troj˙helnÌku?
S kaûdou pouûitou mÌrou chirality jin˝ v˝sledek4,7! OdpovÏÔ
m· smysl pouze v r·mci jednÈ mÌry chirality. Analogick· je
situace u trojrozmÏrn˝ch geometrick˝ch objekt˘7 , kde nap¯.
stupeÚ chirality öroubovice z·visÌ na pouûitÈ metodÏ stanove-
nÌ.

V trojrozmÏrnÈm prostoru je moûno chir·lnÌ geometrick˝
objekt kontinu·lnÏ p¯evÈst v jeho zrcadlov˝ obraz tak, ûe
transformace nevede p¯es û·dn˝ achir·lnÌ stav (podrobnÏji viz
citace4,7,12 a jako p¯Ìklad nechù slouûÌ poËÌtaËovou simulacÌ
prozkouman·13 enantiomerizace nejjednoduööÌho chir·lnÌho
molekul·rnÌho systÈmu cyklo-SSSeOS). Jestliûe je dodrûen
poûadavek, aby chir·lnÌ parametr byl pseudoskal·r, pak v pro-
cesu enantiomerizace takovÈ parametry nab˝vajÌ nulovou
hodnotu, obecnÏ kaûd˝ v jinÈm bodÏ, kter˝ nemusÌ p¯edstavo-
vat achir·lnÌ stav12. To je ovöem v rozporu s uveden˝m poûa-
davkem, aby nulov· hodnota parametru chirality byla vyhra-
zena pouze pro achir·lnÌ situace.

V˝bÏr parametru, funkce a mÏ¯Ìtka chirality je asi nejvhod-
nÏjöÌ zaloûit na ËistÈm pragmatismu a neoËek·vat konvergenci
k jedinÈ univerz·lnÌ mÌ¯e.

Jak· je souËasn· praxe? Je nÏkter˝ z navrûen˝ch zp˘sob˘
kvantifikace chirality schopen lÈpe neû ostatnÌ vyhovÏt poûa-
davk˘m (¯eknÏme, organickÈ chemie, kter· slouûÌ jako pokus-
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nÈ pole)? Kupodivu d·vajÌ poslednÌ lÈta 20. stoletÌ na tuto
ot·zku odpovÏÔ kladnou. V n·sledujÌcÌm textu bude podrob-
nÏji pops·na kvantifikace chirality6 odvozen· od nediskrÈtnÌ-
ho vyj·d¯enÌ symetrie, mÏ¯enÌ symetrie na kontinu·lnÌ ök·le14.

P¯i posuzov·nÌ symetrie, nap¯. modelu molekul·rnÌ struk-
tury, obvykle klademe ot·zku, zda posuzovan˝ objekt m· nebo
nem· jist˝ prvek symetrie, nap¯. symetrie reflexnÌ. Hled·me
odpovÏÔ kvalitativnÌ, ale preciznÌ, typu ËernÈ nebo bÌlÈ, ano
nebo ne, kdy tertium non datur. SÌla argument˘ zaloûen˝ch na
symetrii je v tÈto jednoznaËnosti a chemie, v nÌû tvar hraje tak
v˝znamnou ˙lohu, je s ˙vahami o symetrii spojena15 do tÈ
mÌry, ûe se staly neodmyslitelnou souË·stÌ intelektu·lnÌch
n·stroj˘ chemika. M·-li posuzovan˝ model molekul·rnÌ struk-
tury na ËasovÈ ök·le pozorov·nÌ reflexnÌ prvek symetrie, nap¯.
rovinu symetrie, nem˘ûe existovat enantiomernÌ struktura,
a p·trat po optickÈ ot·Ëivosti struktury, kterÈ model odpovÌd·,
nem· smysl. SouËasnÏ vöak nejen p¯ÌrodovÏdec dob¯e vÌ, ûe
ve skuteËnÈm svÏtÏ je klÌËov˝m p¯Ìstup typu Ëern· i bÌl· (obËas
i Black and White), ano i ne, ûe ˙spÏch je podmÌnÏn spr·vn˝m
umÌstÏnÌm vÌce Ëi mÈnÏ Ñöed˝chì jev˘ na kontinu·lnÌ hodno-
tÌcÌ ök·le.

Do oblasti posouzenÌ symetrie byl tento teoreticky zajÌma-
v˝ a prakticky uûiteËn˝ p¯Ìstup uveden14 v roce 1992 a d·le
rozveden6,16,17v letech 1993 a 1995. Je-li posuzovan˝ objekt
definov·n mnoûinou n bod˘ pi, hled· se, uveden˝m vztahem
definovan·, minim·lnÌ vzd·lenost S mezi mnoûinou pi a mno-
ûinou , definujÌcÌ p˘vodnÌ objekt transformovan˝ do tvaru
s poûadovanou symetriÌ bodovÈ grupy symetrie G. Tato vzd·-
lenost je, aby byl odstranÏn vliv velikosti objektu, normalizo-
v·na (nap¯. vzhledem ke vzd·lenosti D mezi tÏûiötÏm objektu
a jeho nejvzd·lenÏjöÌm bodem) (1).

S(G) = (1)

Je tak otev¯ena cesta pro srovn·v·nÌ Ñvzd·lenostiì posu-
zovan˝ch objekt˘ od zvolenÈ symetrie, nap¯. od symetrie
odpovÌdajÌcÌ bodovÈ grupÏ Cs, tedy i cesta pro posouzenÌ
ÑmÌryì chirality. Uveden˝ p¯Ìstup n·leûÌ do t¯Ìdy A s tÌm, ûe
srovn·vacÌ standard nenÌ definov·n a priori, ale vytvo¯en
v˝poËtem v souladu se zvolenou symetriÌ G.

A dosavadnÌ zkuöenosti? Jsou nadÏjnÈ ñ jak ukazuje po-
souzenÌ mÌry chirality ¯ady strukturnÌch typ˘6,18, zmÏn mÌry
chirality v  pr˘bÏhu nÏkter˝ch proces˘6,19, posouzenÌ mÌry
desymetrizace hraniËnÌch orbital˘, zp˘sobenÈ nÏkter˝mi bÏû-
n˝mi chir·lnÌmi pomocn˝mi l·tkami pouûÌvan˝mi v enantio-
selektivnÌch reakcÌch20, a koneËnÏ i nalezenÌ korelace mezi
mÌrou chirality substr·t˘ a efektivitou jejich interakce s aktiv-
nÌm centrem nÏkter˝ch enzym˘21.

Chiralita, na rozdÌl od kr·sy, je exaktnÏ definov·na. P¯esto
tu existuje jist· podobnost. MÌra obou je totiû p¯ev·ûnÏ Ñin the
eyes of the beholderì, v ˙hlu a zp˘sobu vnÌm·nÌ, interakce

a interpretace. LidÈ vöak nezanechali ˙silÌ kr·su pochopit
a hodnotit, coû m˘ûe dob¯e slouûit jako motivace i n·m,
chemik˘m. V ÑrozmazanÈmì svÏtÏ jsou rozmazanÈ i smÏrnÌ-
ky. To vöak neznamen·, ûe nikam nevedou.

LITERATURA

1. Crum Brown A.: Proc. R. Soc. Edinburgh 17, 181 (1890).
2. Guye P.-A.: C. R. Hebd. Seances Acad. Sci. 110 , 714

(1890).
3. Gilat G.: J. Math. Chem. 15, 197 (1994).
4. Buda A. B., Auf der Heyde T., Mislow K.: Angew. Chem.

Int. Ed. Engl. 31, 989 (1992).
5. Weinberg N., Mislow K.: J. Math. Chem. 17, 35 (1995).
6. Zabrodsky H., Avnir D.: J. Am. Chem. Soc. 117, 462

(1995).
7. Mislow K.: Top. Stereochem. 22, 68 (1999).
8. Hausdorff F.: Set Theory, str. 166. Chelsea, New York

1957.
9. Rassat A.: C. R. Acad. Sci. (Paris) B299, 53 (1984).

10. Buda A. S. B., Mislow K.: J. Am. Chem. Soc. 114, 6006
(1992).

11. Mezey P.G.: J. Math. Chem. 11, 27 ( 1992).
12. Harris A. B., Kamien R. D., Lubensky T. C.: Rev. Mod.

Phys. 71, 1745 (1999).
13. Mauksch M., von RaguÈ Schleyer P.: Angew. Chem. Int.

Ed. Engl. 36, 1856 (1997).
14. Zabrodsky H., Peleg S., Avnir D.: J. Am. Chem. Soc. 114,

7843 (1992).
15. Dunitz J.: Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 93, 14260 (1996).
16. Zabrodsky H., Peleg S., Avnir D.: J. Am. Chem. Soc. 115,

8278 (1993) (erratum str. 11656).
17. Zabrodsky H., Avnir D.: Adv. Mol. Struct. Res. 1, 1

(1995).
18. Katzenelson  O., Edelstein J., Avnir D.: Tetrahedron:

Asymmetry 11, 2695 (2000).
19. Pinto Y., Fowler P.W., Mitchell D., Avnir D.: J. Phys.

Chem., B 102, 5776 (1998).
20. Lipkowitz K. B., Gao D., Katzenelson O.: J. Am. Chem.

Soc. 121, 5559 (1999).
21. Keinan S., Avnir D.: J. Am. Chem. Soc. 120, 6152 (1998).
22. Weinberg N., Mislow K.: Can. J. Chem. 78, 41 (2000).

J. Jonas (Department of Organic Chemistry, Faculty of
Science, Masaryk University, Brno): Quantification of Chi-
rality

It is pointed out in this brief survey that although there are
innumerable chiral functions possible, the continuous chirality
measures of Zabrodsky and Avnir, novel approach to the
problem, appear to be also interesting from the pragmatical
point of view.
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1. ⁄vod

Potenciometrick· rozpouötÏcÌ anal˝za (anglicky potentio-
metric stripping analysis, PSA) pat¯Ì mezi elektrochemickÈ
metody a od svÈho poË·tku je hlavnÏ pouûÌv·na pro zjiöùov·nÌ
stopov˝ch koncentracÌ tÏûk˝ch kov˘ (olovo, kadmium, mÏÔ,
zinek apod.) v r˘zn˝ch typech praktick˝ch vzork˘. Pojme-
nov·nÌ tÈto metody poch·zÌ od autor˘ p˘vodnÌ publikace
popisujÌcÌ jejÌ princip a vyuûitÌ v analytickÈ chemii1. SpÌöe
v˝jimeËnÏ se objevujÌ termÌny jako inverznÌ chronopotencio-
metrie, coulometrick· rozpouötÏcÌ potenciometrie (potencio-
metrick· rozpouötÏcÌ coulometrie), galvanick· (galvanosta-
tick·) rozpouötÏcÌ (chrono)potenciometrie. Tento terminolo-
gick˝ nesoulad souvisÌ p¯edevöÌm s technikou vyuûÌvajÌcÌ
k rozpouötÏnÌ analyt˘ konstantnÌho proudu na rozdÌl od tradiË-
nÌho chemickÈho rozpouötÏnÌ. V obecnÏjöÌ rovinÏ pohledu lze
metodu PSA vÌce Ëi mÈnÏ ch·pat jako chronopotenciometrii
(I = 0 nebo I = konst.). TudÌû termÌn chronopotenciometrick·
rozpouötÏcÌ anal˝za (CPSA), kter˝ se rovnÏû v literatu¯e ob-
jevuje, r·zem p¯edstavuje oznaËenÌ mnohem univerz·lnÏjöÌho
charakteru, neboù v sobÏ zahrnuje oba hlavnÌ postupy mÏ¯enÌ.
To vöe platÌ ovöem za podmÌnky, ûe se tiöe zanedb· akumu-
laËnÌ f·ze, kter· se v klasickÈ chronopotenciometrii nevysky-
tuje. V Ëesky psanÈ literatu¯e je anglick˝ v˝raz Ñstrippingì
nahrazov·n zpravidla termÌnem ÑrozpouötÏcÌì (i kdyû to nenÌ
nezbytnÏ nutnÈ, je tento ˙zus zachov·n i zde). DalöÌ rozvoj
metody ovöem uk·zal, ûe tato pojmenov·nÌ jsou naprosto
nevhodn· v p¯Ìpadech, kdy se na pracovnÌ elektrodÏ kumuluje
l·tka v oxidovanÈ formÏ a mÏ¯en˝ sign·l se zÌsk·v· redukcÌ
na kov, p¯iËemû se nic ÑnesvlÈk·ì ani nerozpouötÌ (nap¯. AuIII

→ Au0).
Do souËasnÈ doby bylo v mezin·rodnÌch Ëasopisech uve-

¯ejnÏno nÏkolik stovek pracÌ (nejmÈnÏ 600), p¯iËemû nejvÏtöÌ
n·r˘st publikaËnÌ aktivity je datov·n k p¯elomu 70. a 80. let.
P¯es ËetnÈ novÏ zav·dÏnÈ zkratky a pojmenov·nÌ (nap¯. CCSP
nebo CCSCP z anglickÈho constant current stripping potentio-
metry, resp. chronopotentiometry) pracuje p¯ev·ûn· vÏtöina
publikacÌ s prvnÏ zmÌnÏn˝m anglick˝m termÌnem a zkratkou
PSA. Povaûujeme tedy za prospÏönÈ, takÈ vzhledem k moûnÈ
dalöÌ pr·ci potenci·lnÌch Ëten·¯˘ s literaturou, pro ˙Ëely tÈto
p¯ehledovÈ pr·ce zkratku PSA zachovat a provÈst jen jejÌ
menöÌ modifikaci na (C)PSA a zohlednit tak diskutovanou
vazbu na chronopotenciometrii. Dnes se kromÏ pracÌ zab˝va-
jÌcÌch se klasickou tematikou, tj. stanovenÌm tÏûk˝ch kov˘,
objevujÌ i pr·ce netradiËnÌ, a to hlavnÏ v souvislosti s pouûitÌm
nov˝ch typ˘ pracovnÌch elektrod. Jako p¯Ìklad mohou b˝t
uvedeny uhlÌkovÈ pastovÈ elektrody, kterÈ byly vyuûity jed-
nak pro adsorpËnÌ nahromadÏnÌ slouËenin typu nukleov˝ch
kyselin2 a jednak pro akumulaci aniont˘ tvo¯ÌcÌch iontovÈ
asoci·ty3.

V tÈto pr·ci jsou shrnuty dosavadnÌ poznatky zÌskanÈ
v oblasti (C)PSA, kterÈ takÈ Ë·steËnÏ navazujÌ na Ëesky psanÈ
pr·ce uve¯ejnÏnÈ v Chemick˝ch listech v polovinÏ 80. let (viz
nap¯.4,5), a kterÈ se touto tematikou alespoÚ Ë·steËnÏ zab˝valy
v r·mci p¯ehled˘ o elektrochemick˝ch rozpouötÏcÌch meto-
d·ch.
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2. Princip mÏ¯enÌ v (C)PSA

V podstatÏ se jedn· o metodu, kter· vyuûÌv· ve svÈ klasic-
kÈ podobÏ elektrolytickÈho nahromadÏnÌ kovov˝ch iont˘ z mÌ-
chanÈho okyselenÈho roztoku (jako takovÈho nebo po p¯ed-
chozÌm odstranÏnÌ kyslÌku) na pracovnÌ elektrodÏ p¯i konstant-
nÌm napÏtÌ ve formÏ rtuùov˝ch amalg·m˘1, Ëemuû odpovÌd·
chemick· rovnice (1)

+ ne → Mi(Hg) (1)

kde oznaËuje kov v urËitÈm oxidaËnÌm stavu n a Mi(Hg)
kov ve formÏ amalg·mu. Jako pracovnÌ elektroda se tudÌû
osvÏdËila zpoË·tku visÌcÌ rtuùov· kapka, bÏûnÏ pouûÌvan· pro
voltametrick· mÏ¯enÌ. Po f·zi nahromadÏnÌ n·sleduje zpÏtn·
oxidace, k nÌû doch·zÌ p¯i rozpojenÈm elektrickÈm obvodu,
respektive bez vloûenÈho polarizaËnÌho napÏtÌ, p˘sobenÌm
chemick˝ch oxidovadel, coû ve vÏtöinÏ p¯Ìpad˘ b˝vajÌ rtuùnatÈ
ionty p¯id·vanÈ p¯edem do mÏ¯enÈho roztoku. DÏji odpovÌd·
n·sledujÌcÌ chemick· rovnice

Mi(Hg) + n/2 Hg2+ + n/2 Hg (2)

Zaznamenan˝ Ëasov˝ pr˘bÏh potenci·lu (tzv. potencio-
gram) m· tvar zÛn odpovÌdajÌcÌch parci·lnÌm oxidacÌm jed-
notliv˝ch kov˘. KvalitativnÌm popisem potenciogramu je po-
tenci·l  zÛny,  kter˝ z˘st·v·  po celou  dobu oxidace tÈmÏ¯
nezmÏnÏn a je charakteristick˝ pr·vÏ pro jeden kov p¯Ìtomn˝
v roztoku. Informace o kvantitÏ se zÌsk· z dÈlky zÛny, tzn.
Ëasu, po kter˝ potenci·l pracovnÌ elektrody setrv· na danÈ
hodnotÏ tak, aby doölo k ˙plnÈmu p¯echodu kovu ze rtuùovÈho
filmu pracovnÌ elektrody zpÏt do roztoku ve formÏ vlastnÌch
iont˘ (viz 2). Tato forma z·znamu se v souËasnosti pouûÌv·
velmi z¯Ìdka. D˘vodem je nahrazenÌ d¯Ìve pouûÌvanÈ instru-
mentace spojenÈ s mechanick˝m zapisovaËem E-t k¯ivek po-
ËÌtaËi ¯Ìzen˝mi analyz·tory poskytujÌcÌmi z·znamy v podobÏ

dt/dE-E k¯ivek (viz obr. 1). TÌmto zp˘sobem byla rovnÏû
zkr·cena doba anal˝zy z p˘vodnÌch i nÏkolika desÌtek minut
na minuty p¯i souËasnÈm zv˝öenÌ citlivosti metody. ZÌskanÈ
potenciogramy obsahujÌ zpravidla jeden i vÌce pÌk˘ v z·vis-
losti na poËtu r˘zn˝ch iont˘ p¯Ìtomn˝ch v roztoku. Analogic-
ky k jiû zmÌnÏnÈ interpretaci dat odpovÌd· kvalitativnÏ kaû-
dÈmu pÌku potenci·l Ep. KvantitativnÌm vyj·d¯enÌm je zde
plocha pÌku (nikoliv jeho v˝öka), kter· vöak, v z·vislosti na
zp˘sobu z·znamu dat, opÏt p¯edstavuje Ëas, po kter˝ elektroda
setrvala na danÈm potenci·lu, nebo Ëetnost, s jakou se dan˝
potenci·l bÏhem  rozpouötÏnÌ  objevoval (viz  d·le varianty
(C)PSA).

Pr·vÏ princip chemickÈ oxidace uplatÚujÌcÌ se v rozpou-
ötÏcÌm kroku metody (C)PSA byl opomÌjen v pracÌch uve¯ej-
nÏn˝ch na podobnÈ tÈma jiû v 60. letech. Naopak byl povaûo-
v·n za ruöiv˝ jev6,7, kter˝ nep¯ÌznivÏ ovlivÚoval parametry
stanovenÌ a auto¯i doporuËovali v˝hradnÏ galvanostatickÈ roz-
pouötÏnÌ konstantnÌm proudem (v tÈto souvislosti oznaËovali
metodu jako chronopotenciometrickou rozpouötÏcÌ anal˝zu).

2 . 1 . T e o r e t i c k ˝ z · k l a d m e t o d y

V p¯edch·zejÌcÌm odstavci zmÌnÏn˝ mÏ¯ÌcÌ princip metody
(C)PSA je doprov·zen matematick˝m popisem d˘leûit˝ch
veliËin, kterÈ jsou s touto tematikou spojeny. Jedn· se p¯ede-
vöÌm o vyj·d¯enÌ vztahu mezi potenci·lem pracovnÌ elektrody
E a dobou rozpouötÏnÌ tR a d·le pak o vz·jemnou z·vislost
mezi tR, dobou nahromadÏnÌ tA, koncentracÌ sledovanÈho kovu
v roztoku [Mn+] a v neposlednÌ ¯adÏ takÈ koncentracÌ chemic-
kÈho oxidovadla [Aj(ox)].

MatematickÈ z·vislosti byly vztahov·ny p¯edevöÌm k elek-
trodÏ ze skelnÈho uhlÌku potaûenÈ rtuùov˝m filmem8,9. P¯ed-
pokl·d· se, ûe jak proces nahromadÏnÌ, tak rozpouötÏnÌ je ¯Ìzen
difuzÌ, a to kovov˝ch iont˘, respektive chemick˝ch oxidova-
del k povrchu pracovnÌ elektrody. Vyj·d¯Ì-li se mnoûstvÌ kovu
(vylouËenÈho na pracovnÌ elektrodÏ) a chemickÈho oxidovad-
la (spot¯ebovanÈho bÏhem rozpouötÏnÌ) pomocÌ Fickova z·-
kona pro line·rnÌ difuzi8, vyplyne z jejich spojenÌ vztah pro
dobu rozpouötÏnÌ analytu v podobÏ

tR = (3)

kde [Mn+] a [Aj(ox)] jsou jiû zmÌnÏnÈ koncentrace kovovÈho
iontu a moûn˝ch chemick˝ch oxidovadel p¯Ìtomn˝ch v rozto-
ku, D(Aj(ox)) difuznÌ koeficienty chemick˝ch oxidovadel, δ1
a δ2 tlouöùky difuznÌch vrstev bÏhem nahromadÏnÌ a rozpou-
ötÏnÌ. PodÌl n/mj vyjad¯uje stechiometrick˝ pomÏr reakce mezi
kovov˝m iontem a moûn˝m oxidovadlem. Ze vztahu je patrnÈ,
jak lze prodlouûit dobu rozpouötÏnÌ, a tÌm zvyöovat citlivost
mÏ¯enÌ. Jedn· se p¯edevöÌm o vhodnou volbu doby nahroma-
dÏnÌ, koncentrace chemickÈho oxidovadla a rychlostÌ mÌch·nÌ
ve vztahu k tlouöùk·m obou difuznÌch vrstev.

Potenci·l pracovnÌ elektrody je d·n Nernstovou rovnicÌ9

E = Eo + (4)
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Obr. 1. Potenciogram zaznamenan˝ v roztoku obsahujÌcÌm smÏs
kadmia, olova a mÏdi; experiment·lnÌ podmÌnky: pracovnÌ elektro-
da: skeln˝ uhlÌk se rtuùov˝m filmem; z·kladnÌ elektrolyt: 0,1 M-HCl;
potenci·l akumulace: ñ900 mV; doba akumulace:  60  s; rychlost
mÌch·nÌ roztokem: 1500 ot.minñ1; oxidaËnÌ Ëinidlo: kyslÌk obsaûen˝
v roztoku. Hodnoty potenci·lu jsou vztaûeny proti potenci·lu nasyce-
nÈ kalomelovÈ elektrody. JednotlivÈ pÌky (zleva doprava) odpovÌdajÌ
redukci Cd(II), 0,16 ppm; Pb(II), 0,16 ppm; Cu(II), 0,32 ppm
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kde [M(Hg)] je koncentrace kovu p¯ÌtomnÈho ve formÏ amal-
g·mu ve rtuùovÈm filmu, Eo standardnÌ oxidaËnÏ-redukËnÌ
potenci·l systÈmu Mn+/M(Hg). Rovnice popisujÌcÌ E-t k¯ivku
je uv·dÏna ve tvaru9

E = Eo + (5)

kde l p¯edstavuje tlouöùku rtuùovÈho filmu, Do difuznÌ koefi-
cient rozpouötÏn˝ch iont˘ a t je okamûit· hodnota Ëasu v pr˘-
bÏhu rozpouötÏcÌho kroku. Po derivaci rovnice (5) podle Ëasu
se zÌsk· z·vislost dE/dt-t ve tvaru

(6)

kter· m˘ûe b˝t rovnÏû vyuûita jako jedna z forem vyj·d¯enÌ
potenciogramu10. V tomto p¯ÌpadÏ je kvalitativnÌm ˙dajem Ëas
odpovÌdajÌcÌ maximu derivace, tzn. nejvÏtöÌ zmÏnÏ potenci·lu
v danÈm ËasovÈm intervalu, a kvantitu ud·v· vzd·lenost mezi
jednotliv˝mi derivaËnÌmi maximy.

2 . 2 . V a r i a n t y ( c h r o n o ) p o t e n c i o m e t r i c k È
r o z p o u ö t Ï c Ì a n a l ˝ z y

KromÏ klasickÈ metody vyuûÌvajÌcÌ k oxidaci amalg·m˘
kov˘ rtuùnat˝ch iont˘ se lze v literatu¯e prakticky setkat nejen
s pouûitÌm jinÈho chemickÈho oxidovadla, ale i s odliön˝mi
postupy nahromadÏnÌ analyt˘, vyvol·nÌ a sledov·nÌ analytic-
kÈho sign·lu za ˙Ëelem zv˝öenÌ citlivosti apod. TÏmto modifi-
kacÌm budou vÏnov·ny n·sledujÌcÌ odstavce.

2.2.1. P¯Ìpady s nulov˝m proudem

2.2.1.1. Klasick· (chrono)potenciometrick· rozpouötÏcÌ
anal˝za

Na tomto mÌstÏ je nezbytnÈ k jiû zmÌnÏnÈmu principu PSA
dodat nÏkolik skuteËnostÌ. K chemickÈ oxidaci nahromadÏ-
n˝ch kov˘ byl Ëasto vyuûÌv·n takÈ kyslÌk rozpuötÏn˝ v mÏ¯e-
n˝ch roztocÌch (7). Ten je vzhledem k hodnotÏ standardnÌho
redoxnÌho potenci·lu [Eo(O2 + 4H+ + 4e = 2 H2O) = +1,229 V]
v porovn·nÌ s ionty Hg2+ [Eo(Hg2+ + 2e = Hg) = +0,854 V]
silnÏjöÌm oxidovadlem11

Mi(Hg) + n/4 O2 + nH+ + n/2 H2O (7)

a jeho maxim·lnÌ koncentrace v roztoku je d·na rozpustnostÌ
ËistÈho kyslÌku ve vodÏ v z·vislosti na hodnot·ch teploty
a tlaku (tj. p¯i laboratornÌ teplotÏ a norm·lnÌm tlaku m˘ûe b˝t
jeho koncentrace  aû  1,3.10ñ3 mol.lñ1). V roztocÌch  pak je
uv·dÏna nap¯. koncentrace 2,0.10ñ4 mol.lñ1 (cit.12). OxidaËnÌ
schopnost rozpuötÏnÈho kyslÌku je ovlivnÏna p¯edevöÌm hod-
notou pH. Tato z·vislost je pops·na vztahem pro form·lnÌ
redoxnÌ potenci·l, Eof = Eo(O2/H2O) ñ 0,0592 pH. Na druhÈ
stranÏ oxidaËnÌ schopnost Hg2+ iont˘ je silnÏ potlaËena v p¯Ì-
tomnosti p¯ebytku chloridov˝ch (ale i jin˝ch halidov˝ch) ion-

t˘, kterÈ tvo¯Ì stabilnÌ chlorortuùnatany (resp. halortuùnatany).
Tuto skuteËnost lze takÈ vyj·d¯it vztahem pro form·lnÌ redox-
nÌ potenci·l11, Eof = Eo(Hg2+/Hg) ñ 0,0296 log αHg(Cl). Vypo-
Ëteme-li koeficient vedlejöÌ reakce αHg(Cl) za p¯edpokladu, ûe
rovnov·ûn· koncentrace Clñ v roztoku je 0,01 M a komplexnÌ
ionty majÌ podobu Hg , kde i = 1 aû 4, dostaneme
hodnotu Eof = +0,556 V. Ot·zkou tedy z˘st·v·, zda by mÏl b˝t
kyslÌk odstraÚov·n z mÏ¯en˝ch roztok˘ v p¯ÌpadÏ chemickÈ
oxidace pomocÌ Hg2+ iont˘. V z·sadÏ lze ¯Ìci, ûe nemusÌ,
pokud stanovovanÈ koncentrace kov˘ jsou v ¯·du jednotek aû
stovek ppb. V tÏchto p¯Ìpadech lze dob¯e vyuûÌt jak kyslÌk, tak
smÏs obou oxidovadel. Oxidace exaktnÌm mnoûstvÌm rtuùna-
t˝ch iont˘, kdy odstranÏnÌ kyslÌku je nezbytnÈ, se uv·dÌ nap¯.
v p¯Ìpadech, kdy je pot¯eba pracovat v koncentraËnÌch ¯·dech
ng.lñ1 (cit.11,13). Zde je koncentrace kyslÌku jiû p¯Ìliö vysok·,
rozpouötÏcÌ krok  velice kr·tk˝, a bylo by nutnÈ prov·dÏt
nahromadÏnÌ po dobu nÏkolika desÌtek minut (uv·dÌ se, ûe
zpÏtn· oxidace v p¯ÌpadÏ stanovenÌ kadmia a olova probÌh·
v roztoku nasycenÈm kyslÌkem aû 25◊ rychleji14 neû v p¯ÌpadÏ
jeho odstranÏnÌ a p¯id·nÌ Hg2+ na koncentraci 1,0.10ñ5 mol.lñ1).
Vzhledem ke zbytk˘m kyslÌku v roztocÌch (i p¯es 10ñ15 mi-
nutovÈ probubl·v·nÌ inertnÌm plynem) a jeho p¯Ìtomnosti nad
mÏ¯en˝m roztokem se vöak nedoporuËuje pracovat s kon-
centracÌ Hg2+ niûöÌ neû 2,5.10ñ6 mol.lñ1 z d˘vodu horöÌ repro-
dukovatelnosti mÏ¯enÌ15. Za optimum se povaûujÌ koncentrace
Hg2+ do 1,0.10ñ4 mol.lñ1, a to jak vzhledem k reprodukovatel-
nosti mÏ¯enÌ, tak k mnoûstvÌ pouûitÈho a z toxikologickÈho
hlediska nepopul·rnÌho elementu16. DalöÌm systÈmem, kter˝
m˘ûe uplatnit svÈ oxidaËnÌ schopnosti (p¯edevöÌm v silnÏ
kysel˝ch roztocÌch), je H+/H2, a to hlavnÏ u kov˘ s negativnÏj-
öÌm vyluËovacÌm potenci·lem.

Kovy jako arsen, rtuù, cÌn nebo antimon b˝vajÌ stanovov·-
ny na elektrodÏ potaûenÈ zlat˝m filmem. D˘vodem jsou p¯Ìliö
pozitivnÌ hodnoty oxidaËnÏ-redukËnÌch potenci·l˘. I kdyû se
ke zpÏtnÈ oxidaci hlavnÏ vyuûÌv· konstantnÌ proud, lze prov·-
dÏt i chemickou oxidaci nap¯. p¯i stanovenÌ arsenu a rtuti
zlatit˝mi ionty17,18. Z dalöÌch oxidovadel lze uvÈst v˝Ëtem
nap¯. p¯i stanovenÌ rtuti manganistanovÈ, dichromanovÈ a ce-
riËitÈ ionty19 nebo kationty ûelezitÈ20 a z aniont˘ jodistany21.

2.2.1.2. ReduktivnÌ (chrono)potenciometrick· rozpouötÏcÌ
anal˝za

Tato varianta s chemickou redukcÌ analytu byla poprvÈ
testov·na p¯i stanovenÌ manganu na platinovÈ elektrodÏ, kdy
manganatÈ ionty byly bÏhem f·ze nahromadÏnÌ oxidov·ny na
oxid manganiËit˝,  kter˝  byl  potÈ  redukov·n  zpÏt pomocÌ
hydrochinonu, pop¯. pyrogalolu22. TÌm byla rozöÌ¯ena moû-
nost uplatnÏnÌ tÈto metody i na sledov·nÌ redukce bÏhem
rozpouötÏcÌho kroku. V dalöÌch pracÌch byly testov·ny jako
chemick· redukovadla nap¯. amalg·my kov˘23 (sodÌk, zinek)
p¯i stanovenÌ selenu, resp. halogenidy na rtuùovÈ elektrodÏ
nebo hexakyanoûeleznatan24 aplikovan˝ p¯i stanovenÌ manga-
nu na elektrodÏ ze skelnÈho uhlÌku. Je nutnÈ ale zd˘raznit, ûe
provedenÌ tÏchto mÏ¯enÌ nenÌ zpravidla tak jednoduchÈ jako
p¯i sledov·nÌ oxidace. Se sodÌkov˝m amalg·mem bylo nutnÈ
nap¯. pracovat p¯i teplotÏ 50 ∞C bez p¯Ìtomnosti kyslÌku22. Tato
varianta nenÌ p¯Ìliö rozöÌ¯ena hlavnÏ z d˘vodu obtÌûnÈho hle-
d·nÌ vhodn˝ch redukËnÌch Ëinidel. Jin˝ a mnohem jednoduööÌ
p¯Ìstup k prov·dÏnÌ redukcÌ v PSA p¯edstavuje vyuûitÌ kon-
stantnÌho proudu.
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2.2.1.3. Kinetick· (chrono)potenciometrick· rozpouötÏcÌ
anal˝za

Tato varianta zmiÚovan· v literatu¯e popisuje vyuûitÌ ki-
netickÈho sign·lu k analytick˝m ˙Ëel˘m21 p¯i stanovenÌ rtuti
na zlatÈ elektrodÏ za p¯Ìtomnosti jodistanu jako chemickÈho
oxidovadla. JodistanovÈ ionty  jsou vÌce Ëi mÈnÏ schopny
reoxidovat rtuù vylouËenou a zachycenou na pracovnÌ elektro-
dÏ. V p¯Ìtomnosti jodidov˝ch iont˘ navÌc doch·zÌ v kyselÈm
prost¯edÌ ke vzniku jodu, kter˝ p¯ev·dÌ rtuù na tetrajodortuùna-
tan. P¯edpokladem je, aby mnoûstvÌ vylouËenÈ rtuti bylo do-
stateËnÏ malÈ a mohlo b˝t zcela absorbov·no zlatem (nemÏl
by vznikat quazirtuùov˝ film na povrchu zlatÈ elektrody). Za
tÏchto podmÌnek zp˘sobÌ podle autor˘ kinetika p¯echodu rtuti
ze zlata na rozhranÌ roztok/povrch elektrody vznik kinetickÈho
sign·lu. V z·vislosti na mnoûstvÌ vylouËenÈ rtuti se sign·l
objevÌ buÔ od samÈho zaË·tku z·znamu k¯ivky, nebo se objevÌ
po sign·lu odpovÌdajÌcÌmu oxidaci rtuti, kter· nenÌ absor-
bov·na zlatem. Praktick· vyuûitelnost pro stanovenÌ rtuti je
s ohledem na vypracovanÈ postupy stanovenÌ na elektrodÏ se
zlat˝m filmem, kde je k oxidaci pouûÌv·n konstantnÌ proud,
spÌöe teoretick·.

2.2.2. P¯Ìpady s nenulov˝m konstantnÌm proudem

2.2.2.1. RozpouötÏcÌ anal˝za s konstantnÌm proudem

Pojmenov·nÌ tÈto varianty jako rozpouötÏcÌ anal˝za s kon-
stantnÌm proudem poch·zÌ z doslovnÈho p¯ekladu anglickÈho
termÌnu constant current stripping analysis (CCSA). Tento
termÌn je velice hojnÏ pouûÌv·n v literatu¯e. Princip tÏchto
mÏ¯enÌ byl zn·m mnohem d¯Ìve, neû byla pops·na klasick·
metoda (C)PSA (viz konec odstavce 2).

KonstantnÌ proud m˘ûe b˝t pouûit jak k oxidaci (kladn·

hodnota), tak k redukci (z·porn· hodnota) analytu v z·vislosti
na zp˘sobu nahromadÏnÌ. Jako p¯Ìklad oxidace lze uvÈst sta-
novenÌ mÏdi, rtuti, selenu25, kter˝m p¯edch·zÌ jejich redukce
p¯i konstantnÌm potenci·lu pracovnÌ elektrody pokrytÈ zlat˝m
filmem (podobnÏ jako p¯i pouûitÌ rtuùovÈho filmu b˝v· elek-
trodov˝m materi·lem skeln˝ uhlÌk). OpaËn˝m p¯Ìpadem je
stanovenÌ niklu a kobaltu po adsorpËnÌm nahromadÏnÌ jejich
iont˘ ve formÏ komplex˘ s dimethylglyoximem26 na elektrodÏ
se rtuùov˝m filmem nebo stanovenÌ jodu a zlata na uhlÌkovÈ
pastovÈ elektrodÏ3 (viz obr. 2). PouûitÌ konstantnÌho proudu
tak reprezentuje velmi jednoduch˝ a univerz·lnÌ p¯Ìstup k ana-
l˝z·m zaloûen˝m na sledov·nÌ redukce bÏhem rozpouötÏnÌ.
V obou p¯Ìpadech se hodnoty proudu pohybujÌ v desetin·ch
aû desÌtk·ch µA. I v tomto p¯ÌpadÏ platÌ obecn˝ princip, ûe ËÌm
vyööÌ je hodnota proudu, tÌm rychlejöÌ je pr˘bÏh dÏje v roz-
pouötÏcÌm kroku, coû vede k celkovÏ niûöÌ citlivosti mÏ¯enÌ.
Proto se hodnoty proudu volÌ co nejniûöÌ a zpravidla se pracuje
v reûimu s korekcÌ pozadÌ mÏ¯enÌ, kdy se odeËÌt· z·znam
po¯Ìzen˝ v roztoku z·kladnÌho elektrolytu od z·znamu vzorku
se stanovovan˝m iontem (pop¯. korekci provede analyz·tor na
z·kladÏ matematickÈho v˝poËtu). Ot·zka odstranÏnÌ kyslÌku
je st·le otev¯en· a lze konstatovat, ûe jeho odstranÏnÌ nenÌ
nutnÈ.

2.2.2.2. AdsorpËnÌ (chrono)potenciometrick· rozpouötÏcÌ
anal˝za

AdsorpËnÌ technika nahromadÏnÌ byla studov·na v sou-
vislosti se stanovenÌm nukleov˝ch kyselin2,27. Tyto organic-
kÈ makromolekuly jsou velice d˘leûit˝mi indik·tory zdra-
vÌ lidskÈho organismu a jejich pozn·nÌ je tudÌû vÏnov·na
velk· pozornost. KratöÌ ¯etÏzce ËÌtajÌcÌ nÏkolik nukleotid˘
(zpravidla do 20 jednotek) byly adsorbov·ny  na  povrchu
pastov˝ch elektrod a n·slednou oxidacÌ konstantnÌm proudem
byl zÌsk·n analytick˝ sign·l odpovÌdajÌcÌ oxidaci guaninu.
AdsorpËnÌ postup nahromadÏnÌ byl rovnÏû aplikov·n p¯i
jiû zmÌnÏnÈm stanovenÌ niklu a kobaltu26,28, kde byly ionty
obou prvk˘ zachycov·ny jako dimethylglyoxim·ty na povr-
chu pracovnÌ elektrody (skeln˝ uhlÌk) potaûenÈ rtuùov˝m fil-
mem.

Lze tedy konstatovat, ûe adsorpce jako prekoncentraËnÌ
technika nalezla svÈ uplatnÏnÌ i v PSA. D˘leûit˝m faktem je
zde moûnost transformace ¯ady aplikacÌ zn·m˝ch z adsorpËnÌ
rozpouötÏcÌ voltametrie (viz nap¯. cit.29) na podmÌnky tÈto
metody a snaha docÌlit tÌmto zp˘sobem zkvalitnÏnÌ jejich
analytick˝ch parametr˘.

2.2.2.3. ExtrakËnÌ (chrono)potenciometrick· rozpouötÏcÌ
anal˝za

Tato technika jako dalöÌ moûn· varianta (C)PSA byla
poprvÈ pouûita p¯i stanovenÌ jodu na uhlÌkovÈ pastovÈ elek-
trodÏ3. Svoji ˙lohu zde sehr·la zejmÈna kompozice tohoto
typu elektrod, pevn· (vodiv·) Ë·st zastoupen·  uhlÌkov˝m
pr·ökem a  organick· kapalina  (izolant)  schopn·  extrakce.
Trikresylfosf·t jako  pastov· kapalina pak  umoûnil ˙ËinnÏ
a selektivnÏ extrahovat jod vznikl˝ elektrochemickou oxidacÌ
jodid˘. Akumulace analytu byla d·le podpo¯ena tvorbou ion-
tov˝ch p·r˘ mezi protonizovanou pastovou kapalinou a jodi-
dov˝mi (resp. trijodidov˝mi, jodchloridov˝mi apod.) ionty.
K redukci byl pouûit konstantnÌ proud a odstranÏnÌ kyslÌku

Obr. 2. KalibraËnÌ z·znamy zÌskanÈ p¯i stanovenÌ zlata na uhlÌko-
vÈ pastovÈ elektrodÏ; experiment·lnÌ podmÌnky: pracovnÌ elektroda:
uhlÌkov· pasta s trikresylfosf·tem jako pastovou kapalinou; z·kladnÌ
elektrolyt: 0,1 M-HCl; potenci·l akumulace: +700 mV; doba akumu-
lace: 45 s; rychlost mÌch·nÌ roztokem: 1500 ot.minñ1; redukËnÌ Ëinidlo:
konstantnÌ proud ñ3 µA. Hodnoty potenci·lu jsou vztaûeny proti
potenci·lu nasycenÈ kalomelovÈ elektrody. Koncentrace zlata odpo-
vÌd· (zdola nahoru) p¯Ìdavk˘m 0, 20, 40, 60, 80, 100, 150, 200 a 400 µl
1,00.10ñ4

M standardnÌho roztoku AuC do 20 ml z·kladnÌho elektro-
lytu (tj. rozsahu do 2,00.10ñ6 mol.lñ1 Au)
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nebylo nutnÈ. Podobn˝m zp˘sobem lze akumulovat i dalöÌ
anionty jako tetrachlorozlatitany (viz obr. 2) nebo chlorothal-
litany3,30.

I kdyû tento zp˘sob nahromadÏnÌ analytu byl doposud
pouûit ojedinÏle3,30, lze zejmÈna v souvislosti s vyuûÌv·nÌm
uhlÌkov˝ch pastov˝ch elektrod p¯edpokl·dat jeho dalöÌ rozöÌ-
¯enÌ p¯i anal˝z·ch vzork˘, v nichû jsou hledanÈ Ë·stice v·z·ny
ve formÏ komplexnÌch aniont˘, p¯i anal˝z·ch organick˝ch
l·tek iontovÈho charakteru apod.

2.2.3. Techniky mÏ¯enÌ

N·sledujÌcÌ Ëty¯i modifikace souvisejÌ p¯edevöÌm se zdo-
konalov·nÌm technik pro z·znam mÏ¯en˝ch dat. PoËÌtaËovÈ
¯ÌzenÌ anal˝z bylo vyuûito nÏkolika principi·lnÏ podobn˝mi
zp˘soby ke zvyöov·nÌ citlivosti stanovenÌ, tj. k dosaûenÌ lep-
öÌho pomÏru mezi analytick˝m sign·lem a pozadÌm mÏ¯enÌ,
na jiû  zn·m˝ch aplikacÌch. Zvl·ötnÌ skupinu tvo¯Ì mÏ¯enÌ
v pr˘tokov˝ch systÈmech.

2.2.3.1. ÑMultichannel recordingì (chrono)potenciometrick·
rozpouötÏcÌ anal˝za

Jestliûe se v (C)PSA p˘vodnÏ sledoval rozpouötÏcÌ krok
jako z·vislost E-t mechanick˝m zapisovaËem, poËÌtaË umoû-
nil nahradit mÏ¯enÌ Ëasu ËetnostÌ v˝skytu danÈho potenci·lu
pracovnÌ elektrody, se kterou se objevoval bÏhem rozpouötÏ-
nÌ31. Pro praktick˝ z·znam potenciogramu to znamen·, ûe
sledovanÈ potenci·lovÈ okno  je  hypoteticky rozdÏleno  na
potenci·lovÈ intervaly, kter˝m odpovÌd· v pamÏti poËÌtaËe
urËit·  adresa. V pr˘bÏhu  rozpouötÏcÌho  kroku je v urËitÈ
frekvenci (¯·dovÏ kHz) odeËÌt·n potenci·l, jehoû hodnoty tak
odpovÌdajÌ v kaûdÈm okamûiku nÏkterÈmu z dan˝ch interval˘.
V d˘sledku toho kaûd· pamÏùov· adresa v koneËnÈm d˘sledku
obsahuje informaci o poËtu z·znam˘ v jednotliv˝ch interva-
lech (k¯ivka je zobrazena jako z·vislost poËtu z·znam˘ vs E).
Tato data se dajÌ rovnÏû vyj·d¯it i jako doba, po kterou setrval
potenci·l pracovnÌ elektrody na danÈ hodnotÏ (z·vislost dt/dE
vs E). Tento zp˘sob z·znamu dat je pouûÌv·n i v souËasn˝ch
analyz·torech. Jako p¯Ìklad lze uvÈst p¯Ìstroj firmy Radiome-
ter Analytical S. A. (TraceLab PSU22), kde se odeËÌt· poten-
ci·l pracovnÌ elektrody s frekvencÌ 90 kHz p¯i potenci·lovÈm
intervalu 2 mV.

V˝sledkem a z·roveÚ hlavnÌm p¯Ìnosem bylo jednak zÌs-
k·nÌ z·znam˘ p¯Ìmo v podobÏ pÌk˘ (viz obr. 1) a d·le celkovÈ
zv˝öenÌ citlivosti stanovenÌ, jelikoû bylo moûnÈ sledovat dÏje
s velmi kr·tkou dobou rozpouötÏnÌ. Z·roveÚ se p¯edpokl·d·,
ûe tento zp˘sob z·znamu je i odolnÏjöÌ v˘Ëi öumu mÏ¯enÌ
a takÈ je pamÏùovÏ mÈnÏ n·roËn˝ ve srovn·nÌ se situacÌ, kdy
by se pamÏùovÏ zaznamen·val potenci·l v pravidelnÈm Ëaso-
vÈm intervalu.

2.2.3.2. DiferenËnÌ (chrono)potenciometrick· rozpouötÏcÌ
anal˝za

Zv˝öit citlivost mÏ¯enÌ je moûnÈ nÏkolikan·sobn˝m opa-
kov·nÌm sekvence nahromadÏnÌñrozpouötÏnÌ. V tomto p¯Ìpa-
dÏ se tak dÏje v pr˘bÏhu jedinÈho z·znamu32 (budeme-li za
z·znam pokl·dat p¯echod potenci·lu pracovnÌ elektrody z po-
Ë·teËnÌ hodnoty na koneËnou). NahromadÏnÈ analyty jsou
rozpouötÏny speci·lnÌm zp˘sobem. Vûdy, jakmile se potenci·l

pracovnÌ  elektrody zmÏnÌ  nap¯. o  hodnotu  50 mV, je  na
elektrody vloûeno na velice kr·tkou dobu konstantnÌ napÏtÌ
zvÏtöenÈ o nap¯. 30 mV. TÌm se Ë·steËnÏ vykompenzuje posun
potenci·lu pracovnÌ elektrody a bÏhem tÈto doby m˘ûe opÏ-
tovnÏ probÌhat nahromadÏnÌ analytu. Tento postup je opako-
v·n tak dlouho, dokud se nedocÌlÌ p¯echodu z poË·teËnÌho
potenci·lu mÏ¯enÌ ke koneËnÈmu (tzn. nap¯. z hodnoty ñ1,0 V
k ñ0,1 V). D˘leûitou podmÌnkou tÈto varianty je, aby rychlost,
s jakou se analyty rozpouötÏjÌ, byla dostateËnÏ vysok·, protoûe
jedinÏ tak se vytvo¯Ì v blÌzkosti pracovnÌ elektrody dostateËnÏ
zkoncentrovan· zÛna iont˘ pro n·sledujÌcÌ parci·lnÌ nahroma-
dÏnÌ.

2.2.3.3. VÌcez·znamov· (chrono)potenciometrick·
rozpouötÏcÌ anal˝za

HlavnÌ myölenka tÈto varianty je velice podobn· p¯edchozÌ
modifikaci. RozdÌl v praktickÈm provedenÌ je v tom, ûe po
nahromadÏnÌ analytu n·sleduje jeho ˙plnÈ rozpuötÏnÌ31. Tento
cyklus je opakov·n tak dlouho, dokud se nezÌsk· poûadovan˝
poËet potenciogram˘. Ty  jsou  pr˘bÏûnÏ  sËÌt·ny v  pamÏti
poËÌtaËe. V˝sledek zÌskan˝ z opakovan˝ch mÏ¯enÌ povede ke
zv˝öenÌ citlivosti stanovenÌ pouze za p¯edpokladu, kter˝ je
uveden v p¯edchozÌm odstavci, tzn. p¯i dostateËnÏ rychlÈm
pr˘bÏhu rozpouötÏnÌ. UrËitou nev˝hodou tÈto varianty je p¯Ì-
pad, kdy v roztoku jsou p¯Ìtomny dva kovy, p¯iËemû elektro-
pozitivnÏjöÌ z nich je ve vÏtöÌm p¯ebytku. To zp˘sobÌ, ûe po
dokonËenÌ jednoho cyklu, vlivem delöÌ doby rozpouötÏnÌ pr·-
vÏ elektropozitivnÏjöÌho kovu, nenÌ koncentrace negativnÏjöÌ-
ho kovu u povrchu elektrody dÌky difuzi smÏrem do roztoku
tak vysok· jako p¯i rychlejöÌm pr˘bÏhu dÏje. Zam˝ölenÈ zv˝-
öenÌ citlivosti se v tomto p¯ÌpadÏ mÌjÌ ˙Ëinkem, coû vöak
neplatÌ o p¯edchozÌ variantÏ (odstavec 2.2.3.2.), kter· je k to-
muto ˙Ëelu vhodnÏjöÌ.

2.2.3.4. (Chrono)potenciometrick· rozpouötÏcÌ anal˝za
s aplikovan˝m konstantnÌm proudem
bÏhem chemickÈho rozpouötÏnÌ

Tato technika si vöÌm· moûnosti zv˝öenÌ citlivosti mÏ¯enÌ
na z·kladÏ aplikace konstantnÌho proudu bÏhem chemickÈho
rozpouötÏnÌ. Jako p¯Ìklad je v literatu¯e uvedeno stanovenÌ
kadmia na elektrodÏ se rtuùov˝m filmem a kyslÌkem jako
chemick˝m oxidovadlem33. Podstata mÏ¯enÌ spoËÌv· v opÏ-
tovnÈm nahromadÏnÌ rozpouötÏnÈho kovu redukujÌcÌm kon-
stantnÌm proudem v ¯·du jednotek µA ze zkoncentrovanÈ zÛny
u povrchu pracovnÌ elektrody, coû opÏt principi·lnÏ odpovÌd·
variant·m uveden˝m v odstavcÌch 2.2.3.2. a 2.2.3.3. Auto¯i
prov·dÏli testovacÌ mÏ¯enÌ na ˙rovni jednotek a desÌtek µg.lñ1,
coû p¯edstavuje optim·lnÌ pracovnÌ oblast metody PSA jako
takovÈ. P¯esnost stanovenÌ byla v tomto p¯ÌpadÏ znaËnÏ z·vis-
l· na hodnotÏ redukujÌcÌho proudu a takÈ na pouûitÈm z·klad-
nÌm elektrolytu.

2.2.3.5. MÏ¯enÌ v pr˘tokov˝ch systÈmech

Z·vÏrem tÈto kapitoly by bylo vhodnÈ uvÈst alespoÚ zmÌn-
ku o mÏ¯enÌch v pr˘tokov˝ch systÈmech, kde byla metoda
(C)PSA dÌky svÈ jednoduchosti Ëasto testov·na. R˘znÈ varian-
ty navrûen˝ch pr˘tokov˝ch analyz·tor˘ spoleËnÏ s praktic-
k˝m vyuûitÌm jsou uvedeny nap¯. v p¯ehledu10, kde je tÈto
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problematice vÏnov·na speci·lnÌ kapitola. Na ËeskÈm trhu je
dostupn˝ nap¯. p¯Ìstroj EcaFlow Model 120 firmy Istran Bra-
tislava34. Z·kladnÌ v˝hodou pr·ce s pr˘tokov˝mi systÈmy je
bezesporu moûnost mÏ¯enÌ s v˝mÏnou elektrolyt˘, kdy hro-
madÌcÌ a rozpouötÏcÌ krok m˘ûe probÌhat v r˘zn˝ch prost¯e-
dÌch35.

3. PracovnÌ elektrody

Jak jiû bylo jednou uvedeno, prvnÌm typem pracovnÌ elek-
trody pouûitÈ v (C)PSA byla visÌcÌ rtuùov· kapka1. S nÌ pro-
vedli Jagner a Graneli v˘bec prvnÌ mÏ¯enÌ, kdyû sledovali
chov·nÌ zinku, kadmia, olova a mÏdi p¯i chemickÈm rozpouö-
tÏnÌ pomocÌ rtuùnat˝ch iont˘. Tato elektroda vöak byla z·hy
nahrazena skeln˝m uhlÌkem potaûen˝m rtuùov˝m filmem36

a pouûÌv·na ve dvou variant·ch, buÔ jako rotujÌcÌ nebo stacio-
n·rnÌ. Za tÏchto podmÌnek mohou b˝t stanovov·ny pouze
kovy s negativnÏjöÌmi potenci·ly oxidace neû odpovÌd· sa-
motnÈ rtuti. Elementy jako arsen, selen, antimon i zmiÚovan·
rtuù musÌ b˝t stanovov·ny na zlat˝ch elektrod·ch. Ty jsou
pouûÌv·ny buÔ ve formÏ zlatÈho filmu vylouËenÈho na vhod-
n˝ch podkladech, jako jsou skeln˝ uhlÌk37 a vl·kna na b·zi
uhlÌku a platiny38 nebo p¯Ìmo jako zlatÈ mikroelektrody38,39.
Z dalöÌch mohou b˝t jmenov·ny sÌtotiskovÈ (Ñscreen-prin-
tedì, SPE) elektrody40 a uhlÌkovÈ pasty41 pouûitÈ p¯i stanovenÌ
rtuti. Elektrody na b·zi zlata (zlatÈho filmu) z·roveÚ umoûÚujÌ
i stanovenÌ kov˘ typick˝ch pro elektrody se rtuùov˝m filmem
(nap¯. olova, mÏdi39 ). Zvl·ötnÌm p¯Ìpadem je ÑmÏdÏn˝ filmì
vyluËovan˝ na elektrodÏ ze skelnÈho uhlÌku, kter˝ je pouûÌv·n
pro elektrolytickÈ nahromadÏnÌ rtuti19. I kdyû je mÏÔ zpÏtnÏ
oxidov·na d¯Ìve neû rtuù, a neplnÌ tudÌû roli ¯·dnÈho filmu jako
v p¯ÌpadÏ rtuti nebo zlata, spoluhromadÏnÌ obou kov˘ v pod-
statÏ usnadÚuje (resp. umoûÚuje) stanovenÌ nÌzk˝ch obsah˘
rtuti na prostÈ elektrodÏ ze skelnÈho uhlÌku (chemick· oxidace
se prov·dÌ manganistanem draseln˝m). D·le byly jako pod-
klad pro rtuùov˝ film vyuûity st¯ÌbrnÈ elektrody p¯i stanovenÌ
olova a kadmia klasickou metodou42, Ñscreen-printedì elek-
trody43 p¯i stanovenÌ olova a koneËnÏ uhlÌkovÈ pastovÈ elek-
trody p¯i stanovenÌ olova a mÏdi v sazÌch44.

Z dalöÌch aplikacÌ, kterÈ nesouvisÌ se stanovenÌm na filmo-
v˝ch elektrod·ch, lze uvÈst pouûitÌ platiny jako pracovnÌ elek-
trody pro stanovenÌ manganu pomocÌ reduktivnÌ (C)PSA22.
V˝Ëet materi·l˘ m˘ûe b˝t uzav¯en uhlÌkov˝mi pastov˝mi
elektrodami, jejichû aplikace v tÈto oblasti (C)PSA lze nalÈzt
v p¯edchozÌm textu (odstavce 2.2.2.2. a 2.2.2.3.).

Ot·zka mÏ¯enÌ v pr˘tokov˝ch systÈmech, pop¯. mÏ¯enÌ
v mal˝ch objemech, byla ¯eöena pouûÌv·nÌm r˘zn˝ch mikro-
elektrod  na b·zi v˝öe zmÌnÏn˝ch  materi·l˘. NejËastÏji se
uplatnila uhlÌkov· vl·kna potaûen· jak rtuùov˝m39, tak zlat˝m
filmem38. D·le pak byla testov·na vl·kna z platiny a ze zlata38.
Byla vyvinuta ¯ada speci·lnÌm pr˘tokov˝ch cel, o jejichû
konstrukci lze najÌt vÌce jinde10,34).

ÿada pracÌ se zab˝vala takÈ srovn·nÌm filmov˝ch a ry-
ze kovov˝ch elektrod38. Z nich vyplynul z·vÏr, kter˝ potvr-
zuje, ûe mezi obÏma typy neexistuje v˝raznÏjöÌ rozdÌl. Ve
vÏtöinÏ p¯Ìpad˘ jsou vöak pouûÌv·ny filmovÈ elektrody. V ne-
prospÏch kovov˝ch elektrod svÏdËÌ nejspÌöe zn·mÈ tÏûkos-
ti spojenÈ s jejich pouûÌv·nÌm ve voltametrick˝ch mÏ¯enÌch,
jako je pasivace povrchu spojen· se ztr·tou citlivosti mÏ¯enÌ
apod.

4. PouûitÌ metody (C)PSA v anal˝ze re·ln˝ch
vzork˘

Doposud byla v textu uvedena cel· ¯ada aplikacÌ v souvis-
losti s popisem jednotliv˝ch experiment·lnÌch technik. Z nich
vypl˝v·, ûe hlavnÌ pouûitÌ metody je spojeno s anorganickou
anal˝zou p¯ev·ûnÏ tÏûk˝ch kov˘ (zinek, olovo, kadmium,
mÏÔ, thallium, bismut, nikl, kobalt, rtuù, arsen nebo cÌn, viz
tabulka I). KromÏ toho se lze setkat i s menöÌ skupinou aplikacÌ
z oblasti organickÈ anal˝zy (viz tabulka II). AnalyzovanÈ
materi·ly je pak moûnÈ rozdÏlit podle p˘vodu do nÏkolika
skupin.

PrvnÌ skupinu lze oznaËit jako vzorky pr˘myslovÈ, kde se
vyûaduje zjiötÏnÌ stopov˝ch obsah˘ kov˘ v jin˝ch kovech
(nap¯. olova v kadmiu45 a thalliu46 aj.), oceli47, oxidu k¯emiËi-
tÈm48, benzinu49 nebo v chemik·liÌch typu miner·lnÌch (HCl,
HNO3)

50 a organick˝ch kyselin (sulfanilov·, thioglykolo-
v·)42,51.

DalöÌ skupinu lze oznaËit jako vzorky ûivotnÌho prost¯edÌ.
Sem lze za¯adit p¯edevöÌm anal˝zy r˘zn˝ch typ˘ vod, a to
pitnÈ, ¯ÌËnÌ, mo¯skÈ, odpadnÌ25,43,52ñ56. KromÏ jiû zmÌnÏn˝ch
prvk˘ se zde lze setkat i se stanovenÌm chromu52, molybdenu54,
jodu3 nebo kyslÌku56. Z dalöÌch vzork˘ je moûno jmenovat
r˘znÈ sedimenty, kaly, horniny nebo p˘dy57ñ59. Metoda nalezla
uplatnÏnÌ i p¯i anal˝ze ovzduöÌ. Jako p¯Ìklad mohou b˝t uve-
dena stanovenÌ thallia (v popÌlku pronikajÌcÌm do ovzduöÌ ze
spalovacÌch proces˘)60 nebo rtuti61.

T¯etÌ skupinou jsou vzorky biologickÈho p˘vodu, zastupu-
jÌ ji ve vÏtöinÏ p¯Ìpad˘ anal˝zy tÏlnÌch tekutin na obsah kad-
mia, olova a pop¯. zinku. Zn·mÈ jsou anal˝zy moËi a krve62ñ64,
p¯ÌpadnÏ lidsk˝ch vlas˘ (stanovenÌ arsenu)65.

PoslednÌ a pomÏrnÏ velkou skupinu p¯edstavujÌ anal˝zy
potravin nejr˘znÏjöÌho druhu. OblÌbenÈ byly zpoË·tku anal˝zy
n·poj˘, a to jak nealkoholick˝ch, tak alkoholick˝ch. Mezi
nimi byly analyzov·ny nap¯. dûusy66 a mlÈko67, nejr˘znÏj-
öÌ destil·ty, piva a vÌna68. Z dalöÌch analyzovan˝ch tekutin
lze pro zajÌmavost uvÈst jeötÏ nap¯. sÛjovou om·Ëku69 nebo
ocet70,71. Pokud se t˝Ëe pevn˝ch vzork˘, lze v literatu¯e nalÈzt
odkazy na anal˝zy mouky72, suöenÈho mlÈka73, kuchyÚskÈ
soli3, obilovin74, rybÌho masa75,76 i zeleniny (stanovenÌ germa-
nia v Ëesneku)77.

Organick· anal˝za je reprezentov·na zatÌm velmi ˙zkou
skupinou praktick˝ch aplikacÌ. Mezi nÏ  se ¯adÌ  nap¯Ìklad
nep¯ÌmÈ stanovenÌ redukujÌcÌch sacharid˘ v n·pojÌch, jejichû
obsah se urËuje na z·kladÏ mÏ¯enÌ ˙bytku mÏÔnat˝ch iont˘
z roztoku78, nebo nep¯Ìm· stanovenÌ nitrilotrioctovÈ kyseli-
ny79 a EDTA ve vod·ch p¯es komplexy s bismutem80. Vezme-
-li se v ˙vahu publikaËnÌ aktivita autor˘, pak se nejvÏtöÌ
pozornosti tÏöÌ v tÈto oblasti studium nukleov˝ch kyselin DNA
a RNA pomocÌ adsorpËnÌ (C)PSA2,81,82.

DalöÌ p¯ehledovÈ tabulky praktick˝ch i modelov˝ch sta-
novenÌ je moûnÈ objevit v celÈ ¯adÏ pracÌ8,10,83,84.

5. Klady a z·pory souvisejÌcÌ s pouûitÌm (C)PSA

(Chrono)potenciometrick· rozpouötÏcÌ anal˝za b˝v· nej-
ËastÏji parametrovÏ srovn·v·na s rozpouötÏcÌ voltametriÌ
(SV), neboù obÏ metody jsou pouûÌv·ny ke stejn˝m ˙Ëel˘m,
coû mimo jinÈ znamen·, ûe pro stanovenÌ prvk˘ nebo iont˘
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Tabulka I
P¯ehled praktick˝ch stanovenÌ z oblasti anorganickÈ anal˝zy pomocÌ PSA

Prvek Typ vzorku, matrice Elektroda Roztok Ref.

Cu, Pb pr˘myslov˝, Cd HMDE 0,1 M-KNO3 45
Pb pr˘myslov˝, Tl GCE 0,1 M-NaClO4 46
As pr˘myslov˝, ocel GCE-Au 7 M-HCl 47
Pb pr˘myslov˝, SiO2 GCE 1 M-HCl 48
Org. Pb benzin GCE 49
Cd, In HCl, HNO3 GCE-Hg 50
As, Cd, Hg, Pb kys. sulfanilov· Ag-Hg, GCE-Hg 42
Cd, Cu, Pb kys. thioglykolov· Ag-Hg 0,1 M-KCl 51
Pb pitn· voda SPE-Hg 0,02 M octanov˝ pufr 53
Cr pitn· voda GCE 52
Cu, Hg, Pb, Se ¯ÌËnÌ a mo¯sk· voda GCE-Au 0,05 M-H2SO4 + 0,002 M-KCl 25
Cd, Cu, Pb, Zn mo¯sk· voda GCE-Hg 0,015 M-HNO3, 20 ppm Hg2+ 53
Mo mo¯sk· voda GCE-Hg 54
Ni, Co odpadnÌ a mo¯sk· voda GCE-Hg 55
I2 miner·lnÌ vody CPE 0,1 M-HCl 3
O2 vody GCE-Hg 56
Cd, Pb p˘dy GCE-Hg 57
Cu, Pb sedimenty GCE-Hg 58
Sn horniny GCE-Au 59
Tl popÌlek GCE-Hg 60
Hg ovzduöÌ GCE 61
Cd, Pb krev, krevnÌ sÈrum, moË GCE-Hg 0,5 M-HCl 62ñ64
As vlasy FIA 65
Pb dûusy, mlÈko GCE-Hg HCl na pH 1 66, 67
Cd, Cu, Pb alkoholickÈ n·poje GCE-Hg HCl na pH 1 68
Pb sÛjov· om·Ëka, ocet GCE-Hg 69ñ71
Pb mouka 72
Cd, Cu, Pb mlÈko v pr·öku FIA 73
I2 kuchyÚsk· s˘l CPE 0,1 M-HCl 3
Cd, Cu, Pb, Zn obiloviny 74
As, Hg rybÌ maso 75, 76
Ge Ëesnek GCE-Hg 77

Tabulka II
P¯ehled praktick˝ch stanovenÌ z oblasti organickÈ anal˝zy pomocÌ PSA

SlouËenina Matrice Elektroda Roztok Ref.

RedukujÌcÌ cukry n·poje, med, marmel·dy GCE-Hg obsahuje ionty Cu2+ 78
NTA odpadnÌ a p¯ÌrodnÌ vody GCE-Hg obsahuje ionty Bi3+ 79
EDTA voda GCE-Hg obsahuje ionty Bi3+ 80
DNA, RNA modelov˝ roztok CPE 0,2 M octanov˝ pufr 2, 81, 82
Daunomycin, PCB, aflatoxin B1 ¯ÌËnÌ voda DNA-SPE 89

vyuûÌvajÌ podobnÈ pracovnÌ elektrody a principy nahroma-
dÏnÌ.

Nejd˘leûitÏjöÌ rozdÌl a z·roveÚ v˝hoda je v tom, ûe v (C)PSA
bÏhem rozpouötÏcÌ f·ze neproch·zÌ pracovnÌ elektrodou û·dn˝
proud. To znamen·, ûe tato technika nenÌ zatÏûov·na interfe-
rencemi elektroaktivnÌch Ë·stic p¯Ìtomn˝ch v mÏ¯en˝ch roz-
tocÌch. V praxi tudÌû nenÌ nutnÈ odstraÚovat z roztok˘ kyslÌk
(naopak m˘ûe b˝t vyuûit jako chemickÈ oxidovadlo) a je

moûnÈ mÏ¯it i ve vzorcÌch po jejich mineralizaci (nap¯. kon-
centrovanou HNO3), po nÌû obsahujÌ celou ¯adu nitroslouËe-
nin8.

DalöÌ v˝hodou je automatick· optimalizace rozpouötÏcÌho
kroku8, tzn. ûe potenci·l pracovnÌ elektrody se nemÏnÌ line·r-
nÏ, n˝brû bÏhem oxidace jednotliv˝ch kov˘ z˘st·v· tÈmÏ¯
nemÏnn˝, dokud nedojde k jejich ˙plnÈmu rozpuötÏnÌ. To vöe
se dÏje p¯i velice kr·tk˝ch rozpouötÏcÌch Ëasech (¯·dovÏ od
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desÌtek a stovek milisekund aû po nÏkolik sekund v z·vislosti
na mnoûstvÌ l·tky vylouËenÈ bÏhem nahromadÏnÌ, pop¯. na
koncentraci chemickÈho oxidovadla nebo hodnotÏ konstant-
nÌho proudu), zatÌmco u SV je nutnÈ pro zv˝öenÌ citlivosti
mÏ¯enÌ volit velice nÌzkÈ hodnoty n·r˘stu napÏtÌ spojenÈ s pro-
dlouûenÌm doby rozpouötÏnÌ.

Nespornou v˝hodou  pro  instrumentaci je  mÏ¯enÌ Ëasu
namÌsto proudu. »as m˘ûe b˝t mÏ¯en nejen s vyööÌ p¯esnostÌ
a spr·vnostÌ, ale i s vyööÌm rozliöenÌm8. PotenciometrickÈ
analyz·tory oproti polarograf˘m z·roveÚ nemusÌ obsahovat
prvky umoûÚujÌcÌ r˘znÈ pr˘bÏhy napÏtÌ (line·rnÌ, pulsnÌ, a.c.
apod.) vkl·danÈho na elektrody bÏhem rozpouötÏnÌ.

HlavnÌ ˙skalÌ (C)PSA jsou spojeny se samotn˝m princi-
pem tÈto metody, coû p¯edstavuje pr·ce se rtuùov˝mi elektro-
dami (aù uû visÌcÌ kapkou nebo rtuùov˝m filmem). P¯i stano-
venÌ kov˘ na tÏchto elektrod·ch doch·zÌ ke vzniku ¯ady inter-
metalick˝ch slouËenin85, kterÈ mohou zp˘sobovat sniûov·nÌ,
ale i zvyöov·nÌ analytick˝ch sign·l˘ sledovan˝ch kov˘ (pozi-
tivnÌ nebo negativnÌ chybu). K nejzn·mÏjöÌm popisovan˝m
p¯Ìklad˘m tÏchto slouËenin pat¯Ì smÏs kov˘ zinekñmÏÔ, kter·
se vöak d· upravit p¯Ìdavkem galia86.

Jelikoû se pracuje hlavnÏ s filmov˝mi elektrodami, je
nutnÈ db·t i na to, aby vylouËen˝ film mÏl dostateËnou tlouöù-
ku a nebyl p¯Ìliö ovlivÚov·n dodateËn˝m vyluËov·nÌm dalöÌ
rtuti bÏhem f·ze nahromadÏnÌ, kdy roztok obsahuje urËitou
koncentraci iont˘ Hg2+ pro n·slednou oxidaci. PodobnÏ nesmÌ
kolÌsat ani koncentrace zmÌnÏnÈho oxidovadla, takûe povrch
elektrody by mÏl b˝t dostateËnÏ mal˝ ve srovn·nÌ s objemem
roztoku.

KoneËnÏ lze polemizovat i o tom, zda (C)PSA (a stejnÏ tak
i  rozpouötÏcÌ voltametrie) je  nebo  nenÌ  vhodn· pouze  ke
stanovenÌ malÈho poËtu kovov˝ch prvk˘21. Faktem vöak z˘-
st·v·, ûe vÏtöina pracÌ se zab˝vala a zab˝v· stanovenÌm olova
a kadmia, mÈnÏ pak zinku, mÏdi, thallia nebo arsenu. Celkem
bylo doposud pops·no stanovenÌ asi 30 prvk˘, z nichû vÌce neû
polovina je prakticky vyuûiteln· vËetnÏ nÏkolika nekovov˝ch
prvk˘ jako jsou nap¯. jod nebo kyslÌk.

6. Z·vÏr

Vzhledem k publikaËnÌ aktivitÏ autor˘, kter· vzrostla do
poloviny 90. let na ust·len˝ poËet p¯ibliûnÏ 40 pracÌ roËnÏ, se
d· konstatovat, ûe i nad·le p¯etrv·v· z·jem a aktivita v oblasti
v˝zkumu popisovanÈ techniky. JednÌm ze smÏr˘ v˝voje v po-
slednÌch letech jsou nap¯. p¯enosnÈ analyz·tory pro podmÌnky
ÑpolnÌì anal˝zy87,88nebo experimenty s r˘zn˝mi typy senzor˘
pro stanovenÌ nukleov˝ch kyselin2,27,89, pop¯. senzor˘ vyrobe-
n˝ch na b·zi tÏchto slouËenin, kterÈ pak slouûÌ ke stanovenÌ
jin˝ch l·tek s afinitou k DNA89. I kdyû bylo obecnÏ shled·no
vyuûitÌ (C)PSA jako nep¯Ìliö öirokÈ, a z tohoto pohledu b˝v·
metoda nÏkdy kritizov·na, lze z tÈto skuteËnosti vyvodit jeden
velice d˘leûit˝ pozitivnÌ fakt. Pro nejËastÏji diskutovanÈ prv-
ky, olovo a kadmium (Ë·steËnÏ i zinek, mÏÔ, arsen), bylo do
souËasnosti vypracov·no mnoho postup˘ pro jejich stanovenÌ
v nejrozliËnÏjöÌch matricÌch, a to od nejjednoduööÌch vzork˘
p¯ÌrodnÌch vod aû po sloûitÈ biologickÈ materi·ly jako jsou
krev a moË (lze se zde setkat i se stanovenÌmi na ˙rovni
0,02 ppb (cit.90)). I dÌky tomu je metoda (C)PSA v tÏchto
p¯Ìpadech plnÏ srovnateln· nap¯. s AAS-ETA (cit.83), a to jak
poskytovanou spr·vnostÌ, tak p¯esnostÌ. Auto¯i jsou p¯esvÏd-

Ëeni, ûe metoda (C)PSA jeötÏ st·le nevyËerpala svÈ moûnosti,
zejmÈna pokud jde o aplikace nov˝ch typ˘ elektrodov˝ch
materi·l˘ (nap¯. uhlÌkov˝ch past) Ëi v˝roba miniaturnÌch Ñka-
pesnÌchì analyz·tor˘ vybaven˝ch mikrosenzory p¯ipraven˝-
mi sÌtotiskovou technikou. P¯Ìkladem m˘ûe b˝t komerËnÏ
nabÌzen˝ Ñhand-heldì analyz·tor kov˘91 nebo p¯Ìstroj na zp˘-
sob ÑosobnÌho dozimetruì pro stanovenÌ olova v krvi92, pracu-
jÌcÌ z¯ejmÏ takÈ na principu (C)PSA.

Tato pr·ce byla podporov·na projektem 203/99/0044
GrantovÈ agentury »eskÈ republiky.
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1. ⁄vod

Mimoriadny z·ujem o stereoselektÌvnu syntÈzu v posled-
n˝ch dvoch desaùroËiach obr·til pozornosù aj na neprÌrodnÈ
chir·lne zl˙Ëeniny (artifical chiral-pool). Jednou z ich naj-
v˝znamnejöÌch skupÌn sa stali bezpochyby 2,2í-substituovanÈ
1,1í-binaftylovÈ deriv·ty1ñ3, a to pre ich stereochemick˙ oso-
bitosù (axi·lna chiralita), konfiguraËn˙ stabilitu a pomerne
æahk˙ dostupnosù. V s˙Ëasnosti poËet publik·ciÌ venovan˝ch
öt˙diu syntÈzy, vlastnostÌ a vyuûitia t˝chto deriv·tov roËne
presahuje poËet 200. 2,2í-SubstituovanÈ 1,1í-binaftylovÈ deri-
v·ty naöli vyuûitie v stereoselektÌvnej syntÈze (chir·lne ligan-
dy a pomocnÈ l·tky), pri separ·ciÌ chir·lnych zl˙ËenÌn (chi-
r·lne hostiteæskÈ zl˙Ëeniny, modifik·tory stacion·rnych f·z
pre kvapalinov˙ chromatografiu) a pri prÌprave nov˝ch ma-
teri·lov (chir·lne materi·ly s neline·rnymi optick˝mi vlast-
nosùami, polymÈry).

Uplatnenie sa t˝ka predovöetk˝m C2-symetrick˝ch 2,2í-
-substituovan˝ch 1,1í-binaftylov˝ch deriv·tov I, teda rovnako
substituovan˝ch na oboch naftalÈnov˝ch jednotk·ch. PrÌtom-
nosù C2-symetrickej stereogÈnnej osi totiû zjednoduöuje nie-
ktorÈ stereochemickÈ problÈmy s˙visiace s vyuûitÌm tak˝ch-
to zl˙ËenÌn, napr. zniûuje poËet moûn˝ch stereoizomÈrnych
komplexov pri koordin·cii takÈhoto ligandu k prochir·lnemu
kovovÈmu katalytickÈmu centru. Z ligandov uvedenÈho typu

so öirok˝m uplatnenÌm v stereoselektÌvnej katal˝ze je che-
mickej verejnosti veæmi dobre zn·my BINAP (Ia) a BINOL (Ib).

C2-SymetrickÈ 2,2í-substituovanÈ 1,1í-binaftylovÈ deri-
v·ty je moûnÈ pripraviù v neracemickej forme troma z·klad-
n˝mi metÛdami1:
1) stereoselektÌvnym couplingom dvoch naftalÈnov˝ch jed-

notiek v poloh·ch 1 (substituovan˝ch v polohe 2),
2) ötiepenÌm prÌsluön˝ch racemick˝ch binaftylov˝ch deri-

v·tov na stereoizomÈry (zÌskan˝ch najm‰ nestereoselek-
tÌvnym couplingom dvoch naftalÈnov˝ch jednotiek; tento
prÌstup je vhodn˝ pre deriv·ty obsahuj˙ce pol·rne skupiny
ako OH, SH, NH2, CO2H, PR2, POR2),

3) stereokonzervatÌvnymi substituËn˝mi reakciami (reakcia-
mi so zachovanÌm konfigur·cie binaftylovÈho fragmentu)
v poloh·ch 2 a 2í in˝ch æahko dostupn˝ch neracemick˝ch
2,2í-substituovan˝ch 1,1í-binaftylov˝ch deriv·tov.
Posledn· uveden· metÛda je v˝znamn· najm‰ pre syntÈzu

tak˝ch deriv·tov, ktorÈ nie s˙ priamo dostupnÈ prv˝mi dvoma
metÛdami. Rovnako mÙûe predstavovaù vhodnejöiu, alterna-
tÌvnu cestu k niektor˝m in˝m neracemick˝m 2,2í-substituo-
van˝m 1,1í-binaftylov˝m deriv·tom. K˝m substit˙cie v ostat-
n˝ch poloh·ch ako 2 a 2í s˙ ötandartnÈ oper·cie, substit˙cia
v poloh·ch 2 a 2í vyûaduje osobitn˙ pozornosù, aby nedoölo
k racemiz·cii, keÔûe zanik· a vznik· v‰zba v poloh·ch, kde
stÈrickÈ odpudzovanie t˝chto substituentov je rozhoduj˙ce pre
konfiguraËn˙ stabilitu. Z hæadiska reaktivity s˙ tieto reakcie
sùaûenÈ stÈrick˝m faktorom ñ prÌtomnosùou objemnÈho nafty-
lovÈho substituenta v susednej polohe 1, resp. 1í. Jedn· sa
o veæmi zaujÌmav˝ systÈm, ktor˝ so sebou prin·öa stereo-
chemick˝ aspekt ñ ot·zku zachovania priestorovÈho usporia-
dania na aromatickom systÈme pri substituËn˝ch reakci·ch ñ
jedineËn˝ pre tieto binaftylovÈ deriv·ty.

2. KonfiguraËn· stabilita 1,1í-binaftylov˝ch
deriv·tov

Pre pochopenie problematiky zachovania konfigur·cie pri
substit˙ciach v poloh·ch 2 a 2í 1,1í-binaftylov˝ch deriv·tov
je potrebnÈ poznaù z·kladnÈ trendy konfiguraËnej stability
tohto typu zl˙ËenÌn1.

Samotn˝ nesubstituovan˝ 1,1í-binaftalÈn (II) m· racemi-
zaËn˙ bariÈru 95 kJ.molñ1, ktorej zodpoved· pomal· race-
miz·cia (atropoizomeriz·cia) pri laboratÛrnej teplote. Kon-
figuraËn· stabilita sa ËiastoËne zv˝öi zavedenÌm substituentov
do polÙh 8 a 8í, napr. racemizaËn· bariÈra 8,8í-dimetyl-1,1í-
-binaftalÈnu (III) je 120 kJ.molñ1 (t1/2 = 11 h pri 100 ∞C).

Y
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PPh
2

PPh
2

BINAP (Ia)Ia

OH
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Nev‰zbov· interakcia (stÈrickÈ odpudzovanie) substituentov
v poloh·ch 2 a 2í m· oveæa v˝znamnejöÌ ˙Ëinok na zv˝öenie
konfiguraËnej stability 1,1í-binaftylov˝ch deriv·tov. Pre po-
rovnanie, racemiz·cia 2,2í-dimetyl-1,1í-binaftalÈnu (Ic) sa
nepozoruje ani pri zahrievanÌ na 240 ∞C.

KonfiguraËn· stabilita 2,2í-substituovan˝ch 1,1í-binafty-
lov˝ch deriv·tov vöak mÙûe byù v˝znamne ovplyvnen· v‰zbo-
vou interakciou substituentov v poloh·ch 2 a 2í. V deriv·toch
s navz·jom premosten˝mi polohami 2 a 2í je racemizaËn· ba-
riÈra z polÙh 2 a 2í ovplyvÚovan· len aktivaËnou energiou
konformaËn˝ch premien vzniknutÈho prikondenzovanÈho kru-
hu a rozhoduj˙ci vplyv na konfiguraËn˙ stabilitu ostane na
nev‰zbovej interakcii substituentov v poloh·ch 8 a 8í. Ak s˙
polohy 2 a 2í premostenÈ len jedn˝m atÛmom (IV) (prikonden-
zovan˝ p‰ùËl·nkov˝ kruh), naftalÈnovÈ jednotky sa navz·jom
oddialia a racemizaËn· bariÈra klesne aû na 45ñ65 kJ.molñ1

(r˝chla racemiz·cia uû pri z·porn˝ch teplot·ch). U deriv·tov
premosten˝ch dvoma atÛmami (V) (prikondenzovan˝ öesù-
Ël·nkov˝ kruh) boli n·jdenÈ racemizaËnÈ bariÈry v rozmedzÌ
100ñ120 kJ.molñ1 (racemiz·cia pri teplot·ch okolo 100 ∞C).
Deriv·ty premostenÈ v poloh·ch 2 a 2í aspoÚ troma atÛmami
(VI), kde s˙ geometriou prikondenzovanÈho sedem- a viac-
Ël·nkovÈho kruhu naftalÈnovÈ jednotky viac natoËenÈ k sebe
(nad seba), st˙pne vplyv nev‰zbovej interakcie v poloh·ch 8
a 8í natoæko, ûe tieto s˙ dostatoËne konfiguraËne st·le aj pri
vyööÌch teplot·ch.

So öpecifick˝ch prÌpadov moûno spomen˙ù 2,2í-dilÌtiov˝
deriv·t VII, v ktorom sa predpoklad· viaccentrov· v‰zba me-
dzi binaftylom a lÌtiom, vr·tane v‰zbovej interakcie medzi
atÛmami lÌtia. V dÙsledku toho je racemizaËn· bariÈra od-
hadovan· na 70ñ80 kJ.molñ1, tj. urËit· konfiguraËn· stabilita
bola pozorovan· pri reakci·ch pri teplot·ch do ñ45 ∞C (cit.4).

3. SyntÈza vhodn˝ch substr·tov

SubstituËnÈ reakcie C2-symetrick˝ch 1,1í-binaftylov˝ch
deriv·tov v poloh·ch 2 a 2í boli ötudovanÈ na t˝chto 2,2í-
-disubstituovan˝ch substr·toch: bisdiazÛniov· soæ Id (Y =

), bistrifl·t Ie (X = OTf), dibromid If (X = Br) a dijodid Ig
(X = I). Vöetky s˙ pomerne æahko dostupnÈ v enantiomÈrne
Ëistej forme. Ich laboratÛrna syntÈza vych·dza z 2-naftolu3,5,
ako je zn·zornenÈ v schÈme 1. Dibromid If a dijodid Ig sa
pripravuj˙ z bisdiazÛniovej soli Id, ako je podrobnejöie opÌsa-
nÈ v kapitole 4.2. Pre obe intermedi·tne zl˙Ëeniny, BINOL
(Ib) a DABN (Ih) s˙ opÌsanÈ efektÌvne postupy na ötiepenie na
enantiomÈry1,5,6, kde uû prv· kryötaliz·cia je postaËuj˙ca pre
zisk oboch enantiomÈrov v >96 % e.e. (schÈma 1).

4. StereokonzervatÌvnosù substituËn˝ch reakciÌ
v poloh·ch 2 a 2í neracemick˝ch
C2-symetrick˝ch 2,2í-substituovan˝ch
1,1í-binaftylov˝ch deriv·tov

4 . 1 . S ˙ v i s i a c e s t e r e o c h e m i c k È o t · z k y

V literat˙re sa moûno stretn˙ù s dvoma spÙsobmi vyjad-
renia konfigur·cie binaftylov˝ch deriv·tov ñ pomocou de-
skriptorov (R) a (S) alebo (M) a (P)7. Pre vöetky 2,2í-substi-
tuovanÈ 1,1í-binaftylovÈ deriv·ty (M) zodpoved· (R) a (P)
zodpoved· (S). V tomto Ël·nku sa pouûÌva exaktnejöie pri-
radenie absol˙tnej konfigur·cie pomocou deskriptorov (R)
a (S).

Treba upozorniù na skutoËnosù, ûe u C1-symetrick˝ch (ne-
rovnako) 2,2í-substituovan˝ch 1,1í-binaftylov˝ch deriv·tov
pri oboch spÙsoboch vyjadrenia konfigur·cie treba vyöetriù
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SchÈma 1. A: 1) NH2NH2, 200 ∞C, 72 h; 2) ötiepenie. B: 1) FeCl3, H2O,
60 ∞C, 2 h; 2) ötiepenie. C: 1) NaNO2, H2SO4, py, ñ5 ∞C, 30 min. D:
Tf2O, py, CH2Cl2, 0 ∞C, 30 min; py: pyridÌn, Tf: trifluÛrmet·nsulfonyl
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prioritu substituentov (podæa Cahna-Ingolda-Preloga), kon-
krÈtne uhlÌk C(2) vers. C(8a) a C(2í) vers. C(8aí), tj. zjed-
noduöene substituent v polohe 2 oproti C(8) a v polohe 2í
oproti C(8í). Tak napr. pri postupnej stereokonzervatÌvnej
premene dijodidu Ig na dimetylov˝ deriv·t Ic sa absol˙tna
konfigur·cia dvakr·t zmenÌ (schÈma 2).

Pri rovnakej substit˙cii v oboch poloh·ch 2 a 2í 1,1í-bi-
naftylov˝ch deriv·tov sa teda absol˙tna konfigur·cia nemenÌ.
œalöia moûnosù v naöom prÌpade je len strata stereogÈnnej
inform·cie v priebehu reakcie v dÙsledku racemiz·cie. Zmena
priestorovÈho usporiadania na opaËnÈ (zmena konfigur·cie)
pri rovnakej substit˙cii v poloh·ch 2 a 2í nebola opÌsan·
a z hæadiska mechanizmu reakcie je ùaûko predstaviteæn·.

V s˙vislosti s uveden˝m je vhodnejöie pri substituËn˝ch
reakci·ch v poloh·ch 2 a 2í hovoriù o zachovanÌ priestorovÈho
usporiadania binaftylovÈho fragmentu, Ëi stereogÈnnej infor-
m·cie zo substr·tu na produkt; zatiaæ Ëo retencia Ëi zachovanie
konfigur·cie je menej presnÈ vyjadrenie. To vlastne platÌ aj pri
substituËn˝ch reakci·ch na C(sp3), kde pri zachovanÌ prie-
storovÈho usporiadania sa konfigur·cia nemenÌ v prÌpade, ûe
sa nemenÌ priorita substituentov. I tak je pojem retencia kon-
figur·cie skÙr asociovan˝ so zachovanÌm priestorovÈho uspo-

riadania na reakËnom centre, ktorÈ je z·roveÚ centrom chirali-
ty (stereogÈnnym centrom). Na rozdiel od toho sa v naöom
prÌpade jedn· o substit˙ciu v dvoch poloh·ch a zachovanie
priestorovÈho usporiadania (stereogÈnnej inform·cie) ötruk-
t˙ry obsahuj˙cej stereogÈnnu os (axi·lna chiralita), tj. reakËnÈ
centrum nie je priamo totoûnÈ s prvkom chirality. V tomto
Ël·nku je preto na zjednoduöenÈ synonymickÈ oznaËenie sku-
toËnosti, ûe je zachovanÈ priestorovÈ usporiadanie v priebehu
reakcie, pouûÌvan˝ k oznaËeniu reakcie pojem stereokonzer-
vatÌvny.

4 . 2 . S u b s t i t u Ë n È r e a k c i e
b i s d i a z Û n i o v ˝ c h s o l Ì

V literat˙re s˙ opÌsanÈ stereokonzervatÌvne premeny enan-
tiomÈrne Ëist˝ch bisdiazÛniov˝ch solÌ Ie na inÈ enantiomÈr-
ne ËistÈ (≥98 % e.e.) 2,2í-disubstituovanÈ 1,1í-binaftylovÈ
deriv·ty ñ dibromid If (cit.5), dijodid Ig (cit.5) a diselenokyan·t
Ih (cit.8,9).BisdiazÛniovÈsoli Ie, pripravenÈ diazot·ciou DABN
(Ii), boli pouûitÈ in situ (v prÌpade nekatalyzovanej substit˙-
cie ved˙cej k diselenokyan·tu) alebo boli izolovanÈ s MY3ñ

kontraaniÛnom (v prÌpade substit˙cii sprostredkovan˝ch pre-
chodn˝mi kovmi 10. skupiny ñ M, Y = Br a I) a n·sledne
pyrolyzovanÈ na dibromid If, resp. dijodid Ig. KeÔûe izol·-
cia bisdiazÛniov˝ch solÌ Ie s inertn˝m kontraaniÛnom je po-
merne problematick·, ich vyuûitie pre Ôalöie substituËnÈ re-
akcie vr·tane cross-couplingov˝ch reakciÌ je obtiaûne (schÈ-
ma 3).

4 . 3 . S u b s t i t ˙ c i e c e z o r g a n o k o v o v È
i n t e r m e d i · t y

RÙzne C2-symetrickÈ 2,2í-disubstituovanÈ 1,1í-binafty-
lovÈ deriv·ty boli pripravenÈ z dibromidu If (alebo dijodidu
Ig) cez 2,2í-dilÌtiov˝ alebo bis(halogenomagnÈziov˝) deriv·t
n·slednou reakciou s prÌsluön˝m elektrofilom1. Avöak spra-
vidla ako racemickÈ zmesi alebo ako produkty len s malou
hodnotou e.e. Pravdepodobnou prÌËinou bude izomeriz·cia
1,1í-binaftalÈn-2,2í-diyldimetalovÈho intermedi·tu v podmien-
kach reakcie (schÈma 4).

Napr. pokusy o prÌpravu neracemickÈho BINAP-u (Ia)
t˝mto prÌstupom boli ne˙speönÈ10, i keÔ boli uskutoËnenÈ pri
veæmi nÌzkych teplot·ch. Postup bol ˙speön˝4, len ak sa po-
uûilo pomerne nepraktickÈ rozp˙öùadlo ñ dimetylÈter (schÈ-
ma 5).

EnatiomÈrne Ëist˝ alebo v˝znamne obohaten˝ produkt
vyuûÌvaj˙c tento syntetick˝ prÌstup sa podarilo zÌskaù ale len
v nÌzkom v˝ùaûku v prÌpadoch, keÔ produkt tvorÌ diastereoizo-
mÈrne asoci·ty, napr. racemick˙ zl˙Ëeninu. Tak˝m spÙsobom
boli pripravenÈ disilylovÈ deriv·ty Ik a Im (cit.11), pravdepo-

Y

Y

Y

Y

(M) = (R) (P) = (S)

SchÈma 2

SchÈma 3. A: 1) MBr3
ñ; 2) KBr, 95 ∞C. B: 1) MI3

ñ; 2) KI, 90 ∞C. C:
KSeCN. M = Hg, Cd, Zn
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2
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2

SeCN
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DABN (Ih)
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Ih

I
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(M) (R)-Ig
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2
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A
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+

+

I

I

Br
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If 60-80%

Ig 35-56%

I

Me

(P) (S)

Me

Me

(M) (R)-Ic

SchÈma 4. A: 1) BuLi alebo Mg; 2) Y+; Ig: X = Br; Ih: X = I, Y =
B(OR)2, CO2R, SiR3, GeR3, SnR3, PR2, P(O)R2, HgCl, atÔ.

X

X

Y

Y

(R) alebo (S) (RS)

A
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dobne enantiomÈrne obohatenÈ v priebehu separ·cie produktu
kvapalinovou chromatografiou alebo kryötaliz·ciou. Autori
vöak neuv·dzaj˙ zvyön˙ materi·lov˙ bilanciu (schÈma 6).

OxidatÌvny coupling dilÌtia VII poskytol D2-symetrick˝
dimÈr binaftylu VIII (cit.12) v nÌzkom v˝ùaûku. o-TetrafenylÈ-
nov˝ deriv·t VIII pravdepodobne tieû tvorÌ racemick˙ zl˙Ëeni-
nu, Ëo mÙûe byù prÌËinou zv˝öenia e.e. izolovanÈho produktu
oproti substr·tu. Navyöe produkt s (R,S)-konfigur·ciou (na
1,1í-binaftylov˝ch prepojeniach) nie je stabiln˝ (nevytv·ra sa
druh˝ diastereoizomÈr) (schÈma 7).

SkutoËne ˙speön˝ bol tento prÌstup len v prÌpade, ûe sa
v reakcii pouûije m·lo reaktÌvny elektrofil, ktor˝ nereaguje
s butyllÌtiom. V takom prÌpade je moûnÈ elektrofil IX pridaù
skÙr, neû sa generuje dilÌtium VII (na kvantitatÌvnu gener·ciu
dilÌtia VII je pri ñ78 ∞C potrebnÈ asi osem hodÌn) a metal·cia
a n·sledn· reakcia s elektrofilom prebiehaj˙ postupne najskÙr
v jednej a potom v druhej polohe. Tento origin·lny prÌstup bol
vyuûit˝ pre syntÈzu binaftylom premosten˝ch biscyklopen-
tadienylov˝ch ligandov In (cit.13,14), sl˙ûiacich pre prÌpravu
chir·lnych ansa-metalocÈnov. Bolo pozorovan· len ËiastoËn·
racemiz·cia (schÈma 8).

4 . 4 . S u b s t i t ˙ c i e k a t a l y z o v a n È
k o m p l e x a m i p r e c h o d n ˝ c h k o v o v

Najlepöie v˝sledky z hæadiska stereokonzervatÌvnosti pri
substit˙ciach v poloh·ch 2 a 2í 1,1í-binaftylov˝ch deriv·tov
poskytuj˙ cross-couplingovÈ reakcie a ich heteroanalÛgy kata-
lyzovanÈ komplexami prechodn˝ch kovov. Z C2-symetric-
k˝ch deriv·tov boli ötudovanÈ na bistrifl·te Ie a dijodide Ig.
Bistrifl·t Ie je o nieËo æahöie dostupn˝, v˝hodou dijodidu Ig je
vyööia reaktivita pri tomto type reakciÌ.

NajefektÌvnejöia prÌprava enantiomÈrne ËistÈho BINAP-u
(Ia) bola vyvinut· firmou Merck15 pr·ve vyuûÌvaj˙c tento typ
reakcie ñ komplexom niklu katalyzovanou reakciou bistrifl·tu
Ie s difenylfosf·nom, prebiehaj˙cou s ˙pln˝m zachovanÌm
stereogÈnnej inform·cie. EnantiomÈrne Ëist˝ BINAs (arzÈno-
v˝ analÛg BINAP-u, Io) bol pripraven˝16 s vyuûitÌm tej istej
metÛdy (schÈma 9).

OpÌsan· bola tieû efektÌvna metÛda syntÈzy enantiomÈrne
ËistÈho dikarboxyl·tu Ip z bistrifl·tu Ie komplexom pal·dia
katalyzovanou metoxykarbonyl·ciou17 (schÈma 10).

Kyan·cia bistrifl·tu Ie nebola dostatoËne efektÌvna18,19

(v prÌpade A pre otravu niklovÈho katalyz·tora produktom mo-
nokyan·cie19), i keÔprebiehala stereokonzervatÌvne (schÈma11).

LepöÌ v˝ùaûok dinitrilu Ir poskytla kyan·cia dijodidu Ig
(cit.19). StereokonzervatÌvnosù reakcie tu z·visÌ od pouûitÈho
kyanaËnÈho Ëinidla (schÈma 12).

SchÈma 5. A: 1) 4,5 t-BuLi, THF, ñ90 ∞C; 2) 4,5 ClPPh2, ñ90 ∞C.
B: 1) 2,2 t-BuLi, Me2O, ñ44 ∞C, 90 s; 2) 10 ClPPh2, ñ131 ∞C → ñ78 ∞C,
12 h

Br
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PPh
2

PPh
2

(R)-If

A alebo B

(R)-BINAP (Ia)

(>95% e.e.) A 78% (~0% e.e.)

(88,5% e.e.) B 92% (86,5% e.e.)

SchÈma 8. A: 1) 2,1 BuLi, THF, ñ78 ∞C, 1 h; 2) 2,4 IX, ñ78 ∞C, 12 h;
3) H3O

+; R,R = (CH2)3, CH2CMe2CH2, (CH2)4, (CH)4, (CH2)5

SchÈma 7. A: 1) 2,5 BuLi, Et2O, ñ35 ∞C, 2 h; 2) 6 CuBr2, ñ78 ∞C →
25 ∞C, 12 h

SchÈma 6. A: 1) 2,2 BuLi, THF, ñ60 ∞C, 30 min.; 2) 4 Me3SiCl alebo
PhMe2SiF, ñ90 ∞C → ñ60 ∞C, 4 h

Br

Br
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A

(85% e.e.) 22% (>95% e.e.) + ?% (nízky e.e.)
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SiR3 = SiMe3 (Ik): 15% (R) + ?% (RS)

SiR3 = SiPhMe2 (Im):29% (R) + 17% (nízky e.e.)

(nÌzky e.e.)

SchÈma 9. A: 2,3 HEPh2, 10 mol.% NiCl2dppe, DABCO, DMF, 100 ∞C,
3 dni; dppe: 1,2-bis(difenylfosfanyl)et·n

SchÈma 10. A: CO (150 kPa), MeOH, 15 mol.% Pd(OAc)2dppp,
(i-Pr)2NEt, DMSO, 80 ∞C, 72 h; dppp: 1,2-bis(difenylfosfanyl)prop·n
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Pri öt˙diu syntÈzy binaftylom premostenÈho ferocÈnu Is
z dijodidu Ig a prÌsluönÈho dimetaloderiv·tu ferocÈnu X sa zis-
tilo20, ûe chemoselektivita a stereokonzervatÌvnosù v˝znamne
z·visia od pouûitej organokovovej zl˙Ëeniny. Zatiaæ Ëo Su-
zukiho a Stilleho couplingov· reakcia viedla k takmer ˙plnej
racemiz·cii binaftylovÈho fragmentu, pri Negishiho couplingo-
vej reakcii sa zÌskal enantiomÈrne Ëist˝ produkt (schÈma 13).

Pravdepodobnou prÌËinou rozdielneho stereochemickÈho
v˝sledku reakcie je rozdiel v reaktivite pouûit˝ch organoko-
vov˝ch zl˙ËenÌn. K˝m pri pouûitÌ reaktÌvnejöej organozinoË-
natej zl˙Ëeniny Xd reakcia prebehne postupne najskÙr v jednej
a potom v druhej polohe, pri reakcii s menej reaktÌvnymi
organokovmi Xb, Xc prebehne najskÙr oxidatÌvna adÌcia pa-
l·dia v oboch poloh·ch a aû potom reakcia s organokovom.
V takomto intermedi·te je pravdepodobn· v‰zbov· interakcia
substituentov v poloh·ch 2 a 2í, Ëi pohybliv· viaccentrov·

SchÈma 11. A: 2,2 KCN, 10 mol.% NiBr2/4 PPh3/3 Zn, MeCN, reflux,
16 h. B: 1,2 Zn(CN)2, 10 mol.% Pd(dba)2/2 dppf, DMF, 90 ∞C, 16 h;
dba: 1,5-difenylpenta-1,4-diÈn-3-Ûn (dibenzylidÈnacetÛn), dppf: 1,1í-
-bis(difenylfosfanyl)ferocÈn

SchÈma 12. A: 4 KCN, 20 mol.% CuI, 10 mol.% Pd(dba)2/4 PPh3,
THF, reflux, 16h. B: 4Zn(CN)2, 10 mol.% Pd(dba)2/2 dppf, DMF, 90 ∞C,
16 h

OTf

OTf

CN

CN

(R)-Ie

A alebo B

(R)-Ir

(vysoký e.e.) A18 10% (vysoký e.e.)

(92% e.e.) B19 17% (93% e.e.)

SchÈma 13. A: 1,1 Xa, 5 mol.% Pd2(dba)3/L, LiCl, THF alebo NMP, reflux, 72 h. B: 1,1 Xb, 5 mol.% Pd2(dba)3/4 PPh3, LiCl, THF, reflux, 48 h.
C: 1,1 Xc, 5 mol.% Pd2(dba)3, K3PO4, THF, reflux, 24 h. D: 2 Xd, 10 mol.% PdCl2(dppf), THF, 25 ∞C, 72 h. E: 2 Xe, (katalyz·tor), THF, reflux,
72 h; Xa: M = SnBu3; Xb: M = SnMe3; Xc: M = B(OH)2; Xd: M = ZnCl; Xe: M = Cu.SMe2
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SchÈma 15. A: 265ñ285 ∞C, 20ñ22 min; R = H, 3-Me, 3,4 benzo
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SchÈma 14. A: 3 MeMgI alebo MeMgBr, 10 mol.% NiCl2(PPh3)2
alebo NiCl2dppp alebo NiCl2dppe, Et2O, reflux, 24 h. B: 3 Me2Zn,
10 mol.% Pd(PPh3)4 alebo NiCl2dppe, THF, reflux, 24 h. C: 3 Me4Sn,
10 mol.% Pd[P(o-MeC6H4)3]4, THF, reflux, 24 h. D: 3 MeSnBu3, 10
mol.% Pd(PPh3)4, THF, reflux, 24 h
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v‰zba atÛmu pal·dia i so susednou naftalÈnovou jednotkou
(pozorovan· v binaftylov˝ch komplexoch pal·dia21), ved˙ca
k racemiz·cii.

Podobn˝ stereochemick˝ priebeh reakciÌ bol pozorovan˝
aj pri metyl·cii 1,1í-binaftylov˝ch 2,2í-elektrofilov22. Vy-
ch·dzaj˙c z bistrifl·tu Ie prebieha metyl·cia len s Grignar-
dovym Ëinidlom, a to stereokonzervatÌvne22ñ25. T·to reakcia je
v s˙Ëasnosti vyuûÌvan· ako najefektÌvnejöia metÛda prÌpravy
dimetylovÈho deriv·tu. Z dijodidu Ig bola uskutoËnen· me-
tyl·cia22 Grignardovou, Negishiho a Stilleho cross-couplingo-
vou reakciou, priËom prvÈ dve poskytli enantiomÈrne Ëist˝
produkt, zatiaæ Ëo pri reakcii s tetrametylstan·nom doölo k ˙pl-
nej racemiz·cii binaftylovÈho fragmentu (schÈma 14).

4 . 5 . I n È t y p y s u b s t i t ˙ c i Ì

EnantiomÈrne ËistÈ ditioly boli zÌskanÈ z deriv·tov BI-
NOL-u (Ib) (cit.26,27). Kæ˙Ëov˝m stupÚom bol Newmanov-
-Kwartov tepeln˝ preömyk bistiokarbam·tov It, ktor˝ za kon-
trolovan˝ch podmienok prebieha bez racemiz·cie (schÈma 15).

5. Z·ver

Substit˙cie v poloh·ch 2 a 2í neracemick˝ch C2-symetric-
k˝ch 2,2í-substituovan˝ch 1,1í-binaftylov˝ch deriv·tov pred-
stavuj˙ dÙleûit˙ syntetick˙ cestu k niektor˝m deriv·tom ta-
kÈhoto typu.

DÙleûit˝m je pri t˝chto reakci·ch stereochemick˝ aspekt
ñ aby prebiehali stereokonzervatÌvne, tj. so zachovanÌm prie-
storovÈho usporiadania (konfigur·cie) na binaftylovom frag-
mente. Rozhoduj˙ce je preto, aby v priebehu reakcie nedoölo
k vz·jomnej v‰zbovej interakcii v poloh·ch 2 a 2í, nakoæ-
ko stÈrickÈ odpudzovanie substituentov v t˝chto poloh·ch
(kde z·roveÚ doch·dza k vzniku a z·niku v‰zby) je rozhodu-
j˙ce pre konfiguraËn˙ stabilitu 1,1í-binaftylov˝ch deriv·tov.
K v‰zbovej interakcii nedoch·dza najm‰ vtedy, ak reakcie
prebiehaj˙ v t˝chto poloh·ch izolovane (postupne). Stereo-
konzervatÌvne prebiehaj˙ opÌsanÈ substit˙cie bisdiazÛniov˝ch
solÌ Id a v‰Ëöina reakciÌ dielektrofilov Ie (ditrifl·t) a Ig (di-
jodid) katalyzovan˝ch prechodn˝mi kovmi. Pri cross-coup-
lingov˝ch reakci·ch sa d· racemiz·cii predÌsù v˝berom reak-
tÌvnejöieho organokovu. Substit˙cia cez konfiguraËne m·lo
st·le dilÌtium VII a n·sledn˙ reakciu s elektrofilom vedie
spravidla (okrem niektor˝ch öpecifick˝ch prÌpadov) k tvorbe
racemick˝ch alebo len m·lo enantiomÈrne obohaten˝ch pro-
duktov.

Uveden˝ stereochemick˝ aspekt je jedineËn˝ pri doteraz
opÌsan˝ch substituËn˝ch reakci·ch aromatick˝ch zl˙ËenÌn.

T·to pr·ca bola podporovan· grantami 1/7013/20 VEGA
SR a UK/1528/97, /3904/98, /3724/99, /79/2000, /80/2000.
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M. Putala (Department of Organic Chemistry, Faculty of
Natural Science, Comenius University, Bratislava, Slovak Re-
public): Substitutions in Positions 2 and 2í of C2-Symmetric
Binaphthyl Derivatives. Substitution Reactions of Aroma-
tic Compounds with Stereochemical Aspects

The review deals with a unique type of substitution reac-
tions of aromatic compounds in which retention of configu-
ration is questionable, namely with substitutions in positions
2 and 2í of C2-symmetric 2,2í-disubstituted 1,1í-binaphthyl
derivatives. The stereochemical aspect results from the fact
that the nonbonding interaction of substituents in positions 2
and 2í (where bond formation and breaking occur in the course
of substitution) is decisive for configuration stability of these
axial chiral compounds. As a rule, the mentioned reactions
proceed stereoconservatively (with retention of spatial arran-
gement of the binaphthyl moiety) if there is no mutual bonding
interaction in positions 2 and 2í in the course of the reaction.
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1. ⁄vod

Naöe pozn·nÌ v oblasti biologick˝ch proces˘, kterÈ probÌ-
hajÌ v organismech, je do znaËnÈ mÌry v·z·no na odhalenÌ
struktury biomakromolekul a podstaty interakcÌ jednotliv˝ch
komponent biologick˝ch systÈm˘ ñ makromolekul s nÌzko-
molekul·rnÌmi slouËeninami a makromolekul vz·jemnÏ. Ve-
dle celÈ ök·ly spektroskopick˝ch metod, kterÈ reprezentujÌ
p¯Ìstupy vyuûÌvajÌcÌ interakci hmoty a z·¯enÌ, byly pro stu-
dium biologick˝ch makromolekul navrûeny i metody zaloûe-
nÈ na podstatnÏ odliön˝ch, Ëasto speci·lnÌch principech. V˝-
znamnÈ mÌsto mezi tÏmito metodami zaujÌmajÌ chemickÈ mo-
difikaËnÌ metody, kterÈ vyuûÌvajÌ vzniku kovalentnÌ vazby
mezi zkoumanou biomakromolekulou a chemicky reaktivnÌm
Ëinidlem. NejËastÏji  jsou  do tÈto skupiny ¯azeny klasickÈ
modifikaËnÌ postupy (vyuûÌvajÌcÌ reaktivnÌch nÌzkomoleku-
l·rnÌch slouËenin), afinitnÌ znaËenÌ (viz d·le) a pouûitÌ tzv.
sebevraûedn˝ch substr·t˘ (u nichû je chemicky reaktivnÌ for-
ma substr·tu tvo¯ena bÏhem enzymovÈ reakce). P¯ed necel˝mi
Ëty¯iceti lety p¯ibyla velmi slibn· metoda fotoafinitnÌho zna-
ËenÌ1ñ6.

Vzhledem k tomu, ûe se metoda fotoafinitnÌho znaËenÌ
vyvinula jako reakce na nedostatky metody afinitnÌho znaËenÌ,
bude nejprve pojedn·no o z·kladnÌch principech afinitnÌho
znaËenÌ. Tato metoda vych·zÌ z p¯irozenÈ afinity mezi ligan-
dem (nap¯. hormonem, protil·tkou, substr·tem, inhibitorem)
a receptorem (nap¯. enzymem, transportnÌm proteinem). Mo-
lekula jednoho z tÏchto vazebn˝ch partner˘ (nejËastÏji ligan-

du) je substituov·na chemicky reaktivnÌ skupinou ñ vznik· tak
afinitnÌ sonda (znaËka), kter· by mÏla po p¯id·nÌ do reakËnÌ
smÏsi vytvo¯it kovalentnÌ vazbu s druh˝m vazebn˝m partne-
rem; v ide·lnÌm p¯ÌpadÏ tÌmto zp˘sobem vznik· kovalentnÌ
komplex ligandñreceptor. AplikacÌ tÈto metody lze nap¯. na-
lÈzt receptor ve sloûitÈ smÏsi protein˘, nebo identifikovat
vazebnÈ mÌsto pop¯. aktivnÌ centrum na molekule receptoru7,8.

Metoda afinitnÌho znaËenÌ m· vöak nejmÈnÏ dva podstatnÈ
nedostatky: prv˝m je pomÏrnÏ nÌzk· chemick· reaktivita afi-
nitnÌ sondy, kter· je vynucena tÌm, ûe tÈmÏ¯ vöechny experi-
menty jsou prov·dÏny ve vodnÈm prost¯edÌ, coû by v p¯ÌpadÏ
sondy s p¯Ìliö reaktivnÌ skupinou vedlo k vysokÈmu stupni
hydrolytickÈ deaktivace jeötÏ d¯Ìve, neû dojde k vytvo¯enÌ
kovalentnÌ vazby mezi sondou a receptorem.

Druh· nev˝hoda spoËÌv· v tom, ûe tÈmÏ¯ nelze zamasko-
vat reaktivnÌ skupiny afinitnÌch sond tak, aby bylo moûno za
poûadovan˝ch podmÌnek sondu reaktivovat. S tÌm souvisÌ
i moûnost tzv. nespecifickÈho znaËenÌ, tedy interakce sondy
v mÌstech jin˝ch, neû je specifickÈ vazebnÈ mÌsto pro p¯iroz-
en˝ ligand (pop¯. receptor).

2. Princip fotoafinitnÌho znaËenÌ a kritÈria
pro v˝bÏr fotoafinitnÌ sondy

Oba zmÌnÏnÈ nedostatky afinitnÌho znaËenÌ p¯ekon·v·
metoda fotoafinitnÌho znaËenÌ tÌm, ûe je chemicky reaktivnÌ
skupina sondy fotolyticky generov·na v poûadovanÈm Ëase
z p˘vodnÏ chemicky inertnÌ skupiny. Tento experiment·lnÌ
p¯Ìstup vych·zÌ z princip˘ afinitnÌho znaËenÌ s vyuûitÌm foto-
labilnÌho deriv·tu sondy. Podstatnou v˝hodou fotolyticky ge-
nerovan˝ch intermedi·t˘ je jednak extrÈmnÏ kr·tk˝ poloËas
ûivota, jednak znaËn· reaktivita s pomÏrnÏ nÌzkou selektivitou
aktivovanÈ sondy, kter· umoûÚuje kovalentnÏ modifikovat
vöechny aminokyselinovÈ zbytky v tÏsnÈ blÌzkosti p¯ÌsluönÈho
reaktivnÌho intermedi·tu. TÌm je podstatnÏ snÌûena ˙roveÚ
nespecifickÈho znaËenÌ a umoûnÏno öirokÈ pouûitÌ tÈto sondy.
SchÈma prezentujÌcÌ princip metody fotoafinitnÌho znaËenÌ je
zn·zornÏno na obr·zku 1.

Analoga ligandu (pop¯. receptoru) pouûÌvan· p¯i fotoafi-
nitnÌm znaËenÌ by mÏla splÚovat co moûn· nejvÌce kritÈriÌ
definovan˝ch pro ide·lnÌ fotoafinitnÌ sondu:
1) FotolabilnÌ skupina sondy by mÏla vykazovat vhodnÈ fo-

tochemickÈ vlastnosti, tj. mÏla by b˝t aktivovateln· svÏt-

Obr. 1. SchÈma fotoafinitnÌho znaËenÌ receptorovÈ molekuly (pro-
teinu) fotolabilnÌm ligandem

UV

receptor ligand reverzibilnÌ komplex kovalentnÌ adukt

SchÈma fotoafinitnÌho znaËenÌ
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lem vlnovÈ dÈlky, kterÈ z·vaûnÏ nepoökozuje biomakro-
molekuly. Celkem bezpeËnÈ je svÏtlo vlnov˝ch dÈlek vyö-
öÌch neû 300 nm. FotolabilnÌ skupiny by v tÈto oblasti mÏly
mÌt v˝razn· absorpËnÌ maxima garantujÌcÌ dostateËnou
˙Ëinnost fotol˝zy p¯i relativnÏ nÌzk˝ch v˝konech svÏtel-
n˝ch zdroj˘. D·le by fotol˝za nemÏla vÈst k poökozenÌ
biologickÈho systÈmu fotooxidacÌ nebo jin˝m zp˘sobem,
neû je kovalentnÌ modifikace sondou.

2) Sonda by se mÏla co moûn· nejvÌce podobat p˘vodnÌ
slouËeninÏ (nap¯. ligandu). ZavedenÌ fotolabilnÌ skupiny
do skeletu  ligandu  by tedy  nemÏlo  podstatnÏ  ovlivnit
struktur·lnÌ a funkËnÌ charakteristiky nezbytnÈ pro zacho-
v·nÌ afinity pro dan˝ receptor, coû m· klÌËov˝ v˝znam pro
specifickÈ interakce v biologick˝ch systÈmech. DisociaËnÌ
konstanta charakterizujÌcÌ mÌru afinity ligandu pro recep-
tor by nemÏla b˝t vyööÌ neû je 10ñ5 mol.dmñ3.

3) Intermedi·ty vznikajÌcÌ fotol˝zou sondy by mÏly b˝t vy-
soce reaktivnÌ (tedy s kr·tkou dobou ûivota) s minim·lnÌ
selektivitou, tj. reaktivitou v˘Ëi r˘zn˝m funkËnÌm skupi-
n·m. D˘leûit˝m poûadavkem je i to, aby tyto intermedi·ty
nepodlÈhaly p¯esmyk˘m na mÈnÏ reaktivnÌ deriv·ty, kterÈ
by mohly sniûovat v˝tÏûek, pop¯. vÈst k reakcÌm mimo
vazebnÈ centrum.

4) D˘leûitou vlastnostÌ sondy je i jejÌ stabilita a chemick·
inertnost za experiment·lnÌch podmÌnek a p¯i skladov·nÌ.
Zvl·ötÏ d˘leûit· je stabilita za r˘zn˝ch pH (okolo fyziolo-
gick˝ch hodnot), teplot a v redukËnÌm Ëi oxidaËnÌm pro-
st¯edÌ.

5) Sonda by mÏla b˝t jednoduöe synteticky dostupn· spolu
s moûnostÌ p¯Ìpravy radioaktivnÏ znaËenÈho deriv·tu vy-
sokÈ specifickÈ radioaktivity.

6) KovalentnÌ vazby komplex˘ ligandñreceptor vznikajÌcÌ po
fotolyticky aktivovanÈ inkorporaci by mÏly b˝t stabilnÌ
v˘Ëi bÏûn˝m  separaËnÌm a charakterizaËnÌm metod·m
vËetnÏ nap¯. ötÏpenÌ protein˘ chemick˝mi Ëinidly.
TÈmÏ¯ û·dn· z pouûÌvan˝ch fotoafinitnÌch sond tato p¯Ìsn·

kritÈria nesplÚuje zcela. Vûdy se jedn· o urËitÈ kompromisnÌ
¯eöenÌ, kterÈ v dostateËnÈ mÌ¯e vyhovuje zam˝ölenÈmu pouûi-
tÌ.

3. Fotolyticky vzniklÈ intermedi·ty
a jejich prekursory

FotolabilnÌ  slouËeniny (skupiny) lze  v  z·sadÏ rozdÏlit
podle zp˘sobu vzniku reaktivnÌch intermedi·t˘ do dvou sku-
pin2,3: A) Homolytick˝m ötÏpenÌm dvojnÈ vazby nebo dvou
sousednÌch vazeb jednoduch˝ch vznikajÌ nitreny a karbeny.
B) Homolytick˝m rozötÏpenÌm jednoduchÈ vazby vznikajÌ
volnÈ radik·ly (p¯Ìkladem takovÈho prekursoru jsou α, β-ne-
nasycenÈ ketony).

3 . 1 . N i t r e n y a j e j i c h p r e k u r s o r y

PrvnÌ pouûitÌ je spojeno s rokem 1969, kdy Fleet a spol.9

p¯ipravil sondu s azido-skupinou pro studium protil·tek. V n·-
sledujÌcÌch letech byla p¯ipravena cel· ¯ada azidoderiv·t˘,
kterÈ po fotolytickÈm odötÏpenÌ molekuly dusÌku poskytujÌ
nitreny. NejbÏûnÏjöÌmi prekursory nitren˘ jsou acylazidy, al-
kylazidy, arylazidy. Ovöem pouûitÌ acylazid˘ a alkylazid˘ je
podstatnÏ omezeno jejich nestabilitou a n·chylnostÌ nitren˘

k p¯esmyk˘m za tvorby isokyan·t˘, jak je tomu v p¯ÌpadÏ
acylnitren˘ (Curtius˘v nebo Schmidt˘v p¯esmyk), a imin˘
z alkylnitren˘ (vznikajÌcÌch interakcÌ nitrenu s atomem vodÌku
sousednÌho uhlÌku)6. Nev˝hodou je takÈ poloha absorpËnÌch
maxim  azido-skupiny  tÏchto  slouËenin, dÌky nÌû je nutno
fotoaktivaci prov·dÏt svÏtlem vlnov˝ch dÈlek podstatnÏ niû-
öÌch neû je 300 nm. TakovÈ oza¯ov·nÌ p˘sobÌ silnÏ destruktiv-
nÏ na biologick˝ materi·l3,8. Nev˝hodnou vlastnostÌ azid˘ je
takÈ jejich nestabilita v redukujÌcÌm prost¯edÌ. Dithioly oka-
mûitÏ redukujÌ azidy na odpovÌdajÌcÌ aminy. Pokud jsou v re-
akËnÌ smÏsi p¯Ìtomny monothioly, nap¯. 2-merkaptoethanol
nebo glutathion, je reakce pomalejöÌ, ale p¯esto je t¯eba br·t
v ˙vahu tento proces, kter˝ sniûuje obsah fotoaktivovatelnÈ
sondy2.

Z praktickÈho hlediska jsou pouûitelnÈ pouze arylazidy,
kterÈ jsou mÈnÏ n·chylnÈ k p¯esmyk˘m. Jejich poloËas ûivota,
jehoû  hodnota  z·visÌ  na  zp˘sobu  substituce aromatickÈho
j·dra, je p¯ibliûnÏ o ¯·d vyööÌ neû u karben˘. Po derivati-
zaci arylazidu vhodn˝m substituentem (nap¯. ñNO2) vykazuje
vznikl˝ arylazid posun absorpËnÌho maxima k vlnov˝m dÈl-
k·m vyööÌm neû 300 nm.

Fotochemie arylazid˘ zahrnuje dvÏ hlavnÌ formy reaktiv-
nÌho intermedi·tu. Fotol˝zou arylazidu vÏtöinou prvotnÏ vzni-
k· nitren v singletovÈm stavu, kter˝ se konverzÌ mÏnÌ na
tripletov˝ nitren (viz obr. 2). Nitreny v singletovÈm stavu majÌ
dusÌkov˝ atom obklopen sextetem elektron˘, p¯iËemû nep·ro-
vÈ  elektrony  majÌ antiparalelnÌ spin. Typickou reakcÌ pro
singletovÈ nitreny je elektrofilnÌ atak elektronovÈho p·ru.

Naproti tomu arylnitreny v tripletovÈm stavu se chovajÌ
jako biradik·l (jejich nep·rovÈ elektrony majÌ paralelnÌ spin).
Tripletov˝ stav je mÈnÏ n·chyln˝ k p¯esmyk˘m a vykazuje
niûöÌ selektivitu p¯i v˝bÏru mÌsta ataku, coû je vhodnÈ v p¯Ì-
padÏ, kdy ve vaznÈm mÌstÏ receptoru p¯evaûujÌ skupiny s CñH
vazbami. Charakteristickou reakcÌ tÈto formy nitren˘ je vytr-
ûenÌ atomu H z atakovanÈ slouËeniny. Tripletov˝ stav nitrenu
je vöak mÈnÏ reaktivnÌ neû singletov˝ stav. Tomu odpovÌd·
i poloËas ûivota tripletovÈho stavu (okolo 100 ns), kter˝ je
p¯ibliûnÏ o ¯·d vyööÌ neû u singletovÈho stavu.

äirokÈ pouûitÌ sond na b·zi azid˘ dokumentujÌ n·sledujÌcÌ
p¯Ìklady. Struktura lidskÈ 40S ribosom·lnÌ podjednotky byla
studov·na pomocÌ azidoderiv·tu fragmentu DNA, kter˝ byl
komplement·rnÌ k sekvenci rRNA 40S podjednotky. Tato
fotolabilnÌ sonda oznaËila proteiny S3 a S5 (cit.10). VaznÈ
centrum cytochromu P450 1A1 pro kumenhydroperoxid bylo
identifikov·no radioaktivnÏ znaËen˝m deriv·tem p-azido-iso-
propylbenzenu, [3H]-azidokumenem11. DalöÌm p¯Ìkladem vy-
uûitÌ tohoto typu sond je arylazid 2í-deoxyuridin-5í-trifosf·tu,
kter˝ byl pouûit pro oznaËenÌ vaznÈho mÌsta pro substr·t HIV
reverznÌ transkriptasy12.

Obr. 2. Fotol˝za arylazidu. äipky naznaËujÌ spin elektron˘ single-
tovÈho a tripletovÈho nitrenu po rozpadu azido-skupiny
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3 . 2 . K a r b e n y a j e j i c h p r e k u r s o r y

Prekursor tohoto typu intermedi·tu byl poprvÈ pouûit roku
1962 Singhem a spol.1 pro studium  proteol˝zy ñ jednalo
se o diazoacetylchymotrypsin. ExistujÌ dvÏ skupiny karbeno-
v˝ch prekursor˘: diazoslouËeniny a diaziriny. Oba typy slou-
Ëenin poskytujÌ po fotolytickÈm odötÏpenÌ molekuly dusÌku
vysoce reaktivnÌ karben. NejbÏûnÏjöÌmi z·stupci prvnÌ skupi-
ny slouËenin jsou estery diazokarboxylov˝ch kyselin, u nichû
karboxylov· skupina p¯ispÌv· ke stabilizaci a snÌûenÌ n·chyl-
nosti k p¯esmyk˘m karben˘, kterÈ jsou velmi bÏûnÈ v p¯ÌpadÏ
diazokarbonylov˝ch slouËenin. UrËitou nev˝hodou jsou po-
mÏrnÏ nÌzkÈ hodnoty mol·rnÌch absorpËnÌch koeficient˘ v ob-
lasti okolo 340 nm, neumoûÚujÌcÌ efektivnÌ fotol˝zu, a d·le
i p¯Ìliö elektrofilnÌ charakter 2-oxo-karben˘, kterÈ preferujÌ
interakce nap¯. s kyslÌkem ñOH skupiny v p¯Ìtomnosti CñH
vazby. NadÏjn· skupina diazoslouËenin je reprezentov·na nap¯.
9-diazofluorenem13 nebo diazocyklopentadienem14, kter˝ po-
skytuje jeden z nejreaktivnÏjöÌch karben˘. Oba tyto prekursory
lze efektivnÏ aktivovat svÏtlem vlnov˝ch dÈlek vyööÌch neû
300 nm dÌky siln˝m absorpËnÌm maxim˘m v tÈto oblasti.
V˝hodou je i pomÏrnÏ vysok· ˙Ëinnost inkorporace karben˘
tÏchto slouËenin p¯i ataku neaktivovanÈ CñH vazby.

Zcela jedineËnou skupinu karbenov˝ch prekursor˘ p¯ed-
stavujÌ diaziriny, spirocyklickÈ izomery line·rnÌch diazoslou-
Ëenin15. Jsou p¯ekvapivÏ stabilnÌ jak v˘Ëi p˘sobenÌ tepla a svÏtla
viditelnÈ oblasti, tak chemicky nap¯. v˘Ëi siln˝m kyselin·m,
b·zÌm nebo reduËnÌm i oxidaËnÌm Ëinidl˘m16. VÏtöina diazi-
rin˘ silnÏ absorbuje v oblasti okolo 360 nm, Ëehoû se vyuûÌv·
k jejich fotoaktivaci bez v·ûnÏjöÌho poökozenÌ biomakromo-
lekul. Jednou z nep¯Ìliö vhodn˝ch vlastnostÌ diazirin˘ je vöak
moûn· fotoizomerizace na line·rnÌ diazoslouËeniny, kterÈ jsou
sice tÈû fotolabilnÌ, ale z·roveÚ Ëasto vykazujÌ elektrofilnÌ
charakter. Pro ˙Ëely fotoafinitnÌho znaËenÌ byla p¯ipravena
cel·  ¯ada  slouËenin  obsahujÌcÌch diazirinov˝ kruh, ovöem
poûadovan· kritÈria splÚujÌ jen nÏkterÈ: jedn· se nap¯. o alkyl-
diaziriny, u nichû nenÌ v blÌzkosti karbenu dostupn˝ atom
vodÌku, kter˝ by zp˘sobil intramolekul·rnÌ deaktivaci karbenu
za vzniku dvojnÈ vazby4, nebo aryldiaziriny obsahujÌcÌ jako
substituent diazirinovÈho cyklu trifluoromethylovou skupinu,
kter· potlaËuje elektrofilnÌ charakter fotoizomerizaËnÌho pro-

duktu17. P¯Ìklad typickÈ reakce karbenu vznikajÌcÌho fotol˝-
zou trifluoromethylfenyldiazirinu v methanolu je zn·zornÏn
na obr. 3 (cit.18).

Karbeny jsou vysoce reaktivnÌ divalentnÌ intermadi·ty,
kterÈ se podobnÏ jako nitreny snaûÌ doplnit oktet valenËnÌch
elektron˘ (z p˘vodnÌho sextetu). VyskytujÌ se tÈû ve dvou
stavech, singletovÈm stavu jako elektrofil a tripletovÈm jako
biradik·l. Mezi obÏma stavy je p¯edpokl·d·n urËit˝ typ rychlÈ
tepelnÈ rovnov·hy19. Karbeny vykazujÌ stejnÈ typy reakcÌ jako
odpovÌdajÌcÌ formy nitren˘. Podstatn˝ rozdÌl je vöak v reakti-
vitÏ obou typ˘ intermedi·t˘. Karbeny jsou o nÏkolik ¯·d˘
reaktivnÏjöÌ neû odpovÌdajÌcÌ nitreny a vykazujÌ i niûöÌ selek-
tivitu p¯i v˝bÏru mÌsta ataku4,17,20,21. S tÌm souvisÌ i podstatnÏ
kratöÌ poloËasy ûivota singletovÈho Ëi tripletovÈho stavu kar-
benu. P¯esnÈ hodnoty jsou pochopitelnÏ z·vislÈ na typu kar-
benovÈho prekursoru a reakËnÌch podmÌnk·ch, ale p¯ibliûnÏ
odpovÌdajÌ µs pro tripletov˝ stav a ns pro singletov˝ stav, coû
jsou ve srovn·nÌ s nitreny hodnoty o 3ñ4 ¯·dy niûöÌ4.

V souËasnÈ dobÏ nÏkolik pracÌ popisuje vyuûitÌ a efektivitu
znaËenÌ r˘znÏ substituovan˝mi diaziriny. Nap¯Ìklad sonda
vznikl· derivatizacÌ thiminovÈho dimeru 4-(1-azi-2,2,2-tri-
fluorethyl)-benzo·tem byla pouûita k urËenÌ aminokyselino-
v˝ch zbytk˘ ˙ËastnÌcÌch  se interakce  T4 endonukleasy V
s DNA (cit.22). DalöÌm p¯Ìkladem tohoto typu sond je 3-trifluo-
ro-3-(m-[125I]iodofenyl)diazirin, pomocÌ nÏhoû byla oznaËena
membr·nov· domÈna prostaglandin endoperoxid H synthasy
a d·le jejÌ aktivnÌ mÌsto pro cyklooxygenasu23.

3 . 3 . D a l ö Ì p r e k u r s o r y a k t i v n Ì c h
i n t e r m e d i · t ˘

Tato skupina tzv. p¯Ìm˝ch fotoafinitnÌch sond obsahuje
heterogennÌ smÏs organick˝ch slouËenin, jejichû fotol˝zou
vznikajÌ volnÈ radik·ly. Tyto slouËeniny reagujÌ vÏtöinou ces-
tou tripletu, kter˝ je tÈmÏ¯ inertnÌ v˘Ëi molekul·m vody a z·-
roveÚ vykazuje vysokou schopnost inkorporace do neaktivo-
van˝ch CñH vazeb. DÌky p¯evaûujÌcÌmu podÌlu tripletovÈho
reakËnÌho mechanismu nejsou vÏtöinou tyto prekursory n·-
chylnÈ k inaktivaci p¯esmyky. Z pohledu fotoafinitnÌho zna-
ËenÌ se tedy jedn· o slouËeniny vhodn˝ch vlastnostÌ.

PomÏrnÏ öirokÈ pouûitÌ zaznamenaly α, β-nenasycenÈ ke-

Obr. 3. P¯Ìklad reakce sondy karbenovÈho typu s methanolem. Trifluoromethylfenyldiazirin (I) po oz·¯enÌ poskytuje karbenov˝ intermedi·t
(II) jak p¯Ìmo, tak cestou fotoizomerizace na fotolabilnÌ diazoderiv·t (III) a jeho n·slednÈ fotol˝zy. Oba intermedit·ty jsou schopny reakce
s methanolem (MeOH) za vzniku odpovÌdajÌcÌho methoxyderiv·tu sondy (IV)
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tony nap¯. benzofenony a acetofenony24. P¯edevöÌm sondy
benzofenonovÈho typu nabÌzejÌ ¯adu v˝hodn˝ch vlastnostÌ,
jsou chemicky stabilnÏjöÌ neû nap¯. diazoestery, arylazidy
nebo diaziriny, lze s nimi manipulovat p¯i bÏûnÈm osvÏtlenÌ
a jsou aktivov·ny svÏtlem vlnov˝ch dÈlek okolo 350ñ360 nm.
FotoaktivacÌ benzofenonu vznik· tripletov˝ excitovan˝ stav
schopn˝ vytrhnout atom vodÌku z donoru za vzniku dvou
radik·l˘, kterÈ n·slednÏ rekombinujÌ. ReakËnÌ schÈma je zn·-
zornÏno na obr·zku 4. Substituenty benzofenonu mohou v˝-
znamnÏ ovlivnit fotochemickÈ vlastnosti p¯ipravenÈ sondy.
ZatÌmco skupiny poskytujÌcÌ elektrony a systÈmy s delokali-
zacÌ elektron˘ na aromatick˝ch a konjugovan˝ch struktur·ch
sniûujÌ reaktivitu tripletovÈho stavu, skupiny s nedostatkem
elektron˘ usnadÚujÌ odtrûenÌ atomu vodÌku25.

Jako fotoafinitnÌ sondy jsou Ëasto vyuûÌv·ny fotolabilnÌ
polypeptidy obsahujÌcÌ benzofenonem modifikovan˝ fenyl-
alanin, pop¯ÌpadÏ p¯ÌbuznÈ aminokyseliny. P¯ÌsluönÈ modifi-
kovanÈ polypeptidy byly pouûity k mapov·nÌ nap¯. lidskÈho
insulinovÈho receptoru26 nebo k identifikaci kontaktnÌch mÌst
podjednotek α a β lidskÈho luteinizaËnÌho hormonu27.

Do tÈto skupiny sond pat¯Ì d·le α, β-nenasycenÈ steroidy,
kterÈ se chovajÌ podobnÏ jako benzofenony, n·leûÌ sem tÈû
nitroareny nap¯. chloramfenikol28 a flunitrazepam29, d·le puri-
ny, pyrimidiny, psoraleny a dalöÌ slouËeniny jako nap¯. α-ama-
nitin nebo bilirubin4. Tyto sondy jsou vöak pomÏrnÏ ¯Ìdce
pouûÌvanÈ, pravdÏpodobnÏ pro nÌzkou univerz·lnost jejich
aplikacÌ.

4. PouûitÌ fotoafinitnÌch sond

Aplikace fotoafinitnÌho znaËenÌ je znaËnÏ öirok·, od topo-
logick˝ch studiÌ protein˘ p¯es sledov·nÌ kinetiky molekul·r-
nÌch interakcÌ aû k prov·dÏnÌ funkËnÌch enzymologick˝ch
mÏ¯enÌ. Tato problematika je podrobnÏ zpracov·na v p¯ehled-
n˝ch Ël·ncÌch a monografiÌch2ñ4,6,18,25,30ñ32, proto n·sledujÌcÌ
partie bude spÌöe ut¯ÌdÏnÌm a zobecnÏnÌm moûnostÌ, kterÈ
fotoafinitnÌ znaËenÌ poskytuje.
1) PomocÌ specificky reagujÌcÌ fotolabilnÌ sondy je moûno

oznaËit urËit˝ receptor nebo mÈnÏ Ëasto ligand v Ë·steËnÏ
purifikovanÈm prepar·tu nebo p¯Ìmo ve vzorku tk·nÏ.
Nav·zan· sonda (vhodnÏ znaËen·) pak umoûÚuje nap¯.
monitorov·nÌ danÈ makromolekuly bÏhem separaËnÌch
postup˘ a p¯i jejÌ charakterizaci, coû je zejmÈna v˝hodnÈ
pro receptorovÈ molekuly, kterÈ nelze snadno stanovit,
a d·le pro identifikaci nezn·m˝ch receptor˘33. Speci·lnÌm
p¯Ìpadem aplikace je vyhled·v·nÌ funkËnÌ podjednotky
u podjednotkov˝ch enzym˘.

2) Topologii membr·nov˝ch protein˘ lze studovat v podstatÏ
dvÏma zp˘soby. Prv˝ je zaloûen na pouûitÌ fotolabilnÌch
deriv·t˘ lipid˘ nebo jin˝ch silnÏ hydrofobnÌch fotolabil-
nÌch slouËenin, kterÈ jsou dob¯e rozpustnÈ v membr·n·ch.
Fotol˝zou vzniklÈ intermedi·ty zmÌnÏn˝ch slouËenin jsou
schopny oznaËit Ë·sti protein˘, kterÈ jsou ve styku s mem-
br·nou34,35. Tento experiment·lnÌ p¯Ìstup umoûÚuje urËit
i hloubku zano¯enÌ proteinovÈ makromolekuly do mem-
br·ny. Tyto sondy musÌ b˝t schopnÈ efektivnÌ inkorporace
do neaktivovan˝ch CñH vazeb postrannÌch alifatick˝ch
¯etÏzc˘ hydrofobnÌch aminokyselin, kterÈ lze p¯edpokl·-
dat pr·vÏ v tÏchto Ë·stech protein˘. Druh˝ zp˘sob pouûitÌ
fotoafinitnÌho znaËenÌ pro topologickÈ ˙Ëely je zamÏ¯en

na identifikaci Ë·stÌ proteinu, kterÈ jsou ve styku s vodn˝m
prost¯edÌm. Pro tyto z·mÏry se hodÌ tÈmÏ¯ jak·koli silnÏ
hydrofilnÌ fotolabilnÌ slouËenina nevstupujÌcÌ do membr·ny.

3) PomocÌ fotoafinitnÌho znaËenÌ lze v biologick˝ch systÈ-
mech urËovat vzd·lenosti ve dvou ˙rovnÌch, buÔ intra-
nebo intermolekul·rnÏ, s ËÌmû souvisÌ i moûnost detekce
komponent multienzymov˝ch Ëi subjednotkov˝ch systÈ-
m˘ nebo urËenÌ jejich nejbliûöÌho okolÌ36. Sondy pouûÌva-
nÈ pro tyto ˙Ëely musÌ b˝t bifunkËnÌ, tzn. musÌ obsahovat
na protilehl˝ch koncÌch co moûn· rigidnÌho ¯etÏzce foto-
labilnÌ skupiny ñ pak se jedn· o homobifunkËnÌ sÌùovacÌ
Ëinidla, nebo jednu fotolabilnÌ a druhou chemicky reaktiv-
nÌ skupinu u heterobifunkËnÌch sÌùovacÌch Ëinidel. VhodnÈ
je do spojovacÌho ¯etÏzce vloûit snadno degradabilnÌ vazbu,
nap¯. SñS-m˘stek, kterou lze v redukËnÌm prost¯edÌ roz-
ötÏpit, a pak izolovat obÏ oznaËenÈ sloûky systÈmu. Hete-
robifunkËnÌ Ëinidla jsou zpravidla nejprve nav·z·na pro-
st¯ednictvÌm chemicky reaktivnÌ skupiny na danou mole-
kulu, a pak je teprve aktivov·na fotolabilnÌ skupina, znaËÌcÌ
nap¯. postrannÌ ¯etÏzce aminokyselin  ve  svÈ  blÌzkosti.

Obr. 4. Fotol˝zou benzofenonu (I) vznik· biradik·l (II), kter˝ vytr-
huje atom vodÌku z CñH vazby aminokyseliny peptidu (III) za vzniku
ketyl (IV) a alkyl (V) radik·l˘, kterÈ nakonec rekombinujÌ na slouËe-
ninu benzpinakolovÈho typu (VI)
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U homobifunkËnÌch Ëinidel je t¯eba, aby alespoÚ jeden
konec Ëinidla obsahoval strukturu umoûÚujÌcÌ specifickou
interakci Ëinidla se studovanou makromolekulou; druh˝
konec pak m˘ûe b˝t zakonËen pouze fotolabilnÌ skupinou.

4) Speci·lnÌm zp˘sobem aplikace metody fotoafinitnÌho zna-
ËenÌ je ireverzibilnÌ zablokov·nÌ aktivnÌho centra enzym˘
nebo u alosterick˝ch enzym˘ fixov·nÌ jejich aktivnÌ nebo
naopak inaktivnÌ konformace, kterÈ lze pak pouûÌt pro
studium vztahu struktury a funkce tÏchto enzym˘37. ZajÌ-
mavÈ moûnosti nabÌzÌ i fotolyticky p¯ipravenÈ komplexy
receptor˘ s nÌzkomolekul·rnÌmi slouËeninami.

5) SouËasnÈ svÏtelnÈ zdroje o vysokÈm v˝konu (lasery, in-
tenzivnÌ z·bleskov· za¯ÌzenÌ) umoûÚujÌ prov·dÏt fotoakti-
vaci sond bÏhem velmi kr·tkÈho ËasovÈho ˙seku (µsñms).
Ve spojenÌ s p¯Ìstroji pro rychlÈ mÌsenÌ reakËnÌch kompo-
nent slouûÌ tato metodika ke sledov·nÌ ËasovÈho sledu
dÏj˘, nap¯. pr˘bÏhu enzymov˝ch reakcÌ, vazby hormonu
na receptor nebo interakci sloûek multienzymovÈho systÈ-
mu38 v definovan˝ch Ëasov˝ch okamûicÌch. PouûÌvanÈ
sondy nesmÌ podlÈhat p¯esmyk˘m a izomerizacÌm na re-
aktivnÌ intermedi·ty s dlouhou dobou ûivota, kterÈ by
interferovaly p¯i zaznamen·nÌ ËasovÏ rozliöen˝ch interakcÌ.

6) DalöÌ aplikacÌ fotoafinitnÌho znaËenÌ je mapov·nÌ vazeb-
n˝ch mÌst receptor˘, p¯enaöeË˘ nebo aktivnÌch center en-
zym˘39,40. V tÏchto p¯Ìpadech metoda fotoafinitnÌho zna-
ËenÌ, jako jeden z m·la experiment·lnÌch p¯Ìstup˘, umoû-
Úuje pohled nap¯. i do hydrofobnÌho vazebnÈho mÌsta
protein˘, jejichû trojrozmÏrnou strukturu nelze zatÌm urËit.
VÏtöina ostatnÌch chemicko-modifikaËnÌch metod by v p¯Ì-
padÏ vazebn˝ch mÌst se znaËn˝m obsahem hydrofobnÌch
aminokyselin byla ne˙Ëinn·. Proto je tato metoda v˝hodn·
pro v˝zkum struktury aktivnÌho centra cytochromu P450,

enzymu hrajÌcÌho klÌËovou ˙lohu p¯i metabolismu hydro-
fobnÌch lÈËiv a kancerogen˘.
Tato oblast aplikace metody fotoafinitnÌho znaËenÌ ke

studiu aktivnÌho centra savËÌch cytochrom˘ P450 je v centru
naöeho z·jmu. Pro znaËenÌ aktivnÌho centra byly postupnÏ
pouûity diamantandiazirin41, sonda karbenovÈho typu a d·le
N-(p-azidobenzyl)-N-methyl-p-aminofenethylamin, z·stupce
nitrenov˝ch slouËenin, kter˝m se poda¯ilo identifikovat Arg197
aktivnÌho centra cytochromu P450 2B4 (cit.42). Tento typ
heterobifunkËnÌ azidovÈ sondy vykazuje znaËnou selektivitu
v˘Ëi mÌstu ataku ñ modifikuje p¯ev·ûnÏ pol·rnÌ aminokyseli-
ny. Proto byly v dalöÌch studiÌch jako v˝hodnÏjöÌ fotoafinitnÌ
sondy testov·ny prekursory voln˝ch radik·l˘, jejichû interme-
di·ty majÌ vysokou schopnost inkorporace do neaktivovan˝ch
CñH vazeb, a nejsou n·chylnÈ k interakcÌm s molekulami
vody, coû je pro fotoafinitnÌ znaËenÌ cytochrom˘ P450 velmi
d˘leûitÈ, neboù v aktivnÌm centru savËÌch cytochrom˘ P450 se
p¯edpokl·d· p¯Ìtomnost vody. Jedn· se o p¯irozenÏ fotolabilnÌ
slouËeniny: flunitrazepam, 8-methoxypsolaren, 2-fluoro-4-ni-
troanisol vËetnÏ polohovÈho izomeru 2-nitro-4-fluoroanisolu,
benzofenon a jeho analog adamantylfenylketon (viz obr. 5).
Vöechny slouËeniny prok·zaly znaËnou fotolabilitu p¯i expo-
zici kr·tkovlnn˝m UV z·¯enÌm a jevÌ se jako velmi perspektiv-
nÌ sondy pro mapov·nÌ aktivnÌho centra cytochromu P450.

Pr·vÏ detailnÌ pozn·nÌ struktury a aminokyselinovÈho slo-
ûenÌ aktivnÌch center cytochrom˘ P450 umoûnÌ vedle po-
chopenÌ mechanismu aktivace kancerogen˘ tÈû cÌlenou kon-
strukci lÈËiv rezistentnÌch v˘Ëi inaktivaci cytochromy P450
a p¯Ìpravu inhibitor˘ s preventivnÏ ochrann˝m efektem proti
chemick˝m kancerogen˘m.

5. Z·vÏr

Technika fotoafinitnÌho znaËenÌ je progresÌvnÌ metodou
s öirokou moûnostÌ aplikace pro studium biomakromolekul.
FotoafinitnÌ znaËenÌ vych·zÌ z principu afinitnÌho znaËenÌ
s tÌm z·sadnÌm rozdÌlem, ûe analog substr·tu nenÌ chemicky
reaktivnÌ aû do okamûiku fotoaktivace. Fotol˝zou dojde k roz-
padu fotolabilnÌ skupiny sondy za vzniku reaktivnÌch interme-
di·t˘, kterÈ umoûnÌ tvorbu kovalentnÌ vazby mezi sondou
a studovan˝m receptorem.V˝hoda pouûitÌ fotoafinitnÌch sond
spoËÌv· p¯edevöÌm ve znaËnÈ reaktivitÏ intermedi·t˘, umoû-
ÚujÌcÌ znaËit na proteinech mÌsta s nÌzkou chemickou reakti-
vitou, a d·le ve velmi kr·tkÈ dobÏ ûivota tÏchto intermedi·t˘,
coû vede k minimalizaci vazby sondy mimo studovanÈ mÌsto.

P¯i konstrukci fotoafinitnÌch sond velmi öirokÈ pouûitÌ
zaznamenaly arylazidy substituovanÈ na aromatickÈm kruhu
nitroskupinou. ZavedenÌ tÈto skupiny jednak zp˘sobuje posun
absorpËnÌch maxim deriv·tu do oblasti vlnov˝ch dÈlek vyö-
öÌch neû 300 nm, jednak zvyöuje reaktivitu arylnitren˘43, kter·
se pak blÌûÌ nejreaktivnÏjöÌm nitren˘m vznikajÌcÌm z acyl-
azid˘.

V ¯adÏ ohled˘ jsou vöak prekursory karben˘, zejmÈna
diaziriny, lepöÌmi kandid·ty pro p¯Ìpravu fotoafinitnÌch sond
neû azidoslouËeniny. Karbeny jsou podstatnÏ reaktivnÏjöÌ p¯i
niûöÌ  selektivitÏ  pro  mÌsto  ataku. Na snÌûenÌ  nespecifickÈ
vazby m· znaËn˝ vliv i o nÏkolik ¯·d˘ niûöÌ poloËas ûivota
karben˘, kter˝ nedovoluje reaktivnÌm intermedi·t˘m, aby ata-
kovaly mÌsta vzd·len· od mÌsta jejich vzniku. V˝hodnÏ jsou
poloûena i absorpËnÌ maxima vöech diazirin˘ (350ñ380 nm).

Obr. 5. P¯Ìklady p¯irozenÏ fotolabilnÌch slouËenin, prekursor˘
voln˝ch radik·l˘, kterÈ se pouûÌvajÌ jako fotoafinitnÌ sondy
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NavÌc diazirinov· skupina je  pomÏrnÏ  menöÌ neû nÏkterÈ
prekursory nitren˘, nap¯. objemn· nitroarylazidov· skupina,
takûe jen minim·lnÏ ovlivÚuje vazebnÈ vlastnosti sondy. Z·-
roveÚ karben vznikl˝ z diazirinu je p¯Ìmo souË·stÌ skeletu
ligandu, coû zajiöùuje oznaËenÌ pr·vÏ vaznÈho mÌsta receptoru.
NicmÈnÏ, i p¯es ¯adu p¯ednostÌ, nejsou diaziriny zcela ide·lnÌ-
mi prekursory reaktivnÌch intermedi·t˘ pro svou n·chylnost
k fotoizomerizacÌm na line·rnÌ diazoslouËeniny, kterÈ sniûujÌ
v˝tÏûek znaËenÌ dÌky kompetici obou izomer˘ o vazbu na
receptor.

Slibn˝mi kandid·ty pro fotoafinitnÌ znaËenÌ jsou jiû zmÌ-
nÏnÈ p¯ÌmÈ fotoafinitnÌ sondy. U tÏchto sond, dÌky jejich p¯ÌmÈ
fotolabilitÏ, nedoch·zÌ k poklesu afinity ligandu pro receptor
zp˘sobenÈ zavedenÌm fotoaktivovatelnÈ skupiny do jeho mo-
lekuly. Tyto fotoafinitnÌ sondy tÌm, ûe vÏtöinou reagujÌ triple-
tov˝m mechanismem, v sobÏ spojujÌ p¯ednosti tripletov˝ch
karben˘ a nitren˘.

Auto¯i dÏkujÌ za finanËnÌ podporu grant˘m GAUK 246/
1999 a MäMT »R VS96141.
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mistry, Faculty of Science, Charles University, Prague): Pho-
toaffinity Labelling ñ A Method of Protein Study

Photoaffinity labelling is one of the most powerful chemi-
cal modification techniques employed in the study of protein
architecture and interactions. This approach utilises photo-
labile derivatives of ligands (substrates), termed photoaffinity
probes, for a covalent labelling of target proteins (enzymes).
Upon UV-light photolysis, photoaffinity probes are converted
to highly reactive intermediates which are able to modify ami-
no acid residues of a target protein. The goal of this technique
is the identification of the probe binding site(s) in a probe-
-protein covalent complex. In this review, major concepts of
photoaffinity labelling are described with respect to selection
criteria of appropriate photoaffinity probes and assessment of
advantages and disadvantages of currently used photolabile
probes. In addition, several examples of photoaffinity probe
application in protein research focused on the cytochrome
P450 active centre are presented.
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AcidolabilnÌ chr·nÌcÌ skupiny terc-butylovÈho typu se vy-
uûÌvajÌ p¯ev·ûnÏ p¯i chr·nÏnÌ aminokyselin v chemii peptid˘,
kdy se nejËastÏji odötÏpujÌ p˘sobenÌm trifluoroctovÈ kyseliny.
Do 30 min je tak moûnÈ provÈst deprotekci N-terc-butyl-
oxykarbonylovÈ nebo terc-butylovÈ chr·nÌcÌ skupiny esterovÈ
funkce, zatÌmco odötÏpenÌ terc-butylovÈ chr·nÌcÌ skupiny hy-
droxylovÈ funkce zpravidla vyûaduje delöÌ reakËnÌ dobu1.
DeprotekcÌ aminoskupiny vznikajÌ trifluoracet·ty potlaËujÌcÌ
jejÌ nukleofilnost, kterou je nutno p¯ed p¯Ìpadnou acylaËnÌ
reakcÌ obnovit neutralizacÌ p¯Ìsluönou b·zÌ. Bylo vöak jiû takÈ
pops·no, ûe u nÏkter˝ch N-terc-butyloxykarbonylov˝ch de-
riv·t˘ doch·zÌ k odötÏpov·nÌ chr·nÌcÌ skupiny za vzniku volnÈ
aminoskupiny pomocÌ mikrovlnnÈho (MW) z·¯enÌ v p¯Ìtom-
nosti silikagelu2.

Pokusili jsme se proto tuto metodu aplikovat na chr·nÏnÈ
deriv·ty aminokyselin, p¯ÌpadnÏ peptid˘, neboù v tÈto oblasti
je terc-butylov· skupina jednou z nejpouûÌvanÏjöÌch p¯i p¯e-
chodnÈm i permanentnÌm chr·nÏnÌ reaktivnÌch skupin.

D·le n·s zajÌmalo, zda je moûnÈ p˘sobenÌm mikrovlnnÈho
z·¯enÌ v˝raznÏji ovlivnit pomÏrnÏ mal˝ rozdÌl v odötÏpov·nÌ
jednotliv˝ch typ˘ terc-butylovÈho chr·nÏnÌ, to znamen·, zda
tato metoda poskytuje moûnost selektivnÌho odötÏpenÌ N-Boc
skupiny vedle t-Bu chr·nÌcÌ skupiny esterovÈ Ëi hydroxylovÈ
funkce.

Vzhledem k tomu, ûe pouûitÈ za¯ÌzenÌ na generaci mikro-
vlnnÈho z·¯enÌ mÏlo ve srovn·nÌ s publikovan˝mi ˙daji (450 W)
niûöÌ v˝kon (300 W), bylo nutnÈ metodiku odötÏpenÌ chr·-
nÌcÌch skupin pomocÌ MW modifikovat d·le uveden˝mi po-
stupy.

P¯i naöich experimentech jsme vyuûili moûnosti zvolit
v˝kony 150 W, 180 W a 270 W a r˘znÈ ËasovÈ periody p¯i
oh¯evu reakËnÌ smÏsi sloûenÈ z p¯ÌsluönÏ chr·nÏnÈ aminoky-
seliny a silikagelu nebo oxidu hlinitÈho. Energie aplikovanÈho
z·¯enÌ byla vyjad¯ov·na v kW.min.

Experiment·lnÌ ˙daje

Vzorky pro obÏ metody byly p¯ipravov·ny rozpuötÏnÌm
1 mmol p¯ÌsluönÈ l·tky ve 30 ml methanolu. Po p¯id·nÌ 10 g
nosiËe (silikagel nebo oxid hlinit˝) bylo rozpouötÏdlo odpa-
¯eno a zbytek po vpravenÌ do n·dobky p¯Ìstroje oza¯ov·n MW
o r˘znÈm v˝konu po dobu stanovenou jednotliv˝mi experi-
menty. StupeÚ konverze reakce byl urËen pomocÌ HPLC na
kolonÏ LiChroCART WP 300 RP-18 (5 µm; Merck, SRN), za
pouûitÌ gradientu mobilnÌ f·ze 0ñ100 % ACN v 0,0 5% TFA
za 1 hod, p¯i pr˘toku 1 ml.minñ1. Pro studii byl pouûit p¯Ìstroj
SyntheWave 402 Prolabo s v˝konem na v˝stupu 300 W (spin
+5), laskavÏ zap˘jËen˝ firmou Merck spol. s r.o., Praha.

M e t o d y P 1 , P 2

P¯i pulsnÌ metodÏ P1 se pracovalo v otev¯enÈ n·dobÏ p¯i
teplotÏ vzorku do 100 ∞C, kdy doch·zelo ke kolÌs·nÌ vlhkosti
silikagelu. Jedna 20 min d·vka se skl·dala z 20 puls˘, z nichû
kaûd˝ trval 10 s p¯i v˝konu 150 W. Po nÏm pak n·sledovala
50-ti sekundov· prodleva bez aplikovanÈho z·¯enÌ. Jelikoû p¯i
opakov·nÌ metody P1 doch·zelo k poklesu maxim·lnÌ teploty
aû o 10 ∞C, byl p¯i pulsnÌ metodÏ P2 v˝kon puls˘ zv˝öen na
180 W.

M e t o d a X

Tato metoda byla uplatnÏna po zjiötÏnÌ nÌzkÈ efektivity
pulsnÌch metod p¯i tvorbÏ prim·rnÌ aminoskupiny z prekur-
soru chr·nÏnÈho skupinou Boc. Vzorek l·tky byl vystaven
p˘sobenÌ MW o v˝konu 270 W po dobu 6 min, kdy se vzorek
zaËal rychle zah¯Ìvat. Jeho teplota, celkovÏ z·visejÌcÌ na zp˘-
sobu ˙pravy silikagelu, nep¯es·hla 146 ∞C.

V˝sledky a diskuse

V˝sledky experiment˘ jsou souhrnnÏ uvedeny v tabulce I.
Z nÌ vypl˝v·, ûe odötÏpov·nÌ chr·nÌcÌch skupin terc-butylo-
vÈho typu z·visÌ na struktu¯e chr·nÏnÈ aminokyseliny nebo
sekvenci p¯ÌsluönÈho peptidu.

Na silikagelu jako nosiËi byl zaznamen·n 65 % ˙bytek
Boc-Trp-OH za vzniku pouze 29 % odchr·nÏnÈ aminokyse-
liny a 36 % produkt˘ vedlejöÌch reakcÌ patrnÏ na postrannÌm
¯etÏzci tryptofanu. Na druhÈ stanÏ deprotekce dipeptidu Boc-
-Pro-Ala-OMe za vzniku sekund·rnÌ aminoskupiny probÏhla
ËistÏ s v˝tÏûkem 60 % a odötÏpenÌ terc-butyl esterovÈ skupiny
u Fmoc-Asp(Ot-Bu)OH rovnÏû s v˝tÏûkem 60 %. V ostatnÌch
p¯Ìpadech probÏhlo odötÏpenÌ -Boc chr·nÌcÌ skupiny u Boc-
-Phe-OH, Boc-Trp(For)-OH a tetrapeptidu Boc-Tyr-Asp(OBzl)-
-Pro-Ala-OMe pouze s v˝tÏûkem 34 %, 28 % a 27 %, p¯iËemû
i v p¯ÌpadÏ tryptofanu s chr·nÏn˝m indolov˝m kruhem bylo
zjiötÏno pomÏrnÏ vysokÈ, 5 % zastoupenÌ vedlejöÌch produkt˘.

Z·roveÚ byla zjiötÏna vysok· rezistence terc-butyl ethero-
vÈ skupiny u Fmoc-Ser(t-Bu)-OH, kde ötÏpenÌ za standardnÌch
podmÌnek probÌhalo jen z 3  %,  zatÌmco  odötÏpenÌ stejnÈ

Nα

Chem. Listy 95, 365 ñ 367 (2001) LaboratornÌ p¯Ìstroje a postupy

365



skupiny z fenolickÈho postrannÌho ¯etÏzce Fmoc-Tyr(t-Bu)-
-OH probÏhlo z 15 %. PomÏr v odötÏpov·nÌ -Boc nebo t-Bu
chr·nÌcÌ skupiny esterovÈ funkce a t-Bu chr·nÌcÌ skupiny
hydroxylovÈ funkce dosahujÌcÌ maxim·lnÏ jednoho ¯·du zhru-
ba odpovÌd· pomÏru dosaûenÈmu p¯i 100 % odötÏpenÌ Boc
skupiny (30 min) pomocÌ TFA.

Experimenty se zvyöov·nÌm dodanÈ MW energie a pro-
dluûov·nÌm doby MW radiace u Boc-Phe-OH (tabulka II,
obr·zek 1) s cÌlem zjistit podmÌnky, p¯i kter˝ch je deprotekce
nejvyööÌ, uk·zaly na postupnÈ sniûov·nÌ obsahu p˘vodnÌho

Tabulka I
SloûenÌ reakËnÌ smÏsi po d·vce mikrovlnnÈho z·¯enÌ p¯i me-
todÏ X, P1 a P2

L·tka Xa P1a P2a b c d

NosiË silikagel

Boc-Phe-OH 1 2 0 66 30 4
Boc-Pro-Ala-OMe 0 5 0 39,9 60 0,1
Boc-Tyr-Asp(OBzl)- 0 5 0 73 25 2
-Pro-Ala-OMe
Boc-Trp-OH 2 0 0 35 29 36
Boc-Trp(For)-OH 2 0 0 72 23 4,6
Fmoc-Gly-OH 0 4 1 100 0 0
Fmoc-Ser(t-Bu)-OH 0 5 0 96,9 3 0,1
Fmoc-Tyr(t-Bu)-OH 0 5 0 84,7 15 0,3
Fmoc-Asp(Ot-Bu)-OH 0 5 0 37 60 3
Z-D-Ala-OH 0 5 0 100 0 0

NosiË oxid hlinit˝

Boc-Phe-OH 2 0 0 100 0 0
Z-D-Ala-OH 2 0 0 100 0 0
Fmoc-Gly-OH 2 0 0 55 2,8 42,2

a PoËet oz·¯enÌ vzorku, b % v˝chozÌ l·tky, c % odchr·nÏnÈho
produktu reakce, d % vedlejöÌch produkt˘

chr·nÏnÈho deriv·tu v reakËnÌ smÏsi aû na 1,2 %. SouËasnÏ
vöak p¯i tom doch·zelo k degradaci oza¯ovanÈho materi·lu,
takûe p¯i maxim·lnÌm dosaûenÈm v˝tÏûku odblokovanÈho
Phe ve v˝öi 77 % bylo v reakËnÌ smÏsi p¯Ìtomno i 23 %
vedlejöÌch produkt˘. D·le bylo potvrzeno, ûe N-Fmoc i N-Z
chr·nÌcÌ skupiny jsou rezistentnÌ v˘Ëi MW z·¯enÌ za pouûit˝ch
experiment·lnÌch podmÌnek.

Kdyû byl jako nosiË pouûit mÌsto silikagelu oxid hlinit˝,
nedoch·zelo k odötÏpov·nÌ ani N-Boc chr·nÌcÌ skupiny. Fmoc-
-Gly-OH vöak byl ze 45 % modifikov·n p¯ev·ûnÏ na vedlejöÌ
produkty (42 % v reakËnÌ smÏsi) neobsahujÌcÌ volnou prim·rnÌ
aminoskupinu.

Jelikoû bylo takÈ pops·no, ûe Boc skupina je ötÏpena
bÏhem 1 hod  ve vodÏ za varu3, provedli jsme srovn·vacÌ
experiment, p¯i nÏmû byl Boc-Phe-OH nanesen na silikagel
a vystaven teplotÏ 100 ∞C po dobu 2 hod (doba 6 experiment˘
P1) bez p¯Ìtomnosti MW z·¯enÌ. Po extrakci methanolem vöak
vzorek obsahoval pouze p˘vodnÌ Boc-Phe-OH.

Tabulka II
Deprotekce Boc-Phe -OH

Metoda a b c d tmax /∞C

P1e 1,00 98,0 1,9 0,1 100f

X 2,62 66,0 30,0 4,0 146,0
X 4,24 52,3 37,6 10,1 137,0
X 5,86 19,5 69,7 10,8 127,0
X 7,48 11,2 69,0 19,8 125,0
X 9,10 6,3 70,5 23,2 121,4
X 10,72 3,4 74,2 22,4 117,2
X 12,34 1,2 76,0 22,8 115,6

a Energie z·¯enÌ v kW.min, b % v˝chozÌ l·tky, c % odchr·-
nÏnÈho produktu reakce, d % vedlejöÌch produkt˘ [100 % ñ
(b + c)], e metoda byla aplikov·na dvakr·t, f metoda P1 jen do
teploty 100 ∞C

Nα

Obr. 1. Z·vislost sloûenÌ reakËnÌ smÏsi a maxim·lnÌ reakËnÌ teploty na d·vce mikrovlnnÈho z·¯enÌ
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Z·vÏr

Z·vÏrem lze konstatovat, ûe v oblasti aminokyselin a pep-
tid˘ umoûÚuje MW z·¯enÌ za urËit˝ch experiment·lnÌch pod-
mÌnek ötÏpenÌ chr·nÌcÌch acidolabilnÌch skupin terc-butylo-
vÈho typu v z·vislosti na povaze aminokyseliny nebo pepti-
dovÈ sekvenci.

K dosaûenÌ maxim·lnÌho odötÏpenÌ N-Boc nebo t-Bu sku-
piny je vöak zapot¯ebÌ nÏkolikan·sobnÏ prodlouûit reakËnÌ
dobu, resp. nÏkolikan·sobnÏ opakovat d·vky MW z·¯enÌ, po
nichû je v reakËnÌ smÏsi detegov·n vysok˝ obsah vedlejöÌch
produkt˘.

Selektivita mezi ötÏpenÌm -Boc nebo t-Bu chr·nÌcÌ
skupiny esterovÈ funkce a t-Bu chr·nÌcÌ skupiny hydroxylovÈ
funkce v r·mci jednoho ¯·du je srovnateln· se ötÏpenÌm po-
mocÌ TFA. Proto praktick˝ v˝znam pouûitÌ MW techniky p¯i
odötÏpov·nÌ chr·nÌcÌch skupin t-Bu typu u peptid˘ bude patrnÏ
omezen jen na nÏkterÈ speci·lnÌ p¯Ìpady deprotekce, p¯i nichû
nelze pouûÌt TFA, p¯ÌpadnÏ nelze provÈst n·slednou neutrali-
zaci vzniklÈho trifluoracet·tu p˘sobenÌm terci·rnÌ b·ze.

P o u û i t È z k r a t k y

ACN acetonitril
Boc terc-butyloxykarbonyl
For formyl
Fmoc fluorenylmethyloxykarbonyl
MW mikrovlny
HPLC vysoce ˙Ëinn· kapalinov· chromatografie
OBzl benzylester
Ot-Bu terc-butylester
OMe methylester
t-Bu terc-butyl

TFA trifluoroctov· kyselina
Z benzyloxykarbonyl
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Ropa a ropnÈ frakce jsou velmi sloûitÈ smÏsi mnoha r˘z-
n˝ch uhlovodÌk˘ a dalöÌch organick˝ch i anorganick˝ch l·tek.
PoËet uhlÌkov˝ch atom˘ ve sloûce se m˘ûe pohybovat od
jednoho aû po vÌce neû pades·t, takûe sloûky mohou vykazovat
norm·lnÌ bod varu v rozsahu od ñ162 ∞C do 540 ∞C, p¯iËemû
poËet r˘zn˝ch sloûek, kterÈ vykazujÌ velmi malÈ rozdÌly v bo-
dech varu, se velmi zvyöuje s rostoucÌm bodem varu. Nap¯. 16
z 18 oktanov˝ch izomer˘ v¯e v rozmezÌ pouze 12 ∞C.

DestilaËnÌ chov·nÌ tÏchto smÏsÌ se nejËastÏji charakterizu-
je laboratornÌmi  destilaËnÌmi  testy: ASTM  D 86 (obdoba
diferenci·lnÌ destilace za atmosfÈrickÈho tlaku), ASTM D
1160 (vakuov· obdoba diferenci·lnÌ destilace), TBP (True
Boiling Point ñ vakuov· nebo atmosfÈrick· vs·dkov· rektifi-
kace s velkou hodnotou refluxnÌho pomÏru v mnohapatrovÈ
kolonÏ), EFV (Equilibrium Flash Vapour ñ rovnov·ûn· jed-
nostupÚov· destilace za  r˘zn˝ch  tlak˘). VesmÏs  se jedn·
o z·vislost teploty mÏ¯enÈ v nÏkterÈm mÌstÏ experiment·lnÌho
za¯ÌzenÌ na objemovÈm oddestilovanÈm podÌlu.

Teoretick· Ë·st

Test ASTM D 86 je jako jedin˝ standardizov·n a vzhledem
k jednoduchosti svÈho provedenÌ a reprodukovatelnosti je
Ëasto pouûÌv·n, aËkoliv jÌm zÌskan· data majÌ mal˝ teoretick˝
v˝znam1. Tento n·zor by mohl ovöem doznat zmÏny, pokud
se uk·ûe, ûe matematick˝ model tohoto komplexnÌho procesu
navrûen˝ Greenfieldem a spol.2 je dostateËnÏ vÏrohodn˝.

Data zÌskan· pomocÌ TBP testu vytv·¯ejÌ jiû daleko lepöÌ
teoretick˝ z·klad k charakterizaci sloûitÈ smÏsi. Skl·d·-li se
smÏs ze sloûek s v˝razn˝mi rozdÌly v bodech varu, m· TBP
k¯ivka Ñschodovit˝ì tvar (obr. 1). Jestliûe jsou ve smÏsi p¯Ì-
tomny sloûky s blÌzk˝m bodem varu (nap¯. izomery), Ñscho-
dovitostì se ovöem vytr·cÌ (obr. 2). Tento tvar je typick˝ pr·vÏ
pro ropnÈ frakce.

NejobtÌûnÏji provediteln˝, a proto takÈ nejmÈnÏ pouûÌva-
n˝, je t¯etÌ z·kladnÌ charakterizaËnÌ test EFV. K zÌsk·nÌ kom-
pletnÌ k¯ivky je t¯eba provÈst celou sÈrii pokus˘, protoûe jeden
pokus poskytne pouze jeden bod.

Protoûe jsou vöechny charakterizaËnÌ testy vÌce Ëi mÈnÏ
n·roËnÈ, prov·dÌ se zpravidla pouze jeden z nich a zb˝vajÌcÌ
se dopoËÌtajÌ pomocÌ empirick˝ch regresnÌch vztah˘, kter˝ch
je v literatu¯e uvedena cel· ¯ada. ée je t¯eba p¯istupovat k takto
zÌskan˝m charakterizaËnÌm test˘m velmi obez¯etnÏ, je vzhle-

dem k pravdÏpodobn˝m chyb·m pouûÌvan˝ch p¯epoËtov˝ch
vztah˘ z¯ejmÈ.

Pro n·vrhy destilaËnÌch kolon zpracov·vajÌcÌch ropu
a ropnÈ frakce byla v minulosti vyvinuta cel· ¯ada empiric-
k˝ch metod, z nichû mnohÈ vyûadujÌ velkou praktickou zku-
öenost. V poslednÌ dobÏ se pro tento ˙Ëel pouûÌv· v˝hradnÏ
standardnÌch simulaËnÌch program˘ (ASPEN PLUS, HYSYS,
PRO II atd.), kterÈ p¯i kvantitativnÌm popisu destilaËnÌho
chov·nÌ ropnÈ smÏsi na tzv. ÑlehkÈm konciì vych·zejÌ z ak-
tu·lnÌch re·ln˝ch sloûek (obvykle do C5) a pro v˝öe vroucÌ
podÌly pouûÌvajÌ p¯edstavu pseudosloûek. Tato n·hradnÌ smÏs
se obvykle skl·d· z nÏkolika re·ln˝ch sloûek a maxim·lnÏ
Ëty¯iceti pseudosloûek. P¯i zavedenÌ pseudosloûek se vych·zÌ
z TBP k¯ivky (namÏ¯enÈ nebo zÌskanÈ p¯epoËtenÌm z jinÈ
charakterizaËnÌ k¯ivky), kter· se Ñroz¯eûeì (obvykle ekvidis-
tantnÏ nebo ekvidistantnÏ po Ë·stech, s krokem asi 25 K)
ve smÏru teploty na poûadovan˝ poËet dÌl˘ ñ pseudosloûek
(obr. 3). Kaûd˝ rozdÌl pak p¯edstavuje objemov˝
zlomek p¯ÌsluönÈ pseudosloûky ve smÏsi. Pro p¯Ìsluönou pseu-

Φ Φi
R

i
L−

Obr. 2. K¯ivka TBP pro mnohasloûkovou smÏs (nap¯. ropnou
frakci) obsahujÌcÌ sloûky s blÌzk˝m bodem varu

Obr. 1. K¯ivka TBP pro smÏs sloûek s v˝raznÏ odliön˝m bodem
varu
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dosloûku se pak stanovÌ st¯ednÌ norm·lnÌ bod varu buÔ jako
aritmetick˝ st¯ed mezi krajnÌmi hodnotami Ñ¯ezuì nebo spr·v-
nÏji podle vÏty o integr·lnÌ st¯ednÌ hodnotÏ

Tbi = i = 1, Ö, I (1)

Na z·kladÏ st¯ednÌho norm·lnÌho bodu varu Tbi a speci-
fickÈ hustoty Si, coû je hustota p¯ÌsluönÈ pseudosloûky p¯i
288,8 K dÏlen· hustotou vody p¯i tÈûe teplotÏ

Si = ρi / 999,024 (2)

lze pak podle r˘zn˝ch empirick˝ch vztah˘ odhadnout mol·rnÌ
hmotnost pseudosloûky a veliËiny pot¯ebnÈ k odhadu jejÌho
rovnov·ûnÈho chov·nÌ jako jsou kritick· teplota a tlak a acen-
trick˝ faktor. NejËastÏji se pouûÌvajÌ vztahy navrûenÈ Kesle-
rem a Leem

M = ñ12272,6 + 9486,4S + (4,6523 ñ 3,3287S) +

+ (1 ñ 0,77084S ñ 0,02058S2)(1,3437 ñ 720,79 /

)107 / + (1 ñ 0,80882S + 0,02226S2)

(1,8828 ñ 181,98 / )(104 / )3 (3)

Tc = (341,7 + 811S + (0,4244 + 0,1174S) +

+ (0,4669 ñ 3,2623S)105 / ) / 1,8 (4)

Pc = (exp (8,3634 ñ 0,0566 / S ñ (0,24244 +

+ 2,2898 / S + 0,11857 / S2)10ñ3 +

+ (1,4685 + 3,648 / S + 0,47227 / S2)10ñ7 ( )2 ñ

ñ (0,42019 + 1,6977 / S2)10ñ10 )3)).6894,8 (5)

ω = (ñln (Pc / 101325) ñ 5,92714 + 6,09648 / Tb,r +

+ 1,28862 ln (Tb,r) ñ 0,169347 ) / (15,2518 ñ

ñ 15,6875 / Tb,r ñ 13,4721 ln (Tb,r) + 0,43577 )

Tb,r £ 0,8 (6)

nebo

ω = ñ7,904 + (0,1352 ñ 0,007465 Kw) Kw +

+ 8,359 Tb,r + (1,408 ñ 0,01063 Kw) / Tb,r

Tb,r > 0,8 (7)

kde

Tb,r = Tb / Tc (8)

Kw = 1,21644 (Tb)
1/3 / S (9)

Alternativou ke vztah˘m (6) a (7) je vztah navrûen˝ Ed-
misterem4

ω = 3/7 log (Pc / 101325) / (1/Tb,r ñ 1) ñ 1 (10)

DalöÌ vztahy navrhli Riazi a Daubert5

M = 4,5673.10ñ5 ( )2,1962 Sñ1,0164 (11)

Tc = 24,2787 ( )0,58848S0,3596 / 1,8 (12)

Pc = 3,12281.109 ( )ñ2,3125S2,3201.6894,8 (13)

OblÌben˝m je i Winn˘v nomogram, kter˝ do rovnicovÈ
podoby p¯evedli Sim a Daubert6

M = 5,805.10ñ5 (Tb)
2,3776 Sñ0,9371 (14)

Tc = exp (4,2009 (Tb)
0,08615S0,04614) /1,8 (15)

Pc = 6,1483.1012 (Tb)
ñ2,3177S2,4853 (16)

Vöechny vztahy jsou uvedeny tak, aby je bylo moûno
snadno porovnat s p˘vodnÌmi liter·rnÌmi zdroji, a proto nebyly
p¯epoËÌt·vacÌ koeficienty do soustavy jednotek SI zahrnuty do
n·sobn˝ch konstant.

V˝sledky a diskuse

Riazi a Daubert5 testovali rovnice (11)ñ(13) na vÌce neû
100 sloûk·ch a uv·dÏjÌ jejich pr˘mÏrnou relativnÌ odchylku
1,3ñ3,1 %. Maxim·lnÌ hodnota tÈto odchylky ËinÌ dle autor˘
11,8 %. Protoûe je toto otestov·nÌ s pouûitÌm v˝poËetnÌ tech-
niky a datab·ze Ëist˝ch sloûek pomÏrnÏ snadnÈ, bylo pro ˙Ëely
tÈto pr·ce provedeno znovu. Byla pouûita datab·ze Ëist˝ch
sloûek programu HYSYS (cit.7), ze kterÈ byly testov·ny
vöechny uhlovodÌky s norm·lnÌm bodem varu vyööÌm neû
288,8 K. Jedinou dalöÌ omezujÌcÌ podmÌnkou bylo, aby tato
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Obr. 3. K definici pseudosloûek
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teplota byla v rozsahu teplot p¯Ìpustn˝ch pro v˝poËet tenze
ËistÈ sloûky podle vztahu a z konstant, kterÈ jsou v datab·zi
programu HYSYS. Tenze ËistÈ sloûky je pot¯eba k v˝poËtu
hustoty kapaliny ρ p¯i 288,8 K, kter· byla poËÌt·na podle
metody Hankinsona, Brobsta a Thompsona8. Uveden˝m pod-
mÌnk·m vyhovovalo 98 sloûek. ZÌskanÈ v˝sledky jsou uk·z·-
ny na obr·zcÌch 4ñ8.

Na obr. 4ñ6 jsou zn·zornÏny relativnÌ odchylky vypoËte-
n˝ch hodnot mol·rnÌch hmotnostÌ, kritick˝ch teplot a kritic-
k˝ch tlak˘ podle uveden˝ch metod r˘zn˝ch autor˘ od tabelo-
van˝ch hodnot tÏchto veliËin pro 98 sloûek. Je z¯ejmÈ, ûe
v p¯ÌpadÏ mnoha testovan˝ch sloûek shoda vypoËÌtan˝ch pa-
rametr˘ se skuteËnostÌ nenÌ zdaleka tak dobr·, jak uv·dÏjÌ
Riazi a Daubert5. Nejp¯esnÏjöÌ hodnoty poskytujÌ vztahy pro

v˝poËet kritickÈ teploty, kde maxim·lnÌ relativnÌ odchylka,
odhlÈdneme-li od vypoËtenÈ hodnoty pro 3-methyl-cyklopen-
ten, ËinÌ asi 3 %. U mol·rnÌch hmotnostÌ je to jiû vÌce neû 10 %
a u kritick˝ch tlak˘ asi 20 % (u jiû zmÌnÏnÈho 3-methyl-cy-
klopentenu je to ovöem jeötÏ daleko vÌce). ZajÌmavÈ v˝sledky
ukazujÌ obr. 7ñ8. Zde bylo p¯i porovn·nÌ vypoËten˝ch hodnot
acentrickÈho faktoru podle vztah˘ (6), (7) resp. (10) pouûito
i poËÌtan˝ch hodnot kritickÈ teploty a kritickÈho tlaku podle
r˘zn˝ch autor˘ a nikoliv spr·vn˝ch hodnot pro p¯ÌsluönÈ sloû-
ky. Je z¯ejmÈ, ûe chyby v odhadech tÏchto veliËin se v koneËnÈ
vypoËtenÈ hodnotÏ acentrickÈho faktoru nekompenzujÌ, ale
spÌöe n·sobÌ, takûe bÏûn· relativnÌ odchylka je jiû 40 %, p¯i-
Ëemû maxim·lnÌ pro 1,4-pentadien je asi 110 %! Vzhledem
k tÏmto pomÏrnÏ velk˝m chyb·m se nask˝t· ot·zka, proË

Obr. 4. Porovn·nÌ skuteËn˝ch a vypoËten˝ch mol·rnÌch hmotnostÌ podle vztah˘ (3) ñ¨, (11) ñ ∆ a (14) ñ¡

Obr. 5. Porovn·nÌ skuteËn˝ch a vypoËten˝ch kritick˝ch teplot podle vztah˘ (4) ñ¨ , (12) ñ ∆ a (15) ñ¡
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nepouûÌt p¯i vytv·¯enÌ n·hradnÌ reprezentativnÌ smÏsi mÌsto
pseudosloûek re·lnÈ sloûky, pro nÏû jsou obvykle vöechny
termodynamickÈ a transportnÌ parametry jiû zn·my s velkou
p¯esnostÌ, takûe by bylo moûno se obejÌt bez vöech odha-
dovacÌch v˝öe uveden˝ch metod. DalöÌ v˝hodou tohoto p¯Ì-
stupu by byla skuteËnost, ûe uûivatel by do seznamu sloûek
mohl zahrnout sloûky, kterÈ jsou z hlediska jeho z·jmu resp.
z hlediska chov·nÌ smÏsi v˝znamnÈ (nap¯. pol·rnÌ sloûky,
p¯ev·ûnÏ parafinickÈ nebo naopak aromatickÈ sloûky atd.).
⁄spÏönÈ pouûitÌ tohoto p¯Ìstupu pro p¯Ìpad charakterizaËnÌho
testu EFV bylo jiû uk·z·no9,10. AnalogickÈho p¯Ìstupu, kter˝
rovnÏû vych·zÌ z matematickÈho modelov·nÌ procesu prov·-
dÏnÌ charakterizaËnÌho testu, by bylo moûno pouûÌt i v p¯ÌpadÏ
testu ASTM D86, pokud se poda¯Ì nalÈzt jeho vÏrohodn˝

matematick˝ model. Velkou nadÏjÌ v tomto smÏru je jiû zmÌ-
nÏn· pr·ce Greenfielda a spol.2

Matematick˝ model procesu zÌsk·v·nÌ charakterizaËnÌ
k¯ivky nepot¯ebujeme v p¯ÌpadÏ, rozhodneme-li se charakte-
rizovat skuteËnou smÏs, pro niû je zn·ma TBP k¯ivka, n·hradnÌ
smÏsÌ re·ln˝ch sloûek. V tomto p¯ÌpadÏ jsou body varu zvole-
n˝ch reprezentativnÌch sloûek buÔ zad·ny, nebo se dajÌ snadno
pro pracovnÌ tlak vypoËÌtat (obr. 9).

ObjemovÈ oddestilovanÈ podÌly sloûek , i = 1, Ö, I
pak m˘ûeme hledat nap¯. minimalizacÌ vztahu

F (ΦL, ΦR) = = min (17)

Φ Φi
R

i
L−

Φ Φi
R

i
L

i

I

−
=

+
−∑ 1

2

1

1

c h

Obr. 7. Porovn·nÌ skuteËn˝ch a vypoËten˝ch acentrick˝ch faktor˘ podle vztah˘ (6)ñ(7) s alternativnÌm pouûitÌm vztah˘ (4)ñ(5) ñ¨, (12)ñ(13)
ñ ∆, (15)ñ(16) ñ¡

Obr. 6. Porovn·nÌ skuteËn˝ch a vypoËten˝ch kritick˝ch tlak˘ podle vztah˘ (5) ñ¨, (13) ñ ∆ a (16) ñ¡
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p¯iËemû musÌ b˝t splnÏno (1) a platÌ = 0, = 1. Je
patrnÈ, ûe minimalizace nemusÌ poskytnout tyto podÌly tak,
aby platilo

= 1 (18)

coû ale lze napravit normov·nÌm a objemovÈ zlomky jednot-
liv˝ch sloûek pak zÌskat podle vztahu

xV,,j = j = 1, Ö, I (19)

PodrobnÈ anal˝ze tohoto p¯Ìstupu bude vÏnov·no dalöÌ
sdÏlenÌ11.

Z v˝öe uvedenÈho se zd·, ûe odpovÏÔ na ot·zku v nadpisu
tÈto pr·ce je NE. Je samoz¯ejmÈ, ûe navrhovanÈ netradiËnÌ
p¯Ìstupy byly umoûnÏny aû mocn˝m rozvojem v˝poËetnÌch
prost¯edk˘ a metod, kterÈ mohly nahradit d¯ÌvÏjöÌ, z dneönÌho
hlediska velmi skromnÈ n·stroje inûen˝ra ñ milimetrov˝ pa-
pÌr, logaritmickÈ pravÌtko p¯ÌpadnÏ kalkulaËku. SouËasnÏ lze
ale oËek·vat, ûe vstup tÏchto netradiËnÌch p¯Ìstup˘ do praxe
nebude snadn˝, pokud se ho v˘bec poda¯Ì prosadit.

S e z n a m s y m b o l ˘

F funkce
I celkov˝ poËet sloûek
Kw Watson˘v faktor, K1/3

M mol·rnÌ hmotnost, kg.kmolñ1

P tlak, Pa
S specifick· hustota
T teplota, K nebo R (je-li hornÌ index R)
xV objemov˝ zlomek
ω acentrick˝ faktor
Φ objemov˝ oddestilovan˝ podÌl
ρ hustota, kg.mñ3

DolnÌ indexy

b p¯i bodu varu
c kritick· veliËina
i, j sloûka i, j
r redukovan· veliËina

HornÌ indexy

L lev˝ okraj intervalu
R prav˝ okraj intervalu

Pr·ce byla vykon·na s podporou fondu MSM 223400007.
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Obr. 8. Porovn·nÌ skuteËn˝ch a vypoËten˝ch acentrick˝ch faktor˘ podle vztahu (10) s alternativnÌm pouûitÌm vztah˘ (4)ñ(5) ñ¨, (12)ñ(13)
ñ ∆, (15)ñ(16) ñ¡

Obr. 9. K  charakterizaci smÏsi vybran˝mi re·ln˝mi sloûkami
pomocÌ TBP k¯ivky
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E. Eckert (Department of Chemical Engineering, Institute
of Chemical Technology, Prague): Do We Need Pseudocom-
ponents?

A comparison of computation results for molecular
weight, critical temperature, critical pressure and the acentric
factor for 98 pure components using different methods fre-
quently utilised for pseudocomponents characterising crude
oil and petroleum fractions was made. It is shown that these
methods mostly afford the estimated parameters with large
errors. On the example of the true boiling point characteri-
sation test, the possibility to use real components instead of
pseudocomponents is shown. For real components, all ther-
modynamic characteristics are known with high accuracy. In
addition, by the choice of real components, the user can take
into account some specificities in the composition of the
studied mixture.
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N¡VRH PIECKY PRE TERMICK… ANAL›ZY
NA VEºMI VYSOK… TEPLOTY

PETER HORBAJ

StrojnÌcka  fakulta, Technick· univerzita, Letn· 9, 041 87
Koöice, Slovensk· republika

Doölo dÚa 18.II.2000

Kæ˙ËovÈ slov·: termick· anal˝za, spaæovanie met·nu v kyslÌ-
ku, piecka

⁄vod

V s˙Ëasnosti sa pre termick˙ anal˝zu pouûÌvaj˙ laboratÛr-
ne piecky, ktorÈ s˙ s˙Ëasùou prÌstrojov pre termick˙ anal˝zu,
ako s˙ napr. Mom, Rigaku, Netch.

Piecky prÌstrojov termickej anal˝zy pracuj˙ v‰Ëöinou
s elektrick˝m ohrevom a s˙ konötruovanÈ tak, aby v Ëo naj-
menöej miere ovplyvÚovali termoelektrickÈ nap‰tie meracÌch
termoËl·nkov. HoreuvedenÈ zariadenia s˙ vöak cenovo ùaûko
dostupnÈ a ich prev·dzka si vyûaduje zaökolen˝ person·l.

Cieæom pr·ce bolo navrhn˙ù a skonötruovaù Ëo moûno
najjednoduchöiu laboratÛrnu piecku pre termick˙ anal˝zu, so
zreteæom na vyuûitie dom·cich materi·lov˝ch a surovinov˝ch
zdrojov a s t˝m, ûe ma zabezpeËovaù r˝chly ohrev vzoriek na
vysokÈ teploty a z·roveÚ r˝chlu moûnosù chladnutia sk˙ma-
n˝ch vzoriek1.

Takto navrhnut· a skonötruovan· piecka bola v Ôalöom
verifikovan· na öt˙diu priebehu teplÙt liquidu a solidu pseu-
doneuspokojen˝ch ocelÌ2.

Pri v˝bere spÙsobu ohrevu bol pouûit˝ ako palivo zemn˝
plyn spaæovan˝ v Ëistom kyslÌku, aby sa dosiahla vysok·
teplota spalÌn. Pri n·vrhu tvaru a rozmerov piecky sa vy-
ch·dzalo z rozmerov pracovnÈho priestoru pece a podmienok
nutn˝ch pre proces termickej anal˝zy. Pri konötrukcii piecky
bolo nutnÈ dbaù na jednoduchosù realiz·cie mont·ûe a demon-
t·ûe jednotliv˝ch dielcov piecky resp. na jednoduchosù vkla-
dania a vyberania meranej vzorky.

Z·kladnÈ v˝poËty spaæovania met·nu s kyslÌkom

V ˝ p o Ë e t r e a k Ë n e j t e p l o t y s p a æ o v a n i a
m e t · n u s k y s l Ì k o m

Definujme reakËn˙ teplotu ako teplotu exotermickej reak-
cie, ktor· prebieha adiabaticky a izotermicky v ötandardn˝ch
podmienkach (prietoËn˝ systÈm, ust·len˝ stav, v˝chodzie l·t-
ky vo stechiometrickom pomere danej reakcie, rozsah reakcie
jednotkov˝).UvoænenÈ teplo zv˝öi teplotu produktov
z teploty T na teplotu reakËn˙ Tr:

(1)

ñ ötandardn· reakËn· entalpia uvaûovanej exotermickej
reakcie pri teplote T napr. 298,15 K, ni ñ l·tkovÈ mnoûstvo
i-tÈho produtu, ËÌselne zhodnÈ so stechiometrick˝m koefi-
cientom produktu, ñ mÛlovÈ teplo i-tÈho produktu.

ReakËnou teplotou sa naz˝va teoretick· teplota plameÚa
pri horenÌ (oxid·cii kyslÌkom) bez ohæadu na skupenstvo re-
aguj˙cich (spaæovan˝ch ) l·tok. V literat˙re sa tieû pouûÌva
pojem ñ adiabatick· teplota. Teoretick· teplota plameÚa je
teplota vypoËÌtan· a m· najvyööiu hodnotu, pretoûe sa ne-
uvaûuj˙ disociaËnÈ endotermickÈ reakcie6.

V ˝ p o Ë e t v ˝ h r e v n o s t i m e t · n u

Pri v˝poËte vych·dzame zo z·kladnej stechiometrickej
rovnice oxid·cie met·nu:

CH4 + 2 O2 → CO2 + 2 H2O (2)

ätandardn˙ reakËn˙ entalpiu pre uveden˙ reakciu
urËÌme na z·klade Hessovho z·kona, priËom hodnoty zluËo-
vacÌch tepiel s˙ prevzatÈ z cit4,5,9.

= ñQn =

= =

= ñ393 505,2 + 2(ñ242 462,8) ñ (ñ74 809,92) ñ

ñ 2(0) = ñ803 621 J.molñ1 (3)

Teda pri oxid·ciÌ met·nu sa v reakËnej zÛne plameÚa
uvoænÌ 803 621 J z jednÈho mÛlu CH4.

N·vrh laboratÛrnej piecky pre termick˙ anal˝zu

Pri n·vrhu bolo potrebnÈ zabezpeËiù Ëo najhomogÈnnejöie
pole, a preto bolo navrhnutÈ symetrickÈ rozloûenie hor·Ëikov
okolo pracovnÈho priestoru pece. Na obr. 1 je zn·zornen˝
systÈm centr·lneho rozvodu a usporiadania hor·Ëikov.

Pre kontrolu reûimu prietoku boli pouûitÈ prietokomery:
ñ pre met·n ñ rotameter R-01
ñ pre kyslÌk ñ rotameter R-1

Prietok sa riadil pomocou ventilov priamo na zdroji. Prie-
toËnÈ mnoûstv· zemnÈho plynu sa pohybovali od 246 do 4 500
cm3.minñ1 a prietoËnÈ mnoûstvo kyslÌka od 825 do 9 840
cm3.minñ1. Pre meranie teplÙt povrchov v˝muroviek sa pouûÌ-
vali termoËl·nky chromel ñ alumel a pre meranie teploty
odpadn˝ch spalÌn termoËl·nky PtñPt/Rh-10. V˝sledky zapi-
soval lÌniov˝ zapisovaË EZ-9C. SchÈma merania je zobrazen·
na obr. 3.

R˝chlosù pr˙denia zemnÈho plynu sa pohybovala v roz-
medzÌ od 0,68 do 12,5 m.sñ1 a r˝chlosù pr˙denia kyslÌka od
0,32 do 3,8 m.sñ1. V˝kony hor·Ëikov sa menili od 134,76 J.sñ1,
resp. 485,14 kJ.hodñ1 do 2467 J.sñ1, resp. 8880,3 kJ.hodñ1.

Pri realizovanÌ piecky na termick˙ anal˝zu boli kladenÈ
vysokÈ poûiadavky na ûiaruvzdorn˝ materi·l. Bola poûadova-
n· ûiaruvzdornosù okolo 2000 ∞C, odolnosù voËi n·hlym zme-
n·m teploty (r˝chleho n·behu teploty cca 150 ∞C.minñ1, resp.
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rovnako r˝chleho ochladenia), Ëo najniûöia tepeln· vodivosù
a mern· tepeln· kapacita.

Pri navrhovanÌ tvaru bolo potrebnÈ reöpektovaù jednodu-
chosù mont·ûe  keramick˝ch  dielcov  tak, aby bola  moûn·
r˝chla v˝mena sk˙öobnej vzorky resp. v˝mena poökodenej
Ëasti piecky. ZvolenÈ bolo odlievanie dielcov piecky do fo-
riem. Ako materi·l bol pouûit˝ ûiarobetÛn Ti 17, vyr·ban˝ na
b·ze guliËkovÈho korundu a vysokohlinitÈho cementu. SchÈ-
ma laboratÛrnej piecky je zobrazen· na obr. 2.

T e p e l n · p r · c a l a b o r a t Û r n e j p i e c k y

Experimenty boli zameranÈ na urËenie teploty v pracov-
nom priestore piecky v z·vislosti od prÌkonu2. S˙beûne sa
vyhodnocovala doba n·behu teploty v pracovnom priestore
piecky, spotreba zemnÈho plynu a kyslÌka pri konötantnom
prÌkone z 20 ∞C aû po stacion·rny stav, teplota spalÌn poËas
n·behu piecky, teplota vonkajöieho povrchu pracovnej a izo-
laËnej v˝murovky. Pod pojmom konötantn˝ prÌkon je potrebnÈ
rozumieù presnÈ d·vkovanie zemnÈho plynu a kyslÌka od po-
Ëiatku ohrevu v Ëase τ = 0 aû po n·beh max. teploty v pra-

covnom priestore piecky, ˙mernej priv·dzanÈmu mnoûstvu
tepla8. Ako vypl˝va z obr. 4, na ktorom s˙ graficky interpre-
tovanÈ nameranÈ v˝sledky z experimentov, je moûnÈ predpo-
kladaù line·rnu z·vislosù doby n·behu teploty na prÌkone. Pre
tento ˙Ëel bola navrhnut· funkcia1,3

t(τ) = (l ñ eñbτ) (4)

kde: je limituj˙ca teplota (koneËn· teplota ñ stacion·rny
stav), b ñ konötanta, vypoËÌtan· pomocou regresnej anal˝zy.

Aby bolo moûnÈ vypoËÌtaù konötantu b, upravÌ sa t·to
rovnica na tvar:

Y = ln = ñb.τ (5)

Konötanta b je ˙mern· prÌkonu P a keÔûe b = k0.P je moûnÈ
predch·dzaj˙cu rovnicu napÌsaù v tvare:

Y = ln = ñk0P.τ (6)

Pomocou tejto rovnice a konötanty k0 je moûnÈ vypo-
ËÌtaù dobu n·behu teploty pri æubovolnom zvolenom prÌko-
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Obr. 1. Hor·kov˝ systÈm pece; 1 ñ keram. r˙rka (Al2O3) pre prÌvod
O2, 2 ñ keram. bikapil·ra (Al2O3) pre prÌvod CH4, 3 ñ gumenÈ tesnenie,
4 ñ kyslÌkov· komora, 5 ñ plynov· komora, 6 ñ prÌvod kyslÌka, 7 ñ
prÌvod plynu
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Obr. 2. SchÈma laboratÛrnej pece; 1 ñ vzorka, 2 ñ keramick˝ tÈglik,
3 ñ bikapil·ra s termoËl·nkom, 4 ñ retorta, 5 ñ kovov· kapil·ra, 6 ñ
tepeln· izol·cia, 7 ñ tepeln· izol·cia, 8 ñ hor·k, 9 ñ podloûka, 10 ñ
gumenÈ tesnenie, 11 ñ objÌmka, 12 ñ drûiak
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ne. Toto tvrdenie vöak platÌ len pre testovan˙ laboratÛrnu
piecku1.

Diskusia v˝sledkov

V˝sledky stechiometrickÈho spaæovania sa opierali o z·-
kladn˙ rovnicu (2).

Pre popis dejov prebiehaj˙cich pri spaæovanÌ met·nu v ky-
slÌku bol pouûit˝ termodynamick˝ prÌstup. Z·kladnÈ termody-
namickÈ hodnoty pre O2, H2, CO2, CO, CH4, H2O(g), C uve-
denÈ v cit.4,5 maj˙ platnosù do 3000 K. Pre niektorÈ disociaËnÈ
reakcie vöak bolo potrebnÈ uvaûovaù pri v˝poËtoch rovnov·û-
nych konöt·nt teploty aû 5000 K.

Z·kladnÈ termodynamickÈ hodnoty pre uvaûovanÈ reakcie
pri spaæovanÌ met·nu v kyslÌku sa opieraj˙ o tabel·rne hod-
noty.

StupeÚ premeny met·nu pri jeho stechiometrickom spaæo-
vanÌ v kyslÌku je prakticky stopercentn˝, pri teplote 5000 K

= 0,9987, a preto pri ÔalöÌch v˝poËtoch bola uvaûovan·
iba priama reakcia a sp‰tn· bola pri v˝poËtoch zanedban·.

ätandardn· reakËn· entalpia reakcie spaæovania met·nu
s kyslÌkom m· hodnotu = ñ 803 621 J.

Pre t˙to v˝hrevnosù bola vypoËÌtan· teoretick· teplota
plameÚa stechiometrickÈho spaæovania met·nu s kyslÌkom bez
disoci·cie Tad = 4751 K. Je to teplota, ktor˙ by dosiahli pro-
dukty predch·dzaj˙cej reakcie, pri priv·dzanÌ reaktantov adia-
batickÈho spaæovania do procesu o teplote 298,15 K.

V˝poËet teoretickej teploty stechiometrickÈho spaæovania
s disoci·ciou, mÙûe byù uskutoËÚovan˝ dvoma spÙsobmi.
1. Tak, ûe teoreticky nech·me sp·liù met·n na zloûky CO2

a 2 H2O (exotermick· reakcia), ktorÈ dosiahn˙ teplotu Tad
= 4751 K. Z tejto teploty je veden· adiabata produktov
disoci·cie CO2 a 2 H2O na CO, H2 a O2 (cit.1). PrieseËnica
adiabaty s rovnov·ûnou krivkou disoci·cie, ud·va teore-
tick˙ teplotu spaæovania met·nu v kyslÌku disoci·ciou
Tadis= 3300 K.

2. Podæa druhÈho spÙsobu nech·me met·n sp·liù nedokonale
na zloûky CO, H2, O2 tak, ako je to vyjadrenÈ reakËn˝m
cyklom, teda tak˙ ist˙ teplotu Tad = 4751 K dostaneme, ak
by sa uvaûovala reakcia:

CO + 2 H2 + 1,5 O2 → 2 H2O + CO2 (7)

ktorej reaktanty by mali tepeln˝ obsah 35 731,5 J, Ëo znamen·
potrebu ohriaù ich na teplotu 541,6 K. Rovnov·ûna krivka tejto
reakcie s adiabatou d·va tak˙ ist˙ teplotu ako prv˝ spÙsob, tj.
Tadis = 3300 K.

Pre pyrometrick˙ ˙Ëinnosù podæa v˝poËtu teoretick˝ch
teplÙt platia vzùahy:

η = (8)

η = (9)
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Obr. 3. SchÈma zapojenia termoËl·nkov umiestnen˝ch na laboratÛrnej piecke; 1 ñ zdroj kyslÌka, 2 ñ zdroj zemnÈho plynu, 3 ñ meranie
prietoku kyslÌka, 4 ñ meranie prietoku zemnÈho plynu, 5 ñ centr·lny rozvod mÈdiÌ, 6 ñ pracovn˝ priestor pece, 7 ñ spaæovacia komora, 8 ñ
zapisovaË teploty v pracovnom priestore pece termoËl·nkov PtñPt/Rh-10, 9 ñ zapisovaË teploty vonkajöieho povrchu pracovnej v˝murovky ñ
termoËl·nkov Ch-A, 10 ñ zapisovaË teploty vonkajöieho povrchu trvalej v˝murovky ñ termoËl·nkov Ch-A, 11 ñ zapisovaË teploty odch·dzaj˙cich
spalÌn zo spaæovacej komory termoËl·nkov PtñPt/Rh-10

Obr. 4. N·beh teploty v z·vislosti od Ëasu a prÌkonu; jednotlivÈ
krivky (od spodnej po horn˙) sa lÌöia st˙paj˙cim prÌkonom
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Pyrometrick· ˙Ëinnosù spaæovania met·nu v kyslÌku bez
disoci·cie a s disoci·ciou bude

η = = 0,7 (10)

V experiment·lnej Ëasti bola navrhnut· laboratÛrna piecka
zrealizovan· a boli na nej vykonanÈ mnohÈ merania. Piecka
m· sl˙ûiù pre ˙Ëely termickej anal˝zy. Ako najvhodnejöia
ûiaruvzdorn· hmota sa pri experiment·lnych meraniach uk·-
zala hmota v zloûenÌ:
ñ guækov˝ korund,
ñ vysokohlinit˝ cement,
ñ jemnomlet˝ Al2O3.

Pri objemovom prietoku 3084 cm3.minñ1 zemnÈho plynu
a 6550 cm3.minñ1 kyslÌka, bola v stacion·rnom stave dosaho-
van· teplota cca 1800 K. Stacion·rny reûim bol pre uv·dzanÈ
prÌkony dosahovan˝ cca v 40. min˙te1.

Z·ver

Neust·le zvyöovanie ceny fosÌlnych palÌv, vr·tane zemnÈ-
ho plynu, ktorÈ s˙visÌ s ich postupn˝m ub˙danÌm, zvyöuje tlak
na efektÌvnejöie vyuûÌvanie t˝chto palÌv. Potreba dosahovania
vysok˝ch teplÙt pre rÙzne ˙Ëely (laboratÛria, v˝skumnÈ pra-
covisk·, vysokÈ ökoly a pod.), rovnako pÙsobÌ na skutoË-
nosù jednoduchÈho naplnenia tejto potreby. Pritom spaæovanie
zemnÈho plynu v Ëistom kyslÌku toto æahko umoûÚuje7,8.

Neopomenuteæn· je tieû cena prÌstrojov pre termick˙ ana-
l˝zu, ktorej z·kladnou Ëasùou je pr·ve laboratÛrna piecka.
Tieto zariadenia okrem cenovej n·roËnosti vyûaduj˙ aj odbor-
ne zaökolen˝ person·l. Podæa n·vrhu1, tieto aspekty odpad·-
vaj˙.

V Ôalöom je potrebnÈ spomen˙ù v˝hody vypl˝vaj˙ce zo
spaæovania zemnÈho plynu v kyslÌku, konkrÈtne:
ñ mal˝ objem spalÌn,
ñ nehluËnosù,
ñ nepoûaduje sa predohrev plynov,
ñ vysok· r˝chlosù spaæovania,
ñ jednoduch· regul·cia r˝chlosti ohrevu,
z Ëoho vypl˝vaj˙ i malÈ rozmery navrhovan˝ch piecok.
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The contribution presents a home-made relatively simple
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Natural gas is used as a fuel and oxygen as on oxidation agent.

T

T

adis

ad

= 3300

4751

Chem. Listy 95, 374 ñ 377 (2001) LaboratornÌ p¯Ìstroje a postupy

377



DATAB¡ZE PMMA-2DPAGE ñ NOV› »LEN
RODINY FEDERALIZOVAN›CH DATAB¡ZÕ
DVOUROZMÃRN… GELOV… ELEKTROFOR…ZY

JIÿÕ KNÕéEKa, JIÿÕ STULÕKa, LENKA
HRDLI»KOV¡b, IVANA KOM¡RKOV¡b

a ALEä MACELAa

a⁄stav radiobiologie a imunologie, e-mail: knizek@pmfhk.cz,
jstulik@pmfhk.cz, b⁄stav informacÌ, Vojensk· lÈka¯sk· aka-
demie Jana Evangelisty PurkynÏ, T¯ebeösk· 1575, 500 01
Hradec Kr·lovÈ

Doölo dne 21.IX.2000

KlÌËov· slova: dvourozmÏrn· polyakrylamidov· gelov· elek-
troforÈza, proteinov· datab·ze, proteom, federalizovan· dat-
ab·ze, kolorekt·lnÌ karcinom

⁄vod

Proteom je rychle se rozvÌjejÌcÌ oblast v˝zkumu zamÏ¯en·
na kvantitativnÌ a kvalitativnÌ anal˝zu proteinovÈ exprese.
P¯edpokl·d· se, ûe tato technologie p¯inese novÈ v˝sledky, kterÈ
nemohou b˝t zÌsk·ny nap¯. sekvenov·nÌm DNK, tj. anal˝zou
genomu. Proteom by mÏl poskytovat kompletnÏ novÈ infor-
mace t˝kajÌcÌ se funkËnÌch molekul-protein˘ se zamÏ¯enÌm na
jejich bunÏËn˝ metabolismus, vËetnÏ anal˝zy post-translaË-
nÌch modifikacÌ, subcelul·rnÌ lokalizaci, funkËnÌ aspekty a fy-
zik·lnÌ interakce protein˘ s dalöÌmi bunÏËn˝mi sloûkami3.

SouËasnÈ rozöÌ¯enÌ proteomovÈ technologie odr·ûÌ velk˝
pokrok dosaûen˝ ve t¯ech z·kladnÌch proteomov˝ch postu-
pech zahrnujÌcÌch dvourozmÏrnougelovouelektroforÈzu(2-DE),
hmotnostnÌ spektrometrii a poËÌtaËovou anal˝zu obrazu vËet-
nÏ konstrukce 2-DE datab·ze. Tento metodologick˝ zlom vyvo-
lal pot¯ebu porovn·vat a vymÏÚovat data navz·jem mezi jed-
notliv˝mi laborato¯emi. Za tÌmto ˙Ëelem byla navrûena pra-
vidla pro v˝stavbu federalizovanÈ 2-DE datab·ze1. V souËasnÈ
dobÏ je z domovsk˝ch str·nek WORLD-2DPAGE datab·ze
dostupn˝ch vÌce neû t¯icet plnÏ nebo Ë·steËnÏ federalizova-
n˝ch 2-DE datab·zÌ. Ned·vno byl vyvinut nov˝ software pro
v˝stavbu 2-DE datab·ze na libovolnÈm vlastnÌm WebovÈm
serveru2. My jsme pouûili tento software pro konstrukci naöÌ
vlastnÌ plnÏ federalizovanÈ 2-DE datab·ze protein˘ extrahova-
n˝ch z lidskÈho kolorekt·lnÌho karcinomu (PMMA-2DPAGE).

Tato publikace popisuje z·kladnÌ vlastnosti tÈto datab·ze,
kter· m˘ûe b˝t tÈû vyuûÌv·na dalöÌmi uûivateli pro prezentaci
jejich 2-DE dat zÌskan˝ch proteomovou anal˝zou mnoha r˘z-
n˝ch organism˘.

Experiment·lnÌ Ë·st

P ¯ Ì p r a v a v z o r k ˘ , 2 - D E e l e k t r o f o r È z a
a h m o t o v · s p e k t r o m e t r i e

KompletnÌ postupy popisujÌcÌ p¯Ìpravu vzork˘, 2-DE a iden-
tifikace protein˘ byly pops·ny jinde5. Kr·tce jednotlivÈ p·ry

kolorekt·lnÌho karcinomu a norm·lnÌ sliznice tlustÈho st¯eva
byly bÏhem 30 min po chirurgickÈ resekci extrahov·ny v ly-
zovacÌm vzorkovÈm pufru pro izoelektrickou fokusaci. V prv-
nÌm smÏru dvourozmÏrnÈ gelovÈ elektroforÈzy byla prov·dÏ-
na izoelektrick· fokusace na sigmoid·lnÌch pH 3ñ10 gradien-
tech. V druhÈm smÏru jsme pouûili buÔ gradientnÌ 9ñ16 %
polyakrylamidovou elektroforÈzu v p¯Ìtomnosti dodecylsulf·-
tu sodnÈho (SDS-PAGE) nebo 16,5 % T, 6 % C tricinovou-SDS-
-PAGE pro separaci nÌzkomolekul·rnÌch protein˘. Po elektro-
forÈze byly proteiny obarveny koloidnÌm roztokem st¯Ìbra
a pak byly denzitometricky promÏ¯eny pomocÌ laserovÈho
denzitometru (4000◊5000 pixel, 12 bit/pixel; Molecular Dyna-
mics, Palo Alto, USA), jenû byl propojen po sÌti se SunSparc
s-s20 pracovnÌ stanicÌ (Sun Microsystems Inc., Mountain View,
USA). PoËÌtaËov· 2-DE anal˝za obrazu byla provedena pouûi-
tÌm programu Melanie, verze 2.2 (Bio-Rad, Richmond, USA)13.
Pro identifikaci protein˘ byly p¯ipraveny 2-DE mikroprepa-
rativnÌ gely, na kterÈ bylo naneseno 500 µg protein˘. Sepa-
rovanÈ proteiny byly buÔto p¯Ìmo vy¯Ìznuty z gel˘ nebo by-
ly elektroforeticky p¯eneseny na nitrocelulosovou membr·nu
a obarveny amidoËernÌ. VybranÈ proteinovÈ skvrny byly vy-
¯Ìznuty z gelu, trypsinem degradov·ny na peptidy a vznikl·
peptidick· smÏs byla smÌch·na s 2-(4-hydrohybenzyliden)-2-
-kyanooctovou kyselinou a promÏ¯ena hmotnostnÌm spektro-
metrem Voyager DE PRO Ñreflectron time of flight instrument
with delayed extractionì (PerSeptive, Framingham, MA, USA).
V p¯ÌpadÏ nejednoznaËnÈ proteinovÈ identifikace, peptidickÈ
sekvence, zÌskanÈ na za¯ÌzenÌ Micromass Q-Tof Ñhybrid qua-
drupole orthogonal acceleration tandem mass spectrometer
fitted with Z-spray nanoflow electrospray ion sourceì (Micro-
mass, Manchester, UK), byly pouûity pro datab·zovÈ vy-
hled·v·nÌ.

K o n s t r u k c e d a t a b · z e

Datab·ze byla zkonstruov·na vyuûitÌm softwaru Make2ddb
napsanÈho  v jazyce Perl2. Tento program je dostupn˝  na
internetu6 a musÌ b˝t nainstalov·n na skriptech WWW serveru
Apache 1.27 (serverov˝ software m˘ûe b˝t zÌsk·n z interne-
tu7); pracuje na pracovnÌ stanici Sun pod operaËnÌm systÈmem
Unix. Soubory 2-DE obraz˘ byly vytvo¯eny promÏ¯enÌm gel˘
obarven˝ch st¯Ìbrem denzitometrem s vysok˝m rozliöenÌm.
Takto p¯ipravenÈ 2-DE obrazy byly zpracov·ny softwarem
Melanie 2-DPAGE13 za ˙Ëelem zÌsk·nÌ 2-DE map, na kter˝ch
byly detegov·ny a oznaËeny proteinovÈ skvrny. 2-DE obrazy
v ÑMelanie-form·tuì byly konvertov·ny na soubory GIF za
˙Ëelem vytvo¯enÌ obraz˘, kterÈ umoûÚujÌ uûivatelsk˝ dotaz
jednoduöe kliknutÌm na proteinovou skvrnu. VstupnÌ str·nka
a nÏkterÈ dalöÌ n·vötÏvnÌ str·nky proteinovÈ datab·ze PMMA-
-2DPAGE8 byly naprogramov·ny v jazyce HTML4,9.

V˝sledky a diskuse

Zkonstruovali jsme WWW datab·zi, s n·zvem PMMA-
-2DPAGE, za ˙Ëelem prezentace naöich v˝sledk˘ zÌskan˝ch
z proteomovÈ studie zamÏ¯enÈ na etiopatogenezi tumoru tlustÈ-
ho st¯eva. Tato datab·ze byla vytvo¯ena za vyuûitÌ Make2ddb
softwaru vyvinutÈho v éenevÏ, jenû splÚuje vöechna kriteria
poûadovan· pro plnÏ federalizovanÈ 2-DE datab·ze. VlastnÌ
vstup do datab·ze10 je zobrazen na obr. 1. PMMA-2DPAGE
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Obr. 1.

c

PROTEOME CENTER - Proteome Center for the Study of Intracellular Parasitism
of Bacteria

This database was constructed and maintained by Jiri Knizek and Jiri Stulik, Lenka Hrdlickova and
Ivana Komarkova using the Make2ddb package from the WORLD-2DPAGE of the ExPASy web sever.

Obr. 2a Obr. 2b
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v souËasnÈ dobÏ obsahuje dvÏ odliönÈ 2-DE mapy lidskÈho
n·doru tlustÈho st¯eva. PrvnÌ zmÌnÏn· 2-DE mapa (s n·zvem
TRICINE_PAGE, obr. 2a) zahrnuje asi 2000 protein˘ s mo-
lekul·rnÌmi hmotnostmi v rozpÏtÌ od 8 do 70 kDa. Druh·
zmÌnÏn· 2-DE mapa (s n·zvem GRADIENT_PAGE, obr. 2b)
obsahuje p¯ibliûnÏ 2500 protein˘, jejichû molekul·rnÌ hmot-
nosti se nach·zejÌ v rozpÏtÌ od 14 do 200 kDa. Vöechny
identifikovanÈ proteiny jsou (ËervenÏ) zv˝raznÏny a kliknutÌm
na jednotlivÈ skvrny je vûdy vyvol·n z datab·ze uloûen˝ text
s detailnÌm popisem p¯ÌsluönÈho proteinu. K zÌsk·nÌ poûado-
van˝ch informacÌ o proteinech, tzv. datab·zovÈ vstupy, mo-
hou b˝t aplikov·ny r˘znÈ p¯Ìstupy p·tr·nÌ (obr. 1). Kaûd˝
vstup pak poskytuje z·kladnÌ informaci o proteinu jako protei-
nov˝ identifikaËnÌ kÛd, p¯ÌstupovÈ ËÌslo, n·zev proteinu, spe-
cifikaci organismu, kter˝ byl zdrojem proteinu, liter·rnÌ cita-
ce, funkËnÌ a strukturnÌ data, postup pouûit˝ k identifikaci
proteinu a d·le tÈû k¯ÌûovÈ odkazy (hypertexty) na jinÈ data-
b·ze. Podrobnosti je moûnÈ nalÈzt v manu·lu ÑSWISS-2DPAGE

USER MANUALì na internetu11. Naöe datab·ze v souËasnÈ
dobÏ obsahuje 20 r˘zn˝ch vstup˘; jejich seznam je uveden na
obr. 3. VstupovÈ n·zvy protein˘ a jejich p¯Ìstupov· ËÌsla ko-
respondujÌ se vstupov˝mi n·zvy a p¯Ìstupov˝mi ËÌsly tÏchto
protein˘ v proteinov˝ch datab·zÌch SWISS-PROT nebo
NCBI za ˙Ëelem usnadnÏnÌ vz·jemnÈ komunikace. Vöechny
informace uloûenÈ v PMMA-2DPAGE, tj. zmÌnÏnÈ 2-DE
mapy a proteinovÈ vstupy, mohou b˝t snadno aktualizov·ny
a rozöi¯ov·ny.

OhromujÌcÌ mnoûstvÌ informacÌ zÌskan˝ch p¯i sekvenov·-
nÌ kompletnÌch genom˘ a pokrok v proteinovÈ separaci a ana-
l˝ze tvo¯Ì z·klad souËasnÈ expanze proteomovÈho v˝zkumu.
EfektivnÌ vyuûÌv·nÌ nahromadÏn˝ch dat nutnÏ vede ke kon-
strukci 2-DE datab·zÌ, coû umoûÚuje rozöi¯ov·nÌ informacÌ
mezi vÏdeck˝mi skupinami. PMMA-2DPAGE datab·ze je
prvnÌ Ëeskou 2-DE datab·zÌ, kter· byla zaËlenÏna do seznamu
federalizovan˝ch 2-DE datab·zÌ p¯Ìstupn˝ch na internetu12.
Datab·ze PMMA-2DPAGE je otev¯ena pro dalöÌ ËeskÈ vÏdce

Obr. 3.
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zab˝vajÌcÌ se proteomov˝m v˝zkumem za ˙Ëelem konfronta-
ce a v˝mÏny jejich 2-DE dat s jin˝mi laborato¯emi.

Z·vÏr

Proteomov· anal˝za je relativnÏ novou technologiÌ posky-
tujÌci informace o kvantitativnÌch zmÏn·ch v proteinovÈ ex-
presi za p¯esnÏ definovan˝ch podmÌnek. Tato technologie by
mÏla doplÚovat data zÌskan· sekvenov·nÌm DNK a mÏla by
nabÌzet novÈ cÌle pro biologickÈ a medicÌnskÈ studie. PodobnÏ
jako sekvenov·nÌ DNK p¯edstavuje nynÌ proteomov· anal˝za
vysoce efektivnÌ technologii produkujÌcÌ obrovsk· mnoûstvÌ
dat, kter· je t¯eba vz·jemnÏ vymÏÚovat. Za tÌmto ˙Ëelem jsou
konstruov·ny vz·jemnÏ propojenÈ rozs·hlÈ datab·ze protein˘
separovan˝ch pomocÌ dvourozmÏrnÈ gelovÈ elektroforÈzy.
Tato zpr·va popisuje vznik prvnÌ ËeskÈ datab·ze tohoto druhu;
jenû m˘ûe b˝t vyuûÌv·na Ëeskou vÏdeckou komunitou pro
zve¯ejÚov·nÌ v˝sledk˘ z proteomov˝ch studiÌ.

Studie byla subvencov·na z grantu Ë. 310/00/1373 Gran-
tovÈ agentury »eskÈ republiky.
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Proteome analysis is a relatively new technology provi-
ding information about the quantitative changes in protein
expression under precisely defined conditions. This procedure
should complete data obtained by DNA sequencing and should
offer new objectives for biological and medical studies. Li-
kewise DNA sequencing, proteome study is a high through-
put technology producing huge amounts of data that need to
be exchanged. For this purpose, large networked databases of
proteins separated by two-dimensional gel electrophoresis are
constructed. This paper describes the formation of the first
Czech database of this kind which can be used by the Czech
scientific community for publishing the results of proteome
studies.
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RECENZE

J . M l e z i v a , J . ä Ú u p · r e k :
Polymery ñ struktura, vlastnosti a pouûitÌ
Sobot·les, Praha 2000. Stran 537, tabulek 107, obr·zk˘ 64,
ISBN 80-85920-72-7.

Kniha je  druh˝m, p¯epracovan˝m vyd·nÌm  osvÏdËenÈ
monografie prof. Ing. Dr. Josefa Mlezivy, DrSc., kter˝ jiû, ûel,
nenÌ mezi n·mi. PrvÈ vyd·nÌ (z roku 1993) aktualizoval ne-
mÈnÏ zn·m˝ odbornÌk prof. Ing. JaromÌr äÚup·rek, DrSc.,
kter˝ se takÈ po prof. Mlezivovi stal vedoucÌm ⁄stavu poly-
mernÌch materi·l˘ na FakultÏ chemicko-technologickÈ Uni-
verzity Pardubice.

V p¯epracovanÈm vyd·nÌ se prof. äÚup·rkovi poda¯ilo to,
co m·lokterÈmu autorovi, totiû rozöÌ¯it informaËnÌ hodnotu
dÌla p¯i prakticky zachovanÈm str·nkovÈm rozsahu (1. vyd·nÌ
ËÌtalo 525 stran). Poda¯ilo se mu takÈ aktualizovat monografii
p¯i zachov·nÌ jejÌ p˘vodnÌ osnovy, rozËlenÏnÈ do 25 kapitol.

Po struËnÈm, ale v˝stiûnÈm ˙vodu, koncipovanÈm jakoprvnÌ
kapitola, n·sleduje tolik pot¯ebn˝, byù Ëasto opomÌjen˝ se-
znam symbol˘ a stejnÏ d˘leûit˝ seznam zkratek v˝znamn˝ch
polymer˘. N·sledujÌcÌch 21 kapitol p¯edstavuje encyklope-
dickÈ pojedn·nÌ o polyolefinech, polydienech, styrenov˝ch
plastech (s ne zcela spr·vn˝m p˘vodnÌm oznaËenÌm ÑPolysty-
renovÈ plastyì), polyhalogenolefinech, polyvinylesterech a od-
vozen˝ch polymerech, polyvinyletherech (asi by bylo öùast-
nÏjöÌ odklonit se nepatrnÏ od p˘vodnÌho ËlenÏnÌ a vÏnovat
jednu kapitolu vinylov˝m polymer˘m a dalöÌ fluoroplast˘m
a fluoroelastomer˘m), polymerech kyseliny akrylovÈ a meth-
akrylovÈ a jejich  deriv·tech, polyetherech  (moûn·, ûe p¯i
p¯epracov·v·nÌ dÌla by bylo b˝valo vhodnÏjöÌ zahrnout do tÈto
kapitoly i malou, pouze dvoustr·nkovou kapitolku o polyvi-
nyletherech, zvl·ötÏ kdyû vinylovÈ polymery nejsou uvedeny
v samostatnÈ kapitole), polyacetalech (kde je ovöem uveden
pouze polyoxymethylen, coû je ale vlastnÏ polyether), poly-
esterech, polyamidech, polyimidech a polyimidazolech, poly-
sulfidech a polysulfonech, fenoplastech, aminoplastech, fura-
nov˝ch prysky¯icÌch, silikonech, epoxidov˝ch prysky¯icÌch,
polyurethanech, celulose a jejich deriv·tech, mÏniËÌch iont˘
(tÏm by vöak asi lÈpe sluöelo za¯azenÌ do kapitoly 24, nazvanÈ
ÑP¯ehled zpracov·nÌ a pouûitÌ polymer˘ì, kterou vtipnÏ p¯ed-
ch·zÌ kapitola vÏnovan· struktu¯e a vlastnostem polymer˘).

Velmi oceÚuji kapitolu 25. obsahujÌcÌ rozs·hlÈ srovn·vacÌ
tabulky v˝znamn˝ch vlastnostÌ polymer˘, vËetnÏ vlastnostÌ
tepeln˝ch, a seznam pouûitÈ vöeobecnÈ a doporuËenÈ literatu-
ry, ËÌtajÌcÌ 20 pramen˘ monografickÈho charakteru a citujÌcÌ
rovnÏû materi·ly EvropskÈ hospod·¯skÈ komise OSN a Statis-
tickou roËenku »R. Seznamy speci·lnÌch citovan˝ch liter·r-
nÌch pramen˘ jsou uv·dÏny vûdy hned za p¯Ìsluönou kapito-
lou, coû p¯i celkem 578 citacÌch usnadnÌ Ëten·¯i orientaci.

NemÈnÏ oceÚuji podkapitolu 24.7. o recyklaci polymer˘,
kter· v prvnÌm vyd·nÌ v˘bec nebyla obsaûena. Za n·mÏt
k zamyölenÌ povaûuji klasifikaci recyklace na prim·rnÌ (zpra-
cov·nÌ ËistÈho, nekontaminovanÈho odpadu jedinÈho typu
polymeru), sekund·rnÌ (zpracov·nÌ smÏsnÈho polymernÌho
odpadu), terci·rnÌ (tj. Ñchemickouì a Ñtermickouì, kter· je
ovöem vlastnÏ takÈ chemickou) a kvarternÌ (spalovanÌ odpadu).

Publikace, kterou v jejÌm z·vÏru doplÚuje peËlivÏ zpraco-
van˝ devÌtistr·nkov˝ vÏcn˝ rejst¯Ìk, m˘ûe poslouûit jak pra-
covnÌk˘m vöech pr˘myslov˝ch a dalöÌch odvÏtvÌ spojen˝ch
s v˝robou, zpracov·nÌm a pouûÌv·nÌm polymer˘, tak studen-
t˘m st¯ednÌch a vysok˝ch ökol, zejmÈna v oborech zab˝vajÌ-
cÌch se chemiÌ, technologiÌ a aplikacemi polymer˘, ale i zvÌ-
davÈ laickÈ ve¯ejnosti vËetnÏ frekventant˘ a absolvent˘ kurs˘
celoûivotnÌho vzdÏl·v·nÌ a univerzit t¯etÌho vÏku. Vöem ji
v¯ele doporuËuji.

Vratislav Duch·Ëek

H . » t r n · c t o v · , J . H a l b y c h ,
J . H u d e Ë e k , J . ä Ì m o v · :
ChemickÈ pokusy pro ökolu a z·jmovou Ëinnost
Prospektrum, Praha 2000. Stran 295, 100 obr·zk˘, 18 tabulek,
ISBN 80-7175-057-3.

Tato encyklopedie chemick˝ch pokus˘ pat¯Ì bezesporu
k nejuûiteËnÏjöÌm publikacÌm pro uËitele chemie za nÏkolik
minul˝ch desetiletÌ. Je v˝bornÏ vyuûiteln· nejen na z·kladnÌ
a st¯ednÌ ökole, ale i na vöech fakult·ch p¯ipravujÌcÌch uËitele.
Budou z nÌ urËitÏ Ëerpat i û·ci a studenti p¯ÌrodovÏdn˝ch
krouûk˘ r˘zn˝ch z·jmov˝ch sdruûenÌ. V textu je za¯azeno 365
pokus˘ k 240 tÈmat˘m. Kaûd˝ experiment obsahuje vedle
obvyklÈho, jako jsou pom˘cky, chemik·lie a postup pr·ce,
i princip a pozn·mky vËetnÏ chemick˝ch rovnic a v˝poËt˘.
SouË·stÌ n·vod˘ jsou i piktogramy zn·zorÚujÌcÌ Ëas, pot¯ebn˝
pro provedenÌ pokusu, organizaËnÌ za¯azenÌ pokusu ve v˝uce,
pouûitÌdigesto¯e a pr·ce s nebezpeËn˝michemik·liemi.Vöech-
ny uËitele bude urËitÏ takÈ zajÌmat velmi diskutovan˝ z·kon
o chemick˝ch l·tk·ch a p¯ÌpravcÌch v aplikaci na ökolnÌ praxi,
kterÈmu je zde vÏnov·na cel· kapitola. Praktick˝m v˝stupem
je oznaËenÌ chemik·liÌ, vedle obr·zk˘, jeötÏ pÌsmenn˝m sym-
bolem. V prvnÌ kapitole je vybavenÌ a pr·ce ve ökolnÌ chemic-
kÈ laborato¯i s popisem z·kladnÌho skla a pom˘cek, skladov·-
nÌ a pouûÌv·nÌ chemik·liÌ, jed˘ a ökodliv˝ch l·tek. P¯ehlednÏ
jsou uvedeny z·sady bezpeËnÈ pr·ce v chemickÈ laborato¯i,
prvnÌ pomoc a z·kladnÌ pr·ce spolu s n·kresem aparatur.
V dalöÌch kapitol·ch jsou pops·ny zn·mÈ i mÈnÏ zn·mÈ po-
kusy z chemie obecnÈ, anorganickÈ, organickÈ a biochemie.
Didakticky cennÈ jsou kvalitativnÌ a kvantitativnÌ varianty
pokus˘. V z·vÏru knihy je p¯ehled p¯Ìpravy Ëinidel a indik·-
tor˘, p¯ehled nebezpeËn˝ch chemik·liÌ vËetnÏ jejich oznaËenÌ
pomocÌ rizikov˝ch vÏt a bezpeËnostnÌch pokyn˘ a p¯ehled
standardnÌch R a S vÏt, vËetnÏ jejich kombinace. D·le jsou
uvedeny nÏkterÈ chemickÈ v˝poËty pot¯ebnÈ pro experimenty
a tabulky vlastnostÌ prvk˘ a slouËenin. Orientaci v p¯ÌruËce
usnadÚuje seznam pokus˘, obr·zk˘ a tabulek. Bez nads·zky je
moûno konstatovat, ûe publikace obsahuje maximum toho co
lze napsat ke dni vyd·nÌ o ökolnÌch chemick˝ch pokusech
v tradiËnÌm provedenÌ. D· se oËek·vat, ûe toto dÌlo v˝raznÏ
podpo¯Ì z·jem o experiment·lnÌ Ëinnost ve v˝uce chemie.

Petr Koloros
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W . H e r z , H . F a l k , G . W . K i r b y ,
R . E . M o o r e ( E d s . ) :
Fortschritte der Chemie organischer Naturstoffe, Vol. 80
Springer Verlag, Wien 2000. Stran 251; cena 280,ñ DEM.
ISBN 3-211-83428-1

Stalo se pravidlem, ûe publikace, vych·zejÌcÌ v tÈto edici
zaloûenÈ L. Zechmeisterem, jsou z·rukou kvality; stejnÏ je
tomu i v 80. svazku zahrnujÌcÌm dvÏ p¯ehlednÈ pr·ce.

Studie Naturally Occuring Isocyano/Isothiocyanato and
Related Compounds (C. W. J. Chang) pod·v· p¯ehled o v˝-
zkumu uveden˝ch l·tek od doby prvnÌ p¯ehlednÈ pr·ce na toto
tÈma, publikovanÈ v roce 1988. Od konce 80. let se v oblasti
v˝zkumu isokyan/isothiokyanato slouËenin nahromadila ¯ada
nov˝ch poznatk˘, kterÈ autor detailnÏ a velmi p¯ehlednÏ roz-
t¯Ìdil. NÏkterÈ kapitoly (zejmÈna ˙vodnÌ) zpracoval velmi
koncÌznÏ; nap¯. v kapitole o izolaci a identifikaci se jen struËnÏ
vÏnuje sdÏlenÌ o vlivu kyselin a nukleofil˘ na tyto l·tky a jejich
reaktivitu p¯i izolaci. Protoûe se nejedn· o bÏûnÈ slouËeniny,
¯ada z·jemc˘ by jistÏ pro svoji pr·ci uvÌtala konkrÈtnÌ p¯Ìkla-
dy. PÏknÏ a pouËnÏ je zpracov·na ˙vodnÌ kapitola se zmÌnkou
o isothiokyan·tech Ëeledi Brassicaceae a navazujÌcÌch struk-
tur·ch s uvedenÌm p¯ehled˘, kterÈ se k tÏmto l·tk·m vztahujÌ
(a kterÈ jsou zajÌmavÈ z hlediska prevence zhoubn˝ch no-
votvar˘).

Klasifikace jednotliv˝ch skupin slouËenin se pohybuje ve
dvou liniÌch ñ autor dÏlÌ l·tky na dvÏ skupiny: z organism˘
mo¯sk˝ch a terestrick˝ch. V p¯ÌpadÏ sinic popisuje monoter-
penickÈ indolovÈ alkaloidy, (resp. C21 slouËeniny, oxindoly
a modifikovanÈ kyslÌkatÈ C21 indoly, C26 indolovÈ alkaloidy)
a reaktivitu a syntetickÈ reakce hapalindol˘ pa¯ÌcÌch do C21
slouËenin. Z oblasti mo¯sk˝ch hub se zab˝v· diterpeny (acy-
klick˝mi slouËeninami, kalihinany, amfilektany), seskviterpe-
ny (8 strukturnÌch typ˘) a pomÏrnÏ neobvykl˝mi l·tkami
mo¯sk˝ch organism˘ (dichloridy terpenick˝ch karbonimid˘,
isothiokyanato/thiokyanato-norterpenoidy a nitrily mo¯sk˝ch
hub). SlouËeniny izolovanÈ z terestrick˝ch zdroj˘ nejsou tak
ËetnÈ jako l·tky p¯edchozÌch typ˘; v tÈto kapitole jsou enume-
rov·ny isonitrily ÑniûöÌch organism˘ì. Protoûe se jedn· hlavnÏ
o produkty mikromycet rod˘ Aspergillus a Penicillium, je
takovÈ oznaËenÌ pomÏrnÏ kuriÛznÌ: ve fylogenetickÈm kmeni
organism˘ to neb˝v· obvyklÈ. PonÏvadû vöak jde o r˘znÈ
taxony, lze autorovo oznaËenÌ ch·pat jako zast¯eöujÌcÌ z·stup-
n˝ v˝raz. Zvl·ötnÌ kapitola je vÏnov·na biogenezi a biosynte-
tick˝m cest·m vöech t¯Ìd l·tek, o kter˝ch je v pr·ci pojedn·no.
Pr·ce je zakonËena diskusÌ a doplÚkem novÏ izolovan˝ch
slouËenin.

»ten·¯i se dost·v· do rukou excelentnÌ studie, psan· velmi
st¯Ìzliv˝m, nekomplikovan˝m jazykem, svÏdËÌcÌm o rozs·hlÈ
znalosti tÈmatu. Styl jazyka je nÏkdy p¯Ìliö ˙seËn˝, coû je
pochopitelnÈ ñ autorovou ambicÌ bylo zpracovat velkÈ mnoû-
stvÌ materi·lu srozumitelnou a logickou formou, kterÈ pod¯Ìdil
styl. Grafick· str·nka tohoto p¯ehledu je skvÏle provedena.

Jedn· se o klÌËovou publikaci na toto tÈma v souËasnÈ dobÏ.
P¯in·öÌ zajÌmavÈ poznatky o l·tk·ch ne zcela obvykl˝ch, a to
i z hlediska praktickÈho: konec kaûdÈ kapitoly, popisujÌcÌ jed-
notlivÈ typy l·tek, je Ëasto vÏnov·n biologickÈ aktivitÏ (p¯e-
devöÌm cytotoxickÈ a antifung·lnÌ), coû m˘ûe mÌt v˝znam pro
pracovnÌky v oblasti farmaceutickÈho v˝zkumu, mikrobiolo-
gickÈ biotechnologie a toxikologie.

Druh· studie Sulfur-Containing Amides from Glycosmis
Species (Rutaceae) (O. Hofer, H. Greger) se zab˝v· studiem
obsahov˝ch l·tek druh˘ systematicky jasnÏ definovanÈho ne-
evropskÈho rostlinnÈho rodu Glycosmis z Ëeledi routovit˝ch.
Po ˙vodu zahrnujÌcÌm velestruËnou deskriptivnÌ morfologii
rostlinn˝ch Ë·stÌ a struËnÈ obecnÈ chemotaxonomickÈ aspekty
Ëeledi Rutaceae, popisujÌ auto¯i metody izolace a ¯eöenÌ struk-
tury amid˘ substituovanÈ propenovÈ kyseliny (methylthio-,
methylsulfinyl- a methylsulfonylpropenovÈ) a kyseliny uh-
liËitÈ (methylthiouhliËitÈ). Tato kapitola obsahuje konkrÈtnÌ
˙daje, kterÈ umoûÚujÌ Ëten·¯i udÏlat si z·kladnÌ p¯ehled o cho-
v·nÌ l·tek p¯i izolaci a p¯i spektroskopickÈm hodnocenÌ. StruË-
nÏ je pojedn·no o biosyntÈze amid˘, v öiröÌm mÏ¯Ìtku se auto¯i
vÏnujÌ popisu tot·lnÌch syntÈz tÏchto l·tek. V˝pis jednotliv˝ch
strukturnÌch typ˘ je nutn˝ pro orientaci v kapitole o biologickÈ
aktivitÏ (vych·zejÌcÌ z projektu screeningu biologicky aktiv-
nÌch p¯ÌrodnÌch l·tek z Ëeledi Rutaceae ze SrÌ Lanky). U ¯ady
tÏchto relativnÏ lipofilnÌch l·tek byla zjiötÏna fungitoxicita,
nÏkterÈ jsou toxickÈ v˘Ëi hmyzu (Spodoptera littoralis). äko-
da, ûe nejsou k dispozici ˙daje o toxicitÏ na obratlovcÌch, kterÈ
by poskytly obraz o moûnÈm osudu tÏchto l·tek z hlediska
jejich dalöÌho studia biologickÈ aktivity. V˝znamn˝m p¯Ìno-
sem p¯ehledu je diskusnÌ kapitola o chemotaxonomick˝ch
aspektech substituovan˝ch propenov˝ch kyselin v rodu Gly-
cosmis. Je dalöÌm p¯ÌspÏvkem nejen pro ˙vahu o existenci
chemotyp˘ nÏkter˝ch taxon˘ tohoto rodu, ale takÈ nap¯. pro
hodnocenÌ v˝vojov˝ch vztah˘ urËit˝ch rod˘ ze skupiny Clau-
seneae. V doplÚku p¯in·öÌ pr·ce zmÌnku o sirn˝ch bisamidech
nÏkter˝ch taxon˘ z rodu Aglaia (Meliaceae); auto¯i se tÌmto
typem l·tek zab˝vajÌ a opr·vnÏnÏ pokl·dali za vhodnÈ je
v p¯ehledu uvÈst.

P¯i ËtenÌ tÈto pr·ce p˘sobÌ p¯ÌznivÏ kromÏ jinÈho jejÌ
konkrÈtnost a jasnost. M˘ûe se zd·t, ûe samotnÈ tÈma je
pomÏrnÏ izolovanÈ a ˙zkÈ; pr·ce nenÌ sv˝m rozsahem velk·
(31 stran), p¯ikl·d·m jÌ vöak velk˝ v˝znam. Je totiû dalöÌm
souhrnn˝m p¯ÌspÏvkem k pozn·nÌ biosyntÈzy a metabolismu
de facto kyseliny propionovÈ: metabolickÈ produkty nÏkte-
r˝ch mikromycet a cÈvnat˝ch rostlin obsahujÌcÌ tuto l·tku
substituovanou, jsou  p¯Ìtomny v taxonomicky uzav¯en˝ch
jednotk·ch (nap¯. estery kyseliny 3-nitropropionovÈ v rodu
Coronilla, Lotus, l·tky vych·zejÌcÌ z 3-nitropropanolu v As-
tragalus aj.). Jejich pozn·nÌ m· v˝znam nejenom vÏdeck˝, ale
takÈ velmi praktick˝ z hlediska toxikologie obratlovc˘ a ûivo-
ËiönÈ produkce.

LubomÌr Opletal
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