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Ekologicky a energeticky vyhodné mikroorganismy

Snizené ndklady na ohrivaci/chladict procesy, vysoké vy-
teZky pri reakcich zahrnujicich termolabilni sloZky, kapacita
pro monitorovdni Zivotniho prostiedi za nizkych teplot a v ne-
posledni fadé i rychlé a ekonomické ukonceni procesu mirnym
zvySenim teploty jsou hlavni vyhody, které predurcuji boom
v pouZiti psychrofilnich a psychrotolerantnich mikroorganis-
mii v 21. stoleti.

Jsou to mikroorganismy, které jsou schopny riist a rozmno-
Zovat se za teplot blizkych 0 °C. Obyvaji oblasti, kde se prii-
mérnd teplota pohybuje pod 5 °C. ProtoZe takové oblasti
zaujimaji vice neZ tri ctvrtiny nasi planety (ocedny, Arktida,
Antarktida, ledovce), predstavuji mikroorganismy adaptova-
né na nizke teploty vyznamnou skupinu organismii.

K tomu, aby dokdzaly preZivat v chladnych prostredich si
tyto mikroorganismy vyvinuly celou Fadu adaptacnich mecha-
nismii u v§ech svych bunécnych slozek, zahrnujicich membrd-
ny, systém zajistujict energii, expresni systém, biodegradacni
drdhy i slozky podilejici se na prijmu Zivin. VSechny tyto
mechanismy lze popsat v ramci adaptacnich zmén jejich bu-
nécnych proteinii a lipidii. V pripadé proteinii je cilem udrZent
dostatecné flexibility struktur i za nizkych teplot, coz zajistuji
predevsim nekovalentni interakce daného proteinu. Bilkovin-
né katalyzdtory, enzymy, z psychrofilnich a psychrotolerant-
nich mikroorganismii, pak maji na rozdil od svych mezofilnich
proteéjskii nizké teplotni optimum, vysokou katalytickou schop-
nost za nizkych teplot a v neposledni radé vykazuji znacnou
nestabilitu za vyssich teplot. Ze sloZek bunécnych lipidi, tvo-
Ficich membrdnové systémy, hraji rozhodujict iilohu v zacho-
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vdni bunécné Zivotnosti za nizkych teplot mastné kyseliny.
Nejcastejsimi mechanismy, vedoucimi k zachovdni fluidity
bunécné membrdny, jsou zkracovdni délky retézce mastnych
kyselin a syntéza nenasycenych a vétvenych mastnych kyselin.
Na rozdil od zmén v bunécnych proteinech, které jsou vylucné
vdzdny na genom, zmény ve slozeni lipidit mohou byt jak
genotypové tak fenotypové. Mikroorganismy tak maji schop-
nost regulovat sloZeni své bunécné membrdny primo v zdvis-
losti na vnéjsich podminkdch, tj. primo reagovat na enviro-
mentdlni podnéty.

Z hlediska praktického vyuZiti téchto mikroorganismii do-
chdzi v posledni dobé ke studiu jejich moznych aplikaci v ra-
de biotransformacnich a bioremediacnich technologii. Jejich
hlavni vyhodou je moZnost dekontaminace znecisténych zon in
situ za teplot pod 15 °C, tj. tam, kde vétSina mezofilnich
mikroorganismii vykazuje minimdlni aktivity. Jako priklad
miiZe slouZit biodegradace vicesytnych alkoholii (ethylen-,
propylen-, diethylenglykol) uvolriujicich se z nemrznoucich
smési pouZivanych v leteckem primyslu a nachdzejicich se
v okoli letistnich drah. AvSak v soucasné dobé jsou nejvice
vyuzivdny enzymy izolované z téchto mikroorganismii, které
diky svym vlastnostem mohou slouZit v radé praktickych apli-
kaci zahrnujici Siroké spektrum biotechnologickych oblasti
(na priklad pract prostredky, mlékdrensky a masny priimysl,
cisténi kontaktnich cocek).

Michal Stibor
a Blanka Krdlovd
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1. Uvod

Nespornym piinosem stopové analyze jsou elektroanaly-
tické metody pracujici s elektrochemickym nahromadénim
sledované latky z roztoku na elektrodé ndsledovanym jejim
elektrochemickym rozpousténim. Detekéni limit pfi téchto
metoddch lezi v oblasti nanomoldrnich aZ subnanomoldrnich
koncentraci. Dnes jiz klasickd, vSeobecné hojné pouzivand
metoda anodické rozpoustéci voltametrie (ASV) pripadné
anodické rozpoustéci chronopotenciometrie (ASCP) pracuje
s elektrolytickym vyluCovanim stop iontti kovi na elektrodé
a rozpousténim depozitu zpét do roztoku polarizaci elektrody
ke kladnym potencidlovym hodnotdm za voltametrické nebo
chronopotenciometrické kontroly. Vedle této metody, vhodné
zejména ke stanoveni stopovych mnoZzstvi tézkych kovili napt.
ve voddch, lze jesté uvést katodickou rozpoustéci voltametrii
(CSV), spocivajici ve vzniku kovovych iontd anodickou oxi-
daci materidlu elektrody, které reaguji se stanovovanou sloz-
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kou za vzniku malo rozpustné slouceniny na povrchu elektro-
dy, jez je posléze katodicky rozpousténa. V prubéhu doby byly
publikovany rizné dalsi varianty uvedenych metod — v detai-
lech je nutno odkdzat na monografickou literaturu napf.”.
Vedle zminénych elektrolytickych zpisobl slouzicich
k nahromadéni stanovované latky na elektrodé mtize byt vy-
uzito k tomuto dcelu i adsorpce povrchové aktivnich latek na
povrchu elektrody. Jde zejména o povrchové aktivni komple-
xy kovti a velky soubor organickych slouc¢enin. O této metode,
tedy adsorpcni rozpoustéci voltametrii nebo adsorpéni roz-
poustéci chronopotenciometrii pojedndva tento clanek, ktery
je minén jako informativni tivod k databdzi, zahrnujici zhruba
dva tisice praci z tohoto oboru, publikovanych pracovniky
vsech svétadili. Tato databdze bude soucasné s uvetejnénim
tohoto Cldanku ve své dplné formé vystavena jako priloha na
internetové strance Casopisu Chemické listy (http://staff.vscht.
cz/chem_listy/download/adsvi.zip).

2. Elektrochemické adsorpc¢ni rozpoustéci
metody

Pti téchto metodach se béhem rozpoustéciho, podle anglo-
saské literatury ,,stripovactho* procesu, sleduje redukce ¢i
oxidace latky predtim nakoncentrované na elektrodé adsorpci.
Pro tento zptisob analyzy s vyhodnocovanim voltametrického
zédznamu rozpoustéci kiivky byl navrzen* a je vieobecng vzity
ndzev adsorpcni rozpoustéci voltametrie (Adsorptive Strip-
ping Voltammetry — AdSV). JestliZe je k rozpoustécimu kroku
pouzito potenciometrické kontroly, jednd se o adsorpéni roz-
poustéci potenciometrii AASP. (Ve shodé s terminologii
TUPAC by vsak mél byt pouzivdn termin adsorpéni rozpous-
téci chronopotenciometrie — AASCP). Oba tyto rozpoustéci
kroky — voltametricky i chronopotenciometricky — jsou vice-
méné rovnocenné, nicméné se piece jen vyznacuji urcity-
mi specifickymi vlastnostmi, které budou v dal$im diskuto-
vany.

Z historického hlediska budiz uvedeno, Ze zvySeni signdlu
v oscilografické polarografii stfidavym proudem’ (podle ter-
minologie [UPAC by tato metoda méla byt nazyvana cyklic-
kou deriva¢ni chronopotenciometrif) v disledku redukce na-
adsorbované ldtky na elektrodé bylo popsano jiz vr. 1955, ato
u studia roztoki elementdrn{ sfryé. Podobné efekty byly pozo-
rovany i u organickych ldtek a pfi adsorpci mdlo rozpustnych
anorganickych sloucenin, napf. Agl a PbSO, (cit.”). Priklad
adsorp¢niho nahromadéni redukovatelnych organickych slou-
¢enin, provddéného pfi konstantnim napéti v idobi pted pola-
rizaci elektrody stfidavym proudem, je uveden v praci®. Teo-
retické zdklady adsorp¢ni rozpoustéci analyzy byly popsdny
zejména v cit.”'° podobné jako experimentdlni uspofadani
a pracovni postupy pii pouziti riiznych typt elektrod a samo-
ziejmé také nejriznéj$i moznosti pouZiti této metody. V dal-
$im proto bude zfetel vénovan spise porovnani obou nejcastéji
pouzivanych metod AdSV a AdSCP z hledisek jejich pfednos-
ti jak pro rychlé sériové analyzy, tak také pro zdkladni vyzkum
v elektroanalytické chemii, biochemii, toxikologii aj.
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3. Metodologické aspekty

Obé¢ diskutované metody, AdSV i AdSCP, jsou zaloZzeny
na procesu akumula¢nim, ndasledovanym procesem rozpous-
técim a to za potenciostatickych nebo galvanostatickych pod-
minek.

3.1. Akumulac¢ni proces

Pro optimalizaci akumula¢niho procesu, ktery se u volt-
ametrické i chronopotenciometrické metody provadi poten-
ciostaticky, je nutné nalézt nejprve nejvyhodnéjsi potencidl
akumulace a dobu jejitho trvani — vhodny postup je popsdn
napi. v cit.” V fadé piipadi lze viak sledované litky na
elektrodé nahromadit adsorpci pouze jejim vnofenim do zkou-
maného roztoku po urc¢itou dobu pfi rozpojeném elektrickém
obvodu.

Pfed zahdjenim akumula¢niho procesu je tfeba vénovat
pozornost ptipravé vzorku, zejména s ohledem na pifpadné
interference povrchové aktivnich latek (PAL) ¢asto nedefino-
vaného slozeni. AASCP je podstatné¢ méné citlivd na zminéné
interference ve srovnani s AdSV. Pii pouziti ASV nebo AdSV
ke stanoveni stop tézkych kovil ve voddch je nutno nejprve
odstranit interferujici PAL, napf. vhodnym zpisobem minera-
lizace, ptipadné vhodnymi separacnimi metodami ¢i postupy,
nema-li dojit k nezddoucimu ovlivnéni (sniZeni, pfipadné
i dplnému vymizeni) méfeného signalu. Nékdy lze zabranit
interferencim PAL volbou dostate¢né pozitivniho akumulac-
niho potencidlu, pfi némz jesté k jejich rusivé adsorpci na
elektrodé nedochdzi. Jako piiklad takové moznosti mize slou-
zit metoda AdSV na stanoveni uranu ve vodéch bez predchoz{
tipravy vzorku''. S eventudlni konkurenéni adsorpci, zejmé-
na pii praci s biologickymi vzorky, je vSak nutno pocitat
iu AdSCP, jak miiZe byt demonstrovdno na piikladu stanove-
ni erythromycinu v mog&i'% Dali vazné potiZe u obou metod
mohou také vyvstat pfi stanoveni kovl po jejich vazbé do
chelétt vlivem konkurenéni adsorpce ligandu, jehoZ musi byt
v roztoku koncentra¢ni nadbytek.

3.2. Rozpoustéci proces

V AdSYV lze rozpoustéci proces kontrolovat klasickou DC
metodou, kterd md vyhodu v tom, Ze umozZiluje lepsi promée-
fovani vysky piku nez tomu je napf. u metody diferencné
pulsni, vzhledem k vice méné pfimkovému pribé¢hu DC kfiv-
ky v ,,Cistém* zdkladnim elektrolytu. Zhruba stokrat citlivejsi
metody pulsni (diferenc¢né pulsni, square wave a AC metody)
sleduji v roztoku elektrolytu zdvislost funkce diferencidlni
kapacity na potencidlu elektrody, projevujici se narGstem sig-
ndlu v oblasti blizkych meznimu kladnému a zdpornému po-
tencidlu, coz v téchto potencidlovych oblastech miize znesnad-
nit méteni vysky piku. Proto je nékdy DC metoda vyhodnéj-
§i*°. Pokud se tyka citlivosti pulsnich metod, ta byvé u square
wave techniky nejvy3si', avsak tento efekt Casto zdvisi na
typu adsorbdtu na elektrodé. Vyska signdlu je pfimo imérnd
rychlosti nartistu polariza¢niho napéti, coz predstavuje dalsi
moznost zvySeni citlivosti. V. AdSCP se pii potenciometric-
kém, ale i chemickém rozpousténi sleduje pribéh d#/dE vs. E
(cit."1), pfi¢emz priib&h této zavislosti je tvarové stejny jako
u bézné pouzivaného pribéhu diferenéné pulsniho v AdSV.
Velikost signdlu odpovidajici funkci d#/dE a tedy do jisté miry
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i citlivost l1ze zvysit rychlosti vzorkovani klasického pribéhu
z4vislosti potencidlu na case. Signdl v AASCP miiZe byt ddle
zvysen i snizenim rozpoustéciho proudu, nebof prechodovy
¢as je nepiimo umeérny proudu, nicméné tento rozpoustéci
proud musi mit vzZdy vétsi hodnotu nez proud nabijeci. Prin-
cipidlné 1ze rozpoustéci proces také provadét chemicky spon-
tanni oxidaci depozitu vhodnym oxida¢nim ¢inidlem pfitom-
nym v roztoku. Jako oxida¢ni ¢inidlo slouzi nejcastéji kyslik
pfitomny v analyzovaném roztoku. Tento zptisob vSak byva
nejcastéji pouzivan v anodické rozpoustéci chronopotencio-
metrii k rychlym sériovym analyzdm. Obecné plati, Ze v chro-
nopotenciometrickych rozpoustécich metodach se ma upred-
nostnit metoda konstantniho proudu k zaru¢eni lepsi kontroly
vSech parametrt.

K podstatnému nartstu citlivosti u obou metod (AdSV
i AdSCP) muze dojit viazenim katalytického procesu paralel-
né k procesu elektrodovému uplatitujicim se béhem rozpous-
téctho kroku. Takovy postup byl v polarografii prvné popsan
Wiesnerem v r. 1943 (cit.'®), kdy produkt elektrodové reakce
reagoval se slozkou v roztoku, regenerujici pavodni elektro-
aktivni slouceninu, coz se projevilo narGistem pivodniho po-
larografického proudu. Tento proudovy nérGst je zdvisly na
rychlostni konstanté paralelni chemické reakce. Jako piiklad
tohoto jevu v adsorp¢nich rozpoustécich metoddch muize byt
zminéno stanoveni Co, Mo, Cr, Pta jinych kovi za pfitomnosti
chlore¢nanti, bromi¢nanti, dusitant aj.”’]8

4. Zhodnoceni a porovnani adsorpéni
rozpoustéci voltametrie
a chronopotenciometrie

Jednou z vyhod AdSCP v porovnani s AdSV je mensi
citlivost na rusivy vliv PAL v roztoku, protoZe potencidl
elektrody neni zavisly na diferencidlni kapacité elektrodové
dvojvrstvy. Pfi pouziti uhlikovych elektrod 1ze navic ocekdvat
pri nastaveni vysokych citlivosti mensi Sum na kiivkéach: ten
totiz vznikd ndrazem elektront na ¢dstecky uhliku pfi méfeni
proudovych signdll pfi potenciostatickych metoddch, na roz-
dil od chronopotenciometrickych metod, kdy se méii potencial
elektrody. Toto jsou nesporné faktory piispivajici k vySsi
citlivosti chronopotenciometrickych metod pii méfeni zavis-
lost d#/dE vs. E. DalS$im pfiznivym faktorem ovliviiujicim
citlivost je jiz zminénd rychlost vzorkovani pii sledovdni této
funkce a ev. pouziti nizké hodnoty rozpoustéciho proudu
a v neposledni fadé viceméné piimkovy pribéh zdkladniho
elektrolytu, ktery nekopiruje pribéh zdvislosti diferencidln{
kapacity na potencidlu, jak tomu je u pulsnich voltametrickych
metod. Vyhodou chronopotenciometrickych metod je také
zhruba o 150 mV vétsi prepéti vodiku na rtutové elektrodé,
patrné v dasledku pomalé molalisace vodiku pii rychlych
zméndch potencidlu elektrody. V oscilografické polarogra-
fii, kde byl tento jev béZné vyuzivan, je tato rychlost fadu
1000 V.s™'. Tim je i pti AdSCP rozsiten potencidlovy rozsah,
na ktery lze elektrodu polarizovat, coZ lze analyticky vyuzit'.

Ponékud spornou vyhodou — i kdyz Casto citovanou — je
moznost provozovat galvanostatické metody za pfitomnosti
kysliku rozpusténého v roztoku, coz samoziejmé prispivd
k rychlosti provadénych analyz (ostatné totéz plati pro AdSV
pri pouziti mikroelektrod). Pfi praci v neutrdlnich nepufrova-
nych roztocich v§ak miize dojit k rusivym vliviim v dtsledku
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Obr. 1. Priklad formuldiového zobrazeni databdze organickych slou¢enin

alkalizace povrchu elektrody OH™ ionty vzniklymi redukci
kysliku.

Vyse zminéné vyhody zfejmé pfispély v posledni dobé
k oblibé chronopotenciometrické metody, coZ téz ovlivnilo
vyrobu riiznych typt jednotdcelovych analyzétort ¢asto s pra-
covni elektrodou pouze ,,na jedno pouziti (cit.?%). Vyznam
voltametrickych metod mimo jiné spoc¢iva v jejich nezastupi-
telnosti v zdkladnim elektrochemickém vyzkumu a v nalezeni
optimdlnich parametrt pro analytickd méfeni a to i metodou
AdSCP.

Vzhledem k vySe uvedenému Ize snad konstatovat, Ze obé
metody, voltametrickd i chronopotenciometrickd, jsou vice
méné ekvivalentni a Ze je pro uzivatele vyhodné, jestlize jeho
elektrochemicky analyzdtor umoZiluje pouziti obou metod
tak, aby k feSeni urcitého problému mohla byt vybrdna ta
optimdlni.

5. Vyuziti elektrochemickych adsorpénich
metod

Z dosud publikovanych praci zabyvajicich se adsorpénimi
rozpoustécimi metodami je patrné, zZe jich 1ze vyhodné pouzit
ve stopové analyze kovii a to i téch, které se vymykaji béZnym
polarografickym ¢i voltametrickym metoddam, zejména meto-
dé anodické rozpoustdci analyzy?'* (jde napf. o Al, Ba, Be,
Ca, Rh, Pt a mnoho jinych). Citlivost AdSV nebo AdSCP je
navic casto vyS$$i nez ASV, protoze kov se nerozpousti v ob-
jemu rtuti visici rtufové kapkové elektrody, ale tvoii spise
monomolekuldrn{ vrstvu komplexu na jejim povrch. Adsorp-
¢ni rozpoustéci metody skytaji navic moznost stanovovat vel-
ky sortiment organickych slou¢enin. Necastéji se jednd o ldtky
biologicky aktivni a o latky vyznamné z hlediska environmen-
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talniho. Jako priklad Ize uvézt vyuziti téchto metod pfi sta-
noveni chemickych karcinogent 324 &i environmentalng vy-
znamnych barviv?. Vedle organickych slouenin nesoucich
elektroaktivni funkéni skupinu mohou byt na elektrodé téz
akumulovény latky projevujici se pouze povrchovou aktivi-
tou, které vykazuji tensametricky efekt. Vedle problematiky
rutinni analyzy jsou tyto metody zajimavé i pro specializované
aplikace napi. v oblasti biologie a toxikologie. Tak napf.
zmény v redox signdlech slozek DNA imobilizovanych na
povrchu elektrody miiZe byt pouzito k indikaci poruseni DNA
v diisledku chemického nebo fyzikélniho piisobeni. Rada slou-
¢enin interagujicich s DNA (napf. antrachinony, genotoxické
aromatické aminy aj.) mohou poskytovat v dasledku této
vazby s DNA signdly vyuzitelné v toxikologické analyze.
Biosensor vytvoreny naadsorbovanim DNA na povrchu elek-
trody muze byt pouzit k sledovéni specifickych sekvenci
fetézce DNA virti ¢i bakterif s cilem diagnostiky nékterych
chorob (AIDS, Hepatitis B, TBC). Tato detekce je zaloZena na
znalosti posloupnosti bdzi v DNA detegovanych patogen tak,
Ze na elektrodé je imobilizovano vladkno DNA majici takovy
sled bazi, aby mohlo dojit hybridizaci ke spojeni s bakteridlni
¢i virovou DNA pritomnou ve vzorku na zdkladé komplemen-
tarnosti feté€zci. Dluzno v8ak poznamenat, Ze tyto diagnostic-
ké metody jsou stdle jeSté ve vyvojovém stadiu. Vice o této
tematice Ize nalézt v cit.?® Uvést by bylo mozno i sledovani
imunologickych reakci metodou AdSV. Praktické aplikace
AdSV jsou popsany napf. v 2122

6. Databaze aplikaci

Rychly ndrtst poctu praci zabyvajicich se vyuzitim elek-
trochemickych adsorp¢nich metod vedl k vybudovani rozsah-
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1é bibliografické databaze, kterd je roztiidéna do ti{ databdzo-
vych souborti v programu Microsoft Access. Prvni soubor
obsahuje vice nez 700 praci popisujicich stanoveni jednotli-
vych kovti pomoci adsorpénich rozpoustécich metod, pficemz
jednotlivé kovy jsou zde pro ptrehlednost fazeny abecedné.
Druhy obsahuje vice nez 1200 praci vénovanych stanoveni
riznych organickych slou¢enin témito technikami. PisluSny
formulat odpovidajici vybranému zdznamu z této ¢dsti data-
baze je pro ilustraci zndzornén na obr. 1. Tteti soubor obsahuje
nékolik desitek obecnéji zamérenych praci tykajici se obec-
nych principu, teorie a historie elektrochemickych metod vy-
uzivajicich adsorp¢ni akumulace. Tato databaze je na vyzada-
ni k dispozici na e-mailovych adresdch autori a soucasné je
vystavena jako doplinkovy materidl k této publikaci na inter-
netové strance ¢asopisu Chemické listy http://staff.vscht.cz/
chem_listy/download/adsvi.zip.

Autori dekuji za financni podporu Ministerstvu Skolstvi,
mlddeZe a télovychovy (projekt 113100002) a Grantové agen-
ture Ceské republiky (grant 203/98/1187).
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1. Uvod

Kapildrna plynovd chromatografia (CGC) patri medzi naj-
vyznamnejsie metddy analyzy opticky aktivnych organickych
latok. K vyhoddm tejto metddy patri znacnd separacnd ucin-
nosft, rozliSovacia schopnost, reprodukovatelnost tudajov
a praca s malymi mnozstvami vzoriek.

Pri priamej separdcii enantiomérov metédou CGC sa do-
siahol znac¢ny pokrok najmid po zavedeni modifikovanych
cyklodextrinov ako staciondrnych faz' ™ Cyklodextriny su
cyklické gluk6zové oligoméry so 6, 7 alebo 8 glukézovymi
jednotkami, ktoré sa vyrdbaji enzymatickym Stiepenim $kro-
bu cyklodextrin-glukanoyl transferazou, alebo synteticky®.
Nativne cyklodextriny ako staciondrne fazy v plynovej chro-
matografii vykazuju nizke separa¢né ucinnosti bez ohladu na
to, ¢i sa pouzivaju ako tuhé fazy v chromatografii plyn—tuhd
fiza, alebo ako roztoky v chromatografii plyn—kvapalina®.
Separacné ucinnosti kolén sa podstatne zvysia, ak sa ako
staciondrne fazy pouzijui derivaty cyklodextrinov (modifiko-
vané cyklodextriny)' ™ Na obr. 1 je schéma glukopyranézovej
stavebnej jednotky s oznacenim uhlikovych atémov a substi-
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tuentov, ktorych charakter rozhoduje o vlastnostiach modifi-
kovanych cyklodextrinov.

V sticasnosti sa na separaciu rdznych typov organickych
enantiomérov vyuzivaji najméd kremenné kapildrne kolény
zmocené s rézne modifikovanymi o.-, 3- a y-cyclodextrinovy-
mi stacionarnymi fizami'~. Enantioselektivita cyklodextrino-
vych fdz je na rozdiel od inych opticky aktivnych stacionar-
nych faz univerzdlna a vhodnd na separdciu rozmanitych typov
organickych opticky aktivnych zlicenin'™,

Na pripravu kolén s cyklodextrinovymi staciondrnymi
fazami mozno vyuzif Cisty derivdt cyklodextrinu, alebo jeho
roztok vo vhodnom rozpustadle. Medzi najcastejsie pouzivané
rozpustadld pre modifikované cyklodextriny patria polymérne
siloxdny, napriklad OV-1701 (cit.?). Kolény pripravené s ta-
kymito zmesnymi fazami vykazujui velmi dobré separacné
vlastnosti, ich enantioselektivita je vSak v dosledku zriedenia
chirdlnej Casti staciondrnej fdzy nizSia ako enantioselektivita
kolén s Cistou opticky aktivnou fazou.

Enantiomérna selektivita zmesnej staciondrnej fazy zdvis{
od typu cyklodextrinu, povahy substituentov a ich polohy
v molekule cyklodextrinu a pri zmesnych fazach aj od obsahu
cyklodextrinového derivdtu a polarity polysiloxanu.

V predchddzajicej praci sme zhrnuli zdkladné poznatky
o vyuziti cyklodetrinov ako staciondarnych fdz na separdciu
enantiomérov organickych opticky aktivnych zlicenin kapi-
larnou plynovou chromatografiou’. V tejto praci sa hodnotia
zdkladné parametre, ktoré ovplyviuji plynovo-chromatogra-
fickd separdciu enantiomérov opticky aktivnych zlicenin v ka-
pildrnych kolénach zmocenych roztokmi modifikovanych cy-
klodextrinov rozpustenych v nechirdlnom polysiloxane.

2. ZloZenie zmesnej staciondrnej fazy

2.1. Obsah modifikovaného
cyklodextrinu v zmesnych fdzach

Vlastnosti chirdlnej staciondrnej fazy zavisia od viacerych
faktorov. Medzi zdkladné patri typ cyklodextrinového deriva-

Obr. 1. Schéma glukopyranézovej stavebnej jednotky cyklodextri-
nov. Glukopyrandzy v molekuldch cyklodextrinu su spojené cez atomy
kyslika viazané na 1 a 4 uhlikovom atéme; ® —atémy kyslika, O — at6-

my uhlika, R ,R,aR, —substituenty. Vodikové atémy nie su oznaCené
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tu a jeho obsah v polysiloxdnovom rozpustadle. So vzrastaju-
cim obsahom chirdlneho selektora v staciondrnej faze vzrastd
enantioselektivita kolény. Pre kolony so zmesnymi fdzami
v ktorych sa ako chirdlny selektor pouziva tuhy (krystalicky)
cyklodextrin sa vsak zistilo, Ze enantioselektivita takychto
zmesnych fdz vzrastd s obsahom cyklodextrinového derivitu
v polysiloxdne len po uréitd hranicu®. Této hrani¢nd koncen-
trdcia sa pohybuje od 15 % do 50 % v zdvislosti od typu
polysiloxdnu a cyklodextrinového derivatu®’. Na obr. 2 je
uvedend zavislost selektivitného faktora (o) od obsahu okta-
kis(2,6-di-O-pentyl-3-O-butyryl)-y-CD (%w) v polysiloxdne
OV-1701 namerand pre enantioméry géfru pri 80 °C. Navyse
sa zistilo, Ze s rasticim obsahom krystalického cyklodextrino-
vého derivdtu v zmesnych fazach klesd tdc¢innost kapildarnych
kolén. Ak obsah cyklodextrinového derivdtu vzrastie nad
urciti hodnotu, koldna strica tak separacnu tcinnost ako aj
enantioselektivitu. Takdto staciondrna faza sa stiva nehomo-
génnou a cyklodextrinovy derivit sa zo zmesnej fazy vylucu-
jeb. Tak napriklad enantioméry pinénu sa separovali na stacio-
nérnej faze s obsahom 10 % permetyl-B-CD. Na staciondrne;j
faze s obsahom 30 % permetyl-B-CD sa tieto enantioméry
uZ nepodarilo rozliit'®. S rasticim obsahom cyklodextrinu
v zmesnej faze vzrastd aj Cas potrebny na separdciu. Obsah
krystalického cyklodextrinového derivatu determinuje navyse
aj minimadlnu teplotu, pri ktorej este staciondrna faza poskytuje
symetrické piky. S rasticim obsahom cyklodextrinu, vzrastd
aj tato minimdlna teplota. Tak napriklad enantioméry niekto-
rych diolov sa separuju iba na zmesnych staciondrnych fazach,
nie vSak v koldénach s Cistym tuhym cyklodextrinovym deri-
vatom''. Vzfah medzi obsahom krystalického cyklodextrinu
a enantioselektivitou zmesnej staciondrnej fazy sa sledoval pri
roznych teplotach. vant’ Hoffove zavislosti (In o0 od 1/7) pre
jednotlivé kolony boli priamkové s réznymi smernicami, ktoré
sa pretinali pri urcitej teplote. Nad touto teplotou sa enantio-
méry separovali v kolénach s vy$§im obsahom cyklodextrino-
vého derivatu a pod touto teplotou sa separdcia enantiomérov
dosiahla v kolénach s nizsim obsahom cyklodextrinového
derivétu'? Bicchi so spol. studoval vplyv obsahu heptakis(2,6-
-di-O-acetyl-6-O-ferc-butyl-dimetylsilyl)-B-cyklodextrinu v OV-
-1701 na elu¢né poradie enantiomérov mentolu a izomentolu.
Z kolény, ktord obsahovala 50 % cyklodextrinového derivatu
eluovali enantioméry v obratenom elu¢nom poradi, ako z ko-
I6ny v ktorej bol 10%-ny obsah cyklodextrinového derivétu.
Zkoloény s 30 % obsahom cyklodextrinového derivétu eluovali
Studované enantioméry nerozlisené'.

2.2. Typ cyklodextrinu

V sucasnosti sa nedari predpovedat ako ovplyviuje typ
cyklodetrinového selektora (a-, B- a y-CD) enantioselektivitu
staciondrnej fazy. Enantioméry niektorych zlic¢enin vyzaduji
pri separdcii definovanu velkost dutiny a iné sa separuju
nezdvisle od pouzitého typu cyklodextrinu. Spociatku sa pred-
pokladalo, Ze zdkladom rozliSenia enantiomérov na cyklodex-
trinovych fdzach je tvorba inkliznych komplexov a preto na
separdciu enantiomérov objemnych analytov sa vyzadovali
vicsie dutiny (B- resp. y-CD) a na separdciu enantiomérov
malych molekiil mensie dutiny (o, resp. B-CD). V rozpore
s tymto predpokladom sa vSak darilo separovat objemné mo-
lekuly 8-lakténov na a-CD (cit.'*) a malé molekly alifatickych
uhlovodikov na y-CD (cit.>!). V niektorych pripadoch, sa
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zmenou velkosti cyklodextrinovej dutiny dosiahlo obrate-
né elu¢né poradie enantiomérov'”. Tak napriklad Kobor so
spol.lé, ziskali na rovnakych derivdtoch o-CD na B-CD ob-
ritené elu¢né poradie enantiomérov fenyletanolu. Obritené
elu¢né poradie je zrejmé aj z obr. 3 na ktorom je chromato-
gram separdcie enantiomérov O-metyl-N-trifluoroacetyl vali-
nu v kapildrnej koléne so zmesnou fazou {heptakis(2,6-di-O-
-metyl-3-O-pentyl)-B-CD rozpusteny v polysiloxdne OV-1701
v hmotnostnom pomere 3:7} (A) a {oktakis(2,6-di-O-metyl-
-3-0-pentyl)-y-CD rozpusteny v polysiloxdane OV-1701 v hmot-
nostnom pomere 3:7} (B) pri 70 °C.

Obriétenie elu¢ného poradia enantiomérov sa pozorovalo
separdciou opticky aktivnych zlicenin na rovnako substituo-
vanych CD selektoroch s parnym a neparnym poctom gluko-
pyranézovych jednotiek (ot~ a B-CD, resp. 3- a y-CD). Zmena
elu¢ného poradia enantiomérov sa doteraz nepozorovala pri
separdcii enantiomérov na rovnako substituovanych CD se-
lektoroch s parnym poctom glukopyranézovych jednotiek'7
(o- ay-CD).

2.3. Polarita polysiloxdnového
rozpusStadla

Pretoze cyklodextrinové derivaty v zavislosti od charakte-
ru substituentov vykazuji réznu polaritu, na pripravu zmes-
nych faz sa pouzivaju polysiloxdny s rozdielnou polaritou. Pre
poldrne derivity cyklodextrinov sa ako rozpustadld odporidca-
ju poldrne polysiloxdny v ktorych sa tieto cyklodextrinové de-
rivéty lepSie rozpustaju, o umoziiuje zvysif ich obsah v zmes-
nych staciondrnych fazach. ZvySenim obsahu chirdlneho se-
lektora v zmesnych staciondrnych fdzach sa vo vSeobecnosti
zvysi enantioselektivita kolony. Poldrne interakcie polysilo-
xdnov a cyklodextrinovych selektorov vSak mozu aj zhorsit
enantioselektivitu zmesnej staciondrnej fizy'®. Ak sa na pri-
pravu zmesnych faz pouziji poldrne polysiloxdny, vplyvom
poldrnych interakcii vzrastd retencia enantiomérov poldrnych
zlicenin, €o pri danej teplote predlZuje Cas analyzy. Preto je
vyhodnejsie aj pre poldrne cyklodextrinové derivaty pouzivat
ako rozpusfadld stredne poldrne polysiloxdny. Okrem skrate-
nia analjzz sa na tychto zmesnych fazach spravidla zlepsi aj
tvar pikov®. Pre stredne poldrne cyklodextrinové derivdty sa
na pripravu zmesnych fdz odporica pouzivat ako rozpustadld
stredne poldrne, alebo nepolarne polysiloxdny. Pretoze roz-
pustnost cyklodextrinovych derivdtov v nepoldrnych polysi-

1,3 :

o

1,2 1

1,1

I L L !

0 20 40 60 80

100
Y%w

Obr. 2. Zavislost selektivitného faktora (o) od obsahu oktakis(2,6-
-di-O-pentyl-3-O-butyryl)-y-CD (%w) v polysiloxane OV-1701 na-
merand pre enantioméry géfru pri 80 °C
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loxdnoch je obmedzend, na pripravu zmesnych fdz s tymito
polysiloxdnmi sa pouZivaju nizsie obsahy cyklodextrinovych
derivdtov, alebo sa separdcia uskuto¢ni pri vyssej teplotem.
Zistilo sa, Ze zavislost enantioselektivity niektorych zmesnych
faz od polarity pouzitého polysiloxdnu je zlozitd, pretoze
selektivitny faktor o pre enantioméry niektorych opticky ak-
tivnych zlicenin sa so vzrastajicou polaritou polysiloxdnu
zvySuje a pre iné zniZuje. ZniZenim polarity polysiloxdnu
v zmesnych fdzach, sa vid¢s§inou zniZi retencia enantiomérov,
¢o umoziuje ich separovaft pri nizsich teplotdch, a tym zvysit
enantioselektivitu zmesnej fazy (zvysit hodnoty selektivit-
nych koeficientov o). Pre enantioméry niektorych analytov sa
vSak zniZenim separacnej teploty enantioselektivita zmesnej
fazy zhorsi". Pouzitim stredne poldrnych polysiloxdnov na
vyrobu zmesnych fdz sa podarilo rozdelif enantioméry nie-
ktorych zlicenin, ktoré sa neseparovali na zmesnych fdzach
s polarnym polysiloxdanom®. Stidiom teplotnych zavislosti
(napriklad In o od 1/7) enantiomérov separovanych v kol6-
nach v ktorych sa na pripravu zmesnych faz pouzili rdzne
polédrne polysiloxdny sa zistilo, Ze zmenou polarity polysilo-
xdnu sa menia aj smernice ¢iar. Zavislosti su priamkové a pre-
tinaju sa pri urcitych teplotach'%.

2.4. Typ a poloha substituentov
v cyklodextrinovych derivdtoch

2.4.1. Charakter substituenta v polohe 3

Substiticia vodikovych atémov v hydroxylovej skupine
viazanej na uhlikovom atéme v polohe 3 r6znymi substituen-
tami sa Studovala najcastejsie, pretoZe charakter substituenta
v tejto polohe podstatne ovplyviiuje enantioselektivitu cyklo-
dextrinového selektora. Substituent v polohe 3 je takmer rov-
nobezny s osou cyklodextrinového torusu®'. Charakter tohto
substituenta vyrazne ovplyviluje konformdciu cyklodextrinu
a navySe, interakcie enantiomérov s tymto substituentom su
rozhodujice v pripadoch v ktorych separdcia enantiomérov
z4visi od inkluzie analytu do dutiny cyklodextrinového deri-
vétu. Volbou tohto substituenta, mozno volit interakcie, ktoré
ovplyviiuju separdciu enantiomérov. Tak napriklad acylova
skupina umoziuje elektrén donor-akceptorové interakcie? %,
alkylové skupina van der Waalsove interakcie®* a karbamato-
vé skupina interakcie vodikych vizieb®. Pri vybere tohto sub-
stituenta sa zohladfiuje vSeobecne akceptovany poznatok, Ze
poldrne zliceniny sa lep$ie separuju na poldrnych derivdtoch,
napriek tomu, Ze enantioméry niektorych poldrnych zlicenin
sa lepsie separovali na derivatoch cyklodextrinov s alkylovou
skupinou v polohe 3 (cit.”*?’) a enantioméry niektorych nepo-
larnych analytov sa lepSie separovali na derivatoch cyklodex-
trinov, ktoré mali v polohe 3 poldrnu funkénu skupinu.

2.4.2. Charakter substiuenta v polohe 6

Za predpokladu, Ze separdcia enantiomérov vyzaduje in-
kliziu do dutiny cyklodextrinu a ostatné funkéné skupiny
analytu interagujui na povrchu cyklodextrinu so substituentami
v polohe 2 a 3, substituent v polohe 6 sa bezprostredne
nezucastiiuje enantioselktivnych interakcii. Charakter tohto
substituenta vSak vyrazne ovplyviluje tvar cyklodextrinového
konusu a tym inkliziu analytu do dutiny. Substiticiou vodi-
kového atému v OH skupine viazanej na 6 uhlikovom at6-
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me tercbutyldimetylsilylovou (TBDMS) skupinou sa vyrazne
zmeni konformdcia cyklodextrinu, ¢o prispieva k enantiose-
lektivite takychto derivatov?®%. Nahradenim TBDMS skupi-
ny acetylovou skupinou sa konformécia cyklodextrinu vyraz-
ne nezmeni, enantioselektivita ziskanej fazy sa vSak zmensi.
Pokles enatioselektivity tychto fdz sa vysvetluje interakciami
acetylovej skupiny s ostatnymi substituentami cyklodextrino-
vého derivdtu, ¢o znizuje flexibilitu tohoto derivatu. Kim so
spol. " zistili, Ze enantioselektivitu cyklodextrinovych deriva-
tov ovplyviiuje aj hydrofébnost substituenta v polohe 6.

2.4.3. Charakter substiuenta v polohe 2

V pripadoch, v ktorych separdcia enantiomérov vyzaduje
tvorbu inkliznych komplexov, substituent v polohe 2 ovplyv-
fluje separdciu enantiomérov menej vyznamne, ako substi-
tuenty v polohdch 3 a 6. KedZe substituent v polohe 2 smeruje
von z dutiny, neovplyviluje vyznamne tvar cyklodextrinovej
dutiny a inkliziu analytu. V pripade, Ze separdcia enantiomé-
rov zavisi od interakcii na povrchu cyklodextrinového deriva-
tu, substituent v polohe 2 v§ak moze separdciu enantiomérov
vyrazne ovplyvnit.

3. Pracovné podmienky a Struktiira analytu

3.1. Charakteristiky koldny
a mobilnej fdzy

Parametre kolény a vlastnosti mobilnej fazy ovplyviuju
enatiomérnu separdciu v podstatne mensej miere ako vlastnos-
ti staciondrnej fazy. Separdciu enantiomérov ovplyviiuje dizka
kolény, hribka filmu staciondrnej fazy a vnutorny priemer
kapilary. Pre kol6ny s dizkou (10 m az 25 m) sa zistilo, Ze
di7ka prakticky neovplyviiuje hodnoty selektivitného fakto-
ra o (cit.*!). Ak je hodnota selektivitného faktora dostatocne
velkd, na separdciu spravidla postacuju kratke kolény (60 cm
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Obr. 3. Plynovochromatograficka separacia enantiomérov O-me-
tyl-N-trifluoroacetyl valinu v kapildrnej koléne so zmesnou fazou
{heptakis(2,6-di-O-metyl-3-O-pentyl)-3-CD rozpusteny v polysi-
loxane OV-1701 v hmotnostnom pomere 3:7} (A) a {oktakis(2,6-
-di-O-metyl-3-O-pentyl)-y-CD rozpusteny v polysiloxdne OV-1701
v hmotnostnom pomere 3:7} (B) pri 70 °C
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az5m)>% Separdciu enantiomérov v kratSich kolénach navyse
mozno realizovat pri nizSich teplotach, ¢o je vyhodné, pretoze
enantioselektivita chirdlneho selektora spravidla s klesajicou
teplotou separdcie vzrastd. Enantioméry niektorych zlicenin
je preto vyhodné separovat v krat$ich kolénach, pretoze poza-
dovand separdcia v dlhsich kolénach by sa dosiahla za velmi
dlhy ¢as. KratSie kolény v8ak mozno vyuzif vyhodne najméi
na separdciu enantiomérov zlicenin s niZ§ou prchavostou a ak
ich netreba separovat vo velmi komplikovanych matriciach,
pretoze skriatenim kolony sa zmenSuje aj jej separacnd ucin-
nost®. Hriibka filmu stacionarnej fizy vyznamne neovplyviiuje
enantiomérnu separdciu. S rasticou hribkou filmu staciondr-
nej fazy v koldne vsak vzrastd retencia, spravidla bez vyraznej
zmeny selektivity, napriek tomu, Ze sa pozoroval aj pokles
enantioselektivity v kolénach s hrubsim filmom staciondrnej
fazy®'. Priemer kolény prakticky neovplyviiuje enantioselek-
tivitu separacného procesu. PouZitie kolén s vacsim prieme-
rom vSak umoziuje davkovat vicsie mnozstva.

Mobilna faza ovplyviiuje enantiomérnu separdciu najmi
prostrednictvom rychlosti, ktorou pridi v koléne. Pri hodno-
teni vplyvu rychlosti nosného plynu na enantioselektivitu
staciondrnej fazy boli publikované protichodné vysledky. Za-
tial ¢o Hardt so spol. zistili, Ze hodnota selektivitného faktora
sa so zmenou prietoku mobilnej fizy v koléne nemeni’, Grob
so spol. zistili, Ze zvySovanim prietoku nosného plynu sa
separdcia enantiomérov obsahujicich hydroxylovi skupinu
zhorsi, ale pre zliceniny s inymi funkénymi skupinami obsa-
hujicich atéom kyslika sa zlep§f33. Podobné vysledky sa do-
siahli pre vsetky najcastejSie pouzivané mobilné fazy v plyno-
vej chromatografii (H,, He, N2)33‘ Z tychto vysledkov sa
usudzuje, Ze vplyv rychlosti prietoku mobilnej fazy kolénou
na separdciu enantiomérov zdvisi aj od Struktiry analytu.
Pouzitie NH, ako mobilnej fdzy sice nezlepSilo enantiomérnu
separdciu, avSak v porovnani s ostatnymi nosnymi plynmi sa
vyrazne zlepSila symetria pikov opticky aktivnych zlicenin,
ktoré obsahovali NH, skupiny a navySe sa zniZila medza
detekcie™.

3.2. Pracovné podmienky

Z pracovnych podmienok, ktoré sa nastavuju v plynovej
chromatografii, separdciu enantiomérov ovplyviiuje najma te-
plota koldny, sposob a teplota kondicionovania kolény a Cas
skladovania kolény. ZniZovanim teploty sa spravidla hodnota
selektivitného koeficienta o uvazovanych enantiomérov zvy-
Suje, preto sa na separdciu pouziva najnizsia teplota, pri ktorej
sa eSte akceptuje Cas separdcie. Minimadlna teplota separdcie
sa voli s ohfadom na charakter cyklodextrinového derivatu,
charakter polysiloxdnu a parametre kolény. Vo vSeobecnosti
plati, Ze zmesné fazy s nepoldrnym polysiloxdnom mozno
pouzivat pri nizsich teplotich ako fazy pre ktoré sa pouzil
poldrny polysiloxdn. Preto sa na pripravu zmesnych faz odpo-
rica rozpustat cyklodextrinové derivity v najmenej poldrnych
polysiloxdnoch, v ktorych sa este rozpusti pozadovany obsah
cyklodextrinového derivdtu. Teplota kondicionovania kol6-
ny ovplyviluje separdciu enantiomérov iba v tych pripadoch
v ktorych sa na pripravu staciondrnej fazy pouzije tuhy cyklo-
dextrinovy derivat. Takéto koldny treba kondicionovat pri
teplotdch vyssich, ako je teplota topenia cyklodextrinového
derivétu'®*. Skladovanim kol6n s cyklodextrinovymi stacio-
narnymi fazami rozpustenymi v polysiloxdnoch sa straca ich
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enantioselektivita. Pravdepodobnym dévodom straty enantio-
selektivity su zmeny fyzikdlnej modifikdcie cyklodextrinové-
ho derivatu v roztoku, alebo jeho rekrystalizacia. U niektorych
derivdtov sa zistila strata enantioselektivity po skladovani
dlhsom ako 2 mesiace. U niektorych cyklodextrinovych deri-
vétov strata enantioselektivity vplyvom skladovania bola len
docasn4 a rekondiciondciou kolény sa ju podarilo obnovit®.

3.3. Struktira analytu

Medzi vyznamné parametre, od ktorych zavisi enantiose-
lektivita chirdlneho selektora patri charakter, konfiguracia
a konformadcia opticky aktivnych zlic¢enin. Medzi najdolezi-
tejSie fyzikédlne parametre analytov patri ich prchavost, preto-
Ze od nej zdvisi teplota separdcie a tym nepriamo aj hodnota
selektivitného faktora o (cit.>’). Velmi prchavé analyty treba
separovat pri nizkych teplotiach. Z neprchavych analytov treba
pripravit také derivéty aby ich enantioméry bolo mozno sepa-
rovat pri teplotdch, pri ktorych je cyklodextrinovy selektor
stdly. Separacia enantiomérov zavisi aj od konfigurdcie a kon-
formdcie opticky aktivnych zli¢enin a od charakteru funkc-
nych skupin®®*. Pretoze mechanizmus separdcie enantiomé-
rov na cyklodextrinovych staciondrnych fazach nie je znamy,
v sticasnosti prakticky nemozno predpovedaft typ staciondrne;j
fazy, ktord by bolo vhodné pouzit na enantiomérnu separdciu
danych opticky aktivnych zlic¢enin. Vhodné staciondrne fazy
sa hladaju skusmo postupmi, ktoré si zndme ako ,,metody
pokusu a omylu*.

4. Zaver

V ¢lanku sud zhrnuté poznatky o zakladnych parametroch,
ktoré ovplyviiuji plynovo-chromatograficku separdciu enan-
tiomérov organickych opticky aktivnych zlicenin v kapildr-
nych kolénach zmocenych s derivédtmi o-, B- a y-cyklodextri-
nov. Z ¢lanku vyplyva, ze medzi zdkladné parametre, ktoré
ovplyviiuju enantioselektivitu stacionarnych CD faz patri typ
cyklodextrinu, charakter substituentov a ich poloha v gluko-
pyranézovej jednotke cyklodextrinu. Kvapalné CD derivaty
mozno pouZzif ako staciondrne fazy bezprostredne. Z tuhych
(krystalickych) derivdtov sa vyrdbaju zmesné staciondrne fazy
(roztoky CD derivdtov vo vhodnom polysiloxdnovom poly-
mére). Zistilo sa, Ze enantioselektivita zmesnych staciondr-
nych fdz zavisi tak od obsahu CD derivédtu v tomto roztoku
ako aj od polarity polysiloxdnového rozpustadla. Z experi-
mentdlnych podmienok ovplyviluje enantioselektivitu najma
teplota kolony, podmienky pri tepelnom formovani kolény
a ¢as skladovania kolony.
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1. Uvod

Psychrofilni a psychrotrofni mikroorganismy ziji v poldr-
nich, alpskych, hlubokomotskych nebo jinych oblastech, kde
se teplota pohybuje pod 5 °C. Tyto chladové adaptované mi-
kroorganismy si v prib&hu evoluce vyvinuly fadu mechanis-
mi, které jim umoznily existenci za nizkych teplot. Adaptacni
zmény téchto mikroorganismt zahrnuji jak zmény ve struktuie
proteint (enzymy) tak zmény ve slozenf lipida tvoricich bu-
nécné membrdny. Strukturni zmény proteind maji na rozdil od
lipidovych, které maji genotypovy i fenotypovy charakter,
pouze genotypovy charakter. Enzymy, které jsou produkova-
ny psychrotrofnimi a psychrofilnimi mikroorganismy jsou
schopny katalyzovat reakce pii teplotdch blizkych 0 °C. Tyto
enzymy jsou charakterizovdny vysokou katalytickou aktivitou
pri nizkych teplotich, ale jsou teplotné labilni. Vzhledem
k jejich vysoké specifické aktivite a jejich rychlé inaktivaci pti
teplotach, kdy jsou enzymy z mesofilnich mikroorganisma
bézné aktivni, maji spolecné s jejich producenty velky bio-
technologicky potencidl. Studie srovndvajici strukturu téchto
enzymu s jejich mesofilnimi a termofilnimi analogy ukdzaly,
7e molekuldrni podstata jejich adaptace na teploty blizké 0 °C
je z nejvetsi Cdsti zptisobena snahou zachovat flexibilitu jejich
struktury. Ta u dosud studovanych enzymu vychdzi z oslaben{
intramolekuldrnich interakci a naopak ze zesileni interakeci
s rozpoustédlem. Tyto modifikace jsou v§ak doprovdzeny ma-
lou stabilitou za vysSich teplot, coZ je cena za jejich vysokou
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aktivitu pri teplotdch, které jsou obecné povazovany za nizké.
Vyse zminéné vlastnosti umoziuji jejich pouZiti v biotechno-
logiich, a to predevsim tam, kde jsou bézné teploty nezadouci
(potravindisky prtimysl) a kde nizké provozni teploty zname-
naji snizeni ndkladi a také sniZené riziko béZzné kontaminace.
Ze slozek membranovych lipidd jsou to hlavné mastné kyse-
liny, které se nejvétsi mérou podileji na zachovini fluidity
bunécné membrdany. A prdvé nenasycené mastné kyseliny
nasly uplatnéni v potravindiském primyslu a jsou dosud jed-
inym zndmym piikladem slou¢enin nebilkovinového pavodu
z chladové adaptovanych mikroorganismu s piimou aplikaci.
Nové poznatky studia molekuldrni genetiky chladové adap-
tovanych mikroorganismi umoznily vedle piimého vyuziti
téchto mikroorganismi v modernich biotechnologiich i vyuzi-
ti nékterych jejich bunécnych produktt.

2. Vyskyt a definice psychrofilnich
a psychrotrofnich mikroorganismi

Velkd ¢ast nasi planety nedosahuje ani teploty 5 °C, coz je
teplota pfi niz ¢lovék pocituje chlad. Je tfeba si uvédomit, Ze
tii Ctvrtiny Zemé pokryvaji ocedny, v jejichz hlubindch je
teplota nizkd a cely jeden svétadil, Antarktida, ma chladné
prostfedi v pribéhu celého roku. Mikroorganismy schopné
rust za nizkych teplot jsou zndmy jiz vice nez 100 let a to jak
v ptirodnich podminkdch (more, ptida) tak v prostiedi vytvo-
feném Clovékem (potraviny). Z hlediska zarazeni téchto mi-
kroorganismi jiz v roce 1902 Schmidt-Nielsen' pouzil termin
psychrofil a to pro bakterie schopné rtist pfi 0 °C. O rok pozdé&ji
Muller argumentoval, Ze mnoho bakterii rostoucich pii 0 °C
mad optimdlni teplotu ristu v rozmezi 20-30 °C, tj. v oblasti,
kde bézné rostou mesofilni mikroorganismy a navrhl pro tyto
mikroorganismy oznaGeni psychrotolerantni®. I piesto, Ze se
v pribéhu let definice psychrofilnich a psychrotolerantnich
mikroorganismil nékolikrdt zménila, v soucasnosti je obecné
uzndvana definice popsand Moritou®, ktery v roce 1975 popsal
chladové adaptované mikroorganismy pomoci jejich minimal-
nich, optimélnich a maximalnich rdstovych teplot. Tak pro
psychrofilni mikroorganismus je minimdlni, optimdln{ a ma-
ximdln{ teplota <0, <15 a <20 °C. Na druhou stranu mikroor-
ganismy, které maji tyto ristové teploty 0-5,>15,>20 °C jsou
nazyvany psychrotrofnimi. V nékteré literatufe je pro tuto
skupinu mikroorganismi dosud pouzivédn termin psychrotole-
rantni* a pro dplnost je tieba zminit, Ze pied Moritovou definici
byl také pro tyto mikroorganismy pouZivdn termin fakultativ-
né psychrofilni®. Pies jasnou a presnou definici nelze vsak
predpoklddat, Ze vSechny mikroorganismy beze zbytku zapa-
dajf do jedné ze dvou skupin. Psychrofilni mikroorganismy
rostou, na rozdil od psychrotrofnich, v uz$im rozmezi teplot
a jsou nejcastéji izolovany ze stdle chladnych oblasti i kdyz
nepiedstavuji dominantni typy®. Pravd&podobn& i v t&chto
oblastech maji psychrotrofni kmeny urc¢ité vyhody jako je
naptiklad dostupnost zZivin. Vyjimkou je tajici led u biehi
Antarktidy, kde fada studii ukdzala, Ze hlavni skupinou mi-
kroorganismi jsou psychrofily’. Pfestoze je schopnost riist za
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nizkych teplot Siroce rozsifend mezi mikrobidlni florou a za-
hrnuje vSechny jejich hlavni skupiny (bakterie, kvasinky, fasy,
houby, plisné), v posledni dobé byla vénovdna nejvétsi pozor-
nost bakterifm. Dosud neni zndm jediny zastupce archaeobak-
terii s touto vlastnosti, ale je jen otdzka Casu, kdy i v této sku-
piné mikroorganismi bude izolovan psychrofilni nebo psy-
chrotolerantni druh. Zdd se pravdépodobné, Ze podobné jako
schopnost fotosyntetizovat, byla schopnost rtst pri nizkych
teplotach ziskavdna v pribéhu evoluce a fada mikroorganisma
reprezentujici $iroké spektrum taxonomicky odliSnych druhd
si tuto vlastnost postupné osvojovala. Obecné 1ze vSak fict, Ze
psychrofilni a psychrotrofni mikroorganismy se vyskytuji ve
dvou prostredich, v potravindch skladovanych za nizkych
teplot a v chladnych pozemnich a vodnich prostiedich.

2.1. Potraviny

Béznym zplsobem jak prodlouzit skladovaci dobu cer-
stvych nebo ¢dstecné konzervovanych potravin je pouziti sni-
7eni teploty®. Takto uméle vytvoiené, energeticky bohaté pro-
stfedi, je vhodnym prostfedim pro psychrotrofni a psychrofiln{
mikroorganismy’. Bakterie nemohou rist za teploty —18 °C
anizsi, coz je teplota spravné skladovanych potravin. Hrani¢n{
teplota pro rist bakterii je —12 °C, coZ je teplota pii které
dochdzi k vnitrobunéénému tvoreni ledu'®. Pro plisné a kva-
sinky je vsak tato teplota stdle dostacujici pro zachovdni jejich
bunéénych funkci. Teploty mezi 0-5 °C, které slouzi k bézné-
mu skladovani potravin, jsou kritické pro vyskyt mikroorgan-
isma, které mohou jak znehodnocovat potraviny tak i produ-
kovat toxické latky. Nejbéznéjsi psychrotrofni a psychrofilni
bakterie jsou gramnegativni rody Pseudomonas, Flavobacte-
rium, Alcaligenes, Escherichia aAerobacter'!, atoi presto, Ze
jejich vegetativni buiiky jsou zniceny pfi pasterizaci. Z kvasi-
nek jsou to hlavné rody Candida a Rhodotorula. Vzhledem ke
schopnosti rist za nizké vodni aktivity jsou houby pfitomny
zvlasté v suchych nebo Cdstecné dehydratovanych potravi-
ndch. Jako piiklad psychrotrofni plisné je mozno zminit né-
které druhy rodu Penicillium izolované z potravin'?. Pestoze
vétSina mikroorganismu, které jsou pifitomny v potravindch
a zpUsobuji jejich znehodnoceni, neznamend zdravotni rizi-
ko pro clovéka, existuje nékolik vyjimek. Zejména se jednd
o druh Listeria monocytogenes zptsobujici listeriosu'> a urcité
sérotypy druhu Yersenia enterocolitica, které zptsobuji infek-
ce vyskytujici se predevsim u déti. Z dal$ich patogenich druhd
1ze zminit Bacillus cereus produkujici toxiny a vyskytujici se
napiiklad v ryzi. Mezi nebezpecné druhy pati{ anaerobni Clos-
tridium botulinum, které roste za teplot 3—4 °C a md vedle toho
i teplotn& rezistentni spéry'®. Jako piiklad psychrotolerantni
houby lze uvést Cladosporium herbarum, kterd tvoii ¢erné
kolonie na chlazeném mase". Castym diivodem pro¢ dochézi
k vlastnimu kazeni potravin jsou lipolytické a proteolytické
enzymy, kterym lze také pficist zdpach doprovézejici kazen{
potravin. Ackoliv je sniZend teplota nejb&éznéjsim prostiedkem
pro uchovavani potravin a prodlouzeni doby skladovatelnosti,
velmi Casto se pouzivaji i dalsi prostfedky, jako napiiklad
pridavek soli nebo modifikovana atmosféra. I t¢tmto podmin-
kdam se vSak dokazi nékteré mikroorganismy uspésné piizpul-
sobit. Jako mikroorganismus, ktery roste za nizkych teplot
a vedle toho je rezistentni na vysoké koncentrace oxidu uhli-
¢itého a nizké koncentrace kysliku, 1ze uvést psychrotolerantn{
bakterii Brochothrix thermophacta'.
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2.2.Pozemni a vodni ekosystémy

Narozdil od psychrofilnich mikroorganismi, které nejcas-
téji obyvaji stdle chladnd prostiedi, psychrotolerantni mikro-
organismy se nachdzeji v oblastech, kde dochézi v prib&hu
roku k vykyvim teplot'”. Jako piiklad pro vyskyt psychroto-
lerantnich mikroorganismi lze uvést arktické a antarktické
pidy, kde se teplota pohybuje pod 5-10 °C (cit.'®), aviak
v kratkém letnim obdobi stoupa. Naopak primérnd teplota
polédrnich mofii je —1,8 °C, primérnd teplota ocednt se stéle
udrzuje pod 5 °C a tak jsou tyto epitopy idedlnimi oblastmi pro
vyskyt psychrofilnich mikroorganismt. Psychrofilni bakterie
jsou nedilnou soucdsti potravinového fetézce v moiskych hlu-
bindch'®. Hlubokd mofe jsou vedle toho i oblasti s vysokym
tlakem vody a tak mnoho izoldtd ziskanych pii V;’Zkumu
tohoto epitopu jsou také barofilni nebo barotolerantni*’. Z ev-
ropskych lokalit, kde jsou béZzné pritomny psychrotrofni a psy-
chrofilni mikroorganismy, je nejzndmé;jsi alpskd oblast®!. Tam
se vyskytuji jak v pidé tak v ledovcich.

Vedle pidy a vodnich ekosystémii jsou vsak tyto mikro-
organismy asociovdny i s rostlinami a studenokrevnymi Zivo-
&ichy?.

3. Izolace psychrotrofnich a psychrofilnich

mikroorganismu

Prvni bakterie schopnd rdst za nizkych teplot byla izolo-
vand Forstrem v roce 1887 z konzervované ryby>. Od té doby
bylo publikovdno mnoho studif popisujici izolaci psychrofil-
nich a psychrotrofnich mikroorganismﬁ“’zs. Vedle aseptické
prace neni nutno pfi izolaci téchto mikroorganismti zachova-
vat specidlni postupy, samoziejmé kromé stdlého udrzovani
nizké teploty. Psychrofilni nebo psychrotrofni izolaty nevyza-
duji specidlni ndroky na ziviny kromé urcitych skupin, které
jsou vsak systematicky odliSeny a definovdny pravé diky
témto narokdm. Piikladem mohou byt rhizobia schopné vdzat
plynny dusik nebo bakterie podilejici se na metabolismu siry?.
Presto je u jedné skupiny vétsinou psychrofilnich mikroorga-
nismi nutné zachovévat prostiedi, z kterého pochdzi; jsou
to organismy z hlubokych ocednti a moiskych sedimentii®’.
V téchto oblastech v hloubce dosahujici az 11 000 m jsou za
pomoci specidlnich technologii asepticky odebirdny vzorky,
z kterych jsou pak izolovany jednotlivé barofilni a barotole-
rantn{ kmeny28. Prestoze je tézké predpovidat, jaky mikrobidl-
ni druh bude izolovadn z urcité oblasti, 1ze nalézt nékolik
trendd, z nichZ nejcastéji je zminovany fakt, Ze gramnegativn{
bakterie pfevlddaji nad grampozitivnimi v motich u Antarkti-
dy. Naopak v suchych antarktickych tidolich &)fevlédaj i gram-
pozitivni rody Planococcus a Micrococcus™. Tento fakt byl
také pozorovin u izoldti z alpskych ledovci®, kdy byl izolo-
vén velky pocet zejména pigmentovanych kmend. Takto vy-
bavené organismy absorbuji svymi pigmenty radia¢ni zdfen,
coz jim slouzi jako ucinnd obrana. Zajimavym udajem je
skutecnost, ze z 430 psychrotrofnich izoldtl z alpskych oblasti
bylo 77 % bakterii, 20 % kvasinek a zbytek tvofily plisné™.
Rada mikroorganismi, pievdzné bakterii izolovanych z moi-
skych oblasti, byla vedle schopnosti réist za nizkych teplot také
schopna tolerovat rtizné koncentrace soli a tak fada izola¢nich
postupti pouziva pravé stl, nejcastéji NaCl, jako pridavek
v kultivaénim médiu®'.
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4. Molekularni adaptace

K tomu, aby mohli rist arozmnoZovat se za nizkych teplot,
si psychrotrofni a psychrofilni mikroorganismy vyvinuly fadu
mechanismu, kterymi se odliSuji od svych mesofilnich a ter-
mofilnich analogti. V zdsad¢ je lze rozdélit do dvou skupin:
zmény ve struktufe proteinli a zmény souvisejici se slozenim
lipidt tvorici bunééné membrany.

4.1. Struktura proteint

Psychrofilni a psychrotrofni mikroorganismy obsahuji en-
zymy s vysokou specifickou aktivitou za teplot blizkych 0 °C,
coz jim umoziuje prezivat teploty, za kterych jsou zakladn{
zivotni funkce mesofilnich mikroorganismi zastaveny. Tyto
enzymy maji obvykle o 20-30 °C niZsi teplotni optimum nez
odpovidajici mesofilni enzym a jsou obecné thermolabilni.
Laktdtdehydrogenasa z psychrotrofni bakterie Bacillus psy-
chrosaccharolyticus** byla prvnim enzymem z psychrotolerant-
niho mikroorganismu, u néjz byla stanovena aminokyselinova
sekvence. Do soucasné doby byly studovany jak extraceluldrn{
tak intraceluldrni enzymy a u nékterych z nich jsou zndmy
i tercidrni a kvartérni struktury (citratsynthasa, o-amylasa).
Jednotlivé enzymy spolecné se svym zdrojem jsou obsazeny
v tabulce I. Mezi extraceluldrni patii o-amylasa®® a lipasa™.
Vzhledem k existenci izoenzymu a tomu, Ze jsou v soucasné
dobé znamé primadrni sekvence nékterych enzymi z vice zdro-
ju, je mozné tvrdit, Ze se stejné enzymy vyrazné liS{ svymi
teplotnimi a kinetickymi charakteristikami. Nejmarkantnéj-
$im piikladem je existence dvou izoenzymd isocitdtdehydro-
genasy (ICDH) u psychrofilntho kmene Vibrio sp. ABE-1
(cit?®). ICDH 1 m4 vétsi termostabilitu nez ICDH 2 a je také
na rozdil od monomerni ICDH 2 sloZena ze dvou identickych
podjednotek. Dimérni struktura ICDH 1 umozZiiuje fadu hy-
drofobnich interakci coz ma za nasledek vétsi teplotni odol-
nost®. Aviak na zdkladé kinetickych parametri ma naopak
ICDH 2 70x v&t3i aktivitu za nizkych teplot®®. Dominantni
charakteristika enzymtl z psychrotrofnich a psychrofilnich
mikroorganismi je jejich vys$si katalytickd konstanta (k)
a vy katalytickd d¢innost’’ (k,,/K,,). Studiemi dosud zn-
mych enzymi, které se podaftilo pfipravit v krystalické formé,
se ukdzalo, Ze aktivni centrum téchto enzymt je na drovni
primdrn{ struktury identické s aktivnimi centry odpovidajicich
mesofilnich enzymi®®, a to plati i o postranich fetézcich, které
k aktivnimu centru pfiléhaji. Z téchto zavért vyplyvd, ze
unikdtni vlastnosti téchto enzymi jsou zptisobeny aminokyse-
linovymi zbytky, které se piimo neucastni vlastni chemické
reakce. Flexibilita struktury té€chto enzymi mad v§ak na druhou
stranu za dtsledek vétsi teplotni labilitu. Mensi rigidita struk-
tur psychrotrofnich a psychrofilnich enzymt je zpGsobena
predevsim interakci molekul enzymu s rozpoustédlem a to na
zdkladé nekovalentnich elektostatickych interakci jako jsou
vodikové vazby, solné mistky a aromatické interakce®’. Pro
priklad jsou v tabulce II uvedeny zdkladni rozdily ve struk-
tufe psychrofilni a mesofilni o-amylasy”. Z porovnani téchto
struktur vyplyvd, Ze vyrazné snizeni hydrofobniho jadra psy-
chrofilniho enzymu je zptisobeno vyménou alaninovych zbyt-
kii za prolinové™ coz mé za nasledek flexibilngjsi enzymovou
molekulu. Podobny efekt ma dbytek argininovych aminoky-
selinovych zbytkd, ktery vede k oslabeni intermolekuldrnich
interakci. Z hlediska pramyslovych enzymid m4 v soucasnosti
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Tabulka I
Enzymy z psychrotrofnich a psychrofilnich bakterii u nichz je
zndma primdrni struktura

Enzym Bakterie Lit.
Laktatdehydrogenasa  Bacillus psychrosaccharolyticus 43
Lipasa Moraxella sp. TA 144 44

Psychrobacter immobilis 45
o-Amylasa Alteromonas haloplanctis 46
Isocitratdehydrogenasa  Vibrio sp. ABE-1 47
Subtilisin (proteinasa) Bacillus sp. TA 39 41

Bacillus sp. TA 41 48
Triosafosfatisomerasa ~ Moraxella sp. TA 137 49
B-Galaktosidasa Arthrobacter sp. B7 50,51
B-Laktamasa Psychrobacter immobilis 52
Citratsynthasa Moraxella sp. DS2-3R 53
Esterasa Pseudomonas sp. LS 107d2 54
Alkalickd fosfatasa kmen HK47 z motské vody 55
Tabulka II

Adaptace psychrofilni ai-amylasy z Alteromonas haloplanktis
A23 vzhledem k mesofilni o-amylase™

Parametr Hodnoty [%] u psychrofilniho enzymu
Solné mustky 63
Aromatické interakce 5
Hydrofobni interakce 54
Obsah prolinu 38
Obsah argininu 55

nejveétsi vyznam subtilisin*!. Prestoze Ize Fici, ze je psychro-
filni subtilisin asi o 30-40 aminokyselin del$i nez subtilisin
z mesofilnich zdrojt, odvozend tfidimenziondlni struktura je
velmi podobnd, a to hlavné v klicovych oblastech enzymu.
U tohoto enzymu byly nalezeny velmi podobné strukturni
adaptacni zmény — sniZzeni aromatickych interakci, ubytek
solnych mustkul, sniZeni poctu prolinovych a argininovych
zbytkl. Snizeni poctu argininovych zbytkt vedlo k nizsi afi-
nité k Ca**, které jsou pro tuto serinovou proteasu esencialni.
Avsak kdyz byl klicovy threonin nahrazen cilenou mutagenezi
kyselinou asparagovou, aktivita tohoto enzymu se podstatné
zvysila*. Z tohoto pokusu jasné vyplyvd, ze molekuldrnim
pristupem lze zdokonalit vlastnosti enzymi z psychrofilnich
a psychrotrofnich zdroji predevsim za ucelem jejich vyuZziti
v biotechnologickych aplikacich.

4.2. Membrdnové lipidy

Psychrotrofni a psychrofilni mikroorganismy nemaji uni-
katni sloZeni buné¢né membrany a jednotlivé druhy si vytvo-
fily odli$né mechanismy jak si uchovat v§echny Zivotni funkce
za nizkych teplot. Zakladnim rysem vSech zmén, a to jak zmén
ve slozeni mastnych kyselin tak ve slozeni fosfolipidi, je
snaha o zachovéni fluidity membrany®®. Diky pomérné jed-
noduchosti provedeni lipidové analyzy byl tento problém studo-
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van velmi podrobné a v soucasnosti existuje fada studif®’¥,

které se jim podrobné zabyvaji. Pfestoze dochdzi ke zméndm
ve slozeni jak poldrnich lipidd tak hydrofobnich mastnych
kyselin, které jsou uvniti lipidové dvojvrstvy, hlavni Cdst
adaptacnich zmén vedoucich k zvySeni fluidity membrany
postihuje mastné kyseliny5 7 Jednoduchost pfi stanoveni mast-
nych kyselin pomoci plynové chromatografie umoznila po-
mérné presné definovat, k jakym zménam dochézi u jednotli-
vych mastnych kyselin pii sniZen{ ristové teploty. Mezi zd-
kladni charakteristiky, které si mikroorganismy v pribéhu
evoluce vytvofily, patii syntéza nenasycenych mastnych ky-
selin, zkracovani délky fetézce mastnych kyselin, vétveni
mastnych kyselin a vzrist poméru anteiso/iso vétvenych mast-
nych kyselin. Je tfeba zdlraznit, Ze kazdd z charakteristik
miZe byt jedinou moznosti jak se jednotlivé mikroorganismy
ptizptsobuji nizkym teplotdm, pfesto v§ak vétSina mikroorga-
nismii pouzivd vice typd adaptaénich mechanismi’®. Jako
priklad lze uvést grampozitivni a gramnegativni bakterie,
které se odliSuji ve sloZeni bun&¢nych membran™ a tim v za-
stoupeni jednotlivych mastnych kyselin, takZe u nich zdkonité
dochdzi k odliSnym zméndm, které jsou v tzkém vztahu
k jejich sloZeni. Grampozitivni rody obsahuji velké procento
vétvenych mastnych kyselin a tak je velmi Casty vzrist poméru
anteisoliso vétvenych mastnych kyselin®. U gramnegativnich
rodd dochdzi k syntéze nenasycenych mastnych kyselin nebo
ke snizovani primérné délky fetézce®'. U nékterych moiskych
psychrofilnich izoldtd se zvySuje pomér trans/cis nenasy-
cenych mastnych kyselin, jak je napifiklad dokumentovdno
u druhu Vibrio®. Piisun Zivin je jednim z dileZitych asg)ektﬁ
zachovdni viability buriky a jak naznacuji nékteré studie 3’64_]e
tak tomu i u organismt schopnych rtst za nizkych teplot.
Ptikladem mohou byt dvé psychrotolerantn{ bakterie®, z nichz
jedna ma vypracovan lepsi mechanismus piijmu Zivin a tak
roste 1épe za teplot blizkych 0 °C.

5. Genetika psychrofilnich
a psychrotolerantnich mikroorganismii

Znalosti molekuldrni biologie psychrotrofnich a psychro-
filnich mikroorganismi jsou v porovndni se znalostmi termo-
filnich mikroorganismt malé. Jako piiklad 1ze uvést, Ze v sou-
¢asné dobé neexistuje Zadny systém pro klonovani v psychro-
filnich nebo psychrotrofnich mikroorganismech. Dosud byly
vSechny enzymy exprimovany v mesofilnich hostitelich®’. Do
soucasnosti se pozornost vénovala hlavné purifikaci a ndsled-
né krystalizaci enzymt z téchto mikroorganismu. Z regulac-
nich procest podilejicich se na expresi daného proteinu byla
Castecné studovana jen transkripce®. Z této studie vyplyva,
Ze se snizenim teploty dochdzi s nejvétsi pravdépodobnosti
k produkci nékterych enzymi (lipasa, kyseld fosfatasa). Jako
dalsi ptiklad slouzici k rozsiteni znalosti o téchto mikroorga-
nismech a jejich adaptaci na nizké teploty je izolace gend
podilejicich se na syntéze nenasycenych mastnych kyselin
a existence tzv. proteind chladového Soku. Na syntéze nena-
sycenych mastnych kyselin se podili membranové vazany
protein, jehoz purifikace je diky jeho lokalizaci velmi obtizna.
Pomoci molekuldrné genetickych technik bylo vSak naklono-
véno nékolik gent kédujici tento protein®’. Transformaci to-
hoto genu z teplotné rezistentni Synechocystris sp. PCC6803
do teplotné senzitivniho kmene Anacystis nidulans byla tomu-
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to kmenu umoznéna syntéza nenasycenych mastnych kyselin
a tim ziskal dfive mesofilni A. nidulans schopnost tolerovat
nizké teploty68. Ndhlym snizenim teploty dochdzi k transkripci
a translaci nové sady geni, které koduji proteiny chladového
Soku (Csp). Ty jsou analogy k proteinim exprimovanym pii
nahlém zvygeni teploty® nazyvané proteiny tepelného $oku
(Hsp). Hlavnim rozdilem mezi Csp a Hsp je fakt, ze Hsp
vznikaji jako odpovéd na Sirokou Skdlu podnétt (stresti), jako
naptiklad pfitomnost ethanolu, zvySend teplota, pfitomnost
t&zkych kovii nebo anaerobni podminky’®. Podobné jako Hsp
jsou Csp piitomny jak v psychrofilnich a psychrotolerantnich
tak v termofilnich a mesofilnich mikroorganismech®. Nejvice
jsou Csp prostudovany u Escherichia coli a Bacillus subtilis’'.
Hlavni Csp u E. coli, Csp A se zda byt transkripcnim reguld-
torem ostatnich proteind chladového $oku’* a syntéza tohoto
proteinu je pravé na transkripéni irovni regulovand teplotou”.
Funkce dalsich proteinti chladového $oku neni piesné zndma,
ale predpokldda se, Ze podobné jako proteiny tepelného Soku,
jsou Csp soucdsti syntézy proteinti za nizkych teplot a podileji
se na identifikaci a odstrafiovani denaturovanych proteiné’*.
Vedle Csp byla u psychrofilnich bakterii a kvasinek izolovdna
druhd skupina proteind, kterd vSak neni na rozdil od Csp
syntetizovand pfi ndhlém sniZeni teploty, ale je syntetizovand
konstitutivné pii riistu za nizkych teplot™. Tyto proteiny byly
nazvéany chladové aklimatizované proteiny (Cap). Bylo zjis-
téno, Ze se tyto proteiny v obdobi, kdy dochdzi ke sniZen{
teploty, syntetizuji vzdy odliSnym mechanismem nezavisle na
Csp’®. Fyziologické funkce nékterych Csp a Cap jsou znamy,
jako priklad je mozné uvést hlavni Csp izolovany z B. subtilis.
Tento enzym byl urcen jako enzym citrdtového cyklu akoni-
tasa. Z hlediska praktického vyuziti se slibnym zdd byt pfenos
TOL plazmidu z mesofilnitho kmene Pseudomonas putida do
psychrotrofniho kmene P. putida’’. Kmen obsahujici TOL
plazmid je schopen odbourdvat toluen a po konjuga¢nim pie-
nosu tohoto plazmidu do psychrotrofniho kmene P. putida byl
tento kmen schopen utilizovat toluen za teplot blizkych 0 °C.

6. Biotechnologické aplikace

Psychrotrofni a psychrofilni mikroorganismy piedstavuji
velky potencidl pro soucasné biotechnologie, a to pravé diky
své unikdtni schopnosti Zit, riist a rozmnoZovat se za teplot,
které jsou ¢lovékem chdpdny jako extremni’®. PiestoZe jsou
mikroorganismy casto vyuZivany v fadé vyrob a biotech-
nologiich, pfimé pouziti psychrotrofniho nebo psychrofilni-
ho mikroorganismu nedosahuje vyznamnych aplikaci. Jejich
bunécéné produkty vsak jiz nasly fadu praktickych aplikaci
a v soucasné dobé je tato oblast intenzivné studovdna. Pro
nazornost jsou hlavni vyhody pii pouziti produkti z psychro-
filnich a psychrotolerantnich mikroorganismd uvedeny v ta-
bulce II1. SniZeni energetického naroku snizenim reakcni doby
vede automaticky ke sniZeni ndkladii na cely proces. K neza-
nedbatelnym vyhoddm patif také sniZzené riziko bézné konta-
minace za teplot, kdy mesofiln{ produkty nevykazuji zddnou
nebo minimdlni aktivitu. Z hlediska praktického vyuziti se
nejvhodnéjsimi kandidéty jevi enzymy z téchto mikroorganis-
mi a prehled hlavnich produktd spolecné s moZnym pouzitim
jsou shrnuty v tabulce I'V. Teplotni senzitivita jak bylo napfi-
klad popsano u alkalické fosfatasy™ vedla k inaktivaci tohoto
enzymu jiz v kompletnim mediu a k zabrdnéni nezadoucich
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Tabulka IIT
Hlavni vyhody pouziti produktti z psychrofilnich a psychro-
tolerantnich mikroorganismu

Rychlé a ekonomické ukonéeni procesu za mirnych
tepelnych podminek

Vysoké vytézky pri reakcich zahrnujicich teplotné
sensitivni slozky

Ovliviiovani (stereo)specifity u reakef katalyzovanych
enzymy

Snizeni ndkladd eliminaci chladicich/ohfivajicich kroka
Vv procesu

Zvysena kapacita pfi on-line minitorovan{
v enviromentdlnich podminkdch

Tabulka IV
Vyuziti produktii z psychrotrofnich a psychrofilnich mikroor-
ganismu

Aplikace Priklad produktu

Pracf prasky

Tenderizace masa
Hydrolyza laktosy v mléce
Ptidavky do potravin
Enviromentdlni biosenzory

proteinasy, lipasy, celulasy
proteinasy

[B-galaktosidasa

nenasycené mastné kyseliny
rtzné enzymy (napft. oxidasy)

Bioremediace rizné enzymy (naprf. oxidasy)
Cisténi kontaktnich cocek proteinasy
Biotransformace rizné enzymy

(napt. dehydrogenasy)

aktivit tohoto enzymu. K nejpouzivanéjsim enzymuim, které
nasly uplatnéni v potravinovém prtimyslu a jako ptidavky do
detergentd, patii lipasy a proteasy’. Proteasy jsou pravé diky
niz§im teplotdm Siroce vyhleddvané v fadé konkrétnich apli-
kaci (vyroba syru, dprava piva, pekaiské vyrobky) a jejich
pouziti v pracich prostfedcich je rozsifené zvlasté v Japonsku,
kde je prani za nizkych teplot tradici®’. Vedle proteas se do
pracich prostfedkd priddvaji i amylasy, celulasy a lipasy.
V pivovarnictvi maji vyuziti vedle proteas i amylasy ke zrych-
leni vystirdni sladu za nizkych teplot. Odstranovani pektind,
zvlasté z ovocnych §tdv za chladu, je jednou z moznosti jak
zabrénit zbyte¢nému zkracovani doby trvanlivosti®. Klasickd
hydrolyza laktosy na glukosu a galaktosu v mléce probihd za
30-40 °C po dobu 4 hodin za katalyzy [3-galaktosidasou z kva-
sinky rodu Kluyveromyces. Alternativni cestou je hydrolyza
psychrofilnim enzymem za teplot 5-10 °C po dobu 24 hodin,
coz také sniZuje riziko kontaminace®.

Z lipidovych slozek, které nalezly uplatnéni jako pfidavky
do potravy, jsou jedinym dosud zndmym piikladem vicesytné
nenasycené mastné kyseliny86. Pro ¢lovéka esencidlni linolo-
vd a a-linolenovd kyselina jsou vedle toho, ze slouzi jako
prekurzory dalSich nenasycenych mastnych kyselin, nezbytné
pro zdravy rtst. Jsou zdkladnimi stavebnimi jednotkami pro-
staglandint, leukotrienti a dalSich membranovych struktur
v mozku a zornici. Dal§im piikladem, kdy mél zdkladni vy-
zkum pifmou ndvaznost na biotechnologickou aplikaci, je
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vyuziti proteint tvoricich krystaly ledu pfi vyrobé zmrzliny,
umélého snéhu a fadé daliich potravinovych aplikaci®’. Tvor-
ba krystalki ledu byla pozorovana u fady psychrotolerantnich
bakterii parazitujicich na rostlinach®. Kmeny rodu Pseudo-
monas, Erwinia a Xanthomonas tvori krystalky na kvétech
alistech za tvorby proteind, které jsou kédovdny specifickymi
geny®. Vytvofené modely vysvétlujici vazbu vody na tyto
proteiny a tim zahdjeni tvorby ledovych krystalki®®®! byly
zakladem k vyuziti téchto proteinti k vySe zminénym uceltim.
Z vyskytu psychrotrofnich a psychrofilnich mikroorganisma
vychdzi snaha o zapojeni téchto organismi do procest podi-
lejicich se na odstranéni nezadoucich latek ze zivotniho pro-
stiedi, k ¢emuZ je mikrobidlni biodegradace velmi Casto vy-
uzivdna’. Piikladem je biodegradace motorové nafty piidnimi
mikroorganismyso a degradace uhlovodikt psychrotrofni bak-
terii rodu Pseudomonas®. Vhodnym prostiedkem k isténi
odpadnich vod za teplot pod 15 °C se jevi pravé chladové
adaptované mikroorganismy nebo jejich produktysz. K zaji-
mavym aplikacim nezapadajicich do mikrobidln{ fiSe a zdro-
ven patiicich do l€kaistvi, patii tvorba vakcin z chladové
adaptovanych vird parainfluenza®. Na zavér je tieba zdiiraz-
nit, Ze neddvné pokroky v imobilizaci enzyml a zejména
v genetickém inZenyrstvi, jsou vyznamnym ndstrojem slouZi-
cim k dalSimu zdokonaleni vlastnosti psychrofilnich a psych-
rotolerantnich mikroorganismd a jejich produkti pro Sirsi
uplatnéni v modernich biotechnologiich.
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M. Stibor and B. Kralova (Department of Biochemistry
and Microbiology, Institute of Chemical Technology, Pra-
gue): Psychrophilic and Psychrotrophic Microorganisms,
Their Adaptation and Utilization in Modern Technolo-
gies

Cold-adapted (psychrotolerant and psychrophilic) micro-
organisms are distinguished from mesophiles by their ability
to grow at low temperatures. They are widely distributed in
nature and they have evolved a complex range of adaptations
enabling them to grow and survive in cold environment.
Adaptation changes include both enzymes present in the mi-
croorganisms and lipids forming cell membranes. Due to their
unique properties, cold-active enzymes are used in several
biotechnological applications (detergents, biotransformations,
contact lens cleaning, hydrolysis of lactose in milk). Of the
lipids, polyunsaturated fatty acids serve as dietary supple-
ments in food industry. Current knowledge of cold-adapted
microorganisms indicates their high biotechnological poten-
tial for the future.
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MODIFIKACE PROTEINU V PRUBEHU STARNUTI ORGANISMU
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1. Uvod

K nejvyzna¢néjsim modifikacim bilkovin béhem starnuti
v podminkdch Zivych systému patii vedle spontdnnich zmén
konformace proteinti i oxidace aminokyselinovych zbytkd
(ptedevsim prolylu, arginylu, lysylu a histidinylu), deamidace
aspariginyld, glutaminyli a izomerace asparagové a gluta-
mové kyseliny.

Akumulace abnormdlnich forem enzym a ostatnich (napf.
strukturnich) proteinti v pribéhu stiarnuti bunky a potazmo
celého (mnohobunécného) organismu je ddna snizujici se
aktivitou specifickych proteas, které preferencné degraduji
modifikované formy daného proteinu nebo skutecnosti, Ze se
jednd o peptid ¢i protein, ktery neni obménovéan a nebo nemiize
byt degradovin z diivodu konformacnich a nebo jinych zmén.
Abnormdlnim (modifikovanym) je zde rozumén protein, jehoz
struktura byla pozménéna v prubéhu starnuti modifikacemi
chemické struktury nebo u kterého doslo ke spontanni zméné
konformace nebo racemizaci v ném obsazenych aminokyselin
beze zmény primdrni struktury. Takové modifikace mohou
vést ke zménam, které se v disledku projevi zménou citlivosti
daného proteinu vici proteolytické degradacil.

Aktivita specifickych proteas, které maji v priibéhu Zivota
builky, mimo jiné, za ilohu udrzovat co moznd nejnizsi podil
abnormdlnich forem proteinu je ovlivnéna komplexnim me-
chanismem regulujicim proces starnuti resp. bunéénou apop-
tézu. Obecné se predpoklddd, Ze aktivita proteas zodpovéd-
nych za recyklaci proteinii klesa s vékem jedince'. Gracy
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akol.>* ukazali, 7e hladina kathepsinu B v ex vivo kultufe

lidskych fibroblastd klesd mezi 51. a 80. rokem véku donora.
Dalsi podporu tomuto predpokladu poskytuje pifma korelace
mezi akumulaci abnormadlnich forem glutaminsynthasy a glu-
kosa-6-fosfatdehydrogenasy v krysich hepatocgltech a pokle-
sem aktivity proteas s neutrdlnim pH optimem™.

2. Spontanni zmény konformace proteint

V nékterych piipadech bylo zjisténo, Ze enzymy, které
nevykazovaly detegovatelnou zménu v primdrni struktuie se
lisily napt. v teplotni stabilité, specifické katalytické aktivité
nebo kinetickych parametrech. Tento rozdil byl dan pouze
stadiem ontogenetického vyvoje organismu z néhoz byl dany
enzym izolovdn. Vzhledem k tomu, Ze béhem starnuti orga-
nismu, je prodluzovén biologicky polocas rozpadu proteint
vlivem snizené ,,proteolytické aktivity* buné€k organismu, 1ze
teoreticky ocekdvat zvySenou pravdépodobnost vyskytu sa-
movolnych zmén v konformaci proteint’.

Preparaty enolasy izolované z ,,mladych* a ,,starych* bu-
neék Turbatrix aceti se 1iSily v teplotni stabilité, spektrdlnich
charakteristikdach, kinetickych parametrech a imunochemic-
kych vlastnostech®. Oba preparaty byly denaturovény v guani-
din. HCI a po renaturaci byly ziskdny proteiny, které vykazo-
valy naprosto shodné charakteristiky nezdvisle na stafi zdro-
jovych bunék. Podobné vysledky byly ziskdny pfi renaturaci
fosfoglycerat kinas krysiho svalu’. V obou piipadech vykazo-
valy renaturované proteiny vlastnosti odliSné od charakteristik
pivodnich prepardti ,,starych (j. abnormalnich) a,,mladych*
nemodifikovanych enzymu.

V dalsich studiich s 3-fosfoglyceraldehyddehydrogenasou
bylo ukazdno, ze zména konformace miize byt in vitro zpiso-
bena kovalentni modifikaci (jodaci) Cys-149 a po restauraci
Cys ziskdva 3-fosfoglyceraldehyddehydrogenasa abnormaln{
konformaci identifikovanou in vivo, jako disledek stdrnuti
enzymu®’,

3. Oxidace aminokyselinovych zbytki

Rada proteinti (enzymii), konkrétng aminokyselinovych
zbytkd tvoficich vazebnd mista pro tranzitni kov nebo amino-
kyselin v jeho blizkosti, je snadno oxidovdna enzymové nebo
neenzymove, coz vede ke ztraté katalytické aktivity, Modifi-
kované tj. ,,oznacené" — proteiny podléhaji proteolytické de-
gradaci. Mechanismus tohoto procesu ozna¢ovaného zkratkou
MFO (z anglického mixed-function oxidation), je schematic-
ky zndzornén'' na obr. 1. V pfitomnosti vhodného donoru
elektronii, O, a Fe** MFO katalyzuje vznik H,0, a Fe** (reakce
I a I). Po vazb& Fe** na enzym nebo jiny protein (reakce I1I)
je generovan aktivni kyslik (reakce V), ktery oxiduje speci-
fické aminokyselinové zbytky (reakce V). Rada autort ukaza-
la, Ze prostfednictvim MFO jsou konvertovany histidylové
zbytky na asparaginylové nebo aspartylové a prolylové nebo
arginylové jsou pfeménény na glutamylové popf. glutamylse-
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Obr. 1. Schematické znazornéni reakci zahrnutych do procesu
,,mixed-function oxidation‘‘ (MFO); RH — donor elekront (NADPH,
askorbovd kyselina apod.), R —oxidovany donor elektront, E —enzym
(popt. jiny protein schopny vézat Fe*"), ‘O" — aktivni kyslik. Poradi
(sekvenci) reakci MFO je mozno nalézt v textu. Adaptovano z cit.!

mialdehyd"!!. Ugast v MFO procesu je pfipisovéna fadé flavo-
protent, piedevsim tzv. NAD(P)H oxidasam'®'? xantinoxi-
dase, kienové peroxidase nebo glukosaoxidase'”. Vedle en-
zymovych jsou zndmy i neenzymové systémy MFO jako napf.
systém zahrnujici sspoluliéast merkaptand, O, a Fe* (cit.").

Olivier a kol."” ukdzali, 7e v priibéhu starnuti lidskych
erythrocytd je zvySovan podil oxidovanych proteind stanove-
ny jako mnozZstvi karboxylovych skupin proteim"l15 . Tito autofti
zaroven potvrdili, Ze mnoZstvi proteint oxidovanych prostied-
nictvim MFO v tkdnovych kulturdch lidskych fibroplastti roste
takika exponencidlné s vékem donori.

Mnozstvi oxidovanych proteind nezdviselo na poctu ex
vivo subkultivaci a bylo tedy ovlivnéno pouze genetickymi
faktory starnuti. Tento zdvér navic potvrzuji koncentrace oxi-
dovanych proteint v extraktech z fibroplastti pacient posti-
Zenych chorobami piedcasného starnuti jako jsou progerie
nebo Werneroviiv syndrom".

4. Deamidace a izomerizace asparaginylu
a glutaminylu

Podobné jako oxidace prostfednictvim mechanismu MFO
tak i deaminace asparaginyli a glutaminylti vede ke zméné na-
bojovych vlastnosti proteinu vyvoldvajicich fadu zmén vlast-
nosti proteinu jako je termostabilita, senzitivita k proteasam,
u enzymu pak afinita k substrdtu nebo allosterickym efek-
torGim?. Pravdépodobny mechanismus deaminace Asn, zahrnu-
jici vznik L-sukcinimidu, jeZ je ndsledné hydrolyzovén za vzniku
L-aspartylu"'®, je zndzornén na obr. 2. Pologas deamidace
proteind je zavisly na aminokyselinové sekvenci, v nizZ se dany
zbytek Asn nebo Gln nachézi. To bylo prokdzano sledovanim
spontdnni deamidace 70 pentapetidd s Asn nebo Gln lokali-
zovanych v centrélni pozici'’. Polo¢as spontdnni deaminace
byl podle sekvence pentapeptidu 6 dni az 9 let (!), coZ naznacuje,
Ze permisivita deaminace miize hrat roli biologickych hodin
pro obrat proteind. Nizky biologicky polocas skute¢né kore-
luje s po¢tem Asn a Gln v primdrni struktuie fady proteim"l”.

Nazor, Ze deamidace mize hrat roli ve zvySovani mnozZstvi
abnormdlnich proteint v prib€hu starnuti podporuje zvyseny
vyskyt deaminované formy triosafosfatisomerasy v extraktech
tkanovych kultur fibroblastl u pacienti trpicich Wernerovym
syndromem a progeriez. Vznik kyselejsi a labiln€jsi formy
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triosafosfatisomerasy, jejiz akumulace je zdvisld na stdrnuti
jedince, je dan postupnou deamidaci dvou asparaginylovych
zbytkli (Asn 71 a ndsledné Asn 15).

5. Racemizace aminokyselinovych zbytki

proteint

Skutecnosti, Ze biomolekuly a jejich komponenty maji
chirdlni vlastnosti naznacil poprvé Louis Pasteur v roce 1858
a Emil Fisher roku 1891 piedpovédél, ze biologické makro-
molekuly jsou sloZeny z L-aminokyselin a D-cukri'®. Pfiroze-
né proteiny jsou skutecné slozeny vyhradné z L-aminokyselin.
D-Enantiomery aminokyselin jsou soucdsti bunécnych stén
gramnegativnich bakterii'® , celé fady antibiotik a jedi pova-
hy oligopeptidﬁzo. Skutec¢nost, Ze jsou proteiny tvoreny exk-
luzivné z L-enantiomert, tedy podle piisného geometrického
pravidla, pak predurcuje i jejich specifitu v protein-protei-
novych interakcich, vazbé substratu do vazebného mista enzy-
mu, stereospecifitu katalyzované reakce a fadu dalSich vlast-
nosti.

Takovéto geometricky determinovana selektivita mohla
byt demonstrovdna diky rozvoji chemické syntézy peptidu.
Dunn a kol.?! ukdzali, Ze retroviralni proteasa HIV-1 (99 ami-
nokyselinovych zbytkd) syntetizovand z D-enantiomerti ami-
nokyselin byla schopna hydrolyzovat pouze substrit o D-
-konformaci, nikoliv L-substrat (pfirozend HIV-1 proteasa tj.
L-enantiomer, vykazuje opacnou substratovou specifitu). Spon-
tdnni konverze L-enantiomeru na D v molekule proteinu a aku-
mulace abnormadlnich forem proteinu v pribéhu starnuti or-
ganismu muze vést ke ztraté nebo negativni alteraci funkce
daného proteinu. Na druhou stranu, nékteré literarni ddaje*
naznacuji, Ze ptitomnost nékterych b-aminokyselin v moleku-
lach proteind se zdd byt nutnd pravé pro funkénost proteinu,
opét s ohledem na geometrické vlastnosti*%

5.1. Kyselina D-asparagovad

Zvyseny vyskyt kyseliny D-asparagové byl zaznamenan
u krys v nékterych ¢dstech mozku, v perifernich orgdanech jako
nadledvinky, varlata a ledviny, ve frontdlnim kortexu lidského
mozku, mozkomi$nim moku, a kufecim zdrodku®*’. Mnoz-
stvi D-Asp v jednotlivych tkdnich je v téchto pfipadech spjato
s vyvojovym stadiem jedince. Napft. v krysim mozku predsta-
vuje D-aspartyl 8,4 % asparagové kyseliny, ale tato hodnota
klesa na 0,4 % 10 dni po narozen{ 3.V sitnici krys stoupd
zastoupeni D-Asp z 10 % na 29 % 7 dni po narozeni, ale klesd
na droven 1 % u jedinct starych 15 dni™.

Je zfejmé, Ze tyto pfechodné vykyvy v zastoupeni D-enan-
tiomeru kyseliny asparagové souvisi s morfologickym a funk-
¢nim vyvojem orgdni*. Nepiedpoklida se viak, Ze D-enan-
tiomery jsou inkorporovany do nové syntetizovaného protei-
nového fetézce®, ackoliv nékteré D-aminoacyl-tRNA mohou
byt syntetizovany>’. Piedpoklddd se posttraslaéni konverze
L-aspartylu na D-enantiomer a naopak. Specifickd racemasa
konvertujici L-aminokyseliny na D-aminokyseliny vSak jiz
byla nalezena u bezobratlych®. Nutnost enzymové konverze
mezi jednotlivymi enantiomery kyseliny asparagové podtrhu-
je relativn& nizkd rychlost (0,1 % rok™') spontdnni racemizace
asparagylu popf. asparaginylu (mechanismus viz obr. 2) identi-
fikovana napiiklad u B-krystalinu v lidskych oénich ¢ockach®'.
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Obr. 2. Role tvorby sukcinimidu a karboxymethylace pri deamidaci, racemizaci a izomeraci aspartylu a asparaginylu; SAM —
S-adenosylmethionin (aktivni methyl), SAH — S-adenosylhomocystein. Adaptovano z cit.

D-Aspartyl byl také identifikovdn v membranovych protei- LITERATURA
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logy, Institute of Chemical Technology, Prague, "Department
of Forensic Medicine, University Hospital, Prague): Protein
Modification During Aging of Organism

In the course of aging of organisms, various modifications
of side chains of amino acid residues in proteins affect their
biological stability and turnover. The main alterations in pro-
tein structure are: changes in conformation of proteins, oxida-
tion of amino acid residues (mixed-function oxidation) and
racemization of L-amino acids (glutamic and aspartic acids and
serine) to corresponding D-forms. D-amino acids were found
in bones, teeth, brain and eye lenses. It is generally accepted
that the content of D-amino acids slowly increases with age
due to a lower metabolic turnover. The discovery of specific
D-serine racemase brings a new view of this topic.
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1. Uvod

Interakcie skimand molekula/prostredie st predmetom
rozsiahleho experimentdlneho a teoretického badania, ktoré sa
stistreduje na konitrukcie $pecifickych znagiek'?. Tieto in-
terakcie, ak sa prejavia v spektrdlnych vlastnostiach, su velmi
charakteristické pre dand molekulovi znacku a tiez prostredie,
v ktorom sa tdto nachddza. Pre charakterizdciu fyzikdlnych,
chemickych a Strukturdlnych aspektov prostredia cielene vy-
hladdvaju, pripadne pripravuji molekuly so $pecifickou odo-
zvou na dané prostredie. Experimentdlne Tahko dostupné su
spektrdlne zmeny napr. v absorpénych, emisnych, polarizac-
nych a inych spektrach v homogénnom izotropnom kvapal-
nom prostredi. Menej obvyklé je pouzitie molekulovych zna-
¢iek v tuhom polymérnom prostredi.

Cielom tohoto prehladu je zhrnit prednosti a nedostatky
polymérov ako nosicov resp. matrice pre spektrdlne merania.
Na zdklade porovnania niektorych spektralnych charakteristik
vybratych singletnych a tripletnych znaciek chceme poukézat
na rozdiely medzi Standardnymi rozpustadlami a polymérny-
mi matricami. Hlavnd pozornost pritom budeme venovat moz-
nosti pouzitia niektorych derivdtov kumarinu ako znaciek.
Prevdzna Cast aplikdcif derivatov kumarinu je zaloZend na ich
luminescenénych vlastnostiach. V centre zdujmu fotofyzikov
su kumarinové derivaty ako aktivne prostredie vo farbivovych
laseroch®™ a ako fotosenzibilizatory®’. In4 aplikdcia v biofy-
zike je zaloZend na pouziti acylovanych kumarinov ako zna-
giek pre fotoindukované enzymatické Stidie®’, dalej je to
skimanie lipidovej dvojvrstvy a biologickych membran',
najmad pri presetreni medzifdzoveho potencidlu v profiloch pri
rozli¢nych vzdialenostiach od membranového povrchu!!. No-
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vd oblast aplikédcie kumarinov v medicine je znacenie protei-
nov dlhovlnne excitovatelnymi kumarinmi s elektrén-akcep-
térnymi substituentami v polohe 3 alebo 4 (cit.'?).

2. Vplyv polymérnej matrice
na spektralne vlastnosti molekuil

Priehladnost a makroskopickd pevnost viacsiny jednodu-
chych polymérov napr. polystyrénu (PS) a polymetylmeta-
krylatu (PMMA) veddu k zdverom, Ze tieto matrice st svojim
charakterom porovnatelné k organickym a anorganickym
skldm pri nizkych teplotdch (obycajne pri 77 K). Experimenty,
pri ktorych malé molekuly boli dopované v pevnych polymér-
nych matriciach, ukdzali, ze pri 300 K maju polymérne matrice
ovela vicsi volny objem ako jednoduché organické skld pri
77 K. Tym sa umoZziuje molekuldrny pohyb hlavne pre malé
bo¢né skupiny, aj ked difizia hlavne pri nizkych koncen-
traciach malych molekiil je znaéne obmedzena. Stidie pohybu
a pohyblivosti tohoto druhu poskytli dolezité poznatky ako
o Struktdre organickych polymérnych skiel, tak i o fotoche-
mickych a fotofyzikdlnych procesoch prebiehajticich v poly-
mérnom prostredi.

Uhlovodikové skld sa pouzili ako matrice na Stidium
spektroskopickych vlastnosti malych molekul pri nizkej tep-
lote (77 K) G. N. Lewisom a sp01.13, ktori vyvinuli rad zmes{
di(n-pentyl)éteru s 2-metylbutanom a etanolom (zndme ako
EPA skld), ktoré boli vybornymi rozpistadlami a lahko tvorili
priehladné skld pri teplote kvapalného dusika. Neskor sa dals{
vyskumnici pokusili urobit podobné stidie v sklovitych poly-
mérnych matriciach pri laboratérnej teplote. Napriklad Gea-
cintov a spol.'* pouzili viaceré polymérne matrice pre spektro-
skopické stidie fosforescencie dibenzo[a,h]antracénu (Struk-
tira A) a zistili, Ze vo vSetkych pripadoch emisia bola zhdsand
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kyslikom pri laboratérnej teplote. Toto je azda najskorsi dokaz
toho, Ze v sklovitych polymérnych matriciach sa moze dosiah-
nif difizia v medziach doby Zivota excitovaného stavu. Ak
malé molekuly moézu difundovat v polymérnom prostredi
s rychlostou do 5x10° nm.s™", tak je jasné, Ze pri dobe Zivota
fosforescencie rovnajicej sa rddovo sekunddam fosforescencia
moze byt efektivne zhaSand kyslikom. Na rozdiel od anor-
ganickych a nizkomolekulovych organickych skiel, ktoré su
takmer nepriepustné pre kyslik pri laboratérnej teplote'”, sa
efektivne zhdsanie kyslikom vyskytuje velmi ¢asto vo visk6z-
nych polymérnych matriciach.

Vyuzitie polymérov ako matric na rozdiel od kvapalnych
roztokov prinasa niekolko vyhod pre fotofyzikdlne Stidia:
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pohyblivost dopovanych molekul je obmedzend,

moZzu sa vyuzif niektoré Specifické orientdcie dopovanych
molekul?%?! ‘24,
polymérna matrica je inertnd, tj. interakcia rozpustenej
dopovanej molekuly s prostredim je velmi slabd,

nizsia citlivost dopovanej molekuly na vonkajsie vplyvy
(napr. zhaSanie kyslikom),

jednoducha priprava vzoriek vo forme filmov alebo blo-
kov.

Na druhej strane treba zdoraznit, Ze tieto vyhody majui dost
ohranicenu platnost. Hlavné problémy s vyuZitim matric su:
priprava vzoriek moze znacne ovplyvnit vysledky,
pohyblivost rozpustenej latky a citlivost na vonkajsi vplyv
sd urcené vyberom matrice, zvIast pri teplote sklovitého
prechodu (Tg),

mechanizmus orientdcie molekil nie je doposial dobre
objasneny>,

predpoklad inertnosti matrice je ohrani¢eny.

Casto sa o vplyve polymérnej matrice na spektralne vlast-
nosti molekdil robia nie celkom opravnené predpoklady. O vply-
ve polymérnej matrice na spektralnu charakteristiku sa pred-
poklada, ze:

polymérna matrica je aj pri laboratdrnej teplote totdlne
inertnd, tj. nemd Ziadny vplyv na spektralne merania, alebo
polymérna matrica md na spektrdlne vlastnosti rovnaky
vplyv ako analogické nizkomolekulové rozpustadlo.
Tieto predpoklady majt len ¢iastocne svoje opodstatnenie.
St samozrejme limitné situdcie, kedy moZno predpokladat, Ze
jeden z uvedenych predpokladov je opravneny.

Vplyv prostredia na absorb&né a emisné spektra je zvlad-
nuty na kvalitativnej a semikvalitativnej irovni'®~'® Pre ziska-
nie spektier mnohoatémovych molekil sa obvykle zvolia také
podmienky, aby interakcie rézneho typu boli vylicené resp.
zanedbatelné. Z tohto dovodu sa obvykle meria v roztoku pri
nizkej koncentrdcii meranej latky. Rozpustadla sa volia také,
aby pri dostato¢nej rozpustnosti interakcia rozpuistadlo — roz-
pustend latka bola minimdlna.

Pri roznych aplikaciach je vSak potrebné pouzivat litky
s uréitymi optickymi spektrdlnymi vlastnostami v podmien-
kach znac¢ne odlisnych od §tandardnych. Prikladom je pouzitie
farbiv pre rozne typy vlikien'®. Fotofyzikdlne vlastnosti ta-
kychto systémov mozno skimat iba v krdtkej a tizkej Casovej
skale”.

Na blizsie objasnenie tychto procesov si dolezité udaje
o rozsahu reorientdcie polymérnej matrice po excitdcii mole-
kuly rozpustene;j latky. Schmidtovd a kol." prisli k zdveru, Ze
disperzné sily hraju dolezitu dlohu pri interakcii polymér-roz-
pustend ldtka. Reorientdcia solvata¢ného obalu pocas doby
Zivota excitovaného stavu rozpustenej latky v polyméroch
je zanedbatelnd pod teplotou sklovitého prechodu. Nadolski
a kol.”** na zdklade $tiidia solvatochromizmu 4-(dimetylami-
no)-4’-nitroazobenzénu v rozpuistadldch a v polymérnych ma-
triciach prisli k zdveru, Ze orientacnd polarizdcia hrd dolezi-
td dlohu. Znamend to, Ze aj v polyméroch méze dochddzat
v niektorych pripadoch pocas doby Zivota excitovaného stavu
dopovanej molekuly k reorganizacii solvatacného obalu.

V polymérnych matriciach obvykle dochddza k nehomo-
génnemu rozsirovaniu absorbcnych a emisnych spektier. Ten-
to efekt sposobuje najma:
existencia molekul rozpustenej ldtky v miestach s rozdiel-
nym mikroprostredim (o rdznej energii),
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reorienticia solvatacného obalu pocas doby excitovaného
stavu,

interakcia typu rozpustend latka—rozpustend ldtka.
Naproti tomu k nehomogénnemu rozsireniu absorbcnych
a emisnych spektier v polymérnych matriciach pri 77 K ne-
prispieva reorientdcia solvata¢ného obalu. Pre potlacenie ne-
homogénneho rozsirovania absorbénych a emisnych spektier
je potrebné zvolit takd matricu, v ktorej rozpustend ldtka
zaujme len jednu definovand polohu. To prdve umoZiuju
Spolského matrice, ¢o si vhodné uhlovodiky resp. zmesi
uhlovodikov®®?’ pri nizkej koncentrécii rozpustenej litky. Pre
klasické Spolského matrice plati poziadavka, Ze najvicsie
zuZenie Ciar sa dosahuje pri pouziti uhfovodikov porovnatel-
nych rozmerov ako rozpustend latka, ¢o si obvykle aromatické
polycyklické uhlovodiky, ktoré najcastejsie poskytujui kvazi-
linedrne spektra®.

Ind cesta pre dosiahnutie zizZenia pasov je selektivna ex-
citdcia len jedného stavu rozpustadlo-rozpustend latka pomo-
cou vhodne naladeného lasera. V pripade ztiZenia fosforescen-
cie je potrebné tymto laserom excitovat v oblasti ST, pdsu,
ktory je malo intenzfvny27 ato najmd pre prechody typu n—m.

Prostredie bezprostredne obklopujiice molekulu casto ur-
Cuje jej zakladné vlastnosti, ako su rozpustnost a optické
charakteristiky. Spektroskopické znacky je tak mozné pouzit
na skimanie mikroprostredia makroskopicky homogénnych
roztokov, na charakterizaciu polymérneho prostredia a na
koreldciu zmien fotofyzikdlnych parametrov, ktoré su odoz-
vou rozli¢nych Struktirnych modifikdcii. Singletové znacky
sd vhodné na monitorovanie procesov v nanosekundovej ob-
lasti, zatial Co tripletové znacky sa pouZivaju pre usporiadané
prostrediezg’m a pre monitorovanie procesov v mikro- a mili-
sekundovej oblasti.

Hlavnymi fluorescenénymi znackami si aromatické far-
bivd, ktoré su preferencne solubilizované v hydrofébnych
mikrooblastiach. Ich presnad lokalizdcia je vdc¢Sinou nezndma.
Technika fluorescen¢nych znaciek bola pouzitd na detek-
ciu vyskytu interakcii polymér-rozpustend liatka pomocou
zdanlivej mikroviskozity (1,,,) a mikropolarity casto vyjadre-
nej pomocou efektivnej permitivity (g,,). UrCovanie abso-
litnych hodn6t n,,, a €. je obycajne zatazené urCitou chy-
bou, pricom pri kvantifikdcii tychto hodnot v miceliach a v tu-
hej faze v porovnani s hodnotami v rozpustadlach je potrebné
byt opatrny. Zo zmien urcitych fotofyzikdlnych vlastnosti
pri modifikdcii rozpustadla rozlicnymi aditivami je mozné
ziskat hodnotné informécie. Tieto zmeny sa mdzZu pouZit
na postdenie charakteru bezprostredného okolia znacky. Zo-
znam najbeznejSich fluorescencénych znaciek ako sa uvadza
v prehladnej forme v ¢lanku®! je ukdzany v tabulke I a v sché-
me 1.

Na charakterizdciu polymérneho prostredia pouzili sa ako
singletové znacky’'? aj rozne organické farbivd a pyréno-
vé derivity. Tri najbeznejsie fluorescencné znacky: pyrén
(Py), pyrén-1-karbaldehyd (PCA) a 8-anilinonaftalén-1-sul-
fonova kyselina (ANS) maju tieto zdkladné fotofyzikdlne
vlastnosti:

Pyrén: Klicovou vlastnostou fotofyzikdalnych vlastnosti
pyrénu je zmena pomeru intenzit emisnych pz’tsov32 spdsobend
rozpustadlom. Tieto zmeny sa korelovali s polaritou bezpro-
stredného okolia znacky, a ziskala sa tak empirickd pyrénova
Skéla polarity rozpustadla. Napriek Sirokému pouZitiu pyrénu
ako znacky, doteraz nie su plne pochopené molekuldrne pro-
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Tabulka I
Fluorescenéné znacky pouZivané na charakteriziciu prostredia®'
Znacka Parameter
experimentdlny mikroskopicky
Py I,/Iy(vibra¢nd Struktira emisie) polarita
PCA polarita
Dipyme [I /I oomér » Loxcimer nonomer polarita, mikroviskozita
ANS e Pem polarita
TNS em Pem polarita
2-Metylantracén r (anizotropia emisie) mikroviskozita
DPH r (anizotropia emisie) mikroviskozita
Rhodamin 6G Xem polarita
Proflavin em polarita
Akridin polarita

Rhodamin 6G/Kumarin 1

Pyrén-1-sulfondt/naftalén-2-sulfonat
1-Metylpyrén I ,» T (zhdSanie)
[Ru(bipy),]** I,.p T (zhd3anie)

Il::; I, (NRET — bezradiacny prenos energie)
Ip /Iy, (NRET — bezradiacny prenos energie)

velkost klastrov
velkost klastrov
Nagg — priem. agregacné €.
Nagg — priem. agregacné ¢.

cesy vzdjomného vzfahu medzi pomerom intenzit emisnych
pésov a polaritou rozpustadla®*. Zavislost pyrénovej emisie od
polarity rozpistadla je vyjadrend pomerom 1nten21t I1,/1; (alebo
I/I), kde pds I, zodpoveda prechodu S}~ —S¢™ (0-0) a pas
I prechodu Nt 0—>S , pricom S, je prvy singletovy exci-
tovany stav a S je zakladny stav pyrénu (obrdzok 1).

Tieto hodnoty sa pohybujt od ~1,9 v poldrnych rozpustad-
lach (1,87 vo vode) do ~0,6 v uhlovodikoch.

Iné polycyklické aromatické zliceniny, ktoré boli vySet-
rené ako znacky miceldrnych a polymérnych systémov, si
fenantrén a trifenylén35‘ Doteraz sa vSak nepouZzili na preset-
renie interakcie polymér-rozpustend ldtka.

P C A: Uzito¢nou vlastnostou 1-pyrénkarboxylaldehydu
(PCA) v roztoku je zavislost jeho fluorescencie od permitiv-
ity (€) rozpustadla Stanovil sa empiricky linedrny vztah
medzi vlnovou dizkou maxima emisie (A" ) a permitivitou
(¢). Stidium emisnych vlastnosti PCA v §irokej $kdle navrhnu-
t}7c3h7 rozpusfadiel v§ak ukazuje, Ze zdvislost je ovela zloZitej-
Sia”'.

AN S : Kvantovy vytazok fluorescencie (¢p) 8-anilinonaf-
talén-1-sulfénovej kyseliny (ANS), definovany ako pomer
poctu emitovanych foténov k poctu absorbovanych foténov,
vykazuje zna¢nd zdvislost od polarity solvatacného prostre-
dia®®. Na hodnotu 0pmoZe vplyvat mnozstvo dalich faktorov.
V najvseobecnejSom pripade je kvantovy vytazok fluorescen-
cie ¢y dany vztahom:

ke
ke +ko[O]+ ke +kasc +kp + kg

Op= (1)

pricom [Q] je koncentrdcia [ubovolného pritomného zhdsadla,
ke, ko s ks kiges kp @ kgp st podla poradia rychlostné konstanty
fluorescenc1e zhdSania, vnutornej konverzie, medzisystémo-
vého prechodu, fotochemickej reakcie v excitovanom stave
a prenosu energie” .
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Sy—S,; absorpcia
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Obr. 1. Absorpéné a emisné spektrum pyrénu v cyklohexane; pds
(0-0) v absorbénom spektre je normalizovany k emisnému prechodu
(0-0) (cit.” A’) I — normalizovand

Vhodnymi tripletovymi znackami sa ukdzali aj derivaty
benzofenénu®, ktoré vykazovali silnejSiu emisiu pri 77 K
a slabsiu pri laboratdrnej teplote. Na klasifikdciu najnizsieho
singletového stavu musi byt preskimany vplyv polarity roz-
pustadla na posun naJdlhovlnner1eho pasu. Benzofeno6n vy-
kazoval najniz3i singlet typu n-m . PretoZe smglet trlpletove
rozitiepenie je nizke, triplet je tieZ typu n-n (cit.*%). Tento
zdver nie je vSeobecne platny pre benzofenénové derivaty
substituované v polohe 4. Lepsie vibra¢né rozliSenie emisie sa
pozorovalo pre monoketony a alkylsubstituované antraching-
ny v nepolarnych matriciach*'*> Vibra¢né rozlidenie emisie
sa podstatne nezlepSilo pre benzofenén. Vplyv polarity roz-
pustadla na absorb¢né spektrd sa koreloval s vplyvom polarity
polymérnej matrice na emisiu a jej zanik pre monoketdny
benzofenénového typu® so snahou o kvalitativne pochopenie
faktorov vplyvajicich na vibra¢nd Struktiru emisie tychto
monoketénov. Vplyv polarity polymérnej matrice na dobu
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Zivota monoketénov benzofendnového typu je mensi ako na
vibra¢né rozliSenie.

Dalsimi vhodnymi tripletovymi znac¢kami sd derivaty 1,2-
-diketénov. Hrdlovi¢ a Luka¢* sledovali vplyv polymérneho
prostredia na fotofyzikdlne a fotochemické procesy derivdtov
1,2-diketénov. Boli vySetrené absorpéné a emisné spektrd
derivétov benzilu a 1-fenylpropan-1,2-diénu v roztoku a v ro6z-
nych polymérnych matriciach. Najdlhovlnnejsi absorpcny pds
nizkej intenzity sa pri vSetkych necyklickych derivdtoch po-
sival hypsochrémne od nepoldarneho k poldrnemu rozpustad-
lu, ¢o je typické pre n-nt" prechod. Najviac intenzivny druhy
pds typu -7 sa postival batochrémne. V polymérnych matri-
ciach bol pozorovany nepatrny hypsochrémny posun s rozsi-
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renim emisného pdsu. Doba Zivota fosforescencie 1,2-diketo-
nov lezi v rozsahu 2-5 ms a emisia zanikd monoexponen-
cidlne. Pri laboratdrnej teplote zanik fosforescencie je ovela
rychlej$i a moze byt nafitovany biexponencidlou.

Tripletné znacky derivétov 1,2-diketénov sa moéZu pouZit
ako donory, alebo akceptory tripletnej energie. Tieto procesy
moZu byt monitorované zhdSanim, alebo senzibilizdciou emi-
sie*** Chromofoéry typu nizkomolekulovych 1,2-diketénov
boli viazané na makromolekuly*®*” a makromolekuly oznace-
né 1,2-diketénmi boli pouzité na Stidium rozli¢nych fotofyzi-
kdlnych a fotochemickych procesov.

Ako vhodnou fosforescencnou znackou sa ukazuju aj de-
rivaty 9,10-antrachinénu®, ktorych emisia (fosforescencia) je

Pyrén (Py)  Pyrén-1-karbaldehyd Pyré
(PCA)

PP

Bis(pyrén-1-ylmetyl)éter (Dipyme)

o0y O

1,6-Difenylhexa-1,3,5-trién (DPH)

H,C SOH
: > NH -~ ‘© ‘©

2-Metylantracén

: NH O,H

8-Anilinonaftalén-1-sulfonova kyselina (ANS) 6-p

Z
COOH
L
(CH,CH,,N" x>0 SNH(CH,CH; ), X
Rhodamin B

Rhodamin 6G

Schéma 1. Chemicka $truktira najbeznejsich fluorescenc¢nych znaciek
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n-1-sulfondt 1-Metylpyrén

Qo™

Naftalén-2-sulfondt (2-NpS)

O

(1-PyS)

-Toluidinonaftalén-2-sulfénova kyselina (TNS)

CHy

(CH;CH,),N Y

SSSW

H

Proflavin (PF)
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ovplyvnend polymérnou matricou. V nepolarnych uhlovodi-
kovych matriciach boli ziskané spektrd s dobrym vibracnym
rozliSenim, pricom dominantnou bola zdkladnd vibrécia karbo-
nylovej skupiny (1680 cm™). V poldrnom poly(vinylalkohole)
vibrac¢na Struktira tplne zanikd a intenzita klesd 5 az 10 krét.
Vysokd fotochemickd reaktivita vykazovand 9,10-antrachiné-
nom a jeho derivatmi bola vyuzitd v rozliénych aplikdciach,
ako napr. pri zosiefovani polymérov, senzibilizdcii polymér-
nej degraddcie a v experimentdlnych systémoch na premenu
a uskladnenie soldrnej energie. UZ dlho je jasné, Ze svetelnd
stabilita niektorych antrachinénovych farbiv v celulézovych
vldknach je dost nizka®®. Fotochemickd reaktivita 9,10-antra-
chinénu a jeho derivdtov silne zdvisi od substituentov a pro-
stredia. Neddvno bolo ukdzané, Ze polymérna matrica silne
vplyva na emisiu niektorych monoketénov a nesubstituované-
ho 9,10-antrachinénu, obzv14st na vibra¢nu struktiru emisie*’.

Komplikujicim faktorom vyuzitia znaciek moze byt ich
pohyblivost alebo diftizia, ktord znemozni ich presnu a Speci-
fickii lokalizdciu. Heppel® ukézal, Ze koeficient translacnej
diftizie antracénu v roztoku nezdvisi od pritomnosti polyizo-
butylénu, dokonca aj ked systém bol tak koncentrovany, Ze sa
tvoril gél. Na druhej strane v systémoch tvoriacich vodikové
vizby, ako napr. glycerol, ale aj poly(vinylalkohol) (PVA),
alebo gél Zelatiny, sa rychlost diftizie zna¢ne zmensuje. V pri-
pade makromolekulovych systémov sa zdd pravdepodobné, ze
pre tvorbu kavit volného objemu, do ktorych sa mozu pre-
miestnif difundujice molekuly, je nevyhnutny koordinovany
pohyb bo¢nych skupin v polyméri, ktory je ovplyvneny vodi-
kovymi viizbami. Buettner™’ ziskal podobné vysledky s vysu-
Senymi Zelatinovymi filmami obsahujicich 1-naftol. Pozoro-
val intenzitu fluorescencie po zdblesku od pritomnosti kyslika
v 1-naftol obahujicej matrici a ukdzal, Ze kyslik by mohol byt
odstraneny z blizkeho okolia 1-naftolu opakovanym zdbles-
kom. V dosledku tvorby vodikovych vizieb medzi peptidovy-
mi molekulami v Zelatine je rychlost difizie kyslika znacne
mensSia ako v polymérnych esteroch, napr. vPMMA, v ktorych
je velmi mald interakcia medzi refazcami na dcet vodikovych
viizieb. Dals§im dovodom zniZenia rychlosti difiizie v polymé-
roch s vodikovymi vidzbami je, Ze napr. v Zelatine a v PVA
nedochddza k samozh4Saniu tripletov, ktoré bolo pozorované
pre 2-naftol alebo erytrozin. Toto pozorovanie naznacuje, Ze
za tychto podmienok tieto molekuly nem6zu difundovat do
takej vzdialenosti, aby nastala medzi nimi interakcia.

3. Tepelna historia a prechody v pevnej faze

Vseobecne je zndme, Ze doba zivota fosforescencie rozlic-
nych primesnych molekiil v polyméroch alebo skldch tvore-
nych malymi molekulami zdvisi od ¢asu, uplynutého od vy-
tvorenia skla. Napr. Martin a Kalantar™ pozorovali, Ze do-
ba zivota fosforescencie benzénu a pribuznych chromoférov
v EPA skléch rastie v priebehu prvych 5-6 hodin od vytvore-
nia skla. Ak sa skldm poskytla relaxa¢nd doba niekolko hodin
po merani, nepozorovali sa Ziadne zmeny. Tento efekt sa
vyskytuje iba v takych skldch, u ktorych sa teplota sklovité-
ho prechodu nachddza v intervale 30 °C od teploty merania
(77 K). V dosledku velkej makroskopickej viskozity polymér-
ne skld sa nikdy nebudu nachddzat v termodynamickej rovno-
vdhe pod teplotou sklovitého prechodu.

Fotofyzika primesnych molekil moze uplne zavisiet od
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teploty, pri ktorej sa tvori sklo. Tento efekt vidief v préci
Franka a Harraha, kde koncentrécia excimérovych centier v
PS a v polyvinylnaftaléne rozpustenom v PS, zdvis{ od teplo-
ty, pri ktorej bol film naneseny a suSeny. Po suseni mozu byt
merania uskuto¢nené pri znacne nizsich teplotach, ¢o nevply-
va na konformdciu makromolekil a vysledni koncentraciu
centier. Ak je teplota merania znacne nizsia od teploty sklovi-
tého prechodu polyméru, potom je mdlo pravdepodobné, aby
boli mozné velké zmeny v konformacii makromolekiil a tym
dochddzalo k premiestiiovaniu a pripadne k ¢iastocnému za-
niku excimérovych centier.

V polymérnej matrici pri 77 K je dplne zamrznuty solva-
tany obal zdkladného stavu rozpustenej dopovanej latky.
Charakter solvatacného obalu zdakladného stavu je dany jednak
interakciou rozpustend latka—polymérna matrica (termodyna-
micky efekt) a jednak sposobom pripravy (kineticky efekt).
Pri priprave filmov odlievanim z roztoku sa pri pomalom
odparovani vytvori solvatacny obal, ktory je energeticky op-
timdlny pre zdkladny stav. Komplikujticim faktorom pri Stan-
dardnej priprave polymérnych filmov odlievanim moze byt
rozny stupenl agregdcie dopovanej ldtky, i ked sa vychddza
z homogénnych roztokov a findlne filmy su opticky priehlad-
né. Pri priprave filmov lisovanim z prdsku solvatacny obal
rozpustenych ldtok nie je pri danej teplote v termodynamickej
rovnovahe, pretoze priprava sa deje za znacne nerovnovaz-
nych podmienok a sice rychle vyhriatie, lisovanie a rychle
ochladenie. Pri diftzii rozpustanej latky do polymérneho fil-
mu obsadzuje molekula rozpustenej latky dostupné miesta
v hmote polyméru. Pri semikrystalickych materidloch dopant
vnikd najmi do amorfnej Casti a na rozhranie amorfnej a krys-
talickej fazy. Obsadenie na rozhrani amorfnej a krystalickej
fazy je urcené spdsobom pripravy.

Zudajov prace Somersalla a spol.53 vidiet, ze fosforescen-
cia polymérov obsahujucich bo¢nu karbonylovi a aromatické
skupiny zdvisi od teploty. Nespojitost sa pozorovala na grafe
zavislosti logaritmu intenzity emisie od prevratenej hodnoty
teploty v zhode s rozmrazovanim niektorych typov molekulo-
vého pohybu. Zhdsanie fosforescencie kyslikom je v tomto
pripade dalsim dokazom toho, Ze pohyb kyslika a ostatnych
malych molekiil cez polymérne matrice je ulahceny malymi
rotdciami a vibraciami bo¢nych skupin hlavného polymérneho
retazca. V dosledku toho, Ze tieto pohyby zamfzaju pri teplote,
ktord sa priblizuje k absoliitnej nule, difizne koeficienty tiez
dosiahnt zanedbatelné hodnoty.

4. Vplyv orientdcie na fotoprocesy v matriciach

Dolezita vyhoda polymérnych matric v porovnani s EPA
sklami pri 77 K alebo anorganickymi sklami pri laboratérne;j
pozostdva v tom, Ze mdzu byt lahko orientované mechanic-
kym natiahnutim. Tdto vlastnost bola vyuzitd na Stddium
optickych vlastnosti orientovanych systémov malych molekul
v rozli¢nych polymérnych matriciach. Napriklad, Bott a Ku-
rucsev>* §tudovali smer prechodovych momentov malych mo-
lekul podla spektier dichroizmu v natiahnutych filmoch poly-
vinylalkoholu a polyetylénu (PE). Ako sondy sa pouzili malé
molekuly naftalénu, antracénu, chinolinu a akridinu. Spome-
nuti autori>* prisli k zaveru, Ze distribicia molekil vo filmoch
podla orientdcie nie je celkom urcend tvarom molekdul a vo
vseobecnom pripade hodnoty vsetkych troch orientaénych
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parametrov pre kazdu molekulu treba urcit separovane pre
kazdy systém rozpustend latka—polymérna matrica tak, aby sa
zistil smer prechodového momentu zo spektier dichroizmu.

Podobny pristup pouZili Aviv a spol.’>, ktory $tudovali
fotodimerizdciu tetrafenylbutatriénu (Struktira B) v nematic-
kom kvapalno-krystalickom systéme a v orientovanom po-
lyetyléne (PE). Kvantitativna dimerizacia bola dosiahnutd
v cholesterovej faze, zatial ¢o v amorfnej tavenine je pot-
lacend. Dimerizdcia prebieha aj v PE, ale kvantovy vytazok
3% vzrastie v natiahnutom orientovanom stave polyméru. Tak-
tieZ sa pozorovalo, Ze fotodimerizacia tetrafenylbutatriénu (II)
neprebieha vo viskéznych roztokoch parafinovych olejov, ale
prebieha v amorfnej faze PE. Autori navrhli, Ze v polymérnom
prostredi ako v natiahnutych tak i v neorientovanych systé-
moch fotodimerizacia je ulahcend pri predizeni doby Zivota
excitovaného stavu. Zd4 sa pravdepodobnym, Ze pozorované
vplyvy st uréené preferencnou orientdciou v krystalickej faze
polyetylénu a v kvapalnych kryStdloch.

5. Fotofyzikalne vlastnosti kumarinu
a jeho derivatov

Kumarin (2H-1-benzopyran-2-6n) a jeho derivaty sa hojne
vyskytujui v prirode. Vela prirodnych a syntetickych derivitov
kumarinu sa vyuziva v réznych aplikdciach v chémii, bioldgii,
medicine a fyzike. Prevazna Cast aplikdcii derivatov kumarinu
je zaloZend na ich luminiscen¢nych vlastnostiach. Z tohoto
dovodu sa venuje stdle pozornost priprave rdzne substituova-
nych derivdtov kumarinu a tiez charakteristike ich spektrdl-
nych vlastnosti.

Povaha najnizSieho excitovaného stavu kumarinu a nie-
ktorych jeho derivitov sa §tudovala®® pouzitim statickych
a casovo-rozlisenych fluorescencnych merani pri laboratdérne;j
teplote a taktiez vyuzitim anizotropie fluorescencie pri 77 K
v nepoldrnych a polarnych rozpustadlach v spojitosti s teore-
tickymi udajmi. Vysledky ukazuju, ze na] nizsi excitovany stav
S, nesubstituovaného kumarinu md n . charakter v rozlic-
nych rozpustadldch, ¢o vedie k nizkej fluorescencii. Substitu-
ciav olohach 3-8 vedie k zmene charakteru tohoto S, stavu
zn,m namm andsledne tym aj k vysiej intenzite fluorescen-
cie. Problematikou urcenia poradia elektronickych stavov,
zmieSavania stavov a ndsledne fotofyzikalnym a fotochemickym
vlastnostiam kumarinovych systémov sa zaoberali aj skorSie
price8

V sucasnosti je zndme, Ze urcité zliceniny, ktoré maju
blizko leZiace excitované stavy o rozli¢nej konfiguracii, mo6zu
prejavovat zvlastne vlastnosti s ohladom na ich fotofyzikdlne
procesy. Existuje viacero prikladov>®, ako je dudlna emisia
substituovanych dialkylanilinov, sﬁvismma s relaxdciou stavu
s torznym vntitromolekulovym prenosom niboja (TICT). Me-
dzi zld¢eniny, kde najnizsie singletné n,t” a T,n" stavy mozu
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silne vplyvat na fotofyzikdlne vlastnosti, patria i niektoré
kumarinové derivity.

Nedavno bolo ukazané, Ze luminiscen¢né vlastnosti 4-al-
kyl a 7-alkoxy derivdtov kumarinu silne zdvisia od prostre-
dia®. Spektroskopické §tidie spolu s vypo&tami rychlostnej
konstanty radia¢ného prechodu indikuju, ze 4-alkyl a 7-alkoxy
substituenty nezmenia symetriu elektrénového oblaku kuma-
rinového skeletu. Pozorované zmeny rychlosti radia¢ného pre-
chodu a tieZ polohy absorpcného a emisného maxima mozu
byt vysvetlené zmenami v elektrénovom prechodovom mo-
mente molekuly, sposobené slabym donornym potencidlom
substituentov. Stanovil sa vyrazne vyS$si kvantovy vytazok
a doba zivota fluorescencie niektorych derivatov kumarinu vo
viskéznom glycerole ako v metanole, ¢o vedie k tvrdeniu, Ze
torznd rotédcia alkyl a alkoxy substituentov sdvisi s rychlostou
bezradia¢nej vniitornej konverzie (k;e).

Fotofyzikdlne vlastnosti 3-chléro-7-metoxy-4-metylku-
marinu si ovplyvnené polaritou rozpustadla. Rychlostnd kon-
Stanta vnitornej konverzie (ko) sa zmeni aZ o 2 rady pri
prechode od nepoldrnych rozpustadiel k polarnej vode®?. Dra-
matickd zmena k- je sposobend skuto¢nosfou, Ze tam je pokles
aktivacnej energie vnutornej konverzie (bezradiaénych proce-
sov), pretoze S, (n,") stav je blizko leziaci S, (M) stavu.
S rastiicou polaritou rozpustadla sa rozsiri energetickd medze-
ra medzi tymito stavmi a klesd velkost tohoto efektu a na-
sledne rastie kvantovy vytazok fluorescencie®. Fotofyzikdlne
vlastnosti niektorych derivatov kumarinu si nevyhnutne urce-
né vzajomnou lokalizdciou dvoch energeticky blizko leZia-
01ch nm am, 7 singletnych stavov, ktoré dovolujui vyznamné
nm-m,n zmlesavame zdvisiace od povahy substituenta
a rozpustadla®.

Niektor{ autori pozorovali pokles kvantového vytazku
fluorescencie pre kumarinové derivéty substituované v polo-
hdch 3-8 v poldrnych rozpustadlach v porovnani s nepoldrny-
mi rozpustadlami. Neobycajne velky Stokesov posun sa po-
zoroval u derivatu kumarinu s dimetylaminovou skupinou
v polohe 3 v dosledku vnitromolekulového prenosu ne’lboja63
(ICT). Rozne bezradiacné mechanizmy vedice k dezaktivdcii
najnizsieho excitovaného stavu, ktoré konkuruju fluorescen-
cii, st vitromolekulovy prenos naboja®* (ICT), tvorba torzné-
ho vnitromolekulového prenosu naboja®®* (TICT) a taktiez
zmena plandrnej na pyramiddlnu konfigurdciu aminovej sku-
piny v excitovanom stave™. Napriek mnozstvu $tidii, ulo-
ha fotofyzikdlnych dezaktiva¢nych procesov prebiehajicich
v substituovanych kumarinoch nie su stdle dobre pochopené.
TaktieZ sa navrhlo®, Ze tvorba vodikovej viizby moze vplyvat
na fotofyzikdlne vlastnosti niektorych kumarinovych deriva-
tov v roztoku. Fotofyzikdlne vlastnosti derivatov 7-aminoku-
marinu vo vode st velmi odli$né od vlastnosti v alkoholovych
roztokoch spdsobenych tvorbou $pecifickych vodikovych vi-
zieb medzi rozpustenou ldtkou a protickym rozpustadlom.
Tieto interakcie zdvisia od stupna alkyldcie aminovej skupiny
a vplyvaju nie iba na posuny v absorpcnych a emisnych spek-
trach, ale tiez na bezradiacné dezaktiva¢né procesy (tvorba
TICT stavu).

V centre zdujmu fyzikov si kumarinové derivdty ako
aktivne prostredie vo farbickovych laseroch®™ a ako fotosen-
zibilizatory®’. Viaceri autori charakterizovali derivaty kuma-
rinu substltuovane v 6polohaich 3-8 predovsetkym ako farbiva
vhodné pre lasery®*%®~% Najticinnejgie ako laserove farbiva si
kumariny substituované v polohe 7 elektréndonornou skupi-

:62-64
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nou ako hydroxy, alkoxy a amino, pricom v polohe 3,4 a 6 si
rozne elektronakceptorné skupiny. Zvysenie ucinnosti far-
bickového lasera sa obycCajne dosiahne cez zmenu prenosu
energie vo farbi¢kovo-laserovom mechanizme®’". Mecha-
nizmus prenosu energie je ovplyvneny metddou exciticie
a fluorescenénymi charakteristikami donorovej farbicky.

Mnozstvo rozliénych materidlov sa testovalo ako pevné
médium pre laserové farbicky, pricom polymérne matrice
majui niekolko doélezitych vyhod, ako dobra kompatibilita
s organickymi farbickami, dobrd optickd homogenita a sd
pristupné k nendkladnym vyrobnym technikdm, ktoré by mo-
hli ulah¢if miniaturizaciu a ndvrh integrovanych optickych
systémov. Neddvno bola opisand tucinnd laserovd emisia
s dobrou stabilitou pre rozlicné polymérne matrice dopované
s rodaminovymi a kumarinovymi farbickami’>">. TaktieZ bol
presetreny vplyv rasticej obmedzenosti mobility farbicko-
vych molekdl na tcinnost laseru’. Ucinnost laseru klesd ak
viskozita prostredia rastie, reflektujic vplyv meniacej sa mo-
bility molekdl a polarity prostredia na laserovy vytazok. Zis-
kané vysledky naznacuju, ze pouzitie prostredia s nizSou po-
laritou pre kumarinové farbicky vedie k ndrastu laserovej
ucinnosti. Analyzou vysledkov ziskanych pouzitim difiznej
tedrie v izotropnych latkach mozu byt ziskané difizne koefi-
cienty farbickovych molekil v rozli¢nych vzorkach.

Zaujimavé su fotofyzikdlne vlastnosti série kumarinovych
laserovych farbiciek v prostredi vodného roztoku polyelektro-
lytu”. Kovalentné viazanie farbic¢ky na poly(metakrylovi ky-
selinu) (PMAA) vo vode je ukdzané cez pozorovanie vyraz-
ného modrého posunu fluorescencného pdsu a ndrastu kvan-
tového vytazku emisie, doby Zivota a polarizicie oproti
poldrnym rozpusfadldm. Systematickd zmena fluorescen-
¢nych vlastnosti naznacuje, Ze hydrofébne farbicky sa zdrzuji
v pomerne nepoldrnych a vysoko viskéznych mikrodoménach
vodnych roztokov PMAA pri nizSom pH, pri ktorom je dole-
zitd kompaktnd konformdcia elektroneutrdlneho polyelektro-
Iytu. Prechod z hyperglobulovej konformacie moze byt lahko
sledovany z odozvy fluorescencie kumarinovych farbiciek
ako vlnova dizka, kvantovy vytazok alebo polarizaéné ida-
je. Porovnanie fluorescen¢nych tdajov vo vodnom roztoku
PMAA s vodnym roztokom glycerolu ukazuje, Ze mikrovis-
kozita vo vnitri PMAA je takmer rovnakd ako v Cistom
glycerole (>5,0 poise pri 20 “C). Vplyv nizkopoldrneho a vy-
sokoviskdzneho prostredia polymérnych domén zvysi energiu
emisného ICT stavu a spomali bezradiacny zanik ICT—TICT.
Zvysenie fluorescencie a rozpustnosti vo vode kumarinovych
farbiciek kovalentne viazanych na PMAA moze mat prakticky
vyznam pri pouZiti tychto farbiciek ako aktivneho prostredia
vo farbickovych laseroch.

Neddvno sa pozoroval vyrazny ndrast intenzity fluores-
cencie (az 7 krat) pre 7-(dietylamino)-4-metylkumarin (Ku-
marin 1) v obmedzenom geometrickom usporiadani v pérovi-
tych nanokompozitoch’®. Zabranenie agregicie kumarinovej
farbicky a zmena krystdlového pola v okoli molekuly Kuma-
rinu 1 v priestoroch medzi nosnymi piliermi v flovitom pérovi-
tom nanokompozite zjavne vedie k zvySeniu intenzity fluo-
rescencie. Toto vyrazné zvySenie v intenzite fluorescencie je
prisudené izoldcii molekuly Kumarinu 1 v priestoroch medzi
piliermi s malymi alebo Ziadnymi interakciami medzi moleku-
lami. Je jasné, Ze fluorescencnd tcinnost je vyssia u fluores-
cencnych znaciek s rigidnou, plandrnou Struktirou’® a agre-
gdcia tychto molekidl ma urcitd tlohu vo fluorescen¢nom
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Casto zretelne rozdielne absorpcné pasy. V niektorych pripa-
doch je pozorovand slabd alebo Ziadna fluorescencia. Vo
vSeobecnosti, molekuly sa agreguji vo vidc¢Som rozsahu vo
vode ako v organickych rozpustadldch. Jednou z efektivnych
ciest na zabrdnenie agregdcie molekail je izolovat molekuly v
matrici’>". Pozitivne vysledky s vhodnymi kumarinovymi
komplexami’® navrhuji niekolko moznych aplikacii farbick-
ovych nanokompozitov v linedrnej a nelinedrnej optike.
Rezonan¢ny prenos ener%ie bol presetreny na niekolkych
donor-akceptorovych paroch®* 2 Nedavno sa pozoroval rezo-
nancny prenos energie medzi laserovymi farbickami odvode-
nych od kumarinu v roztoku®’*%3 Experimentilne a teore-
tické hodnoty rychlostnych konstant bezradiacného prenosu
energie (kgp) a kritickych prenosovych vzdialenosti (R) boli
stanovené v rozli¢nych rozpustadldch. Ziskané vysledky a ne-
zavislost tychto hodndt od viskozity rozpustadla naznacuju,
Ze rezonan¢ny prenos energie je dominantnym mechanizmom.
Molekulova struktura tychto laserovych farbiciek sa zdd hrd
dolezitd dlohu v dcinnosti procesov prenosu energie. Na sérii
kumarinovych farbiciek, ktoré boli kovalentne viazané vo vo-
do-rozpustnom polyméri (poly(metakrylova kyselina), PMAA),
boli Prqzentované charakteristiky rezonan¢ného prenosu ener-
gie®’. Ucinny prenos singletnej energie sa uskutociiuje medzi
kumarinovymi farbickami kovalentne viazanymi na kompakt-
nud alebo globulovi formu PMAA vo vode. Viazanie v me-
dziach polymérnych mikrodomén sa zda urcujicim faktorom
na uskutoGnenie prenosu energie. Udaje prenosu energie st
ziskané zo zhdSania fluorescencie donora, narastu fluorescen-
cie akceptora a vyznamnej depolarizicie akceptorovej emisie.
Fotofyzikdlne vlastnosti vybranych kumarinovych zna-
¢iek ako fluorescenéné maximum, kvantovy vytazok, polari-
zdcia alebo prenos energie, ktoré su volné alebo kovalentne
viazané na polyméri, nds mozu informovat o mikroskopicke;j
polarite a viskozite polymérnych mikrodomén. Z tohoto dovo-
du kumarinové derivdty ako znacky prifahuji pozornost na
monitorovanie rozli¢nych aspektov prostredia.

6. Zaver

Polymérne matrice vykazuju Specifické zvlaStnosti, ktoré
maju svoje prednosti najmé, ¢o sa tyka pohodlnej manipulécie,
dlhodobého uskladiiovania vzoriek, Specifického usporiada-
nia a obmedzenia vplyvu kyslika. Kvalitativne a kvantitativne
postihnutie tychto Specifickych zvlastnosti bude hrat dolezitu
dlohu pri pouziti polymérnych matric napr. ako nosicov pre
laserové farbicky, alebo pri konstrukcii senzorov ro6znych
typov. Na priklade kumarinovych derivdtov, substituovanych
v polohe 3, sme ukazali vyraznu zdvislost fotofyzikdlnych
procesov od prostredia a moznosti vyuzitia tychto efektov.
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P. Hrdlovi¢ and M. Kaholek (Polymer Institute, Slovak
Academy of Sciences, Bratislava, Slovak Republic): Use of
Luminescence Probes for Spectral Characterization of
Polymer Matrices

Main features of polymers as supports for spectral measu-
rements are summarized. Spectral characteristics of selected
singlet and triplet probes, such as absorption and emission
maxima, quantum yield and lifetime of emission, their aniso-
tropy and energy transfer, are evaluated with respect to their
use in common polymer matrices. Photophysical processes of
3-substituted coumarin derivatives are analyzed and their suit-
ability for application as singlet probes in polymer matrices is
evaluated.
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Nomenklatura a terminologie

NOMENKLATURA A TERMINOLOGIE

DOPORUCENI IUPAC
NMR Nomenclature: Nuclear Spin Properties
and Conventions for Chemical Shifts

A unified scale is recommended for reporting the NMR
chemical shifts of all nuclei relative to the 'H resonance of
tetramethylsilane. The unified scale is designed to provide
a precise resonance frequency X in a magnetic field in which
the 'H resonance of TMS in dilute solution (<1 % by volume)
in chloroform is exactly 100 MHz. Referencing procedures are
discussed, including matters of practical application of the
unified scale. Secondary reference samples are recommended
for each nucleus, and the relevant values of X are listed, many
of which are the results of new measurements.

Some earlier recommendations relating to the reporting of
chemical shifts are endorsed, though a minor change to the
definition of the § scale is suggested. Relations between the
Unified scale and recently published recommendations for
referencing in aqueous solutions (for specific use in biochemi-
cal work) are mentioned, as well as the special effects of
working in the solid state with magic-angle spinning. In all,
nine new recommendations relating to chemical shifts are
made. Standardized nuclear spin data are presented in tabular
form for the stable (and some unstable) isotopes of all elements
with nonzero quantum numbers. The information given in-

cludes quantum numbers, isotopic abundances, magnetic mo-
ments, magnetogyric ratios, receptivities, and, where appro-
priate, quadrupole moments and linewidth factors.

Otiskujeme synopse ndzvoslovnych ndvrht z oboru chromato-
grafie, které pripravila komise [IUPAC pro molekuldrni strukturu a
spektroskopii. Ndvrhy jsou ur¢eny k posouzeni a kritice chemické
vefejnosti. Zdjemci o blizsi informace ¢i o texty ndvrhii se mohou
obritit na adresu Narodniho stfediska IUPAC v Ceské republice:

Ing. Jaroslav Kahovec, CSc.

Ustav makromolekuldrni chemie AV CR
Heyrovského nam. 2

162 06 Praha 6

tel. (02) 20403322, fax 35357981
e-mail: kah@imc.cas.cz

Pripominky k ndvrhiim je tfeba zaslat do 30. ¢ervna 2001 na adresu:

Prof. Robin K. Harris

Department of Chemistry

University of Durham

South Road

Durham DH1 3LE, United Kingdom

tel. +44 191-374-3121, fax +44 191-386-1127
e-mail: r.k.harris @durham.ac.uk

Dékan prirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy
vypisuje
konkurs na prijeti do doktorského studia

Studium bude zahdjeno 1. Fijna 2001 v oborech
biologickych, ekologickych, chemickych, geologickych a geografickych

Podminkou pfijeti je absolvovani VS ve shodném nebo blizkém oboru.
Prihlasky a podrobné informace na adrese:
PiF UK, odd. védecké vychovy
Albertov 6, 128 43 Praha 2
tel. 02/21952419, 21952244

Prihlasky se prijimaji do 30.4.2001
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Ceskd komise pro makromolekuldrni nomenklaturu” predklddd se souhlasem Ceského komitétu pro chemii Geské znéni
dokumentu Mezinarodni unie &isté a uzité chemie (IUPAC)"" z roku 1994 jako vhodnou pomiicku pro graficky popis polymert
v bézné chemické praxi a pii publikovani vysledki zakladniho i aplikovaného vyzkumu. Dokument uvadi reprezentativni paletu
ptikladi vSech druht polymerd, vcetné jejich ndzvl zaloZenych na struktufe i ndzvi zaloZenych na ndzvech monomert.
V nédzvech jsou jiz uplatnény neddvné zmény v ndzvoslovi organické chemie.

GRAFICKA ZNAZORNENI (CHEMICKE VZORCE) MAKROMOLEKUL
(Doporuceni IUPAC 1994)
Ubi materia, ibi geometria
J. Kepler (1571-1630)
Souhrn

Jednoznacné grafické zndzornéni molekul je zv14sté dileZité u makromolekul, nebof ty Casto vykazuji vétsi pocet strukturnich
znakil nez molekuly o nizké molekulové hmotnosti. Napiiklad vzorec kopolymeru by mél piimo naznaCovat, zda zndzoriuje
kopolymer blokovy nebo kopolymer s nespecifikovanym pofadim monomernich jednotek. Tak dvojblokovy kopolymer, sloZzeny
z bloku majiciho p monomernich jednotek A a bloku obsahujictho ¢ monomernich jednotek B se zndzorni vzorcem —(A);{B)-
zatimco odpovidajici nahodily kopolymer se popiSe vzorcem (—A —/—-B—),, pfi cemZ p + g = n.

Souhrnné feceno, dokument uvadi pravidla a piiklady pro grafické znazornéni opakujicich se konstitu¢nich jednotek,
monomernich jednotek, reguldrnich a iregularnich polymerQ s jednoduchou i sloZitou strukturou, a to v¢etné homopolymerQ
organickych i anorganickych, kopolymert stiidavych a periodickych, kopolymeri statistickych, nahodilych a s neurc¢enou
strukturou, kopolymert blokovych a roubovanych, véetné hvézdicovych polymert. Navrzené grafické zndzornéni chemickych
vzorct polymert je vhodné pro grafické poc¢itacové programy.

Uvod

Grafickd zndzornéni (chemické vzorce) makromolekul jsou Siroce pouzivdna ve védecké literatuie o polymerech, véetné doku-
menti [IUPAC o ndzvoslovi makromolekul'. PiedloZeny dokument stanovi pravidla pro jednoznacné zndzornéni struktury makro-
molekul chemickymi vzorci. Pravidla se v zdsadé tykaji syntetickych makromolekul. Pokud je to mozné, jsou tato pravidla v souladu
se vzorci v dokumentech TUPAC' "% se vzorci iregularnich makromolekul’, molekul kopolymerii'~**a hvézdicovych makromolekul.

Ve srovndni s chemickymi vzorci molekul o nizké molekulové hmotnosti musi byt chemické vzorce polymeri navic schopny
zndzornit, Ze se konstitu¢ni jednotky v makromolekule opakuji a riznym zptisobem spojuji.

Termin konstitu¢ni jednotka®® se v celém textu pouZivd jak pro opakujici se konstituéni jednotku®>, tak pro monomerni
jednotku“; jeden z téchto typt konstitu¢nich jednotek by mél byt pouzit vzdy, kdykoliv je to mozné a vhodné.

Chemické vzorce makromolekul by se v zdsadé mély psat jen v téch ptipadech, kdy je struktura konstitu¢nich jednotek zndma.
Danou strukturu lze v8ak pro zddraznéni specifickych strukturnich rysd napsat riznymi zptsoby; takové alternativni struktury
nemusi nezbytné odrazet poradi uvadéni ndzvl podle pravidel ndzvoslovi zalozeného na struktufe®,

1. Obecna pravidla

Pravidlo 1.1: Znazornéni konstituéni jednotky vzorcem ma byt ve shodé se zvyklostmi v organické”'® a anorganické chemii'’
a s pravidly IUPAC pro nézvoslovi polymeri' ™.

Pravidlo 1.2: Potadi uvddéni konstitu¢nich jednotek ve vzorcich je v souladu se strukturou makromolekuly libovolné, a proto
nemusi vyhovovat pravidlim udanym v cit.*

Pravidlo 1.3: Pomlcky zndzornujici chemické vazby se mohou vynechat, aby vzorec byl co nejsevienégjsi. Na koncich opakujicich
se konstitu¢nich jednotek musi byt pomlcky piipojeny.

Pozndmka 1.3: Upusténi od jedné ¢i vice pomlcek u chirdlntho nebo prochirdlniho atomu nebo pomlcek u atomt spojenych
dvojnou vazbou znamend, 7e konfigurace odpovidajiciho mista stereoizomerie neni znima nebo se imysIné nespecifikuje' >,

Pravidlo 1.4: Postranni skupiny nebo substituenty obsahujici vice nez jeden symbol atomu a napsané na stejném fadku jako hlavni
fetézec makromolekuly se ddvaji do zavorek, obvykle kulatych.

Pravidlo 1.5: Zavorky a indexy vyznacuji opakovani konstitu¢ni jednotky. Zavorky jsou kulaté nebo hranaté a mohou byt pouZzity
libovolné s vyjimkou anorganickych polymert, pro néz se doporucuje uzivat k tomu dcelu vyhradné kulaté zdvorky, aby
se zabrdnilo zdméné za hranaté zavorky, oznacujici koordinacni struktury.

Pravidlo 1.6: Indexy n, p, ¢, r atd. vyznacuji ndsobnost polymernich sekvenci, indexy a, b, ¢ atd. vyznacuji mnohondsobnost
oligomernich sekvenci. Indexy by mély byt vytistény kursivou. Neni-li kursiva k dispozici, mély by byt indexy podtrzené.

Pravidlo 1.7: Jsou-li koncové skupiny zndmy, mohou se jejich vzorce pfipojit k vazbadm na koncich konstitu¢nich jednotek vné zavorek.

Pravidlo 1.8: Udaje o hmotnostnim zlomku (w), moldrnim zlomku (x), moldrni hmotnosti (M), relativni molekulové hmotnosti

* Clenové komise: M. Benes, P. Cefelin, J. Kahovec, J. Kotas¥, P. Kratochvil, B. Meissner, J. Roda, J. Vohlidal.
**  Pure Appl. Chem. 66, 2469-2482 (1994).
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(M), polymeriza¢nim stupni (DP) nebo o jejich primérnych hodnotdch lze vyjadrit tak, Ze se pfislusné hodnoty zapisi
v kulatych zavorkach za vzorcem makromolekuly obdobnym zpiisobem, jaky se doporucuje pro pojmenovéni kopolymeri®,
Pouziti obecnych pravidel je objasnéno v ndsledujicich oddilech.

2. Regularni polymery

Pravidlo2.1: Regularni polymer (cit.>?, definice 3.1)s opakujici se konstitu¢ni jednotkou (cit.?, definice 3.3)—R—se zndzornuje vzorcem

—{R}5 nebo R}

a v ptipadech, kde jsou znamy koncové skupiny E’ a E’’, vzorcem
E>—R);- E”nebo E'—[R};-E”
Pozndmka 2.1: Chemické vazby spojujici opakujici se konstitu¢ni jednotky se zndzoriiuji pomlc¢kami protinajicimi zavorky.

Priklady™™

2-E1: poly(1-fenylethylen)
polystyren

CHCH. nebo CH,-CH nebo  —f CH(CgHs)-CH -
|
CeHs f

n

2-E2: syndiotakticky poly(1-fenylethylen)
syndiotakticky polystyren

C6H5 CGHS
c CH2-C CH, nebo c CHZ-C CH,
C6H5 C6H5 "

Pozndmka: Analoglcke vzorce mohou byt nakresleny pro ostatni taktické makromolekuly5 .

2-E3: poly(but-1-en-1,4-diyl)
1,4-polybutadien

—¢CH = CHCH,CH, )+ nebo —CH,CH = CHCH, ) nebo —CHCH,CH,CH}=

2-E4: poly(1-methyl-trans-but-1-en-1,4-diyl)
trans-1 4—polyisopren

/CH2
nebo C CH nebo HC=C
/ \
C CHZ " H, CH;

2-E5: poly[l -(methoxykarbonyl)- 1-methylethylen]
poly(methyl-methakrylat)

TC(CHQ CHZT
COOCH,
n
2-E6: poly(oxyethylenoxytereftaloyl)
poly(ethylen-tereftaldt)

OCH,CH,0— ﬁ@

(0)

@)

=0

o

nebo kOCHZCHZOOC @—CO)_
n

1.4-6,12

* Nejprve se uvddéji systematické nasz zalozene na struktufe a pak ndsleduji ndzvy odvozené od nazvu monomerd, nazvy
semisystematické nebo ndzvy trividlni pokud existuji. (Viz cit.”", pokud jde o zmény od doby vydani cit. %)
**  Zobrazené vzorce opakujicich se konstltucmch jednotek nejsou jediné mozné.
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2-ET7:

2-E8:

2-E9:

2-E10:

2-El1:

2-E12:

2-E13:

2-El14:

Listy 95, 112 — 122 (2001)

poly[imino(1-oxohexan-1,6-diyl)]

poly(e-kaprolaktam), poly(hexano-6-laktam)

H

N-C-(CH,)s nebo  —NHCOCH,CH,CH,CH,CHy—
I
0

n

poly[thio-(R,R)-1,2-dimethylethylen] nebo poly[thio-(S,S)-1,2-dimethylethylen]

poly[cis-(R,S)-dimethylthiiran]

CH, H H  CH,
1 1
s-C—¢ nebo s-C—C
H o CH, CH; H
n n

Pozndmka: Pri enantioselektivni polymerizaci cis-(R,S)-2,3-dimethylthiiranu mze vznikat poly[thio-(R,R)-1,2-dime-

thylethylen] nebo jeho enantiomer.

poly{1-[({5-[(4’-kyanbifenyl-4-yl)oxy]pentyl }oxy)karbonyl]ethylen }

a-hydro-m-hydroxypoly(oxyethylen)
poly(ethylenglykol)

H—-OCH,CH, 3— OH
poly(5-oxaspiro[3.5]nonan-2,7-diyl)
O

n

—|—CH—CH,
o-¢
0
(l?Hz)s
OO

poly[imino(2-isobutyl-1-oxoethylen)imino(1-oxoethylen)]

poly(glycylleucin)

NHCO-CH-NHCOCH, nebo
CH,CH(CHy),
n

poly(cyklopentan-1,3-diylethen-1,2-diyl)

polynorbornen

NHCH,CONHCHCO
(CH,),CHCH,

11 W I W WA

poly(but-1-en-1,4:3,2-tetrayl) (cit. 12)

ladder-poly[methyl(vinyl)keton] (cit.'?)

CH
\)L Lci
|
-C
CH
n

1

Nomenklatura a terminologie

Pozndmka: Nazev tohoto Zebtikovitého polymeru, odvozeny od monomeru, uddva vychozi monomer pro syntézu, kterd
spociva ve vicestupniové reakci zahrnujici kondenzaci a cyklizaci.
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2-E15: catena-poly|[(difenylsilicium)-p-oxo] (cit.6) nebo
poly[oxy(difenylsilandiyl)] (cit.*")
poly(difenylsiloxan)

C6H5 CeHs
Sl O nebo O- Sl
6H5 6H5

2-E16: catena-poly|[(diethoxofosfor)-L-nitrido] (cit.6) nebo
poly[nitrilo(diethoxyfosforanylyliden)]

CZHSO
nebo
c2H5o
2-E17: catena-poly { cesium[kuprat-tri-p-chloro](1-) } nebo
catena-poly{ cesium[kuprat(I)-tri-y-chloro] }

Brih

2-E18: a-ammin-m-(ammindichlorozinek)-catena-poly[(amminchlorozinek)-p-chloro]
NH, \ NH,
Zn—Cl Zn-Cl
1
Cl
n

3. Iregularni polymery2’3’7

Pravidlo 3.1: Ireguldrni polymer (cit.>?, definice 3.2) nebo ireguldrni blok (cit.>?, definice 3.16), obsahujici konstituéni jednotky
-U—-,-V— —W - atd., se popisuje vzorcem

(-U-/=-V-/-W-/.),nebo[-U-/-V-/-W—-_],

Pozndmka 3.1.1: Rada teek naznac¢uje pritomnost dalsich konstituénich jednotek.

Pozndmka 3.1.2: Potadi konstitu¢nich jednotek ve vzorci je libovolné.

Pozndmka 3.1.3: Sikmé lomitko mezi konstituénimi jednotkami znamend, 7e potadi téchto jednotek je nepravidelné nebo
nezndmé.

Pozndmka 3.1.4: Pomlcky na koncich vzorce se zakresluji uvniti zdvorek, protoze nemusi znamenat koncové chemické
vazby makromolekul.

Pozndmka 3.1.5: Spravnost vybéru konstitu¢nich jednotek by méla byt vzdy provéfena jejich opakovanim ve vzorcich,
tedy vytvorenim vzorci o delSich sekvencich. Timto zpisobem lze vyloucit kombinace konstituénich jednotek, které se
v makromolekuldch nevyskytuji.

Priklady™

3-El: poly(1-chlorethylen/2-chlorethylen)
(ireguldrni polymer odvozeny od vinylchloridu , jehoZ jednotky jsou spojeny hlava k paté i hlava k hlave),

...—CHCI-CH,~CHCI-CH,CH,~CHC}-CHCI-CH,~CH,~CHCl—. ..

s monomernimi jednotkami: —CHCI-CH,—, —CH,-CHCl—

* Poznamka Ceské komise: Pomleky u kazdé konstituéni jednotky se pisi dlouhé (stejné jako pomléky vyznadujici propojeni bloki), nebot
kterdkoliv z nich miZe znamenat chemickou vazbu na konci bloku.

**  Nejprve jsou uvedeny ndzvy zaloZené na struktufe’ a potom vysvétleni (v zdvorkdch), je-li nutné. Pak ndsleduji vzorec segmentu
makromolekuly, monomernich nebo konstitu¢nich jednotek nutnych k popisu tplné struktury a navrhovany vzorec. (Viz cit.'”, pokud jde
o zmény od doby vydani cit.g)
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3-E2:

3-E3:

3-E4:

3-ES:

3-E6:

(—CHCI-CH,— / —CH,—CHCl—),
Pozndmka: Rada teek vyznaluje pokradovani makromolekuldrniho fetézce.

poly(chlormethylen/methylen)

(chlorovany polyethylen, ktery neobsahuje dichlormethylenové jednotky)
...—CH,-CHCI-CH,-CH,-CH,-CHCI-CHCI-CH,-CH,-CH,—...

s monomernimi jednotkami: —CH,—, —CHCl—

(—CH,—/—CHCl—),
Viz pozndmka k 3-E1.

poly(chlormethylen/dichlormethylen/methylen)

(chlorovany poly(vinylchlorid) s hmotnostnim zlomkem chloru 0,65),
...—CCl,-CH,-CHCI-CH,-CCl,-CCl,-CHCI-CH,-CHCI-CHCI-CH,-CCl,—

s konstitu¢nimi jednotkami: —CCl,—, —CH,—, —CHCIl—

(—CCl,— / —CHCl—/ —CH,—),, (w(Cl) = 0,65

Viz poznamka k 3-E1.

poly(but-2-en-1,4-diyl/1-vinylethylen/2-vinylethylen)

(ireguldrni polymer obsahujici jednotky vzniklé polymerizaci buta-1,3-dienu 1,4- a 1,2-adicf{ ):

...—CH,~CH=CH-CH,~CH-CH,~CH,~CH=CH-CH,~CH,~CH—...
! |
CH=CH, CH=CH,

s monomernimi jednotkami: —CH,-CH=CH-CH,—, —CH-CH,—
(|3H=CH2
—CH, -CH=CH-CH, —/—CH-CH, —/—CH,CH—
ClH =CH, ClH =CH, )
Viz pozndmka k 3-E1.
poly(karbonyl/hydroperoxymethylen/methylen/ethen-1,2-diyl) (oxidovany polyethylen):

...—CH,-CH=CH-CH,-C-CH,-CH,-CH,~CH(OOH)-CH,- CH=CH—....
Il
(@)
O
I
s konstitu¢nimi jednotkami: —CH,—, —CH=CH—, —C—, —CH(OOH)—
—CH, —/—CH=CH—/—C—/—CH—

I |
0 OOH |

Viz pozndmka k 3-El.

poly(iminohexan-1,6-diyliminoadipoyl/iminobutan-1,4-diyliminoadipoyl)
(polyamid odvozeny od adipoylchloridu a smési hexan-1,6-diaminu a butan-1,4-diaminu),

...—NHCO-(CH,),~CONH-(CH,) ,~NHCO—-(CH,),~CONH—(CH,),-NHCO—-(CH,),~CONH—(C H,)(-...
s konstitu¢nimi jednotkami: -NH-(CH,),-NHCO-(CH,),~-CO—, —NH-(CH,),-NHCO—(CH,),~CO—
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—NH-(CH,), —NH—ﬁ—(CH2)4—NH—ﬁJ—/—NH—(CHz)G —NH—(ljl—(CHz)4 _ﬁ_
0 0 0 0

Viz pozndmka k 3-El.

3-E7: poly[poly(1-kyanethylen)/poly(1-fenylethylen)/poly(1-vinylethylen)] (ireguldrn{ polymer slozeny z reguldrnich blokt
polyakrylonitrilu, polystyrenu a 1,2-polybutadienu s nespecifikovanym pofadim bloki"

—fcn(eN) - cn, )5 —eH(CoH;) - cnL} a —cH(CH = CH,) - CHL -,

H-CH,\- / JCH-CH,\- / {CH-CH
EN CoHs CH=CH,
p q rly

Pozndmka: Volba konstitu¢nich jednotek je diktovdna pravidlem 1.1 a pravidly v cit.!) napf. 1-kyanethylen md pfednost
pted jednotkou 2-kyanethylen.

4. Kopolymery
4.1. Alternujici a periodické kopolymery

Pravidlo 4.1.1: Alternujici a periodické kopolymery jsou, pokud je to mozné, pokladany za reguldrni polymery.

Pravidlo 4.1.2: Pseudoperiodické kopolymery, napiiklad takové, v nichz se jen nékteré konstitu¢ni jednotky opakuji pravidelné,
se povazuji za iregularni polymery (viz pozndamka k prikladu 4.1-E1) nebo za nespecifikované kopolymery (viz piiklad
4.1-E3).

Priklady”™

4.1-El:poly(styren-alt-maleinanhydrid)
poly[2,5-dioxotetrahydrofuran-3,4-diyl)(1-fenylethylen)]

CH—CH-CH-CH
| | |
0C.5.CO CHs

n

Pozndmka: V ptipadech, kdy jsou pfitomny jednotky 1-fenylethylenu i 2-fenylethylenu v méfitelnych mnozstvich,
pouzije se vzorec pro ireguldrni polymer:
~CH-CHy— CH—CH- /-CH,-CH— CH— CH}

CH;  oC.4.Co HC, OC.  Co

4.1-E2:poly(formaldehyd-per-ethylenoxid-per-ethylenoxid)™ " nebo poly(oxymethylenoxyethylenoxyethylen)
—OCH,0OCH, CH,0CH, CH, )+

4.1-E3:poly[ethylenglykol-alt-(tereftalova kyselina; isoftalovd kyselina)]
poly(ethylen-tereftalat)-co-ethylen-isoftalat)

—OCH,CH,0-C @c /—OCH,CH,0-C @
Il

* Pozndmka Ceské komise: srov. Pravidlo 4.3.2.

**  Nejprve se uvddéji ndzvy kopolymer( zaloZené na ndzvech monomeré!*® pak systematlcke ndzvy zaloZené na struktuie, pokud existuji,
a ndsleduje navrzeny vzorec. (Viz cit. ", pokud jde o zmény od doby vydam cit.”)

w3k Pozngmka Ceské komise: Ndzev monomeru ethylenoxid® by mél byt nahrazen nazvem ,,oxiran* v souladu s doporuc¢enim IUPAC
k ndzvoslovi organickych latek.
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4.2. Statistické, nahodilé a nespecifikované kopolymery

Pravidlo 4.2.1: Statistické, nahodilé a nespecifikované kopolymery se povazuji za ireguldrni polymery.
Priklady”

4.2-El:poly(styren-stat-buta-1,3-dien)

—CH-CHy— / —CH,CH=CHCH,—
1
C6H5

n

Pozndmka: Buta-1,3-dien je zabudovén 1,4-adici, to v§ak nazev zaloZeny na ndzvu monomeru neni schopen postihnout.
4.2-E2:poly[(6-aminohexanova kyselina)-stat-(7-aminoheptanova kyselina)]
[—NH(CH,);CO— / —NH(CH,),CO—],

4.2-E3:poly(ethylen-ran-vinyl-acetat)

—CH,-CH,— / —CH-CH,—
OCOCH;
n

4.2-E4:poly[(4-hydroxybenzoova kyselina)-co-hydrochinon-co-tereftalovd kyselina)]

0 0 0 0
—0 c— / —o ol-¢ oL¢ c—
a=0,1,2, ...

a n
Pozndmka: V tomto grafickém zndzornéni se predpokladd, Ze se uplatiiuji jen esterifika¢ni reakce.
4.2-ES5:poly(styren-co-methyl-methakrylat) (75:25 hmot. %; 1.10° Mr,n)

—CH-CH, / C(CH;)-CH, — (75:25 hmot. %; 1.10° M, )
| |
C¢H; COOCH;,

4.2-E6: o-methyl-w-hydroxy-poly(ethylenoxid-co-propylenoxid) ™"

CHy— [—OCH,CH,—/ —OCHCH,—\— OH
1
CH,

n

Pozndmka: Pomlcky zndzornujici vazby koncovych skupin neprotinaji zdvorky ve vzorci polymeru, protoZe vzorec
nespecifikuje, kterd koncova skupina je pfipojena ke které monomerni jednotce.

4.2-E7:0-butyl-w-karboxy-poly[styren-co-(4-chlorstyren)]
a-(1-fenylhexyl)-m-[2-(4-chlorfenyl)-2-karboxyethyl]-poly[styren-co-(4-chlorstyren)] (cit.s)

CHy(CH,),CH,-CH — / —CH,-CH— / —CHCH— \ —CH,-CH-COOH
CHs CHs

Cl n Cl
Viz poznamka k 4.2-E6.

* Nejprve je vzdy uveden ndzev kopolymeru zaloZeny na ndzvech monomerﬁl’g, pak ndzev zaloZeny na struktufe, pokud existuje, nakonec
pak navrzeny vzorec. (Viz cit.” ", pokud jde o zmény od doby vydani cit.g)

**  Podle cit. "~ by mél byt nazev ,,propylenoxid* nahrazen ndzvem ,,2-methyloxiran®.

w3k Pozngmka Ceské komise: Podle cit. by mél byt i nazev monomerni jednotky ,.ethylenoxid* nahrazen nazvem ,,oxiran®).
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Pozndmka: Vzorec je presnéjSi nez udava prvy z uvedenych nazvi, nebof ukazuje, ze koncova skupina butyl je pfipojena
v poloze 2 skupiny 1-fenylethyl a koncova karboxylova skupina je navdzana v poloze 2 skupiny 2-(4-chlorfenyl)ethyl.

4.3. Blokové kopolymery

Pravidlo 4.3.1: Vzorce blokovych kopolymert (cit.>3, definice 3.35) tvofenych sledem reguldrnich bloka (cit.>3, definice 3.15),

a spojovacich jednotek (pokud jsou znamy; viz®, pravidlo 5.5) ve zndmém pofadi se zapisuji napf. takto:

— Ay By HC) ...
—Ay X —B}~4C) ...
—A¥ X—BY; Y ~Ch ...

kde A, B, C atd. jsou opakujici se konstitu¢ni jednotky reguldrnich blokli —A)5, «B)5 , «C)+ atd. a —-X—, -Y-
atd. jsou spojovaci jednotky, které se nepovazuji za soucdsti bloku.

Pozndmka 4.3.1: Rada te¢ek vyznaduje piitomnost dalsich konstituénich jednotek nebo bloki nebo jednotek i bloki.

Pravidlo 4.3.2: Vzorce blokovych kopolymert tvofenych sledem reguldrnich blokd a spojovacich jednotek, pokud jsou zndmy,

v nezndmém poradi, se zapisuji tak, Ze se vzorce blokl, a spojovacich jednotek oddéli Sikmym lomitkem. Naptiklad
vzorec

[~Ay5 / —B) / ~HCy+/...],
zndzornuje blokovy kopolymer tvofeny nezndmym poiadim reguldrnich blokd —€Aj)4-, B}, «C)+ atd. a
[—AY X/ —B)Y / ~Cy],

zndzortiuje blokovy kopolymer tvofeny neznamym pofadim reguldrnich blokdi —€ A)-, —B)5 a — C)+ se spojovacimi
jednotkami —X— nebo —Y— pfipojenymi k —(A)-, respektive —B)4-.

Pozndmka 4.3.2: Rada tetek vyznaluje piitomnost dalsich konstitunich jednotek nebo bloki nebo jednotek i blok.

Pravidlo 4.3.3: Blokovy kopolymer, tvofeny sledem ireguldrnich blokd, se popisuje vzorcem

(-A-/=-B—/..),(U-/=-V ..,
kde A, B atd. a U, V atd., jsou opakujici se konstitu¢ni jednotky ireguldrnich blok (- A—/-B—/...) , (CU=/=V—/..) -

Pozndmka 4.3.3.1: Rada te¢ek vyznacuje piitomnost daliich konstitu¢nich jednotek nebo blokii nebo jednotek i blok.
Pozndmka 4.3.3.2: Vazby smétujici od prvé a posledni konstitu¢ni nebo spojovaci jednotky ireguldarniho bloku se pis{
uvnitf zdvorek, kdyZ neni zndmo, ke kterym jednotkdm ireguldrniho bloku jsou ostatni bloky nebo koncové skupiny
pripojeny. Tak

—~A)y -B-/-C-), —~D)r

zndzoriuje blokovy kopolymer, v némz je ireguldrni blok - B — /- C —)q (viz pravidla 3.1 a 1.6) je zapojen mezi reguldrni
bloky —¢A); a —D)+ zatimco

E-(-A-/-B-),—X ~«C)z E”

zndzoriuje blokovy kopolymer, v némz je ireguldrni blok (- A —/—B —), pfipojen jednim koncem ke koncové skupiné
E’ a druhym koncem prostiednictvim spojovaci jednotky — X — k reguldrnimu bloku — C)-- s koncovou skupinou E*’.

Priklady”

4.3-El:oligostyren-block-oktakis(methyl-akrylat)

CH-CH,\—/ CH-CH,
| 1
CeHs COOCH;
a 8

%

Uvedeny jsou ndzvy zaloZené na ndzvech monomert a navrhovany vzorec. (Viz cit. 10, pokud jde o zmény od doby vydadni cit.g)
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4.3-E2:polystyren-block-1,4-polybutadien-block-polystyren

CH-CH,\— CH,CH=CHCH,)— CH-CH
1 I
CHs CoHs

a

4.3-E3:tris[polystyren-block-1,4-oligobutadien-block-poly(methyl-methakrylat)]

CH-CH, CH,CH=CHCHy)+ C(CH;)CH,

C¢Hs COOCH,

p 93
4.3-E4:poly[poly(methyl-methakrylat)-block-polystyren-block-poly(methyl-akrylat)]
(CH,)-CH,\~ / {CH-CH,\- / {CH-CH.
I | I
COOCH; CeHs COOCH;,
P q rl,

4.3-ES:poly(styren-stat-buta-1,3-dien)-block-polystyren-block-1,2-polybutadien
<CHCH2 / CHZCH=CHCH2) CH-CH, CH-CH,
p

r

Cohs CeHs CH=CH,
q r
Viz pozndmka k 4.2-E1.

4.3-E6:polystyren-block-dimethylsilandiyl-block-1,4-polybutadien
CH,

CH-CH,\— Si— CH,CH=CHCH,)—
1 1
EH, CH,

P

4.4. Roubované kopolymery
Pravidlo 4.4.1: Vzorec roubovaného kopolymeru tvofeného hlavnim polymernim fetézcem monomernich jednotek A, k niz je

ve znamych polohach pﬁPojen k nékterym monomernim jednotkdm A neznamy pocet blokd monomernich jednotek B
(roubtl), se zapisuje takto

—A—/ —A'— nebo —A'—/ —A—
[ ‘+Be,;]n [ ey, ]

kde A’ oznacuje monomerni jednotku A, kterd je modifikovdna substituci roubem.
Pravidlo 4.4.2: Vzorec roubovaného kopolymeru tvofeného hlavnim polymernim fetézcem monomernich jednotek A, k niz je

v nezndmych mistech pfipojen k nékterym monomernim jednotkdm nezndmy pocet blokti monomernich jednotek B
(roubii), se zapisuje takto:

—A— /| —A— nebo A/ —A—
] ey

P “ o pr so. ol N e . 3 . )3
kde vodorovnd tsecka pod nemodifikovanou monomerni jednotkou  znacf, Ze poloha pfipojeni roubu neni zndma.
—A—/—B— ]

n

%

Pozndmka: Je-1i hlavni fetézec roubovaného kopolymeru sdm kopolymerem tvofenym monomernimi jednotkami A a B
a neni-li zndmo, ve kterém misté a ke které z jednotek A, B jsou rouby — C)- pfipojeny, zapiSe se vzorec takto:

* Poznamka Ceské komise: Uveden je obecny vzorec iregularniho polymeru, avsak pravidlo Ize vyuZit i pro reguldrni polymery (alternujici
a periodické kopolymery, blokovy kopolymer s reguldrnimi bloky ve zndmém poradi).

#*  Pozndmka Ceské komise: Ve vzorci uréitého kopolymeru se formalné zakresluje nemodifikovand monomerni jednotka, ackoliv ve
skutecnosti jde o substituovanou monomerni jednotku.
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Pravidlo 4.4.3: Je-li zndm, zapisuje se primérny pocet roubti v molekule kopolymeru (i) v zdvorkach za vzorcem
[—A— /| —A'— ] (i roubu na molekulu)
n

By,

Viz Pravidla 4.4.1 (pro A’) a 4.4.2.

—A—/ —A— } (i roubt na molekulu)
n

Priklady”

4.4-E1:1,4-polybutadien-graft-polystyren
(a: bloky polystyrenu naroubované na jednotky but-2-en-1,4-diyl v neznamych polohdch)

CH,~CH=CH-CH,— / — CH,~-CH=CH-CH, —

E CH(CH)CH,}5

(b: bloky polystyrenu naroubované na jednotky but-2-en-1,4-diyl ve zndmé poloze s tim, Ze na jednom konci hlavniho
fetézce je koncovou skupinou chlor a na druhém trichlormethyl a na volné konce bloki polystyrenu jsou navazany jako
koncové skupiny vodiky.

Cl— [ —CH,-CH=CH-CH,— / —CH-CH=CH-CH,— | —CCl,
e, cH - H
CHs
p

4.4-E2:1,4-polybutadien-block-(polystyren-graft-oligoakrylonitril)
(rouby polyakrylonitrilu vdzané na dvojblokovém kopolymeru 1,4-polybutadien—polystyren ve zndmé poloze nékterych
monomernich jednotek odvozenych od styrenu.

n

~€ CH,- CH=CH-CHyY, [ —CH(CH3)CHy— / —C(CH9)CH,—
“FCH,CH(CN}L
q

4.4-E3:poly(buta-1,3-dien-staz-styren)-graft-polyakrylonitril
(polyakrylonitril naroubovany na statisticky kopolymer buta-1,3-dien—styren v nespecifikovanych polohdch)

— CH,~CH=CH-CH,— / — CH(C,H,)CH, —

LE CH,CH(CN)};

n

Viz poznamka k 4.2-E1.

4.4-E4:polystyren-block-[1,4-polybutadien-graft-poly(styren-co-akrylonitril)]
(kopolymer styrenu a akrylonitrilu naroubovany na dvojblokovy kopolymer 1,4-polybutadien—polystyren v nespecifiko-
vanych polohédch nékterych jednotek but-2-en-1,4-diylu)

—§ CH(C{HHCH, } / — CH,-CH=CH-CH, — / — CH,-CH=CH-CH, —

E[ CH(CHy)HCH,— / — CH(CN)CH,—],

4.4-ES5:polyakrylonitril-tris(-graft-polystyren)
(tfi rouby polystyrenu vdzané na jedné molekule polyakrylonitrilu v nespecifikovanych polohach monomerni jednotky
z akrylonitrilu)

— CH(CN)CH,— / — CH(CN)CH, —

E CH,CH(CH) }>

q

(3 rouby na molekulu)

* Nejprve jsou uvedeny ndzvy zalozené na ndazvech monomerd, pak vysvétleni v zavorkdch a posléze navrzeny vzorec. V poznamkéch
k prikladiim 4.4-E6 a 4.4-E7 jsou uvedeny nazvy hvézdicovych kopolymert zalozené na struktufe. (Viz cit.”", pokud jde o zmény od doby
vyddni cit.”)
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4.4-E6:deka(buta-1,3-dien)-block-(methylsilantriyl-graft-polystyren)-block-pentadeka(buta-1,3-dien)

(hvézdicovy kopolymer, v némz na centrdlni methylsilanovou jednotku jsou navdzdny polystyren a dva fetézce oli-

go(buta-1,3-dienu)) CH3

~ CH,-CH=CH-CH ppy— Sl—( CH,-CH=CH-CH, )iz~

oy

Pozndmka: Buta-1,3-dien se navazuje Vyhradné 1,4-adici, coz nelze vyjadrit v ndzvu zaloZeném na ndzvech monomerda.
Niézev zaloZeny na struktuie’ zni:
[deka(but-2-en-1,4-diyl)][pentadeka(but-2-en-1,4-diyl)][poly (2-fenylethylen)]methylsilan.

4.4-E7:polystyren-block-{silantetrayl-bis[-graft-poly(buta-1,3-dien)] }-block-polystyren nebo

poly(buta-1,3-dien)-block-[silantetrayl-bis(-graft-polystyren)]-block-poly(buta-1,3-dien)
(hvézdicovy kopolymer, kde na centralni Si atom jsou navdzany dva fetézce polystyrenu a dva fetézce poly(buta-1,3-dienu))

—QCHZ-CH=CH-CH29;,\ /QCHZ-CH=CH-CH29P—

CHCH2 CHCH
C6H5 C6H5

Pozndmka: Buta—1,3—d1en se navazuje vyhradne 1,4-adici, coz nelze vyjadfit v ndzvu zaloZeném na ndzvech monomerd.
Niézev zaloZeny na struktuie’ zni:
bis[poly(but-2-en-1,4-diyl)][poly(1-fenylethylen)][poly(2-fenylethylen]silan.

LITERATURA

1.

2.

10.

11.

12.

International Union of Pure and Applied Chemistry: Compendium of Macromolecular Nomenclature (,,Purple Book®).
Blackwell Scientific Publications, Oxford 1991.

International Union of Pure and Applied Chemistry: Basic Definitions of Terms Relating to Polymers (1974), Pure Appl.
Chem. 40, 477-491 (1974). Pfetisténo jako kapitola 1 v kompendiu' (viz predchézejici reference). Cesky pieklad: Chem.
Listy 79, 281 (1985).

International Union of Pure and Applied Chemistry: Glossary of Basic Terms in Polymer Science (1996); Pure Appl. Chem.
68, 2283-2311 (1996).

International Union of Pure and Applied Chemistry: Nomenclature of Regular Single-Strand Organic Polymers (1975), Pure
Appl.Chem. 48, 373-385 (1976). Pietiiténo jako kapitola 5 v kompendiu'. Cesky preklad: Chem. Listy 81, 290 (1987).
International Union of Pure and Applied Chemistry: Stereochemical Definitions and Notations Relating to Polymers (1980),
Pure Appl. Chem. 53, 733752 (1981). Preti3téno jako kapitola 2 v kompendiu'. Cesky preklad: Chem. Listy 90, 371 (1996).
International Union of Pure and Applied Chemistry: Nomenclature for Regular Single-Strand and Quasi-Single- Strand Inorganic
and Coordination Polymers (1984), Pure Appl.Chem. 57, 149-168 (1985). PtetiSténo jako kapitola 6 v kompendlu
International Union of Pure and Applied Chemistry: Nomenclature for Irregular Single-Strand Organic Polymers, Pure Appl.
Chem. 66, 873-889 (1994). Cesky pieklad: Chem. Listy 90, 888 (1996).

International Union of Pure and Applied Chemistry: Source-Based Nomenclature for Copolymers (1985), Pure Appl. Chem.
57, 1427-1440 (1985). Pietiiténo jako kapitola 7 v kompendiu'. Cesky pieklad: Chem. Listy 84, 843 (1990).
International Union of Pure and Applied Chemistry: Nomenclature of Organic Chemistry, Sections A, B, C, D, E, F, and H
(,,Blue Book*). Pergamon Press, Oxford 1979. Ceské znéni: Nomenklatura organické chemie (Pravidla IUPAC 1979, oddily
A, B, C, D aF). Academia, Praha 1985.

International Union of Pure and Applied Chemistry: A Guide to IUPAC Nomenclature of Organic Compounds, Blackwell
Scientific Publications, Oxford 1993. Ceské znéni: Priivodce ndzvoslovim organickych sloucenin podle IUPAC (Doporuceni
1993), Academia, Praha 2000.

International Union of Pure and Applied Chemistry: Nomenclature of Inorganic Chemistry, Recommendations 1990 (tzv.
,,Red Book*). Blackwell Scientific Publications, Oxford 1990.

International Union of Pure and Applied Chemistry: Nomenclature of Regular Double-Strand (Ladder and Spiro) Organic
Polymers, Pure Appl. Chem. 65, 1561-1580 (1993). Cesky preklad: Chem. Listy 92, 415 (1989).

Czech Commission for Macromolecular Nomenclature: Graphic representations (chemical formulae) of macro-

molecules (IUPAC Recommendations 1994)

The document provides rules and examples for the graphic representation of constitutional repeating units and monomeric

units, regular and irregular polymers of simple as well as complex structures, including organic and inorganic homopolymers,
alternating and periodic copolymers, statistical, random and unspecified copolymers, block copolymers and graft copolymers,
including star polymers. The proposed graphic representations of chemical formulae for polymers are suitable for presentation
through graphics computer programs.

122



Chem. Listy 95, 123 — 126 (2001)

Laboratorni pfistroje a postupy

LABORATORNI PRISTROJE A POSTUPY

STANOVENI OBSAHU LASALOCIDU V KRMIVECH
METODOU HPLC S FLUORESCENCNI DETEKCI
PRO OBSAHY MENSI NEZ 5 mg/kg

MICHAL DOUSA
Ustfedni kontrolni a zkuSebni istav zemédélsky Brno; Regio-
ndlni laboratorni oddéleni Plzeri, Slovanskd alej 20, 317 60

Plzer

Doslo dne 18. XI1.1999

Kli¢ova slova: HPLC, lasalocid, krmivo

Uvod

Lasalocid (obr. 1), ionoforni polyetherickd monokarboxy-
lovd kyselina, se pouzivd jako ucinné antikokcidikum ve
vykrmu kufat a krifat a odchovu kufic a bazanti fadové
v obsazich 75 az 125 mg/kg findlniho krmiva'a ochrannd lhiita
je 5 dnii. Jeho objev?, struktura®™ a aktivita®’ jako antikokci-
dika byly jiZ popsdny.

Jako oficidlni metoda zkougeni v Ceské republice i v &len-
skych stdtech Evropské unie se dosud pouzivd difuzni plotno-
vd metoda na zdkladé inhibi¢niho ucinku na rist testovaciho
mikroorganismu Bacillus subtilis ATCC 6633 (cit.}). Obdob-
nou oficidlni metodou je metoda sdruzeni Association of
Official Analytical Chemists’ (AOAC). Spektrofluorimetric-
ka metoda stanoveni lasalocidu v krmivech je rovnéz meto-
dikou AOAC, kters je relativn& rychld a poskytuje reproduk-
ovatelné vysledky i pfes slozZitou matrici a fadu pouzivanych
Cisticich kroki extraktu v této metodé. Lasalocid je extrahovan
octanem ethylnatym v pfitomnosti acetdtového pufru o pH 4,7
a takto ziskany extrakt je precistén extrakci s kyselinou chlo-
rovodikovou a ndsledné s hydroxidem sodnym. Korekce po-
zad{ se provadi prevedenim lasalocidu do komplexu kyselina
boritd—lasalocid, pficemz dochdzi k posunuti maxima emisni-
ho spektra k nizSim vlnovym délkdm z 430 nm na 419 nm
a sou¢asné dochazi k hypochromnimu efektu''. Vlivem pii-
davku hydroxidu sodného béhem piipravy vzorku dochdzi
k retroaldolovému Stépen{ lasalocidu® a v zavislosti na mnoz-
stvi hydroxidu klesd rychle vytéznost metody.

COOH

HO

HsC

Obr. 1. Strukturni vzorec lasalocidu
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Stanoveni lasalocidu v premixech a krmnych smésich
metodou HPLC s fluorescenéni detekci je poprvé popsdno
v metodé'?, kterd je velmi rychld a mez detekce se pohybuje
od 3 do 15 mg/kg v zdvislosti na matrici vzorku, kdy vyznam-
nou tlohu hraje vliv pfitomnych karotenoidt. Lasalocid je
extrahovan mobilni fdzi a separace lasalocidu probihd na
reverzni fazi. Vysledky jsou v dobré shodé s metodou spek-
trofotometrickou'’. HPLC metoda vyhodné spojuje selektivitu
separacniho procesu s velmi selektivni a citlivou detekci. Ddle
byla popsdna fada praci stanoveni lasalocidu v riiznych zviie-
cich tkanich a krvi®'% kdy tyto publikace vychazely z jiz
zvefejnéné prace'?, byla viak nutnd modifikace extrakce lasa-
locidu ze vzorku (ethyl-acetdt/acetonitril) a ddle pak separace
na chromatografické koloné na silikagelu tak, aby vzhledem
k jiné matrici vzorku dochdzelo k separaci piku lasalocidu na
zékladni linii. VytéZnost metody'® dosahuje v zvislosti na
obsahu lasalocidu pouhych 30 % az 90 %; u metody'® se mez
detekce pohybuje kolem 25 pg/kg a vytéZnost metody okolo
70 % pro obsahy lasalocidu 25 pg/kg az 1 mg/kg. Metoda
HPLC stanoveni lasalocidu s postkolonovou derivatizaci'’,
kterd vyuzivd derivatiza¢ni reakce hydroxyskupiny molekuly
polyetherovych monokarboxylovych kyselin s aromatickym
aldehydem (vanilinem) v prostiedi kyseliny sirové pfi teploté
95 °C za vzniku barevného aduktu. Metoda umoziuje stano-
veni monensinu, salinomycinu, narasinu a lasalocidu vedle
sebe. Prednosti metody je zanedbatelny vliv matrice vzorku
a pomérné vysoka selektivita detekce; nevyhodou je mald
citlivost metody a vysokd mez stanovitelnosti. Derivatiza¢ni
reakce karboxylové funkcni skupiny molekuly lasalocidu byly
vyuZity i pti pfedkolonové derivatizaci a nasledném stanoveni
metodou HPLC s fluorescencni detekci. Jako ¢inidla se pouZzi-
vaji 1-(bromacetyl)pyren v acetonitrilu v alkalickém prostfed{
triethgylaminu za pfitomnosti katalyzatoru kryptofixu K-222
(cit."®) nebo 9-anthryldiazomethan'®. Nevyhodou obou uve-
denych metod je velkd experimentdlni ndrocnost, celkovd
doba analyzy a nizkd reprodukovatelnost vysledkt. Derivati-
zace karboxylové skupiny 1-(bromacetyl)pyrenem18 vyzaduje
dvoji precisténi extraktu na silikagelu — jednak precisténi
extraktu pred vlastni derivatizaci a ndsledné i vlastniho deri-
vétu. Derivatizace 9-anthryldiazomethanem' ? naopak vyzadu-
je acetylaci lasalocidu jesté pred vlastni derivatizacni reakci.

Na zdkladé pozadavkl zdkona o krmivech §7 (cit.>%) Mi-
nisterstvo zem&délstvi Ceské republiky uklid4 monitorovani
vyskytu nezddoucich doplitkovych ldtek u vyrobkti uvddénych
do obéhu. V souladu s koncepci pro monitorovani nezadou-
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cich dopliikkovych ldtek bylo proto nutno vyvinout rychlou
a spolehlivou analytickou metodu, kterd umoziuje stanoveni
lasalocidu ve stopovych koncentracich a zdroven sniZuje prav-
dépodobnost interference matrice.

s vz

Experimentalni ¢ast
Piistroje a zafizeni

Extrakce vzorkd byla provedena na laboratorni tiepacce
LT 2 (Laboratorni piistroje, Ceskd republika) a piecisténi
extraktu bylo provedeno na separa¢ni jednotce BAKER spe
12G System (J. T. Baker, USA) na kolonkdch Sep-Pak Plus
Cartridges Silica (Waters, Milford, USA). Zakoncentrovani
extraktu bylo provedeno na koncentritoru vzorkt Termovap
(ECOM, Ceskd republika). Odstfedéni extraktu bylo provede-
no na laboratorni odstiedivce Hermle Z 230 MR (Hermle,
Gosheim, SRN). VSechna méfeni byla provedena na kapali-
novém chromatografu, ktery se skldda z vysokotlaké pumpy
W515 (Waters, Milford, USA), autosampleru W717 Plus Au-
tosampler (Waters, Milford, USA), fluorescenc¢niho detektoru
W474 (Waters, Milford, USA) a datastanice PC Compagq. Byla
pouzita chromatografickd kolona NovaPak C,q, 4 um, 3,9x
150 mm (Waters, Milford, USA). pH roztoku bylo méfeno na
pH-metru pH 526 (WTW, SRN).

Chemikadlie

Methanol, dichlormethan, kyselina octovd byly Cistoty pro
HPLC (J.T. Baker, USA); hexan a octan ethylnaty Cistoty p.a.
(Lachema Neratovice, Ceska republika); ostatni chemikalie
Cistoty pro analysi (Merck, SRN).

Extrak¢ni smés byla pfipravena smisenim 200 ml octanu
ethylnatého a 800 ml hexanu. Promyvaci ¢inidlo pro extrakci
na silikagelu bylo pfipraveno smisenim 8 ml acetonu a 192 ml
dichlormethanu. Eluénf ¢inidlo pro extrakci na silikagelu bylo
pfipraveno smisenim 12 ml methanolu a 188 ml dichlorme-
thanu.

Mobilni faze byla pfipravena smisenim 200 ml octanové-
ho pufru o pH 4,0 s s 800 ml methanolu. Octanovy pufr byl
pripraven rozpusténim 3,402 g trihydratu octanu sodného
v deionizované vodé (Milli-Q systém, Millipore, Bedford,
MA, USA), ptidanim 5,0 ml kyseliny octové a doplnénim na
1 litr. pH tohoto roztoku bylo upraveno kyselinou fosforecnou
na hodnotu pH 4,0.

Kalibracni roztoky o koncentraci 1,0; 2,0; 4,0a 10,0 mg.l’1
byly pfipraveny postupnym fedénim zdkladniho roztoku lasa-
locidu (Riedel-deHaén, SRN) v methanolu o koncentraci
200 mg.I"" mobilni fézi.

Vybér vzorki

Pro analyzy byly pouzité redlné vzorky krmnych smési
odebranych v ramci statniho odborného dozoru, zakon o krmi-
vech §16 a §17 (cit.?).

Pracovni postup

Vzorek se upravi homogenizaci a mletim na ¢dstice o ve-
likosti 0,5 mm tak, aby se zabrdnilo piehfati vzorku. 45 g
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zkuSebniho vzorku se extrahuje 150 ml extrakéni smési 30 mi-
nut v 500 ml koénické baiice na laboratorni tfepacce. Na
kolonku Spe-Pak Plus Silica, kondicionovanou 4 ml dichlor-
methanu, se odméii 10,0 ml prefiltrovaného extraktu. Kolonka
se promyje 3 krdt 3 ml promyvaciho cinidla a lasalocid se
eluuje 8 ml elu¢niho ¢inidla do vialky na 10 ml. Eludt se odpai{
pod proudem dusiku do sucha pii teploté 50 °C. Odparek se
rozpusti ve 2,0 ml mobiln{ faze, promichd a vytemperuje na
laboratorni teplotu. Takto pfipraveny extrakt se odstfedi 5 mi-
nut pii 8 000 ot.min"' a nan4si na chromatografickou kolonu.
HPLC podminky jsou uvedeny v tabulce L.

Tabulka I
HPLC podminky
Parametr Hodnota
Kolona NovaPak C18, 4 um, 3,9x150 mm
SloZeni mobilni faze methanol—octanovy pufr
pH 4,0 (800+200)
Pritok mobilni faze 1 ml.min™"
Teplota kolony okol{
Objem ndsttiku 10 pl

excita¢ni vlnovd délka: 310 nm,
emisni vlnova délka: 430 nm

Detektor fluorescenéni

Vysledky a diskuse

Mez detekce a mez stanovitelnosti

Mez detekce a mez stanovitelnosti byly vypocteny z kali-
bra¢niho modelu. Mez detekce odpovida hodnoté koncentra-
ce, pro kterou je dolni mez (1-o.)%niho intervalu spolehlivosti
predikce signdlu z kalibra¢niho modelu rovna kritické drovni
a mez stanovitelnosti je nejmensi hodnota signdlu, pro kterou
je relativni smérodatnd odchylka predikce z kalibra¢niho mo-
delu dostate¢né mald a oby&ejné rovnd hodnoté 0,1 (cit.?").
Mez detekce md hodnotu 0,04 mg.l’l, tj. pro standardn{ op-
eracni proceduru 30 ug.kg’1 amez stanovitelnosti md hodnotu
0,08 mg.l’l, tj. pro standardn{ opera¢ni proceduru 50 ug.kg’l.

Sprdvnost a pfresnost

Pri prekoncentraci lasalocidu na silikagelu byla sledovana
vhodnost pouzitého promyvaciho ¢inidla (eluce interferentti),
spotfeba desorpcniho ¢inidla a vytézek extrakce na pevné fazi.

K eluci interferenti byly zvoleny dva promyvaci systémy
— dichlormethan a promyvaci ¢inidlo dichlormethan—aceton
(192+8). Pri pouziti dichlormethanu byly odstranény pouze
latky s nizs{ polaritou nez samotny lasalocid (s nejveétsi prav-
dépodobnosti pfirodni barviva). Pfi pouZziti druhého promyva-
ciho systému byly odstranény latky s vyssi polaritou soucasné
s barvivy a lipidy. Rozdil v pouzitych promyvacich systémech
je patrny z chromatogramu na obr. 2.

Spotieba desorpcniho ¢inidla je patrnd z elu¢niho profilu
lasalocidu z pevné faze Silica (obr. 3). Méfenim bylo zjisténo,
Ze k desorpci lasalocidu postacuje 6 ml elu¢niho ¢inidla, ptesto
byl vSak zvolen objem 8 ml a to z divodu dokonalé desorpce
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Obr. 2. HPLC separace lasalocidu po predchozi prekoncentraci na kolonce Sep-Pak Silica pri pouziti promyvaciho ¢inidla dichlorme-
than—aceton (192+8) (a) a dichlormethanu (b); HPLC podminky jsou uvedeny v tabulce I
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Obr. 3. Elu¢ni profil lasalocidu z kolonky Sep Pak Silica (vytéznost
R, objem desorp¢niho ¢inidla V)

Tabulka IT
Vytézek metody — vysledky méfeni a vypoctené statistické
parametry

Statistické parametry Hodnota

Ocekdvand hodnota [mg/kg] 0,50 1,00 2,50 5,00
Nalezend hodnota [mg/kg] 048 092 243 4,79
Vytézek metody [%] 96,4 91,6 972 95,8
Interval spolehlivosti 0,01 0,01 0,03 0,11
Relativni smérodatna 1,66 1,20 092 1,92

odchylka [%]

a kvantifikace lasalocidu a proménlivosti matrice. V1iv matri-
ce na desorpci lasalocidu nebyl ddle studovan.
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Vzhledem k tomu, Ze neexistuji certifikované referencni
materidly, byla spravnost metody (t€snost shody ziskané hod-
noty s hodnotou skutecnou) ovéfena analyzou modelovych
vzorkl. Byly pfipraveny modelové vzorky krmiva (40 % pse-
nice, 30 % je¢men, 10 % sojovy extrahovany Srot, 10 % ma-
sokostni moucka, 5 % tsusky picnina 5 % vdpenec) s obsahem
lasalocidu 0,5, 1,0, 2,5 a 5,0 mg/kg. Pro kazdou koncentra¢n{
hladinu byl vzorek analyzovan 5 krét. Vysledky a vypoctené
statistické parametry (hladina vyznamnosti P = 0,95) jsou
uvedeny v tabulce II. Celkova vytéznost metody pro koncen-
tracni hladiny 0,5 az 5,0 mg/kg je (95,0+3,6) %. Nalezené
hodnoty modelového vzorku byly s ocekdvanymi hodnotami
srovndny pomoci linedrni regrese. Konstanta a regresniho
vztahu (konstantni soustavna odchylka) md hodnotu —-0,0131+
0,1162 a statisticky se neli$i od nuly. Konstanta b regres-
niho vztahu (proporciondlni soustavna odchylka) md hodnotu
0,9647+0,0408 a nelisi se statisticky od jednicky. Metoda
tudiZ poskytuje spravné vysledky.

Presnost metody (mira tésnosti shody mezi vzajemné ne-
zavislymi vysledky zkousek za predem specifikovanych pod-
minek) byla pouze omezena na vypocet opakovatelnosti, kterd
byla vypoctena ze smérodatné odchylky rozpéti obou paralel-
nich stanoveni redlnych vzorku, jejichz celkovy pocet byl 35.
Po vylouceni odlehlych vysledkt (Cochrantiv test) pro obsahy
0,2 az 5,0 mg/kg ma opakovatelnost hodnotu 0,10 mg/kg.
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Uvod

K otravé tézkymi kovy miiZe u clovéka dojit pri profesio-
ndlni expozici (nemoc z povoldni) nebo jinym zpisobem
(napft. sebevrazednymi pokusy, ptisobenim kontaminovaného
zivotniho prostiedi, apod.). Mira intoxikace pacienta olovem
se uruje stanovenim az Ctyf (nékdy i péti) parametrii — kon-
centrace olovnatych iontl v krvi, v moci a ve stolici a ddle sta-
nolvovénl’m kyseliny -aminolevulové (popt. porfyrinti) v mo-
¢i.

Vzorky moce, analyzované v této préci, byly odebirdny pfi
pravidelnych preventivnich prohlidkdch osobam, vystave-
nych olovu v pracovnim prostiedi.

Provddéni vsech uvedenych analyz podle predepsanych
postupﬁz’3 je znacné Casové i instrumentdlné narocné. Doba
kompletni analyzy vSech ¢tyf zdkladnich ukazatell pfesahuje
13 hodin (z toho asi 8—12 hodin se spotfebuje na mineralizaci
vzorku a tudiz doba samotné analyzy je proti tomu zanedba-
telnd). Je nutné vzit v ivahu, Ze v pfipade pouziti voltametrie
je nutné provést mineralizaci diikladnéji, nez je tomu pii uziti
AAS, jak plyne i z literatury®.

Vzhledem k tomu, Ze po vySetieni pacienta je nutno v co
nejkratsi lhité rozhodnout o zplisobu 1é¢by, je rychlé dodani
vysledkl analyz velmi dtilezité. Aktudlni je proto hleddni
zpusobi, jak zrychlit a popiipadé i zjednodusit potiebné ana-
Iytické postupy.

Podle nékterych prament lze nahradit mineralizaci moci
vicendsobnym fedénim demineralizovanou vodou okyselenou
kyselinou dusi¢nou’, aviak tento postup je jen st&Zi aplikova-
telny pfi uZiti voltametrickych metod, kde pfitomnost organic-
kych latek plisobf rusivé a hlavné tyto latky na sebe mohou
vdzat stanovovany kov.

Je zndmo, Ze na trhu se vyskytuje mnoho typt specializo-
vanych mineraliza¢nich systémd, avSak jejich cena se pohy-
buje v fadech statisicti korun, coz si vzhledem k ekonomické
situaci naseho zdravotnictvi mize dovolit jen mélokterd labo-
ratof.

127

Laboratorni pfistroje a postupy

Experimentalni ¢ast
Piistroje

Podle klasifikace literatury® by mé&la byt mikrovlnnd mi-
neralizace oznacovdna jako podtyp mokrého rozkladu, avSak
pro jednoduchost je v této praci oznacovana pouze jako ,,mi-
krovlnnd* a mineralizace na mokré cesté za atmosférického
tlaku jako ,,mineralizace na mokré cesté".

Mineralizace vzork na mokré cesté byla provddéna za
pomoci topného hnizda a vodni 1dzné.

Mikrovlnnd mineralizace byla provadéna v mikrovlnném
mineraliza¢nim zatizeni (Polaro-Sensors, spol. s r.0., Praha)
(max. vykon 1000 W). Maximalni pocet soucasné mineralizo-
vanych vzorkd na vnitfnim rotoru byl §est. Maximalni ptipust-
ny tlak v zafizenf je 4 MPa, pfi jeho prekroceni (explozi) dojde
k prorazeni pojistky (ochranného vicka) a tlak je prepoustén
z nadobky pfepadem do expanzni nddobky.

Pro voltametrickd méfeni byl uZit pocitacem fizeny Eco-
-Tribo Polarograf (Polaro-Sensors, spol. s r. 0., Praha). Pra-
covni metodou byla diferen¢ni pulsni anodicka stripping volt-
ametrie. Pro odstranéni vzdusného kysliku slouzilo vybubldn{
dusikem.

Chemikalie

Pro ptidavky olovénych iontl byly pouzivany standardni
roztoky Astasol (Analytika, spol. s r. o., Praha) o zdkladni
koncentraci 1 mg.ml™", které byly podle potieby fedény 1:10
az 1:100. Kyselina chlorovodikovd, kyselina dusi¢nd i pero-
xosiran sodny (Na,S,0,) (Lachema Brno) byly ¢istoty p. a.

Mineralizace na ,,mokré cesté“

Konkrétni postup véetné homogenizace byl popsan hlavné
v literatufe"*".

Mineralizace mo¢i na mokré cestd’® byla provddéna tak,
Ze 100 ml moci bylo smichdno se 30 ml koncentrované kyse-
liny dusicné a roztok byl odpaifen do sucha. Odparek byl
rozpustén v 5 ml 30 % H,0, a odpaien znovu do sucha. Tento
proces byl opakovédn az do vzniku bilého odparku. K nému
bylo piiddno 5 ml 10 % KI a 3—-5 ml koncentrované HNO,
a odpatovani bylo opakovdno az do vzniku bilého odparku,
ktery byl rozpustén v destilované vodé a ziedén na 10 ml.
Nisledovalo sraZeni pomoci 2 ml 1 M-(NH,);PO,, 2 ml 1 M-
-NH,OH a 20 ml 30 % H,0,. Ndsledoval sedimentacni proces
(30 min) a centrifugace pfi 2500 5! po dobu 10 min. Srazenina
byla promyta suspendovdnim v 10 ml destilované vody s pfi-
davkem 2-3 kapek ¢pavku a cely proces centrifugace vcetné
promyti se opakoval jesté dvakrdt. Nakonec se sediment roz-
pustil v 0,5 ml koncentrované HCI a roztok se doplnil na 10 ml
destilovanou vodou.

wMikrovinnd“ mineralizace

Ke 20 ml vzorku mo¢i bylo pfiddno 80 ml destilované
vody. Z tohoto roztoku bylo odpipetovdno do mikrovinné
mineraliza¢ni nddobky 5 ml, piiddno 5 ml destilované vody
a 100 mg peroxosiranu sodného. Nddobka byla po uzavieni
vloZena do mineraliza¢ni jednotky, byl nastaven vykon v in-
tervalu mezi 500 W az 1000 W. Testovand doba sepnuti byla
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mezi 15 s a 2 minutami. Pro dplnou mineralizaci bylo zkouse-
no i opakované provedeni mikrovinného rozkladu, které se
provddélo po dplném vychladnuti nddobky (cca 15-20 min).
Po vyjmuti nddobky byl mineralizat kvantitativné pfeveden do
kadinky, pfiddino 100 mg peroxosiranu sodného, provedeno
odpateni do sucha. Mineralizat byl kvantitativné preveden do
25 ml odmérné bariky, ptidano 0,5 ml koncentrované kyseliny
dusi¢né a doplnéno redestilovanou vodou po rysku.

Postup stanovenf{

25 ml mineralizatu bylo pfevedeno do voltametrické na-
dobky. Méfeni bylo provadéno metodou anodické diferencn{
pulsni voltametrie na visici rtutové kapkové elektrods’® (po&d-
te¢ni potencidl £, = —-800 mV, kone¢ny E; = +150 mV vs.
nasycend kalomelovd elektroda SKE, rychlost scanu 20 mV.s ™).
Pik olova byl registrovdn u —375 mV vs. SKE. Souc¢asné bylo
mozno vyhodnocovat i pik kadmia pii —550 mV a meédi pii
+50 mV. Po ptidani EDTA lze stanovit i thalium u —400 mV.

Vysledky a diskuse

Optimalizace postupu mikrovlinné
mineralizace

Jako vhodné oxidacni ¢inidlo byl zvolen peroxosiran sod-
ny. Na rozdil od jinych obdobné dc¢innych ldtek (napf. per-
oxidt) nevykazuje takovou aktivitu, kterd by vedla k enorm-
nimu ndrtstu tlaku v mineralizdtoru. 10 ml roztoku vzorku
v nddobce je maximdlni pfijatelné mnozstvi.

Regulovatelny vykon byl nastavovan mezi 500 W az 1000 W
(maximadlni nastavitelnd hodnota zafizeni). Testovand doba
sepnuti byla mezi 15 s a 2 min. Pokud se prodlouzila doba
mineralizace pfes 1 minutu, dochdzelo asi ve 30 % pokust
k ptekro¢eni maximdlniho povoleného tlaku. Pravdépodob-
nost prekroceni maximalniho pripustného tlaku nartistd i se
vzristajicim vykonem mineralizacni jednotky. Pfi dobé min-
eralizace 2 minuty doslo k prekro¢eni mezniho tlaku téméft
v 80 % piipadd.

V souladu s poznatky cit.’ se jako optimdlnf jevilo uZzit{
vykonu 500 W, max. 700 W. Jak se vSak ukazalo, u nékterych
vzorkd nedoslo po 60 s mineralizace k tdplnému rozkladu
a vysledky byly asi o 10-15 % niz8i neZ u mineralizace na
mokré cesté. Proto se jevi jako vhodné provést jesté jednou
mineraliza¢ni proces. Mineraliza¢ni zafizeni pracuje ve spi-
naném rezimu a nelze zarucit, Ze v okamziku vypnuti neni
pfimo v cinnosti. Proto okamzité zapnuti by ve vysledku
odpovidalo podstatné vyssimu vykonu a zvysilo by to pravdé-
podobnost piekroc¢eni horni hranice piipustného tlaku témét
k 80 %. Ukdzalo se jako optimdlni nechat nddobku vychlad-
nout po dobu 20 minut pii laboratorni teploté. Pak jiZ posta-
¢ovalo pfi stejném vykonu provddét rozklad znovu po dobu
30 s. Zbylé malé procento pfitomnych organickych latek
v mineralizdtu bylo mozno odstranit jeho povarfenim 100 mg
peroxosiranu sodného a ndsledném odpareni do sucha. Od-
parek byl preveden do 25 ml odmérné banky, bylo pridano
0,5 ml koncentrované kyseliny dusi¢né a doplnéno redes-
tilovanou vodou. Nutnost povareni mineralizdtu s peroxosira-
nem je patrnd z obr. 1, kde je vidét zna¢né potlaceni piku olova
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Obr. 1. Srovnani voltamogrami pii stanoveni olova v mo¢i: / — bez
mineralizace, 2 — po mikrovlnné mineralizaci bez povareni s peroxosira-
nem, 3 — po mikrovinné mineralizaci bez povareni s peroxosiranem
s pridavkem 5 pg Pb™, 4 - po mikrovlnné mineralizaci a povafeni s
peroxosiranem, 5 — po mineralizaci a povafeni s peroxosiranem
piidavkem 5 ug Pb**

Tabulka I

Srovndni vysledkl stanoveni olova v moci pii mineralizaci na
mokré cesté¢ a mikrovinnou mineralizaci (vysledky mikrovl-
nné mineralizace povaZovdny za 100 %)

Pacient Pb [mg.l‘l] Rozdil [%]
mokra mikrovlnna
cesta mineralizace
1 0,050 0,055 -9,1
2 0,083 0,087 4.6
3 0,075 0,079 -5,1
4 0,059 0,055 7,2
5 0,019 0,021 -9,5
6 0,022 0,025 -12,0
7 0,021 0,023 -8,7
8 0,070 0,074 5,4
9 0,037 0,037 0,0
10 0,017 0,019 -10,5

zbyvajici organickou matrici. Stejné tak je mozno usuzovat
z obr. 1, Ze fedéni doporucované v cit.”, jen zt€zi nahradi
mineralizaci.

Vysledky srovndni obou vyse zminénych mineraliza¢nich
postupti jsou uvedeny v tab. I. Z nich je patrno, Ze hodnoty
koncentraci ziskanych mineralizaci na mokré cesté jsou v pri-
méru o 5-10 % niZzsi nez pfi aplikaci mikrovlnného rozkladu,
coz dokazuje vétsi dikladnost rozkladu.

Uvedeny postup mikrovinné mineralizace lze aplikovat
nejen pii stanoveni olova, ale i ostatnich prvki, které poskytuji
anodicky pik ve voltametrickém méfeni spole¢né s olovem.
Jednd se predev§im o kadmium, méd a po ptidani EDTA
i o thalium. Pii klasické mineralizaci na mokré cesté vyse
uvedenym zptsobem bylo nutno u kadmia postupovat od-
liSnym zplisobem, jinym opét pro stanoveni médi. Mikrovlnny
postup mineralizace se ukazuje jako univerzdlni, vhodny pro
vSechny v tomto odstavci uvedené prvky.
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Vysledky stanoveni indikdtord otravy

Pti vyhodnoceni voltametrickych méfeni byla pouZita me-
toda standardniho pfidavku. Kazdé méteni bylo tfikrdt opako-
véno a pfi uziti verze Polar Pro 1.0 for Windows'’ byla pro
vypocet uzita vSechna tfi méfent se tfemi ptidavky. Standardn{
relativni odchylka''"!? samotného méfeni byla nizsi nez 1 %
(vypoctena piimo programem Polar Pro'%). Méieni probihala
za laboratorni teploty 298+0,5 K. Reprodukovatelnost zdzna-
ma byla lep$i nez =1 %. Roztoky byly pfipraveny s pouZzitim
redestilované vody. Méfeni byla provadéna nezdvisle na obou
pracovistich zicastnénych autord, pti¢emz mezilaboratorni
rozdily mezi ziskanymi vysledky nebyly pozorovdny. Tim
byla testovdna i reprodukovatelnost stanovent, kterd se pohy-
bovala v rozmezi =15 %.

Zavér

Je popsan postup mikrovinné mineralizace vzork modi,
piipadné stolice jako ndhrada za mineralizaci na mokré cesté.
Tento novy zptisob mineralizace je provddén za pridavku
peroxosiranu sodného, pfi tlaku menSim nez 4 MPa, a to
dvakrat po sobé opakované po dobu 60 s a 30 s. Pro kompletni
rozklad je tfeba mineralizdt jeSté jednou povatfit s peroxosira-
nem sodnym a ndsledné odpafit do sucha. Vysledky obdrZzené
z analyzy po mikrovlnné mineralizaci jsou asi 0 5-10 % vyssi
nez po mineralizaci klasické, coz indikuje dikladnéjsi rozklad
matrice. Doba potfebnd k mikrovlnné mineralizaci (cca 30 min)
je podstatné kratsi nezli doba potiebna ke klasické minerali-
zaci na mokré cesté. Stejny zptisob mineralizace 1ze aplikovat
pfi stanoveni nékolika kovli v moci najednou (napt. kadmia,
thalia, médi a olova).

AutorFi deékuji za grantovou podporu IGA MZ CR reg. &is.
grantu 4238-3/97 a GA CR reg. ¢. grantu 203/98/P239.
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T. Navritil?, Z. Dlaskova”, M. Kopanica®, and L. Novot-
ny?* (“J. Heyrovsky Institute of Physical Chemistry, Academy
of Sciences of the Czech Republic, "Clinic of Occupational
Diseases, Toxicological Laboratory, 1st Faculty of Medicine,
Charles University, ‘UNESCO Trace Element Satellite Cen-
tre, Charles University, Prague): Microwave Mineralization
of Body Fluids

A procedure is described for microwave mineralization of
urine or faeces samples as replacement for wet mineralization.
The new method uses a sodium peroxosulfate solution at
pressures lower than 4 MPa in two consecutive mineraliza-
tions for 60 and 30 s. For complete decomposition, it is
necessary to boil the mixture once again with a sodium pero-
xosulfate solution and evaporate it to dryness. The results
obtained are about 5-10 % higher than those from classic
mineralization, which indicates a more thorough decomposi-
tion of the matrix. The time required for microwave minerali-
zation (ca. 30 min) is substantially shorter than that for wet
mineralization. The same method can be used in determination
of metals in urine simultaneously (e.g. cadmium, thallium,
copper, and lead).
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Introduction

Peroxidases are widely spread enzymes in plants, micro-
bes and animal tissues. The broad substrate specifity, multi-
functional properties and availability of peroxidases from
different sources allows us to apply these enzymes in various
biological and biochemical processes. From this point of view
horseradish peroxidase (HRP, EC 1.11.1.7)) is the most stu-
died and used enzyme. Colorimetric', electrochemical® and
chemiluminescent methods>* are used for the detection of
peroxidase activity. Classical colorimetric methods are gene-
rally based on the monitoring of the formation of a coloured
product from a colourless oxygen acceptor’. These compounds
include benzidine, o-tolidine, o-toluidine, pyrogallol, o-dian-
isidine, o-phenylendiamine, guaiacol, 4-chloro-1-naphthol
and many others. The chemiluminescent method is based on
the oxidation of cyclic diacylhydrazides accompanied by the
emission of light®. One of the most clearly understood systems
is the HRP/hydrogen peroxide-catalysed oxidation of luminol
in alkaline conditions. Disadvantages of the normal chemilu-
minescent method are overcome by the enhanced chemi-
luminescent method (ECL). ECL is achieved by performing
the oxidation of luminol with HRP in the presence of chemical
enhancers (e.g. certain phenols, naphthols, etc.)’. The main
advantages of ECL are that the light emission is intense, easily
measured and the peroxidase activity can be assayed in se-
conds. Also in this field the most studied peroxidase is HRP.
ECL has provided the basis for a convenient and sensitive
assay for peroxidase and peroxidase conjugates as a qualitative
endpoint reaction in blotting assays, DNA — probe assays and
immunoassays.

In the present study we describe the use of the ECL method
for the estimation of peroxidase activity using the commercial
ECL Amersham kit originally designed for qualitative West-
ern blotting detections. This kit was used for the analysis of
HRP and peroxidases isolated from plant cells of different
plant species cultivated in vitro. Chemiluminescent detection
was compared with photometric detection of peroxidase activity
using two chromogenic substrates, guaiacol and pyrogallol.
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Experimental

Materials and Methods

Plant cells: Strains of in vitro cultures of various species
—Solanum aviculare KK1N, Solanum nigrum SNC90, Atropa
belladonna R1BC and Armoracia rusticana K62K were ob-
tained from the Collection of Plant Tissue Cultures of the
Institute of Organic Chemistry and Biochemistry, Academy
of Sciences of the CR. The plant cells were cultivated on the
medium of Linsmeier and Skoog 8 at 26 °C in the dark’.

Peroxidase extraction: Soluble peroxidase activities were
determined in crude extracts obtained by the procedure already
described'”.

Photometric procedures: Guaiacol and pyrogallol (both
Sigma) were used for the detection of activity of commercial
HRP (Sigma) and the estimation of the reproducibility of
photometric method in comparison with ECL analysis. The
reaction with both chromogenic substrates was measured at
25 °C. Reaction mixtures prepared with guaiacol contained
2.6 ml of 13 mM guaiacol in 0.1 M phosphate buffer pH 6.5,
0.1 ml of 5 mM-H,0, and 0.1 ml of the enzyme'!. The pyro-
gallol mixture was prepared according to the Sigma Manual
and it contained 0.32 ml of 5 % pyrogallol, 0.16 ml of 147
mM-H,0,, 0.32 ml of phosphate buffer pH 6.5,2.1 ml H,0 and
0.1 ml of the enzyme. In both cases reactions were initiated by
the addition of the HRP sample and the change in absorbance
was continuously monitored at 470 nm with guaiacol, and at
590 nm with pyrogallol.

ECL procedure: Reagents A and B of the Amersham kit
designed for Western blotting were mixed in the ratio 1:1 and
20 ul of this mixture was added to 200 pl of glycine — NaOH
buffer pH 10. The chemiluminescent reaction was started by
the addition of 20 ul of the peroxidase sample of appropriate
dilution. Luminescence expressed in RLU (relative lumines-
cent units) of the reaction mixture was measured immediately
after addition of the sample of peroxidase during several
seconds with a luminometer Biocounter 1500 (Celsis LUMAC,
The Netherlands).

Results and Discussion

The reproducibility of three different methods for detec-
tion of peroxidase activity was compared. Peroxidase activity
was estimated using guaiacol or pyrogallol as substrates for
peroxidase or by the chemiluminescent method (see Table I).
As a standard sample of peroxidase pure HRP purchased from
Sigma Company in lyophilised form was used. It was dissol-
ved in 0.1 mol.I"! phosphate buffer pH 6.4 at an initial concen-
tration of 1 mg protein/ml. This solution was further diluted
according to the requirements of the chosen methods.

The data in Table I show that the lowest standard deviation
of the measurement of peroxidase activity was obtained by the
chemiluminescent method. This method has other advantages,
it is very sensitive®*!>and, compared to the spectrophotomet-
ric method, coloured samples do not interfere and the whole
procedure is much faster. Using the reagents of the kit (A and
B) purchased from Amersham the error of the method which
normally needs fresh and individual mixing of the reagents
before each procedure (luminol with the enhancer solutions
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Table I

Comparison of the reproducibility of spectrophotometric and
chemiluminescent methods for the determination of horserad-
ish peroxidase (HRP) activity. (Original concentration of the
commercial HRP was 1 mg.ml™" diluted in phosphate buffer
pH 6.4, activities were estimated as described in Materials and
Methods.)

Spectrophotometric Chemiluminescent

guaiacol pyrogallol luminol
(nkat/mg protein) (pgl.U%/mg protein) (RLUb/mg protein)

1147 18.8 4.6x10"

1086 184 4.5%x10'"°

1142 23.1 4.4x10'°

964 28.2 4.0x10'"

1297 24.1 4.2x10"°

1178 23.1 4.4x10'"°

0= 1159+84.5 ¢ =22.6%2.7 ¢ =4.3x10"+1.6x10°

A=7% A=12% A=4%

*Purpurogallin units, * relative luminescent units,  the average
value of measured activities, A standard deviation

and hydrogen peroxide in required concentrations in proper
buffer) is also lower. According to the producer’s manual the
shelf life of the ECL kit is one year.

In further experiments other parameters of the chemilu-
minescent method with the Amersham ECL kit were followed.
The dependence of the enzyme activity on the concentration of
lyophilised HRP is shown in Figure 1. Activity measurement
was linear from 500 to 4x10® RLU/ml of the enzyme activity,
i.e. values corresponding to concentrations 0.2-15 pg pro-
tein/ml. These activities would correspond to 0.26-6.2 U/mg
estimated by guaiacol, the values which would not be straight-
way measurable with chromogens. Consequently the chemi-
luminescent assay is applicable for a wider peroxidase con-
centration range than methods which use the colour change of
some chromogenic substrates. It is clear that spectrophotome-
tric methods are not so sensitive as chemiluminiscent ones; on
the other hand, the enzyme amount suitable for the reaction
with chromogens to allow first-order reaction has to be much
lower than 15 pg protein/ml.

As an example the method was used for the estimation of
peroxidase activities isolated from fresh tissues of different
plant species. Peroxidase activities were determined using the
same procedure as was used for measurement of HRP activity.
In natural samples the enzyme activity can be affected by
certain effects. One is the possible interference of heme-con-
taining enzymes, other proteins etc. The possible interference
of catalase present in natural samples has been discussed*. The
authors determined simultaneously peroxidase and catalase
activities based on the additions of peroxidase standards with
25 natural samples isolated from various fruits and vegetables.
It was shown that peroxidase activities measured by the che-
miluminescent method are in good agreement with those
obtained using the guaiacol method and maximal intensity of
chemiluminescence was influenced only negligibly. Similar
results were obtained in our experiments (data not shown).
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Fig. 1. Dependence of the activity of horseradish peroxidase
(Sigma), measured by the chemiluminescent method, on its concen-
tration
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Fig. 2. pH optimum of the chemiluminescent reaction catalysed
by peroxidases isolated from different plant species, HRP x com-
mercial (Sigma) horseradish (Armoracia rusticana) peroxidase prepa-
ration, K62K 4 strain of A. rusticana callus, RIBC M strain Atropa
belladonna callus, SNC90O ® hairy root clone of Solanum nigrum,
KKIN A strain of S. aviculare callus

An important parameter of the chemiluminescent reaction
is pH (Ref."?). Light emission is highly dependent on the pH
of the reaction mixture but peroxidases usually have much
lower optimum pH than is the optimum for the light emission.
Figure 2 shows that the chemiluminescent reaction catalysed
by peroxidases from four different plant tissues exhibited very
high and the same pH optimum (pH 10) as the reaction
catalysed by pure HRP. Many authors measuring peroxidase
activities by chemiluminescent methods used reaction pH 7.0—
8.0, which was definitely less advantageous. According to our
findings the use of lower reaction pH did not give accurate
results. The use of the high pH can also negatively influence
the interference of other enzymes which could affect reaction
conditions of the chemiluminiscent procedure.

The chemiluminescent method which uses the reagents
from the Amersham ECL kit offers a good alternative to the
well known colorimetric methods still widely exploited today
and it significantly improves the chemiluminescent procedure
which normally uses separate mixing of all components of the
reaction mixture. From the results presented above it can be
seen that the use of the described method increases the repro-
ducibility of the assay of peroxidase activity compared to
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colorimetric methods, and its use also accelerates the whole
procedure. The wide range of measurable peroxidase concen-
trations reduces the number of sample dilutions required, thus
decreasing the experimental error and leading to time saving.
Large series of samples can be analysed rapidly. Also the
sensitivity of the chemiluminescent method and its reasonable
price must be taken into account.

This work was supported by the grants No. 203/96/0499
and 203/99/1628 of the Grant Agency of the Czech Republic.
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Chemistry and Biochemistry, Academy of Sciences of the
Czech Republic, Prague): Quantitative Chemiluminiscent
Detection of Plant Peroxidases Using a Commercial Kit
Originally Designed for Blotting Assays

The paper describes an improvement of chemiluminescent
analysis of plant peroxidases by the use of a commercial kit
originally designed for qualitative Western blotting assays.
The chemiluminescent method using the reagents of the Amer-
sham ECL kit offers a good alternative to the well known and
widely exploited colorimetric or chemiluminescent methods
using luminol. The proposed procedure significantly improves
the chemiluminescent enzyme assay with labour-consuming
separate mixing of all components by application of standard
and ready-to-use solutions.
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Osobni zpravy

OSOBNI ZPRAVY

Pétasedmdesatiny doc. PhMr. RNDr. Jiiiho Volkeho, DrSc.

JiZ stary Archimedes touZzil po tom, mit pevny bod, o néz
by se mohl opfit a tak pohnout zemékouli. Podobné i my
ostatni bychom rddi méli ve svém okoli pevné, jakési referen-
¢ni body, o které bychom se v piipadé potieby mohli pomyslné
opfit. Jednim z takovych pevnych boditi — osobnosti — v Ustavu
fyzikalni chemie J. Heyrovského AV CR, tedy v mém, resp.
v naSem okoli, je i pan doktor Volke.

Jeho chemickd Zivotni pouf ukazuje, jak je pro pokrok
v zdkladnim vyzkumu duilezitd interdisciplinarita a Siroké
vzdélani. Po druhé svétové valce vystudoval napted farmacii
na Univerzité Karlové, aby se pozdéji jakozto zdk profesora
Heyrovského zabyval fyzikdlni chemii, jmenovité polarogra-
fii. Byl jednim z prvnich aspiranti a pozdéji védeckych pra-
covnikii tehdy zalozeného Polarografického tstavu CSAV,
kde se vénoval pravé farmaceuticky vyznamnym sloucenindm
a jejich modelim jednak z hlediska analytického, jednak
z hlediska studia jejich metabolickych mechanismt. Svoji
aktivitu pak rozsifoval i na elektrochemické studium dal-
Sich biologicky vyznamnych sloucenin (pesticidd, herbicidd,
NADH), tedy prevdzné heterocyklickych latek. Jiz nékolik
desetileti je uzndvanym svétovym odbornikem ve svém oboru.
Publikoval dosud témér dvé sté ptivodnich sdéleni, ve kterych
se zabyval hlavné vztahem struktura — reaktivita (redox vlast-
nosti) u organickych sloucenin, studiem reakénich mezipro-
dukti, zv1asté radikdlovych, elektrochemicky generovanych,
v posledni dobé se vénuje téZ elektrochemickému vyzkumu
psychofarmak a problematice molekul s vice redox-aktivnimi
centry. Stal se tak spoluzakladatelem Ceské organické (mo-
lekularni) elektrochemie, timto smérem zamétfenou skupinu
vedl v Ustavu fyzikdlni chemie a elektrochemie J. Heyrov-
ského ptes 30 let a vychoval pfitom fadu mladsich védeckych
pracovniki. Jeho dlouholetd a velmi plodnd spoluprice s ka-
tedrou (nyni tstavem) organické chemie na VSCHT v Praze
(kterda pokracuje i naddle v dalSi generaci) zpusobila i jeho
zdjem o organickou elektrosyntézu. Ilustraci zde midZe byt
ijeho zatim posledni monografie na toto téma (Electrochemi-
stry in Organic Synthesis), kterou sepsal spolu s prof. Liskou
a kterd vysla ptfed nékolika lety. A to jsem nepfipomnél jeho
velikou zdsluhu na existenci a kvalité ¢asopisu Chemické listy,
jehoz je dlouholetym (a stdle ¢innym) redaktorem.

Bylo by toho jes$t€ mnoho, co by se mohlo a mélo zminit,
aby se vykreslila ve vSech odstinech vskutku renesan¢ni osob-
nost pana doktora Volkeho a aby se daly zminit vSechny véci,
za néZ jsme mu vdécni jak osobné, tak i védecky. Protoze je
ale format ¢asopisu Chemické listy na to pfili§ maly, doporu-
Cuji se s nim setkat osobné, v jeho laboratofi, tfeba nad §dlkem
¢aje. Vhodnym divodem by napiiklad mohla byt skute¢nost,
Ze se narodil na svatek sv. Matéje pravé pred pétasedmdesati
lety (24.2.1926). Radi bychom mu i my touto formou popfili,
aby byl stédle zdravy a v dobré pohod¢ a aby ndm jesté dlouho
byl jednim z pevnych bodl v chemickém vesmiru.

Za kolegy a prdtele
Jirt Ludvik
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Sedesitka prof. Ing. Karda Stulika, DrSc.

Tak uz T¢ to, Karle, taky postihlo a zaradil ses mezi nds
Sedesdtniky a Sedesdtnice.

Pochézis z Kolina z ucitelské rodiny, détstvi jsi prozival
v harmonickém prostiedi v Koufimi. Gymnézium jsi navsté-
voval v Koliné, na ktery rad vzpominds. Byl jsi vZdy vyborny
student, s vyznamendnim jsi absolvoval i Fakultu technické
ajaderné fyziky CVUT v Praze, specializaci fyzikalni a jader-
nd chemie. Béhem diplomové prace a pozdéji aspirantury
v Polarografickém ustavu J. Heyrovského (1963-1967) jsi
zcela propadl elektroanalytickym metoddm. Od roku 1967
vérné slouzi§ Pfirodovédecké fakulté Univerzity Karlovy a ze-
jména jeji katedfe analytické chemie, nejprve v riznych nepe-
dagogickych funkcich, po revoluci jako docent (od roku 1990)
a od roku 1991 jako profesor analytické chemie. Tehdy také
nastala Tvd zdvratnd kariéra v fadé funkci: vedouctho katedry
analytické chemie (1990-1997), dékana Pfirodovédecké fa-
kulty (od roku 1997 dodnes), pedsedy Grantové agentury CR
(1992-2000), ¢lena 6 védeckych rad, predsednictvi nebo ¢len-
stvi v 8 riznych oborovych komisich, ¢lenstvi v poradnich ¢i
redakénich raddch 8 mezindrodnich Casopisi a ¢lenstvi v me-
zindrodnich organizacich (FECS, IUPAC, UNESCO). Uplat-
nujes v nich své vyborné fidici schopnosti a jako jednoho
z mdla T€ tyto funkce nepoznamenaly, zistal jsi sdm sebou.

Jelikoz jako nestranik jsi do revoluce Zadné z téchto funkci
nemohl zastavat, mél jsi spoustu casu se vénovat vyuce stu-
dentd a zejména védecké praci. Mize to dosveédcit Tvych 60
diplomant, 30 doktorandd a fada Tvych kolegt. Tvé pied-
nasky jsou velmi oblibené nejen pro Tvij zasvéceny vyklad,
ale i pro Tviij zvucny prednes. Jsi proto ¢asto zvdn na riizné
konference a zahrani¢ni univerzity, napf. jako visiting profes-
sor v letech 1988 a 1989 na univerzitu v Padové.

Tva védeckad ¢innost je ictyhodnd. Jsi autorem nebo spolu-
autorem 250 publikaci, vétSinou v mezindrodnich ¢asopisech,
5 monografii v Cestin€, anglicting, rustiné a ¢instiné, fady
skript a ucebnice analytické chemie. Tvé publikace byly 1689
krét citovany. Tvoje védecka Cinnost byla ocenéna v roce 1990
doktoratem chemickych véd, clenstvim v InZzenyrské akademii
av Ucené spolecnosti CR a fadou medaili, nap. Louis Gordon
Memorial Award, Hanu$ovou medaili Cs. spole¢nosti chemic-
ké, pamétni medaili UK nebo cenou rektora UK za nejlepsi
ucebnici roku.

Jsi velmi vSestranny. Svoji vybornou znalost anglictiny,
kterou sis osvojil pfi svém ptisobeni jako pedagogicky asistent
na University of Strathclyde v Glasgowé, jsi pozdéji uplatnil
ve své prekladatelské Cinnosti, kterd Ti pomdhala v 70. a 80.
letech uzivit rodinu. Jsi hlavné prima kamardd, spolehlivy,
a proto se s Tebou dobie spolupracuje, coZ mohu dosvédcit
z vlastni zkusSenosti (67 spole¢nych pivodnich praci, 1 mono-
grafie a 8 kapitol v knihdch).

Po svych rodicich jsi zdédil systemati¢nost a schopnost
vysvétlit kazdy problém od samého zacatku. Ne nadarmo jsi
ziskal v naSem katedrdlnim divadelnim souboru KACHERE
(kamarddi chemickych reakci) pfezdivku Charlie Kazatel alias
Charlie Kufr. Své herecké naddni jsi prokdzal v fadé postav,
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napf. jako pan ucitel Pisaficek ¢i jednooky Janek. Tvé hudebni
nadani, které jsi dfive uplatiioval pii hfe na housle, se nyn{
projevuje piedevsim libozvuénym piskanim pii chtizi po
chodbéach (které, jak fikdavas, nemusi byt projevem dobré
ndlady) a déle pfi zpévu na katedrdlnich i mimokatedradlnich
vecircich.

Vyznamné jsou i Tvé sportovni tspéchy, napf. vystup
v Himaldji az do vysky 5 700 m, pokus o zdoldni Mont Blanku
¢i v posledni dobé Olympu. Preji Ti uskute¢néni Tvého snu
vystoupit na KilimandZaro, ale nesmi$ to dlouho odklddat.

Dovedes uzivat Zivota, mas rdd Zeny, dobré jidlo a dobré
piti. Jak sam fikavas, milujes vSechny pozitky, které vsak,
s vyjimkou jednoho, jsou bohuZzel nezdravé.

Karlucho, at se vSechno dafi, zGstan takovy, jaky jsi. Do
dalsich let Ti preji hlavné to zdravicko

Véra Pacdkovd

K Sedesitinam prof. Ing. Vratislava Duchicka, DrSc.

Prof. Ing. Vratislav Duchécek, DrSc., vedouci dstavu po-
lymerG Vysoké Skoly chemicko-technologické v Praze, se
dozivad dne 16.2.2001 3edesati let. Vystudoval VSCHT v r.
1963 na tehdejsi katedie gumadrenské a plastikarské technolo-
gie u profesora Franty a od té doby je jeho odbornd ¢innost
spojena s timto pracoviStém, které béhem doby prodélalo
nékolik zmén ndzvu. Zde v r. 1967 obhdjil kandiddtskou
diserta¢ni préci, v r. 1979 se habilitoval na katedie polymert,
hodnost doktora véd ziskal v r. 1991 a profesorem Ustavu
polymerti se stal v r. 1993.

Pedagogicka ¢innost prof. Duchacka byla a je neobycejné
rozsdhld. Zahrnuje vSechny druhy ¢innosti uspé$ného vyso-
koskolského ucitele, od vychovy doktorandi (studentti dok-
torskych studijnich programii) a predndsek studentim v pre-
gradudlnim a postgradudlnim studiu aZ po popularizaéni pred-
nasky pro stfedoskolské studenty. (V soucasné dobé prednasi
predméty ,,Gumarenské suroviny a jejich zpracovani a ,,Pra-
myslové aplikace a recyklace polymeri*, predmét postgra-
dudlniho studia ,,Chemické aspekty zpracovdni a aplikace
polymerii, volitelny pfedmét ,,Polymerni materidly* pro stu-
denty Fakulty chemické technologie.) Posluchaci ocenuji sro-
zumitelnost vykladu profesora Duchdcka a fadi jeho pfed-
ndsky k nejlepSim. V pribéhu své pedagogické ¢innosti vedl
vice nez padesdt diplomovych praci a vychoval celou fadu
kandidadtt technickych véd, nyni doktora.

Svou védeckou cinnost zahdjil jako védecky aspirant
u profesora Franty studiem kinetiky a mechanismu vulkani-
zace nenasycenych uhlovodikovych kaucukt uc¢inkem thiur-
amdisulfidovych systémi neobsahujicich elementdrni siru.
V dalsich létech pak toto téma rozvinul, vénoval se i slozZi-
t&j8im systémidm sirové vulkanizace urychlené thiuramy i ji-
nymi urychlovaci. Svymi studiemi pfispél k osvétleni spor-
nych bodti mechanismu thiuramové vulkanizace a zdvéry jeho
praci jsou v odborné literatuie obsdhle citovany. Dals{ rozsa-
hlou oblasti védeckého zdjmu prof. Duchacka je vyzkum
viceslozkovych polymernich systému. Zde vyuzil své pied-
chdzejici zkuSenosti pro modifikaci termoplastti kovulkani-
zaci s kauCuky. Podrobnéji se zabyva otdzkami misitelnosti
polymernich sloZek, problematikou morfologie smési poly-
meru, kinetikou a mechanismem dil¢ich reakci vedoucich
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ke vzniku sifové struktury, sitovdanim polymernich smési za
podminek smykového namdhdni. Vysledky svého vyzkumu
publikoval ve velké fadé pivodnich sdéleni, z toho vétsinu
v renomovanych zahrani¢nich ¢asopisech a ve vyzidanych
prednaskach na zahrani¢nich konferencich. Je spoluautorem
dvou anglicky vydanych kniZnich publikaci, autorem a spolu-
autorem nékolika ¢esky vydanych prirucek, vysokoskolskych
ucebnic a ucebnich texti. Rozsah jeho publikacni ¢innosti je
vpravdé tictyhodny.

Rozsdhld je rovnéz odborné-organizacni ¢innost profesora
Duchdcka. Je ¢lenem fady nejriiznéjSich tuzemskych komisi
majicich vztah k pedagogice, védeckych rad, atestacnich ko-
misi, ¢lenem redakéni rady Casopisu Plasty a kaucuk. Déle je
¢lenem fady zahrani¢nich instituci. Je clenem vyboru Interna-
tional Rubber Conference Organization, clenem redakcni rady
Journal of Polymer Engineering, odbornym lektorem ¢asopisu
Polymer International, aktivnim ¢lenem New York Academy
of Science, Cestnym ¢lenem vyzkumné rady poradci Ameri-
can Biographical Institute a rady poradcii International Bio-
graphical Association, ¢estnym profesorem Albert Schweitzer
International University, ¢lenem Polymer Network Group
a Polymer Processing Society.

Prof. Duchdcek patfi k pfednim osobnostem v oblasti
chemie a technologie makromolekuldrnich litek v Ceské re-
publice i v zahrani¢i. Doklddd to jak jeho vySe jiz citované
¢lenstvi v fadé domdcich i zahrani¢nich orgdnt a organizaci,
tak skutecnost, Ze je uveden v fadé zivotopisnych piehledd:
,Kdo jekdo v Ceské republice na pielomu 20. stoleti®, ,, Who’s
Who in Science and Engineering®, ,,Five Hundred Leaders of
Influence®, ,International Leaders in Achievement®, ,,Dic-
tionary of International Biography*.

My, spolupracovnici profesora Duchédcka, oceiiujeme ne-
jen jeho vysledky odborné, ale velmi si vazime i jeho lidskych
vlastnosti. Blahopfejeme mu k jeho Zivotnimu jubileu a do
dal$ich let mu pifejeme mnoho zdravi a tvircich sil.

Antonin Kuta

K nedozitym pétadevadesitinam doc. Ing. Artura Stoye

16. dinora by se dozil 95 let muj otec Artur Stoy, chemik,
vyndlezce a patentovy pravnik. Zemiel 1. kvétna 2000 v Praze,
kde se také narodil a kde prozil vétSinu svého Zivota. Byl to
dlouhy a plodny Zivot — uvazte, Ze se mu podafiilo prezit mj.
rakouské mocndfstvi, prvni i druhou Ceskoslovenskou re-
publiku, tisiciletou Rus i Sovétsky svaz véetné naseho pratel-
stvi k nému na vécné Casy.

Byl fascinovan svétem kolem nds a hledanim jeho podstaty
védou. Nesmirné ho téSilo pozorovani pirekotného vyvoje
védy a techniky: vzdyt se mu podafilo proZzit skoro celé 20.
stoleti, ve kterém se objevily automobily, rddia, letadla, lety
do vesmiru, moderni 1é¢iva, a viibec asi tak 99 % vseho, co
dnes pouzivame k Zivotu, zdbave i zaméstnani.

Byl nejen zaujatym svédkem, alei aktivnim spolutviircem
celé té exploze technologie a védy, kterd béhem jeho Zivota
tak dikladné zménila nds svét. Byl osobné u zrodu syn-
tetickych vlaken, hydrogelu, biomimetickych materiald a ji-
nych modernich obord. Jeho hlavnim zdjmem byly polymery
akrylonitrilu, u kterych podstatné pfispél k jejich pozndni i
vyuziti. VétSina z jeho n€kolika desitek vyndlezi a patentt je
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z tohoto oboru. Velkou ¢dst prace v chemii udélal jako docent
VSCHT v Pardubicich, jako vedouci vyzkumné skupiny plas-
td zdvodu Synthesia v Semting a kone¢né v Ustavu makro-
molekuldrni chemie CSAV v Praze, kde po léta spolupracoval
s neddvno zesnulym akademikem O. Wichterlem (jejich pra-
telstvi a spoluprdce zacala vSak daleko dfive, ve vyzkumu
firmy Bata ve Zlin€ v roce 1942). Jako chemik byl naprosto
nezdolny. Pracoval i na své chalupé, v mé laboratofi pfi jeho
ndvstévach v USA a viibec kde byla jakakoliv prileZitost. Jesté
dlouho po odchodu do dichodu délal zajimavé a Casto i vy-
znamné pokusy na svém psacim stole v obyvacim pokoji ve
svém byté na Petfindch. (Jinde nemohl, nebof moje matka ho
s tim zcela rezolutné vyhostila z kuchyné; nebezpecné oper-
ace, jako préci s akrylonitrilem nebo koncentrovanou kyseli-
nou dusi¢nou, pachal ov§em na balkoné.) Zdédil jsem z té doby
nékolik jeho laboratornich denikl — je to pro mne zajimavé
a inspirativni ¢teni i dnes.

AS také vyznamné prisp€l k vychové novych chemikd
a propagaci védy vSeobecné. Byval redaktorem Stdtniho na-
kladatelstvi technické literatury, a sim napsal sedm kniznich
publikaci. Z toho bylo nékolik u¢ebnic a monografii, a nékolik
velmi dobrych populdrné-védeckych knizek (oblibena byla
jeho utld knizka Nové hmoty, kterou napsal koncem 50. let
s doc. F. Keblem). U¢il technologii syntetickych vlaken na
Vysoké skole chemicko-technologické v Pardubicich a byl
zfejmé dobrym ucitelem vzpominanym fadou student a poz-
déjsich mych spolupracovnikti v Akademii i v zahranici.

Jednou z jeho hlavnich ¢innosti byla patentovd ochrana
vyndlezu. Byl kdysi referentem patentového turadu (zdadnd
ostuda pro védce — sdm Albert Einstein mé¢l kdysi podobné
misto) a pak patentovym zdstupcem pro fadu vyznacnych
instituci: Batovy zdvody, SPOFA, Interpharma, Ustav ma-
kromolekuldrni chemie CSAV, atd. Jednim z jeho vyzna¢nych
klientti byl jiZ zminény Otto Wichterle. Nékteré vyndlezy méli
i spole¢né. Vypracoval ochranu na celou fadu vyznamnych
vyndlezi, jako byly napiiklad syntetické hydrogely a mékké
kontaktni ¢ocky. A tyto patenty ziskal nejen doma, ale také je
s velkym zaujetim a dovednosti ziskdval a obhajoval v zahra-
ni¢i. Byl pravem hrdy na to, Ze nikdy v Zivoté neprohral
patentovy spor! A byly to velkolepé bitvy, jako napriklad
obhajoba patentu SPOFY na tetracyklin proti American Cyan-
amide, série patenti na mékké kontaktni Co¢ky v USA a pa-
tentu na polyamidy SILON proti firmdm IG Farben a DuPont.
A nebyl pouze patentovym zdstupcem: klientim pomahal
»dovynalézat® jejich vyndlezy Casto vyznamnym zpisobem.
Pamatuji si, jak kdysi elegantné vyfesil problém spocivajici
v tom, 7Ze reformacni katalyzator, uzivany v tehdejsich Stali-
novych zdvodech a v rafinerii na zpracovani ropy stavéné
kdysi jednou Ceskou firmou v Homsu v Syrii, nardzel na
patenty firmy International Hydrogenation Co.: prosté vyna-
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lezl, vytvoril a patentoval novy katalyzdtor, na ktery se piivod-
ni patenty nevztahovaly! USetfil tehdy nasi republice pékné
penize.

AS nezanedbaval pro védu a chemii ostatni strdnky Zivota.
se svou Skoln{ ldskou Lidmilou a prozili zbytek Zivota spolu.
Moje matka ho ptezila o pouhé dva mésice. Zanechali po sobé
5 déti, vice nez tucet vnukl a néjaké ty pravnuky na dvou
kontinentech. Otec byl na tento pfispévek ,,svétovému ge-
netickému fondu* patfi¢né hrdy.

Kromé price a rodiny také psal basné a pohddky v nékoli-
ka jazycich, zajimal se o astronomii, péstoval ovoce, to v§ech-
no se zaujetim, odborné a dobfe. Také byl v mldadi slibnym
boxerem, v pozdéjSim véku pak budoval chalupu, opravoval
si svd auta, jezdil na vylety doma i po zahranici, hrdl ping-
-pong a tenis, sbiral i zcela atypické houby a rozpoznaval
rostliny a hmyz. Vzdycky mne udivoval a znovu piekva-
poval rozsahem i hloubkou védomosti a dovednosti z rtiznych
oborti. Budu vzdycky vzpominat na nase dlouhé debaty o vSem
mozném, nékdy i dosti vzrusené, ale vzdycky zajimavé.

Je s podivem, co se toho do nékterého Zivota vejde. V jeho
pozistalosti jsem nasel ndsledujici epitaf:

Zde lezi muz.

On mnoho pracoval.
(Ted prstem nehne uz.)
Byl chemik a tak ddl.

Pro praci nezapomnél snit
A milovat.

A kdyZ to mélo byt,

I rdnu do celisti umél dat.

A verse taky nékdy psal
(Jen dobrym piételim,
nebo je roztrhal.)

Ted konec uz je sniim.

Zivoti deset aspoii mit
By byval chtél

A vsechna dobrd vina pit.
To neslo, bohuzel.

Déti mél, chvdla bohu, dost
A tim se postaral

I o svou budoucnost.

Jen v nich ted zije ddl.

Vystihuje ho to docela hezky. Prosim, vzpomeiite si na néj
se mnou.

Vladimir A. Stoy
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