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Ucast Ceské republiky v 5. ramcovém programu EU

Ceskd republika se od roku 1999 zicastiuje jako tzv.
asociovand zemé mezindrodni spoluprdce ve vyzkumu a vyvoji
prostrednictvim 5. ramcového programu EU (5. RP). Po dvou
letech je ¢as na prvni bilanci a posouzeni lispésnosti nasi zemé
v tomto, co do rozsahu spoluprdce a financniho rozpoctu,
nejvyznamnéjsim evropském kooperacnim vyzkumném pro-
gramu.

Uspésnost zemé v 5. RP Ize posuzovat minimdlné ze dvou
hledisek — podle §ite zapojeni ceskych vyzkumnych tymii do
mezindrodni spoluprdce ve srovndni s ostatnimi zemémi a po-
dle vySe financnich prostredkii, které se podarilo z Bruselu
ziskat na financovdni nasich vyzkumnych projektii. Jak zndmo,
Ceskd republika, stejné jako ostatni zemé, které se 5. RP
ucastni, plati za mozZnost ziicastnit se urcity poplatek, jehoZ
vyse je odvozena od hrubého ndrodniho produktu (zemé s vy-
konnou ekonomikou tedy plativice). Plati zde princip evropské
solidarity a spoluprdce pri financovdni mezindrodnich projek-
tii. Pres tato krdsnd slova a opakované politické deklarace si
kaZdd zemé velmi peclivé hlidd ndvratnost vynaloZenych pro-
stredkii. V kaZdé zemi, a zvldsté v zemich se slabsi ekonomikou
a napjatym rozpoctem, je kaZdd ztrdta citlivou politickou
otdzkou. Nejinak je tomu i v Ceské republice.

Posuzujeme-li dosavadni iicast nasi zemé v 5. RP podle
Sire zapojeni do mezindrodni spoluprdce, miizeme byt spoko-
jeni. Ceskd republika poddvd v pFepoctu na stejné mnoZstvi
obyvatel priblizné stejné (nékdy i vyssi) mnozstvi projektii do
Bruselu k vybérovému rizeni. Nasimi nejcastéjsimi partnery
jsou vyzkumné tymy z Némecka a Velké Britdnie. Nejvice
projektii pak sméruje do tematickych programii ,, Kvalita Zi-
vota*“ (napr. biotechnologie, zemédeélstvi, potraviny, medicina
a cdst Zivotniho prostiedi) a ,, Technologie pro informacni
spolecnost* (napr. multimédia, elektronicky obchod, infor-
macni systémy, vysokorychlostni sité). Potésitelnd je iuicast
nasich malych a strednich podnikii zejména ve specifickych
projektech typu CRAFT, které jsou zaméreny na rychly prevod
vysledkii na trh. V této oblasti md Ceskd republika nejen
relativné, ale i absolutné nejvyssiiicast ze vSech kandiddtskych
zemi a vyrovnd se i nékterym srovnatelné velkym clenskym
statiim EU, ve kterych je jiZ sektor malych inovacnich podnikii
stabilizovdn a jejich? icast v mezindrodnich vyzkumnych
projektech md dlouholetou tradici.

Uspésnost nasich projektii ve vybérovém Fizeni v Bruselu
se lisi podle jednotlivych specifickych progranui. V zdsadé lze
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konstatovat, Ze priimérnd vispésnost v celém 5. RP byla v letech
1999-2000 okolo 21 %, tj. kazdy pdty projekt s nasi iicasti byl
vybrdn pro financni podporu. Uspésnost nasich projektii je
zhruba stejnd jako ve stdtech s rozvinutou ekonomikou a sta-
bilizovanou vyzkumnou zdkladnou. Zdd se tedy, Ze cesky vy-
zkum a vyvoj prokazuje kromé znacné odolnosti viici leckdy
nepriznivym domdcim podminkdm i vysoky potencidl uspét
v mezindrodni soutéZi o financni podporu. A to je dobrd zprd-
va.

Pokud se tyce kvantitativniho zhodnoceni iicasti Ceské
republiky v 5. RP v letech 1999-2000, do Bruselu bylo s nasi
icasti poddno celkem 1280 formdlné sprdavnych projektii, ve
kterych participovalo celkem 1694 Ceskych vyzkumnych orga-
nizact. Z toho 265 projektii bylo vybrdno k financni podpore,
coz ucinilo radost celkem 347 ceskym iicastnikiim v téchto
projektech. V letech 1999-2000 zaplatila Ceskd republika na
prispévcich do rozpoctu 5. RP priblizné 830 milionii K¢ a zpét
se podarilo ziskat okolo 1320 milionit K¢. PriibéZnd vysokd
ndvratnost (priblizné 160 % zaplaceného prispévku) do konce
5. RP rozhodné nevydrZi. Jednak se nase poplatky do 5. RP
budou kazdorocné zvySovat — asociovanym zemim byly v prv-
nich letech 5. RP poskytnuty urcité (sniZujici se) financni iilevy
— jednak ubyvd prileZitosti k poddni projektii, nebot v nékte-
rych specifickych programech se pripravuji posledni zdvé-
recné vyzvy. Dd se vSak ocekdvat, Ze konecnd ndvratnost
financnich prostiedkii se bude pohybovat minimdlné okolo
80 %, coz je v celoevropskem méritku nadpriimérnd hodnota.
Z rozpoctu 5. RP je totiZ hrazena i reZie na chod programu
a fada spolecnych mezindrodnich akct (konference, semindre,
Skoleni).

Pro dobré vysledky v 5. RP jsou nezbytné kvalitni a véasné
informace o tom, kdy, jakym zpiisobem a za jakych podminek
se lze o financni prostiedky v Bruselu uchdzet. Ministerstvo
Skolstvi, mlddeze a télovychovy CR, které je garantem iicasti
zemé v 5. RP, proto iniciovalo vytvoreni ndrodni informacni
sité pro 5. RP. Centra této sité jsou umisténa v regionech
s vysokou koncentraci vyzkumu a vyvoje, tj. v mistech s vyso-
kou pravdépodobnosti vzniku kvalitnich vyzkumnych projektii.
Kontaktni iidaje pro jednotlivd informacni centra a komplexni
informace o 5. RP Ize najit na strdankdch www.tc.cas.cz v sekci
»Informace 0 5. RP*.

Karel Klusdcek
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Poslednich padesat let pfineslo pozndni, Ze chiralita je
soucasti materidlni skute¢nosti na vsech jejich drovnich. Pro-
hloubilo se povédomi o jeji nezbytné souvislosti se vznikem
a trvanim zivota a rozsifilo instrumentdrium k jejimu studiu
a vyuziti. Neni divu, ze se mnozi pokusy popsat tento jev
kvantitativné a popisu vyuZzit k pfedpovédim miry jeho vlivu
v nejriiznéjSich souvislostech. Obecny problém kvantifikace
chirality, vyvoj a soucasny stav jeho feSeni je pfedmétem
ndsledujicich fadku.

Neni obtizné ztotoznit se s intuitivnim ndzorem, Ze chi-
ralita md svou kvantitativni strdnku a Ze chiralita struktury
s asymetrickym stereogennim uhlikem nesoucim vodik, fenyl,
karboxyl a hydroxyl (HC(C;H)(OH)(CO,H)) je vétsi nez
u struktury, kde je na takovy uhlik vdzdn methyl, protium,
deuterium a tritium (HC(CH;)DT).

Dokonce bychom mohli podlehnout pokuSeni povazovat
za méfitko rozdilného stupné chirality uvedenych struktur
rozdilnou velikost jejich specifickych otacivosti. Optickd otd-
¢ivost je ovsem vysledek ,,ohmatani* chirdlni struktury pomo-
ci uzkého vytezu elektromagnetickych interakci, tedy zkou-
mani velmi jednostranného. Navic, optickd otdcivost se sice
pro enantiomery lis{ pouze znaménkem, nulovd je vSak nejen
pro jejich ekvimoldrni smés, ale Casto i pro jistou vinovou
délku ¢i délky pouzitého linedrné polarizovaného elektromag-
netického zdreni. Neni tak splnén jeden ze zdkladnich poza-
davkl na kvantifikdtor chirality — nulové hodnoty by mél
nabyvat pouze pro achirdln{ situace.

Jakd je historie naSeho problému?

Zacind v dobé, kdy sdm pojem chiralita nebyl jesté zave-
den, moznost existence neprekrytelnych zrcadlovych obrazi
byla v oblasti molekuldrnich struktur oznacovana jako mole-
kuldrni dissymetrie a v organické chemii byl jiz jako jeji
konstituéni indikdtor rozpoznidn van’t Hofflv asymetricky
atom uhliku. Zatimco Crum Brown' pri dvahéch o vztahu,
ktery by vyjddril zdvislost optické otd¢ivosti na parametrech
ligandd vdzanych na van’t Hoffiiv atom uhliku, doSel k tomu,
Ze ,,by mél obsahovat soucin rozdild té€chto parametra*, Guye2
vytvofil algebraickou funkci (,,produit d’asymétrie*), odpovi-
dajici témto pozadavkiim, prvni funkci chirality v chemii.

V nésledujicich sto deseti letech byly zaznamendny desit-
ky pokusti o formulaci vhodného a univerzdlniho ,,méfidla*
chirality. Pfi nich se postupné ujasiiovala slozitost problému
i nutnost postihnout chiralitu geometrickou, souvisejici vétsi-
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nou s izotropné vyplnénym prostorem, a chiralitu fyzikdlni,
zhusta odpovidajici prostoru zaplnénému anizotropné’. Popis
a rozbor téchto pokust je pfedmétem nékolika nedavnych
pojednani*~ a pfesahuje ramec tohoto mikropiehledu.
Miry chirality 1ze rozdélit do dvou tfid podle toho, zda je
stupen chirality definovdn
A) vzhledem k chirdlnimu nebo achirdlnimu standardu nebo
B) nejnizsim rozliSenim, umozinujicim chiralitu rozpoznat.
Weinberg a Mislow® nazvali tiéidu A) mirami shodnosti
(congruity measures) a tfidu B) mirami rozliSeni (resolution
measures) a ukdzali, Ze lze definovat funkci, kterd zahrnuje
pripady A) a B) jako limitni, a takto miry chirality unifikovat.
Do tfidy A) ndlezi jak
Aa) miry chirality zaloZené na srovnani chirdlniho objektu
s achirdlnim standardem (napf-. as;metrického tetraedru
s tetraedrem symetrickym — Guye”), tak

Ab) miry chirality spo¢ivajici na srovnédni enantiomerd (napf.
maximdlni pfekryv polohami atomovych jader defino-
vanych objemu enantiomerd, vyjadieny tzv. Hausdorffo-
vou'™1° vzdalenosti).

Trida B) je prozatim reprezentovdna pouze piistupem Me-
zeyovym'!, v némz je stupen chirality vyjadfen nejnizsim
rozliSenim, s nimZ je mozno zjistit, Ze objekt je chirdlni.

Podrobné analyzy oviem ukazuji*>"'>? e principidlné
je mozné vytvorit nekone¢né mnozstvi funkci a parametri
chirality, které definuji miru chirality bez vzdjemné zavislosti
artzné pro riizné pozorované interakce. Chirdlni parametry se
mohou lisit ve znaménku a situace, pro néZ maji funkce
chirality nulovou hodnotu, obecné nekoinciduji. Dolozme pra-
vé uvedend tvrzeni nékolika priklady.

Ve dvourozmérném prostoru jsou riiznostranné trojthel-
niky chirdlni. Jaka je tedy velikost nejmensiho vnitfniho thlu
v nejchirdlnéj$im rdznostranném pravouhlém trojihelniku?
S kazdou pouZitou mirou chirality jiny vysledek*’! Odpovéd
mad smysl pouze v rdmci jedné miry chirality. Analogicka je
situace u trojrozmérnych geometrickych objekti’ , kde napf-.
stupen chirality Sroubovice zdvisi na pouZzité metod¢ stanove-
ni.

V trojrozmérném prostoru je mozno chirdlni geometricky
objekt kontinudlné prevést v jeho zrcadlovy obraz tak, Ze
transformace nevede pres Zadny achirdlni stav (podrobnéji viz
citace®”'?a jako piiklad necht slouzi pocitatovou simulaci
prozkoumana' enantiomerizace nejjednodusiiho chirdlniho
molekuldrniho systému cyklo-SSSeOS). Jestlize je dodrzen
pozadavek, aby chirdlni parametr byl pseudoskaldr, pak v pro-
cesu enantiomerizace takové parametry nabyvaji nulovou
hodnotu, obecné kazdy v jiném bodé, ktery nemusi predstavo-
vat achiralni stav'?. To je oviem v rozporu s uvedenym poza-
davkem, aby nulova hodnota parametru chirality byla vyhra-
zena pouze pro achirdlni situace.

Vybér parametru, funkce a méfitka chirality je asi nejvhod-
néjsi zaloZit na Cistém pragmatismu a neocekdvat konvergenci
k jediné univerzalni mite.

Jakd je souCasnd praxe? Je neéktery z navrzenych zptisobti
kvantifikace chirality schopen 1épe nez ostatni vyhovét poza-
davktm (feknéme, organické chemie, kterd slouzi jako pokus-
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né pole)? Kupodivu ddvaji posledni 1éta 20. stoleti na tuto
otazku odpovéd kladnou. V ndsledujicim textu bude podrob-
néji popsdna kvantifikace chirality6 odvozend od nediskrétni-
ho vyjadieni symetrie, méfeni symetrie na kontinudlni $kle'*.

Pfi posuzovani symetrie, napi. modelu molekuldrni struk-
tury, obvykle klademe otdzku, zda posuzovany objekt ma nebo
nemad jisty prvek symetrie, napi. symetrie reflexni. Hleddme
odpovéd kvalitativni, ale precizni, typu ¢erné nebo bilé, ano
nebo ne, kdy fertium non datur. Sila argumenti zaloZenych na
symetrii je v této jednoznacnosti a chemie, v niZ tvar hraje tak
vyznamnou tlohu, je s divahami o symetrii spojena'” do té
miry, Ze se staly neodmyslitelnou soucdsti intelektudlnich
nastroji chemika. Md-li posuzovany model molekularni struk-
tury na ¢asové skéle pozorovani reflexni prvek symetrie, napt.
rovinu symetrie, nemiZe existovat enantiomerni struktura,
a patrat po optické otacivosti struktury, které model odpovidd,
nemd smysl. Soucasné vSak nejen piirodovédec dobie vi, Ze
ve skutecném svéte je kliCovym piistup typu cernd i bild (obcas
i Black and White), ano i ne, Ze tspéch je podminén spravnym
umisténim vice ¢i méné ,,Sedych* jevi na kontinudlni hodno-
tici skdle.

Do oblasti posouzeni symetrie byl tento teoreticky zajima-
vy a prakticky uZite¢ny piistup uveden'* v roce 1992 a dale
rozveden®'®!"yv letech 1993 a 1995. Je-li posuzovany objekt
definovdn mnozinou n bodi p,, hledd se, uvedenym vztahem
definovand, minimdlni vzddlenost S mezi mnoZinou p; a mno-
zinou p;, definujici pivodni objekt transformovany do tvaru
s poZzadovanou symetrii bodové grupy symetrie G. Tato vzdd-
lenost je, aby byl odstranén vliv velikosti objektu, normalizo-
vdna (napf. vzhledem ke vzddlenosti D mezi t€ZiStém objektu
a jeho nejvzdélenéjsim bodem) (7).

n

Z(Pi - 131')2

i=1

S(G) =

nD? (4

Je tak oteviena cesta pro srovndvani ,,vzdalenosti® posu-
zovanych objekti od zvolené symetrie, napt. od symetrie
odpovidajici bodové grupé C, tedy i cesta pro posouzeni
,miry* chirality. Uvedeny piistup ndlezi do tfidy A s tim, Ze
srovndvaci standard neni definovdn a priori, ale vytvoren
vypoctem v souladu se zvolenou symetrii G.

A dosavadni zkuSenosti? Jsou nadéjné — jak ukazuje po-
souzeni miry chirality fady strukturnich typa®!® zmén miry
chirality v priibéhu nékterych procesi®", posouzeni miry
desymetrizace hrani¢nich orbitalti, zpiisobené nékterymi b&z-
nymi chirdlnimi pomocnymi latkami pouzivanymi v enantio-
selektivnich reakcich®, a kone¢né i nalezeni korelace mezi
mirou chirality substratl a efektivitou jejich interakce s aktiv-
nim centrem nékterych enzymﬁZI.

Chiralita, na rozdil od krdsy, je exaktné definovédna. Pfesto
tu existuje jistd podobnost. Mira obou je totiz pfevazné ,,in the
eyes of the beholder®, v thlu a zptisobu vnimadni, interakce
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a interpretace. Lidé vSak nezanechali usili krdsu pochopit
a hodnotit, coz mtize dobie slouzit jako motivace i ndm,
chemikiim. V ,rozmazaném® svété jsou rozmazané i smérni-
ky. To v8ak neznamend, Ze nikam nevedou.
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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. Uvod

Potenciometrickd rozpoustéci analyza (anglicky potentio-
metric stripping analysis, PSA) patii mezi elektrochemické
metody a od svého pocatku je hlavné pouZivédna pro zjistovan{
stopovych koncentraci tézkych kovi (olovo, kadmium, méd,
zinek apod.) v rtznych typech praktickych vzorkd. Pojme-
novéni této metody pochédzi od autorti pivodni publikace
popisujici jeji princip a vyuZiti v analytické chemii'. Spise
vyjimecné se objevuji terminy jako inverzni chronopotencio-
metrie, coulometrickd rozpoustéci potenciometrie (potencio-
metrickd rozpoustéci coulometrie), galvanickd (galvanosta-
tickd) rozpoustéci (chrono)potenciometrie. Tento terminolo-
gicky nesoulad souvisi piedevS§im s technikou vyuzZivajici
k rozpousténi analytti konstantniho proudu na rozdil od tradic-
niho chemického rozpousténi. V obecnéjsi roviné pohledu lze
metodu PSA vice ¢i méné chdpat jako chronopotenciometrii
(I =0 nebo I = konst.). Tudiz termin chronopotenciometricka
rozpoustéci analyza (CPSA), ktery se rovnéz v literatufe ob-
jevuje, raizem predstavuje oznaceni mnohem univerzdlnéjsiho
charakteru, nebot v sobé zahrnuje oba hlavni postupy méfent.
To vse plati ovSem za podminky, Ze se tiSe zanedbd akumu-
lacni faze, kterd se v klasické chronopotenciometrii nevysky-
tuje. V Cesky psané literatufe je anglicky vyraz ,.stripping®
nahrazovan zpravidla terminem ,,rozpoustéci“ (i kdyz to nen{
nezbytné nutné, je tento tzus zachovdn i zde). Dal$i rozvoj
metody ovSem ukdzal, Ze tato pojmenovdni jsou naprosto
nevhodnd v piipadech, kdy se na pracovni elektrodé kumuluje
latka v oxidované formé a méfeny signal se ziskdava redukci
na kov, pficemz se nic ,,nesvlékd* ani nerozpousti (napft. Au™
— Au).

Do soucasné doby bylo v mezindrodnich ¢asopisech uve-
fejnéno nékolik stovek praci (nejméné 600), pficemz nejvetsi
ndrGst publikacnf{ aktivity je datovdn k prelomu 70. a 80. let.
Ptes cetné nové zavadeéné zkratky a pojmenovani (napr. CCSP
nebo CCSCP z anglického constant current stripping potentio-
metry, resp. chronopotentiometry) pracuje prevdzna vétsina
publikaci s prvné zminénym anglickym terminem a zkratkou
PSA. Povazujeme tedy za prospésné, také vzhledem k mozné
dalsi prdci potencidlnich ¢tendit s literaturou, pro dcely této
prehledové prace zkratku PSA zachovat a provést jen jeji
mensi modifikaci na (C)PSA a zohlednit tak diskutovanou
vazbu na chronopotenciometrii. Dnes se kromé praci zabyva-
jicich se klasickou tematikou, tj. stanovenim tézkych kovd,
objevuji i prace netradicni, a to hlavné v souvislosti s pouzitim
novych typd pracovnich elektrod. Jako piiklad mohou byt
uvedeny uhlikové pastové elektrody, které byly vyuzity jed-
nak pro adsorp¢ni nahromadéni sloucenin typu nukleovych
kyselin® a jednak pro akumulaci aniontii tvoficich iontové
asocidty”.

V této préci jsou shrnuty dosavadni poznatky ziskané
v oblasti (C)PSA, které také ¢dste¢né navazuji na ¢esky psané
préace uvetejnéné v Chemickych listech v poloviné 80. let (viz
napi.*?), a které se touto tematikou alespori Gdste¢né zabyvaly
v rdmci piehledt o elektrochemickych rozpoustécich meto-
dach.
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2. Princip méreni v (C)PSA

V podstaté se jedna o metodu, kterd vyuziva ve své klasic-
ké podobe elektrolytického nahromadéni kovovych iontd z mi-
chaného okyseleného roztoku (jako takového nebo po pied-
chozim odstranéni kysliku) na pracovni elektrodé pti konstant-
nim napéti ve formé rtutovych amalgdami!, cemuz odpovida
chemicka rovnice (/)

M/* +ne — M,(Hg) (1)
kde M]" oznacuje kov v ur¢itém oxida¢nim stavu n a M(Hg)
kov ve formé amalgdmu. Jako pracovni elektroda se tudiz
osvédcila zpocdtku visici rtutovd kapka, bézné pouZzivand pro
voltametrickd méfeni. Po fazi nahromadéni ndsleduje zpétnd
oxidace, k niZ dochdzi pii rozpojeném elektrickém obvodu,
respektive bez vloZeného polarizacniho napéti, ptisobenim
chemickych oxidovadel, coz ve vétsiné piipadi by vaji rtutnaté
ionty pfiddvané pfedem do méfeného roztoku. Dé&ji odpovida
ndsledujici chemicka rovnice

M/(Hg) + n/2 Hg** — M/* + n/2 Hg (2)

Zaznamenany Casovy prubéh potencidlu (tzv. potencio-
gram) md tvar zén odpovidajicich parcidlnim oxidacim jed-
notlivych kovti. Kvalitativnim popisem potenciogramu je po-
tencidl zony, ktery zistdvd po celou dobu oxidace téméf
nezménén a je charakteristicky pravé pro jeden kov pfitomny
v roztoku. Informace o kvantité se ziska z délky zény, tzn.
Casu, po ktery potencidl pracovni elektrody setrvd na dané
hodnoté tak, aby doslo k tiplnému prechodu kovu ze rtutového
filmu pracovni elektrody zpét do roztoku ve formé vlastnich
iontl (viz 2). Tato forma zdznamu se v soucasnosti pouziva
velmi zfidka. Divodem je nahrazeni dfive pouZivané instru-
mentace spojené s mechanickym zapisovacem E-f kiivek po-
¢itaci fizenymi analyzatory poskytujicimi zdznamy v podobé

5000
dt/dE,

1
™SV 4000 |
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2000 |
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Obr. 1. Potenciogram zaznamenany v roztoku obsahujicim smés
kadmia, olova a médi; experimentalni podminky: pracovni elektro-
da: skelny uhlik se rtufovym filmem; zdkladni elektrolyt: 0,1 M-HCI;
potencidl akumulace: -900 mV; doba akumulace: 60 s; rychlost
michdni roztokem: 1500 ot.min™"; oxida¢ni Ginidlo: kyslik obsaZeny
v roztoku. Hodnoty potencidlu jsou vztazeny proti potencidlu nasyce-
né kalomelové elektrody. Jednotlivé piky (zleva doprava) odpovidaji
redukci Cd(II), 0,16 ppm; Pb(Il), 0,16 ppm; Cu(Il), 0,32 ppm
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dt/dE-E kiivek (viz obr. 1). Timto zplsobem byla rovnéz
zkrdcena doba analyzy z ptivodnich i nékolika desitek minut
na minuty pifi soucasném zvyseni citlivosti metody. Ziskané
potenciogramy obsahuji zpravidla jeden i vice pikl v zdvis-
losti na poctu rGznych ionth piitomnych v roztoku. Analogic-
ky k jiz zminéné interpretaci dat odpovidd kvalitativné kaz-
dému piku potencidl E . Kvantitativnim vyjadifenim je zde
plocha piku (nikoliv jeho vyska), kterd vSak, v zdvislosti na
zpusobu zaznamu dat, opét predstavuje Cas, po ktery elektroda
setrvala na daném potencidlu, nebo cetnost, s jakou se dany
potencidl béhem rozpousténi objevoval (viz ddle varianty
(C)PSA).

Pravé princip chemické oxidace uplatiujici se v rozpou-
Stécim kroku metody (C)PSA byl opomijen v pracich uveftej-
nénych na podobné téma jiz v 60. letech. Naopak byl povazo-
van za rugivy jev®’, ktery nepfiznivé ovliviioval parametry
stanoveni a autofi doporucovali vyhradné galvanostatické roz-
pousténi konstantnim proudem (v této souvislosti oznacovali
metodu jako chronopotenciometrickou rozpoustéci analyzu).

2.1. Teoreticky zdklad metody

V predchdzejicim odstavci zminény méfici princip metody
(C)PSA je doprovdzen matematickym popisem dutlezitych
velic¢in, které jsou s touto tematikou spojeny. Jednd se piede-
v§im o vyjddreni vztahu mezi potencidlem pracovni elektrody
E a dobou rozpousténi #; a ddle pak o vzdjemnou zavislost
mezi tp, dobou nahromadéni 7, koncentraci sledovaného kovu
v roztoku [M""] a v neposledni fadé také koncentraci chemic-
kého oxidovadla [Aj(ox)].

Matematické zdvislosti byly vztahovany pfedevsim k elek-
trodé ze skelného uhliku potazené rtutovym filmem®’. Pied-
pokladd se, Ze jak proces nahromadénti, tak rozpousténi je fizen
difuzi, a to kovovych iontd, respektive chemickych oxidova-
del k povrchu pracovni elektrody. Vyjddii-li se mnoZstvi kovu
(vylouc¢eného na pracovni elektrod€) a chemického oxidovad-
la (spotfebovaného béhem rozpousténi) pomoci Fickova za-
kona pro linedrni difuzi®, vyplyne z jejich spojeni vztah pro
dobu rozpousténi analytu v podobé

[M7]1,8,(3,)"
ZmlD(Aj (ox))[Aj(ox)]

J

(3)

IR

kde [M™] a [Aj(ox)] jsou jiz zminéné koncentrace kovového
iontu a moZznych chemickych oxidovadel pfitomnych v rozto-
ku, D(A[(0x)) difuzni koeficienty chemickych oxidovadel, §,
a §, tloustky difuznich vrstev béhem nahromadéni a rozpou-
Sténi. Podil n/m; vyjadiuje stechiometricky pomér reakce mezi
kovovym iontem a moznym oxidovadlem. Ze vztahu je patrné,
jak 1ze prodlouzit dobu rozpousténi, a tim zvySovat citlivost
méfeni. Jednd se predevsim o vhodnou volbu doby nahroma-
déni, koncentrace chemického oxidovadla a rychlosti michan{
ve vztahu k tloustkam obou difuznich vrstev.
Potencidl pracovni elektrody je dén Nernstovou rovnici®

E " [Mn+]

E=B+ [M(Hg)]

(4)
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kde [M(Hg)] je koncentrace kovu pfitomného ve formé amal-
gdmu ve rtufovém filmu, E° standardni oxida¢né-redukéni
potencidl systému M"*/M(Hg). Rovnice popisujici E-t kiivku
je uvddéna ve tvaru’

Ji

tr—t

RT
+—1n
nkF

E=E+ Eln
nkF

(5)

1./ D,

2/

o
kde [ piedstavuje tloustku rtutového filmu, D  difuzni koefi-
cient rozpousténych iontd a ¢ je okamzitd hodnota ¢asu v pri-
béhu rozpoustéciho kroku. Po derivaci rovnice (5) podle ¢asu
se ziskd zavislost dE/dz-t ve tvaru

RT (tg +1)
dE nF
— = nF 6
dt 2t(1g—1) (©)

kterd mlZe byt rovnéZ vyuZzita jako jedna z forem vyjadfeni
potenciogramu'’. V tomto piipadg je kvalitativnim idajem as
odpovidajici maximu derivace, tzn. nejveétsi zméné potencidlu
v daném ¢asovém intervalu, a kvantitu udava vzdalenost mezi
jednotlivymi derivaénimi maximy.

2.2. Varianty (chrono)potenciometrické
rozpouStéci analyzy

Kromé klasické metody vyuzivajici k oxidaci amalgamu
kovi rtufnatych iontt se 1ze v literatufe prakticky setkat nejen
s pouzitim jiného chemického oxidovadla, ale i s odliSnymi
postupy nahromadéni analytd, vyvoldni a sledovéni analytic-
kého signdlu za ucelem zvySeni citlivosti apod. Témto modifi-
kacim budou vénovany ndsledujici odstavce.

2.2.1. Pripady s nulovym proudem
2.2.1.1.

Klasicka (chrono)potenciometricka rozpoustéci
analyza

Na tomto misté je nezbytné k jizzminénému principu PSA
dodat nékolik skutecnosti. K chemické oxidaci nahromadeé-
nych kovil byl Casto vyuzivén také kyslik rozpustény v méfe-
nych roztocich (7). Ten je vzhledem k hodnoté standardniho
redoxniho potencidlu [E°(O, + 4H +4e=2 H,0)=+1,229 V]
v porovndni s ionty Hffg2+ [E°(Hg>" + 2e = Hg) = +0,854 V]
silngjsim oxidovadlem''

M,(Hg) + n/4 O, + nH" — M]* + n/2 H,0 (7)
a jeho maximadlni koncentrace v roztoku je ddna rozpustnosti
Cistého kysliku ve vodé v zavislosti na hodnotdch teploty
a tlaku (tj. pti laboratorni teploté a normdlnim tlaku miZe byt
jeho koncentrace az 1,3.107 mol.I™Y). V roztocich pak je
uvadéna napft. koncentrace 2,0.10™* mol.I"! (cit.lz). Oxidacéni
schopnost rozpusténého kysliku je ovlivnéna predevsim hod-
notou pH. Tato zdvislost je popsdna vztahem pro formaln{
redoxni potencidl, E = E°(O /H,0) — 0,0592 pH. Na druhé
strané oxida¢ni schopnost Hg”" iontd je silné potlacena v pii-
tomnosti prebytku chloridovych (ale i jinych halidovych) ion-
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ta, které tvoii stabilni chlorortutnatany (resp. halortutnatany).
Tuto skutecnost 1ze také vy;édﬁt vztahem pro formalni redox-
ni potencidl'!, E° = E°(Hg"*/Hg) — 0,0296 log 0y, Vypo-
¢teme-li koeficient vedlejsi reakce Oy, ), za piedpokladu, Ze
rovnovazna koncentrace Cl” v roztoku je 0,01 M a komplexni
ionty maji podobu HgCI1*"™ kde i = 1 az 4, dostaneme
hodnotu E° = +0,556 V. Otézkou tedy ziistavd, zda by m&l byt
kyslik odstrailovdn z méfenych roztokil v piipadé chemické
oxidace pomoci Hg2+ iontd. V zdsadé lze fici, Ze nemusi,
pokud stanovované koncentrace kovi jsou v fadu jednotek az
stovek ppb. V téchto piipadech Ize dobie vyuzit jak kyslik, tak
smés obou oxidovadel. Oxidace exaktnim mnozstvim rtutna-
tych iontt, kdy odstranéni kysliku je nezbytné, se uvadi napr.
v pfl’]i)adech, kdy je potieba pracovat v koncentracnich fddech
ng.I” (cit.""1). Zde je koncentrace kysliku jiz priliS vysoka,
rozpoustéci krok velice kratky, a bylo by nutné provadét
nahromadéni po dobu nékolika desitek minut (uvadi se, Ze
zpétnd oxidace v pifpadé stanoveni kadmia a olova probiha
v roztoku nasyceném kyslikem az 25x rychleji'* nez v piipadé
jeho odstranéni a pridani Hg?* na koncentraci 1,0.10™ mol.I™").
Vzhledem ke zbytktim kysliku v roztocich (i pfes 10—15 mi-
nutové probubldvani inertnim plynem) a jeho pfitomnosti nad
méfenym roztokem se vSak nedoporucuje pracovat s kon-
centraci Hg? niZsi nez 2,5.10° mol.I"! z déivodu hor3i repro-
dukovatelnosti méfeni'®. Za optimum se povazuji koncentrace
Hg** do 1,0.10* mol.I"!, a to jak vzhledem k reprodukovatel-
nosti méfent, tak k mnozstvi pouzitého a z toxikologického
hlediska nepopularniho elementu'®, Daliim systémem, ktery
miZe uplatnit své oxidacni schopnosti (pfedeviim v silné
kyselych roztocich), je H/H,, a to hlavné u kovi s negativngj-
$im vyluCovacim potencidlem.

Kovy jako arsen, rtuf, cin nebo antimon byvaji stanovova-
ny na elektrodé potazené zlatym filmem. Divodem jsou piili§
pozitivni hodnoty oxidacné-redukénich potencidld. I kdyz se
ke zpétné oxidaci hlavné vyuziva konstantni proud, 1ze prova-
dét i chemickou oxidaci napf. pfi stanoveni arsenu a rtuti
zlatitymi ionty'”'8. Z dalgich oxidovadel lze uvést vyétem
napf. pfi stanoveni rtuti manganistanové, dichromanové a ce-
ri¢ité ionty'® nebo kationty Zelezité?® a z anionti jodistany>".

2.2.1.2. Reduktivni (chrono)potenciometrickd rozpoustéci
analyza

Tato varianta s chemickou redukci analytu byla poprvé
testovdna pii stanoveni manganu na platinové elektrodé, kdy
manganaté ionty byly béhem faze nahromadéni oxidovany na
oxid manganicity, ktery byl poté redukovdn zpét pomoci
hydrochinonu, popf. pyrogalolu®. Tim byla roziifena moz-
nost uplatnéni této metody i na sledovdni redukce béhem
rozpoustéciho kroku. V dal§ich pracich byly testovdny jako
chemick4 redukovadla napf. amalgamy kovi* (sodik, zinek)
pri stanoveni selenu, resp. halogenidy na rtufové elektrodé
nebo hexakyanoieleznatan24 aplikovany pfi stanoveni manga-
nu na elektrodé ze skelného uhliku. Je nutné ale zdiraznit, Ze
provedeni téchto méfeni neni zpravidla tak jednoduché jako
pri sledovani oxidace. Se sodikovym amalgamem bylo nutné
napf. pracovat pii teploté 50 °C bez piitomnosti kysliku?. Tato
varianta nenfi pfili§ rozsifena hlavné z diivodu obtizného hle-
dani vhodnych redukénich ¢inidel. Jiny a mnohem jednodussi
piistup k provadéni redukci v PSA predstavuje vyuZziti kon-
stantniho proudu.



Chem. Listy 95, 344 — 352 (2001)

2.2.1.3. Kineticka (chrono)potenciometrickd rozpoustéci
analyza

Tato varianta zmifiovand v literatuie 2[:1>opisuje vyuZzitf ki-
netického signdlu k analytickym dcelim™ pfi stanovenf rtuti
na zlaté elektrodé za pritomnosti jodistanu jako chemického
oxidovadla. Jodistanové ionty jsou vice ¢i méné schopny
reoxidovat rtut vyloucenou a zachycenou na pracovni elektro-
dé. V pritomnosti jodidovych iontl navic dochdzi v kyselém
prostiedi ke vzniku jodu, ktery prevadi rtuf na tetrajodortutna-
tan. Pfedpokladem je, aby mnoZstvi vyloucené rtuti bylo do-
state¢né malé a mohlo byt zcela absorbovdno zlatem (nemél
by vznikat quazirtufovy film na povrchu zlaté elektrody). Za
téchto podminek zptsobi podle autort kinetika pfechodu rtuti
ze zlata na rozhrani roztok/povrch elektrody vznik kinetického
signdlu. V zdvislosti na mnozstvi vyloucené rtuti se signdl
objevi bud od samého zacatku zdznamu kiivky, nebo se objevi
po signdlu odpovidajicimu oxidaci rtuti, kterd neni absor-
bovdna zlatem. Praktickd vyuzitelnost pro stanoveni rtuti je
s ohledem na vypracované postupy stanoveni na elektrode se
zlatym filmem, kde je k oxidaci pouzivdn konstantni proud,
spiSe teoreticka.

2.2.2. Pripady s nenulovym konstantnim proudem

2.2.2.1. Rozpoustéci analyza s konstantnim proudem

Pojmenovani této varianty jako rozpoustéci analyza s kon-
stantnim proudem pochdzi z doslovného prekladu anglického
terminu constant current stripping analysis (CCSA). Tento
termin je velice hojn€ pouZzivdn v literatufe. Princip téchto
meéfeni byl zndim mnohem dfive, nez byla popsdna klasicka
metoda (C)PSA (viz konec odstavce 2).

Konstantni proud mize byt pouzit jak k oxidaci (kladnd
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1500 ¢
1000 1

500
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Obr. 2. Kalibraé¢ni zaznamy ziskané pri stanoveni zlata na uhliko-
vé pastové elektrodé; experimentdlni podminky: pracovni elektroda:
uhlikovd pasta s trikresylfosfdatem jako pastovou kapalinou; zdkladn{
elektrolyt: 0,1 M-HCI; potencidl akumulace: +700 mV; doba akumu-
lace: 45 s; rychlost michdni roztokem: 1500 ot.minfl; reduk¢ni ¢inidlo:
konstantni proud -3 pA. Hodnoty potencidlu jsou vztazeny proti
potencidlu nasycené kalomelové elektrody. Koncentrace zlata odpo-
vidd (zdola nahoru) piidavkim 0, 20, 40, 60, 80, 100, 150,200 a400 ul
1,00.10™* M standardniho roztoku AuCl;, do 20 ml zdkladniho elektro-
lytu (tj. rozsahu do 2,00.10° mol.I"" Au)
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hodnota), tak k redukci (zdpornd hodnota) analytu v zdvislosti
na zptisobu nahromadéni. Jako pfiklad oxidace 1ze uvést sta-
noveni médi, rtuti, selenu®, kterym piedchdzi jejich redukce
pfi konstantnim potencidlu pracovni elektrody pokryté zlatym
filmem (podobné jako pfi pouziti rtutového filmu byva elek-
trodovym materidlem skelny uhlik). Opa¢nym pfipadem je
stanoveni niklu a kobaltu po adsorpénim nahromadén{ jejich
iontl ve formé komplexi s dimethylglyoximem26 na elektrodé
se rtufovym filmem nebo stanoveni jodu a zlata na uhlikové
pastové elektrod&® (viz obr. 2). Pouziti konstantniho proudu
tak reprezentuje velmi jednoduchy a univerzdlni pfistup k ana-
lyzam zaloZenym na sledovani redukce béhem rozpousténi.
V obou piipadech se hodnoty proudu pohybuji v desetindch
az desitkdch LA I v tomto ptipadé plati obecny princip, Ze ¢im
vyS8i je hodnota proudu, tim rychlejsi je pribéh déje v roz-
poustécim kroku, coz vede k celkové nizsi citlivosti méfeni.
Proto se hodnoty proudu voli co nejnizsi a zpravidla se pracuje
v rezimu s korekci pozadi méfeni, kdy se odecitd zdznam
pofizeny v roztoku zdkladniho elektrolytu od zdiznamu vzorku
se stanovovanym iontem (popf. korekci provede analyzator na
zakladé matematického vypoctu). Otdzka odstranéni kysliku
je stdle oteviend a lze konstatovat, Ze jeho odstranéni nen{
nutné.

2.2.2.2. Adsorpéni (chrono)potenciometrickd rozpoustéci
analyza

Adsorp¢ni technika nahromadéni byla studovdna v sou-
vislosti se stanovenim nukleovych kyselin®?’. Tyto organic-
ké makromolekuly jsou velice dilezitymi indikdtory zdra-
vi lidského organismu a jejich pozndni je tudiz vénovdna
velkd pozornost. Kratsi fetézce Citajici nékolik nukleotidd
(zpravidla do 20 jednotek) byly adsorbovdny na povrchu
pastovych elektrod a ndslednou oxidaci konstantnim proudem
byl ziskdn analyticky signdl odpovidajici oxidaci guaninu.
Adsorpéni postup nahromadéni byl rovnéz aplikovdn pii
jiz zminéném stanoveni niklu a kobaltu®*, kde byly ionty
obou prvkil zachycovdny jako dimethylglyoximdty na povr-
chu pracovni elektrody (skelny uhlik) potazené rtufovym fil-
mem.

Lze tedy konstatovat, Ze adsorpce jako prekoncentracni
technika nalezla své uplatnéni i v PSA. Dilezitym faktem je
zde moznost transformace fady aplikaci zndamych z adsorpcn{
rozpoustéci voltametrie (viz napf. cit.’’) na podminky této
metody a snaha docilit timto zplsobem zkvalitnéni jejich
analytickych parametrt.

2.2.2.3. Extrakeni (chrono)potenciometrickd rozpoustéci
analyza

Tato technika jako dal§i moznd varianta (C)PSA byla
poprvé pouZita pri stanoveni jodu na uhlikové pastové elek-
trod&®. Svoji tlohu zde sehrdla zejména kompozice tohoto
typu elektrod, pevnd (vodivd) c¢dst zastoupend uhlikovym
praSkem a organickd kapalina (izolant) schopnd extrakce.
Trikresylfosfat jako pastovd kapalina pak umoznil ucinné
a selektivné extrahovat jod vznikly elektrochemickou oxidac{
jodid. Akumulace analytu byla ddle podpoiena tvorbou ion-
tovych pdrti mezi protonizovanou pastovou kapalinou a jodi-
dovymi (resp. trijodidovymi, jodchloridovymi apod.) ionty.
K redukci byl pouzit konstantni proud a odstranéni kysliku
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nebylo nutné. Podobnym zplsobem lze akumulovat i dals{
anionty gako tetrachlorozlatitany (viz obr. 2) nebo chlorothal-
litany3’3 .

I kdyz tento z&)ﬁsob nahromadéni analytu byl doposud
pouzit ojedingle®>, 1ze zejména v souvislosti s vyuzivanim
uhlikovych pastovych elektrod predpoklddat jeho dalsi rozsi-
feni pti analyzédch vzorkd, v nichZ jsou hledané ¢dstice vazdny
ve formé komplexnich aniontd, pii analyzdch organickych
latek iontového charakteru apod.

2.2.3. Techniky méreni

Nisledujici ¢tyfi modifikace souviseji predevsim se zdo-
konalovanim technik pro zdznam méfenych dat. Pocitacové
fizeni analyz bylo vyuZzito nékolika principidlné podobnymi
zpusoby ke zvySovdni citlivosti stanoveni, tj. k dosazen{ lep-
§tho poméru mezi analytickym signdlem a pozadim méfent,
na jiz znamych aplikacich. Zvlastni skupinu tvoii méfeni
v pritokovych systémech.
2.2.3.1. ,Multichannel recording® (chrono)potenciometricka
rozpoustéci analyza

Jestlize se v (C)PSA pivodné sledoval rozpoustéci krok
jako zavislost E-f mechanickym zapisovac¢em, pocita¢ umoz-
nil nahradit méfeni Casu Cetnosti vyskytu daného potencialu
pracovni elektrody, se kterou se objevoval béhem rozpousté-
ni*!. Pro prakticky zdznam potenciogramu to znamend, Ze
sledované potencidlové okno je hypoteticky rozdéleno na
potencidlové intervaly, kterym odpovidd v paméti pocitace
urcitd adresa. V prubéhu rozpoustéctho kroku je v urcité
frekvenci (fddoveé kHz) odecitdn potencidl, jehoz hodnoty tak
odpovidaji v kazdém okamziku nékterému z danych intervald.
V diisledku toho kazdd pamétovd adresa v konecném disledku
obsahuje informaci o poctu zdznamu v jednotlivych interva-
lech (kfivka je zobrazena jako zdvislost poctu zdznami vs E).
Tato data se daji rovnéz vyjadrit i jako doba, po kterou setrval
potencidl pracovni elektrody na dané hodnoté (zdvislost df/dE
vs E). Tento zpisob zdznamu dat je pouzivdn i v soucasnych
analyzdtorech. Jako pfiklad 1ze uvést piistroj firmy Radiome-
ter Analytical S. A. (TraceLab PSU22), kde se odecitd poten-
cidl pracovni elektrody s frekvenci 90 kHz pfi potencidlovém
intervalu 2 mV.

Vysledkem a zdroven hlavnim pifinosem bylo jednak zis-
kdni zdznamt piimo v podobé piki (viz obr. 1) a dile celkové
zvySeni citlivosti stanoveni, jelikoz bylo mozné sledovat déje
s velmi kratkou dobou rozpousténi. Zaroven se predpoklddd,
Ze tento zplisob zdznamu je i odolnéjsi vic¢i Sumu méfeni
a také je pamétové méné naroc¢ny ve srovndni se situaci, kdy
by se pamétové zaznamendval potencidl v pravidelném Caso-
vém intervalu.

2.2.3.2. Diferen¢ni (chrono)potenciometrickd rozpoustéci
analyza

Zvysit citlivost méfeni je mozné nékolikandsobnym opa-
kovanim sekvence nahromadéni-rozpousténi. V tomto piipa-
dé se tak déje v pribéhu jediného zaznamu™ (budeme-li za
zdznam pokladat prechod potencidlu pracovni elektrody z po-
¢atecni hodnoty na kone¢nou). Nahromadéné analyty jsou
rozpoustény specidlnim zptisobem. VZdy, jakmile se potencidl
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pracovni elektrody zméni napf. o hodnotu 50 mV, je na
elektrody vlozZeno na velice kratkou dobu konstantni napéti
zvétsené o napt. 30 mV. Tim se ¢dstecné vykompenzuje posun
potencidlu pracovni elektrody a béhem této doby muize opé-
tovné probihat nahromadéni analytu. Tento postup je opako-
van tak dlouho, dokud se nedocili pfechodu z pocatecniho
potencidlu méfeni ke kone¢nému (tzn. napt. z hodnoty —1,0 V
k-0,1 V). Dilezitou podminkou této varianty je, aby rychlost,
s jakou se analyty rozpoustéji, byla dostatecné vysokd, protoze
jediné tak se vytvoii v blizkosti pracovni elektrody dostatecné
zkoncentrovand zéna iontl pro ndsledujici parcidlni nahroma-
déni.

2.2.3.3. Vicezaznamova (chrono)potenciometricka
rozpoustéci analyza

Hlavni myslenka této varianty je velice podobna predchozi
modifikaci. Rozdil v praktickém provedeni je v tom, Ze po
nahromadéni analytu nasleduje jeho tipIné rozpusténi®'. Tento
cyklus je opakovén tak dlouho, dokud se neziskd pozadovany
pocet potenciogrami. Ty jsou priubézné s¢itiny v paméti
pocitace. Vysledek ziskany z opakovanych méfeni povede ke
zvyseni citlivosti stanoveni pouze za ptredpokladu, ktery je
uveden v predchozim odstavci, tzn. pfi dostatecné rychlém
priubéhu rozpousténi. Urcitou nevyhodou této varianty je pii-
pad, kdy v roztoku jsou pfitomny dva kovy, pficemz elektro-
pozitivnéjsi z nich je ve vétsim prebytku. To zptsobi, Ze po
dokoncenf jednoho cyklu, vlivem del$i doby rozpousténi pra-
vé elektropozitivnéjsiho kovu, neni koncentrace negativné;jsi-
ho kovu u povrchu elektrody diky difuzi smérem do roztoku
tak vysokad jako pfi rychlej$im pribéhu déje. Zamyslené zvy-

neplati o predchozi varianté (odstavec 2.2.3.2.), kterd je k to-

muto dcelu vhodnéjsi.
2.2.3.4. (Chrono)potenciometrickd rozpoustéci analyza
s aplikovanym konstantnim proudem

béhem chemického rozpousténi

Tato technika si v§imd moZnosti zvySenf citlivosti méfeni
na zdkladé aplikace konstantniho proudu béhem chemického
rozpousténi. Jako pfiklad je v literatufe uvedeno stanoveni
kadmia na elektrodé se rtutovym filmem a kyslikem jako
chemickym oxidovadlem®. Podstata méfeni spocivd v opé-
tovném nahromadéni rozpousténého kovu redukujicim kon-
stantnim proudem v fddu jednotek LA ze zkoncentrované zony
u povrchu pracovni elektrody, coz opét principidlné odpovidd
variantdm uvedenym v odstavcich 2.2.3.2. a 2.2.3.3. Autoii
provadéli testovaci méfeni na trovni jednotek a desitek pg.1™",
coz predstavuje optimdlni pracovni oblast metody PSA jako
takové. Presnost stanoveni byla v tomto piipadé znacné zavis-
14 na hodnoté redukujiciho proudu a také na pouzitém zdklad-
nim elektrolytu.

2.2.3.5. Méfeni v pritokovych systémech

Zavérem této kapitoly by bylo vhodné uvést alespoii zmin-
ku o méfenich v pritokovych systémech, kde byla metoda
(C)PSA diky své jednoduchosti Casto testovdna. Rtizné varian-
ty navrzenych pratokovych analyzétort spole¢né s praktic-
kym vyuZitim jsou uvedeny napi. v piehledu'®, kde je této
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problematice vénovdna specidlni kapitola. Na ¢eském trhu je
dostupny napt. piistroj EcaFlow Model 120 firmy Istran Bra-
tislava®*. Zakladni vyhodou prdce s pritokovymi systémy je
bezesporu moznost méfeni s vyménou elektrolytd, kdy hro-
mad1;<5:1’ a rozpoustéci krok mize probihat v rtiznych prostie-
dich™.

3. Pracovni elektrody

Jak jiz bylo jednou uvedeno, prvnim typem pracovni elek-
trody pouzité v (C)PSA byla visici rtutovd kapka'. S nf pro-
vedli Jagner a Graneli viibec prvni méfeni, kdyz sledovali
chovéni zinku, kadmia, olova a médi pti chemickém rozpous-
téni pomoci rtutnatych iontd. Tato elektroda vSak byla zdh
nahrazena skelnym uhlikem potaZzenym rtutovym filmem 6
apouzivdna ve dvou variantach, bud jako rotujici nebo stacio-
ndrni. Za téchto podminek mohou byt stanovovdny pouze
kovy s negativnéjSimi potencidly oxidace nez odpovidd sa-
motné rtuti. Elementy jako arsen, selen, antimon i zmiflovand
rtuf musi byt stanovovdny na zlatych elektrodich. Ty jsou
pouzivdany bud ve formé zlatého filmu vylou¢eného na vhod-
nych podkladech, jako jsou skelny uhlik’” a vldkna na bazi
uhliku a platiny® nebo piimo jako zlaté mikroelektrody®®>’.
7. dal$ich mohou byt jmenovdny sitotiskové (,,screen-prin-
ted“, SPE) elektrody™ a uhlikové pasty*' pouzité pfi stanoveni
rtuti. Elektrody na bézi zlata (zlatého filmu) zaroven umoznuji
i stanoveni kovi ty}gickych pro elektrody se rtutovym filmem
(napt. olova, médi~”). Zvlastnim piipadem je ,,médény film*
vylucovany na elektrodé ze skelného uhliku, ktery je pouzivan
pro elektrolytické nahromadéni rtuti'®. T kdyZ je méd zp&tng
oxidovdna dfive nez rtut, a neplni tudiz roli fadného filmu jako
v piipadé rtuti nebo zlata, spoluhromadéni obou kovi v pod-
staté¢ usnadniuje (resp. umoziuje) stanoveni nizkych obsahti
rtuti na prosté elektrodé ze skelného uhliku (chemickad oxidace
se provadi manganistanem draselnym). Ddle byly jako pod-
klad pro rtutovy film vyuzity stiibrné elektrody pfi stanoveni
olova a kadmia klasickou metodou*?, »screen-printed” elek-
trody® pii stanoveni olova a kone&né uhlikové pastové elek-
trody pii stanoveni olova a m&di v sazich**.

Z dalsich aplikaci, které nesouvisi se stanovenim na filmo-
vych elektroddch, 1ze uvést pouziti platiny jako pracovni elek-
trody pro stanoveni manganu pomoci reduktivni (C)PSA*.
Vycet materidli mtZze byt uzavien uhlikovymi pastovymi
elektrodami, jejichZ aplikace v této oblasti (C)PSA lze nalézt
v predchozim textu (odstavce 2.2.2.2. 2 2.2.2.3.).

Otdzka méfeni v pritokovych systémech, popi. méfeni
v malych objemech, byla feSena pouzivanim riiznych mikro-
elektrod na bazi vySe zminénych materidld. Nejcastéji se
uplatnila uhlikova vldkna potazend jak rtut’ov;fm”, tak zlatym
filmem?®. Déle pak byla testovana vldkna z platiny a ze zlata™,
Byla vyvinuta fada specidlnim pratokovych cel, o jejichz
konstrukci Ize najit vice jinde'***).

Rada praci se zabyvala také srovndnim filmovych a ry-
ze kovovych elektrod®®. Z nich vyplynul zdvér, ktery potvr-
zuje, Ze mezi obéma typy neexistuje vyraznéjsi rozdil. Ve
vétsiné piipadi jsou vSak pouzivany filmové elektrody. V ne-
prospéch kovovych elektrod svédci nejspiSe zndmé tézkos-
ti spojené s jejich pouzivanim ve voltametrickych meétenich,
jako je pasivace povrchu spojend se ztrdtou citlivosti méfen{
apod.
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4. Pouziti metody (C)PSA v analyze reilnych
vzorki

Doposud byla v textu uvedena celd fada aplikaci v souvis-
losti s popisem jednotlivych experimentédlnich technik. Z nich
vyplyvd, Ze hlavni pouziti metody je spojeno s anorganickou
analyzou prevdzné tézkych kovi (zinek, olovo, kadmium,
méd, thallium, bismut, nikl, kobalt, rtuf, arsen nebo cin, viz
tabulka I). Kromé toho se lze setkat i s mensi skupinou aplikac{
z oblasti organické analyzy (viz tabulka II). Analyzované
materidly je pak mozné rozdélit podle pivodu do nékolika
skupin.

Prvni skupinu 1ze oznacit jako vzorky primyslové, kde se
vyzaduje zjisténi stopovych obsahd kovl v jinych kovech
(napf. olova v kadmiu® a thalliu*® aj.), oceli“, oxidu kifemici-
tém™*®, benzinu*® nebo v chemikaliich typu minerdlnich (HCI,
HNgg?SO a organickych kyselin (sulfanilovd, thioglykolo-
va)

Dalsi skupinu Ize oznacit jako vzorky Zivotniho prostiedi.
Sem lze zatadit predevsSim analyzy riznych typt vod, a to
pitné, fi¢ni, moiské, odpadni*>**>736 Kromé jiz zminénych
prvkii se zde 1ze setkati se stanovenim chromu®?, molybdenu54,
jodu® nebo kysliku®®. Z dalsich vzorki g'e mozno jmenovat
riizné sedimenty, kaly, horniny nebo ptidy>’>°. Metoda nalezla
uplatnéni i pii analyze ovzdusi. Jako piiklad mohou byt uve-
dena stanoveni thallia (v popilku Pronikajl’cfm do ovzdusi ze
spalovacich procesﬁ)60 nebo rtuti®',

Tteti skupinou jsou vzorky biologického piivodu, zastupu-
ji ji ve vétsing piipadi analyzy té€lnich tekutin na obsah kad-
mia, olova a popft. zinku. Znamé jsou analeGy modi a krve® %4
piipadné lidskych vlast (stanoveni arsenu)®.

Posledni a pomérné velkou skupinu piedstavuji analyzy
potravin nejriiznéjsiho druhu. Oblibené byly zpocdtku analyzy
ndpoju, a to jak nealkoholickych, tak alkoholickych. Mezi
nimi byly analyzovany napf. dzusy®® a mléko®’, nejriznéj-
§f destilty, piva a vina®®. Z dal3ich analyzovanych tekutin
Ize pro zajimavost uvést jesté napt. séjovou omacku® nebo
ocet’*"!. Pokud se tyce pevnych vzorki, Ize v literatufe nalézt
odkazy na analyzy mouky’?, suseného mléka’, kuchyiiské
soli®, obilovin™, rybiho masa’>"® i zeleniny (stanoveni germa-
nia v Gesneku)”’.

Organickd analyza je reprezentovdna zatim velmi tzkou
skupinou praktickych aplikaci. Mezi né se fadi napriklad
nepifmé stanoveni redukujicich sacharidi v ndpojich, jejichz
obsah se urCuje na zdkladé méfeni tbytku médnatych ionti
z roztoku’®, nebo nepifmd stanoveni nitrilotrioctové kyseli-
ny79 a EDTA ve vodach ptes komplexy s bismutem™. Vezme-
-li se v tdvahu publikacni aktivita autori, pak se nejvetsi
pozornosti tés{ v této oblasti studium nukleovych kyselin DNA
a RNA pomoci adsorpéni (C)PSA>8!82,

Dalsi prehledové tabulky praktickych i modelovych sta-
noveni je mozné objevit v celé fadé pracf8‘10’83’84.

5. Klady a zapory souvisejici s pouzitim (C)PSA
(Chrono)potenciometrickd rozpoustéci analyza byva nej-
Castéji parametrové srovnavdna s rozpoustéci voltametrif
(SV), nebot ob& metody jsou pouzivany ke stejnym uceltim,
coZ mimo jiné znamend, Ze pro stanoveni prvkd nebo iontl
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Tabulka I

Prehled praktickych stanoveni z oblasti anorganické analyzy pomoci PSA

Prvek Typ vzorku, matrice Elektroda Roztok Ref.
Cu, Pb primyslovy, Cd HMDE 0,1 M-KNO, 45

Pb primyslovy, Tl GCE 0,1 M-NaClO, 46
As pramyslovy, ocel GCE-Au 7 M-HC1 47

Pb primyslovy, SiO, GCE 1 M-HCl 48
Org. Pb benzin GCE 49
Cd, In HCI, HNO, GCE-Hg 50
As, Cd, Hg, Pb kys. sulfanilovd Ag-Hg, GCE-Hg 42
Cd, Cu, Pb kys. thioglykolova Ag-Hg 0,1 M-KC1 51

Pb pitnd voda SPE-Hg 0,02 M octanovy pufr 53

Cr pitnd voda GCE 52
Cu, Hg, Pb, Se fi¢ni a morskd voda GCE-Au 0,05 M-H,SO, + 0,002 M-KC1 25
Cd, Cu, Pb, Zn moftskd voda GCE-Hg 0,015 M-HNO;, 20 ppm Hg** 53
Mo moftskd voda GCE-Hg 54

Ni, Co odpadni a moiskd voda GCE-Hg 55

I, minerdlni vody CPE 0,1 M-HC1 3

0, vody GCE-Hg 56
Cd, Pb pady GCE-Hg 57
Cu, Pb sedimenty GCE-Hg 58

Sn horniny GCE-Au 59

Tl popilek GCE-Hg 60
Hg ovzdusi GCE 61
Cd, Pb krev, krevni sérum, moc¢ GCE-Hg 0,5 M-HC1 62-64
As vlasy FIA 65

Pb dzusy, mléko GCE-Hg HClna pH 1 66, 67
Cd, Cu, Pb alkoholické napoje GCE-Hg HClnapH 1 68

Pb séjovd omdcka, ocet GCE-Hg 69-71
Pb mouka 72
Cd, Cu, Pb mléko v prasku FIA 73

I, kuchynska stl CPE 0,1 M-HC1 3
Cd, Cu, Pb, Zn obiloviny 74
As, Hg rybi maso 75,76
Ge cesnek GCE-Hg 77
Tabulka II

Ptehled praktickych stanoveni z oblasti organické analyzy pomoci PSA

Sloucenina Matrice Elektroda Roztok Ref.
Redukujici cukry ndpoje, med, marmelddy GCE-Hg obsahuje ionty Cu** 78

NTA odpadni a pfirodni vody GCE-Hg obsahuje ionty Bi** 79
EDTA voda GCE-Hg obsahuje ionty Bi** 80
DNA, RNA modelovy roztok CPE 0,2 M octanovy pufr 2,81, 82
Daunomycin, PCB, aflatoxin B1 fi¢ni voda DNA-SPE 89

vyuzivaji podobné pracovni elektrody a principy nahroma-
déni.

béhem rozpoustéci fdze neprochdzi pracovni elektrodou Zadny
proud. To znamend, Ze tato technika neni zatéZovana interfe-
rencemi elektroaktivnich ¢dstic pfitomnych v méfenych roz-
tocich. V praxi tudiZ nenf nutné odstranovat z roztokt kyslik
(naopak muze byt vyuZit jako chemické oxidovadlo) a je
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mozné méfit i ve vzorcich po jejich mineralizaci (napi. kon-
centrovanou HNOj;), po niZ obsahuji celou fadu nitroslouce-
nin".

Dalsi vyhodou je automatickd optimalizace rozpoustéciho
kroku®, tzn. Ze potencil pracovni elektrody se neméni linear-
né, nybrz béhem oxidace jednotlivych kovl zdstivd témér
neménny, dokud nedojde k jejich iplnému rozpusténi. To vse
se déje pii velice kratkych rozpoustécich casech (fddové od
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desitek a stovek milisekund az po nékolik sekund v zavislosti
na mnozstvi latky vylou¢ené béhem nahromadéni, popf. na
koncentraci chemického oxidovadla nebo hodnoté konstant-
niho proudu), zatimco u SV je nutné pro zvySeni citlivosti
méfeni volit velice nizké hodnoty nédrGstu napéti spojené s pro-
dlouzenim doby rozpousténi.

Nespornou vyhodou pro instrumentaci je méfeni Casu
namisto proudu. Cas miiZe byt méfen nejen s vysii presnosti
a spravnosti, ale i s vy$&im rozlienim®. Potenciometrické
analyzdtory oproti polarografim zdaroven nemusi obsahovat
prvky umoznujici riizné pribéhy napéti (linearni, pulsni, a.c.
apod.) vkladaného na elektrody béhem rozpousténi.

Hlavni uskali (C)PSA jsou spojeny se samotnym princi-
pem této metody, coz predstavuje prace se rtutovymi elektro-
dami (af uz visici kapkou nebo rtufovym filmem). Pfi stano-
veni kovti na téchto elektroddch dochdzi ke vzniku fady inter-
metalickych slou¢enin®, které mohou zplsobovat snizovani,
ale i zvySovani analytickych signdli sledovanych kovi (pozi-
tivni nebo negativni chybu). K nejzndméjsim popisovanym
piikladiim téchto sloucenin patif smés kovt zinek—-méd, kterd
se vSak dd upravit piidavkem galiagﬁ.

Jelikoz se pracuje hlavné s filmovymi elektrodami, je
nutné dbdt i na to, aby vylouceny film mél dostatecnou tloust-
ku a nebyl pfili§ ovliviiovan dodate¢nym vylucovanim dals{
rtuti béhem faze nahromadéni, kdy roztok obsahuje urcitou
koncentraci iontti Hg>* pro naslednou oxidaci. Podobné nesmi
kolisat ani koncentrace zminéného oxidovadla, takze povrch
elektrody by mél byt dostate¢né maly ve srovndni s objemem
roztoku.

Konec¢né Ize polemizovat i o tom, zda (C)PSA (a stejné tak
i rozpoustéci voltametrie) je nebo neni vhodna pouze ke
stanoveni malého po&tu kovovych prvki?'. Faktem v3ak zi-
stdvd, Ze vétSina praci se zabyvala a zabyva stanovenim olova
a kadmia, méné pak zinku, médi, thallia nebo arsenu. Celkem
bylo doposud popsdno stanoveni asi 30 prvkd, z nichZ vice nez
polovina je prakticky vyuZzitelnd véetné nékolika nekovovych
prvki jako jsou napt. jod nebo kyslik.

6. Zavér

Vzhledem k publikacn{ aktivité autord, kterd vzrostla do
poloviny 90. let na ustdleny pocet piiblizné 40 praci ro¢né, se
dd konstatovat, Ze i naddle pretrvdava zdjem a aktivita v oblasti
vyzkumu popisované techniky. Jednim ze smérd vyvoje v po-
slednich letech jsou napf. pfenosné analyzdtory pro podminky
,,polni‘ 5111a1}72y87'8 nebo experimenty s riznymi typy senzord
pro stanoveni nukleovych kyselin2’27’89, popf. senzort vyrobe-
nych na bdzi téchto sloucenin, které pak slouzi ke stanovenf{
jinych latek s afinitou k DNA®. T kdyZ bylo obecné shleddno
vyuziti (C)PSA jako neprilis §iroké, a z tohoto pohledu byva
metoda nékdy kritizovana, 1ze z této skutecnosti vyvodit jeden
velice dulezity pozitivn{ fakt. Pro nejCastéji diskutované prv-
ky, olovo a kadmium (Cdste¢né i zinek, méd, arsen), bylo do
soucasnosti vypracovdno mnoho postupt pro jejich stanoveni
prirodnich vod az po slozité biologické materidly jako jsou
krev a mo¢ (Ize se zde setkat i se stanovenimi na urovni
0,02 ppb (cit.”). I diky tomu je metoda (C)PSA v t&chto
piipadech plné srovnatelna napi. s AAS-ETA (cit.*), a to jak
poskytovanou spravnosti, tak presnosti. Autofi jsou presveéd-
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Referaty

¢eni, Ze metoda (C)PSA jesté stdle nevycerpala své moznosti,
zejména pokud jde o aplikace novych typt elektrodovych
materiald (napf. uhlikovych past) ¢i vyroba miniaturnich ,ka-
pesnich analyzdtori vybavenych mikrosenzory pfipraveny-
mi sitotiskovou technikou. Piikladem muize byt komercéné
nabizeny ,hand-held* analyzitor kovi’' nebo pfl’stro‘;j na zpQ-
sob ,,0sobniho dozimetru* pro stanoveni olova v krvi 2 pracu-
jici zfejmé také na principu (C)PSA.

Tato prdce byla podporovdna projektem 203/99/0044
Grantové agentury Ceské republiky.
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Chemistry, Faculty of Chemical Technology, University of
Pardubice, Pardubice): The Present Use of (Chrono)poten-
tiometric Stripping Analysis

A review with 92 references summarises available in-

formation on potentiometric stripping analysis and its mo-
difications developed and described in the period of last 25
years. Examples of its practical use are given mainly for
inorganic analysis but some applications in organic analysis
are also mentioned.
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SUBSTITUCIE V POLOHACH 2 A 2’ C2-SYMETRICKYCH
1,I’-BINAFTYLOVYCH DERIVATOV - SUBSTITUCNE REAKCIE
AROMATICKYCH ZLUCENIN SO STEREOCHEMICKYM ASPEKTOM
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1. Uvod

Mimoriadny zdujem o stereoselektivnu syntézu v posled-
nych dvoch desafroc¢iach obrdtil pozornost aj na neprirodné
chirdlne zliceniny (artifical chiral-pool). Jednou z ich naj-
vyznamnejsich skupin sa stali bezpochyby 2,2’ -substituované
1,1’-binaftylové derivzity”, a to pre ich stereochemicku oso-
bitost (axidlna chiralita), konfiguracnu stabilitu a pomerne
Tahku dostupnost. V sicasnosti pocet publikécii venovanych
Studiu syntézy, vlastnosti a vyuzitia tychto derivdtov ro¢ne
presahuje pocet 200. 2,2°-Substituované 1,1’ -binaftylové deri-
vaty nasli vyuzitie v stereoselektivnej syntéze (chirdlne ligan-
dy a pomocné latky), pri separdcii chirdlnych zlicenin (chi-
rdlne hostitelské zliceniny, modifikdtory staciondrnych féz
pre kvapalinovd chromatografiu) a pri priprave novych ma-
teridlov (chirdlne materidly s nelinedrnymi optickymi vlast-
nostami, polyméry).

Uplatnenie sa tyka predovSetkym C,-symetrickych 2,2°-
-substituovanych 1,1’-binaftylovych derivétov /, teda rovnako
substituovanych na oboch naftalénovych jednotkdch. Pritom-
nost C,-symetrickej stereogénnej osi totiz zjednoduSuje nie-
ktoré stereochemické problémy suvisiace s vyuzitim takych-
to zlicenin, napr. zniZuje pocet moznych stereoizomérnych
komplexov pri koordindcii takéhoto ligandu k prochirdlnemu
kovovému katalytickému centru. Z ligandov uvedeného typu
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so Sirokym uplatnenim v stereoselektivnej katalyze je che-
mickej verejnosti velmi dobre zndmy BINAP (Ia) a BINOL (1b).

Qo ©o,, o,
o0 OO OO
Il la 1b

C,-Symetrické 2,2’-substituované 1,1°-binaftylové deri-
véty je mozné pripravit v neracemickej forme troma zaklad-
nymi metodami :

1) stereoselektivinym couplingom dvoch naftalénovych jed-
notiek v polohdch 1 (substituovanych v polohe 2),
Stiepenim prislusnych racemickych binaftylovych deri-
vatov na stereoizoméry (ziskanych najmé nestereoselek-
tivnym couplingom dvoch naftalénovych jednotiek; tento
pristup je vhodny pre derivaty obsahujice poldarne skupiny
ako OH, SH, NH,, CO,H, PR,, POR,),
stereokonzervativnymi substitu¢nymi reakciami (reakcia-
mi so zachovanim konfigurdcie binaftylového fragmentu)
v polohdch 2 a 2’ inych lahko dostupnych neracemickych
2,2’-substituovanych 1,1’-binaftylovych derivatov.
Poslednd uvedend metdda je vyznamnd najmi pre syntézu
takych derivatov, ktoré nie su priamo dostupné prvymi dvoma
metddami. Rovnako moze predstavovat vhodnejsiu, alterna-
tivnu cestu k niektorym inym neracemickym 2,2’-substituo-
vanym 1,1’-binaftylovym derivatom. Kym substitticie v ostat-
nych polohdch ako 2 a 2’ su Standartné operdcie, substiticia
v polohéch 2 a 2’ vyZaduje osobitnd pozornost, aby nedoslo
k racemizdcii, kedZe zanikd a vznikd vizba v polohach, kde
stérické odpudzovanie tychto substituentov je rozhodujice pre
konfigura¢nd stabilitu. Z hladiska reaktivity su tieto reakcie
stazené stérickym faktorom — pritomnostou objemného nafty-
lového substituenta v susednej polohe 1, resp. 1°. Jednd sa
o velmi zaujimavy systém, ktory so sebou prindsa stereo-
chemicky aspekt — otdzku zachovania priestorového usporia-
dania na aromatickom systéme pri substitu¢nych reakciach —
jedinecny pre tieto binaftylové derivaty.

2)

3)

2. Konfigurac¢na stabilita 1,1’-binaftylovych
derivatov

Pre pochopenie problematiky zachovania konfigurécie pri
substittciach v polohdch 2 a 2’ 1,1’-binaftylovych derivatov
je potrebné poznat zdkladné trendy konfiguracnej stability
tohto typu zlicenin'.

Samotny nesubstituovany 1,1’-binaftalén (//) ma racemi-
zatnii bariéru 95 kJ.mol™, ktorej zodpovedd pomald race-
mizdcia (atropoizomerizdcia) pri laboratérnej teplote. Kon-
figura¢nd stabilita sa ¢iastoCne zvy$i zavedenim substituentov
do polo6h 8 a 8’, napr. racemizacnd bariéra 8,8’ -dimetyl-1,1"-
-binaftalénu (I1I) je 120 kJ.mol™! (t,, = 11 h pri 100 “C).
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Nevﬁzbové interakcia (stérické odpudzovanie) substituentov
konfiguracnej stability 1,1°-binaftylovych derivdtov. Pre po-
rovnanie, racemizdcia 2,2’-dimetyl-1,1’-binaftalénu (/c) sa
nepozoruje ani pri zahrievani na 240 °C.

Q0 00 ©ag,
o0 CoO° oot
Il )i Ic

Konfigura¢na stabilita 2,2’-substituovanych 1,1°-binafty-
lovych derivatov v§ak moze byt vyznamne ovplyvnend vizbo-
vou interakciou substituentov v polohdch 2 a 2’. V derivdtoch
s navzdjom premostenymi polohami 2 a 2’ je racemizacnd ba-
riéra z poloh 2 a 2’ ovplyviiovand len aktivacnou energiou
konformacnych premien vzniknutého prikondenzovaného kru-
hu a rozhodujici vplyv na konfiguracnu stabilitu ostane na
nevézbovej interakcii substituentov v polohdch 8 a 8’. Ak su
polohy 2 a2’ premostené len jednym atémom (/V) (prikonden-
zovany patclankovy kruh), naftalénové jednotky sa navzdjom
oddialia a racemiza¢nd bariéra klesne az na 45-65 kJ.mol™'
(rychla racemizdcia uz pri zdpornych teplotich). U derivdtov
premostenych dvoma atémami (V) (prikondenzovany Sest-
¢lankovy kruh) boli ndjdené racemizacné bariéry v rozmedz{
100-120 kJ.mol™! (racemizdcia pri teplotich okolo 100 °C).
Derivdty premostené v polohdch 2 a 2” aspon troma atémami
(VI), kde su geometriou prikondenzovaného sedem- a viac-
¢lankového kruhu naftalénové jednotky viac natocené k sebe
(nad seba), stipne vplyv nevizbovej interakcie v polohdch 8
a 8’ natolko, Ze tieto st dostato¢ne konfiguracne stdle aj pri
vysS§ich teplotach.

QO 00, OO0«
@O @@ ©©

X =CR,, CO,NR, PR, P(O)R, O, S, atd

So $pecifickych pripadov mozno spomentit 2,2’-dilitiovy
derivdt VII, v ktorom sa predpokladd viaccentrovd vizba me-
dzi binaftylom a litiom, vriatane vizbovej interakcie medzi
atomami litia. V dosledku toho je racemizacnd bariéra od-
hadovana na 70-80 kJ.mol ™, tj. uréitd konfiguracn4 stabilita
bola pozorovand pri reakcidch pri teplotdch do —45 °C (cit.*.

Referaty

3. Syntéza vhodnych substratov

Substitu¢né reakcie C,-symetrickych 1,1’-binaftylovych
derivdtov v polohdch 2 a 2’ boli §tudované na tychto 2,2’-
-disubstituovanych substrdatoch: bisdiazéniovd sol Id (Y =
N3), bistriflat le (X = OTf), dibromid If (X = Br) a dijodid /g
(X =T). VSetky sui pomerne lahko dostupné v enantiomérne
Cistej forme. Ich laboratérna syntéza vychadza z 2-naftolu®>,
ako je zndzornené v schéme 1. Dibromid If a dijodid /g sa
pripravuju z bisdiazoniovej soli Id, ako je podrobnejSie opisa-
né v kapitole 4.2. Pre obe intermedidtne zliceniny, BINOL
(Ib) aDABN (/h) su opisané efektivne postupy na Stiepenie na
enantioméry ", kde uZ prva krystalizdcia je postacujica pre
zisk oboch enantiomérov v >96 % e.e. (schéma 1).

4. Stereokonzervativnost substitu¢nych reakcii
v polohach 2 a 2’ neracemickych
Cz-symetrickych 2,2’-substituovanych
1,1’-binaftylovych derivatov

4.1. Sdvisiace stereochemické otdzky

V literatire sa mozno stretnif s dvoma sposobmi vyjad-
renia konfigurdcie binaftylovych derivatov — pomocou de-
skriptorov (R) a (S) alebo (M) a (P)". Pre vsetky 2,2’-substi-
tuované 1,1’-binaftylové derivaty (M) zodpoveda (R) a (P)
zodpovedd (S). V tomto ¢lanku sa pouZziva exaktnejSie pri-
radenie absolutnej konfigurdcie pomocou deskriptorov (R)
a(9).

Treba upozornit na skuto¢nost, Ze u C,-symetrickych (ne-
rovnako) 2,2’-substituovanych 1,1’-binaftylovych derivitov
pri oboch spdsoboch vyjadrenia konfigurdcie treba vySetrif

OH
A ©
/
OO NH

2
GO : "
QO
N@ oTf
Q0
¥ Id 50% \

©© le  65%
Br |
oo ©© |

If 60-80% Ig  35-56%
Schéma 1. A: 1) NH,NH,, 200 °C, 72 h; 2) stiepenie. B: 1) FeCl;, H,0,

60 °C, 2 h; 2) Stiepenie. C: 1) NaNO,, H,SO,, py, -5 °C, 30 min. D:
Tt,0, py, CH,Cl,, 0 °C, 30 min; py: pyridin, Tf: trifluérmetdnsulfonyl
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prioritu substituentov (podla Cahna-Ingolda-Preloga), kon-
krétne uhlik C(2) vers. C(8a) a C(2’) vers. C(8a’), tj. zjed-
nodusene substituent v polohe 2 oproti C(8) a v polohe 2’
oproti C(8’). Tak napr. pri postupnej stereokonzervativnej
premene dijodidu /g na dimetylovy derivdt Ic sa absolitna
konfigurécia dvakrat zmeni (schéma 2).

Pri rovnakej substitticii v oboch polohdch 2 a 2° 1,1’-bi-
naftylovych derivdtov sa teda absoltitna konfigurdcia nemeni.
Dalgia moznost v nasom pripade je len strata stereogénnej
informdcie v priebehu reakcie v dosledku racemizécie. Zmena
priestorového usporiadania na opa¢né (zmena konfigurdcie)
pri rovnakej substitticii v polohdch 2 a 2’ nebola opisand
a z hladiska mechanizmu reakcie je fazko predstavitelna.

V stvislosti s uvedenym je vhodnejsie pri substitu¢nych
reakcidch v polohdch 2 a2’ hovorit o zachovan{ priestorového
usporiadania binaftylového fragmentu, ¢i stereogénnej infor-
madcie zo substrdtu na produkt; zatial ¢o retencia ¢i zachovanie
konfigurdcie je menej presné vyjadrenie. To vlastne plati aj pri
substitu¢nych reakcidch na C(sp®), kde pri zachovani prie-
storového usporiadania sa konfigurdcia nemeni v pripade, Ze
sa nemeni priorita substituentov. I tak je pojem retencia kon-
figurdcie skor asociovany so zachovanim priestorového uspo-

; . sﬂe - m:

(M) (R)-Ig (P) (9) M) (R)-Ic

QQL,

Schéma 2

Br
©© @@ aees
If  60-80%
SeCN ld : :
SeCN
Ii  24% Ig 35-56%
Schéma 3. A: 1) MBr;; 2) KBr, 95 °C. B: 1) ML, 2) KI, 90 °C. C:

KSeCN. M = Hg, Cd, Zn
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riadania na reakénom centre, ktoré je zaroven centrom chirali-
ty (stereogénnym centrom). Na rozdiel od toho sa v nasom
pripade jednd o substiticiu v dvoch polohdch a zachovanie
priestorového usporiadania (stereogénnej informdcie) Struk-
tiry obsahujucej stereogénnu os (axidlna chiralita), tj. reakéné
centrum nie je priamo totozné s prvkom chirality. V tomto
¢lanku je preto na zjednodusené synonymické oznacenie sku-
toc¢nosti, Ze je zachované priestorové usporiadanie v priebehu
reakcie, pouzivany k oznaceniu reakcie pojem stereokonzer-
vativny.

4.2. Substitu¢né reakcie
bisdiazéniovych solf

V literatire su opisané stereokonzervativne premeny enan-
tiomérne Cistych bisdiazéniovych soli Je na iné enantiomér-
ne Cisté (298 % e.e.) 2, 2’ dlsubstltuovane 1,1’-binaftylové
derivaty — dibromid If (cit. %), dijodid Ig (cit. )adlselenokyanat
Ih (cit.*). Bisdiazéniové soli Ie, pripravené diazotdciou DABN
(Ii), boli pouzité in situ (v pripade nekatalyzovanej substitu-
cie vedtcej k diselenokyanatu) alebo boli izolované s MY
kontraaniénom (v pripade substiticii sprostredkovanych pre-
chodnymi kovmi 10. skupiny — M, Y = Br a I) a ndsledne
pyrolyzované na dibromid [f, resp. dijodid Ig. Kedze izola-
cia bisdiazéniovych soli /e s inertnym kontraaniénom je po-
merne problematickd, ich vyuzitie pre dalSie substitu¢né re-
akcie vrdtane cross-couplingovych reakcii je obtiazne (sché-
ma 3).

4.3. Substiticie cez organokovové
intermedidty

Rozne C,-symetrické 2,2’-disubstituované 1,1’-binafty-
lové derivaty boli pripravené z dibromidu If (alebo dijodidu
Ig) cez 2,2’-dilitiovy alebo bis(halogenomagnéziovy) derivat
naslednou reakciou s prislusnym elektrofilom'. Avsak spra-
vidla ako racemické zmesi alebo ako produkty len s malou
hodnotou e.e. Pravdepodobnou pri¢inou bude izomerizdcia
1,1’-binaftalén-2,2’-diyldimetalového intermedidtu v podmien-
kach reakcie (schéma 4).

Napr. pokusy o pripravu neracemického BINAP-u (/a)
tymto pristupom boli netspesné'®, i ked boli uskutoénené pri
velmi nizkych teplotich. Postup bol tspeiny®, len ak sa po-
uzilo pomerne nepraktické rozpustadlo — dimetyléter (sché-
ma 5).

Enatiomérne Cisty alebo vyznamne obohateny produkt
vyuZivajuc tento synteticky pristup sa podarilo ziskaf ale len
v nizkom vytazku v pripadoch, ked produkt tvor{ diastereoizo-
mérne asocidty, napr. racemicku zliceninu. Takym spdsobom
boli pripravené disilylové derivaty Ik a Im (cit.'"), pravdepo-

QA @@
oo @@

(R) alebo (S) (RS)

Schéma 4. A: 1) BuLi alebo Mg; 2) Y Ig: X =Br; I: X=1,Y=
B(OR),, CO,R, SiR,, GeR,, SnR,, PR,, P(O)R,, HgCl, atd.

Y
Y
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dobne enantiomérne obohatené v priebehu separdcie produktu
kvapalinovou chromatografiou alebo krystalizdciou. Autori
vsak neuvddzaji zvySnd materidlovu bilanciu (schéma 6).

Oxidativny couplmg d111t1a VII poskytol D,-symetricky
dimér binaftylu VIII (cit.'?) v nizkom vytazku. o- Tetrafenyle—
novy derivat VIII pravdepodobne tieZ tvori racemicku zliceni-
nu, ¢o mdZe byf pri¢inou zvysenia e.e. izolovaného produktu
oproti substratu. Navyse produkt s (R,S)-konfigurdciou (na
1,1’-binaftylovych prepojeniach) nie je stabilny (nevytvdra sa
druhy diastereoizomér) (schéma 7).

Skutocne uspesny bol tento pristup len v pripade, Ze sa
v reakcii pouzije mdlo reaktivny elektrofil, ktory nereaguje
s butyllitiom. V takom pripade je mozné elektrofil IX pridat
skor, nez sa generuje dilitium VII (na kvantitativnu generaciu
dilitia VIT je pri =78 °C potrebné asi osem hodin) a metaldcia
andslednd reakcia s elektrofilom prebiehaju postupne najskor
v jednej a potom v druhej polohe. Tento origindlny pristup bol
vyuzity pre syntézu binaftylom premostenych biscyklopen-
tadienylovych ligandov In (cit.'*'¥), shiziacich pre pripravu
chirdlnych ansa-metalocénov. Bolo pozorovana len ¢iastocna
racemizdcia (schéma 8).

©© Br A alebo B PPh,
: : Br PPh,

(R)-If (R)-BINAP (Ia)
(>95% e.e.) A 78% (~0% e.e.)
(88,5% e.e.) B 92% (86,5% e.e.)

Schéma 5. A: 1) 4,5 +-BuLi, THF, -90 °C; 2) 4,5 CIPPh,, —90 °C.
B: 1) 2,2 +-BuLi, Me,0, 44 °C,90s;2) 10 CIPPh,, -131 °C — 78 °C,
12h

: : Br SiR,
@O Br SIR

(R)-If (95% c.c.) SiR; = SiMe, (Ik): 15% (R) + 2% (RS)
SiR, = SiPhMe, (Im):29% (R) + 17%
(nizky e.e.)

Schéma 6. A: 1) 2,2 BuLi, THF, -60 °C, 30 min.; 2) 4 Me,SiCl alebo
PhMe,SiF, 90 °C - -60 °C, 4 h

oQ, . ©Oo0
cen QO Q0

R)-1f (R.R)-VIIT
(85% e.e.) 22% (>95% e.e.) + ?% (nizky e.e.)
(75% e.e.) 16% (90% e.e.) + 7% (nizky e.e.)

Schéma 7. A: 1) 2,5 BuLi, Et,0, -35 °C, 2 h; 2) 6 CuBr,, -78 °C —
25°C,12h
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4.4. Substiticie katalyzované
komplexami prechodnych kovov

Najlepsie vysledky z hladiska stereokonzervativnosti pri
substitticiach v polohdch 2 a 2’ 1,1’-binaftylovych derivatov
poskytuju cross-couplingové reakcie a ich heteroanal6gy kata-
lyzované komplexami prechodnych kovov. Z C,-symetric-
kych derivdtov boli Studované na bistrifldte /e a dijodide Ig.
Bistrifldt /e je o nieco lahSie dostupny, vyhodou dijodidu Ig je
vysSsia reaktivita pri tomto type reakcii.

Najefektivnejsia priprava enantiomérne ¢istého BINAP-u
(Ia) bola vyvinutd firmou Merck'?® préave vyuZivajic tento typ
reakcie — komplexom niklu katalyzovanou reakciou bistriflatu
le s difenylfosfanom, prebiehajicou s uplnym zachovanim
stereogénnej informdcie. Enantiomérne Cisty BINAs (arzéno-
vy analég BINAP-u, lo) bol pripraveny'® s vyuzitim tej istej
metddy (schéma 9).

Opisand bola tiez efektivna metdda syntézy enantiomérne
¢istého dikarboxyldtu Ip z bistriflatu /e komplexom palddia
katalyzovanou metoxykarbonyldciou!” (schéma 10).

Kyandcia bistriflitu /e nebola dostatocne efektivna
(v pripade A gpre otravu niklového katalyzatora produktom mo-
nokyandcie'), i ked prebichala stereokonzervativne (schéma 11).

Lepsi vytazok dinitrilu Ir poskytla kyandcia dijodidu Ig
(cit."). Stereokonzervativnost reakcie tu zdvisi od pouzitého

kyanac¢ného ¢inidla (schéma 12).
S O Z
R R

Schéma 8. A: 1) 2,1 BuLi, THF, -78 °C, 1 h; 2) 2,4 IX, =78 °C, 12 h;

Q0 %
R
3) H,0% R.R = (CH,),, CH,CMe,CH,, (CH,),, (CH),, (CH,),

(R)-In (~90% e.e.)
OTf EPh,
Q0 QO essices

(R)-Ie E=P :(R)-BINAP (Ia) 75%
E = As: (R)-BINAs (lo) 34%

18,19

(R)-If(>98% ee.)

Schéma 9. A: 2,3 HEPh,, 10 mol.% NiCl,dppe, DABCO, DMF, 100 °C,

3 dni; dppe: 1,2-bis(difenylfosfanyl)etan
: : oTf : : CO,Me
© © oTf © © CO,Me
(R)-Ip  83% (100% e.e.)

(R)-Ie

Schéma 10. A: CO (150 kPa), MeOH, 15 mol.% Pd(OAc),dppp,
(i-Pr),NEt, DMSO, 80 °C, 72 h; dppp: 1,2-bis(difenylfosfanyl)propdn
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OO OTf A alebo B ©© CN
e QU™

(R)-le (R)-Ir
(vysoky e.e.) A8 10% (vysoky e.e.)
(92% e.e.) BY 17% (93% e.e.)

Schéma 11. A: 2,2 KCN, 10 mol.% NiBr,/4 PPh,/3 Zn, MeCN, reflux,
16 h. B: 1,2 Zn(CN),, 10 mol.% Pd(dba)2/2 dppf DMF, 90 °C, 16 h;
dba: 1,5-difenylpenta-1,4-dién-3-6n (dibenzylidénacetén), dppf: 1,1°-
-bis(difenylfosfanyl)ferocén

Referaty
:: A alebo B ::
(S)-Ig (S)-Ir
(>96% e.e.) A 84% (66% e.e.)
B 94% (92% e.e.)

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

+ oligoméry

S ws
[}@@ = <

(S)-Ig (S)-Is
(>96% e.e.) A - -
B 11% (RS) 42% (RS) -
<= M c 8-12% (RS) : -
Fe D 8-35% (>96% e.c.) - 1,5-40%
M E - - jediny produkt
X

Schéma 13. A: 1,1 Xa, 5 mol.% Pd,(dba),/L, LiCl, THF alebo NMP, reflux, 72 h. B: 1,1 Xb, 5 mol.% Pd,(dba),/4 PPh,, LiCl, THF, reflux, 48 h.
C: 1.1 Xc, 5 mol.% Pd,(dba),, K,PO,, THF, reflux, 24 h. D: 2 Xd, 10 mol.% PdCl,(dppf), THF, 25 °C, 72 h. E: 2 Xe, (katalyzator) THE, reflux,
72 h; Xa: M = SnBuy; Xb: M = SnMe3; Xc: M = B(OH),; Xd: M = ZnCl; Xe: M = Cu.SMe,

Qo ©Q,,

Q' oU”
(S) >96% e.e.) (S)-Ic
le, Ig: Y=0Tf,I A 89-98% (98% e.e.)
I Y =1 B 92-93% (98% e.e.)
C,D 65 44% (RS)

Schéma 14. A: 3 MeMgl alebo MeMgBr, 10 mol.% NiCl,(PPh,),
alebo NiCl,dppp alebo NiCl,dppe, Et,0, reflux, 24 h. B: 3 Me,Zn,
10 mol.% Pd(PPh,), alebo NiCl,dppe, THF reflux, 24 h. C: 3 Me4Sn
10 mol.% Pd[P(o-MeCH,),],, THF, reflux, 24 h. D: 3 MeSnBu,, 10
mol.% Pd(PPh,),, THF, reflux, 24 h

(R)-It

Schéma 15. A: 265-285 °C, 20-22 min; R = H, 3-Me, 3,4 benzo
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Pri $tidiu syntézy binaftylom premosteného ferocénu Is
z dij odldu Ig a prislusného dimetaloderivatu ferocénu X sa zis-
tilo™, Ze chemoselektivita a stereokonzervativnost vyznamne
zdvisia od pouzitej organokovovej zliceniny. Zatial ¢o Su-
zukiho a Stilleho couplingovd reakcia viedla k takmer dplnej
racemizdcii binaftylového fragmentu, pri Negishiho couplingo-
vej reakcii sa ziskal enantiomérne Cisty produkt (schéma 13).

Pravdepodobnou pri¢inou rozdielneho stereochemického
vysledku reakcie je rozdiel v reaktivite pouzitych organoko-
vovych zlicenin. Kym pri pouziti reaktivnejSej organozinoc-
natej zliceniny Xd reakcia prebehne postupne najskor v jednej
a potom v druhej polohe, pri reakcii s menej reaktivnymi
organokovmi Xb, Xc prebehne najskor oxidativna adicia pa-
ladia v oboch polohdch a az potom reakcia s organokovom.
V takomto intermedidte je pravdepodobnd vidzbovd interakcia
substituentov v polohdch 2 a 2’, ¢i pohybliva viaccentrova

R
L OO, od
©o T O

R

(R)-Iu 50-90%

(RS)-IVa  10-25%
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vdzba atému palddia i so susednou naftalénovou jednotkou
(pozorovand v binaftylovych komplexoch paladia®"), vedtca
k racemizdcii.

Podobny stereochemicky priebeh reakcii bol pozorovany
aj pri metyldcii 1,1’-binaftylovych 2,2’-elektrofilov®®. Vy-
chddzajuc z bistrifldtu le prebieha metyldcia len s Grignar-
dovym ¢inidlom, a to stereokonzervativne** . T4to reakcia je
v sdcasnosti vyuzivana ako najefektivnejSia metdda pripravy
dimetylového derivdtu. Z dijodidu /g bola uskuto¢nend me-
tyldcia®® Grignardovou, Negishiho a Stilleho cross-couplingo-
vou reakciou, pricom prvé dve poskytli enantiomérne cisty
produkt, zatial Co pri reakcii s tetrametylstananom doslo k dpl-
nej racemizdcii binaftylového fragmentu (schéma 14).

4.5.Iné typy substiticif

Enantiomérne Cisté ditioly boli ziskané z derivatov BI-
NOL-u (Ib) (cit.?*?"). Kli¢ovym stupiiom bol Newmanov-
-Kwartov tepelny preSmyk bistiokarbamatov /¢, ktory za kon-
trolovanych podmienok prebieha bez racemizacie (schéma 15).

5. Zaver

Substiticie v polohdch 2 a 2’ neracemickych C,-symetric-
kych 2,2’-substituovanych 1,1’-binaftylovych derivatov pred-
stavuju dolezitd synteticku cestu k niektorym derivatom ta-
kéhoto typu.

Dolezitym je pri tychto reakcidch stereochemicky aspekt
— aby prebiehali stereokonzervativne, tj. so zachovanim prie-
storového usporiadania (konfigurdcie) na binaftylovom frag-
mente. Rozhodujtice je preto, aby v priebehu reakcie nedoslo
k vzdjomnej vizbovej interakcii v polohdch 2 a 2’, nakol-
ko stérické odpudzovanie substituentov v tychto polohdch
(kde zaroven dochddza k vzniku a zdniku vizby) je rozhodu-
juce pre konfiguracnu stabilitu 1,1’-binaftylovych derivatov.
K vizbovej interakcii nedochddza najmi vtedy, ak reakcie
prebiehaju v tychto polohdch izolovane (postupne). Stereo-
konzervativne prebiehaju opisané substitticie bisdiazéniovych
soli Id a vicsina reakcii dielektrofilov le (ditrifldt) a Ig (di-
jodid) katalyzovanych prechodnymi kovmi. Pri cross-coup-
lingovych reakcidch sa dd racemizécii predist vyberom reak-
tivnejSieho organokovu. Substitiicia cez konfiguracne malo
stdle dilitium VII a ndslednu reakciu s elektrofilom vedie
spravidla (okrem niektorych $pecifickych pripadov) k tvorbe
racemickych alebo len mdlo enantiomérne obohatenych pro-
duktov.

Uvedeny stereochemicky aspekt je jedine¢ny pri doteraz
opisanych substitu¢nych reakcidch aromatickych zlicenin.

Tdto prdaca bola podporovand 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 2’ of C,-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 2’ of C,-symmetric 2,2’-disubstituted 1,1’-binaphthy]l
derivatives. The stereochemical aspect results from the fact
that the nonbonding interaction of substituents in positions 2
and 2’ (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 2’ in the course of the reaction.
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1. Uvod

Nase poznéni v oblasti biologickych procesi, které probi-
haji v organismech, je do zna¢né miry vdzano na odhalen{
struktury biomakromolekul a podstaty interakci jednotlivych
komponent biologickych systémi — makromolekul s nizko-
molekuldrnimi slou¢eninami a makromolekul vzdjemné. Ve-
dle celé skély spektroskopickych metod, které reprezentuji
piistupy vyuzivajici interakci hmoty a zdfeni, byly pro stu-
dium biologickych makromolekul navrzeny i metody zaloze-
né na podstatné odlisnych, ¢asto specidlnich principech. Vy-
znamné misto mezi t€émito metodami zaujimaji chemické mo-
difikacni metody, které vyuZzivaji vzniku kovalentni vazby
mezi zkoumanou biomakromolekulou a chemicky reaktivnim
¢inidlem. Nejcastéji jsou do této skupiny fazeny klasické
modifikacni postupy (vyuZzivajici reaktivnich nizkomoleku-
larnich sloucenin), afinitni znaceni (viz déle) a pouziti tzv.
sebevrazednych substratd (u nichz je chemicky reaktivni for-
ma substrdtu tvofena béhem enzymové reakce). Pfed necelymi
Ctyficeti lety pfibyla velmi slibnd metoda fotoafinitniho zna-
eni'®,

Vzhledem k tomu, Ze se metoda fotoafinitniho znaceni
vyvinula jako reakce na nedostatky metody afinitniho znacent,
bude nejprve pojedndno o zdkladnich principech afinitniho
znaceni. Tato metoda vychdzi z pfirozené afinity mezi ligan-
dem (napf. hormonem, protilatkou, substratem, inhibitorem)
a receptorem (napf. enzymem, transportnim proteinem). Mo-
lekula jednoho z téchto vazebnych partnert (nejcastéji ligan-
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du) je substituovdna chemicky reaktivni skupinou — vznika tak
afinitni sonda (znacka), kterd by méla po pridani do reakéni
smési vytvofit kovalentni vazbu s druhym vazebnym partne-
rem; v idedlnim pifpadé timto zplisobem vznikd kovalentn{
komplex ligand-receptor. Aplikaci této metody lze napf. na-
1ézt receptor ve slozité smési proteinti, nebo identifikovat
vazebné misto popf. aktivni centrum na molekule receptoru’?.

Metoda afinitniho znac¢eni ma vSak nejméné dva podstatné
nedostatky: prvym je pomérné nizkda chemicka reaktivita afi-
nitni sondy, kterd je vynucena tim, Ze téméf vSechny experi-
menty jsou provadény ve vodném prostiedi, coz by v piipadé
sondy s pfili§ reaktivni skupinou vedlo k vysokému stupni
hydrolytické deaktivace jesté dfive, nez dojde k vytvoien{
kovalentni vazby mezi sondou a receptorem.

Druhd nevyhoda spoc¢ivd v tom, Ze téméf nelze zamasko-
vat reaktivni skupiny afinitnich sond tak, aby bylo mozno za
pozadovanych podminek sondu reaktivovat. S tim souvisi
i moZnost tzv. nespecifického znaceni, tedy interakce sondy
v mistech jinych, nez je specifické vazebné misto pro pfiroz-
eny ligand (popf. receptor).

2. Princip fotoafinitniho znaceni a kritéria
pro vybér fotoafinitni sondy

Oba zminéné nedostatky afinitniho znaceni prekondva
metoda fotoafinitniho znacenf{ tim, Ze je chemicky reaktivni
skupina sondy fotolyticky generovdna v pozadovaném case
z pivodné chemicky inertni skupiny. Tento experimentaln{
pristup vychdzi z principl afinitniho znaceni s vyuzitim foto-
labilniho derivdtu sondy. Podstatnou vyhodou fotolyticky ge-
nerovanych intermedidtl je jednak extrémné krdtky polocas
Zivota, jednak zna¢nd reaktivita s pomérné nizkou selektivitou
aktivované sondy, kterd umoziiuje kovalentné modifikovat
vSechny aminokyselinové zbytky v tésné blizkosti ptislusného
reaktivniho intermedidtu. Tim je podstatné sniZzena turoven
nespecifického znaceni a umoznéno Siroké pouziti této sondy.
Schéma prezentujici princip metody fotoafinitniho znaceni je
zndzornéno na obrdzku 1.

Analoga ligandu (popf. receptoru) pouzivand pfi fotoafi-
nitnim znaceni by méla spliiovat co moznd nejvice kritérif
definovanych pro idedln{ fotoafinitni sondu:

1) Fotolabilni skupina sondy by méla vykazovat vhodné fo-
tochemické vlastnosti, tj. méla by byt aktivovatelnd svét-

Schéma fotoafinitniho znaceni

uv

—_—
—
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receptor ligand reverzibilni komplex  kovalentni adukt

Obr. 1. Schéma fotoafinitniho znaceni receptorové molekuly (pro-
teinu) fotolabilnim ligandem
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lem vlnové délky, které zdvazné nepoSkozuje biomakro-
molekuly. Celkem bezpecné je svétlo vinovych délek vys-
$ich nez 300 nm. Fotolabiln{ skupiny by v této oblasti mély
mit vyraznd absorpéni maxima garantujici dostate¢nou
ucinnost fotolyzy pfi relativné nizkych vykonech svétel-
nych zdroji. Ddle by fotolyza neméla vést k poskozeni
biologického systému fotooxidaci nebo jinym zptsobem,
nez je kovalentni modifikace sondou.

Sonda by se méla co moZnd nejvice podobat plivodni
slouceniné (napft. ligandu). Zavedeni fotolabilni skupiny
do skeletu ligandu by tedy nemélo podstatné ovlivnit
strukturdlni a funkén{ charakteristiky nezbytné pro zacho-
vani afinity pro dany receptor, coz md kliCovy vyznam pro
specifické interakce v biologickych systémech. Disociacni
konstanta charakterizujici miru afinity ligandu pro recep-
tor by neméla byt vyssi nez je 10> mol.dm™.
Intermedidty vznikajici fotolyzou sondy by mély byt vy-
soce reaktivni (tedy s kratkou dobou Zivota) s minimdln{
selektivitou, tj. reaktivitou vici riznym funkénim skupi-
ndm. DileZitym pozadavkem je i to, aby tyto intermedidty
nepodléhaly pfesmykiim na méné reaktivni derivaty, které
by mohly snizovat vytézek, popf. vést k reakcim mimo
vazebné centrum.

Dulezitou vlastnosti sondy je i jeji stabilita a chemickd
inertnost za experimentdlnich podminek a pfi skladovéni.
Zvlaste dilezita je stabilita za riiznych pH (okolo fyziolo-
gickych hodnot), teplot a v redukénim ¢i oxida¢nim pro-
stiedi.

Sonda by méla byt jednoduse synteticky dostupnd spolu
s moZznosti pfipravy radioaktivné znaceného derivdtu vy-
soké specifické radioaktivity.

Kovalentni vazby komplext ligand—receptor vznikajici po
fotolyticky aktivované inkorporaci by mély byt stabilni
vici béZnym separacnim a charakterizacnim metoddm
véetné napf. Stépenfi proteinti chemickymi Cinidly.

Témét Zadnd z pouzivanych fotoafinitnich sond tato pfisnd
kritéria nespliluje zcela. Vzdy se jedna o ur¢ité kompromisni
feSent, které v dostate¢né mife vyhovuje zamyslenému pouzi-
ti.

2)

3)

4

5)

6)

3. Fotolyticky vzniklé intermediaty
a jejich prekursory

Fotolabilni slouceniny (skupiny) lze v zdsadé rozdélit
podle zptsobu vzniku reaktivnich intermedidtt do dvou sku-
pin®* A) Homolytickym §t&penim dvojné vazby nebo dvou
sousednich vazeb jednoduchych vznikaji nitreny a karbeny.
B) Homolytickym rozstépenim jednoduché vazby vznikaji
volné radikaly (pfikladem takového prekursoru jsou o, 3-ne-
nasycené ketony).

3.1. Nitreny a jejich prekursory

Prvni pouziti je spojeno s rokem 1969, kdy Fleet a spol.’
pripravil sondu s azido-skupinou pro studium protildtek. V na-
sledujicich letech byla pfipravena celd fada azidoderivatd,
které po fotolytickém odstépeni molekuly dusiku poskytuji
nitreny. Nejbéznéjsimi prekursory nitrend jsou acylazidy, al-
kylazidy, arylazidy. OvSem pouziti acylazidl a alkylazidi je
podstatné omezeno jejich nestabilitou a nachylnosti nitrend
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k presmyktim za tvorby isokyandtd, jak je tomu v piipadé
acylnitreni (Curtiusiiv nebo Schmidtiiv pfesmyk), a imind
z alkylnitrent (vznikajicich interakef nitrenu s atomem vodiku
sousedniho uhliku). Nevyhodou je také poloha absorpénich
maxim azido-skupiny té€chto sloucenin, diky niZ je nutno
fotoaktivaci provadét svétlem vinovych délek podstatné niz-
Sich nez je 300 nm. Takové ozafovéni ptisobi siln€ destruktiv-
né na biologicky material>®. Nevyhodnou vlastnosti azidii je
také jejich nestabilita v redukujicim prostfedi. Dithioly oka-
mzité redukuji azidy na odpovidajici aminy. Pokud jsou v re-
akéni smési pfitomny monothioly, napf. 2-merkaptoethanol
nebo glutathion, je reakce pomalejsi, ale piesto je tfeba brat
v uvahu tento proces, ktery snizuje obsah fotoaktivovatelné
sondy>.

Z praktického hlediska jsou pouzitelné pouze arylazidy,
které jsou méné nachylné k presmyktim. Jejich polocas Zivota,
jehoz hodnota zdvisi na zplsobu substituce aromatického
jadra, je priblizné o fad vyssi nez u karbent. Po derivati-
zaci arylazidu vhodnym substituentem (napi. -NO,) vykazuje
vznikly arylazid posun absorpcniho maxima k vlnovym dél-
kdm vyS$$im nez 300 nm.

Fotochemie arylazidd zahrnuje dvé hlavni formy reaktiv-
niho intermedidtu. Fotolyzou arylazidu vétSinou prvotné vzni-
kd nitren v singletovém stavu, ktery se konverzi méni na
tripletovy nitren (viz obr. 2). Nitreny v singletovém stavu maji
dusikovy atom obklopen sextetem elektronti, pficemz nepdro-
vé elektrony maji antiparalelni spin. Typickou reakci pro
singletové nitreny je elektrofilni atak elektronového paru.

Naproti tomu arylnitreny v tripletovém stavu se chovaji
jako biradikal (jejich nepdrové elektrony maji paralelni spin).
Tripletovy stav je méné nachylny k pfesmykim a vykazuje
niz8i selektivitu pri vybéru mista ataku, coz je vhodné v pri-
padé, kdy ve vazném misté receptoru prevazuji skupiny s C—-H
vazbami. Charakteristickou reakef této formy nitrent je vytr-
Zeni atomu H z atakované slouceniny. Tripletovy stav nitrenu
je vSak méné reaktivni nez singletovy stav. Tomu odpovida
i polocas zivota tripletového stavu (okolo 100 ns), ktery je
pfiblizné o fdd vyssi nez u singletového stavu.

Siroké pouziti sond na bazi azidt dokumentuji nasledujici
priklady. Struktura lidské 40S ribosomédlni podjednotky byla
studovdna pomoci azidoderivdtu fragmentu DNA, ktery byl
komplementdarni k sekvenci rRNA 40S podjednotky. Tato
fotolabilni sonda oznacila proteiny S3 a S5 (cit.'’). Vazné
centrum cytochromu P450 1A1 pro kumenhydroperoxid bylo
identifikovdno radioaktivné znacenym derivatem p-azido-iso-
propylbenzenu, [*H]-azidokumenem''. Dal§im piikladem vy-
uziti tohoto typu sond je arylazid 2’-deoxyuridin-5’-trifosfatu,
ktery byl pouzit pro oznaceni vazného mista pro substrat HIV
reverzni transkriptasy'%.

N, IN :N-#

X N X X
R R R
arylazid singlet triplet

Obr. 2. Fotolyza arylazidu. Sipky naznacuji spin elektroni single-
tového a tripletového nitrenu po rozpadu azido-skupiny
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Obr. 3. Priklad reakce sondy karbenového typu s methanolem. Trifluoromethylfenyldiazirin (/) po ozéfeni poskytuje karbenovy intermediat
(II) jak pifmo, tak cestou fotoizomerizace na fotolabilni diazoderivat (/I) a jeho ndsledné fotolyzy. Oba intermeditdty jsou schopny reakce
s methanolem (MeOH) za vzniku odpovidajictho methoxyderivatu sondy (V)

3.2. Karbeny a jejich prekursory

Prekursor tohoto typu intermedidtu byl poprvé pouzit roku
1962 Singhem a spol.' pro studium proteolyzy — jednalo
se o diazoacetylchymotrypsin. Existuji dvé skupiny karbeno-
vych prekursord: diazoslouceniny a diaziriny. Oba typy slou-
Cenin poskytuji po fotolytickém odstépeni molekuly dusiku
vysoce reaktivni karben. Nejbéznéjsimi zdstupci prvni skupi-
ny sloucenin jsou estery diazokarboxylovych kyselin, u nichz
karboxylovd skupina pfispiva ke stabilizaci a snizeni nachyl-
nosti k pfesmykim karben, které jsou velmi bézné v pripadé
diazokarbonylovych sloucenin. Urcitou nevyhodou jsou po-
mérné nizké hodnoty moldrnich absorpénich koeficienti v ob-
lasti okolo 340 nm, neumoznujici efektivni fotolyzu, a ddle
i prili§ elektrofilni charakter 2-oxo-karbent, které preferuji
interakce napt. s kyslikem —OH skupiny v pfitomnosti C-H
vazby. Nadéjnd skupina diazosloucenin je reprezentovana napf.
9-diazofluorenem'” nebo diazocyklopentadienemm, ktery po-
skytuje jeden z nejreaktivnéjsich karbend. Oba tyto prekursory
I1ze efektivné aktivovat svétlem vlnovych délek vyssich nez
300 nm diky silnym absorpénim maximlim v této oblasti.
Vyhodou je i pomérné vysokd dcinnost inkorporace karbenti
téchto sloucenin pfi ataku neaktivované C—H vazby.

Zcela jedinecnou skupinu karbenovych prekursord pred-
stavuji diaziriny, spirocyklické izomery linedrnich diazoslou-
&enin'®. Jsou piekvapivé stabilni jak viici piisobent tepla a svétla
viditelné oblasti, tak chemicky napf. vici silnym kyselindm,
bazim nebo reduénim i oxida¢nim &inidlim'S. Vétsina diazi-
rint silné absorbuje v oblasti okolo 360 nm, ¢ehoz se vyuzivd
k jejich fotoaktivaci bez vdznéjstho poskozeni biomakromo-
lekul. Jednou z neptili§ vhodnych vlastnosti diazirin je vSak
moznd fotoizomerizace na linedrni diazoslouceniny, které jsou
sice téZ fotolabilni, ale zdroven Casto vykazuji elektrofiln{
charakter. Pro ucely fotoafinitniho znaceni byla pfipravena
celd fada sloucenin obsahujicich diazirinovy kruh, ovSem
pozadovand kritéria spliiuji jen nékteré: jedna se napf. o alkyl-
diaziriny, u nichz neni v blizkosti karbenu dostupny atom
vodiku, ktery by zptisobil intramolekuladrni deaktivaci karbenu
za vzniku dvojné vazby*, nebo aryldiaziriny obsahujici jako
substituent diazirinového cyklu trifluoromethylovou skupinu,
kterd potlacuje elektrofilni charakter fotoizomeriza¢niho pro-

duktu'”. Priklad typické reakce karbenu vznikajiciho fotoly-
zou trifluoromethylfenyldiazirinu v methanolu je zndzornén
na obr. 3 (cit‘ls).

Karbeny jsou vysoce reaktivni divalentni intermadidty,
které se podobné jako nitreny snazi doplnit oktet valencnich
elektronil (z ptivodniho sextetu). Vyskytuji se té€Z ve dvou
stavech, singletovém stavu jako elektrofil a tripletovém jako
biradikdl. Mezi obéma stavy je ptedpokldddn urcity typ rychlé
tepelné rovnovahy'’. Karbeny vykazuji stejné typy reakci jako
odpovidajici formy nitrend. Podstatny rozdil je vSak v reakti-
vité obou typl intermedidti. Karbeny jsou o nékolik fadt
reaktivnéjsi nez odpovidajici nitreny a vykazuji i nizs{ selek-
tivitu pi vybéru mista ataku*!'"?*2!'S tim souvisi i podstatn&
kratsi polocasy Zivota singletového ¢i tripletového stavu kar-
benu. Pfesné hodnoty jsou pochopitelné zavislé na typu kar-
benového prekursoru a reakénich podminkach, ale priblizné
odpovidaji ps pro tripletovy stav a ns pro singletovy stav, coz
jsou ve srovnani s nitreny hodnoty o 34 fady niz3i*.

V soucasné dobé nékolik praci popisuje vyuziti a efektivitu
znaceni razné substituovanymi diaziriny. Napiiklad sonda
vznikld derivatizaci thiminového dimeru 4-(1-azi-2,2,2-tri-
fluorethyl)-benzodtem byla pouzita k urceni aminokyselino-
vych zbytkl ucastnicich se interakce T4 endonukleasy V
s DNA (cit.”). Dalsim piikladem tohoto typu sond je 3-trifluo-
ro-3-(m-["*Iliodofenyl)diazirin, pomoci n&hoz byla oznagena
membranova doména prostaglandin endoperoxid H synthasy
a ddle jeji aktivni misto pro cyklooxygenasu®.

3.3. Dalsi prekursory aktivnich
intermedidtd

Tato skupina tzv. pfimych fotoafinitnich sond obsahuje
heterogenni smés organickych sloucenin, jejichz fotolyzou
vznikaji volné radikély. Tyto slouceniny reaguji vétsinou ces-
tou tripletu, ktery je téméf inertni vii¢i molekulam vody a za-
roven vykazuje vysokou schopnost inkorporace do neaktivo-
vanych C—H vazeb. Diky pfevazujicimu podilu tripletového
reakéniho mechanismu nejsou vétSinou tyto prekursory na-
chylné k inaktivaci prfesmyky. Z pohledu fotoafinitniho zna-
¢eni se tedy jednd o slouceniny vhodnych vlastnosti.

Pomérné Siroké pouziti zaznamenaly o, B-nenasycené ke-
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tony napf. benzofenony a acetofenony24. PfedevSim sondy
benzofenonového typu nabizeji fadu vyhodnych vlastnosti,
jsou chemicky stabilnéj$i nez napt. diazoestery, arylazidy
nebo diaziriny, lze s nimi manipulovat pfi bézZném osvétleni
a jsou aktivovany svétlem vinovych délek okolo 350-360 nm.
Fotoaktivaci benzofenonu vznikd tripletovy excitovany stav
schopny vytrhnout atom vodiku z donoru za vzniku dvou
radikélt, které nasledné rekombinuji. Reak¢ni schéma je zna-
zornéno na obrdzku 4. Substituenty benzofenonu mohou vy-
znamné ovlivnit fotochemické vlastnosti pfipravené sondy.
Zatimco skupiny poskytujici elektrony a systémy s delokali-
zaci elektronti na aromatickych a konjugovanych strukturdch
sniZuji reaktivitu tripletového stavu, skupinﬁy s nedostatkem
elektroni usnadiiuji odtrzeni atomu vodiku®.

Jako fotoafinitni sondy jsou Casto vyuzivdny fotolabiln{
polypeptidy obsahujici benzofenonem modifikovany fenyl-
alanin, popiipadé pfibuzné aminokyseliny. Pfislusné modifi-
kované polypeptidy bylg/ pouzity k mapovani napt. lidského
insulinového receptoru® nebo k identifikaci kontaktnich mist
podjednotek o a B lidského luteiniza¢niho hormonu?’.

Do této skupiny sond patii ddle o, B-nenasycené steroidy,
které se chovaji podobné jako benzofenony, ndlezi sem téz
nitroareny napi. chloramfenikol®® a flunitrazepam®, déle puri-
ny, pyrimidiny, psoraleny a dalsi slouceniny jako napt. o--ama-
nitin nebo bilirubin*. Tyto sondy jsou viak pomérné fidce
pouzivané, pravdépodobné pro nizkou univerzdlnost jejich
aplikaci.

4. Pouziti fotoafinitnich sond

Aplikace fotoafinitniho znaceni je zna¢né Sirokd, od topo-
logickych studif proteint pies sledovani kinetiky molekuldr-
nich interakei az k provddéni funk¢nich enzymologickych
méfeni. Tato problematika je podrobné zpracovana v prehled-
nych &lancich a monografiich®*%18233932 proto néasledujici
partie bude spiSe utiidénim a zobecnénim moznosti, které
fotoafinitni znaCeni poskytuje.

1) Pomoci specificky reagujici fotolabilni sondy je mozno
oznacit urcity receptor nebo méné casto ligand v ¢dstecné
purifikovaném prepardtu nebo pifimo ve vzorku tkdné.
Navdzand sonda (vhodné znacend) pak umoziiuje napf.
monitorovani dané makromolekuly béhem separacnich
postupt a pfi jeji charakterizaci, coZ je zejména vyhodné
pro receptorové molekuly, které nelze snadno stanovit,
a ddle pro identifikaci neznamych receptora™. Specidlnim
pfipadem aplikace je vyhleddvani funkéni podjednotky
u podjednotkovych enzymd.

Topologii membranovych proteinti Ize studovat v podstaté
dvéma zpisoby. Prvy je zaloZen na pouziti fotolabilnich
derivatt lipidd nebo jinych silné hydrofobnich fotolabil-
nich sloucenin, které jsou dobfe rozpustné v membrandch.
Fotolyzou vzniklé intermedidty zminénych sloucenin jsou
schopny oznadit ¢asti proteind, které jsou ve styku s mem-
branou”**. Tento experimentalni pistup umoziiuje uréit
i hloubku zanofeni proteinové makromolekuly do mem-
brany. Tyto sondy musi byt schopné efektivni inkorporace
do neaktivovanych C-H vazeb postrannich alifatickych
fetézcl hydrofobnich aminokyselin, které 1ze predpokld-
dat pravé v téchto ¢dstech proteinii. Druhy zplsob pouziti
fotoafinitniho znaceni pro topologické ucely je zaméten

2)
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Obr. 4. Fotolyzou benzofenonu () vznika biradikal (1), ktery vytr-
huje atom vodiku z C-H vazby aminokyseliny peptidu (/I]) za vzniku
ketyl (IV) a alkyl (V) radikdld, které nakonec rekombinuji na slouce-
ninu benzpinakolového typu (V1)

na identifikaci ¢asti proteinu, které jsou ve styku s vodnym
prostfedim. Pro tyto zdméry se hodi téméf jakdkoli silné
hydrofiln{ fotolabiln{ slou¢enina nevstupujici do membrany.
Pomoci fotoafinitniho znaceni 1ze v biologickych systé-
mech urcovat vzddlenosti ve dvou trovnich, bud intra-
nebo intermolekuldrné, s ¢imz souvisi i moznost detekce
komponent multienzymovych ¢i subjednotkovych systé-
mi nebo uréent jejich nejblizitho okoli*. Sondy pouziva-
né pro tyto ticely musi byt bifunk¢ni, tzn. musi obsahovat
na protilehlych koncich co moznd rigidniho fetézce foto-
labilni skupiny — pak se jednd o homobifunkéni sifovaci
¢inidla, nebo jednu fotolabilni a druhou chemicky reaktiv-
ni skupinu u heterobifunkénich sitovacich ¢inidel. Vhodné
je do spojovaciho fetézce vlozit snadno degradabilni vazbu,
napf. S—S-miistek, kterou lze v redukénim prostfedi roz-
Stépit, a pak izolovat obé oznacené slozky systému. Hete-
robifunkéni ¢inidla jsou zpravidla nejprve navazana pro-
sttednictvim chemicky reaktivni skupiny na danou mole-
kulu, a pak je teprve aktivovdna fotolabilni skupina, znacic{
napf. postranni fetézce aminokyselin ve své blizkosti.

3)
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Obr. 5. Priklady prirozené fotolabilnich sloucenin, prekursori
volnych radikali, které se pouzivaji jako fotoafinitni sondy

U homobifunkénich ¢inidel je tieba, aby alespori jeden
konec ¢inidla obsahoval strukturu umoziujici specifickou
interakci ¢inidla se studovanou makromolekulou; druhy
konec pak mtize byt zakoncen pouze fotolabilni skupinou.
Specidlnim zpisobem aplikace metody fotoafinitniho zna-
Ceni je ireverzibilni zablokovéni aktivniho centra enzymd
nebo u alosterickych enzymi fixovdni jejich aktivni nebo
naopak inaktivni konformace, které 1ze pak pouzit pro
studium vztahu struktury a funkce téchto enzymi®’. Zaji-
mavé moznosti nabizi i fotolyticky pfipravené komplexy
receptori s nizkomolekuldrnimi slou¢eninami.

Soucasné svételné zdroje o vysokém vykonu (lasery, in-
tenzivni zdbleskovd zafizen{) umoznuji provadét fotoakti-
vaci sond béhem velmi kritkého ¢asového dseku (Us—ms).
Ve spojent s piistroji pro rychlé miseni reakénich kompo-
nent slouzi tato metodika ke sledovani ¢asového sledu
déja, napt. pribéhu enzymovych reakci, vazby hormonu
na receptor nebo interakci slozek multienzymového systé-
mu®® v definovanych &asovych okamzicich. PouZivané
sondy nesmi podléhat pfesmykiim a izomerizacim na re-
aktivni intermedidty s dlouhou dobou Zivota, které by
interferovaly pfi zaznamendni ¢asové rozlisenych interakei.
Dalsi aplikaci fotoafinitniho znaceni je mapovani vazeb-
nych mist receptord, pfenasecti nebo aktivnich center en-
zymﬁ39’4°. V téchto piipadech metoda fotoafinitniho zna-
Ceni, jako jeden z mdla experimentdlnich piistupl, umoz-
fluje pohled napf. i do hydrofobniho vazebného mista
proteint, jejichZ trojrozmérnou strukturu nelze zatim ur¢it.
Vétsina ostatnich chemicko-modifika¢nich metod by v pfi-
pad¢ vazebnych mist se znacnym obsahem hydrofobnich
aminokyselin byla neicinna. Proto je tato metoda vyhodnd
pro vyzkum struktury aktivniho centra cytochromu P450,

9
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enzymu hrajiciho kli¢ovou tlohu pii metabolismu hydro-

fobnich 1éc¢iv a kancerogent.

Tato oblast aplikace metody fotoafinitniho znaceni ke
studiu aktivniho centra sav¢ich cytochromt P450 je v centru
naseho zdjmu. Pro znaceni aktivniho centra byly postupné
pouzity diamantandiazirin®, sonda karbenového typu a ddle
N-(p-azidobenzyl)-N-methyl-p-aminofenethylamin, zdstupce
nitrenovych sloucenin, kterym se podafilo identifikovat Arg197
aktivniho centra cytochromu P450 2B4 (cit.*?). Tento typ
heterobifunkéni azidové sondy vykazuje znac¢nou selektivitu
vici mistu ataku — modifikuje prevazné poldrni aminokyseli-
ny. Proto byly v dal$ich studiich jako vyhodnéjsi fotoafinitn{
sondy testovany prekursory volnych radikald, jejichZ interme-
diaty maji vysokou schopnost inkorporace do neaktivovanych
C-H vazeb, a nejsou nichylné k interakcim s molekulami
vody, coZ je pro fotoafinitni znaceni cytochromt P450 velmi
dilezité, nebof v aktivnim centru sav¢ich cytochromti P450 se
predpokldda pifitomnost vody. Jedna se o prirozené fotolabilni
slouceniny: flunitrazepam, 8-methoxypsolaren, 2-fluoro-4-ni-
troanisol véetné polohového izomeru 2-nitro-4-fluoroanisolu,
benzofenon a jeho analog adamantylfenylketon (viz obr. 5).
Vsechny slouceniny prokdzaly zna¢nou fotolabilitu pfi expo-
zici kratkovlnnym UV zdfenim a jevi se jako velmi perspektiv-
ni sondy pro mapovani aktivniho centra cytochromu P450.

Pravé detailni poznani struktury a aminokyselinového slo-
zeni aktivnich center cytochromt P450 umozni vedle po-
chopeni mechanismu aktivace kancerogent téz cilenou kon-
strukci 1€¢iv rezistentnich vici inaktivaci cytochromy P450
a piipravu inhibitord s preventivné ochrannym efektem proti
chemickym kancerogentim.

5. Zavér

Technika fotoafinitniho znaceni je progresivni metodou
s Sirokou moznosti aplikace pro studium biomakromolekul.
Fotoafinitni znaceni vychdzi z principu afinitntho znaceni
s tim zdsadnim rozdilem, Ze analog substrdtu neni chemicky
reaktivni az do okamziku fotoaktivace. Fotolyzou dojde k roz-
padu fotolabilni skupiny sondy za vzniku reaktivnich interme-
didta, které umozni tvorbu kovalentni vazby mezi sondou
a studovanym receptorem. Vyhoda pouziti fotoafinitnich sond
spocivd predevsim ve znacné reaktivité intermedidtd, umoz-
nujici znacit na proteinech mista s nizkou chemickou reakti-
vitou, a ddle ve velmi kratké dobé zivota téchto intermediatd,
coz vede k minimalizaci vazby sondy mimo studované misto.

Pfi konstrukci fotoafinitnich sond velmi Siroké pouziti
zaznamenaly arylazidy substituované na aromatickém kruhu
nitroskupinou. Zavedent této skupiny jednak zptsobuje posun
absorp¢nich maxim derivatu do oblasti vinovych délek vys-
sich nez 300 nm, jednak zvySuje reaktivitu arylnitrend*’, ktera
se pak blizi nejreaktivnéj$im nitrenim vznikajicim z acyl-
azidu.

V tadé ohledt jsou vSak prekursory karbent, zejména
diaziriny, lepS$imi kandiddty pro ptipravu fotoafinitnich sond
nez azidoslouceniny. Karbeny jsou podstatné reaktivnéjsi pii
niz8i selektivité¢ pro misto ataku. Na sniZeni nespecifické
vazby md znacny vliv i o nékolik fadl nizsi polocas Zivota
karbend, ktery nedovoluje reaktivnim intermediéttim, aby ata-
kovaly mista vzddlend od mista jejich vzniku. Vyhodné jsou
poloZena i absorpéni maxima vSech diazirind (350-380 nm).
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Navic diazirinovd skupina je pomérné¢ men$i neZ nékteré
prekursory nitrentl, napt. objemnad nitroarylazidovd skupina,
takZe jen minimdlné ovliviiuje vazebné vlastnosti sondy. Z4-
roven karben vznikly z diazirinu je pfimo soucdsti skeletu
ligandu, coz zajistuje oznaceni pravé vazného mista receptoru.
Nicméné, i ptes fadu prednosti, nejsou diaziriny zcela idedlni-
mi prekursory reaktivnich intermediétti pro svou ndchylnost
k fotoizomerizacim na linedrni diazoslouceniny, které sniZuji
vytézek znaceni diky kompetici obou izomeri o vazbu na
receptor.

Slibnymi kandiddty pro fotoafinitni znacenf jsou jiz zmi-
néné piimé fotoafinitni sondy. U té€chto sond, diky jejich pfimé
fotolabilité, nedochdzi k poklesu afinity ligandu pro receptor
zpusobené zavedenim fotoaktivovatelné skupiny do jeho mo-
lekuly. Tyto fotoafinitni sondy tim, Ze vétSinou reagujf triple-
tovym mechanismem, v sobé spojuji prednosti tripletovych
karbeni a nitrent.

Autori dékuji za financni podporu grantiim GAUK 246/
1999 a MSMT CR VS96141.
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B. Kubickova and P. Hodek (Department of Bioche-
mistry, Faculty of Science, Charles University, Prague): Pho-
toaffinity Labelling — 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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Uvod

Acidolabilni chrdnici skupiny terc-butylového typu se vy-
uzivaji prevazné pri chranéni aminokyselin v chemii peptidd,
kdy se nejcastéji odstépuji ptisobenim trifluoroctové kyseliny.
Do 30 min je tak moZné provést deprotekci N-terc-butyl-
oxykarbonylové nebo ferc-butylové chranici skupiny esterové
funkce, zatimco odsStépeni ferc-butylové chranici skupiny hy-
droxylové funkce zpravidla vyZaduje del3i reakéni dobu'.
Deprotekci aminoskupiny vznikaji trifluoracetdty potlacujici
jeji nukleofilnost, kterou je nutno pied piipadnou acylacni
reakci obnovit neutralizac{ pfislusnou bazi. Bylo vsak jiz také
popsdno, Ze u nékterych N-terc-butyloxykarbonylovych de-
rivéth dochdzi k odstépovani chranici skupiny za vzniku volné
aminoskupiny gomocf mikrovinného (MW) zdfeni v pritom-
nosti silikagelu”.

Pokusili jsme se proto tuto metodu aplikovat na chranéné
derivdty aminokyselin, pfipadné peptidii, nebot v této oblasti
je terc-butylova skupina jednou z nejpouzivanéjsich pii pre-
chodném i permanentnim chranéni reaktivnich skupin.

Dale nds zajimalo, zda je mozné pisobenim mikrovinného
zafeni vyraznéji ovlivnit pomérné maly rozdil v odstépovani
jednotlivych typa ferc-butylového chrdnéni, to znamend, zda
tato metoda poskytuje moznost selektivniho odstépeni N-Boc
skupiny vedle -Bu chranici skupiny esterové ¢i hydroxylové
funkce.

Vzhledem k tomu, Ze pouzité zafizeni na generaci mikro-
vInného zdfeni mélo ve srovndni s publikovanymi ddaji (450 W)
nizsi vykon (300 W), bylo nutné metodiku odstépeni chrd-
nicich skupin pomoci MW modifikovat ddle uvedenymi po-
stupy.

Pri naSich experimentech jsme vyuZili moZnosti zvolit
vykony 150 W, 180 W a 270 W a rlizné ¢asové periody pii
ohfevu reakéni smési slozené z prislusné chranéné aminoky-
seliny a silikagelu nebo oxidu hlinitého. Energie aplikovaného
zafeni byla vyjadfovana v kW.min.
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Vzorky pro obé metody byly pripravovdny rozpusténim
1 mmol piislu§né litky ve 30 ml methanolu. Po pfiddni 10 g
nosice (silikagel nebo oxid hlinity) bylo rozpoustédlo odpa-
feno a zbytek po vpraveni do nadobky pfistroje ozafovin MW
o rizném vykonu po dobu stanovenou jednotlivymi experi-
menty. Stupen konverze reakce byl ur¢en pomoci HPLC na
koloné LiChroCART WP 300 RP-18 (5 um; Merck, SRN), za
pouziti gradientu mobilni fdze 0-100 % ACN v 0,0 5% TFA
za 1 hod, pii prittoku 1 ml.min™". Pro studii byl pouZit piistroj
SyntheWave 402 Prolabo s vykonem na vystupu 300 W (spin
+5), laskavé zapijceny firmou Merck spol. s r.o., Praha.

Metody P1, P2

Pti pulsni metodé P1 se pracovalo v oteviené nadobé pri
teploté vzorku do 100 °C, kdy dochdzelo ke kolisani vlhkosti
silikagelu. Jedna 20 min ddvka se sklddala z 20 pulsd, z nichZ
kazdy trval 10 s pfi vykonu 150 W. Po ném pak ndsledovala
50-ti sekundova prodleva bez aplikovaného zareni. JelikoZ pii
opakovani metody P1 dochdzelo k poklesu maximdlni teploty
az o 10 °C, byl pfi pulsni metodé P2 vykon pulsti zvySen na
180 W.

Metoda X

Tato metoda byla uplatnéna po zjisténi nizké efektivity
pulsnich metod pfi tvorbé primdrni aminoskupiny z prekur-
soru chranéného skupinou Boc. Vzorek latky byl vystaven
pisobeni MW o vykonu 270 W po dobu 6 min, kdy se vzorek
zacal rychle zahtivat. Jeho teplota, celkové zdvisejici na zpl-
sobu upravy silikagelu, nepiesdhla 146 °C.

Vysledky a diskuse

Vysledky experimentt jsou souhrnné uvedeny v tabulce 1.
Z ni vyplyvd, Ze odStépovani chranicich skupin ferc-butylo-
vého typu zdvisi na struktufe chrdnéné aminokyseliny nebo
sekvenci ptislusného peptidu.

Na silikagelu jako nosi¢i byl zaznamenan 65 % tbytek
Boc-Trp-OH za vzniku pouze 29 % odchrdnéné aminokyse-
liny a 36 % produktt vedlejSich reakei patrné na postrannim
fetézci tryptofanu. Na druhé stané deprotekce dipeptidu Boc-
-Pro-Ala-OMe za vzniku sekunddrni aminoskupiny probé&hla
Cisté s vytézkem 60 % a odstépent ferc-butyl esterové skupiny
u Fmoc-Asp(O#-Bu)OH rovnéz s vytézkem 60 %. V ostatnich
ptipadech probéhlo odstépeni N* -Boc chranici skupiny u Boc-
-Phe-OH, Boc-Trp(For)-OH a tetrapeptidu Boc-Tyr-Asp(OBzl)-
-Pro-Ala-OMe pouze s vytézkem 34 %, 28 % a 27 %, pticemz
i v pripadé tryptofanu s chranénym indolovym kruhem bylo
zjisténo pomérné vysoké, 5 % zastoupeni vedlejsich produktd.

Zaroven byla zjisténa vysokad rezistence ferc-butyl ethero-
vé skupiny u Fmoc-Ser(#-Bu)-OH, kde $tépeni za standardnich
podminek probihalo jen z 3 %, zatimco odstépeni stejné
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skupiny z fenolického postranniho fetézce Fmoc-Tyr(-Bu)-
-OH probéhlo z 15 %. Pomér v odstépovani N* -Boc nebo 7-Bu
chrénici skupiny esterové funkce a #-Bu chrdnici skupiny
hydroxylové funkce dosahujici maximdlné jednoho fadu zhru-
ba odpovida poméru dosazenému pii 100 % odstépeni Boc
skupiny (30 min) pomoci TFA.

Experimenty se zvySovanim dodané MW energie a pro-
dluzovanim doby MW radiace u Boc-Phe-OH (tabulka II,
obrazek 1) s cilem zjistit podminky, pfi kterych je deprotekce

nejvyssi, ukdzaly na postupné snizovéani obsahu pivodniho

Tabulka I
Slozeni reakéni smési po ddvce mikrovlnného zdfeni pii me-
todé X, P1 a P2

Latka X* p1* p2* ° ¢ d
Nosi¢ 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 0o 72 23 46
Fmoc-Gly-OH 0 4 1 100 O 0
Fmoc-Ser(-Bu)-OH 0 5 0 969 3 0,1
Fmoc-Tyr(z-Bu)-OH 0 5 0 84,7 15 03
Fmoc-Asp(Ot-Bu)-OH 0 5 0 37 60 3
Z-D-Ala-OH 0 5 0 100 O 0
Nosic¢ oxid hlinity
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 2,8 422

A Pocet ozdteni vzorku, ° % vychozi latky, © % odchrdnéného
produktu reakce, 7 vedlejsich produktd

Laboratorni pfistroje a postupy

chranéného derivatu v reakéni smési az na 1,2 %. Soucasné
vsak pri tom dochdzelo k degradaci ozafovaného materidlu,
takZe pfi maximdlnim dosazeném vytézku odblokovaného
Phe ve vysi 77 % bylo v reakéni smési pfitomno i 23 %
vedlejsich produktd. Déle bylo potvrzeno, Ze N-Fmoc i N-Z
chrdnici skupiny jsou rezistentni vii¢i MW zdfeni za pouzitych
experimentdlnich podminek.

Kdyz byl jako nosi¢ pouzit misto silikagelu oxid hlinity,
nedochdzelo k odStépovani ani N-Boc chrénici skupiny. Fmoc-
-Gly-OH vsak byl ze 45 % modifikovan pfevazné na vedlejsi
produkty (42 % v reak&ni smési) neobsahujici volnou primarni
aminoskupinu.

JelikoZ bylo také popsdno, Ze Boc skupina je Stépena
béhem 1 hod ve vod& za varu®, provedli jsme srovndvaci
experiment, pfi némz byl Boc-Phe-OH nanesen na silikagel
a vystaven teploté 100 °C po dobu 2 hod (doba 6 experimenti
P1) bez ptitomnosti MW zdreni. Po extrakci methanolem vsak
vzorek obsahoval pouze ptivodni Boc-Phe-OH.

Tabulka II
Deprotekce Boc-Phe -OH

Metoda a b ¢ d toa/'C

P1¢ 1,00 98,0 1,9 0,1 100"

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 1214
X 10,72 3.4 74,2 22,4 117,2
X 12,34 1,2 76,0 22.8 115,6

* Energie zdteni v kW.min, ® % vychozi litky, ¢ % odchra-
néného produktu reakce, ¢ % vedlejsich produktd [100 % —
(b + ¢)],  metoda byla aplikovina dvakrat, " metoda P1 jen do
teploty 100 °C

100 o - - - - - 150
% tmax’ QC
80
1 140
| |
° H-Phe-OH
60 Boc-Phe-OH
1 130
40
1 120
20
=)
0 110
0 2 4 6 8 10 12
E, kW.min

Obr. 1. Zavislost sloZeni reakéni smési a maximadlni reakéni teploty na ddavee mikrovinného zareni
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Zavér

Zavérem lze konstatovat, Ze v oblasti aminokyselin a pep-
tidG umoznuje MW zafeni za urcitych experimentdlnich pod-
minek Stépeni chranicich acidolabilnich skupin terc-butylo-
vého typu v zdvislosti na povaze aminokyseliny nebo pepti-
dové sekvenci.

K dosazeni maximalniho odstépeni N-Boc nebo #-Bu sku-
piny je vsSak zapotiebi nékolikandsobné prodlouzit reakéni
dobu, resp. nékolikandsobné opakovat divky MW zdreni, po
nichz je v reak¢ni smési detegovan vysoky obsah vedlejsich
produktd.

Selektivita mezi $tépenim N*-Boc nebo 7-Bu chranici
skupiny esterové funkce a t-Bu chranici skupiny hydroxylové
funkce v rdmci jednoho fadu je srovnatelnd se $tépenim po-
moci TFA. Proto prakticky vyznam pouziti MW techniky pii
odstépovani chranicich skupin #-Bu typu u peptidti bude patrné
omezen jen na nékteré specidlni ptipady deprotekce, pfi nichZ
nelze pouZit TFA, pfipadné nelze provést naslednou neutrali-
zaci vzniklého trifluoracetdtu ptisobenim tercidrni béze.

Pouzité zkratky

ACN
Boc
For
Fmoc
MW
HPLC
OBzl
Or-Bu
OMe
t-Bu

acetonitril

terc-butyloxykarbonyl

formyl

fluorenylmethyloxykarbonyl

mikroviny

vysoce ucinnd kapalinova chromatografie
benzylester

terc-butylester

methylester

terc-butyl
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TFA
z

trifluoroctova kyselina
benzyloxykarbonyl

_ Studie byla financné podporena granty Grantové agentury
Ceské republiky ¢ 203/98/1330 a 203/00/0955.
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of Microwave Technique for Cleavage of Acid-Labile
Groups in Peptide Chemistry

We report on our findings concerning the microwave-
-assisted silica gel removal of Boc and #-Bu groups protecting
0-NH, and COOH groups in amino acids and peptides, and
also on selectivity of this deprotection to OH-protecting t-Bu
groups. To obtain high conversions in deprotection, increased
microwave doses and prolongation of the reaction time are
required. As a consequence, relatively large amounts of
side products were detected. The microwave radiation could
possibly be utilized in deprotection of peptides when the
trifluoroacetic acid cleavage and subsequent neutralization of
the acid with a tertiary base have to be avoided.
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POTREBUJEME PSEUDOSLOZKY?

EGON ECKERT

Ustav chemického inzenyrstvi, Vysokd $kola chemicko-tech-
nologickd, Technickd 5, 166 28 Praha 6, e-mail: eckert@

vscht.cz

Doslo dne 7.1X.2000

Klic¢ovd slova: ropa, ropné frakce, charakterizace

Uvod

Ropa a ropné frakce jsou velmi slozité smési mnoha rtiz-
nych uhlovodikt a dal$ich organickych i anorganickych ldtek.
Pocet uhlikovych atoml ve sloZce se mize pohybovat od
jednoho az po vice nez padesat, takze slozky mohou vykazovat
normdlni bod varu v rozsahu od —162 °C do 540 °C, pticemz
pocet riznych slozek, které vykazuji velmi malé rozdily v bo-
dech varu, se velmi zvySuje s rostoucim bodem varu. Napt. 16
z 18 oktanovych izomert vie v rozmezi pouze 12 °C.

Destila¢ni chovéni téchto smési se nejcastéji charakterizu-
je laboratornimi destilacnimi testy: ASTM D 86 (obdoba
diferencidlni destilace za atmosférického tlaku), ASTM D
1160 (vakuova obdoba diferencidlni destilace), TBP (True
Boiling Point — vakuova nebo atmosférickd vsadkova rektifi-
kace s velkou hodnotou refluxniho poméru v mnohapatrové
koloné), EFV (Equilibrium Flash Vapour — rovnovdznd jed-
nostupriovd destilace za rdznych tlakil). Vesmés se jednd
o zdvislost teploty métené v nékterém misté experimentdlniho
zafizeni na objemovém oddestilovaném podilu.

2 w2z

Teoreticka c¢ast

Test ASTM D 86 je jako jediny standardizovan a vzhledem
k jednoduchosti svého provedeni a reprodukovatelnosti je
Casto pouzivan, ackoliv jim ziskand data maji maly teoreticky
vyznam'. Tento ndzor by mohl oviem doznat zm&ny, pokud
se ukdze, Ze matematicky model tohoto komplexniho procesu
navrzeny Greenfieldem a spol.” je dostatecné vérohodny.

Data ziskand pomoci TBP testu vytvareji jiz daleko lepsi
teoreticky zdklad k charakterizaci slozité smési. Skldda-li se
smes ze slozek s vyraznymi rozdily v bodech varu, ma TBP
kiivka ,,schodovity* tvar (obr. 1). JestliZe jsou ve smési pii-
tomny slozky s blizkym bodem varu (napf. izomery), ,,scho-
dovitost* se ovSem vytraci (obr. 2). Tento tvar je typicky prave
pro ropné frakce.

Nejobtiznéji proveditelny, a proto také nejméné pouziva-
ny, je tfeti zdkladni charakterizacni test EFV. K ziskani kom-
pletni kiivky je tfeba provést celou sérii pokusu, protoZe jeden
pokus poskytne pouze jeden bod.

Protoze jsou vSechny charakteriza¢ni testy vice ¢i méné
ndrocné, provadi se zpravidla pouze jeden z nich a zbyvajici
se dopocitaji pomoci empirickych regresnich vztahd, kterych
je v literatufe uvedena celd fada. Ze je tieba pfistupovat k takto
ziskanym charakteriza¢nim testim velmi obezietné, je vzhle-
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dem k pravdépodobnym chybdm pouZivanych piepoctovych
vztahil ziejmé.

Pro ndvrhy destilacnich kolon zpracovdvajicich ropu
a ropné frakce byla v minulosti vyvinuta celd fada empiric-
kych metod, z nichZ mnohé vyzaduji velkou praktickou zku-
Senost. V posledni dobé se pro tento ucel pouzivd vyhradné
standardnich simula¢nich programt (ASPEN PLUS, HYSYS,
PRO 1I atd.), které pfi kvantitativnim popisu destilacniho
chovdni ropné smési na tzv. ,lehkém konci* vychdzeji z ak-
tudlnich redlnych slozek (obvykle do Cs) a pro vySe vrouci
podily pouzivaji predstavu pseudoslozek. Tato ndhradni smés
se obvykle skldda z nékolika redlnych sloZzek a maximalné
Ctyficeti pseudoslozek. Pfi zavedeni pseudoslozek se vychdzi
z TBP kiivky (naméfené nebo ziskané prepoctenim z jiné
charakterizacni kfivky), ktera se ,,rozieze* (obvykle ekvidis-
tantné nebo ekvidistantné po Cdstech, s krokem asi 25 K)
ve sméru teploty na pozadovany pocet dili — pseudoslozek
(obr. 3). Kazdy rozdil ®F — ®F pak piedstavuje objemovy
zlomek piislusné pseudoslozky ve smési. Pro prislusnou pseu-

O]

Obr. 1. K¥ivka TBP pro smés slozek s vyrazné odliSnym bodem
varu

[}

Obr. 2. Krivka TBP pro mnohaslozkovou smés (napf. ropnou
frakci) obsahujici slozKky s blizkym bodem varu
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Obr. 3. K definici pseudoslozek

doslozku se pak stanovi stfedni normdlni bod varu bud jako
aritmeticky stfed mezi krajnimi hodnotami ,,fezu* nebo sprav-
néji podle véty o integrdlni stfedni hodnoté

[
T,= — [T, (®@)d®

_ i=1,...,1 1
Lol -of l "

Na zdkladé stfedniho normdlniho bodu varu 7, a speci-
fické hustoty S, coZ je hustota pifslusné pseudoslozky pii
288,8 K délend hustotou vody pfi téze teploté

S,=p,;/999,024 (2)
1ze pak podle rtiznych empirickych vztahii odhadnout moladrn{
hmotnost pseudoslozky a veli¢iny potfebné k odhadu jejiho
rovnovdzného chovdni jako jsou kritickd teplota a tlak a acen-
tricky faktor. NejCastéji se pouzivaji vztahy navrzené Kesle-
rem a Leem

M =-12272,6 + 9486,4S + (4,6523 — 3,32878) T}¥ +
+ (1 —0,77084S — 0,020585%)(1,3437 — 720,79 /
71077 TF + (1 - 0,808828 + 0,022265%)

(1,8828 — 181,98 / T,)(10*/ T;F)? (3)

T.=(341,7 + 8118 + (0,4244 + 0,11745) T,* +

+(0,4669 — 3,26235)10°/ T*) /1,8 (4)

P_=(exp (8,3634 — 0,0566 / S — (0,24244 +

+2,2898 /8 +0,11857 / §9107° T +

+(1,4685 + 3,648 / S + 0,47227 / $H1077 (T}

—(0,42019 + 1,6977 / $51071° 7,7)%)).6894,8 (5)

Laboratorni pfistroje a postupy

®=(-In (P,/101325) - 5,92714 + 6,09648 / T}, . +
+1,28862 In (T}, ,) — 0,169347 T8, 1(152518 -
- 15,6875/ T, ,— 13,4721 In (T, ) + 0,43577 Ty.)
<0,8 (6)
nebo

o =-7,904 + (0,1352 -0,007465 K) K, +

+8,359 T, + (1,408 - 0,01063 K,) / T,

T,,>08 (7)
kde

T,,=T,/T, (8)

K, =121644(T)'"/ S (9)

Alternativou ke vztahiim (6) a (7) je vztah navrzeny Ed-
misterem®

®=3/7log (P,/101325) / (1/T,,— 1) - 1 (10)

Dalsi vztahy navrhli Riazi a Daubert’

M =4,5673.107 (T, )12 5710104 (11)
T.=24,2787 (T,F)* 8848 5035%) 1 8 (12)
P, =3,12281.10° (T;¥)>*'*5%3201.6894,8 (13)

Oblibenym je i Winnliv nomogram, ktery do rovnicové
podoby pievedli Sim a Daubert®

M =5,805.107 (T,)>*776 5709371 (14)
T.=exp (4,200 (T,)"0%013 500461 /1.8 (15)
P, =6,1483.10'% (T,) 23177 §24853 (16)

Vsechny vztahy jsou uvedeny tak, aby je bylo moZno
snadno porovnat s ptivodnimi literdrnimi zdroji, a proto nebyly
prepocitdvaci koeficienty do soustavy jednotek SI zahrnuty do
ndsobnych konstant.

Vysledky a diskuse

Riazi a Daubert’ testovali rovnice (11)—(13) na vice nez
100 slozkdch a uvddéji jejich primérnou relativni odchylku
1,3-3,1 %. Maximdlni hodnota této odchylky ¢ini dle autori
11,8 %. ProtoZze je toto otestovdni s pouZitim vypocetni tech-
niky a databdze Cistych sloZzek pomérné snadné, bylo pro icely
této prdce provedeno znovu. Byla pouZzita databdze Cistych
slozek programu HYSYS (cit.”), ze které byly testovdny
vSechny uhlovodiky s normdlnim bodem varu vyS$$im nez
288,8 K. Jedinou dalsi omezujici podminkou bylo, aby tato
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Obr. 4. Porovnani skute¢nych a vypoc¢tenych molarnich hmotnosti podle vztaht (3) — O, (11) - Aa (14) - O
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Obr. 5. Porovnani skute¢nych a vypocétenych kritickych teplot podle vztahti (4) - O, (12)-Aa(15)- O

teplota byla v rozsahu teplot piipustnych pro vypocet tenze
Cisté slozky podle vztahu a z konstant, které jsou v databazi
programu HYSYS. Tenze Cisté slozky je potieba k vypoctu
hustoty kapaliny p pfi 288,8 K, kterd byla pocitdna podle
metody Hankinsona, Brobsta a Thornpsonas. Uvedenym pod-
minkdm vyhovovalo 98 slozek. Ziskané vysledky jsou ukdza-
ny na obrazcich 4-8.

Na obr. 4-6 jsou zndzornény relativni odchylky vypocte-
nych hodnot molarnich hmotnosti, kritickych teplot a kritic-
kych tlakt podle uvedenych metod riznych autort od tabelo-
vanych hodnot téchto veli¢in pro 98 slozek. Je ziejmé, Ze
v piipadé mnoha testovanych slozek shoda vypocitanych pa-
rametrd se skutecnosti neni zdaleka tak dobrd, jak uvadéji
Riazi a Daubert’. Nejpiesnéjii hodnoty poskytuji vztahy pro
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vypocet kritické teploty, kde maximdln{ relativni odchylka,
odhlédneme-1li od vypoctené hodnoty pro 3-methyl-cyklopen-
ten, ¢inf asi 3 %. U moldrnich hmotnosti je to jiZ vice nez 10 %
a u kritickych tlaka asi 20 % (u jiz zminéného 3-methyl-cy-
klopentenu je to ovsem jesté daleko vice). Zajimavé vysledky
ukazuji obr. 7-8. Zde bylo pfi porovnani vypoctenych hodnot
acentrického faktoru podle vztahti (6), (7) resp. (/10) pouzito
i poc¢itanych hodnot kritické teploty a kritického tlaku podle
riznych autorti a nikoliv spravnych hodnot pro ptislusné sloz-
ky. Je zfejmé, Ze chyby v odhadech téchto velicin se v konecné
vypoctené hodnoté acentrického faktoru nekompenzuji, ale
spiSe ndsobi, takze béznd relativni odchylka je jiz 40 %, pfi-
¢emZ maximdlni pro 1,4-pentadien je asi 110 %! Vzhledem
k ttmto pomérné velkym chybam se naskytd otdzka, proc¢
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Obr. 7. Porovnani skute¢nych a vypoétenych acentrickych faktori podle vztahl (6)—(7) s alternativnim pouzitim vztahi (4)—(5) — O, (12)—(13)

~ A, (15)(16)- O

nepouZzit pti vytvareni ndhradni reprezentativni smési misto
pseudoslozek redlné slozky, pro néZ jsou obvykle vSechny
termodynamické a transportni parametry jiz zndmy s velkou
presnosti, takZze by bylo mozZzno se obejit bez vSech odha-
dovacich vyse uvedenych metod. Dalsi vyhodou tohoto pfi-
stupu by byla skutecnost, Ze uzivatel by do seznamu slozek
mohl zahrnout slozky, které jsou z hlediska jeho zdjmu resp.
z hlediska chovani smési vyznamné (napf. polarni slozky,
prevazné parafinické nebo naopak aromatické slozky atd.).
Uspésné pouiti tohoto piist Ipu pro piipad charakteriza¢niho
testu EFV bylo jiz ukdzano” . Analogického pristupu, ktery
rovnéz vychdzi z matematického modelovani procesu provd-
déni charakterizacniho testu, by bylo mozno pouziti v pripadé
testu ASTM D86, pokud se podaii nalézt jeho vérohodny

matematicky model. Velkou nadé€ji v tomto sméru je jiz zmi-
nénd prace Greenfielda a spol.?

Matematicky model procesu ziskavani charakterizacni
kfivky nepotfebujeme v piipade, rozhodneme-li se charakte-
rizovat skute¢nou smés, pro niz je znaima TBP kfivka, nahradn{
smési redlnych slozek. V tomto piipadé jsou body varu zvole-
nych reprezentativnich slozek bud zaddny, nebo se daji snadno
pro pracovni tlak vypocitat (obr. 9).

Objemové oddestilované podily slozek ®F —®F, i=1,...,1
pak miizeme hledat napf. minimalizaci vztahu
I+1 5
F (@5 % =Y (®f, -®/) =min (17)

i=1

371
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Obr. 9. K charakterizaci smési vybranymi reilnymi slozkami
pomoci TBP krivky

piicemz musi byt splnéno () a plati ®F =0, dL,, = 1. Je
patrné, Ze minimalizace nemusi poskytnout tyto podily tak,
aby platilo

1

Y(@f -@f) =1

i=1

(18)

coz ale Ize napravit normovanim a objemové zlomky jednot-
livych sloZek pak ziskat podle vztahu

Y= ((Df—(bj)/é‘;(q)f_q;f) j=1 .1 (19)
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Podrobné analyze tohoto pfistupu bude vénovdno dalsi
sdéleni'".

Z vyse uvedeného se zdd, Zze odpovéd na otdzku v nadpisu
této prace je NE. Je samoziejmé, Ze navrhované netradi¢ni
pristupy byly umoznény az mocnym rozvojem vypocetnich
prostiedkli a metod, které mohly nahradit di{véjsi, z dnesniho
hlediska velmi skromné ndstroje inZenyra — milimetrovy pa-
pir, logaritmické pravitko piipadné kalkulacku. Soucasné lze
ale ocekdvat, Ze vstup téchto netradi¢nich piistupti do praxe
nebude snadny, pokud se ho viibec podafi prosadit.

Seznam symbold

F  funkce

celkovy pocet slozek
Watsontiv faktor, K
moldrni hmotnost, kg.kmOFl
tlak, Pa

specifickd hustota

teplota, K nebo R (je-1i horni index R)
objemovy zlomek

acentricky faktor

objemovy oddestilovany podil
hustota, kg.m‘3

=

THEENUTEX ™

Dolni indexy

b pti bodu varu

¢ kritickd veli¢ina

i, j slozkai,j

r redukovand veli¢ina
Horni indexy

L levy okraj intervalu
R pravy okraj intervalu

Prdce byla vykondna s podporou fondu MSM 223400007.
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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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NA VELMI VYSOKE TEPLOTY
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Kosice, Slovenskd republika

Doslo diia 18.11.2000

KTicové slova: termickd analyza, spalovanie metdnu v Kysli-
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Uvod

V sticasnosti sa pre termicku analyzu pouZzivaju laborator-

ne piecky, ktoré su stcasfou pristrojov pre termickd analyzu,
ako su napr. Mom, Rigaku, Netch.
s elektrickym ohrevom a st kon$truované tak, aby v ¢o naj-
mensej miere ovplyvilovali termoelektrické napétie meracich
termoclankov. Horeuvedené zariadenia su vSak cenovo tazko
dostupné a ich prevddzka si vyZaduje zaskoleny personal.

Cielom prdce bolo navrhnit a skonstruovaf ¢o mozno
najjednoduchsiu laboratérnu piecku pre termicku analyzu, so
zretelom na vyuZitie domdcich materidlovych a surovinovych
zdrojov a s tym, Ze ma zabezpeCovat rychly ohrev vzoriek na
vysoké teploty a zaroven rychlu moznost chladnutia skima-
nych vzoriek'.

Takto navrhnutd a skonstruovand piecka bola v dalSom
verifikovand na Stidiu priebehu teplot liquidu a solidu pseu-
doneuspokojenych ocelf’.

Pri vybere sposobu ohrevu bol pouzity ako palivo zemny
plyn spalovany v Cistom kysliku, aby sa dosiahla vysokd
teplota spalin. Pri ndvrhu tvaru a rozmerov piecky sa vy-
chddzalo z rozmerov pracovného priestoru pece a podmienok
nutnych pre proces termickej analyzy. Pri konStrukcii piecky
bolo nutné dbat na jednoduchost realizdcie montdze a demon-
téze jednotlivych dielcov piecky resp. na jednoduchost vkla-
dania a vyberania meranej vzorky.

Zakladné vypocty spalovania metanu s kyslikom

Vypocet reakcnej teploty spalovania
metdnu s kyslikom

Definujme reakénu teplotu ako teplotu exotermickej reak-
cie, ktord prebieha adiabaticky a izotermicky v Standardnych
podmienkach (prieto¢ny systém, ustdleny stav, vychodzie lat-
ky vo stechiometrickom pomere danej reakcie, rozsah reakcie
jednotkovy).Uvolnené teplo AH}; zvysi teplotu produktov
z teploty T na teplotu reakénu 7.

T

~AH} ;= [¥n,C, .dT (1)
T i
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AHgﬂT —Standardnd reak¢nd entalpia uvaZzovanej exotermickej
reakcie pri teplote 7 napr. 298,15 K, n, — litkové mnoZstvo
i-tého produtu, ¢iselne zhodné so stechiometrickym koefi-
cientom produktu, C,, — mélové teplo i-tého produktu.

Reaké¢nou teplotou sa nazyva teoretickd teplota plamena
pri horeni (oxidécii kyslikom) bez ohladu na skupenstvo re-
agujucich (spalovanych ) ldatok. V literatire sa tieZ pouZiva
pojem — adiabatickd teplota. Teoretickd teplota plamena je
teplota vypocitand a md najvyssiu hodnotu, pretoze sa ne-
uvazuji disociaéné endotermické reakcie®.

Vypocet vyhrevnosti metdnu

Pri vypocte vychddzame zo zdkladnej stechiometrickej
rovnice oxiddcie metdnu:

CH,+20,— CO,+2H,0 (2)
Standardnu reakénd entalpiu AH,%ZQS pre uvedend reakciu

uréime na zdklade Hessovho zdkona, pricom hodnoty zluco-
vacich tepiel su prevzaté z cit*>?,

0
AHR,298 = —Q,, =

_ 0 0 0 0 _
= ico, T 2AH, o — AHy oy, —2AH, 6, =

=-393 505,2 + 2(-242 462,8) — (74 809,92) —

—2(0) =-803 621 J.mol™! (3)

Teda pri oxiddcii metdnu sa v reakénej zéne plamena
uvolni 803 621 J z jedného mélu CH,,.

Navrh laboratérnej piecky pre termicku analyzu

Pri navrhu bolo potrebné zabezpecit ¢o najhomogénnejsie
pole, a preto bolo navrhnuté symetrické rozloZenie hordcikov
okolo pracovného priestoru pece. Na obr. 1 je zndzorneny
systém centrdlneho rozvodu a usporiadania horacikov.

Pre kontrolu rezimu prietoku boli pouzité prietokomery:
pre metdn — rotameter R-01

pre kyslik — rotameter R-1

Prietok sa riadil pomocou ventilov priamo na zdroji. Prie-
tocné mnozstvd zemného plynu sa pohybovali od 246 do 4 500
cm’min™ a prieto¢né mnoZstvo kyslika od 825 do 9 840
cm® min”'. Pre meranie teplot povrchov vymuroviek sa pouZi-
vali termocldnky chromel — alumel a pre meranie teploty
odpadnych spalin termoclanky Pt—Pt/Rh-10. Vysledky zapi-
soval liniovy zapisova¢ EZ-9C. Schéma merania je zobrazend
na obr. 3.

Rychlost pridenia zemného plynu sa pohybovala v roz-
medzi od 0,68 do 12,5 m.s™' a rychlost pridenia kyslika od
0,32 do 3,8 m.s™'. Vykony hora¢ikov sa menili od 134,76 J.s™",
resp. 485,14 kJ.hod™" do 2467 J.s™", resp. 8880,3 kJ.hod™".

Pri realizovani piecky na termicku analyzu boli kladené
vysoké poziadavky na Ziaruvzdorny material. Bola pozadova-
nd ziaruvzdornost okolo 2000 °C, odolnost vo¢i ndhlym zme-
nam teploty (rychleho ndbehu teploty cca 150 °C.min™", resp.
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Obr. 1. Hordkovy systém pece; 1 — keram. rirka (Al,0,) pre privod
O,,2 —keram. bikapildra (Al,0,) pre privod CH,, 3 — gumené tesnenie,
4 — kyslikovd komora, 5 — plynovd komora, 6 — privod kyslika, 7 —
privod plynu

rovnako rychleho ochladenia), ¢o najnizsia tepelnd vodivost
a mernd tepelnd kapacita.

Pri navrhovani tvaru bolo potrebné respektovat jednodu-
chost montdze keramickych dielcov tak, aby bola moznd
rychla vymena skuSobnej vzorky resp. vymena poskodenej
Casti piecky. Zvolené bolo odlievanie dielcov piecky do fo-
riem. Ako materidl bol pouzity Ziarobetén Ti 17, vyrabany na
baze gulickového korundu a vysokohlinitého cementu. Sché-
ma laboratérnej piecky je zobrazend na obr. 2.

Tepelnd prdca laboratérnej piecky

Experimenty boli zamerané na urcenie teploty v pracov-
nom priestore piecky v zavislosti od prikonu®. StbeZne sa
vyhodnocovala doba ndbehu teploty v pracovnom priestore
piecky, spotreba zemného plynu a kyslika pri konStantnom
prikone z 20 °C az po staciondrny stav, teplota spalin pocas
ndbehu piecky, teplota vonkajsieho povrchu pracovnej a izo-
la¢nej vymurovky. Pod pojmom konstantny prikon je potrebné
rozumiet presné davkovanie zemného plynu a kyslika od po-
¢iatku ohrevu v ¢ase T = 0 azZ po ndbeh max. teploty v pra-
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Obr. 2. Schéma laboratérnej pece; 1 — vzorka, 2 — keramicky téglik,
3 — bikapildra s termoclankom, 4 — retorta, 5 — kovova kapildra, 6 —
tepelnd izoldcia, 7 — tepelnd izoldcia, 8 — hordk, 9 — podlozka, 10 —
gumené tesnenie, 11 — objimka, 12 — drziak

covnom priestore piecky, imernej privadzanému mnoZzstvu
8 . . . .
tepla®. Ako vyplyva z obr. 4, na ktorom su graficky interpre-
tované namerané vysledky z experimentov, je mozné predpo-
kladat linearnu zavislost doby ndbehu teploty na prikone. Pre
tento tcel bola navrhnuta funkcia'~
() =15 (1-e"1) (4)
kde: X je limitujtica teplota (kone¢nd teplota — staciondrny
stav), b — konStanta, vypocitand pomocou regresnej analyzy.

Aby bolo mozné vypocitat konStantu b, upravi sa tito
rovnica na tvar:

Y=In (1-@} =-b1

tp
Konstanta b je imernd prikonu P akedZe b = k,,.P je mozné
predchddzajicu rovnicu napisat v tvare:

Y=In [1 - L;E)) =—k,P.T

tp
Pomocou tejto rovnice a konStanty k, je moZné vypo-
¢itat dobu ndbehu teploty pri Tubovolnom zvolenom priko-

(5)

(6)
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Obr. 3. Schéma zapojenia termoclankov umiestnenych na laboratérnej piecke; 1 — zdroj kyslika, 2 — zdroj zemného plynu, 3 — meranie
prietoku kyslika, 4 — meranie prietoku zemného plynu, 5 — centrdlny rozvod médii, 6 — pracovny priestor pece, 7 — spalovacia komora, 8 —
zapisovac teploty v pracovnom priestore pece termocldnkov Pt—Pt/Rh-10, 9 — zapisovac teploty vonkajSieho povrchu pracovnej vymurovky —
termoclankov Ch-A, 10 —zapisovac teploty vonkajsieho povrchu trvalej vymurovky — termoclankov Ch-A, 11 — zapisovac teploty odchadzajticich

spalin zo spalovacej komory termoc¢lankov Pt—Pt/Rh-10

ne. Toto tvrdenie vSak plati len pre testovanud laboratérnu
piecku.

Diskusia vysledkov

Vysledky stechiometrického spalovania sa opierali o za-
kladnu rovnicu (2).

Pre popis dejov prebiehajiicich pri spalovani metdnu v ky-
sliku bol pouzity termodynamicky pristup. Zakladné termody-
namické hodnoty pre O,, H,, CO,, CO, CH,, H,0(g), C uve-
dené v cit.* maju platnost do 3000 K. Pre niektoré disociacné
reakcie vSak bolo potrebné uvazovat pri vypoctoch rovnovaz-
nych konstédnt teploty az 5000 K.

Zdkladné termodynamické hodnoty pre uvazované reakcie
pri spalovani metdanu v kysliku sa opieraji o tabeldrne hod-
noty.

Stupeti premeny metdnu pri jeho stechiometrickom spalo-
vani v kysliku je prakticky stopercentny, pri teplote 5000 K
Oy, =0,9987, a preto pri dalSich vypoctoch bola uvazovand
iba priama reakcia a spitnd bola pri vypoctoch zanedband.

Standardnd reakénd entalpia reakcie spalovania metdnu
s kyslikom md hodnotu AH}{ZQ&IS =-803 6211J.

Pre tito vyhrevnost bola vypocitand teoretickd teplota
plamena stechiometrického spalovania metdnu s kyslikom bez
disocidcie T,; = 4751 K. Je to teplota, ktort by dosiahli pro-
dukty predchddzajicej reakcie, pri privddzani reaktantov adia-
batického spalovania do procesu o teplote 298,15 K.

Vypocet teoretickej teploty stechiometrického spalovania
s disocidciou, moze byt uskuto¢novany dvoma sposobmi.

1. Tak, Ze teoreticky nechdme spdlit metan na zlozky CO,
a 2 H,0 (exotermicka reakcia), ktoré dosiahnu teplotu 7,
= 4751 K. Z tejto teploty je vedend adiabata produktov
disocidcie CO, a2 H,0 na CO, H, a O, (cit."). Priese¢nica
adiabaty s rovnovaznou krivkou disocidcie, uddva teore-
tickd teplotu spalovania metdnu v kysliku disocidciou
T, 4= 3300 K.

adis
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Obr. 4. Nabeh teploty v zavislosti od ¢asu a prikonu; jednotlivé
krivky (od spodnej po hornt) sa liSia stipajicim prikonom

PodIa druhého sposobu nechdme metdn spdlit nedokonale
na zlozky CO, H,, O, tak, ako je to vyjadrené reakénym
cyklom, teda taku istu teplotu 7,;= 4751 K dostaneme, ak
by sa uvazovala reakcia:
CO+2H,+1,50,—2H,0+CO, (7)
ktorej reaktanty by mali tepelny obsah 35 731,5 J, ¢o znamend
potrebu ohriaf ich na teplotu 541,6 K. Rovnovazna krivka tejto
reakcie s adiabatou ddva taku istu teplotu ako prvy sposob, tj.
T4 = 3300 K.

Pre pyrometrickd tdcinnost podla vypoctu teoretickych
teplot platia vzfahy:

T;kut 7;kut
= Skt Sskat 8
= T st (%)
— T;kut — T;kut (9 )
T, 3300

adis
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Pyrometrickd ucinnost spalovania metdnu v kysliku bez
disocidcie a s disocidciou bude

T,

adls

T,

ad

3300
T 4751

=0,7 (10)

V experimentdlnej Casti bola navrhnutd laboratérna piecka

zrealizovand a boli na nej vykonané mnohé merania. Piecka
ma sldzit pre ucely termickej analyzy. Ako najvhodnejSia
Ziaruvzdorna hmota sa pri experimentdlnych meraniach ukd-
zala hmota v zloZenti:
gulkovy korund,
vysokohlinity cement,
jemnomlety ALO;.
Pri objemovom prletoku 3084 cm®.min"' zemného plynu
a 6550 cm”.min"" kyslika, bola v staciondrnom stave dosaho-
vand teplota cca 1800 K. Staciondrny rezim bol pre uvddzané
prikony dosahovany cca v 40. mintite'.

Zaver

Neustdle zvySovanie ceny fosilnych paliv, vratane zemné-
ho plynu, ktoré suvisi s ich postupnym ubidanim, zvysuje tlak
na efektivnejSie vyuzivanie tychto paliv. Potreba dosahovania
vysokych teplot pre rozne tcely (laboratéria, vyskumné pra-
coviskd, vysoké Skoly a pod.), rovnako pdsobi na skutoc-
nost jednoduchého naplnenia tejto potreby. Pritom spalovanie
zemného plynu v ¢istom kysliku toto Tahko umoiﬁuje7‘8

Neopomenutelnad je tiez cena pristrojov pre termicku ana-
lyzu, ktorej zdkladnou castou je prdve laboratérna piecka.
Tieto zariadenia okrem cenovej ndro¢nosti vyZaduju aj odbor-
ne zaikoleny persondl. Podla ndvrhu', tieto aspekty odpada-
vaju.
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V dalsom je potrebné spomendf vyhody vyplyvajice zo
spalovania zemného plynu v kysliku, konkrétne:
maly objem spalin,
nehlu¢nost,
nepozaduje sa predohrev plynov,
vysokad rychlost spalovania,
jednoducha reguldcia rychlosti ohrevu,
z coho vyplyvaju i malé rozmery navrhovanych piecok.
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Natural gas is used as a fuel and oxygen as on oxidation agent.
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Uvod

Proteom je rychle se rozvijejici oblast vyzkumu zaméiend
na kvantitativni a kvalitativni analyzu proteinové exprese.
Predpoklada se, Ze tato technologie piinese nové vysledky, které
nemohou byt ziskdny napi. sekvenovanim DNK, tj. analyzou
genomu. Proteom by mél poskytovat kompletné nové infor-
mace tykajici se funkénich molekul-proteint se zaméfenim na
jejich bunéény metabolismus, véetné analyzy post-translac-
nich modifikaci, subceluldrn{ lokalizaci, funk¢ni aspekty a fy-
zikdlni interakce proteind s dal§imi bun&énymi slozkami’.

Soucasné rozsifeni proteomové technologie odrdzi velky
pokrok dosazeny ve tfech zdkladnich proteomovych postu-
pech zahrnujicich dvourozmérnou gelovou elektroforézu (2-DE),
hmotnostni spektrometrii a poc¢itacovou analyzu obrazu vcet-
né konstrukce 2-DE databaze. Tento metodologicky zlom vyvo-
lal potiebu porovndvat a vyménovat data navzdjem mezi jed-
notlivymi laboratofemi. Za timto dcelem byla navrZzena pra-
vidla pro vystavbu federalizované 2-DE databdze'. V sou¢asné
dobé je z domovskych strinek WORLD-2DPAGE databaze
dostupnych vice nez tficet plné nebo castecné federalizova-
nych 2-DE databdzi. Neddvno byl vyvinut novy software pro
vystavbu 2-DE databédze na libovolném vlastnim Webovém
serveru®. My jsme pouzili tento software pro konstrukci nasi
vlastni pIné federalizované 2-DE databdze proteinti extrahova-
nych z lidského kolorektalntho karcinomu (PMMA-2DPAGE).

Tato publikace popisuje zdkladn{ vlastnosti této databaze,
kterd miZe byt téZ vyuzivdna dal§imi uZivateli pro prezentaci
jejich 2-DE dat ziskanych proteomovou analyzou mnoha rtz-
nych organismd.

s vz

Experimentalni ¢ast

Pfiprava vzorkl, 2-DE elektroforéza
a hmotovd spektrometrie

Kompletni postupy popisujici piipravu vzorkd, 2-DE a iden-
tifikace proteint byly popséany jinde®. Krétce jednotlivé pary
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kolorektdlntho karcinomu a normdlni sliznice tlustého stfeva
byly béhem 30 min po chirurgické resekci extrahovény v ly-
zovacim vzorkovém pufru pro izoelektrickou fokusaci. V prv-
nim sméru dvourozmérné gelové elektroforézy byla provade-
na izoelektrickd fokusace na sigmoidélnich pH 3—10 gradien-
tech. V druhém sméru jsme pouzili bud gradientni 9-16 %
polyakrylamidovou elektroforézu v pritomnosti dodecylsulfa-
tu sodného (SDS-PAGE) nebo 16,5 % T, 6 % C tricinovou-SDS-
-PAGE pro separaci nizkomolekuldrnich proteinii. Po elektro-
foréze byly proteiny obarveny koloidnim roztokem stiibra
a pak byly denzitometricky proméfeny pomoci laserového
denzitometru (4000x5000 pixel, 12 bit/pixel; Molecular Dyna-
mics, Palo Alto, USA), jenZ byl propojen po siti se SunSparc
s-s20 pracovn{ stanici (Sun Microsystems Inc., Mountain View,
USA). Pocitacovd 2-DE analyza obrazu byla provedena pouzi-
tim programu Melanie, verze 2.2 (Bio-Rad, Richmond, USA)".
Pro identifikaci proteint byly pfipraveny 2-DE mikroprepa-
rativni gely, na které bylo naneseno 500 pg proteinti. Sepa-
rované proteiny byly budto piimo vyfiznuty z geli nebo by-
ly elektroforeticky preneseny na nitrocelulosovou membranu
a obarveny amidocerni. Vybrané proteinové skvrny byly vy-
fiznuty z gelu, trypsinem degradovdny na peptidy a vznikld
peptidickd smés byla smichdna s 2-(4-hydrohybenzyliden)-2-
-kyanooctovou kyselinou a proméfena hmotnostnim spektro-
metrem Voyager DE PRO , reflectron time of flight instrument
with delayed extraction* (PerSeptive, Framingham, MA, USA).
V pripadé nejednoznacné proteinové identifikace, peptidické
sekvence, ziskané na zafizeni Micromass Q-Tof ,,hybrid qua-
drupole orthogonal acceleration tandem mass spectrometer
fitted with Z-spray nanoflow electrospray ion source* (Micro-
mass, Manchester, UK), byly pouzity pro databdazové vy-
hleddvani.

Konstrukce databdze

Databdze byla zkonstruovana vyuZitim softwaru Make2ddb
napsaného v jazyce Perl>. Tento program je dostupny na
internetu® a musi byt nainstalovan na skriptech WWW serveru
Apache 1.27 (serverovy software mtize byt ziskdn z interne-
tu’); pracuje na pracovni stanici Sun pod opera¢nim systémem
Unix. Soubory 2-DE obrazii byly vytvofeny proméfenim geld
obarvenych stifbrem denzitometrem s vysokym rozliSenim.
Takto pripravené 2-DE obrazy byly zpracovdny softwarem
Melanie 2-DPAGE"? za ti¢elem ziskdni 2-DE map, na kterych
byly detegovany a oznaceny proteinové skvrny. 2-DE obrazy
v ,,Melanie-formdtu* byly konvertovany na soubory GIF za
lcelem vytvoreni obrazd, které umoznuji uzivatelsky dotaz
jednoduse kliknutim na proteinovou skvrnu. Vstupni stranka
anekteré dalsi navstévni stranky proteinové databize PMMA-
-2DPAGE?® byly naprogramovdny v jazyce HTML*’.

Vysledky a diskuse

Zkonstruovali jsme WWW databdzi, s nizvem PMMA-
-2DPAGE, za ucelem prezentace naSich vysledki ziskanych
z proteomové studie zaméiené na etiopatogenezi tumoru tlusté-
ho stfeva. Tato databaze byla vytvorena za vyuziti Make2ddb
softwaru vyvinutého v Zenevé, jenz splituje viechna kriteria
pozadovand pro plné federalizované 2-DE databédze. Vlastni
vstup do databdze'® je zobrazen na obr. 1. PMMA-2DPAGE
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PMMA-2DPAGE

Gateway: URL: http://www.pmma.pmfhk.cz/2d.html

= =

PMMA-2DPAGE

Two-dimensional polyacrylamide gel
electrophoresis database

Search in PMMA-2DPAGE
*by description line (DE) or by ident (ID)
by accession number (AC line)
*by clicking on a spot: select one of the reference maps, click on a spot and then
get the corresponding information from the database.
by author (RA lines)
elist all entries

Gateways to other related servers
*WORLD-2DPAGE - Index to other Federated 2-D PAGE database
*ExPASy - The molecular biology web server in Geneva
*PROTEOME CENTER - Proteome Center for the Study of Intracellular Parasitism
of Bacteria
*MALDI - TOF - Mass Spectrometry Laboratory in Techonin
*PMFHK -The Purkyne Military Medical Academy in Hradec Kralové
(A4-format printable photo)
sList of Publications

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 ExPASyY web sever.

Obr. 1.
PMMA-2DPAGE PMMA-2DPAGE
Map Selection: TRICINE_PAGE Map Selection: GRADIENT_PAGE
70
Mw (Kd) 100
50 Mw (Kd)
70
30 50
20
30
20
10
5,0 55 60 65 7,0 7,5 4,5 5,0 5,5 6,0
Obr. 2a pH Obr. 2b pH
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PMMA-2DPAGE: all entries

1. 1AXN_HUMAN (1421662)

Laboratorni pfistroje a postupy

Annexin Family Mol_id: 1; Molecule: Annexin lii; Chain: Null; Engineered: Yes; Other_details:

Human Recombinant.

2. AAC31610_HUMAN (AAC31610)
LYSOPHOSPHOLIPASE.
3. ANX4_HUMAN (P09525)
ANNEXIN IV (LIPOCORTIN IV) (ENDONEXIN I) (CHROMOBINDIN 4) (PROTEIN I1)
(P32.5) (PLACENTAL ANTICOAGULANT PROTEIN I1) (PAP-Il) (PP4-X) (35-BETA
CALCIMEDIN) (CARBOHYDRATE-BINDING PROTEIN P33/P41) (P33/41).
4. BAA37117_HUMAN (BAA37117)
NG,NG-dimethylarginine dimethylaminohydrolase.
5. CAH1_HUMAN (CRHU1)
CARBONIC ANHYDRASE | (EC 4.2.1.1) (CARBONATE DEHYDRATASE ).
6. CRTC_HUMAN (P27797)
CALRETICULIN (CRP55) (CALREGULIN) (HACBP) (ERP60) (52 KD RIBONUCLEOPROTEIN
AUTOANTIGEN RO/SS-A).
7. CYPH_HUMAN (P05092)
PEPTIDYL-PROLYL CIS-TRANS ISOMERASE A (EC) (PPIASE) (ROTAMASE) (CYCLOPHILIN A)
(CYCLOSPORIN A-BINDING PROTEIN).
8. EF2_HUMAN (P13639)
ELONGATION FACTOR 2 (EF-2).
9. FABL_HUMAN (P07148)
FATTY ACID-BINDING PROTEIN, LIVER (L-FABP).
10. KICR_HUMAN (P05783)
KERATIN, TYPE | CYTOSKELETAL 18 (CYTOKERATIN 18) (K18) (CK 18).
11. NDKA_HUMAN (P15531)
NUCLEOSIDE DIPHOSPHATE KINASE A (EC 2.7.4.6) (NDK A) (NDP KINASE A) (TUMOR
:\{I\IEMI';;EA'I'IC PROCESS-ASSOCIATED PROTEIN) (METASTASIS INHIBITION FACTOR NM23)
1).
12. PHB_HUMAN (P35232)
PROHIBITIN.
13. PLS1_MOUSE (P50580)
PROLIFERATION-ASSOCIATED PROTEIN 1 (PROTEIN P38-2G4).
14. $108_HUMAN (P05109)
CALGRANULIN A (MIGRATION INHIBITORY FACTOR-RELATED PROTEIN 8) (MRP-8)
(CYSTIC FIBROSIS ANTIGEN) (CFAG) (P8) (LEUKOCYTE L1 COMPLEX LIGHT CHAIN)
(S100 CALCIUM-BINDING PROTEIN A8).
15. S$109_HUMAN (P06702)
CALGRANULIN B (MIGRATION INHIBITORY FACTOR-RELATED PROTEIN 14) (MRP-14)
(P14) (LEUKOCYTE L1 COMPLEX HEAVY CHAIN) (S100 CALCIUM-BINDING PROTEIN A9).
16. S$111_HUMAN (P31949)
CALGIZZARIN (S100C PROTEIN) (MLN 70).
17. SM22_HUMAN (Q01995)
SMOOTH MUSCLE PROTEIN 22-ALPHA (SM22-ALPHA) (TRANSGELIN) (WS3-10) (22 KDA
ACTIN-BINDING PROTEIN).
18. SODM_HUMAN (P04179)
SUPEROXIDE DISMUTASE [MN], MITOCHONDRIAL (EC).
19. TPIS_HUMAN (P00938)
TRIOSEPHOSPHATE ISOMERASE (EC) (TIM).
20. TPNM1_MOUSE (P46901)

Obr. 3.

v soucasné dobé obsahuje dvé odlisné 2-DE mapy lidského
nddoru tlustého stieva. Prvni zminénd 2-DE mapa (s ndzvem
TRICINE_PAGE, obr. 2a) zahrnuje asi 2000 proteind s mo-
lekuldarnimi hmotnostmi v rozpéti od 8 do 70 kDa. Druhd
zminénd 2-DE mapa (s ndizvem GRADIENT_PAGE, obr. 2b)
obsahuje priblizné 2500 proteinti, jejichz molekuldrni hmot-
nosti se nachdzeji v rozpéti od 14 do 200 kDa. Vsechny
identifikované proteiny jsou (Cervené) zvyraznény a kliknutim
na jednotlivé skvrny je vzdy vyvoldn z databdze ulozeny text
s detailnim popisem piislusného proteinu. K ziskdni pozado-
vanych informaci o proteinech, tzv. databdzové vstupy, mo-
hou byt aplikovdny rtizné piistupy pdtrani (obr. 1). Kazdy
vstup pak poskytuje zdkladn{ informaci o proteinu jako protei-
novy identifikacni kéd, ptistupové ¢islo, ndzev proteinu, spe-
cifikaci organismu, ktery byl zdrojem proteinu, literdrni cita-
ce, funkéni a strukturni data, postup pouzity k identifikaci
proteinu a ddle té€z kiiZzové odkazy (hypertexty) na jiné data-
baze. Podrobnosti je moZzné nalézt v manudlu,,SWISS-2DPAGE
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TROPOMYQSIN, FIBROBLAST ISOFORM 1 (TM-1).

USER MANUAL* na internetu''. Nage databize v soucasné
dobé obsahuje 20 rliznych vstupi; jejich seznam je uveden na
obr. 3. Vstupové nazvy proteind a jejich piistupovd ¢isla ko-
responduji se vstupovymi ndzvy a piistupovymi Cisly téchto
proteinti v proteinovych databdazich SWISS-PROT nebo
NCBI za tucelem usnadnéni vzdjemné komunikace. VSechny
informace ulozené v PMMA-2DPAGE, tj. zminéné 2-DE
mapy a proteinové vstupy, mohou byt snadno aktualizovdny
a rozSifovany.

Ohromujici mnozstvi informaci ziskanych pti sekvenova-
ni kompletnich genomt a pokrok v proteinové separaci a ana-
lyze tvofi zdklad soucasné expanze proteomového vyzkumu.
Efektivni vyuZivdni nahromadénych dat nutné vede ke kon-
strukci 2-DE databazi, coz umozinuje rozsifovani informaci
mezi védeckymi skupinami. PMMA-2DPAGE databdze je
prvni ¢eskou 2-DE databdzi, kterd byla zaclenéna do seznamu
federalizovanych 2-DE databdzi piistupnych na internetu'”.
Databdze PMMA-2DPAGE je oteviena pro dalsi ¢eské védce
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zabyvajici se proteomovym vyzkumem za uic¢elem konfronta-
ce a vymeény jejich 2-DE dat s jinymi laboratofemi.

Zavér

Proteomova analyza je relativné novou technologii posky-
tujici informace o kvantitativnich zménach v proteinové ex-
presi za presné definovanych podminek. Tato technologie by
méla dopliovat data ziskand sekvenovanim DNK a méla by
nabizet nové cile pro biologické a medicinské studie. Podobné
jako sekvenovani DNK predstavuje nyni proteomova analyza
vysoce efektivni technologii produkujici obrovskd mnozstv{
dat, kterd je tfeba vzdjemné vyménovat. Za timto ticelem jsou
konstruovény vzdjemné propojené rozséhlé databaze proteind
separovanych pomoci dvourozmérné gelové elektroforézy.
Tato zprdva popisuje vznik prvni ¢eské databaze tohoto druhu;
jenz mize byt vyuzivdna Ceskou védeckou komunitou pro
zvetejiovdni vysledki z proteomovych studii.

Studie byla subvencovdna z grantu ¢. 310/00/1373 Gran-
tové agentury Ceské republiky.
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J. Knizek? J. Stulik?, L. Hrdli¢kova", I. Komarkova”,
and A. Macela® (“Institute of Radiobiology and Immunology,
bInstitute for Information, Purkyné Military Medical Aca-
demy, Hradec Krdlové): The PMMA-2DPAGE Database
a New Member of Federalized Two-dimensional Electro-
phoresis Databases: A Simple Means of Publishing Two-
-dimensional Electrophoresis Data

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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J. Mleziva, J. Shupdrek:

Polymery — struktura, vlastnosti a pouziti

Sobotiles, Praha 2000. Stran 537, tabulek 107, obrdzkl 64,
ISBN 80-85920-72-7.

Kniha je druhym, pfepracovanym vyddnim osvédcené
monografie prof. Ing. Dr. Josefa Mlezivy, DrSc., ktery jiz, zel,
neni mezi ndmi. Prvé vydani (z roku 1993) aktualizoval ne-
méné znamy odbornik prof. Ing. Jaromir Stuparek, DrSc.,
ktery se také po prof. Mlezivovi stal vedoucim Ustavu poly-
mernich materidli na Fakulté chemicko-technologické Uni-
verzity Pardubice.

V piepracovaném vydani se prof. Siiuparkovi podafilo to,
co malokterému autorovi, totiz roz$ifit informacni hodnotu
dila pfi prakticky zachovaném strankovém rozsahu (1. vydan{
¢italo 525 stran). Podafilo se mu také aktualizovat monografii
pii zachovani jeji ptivodni osnovy, roz¢lenéné do 25 kapitol.

Po stru¢ném, ale vystiZzném tivodu, koncipovaném jako prvni
kapitola, nésleduje tolik potfebny, byt casto opomijeny se-
znam symbold a stejné dilezity seznam zkratek vyznamnych
polymert. Nasledujicich 21 kapitol predstavuje encyklope-
dické pojedndni o polyolefinech, polydienech, styrenovych
plastech (s ne zcela spravnym ptivodnim oznacenim ,,Polysty-
renové plasty*), polyhalogenolefinech, polyvinylesterech a od-
vozenych polymerech, polyvinyletherech (asi by bylo $tast-
néjsi odklonit se nepatrné od plvodniho Clenéni a vénovat
jednu kapitolu vinylovym polymeriim a dal3i fluoroplastim
a fluoroelastomerdm), polymerech kyseliny akrylové a meth-
akrylové a jejich derivatech, polyetherech (moznd, Ze pri
prepracovavani dila by bylo byvalo vhodné&jsi zahrnout do této
kapitoly i malou, pouze dvoustrdnkovou kapitolku o polyvi-
nyletherech, zvldsté kdyz vinylové polymery nejsou uvedeny
v samostatné kapitole), polyacetalech (kde je ov§em uveden
pouze polyoxymethylen, coz je ale vlastné polyether), poly-
esterech, polyamidech, polyimidech a polyimidazolech, poly-
sulfidech a polysulfonech, fenoplastech, aminoplastech, fura-
novych pryskyficich, silikonech, epoxidovych pryskyficich,
polyurethanech, celulose a jejich derivatech, ménicich iontd
(tém by vsak asi lépe sluselo zatazeni do kapitoly 24, nazvané
,,Pfehled zpracovdni a pouziti polymerid*, kterou vtipné pied-
chdzi kapitola vénovand struktufe a vlastnostem polymert).

Velmi ocenuji kapitolu 25. obsahujici rozsdhlé srovndvaci
tabulky vyznamnych vlastnosti polymert, véetné vlastnosti
tepelnych, a seznam pouzité v§eobecné a doporucené literatu-
ry, ¢itajici 20 pramenti monografického charakteru a citujici
rovnéz materidly Evropské hospodarské komise OSN a Statis-
tickou ro¢enku CR. Seznamy specidlnich citovanych literdr-
nich prament jsou uvddény vzdy hned za pfislusnou kapito-
lou, coz pfi celkem 578 citacich usnadni ¢tenafi orientaci.

Neméné ocenuji podkapitolu 24.7. o recyklaci polymert,
kterd v prvnim vyddni viibec nebyla obsaZena. Za ndmét
k zamysleni povazuji klasifikaci recyklace na primarni (zpra-
covani Cistého, nekontaminovaného odpadu jediného typu
polymeru), sekunddrni (zpracovani smésného polymerniho
odpadu), tercidrni (tj. ,,chemickou® a ,termickou®, kterd je
ovsem vlastné také chemickou) a kvarterni (spalovani odpadu).
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Publikace, kterou v jejim zdvéru dopliuje pecliveé zpraco-
vany devitistrinkovy vécny rejstiik, mtize poslouZzit jak pra-
covnikiim vSech priimyslovych a dal$ich odvétvi spojenych
s vyrobou, zpracovdnim a pouzivanim polymeru, tak studen-
tim stiednich a vysokych $kol, zejména v oborech zabyvaji-
cich se chemif, technologif a aplikacemi polymerd, ale i zvi-
davé laické verejnosti véetné frekventantti a absolventt kursi
celozivotniho vzdéldvani a univerzit tfettho véku. VSem ji
viele doporucuji.

Vratislav Duchdcek

H. Ctrndctova, J. Halbych,

J. Hude¢ek, J. Simova:

Chemické pokusy pro Skolu a zajmovou ¢innost
Prospektrum, Praha 2000. Stran 295, 100 obrdzkd, 18 tabulek,
ISBN 80-7175-057-3.

Tato encyklopedie chemickych pokust patii bezesporu
minulych desetileti. Je vyborné vyuzitelnd nejen na zdkladn{
a stfedni Skole, ale i na vSech fakultach ptipravujicich ucitele.
Budou z ni urcité Cerpat i zZdci a studenti pfirodovédnych
krouzki rtiznych zdjmovych sdruZeni. V textu je zafazeno 365
pokust k 240 tématim. Kazdy experiment obsahuje vedle
obvyklého, jako jsou pomticky, chemikdlie a postup price,
i princip a pozndmky vcetné chemickych rovnic a vypocti.
Soucdsti navodi jsou i piktogramy zndzornujici Cas, potiebny
pro proveden{ pokusu, organiza¢ni zafazeni pokusu ve vyuce,
pouziti digestofe a prace s nebezpecnymi chemikaliemi. Vsech-
ny ucitele bude urcité také zajimat velmi diskutovany zakon
o chemickych ldtkach a pfipravcich v aplikaci na $kolnf praxi,
kterému je zde vénoviana celd kapitola. Praktickym vystupem
je oznaceni chemikalii, vedle obrdzkd, jesté pismennym sym-
bolem. V prvni kapitole je vybaveni a price ve Skolni chemic-
ké laboratofi s popisem zdkladniho skla a pomticek, skladova-
ni a pouzivani chemikdlif, jedl a Skodlivych latek. Pfehledné
jsou uvedeny zdsady bezpecné prace v chemické laboratofi,
prvni pomoc a zdkladni prdce spolu s ndkresem aparatur.
V dal$ich kapitoldch jsou popsdny zndmé i méné znamé po-
kusy z chemie obecné, anorganické, organické a biochemie.
Didakticky cenné jsou kvalitativni a kvantitativni varianty
pokust. V zdvéru knihy je piehled piipravy ¢inidel a indika-
tord, prehled nebezpecnych chemikadlif véetné jejich oznaceni
pomoci rizikovych vét a bezpe¢nostnich pokynd a piehled
standardnich R a S vét, v€etné jejich kombinace. Ddle jsou
uvedeny nékteré chemické vypocty potiebné pro experimenty
a tabulky vlastnosti prvkil a sloucenin. Orientaci v piirucce
usnadnuje seznam pokust, obrdzkd a tabulek. Bez nadsazky je
mozno konstatovat, Ze publikace obsahuje maximum toho co
Ize napsat ke dni vydani o Skolnich chemickych pokusech
v tradi¢nim provedeni. D4 se ocekdvat, zZe toto dilo vyrazné
podpoii zdjem o experimentdlni ¢innost ve vyuce chemie.

Petr Koloros
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W. Herz, H. Falk, G. W. Kirby,

R. E. Moore (Eds.):

Fortschritte der Chemie organischer Naturstoffe, Vol. 80
Springer Verlag, Wien 2000. Stran 251; cena 280,— DEM.
ISBN 3-211-83428-1

Stalo se pravidlem, Ze publikace, vychazejici v této edici
zalozené L. Zechmeisterem, jsou zdrukou kvality; stejné je
tomu i v 80. svazku zahrnujicim dvé prehledné price.

Studie Naturally Occuring Isocyano/Isothiocyanato and
Related Compounds (C. W. J. Chang) poddvd prehled o vy-
zkumu uvedenych latek od doby prvni pfehledné price na toto
téma, publikované v roce 1988. Od konce 80. let se v oblasti
vyzkumu isokyan/isothiokyanato slou¢enin nahromadila fada
novych poznatkd, které autor detailné a velmi prehledné roz-
tiidil. Nékteré kapitoly (zejména tvodni) zpracoval velmi
koncizné; napt. v kapitole o izolaci a identifikaci se jen stru¢né
vénuje sdéleni o vlivu kyselin a nukleofild na tyto latky ajejich
reaktivitu pfi izolaci. ProtoZe se nejedna o bézné slouceniny,
fada zdjemct by jisté pro svoji praci uvitala konkrétni piikla-
dy. Pékné a poucné je zpracovdna dvodni kapitola se zminkou
o isothiokyandtech celedi Brassicaceae a navazujicich struk-
turdch s uvedenim piehledu, které se k t€émto latkdm vztahuji
(a které jsou zajimavé z hlediska prevence zhoubnych no-
votvaru).

Klasifikace jednotlivych skupin slou¢enin se pohybuje ve
dvou liniich — autor déli latky na dvé skupiny: z organismd
moiskych a terestrickych. V pfipad€ sinic popisuje monoter-
penické indolové alkaloidy, (resp. C,, slouceniny, oxindoly
a modifikované kyslikaté C,, indoly, C,, indolové alkaloidy)
a reaktivitu a syntetické reakce hapalindoli paficich do C,,
sloucenin. Z oblasti morskych hub se zabyva diterpeny (acy-
klickymi slou¢eninami, kalihinany, amfilektany), seskviterpe-
ny (8 strukturnich typli) a pomérné neobvyklymi ldtkami
morskych organismi (dichloridy terpenickych karbonimida,
isothiokyanato/thiokyanato-norterpenoidy a nitrily motskych
hub). Slouceniny izolované z terestrickych zdroji nejsou tak
Cetné jako latky predchozich typt; v této kapitole jsou enume-
rovdny isonitrily ,,niZ§ich organismi ‘. ProtoZe se jednd hlavné
o produkty mikromycet rodd Aspergillus a Penicillium, je
takové oznaceni pomérné kuriézni: ve fylogenetickém kmeni
organisml to nebyvd obvyklé. Ponévadz vsak jde o rizné
taxony, 1ze autorovo oznaceni chdpat jako zastresujici zastup-
ny vyraz. Zvlastni kapitola je vénovdna biogenezi a biosynte-
tickym cestdm vSech tfid latek, o kterych je v prdci pojednédno.
Prace je zakoncena diskusi a dopliikkem nové izolovanych
sloucenin.

Ctendfi se dostdva do rukou excelentni studie, psand velmi
stifzlivym, nekomplikovanym jazykem, svéd¢icim o rozsahlé
znalosti tématu. Styl jazyka je nékdy pfili§ dsecny, coz je
pochopitelné — autorovou ambici bylo zpracovat velké mnoz-
stvi materidlu srozumitelnou a logickou formou, které podridil
styl. Grafickd stranka tohoto prehledu je skvéle provedena.
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Jednd se o klicovou publikaci na toto téma v soucasné dobé.
i z hlediska praktického: konec kazdé kapitoly, popisujici jed-
notlivé typy latek, je casto vénovdn biologické aktivité (pre-
devsim cytotoxické a antifungdln{), coz mdZe mit vyznam pro
pracovniky v oblasti farmaceutického vyzkumu, mikrobiolo-
gické biotechnologie a toxikologie.

Druhd studie Sulfur-Containing Amides from Glycosmis
Species (Rutaceae) (O. Hofer, H. Greger) se zabyva studiem
obsahovych ldtek druhti systematicky jasné definovaného ne-
evropského rostlinného rodu Glycosmis z ¢eledi routovitych.
Po dvodu zahrnujicim velestru¢nou deskriptivni morfologii
rostlinnych ¢dst{ a stru¢né obecné chemotaxonomické aspekty
Celedi Rutaceae, popisuji autofi metody izolace a feSenf struk-
tury amidi substituované propenové kyseliny (methylthio-,
methylsulfinyl- a methylsulfonylpropenové) a kyseliny uh-
licité (methylthiouhlic¢ité). Tato kapitola obsahuje konkrétn{
udaje, které umoznuji ¢tendfi udélat si zakladni piehled o cho-
véni latek piiizolaci a pfi spektroskopickém hodnoceni. Struc-
né je pojednédno o biosyntéze amidd, v $irSim méfitku se autofi
vénuji popisu totdlnich syntéz téchto ldtek. Vypis jednotlivych
strukturnich typi je nutny pro orientaci v kapitole o biologické
aktivité (vychdzejici z projektu screeningu biologicky aktiv-
nich piirodnich latek z ¢eledi Rutaceae ze Sri Lanky). U fady
téchto relativné lipofilnich ldtek byla zjiSténa fungitoxicita,
nékteré jsou toxické viiéi hmyzu (Spodoptera littoralis). Sko-
da, Ze nejsou k dispozici udaje o toxicité na obratlovcich, které
by poskytly obraz o mozném osudu téchto ldtek z hlediska
jejich dalsiho studia biologické aktivity. Vyznamnym piino-
sem piehledu je diskusni kapitola o chemotaxonomickych
aspektech substituovanych propenovych kyselin v rodu Gly-
cosmis. Je dal$im piispévkem nejen pro dvahu o existenci
chemotypid nékterych taxont tohoto rodu, ale také napf. pro
hodnoceni vyvojovych vztaht urcitych rodt ze skupiny Clau-
seneae. V dopliiku piindsi prace zminku o sirnych bisamidech
nékterych taxonl z rodu Aglaia (Meliaceae); autori se timto
typem latek zabyvaji a oprdvnéné pokladali za vhodné je
v pfehledu uvést.

Pii Cteni této préace ptisobi piiznivé kromé jiného jeji
konkrétnost a jasnost. Mlze se zddt, ze samotné téma je
pomeérné izolované a uzké; prace neni svym rozsahem velkd
(31 stran), ptikladdm ji vSak velky vyznam. Je totiz dalSim
souhrnnym piispévkem k poznani biosyntézy a metabolismu
de facto kyseliny propionové: metabolické produkty nékte-
rych mikromycet a cévnatych rostlin obsahujici tuto ldtku
substituovanou, jsou pfitomny v taxonomicky uzavienych
jednotkdch (napt. estery kyseliny 3-nitropropionové v rodu
Coronilla, Lotus, latky vychazejici z 3-nitropropanolu v As-
tragalus aj.). Jejich pozndni md vyznam nejenom védecky, ale
také velmi prakticky z hlediska toxikologie obratlovci a Zivo-
¢iSné produkce.

Lubomir Opletal
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