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Postaveni ndrodnich chemickych spolecnosti v Evropé

Ve dnech 5.—6. Fijna se sesli v Rimini zdstupci 30 ndrod-
nich chemickych spolecnosti sdruZenych ve Federaci evrop-
skych chemickych spolecnosti (FECS). Hlavnim bodem tohoto
reprezentativniho shromdzdeént byla diskuse o postaveni nd-
rodnich chemickych spolecnosti v legislativné a ekonomicky
se sjednocujici Evropé, o iiloze ucenych spolecnosti ve vytvd-
feni standardii ve vyuce a védecké vychové v chemii a o etic-
kém kodexu chemika.

Jaké je soucasné postaveni FECS? Federace je organi-
zacné volnym seskupenim 56 ndrodnich chemickych a odbor-
nych spolecnosti témér ze vSech evropskych zemich a Izraele
s vyjimkou Srbské chemické spolecnosti. Informace o Federa-
ci jsou na webovych strdankdch Krdlovské chemické spolec-
nosti (UK) http://www.chemsoc.org/fecs. O letosnim setkdni
prezidentii evropskych chemickych spolecnosti a generdlnim
shromdzdéni delegdtii FECS se lze docist na adrese http:
/fwww.chemsoc.org/networks/ENC/fecs/fecsrimini.htm. Clen-
ské organizace neplati zatim Zddny prispévek. Ndklady na
cinnost FECS jsou hrazeny vétsinou ze zdroju Krdlovské che-
mické spolecnosti a Némecké chemické spolecnosti. Komuni-
kace mezi exekutivou FECS (7 clenit) a jednotlivymi ndrod-
nimi spolecnostmi je casto jednostrannd bez zpétné reakce
oslovenych. Pravidelného generdlniho shromdzdeéni delegdtii,
porddaného jednou rocné, vidy v jiné evropské zemi se uicastni
mezi 25-30 delegdty. Slabou strankou Federace, v dnes jiz
informacné propojené Evropé, je absence efektivni vymény
informaci a kvalita komunikace. Rada c¢lenskych spolecnosti
FECS stdle nemd své vlastni webové strdanky a prostor jim
nabizi na svych strdankdch Krdlovskd chemickd spolecnost.
Neni proto prekvapujici, Ze hlavnim tématem setkdni v Rimini
byla diskuse o zméndch v organizacni strukture, které by vedly
ke zvySeni iicinnosti aktivit FECS ¢i jeji preméné na jinou
strukturu. Na shromdZdéni dominovaly dva ndzorové proudy.
Prvni reprezentoval prispévek Gerharda Erkera, prezidenta
Némecké chemické spolecnosti, ve kterém byl kladen diiraz na
uvédomeni si evropské soundleZitosti lenti ndrodnich chemic-
kych spolecnosti. Prvnim krokem by mélo byt vytvofeni cen-
trdlni bdze dat, aby jednotlivci byli informovdni primo, bez
informacnich uzlii ndrodnich spolecnosti. Takovd informacni
sit by racionalizovala prdci Federace a vedla by k ziskdvdni
informaci bez jakéhokoliv zpoZdéni. Jako dalsi zlepSeni dosa-
vadni struktury bylo navrieno organizovdni pan-evropskych
konferenci (nejméné ctyri ndrodni spolecnosti), které by byly
financné podporeny ze zdrojit Evropské unie a mely by ddt
predevsim prileZitost k vetsi icasti mladym chemikiim a tim
neprimo prispivat ke zvySeni mobility odbornikii v evropském
prostoru. Dosavadni snahy Némecké chemickeé spolecnosti na
tomto poli jsou lispésné a navazuji na jiz pét let probihajici
usili vytvorit pro jednotlivé chemické obory evropskd infor-
macni média, schopnd konkurence védeckym casopisiim vy-
ddavanym Americkou chemickou spolecnosti. CSCH se na téch-
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to aktivitdch podili. Zdstupci clenit FECS ze zemi mimo Evrop-
skou unii své ndzory vyslovili prostrednictvim A. Kdlmdna,
prezidenta Madarské chemické spolecnosti. Soucasnd struk-
tura FECS, byt neni zcela funkcni, by méla zatim ziistat
zachovdna. To, Ze dosud témér vsechny cinnosti FECS jsou
financné kryty ze zdrojii dvou ekonomicky silnych spolecnostt,
neni dobré. U ¢lenii malych ndrodnich chemickych spolecnosti
to vyvoldvd legitimni pocit ménécennosti. Tomu lze predejit
zavedenim clenského poplatku, napr. jeden euro za clena.
Individudlni clenstvi je vhodné pro celoevropské odborné
spolecnosti nikoliv vSak pro cleny ndrodnich spolecnosti. Nd-
rodni spolecnosti maji sviij vyznam nejen v organizovdni
odbornych aktivit svych clenii, ale plni i diileZité osvétové,
vychovné a legislativni posldni, prispivaji k vytvdreni dobrého
pohledu na chemii ve své vilastni zemi. Tuto funkci maji i od-
borné casopisy vyddvané jednotlivymi spolecnostmi v ndrod-
nim jazyku a jsou prozatim nenahraditelné pro vSeobecnou
informovanost odborné verejnosti v dané zemi.

Soucasny vyvoj sméruje k vseobecné dostupnosti informaci
na internetovych strankdch, komunikace mezi jednotlivci a or-
ganizaci se stdle vice odehrdvd elektronickou formou. Podle
mého ndzoru by si ndrodni chemické spolecnosti mély stdle
Jjesté zachovat svou individudlni tvdr. Nékteré jejich funkce lze
prozatim teZko nahradit spolecnou Evropskou chemickou spo-
lecnosti. Je realitou, Ze v globdlni ekonomice a pri existenci
svétové informacni sité, md konkurencni schopnost viici seve-
roamerickéemu a asijskému trhu pouze sjednocend Evropa.
Ndrodni chemické spolecnosti organizované ve funkcni struk-
ture mohou plnit fadu konkrétnich iikoli, které neni moiné
organizacné a technicky zvlddnout z jednoho centra. Otdzka
ndrodni identity miiZe jisté byt predmétem mnoha dalSich
svah. Ceskd spolecnost chemickd patii mezi aktivni leny
FECS. Jeji delegdti se podileji na prdci dalsich evropskych
struktur jako napriklad AllChem (http://'www.allchem.org).
Osobné to povazuji za dobrou cestu jak postupné smérovat
k takové strukture, kterd spoji evropske chemiky. Nyni nekolik
slov ke koncicimu kalenddinimu roku. Mezi cile, které si CSCH
dala na zacdtku roku a byly naplnény, patii nesporné prijeti
novych stanov Ceské spolecnosti chemické a vstup CSCH do
struktury Ceského svazu védeckotechnickych spolecnosti, roz-
Sifeni Asociace ceskych chemickych spolecnosti o Ndrodnt
komitét pro chemii, dalsi rozsitent spektra publikacni aktivity
Chemickych listii a udéleni tii cen CSCH (A. Badera, spolec-
nosti MERCK a SHIMADZU). Za neiispéch povazuji odrek-
nuté kondni 33. mezindrodni chemické olympiddy v roce 2001
v Ceské republice, byt se na této akci CSCH piimo nepodilela.

Jsem presvédcen, Ze nase Spolecnost v tomto roce opét
pokrocila smérem k moderni profesni organizaci chemiku,
respektované jak v nasi zemi, tak i v Evropé.

Vilim Simdnek
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1. Uvod

V poslednich desetiletich dochdzi i u nas ke zneuzivani
omamnych drog, zv1aste latek ziskdvanych z opia a je nutno
bojovat proti jejich ilegdlnimu dovozu a paSovdni a predevsim
proti jejich zneuZzivdni obCany. Pfi feSeni téchto dkold se
uplatiiuje i elektrochemie, jak preparativni (pfi pfipravé no-
vych derivath) tak i analytickd (poznani jejich redoxnich vlast-
nosti, adsorptivity a k jejich specifickému stanoveni v riznych
prostiedich).
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2. Farmakologické vlastnosti

Nejvyznamnéjsi mezi morfinovymi alkaloidy jsou na jed-
né strané¢ morfin (), heroin (II) a kodein (III), u nichz je
zachovdna plvodni struktura, na druhé strané oxidacni pro-
dukty, jako je hydromorfon (/V), hydrokodon (V), oxykodon
(VI), ptipadné i meziprodukt takovych reakei, kodeinon (VII).
Zdkladni latka, morfin, se ziskdvd z opia, produktu mlécné
$tavy nezralych makovic méku setého, tj. rostlin druhu Papa-
ver somniferum.

Pti castém davkovani morfinu v malych davkéch lze snad-
no udrZovat analgetické icinky. Takové Casté davkovani je ale
na obtiz, nelze se mu vSak vyhnout podavanim velkych ddavek
v delSich intervalech, které zptisobf jednak pfesahy do oblasti
otravy, jednak vSak i Casové tseky, kdy je koncentrace v plaz-
mé tak nizkd, Ze dojde ke ztraté analgetického ucinku. I kdyz
se potfebnych hladin u morfinu dosdhne pomérné snadno
perordlné i injekcemi, nelze tzv. enkefaliny vznikajici v téle
podavat perordlné, i kdyby byly vyizolovany. V tom se pod-
statné i1 od ldtek, jako je i synteticky 1-methadon, ktery se
pouzivd jako substitu¢ni latka pfi 1é¢eni morfinovych ¢i heroi-
novych zdvislosti. Tato situace svéd¢i tedy pro vyznam metod,
jez umoznuji stanoveni opioidi, kupf. v plazmé, ale i ve
vychozich 1ékovych formdch ve farmaceutickém primyslu
a v 1ékarské i laboratorn{ praxi.

3. Polarografické a voltametrické chovani
morfinu a podobnych latek

Od pocitkt polarografie bylo zkoumdno dc-polarogra-
fické chovani morfinovych alkaloidd, zvlasté morfinu (/) a ko-
deinu (II). Bylo zjisténo' a pozdg&ji potvrzeno v sérii Kirk-
patrickovych praci®, Ze se tyto dv& slouceniny neredukuiji
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na rtufové kapkové elektrodé a ze reduk¢ni viny, které tu
byly pozorovany u negativnéjSich potencidll a jejichz vyska
klesd s rostoucim pH ve formé disociacni kfivky, je nutno
pfipsat katalytické redukci vodikovych iontfi. Dusikatd ldt-
ka se adsorbuje na povrchu rtutové kapky, kde vznikd addukt
s protonem. Tento déj je nasledovéan vlastni elektrochemic-
kou reakci, v niZ se redukuje proton na vodik a regeneruje
se baze alkaloidu. Heterogenni pribéh sice z]pﬁsobuje znac-
nou citlivost i pfi de-polarografii (5.10”mol.I" jako dolni mez
detekce), avSak md za ndsledek nespecificnost a negativni vliv
dalSich surfaktantl, tj. téméf vSech dalSich organickych
latek.

Vzhledem k neredukovatelnosti vétsiny morfinovych al-
kaloidti na rGznych typech elektrod byly zkouSeny riznymi
skupinami anodické oxidace obou zdkladnich sloucenin. Slo-
vensti chemici’ vypracovali pro morfin po extrakci z makovic
metodu zaloZenou na oxidaci na platinové elektrodé. Morfin
davé dvouelektronovou anodickou vlnu jak na grafitové, tak
i na platinové elektrodé. Limitni proud i hodnota oxidacniho
potencidlu ve voltametrii jsou funkci hodnoty pH zdkladniho
roztoku. Nejlépe definované viny vznikaji na grafitové elek-
trodée pii pH 11,5; pfi préci s platinovou elektrodou je vyhod-
néjsi zdkladni roztok 0,2 M-KOH. Vzhledem k pomérné vyso-
kému teplotnimu koeficientu limitntho proudu je zapotiebi
udrzovat konstantni teplotu roztoku. Linedrni koncentra¢ni
oblast, v niZ lze pracovat pii analyze kupf. surového morfinu,
morfinu v lékovych formdch, ale hlavné morfinu po jeho
kyselé extrakci z makovic do ethanolu, je mezi 10° az 107
mol.I"". Mechanismus oxidace byl sice navrzen velmi podrob-
né, nebyl vSak preparativné potvrzen: ma probihat pfes pseu-
domorfin a dochdzi pfi ném k otevieni kyslikového mistku.
Podminkou elektrochemické oxidovatelnosti md byt pfitom-
nost volné fenolické skupiny. V celé rad¢ litek byla oxidova-
telnost zjiSténa jen u morfinu a pseudomorfinu, o ostatnich
l4tkach se publikace nezmiriuje.

Soustavnéji byly tyto alkaloidy prozkoumany pii oxidaci
na staciondrnich i rotujicich elektrodédch z platiny a skelného
uhliku v pracich Bishopa a Husseina®. Podle nich se kodein ve
velmi dobfe definované anodické viné oxiduje na platinové
a zlaté rotujici elektrodé€ za vymény 4 elektront, jak prokdzala
icoulometrie. Pilvlnovy potencidl anodické viny leziu 1,25V
pro platinu a je asi o 30 mV pozitivnéjsi na zlaté elektrodé
v zdkladnim roztoku 0,1 M-H,SO,. V roztocich o vy$§im pH
se, zvlasté u zlaté elektrody, uplatiuje adsorpce, jez vede
k deformaci vlny, pfipadné k jejimu vymizeni u pH vétsich
nez 3 na neaktivované zlaté elektrodé. Analyticky je mozno
vyuzit tyto anodické déje ke specifickému stanoveni v obvyk-
1ém rozsahu koncentraci s velice uspokojivou presnosti. Dihy-
drokodein —latka, kterd je analgeticky asi pétkrat icinnéjsi nez
kodein — se oxiduje pfi stejném potencidlu, ale se spotiebou 6
elektrond. Autofi navrhuji — bez izolace produkti — tento
mechanismus: v prvé etapé se dvouelektronovée oxiduje alko-
holickd skupina v poloze 6 na skupinu ketonickou. Za timto
déjem nasleduje bud oxidace v poloze 9,10 nebo 9,14, ale spise
odstépeni methanolu v methoxylové skupiny v poloze 3 za
vzniku piislusného ketonu.

Na anodické oxidaci kodeinu je zaloZeno stanoveni® jed-
nak metodou pritokové injekéni analyzy (FIA), jednak squa-
re-wave voltametrii. PGvodni méfeni na elektrodé ze skelného
uhliku byla zdokonalena zavedenim chemicky modifikované
elektrody ve sloZeni nafion/RuO, s tzv. pyrochlorem. Tato
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elektroda md znacnou selektivitu a zajistuje zvySenou citli-
vost. Spojuje se v ni elektroanalytickd aktivita RuO,elektrody
pfi prenosu elektronu s prekoncentracni aktivitou nafionu.
Square-wave voltamogramy byly registrovany v oblasti pozi-
tivnich potencidli pii frekvenci 15 Hz a amplitudé 50 mV.
Zikladni elektrolyt byl ve vétsiné pokusi 0,5 M-HCIO,. Zvy-
Seni citlivosti oproti nemodifikované elektrodé je asi trojna-
sobné a oxidac¢ni potencidl se posune k negativnéjSim hod-
notdm. Linedrni kalibracni kfivka byla ziskdna pro oblast
1.10%a2 32.10°° M s detekénim limitem kolem 10 nmol.1"". Pfi
pouziti FIA s amperometrickou indikaci (tenkovrstvy detektor
ze skelného uhliku) je kalibracni kfivka linearni v oblasti 0,5
a7 40.10° mol.I"'a detekéni limit je 0,86 ng. Byl sledovén vliv
doby akumulace na chemicky modifikované elektrodé a pro
koncentrace kolem 107 mol.I"! bylo zji§téno, 7e k nasyceni
povrchu dochdzi asi za 15 s. Pfi nizsich koncentracich kodeinu
je potfebny cas pochopitelné delsi. Vzhledem k protonizované
formé kodeinu v kyselém roztoku je vhodny akumulacni po-
tencidl spiSe 0 V nebo nepatrné negativni. Prdce bohuzel
neprinesla Zadné informace o oxida¢nim potencidlu a mecha-
nismu oxidace, zvlasté ve srovnani s analogickym morfinem.
Stanoveni kodeinu v lidské plazmé bylo provedeno ve vzor-
cich ziskanych od zdravych dobrovolniki a deproteinovanych
pomoci 5 M-HCIO,. Kodein byl piiddn k horni vrstvé po
odstfedéni. Stanoveni lze vyhodnéji provést voltametricky,
kde se neprojevuje interference cizich oxidovatelnych latek.
Pravé tak byly dspésné analyzovany farmaceutické prepardty
obsahujici kodein (obr. 1-3).

4. Neprima stanoveni v morfinové radé

Vzhledem k polarografické inaktivit¢ morfinu a piibuz-
nych latek byly vypracovany nepiimé postupy stanoveni, jez
jsou vesmés zalozeny na reakci, jiz v roce 1945 zavedl Bag-
gesgaard-Rasmussen®. Pisobenim dusitanu sodného v siln&
kyselém prostiedi HCI se latka v roztoku prevede na elektro-
aktivni 2-nitromorfin, ktery se polarografuje po alkalizaci
a dochdzi tu ke viceelektronové redukci v roztoku NaOH.
Plivodné se predpoklddalo, Ze vznikajici produkt je prislusny
2-nitrosomorfin, bylo viak prokdzano preparativné’, Ze pied-
fazend chemickd reakce vzhledem k piitomnosti fenolické
skupiny v poloze 3 poskytuje 2-nitromorfin (VIII), ktery se
rovnéz redukuje Ctyfelektronove. Se stejnym zjisténim piisel
autor tohoto ¢ldanku, avSak s nékolikamésicnim zpozdénim.
Metody neni mozno pouzit pro kodein. Nitracni postup byl
modifikovdn pro stanoveni nejnebezpecnéjsi latky této fady,
tj. heroinu (I). Tato latka®'%se ve své pvodni, diacetylované
formé v roztoku nenitruje. Podminkou reaktivity je totiz pfi-
tomnost volné fenolické skupiny v poloze 3. Po hydrolyze
v prostiedi silné minerdlni kyseliny pfi mirné¢ zvySené teploté
se tato acetylovd skupina kvantitativné odstépi a pak lze
prikrocit k nitraci a stanoveni heroinu v riznych prostedich.
Citlivost i presnost stanoveni odpovidd dc-polarografickym
kriterifm. Touto derivatiza¢ni metodou Ize stanovit samotny
morfin (pfed hydrolyzou) a morfin ve smési s heroinem (po
kyselé hydrolyze).

O dalsf ldtce z této fady, N-allylnormorfinu, bylo zjisténo,
7e navzdory tvrzeni ndkterych autori'* neni kromé katalytic-
kych efekti elektroaktivni a je ho mozno stanovit jen po svrchu
uvedené derivatizaci' (obr. 4).
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Obr. 1. Square-wave voltamogram 10" molL.l" roztoku kodeinu
v 0,05 M-HCIO, na nemodifikované grafitové a na chemicky modi-
fikované elektrodé; a prazdny zdkladni roztok, b nemodifikovana
elektroda, c modifikovand elektroda, (nafion/RuO,pyrochlor na grafi-
tovém povrchu). Amplituda 50 mV, frekvence 15 Hz, potencidlovy
krok 4 mV
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Obr. 3. Kalibrac¢ni zavislost pro stanoveni kodeinu pomoci FIA
s amperometrickou indikaci s tenkovrstvym GC detektorem ze
skelného uhliku; koncentrace od 5.10° do 2,5.10’5 mol.I" v inter-
valech po 5. 10° mol.1"

5. Elektroredukovatelné derivaty morfinu
a kodeinu

Mezi vétSinou neredukovatelnymi morfinovymi a kodei-
novymi derivdty vytvéreji odliSnou vyznamnou skupinu oxi-
dacni produkty morfinu a kodeinu, jako je hydromorfon (/V),
hydrokodon (V) a oxykodon (VI). Polarografickd aktivita téch-
to sloucenin je podminéna pfitomnosti karbonylové skupiny
v poloze 6 v konjugaci s kyslikovym mustkem (v dihydrofu-
ranovém kruhu), piipadné v konjugaci s dvojnou vazbou
u kodeinonu (VII). Redukovatelnost téchto latek piijetim 2
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Obr. 2. Square-wave voltamogramy kodeinu v lidské plazmé pri

pouziti chemicky modifikované elektrody; koncentrace se zvysuje
v oblasti 1.107az 5.10° M v intervalech po 1.10° m
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Obr. 4. dc-Polarogram 2-nitro-N-allyl-nor-morfinu; litka byla pri-
pravena nitraci dusitanem v kyselém !‘)rostfedf z N-allyl-nor-morfinu,
koncentrace odleva4.10*mol.1", 2.10*mol.I", 1.10*mol.I", 0d —0,4 V,
redukéni vlna u —0,77 V

amoznost vyhodného dc- nebo dp-polarografického stanoven{
na zdkladé dobie definovanych vin ¢i pikd je nesporné ldkava
(obr. 5). Citlivost 1ze vylepsit i akumulaci na visici rtutové
kapce. Jako prostiedi vhodné k analyze se nejlépe osvédcily
acetatové a fosfatové purfy o pH do 7, pfipadné i roztoky
alkalickych hydroxidi. Tato fakta zjistily, nezdvisle na sobé&,
s vyjimkou naloxonu, dvé& Geské pracovni skupiny'>!”. Srov-
ndnim polarografického chovdni téchto latek a jejich struktury
se doslo k zdvéru, Ze redukci je spiSe zasazen ethericky mustek
nez karbonylovd skupina v poloze 6.

Teprve v souvislosti se studiem elektrochemické reduko-
vatelnosti'®' naloxonu (VIII), antagonisty viech uvedenych
latek, ktery rovnéz podléhd dvouelektronové redukci zdvislé
na pH, se prikrocilo k definitivnimu vysvétleni mechanismu
elektrochemické redukce oxidacnich produktt morfinu.
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Hydromorfon (/V), hydrokodon (V), oxykodon (VI) a nalo-
xon (VIII) se redukuji (obr. 5) velice podobnym zpiisobem a to
ireverzibilné, jak plyne kupf. z logaritmické analyzy polaro-
grafickych kiivek. Smérnice zdvislosti E,,, na pH je u viech
tii podrobng&ji zkoumanych litek kolem —30 mV.pH™'. Vy-
brand data jsou v tabulce I. Létky tohoto typu lze povazovat
za morfinové 6-oxoderivaty. Predstavu, ze u nich dochdzi
k redukci kyslikového mustku, je nutno potvrdit elektroprepa-
rativnimi a chemickymi Ipokusy. Jako prvni chemicky reduko-
val tento mistek Small'®, kdyZ nechal reagovat B-isomorfin
v ethanolickém prostfedi s PtO, za vzniku piisluSného tetra-

4,0 2,0 pH
1
e
200 mV 70,6 N 70,6 Vv _()76 VvV 0,6 V
4,0 2,0 pH
2
«—-08V
4,0 2,0 pH
3
«—-08V

Obr. 5. de-Polarogramy naloxonu (7), hydromorfonu (2) a hydro-
kodonu (3) pii koncentraci 1.10™ mol.I" v zavislosti na pH Brit-
tonova-Robinsonova pufru

OH| .H

H
N-CH,-CH=CH,

Schéma 1

N-CH,-CH=CH, *¢_,
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hydropyrokatechinovém derivétu — tetrahydro-B-isomorfinu.
Téz aktivovanym praskovym zinkem Ize redukovat latky této
fady na pyrokatechinové derivdty. Takto byl chemicky redu-
kovan i naloxon za vzniku pfislusného derivatu pyrokatechi-
nového typu, avsak jen s 55 % vytézkem.

Kone¢nym dikazem mechanismu se proto stala elektro-
preparativni redukce pfi konstantnim potencidlu na michané
velkoplosné rtufové elektrodé v tifelektrodovém zapojeni.
Potencial redukce byl udrzovdn na hodnoté tésné za ptilvlno-
vym potencidlem nebo na potencidlu po¢dtku limitniho prou-
du polarografické viny. Z 1 gramu bylo ziskdno 550 mg latky,
jez byla u naloxonu identifikovdna jako 17-allyl-3,4,14-hy-
droxymorfinan-6-on (XI) o bodu tani 225-227 °C. Elemen-
tarni analyza odpovida predpokladanému slozeni. Hmotnostn{
spektrometrie poskytla molekuldrni hmotnost 329,1. Spek-
trum 'H-NMR prokazalo piitomnost hydroxylu C-4 u 9,2 ppm,
zatimco rezonanc¢ni signdl hydroxylu C-3 byl u 8,02 ppm. Obé

Tabulka I
Elektrochemicka data pro hydromorfon, hydrokodon a na-
loxon

Sloucenina pH E,," pr
Hydromorfon (/V) 2,0 —1,05 —1,05
4,0 -1,20 -1,21 (-1,37)
6,0 -1,22 —1,25 (-1,47)
8,0 -1,24 -1,25 (-1,58)
Hydrokodon (V) 2,0 -1,10 -1,10
4,0 -1,17 -1,21 (-1,39)
6,0 -1,19 -1,21 (-1,49)
8,0 -1,19 -1,21 (-1,63)
Naloxon (/X) 2,0 -1,10 -1,12
4,0 -1,15 1,18 (-1,42)
6,0 -1,16 -1,18
8,0 -1,18 -1,20 (-1,56)

 Pilvinovy potencial pii dc-polarografii, ° potencial piku pii
cyklické voltametrii na grafitové elektrodé pfi rychlosti polari-
zace 50 mV.s™!
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fenolické skupiny lze deuterovat. Infracervené spektrum pro-
duktu nevykazuje charakteristicky ethericky mastek u 1220 az
1230 cm™. Signdl skupiny 6-oxo je po rozSt€peni mistku
u kratsi vinové délky 1727 em™. Vznikajici produkt je na
vzduchu velice nestdly a brzy dochazi k jeho hnédocervenému
zbarveni, které se neprojevuje pod dusikem nebo argonem.
Takovd reakce potvrzuje pyrokatechinovou strukturu stejné
jako zelené zabarveni komplexu s FeCl; v Kyselin€ sirové.
Produkt tvoii s kyselinou pikrovou v benzenu CT komplex,
ktery po prekrystalizovani z methanolu taje pri 190 az 192 °C.
Oxidativni rozklad v methanolu byl sledovéan spektrofotomet-
ricky pfi 456 nm. M4 polocas 2,5 hod a rychlostni konstantu
k=4,61.10"min"". Vznikajici tmavocerveny produkt je zfejmé
polymerni a ma o-chinoidni strukturu, jez se v infracerveném
spektru projevuje rezonanénimi signaly u 1625 cm™.

10 pA

4
V vs NKE

Obr. 6. Cyklicky voltamogram apomorfinu (¢ = 1.10° mol.l") na
grafitové pastové elektrodé v Prostfedl’ fosfatového pufru o pH 7,4 pri
rychlosti polarizace 3 V.min"

X1

Schéma 2 X +XI

—
N
|
R
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6. Elektrochemicky vyzkum apomorfinu

Apomorfin (IX), ktery byl poprvé ptfipraven asi pred sto
léty, je ldtka, kterd se li§ od svrchu uvedenych nejen svou
strukturou, nybrz i farmakologickymi vlastnostmi — je to totiz
silné emetikum, jez vyvoldvd zvraceni. V soucasnosti vzbudil
zdjem o tuto latku®*?!vyzkum dopaminu, jehoz strukturu lze
vysledovat i ve strukturnim vzorci apomorfinu. Studie byly
provadény souvislosti s 1é¢enim Parkinsonovy nemoci.

Elektrochemickd méteni, predevs§im cyklickd voltametrie,
byla provaddéna hlavné na staciondrni grafitové pastové elek-
trode (nujol/grafit 30/70 w/w) (obr. 6). V nepfitomnosti silné-
ho nukleofilu je apomorfin ireverzibilné oxidovédn za vymény
2 elektront a 2 protont (schéma 2).

Podle svrchu uvedenych reakei pak dojde k vytvoreni
nového oxida¢né redukéniho systému. Ten se velice silné
adsorbuje na pastové elektrodé a chovd se jako elektrokataly-
zator pti oxidacich, kupft. askorbové kyseliny. Odlisny mecha-
nismus se uplatiiuje v pfitomnosti glutathionu jako silného
nukleofilu. Adsorpce oxidované formy, tj. oxo-apomorfinu na
pastové elektrodé umoziuje po prekoncentraci stanovit apo-
morfin po az tficetindsobném zvySseni citlivosti v oblasti kon-
centraci 10°az 10”7 mol.I"",

7. Zavér

Je zfejmé, Ze navzdory polarografické neredukovatelnosti
morfinu a kodeinu poskytuji polarograficka a voltametrickd
méfeni dobré moznosti pro stanoveni opiovych alkaloidu a 14-

+ 2H + 2¢

OH

XI

+ 2H + 2¢

X1l

IX + X1
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tek od nich odvozenych nebo piibuznych v lékovych formach
nebo i v biologickych matricich. Navic se takto ziskaji i cenné
udaje o jejich redoxnich vlastnostech. U ldtek jako je morfin
a kodein, se nejlépe osvédcila anodickd oxidace na pevnych
elektroddch. Nejvyznamnéjsi je vSak velice piizniva polaro-
grafickd redukovatelnost syntetickych oxidac¢nich produktt
z této skupiny a jim pribuzného antagonisty naloxonu.

Polarografie i voltametrie mohou i s vyhodou slouzit jako
citlivé detekcni metody po chromatografické separaci, af uz
jde o HPLC nebo o tenkovrstvou chromatografii. Ve srovndni
s prikladem stanoveni u dals{ ¢asto zneuzivané drogy, kokai-
nu??, soudime, e nejvyhodngjsim piispévkem ke stanoveni
morfinu ¢i dalSich opioidt by byla konstrukce amperometric-
kého imunosenzoru. Ten je u kokainu zaloZen na chemicky
aktivované afinitni membrané, umisténé na kyslikové elektro-
dé a pracujicim s kifenovou peroxidasou a s benzoylekgonino-
vou protilidtkou. Antigenem je stanovovany kokain. Zména
amperometrického signdlu je zplisobena inhibici enzymové
aktivity vznikajici asociaci antigenu s imobilizovanou proti-
latkou. Popisované uspotadani je zvlasté vyhodné svou speci-
ficitou a moznosti opakovanych stanoveni. O vzristajicim
zdjmu o metody elektrochemické stopové analyzy zneuzitel-
nych omamnych jedt svédéi téz nova prace®, vénovand sta-
noveni kokainovych mikrocdstic v pevné fazi (na textilu ¢i
lidské pokoZce) pomoci anodické square-wave voltametrie na
impregnované grafitové anod¢.
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J. Volke and V. Volkeova (J. Heyrovsky Institute of
Physical Chemistry, Academy of Sciences of the Czech Re-
public, Prague): Electrochemical Determination of Alka-
loids of the Morphine Series

The article deals with polarographic and voltammetric
methods, both direct and indirect, in the study of morphine,
codeine, heroin and their oxidation products, hydromorphone,
hydrocodone, etc. Special attention is devoted to the morphine
antagonist, naloxone, which is structurally related to mor-
phine. Analytical use of electrochemical methods, their sensi-
tivity and specificity as well as the reduction mechanism with
regard to synthetic utilization are outlined. Electrochemical
activity of apomorphine, another oxidation product of mor-
phine, is discussed.
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1. Uvod

Hlinik m4d niektoré vlastnosti, ktoré z neho robia prioritny
konstrukény materidl takmer vo vSetkych oblastiach priemys-
lu. Popri priaznivych protikoréznych vlastnostiach st to: nizka
hustota, dobrd tepelnd a elektrickd vodivost, [ahkd opracova-
telnost a prijatelnd cena. Protikorézna odolnost hlinika spo-
¢iva v tom, Ze pésobenim vzduchu sa pokryva stivislou vrstvou
oxidu hlinitého velmi tenkej hriibky, ktora plni ochrannui
funkciu. Povrchovymi dpravami — chemickymi alebo elektro-
chemickymi — mozno tuto prirodzend oxidovd vrstvu mno-
hondsobne zvicsit.

Medzi vyznamné metédy povrchovej dpravy hlinika patr{
anodickd oxiddcia, ktorou sa vytvdra na povrchu hlinika och-
ranny konverzny povlak, ktory podstatne zlepsuje fyzikalne
i chemické vlastnosti anodizovaného povrchu. Pri anodickej
oxiddcii sa vyuzivaju rozne elektrolyty, ktoré mozno rozdelit
do troch zdkladnych skupin':

1. Elektrolyty, ktoré maji velmi mald, resp. Ziadnu schop-
nost rozpudstat oxidovu vrstvu. Povlaky z tychto elektrolytov
su tenké a bezpdrovité, vytvdraju sarychle a ich hribka je priamo
umernd aplikovanému napétiu. Takto ziskané povlaky sa vy-
uzivaju v elektrolytickych kondenzdtoroch a usmerniovacoch.
2. Elektrolyty, ktoré rozpustaju oxidy. Vytvorené mnozstvo
oxidu je funkciou pridu a Casu v sthlase s Faradayovymi
zdkonmi, hoci konecnd hribka oxidovej vrstvy je redukovand
rozpustacou reakciou elektrolytu, ktord je vyrazna v blizkosti
vonkajsieho povrchu oxidovej vrstvy. Povlaky tohto typu sa
vyuzivaju na dekorativny tcel.

3. Elektrolyty, ktoré atakujui oxidovu vrstvu elektrochemic-
kym lestenim. Oxidy sa rozpustajui tak rychlo, ako sa tvoria.
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Vysledkom tohto procesu je, ze na konci zostane len velmi
tenky oxidovy film. Tento proces vedie k hladkym povrchom
a ziskava sa leskly vysoko reflektivny povrch.

V kyslych elektrolytoch vznika procesom anodickej oxi-
ddcie oxidovy film zlozeny zo stipcovitych oblasti hexagonal-
nych buniek obsahujticich okrdhle péry* Ak si tieto péry
vyplnené kovmi alebo polovodi¢mi, mdzu sa takéto vrstvy
vyuzit v elektrickych a elektrooptickych zariadeniach. Na
druhej strane, pérovitd Struktira anodicky oxidovaného hlini-
ka sposobuje jeho vysoku absorpénu schopnost a tym i nachyl-
nost na koréziu v agresivnych prostrediach. Z tohto dovodu sa
anodicky oxidovany hlinik utestiuje roznymi metédami.

2. Mechanizmus anodickej oxidacie

Prva hypotéza o mechanizme formovania anodickych oxido-
vych vrstiev bola publikovand v roku® 1932. Do sucasnych ¢ias
vsak nebola vypracovand vSeobecne platnd tedria. Jedna z ted-
rii* objasiiuje vznik oxidovej vrstvy tak, Ze na katéde z neroz-
pustného kovu sa vylucuje vodik, zatial ¢o na andde vzrastd
alkalita zvySovanim koncentracie hydroxidového aniénu:

Katéda: 2H,O0+2e — H,+2 OH" (1)
2H,0"+2e > H,+2H,0 (2)
Andda: 2 Al+6OH — ALO;+3H,0+6¢ (3)

Na zaciatku deja sa vplyvom prechddzajiceho pridu a ky-
seliny rozpusti urcité mnozstvo hlinika, ale s pokracujicou
elektrolyzou hydroxidové idny reaguju s hlinikovymi kation-
mi, pricom sa vytvori povlak nerozpustného hydroxidu hlini-
tého, ktory md izolacné vlastnosti, ¢o sposobuje vzrast elek-
trického odporu, ¢im nastdva ohrev vrstvy a jej ndslednou
dehydratdciou vznikd vrstva Al,O;.

Eloxovany povlak nie je vSak iba vrstva samotného oxidu
hlinitého, obsahuje tiezZ vodu, anidny elektrolytu, neoxidované
CiastoCky necistdt a zliatinovych prisad, ktoré moze obsahovat
zdkladny materidl.

Od roku 1953 je zndma tedria Kellera, Huntera a Robinso-
na’. Podla tejto tedrie oxidovd vrstva pozostava z hexagondl-
nych prizmatickych buniek vrstvy, ktorych stredom prechd-
dzaju pory a tieto su zakoncené priblizne polgulovitym dnom
na bariérovej vrstve (obr. 1). Exaktnejsi vyklad tedrie reak-
¢ného mechanizmu anodickej oxiddcie hlinika je zalozeny na
predpoklade, Ze hlinik je pokryty vrstvou Al,O5, ktory vytvara
velké mnozstvo porov. V procese anodickej oxiddcie dochd-
dza najprv k tvorbe bariérovej vrstvy. Ndsledne na tejto vrstve
rastie vrstva porovitd. Procesy vo vntitri bariérovej vrstvy su
elektrochemickej povahy>”’, kym procesgf vo vnitri pérovitej
vrstvy st chemickej a fyzikalnej povahy®!!. Spitné rozpusta-
nie vrstvy pri zdkladni pérov je proces podporovany elektric-
kym polom, neide teda len o jednoduché chemické rozpusta-
nie. Bariérovou vrstvou pretekaju tri zlozky pridu'® iénovy
prud, ktory spdsobuje rast pdrovitej ¢asti vrstvy, idnovy prid



Chem. Listy 94, 1081 — 1086 (2000)

por

utesnené
bunky

(o
?ﬁ?@ ]

bariérova
vrstva

Obr. 1. Struktira pérovitého anodického oxidu

sprevéadzajuci spitné rozpidstanie vrstvy a elektrénovy prud.
Dalgia teéria’ vychddza z existencie ploSnej nehomogenity
bariérovej vrstvy. Tdto vrstva sa skladd z oblasti, ktoré sa
navzdjom liSia svojou elektrickou vodivostou. Nad oblastami
s malou elektrickou vodivostou nemoze oxidovd vrstva po
dosiahnuti urCitej hribky dalej narastat a zacnu sa vytvarat
pory. Na povrchu hlinika dochddza vplyvom vloZeného napi-
tia k vzniku hlinitych katiénov a kyslikovych aniénov, ktoré
putuju v tejto vrstve protismerne. Ich vzdjomnd reakcia prebie-
ha v blizkosti dna pérov'”.

Podla novsich tedrif sa predpokladd, Ze kompaktnd barié-
rova vrstva vznikd v zdvislosti od poc¢tu aktivnych centier na
povrchu kovu. Zo zdrodkov vyrastaji polgulovité mikrobun-
ky, ktoré po uréitom Case zapliiaji cely povrch kovu, &im
vytvoria nepdrovitu bariérovu vrstvu. Na defektnych miestach
sa v bariérovej vrstve tvoria poéry. Péry rastd kolmo na povrch
v rovnovahe s polom, zosilnenym rozpistanim oxidov na
rozhrani kov-oxid. Aniény obsahujiice kyslik (0>, OH") mi-
gruju z elektrolytu cez oxidovu vrstvu na dno pdrov. AP*
kationy putuji cez oxidovu vrstvu do roztoku na rozhranie
oxid-elektrolyt (obr. 2). Na tomto rozhrani sa pocas rastu
porovitého oxidu nevytvaraji oxidové bunky, ale vsetky ka-
tiény dosahujtice toto rozhranie si emitované do elektrolytu'.

Mnohé sicasné prace zamerané na vysvetlenie mechaniz-

mu anodickej oxidacie vychddzaji z nasledujucich faktov's:
1. Pre anodicku oxiddciu hlinika plati{ Faradayov zdkon.
2. Poznatky ziskané pomocou elektrénovej mikroskopie po-
ukazuju na existenciu tenkej kompaktnej oxidovej vrstvy —
bariérovej vrstvy medzi kovom a pérovitou oxidovou vrstvou.
3. Poérovitd oxidovd vrstva rastie na dne pérov v procese
formdcie a transformdcie bariérovej vrstvy.

Na zdklade tychto faktov sa rast pérovitého oxidu vysvet-
Tuje ako staciondrny proces v dvoch stuprioch:

a) formdcianového oxidu na rozhrani kov —bariérova vrstva,
b) transformdcia kompaktného pérovitého oxidu na rozhrani
bariérova vrstva —elektrolyt. Model vzniku anodickej oxi-
dovej vrstvy podla Murphyho a Michelsona je na obr. 3 (cit.'”).

Objasnenie premeny bariérovej vrstvy na pérovitu popisu-

je nasledujiici mechanizmus:'® Elektrické pole uréuje z jednej
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Obr. 3. Murphyho a Michelsonov model anodicky oxidovaného
hlinika. Cierne oblasti predstavuju bezvody oxid hlinity, kym biele
zndzoriuji hydroxid a hydroxo-oxid hlinity

strany pohyb hydroxylovych iénov smerom ku kovu a z dru-
hej strany sa proti nim pohybuju kationy smerom od bariérovej
vrstvy. Hydroxylové iény a voda na hranici medzi bariérovou
a pérovitou vrstvou sposobuju hydratdciu vonkajsej Casti ba-
riérovej vrstvy. Protipohyb kationov vsak sposobuje dehydra-
tdciu v bariérovej vrstve. Dynamickd rovnoviaha tohto systému
z4visi od teploty a koncentrdcie elektrolytu, ktorému zodpove-
da stanoveny elektricky odpor bariérovej vrstvy. Zjednodu-
Sene mozno proces formovania anodicky oxidovanej vrstvy
vyjadrit schémou:

2 Al+6/x R +3H,0-6¢e— ALO;+6/x HR (4)
kde R*" je prislusny anidn.

Doposial nie je objasnené, z ktorych radikdlov alebo iénov
pochddza kyslik, ktory reaguje s hlinikom. Je mozné, Ze reak-
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e

Katéda | AI"" O | Andéda

Obr. 4. Diagram znazornuje reakciu prebiehajicu na rozhrani
dielektricka vrstva—kov. Na rozhrani oxid—elektrolyt (katéda) sa
oxidujui aniény 0% na atém O. Reakcia medzi kyslikem a hlinikom
prebieha na rozhrani oxid—kov (andda) (cit.”)

cie sa zucasttiuju OH™ iény'g, in{ autori zasa predpokladaju, ze
i6ny O, ktoré vznikaju reakciou:

6 OH — 3H,0+3 0™ (5)
alebo i6ny O~ vznikajtice nasledovne®”:

OH -e— OH (6)

OH +OH — H,0+ O (7)

Ak sa beru do uvahy fyzikdlne aspekty procesu formova-
nia vrstvy, dd sa predpokladat, Ze proces spociva v raste
mriezky kyslikovych aniénov na vonkajSom povrchu vrstvy
a v migrdcii hlinitych katiénov cez oxidovu vrstvu vakancia-
mi kyslikovej mriezky (obr. 4). Hlinité kationy sa uvoliuju
z mriezky posobenim silného elektrického pola®!. Na zdklade
tohto predpokladu mozno proces formovania oxidovej vrstvy
v elektrolytoch s rozpustacou schopnostou v priebehu ano-
dickej oxidécie rozdelif do troch $tadii:

1. migrécia AI** do oxidovej vrstvy,
2. difuzia AI** cez oxidovu vrstvu,
3. oxidaCnd reakcia — tvorba vrstvy Al,Os;.

Mechanizmus formovania pérov je zaloZeny na tedrii,
podla ktorej spétné rozpustanie vrstvy ];ri zdkladni pérov je
proces podporovany elektrickym polom?®.

V experimente autorov Feiyue, Khanga, a Metzgera23 sa na
sledovanie rastu oxidovej vrstvy ako elektrolyt pouzila kyseli-
na trihydrogénfosforecnd. Na pozorovanie oxidového filmu sa
pouzil riadkovaci i rastrovaci elektronovy mikroskop. Ukdza-
lo sa, Ze pory vznikaju hned na zaciatku procesu aich pociatoc-
nd hustota je vysokd. S rasticim ¢asom velkost porov rastie,
ale ich hustota klesd. Rast pérov moze byt spdsobeny atakom
vodikovych iénov na bariérovu vrstvu. Ak koncentracia tychto
iénov klesd, tento atak je pomalsi aZ dplne prestane a vytvori
sa oxidovy film typu bariérovej vrstvy. Bariérovd vrstva sa ne-
pretrzite obnovuje na dne pérov a udrziava si mald, ale kon-
Stantnd hriibku. Stena bunky pozostdva z amorfného Al,O,
malého mnoZzstva aniénov pouzitého elektrolytu, malého mnoz-
stva vody a nanokrystdlov. Na zdklade tohto experimentu bol
navrhnuty nasledujici mechanizmus anodickej oxiddcie:
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1) Elektrolestenie — vyrovndva niektoré velké povrchové ne-
rovnosti, ale zdroven vytvdra velké mnozstvo malych pérov.
2) Na rozhrani kov-oxid dochddza k tvorbe katiénov AP
a k ich migracii do oxidovej vrstvy:

Al(s) - Al*(oxid) + 3 & (8)
3) Na rozhrani oxid—elektrolyt dochddza k reakcii Stiepenia
vody:

3/2 H,0(l) — 3 H*(aq) + 3/2 O* (oxid) (9)
4) Lokadlne rozpistanie oxidu mozno vyjadrit reakciou:
172 ALO4(s) + 3 H'(aq) — Al**(aq) + 3/2 H,0() (10)

5) Vodikové kationy putujui ku katdde, kde opustaju elektro-
lyt vo forme plynného H,:

3H*(aq)+3e — 1/2H, (g) (11)

3. Struktira anodickej oxidovej vrstvy

Anodickou oxiddciou hlinika vznikd na jeho povrchu ne-
pérovity (bariérovy) alebo pérovity oxidovy film®. Nepérovity
film sa ziskava z elektrolytov v ktorych je vznikajici oxid
hlinity mdlo rozpustny alebo vdbec nerozpustny (kyselina
trihydrogénboritd, kyselina citrénovd). Tento film ma bunko-
vitd $truktiru a za vhodnych podmienok (prediZeny &as ano-
dickej oxiddcie, vysoké teploty) sa velmi pomaly meni na
pérovity typ filmu**. Anodickou oxiddciou v elektrolytoch,
ktoré rozpustajui Al,O5 (kyselina sirovd, kyselina trihydrogén-
fosfore¢nd) ziskavame pérovity oxidovy film. Struktira tych-
to oxidov bola prvy krat opisand Kellerom®, ktory ich charak-
terizoval ako uzavreté oblasti hexagondlnych buniek, ktoré
maji centrdlny por priblizne cylindrického tvaru. Velkost
buniek rastie so zvySujicim sa anodickym napitim, kym
hustota oxidovych buniek a hustota pérov s rasticim napiatim
klesa**. Rozmery pérov sd v prvom rade funkciou pouzitého
elektrolytu. Pravidelnost hexagondlnej bunkovej Struktiry zd-
visi od typu elektrolytu a od podmienok anodickej oxidacie?*.
Tvar pérov, ktory sa pohybuje od pravidelného kruhu po
cylindricky®, zdvisi od metodiky a podmienok anodickej oxi-
ddcie. Struktira anodickej oxidovej vrstvy Al O, je zndzor-
nend na obr. 1.

Tato vrstva pozostdva z bezpdrovitej bariérovej vrstvy,
ktord sa ako tenkd kompaktnd oxidova vrstva nachddza medzi
kovom a pdrovitou oxidovou vrstvou. Bariérovd vrstva je
nekrystalickd tuhd fdza, cez ktord migruju hlinikové a kysliko-
vé iony. Predpokladd sa, Ze bariérova vrstva pozostdva z troch
oblasti:
vrchnd oblast (s afinitou k anionom a nasytena vodou),
strednd oblast (s afinitou k aniénom),
spodnd oblast (bez afinity k anionom a vode).

Ustdleny rast hlinikového pérovitého oxidu je diskonti-

nudlny proces, ktorého vysledkom je tvorba bariérovej vrstvy

a moZe byt popisany tromi stupiami " :

1. transformdcia existujicej bariérovej vrstvy z kompaktnej
na porovity oxid, ktord moze byt dosledkom elektrického
rozpustania vrstvy,
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2. anodicka oxiddcia hlinika,

3. formadcia novej bariérovej vrstvy:
2A13"+3H20—>A12O3+6H+ (12)
Hribka oxidovej vrstvy je priamo imernd ¢asu anodickej

oxiddcie®. Tito zdvislost je teda mozné napisat:

h =kt (13)
kde h je hribka povlaku, ¢ je ¢as anodickej oxiddcie a k je
konstanta rychlosti rastu oxidovej oxidovej vrstvy, ktord zavi-
si od podmienok anodickej oxiddcie. Tdto konStanta rastie
s rasticou pridovou hustotou pri danej teplote v dosledku
vicsieho transportu i6nov cez bariérovu vrstvu. S rastlicou
pridovou hustotou zdrover klesd porovitost, ktord vsak rastie
s teplotou. Hrubka bariérovej vrstvy je v priamej imere s vel-
kostou oxidovej bunkyz. A pretoze kazda oxidovd bunka ma
jeden pdr, klesanim velkosti bunky vzrasta pdrovitost.

Staciondrny proces formovania oxidového povlaku mozno
demonstrovat na zaklade zdvislosti, ktoré sa ziskali anodickou
oxiddciou hlinika v galvanostatickom rezime. Zdvislost na
obr. 5 mozno rozdelit do troch 3tadii*.

Pre prvé Stadium je charakteristicky ndrast anodického
potencidlu. V tomto Stadiu sa vytvdraju tak zarodky oxidovych
buniek, ako aj plo$nd bariérova oxidova vrstva. Prvé bunky sa
vytvdraji v miestach uzlov hranic medzi kry$tdlmi povrchu
hlinika. Dalsie oxidové bunky sa vytvéraji i pozdiz tychto
hranic. Vznik oxidovych buniek na tychto miestach je sposo-
beny tym, Ze tieto oblasti maji vy$s§i chemicky potencidl
a vysoku koncentriciu krystalografickych defektov. V tejto
peridde linedrneho rastu napétia sa rozmery buniek zviacsuju
priamo imerne s rastom napétia a ich mnozZstvo tieZ rastie.

Na konci tohto §tddia dochddza k znizovaniu ndrastu ano-
dického potencidlu a k zmenSeniu mnozstva oxidovych bu-
niek. Zdroven vS§ak dochddza k rastu rozmerov buniek mecha-
nizmom ,.konkurencie rastu® (zvacsenie rozmerov oxidovych
buniek na d¢et inych, neperspektivnych). Sticasne vSak prebie-
ha aj zahustenie rozloZenia buniek oxidu a tym aj zmensenie
volného priestranstva — nebunkovych oblasti volného prie-
stranstva bariérovej oxidovej vrstvy. Tento fakt hovori o tom,
Ze rast oxidovych buniek neprebieha len na ucet menej per-
spektivnych buniek, no i cestou pripojenia nebunkovych ob-
lasti bariérového oxidu.

V druhom $tddiu nedochddza k zna¢nému poklesu ano-
dického potencidlu. Oxidové bunky narastaji, no rychlost
tohto procesu sa podstatne znizuje. Mnozstvo buniek klesa.

V tretom $tadiu zostdva hodnota anodického potencialu
zachovand. Vrstva anodicky oxidovaného hlinika sa zvicsuje
po hribke a md bunkovo-pérovitu Struktiru. Na obrdzku 6 je
Casovy priebeh pridovej hustoty pri konstantnom napiti. Po-
¢iatocny pokles pridu a nasledovny rychly rast a pomalsi skok
do konstantnej hodnoty je vysledkom dvoch procesov: expo-
nencidlneho poklesu pridu pri tvorbe bariérovej vrstvy a prie-
behu pridu pri tvorbe pérov?.

4. Modely rastu oxidovej vrstvy

V zndmych teoretickych modeloch, ktoré opisuju rast
oxidovej vrstvy na povrchu hlinika sa neberie do ivahy $truk-

1084

Referaty
20 \\/ .. T T T
Stadium
U,V 1. 2. 3.

15 \ 1
10 B

5 - .

0 Il 1 1 1

0 10 20 30 40 50
T,

Obr. 5. Casovy priebeh napiitia po¢as anodickej oxidscie v kyseli-
ne sirovej pri pridovej hustote 1,5 A.dm?a teplote 20 °C

/ tvorba oxidovej vrstvy.

pridova hustota
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tvorba bariéerovej vrstvy
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Obr. 6. Casovi zavislost pridovej hustoty po¢as anodickej oxida-
cie hlinika pri konStantnom napiiti

tira vrstvy a neskima sa vplyv zloZenia elektrolytu na proces
anodickej oxiddcie. Preto sa pri modelovani procesu rastu
vrstvy skimaju elektrochemické reakcie na hranici oxid-elek-
trolyt a predpoklada sa, Ze ako zdroj kyslika m6zu vystupovat
i kyslik obsahujtice astice pritomné v elektrolyte””. Na tomto
zdklade sa zostrojil nasledujici model rastu oxidovej vrstvy.
Proces anodickej oxiddcie zacina koordindciou aniénu OH™
(resp. RO™) s atémom hlinika vo vrchnej vrstve oxidu:

O O
| |
O-Al + R-O™ — O-AI-OR™
| |
O o

(14)

Druhé $tidium moZe zahriiovat disocidciu vizieb R-O
a vytvorenie kvaziiénov na povrchu povlaku. Tieto kvdziiony
st obohatené kyslikom. Dalgie §tadium je charakteristické
roznymi prenosmi ndboja: migracia kvaziiénov k hranici kov—
oxid, prenos elektrénov cez tuto hranicu i migrdcia iénov
hlinika od povrchu kovu k hranici oxid—elektrolyt. Predpo-
kladd sa, Ze na povrchu oxidu v procese rastu povlaku mozu
vznikat polykrystalické, ale i amorfné oblasti. Pri popisovan{
dielektrickych vlastnosti kovu sa pouzil model Tomasa a Fer-
miho” a vyvodili sa nasledujuice zdvery.
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1. 'V procese rastu oxidovej vrstvy, nezdvisle od charakteris-
tik donora kyslika, ako prvd rastie na povrchu polykrystalicka
vrstva.

2. Po dosiahnutf kritickej hribky polykrystalickej vrstvy sa
stdva viac pravdepodobnym rast amorfnej vrstvy.

Doélezitu tlohu pri formovani oxidovej vrstvy v redlnych
procesoch oxiddcie md chemické rozpustanie®, Tento vplyv
je ovela vicsi ako v pripade elektrochemického rozpustania
na dne pérov. Hlavny dovod je v tom, Ze dizka pérov je sto az
tisic-krdt vicsia ako ich polomer. Redlne procesy anodickej
oxiddcie mozno v zdvislosti od podmienok procesu rozdelit na
dve skupiny:

1. procesy, v ktorych sa pdry nepretinaju,
2. procesy, v ktorych sa pdry pretinaju natolko, Ze sa vytvdra
staciondrna hribka pérovitej vrstvy.

Pri doslednom hodnoteni iba pripad 2. mozno nazvat
staciondrnym (elektrochemické parametre i morfolégia ano-
dického oxidu sa ¢asom nemenia). Prvy pripad je iba kvd-
zistaciondrnym, pretoZe sa s ¢asom nemeni iba ¢ast morfo-
logickych parametrov (geometrické rozmery bariérovej vrs-
tvy, rozmer porov na ich dne), ostatné parametre (hribka
porovitej vrstvy, rozmer porov na vonkajsej strane porovitej
vrstvy) sa s Casom menia. Staciondrne procesy maju teoreticky
vyznam, no kvdzistaciondrne su dolezité pre praktické tech-
noldgie.

Pri zaoberani sa kvdzistaciondrnym procesom, boli vyslo-
vené nasledujice predpoklady:

1. Rychlost chemického rozpustania oxidu je stdla v ase i po
dizke pérov a je omnoho mengia ako rychlost narastu hribky
VIStvy.

2. Hrubka porovitej vrstvy je ovela vicsia ako hribka barié-
rovej vrstvy.

3. Prudova4 hustota je konStantnd.

Vysledkom tychto predpokladov je vytvorenie modelu
povlaku, ktory pozostdva z kovu, kyslika a z aniénov elek-
trolytu. Formdciu povlaku si potom mozno predstavit ako
MO, (AO,),, kde x je Cast aniénov elektrolytu pripadajticich
na atém kovu. V pripade kyseliny sirovej je teda mozné
pisat: AlO,(SO,),. Pri pouziti 15 % H,SO,, vo forme aniénu
SO3 vstupuje do povlaku od 13,5+3 do 23+8 % atémov
kyslika. Ak vyberieme z tychto intervalov ich prieniky, zi-
skame 15,75+0,75 % atémov kyslika. Zarovei sa zistilo, Ze na
jeden atém kyslika pripadaju 4 % siry.

Plati teda:

x/(3/2 +3x)=0,04 = x=0,068 (15)

TakZze v tomto pripade mozno pre Struktiru anodického
oxidu pisat: AlO3,,(SO3) ges-

Pre anodicku oxidéciu hlinika je mozné pisat nasledujicu
elektrochemicku reakciu:

2 Al+3 H,0 — AL,O; + 3H, (16)

Na zdklade tejto reakcie mozno s vyuzitim Faradayovych
zdkonov pre mnozstvo vzniknutého oxidu hlinitého pisat™

my, =nM_jt/ (zF) (17)
kde m_, je celkové mnozstvo vytvoreného oxidu, M, je mo-
lekulovd hmotnost oxidu, A je dplnd anodizovand plocha, j je
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prudova hustota, 7 je ¢as anodickej oxiddcie, z je pocet elek-

trénov a F je Faradayova konStanta. 1 je pridova ucinnost.
Mnozstvo pérovitého oxidu je potom:

(18)

=My

kde m, je mnoZstvo rozpusteného oxidu. Pre mnozZstvo hlinika
(m,y),, premeneného na oxid hlinity s vyuZitim Faradayovych
zakonov je mozné pisat:

(myD, =2 MM ,Ait | (zF) (19)
Pre mnozstvo porovitého oxidu potom mozno pisat:
m, = (mAl)n+ml—m2 (20)

kde m, a m, je hmotnost hlinikovej vzorky pred a po anodicke;j
oxiddcii.

S. Zaver

V predlozenom referdte si zhrnuté doterajsie teoretické
poznatky o mechanizme procesu anodickej oxiddcie, Struktire
anodicky oxidovaného hlinika a modeloch rastu oxidovej
vrstvy. VicSina sucasnych prdc vysvetluje mechanizmus ano-
dickej oxidacie na zdklade poznatkov ziskanych pomocou
elektrénovej mikroskopie, ktoré poukazuju na existenciu ten-
kej kompaktnej bariérovej vrstvy medzi kovom a pérovitou
oxidovou vrstvou. Rast pérovitého oxidu sa vysvetluje ako
staciondrny proces, ktory prebieha v dvoch stupnoch. Prvym
stupniom je formdcia nového oxidu na rozhrani kov—bariérova
vrstva a druhym stupfiom je transformdcia kompaktného p6-
rovitého oxidu na rozhrani bariérovd vrstva—elektrolyt. Sta-
ciondrny proces formovania oxidového povlaku je mozné
demonstrovaf na zaklade zavislosti, ktoré sa ziskali anodickou
oxidaciou hlinika v galvanostatickom rezime.

Pri modelovani procesu rastu vrstvy sa skumali elektro-
chemické reakcie na hranici oxid—elektrolyt, ale aj vplyv
chemického rozpustania. Vysledkom tychto Studif je vytvo-
renie takého modelu povlaku, ktory pozostdva z kovu, kyslika
a z aniénov elektrolytu. Na zdklade tohto modelu mozno vy-
pocitat celkové mnozstvo vzniknutého oxidu a tieZ mnozstvo
pérovitého oxidu.

Napriek tomu, Ze anodickd oxiddcia hlinika ma Siroké
priemyselné uplatnenie, uvedeny prehladny referdt svedci
o tom, Ze zdkladny vyskum v tejto oblasti je stdle aktudlny.

Tdto uiloha sa riesila v ramci grantu ¢. 1/6251/99 Sloven-
skej agentiiry VEGA.
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Hitherto theoretical findings on the mechanism of anodic
oxidation, structure of anodically oxidized aluminium and
models of the oxide layer growth are reviewed. In the model-
ling, the layer growth, electrochemical reactions at the oxide
— electrolyte boundary and the effect of chemical dissolution
were investigated. The result of the studies is the creation of
a model coating, which consists of the metal, oxygen and
electrolyte anions. On the basis of the model, the total amount
of the oxide formed and also the amount of the porous oxide
can be calculated. Though the anodic oxidation of aluminium
is widely used in industry, basic research in the field is still
timely.
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1. Uvod

Vyznamnou skupinou krevnich bilkovin jsou krevni gly-
koproteiny Je jim proto vénovéna velkd pozornost jak z hledis-
ka chemického, tak fyzikdln&-chemického'”. Pred fyzikalng-
-chemickym studiem lezi dtlezity tkol, jakym je zkoumat
nejen kvantitativni zastoupeni jednotlivych glykoproteind, ale
izmény v jejich strukturach spojenych s procesy probihajicimi
v patogickych stavech. Ke studiu téchto ,,patologickych* gly-
koproteind byly v poslednich 1étech pouzity Casto ndkladné
fyzikdlni metody, které se jiz osvédcily pro studium mensich
organickych molekul. V tomto referdtu bude hlavni pozornost
vénovana orosomukoidu (alfa-1 kyselému glykoproteinu),
ktery vzhledem k vysokému obsahu cukerné slozky a kyselé-
mu charakteru je zcela vyjimeénou krevni bilkovinou. Ukolem
referdtu je upozornit biochemicky zamétené ¢tendfe na moz-
nosti fyzikalné-chemickych metod pii zkoumdni struktury
glykoproteint a tak je pfipravit pro konzultace se specialisty
v piislusnych metoddch.

2. Obecna charakteristika orosomukoidu

Objev kyselého glykoproteinu v normalnich i patologic-
kych sérech je dzce spjat s polarografickym studiem sulfosa-
licylovych filtratd krevnich sér. Tyto filtraty byly pouZity pfi
Brdickové reakei®, pii které se m&if katalytické proudy bilko-
vin v amoniakalnich pufrech obsahujicich ionty trojmocného
kobaltu. Hlavni slozka filtrati®', po vysrazeni hlavnich krev-

nich bilkovin kyselinou sulfosalicylovou nebo chloristou, se
ukdzala byt bilkovinou o vysokém obsahu cukrd. Proto byla
oznacena jako mukoprotein MP-1. Bilkovina, izolovana kla-
sickym vysolovdnim smésného séra siranem amonnym Wei-
merem a spol.!!, byla pojmenovana orosomukoid (ORS, ORM).
Prakticky ve stejné dobé izoloval stejnou bilkovinu Schmid'?
a oznacil ji jako alfa-1 kysely glykoprotein (AGP, AAG).
Vzhledem k tomu, Ze v krevni plazmé pfedstavuje orosomu-
koid pouze pfiblizné jedno procento z piitomnych bilkovin
(u zdravych jedinct 50 az 150 mg/100 ml), bylo vyhodné&jsi
provadét jeho izolaci u Cohnovy alkoholové frakce VI, kde
tvoif hlavni bilkovinnou slozku.

Vedle chemického srdzeciho g)ostupu se k izolaci osvédci-
ly chromatografické metody'*'> na modifikovanych celulo-
sdch. Vzhledem k pozadavku studovat orosomukoid z indivi-
dudlnich normdlnich i patologickych sér bylo tfeba pied vlast-
ni chromatografii odstranit hlavni krevni bilkoviny. To se
podarilo ptfidanim polyethylenglykolu a centrifugaci srazeni-
ny'®. Izolace byla ukon¢ena afinitni chromatografii'’ na ConA
Sepharose.

Izolovany orosomukoid byl charakterizovan chemickymi
a fyzikdlng-chemickymi metodami'””. Molekulovd hmotnost se
v zdvislosti na pouzité metode¢ pohybuje v rozmezi 41-43 kDa,
izoelektricky bod pI 1,7-2,3 podle pouzitého pufru. Je tedy
orosomukoid nejkyselejSim proteinem krevniho séra. Che-
mickd analyza Cistého orosomukoidu ukdzala na pfitomnost
jednoho peptidového fetézce'® o délce 183 aminokyselin, pri-
¢emz na 21 mistech je v riznych variantdch proteinu moznost
vyskytu dvou riiznych aminokyselin. Dvé disulfidové vazby'
jsou mezi cysteiny 5-147 a 72—-164, hydrofobni oblasti pak
mezi aminokyselinovymi zbytky 1-15, 85-105 a 140-147,
silné€ hydrofilni je naopak C-konec. V molekule je 8 fenylala-
nind, 12 tyrosind a 3 tryptofany. Ze sacharidt byly nalezeny

LIsT T15] 1361

T147]

[54]

84146 |

Obr. 1. Schematické znazornéni struktury orosomukoidu. V jed-
noduchém peptidickém fetézci jsou Srafovanymi sloupecky vyznace-
ny dva disulfidické mistky s &iselnym tddajem mista v fetézci. Cernd
kolecka prislusi péti oligosacharidovym jednotkam pfipojenym k as-
paragintim. Zndzorn&ni neni v méfitku. Upraveno podle Schmida et al."
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manosa, galaktosa, fukosa, N-acetylglukosamin a sialova ky-
selina'®. Hmotnostni podil cukerné &asti ¢ini 4145 %. Sacha-
ridy jsou v molekule orosomukoidu pfitomny ve formé péti
slozitych oligosacharidii (glykanii)'*~*! (obr. 1), které jsou na
peptidicky fetézec navazany pies amidovy dusik asparaginu.
U glykand orosomukoidu byla nalezena fada glykoforem,
které se lisi ve stupni vétveni, fukosylace a sialysace. Oroso-
mukoid se ukdzal jako jeden z mala krevnich glykoprotein,
které obsahuji soucasné glykany®*?di-, tri- a tetraantenniho
typu. VSem typim je spole¢ny pentasacharid, tvofeny tiemi
manosami a dvéma N-acetylglukosaminy, z nichZ jeden se
Ucastni vazby na bilkovinnou ¢ast orosomukoidu. Protoze
glykany rizného antenntho typu jsou v molekule orosomuko-
idu zastoupeny v rtizném mnozstvi a také v peptidové ¢dsti je
mnoho zaménitelnych aminokyselin, je orosomukoid velmi
heterogenni. Zvlastni kapitolou je heterogenita determinovana
geneticky?*.

V poslednich létech se vyzkum orosomukoidu ubiral v pod-
staté¢ dvéma sméry. Jeden byl zaméfen na studium struktury
modernimi fyzikdlné-chemickymi metodami, jako jsou meto-
dy nukledrni magnetické rezonance (NMR), hmotnostni spek-
trometrie (MS), Ramanova optickd aktivita (ROA) a meto-
dy spektrofotometrické. Druhy biochemicky smér, uzivajici
chromatografickych a elektroforetickych metod, mél za kol
studium mikroheterogenity ze zamérenim na klinickou che-
mii.

3. NMR spektroskopie glykopeptida
a celé molekuly orosomukoidu

Rozvoj nukledrni magnetické rezonance do oblasti vyso-
kych frekvenci ( 360 MHz a vysSich) spolu s novymi pulsnimi
metodami® >’ umoznil rozsifit aplikace NMR na studium bio-
mo%gl;l)ll jako jsou glykopeptidy a glykoproteiny krevni plaz-
my~>~.
Pokud jde o studium orosomukoidu, bylo tfeba nejprve
roz3tépit jeho molekulu na n&kolik glykopeptidi*’. Po odsté-
peni sialové kyseliny byl orosomukoid redukovdn, vzniklé SH
skupiny karboxymethylovany a vzniklé fragmenty rozstépeny
proteasami a glykosidasami. Déleni glykopeptidl bylo prove-
deno kapalinovou chromatografii. Experimentalni podminky
Stépeni molekuly orosomukoidu byly voleny tak, aby glyko-
peptidy obsahovaly glykanové jednotky z péti glykosylacnich
mist na molekule orosomukoidu. Tato mista byla oznacena' 8,20
fimskymi ¢islicemi I az V. Misto I odpovidd vazbé glykanu na
zbytek asparaginu Asn 15, misto IT Asn 38, misto III Asn 54,
misto IV Asn 75 (obr. 1). Glykopeptidy z téchto mist obsahuji

Fuco(1—-3)
\
GalB(1—4)GIcNAcB(1—4)

Referaty

glykany sloZzené z galaktosy, manosy, glukosaminu a fukosy.
Podle moldrniho zastoupeni uvedenych monosacharidd, zjis-
téného klasickymi analytickymi metodami, byly glykopeptidy
rozdéleny do péti tfid oznacenych pismeny A, B, C, BF, CF.
Zjisténé slozeni monosacharidd u glykopeptidd z jednotlivych
glykosylacnich mist ukdzalo, ze v misté I jsou glykopeptidy
tiidy A, B a BF, v mistech I [II, IV a V jsou tfidy B, C a CF.

Pro urcenf linedrni struktury glykand v rdznych tfiddch
glykopeptidii se osvédcila 360 MHz 'H NMR s Fourierovou
transformaci®’. Pro interpretaci spekter registrovanych v t&7ké
vodé bylo pouzito rezonanci H-1 a H-2 protonti manosovych
zbytkt, H-5 a H-6 protonti fukosovych zbytkl a N-acetylo-
vych protoni. Citovand prace uvadi prehledné v tabulkdch
u vSech téchto tfid hodnoty chemickych posunti uvedenych
protond. Kdyz bylo pouzito ddaji o chemickych posunech
z predchozich praci s modelovymi slouceninami a glykopro-
teiny, bylo mozno ucinit zavér, Ze tfida A mad biantenni struk-
turu, tiida B triantenni a tfida C teraantenni strukturu (obr. 2).
Strukturni vzorce oligosacharidl vSech tfid jsou v prci Four-
neta et al.*°, ktefi se vénovali glykosylaénim mistim Il a7 V.
Glykany v mist& I studovali Schmid et al.*', ktefi uveiejnili
prehledné schéma primédrni struktury riizné antennich glykant
(obr. 2).

Jiné NMR studie byly provddény s celou molekulou oro-
somukoidu®® spolu s jinymi glykoproteiny akutni féze, a to pfi-
mo v krevni plazmé. Ve spektru ziskaném metodou 500 MHz
Hahn spin-echo 'H NMR pozorovali Bell et al.”’ §iroké piky
pti 2,04 a 2,08 ppm, které prifadili N-acetylim mobilnich
fetézcli N-acetylglukosaminu a N-acetylneuraminové kyseli-
ny (obr. 3). V prdci jsou také pro ilustraci uvedena spektra
lidské plazmy v oboru 1 az 3 ppm pro pét vzorkd od Ctyf
pacientd a jednoho zdravého jedince. Piky ve spektru, ozna-
¢ené fimskymi ¢islicemi / a 11, se vyrazné nelisi, a tak az dals{
pokusy rozhodnou o pouzitelnosti metody NMR pro studium
orosomukoidu v celé nerozdélené krevni plazmé.

NMR spektra alfa-1 kyselého glykoproteinu najdeme také
v préci Grootvelda et al.¥, ktefi srovndvali lidsky a krysi
orosomukoid za ticelem pouZiti krysy jako experimentdlniho
zvitete. U krysiho orosomukoidu tito autofi nalezli navic pik
u 2,14 ppm,ktery pfifadili protoniim skupiny O-acetyl-CHj.

Dalii poznatky piinesla prace Nicholsona et al.**, kteft pro
studium lidské krevni plazmy pouzili 750 MHz 'H a 'H-13C
NMR spektroskopie a nékolika dalsich NMR metod. Pro
alfa-1 kysely glykoprotein je jako ptiklad v citované praci
uvedeno 600 MHz 'H-"*C spektrum.

NMR se ukazala jako relativné rychld metoda studia pri-
marni struktury glykopeptidd orosomukoidu. Aplikace studia
mikroheterogenity glykopeptidli u individudlnich sér v klinic-

~
GalP(1—4)GlcNAcB(1—2)Mano( 1—-3)

CF FB
C A

GalB(1—4)GIcNAcB(1—6)

~
/ManB(l —4)GleNAcB(1—4)GIcNAcB1-Asn

GalB(1-4)GlcNAcB(1—2)Mano(1—6)
7

Obr. 2. Primarni struktura glycidovych jednotek tridy A, B a BF na glykosylovaném misté lidského orosomukoidu. Tetraantenni struktury,
vyskytujici se na ostatnich glykosylacnich mistech, jsou oznaceny C a CF. Pismeno F zna&i fukosu. Podle Schmida et al.*'
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Obr. 3. 500 MHz spin echo 'H NMR spektrum alifatické oblasti
krevni plazmy s piky orosomukoidu (a), samotného orosomukoidu
vD,O (b). Na vloZené ¢asti (c) jsou zvétSené piky I a II, které
odpovidaji N-acetylim N—acetz/lneuraminové kyseliny a N-acetyl-
glukosaminu. Podle Bella et al.”

ké praxi bude v8ak vyzadovat pomérné ndaro¢nou izolaci oro-
somukoidu, jeho chemickou tpravu a §tépeni molekuly pep-
tidasami a glykosidasami. Metody NMR s vysokym rozlise-
nim umoZiuji pfimo stanovit orosomukoid v individudlni
plazmé, neposkytuji v§ak doposud udaje o jeho mikrohetero-
genite.

4. Hmotnostni spektrometrie modernimi
ioniza¢nimi metodami

Moderni metody hmotnostn{ spel<tr0metriezg’34'37 (MS),
zaloZené na pulsnim principu, ddvaji moZznost citlivé a selek-
tivné charakterizovat glykoproteiny z hlediska jak sachari-
dové tak peptidové Casti. Pro dspésné splnéni tohoto tkolu je
nutno predem pripravit glykopeptidy®’, napf. tryptickym $té-
penim molekuly glykoproteinu, a ty po jejich rozdéleni chro-
matografickymi metodami ddle rozstépit glykosidasami. Pro
studium peptidi a glykopeptidd byly pouzity moderni ioni-
zacni metody™’, mezi které patii predevsim metoda MALDI
(Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation), ESI (Elec-
trospray lonisation — ionisace elektrosprejem) a metoda FAB
(Fast Atom Bombardment). VSechny tyto ioniza¢ni meto-
dy umoziiuji studovat velké netékavé molekuly biopolymert
véetné glykoproteind a polysacharidd o hmotnostech desitek
i vice kilodaltond. Tonizace je pfi tom tak Setrnd, Ze nedochézi
ke $tépeni molekul, jak je tomu obvykle pfi ionizaci svazkem
elektrond. Pfi metodé MALDI je glykopeptid nebo oligosa-
charid dispergovan ve velkém nadbytku matrice, pfedstavo-
vané slabou aromatickou kyselinou (napf. skoficovou) a jejimi
derivdty. Matrice se vzorkem je nanesena na kovovou destic¢-
ku, kterd je ozafovdna laserem (napf. pulsnim dusikovym
laserem o vlnové délce 337 nm). Zafiva energie absorbovand
matrici je preddna molekuldm vzorku, které jsou tim prevede-
ny do plynné faze ve formé protonovanych molekul (M+1)*.
Tyto ionty jsou zavedeny (extrahovdny) do analyzatoru hmot-
nostniho spektrometru. Nejcastéji je jim spektrometr typu
TOF-MS (Time-Of-Flight MS)*. Ve vyzkumu jsou metody
jako je tandemova spektroskopie MS/MS, doplnénd metodou
CID (Collision-Induced-Dissiciation).
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Obr. 4. MALDI hmotnostni spektrum polysacharidovych forem
orosomukoidu. Tetra — tetraantenni forma, Tri — triantenni forma,
Fu — formy obsahuji navic fukosu. / , relativni intenzita, m/z relativni
molekulova hmotnost

Tabulka I

Zastoupeni riznych antennich glykoforem v misté substituce
glykand vdzanych na molekulu orosomukoidu pfes asparagin
(Asn). Hodnoty v procentech byly pievzaty z praci Sutona et
al.*® a Treuheita et al.

Misto Antennost Cit.
vazby bi- tri- tetra-

Asn 16 12 87 1 38

9 91 0 17

Asn 38 - - - 38

61 25 14 17

Asn 54 9 40 51 38

9 32 59 17

Asn 75 2 28 70 38

0 21 79 17

Asn 85 - - - 38

0 15 85 17

Celkové 14 38 48 17

Metodu MALDI pouzili pfi analyze péti gl¥kosy1aénich
mist v molekule orosomukoidu Treuheit et al.'’ Piiklad MS
spektra desialyzovanych forem je na obr. 4, na kterém jsou
piky odpovidajici pozitivnim molekulovym iontlim ¢tyf riz-
nych antennich glykoforem. Zastoupeni téchto forem v rtz-
nych glykosylaénich mistech je v tabulce I. Autofi'’ dile
zkoumali zastoupen{ jednotlivych antennich forem v riznych
glykosylacnich mistech I az V u tif orosomukoidovych sub-
frakei (variant). Tyto varianty ziskali délenim orosomukoidu
lektinovou chromatografii na konkanavalinu A (Con A). Nej-
pevnéjsi vazba s lektinem je u subfrakce R, stiedné pevnd
vazba u subfrakce WR a subfrakce U obsahuje variantu oroso-
mukoidu, kterd se nevdzZe s lektinem. Vysledky uvedené ve
tiech tabulkdch citované prace'” plati pro komeréni (tedy
smésny) orosomukoid. Zajimavé by bylo toto déleni a ndsled-
né MS studium u individudlnich normadlnich a hlavné patolo-
gickych sér, kde se dd ocekdvat rtizné zastoupeni glykoforem.

Distribuci glykanovych forem u smésného orosomukoidu
se zabyvali také Sutton et al.*® Tito autofi metodou MALDI
monitorovali sekvenovani oligosacharidi po digesci glyko-
peptidi exoglykosidasami. Podle autort jde o rychlou a citli-
vou metodu, vyzadujici 200 pmol jednotlivych glykopeptida.
Vysledky jsou uvedeny spole¢né s hodnotami z prace Treuhei-
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ta et al.'” v tabulce I. Relativng malé rozdily v zastoupeni
jednotlivych forem v rtiznych glykosyla¢nich mistech se daji
vysvétlit podobnym, i kdyZ ne totoZnym zpisobem piipravy
$téptt orosomukoidu, a hlavné velkou mikroheteregenitou to-
hoto glykoproteinu, kterd se promitd do komerc¢niho preparatu.

Podobné jako z lidského krevniho séra byl z hovéziho séra
izolovan orosomukoid, oznacovany v literatuie jako hovézi
o,-kysely glykoprotein®. Pro detekci glycidové slozky ve
fragmentech glykoproteinu po jeho enzymovém stépeni bylo
pouzito ionizace elektrosprejem (ESI). Eludt vytékajici z chro-
matografického sloupce tenkou kovovou kapildrou byl ucin-
kem silného elektrického pole pfeménén v jemnou mlhu mno-
hondsobné nabitych ¢dstecek. Po odparent rozpoustédla byly
ionty zavedeny do prvniho MS analyzdtoru, ktery rozdélil
proud iontd na mateiské ionty. Tyto ionty pokracovaly ve své
drdze a vstoupily do komiirky s koliznim plynem (argonem).
Zde doslo k jejich disociaci na dcefiné ionty (metoda CID).
V literatufe je cely uvedeny postup oznacovén jako LC/ES-CID/
MS/MS. Metoda umoziuje selektivni detekci glykopeptidi
vedle peptidi. U glykopeptidd je totiz pfitomen ion m/z 204
(N-acetylhexosaminovy oxoniovy ion) a ion m/z 366 (Hex-
HexNAc™). Jako moZnou praktickou aplikaci navrhuji autofi
studium glykoproteinii u nékterych onemocnéni skotu.

V posledni dobé& se Stubbsovi a spol.** podafilo precistit
tetraantenni oligosacharidy, ptipravené z lidského asialyzova-
ného orosomukoidu. Metodou MALDI a protonovou NMR
s velkym rozliSenim byla ur¢ena polylaktosaminova extenze
tetraantenniho glykanu. Autordm se osvédCila tyrosinami-
dova derivatizace, kterd umoznila sestavit oligosacharidovou
knihovnu.

Dobré sluzby prokdzala metoda LC/ES pfi hleddni ,,sialyl
Lewis(x) antigenu*, jehoz umisténi se predpokladd na nékte-
rém z péti N-glykosylacnich mist molekuly orosomukoidu. Pri
téchto pokusech*' byl u fady glykopeptidi sledovan oxoniovy
ion o m/z 803. Analyza ukdzala, Ze antigen je pfitomen ve
vSech mistech obsahujicich N-glykopeptidy.

ProtoZe je stdle Zivd problematika vazby 1ékti na orosomu-
koid, byly modifikovdny histidiny a tyrosiny diethylpyrokar-
bondtem*!. Metody (HPLC-ESI/MS) a MALDI ukdzaly na
rozdilnost v reaktivité histidinu 97 a histidinu 100. Byly také
modifikovdny lysiny v zdvislosti na pH. Podle autorG mutze
byt vysledkd vyuzito pro navrzeni experimentii pro posouzen{
vazby néekterych 1é¢iv na uvedené aminokyseliny.

Hmotnostni spektrometrie se ukdzala jako velmi dobra
a relativné rychld metoda pro urcovani struktury oligosacha-
ridové casti glykoproteind, pficemz mnozstvi latky potiebné
ke studiu je pfitom velice malé.

5. Vibraéni Ramanova opticka aktivita

Pti Ramanové spektroskopii dochdzi pii excitaci molekul
laserovym zafenim ke vzniku rozptyleného zdieni o vinovych
délkéch kratsich i delSich nez je intenzivni zafeni excitacni.
Rozdily mezi vlnocty excita¢niho zdfeni a jednotlivych vinoc-
th zafeni rozptyleného (tzv. Ramandv posun) odpovidaji pre-
chodiim ve vibra¢né-rotaénich stavech molekuly. Tento kla-
sicky Ramantv jev byl doplnén metodou vibra¢ni Ramanovy
optické aktivity (VROA), oznacované také jako Ramanova
opticka aktivita®® (ROA). Pfi technice ROA se m&i malé
rozdily v Ramanové rozptylu pravé a levé slozky kruhové
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polarizovaného excita¢niho laserového zdreni. Je tedy ROA
blizkd technice vibra¢niho cirkuldrniho dichroismu (VCD).

ROA spektra poskytuji informaci o roztokové struktuie
biopolymert®’, véetné glykoproteinii®®. Zkoumani tercidrni
struktury a dynamiky proteinti je mozné u nativnich i rozvinu-
tych molekul. U glykoproteint, jako je napf. orosomukoid, se
daji ziskat informace jak o peptidové tak cukerné casti mole-
kuly. Mimoto je moZno ze spekter vycist vzdjemné ovliv-
fovdni obou sloZek a posoudit stabilitu molekuly. Se spektrem
orosomukoidu se mizeme setkat v praci Barrona et al.”, ktefi
pouzili metodu s uspoidddnim zpétného rozptylu (Backscat-
tered Raman). Ostrost nékterych ROA maxim (ROA pdsi)
ukazuje na nezvyklou rigiditu tohoto glykoproteinu (obr. 5).
Z sirokého pozitivniho maxima pii 1060 cm™ a velmi ostrého
pozitivniho maxima pfi 1308 cm 'se dd soudit na vysoky obsah
struktury typu beta sklddaného listu a nizky obsah alfa Srou-
bovice. Rozvoj metody ROA po instrumentdlni i teoretické
strance vytvari perspektivu ziskdni dal$ich didaja o tercidrn{
struktufe biopolymerti ve vodnych roztocich.

Dalsi moznosti vyuziti Ramanova jevu ke zkoumadni oro-
somukoidu je metoda SERS (Surface-Enhanced Raman Spec-
troskopy).Touto metodou studuji zbytky kyseliny sialové v mo-
lekule orosomukoidu az do koncentrace 10°mol.dm™ a to jak
v molekuldch izolovanych z normadlnich sér tak z ascitické
kapaliny pacientd trpicich zhoubnymi néadory.

6. Metody spektroskopické (TPDS, CD)

Spektrofotometrie bilkovin v ultrafialové oblasti je zalo-
Zena na poznatku, Ze aromatické aminokyseliny ( tyrosin,
tryptofan, fenylalanin ) absorbuji ultrafialové zafeni v oblasti
240 az 300 nm. Tato skutecnost byla uplatnéna pii urc¢eni
absorpcniho koeficientu'® orosomukoidu Ezfzo 1 %) =89
a moldrni absorptivity €,,¢ = 3,57.10°m?%mol .

VEétsi informace o aromatickych aminokyselindch poskyt-
la metoda TPDS (Temperature Perturbation Difference Spec-
trophotometry) a derivaéni spektroskopie. Pfi této metod€ se
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Obr. 5. ,,Backscattered‘ Ramanovo spektrum (a), RAO spektrum
(b) orosomukoidu v acetitovém pufru. I a I“ — intenzita pravo-
a levotocivé slozky zdfeni, v — vinocet v cm’’. Podle Barrona et al.*
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Obr. 6. Ctvrta derivace absorp¢niho spektra orosomukoidu ve
vodé pii pH 10. Podle Karpenka et al.” Absorbance A byla zuvedené

rozmér (nm’

méfi rozdil absorbance mezi dvéma kyvetami, naplnénymi
roztoky o stejné koncentraci. Pfi méfeni je jedna kyveta udr-
Zovana na konstantni teploté, zatimco teplota v druhé kyveté
je postupné zvysSovana. Po kazdém zvySeni teploty je zazna-
mendno absorp¢ni spektrum.

Metodou TPDS bylo zjiténo*®, ze molekula orosomuko-
idu obsahuje ¢tyfi pro rozpoustédlo piistupné (volné) tyrosyly
zatimco zbyvajicich osm tyrosyld je maskovdno v hydro-
fobnim jadru molekuly. Pocet exponovanych tryptofylovych
zbytkl byl nalezen blizky jednice (z celkového poctu tif
tryptofylll). Expozici tyrosyld orosomukoidu se dédle zabyvali
Janackova a Karpenko® pii studiu termdlni stability této bilko-
viny. Tito autofi zjistili spektrofotometrickou titraci tfi druhy
tyrosyl™, jejichz pocet (n,=3,n,="7,ny=2) je v souhlase
s hodnotami v jejich pfedchozi praci’".

Soucasnd technika dovoluje ziskat derivaéni spektra®® nu-
merickou derivaci. Nejvétsiho uplatnéni nasla predevsim deri-
vacni spektra ¢tvrtého fddu. Touto technikou byly u orosomu-
koidu v oblasti 245 az 300 nm pozorovany dva vyrazné kladné
a dva zdporné piky>® (obr. 6). Pro posouzeni uloZeni zbytka
aromatickych aminokyselin v molekule orosomukoidu ma
predevsim vyznam pozitivni pik pfi 250 nm, piisluSejici zbyt-
kim fenylalaninu. Interpretace deriva¢niho spektra ukdzala,
Ze 1 az 2 zbytky fenylalanini z celkového poctu 12 jsou
exponovany vodou jako rozpoustédlem.

Orosomukoid byl také zkouman metodou cirkuldrniho
dichroismu (CD) a optické rotacni disperze (ORD), které
davaji obraz sekunddrni struktury. Ve star$i préci nalezli Yam-
agami a Schmid™ 8 % alfa-helixu, 60 % beta struktury a 10 %
beta ohybu II. typu. V dalSich pracich za zlepSenych experi-
mentdlnich a interpretacnich podminek byl upfesnén obsah
alfa-helixu na hodnotu kolem 20 %. K této hodnote¢ se pfiblizili
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Aubert a Loucheux-LefebvreSS, ktefi métenim i predikci udd-
vaji shodné 21 % alfa-helixu. Stejnd hodnota se dd odecist také
z obrdzku v praiciSG, pojedndvajici o vlivu methanolu na struk-
turu orosomukoidu. CD spektrum ORS ve fosfatovém pufru
s charakteristickym intenzivnim negativnim pikem je v praci
Kodi¢ka et al.”’

Dalsi metodou bylo méfeni fluorescence a zvlasté pak
casové rozlisené fluorescence. U orosomukoidu metoda piko-
sekundové fluorescence umoznila odhadnout piistupnost tryp-
tofylovych zbytki®® a to v souhlase s vysledky ziskanymi
TPDS.

Vzhledem k relativni jednoduchosti spektroskopickych
metod a jejich dalSimu rozvoji se dd v blizké budoucnosti
pocitat s praktickymi aplikacemi v biochemii a 1ékatstvi.

7. Zavér
Fyzikalné-chemické metody rozsitily a zpresnily poznat-
ky o struktufe orosomukoidu. Na zdkladé rezonance vodika
na cukernych zbytcich byly modernimi NMR metodami urce-
ny typy anténnich struktur jednotlivych oligosacharidi. Méné
uspésnd byla NMR pfi studiu orosomukoidu v krevni plazmé,
kde je mozno stanovit jeho koncentraci avsak bez urcenfi jeho
mikroheterogenity. Metody hmotnostni spektrometrie, uziva-
jici ioniza¢nich metod jako je MALDI a ESI, umozZnily po
enzymové a chemické upravé studovat jak cukernou, tak
peptidickou ¢dst molekuly orosomukoidu. Dokonald technika
hmotnostn{ spektrometrie dovolila pracovat s pikogramovym
mnozstvim vzorkd. Rozliseni jednotlivych oligomert, po-
tiebné pro posouzeni vztahu mezi strukturou orosomukoidu
a klinickym stavem pacienta, vyZaduje prozatim pomérné nd-
ro¢nou enzymovou a chemickou modifikaci, ndsledovanou
chromatografickym délenim. Z dalSich metod je pro studium
tercidrni struktury perspektivni metoda ROA a ORD. Spek-
troskopické metody umoznily citlivé posuzovat postaveni aro-
matickych aminokyselin v molekule orosomukoidu. Tato sku-
pina metod, vzhledem ke své relativni aparaturni jednodu-
chosti, se jevi jako perspektivni pro blizsi poznani peptidické
¢asti molekuly orosomukoidu, napf. z hlediska jeho hydrofob-
nich interakci.
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1. Uvod

Sacharidy tvofi vétSinu organickych materidlti na Zemi.
Hraji roli ve vSech formdch Zivota, jako zdsoba a zdroj energie
a metabolické meziprodukty. Tvoii zdklady struktury bunéc-
nych stén rostlin, hub a bakterii. Posledni studia ukazuji, ze
hraji také dilezitou roli v procesech bunééného rozpozndvani.
Ovliviiuji konformace, metabolismus i biologickou aktivitu
molekul glykoproteint a glykolipidt. Z téchto diivodd vzristd
zdjem o analyzy sacharidd, a to jak o relativné jednoduchd
stanoveni jednotlivych monosacharidu, tak o rozliseni mikro-
heterogenit oligosacharidli. Ty mohou napiiklad ovlivnit bez-
pecnost a dcinnost terapeutickych glykoproteint jako je ery-
tropoietin nebo tkanovy typ plazminogenového aktivdtoru,
nebo 1€kt zaloZenych na sacharidické sloZce jako tetrasacha-
rid sialyl Lewis®. Ten zprostiedkovéava vazbu bilych krvinek

na specifické receptory v cévach a jejich ndsledny pohyb
z krevniho fecisté ke tkanim, stejné jako betafectin, ktery je
rozezndvan neutrofily a spousti imunitni odezvu proti nemo-
cim pisobenym viry nebo kvasinkami'.

Stanoveni sacharidi je komplikovano jejich izomerii. Jen
monosacharidd existuje vice nez 100, mohou zaujimat rizné
konformace a mohou byt vdzdny tfemi az Ctyfmi rGznymi
zpusoby k monosacharidiim jinym. Navic typ glykosidické
vazby mtize byt bud v o. nebo 3 konfiguraci. Tti rizné monosa-
charidy mohou tedy tvofit vice nez 1000 trisacharidd. Struk-
tury oligo- a polysacharidii mohou byt bud linedrni, cyklické
nebo vétvené. Ddle sacharidy obsahuji substituenty jako pyru-
vdtové, acetdtové, fosfatové a sulfatové estery, methylethery,
aminoskupiny a dalsi.

Existence velkého mnozstvi riznych typt sacharidu, které
se od sebe Casto jen velmi madlo li$i, znesnadiiuje identifikaci
jednotlivych sacharid ve smésich. Navic jsou velmi poldrn{
a netékavé, postrddaji snadno ionizovatelné skupiny a vétsina
z nich neabsorbuje v analyticky vyuzitelné oblasti svételného

Metod pro stanoveni sacharidii bylo vyvinuto nékolik.
Patif mezi né NMR spektroskopie, hmotnostni spektrometrie,
rizné chromatografické a elektroforetické techniky. Jako
vhodnd separa¢ni technika mize byt pouzita kapalinova chro-
matografie a elektroforéza (kapildrni, nebo v polyakrylami-
dovém gelu). Nejvhodnéjsi z kapalinovych chromatografif se
jevi vysoce tcinnd ionexovd chromatografie s pulsni ampe-
rometrickou detekci (HPIC PAD). Pomoci této techniky jsou
detegovany redukujici i neredukujici sacharidy bez chemické
derivatizace a citlivost je niz§i nez 50 nM, navic se sacharidy
neinteraguje vétSina anorganickych iontd a karboxylovych
kyselinz. Pomoci této metody mohou byt separovdny ldtky
lisici se jednou z vazeb’, jako maltosa, isomaltosa a cellobiosa,
nebo maltooligosacharidy az do stupné polymerace 30.

Stejné tak kapildrni elektroforéza je vhodnd alternativa pro
stanoveni mono a oligosacharidd i fragmentt glykoproteind.
Diky jeji velké uc¢innosti mizeme v kratkém separa¢nim Case
dosdhnout vysokého rozliseni a reprodukovatelné mikrokvan-
tifikace. Vyhodna je nepatrnd spotfeba vzorku — detekéni
limity se pohybuji ve specidlnich piipadech v oblasti piko az
attomolt. Proti kapalinové chromatografii je vyhodnd také
niZ8f cena zafizeni. Kapildrni elektroforéza ma ale také nevy-
hody: nizkou kapacitu pfi preparacich, nebezpeci ucpani kapi-
lary, nizkou reprodukovatelnost analyzy pfi riznych koncen-
tracich soli ve vzorcich'. Piehledné prace na toto téma napsali
El Rassi a Mechref4, El Rassi’ a Oefner a Scherz'.

Pro stanoveni sacharidd pomoci kapildrni elektroforézy je
nutné zajistit, aby sacharidy byly nabité a detegovatelné. Né-
které sacharidy naboj maji, jsou to: aldonové kyseliny, urono-
vé kyseliny, sialové kyseliny, aminosacharidy a sacharidy
slozené ze sulfatovanych sacharidd, jako chondroitin, derma-
tan, keratan a heparin®. Neutralnim sacharidiim je mozné ndboj
udélit zvySenim pH do silné alkalické oblasti, kde dochdzi
k jejich disociaci, vytvorenim komplext sacharidii s ionty,
nebo derivatizaci®.

Sacharidy je mozné detegovat elektrochemicky pomoci
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oxidace na povrchu kovovych elektrod. U detekce v optické
oblasti mdme nékolik moznosti. Nékteré sacharidy absorbuji
v UV oblasti, pro neabsorbujici pouzijeme nepiimou detekci
(do roztoku pfiddme ldtku, kterd absorbuje pii urcité vinové
délce, v z6né analytu je tato litka vytésnéna a na zdznamu
nalezneme negativni pik), nebo derivatizaci pfipravime deri-
vdty sacharidti absorbujici v ultrafialové/viditelné oblasti, ne-
bo fluoreskujici®.

2. Elektrolyty pro kapilarni elektroforézu
sacharida

2.1. Elektroforéza v silné alkalickém
elektrolytu (v pfitomnosti
elektroosmotického toku)

Potadi migrace sacharidd je zdvislé na stupni ionizace.
Sacharidy, které disociuji nejméné, dosdhnou detektoru jako
prvni, protoze maji mensi schopnost migrovat proti elektroos-
motickému toku v nepokryté kfemenné kapildfe. Rychlost
elektroosmotického toku je o fad vyssi, nez rychlost elektromi-
grace. Disocia¢ni konstanty sacharidd jsou v rozmezi 107
10" (viz tabulka I) (cit.%). Jako elektrolyty se pouzivaji roz-
toky hydroxidi® sodnych, draselnych a lithnych o pH vys§iim
nez 12.

Redukujici sacharidy jsou ionizovany lépe, coZ je zpuso-
beno kyselym charakterem poloacetdlové skupiny’. Z tabul-
ky I miZzeme odvodit, Ze s rostoucim poctem hydroxylovych
skupin roste acidita sacharidti. Pfitomnost intramolekuldrn{
vodikové vazby mezi hydroxylovymi skupinami a aniontem
kysliku mize vézt ke zméndam kyselosti, vodikové mistky
napiiklad stabilizuji vazbou vznikajici iontovy ndboj. To vy-
svétluje nizsi kyselost a vySsi mobilitu deoxy-D-ribosy v po-
rovndni s D-ribosou, protoze aniontovy kyslik na C1 je schop-
ny vazby s pfilehlou hydroxylovou skupinou na C2 u D-ribosy,
takovd vazba nemuZe existovat u deoxy-sloucenin’.

2.2. Komplexy sacharidd s ionty

Sacharidy tvofi komplexy s anionty i kationty. Z aniontd
se nejcastéji pouzivd komplexace boraty, mozné je vytvorit
i kom}i)lexy sacharida s ermananem 01mc1tanem] arseni-
tanem'!, molybdenanem'?, wolframanem nebo vanadiéna—
nem" Z kationtli jsou nejcastéji pouzivany vépenaté”, lan-
thalnité15 a médnaté'® kationty.

2.2.1. Komplexy sacharidii s bordty

Ve vodném prostiedi se kyselina boritd chova jako Lewi-
sova kyselina:

B(OH), + OH™ — B(OH),

V alkalické oblasti je rovnovidha této reakce silné posunuta
doprava. Z tohoto diivodu reaguji sacharidy s tetrahydrobo-
rdtovym aniontem a tvoii ndsledujici komplexy'’ (obr. 1).

Struktura sacharidG poskytuje moznost tvorby ridznych
forem, jak je zfejmé ze schématu 1 na ptikladu glukosy. Ve
vodném roztoku se vyskytuji jak linedrni forma glukosy, tak
cyklické formy s péti¢etnym i SestiGetnym cyklem®.

Referaty

Tabulka I

Iomzacm konstanty (hydroxylovych skupin) sacharidd ve vo-
ded pii 25 °C

Slouc¢enina pK, Sloucenina pK,
2-Deoxyglukosa 12,52 glycerol 14,40
2-Doxyribosa 12,67 laktosa 11,98
D-Arabinosa 12,43 maltosa 11,94
D-Fruktosa 12,03 D-glukosa 12,35
D-Galaktosa 12,35 D-lyxosa 12,11
D-Glucitol 13,57° D-manitol 13,50*
D-Manosa 12,08 rafinosa 12,74*
D-Ribosa 12,21 sacharosa 12,51
D-Xylosa 12,29

* Méieno pii 18 °C
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Obr. 1. Tvorba boritovych komplexi se sacharidy
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Jednotlivé formy se 1iS{ svymi vlastnostmi a to hlavné
schopnosti komplexace. Je zndmé, Ze furanosové a linedrni
formy tvoi{ silnéjsi bordtové komplexylg. Ke tvorbé komplext
dochdzi, pokud hydroxylové skupiny sacharidi jsou vhodné
situované, tj. pokud je vzdélenost kyslikti v molekule sacha-
ridu stejnd jako je vzddlenost kyslikd v molekule bordtu. Proto
jsou threo-1,2-dioly stabilné&jsi nez erytro-1,2-dioly, syn-1,3-
-dioly nez anti-1,3-dioly, 1,2-dioly jsou stabiln&jsi nez 1,3-
-dioly"’. Stabilita komplexii je zvySovana poétem hydroxy-
lovych skupin.

Komplexace je ovlivnéna substituenty sacharidd, zavisi na
ndboji a lokalizaci substituentd. V piipadé zdporné nabitych
substituentd poklesne komplexace z divodu coulombické re-
pulse'®. Ve vodnych roztocich vedle sebe koexistuji mono
a dikomplexy20. Pomér jejich koncentraci je zdvisly na kon-
centraci boratti a polyold, pozici hydroxylovych skupin v po-
lyolech a na pfitomnosti substituentli. Za béznych podminek,
pri kterych se elektroforéza provadi, prevlddaji monokom-
plexy. Na elektroferogramu tvoii smés mono a dikomplexi
jeden pik, J)rotoie tvorba dikomplexti z monokomplexd je
dynamickd’.

Tvorba bordtovych komplexti se sacharidy zdvisi na pH,
a to pro rizné sacharidy rtizné. Optimdlni pH je v oblasti
10-11(cit.*"). Pomoci tvorby komplexti miZzeme separovat
rtizné mono a disacharidy, ale také homologni oligoglukany,
které se navzdjem liS{ pouze typem interglykosidické vazby
jako a-(1-3) védzané laminariny, o-(1-6)isomaltoso a B-(1-
-4)celooligosacharidy22. Komplexace boraty umoziiuje také
separace zavislé na velikosti zaloZené na rozdilech v poméru
naboj/hmotnost. Ndboj je stejny pro vSechny oligoglukany,
nezdvisly na velikosti z divodu ionizace jedné ze tff hydroxy-
lovych skupin bordtu (pK, = 9,14), elektroforetickd mobilita
klesd s rostouci molekulovou velikosti>>.

Dale bylo zjisténo, Ze zvyseni te%)loty analyzy zlepsi ucin-
nost rozliseni a zkrati dobu analyzy 4 Zvlast vyrazné je tento
jev zndt na separaci glukosy a xylosy v boratovém elektrolytu.
Pii teploté 20 °C trvd analyza vice nez 40 minut a glukosa
axylosakoeluuji v jednom Sirokém piku, pfi teploté 60 °C trva
analyza 20 minut a glukosa a xylosa jsou rozliseny na zdkladn{
linii. Hlavni divod tohoto jevu je, Ze se zvySenou teplotou se
sacharidy vyskytuji vice v otevienych formach a ty se ucastni
komplexace 1épe nez formy cyklické®!. (Pfi 60 °C je v roztoku
4x vice cyklickych forem nez pii 20 °C.)

K detekci se vyuziva skutecnosti, Ze boratové komplexy
majl’2 Z\1/y§§1’ absorp¢ni koeficient pti 195 nm neZ samotné sacha-
ridy~".

2.2.2. Komplexy sacharidii s kovy

Nejstabilnéjsi komplexy tvoii trojmocné kationty, kom-
plexy s dvojmocnymi kationty jsou slab$i a nejméné silné
komplexy vznikaji s jednomocnymi kationty’. Pro stabilitu
komplexu je dilezity iontovy polomér kationtu. Nejlépe kom-
plexuji kationty s iontovym polomérem 100—110 pm, napfi-
klad® Ca** nebo La™.

Silnd tvorba komplex je u sacharidd s usporddanim hy-
droxylovych skupin axidlni—ekvatoridlni—axidlni* a 1,3,5-tri-
axidlni u Sesticetnych kruht. U pétic¢etnych kruhi je to cis,cis-
-1,2,3-triolové seskupeni v konformaci twist".

Nékteré slouceniny nemaji a—e—a sekvenci ve stabilnéjsi
konformaci, ale mtiZzou ji mit v konformaci mén¢ stabilni (viz
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schéma 2). Takové sacharidy s kovy tvori také komplexy, které
jsou viak slabsi'’.

skupiny, komplexy vznikaji i se ¢tyfmi nebo dvéma hydroxy-
lovymi skupinami'. Systémy s kationty jako komplexa&ni-
mi ¢inidly poskytuji jinou selektivitu, nez elektrolyty bordto-
vé. Rozliseni je ale ve vétSiné piipadt horSi nez v piipadé
boriti’.

3. Kapilarni kolona

Pro kapilarni elektroforézu sacharidii se pouzivd zpravidla
nepokrytd kiemennd kapildra. Vnitini primér kapildry se po-
hybuje od 10 do 75 um, celkova délka kapilary byva 25 az
80 cm, efektivni délka (délka po detekéni okénko) 20 az
50 cm. Nejcastéji jsou pouzivany kapildry vyrdbéné firmou
Polymicro Technology, Phoenix, USA, nebo Chromatogra-
phie Service, Langerwehe, SRN.

Elektroforéza sacharidd ve vodnych roztocich (borito-
vych nebo roztocich NaOH) se provadi v nepokryté kapildfe,
protoze vétSina pokryti podléha hydrolytické degradaci pfi
pH > 8,5. Sacharidy tvoii v alkalickém pH nebo s bordty
anionty, které jsou odpuzovéany od zdporné nabitého povrchu
kapildry, takze nedochdzi k jejich adsorpci na kapilarni sténu.
Pokud vsak provadime stanoveni v redlnych vzorcich, dochdz{
k adsorpci kationtovych kontaminantt na povrch kapilary, to
mize vézt k nereprodukovatelnosti stanoveni. Pfi stanoven{
glykokonjugati jako glykoproteind a glykopeptidi je pokryti
kapildry nutné, tyto latky jsou totiz mnohondsobné nabité a pfi
vysokém poméru povrch/objem u kapildry maji glykokonju-
gdty silnou schopnost navdzat se na sténu. Také pfi stanoven{
derivatt sacharidd jsou pouzivany pokryté kapilary. Lze s nimi
dosahnout v&ti ii¢innosti separaci.

Prvni metoda pro pokryvani kapilar byla popsdana Hjer-
ténem?®, ktery modifikoval sklenéné nebo kiemenné trubicky
nezesifovanym polyakrylamidem. To vede k tvorbé mono-
molekuldrni vrstvy kovalentné pripojené ke kapilare siloxano-
vou vazbou. Toto pokryti md slabou hydrolytickou stabilitu
pri vysokém pH.

Nebo byl polyakrylamidovy povlak pripojen ke sténé ka-
pilary Si—C vazbou®’. Takovy povlak vykazuje vét3i stabilitu
a reprodukovatelnost v rozsahu pH 2 az 10,5. Huang a spol. 2
imobilizovali polyakrylamid pfes 7-oct-1-enyl-trimetoxysilan
misto pouzivaného 3-methylakryloxypropyltrialkoxysilanu.
Tato vrstva ze zesitovaného siloxanu je vice stabilni. Nasha-
beh a El Rasi® pokryli kapildry polyetherovym povlakem, ty
vykazuji vysokou separacni ic¢innost pro rtizné biopolymery.
Smith a El Rasi pfipravili povlak, ktery méni elektroosmoticky
tok z anodického na katodicky v zdvislosti na pH pouzitého
pufru®. Povrch kapilar se sklidd z nezreagovanych siloxa-
novych skupin, vrstvy pozitivné nabitych kvartérnich amonio-
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vych funkei a vrchni hydrofilni vrstvy polyetherového fetézce.
Z divodu pritomnosti pozitivné i negativné nabitych skupin
(kvartérnich amoniovych a nezreagovanych silanolovych sku-
pin) se ndboj povlaku mize ménit z kladného na zdporny se
zménou pH.

V jinych laboratofich byly pripraveny dalsi povlaky: po-
lyvinylpyrolidinovy>!, polyethylenglykolovy>?, maltosovy™,
arylpentafluorovy>”, polyethyleniminovy™, hydrofobné nava-
zand C18 s adsorbovanym neiontovym tenzidem®, poly(me-
thylglutamatovy)*’, z polymerniho epoxidu™®®, s navazanym o-
-laktalbuminem (amfoterni protein)>?, polyvinylalkoholovy*’
a celulosovy*..

4. Detekce sacharidu

4.1. Detekce nederivatizovanych
sacharida

4.1.1. Primd detekce sacharidii v UV oblasti

Jednoduché sacharidy jako je glukosa, fruktosa a sacharo-
sa je mozné detegovat piimo pfi 195 nm. Extink¢ni koeficient
se zvysi, provedeme-li elektroforézu v boritovém pufru®.
Sacharidy obsahujici N-acetylglukosamin, N-acetylgalaktos-
amin a zbytky kyseliny sialové je mozno detegovat pii 200 nm
(cit.**) nebo 185 nm (cit.*?). Detekce pfi této vinové délce neni
priliS selektivni, protoZe vSechny ldtky obsahujici aminosku-
pinu vykazuji silnou absorpci ve vzdalené ultrafialové oblasti.
Kyselé di- a oligosacharidy vzniklé z glykosaminoglykant je
mozno detegovat* pii 232 nm. Problémem je, 7e elektrolyt
nemuze obsahovat aditiva absorbujici v této oblasti spektra.
Takovd je ovSem vétSina béznych aditiv.

4.1.2. Neprimd detekce

Nepiima detekce je pouzivdna u ldtek postrddajicich dtile-
zité fyzikdlni vlastnosti pro pfimou detekci. Do elektrolytu
pridame aditivum, které udrzuje konstantni signal pozadi v de-
tektoru. Kdyz dosdhne detektoru nedetegovatelny ion, dojde
k poklesu koncentrace iontu detegovatelného v zéné analytu,
dojde k poklesu signdlu pozadi a vznikne negativni pik. Ne-
piimd detekce miize byt provadénd ve stejném zafizeni jako
detekce primd. Vyhodou nepiimé detekce je, Ze je univerzaln{
add se aplikovat nartizné typy sloucenin bez potieby pre- nebo
post-kolonové derivatizace a ze jeji citlivost je znacnd. Sacha-
ridy mohou byt detegovdany v pikomolovych mnozstvich.
Detekénf limit pro glukosu45 miZze byti?2 pmoly. Tato metoda
je vhodna predevsim pro neredukujici sacharidy, které nemo-
hou byt derivatizovziny45 .

Jako aditivum jsou vybirdny jednou nabité chromoforni
(nebo fluoroforni) ionty s vysokou moldrn{ absorptivitou (ne-
bo kvantovou tc¢innosti), které neinteraguji se sténou kapildry
ani s analyty a maji efektivni elektroforetickou mobilitou
blizkou analytim. Diky tomu, Ze aditiva nesou jeden naboj,
maji dobré ¢islo premény (pocet molekul chromoforu nahra-
zenych jednou molekulou analytu). Diky pfiblizné stejné efek-
tivni mobilité aditiva a analytu nedochazi k chvostovani mi-
grujictho solutu v zéndch. Pro nepiimou detekci sacharidi
byla pouzita tato aditiva: kyselina sorbova*® (254 nm), kyseli-
na 5—sulfosalicylove’144 (214 nm), kyselina 1,2,4-trikarboxy-
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benzoova* (214 nm), p-nitrofenol47 (400 nm) nebo fluores-
cenéni aditiva: kumarin 343 (cit.*®) a fluorescein®.

Duilezitou podminkou dspésné analyzy je najit vhodnou
koncentraci aditiva. Pii vyssich koncentracich se snizuje odez-
va, protoze na detek¢ni fotodiodu dopadne méné svétla. Pri
niz8ich koncentracich citlivost klesd z divodu relativné vyso-
ké koncentrace hydroxidovych iontl, které nahrazuji nabité
molekuly analytu v zéndch. Citlivost detekce neutrdlnich sa-
charidt je limitovdna, protoze pfi pH piiblizné 12 neni kon-
centrace hydroxidovych iontd zanedbatelnd vici koncentraci
detegovatelného iontu™®.

4.1.3. Elektrochemickd detekce

Tato detekce je zalozena na elektrochemickych zménéch
na povrchu elektrody. Vyhodou metody je, Ze mize byt prova-
déna i ve velmi tzkych kapildrach, protoze citlivost nenf
z4visla na Sifce kapilairy4. Citlivost je vysokd, mez detekce je
50 femtomold pro redukujici i neredukujici sacharidy. Roz-
lisSujeme amperometrickou detekci pfi konstantnim poten-
cialu®' a pulsni amperometrickou detekci®.

Nevyhodami je, Ze detekci je mozné provadét pouze pri
pH vyssim nez 12. Ddle detekce vykazuje odezvu i pro latky
jiné nez sacharidy — pro aminokyseliny, peptidy, organické
kyseliny, jednoduché alkoholy, nebo alifatické aminy®>.

4.2. Dynamicky znac¢ené sacharidy

Detekce cyklodextrint se provadi jako detekce jejich in-
klusnich komplexti s 2-aminonaftalen-6-sulfonovou kyseli-
nou pomoci laserem indukované fluorescence™ (LIF). Kdyz
prochézi detekénim okénkem komplexy, sledujeme zvysenou
fluorescenci. Detekce cyklodextrinti mtize byt také provadéna
pomoci tvorby komplext s kyselinou benzoovou. Pii vzniku
komplexti dochédzi k posunu absorpce v ultrafialové oblasti
a komplexy mohou byt detegoviny jako pokles absorbance
v z6nich komplext™. Podobnym zptisobem je vyuZivdna
tvorba komplexi amylosy a amylopektinu s jodem. Modré
komplexy jodu s amylosou nebo amylopektinem jsou dete-
govany pii 560 nm (cit. ).

5. Derivatizace sacharida

Derivatizace se provddi pomoci vazby derivatizacniho
¢inidla na redukujici skupiny sacharidd. Derivatiza¢ni ¢inidlo
mad zarucit sachariddm citlivou detekci a zdroven ndboj v §i-
rokém rozsahu pH, nebo hydrofobni charakter, vyuzitelny
v miceldrni elektrokinetické chromatografii. Dalsi kriteria pro
uspésnou derivatizaci jsou: i) vysoky vytézek, ii) tvorba jed-
noduchych produktt, iii) nedetegovatelné vedlejsi produkty,
iv) minimdlni spotfeba vzorku pii derivatizaci a ¢isténi, v) mir-
né podminky, které nevedou ke S§tépeni sacharidickych pod-
jednotek b&hem derivatizace®. Pro derivatizaci redukujicich
sacharidl jsou pouzivdny dva rozdilné zpisoby, poskytujici
detek¢ni limity v rozsahu femto a attomolt .

5.1. Reduktivni aminace

Tento zpisob derivatizace je pouzivdn nejCastéji. Muze
byt provadén dvéma zpisoby®’.
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Schiffovy bdze, kterd je ndsledné redukovdana kyanoborhy-
dridem sodnym viz*® schéma 3.

Vzniklé derivdty jsou stabilni v alkalickém i kyselém
prostiedi. Reakce je téméf kvantitativni a pro monosacharidy

a) Derivatizace redukujicich sacharidi ¢inidlem s ndaslednou
reduktivni aminaci.

Nejprve reaguje redukujici konec sacharidu s primdrni
aminoskupinou slou¢eniny chromoforu (fluoroforu) za vzniku

NH, SOH

HO,S : : SOH

8-aminonaftalen-1,3,6-
-trisulfonovd kyselina (ANTS)59
Aem = 520 nm
He-Cd laser 235 nm

HO,S SOH

: : NH,
3-aminonaftalen-2,7-

_disulfonovi kyselina (3-ANDA)"

A =235nm
NH,

S-aminonaftalen-2-
-sulfonova kyselina (S-ANSA)6
A =235nm, A, =475 nm

He-Cd laser 235 nm

2

SOH

NH,

sulfanilovd kyselina (SA)™
Amax = 247 nm

(6]
m/NHZ
AN N =
I

H
2-aminoakridon (2—AA)7°

Aexe = 425 nm, A, = 520 nm
argonovy iontovy laser 320 nm

1\}12 — SO,H
HO,S HO,$

9-aminopyren-1,4,6-

-trisulfonové kyselina (APTS)"

Aexe =455 nm, A, =521 nm

> “em

argonovy iontovy laser 488 nm

HOOC —(IZH— CH;CH;COOH

I\II H

N-(4-aminobenzoyl)-
-L-glutamovd kyselina (ABG)‘53
Amax = 291 nm

COOH

. P’ . 65
p-aminobenzoovd Kyselina

2-aminonaftalen-1-

N @@ o

OH NH,

4-amino-5-hydroxynaftalen-2,7-
-disulfonovd kyselina (AHNS)61
Aem = 475 nm
He-Cd laser 235 nm

SOH

SOH

7-aminonaftalen-1,3-
-disulfonova kyselina (ANDSA)M
Amax = 274 nm, Ay =315 nm, A, = 420 nm
xenon-rtutovd lampa

SOH

Qo™
NH, NH,

COOH

. . .66
o-aminobenzoova kyselina

Ao = 285 N _sulfonovi kyselina (2-ANSA)” Mo = 285 nim,
A =235nm Aexe = 230 nm, A, =425 nm
N,
NH, H—C—NH,

H,N
@)
R, 67
2-aminopiridinn (2-AP)

Amax = 240 nm, A, = 375 nm
He-Cd laser 325 nm

NH,

CN

) LTl
p-aminobenzonitril
Amax = 285 nm

Obr. 2. Cinidla pouzivana pro derivatizaci reduktivni aminaci
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6-aminochinolin (6—AQ)68
Amax = 270 nm, 2,
He-Cd laser 325 nm

O

N

S-(-)-1 —phenethylamin69

> 495 nm A =200 nm

‘max

NH

\
Ol Ve
/
NH
H,N

N”  NH—CO—(CH,),

2-amino-(amidobiotinyl)pyridin (BAP)72
Aexe = 345 nm, A, = 400 nm
argonovy iontovy laser 320 nm
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probihd bez nezddoucich bo¢nich reakei jako je B-eliminace,
epimerace nebo desialyzace. Cinidla pouzivana pro tento zpii-
sob reduktivni aminace jsou uvedena na (obr. 2).

b) Derivatizace redukujicich sacharidd po reduktivni aminaci

Redukujici sacharid je pfi této derivatizaci preveden po-
moci amoniaku na 1-amino-1-deoxyderivdt. Ten muze reago-
vat se sukcinimidylovym esterem 5-karboxytetramethylrod-
aminu (TRSE) nebo s 3-(4-karboxybenzoyl)-2-chinolinkarbo-
xyaldehydem (CBQCA viz*® schéma 4).

Detek¢ni limit CBQCA-derivétu se uvadi faddove femto az
attomoly”*. Cinidlo CBQCA bylo ptivodné vyvinuto pro citli-
vou detekci aminokyselin a peptidi. Nevyhoda tohoto ¢inidla
je presné definovany moldrni pomér sacharidu a Cinidla, pfi
kterém je mozné ziskat maximalni vytézek. Napiiklad moladrn{
vytézek derivatizace galaktosaminu byl vyS$$i pfi moldrnim
nadbytku CBQCA 1 az 2, pii poméru 0,2 a 5 klesl vytézek na
1/10. Dalf nevyhodou je derivatizace amind pfitomnych ve
vzorcich, které interferuji v analyzdch a desialyzace pii pod-
minkdch nutnych pro reduktivni aminaci. Ale na rozdil od
predchoziho zptisobu derivatizace neni nutné odstraiiovat nad-
bytek ¢inidla, protoze nezreagované ¢inidlo nefluoreskuje’.

Podobné je tomu v pfipadé TRSE. Cinidlo také reaguje
s nesacharidickymi materidly. Detek¢ni limit sacharidd je 60
molekul”. Pouzitd ¢inidla jsou na schématu 5.
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Schéma 5

sukcinimidylovy ester 5-karboxy-
tetramethylrhodaminu (TRSE)
Aem = 580 nm
He-Ne laser 543 nm

O
Il
N CHO COOH

3-(-4-karboxybenzoyl)-2-
-chinolinkarboxaldehyd (CBQCA)
Aem = 552 nm
argonovy iontovy laser 457 nm nebo 488 nm
He-Cd laser 442 nm
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CH,0H
0
OH
0

H,C
(6]
N\N
OH
OH

redukujici sacharid

PMP
Schéma 6

.Bazicky katalyzovand kondenzace
mezi karbonylovou skupinou
redukujiciho sacharidu a l-fenyl-3-
-methyl-5-pyrazolonem (PMP)
nebo l-(p-methoxy)fenyl-3-
-methyl-5-pyrazolonem (PMPMP)

Pribéh reakcee je zndzornén®’ ve schématu 6.

Pri reakci vznikaji bis-PMP nebo bis-PMPMP derivaty.
Cinidlo PMPMP je vice reaktivni a md o 50 % vy3§i citlivost
pfi UV detekci. Diky pifitomnosti ketoskupin v pyrazolono-
vém kruhu je mozné vyuzit také elektrochemické detekce, ta
ddvd linedrni odezvu v rozsahu 0,5-200 pmold. Kondenzace
je provadéna pii alkalickych podminkach pH ~8,3. To zname-
nd, Ze nedochdzi k desialyzaci. Nevyhodou je, ze pro deriva-
tizaci je tieba velky nadbytek Cinidla, ktery midZe interferovat
pfi analyze. Ddle je zde problém pfi skladovdni bis-PMP
a bis-PMPMP derivitu, které jsou v alkalickém prostiedi la-
bilni a mGzou tvofit mono-PMP nebo mono-PMPMP deriva-
ty”>. Cinidla PMP a PMPMP jsou zndzorn&na ve schématu 7.

5.3. Derivatizace sacharidu
s karboxylovou skupinou

Pro karboxylované sacharidy se pouZzivd derivatizace ami-

ny v piitomnosti karbodiimidu’®. Reakce je zndzornéna ve
schématu 8.

o o)
|
Oy »On
N: N:
CH, CH,

1-fenyl-3-methyl-5-pyrazolon 1-(p-methoxy)fenyl-3-methyl-

(PMP) -5-pyrazolon (PMPMP)
Amax = 245 nm Amax = 245 nm
Schéma 7
RHN—CI=NR’
RN=C=NR* + R,COOH — o +
|
O=CR;
karbodiimid karboxylovany  meziprodukt
Schéma 8 sacharid
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H,C
OH
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% bis-PMP derivit

6. Vyuziti kapilarni elektroforézy sacharidu
v praxi

Jak bylo popsdno v tvodu, md kapilarni elektroforéza
sacharid Siroké uplatnéni v rtiznych oborech: lékarstvi, far-
macii, zemédelstvi, potravindfstvi atd. Nase laboratof se spe-
cializuje zejména na stanoveni sacharidl v potravindch, proto
bude nasledujici kapitola zaméfena na tuto problematiku.

6.1. Stanoveni mono-, di- a trisacharida

a) Nederivatizované mono-, di- a trisacharidy

Aby bylo sacharidiim umoznéno migrovat v elektrickém
poli je tteba pouZit specidlni elektrolyty. Detekce je provddéna
elektrochemicky. Tento zplisob byl ispésné pouZit na stanove-
ni glukosy, fruktosy a sacharosy v b&znych ndpojich™’. Do
elektrolytu byly priddny bordtové ionty, které zlepsily diky
tvorbé komplexd separace sacharidi s blizkymi hodnotami
pK,. Timto zpiisobem byly stanoveny sacharidy v jablecnych
Stdvach, nebo monitorovdna aktivita enzymu glukosaoxida-
sa’’. Vedle toho byla pouzita k detekci sacharidé nepiima
detekce. Vzhledem k tomu, Ze je tato metoda detekce méné
citlivd, je mozné ji pouZit pouze pro analyzy koncentrovanych
sacharidickych roztokd. Napiiklad pro stanoveni cukerného
sloZeni ovocnych §tav’s, Pro stanoveni monosacharidi v ovoc-
nych §tavdch je mozné pouzit nepiimou detekci pomoci p-ni-
trofenolu jako aditiva’ (obr. 3).

Nederivatizované di- a trisacharidy byly analyzovany
v elektrolytech s vysokym pHSO‘so (naptiklad trehalosa, sacha-
rosa, laktulosa, celobiosa, rafinosa a stachyosa) za elektroche-
mické detekce®®, nebo byla pii vysokém pH analyzovéna
sacharosa a maltosa a detegovana nepiimou detekci®™. Pomoci
boratové komplexace 1ze navzdjem oddélit i nepatrné rozdily
v typu vazby mezi stejnymi molekulami sacharidt, naptiklad
glukosové dimery: maltosu, isomaltosu a celobiosu. Separace
disacharidti provedli Plocek a Chmelik* (obr. 4).
b) Derivatizované mono-, di- a trisacharidy

Predkolonovd derivatizace monosacharidi se provadi, po-

RI—C|I=O RHN—CI=O
R”NH, — NHR” + NHR’
derivatizacni derivatizovany derivdt
¢inidlo sacharid mocoviny
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Obr. 3. Stanoveni monosacharidi vyskytujicich se v ovocnych
stavach; kapiléra Polymicro Technologies, Phoenix, USA, 50 um
vnitin{ prumer délka 45 cm, efektlvm délka 30 cm, elektrolyt:
6 mmolL.I" p- n1tr0fenol 40 mol.I" Na,HPO,, pH 12,75, napéti 4 kV,
vzorek: 2 mmol.I (I) sacharosa, (2) maltosa, (3) glukosa, (4) fruktosa
detekce byla provadéna pii 400 nm

kud je tfeba dosdhnout vyssi citlivost detekce analytd, udélit
sacharidim ndboj, nebo zlepsit slucitelnost sacharidi s urci-
tym elektrolytovym systémem. Sacharidy jsou pfili§ hydrofil-
ni, aby se mohly rozpustit v miceldrnich systémech, proto jsou
oznaceny hydrofobnimi znackami a analyzovany miceldarn{
elektrokinetickou chromatografii, jako derivatiza¢ni ¢inidlo
se pouZiva napiiklad 2-aminoakridon®'. Tato slou¢enina miize
byt také pouzita pro enantiomerni separace, kdyz jsou do
elektrolytu pfidany B-cyklodextrinygl. Pro separace pomoci
miceldrn{ elektrokinetické chromatografie byla ddle pouzita
tato ¢inidla: 4-aminobenzonitril’!, nebo 1-fenyl-3-methyl-5-
-pyrazolonsz. Fluorescencné byly monosacharidy znaceny po-
moci 9-aminopyren-1,4,6-trisulfonové kyseliny®***. Enantio-
merni separace D- a L-monosacharidl jsou provadény po jejich
derivatizaci 2-aminopiridinem, 5-aminonaftalen-2-sulfonovou
kyselinou, nebo 4-amino-5-hydroxynaftalen-2,7-disulfonova
kyselina v piitomnosti linedrnich a cyklickych dextrini®,
nebo S(-)-1-fenylethylaminu®. Hydrolyzity xyland a hemi-
celulos jsou analyzovdny pomoci derivatizace p-aminoben-
zoovou kyselinou a rozdéleny na zdkladé rozdilné komplexace
boreityés.

Neékteré disacharidy vcetné gentiobiosy, maltosy, laktosy,
celobiosy a melibiosy byly znaceny 9-aminopyren-1,4,6-tri-
sulfonovou kyselinou® a separovany pomoci kapilarni elek-
troforézy.

6.2. Stanoveni oligosacharidt
a polysacharidut

a) Nederivatizované oligosacharidy a polysacharidy
Separace vyssich oligosacharidli je mozné provadét po-
moci boratové komplexace maximdlné do Ctyt glukosovych

jednotek (obr. 5). Vyssi nederivatizované oligosacharidy ne-
1ze od sebe pomoci kapildrni elektroforézy separovat.

Referaty

120

t, min

Obr. 4. Separace disacharidii jako komplexi s boraty (cit."”); ka-
pildra: Polymicro Technologies, Phoenix, USA, 75 um vnitini pru-
mér, délka 70 cm, efektlvm délka 50 cm, elektrolyt: 6 mmol.1” p-
-nitrofenol, 175 mmol.I borat sodny, pH 10,00, napeu 6 kV, vzorek:
(1) sacharosa (15 mmol.I" ) 2) ce10b10sa (10 mmol.I" ) (3) maltosa
(15 mmol.I ) 4) laktosa (15 mmol.I ) (5) 4-0- galaktosyl man-
nopyran051d (5 mmol.I" ) 6) 1somaltosa (10 mmol.I ) (7) fruktosa
(10 mmol.I ) (8) melibiosa (25 mmol.I ) (3) glukosa (15 mmol.I )
(S) systémovy pik, detekce byla provadéna pii 400 nm

AA400
mAU

2 F R

EOF 2

20 40
t, min

Obr. 5. Kapildrni elektroforéza maltooligosacharidi jako kom-
plexu s boraty; kapiléra Polymicro Technologies, Phoenix, USA,
50 pm vnltrm prumér, délka 45 cm, efektlvm délka 30 cm, elektrolyt:
6 mmol.I" p-nitrofenol, 400 mmol.I" borat sodny, pH 10,00, napéti
4KV, vzorek: (1) sacharosa 10 mmol. I ,(2) smés maltooligosacharidi
0 5-9 jednotkach 20 mmol.l”, (3) maltotetrosa 10 mmol.l”, (4) mal-
totriosa 10 mmol.1"", (5) maltosa 10 mmol.l", detekce byla provadéna
pri 400 nm

b) Derivatizované oligosacharidy a polysacharidy
Pomoci derivatizace a detekce v UV oblasti Ize separovat
oligosacharidy az do velikosti 30 homolognich zbytkG™”. Smés
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Obr. 6. Separace maltooligosacharidi od 2 do 10 glukosovych
jednotek jako deriviti ABG; kapildra: Polymicro Technologies,
Phoenix, USA, 50 um vnitini primér, délka 45 cm, efektivni délka 30
cm, elektrolyt: 200 mmol.I"" borat sodny, pH 10,00, napéti 4 kV;
vzorek: ABG derivdty maltooligosacharidi s 2-9 jednotkami. (/)
derivatiza¢ni ¢inidlo, (2)—(9) derivéty maltooligosacharidi (¢isla od-
povidaji poctu glukosovych jednotek) (EOF) elektroosmdza. Detekce
byla provddéna pfi 291 nm

podobnd jako na obr. 5 byla dspésné separovdna po derivati-
zaci kyselinou N-(4-aminobenzoyl)-L-glutamovou (obr. 6).

Pro velice citlivd stanoveni homolognich oligosacharida,
napiiklad maltooligosacharidi je pouzivana derivatizace fluo-
reskujicimi ¢inidly, nejcastéji 8-aminonaftalen-1,3,6-trisulfo-
novou kyselinou®®* Za pomoci této derivatizace je mozné
separovat vice nez 90 oligomerd za méné nez 30 minut®,
Derivéty cinidla 3-aminonaftalen-2,7-disulfonové kyseliny
maji stejné rozliSeni, ale separovat Ize maximdlné 30 oligo-
mert. U derivatd maltooligosacharidii s 2-aminonaftalen-1-
-sulfonovou kyselinou a 5-aminonaftalen-2-sulfonovou kyse-
linou bylo rozliseno pouze 20 oligomert a byla zde mens{
ucinnost. Doba migrace derivat 2-aminonaftalen-1-sulfono-
vé kyseliny je 4 krdt niz$i nez derivatti 5-aminonaftalen-2-sul-
fonové kyseliny®.

Potadi derivatizovanych oligosacharidii na obrdzku 6 je
opacné nez na obrazku 7. V nepokryté kapilafe (obr. 6) je
uplatnéna elektroosmdza, kterd funguje jako pumpa a nese
zaporné nabité derivaty ke katodé — nejprve derivaty s nejnizs{
elektroforetickou mobilitou. V pokryté kapilafe (obr. 7) je
elektroosmoza eliminovand a derivdty putuji k anodé —nejprve
derividty s nejvyssi elektroforetickou mobilitou.

7. Priklady vyuziti sacharidi jako aditiv
v kapilarni elektroforéze
Kromé stanoveni rtiznych sacharidi pomoci kapildrni

elektroforézy, 1ze sacharidy vyuzit v této technice jako aditiv
pfi stanoven{ jinych ldtek.

Referaty
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Obr. 7. Elektroforeticka separace oligomera dextranu derivatizo-
vanych ANTS (cit. 85); kapildra: Polymicro Technologies, Phoenix,
USA, 50 um vnitini pramér, délka 50 cm, efektivni délka 35 cm,
modifikovand na vnitinim povrchu linedrnim polyakrylamidem™,
elektrolyt: 0,1 mol.I"! Tris-borat, pH 8,5, napéti 20 kV, fluorimetricka
detekce: A_ =325nm, A_ =514 nm

Polysacharidy byly pouzity jako separa¢ni média, ve kte-
rych se latky déli na zdkladé rozdila velikosti. Prvni price na
toto téma provedl Ogston a spol.86 — pouzil roztoky kyseliny
hyaluronové pro elektroforézu polystyrenovych ¢éstic. Sepa-
race DNA byly také provadény v roztocich hydroxypropyl-
methylcelulosy87. Kapalné agarosové roztoky udrzované pii
jejich Zelatinizujici teploté byly poprvé pouzity Bockem
a Chrambachem na separace sulfatovanych polystgrenovych
standardii (do priméru ¢dstic 2 m) a na cirkularni®® a linedrni
DNA (cit.*).

Sacharidy byly pfiddvdny jako aditivum pro separace na
zaklade velikosti. Elektroforeticka migrace uniformé nabitych
polysacharidi mtiZe byt ovlivnéna 0pﬁ’da\/kem opac¢né nabité-
ho moderitoru. Stefansson a spol.” pouzili aminodextran pro
zlepSeni separace hyaluronant na zékladé jejich velikosti v ge-
lové kapildrni elektroforéze. Aminodextran interaguje s nega-
tivné nabitymi hyaluronany iontové vyménnym mechanis-
mem. Sila interakci mezi aminodextranem a hyaluronanem
zavisi na délce fetézce hyaluronové kyseliny.

Sacharidy byly aplikovéany jako chirdln{ selektory, napfi-
klad cyklodextriny pro jejich schopnost rozlisit enantiomery
mechanismem inklusnich komplexi®'* Déle byl pouzit hepa-
rin”>** nebo chondroitin sulfit A, B a C*? jako chirdlni
selektor pro enantiomerni rozdélen{ riznych farmaceutickych
sloucenin.

Sacharidy byly pouzity jako povlaky kapildr pro kapildrni
elektroforézu. Metodu pro piipravu stabilnich celulosovych
povlakd popsal Huang a spol.97 Celulosové derivaty (naptiklad
hydroxypropylcelulosa) jsou imobilizovany na povrch kapila-
ry. Takovy povlak je hydrolyticky stabilni, vykazuje reprodu-
kovatelné separace derivatd oligosacharidi a glykoforem pro-
teinti v pufrech o vysokém pH.

Derivaty sacharidd se pouzivaji i na dynamické pokryti
kapildr. Hydroxypropylmethylcelulosa pfidand do katolytu,
kterym je kapildra naplnéna dfive nez je nastfiknut vzorek
a spustén elektricky proud, tvoii dynamické pokryti stén kapi-
lary a sniZuje interakce mezi proteiny a sténou. Mald mnozstv{
hydroxypropylmethylcelulosy pfidand do pufru umozni pro-
vadét dynamickou izoelektrickou fokusaci proteind s vyso-
kym rozliSenim v nepokryté kapildfe za pfitomnosti elektroos-
motického toku®®.
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8. Zavér

Kapildrni elektroforézu lze pouzit pro stanoveni riznych
sacharidl ve vzorcich farmaceutickych, medicinskych, potra-
vindiskych a dalSich. Vyhodou je predevsim jeji jednoduchost
aucinnost. Pomoci kapildrni elektroforézy je mozné separovat
jinak tézko rozliSitelné izomery sacharidu, které se 1is{ napiik-
lad jen v jedné vazbé.

Tato prdce vznikla za financni podpory Ndrodni agentury
pro zemédelsky vyzkum EP 9410/99.
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J. Zidkov4 and J. Chmelik (Institute of Analytical Che-

mistry, Academy of Sciences of the Czech Republic, Brno):
Electrophoresis of Carbohydrates

Capillary electrophoresis (CE) is well suitable for deter-

mination of saccharides in a variety of pharmaceutical, bio-
medical and food samples. It is able to distinguish subtle
differences between carbohydrate molecules which are diffi-
cult to detect and/or resolve. Other advantages of CE are its
simplicity and effectivity. The review deals with the principles
and practical aplications of determination of mono-, oligo- and
polysaccharides.
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Introduction

Combinatorial Chemistry and Combinatorial Technology
(CC/CT) are a new interdisciplinary field joining computer-
assisted combinatorial chemistry with automated parallel syn-
thesis of chemical “libraries” followed by automated screen-
ing.

The main purpose of computer assisted combinatorial
chemistry is to generate thousands structurally diverse com-
pounds as libraries, maximising their diversity, which are then
considered in an experimental parallel automated synthesis
and screening on the basis of their properties. The key issue is
to integrate all important steps of CC/CT in a single, multidis-
ciplinary approach.

This nascent technology already produced more new com-
pounds in just a few years than the pharmaceutical industry
did in its entire history.

Combinatorial chemistry has turned traditional chemistry
upside down. It required chemists not to think in terms of syn-
thesizing single, well-characterized compounds but in terms
of simultaneously synthesizing large populations of com-
pounds. It also required that those people involved with infor-
mation management and computational chemistry systems
address these same issues as the chemists.

While CC/CT had the greatest impact on the drug industry,
combinatorial methods need not be restricted to pharmaceuti-
cal applications. Whenever high numbers of compounds have
to be prepared for testing, this technique can be used. For
example, agricultural research, new materials and new cata-
lysts research and development stand to gain from this tech-
nology. However, for the time being, main emphasis is still on
pharmaceutical research. Most major pharmaceutical compa-
nies are active in the field. It is generally accepted that the
method has a great potential for finding leads in the drug
discovery process where the technology is expected to contri-
bute to the reduction in time and cost.

Many countries have emphasized the urgent need to get

acquainted with Combinatorial Technologies in order to en-
able local enterprises to remain competitive and economically
viable in the coming decades and gain expertise on application
practices of combinatorial technology. In view of global com-
petition, CC/CT together with molecular modeling may be
considered as powerful tools for the implementation and/or the
increase of a country’s capabilities in drug design, agrochem-
istry, new materials and new catalysts. The above considera-
tions become even more significant if it is taken into account
that many countries have abundant natural resources which are
presently well below their proper exploitation. Combinatorial
chemistry can enhance the potential of these resources.

Combinatorial Technologies

Combinatorial approaches were originally based on the
premise that the probability of finding a molecule in a random
screening process is proportional to the number of molecules
subjected to the screening process. In its earliest expression,
the primary objective of combinatorial chemistry focused on
the simultaneous generation of large numbers of molecules
and on the simultaneous screening of their activity. Following
this approach, the success rate to identify new leads is greatly
enhanced, while the time required is considerably reduced.

The development of new processes for the generation of
collection of structurally related compounds (libraries) with
the introduction of combinatorial approaches has revitalized
random screening as a paradigm for drug discovery and has
raised enormous excitement about the possibility of finding
new and valuable drugs in short times and at reasonable costs
(Figure 1).

However the advent of this new field in drug discovery did
not obscure the importance of “classical” medicinal chemistry
approaches, such as computer-aided rational drug design and
QSAR for example, but catalyzed instead their evolution to
complement and to be integrated with combinatorial techno-
logies.

STRATEGIES
/
Conventional Combinatorial
— One molecule at a time — Many molecules at a time
— Make — Purity — Test — Make — Test — Purity
— hudreds of molecules — Thousands of molecules
a month a month

— Slower lead generation — Faster leads generation
— High risk of failure — Low risk of failure

—_

Synergy
|
LEAD IDENTIFICATION

Fig. 1. Principal characteristics of conventional vs. combinatorial
strategy of drug discovery
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PEPTIDES CHEMICAL DIVERSITY

Given a linear amino acid sequence of n residues
X -X-X-X,—- ... =X
the total number of different peptides obtainable equals to:

n

y

n =peptide length
y = number of different amino acids used in the synthesis
(usually 18)

n=3
n=4

1.889.568 peptides

5.832 peptides n=>5
n=6 34.012.224 peptides

104.976 peptides

Fig. 2. Number of compounds (peptides) generated by combina-
torial approach

The word “combinatorial” appeared in the scientific lite-
rature at the beginning of the 90, but the generation of the first
combinatorial libraries can be dated back to the beginning of
the ’80. The first reports dealt with the simultaneous produc-
tion of collection of chemically synthesized peftides, pro-
duced by solid phase methods on solid supports © Peptides
were particularly suited for combinatorial synthesis given the
well established synthetic protocols available, the great num-
ber of different molecules attainable, and the potential to gene-
rate leads of biological and pharmaceutical value (Figure 2).

The use of peptide libraries was greatly accelerated by the
introduction of biological methods for library preparation,
such as the phage display technology, which provided inte-
resting advantages over the synthetic counterpart’®. At the
same time, the first papers on the generation of oligonucleotide
libraries appeared in the literature®™'°, suggesting thus the
possibility to extend the applicability of combinatorial ap-
proaches even to other classes of synthetic or natural oligo-
meric compounds, such as carbohydrates. There are many
important biologically active glyco-conjugate drugs whose
carbohydrate constituents are associated with the molecular
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mechanism by which these drugs exhibit their effect. Because
of this, the exploration of carbohydrate molecular diversity has
the potential for identifying novel agents with enhanced po-
tency (Figure 3).

The Need for Combinatorial Technologies

Drug discovery in the past has been based traditionally
about the random screening of collections of chemically syn-
thesized compounds or extracts derived from natural sources,
such as microorganisms, bacteria, fungi, plants, of terrestrial
or marine origin or by modifications of chemicals with known
physiological activities (Figure 4).

SOURCES OF MOLECULAR DIVERSITY

— Plant extracts

— Microbial extracts

— Collection of chemical compounds (synthetic)

— Oligonucleotide libraries (biological or synthetic)
— Oligosaccharide libraries

— Chemical compounds libraries (synthetic)

— Peptide libraries (biological or synthetic)

LIBRARIES

Collection of structurally related compounds (peptides, oli-
gonucleotides, oligosaccharides, organic molecules) obtai-
nable by chemical or biological means simultaneously as
amixture and screened for activity as a mixture of compounds,
without any isolation protocol step. Identification of active
compounds derives from the synthesis/production protocol
used to generate the library. Great acceleration of leads iden-
tification since millions of different compounds can be scree-
ned simultaneously.

Fig. 4. The basic sources of molecular diversity and definition of
libraries

COMBINATORIAL DIVERSITY GENERATION

Oligometric Space

e
Chemical Synthesis

Biological Oligomers Chemical Oligomers
!

— peptides

— oligonucleotides

— oligosaccharides

— peptoides

—PNA

— vinylogous peptoids

— tertiary amines

— morpholines

— ethylene glycols

— hydroxymethyl
pyrrolidinones

— carbamates

— pyrrolinones B turn
mimetics

Fig. 3. Diversity of compounds generated by combinatorial approach

1105

Biochemical Synthesis
Enzymatic Synthesis Organisms

Biological Oligomers Biological Oligomers

—RNA i — Phage proteins
- DNA — bacterial membrane
— polysomes proteins
— modified DNA/RNA — peptide-plasmids
— random chemistry
oligomers



Chem. Listy 94, 1104 — 1110 (2000)

From Synthesis to Approval

16
Years

12

1970-79  1980-89  1990-95
Decade

1963-69

Fig.5. Time needed for new drugs development in the last decades;
m FDA, TCclinical, B preclinical

FACTORS AFFECTING STRATEGY CHANGES
IN DRUG DISCOVERY

Biotechnology (genomics):

provides molecular targets of therapeutic relevance (recep-
tors, hormones, proteins).

Combinatorial Technology:

provide the possibility of generating huge collections of
molecules which are simultaneously produced with a built
— in decoding capability.

High Throughput Screening (HTS):

provides the possibility of handling many assays at the
same time.

Fig. 6. Key factors affecting drug discovery

This approach has resulted in many important drugs, how-
ever the ratio of novel to previously discovered compounds
has diminished with time. In addition, this process is very time
consuming and expensive. A limiting factor is the restricted
number of molecules available or extract samples to be scree-
ned, since the success rate in obtaining useful lead candidates
depends directly upon the number of samples tested. Chemical
synthesis of new chemical entities often is a very laborious
task, and additional time is required for purification and che-
mical characterization. The average cost of creating a new
molecular entity in a pharmaceutical company is around 7500
USD/compound'. Generation of natural extracts, while very
often providing interesting new molecular structures endowed
with biological properties leads to mixtures of different com-
pounds at different concentrations, making thus activity com-
parisons very difficult. In addition, once activity is found in
a specific assay, the extract needs to be fractionated in order
to identify the active component. Quite often, the chemical
synthesis of natural compounds is extremely difficult, making
thus the lead development to in a new drug a very complex
task. The time and cost needed for the development of new
drugs have been increasing steadily during the past three
decades (Figure 5).

Estimated costs for introducing a new drug in the market
now reach around 300—400 millions USD, and this process
takes around 12-14 years after their original discovery. This
increase in time and cost is due mainly to the extensive clinical
studies of new chemical entities required by competent regu-
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latory agencies, such as the Food and Drug Administration,
and to a lesser extent to the increased costs associated to
research. The time and costrequired for clinical and preclinical
evaluation of new drugs is not likely to decrease in the near
future, and as a consequence, a key issue for pharmaceutical
companies to stay in the market has been to increase the
number of new drugs in their development pipeline. While the
pharmaceutical industry was demanding more rapid and cost
effective approaches to lead discovery, the advent of new
methodologies in molecular biology, biochemistry, and gene-
tics, led to the identification and production of an ever increas-
ing number enzymes, proteins, receptors, involved in biologi-
cal processes of pharmacological relevance, but also to good
candidates for the development of screening assay, compli-
cated even more this scenario. The introduction of combina-
torial technologies provided an unlimited source of new com-
pounds, capable to satisfy all these needs (Figure 6).

Applicability of Combinatorial Technologies

Up to now many active compounds have been selected to
date following combinatorial methodologies, and a considera-
ble number of those have progresses to in clinical trials.
However, combinatorial chemistry and related technologies
for producing and screening large number of molecules find
useful applications also in other industrial sectors not neces-
sarily related to pharmaceutical industry. Emerging fields of
application of combinatorial technologies are the diagnostic,
the down-stream processing, the catalysis, and the new mate-
rial sectors. In the first case, CC can be successfully applied
to the identification of previously unknown epitopes recogni-
zed by antibodies in biological fluids associated to pathologi-
cal conditions.

Combinatorial Technologies have been applied also to the
identification of new macromolecules endowed with catalytic
activity for reactions where natural enzymes are inactive. This
application even if still at the early stage, is calling conside-
rable attention from the industrial sector, since the availability
of new enzymes may reduce the production costs of many
chemicals.

Combinatorial Tools

A broad variety of new synthesis and screening methods
are currently grouped under the term combinatorial. These
methods include parallel chemical synthesis and testing of
multiple individual compounds or compounds mixtures in
solution, synthesis, and testing of compounds on solid sup-
ports, and biochemical or organism-based synthesis of biolo-
gical oligomers coupled to selection and amplification strate-
gies. Fully automated instruments for the synthesis and for the
screening of libraries of compounds are integrated tools in
combinatorial technologies, as well as computer assisted ap-
proaches for library design. A very important class of mole-
cular libraries is represented by peptide libraries. Peptides are
particularly suitable for the construction of libraries since
a high degree of structural diversification can be easily achie-
ved simply by varying the peptide sequence length or by the
introduction of different amino acids other than those naturally
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HIGH THROUGHPUT SCREENING REDISGNING
DRUG DISCOVERY THROUGH HTS

Automation

|

Synthesis

!

Compound Dissolution

High Throughput

& Distribution Assay

— Compound Weighing & Dissolving

— Compound Distribution

to 96 Well Plates
— Coding

— Replication of Microplates

Fig. 7. Role of automation in CC/CT

occurring. The number of different peptides obtainable by
a combinatorial approach is governed by the simple formula:

N=b"

where N is the total number of molecules obtainable, b is the
number of residues used in the construction of the library and
x is the sequence length. Generation of synthetic peptide
libraries generally follow the divide:couple:recombine pro-
cess> (DCR), where different aliquots of resin for solid phase
synthesis are treated separately with solutions containing dif-
ferent activated amino acids, which are after coupling, recom-
bined, mixed, and then divided again in different aliquots. The
process is then repeated several times until the desired length
of the library is accomplished.

Peptide libraries could be synthesized even manually in
the laboratories where Combinatorial chemistry should be
applied without investments.

Another important aspect of combinatorial chemistry is the
analytical characterization of molecular libraries. Since a con-
siderable number of different molecules are tested separately
or in combination, analytical data should indicate that all the
expected components are occurring with a comparable degree
of purity. Amino acid analysis by TOF-MALDI mass spec-
trometry for peptide libraries quality control is often used. The
amino acid analysis is useful mainly for the characterization
of amino acid-based libraries (peptides, benzodiazepines, hy-
dantoins).

Different techniques such as Electrospray (ES), Matrix
Assisted Laser Desorption Ionization (MALDI), Fast Atom
Bombardment (FAB) and tandem mass spectrometry have
been successfully used to evaluate the composition and purity
of synthetic peptide mixtures, but there are no limitations for
their use with purely organic libraries. When interfaced to
HPLC or capillary electrophoresis the ES becomes the most
powerful method for the characterization of even very com-
plex mixtures, since the combination of the two techniques
allows the identification of compounds having chemical pro-
perties very similar. MALDI is a very a sensitive method and
can be used when very small amounts of sample are available.

In combinatorial chemistry, due to the high number of che-
mical manipulations required to synthesize libraries of com-
pounds and to the high number of screening steps, automation
is unavoidable (Figure 7). Many research groups, both in aca-
demia and industrial settings are developing automated instru-
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— Suitably arranged libraries

— Assay method Configured
for Automation

— Robotic Work Station

— Computerized data
Management

COMBINATORIAL CHEMISTRY

ON SOLID PHASE IN SOLUTION

— large excess of reagents — all organic reactions
allowed can be used

— multistep synthesis — no chemistry
allowed assessment

— easy workup-isolation —no linker/cleavage

chemistry

— mix and split — unlimited product

possible quantities

Fig. 8. Characteristics of solid phase and solution phase combina-
torial chemistry

ments specifically tailored to these needs, and this technology
field is acquiring an extremely important role for the develop-
ment of combinatorial technologies for the next millennium.
However, semi-automated instruments requiring little invest-
ment may be constructed in research lab with a low budget.

The screening steps required to decipher the active se-
quence from a molecular library are strictly related to the type
of library used, to the synthesis or preparation cycles needed,
and to the kind of activity wanted. Molecular libraries can be
prepared following chemical or biological approaches. For the
first case, libraries can be prepared free in solution or anchored
to solid supports, and for these two different situations diffe-
rent screening procedures are required. Resin-released libra-
ries can be conveniently used for the search of molecules able
to interfere in solution with a specific biochemical recognition
event, such as in the case of hormone-receptor, antigen-anti-
body, or inhibitor-enzyme interactions. Screening can be con-
veniently performed evaluating the inhibitory activity of sub-
libraries, where the nature of at least one functional group of
the library is known in a predetermined position, on the assay
under consideration. In combinatorial chemistry many diffe-
rent types of libraries can be produced, by using solid phase
or solution phase methods (Figure 8).

Computer-Assisted Combinatorial Chemistry
and Molecular Design

The different technologies and strategies used in the pro-
duction of combinatorial libraries are now so well developed
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that it is easy to plan synthetic schemes for the generation of
a huge number of compounds. Since the rate at which com-
pounds can be screened does constitute a limitation to the use
of combinatorial technologies, it is important to be selective
about the compounds which are synthesized (Figure 9).
Computational methods are very valuable from this point
of view to assist in the design of combinatorial libraries. The
main requirement for lead generation is often to maximize the
range of structural types within the library with the expectation
that a broad range of activities will result. As a consequence,
diversity analysis is an important aspect of library design. The
diversity of libraries may be measured by the use of similarity
or dissimilarity indexes which make intermolecular compari-
sons possible. Measures of chemical similarity have been
developed for similarity searching in chemical databases. The
calculation of the similarity between two molecules involves
the characterization of the molecules by using chemical/struc-

Libraries: Chemical Diversity

Classical
Medicinal Chemistry Synthetic
100 ! Chemical
Oligomers
2
[
-
3
§ Decorated
% Monomers
5 Biological
O .
Peptides RNA
Diversomers l Sele::tion
Synthetic 1
. Biological
0 r Monomers
1 1 1 1 | |
2 4 6 3 10

1 10 10 10 10 10
Number of molecules per synthesis

Fig. 9. Chemical diversity and number of molecules produced by
various concepts of synthesis

“Random” approaches “Rational” approaches

(MM/MD)
Integrated Combinatorial
Technologies
Computer Assisted
Combinatorial Parallel High/throughput
Chemistry Synthesis (CC) Screening

+ Molecular
Lead Discovery

|

Molecular Design

|
Lead Optimization

Final Candidate (Drug, catalyst, new materials)

Fig. 10. Integration of combinatorial technology and molecular
design
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tural descriptors, and then the application of similarity coeffi-
cients to quantify the similarity.

Moreover, Molecular Design uses various sophisticated
techniques of computer chemistry/molecular mechanics and
dynamics (QSAR, neural networking, etc.) for rational search
of candidate structures with desired properties and activity
with applications in pharmaceutical and chemical companies,
and its high tech. and reasonable cost requirements render it
suitable for use in SMEs in developing and in transition
countries. A clear tendency is observed in industrial compa-
nies developing new compounds (drugs, agrochemicals, cata-
lysts, new specialty chemicals, new polymer materials and
other) to develop both the strategies (i.e. combinatorial tech-
nology and molecular design) in synergy (Figure 10).

Biological Methods

Biological methods for library preparation are mainly lim-
ited to peptide or oligonucleotide libraries. For peptide libra-
ries, methods are based on the construction of a pool of clones
each one expressing a different peptide on its surface (Figure 11).

The peptides are fused to proteins normally expressed on
the surface of the microorganism used. Phage display libraries
are the most commonly used. Screening is accomplished by
incubation of the target molecule, adsorbed to a solid support,
with the phage population. Active phages will bind the target
even after extensive washing steps. Target-bound phages are
isolated and propagated by infection of E. coli and subjected
to an additional round of adsorption to the immobilized target.
This procedure increases both the number of active phages and
the stringency of selection, since harsher condition may be
employed in the washing steps to reduce the number of non--
specifically bound phages. As for the case of synthetic libra-
ries, iterative cycles of adsorption, washing, elution and propa-
gation in E. coli are performed to enrich the phage population
in the active or in few active sequences. Active phages may
then be subjected to DNA sequencing in order to decode the
active peptide sequence.

The use of biological display libraries for the isolation of
peptide ligands is an interesting alternative to chemical libra-
ries. Since 1985 (Ref.!'), when this technique was first pub-
lished, many fields of research have benefited from its use.

Phage Libraries

Phage
displaying
random
epitope | )
0
=
Epitope biotinylated antibody

&6 &5 |
Streptavidin-coated
petri dish

Fig. 11. Principle of phage libraries preparation
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Web resources relevant to Combinatorial Chemistry and
Combinatorial Technologies

There is a sort of information explosion accompanying the
development of Combinatorial Chemistry and Combinatorial
Technologies and an almost exponential growth of publica-
tions and patents in the field. At the same time, several web
sites have been established providing updated information.
The most important are the following:
http://www.5z.com/divinfo/spos.html

This site is probably the best collection of papers/patents/
presentations/abstracts regarding combinatorial technologies
in all its aspects and applications.

Theoretically this link may bring the experienced scientist
almost everywhere in the field of Combinatorial Technolo-
gies, but we will highlight some other relevant web addresses:
http://www.combinatorial.com/

This site is based on a well known book titled “The
Combinatorial Index”, written by B. Bunin and published by
Academic Press. The TOC is electronically available and the
new articles appearing are grouped consequently as for their
area. The site is devoted to synthetic organic libraries.
http://www.netsci.org/Resources/CCYP/top.html

This is the site of Network Sciences, which hosts an
electronic publication related to Combinatorial Technologies
and High Throughput Screening among other topics.
http://www.stemcorp.com/organic.htm

Website of STEM corporation, providing many links such
as: Discussion group for Organic Synthesis, Discussion group
for Drug Discovery and Synthesis, a Lab-Robotics Interest
Group and others.
http://www.dl.ac.uk/CDS/sps.html

Database of Solid Phase Synthesis from Synopsis.
http://pubs.acs.org/journals/jcchff/index.html
http://www?2.interscience.wiley.com/issn/0006-3592/
http://www.bscipubl.demon.co.uk/cchts/
http://www.wkap.nl./journalhome.htm1/1381-1991

Websites of of the major scientific magazines in Combi-
natorial Technologies: respectively Journal of Combinatorial
Chemistry (to start in Jan 1999, ACS), Biotechnology and
Bioengineering (special issues on Combinatorial Technolo-
gies, John Wiley and Sons), Combinatorial Chemistry (Ben-
tham Science Publishers) and High Throughput Synthesis and
Molecular Diversity (Kluwer).

Information on the ICS-UNIDO programme on Combina-
torial Chemistry and Combinatorial Technologies, together
with a database on CC/CT can be found on
http://www.ics.trieste.it

Last but not least, several books and review papers dealing
with the topics of CC/CT were recently published®* .

Conclusions

Combinatorial approaches have been introduced from the
beginning in the drug discovery field, given their tremendous
impact of the identification of new leads. Many active com-
pounds have been selected to-date, following combinatorial
methodologies, and a considerable number of those have
progressed into clinical trials. However, combinatorial chemi-
stry and related technologies for producing and screening large
numbers of molecules also find useful applications in other
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industrial sectors not necessarily related to the pharmaceutical
industry. Emerging fields of application of combinatorial tech-
nologies are diagnostics, the down-stream processing, cataly-
sis and the new material sectors.

Many biotechnology/combinatorial-technology companies
have been founded in the last few years, with the primary goal
to design and produce highly diversified molecular libraries to
be screened on selected targets, and the vast majority have
definitely caught the attention of pharmaceutical companies.

At the same time, rapidly growing sectors of catalyst
design and new material design are going to influence chemi-
cal industries as well.
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approach on the traditional chemistry is presented. The main
fields of application of CC/CT are reviewed and the reasons
why CC/CT is so strongly needed and demanded are given.
Besides obvious utilization of CC/CT in drug discovery, agro-
chemical research and research and development of new ma-
terials and catalysts also gain from this approach. The paper
describes the origins and development of the technique, for-
med on the basis of probabilistic justifications. The applica-
bility of combinatorial technologies and main combinatorial
tools are described together with computer-assisted combi-
natorial chemistry, molecular design and biological methods
of CC/CT. A list of important Web resources relevant to the
topic is also presented.

Fakulta chemické technologie

Studijni program: Chemie

Studijni obory:  Anorganickd chemie
Organickd chemie
Makromolekuldrni chemie

Studijni program: Chemie a chemickd technologie
Studijni obory:  Anorganickd technologie
Organickd technologie

Studijni program: Chemie a technologie materidlii
Studijn{ obor: Technologie makromolekuldrnich latek
Fyzikdlni metalurgie a meznf stavy
materidlQ
Chemickd metalurgie
Chemie a technologie anorganickych
materidld
Materidlové inZenyrstvi

Fakulta technologie ochrany prostiedi

Studijni program: Chemie a technologie ochrany
Zivotniho prostiedi

Studijni obor: Aplikovand a krajinnd ekologie

Studijni program: Chemie a technologie paliv a prostiedi

Studijn{ obor: Energetika v chemicko-technologickych
procesech
Chemické a energetické zpracovani paliv

Rektor Vysoké skoly chemicko-technologické v Praze vyhlasuje pfijimaci fizeni pro $kolni rok 2001-2002
do nasledujicich oborti doktorskych studijnich programi ve smyslu §49 odst. 5 a §98 odst. 1c) Zikona
111/1998 Sb. uskutectiovanych na fakultach VSCHT Praha:

Vsechny doktorské studijni programy jsou uskute¢novany formou presencni, distancni nebo kombinaci
presencni a distancni formy.
5 Standardni doba studia u v8ech doktorskych studijnich programii je tii roky.
Z4dosti dolozené zivotopisem, doklady o dosazeném vzdélani a dosavadni praxi, soupisem publikovanych
praci a ostatnich vysledki odborné ¢innosti, podavejte nejpozdéji do 30.3.2001 na dékandty prislusnych
fakult, Technicka 5, 166 28 Praha 6.

Fakulta potravinarské a biochemické technologie

Studijni program: Chemie
Studijni obor: Organickd chemie
Biochemie

Studijni program: Mikrobiologie
Studijni obor: Mikrobiologie

Studijni program: Biochemie a biotechnologie
Studijni obor: Biotechnologie

Studijni program: Chemie a technologie potravin
Studijni obor: Chemie a analyza potravin
Technologie potravin

Fakulta chemicko-inZenyrska

Studijni program: Chemie
Studijni obor: Analytickd chemie
Fyzikdlni chemie

Studijni program: Chemické a procesni inZenyrstvi
Studijni obor: Chemické inZenyrstvi

Meéfici technika

Technickd kybernetika

Rizeni a ekonomika podniku

Studijni program: Aplikovand matematika
Studijni obor: Aplikovana matematika
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LABORATORNI PRISTROJE A POSTUPY

POSTUP MINERALIZACE HORCIKEM
PRO STANOVENI DELORU 103 CI DALSICH
CHLORDERIVATU V OLEJ CI V ROZTOCICH

JOSEF JENIK?, KAREL BOJDA?, )
JANETTE KACIROVA® a LADISLAV NOVOTNY"

“Ustav ochrany Zivomiho prostiedi, Doubravice 41, 533 53
Pardubice 19, "UNESCO LaboratoF elektrochemie Zivomiho
prostiedi, Ustav fyzikdlni chemie J. Heyrovského, Akademie
véd Ceské republiky , Dolejskova 3, 182 23 Praha 8

Doslo dne 18.X.1999

Klicova slova: polychlorované bifenyly, organické chlorde-
rivaty, mineralizace, analyza

Uvod

Spolehlivd a relativné levnd analyza PCB a dalSich chlor-
derivitt v olejich i v roztocich je dosud nedostate¢né vyiese-
nym problémem. Vedle zavedenych ndkladnéjsich chromato-
grafickych technik! se prosazuji i nad&jné dostupné;jsi metody
voltametrické®. VyuZivaji zejména poznatkii o elektrokapi-
larni aktivité uvedenych ldtek, jeji souvislosti s adsorptiv-
ni voltametrii®, specialnich kapildr, elektrod a elektrodovych
systému a pocitacem fizenych méficich polarografickych ¢i
voltametrickych analyzatori®.

Potencidlné mohou byt tyto i jiné techniky vyuZity i pro
nepiimé stanoveni na zdkladé analyzy chloridi vzniklych
degradaci PCB a chlorderivitd a jejich ndsledného stanoven{
pomoci katodické stripping voltametrie®, VIS-spektrofotome-
trie®, &i jinak. Diilezitym krokem je viak v takovém piipadé
ucinny postup mineralizace kontaminovaného oleje.

Cilem tohoto sdéleni byl popis d¢inného zptisobu minera-
lizace vzorku oleje obsahujictho PCB ¢i dalsi chlorderivéty
pomoci hof¢iku, navazujici na diiv&jsi zkusenosti’ s obdob-
nym vyuzitim tohoto kovu. Vznik odpovidajictho mnozZstv{
chloridd byl dokumentovan s vyuzitim VIS-spektrofotometrie.

Experimentalni podminky

Spektrofotometrickd méfeni byla provadéna pomoci zafi-
zeni Specord UV-VIS Carl Zeiss Jena, s kiemennymi kyveta-
mi 50 mm. Zdkladni referenc¢ni vzorky oleje (analyzované
pomoci GC-MS) obsahovaly bud 1,76 mg nebo 1,47 mg
Deloru 103 v 1 kg transformdtorového oleje. Redestilovana
voda pro piipravu vodnych roztoki byla pfipravovdna s vy-
uzitim zafizeni Milli Q" (fy Millipore, USA); pouZité chemi-
kadlie Lachema Brno byly Cistoty p.a. Méfeni byla provddéna
pfi laboratorni teploté 293,15+0,3 K.

1111

Vysledky a diskuse
Postup mineralizace oleje

Do sklenéné mikrozkumavky z tézko tavitelného skla
o délce 10 cm byla nasypdna smés praskového a zrnéného
hotr¢iku (1:1) do vysky max. 1 cm, pak byl pfiddn presné
zvazeny Cisty nebo kontaminovany olej, v mnozstvich 0,15 az
0,2 g a pfevrstven dal§im sloupcem smési hoi¢iku do celkové
vysky cca 5-6 cm. Zkumavka byla zahtivana po dobu 2 minut
v propan-butanovém plameni smérem od horniho okraje ke
dnu zkumavky az do celkového rozzhaveni jejtho obsahu.
Dulezité bylo zahfivat mikrozkumavku od horntho okraje
smérem dold, aby se ve vzniklém prstenci taveniny pocaly
mineralizovat postupné vznikajici pary oleje. Rozzhavend
zkumavka byla po mineralizaci ochlazena tenkym proudem
tekouci vody tak, aby sklo stén popraskalo, nacez byla celd
i s taveninou vhozena do pfipravené kddinky s roztokem obsa-
hujicim 5 ml redestilované vody a 1 ml konc. kyseliny dusi¢né;
po rozpadu byla vznikld smés tyCinkou rozmélnéna a po
rozpusténi taveniny byla drt skla se zbytky taveniny odfiltro-
véna a propldchnuta 5 ml vody. Roztok vykazoval alkalickou
reakci; proto bylo k filtratu pfiddno ,,Cinidlo* tvofené 0,5 ml
nasyceného Hg(SCN), v CH,0OH, 0,5 ml 1 mol.I"' Fe(NO,),
v konc. HNOj;, 1 ml konc. HNO; a 8 ml redestilované vody;
objem vzniklého roztoku ¢inil tedy 10 ml. Ziskal oranzovo-
hnédé zabarveni, které ve viditelné oblasti vykazovalo maxi-
mum absorbance pri 458 nm. Fotometrickd méfeni byla vy-
hodnocovdna po odecteni vysledkt, odpovidajicich ,,¢istému
oleji* (tj. stejnym zpisobem zmineralizovaného oleje neobsa-
hujictho chlor ani PCB). Pro kontrolu byly vici redestilované
vodeé (bez mineralizace) proméfeny téz absorbance samotného
,Cinidla®, poskytujictho jiZ zminénou barevnou reakci®. Po-
dobné byly rovnéz pro informaci ur¢eny hodnoty absorbanci
slepého pokusu oznaceného ,,Mg + ¢inidlo*, kdy byl proveden
cely popsany proces véetné spaleni hotc¢iku, avsak bez pridav-
ku oleje. Vysledky méfeni absorbance A (tabulka I) dokumen-
tovaly ur€ity obsah chloridd jiz v pouzitém hoiciku. Jesté nizsi
pozadi chloridli vykdzal postup, pfi kterém byl vySe zminény
roztok Fe(NO;); v HNO; nahrazen Fe,(SO,), v H,SO, (supra-
pur, obsah CI” max. 0,5 ppm).

Stru¢ny souhrn vysledkdu

Tabulka I shrnuje naméfené a primérné hodnoty absor-
bance A pifi 458 nm proti redestilované vod¢ pro ,.Cisty olej*,
»cinidlo* a ,,Mg + cinidlo“. Dokumentuje pfitomnost pozadi
chloridd nebo chlorderivitt v jednotlivych matricich.

Ptiklad vyhodnoceni obsahu sledovanych organickych
chlorderivat v oleji je zfejmy z tabulky II a z ndsledného
postupu: Do zkumavky €. 1 bylo navazeno 0,056 g standardu
o koncentraci 1,76 mg Deloru 103 v 1 kg oleje, bez aditiv na
bazi chléru. Do zkumavky €. 2 bylo odvdzeno 0,0773 g ne-
znamého vzorku kontaminovaného oleje. Popsand minerali-
zace a spektrofotometrickd méfeni poskytla po odecteni prii-
mérného pozadi 4 = 0,149 ,Cistého oleje” (viz tab. I) jednot-
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Tabulka I
Namétené hodnoty absorbanci A pfi 458 nm proti redestilo-
vané vode¢ ve sklenénych kyvetdch o délce 1 cm

Parametr Cisty olej Cinidlo Mg + ¢inidlo
A 0,150 0,063 0,124
0,149 0,063 0,124
0,148 0,062 0,125
0,148 0,062 0,125
_ 0,149 0,064 0,125
A 0,149 0,063 0,125
Tabulka II

Namérené hodnoty absorbanci olejii s dominantnim obsahem
PCB, méfeno proti ¢istému oleji po mineralizaci Mg

Parametr Standard Kontaminovany olej
A 0,115 0,118
0,115 0,117
0,115 0,117
0,115 0,115
_ 0,114 0,115
A 0,115 0,116

livé hodnoty A, tvofici prvni sloupec v tab. II. U kazdého
vzorku byl pritom cely postup v¢etné mineralizace opakovan
pétkrat. Obsah Deloru m v kontaminovaném oleji byl pak
vycislen po piepoctu primérné absorbance na jednotkovou
navdzku (v gramech) 4, = 0,115/0,056 = 2,056 a 4, =
0,116/0,0773 = 1,5006 m = 1,76. Vypoctend hodnota m Cinila
tedy (Al / Az) = 1,3 mg Deloru 103 na 1 kg kontaminovaného
oleje. Tato hodnota byla cca o 12 % niZsi nez vysledek 1,45
mg.kg! kontrolni analyzy téhoZ oleje metodou GC/MS. Na-
lezeny rozdil cca 12 % (potvrzeny opakovdnim analyzy vzor-
ki) je z hlediska praktického vyuziti popsaného postupu za-
nedbatelnym.

Zavér

Popsany postup mineralizace PCB ¢i jinych chlorderivatd
v olejich se ukdzal velmi dcinny. Umoziuje sledovat PCB

Laboratorni pfistroje a postupy

v olejich na koncentraéni vrovni mg.1" (tj. ppm). Zjistovani
obsahu chlorderivati ve vodnych roztocich vyzaduje, aby
popsané mineralizaci pfedchdzela napf. extrakce do ropného
oleje, resp. vhodné uhlovodikové frakce. V principu lze pro
vyhodnoceni obsahu chlorderivdti vyuzit jak metody stan-
dardniho pfidavku, tak metody kalibra¢ni kiivky.

Autori dékuji za financni podporu této publikace z grantu
FVRS F4-0333 a grantu IGA MZ 4238-3/09.
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J. Jenik?®, K. Bojda®, J. Kacirova®, and L. Novotny”
(“Department of Environment Protection, University of Par-
dubice, Pardubice, "UNESCO Laboratory of Environmental
Electrochemistry, J. Heyrovsky Institute of Physical Chemi-
stry, Academy of Sciences of the Czech Republic, Prague):
Magnesium Mineralization Procedure for Determination
of Delor 103 or Other Chloro Derivatives in Oil or Solu-
tions

The present paper describes an effective and facile way of
mineralization of analyzed samples containing polychlori-
nated biphenyls (PCB) or other organic chloro derivatives
using magnesium. It enables to determine PCB at concentra-
tion levels of mg.1-1 (ppm). The visible spectroscopy or volt-
ammetry could successfully be applied as final analytical
techniques.
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VYUZITI DIFERENCNICH MERENI POVRCHOVY CH
TLAKU PRO POROVNANI ADSORPTIVNIHO
CHOVANI HYDROCHINONU A p-BENZOCHINONU

EVA JIROVCOVA* a TOMAS SAKRA®

“Katedra chemie, Zemédvélska' fakulta, Jihoceskd univerzita,
Studentskd 13, 370 05 Ceské Budéjovice, e-mail: skritek@
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533 53 Pardubice 19

Doslo dne 18.X.1999

Klicova slova: hydrochinon, p-benzochinon, povrchové tlaky,
adsorptivita, diferen¢ni méfeni

Uvod

Hydrochinon (HCH) a p-benzochinon (CH) patii spolu
s dal§imi derivaty chinonti do skupiny $kodlivych latek nacha-
zejicich se v primyslovych odpadnich vodéch. Jejich odstra-
novéni je proto pfedmétem vyvoje prislusnych separacnich
metod' . Mezi dsp&$né se rozvijejici techniky patii v tomto
sméru vyuzivani adsorpénich vlastnosti uvedenych latek. Jed-
nd se pritom o vyuziti adsorpce HCH, CH a piip. dalsich
chinonll na chemicky inertnich matricich, napf. na aktivnim
uhli®’. O tcinnosti separace chinonu z vodnych roztokd roz-
hoduje predevsim jejich adsorptivita. Lze ji zjisSfovat napf.
z méfeni ubytku sledovanych latek pfi adsorpci na ptiddvaném
aktivnim uhli, popf. z ¢asovych zmén koncentraci téchto 14-
tek>*, Tyto metody jsou v§ak pomérné zdlouhavé, a proto jsou
hleddny postupy poskytujici vysledky rychleji a efektivnéji.
Ukdzalo se™”, Ze sledovani adsorptivity uvedenych latek na
uhlikovych materidlech koreluje s jejich adsorptivitou na rtu-
tové elektrodé. V principu bylo mozno tyto zdvéry potvrdit
pomoci tenzametrickych méteni s vyuzitim sttidavého proudu
nebo impedancnich méteni vedoucich k ur¢ovani diferencidl-
nich kapacit elektrody’. Uvedené techniky jsou viak pro praxi
rovnéz prilis specidlni, ndrocné a obtizné vyuzitelné. Neddvno
byla popsdna mezifazovd elektrokapilarni métent, jejichz cit-
livost je 0 2 az 3 fady vyssi nez tomu bylo u klasickych metod
obdobného typu'®2L Popsdny byly rovnéz piisluiné nové typy
elektrodovych systémi'*?2% postupy a zptisoby vyhodno-
covani'®*2, které by se mohly pro dany ucel jevit jako
nadéjné. Cilem tohoto sdéleni bylo vyzkousSet uvedené metody
pro rozliSeni adsorptivity hydrochinonu a chinonu ve vodnych
roztocich a popsat prakticky postup jejich aplikace pro dany ticel.

Experimentalni ¢ast

Pro elektrokapilarni mezifdzova méfent slouzila aparatura
popsand v cit.'%!% pracovni elektrodou byla rtutova kapkova
elektroda v podobé sklenéné vietenovité kapildry (o prime-
rech 45/135), referentni elektrodou byla velkoplo$nd nasycend
kalomelovd elektroda (primér 12 mm) a pomocnou plati-
nové elektroda. K tomu byl pouzit solny miistek obsahujici
0,5 mol.I"! Na,SO,. Pfi méfeni byla kombinovdna aparatura
sestdvajici z pocitacového Eko-Tribo Polarografu PC-ETP
firmy Polaro-Sensors, Praha a z polarografického analyzdtoru

Laboratorni pfistroje a postupy

PA-3 firmy Laboratorni pfistroje, Praha. Vodné roztoky byly
piipravovény z redestilované vody a obsahovaly 0,5 mol.l"
KNO; cistoty p.a. RovnéZz hydrochinon a p-benzochinon byly
Cistoty p.a. od firmy Fluka Chemie AG. Méfeni probihala pii
laboratorni teploté 298,15+0,5 K. pH roztoku bylo kontrolo-
vdno pomoci pH-metru Al firmy Altec. Pfed méfenim byl
sledovany roztok vybublan argonem.

Vysledky a diskuse

Pracovni postup

Do mérné nddobky bylo pfiddno 10 ml vodného roztoku
0,5 mol.I"! KNO;, do kterého byly zasunuty pracovni rtufovd
kapkovid elektroda RKE, referentni kalomelova elektroda SKE
a pomocnd platinova elektroda. Po vybubldni roztoku argo-
nem po dobu 7 minut byla RKE postupné polarizovédna v po-
tencidlovém rozsahu +300 az —-800 mV vs. SKE, pficemz byly
zaznamenavdany doby kapky ¢ (pomoci digitdlnich stopek fir-
my CASIO s presnosti +0,03 s) v zdvislosti na polarizacnim
potencidlu E. Poté byl do roztoku postupné pridavan hydro-
chinon v rozsahu koncentraci 0,002 az 0,02 mol.I"' a pii kazdé
koncentraci byla méfeni r-E kiivky tfikrdt opakovdna. Do
grafu byly pak vyneseny rozdilové kiivky pro jednotlivé kon-
centrace HCH viici kiivce zdkladniho elektrolytu. Tyto zmény
dob kapky At byly pak piepocteny podle vztahu'®!!1315 =
(425,6/40,5).At, kde t = 40,5 pfi E = —450 mV vs. SKE, na
hodnoty povrchovych tlakli wa vyneseny do grafi m vs. E. Poté
byl roztok HCH zaménén za roztok cistého zakladniho elektro-
lytu a méfeni byla opakovdna za piidavku CH, rovnéZ v kon-
centradnim rozmez{ 0,002 az 0,02 mol.1". Adsorptivita obou l4-
tek byla poté porovndna na zakladé ziskanych sérif m-E kiivek.

Zmeétené vysledky

Zmérené n-E kiivky jsou zndzornény na obr. 1. Ukdzalo
se, ze HCH vykazoval vyraznou mezifizovou aktivitu v po-
mérné Siroké potencidlové oblasti +200 mV az —800 mV vs.
SKE, s maximem v oblasti okolo —200 mV. Pfi pozitivnéjsich
potencidlech nez +300 mV se zacinalo pfi citlivych méfenich
projevovat anodické rozpousténi rtutové elektrody. Pfi nega-
tivnéjsich hodnotich potencidlti, mensich nez 900 mV, do-
chédzelo naopak k vyraznému omezen{ adsorpce HCH vlivem
ndrtistu povrchové koncentrace kationt zdkladniho elektro-
lytu. Podobny tvar m-E zdvislosti byl ziskdn téz v pripadé
chinonu. Poloha maxima odpovidala rovnéz cca —200 mV vs.
SKE, pribéh kiivek byl vsak strméj$i a obor potencidlil
mezifazové aktivity uzsi, mezi 0 mV a —-600 mV. Mimo tuto
potencidlovou oblast sehrdl zfejmé vyraznou roli opét ndrist
koncentrace iontli zdkladniho elektrolytu v mezifdzi. Vza-
jemné porovndni hodnot maxim ktivek na obr. 1 a 2 ukdzalo,
Ze adsorptivita CH je v priméru cca 1,7-krat vyssi nez adsorp-
tivita HCH urcovand za stejnych podminek. Tento vysledek
souhlasi’s obdobnym zjisténim, ke kterému bylo mozno dospét
pomoci méfeni tibytki HCH a CH v 0,5 mol.I"! KNO, v di-
sledku jejich adsorpce na aktivnim uhli*>,

Zavér

Popsany postup potvrdil moznost vyuziti diferen¢nich mé-
feni povrchovych tlakl pro pomérné rychlé a dostupné porov-
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Obr. 1. Zavislost zmén povrchového tlaku © na E na rtutové
elektrodé v 0,5 mol.I"! KNO,, obsahujicim hydrochinon o koncentraci
¢ (mol.I™): @ 0,002; W 0,005; O 0,01; 0 0,02
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Obr. 2. Zavislost T na E na rtutové elektrodé v 0,5 mol.I"! KNO,,
obsahujicim p-benzochinon o koncentraci ¢ (mol.l'l): © (0,002; ®0,005;
0 0,01; 00,02

ndni ¢i rozliSeni mezifdzové aktivity sledovanych chinond.
Ziskané poznatky odpovidaly difve provedenym separa¢nim
méfenim na aktivnim uhli.

AutoFi dékuji za financni podporu této prdce grantu FRVS
¢. F4-0333.
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E. Jirovcova® and T. Sakra® ( “Department of Chemistry,
Faculty of Agriculture, University of South Bohemia, Ceské
Budéjovice, "Institute of Environment Protection, University of
Pardubice): Utilization of Difference Measurements of Sur-
face Pressures for Comparison of Adsorption Behaviour
of Hydroquinone and 1,4-Benzoquinone

Utilization of differential measurement of surface pressu-
res for a comparison of adsorption behaviour of hydroquinone
and 1,4-benzoquinone is described. The described procedure
confirms the utilization potential of the method for a rapid and
accessible comparison or distinguishing of interphase activity
of the investigated quinones. The findings obtained corres-
pond to the separation measurements on active carbon per-
formed earlier.
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STANOVENI SILYBINU V KREVNI PLAZME
VYSOKOUCINNOU KAPALINOVOU
CHROMATOGRAFI S EXTRAKCI

NA PEVNE FAZI

PAVEL KOSINA® a JOSEF BARTEK"

“Centrum analytické chemie molekuldrnich struktur, Univer-
zita Palackého, Hnévotinskda 3, 775 15 Olomouc, e-mail:
kosina@tunw.upol.cz, "Ustav lékaiské chemie a biochemie,
Lékar'skd fakulta, Univerzita Palackého, Hnévotinskd 3, 775 15
Olomouc

Doslo dne 18.X.1999

Klic¢ovd slova: kapalinovd chromatografie, konjugovany a cel-
kovy silybin, plazma

Uvod

Silymarin, pfeciStény extrakt ze semen ostropestice ma-
ridnského — Silybum marianum (L.) Gaertn., patii v druhé
poloving dvacdtého stoleti k intenzivné sledovanym latkdm
z hlediska farmakologického t¢inku'. Je mozno nalézt néko-
lik set odbornych ¢ldankd, zabyvajicich se studiem silymarinu
nebo jeho jednotlivych komponent' ™,

Silymarin a jeho hlavni obsahovy flavonolignan silybin (/)
vykazuje Sirokou paletu ochrannych déinkt proti poskozen{
organismu toxiny'. Chrani proti celé fadé jaternich jedi, napf.
tetrachlormethanu, D-galaktosaminu, thaliu, acetaminophe-
nu'. V organismu piisobi flavonolignany ze silymarinu jako
antioxidanty, vychytdvaji volné radikaly, stabilizuji bunécné
membrany, ovliviiuji hladiny sérovych lipidd, maji antiproli-
ferativni u¢inky na celou fadu nadord™. Vyznamnym tcin-
kem silymarinu je jeho schopnost pfispivat k regeneraci jater-
ni tkdné. Pfi akutnich otravdch toxiny muchomdirky zelené
(Amanita phalloides) se pouziva silybin ve formé bishemisuk-
cindtu jako uginné antidotum’.

0. .CHOH
HO 0 @[ OCH;
J
OH O
1

V soucasné dobé se piipravky na bazi silymarinu pouzivaji
nejen jako 1éCiva, ale stdle vice také jako potravinové dopliky
zdravé vyzivy, hlavné v zapadni Evropé a USA*, jejich obliba
stdle stoupd v souladu se snahou o zdravy zZivotni styl. Zatimco
1éky jsou pod piisnou kontrolou z hlediska jejich schvalovani,
distribuce i monitorovani v organismu, pro potravinové doplii-
ky neni k dispozici dostatek vhodnych metod ke sledovani{
téchto latek v biologickych materidlech. Vzhledem k interin-
dividudlnim rozdilim v citlivosti populace k medikamentim
obecné je feSeni tohoto problému velmi dilezité.

Prvni metody stanoveni silybinu (SB) v krevnim séru a moci

Laboratorni pfistroje a postupy

vyuzivaly tenkovrstevné chromatografie s fluorimetrickou de-
tekci po extrakci do etheru’. Nejvétiiho uplatnéni nalezly
metody vysokouc¢inné kapalinové chromatograﬁeg‘”. Vsech-
ny pouzité metody stanovuji pouze SB, ani jedna nesleduje
primo jeho metabolity, konjugéty s kyselinou glukuronovou
a sirovou. Ty jsou pred chromatografickou analyzou enzymo-
vé §tépeny B-glukuronidasou a sulfatasou, stanoven je celkovy
obsah, zahrnujici nekonjugovany i ptivodné konjugovany SB.

Silybin existuje ve formé dvou diastereomerti, ale pou-
ze nékteré postupy umoziiuji jejich stanoveni vedle sebe®”’.
Vsechny popisované postupy vyuZzivaji vice ¢i méné slozité
precisténi pied vlastni HPLC analyzou. Martinelli et al.'
stanovoval SB v lidské plazmé a moci po extrakci terc-butyl-
methyletherem béhem desetiminutové analyzy, ale bez rozdé-
len{ diastereomert. K rozdéleni diastereomeri nedochdzi ani
v piipadé studie Morazzoniho et al."', srovnavajici farmakok-
ineticky silipid (1:1 komplex fosfatidylcholinu se SB) a sily-
marin za pouziti sorbentu Extrelut 3. Diethylether pouZili
k extrakci Rickling et al.® i Mascher et al.” Ten zvolil k piecis-
téni vzorku postup, zahrnujici po extrakci diethyletherem
vymrazeni vodné faze suchym ledem s acetonem, smichdn{
organické fize s roztokem Na,CO;, okyseleni vodné fize
a nastiik na HPLC kolonu. Cilem nasi prace bylo modifikovat
jiz dfive publikované metody tak, aby bylo mozno co mozna
nejjednodussi preseparaci ziskat analyt vhodny pro HPLC
stanoveni ze vzorkd krevni plazmy za zachovani separace
diastereomerd. Prezentovand metoda je modifikaci metod,
pouzitych pii studiu flavonolignan v rostlinném materia-
12132 metody vyuzité ke stanoveni glykosidii SB v biologic-
kych materidlech'*. Metoda byla aplikovdna na vzorky plazmy
dvou zdravych dobrovolniku.

Experimentalni podminky

Chemikadlie: Silymarin (Favea, Ceskd republika) —
200 mg silymarinu v jedné tableté, Legalon® 70 (Madaus AG,
Némecko) — 70 mg silymarinu v jedné tableté, silybin (Galena
Opava, Ceska republika), kyselina octovd p.a., methanol p.a.
(MeOH ), redestilovand voda, octan sodny p.a., aceton p.a.,
smés B-glukuronidasa/arylsulfatasa (40/20 U.ml™") z Helix
pomatia (Merck, Némecko).

Biologicky materidl: Plazma byla ziskdna od dvou
dobrovolnik A a B, ktefi mésic pied experimentem uZzivali
tfikrdt denné 1 tabletu Silymarinu (Favea) — dobrovolnik A
nebo 1 tabletu Legalon®70 (Madaus AG) — dobrovolnik B.
Dvacet ctyfi hodin pfed odbérem oba dobrovolnici neméli
nadmérnou fyzickou zdtéz, nekoufili, vyvarovali se ndpojd
a potravin, obsahujicich xanthin, jako je kdva, ¢aj a cokoldda.
Hladovéli od vecera pred experimentem a béhem experi-
mentu. Krev byla odebirdna do zkumavek s EDTA v ¢asovych
intervalech 0,5, 1, a 2 hodiny od podéni tablety piislusnych
prepardtd. Thned po odbéru byla centrifugaci ziskdna plazma,
kterd byla pted dal§im pouZitim zamrazena pii —20 °C. Plazma
pro zjiSténi ndvratnosti SB z biologického materidlu byla
ziskdna od dobrovolniku, ktefi neuzivali zadné Iéky ani potra-
vinové dopliiky, obsahujici silymarin.

Kapalinovd chromatografie: Kapalinovy chroma-
tograf Shimadzu Class - LC 10 (Shimadzu, Japonsko) byl
v uspordddni odplynovaci jednotka GT-104, pumpa LC 10AT,
termostat CTO-10AC, DAD detektor SPD-M10AVP, central-
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ni jednotka CBM-10A, autoinjektor SIL-10ADvp s ddvkovaci
smyckou 500 pl. Separace byla provddéna na koloné 250/4
Nucleosil 100-5 C,5 AB, pfedkolona 11/4 stejny sorbent (Ma-
cherey Nagel, SRN). Stanoveni bylo provedeno v gradientu
mobilni fize (slozka A: MeOH-H,0-CH,COOH 37:63:0,5;
slozka B: MeOH, program gradientu je uveden v tabulce I).
HPLC analyzy byly provddény pfi teploté kolony 30 °C, prt-
toku 0,9 ml.min™' a detekci pfi 290 nm, nastiikované mnozstvi
bylo 50 ul.

Tabulka I
Program gradientu mobilni faze

Cas,min 0 3,75
% B 0 10 35

11,25 15 20 20,1 27
100 100 O STOP

Pfiprava analytického vzorku
1. Extrakce nekonjugovaného silybinu na pevné fdzi

K 1 ml krevni plazmy bylo pfiddno 2 ml acetatového pufru
— AC (0,1 mol.I", pH 4). Smés byla nanesena na prekondi-
ciovany sorbent (Spe-ed Octadecyl C18/18 %, 200 mg/3 ml
(Applied Separations, USA), kondiciovan MeOH (2x2 ml),
H,O (2 ml) a AC (1 ml)). Kolonka byla promyta AC (1 ml).
Analyt byl desorbovdn MeOH (2 x2 ml) a acetonem (1 ml) do
zkumavky, ndsledovala centrifugace pii 2 000 g/12 °C/1 min.
Po centrifugaci byl supernatant piefiltrovén pfes filtr 0,45 um
(Sartorius, Némecko) a odpaien na vakuové rotacni odparce
pfi 45 °C do sucha. Odparek byl rozpustén v 100 pl mobiln{
faze A a aplikovan na HPLC kolonu.

2. Stanovent celkového silybinu

K 1 ml krevni plazmy bylo pfiddno 1,5 ml AC a 60 ul
roztoku smeési B-glukuronidasa/arylsulfatasa, o aktivite 0,56/
0,28 U.ml™! (cit."®). Zkumavky byly uzavieny gumovou zit-
kou, inkubovany 4 hod pii 37 °C ve vibra¢ni vodni 1dzni, poté
doplnény 0,5 ml AC a zpracovany stejnym extrakénim postu-
pem jako v bodu 1.

Pfiprava standardnich roztoku

Byl piipraven zdsobni roztok SB o koncentraci 500 umol.l'1
v MeOH. Protoze v této praci pouzity SB je smés dvou
diastereomeri v poméru 1:1, koncentrace kazdého diastereo-
meru v zdsobnim roztoku byla 250 pumol.I'\. Ze zdsobniho
roztoku byly nafedénim v plazmé pfipraveny kalibracni roz-
toky, obsahujici 0,005; 0,025; 0,05; 0,25; 2,5 a 25 umol.l’1

Tabulka II
Ndvratnost silybinu z lidské plazmy pfi extrakci na sorbent C g

Laboratorni pfistroje a postupy

jednotlivych diastereomert. Pro stanoveni ndvratnosti SB z bio-
logického materidlu byly pfipraveny standardni roztoky v mo-
bilni fazi A ve stejnych koncentracich.

Vysledky a diskuse

Pouzitou metodou je mozno separovat diastereomery SB,
retencni Casy jsou 17,7 a 18,1 min, rozliSeni pikli R, = 1,22.
Rovnice kalibra¢nich piimek pro kazdy diastereomer (I a II),
sestrojené v koncentraénim rozsahu 0,005 az 25 umol.1"" kaz-
dého diastereomeru maji tvar:

P-0,018 . % =0,99999

¢ =1,781.107
P-0,017.7*=0,99998

ey =1,554.107

¢ — koncentrace diastereomeru [umol.l'l]
P — plocha piku [UV.s]

Mez detekce pro kazdy diastereomer je 2 nmol.I", mez stanovi-
telnosti 5 nmol.I”! nekonjugovaného i celkového SB. Program

Tabulka IIT
Koncentrace silybinu [nmol.I"'] ve vzorcich plazmy dobrovol-
nika A po podani jedné tablety Silymarin (Favea)

Cas Silybin

odbéru?, nekonjugovany celkovy

hod DI’ DII° DI’ DI’
0,5 492+2.9 21,6+2,7 46,5+3,1 40,2+4.,4
1 86,5+1,5 31,7+2,3 88,0+10,2 48,5+4,1
2 133,0+9,5 35,1+4 .4 176,1+7,7 200,6+8,1

*Cas odbéru krve po podni preparitu, b pramér + smérodatnd
odchylka, n = 2; D = diastereomer

Tabulka IV
Koncentrace silybinu [nmol.I"'] ve vzorcich plazmy dobrovol-
nika B po podani jedné tablety Legalon®70

Cas Silybin

odbéru?, nekonjugovany celkovy

hod DI DIP DI DI
0,5 25,5+3,5 n.d.© 30,9+6,6 6,8+1,0
1 25,5+4.,8 8,9+2.5 52,9+4.4 82,2+8,7
2 139,0+15,6 7,5+3,7  127,0x14,7  67,6x12,0

* Cas odbéru krve po podani preparitu, b pramér + smérodatnd
odchylka, n = 2, “ nedetekovano; D = diastereomer

0,005
92,4+7,2

0,025
91,7+5,8

Koncentrace silybinu®, umol.I"!
Navratnost, %

0,05
89,4+6,7

0,25
85,1+£6,3

2,5 25
82,8+8,4 80,5+7,6

? Primér = smérodatna odchylka, n = 3; navratnost obou diastereomerd byla stejnd, proto je v tabulce uvadén pouze jeden tdaj
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Obr. 1. Stanoveni celkového silybinu (jednotlivych diastereomert)
ve vzorku plazmy dobrovolnika A po 2 hod od podani jedné tablety
Silymarinu (Favea) po enzymatickém §tépeni konjugovaného silybinu

gradientu (tab. I) zaji$tuje na konci analyzy vymyti balastnich
latek, hydrofobnéjsich nez silybin, z kolony a zdroven ndvrat
do ptvodniho stavu. Névratnost SB je uvedena v tabulce II.
Byly sledovdny zmény koncentraci diastereomerd SB v Case
v plazmé dvou dobrovolnikti po podani jedné tablety preparatd
Silymarin a Legalon®70 (tab. III a IV). Chromatogram sta-
noveni celkového silybinu (jednotlivych diastereomeri) ve
vzorku plazmy dobrovolnika A po 2 hod od podani jedné
tablety Silymarinu (Favea) po enzymatickém Stépeni konju-
govaného silybinu a extrakci na pevné fazi zachycuje obr. 1.

V porovndni s metodou Maschera et al.’ je prezentovand
metoda stejné citlivd pro stanoveni nekonjugovaného SB a cit-
livéjsi o polovinu pii stanoveni celkového SB (metoda Mas-
chera et al. dovoluje stanovit koncentraci 10 nmol.I"" kazdého
diastereomeru celkového SB), metoda Ricklinga et al.} do-
voluje stanovit kazdy diastereomer v koncentraci 0,5 nmol.l”!
pro nekonjugovany SB ovSem pfi pouziti pfepindni kolon
a elektrochemického detektoru. Pro celkovy SB md prezen-
tovand metoda stejnou citlivost jako metoda Ricklinga et al®

Vyhodou pouziti C, sorbentu pii extrakci na pevnou fazi
je moznost zachytit i hydrofilngjsi derivaty silybinu, napf.
B-D-glykosidy SB'®, které extrakci do diethyletheru stano-
vovat nelze. V soucasné dob¢ probihaji experimenty s vyuzi-
tim prezentované metody pro stanoveni pfirozenych metabo-
litd SB v krevni plazmé.

Nédvratnost SB z krevni plazmy pfi pouziti extrakce na
pevnou fazi se pohybovala okolo 85 % za dostatecného pre-
¢isténi vzorkda.

Ve vzorcich plazmy po aplikaci obou piipravki byly nale-
zeny v Casové zavislosti vzristajici koncentrace jak nekonju-
govaného, tak i celkového SB u diastereomeru I, u dobrovol-
nika A se stejny trend uplatiioval i u diastereomeru II. U do-
brovolnika B byl rozdil v koncentraci diastereomeru II po
jedné a dvou hodindch od aplikace preparatu nevyznamny.
Pozorovany rozdil v koncentraci diastereomert I a IT v krevn{
plazmé je v souladu s literdrnimi ddaji'®. Neni zndmo, zda se
jednd o rozdilnou resorpci diastereomerd z gastrointestindl-
niho traktu, riznou rychlost biotransformace a vylucovan{
nebo kombinaci vSech téchto vlivd.

Preparat Silymarin (Favea) obsahoval trojndsobné mnoz-
stvi silymarinu nez Lega10n®70, rozdil v plazmatické koncen-
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traci (hlavné u diastereomeru I) neodpovidd aplikovanému
mnoZstvi a svédci pro rozdilnou biodostupnost prepardtti od-
lisnych vyrobci, coz bylo pozorovéno také v praci Schulze et
al.'® Vyznamnou roli v odligné biodostupnosti mohou hrat také
interindividudlni rozdily, které mohou posuzovani biodostup-
nosti riiznych preparatii vyrazné ovliviiovat'.

Tato prdce byla podporena granty MSMT CR VS 96021
a MSM 151100003, MPO PP-Z1/13/99.
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P. Kosina® and J. Bartek” (“Centre for Bioanalytical
Research, Palacky University, bInstitute of Medical Chemistry
and Biochemistry, Medical Faculty, Palacky University, Olo-
mouc): Determination of Silybin in Blood Plasma Using
High Performance Liquid Chromatography with Solid
Phase Extraction

HPLC method with SPE preseparation step for determi-
nation of silybin, the main constituent of silymarin, in blood
plasma was optimized. A C18 sorbent for preseparation from
acidified samples was used. Diastereomers of silybin in uncon-
jugated form or total silybin are resolved by the method, the
detection limit being 2 nmol.1"" and the limit of quantification
5 nmol.I"' per diastereomer. The method is suitable for silybin
monitoring in human plasma after administration of drugs or
food additives based on silymarin.
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Uvod

Nedilnou soucdsti vyzkumu a vyvoje elektrochemické
instrumentace je feSeni novych typt elektrod, jejich vyzkum
avyuziti. V polarografii, voltametrii a pfibuznych oborech za-
ujala mimotddné postaveni rtufovd kapkovd elektroda RKE'™,
zejména diky kvalité povrchu a jeho obnovovatelnosti. Hled4-
ni elektrod, které by se vlastnostem RKE pfiblizily, je tudiz
dilezitou soucdsti zminéného vyzkumu zejména v souvislosti
s aplikacemi vyZzadujicimi préci bez rtuti, vyuZziti netoxickych
elektrodovych materidld, jednoduchou obsluhu, robustnost,
miniaturizaci systému, jeho snadnou pfenosnost apod., pfi
dostatecné citlivosti, selektivité a dalSich analytickych para-
metrech.

V ramci zminéného vyzkumu jsme proto asi pred péti
lety™” zaméfili pozornost téZ na amalgamové stifbrné elektro-
dy, v ndvaznosti na dfive publikované poznatky o téchto
elektrodach®’. Hlavnim motivem byla pavodn&>”'%'?snaha
zavést elektrody typu netoxickych zubnich amalgam, které by
za vhodnych experimentalnich podminek a uspotadani spliio-
valy vySe zminéné parametry. Diky pfiznivym vysledkim
byly jiz prvni typy téchto stiibrnych amalgamovych Hg/Ag
elektrod zavedeny do V}froby6’7. Nasycend tuhd amalgama
miiZe byt vytvdfena i na stiibrné plosce (diskové Ag-elektro-
de), nebo jeste Iépe amalgamaci piislusného prasku (eventuel-
né pudru, pilin). Elektroda mtize mit pfitom napf. formu disku
¢i menisku, apod. Podle potieby miize byt vylesténa nebo
naopak modifikovdna, napf. rtufovym filmem, pfirozené s tim,
ze jeji vlastnosti pak zdviseji na jejim konkrétnim uspofdddni.

O zna¢ném zdjmu o tuto problematiku sv&déi i prace!! ™!

Experimentalni ¢ast
Aparatura

Voltametrickd méfeni byla provddéna s vyuzitim pocita-
¢ového Eco-Tribo Polarografu PC-ETP (Polaro-Sensors spol.
s1.0., Praha), ve dvou nebo tifelektrodovém uspofaddni, v pii-
tomnosti vzdusného kysliku nebo po vybubldni roztoku dusi-
kem. Jako referentni slouZzila nasycend kalomelovd elektroda
SKE. Pomocnou elektrodu tvoril Pt dritek o priméru 1,0 mm.
a délky 7 mm. Byly pouzity metody DC voltametrie (DCV),
cyklickd voltametrie (CV) a diferencni pulsni voltametrie

Laboratorni pfistroje a postupy

(DPV) v rezimu ,,square-wave®, vyska pulsu 50 mV, S§itka
pulsu 100 ms. Podle potfeby byly tyto metody kombinovany
s anodickym, katodickym nebo adsorptivnim nahromadénim.
Roztoky byly pfipravovdny z redestilované vody; vSechny
chemikdlie byly Cistoty p.a. (Lachema Brno). Analyzy byly
provadény pfi teploté 293,2+0,5 K.

Pfiprava amalgamové elektrody

Sklenéna trubicka (SIMAX) vnéjstho priméru 5 mm
a vnitintho priméru 1-2 mm byla v uréeném udseku délky asi
1 cm zahfdta a vytaZzenim ziZena na vnitini praimér cca 0,4 az
0,5 mm. Po pfefiznuti trubicky v ztizeném misté a zalestén{
Cela zizené Casti na jemném smirkovém papite byl do zuzuji-
ciho se vnitintho prostoru vpraven stiibrny prasek velikosti
¢astic 5-10 wm, po té byl do pribézného otvoru trubicky a do
vrstvicky prasku Ag zaveden platinovy dratek o priméru
0,1 mm a vrstvi¢ka Ag prasku byla upéchovana. Usti bylo pak
zasunuto do lahvicky s asi 0,5 ml Hg a za postupujici amalga-
mace ponechdno 2 hodiny. K hornimu konci Pt dritku byl pak
ptipevnén piivod elektrického kontaktu a horni ¢dst elektrody
byla opatfena krytkou. Konstrukce vzniklé amalgamové Hg/
Ag-elektrody je zndzornéna na obr. 1. Hg/Ag-elektroda s roz-
hranim ve formé ztuhlé stiibrné amalgamy (pfipominajici
zubni mikroplombicku) podoby menisku nebo hemisféry byla
tak pfipravena k méfeni. K piipadnému vylesténi Hg/Ag-elek-
trody byl pouzit ultrajemny smirkovy papir.

Obdobnym postupem byly pfipraveny téZ amalgamy ji-
nych kovt, napt. zlata, indiovd, médéna.

Komeréni pevné amalgamové stiibrné Hg/Ag elektrody
(Polaro-Sensors spol. s r.0., Praha) se chovaly stejné jako
analogické elektrody ptipravené laboratorné.
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Obr. 1. Schémata elektrod na bazi pevné kovové amalgamy, napi.
stfibrné Hg/Ag: 1 — pevnd popt. modifikovand amalgama; 2 — télo
elektrody; 3 — Pt-kontakt; 4 — pfivod elektrického kontaktu; 5 — krytka
s osazenim elektrody
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Obr. 2. DP voltamogramy 0,2 M acetatového pufru pH 4,8 (1)
obsahujiciho 0,06 ppm Cu**, Pb**, Cd** a Zn** (2); doba akumulace
t,=90spii E . =-1,3 V; doba vybubldni roztoku dusikem ¢, = 300 s;
rychlost polarizace 20 mV.s™; siika pulsu 100 ms

Vysledky a diskuse

Pred kazdym méfenim byla elektroda vzdy ve stanoveném
rezimu polarizovdna, napf. vlozenim vhodného negativniho
potencidlu, nebo jesté lépe cyklovanim kupt. 200 cykly mezi
-0,05 V a -1,2 V. Optimalizace podminek stanoveni dané
latky zahrnovala tedy nejdfive nalezeni vhodného rezimu
elektrochemického obnoveni povrchu Hg/Ag-elektrody a poté
reZzimu vlastni analyzy. Vysledky se staly soucdsti konkrétnich
metodik, v praxi vyuZzitelnych napi. ve formé ptislusnych
aplikacnich listd.

V piipadé kovovych iontii jako jsou Cd** ¢ Pb** bylo
zjisténo, ze k elektrochemické tipravé mérného rozhranf staci-
lo napft. uvedené cyklovani pred kazdym meéfenim pfi dané
koncentraci depolarizdtoru; po ni pak ndsledoval urceny sled
kroki méfeni, podle potieby zahrnujici nebo nezahrnujici
akumulaci stanovovanych slozek.

Obr. 2 dokumentuje vyuzitelnost popsanych Hg/Ag elek-
trod pro stanoveni Cu, Pb, Cd, Zn. Reprodukovatelnost stano-
veni se pohybovala kolem 2 %. Potencidly pikt odpovidaly
hodnotdm na visici rtutové kapkové elektrodé (HMDE). Pri
dodrzeni popsaného postupu bylo mozno s Hg/Ag elektrodou
pracovat bez jejtho mechanického obnoveni ¢i doteku s kapal-
nou rtuti po dobu jednoho tydne. Analogicky bylo moZno
analyzovat roztoky obsahujici Fe**, Co®", Ni**, TI*, Cr**, In*",
I, 105 aj. Za optimalnich podminek analyzy bylo mozno
dosdhnout mez stanovitelnosti kovi na trovni 1 ppb. Zvlast
vyznamnou roli hrdla elektrochemicka ptfediprava povrchu
elektrody pii stanovenich, kdy se vyrazné uplatiiovaly mezi-
fazové ¢i povrchové déje. Piikladem toho byla voltametrie
NOj za podminek jejich katalyzované redukce'® - viz obr. 3.

Vseobecné lze fici, ze Hg/Ag elektroda vykazuje Siroky
rozsah polariza¢nich potencidlt a vysoké piepéti vodiku. Pfi
vymezeni katodické i anodické vétve voltametrickych zdzna-
ma drovni 5 QWA Cinil napf. rozsah odpovidajicich pracovnich
potencidltiv0,1 M-HCIO,-1,23 V a7z +0,47 V, v 0,1 M-NaClO,,
-1,99 Vaz +0,45V,v 0,1 M-KC1-1,99 V a7 +0,095 Vav 0,1
M-NaOH -1,99 V az -0,1 V, vse proti SKE. Uvedené rozsahy
byly v porovndni s HMDE za danych experimentdlnich pod-
minek v priméru pouze o 200-300 mV uZsi v oblasti pozitiv-
nich i negativnich potencidld. Pfiklady vyuziti Hg/Ag elektro-
dy pro stanoveni organickych latek a adsorp¢ni rozpoustéci
voltametrii ilustruje obr. 4, zndzornujici voltamogramy nitro-
benzenu a kyseliny thiodiglykolové. Podobné bylo mozno
registrovat i voltamogramy SH-latek a dalSich povrchové

Laboratorni pfistroje a postupy

400
I, nA

300 |

200 F

100
0 L J
-700 -900 —1100 —1300 —1500

E, mV vs. SKE

Obr. 3. DP voltamogramy 30 ppm NOj (2) v 0,04 M-CeCl, a 0,1 M-
-KCI(I:;E =-1,7V;t, =455
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Obr. 4. a) DP voltamogramy 0,1 M amoniakdlntho pufru pH 9,8 (/)
obsahujictho 10 ppm nitrobenzenu na HMDE (2) na Hg/Ag (3) a na
obdobné Hg/Au (4) elektrodé; rychlost polarizace 20 mV.s’ b) DP
voltamogramy 4.10° M kyseliny thiodiglykolové v 0,1 M chlorace-
tatovém pufru pH 2,5 metodou katodické adsorpéni rozpoustéci volt-
ametrie; . = 30 s; rychlost polarizace 20 mV.s'

aktivnich litek. Obr. 4a soucasné dokumentuje moznost pii-
pravy a vyuziti popsaného typu amalgamové elektrody na bazi
jiného kovu nez stiibra, v daném piipadée zlata. Z obrazku je
téz ziejmy posuv piku nitrobenzenu na Hg/Ag a Hg/Au v po-
rovndni s HMDE.

Popsané amalgamové elektrody maji Sirokou vyuzitelnost,
zejména v zdvislosti na sloZeni amalgamované kovové c¢i
smésné matrice, na povrchové modifikaci ¢i dpravé vzniklé
amalgamy, na reZimu jeji polarizace, apod. Jejich matrice
muize byt pritom shodnd nebo se bliZit slozeni dentdlnich
amalgam'” (obsahujicich ve vychozi suroving pro pfipravu
amalgamy napf. v piipadé ,,Safarganu special, Safina Praha,
Ag, Sn a Cu v poméru 7:2,5:0,6) nebo miZe byt zvoleno jiné
sloZeni — napf. na bdzi ¢asto Zddoucich ¢istych amalgam (Ag,
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Obr. 5. DP voltamogramy 0,4 ppm Cd* v 0,2 M acetdtovém pufru

pH 4,8 na HMDE (/), Hg/Ag elektrodé bez mechanické dpravy jejtho
povrchu (2) a na téze, avsak vylesténé diskové Hg/Ag elektrodé (3)

Au, atd.), smésnych ¢i kompozitnich amalgam, atd. Dotek
s kapalnou rtuti vede k tvorbé hemisfér, meniskt ¢i filmd.
Vhodné zvolené amalgamy poskytuji ¢asto 1épe definované
podminky, vyssi citlivost, lepsi reprodukovatelnost i dals{
analytické parametry. Rovnéz povrch uvedenych elektrod ma-
Ze byt upravovdn brousenim, lesténim, chemickymi postupy,
apod., nebo mizZe byt ponechdn bez mechanickych tprav,
napt. v podobé vytvofeného menisku ¢i filmu. Na obr. 5 jsou
pro porovnani uvedeny voltamogramy Cd** na HMDE, me-
niskové Hg/Ag elektrodé ptipravené popsanym postupem bez
mechanické dpravy povrchu a na vylesténé (diskové) Hg/Ag-
-elektrodé (typu vylesténé zubni amalgamy). Z obrdzku je
zfejmé, Ze citlivost stanoveni Cd klesd v fadé HMDE — menis-
kova Hg/Ag — vylesténda Hg/Ag. U posledné zminéné elek-
trody doslo soucasné k posunu piku Cd k negativnéj$im po-
tencidlim a k vyraznému zhorSeni reprodukovatelnosti.
Ackoliv popsané Hg/Ag a dalsi amalgamové elektrody
nedosahuji uzitnych vlastnosti obnovovanych rtutovych elek-
trod, maji dik rozsahu jejich funkénich a uzitnych parametra,
relativni jednoduchosti, robustnosti a nejedovatosti Sanci vy-
znamné se uplatnit v praxi. V soucasné dobé pokracuje vy-
zkum vlastnosti a chovdni zminénych amalgamovych elektrod
a obdobnych elektrod obsahujicich jiné kovy, jejich dalsi
VyVvoj, rozsifovani vyuzitelnych metodik a tvorba aplika¢nich
listd, s eventudlnim vyuzitim pfistroji pro automatickou vy-
robu dentdlnich smési pozadovaného sloZeni (napf. piistroj fy
Degusa). Ziskané vysledky budou pfedmétem dalsich sdéleni.

Autori dékuji GACR za financéni podporu této publikace
v rdmci grantu ¢. 204/97/K084.
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L. Novotny and B. Yosypchuk (UNESCO Laboratory of
Environmental Electrochemistry, J. Heyrovsky Institute of
Physical Chemistry, Academy of Sciences of the Czech Re-
public, Prague): Solid Silver Amalgam Electrodes

Construction and properties of commercially available
non-toxic silver-mercury amalgam electrodes are described.
These electrodes can be further electrochemically or mecha-
nically modified and used for the determination of both inor-
ganic and organic substances at ppb levels with reproducibility
better than 2 %.
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Recenze

RECENZE

M. Kodic¢ek a V. Karpenko:
Biofyzikalni chemie
Academia, Praha 2000. Stran 337.

Biofyzikdlni chemie je vyznamny interdisciplindrni obor
zabyvajici se aplikaci fyzikdlni chemie na biologické problé-
my. Soucasny prudky rozvoj biochemie a biologickych véd
akcentuje vyznam této discipliny pro dal$i rozvoj zkoumdni
a pochopeni nejriznéjsich biologickych jevd, ale zdroven na-
znacuje, Ze ndplil tohoto oboru neni zdaleka uzaviena, ale
naopak se neustdle rozsifuje. Autofi publikace jsou si tohoto
problému védomi, a proto se snazi diskusi vymezit sou¢asnou
ndpli oboru. Pfi vyuce oboru a tedy i zpracovdni ucebnice je
zdkladnim predpokladem tspéchu piipravenost posluchact
(adeptt) tj. udroven jejich predchozi piipravy, zejména ve
fyzikdlni chemii, biochemii a matematice. Pfedevs$im oblast
vypoltd, kterd je nedilnou soucdsti vyuky biofyzikdlni che-
mie, byvd zdrojem problémid u nedostate¢né pfipravenych
posluchaci. V tomto piipadé je na ucitelovi, aby citlivé dokd-
zal takové problémy prekonat.

Recenzovand publikace je rozdélena do 10 kapitol. Po
dvodnim slové je logicky druhd kapitola vénovdna bioenerge-
tice — fascinujicimu systému zajisfujicimu Zivotni funkce.
Treti kapitola popisuje nekovalentni interakce zodpovédné za
rozpoznavaci systém, interakce biologicky aktivnich latek, ja-
koZ i mechanismus biokatalyzy a dal§ich vyznamnych dé&ja
v biologickych systémech. Ctvrtd kapitola pou¢i &tendie o ki-
netice biologickych procest, které jsou vSak vice méné ome-
zeny na enzymovou kinetiku. P4td a Sestd kapitola by mély byt
vyménény, ale tato zdména nic neubird na jejich obsahu.
Problematika membrdn (kap. 6) by dle mého ndzoru méla
ndsledovat za kinetikou a pak by ndsledoval uceleny blok
technik aplikovanych v biofyzikdlnfm vyzkumu (metody elek-
trochemické, spektrofotometrické, radiometrické a dalsi tech-
niky studia prostorového usporddani biomakromolekul).

Zavérem mohu konstatovat, Ze se jednd o knihu zdafilou,
kterd bude jisté bohaté vyuzivana jako uc¢ebnice pro vysoskol-
ské studenty rtizného chemického a biologického zaméfent,
véetné mediciny, i jako pomicka a zdroj informaci pro vSech-
ny, kteii Skolu jiz pted léty opustili.

Jan Kds

M. Feren&ik, B. Skdrka, M. Novidk

a L. Turecky:

Biochémia

Slovak Academic Press, Bratislava 2000. Stran 952, doporu-
¢end cena 950,— Sk.

Znami slovensti biochemici pripravili rozsdhlou monogra-
fii o 32 kapitolach, kterd svym rozsahem, odbornym zamére-
nim i stupném inovace podstatné prekondva diivéjsi dilo dvou
ze soucasné Ctvefice autoru.

Biochemie jako $iroky interdisciplindrni obor ma mnoho
tvaii a zasahuje do riznych obord (mediciny, potravindistvi,
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zemédelstvi, zivotniho prostiedi, atd.), a proto je jako jeden
z kli¢ovych pfedméti vyuovdna na mnoha $kolédch s riznym
zaméfenim. Z tohoto diivodu autofi upravili obsah publikace
tak, aby mohla slouzit jako vysokoskolskd ucebnice bioche-
mie poslucha¢im mediciny, chemie, veterinarniho 1ékafstvi,
pfirodnich véd, farmacie, potravindfstvi, zemédélstvi a ekolo-
gie. Vzhledem k svému rozsahu poskytne informace i pracov-
niktim z primyslové praxe a vyzkumu i vlddnich organizaci,
ktef{ se ve své praci zaobiraji biochemickou problematikou.

V recenzovaném dile nalezneme jednak vse zdkladni co
obecné biochemie obvykle obsahuji a navic nékteré speciali-
zované kapitoly, které v béznych biochemickych monogra-
fiich nebyvaji zarazeny. Zna¢nd pozornost je vénovana or-
ganizaci a chemickému sloZeni organismi, typdm molekul
vyskytujicich se v organismech a zdkladnim reakcim interme-
didlniho metabolismu. Dilistojné misto zaujimaji enzymy jako
biokatalyzdtory zdkladnich Zivotnich pochodi, je vSak i na-
znaceno jejich pouZziti v béZzné praxi. Ndsleduji podrobné
popisy zdkladnich slozek zZivé hmoty (sacharidy, lipidy a pro-
teiny s pochopitelnym rozsitenim o detailni popis aminokyse-
lin a peptidi, nukleotidy a nukleové kyseliny). Dals{ kapitoly
jsou vénovany molekuldrni genetice, kterd je integrdlni sou-
¢asti biochemie. Nejsou opomenuty funkce membran a infor-
macni a regula¢ni mechanismy.

Z téch kapitol, které podstatné rozsifuji obvykly tematicky
rozsah biochemickych monografif, uvadim napf. rozsihlé ka-
pitoly o hormonech, biochemii nervového systému, biochemii
imunitniho systému, latky se zvld$tnimi funkcemi, metabo-
lismus mikroorganism, rostlinnych pletiv a Zivo¢isnych tkan{
a predevsim zdklady patobiochemie a klinické biochemie
a transformace xenobiotik a 1é¢iv. Tematicky rozsah mono-
grafie je opravdu udctyhodny, ale na druhé strané mé trochu
prekvapuje, Ze autofi nezaradili alespon strucnou kapitolu
o laboratornich technikdch biochemie, tfeba s odkazem na
jejich, jiné jiz publikované, dilo.

Zivérem mohu konstatovat, Ze recenzovand monografie
prindsi rozsahly soubor poznatkl z moderni biochemie a bude
cennym zdrojem informaci pro studenty nejriznéjsich zame-
feni a pracovniky obori, kde biochemie a biotechnologie hraje
vyznamnou tlohu. Vzhledem k blizkosti nasich jazyka nalez-
ne jisté mnoho étendti i v Ceské republice.

Jan Kds

H. Scott Fogler:
Elements of Chemical Reaction Engineering
Prentice Hall PTR, 1999, 3. vyddni. Stran 967, 1 CD.

Kniha o zdkladech chemického reaktorového inZenyrstvi
patii v soucasnosti mezi nejpopuldrnéjsi ucebnice daného
oboru. Pochdzi od renomovaného autora, ktery dlouho pisobi
na University of Michigan v Ann Arboru. Vlastni text je
rozvrzen do 14 kapitol, pokryvajici celou Sirokou oblast che-
mickych reaktord. V udvodnich kapitoldch se autor vénuje
bilancovani vsadkovych a pritocnych reaktord, které je dopl-
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néno fotografiemi primyslovych aparatd. Vyklad pokracuje
pasdzemi o ndvrhu izotermniho reaktoru, dile se pojedndva
o méfeni a analyze kinetickych dat. V dalS{ ¢dsti textu jsou
probirdny slozité reakcni soustavy a piipady, kdy kinetika
reakce neni jednoduchd. Zde jsou diskutovany ptedevsim
reaktory pro polymerace a bioprocesy. Ucebnice ddle obsahu-
je kapitoly o ndvrhu neizotermnich reaktort pracujicich jak
v ustdleném, tak neustdleném stavu, jsou samoziejmé probi-
rany také katalytické reaktory a vliv difuze vné a uvnitf
katalyzatoru na chovéni reaktoru. V poslednich kapitolach je
Ctendfl obezndmen s popisem distribuce doby zdrzeni reakéni
smési v reaktoru a jsou uvadény prislusné modely pro popis
neidedlnich reaktori. Kazd4 kapitola je zakonc¢ena vybranymi
odkazy na ptvodni Casopisecké prdce, ve kterych piipadny
zdjemce ziskd podrobnéjsi informace.

Ucebnice je urcena jak studentim zdkladniho kurzu che-
mického reaktorového inZenyrstvi, tak poskytuje znacny pro-
stor také studentim postgradudlniho studia. Text je doplnén
Cetnymi priklady s diferencovanou obtiZnosti pro rizné stupné
vyuky. VétSina tloh vyzaduje pfi feSeni numerické vypocty,
na mnoha mistech je ukdzano, jak lze k jejich feSeni vhodné
vyuzit programové produkty MATLAB nebo POLYMATH.
Proto je také kniha doplnéna mnoha uZitecnymi piflohami.

Na monografii je zvlasté sympatické to, Ze je vybavena
kompaktnim diskem, ktery usnadiiuje studium textu, jsou zde
hlavné shrnuty podstatné pasdZe probirané latky a také otdzky
k jednotlivym kapitoldm a feené piiklady. Ctenaf na piislus-
ném miste textu knihy najde odkaz na CD.

Zavérem lze konstatovat, Ze recenzovand ucebnice je mo-
derni a pékné vypravend. Lze ji proto doporucit k pozornosti
kazdému zdjemci o problematiku chemickych reaktord. Zv14s-
té studenti, kteif radi ke studiu vyuzivaji pocitace, jisté oceni
priloZzeny kompaktni disk.

Jiri Hanika

W. A. Herrmann (Ed.):

Synthetic Methods of Organometallic and Inorganic
Chemistry, Vol. 9; Transition Metals, Part 3

GeorgThieme Verlag, Stuttgart 2000. Stran 221; cena 198,~DEM.

Recenzovany svazek je posledni ¢dsti pfehledu syntéz
sloucenin prechodnych kovl vybranych editorem na zdkladé
jejich Sirsiho aplikacniho vyznamu (¢ésti 1 a 2 jsou publikovdny
jako Vol. 7 a 8 serie Synthetic Methods rozvrzené do 10 svaz-
k). Ackoliv neni obvyklé v recenzich uvadét podrobnéji ob-
sah dila, v tomto pfipadé¢, vzhledem k riiznosti strukturnich ty-
pt ve svazku uvedenych ldtek, 1ze snad tento pristup omluvit.

Uvodni kapitola je vénovana syntéze alkenyl, allyl, dienyl
a polyenyl sloucenin prfechodnych kovl a doplnéna o popis
piipravy sloucenin prvki hlavni skupiny pouzitych k zaveden{
uvedenych nenasycenych skupin na atom pfechodného kovu
(napf. vinyllithia, tetrallylstananu, cyklopentadienidu drasel-
ného apod.). Kapitola 2 se zabyvd komplexy prechodnych
kovi s 5-&lennymi heterocyklickymi ligandy s h>-koordinaci
(pyrrolyl, azacyklopentadienyl, fosfolyl, bifosfolyl, azaboro-
lyl). Pfiprava téchto, ve srovndni s karbocyklickymi analogy,
madlo stdlych komplexd vyzaduje specifickd, v kapitole uve-
dend experimentdlni feSeni. Dalsi skupinu pfedstavuji kom-
plexy piechodnych kovi s N-heterocyklickymi karbeny od-
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vozenymi od imidazolu, pyrazolu, triazolu a thiazolu (kap. 3).
Tyto ligandy stabilizuji jak elektronové bohaté prechodné
kovy, tak i elektronové chudé kationty kova hlavnich sku-
pin. Vzhledem k jejich moznému vyuziti ke stabilizaci kata-
lyzétorti redox procesd je vybér piiprav komplexi uvede-
nych v této kapitole podfizen tomuto zdméru. Vysokd tcin-
nost CH;ReO; jako katalyzdtoru epoxidace a metatéze alkent
byla podnétem k uvedeni piiprav oxo- a alkoxy komplex@
rhenia, technecia, molybdenu a wolframu (kap. 4). Dals{ kapi-
tola je vénovéna syntéze pentakarbonyltantaldti (kyano, hy-
drido, terc-butylisonitrilo a ammino) jako ptikladu vysoce
redukovanych karbonyl komplexi tantalu. Z hlediska homo-
genni katalyzy je piinosem (kap. 6) piehled syntéz vodoroz-
pustnych komplext pfechodnych kovi se sulfonovanymi fos-
fany. Z nich pramyslového nasazeni se jiz dockaly napf.
komplexy rhodia (hydroformylace alkenti). Kapitola 7 shrnu-
je pripravy nékterych dalSich komplext kovil s potencidl-
nim vyznamem pro organickou katalyzu, jako pentamethyl-
cyklopentadienylovych komplext ruthenia, allyl-, aryl- a fos-
fanrhodnych komplexd, alkylidenovych komplexid ruthenia
a wolframu (metatéze, cyklopropanace) ¢i bisiminokomplexy
Zeleza, niklu a palladia (polymerace).

Svazek je opatfen seznamem v ném zminénych komplexa
(s grafickym odliSenim strdnek s podrobnym popisem pii-
pravy) a ddle kumulativnim indexem komplexd pfechodnych
kovili uvedenych v pfedchozich dilech serie.

Recenzovany dil je peclivé graficky proveden, a az na kap.
4,5 a 7 i shodné redakéné upraven: v tivodu kapitol jsou
shrnuty obecné metody syntézy daného typu komplexd, pii-
padné jejich strukturni charakterizace; podrobny popis piipra-
vy jednotlivych komplexti pfipadné organokovovych ¢inidel
pouzitych pii jejich pripravé je rozsifen o popis vlastnosti
a doplnén piislusnymi odkazy. Patfi¢nd pozornost je vénova-
na zdravi $kodlivym tdc¢inkdm danych sloucenin i pfipadnym
riziklim pfi manipulaci s nimi.

Recenzovany dil tak beze zbytku spliiuje zdmér autori
serie Synthetic Methods of Organometallic and Inorganic
Chemistry systematicky shrnout ovéiené receptury syntéz vy-
branych komplexd piechodnych kovi obecnéjsiho vyznamu.
Je nutné ocenit, Ze se neomezuji jen na tyto komplexy, ale
uvadéjl i noveéjsi typy, jejichZ vyznam neni dosud dostate¢né
rozpozndn ¢i docenén. V tomto sméru tak autofi nabizi vedle
laboratornich praktik i inspiraci.

Posuzovany svazek je soucasti dila, které by jako celek
nemélo chybét v knihovndch pracovist zabyvajicich se syn-
tézou organokovovych sloucenin ¢i laboratofich studujicich
strukturu a vlastnosti téchto ldtek pripadné jejich vyuziti v or-
ganické syntéze.

Jiri Hetflejs

P. Schuster, W. Mikenda (Eds.):

Hydrogen Bond Research

(Zv1astni vydani Monatshefte fiir Chemie/Chemical Monthly,
Vol. 130, No. 8, 1999)

Springer-Verlag, Wien 1999. Stran 115, obrazkd 44; cena
135,- USD.

Studium vodikovych vazeb zacalo ve dvacdtych letech
dvacdtého stoleti a od té doby neustava. Rozvoj experimental-
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nich technik (napf. rezonan¢ni spektroskopie a laserové infra-
cervené spektroskopie) a teoretickych metod (hlavné ab initio
metod se zahrnutim podstatné ¢dsti korelacni energie) dovo-
luje studovat vodikové vazby v mezimolekulovych komple-
xech do zna¢nych detailti. Chemické a biologické disledky
tvorby vodikovych vazeb jsou tak rozmanité a vyznamné, Ze
nds zdkladni vyzkum v oblasti vodikovych vazeb bude prova-
zet jesté po dlouhou dobu.

Toto specidlni vyddni Chemical Monthly ptindsi soubor
sedmi ptehlednych ¢lankt a pdvodnich praci vénovanych vo-
dikovym vazbdm. Toto ¢islo si neklade za cil podat reprezen-
tativni pohled na oblast vodikovych vazeb (a ani pti ponékud
skromném rozsahu nemuze), spise poddvd svédectvi o vyzku-
mu, ktery se provadi v této oblasti na rakouskych univerzitach.

Celé cislo je uvedené prehlednym clankem P. Schustera
a P. Wolschanna, ,,Vodikova vazba: od malych klastri k bio-
polymertim*. Tento rozsahem nevelky Cldnek je uzitecnym
prehledem a dvodem k dalSim studiim. Shrnuje zdkladni po-
znatky o vodikovych vazbach v malych bindrnich komplexech
(s detaily ziskanych experimentdlnich a teoretickych vysledkt
v dimeru vody), v klastrech se siti vodikovych vazeb (se
zvlastnim zfetelem na jejich aditivitu), vénuje se roli vodiko-
vych vazeb na strukturu nukleovych kyselin a proteinti. Tento
referdt je dobrym zdrojem citaci na zdkladni prace o vodiko-
vych vazbéch.

Nisledujici pfehledny c¢lanek R. Konrata, M. Tollingera,
G. Kotaxise a B. Kriutlera je vénovan NMR technikdm pii
studiu vodikovych vazeb v kapalném prostredi. Rozebird ex-
perimentdlni aspekty vyuziti interakénich konstant, izotopo-
vych frakénich faktorti a mezimolekulovych vyménnych pro-
cestl pfi rizném pH.

Pivodni priace A. Kolla a P. Wolschanna je vénovand
intramolekolvym vodikovym vazbdm v Mannichovych bd-
zich. Autofi studuji strukturu a vlastnosti 75 rznych bdzi
v roztocich pirevazné pomoci IC spektroskopie. Pomoci néko-
lika experimentdlnich technik studovali dynamiku a termody-
namické vlastnosti intramolekulového pfenosu protonu mezi
donorem a akceptorem vodikové vazby s typickym energetic-
kym profilem se dvéma minimy, a to v zdvislosti na pH,
solventu a teploté.

A. Simperler a W. Mikenda zde publikuji teoretickou praci
o kompetici konformaci a vodikovych vazeb v 2,6-disubsti-
tuovanych fenolech se substituenty COOH, COOCH,, CHO,
COCH; a CONH,. Vypocty metodou funkciondlu hustoty
(DFT, Density Functional Theory), B3LYP/6-31G(d,p), jsou
doplnény o vypocty solvatacnich efektd vyuZitim jednoduché-
ho modelu (reaction field model) s proménnou dielektrickou
konstantou (az do hodnoty € = 37,5, odpovidajici vod¢). Pred-
povédéné vysledky posloupnosti stabilit a konformacnich rov-
novédh porovnané s experimentalnimi IC spektroskopickymi
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daty jsou ve vyborné shodé. Na zdklade analyzy teoretickych
vypocti dospéli k zavéru, Ze stabilita izomerl je ddna neva-
zebnymi O...R-C interakcemi a nikoliv vodikovymi vazbami
typu O-H...0O=C.

Teoretickd prace o dimeru kyanodiacetylenu od A. Kar-
phena studuje moznost tvorby vodikové vazby a patrového
dimeru uvedené slouceniny. Autor pouzil MP2 metody se
stfedné velkymi a velkymi bdzemi. Platnost teoretického po-
stupu ovéril srovndnim strukturnich a spektroskopickych dat
pro monomer a monomery podobnych latek a srovndnim
s vypocty na vyssi drovni (CCSD(T)). Autor doSel k zdvéru,
Ze antiparalelni patrova struktura je stabilnéjsi, nez linedrn{
s tvorbou vodikové vazby o nejméné 8 kJ mol ™.

K. Wolf, A. Simperler a W. Mikenda studovali moleku-
lovou dynamiku pienosu protonu v dimeru kyseliny mra-
venci a v 5,8-dihydroxy-1,4-naftochinonu. Ke studiu pouzili
Blochlovu metodu PAW (Projector Augmented Wave), zalo-
Zenou na molekulové dynamickém postupu Cara a Parrine-
liho, kterd kombinuje klasickou dynamiku s kvantové mecha-
nickymi silami a poskytuje dplny molekulové dynamicky
popis v konecnych teplotdch a pikosekundovém ¢asovém meé-
fitku. Vypocty trajektorii byly provedeny v ¢asech do 20 ps
v rozsahu teplot od 500 do 700 K. Béhem dynamiky rozlisili
obdobi Zivota s dvéma klasickymi vodikovymi vazbami, ob-
dobi aktivace, v kterém je proton na polovic¢ni cesté od donoru
k akceptoru a velice kratké obdobi, ve kterém proton piejde
na stranu akceptoru a téméf ihned se vraci zpét. Zatimco
v dimeru kyseliny dochdzi k pfenosu obou protonii soucasné,
u chinonu jde o dva nésledné ptenosy. Divod spatfuji v exis-
tenci metastabilniho tautomeru s pfenesenym jednim proto-
nem u chinonu, ktery u dimeru kyseliny mravenci neexistuje.

Ponékud odlisSny charakter md prace E. Libowitzkého,
kterd pojedndva o korelaci O-H vibrac¢nich frekvenci a délek
vodikovych vazeb O-H...O v minerdlech. Korelace mezi vi-
braéni frekvenci a délkou, vychazejici ze 125 parG dat 65
minerdlli, md exponenciondlni tvar s relativné zna¢nym roz-
ptylem okolo idedlni ktivky. Tento rozptyl je pfipisovan exis-
tenci ohnutych a roz§tépenych geometrii vodikové vazby, ex-
istenci dynamickych vlastnosti protonu a iontovym efektim.

Tento svazek Chemical Monthly, vénovany vodikovym
vazbdm, pokryvd jen nékteré aspekty rozsahlé problematiky
vodikovych vazeb. Je vénovdn prevazné klasickym vodiko-
vym vazbdm u malych organickych molekul (s vyjimkou
posledniho prispévku). Zcela je opomenuta oblast biologic-
kych aplikaci, a to pfesto, Ze v dvodnim slové Schustera
a Wolschanna je jim vénovana znacnd pozornost a na rakous-
kych univerzitich tato tematika nechybi. Nicméné uvedené
¢lanky stoji za pfecteni, jsou dobfe napsané a cituji literaturu
az do doby uvetejnéni.

Zdenék Havlas

OPRAVA

V &lénku V. Janda a M. Svecova: Vedlejsi produkty dezinfekce pitné vody — Chem. Listy 94, 905 (2000) — byly nespravné
vysédzeny jednotky v tabulce I: Limitni koncentrace [mg.1"'] md byt [ug.1™"].

Autoriim se velmi omlouvame.

Redakce
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Odborna setkani

ODBORNA SETKANI

EUROANALYSIS XI

Tato celoevropskd konference organizovand Divizi ana-
Iytické chemie Federace evropskych chemickych spole¢nos-
ti dspésné demonstrovala rostouci roli analytické chemie
v moderni spolecnosti. Téméf 500 tucastnikl prakticky ze
vSech evropskych i fady zdmoftskych zemi zasedalo ve 12
sekcich vénovanych elektroanalytické chemii, senzortim, vy-
voji novych analytickych metod, strategii vzorkovani, prito-
kové analyze, environmentdlni analytické chemii, chemic-
ké metrologii, teoretickym pfistupim k analytické chemii,
speciaci stopovych kovi, legdlnim aspekttim analytické che-
mie, vyuce a historii analytické chemie. 30 pozvanych pred-
nasek, 91 predndsek v sekcich a 425 postert dokumentova-
lo pokroky prakticky ve vSech oblastech analytické chemie.

Z hlediska ¢eského ucastnika bylo potésitelné mimotddné vy-
soké zastoupeni modernich elektrochemickych metod, jejichz
pocatky lze bezesporu spatfovat v prukopnickych pracech
profesora J. Heyrovského. Veskeré konferencni materidly
jsou k dispozici u autora tohoto ¢lanku, jehoz dcast na konfer-
enci byla umoznéna laskavou podporou Ceského literdrniho
fondu.

Jiri Zima

tajemnik odborné skupiny analytické chemie
Ceské spolecnosti chemické

Katedra analytické chemie PFF UK
Albertov 2030, 128 43 Praha 2

tel: 2195 2295, fax: 2491 3538

e-mail: Zima@natur.cuni.cz

CETA-VUOS - TESTOVANI CHEMIKALII

Centrum ekologie, toxikologie a analytiky VUOS, a.s. je v soucasnosti jedinym pracovi§tém v Ceské
republice, které disponuje kompletni zdkladnou pro zkouSeni chemikdlif tak, jak je vyzaduje novd legislativa,
kterd vznikla implementaci zdsad Evropské unie pro tuto oblast. Ta vyzaduje zjisténi fady tdajt o fyzikdlnich
a chemickych vlastnostech vyrobku, zjisténi moznosti poskozeni zdravi, Zivotniho prostiedi a dalsich. Dolozen{
téchto vlastnosti je nezbytnou podminkou pro uvedeni nového vyrobku chemického charakteru na trh. Cely proces
je mimotddné slozity a ndkladny a je naprosto nezbytné, aby probehl podle zcela presnych a jasné danych
postupti a za dokonalé kontroly jejich pribéhu a hodnoceni. K tomu slouzi systém Sprdavné laboratorni praxe,
definovany OECD (Organization for Economic Cooperation and Development) ktery lze do urcité miry pfirovnat
ke zndamym systémim ISO nebo akreditace. Hlavni rozdil je ve vyrazné prisnéjSich poZadavcich na pracoviste,
jeho technické i persondlni vybaveni, dokumentaci a predevsim dodrzovani zpracovanych pracovnich postupd.

Centrum ekologie, toxikologie a analytiky VUOS, a.s. pro§lo v minulych dnech ndro¢nou provérkou Narodnim
inspek¢nim orgdnem SLP, ktery je zfizen Ministerstvem Zivotniho prostfedi a stalo se tak prvnim pracovi§tém
v CR, které spliiuje pozadavky zminénych zdkoni. Vysledky pracovisté jsou bez problémii uzndvany v celém
svété, protoze pracovisté jiz nékolik let disponuje rovnéz certifikitem SLP (GLP — Good Laboratory Practice)
vydanym zahrani¢nim inspekénim orgdnem (némecky BgVV).
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Vyuka chemie

VYUKA CHEMIE

VYVOJ CHEMICKEHO VZDELAVANI
V SOUVISLOSTI S ROZVOJEM CHEMIE
JAKO VEDY

JINDRICH HELLBERG a MARTIN BILEK

Katedra chemie, Pedagogickd fakulta, Univerzita Hradec
Krdlove, V. Nejedlého 573, 500 03 Hradec Krdlové, e-mail:
martin.bilek@uhk.cz

Doslo dne 3.111.2000
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0. Zaveér

0o ;

1. Uvod

Rozhodujici roli pfi formovédni didaktiky chemie jako
védni discipliny sehrél stejné jako v chemii Bacontiv systém
metod védeckého pozndvani a zvlasté jeho zdkladni kompo-
nenty —experimentdlni metoda a tzv. védecka indukce. Zakla-
datelé didaktiky chemie (popt. metodiky chemie nebo peda-
gogiky chemie), za které Ize povazovat R. Arendta, F. Wil-
branda a E. Armstronga, tento metodologicky pfistup vyuzili
jako teoretické vychodisko pfi koncipovani nového oboru.
V historickém vyvoji pak dochdzelo a dochdzi k tvorbé didak-
tickych soustav na jedné strané preferujicich védeckou deduk-
ci, analogicky k axiomaticky pojatym didaktickym soustavam
matematiky a na druhé strané didaktickych soustav zaloze-
nych na zdkladnich metodologickych ndstrojich chemického
pozndvani, tj. na prostém a fizeném pozorovani a na redlném
experimentu. Mezi obéma krajnostmi vznikaji rozpory, které
pretrvavaji ve svétovém méfitku az do dnesni doby.

Vyvoj chemie jako védy dal vznik didaktice chemie
a ovliviiuje ji stejné tak jako rozvoj pedagogické teorie a pra-
xe. Analyza historickych souvislosti pfispiva k objasnéni vzd-
jemnych vztahi, specifikaci terminologie a orientaci védecko-
-vyzkumné ¢innosti v ramci didaktiky chemie, jako samostat-
ného interdisciplindrniho védniho oboru.

2. Pocatky chemie a formovani jejiho vyznamu
v procesu vzdélavani

Pocdtky chemie je nutno hledat ve staré Cing, v Indii,
v Egypté a v Recku. Od samého zagitku se chemie vyvije-
la jako prakticka lidskd Cinnost, spojend zejména s rozvo-
jem metalurgie, barvitstvi, vyroby keramiky, lékafstvi atp.
a s pokusem o vysvétleni prislusnych jevi. Chemie jako vé-
da vznikala z alchymie az na pfelomu XVI. a XVIIL. stole-
ti. Spole¢nym rysem chemie a alchymie je pozorovdni pii-
rodnich jevi, které se vSak lis{ v podminkdch, za nichz je
pozorovani realizovano. Alchymici pozoruji vliv pfirodnich
proménnych parametrd pasobicich na pfirodni jevy, napf.
vliv slunecnich penetraci. Chemik si naopak vytvaii pod-
minky a zkoumad jejich vliv na pfirodni jevy a pritom mno-
hondsobné, je-li to nutné, opakuje pfislusné experimenty.
Zasadni rozdil v pojimdni skutecnosti vyplyvd ze zamény
tvirci byli pfedevsim Giordano Bruno a Francis Bacon. Podle
F. Bacona je cilem védy pozndni zdkond pifrody a jejich
pouziti pro dobro ¢lovéka. K uskutecnéni tohoto pozadav-
ku vytvoril novou metodologii, jejiz principy lze vyjddrit tak-
to:

1) zkuSenost je zdrojem a kritériem poznani,

2) zkuSenost musi vyplyvat z logické analyzy prirodniho
jevu,

3) k analyze experimentalnich vysledkd je nutno vyuzivat
metody indukce.

Bacon vylozil uvedené metodologické nazory v dile No-
vum Organum v roce 1610 a nesporné tak ovlivnil i proces
utvareni chemie jako védy. Za prvniho skute¢ného chemika je
mozno poklddat Roberta Boyla. Je tvircem korpuskuldrn{
teorie stavby ldatek, ¢imz dochdz{ k urcité renezanci starofec-
kého demokritovského atomismu. Soucasnikem F. Bacona
i R. Boyla je cesky filozof a pedagog J. A. Komensky, majic{
uceleny ndzor na vyznam pfirodnich véd v procesu vzdélava-
ni mladého pokoleni. J. A. Komensky byl v urcitém slova
smyslu zdkem F. Bacona, jako velkého propagdtora védec-
ké indukce, kterd sehrdla vyznamnou roli ve formovani che-
mické védecké soustavy a pozdéji poznamenala i proces utva-
feni chemickych didaktickych soustav. J. A. Komenského
1ze pokladat i za tvirce metodik vyuky pfirodovédnym pied-
métim. Tvrdi, Ze je nezbytné vytvofit u mladého Clovéka
schopnost chédpéni jevi a jejich podstaty za soucasného roz-
vijeni jeho paméti a dovednosti pouZivat jak rozum, tak i ru-
ce. Roli ucitele spatifuje predevsim ve schopnosti objevovat
v Z4cich jejich pfedpoklady pro prislusné ¢innosti. Proti tehdy
panujicimu dogmatickému uceni predkladd uceni na za-
kladé dikazu s vyuzitim vSech smysld a s pozadavkem na
uplatnéni snahy pochopit podstatu véci. Z nalezené korespon-
dence vyplyvd, ze J. A. Komensky udrzoval styky s R. Boy-
lem. R. Boyle vysoce cenil J. A. Komenského jako jedi-
necného vykladace Campanely a jako toho, jenZ ho podnitil
k pochybnostem o spravnosti aristotelovskych ndzori na po-
jeti hmoty.
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3. Pocatky vyuky chemie a prvni ucebnice
chemie

Za skute¢nou prvni ucebnici chemie lze pokladat Demeri-
ho Kurz chemie z roku 1697. Tato ucebnice se dockala tfindcti
vyddni, posledni z r. 1756. Kniha byla pfeloZzena do fady
jazyki, abyla vyuzivanai v ¢eskych zemich. M. Demeri chape
chemii jako demonstracni védu a za zdklad vSech dvah pok-
1ada chemicky experiment. V popisu struktury latek se opird
o ndzory R. Boyla.

V r. 1732 zpracoval rozsahlou ucebnici chemie H. Boer-
haave, nazvanou Elementa Chemiae. Toto dilo slouzilo po
dlouhou dobu jako model tvorby ucebnic chemie v celé teh-
dejsi Evropé. V r. 1739 vzniklo v Cechdch tzv. Dispensarium
Medico-Pharmaceuticum Pragensae, jako zdkladni pifrucka
1ékart a Iékdrnika.

Charakteristickym rysem ucebnic chemie vydanych od
druhé poloviny XVIL. stoleti, jako napi. Magnerova Elemen-
ta Chemiae, Baumeho Chimie experimentalle et raisonée
z 1. 1673, Wenzlovo Lehre der Verwandschaft der Korper
z 1. 1677, podobné jako Raffova Naturgeschichte fiir Kinder
z 1. 1781, byla aplikace flogistonové hypotézy na vyklad che-
mickych déjti. Poznamenejme, Ze neslo o uc¢ebnice v pravém
smyslu, ale spiSe to byly knihy popisujici tehdejsi stav pozndni
v oblasti chemie a jako takové byly pouZivany ve vyuce che-
mie v nové utvorenych Grammar Schools v Anglii a Collége
ve Francii. Rozsah zprostfedkovdvanych védomosti v téchto
Skoldch byl maly, protoZe Zici byli pfedevsim vzdéldvani jako
piisti dfednici pro tehdy, zejména v Anglii, se rozvijejici primysl.
Podobné tomu bylo v Belgii, v Holandsku a ve Francii. Che-
mie jako pfedmét vyuky nalezl své misto aZ na Skoldch vyso-
kych. JizZ koncem XVIII. stol. je vyu¢ovdno chemii na uni-
verzité v Oxfordu, kde vznikly prvni védecké laboratoie, které
byly zahy vyuzivdny i pro pedagogicky proces. V Moskvé
zaklddd M. V. Lomonosov na univerzité prvni fyzikdlné-
-chemickou laborator. Lékatska fakulta Univerzity Karlovy
v Praze piijimd v r. 1746 rozhodnuti o zavedeni fyziky a chemie
do ucebnich pldni pro studenty mediciny. V téze dobé se pied-
nasi chemie v némeckém Halle. Ve Francii byla poprvé zavedena
vyuka chemie v Jardin du Roi. A to jiZ delsi dobu existovaly
instituce, v nichz se pé€stovala chemickd véda, od r. 1657 napt.
Academia del Climenti ve Florencii, Kralovska Akademie véd
v Londyné od r. 1662, Académie des sciences v Parizi od
r. 1666. Od r. 1770 funguje v Berliné Akademie der Wissen-
schaften a v Peterburgu Rossijskaja Akademija Nauk. Pozna-
menejme vSak, Ze vSechny uvedené instituce mély charakter
malych spolecnosti. V r. 1792 se ujima pedagogické cinnosti
v tzv. Magisterské akademii v anglickém Manchesteru J.
Dalton, pro chemii jedna z nejvyraznéjsich osobnosti.

Konec XVIII. a zac¢dtek XIX. stoleti znamend pro chemii
novou vyvojovou etapu. Dochdzi k popisovéni a systematizo-
vani védeckych pozorovani a to nejenom statickych proces,
ale zejména jejich dynamiky, vyvoje a pohybu. Staticka pii-
rodovéda je nahrazovdna postupné piirodni védou dynamic-
kou. V této etapé vyvoje chemie lze zaznamenat celou fadu
novych objevi:

1. Upevnéni pojmu chemicky prvek, a to v souvislosti s ob-
jevem celé fady prvka.

2. Rozpracoviani atomové a molekulové teorie.

3. Kvantifikace vztahl v zdkladnich chemickych jevech.
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4. Pokus o aplikaci atomové a molekulové teorie k objasnéni
kvalitativnich vlastnosti latek.
5. Prvni pokusy klasifikovat anorganické latky.
6. Pokus o systematizaci organickych sloucenin.

Pro toto vyvojové obdobi je rovnéz charakteristicky rtist
chemického primyslu: jde o vyrobu barviv, farmaceutickych
preparati a prvnich ldtek pro vyuziti v zemédélstvi. K rozvoji
chemického primyslu dochdzi predevsim v Némecku a teprve
pozdéji v ostatnich cdstech svéta. Potfeba rozvoje chemického
primyslu stimulovala vyvoj chemickych vyzkumd a pro tuto
oblast se zvysila i potfeba chemického vzdélavani. Zatimco
k rozvoji chemického primyslu dochédzelo zejména v Némec-
ku, teoretickd chemie se zacala zdhy rozvijet i diky slovan-
skym védctim, pfedevsim D. I. Mendélejeva. Vysledkem téch-
to védeckych snah je systematizace popisného materidlu aroz-
voj schopnosti formulovat védecké hypotézy, coz ve svych
disledcich vede k prohloubeni teoretickych zdkladi chemie.
Vznikaji nové uc¢ebnice chemie, zalozené na:

1) empirickém uceni o prvcich,
2) atomové teorii,

3) principu dualismu,

4) unitarni teorii,

5) atomové a molekulové teorii.

Piikladem ucebnice, zaloZené na prvnim principu mize
byt Traité élémentaire de chimie, jejiz autorem je Antoine-
-Laurent Lavoisier. Ucebnice vysla poprvé v r. 1789. Vysvét-
luje nespravnost flogistonové teorie, a co je pro nds zejména
dilezité, obsahuje i nékteré nazory chemicko-didaktické. Au-
tor uvadi, Ze chemie je sloZena z faktti, které tvofi samu ndpli
chemie, z pojmd, které jsou jejich odrazem, a ze slov, kterd je
vyjadiuji. Proto A. L. Lavoisier zdiraziiuje vyznam odborné
nomenklatury, kterd by se méla stit soucdsti didaktické sou-
stavy. Jeho didaktické ndzory lze shrnout ndsledovné:

1) nikdy nepostupovat jinak nez od zndmého k nezndmému,
2) nikdy nevytvéret zdvéry jinak, nez na zdkladé pozorovani
nebo experimentovani,

fakty a zakony uspordddvat tak, Ze se za¢ne od nejjedno-
dussich.

Zajimava je jisté i struktura uc¢ebnice: teplo, skupenské stavy,
molekulovd teorie, atmosféra, kyslik — air vital, sira, fosfor,
uhlik, termochemické vypocty, latky organické. A. L. Lavoi-
sier zavddi pojem oxidace a kyselost, a formuluje zdkon za-
chovdni hmotnosti. VétSina uc¢ebnic chemie celého XIX. sto-
letf a dokonce zacatku XX. stoleti kopiruje strukturu vypraco-
vanou Lavoisierem.

V r. 1809 zpracoval J. Dalton ucebnici nazvanou A New
System of Chemical Philosophy. V této knize se Daltonovi
podaftilo spojit pojem atomu s kvantitativnimi vztahy v che-
mickych reakcich. Zavadi se pojem atomovd hmotnost. Struk-
tura jeho ucebnice je ndsledujici: nauka o teple, skupenské
stavy a chemickad syntéza.

Za zminku stoji i Berzeliova ucebnice z r. 1823, zalozend
na tietim principu. Jde o rozsdhlé pétisvazkové kompendium
nazvané Lehrbuch der Chemie, v némz autor uvedl hodnoty
nékterych jim stanovenych atomovych hmotnosti prvka. Au-
tor se rovnéz vénuje problematice afinity mezi prvky s ohle-
dem na jejich chemické chovdni. Dualistickou teorii vyuziva
k délenf latek na vazitelné a nevazitelné, jako je napf. svétlo,
elektfina, magnetismus apod.

Na unitdrni teorii je zaloZena ucebnice K. F. Gerhardta
Traité de chimie. Pochdzi z r. 1848.
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Na atomové-molekulové teorii je zaloZena ucebnice ital-
ského chemika S. Cannizzara Koncept kurzu teoreticke che-
mie, uvedeny na tzv. Faradayovskych pfedndskdch v Janovée
av Londyné. S. Cannizzaro klade diraz na rozvoj intelektudl-
nich dovednosti studenta v pribéhu jeho studia. Zdraziuje
chdpani teorif a hypotéz, které je nutno vysvétlovat pomoci
atomové teorie, a ne za pouziti indukce.

4. Uloha experimentilni metody pii formovani
didaktiky chemie v Némecku

Ve druhé poloviné XIX. stoleti sehrél dilezitou roli jak pro
chemii jako védu, tak pro jeji didaktiku Justus Liebig. Poprvé
zavedl tzv. experimentdlni metodu jako didaktickou, a tim
prevedl t€zisté vyuky z predndSek do laboratornich cviceni.
Této problematice vénoval fadu svych praci'™. Jako prvni
v historii vyucovani chemii zavedl pojem cile. Pochopil vy-
znam chemie pro vSeobecné vzdéldni. Podle ného chemie
pomdhd rozvijet intelektudlni a manudlni schopnosti, a to
pomoci fizeného procesu pozorovani a experimentovdni. Ex-
perimentdlni metoda je jim pojimana tak, Ze s jeji pomoci je
mozné sezndmit studenty se zdkladnimi chemickymi zdkony,
s vlastnostmi ldtek a jejich praktickym pouZzitim. Podle J. Lie-
biga ptfipomind vyuka chemie studium ciziho jazyka. Je tieba
zndt slova, jejich zapisovdni, gramatickd pravidla a urcity
algoritmus jejich praktického pouzivani. Slova, jako napf.
chlor nebo rtut, je vzdy nutno spojovat s jejich podstatnou
vlastnosti. Zdroj pozndvdni vlastnosti latek je chemicky expe-
riment. Je vSak nutno mit na paméti, Ze nejde jenom o poznd-
van{ vnéjsi stranky véci, ale i o pozndvani jeji podstaty. Tomu
slouZi teoretické védomosti. Lze tedy fici, Ze podle J. Liebiga
se v predndskdch md student naucit abecedé védy a ma byt
uveden do laboratorni ¢innosti. Jediné v laboratoii se vSak
naudf ¢ist ,,knihu prirody*.

Chemie jako vyucovaci predmét vSeobecné vzdéldvaci
Skoly jen velmi pomalu hledala a ziskdvala své misto v uceb-
nich pldnech $kol tehdejsi Evropy. Podle Britské kralovské
komise se v letech 1864—1868 chemii vyucovalo jen ve 128
Skoldch. Komise doporucila zavedeni chemie jako vSeobecné
vzdéldvaciho predmétu do vSech $kol, a to s jednou tydenni
vyucovaci hodinou. Soucasné doporucila experimentalni me-
todu jako jedinou vhodnou pro vyuku chemie.

Sedmdesata 1éta XIX. stoleti jsou velmi vyznamnd pro
rozvoj, zejména teoretické chemie. Tento vyvoj je spjat se
jmény dvou vyznamnych chemikd, a to D. I. Mendélejeva
a W. Ostwalda.

D. 1. Mendélejev je objevitelem periodického zdkona a pe-
riodické soustavy prvki’. Z cist¢ didaktickych hledisek je
periodicky systém prvki i vyznamnou heuristickou pomtic-
kou, kterd sehrala dudlezitou roli ve vyvoji didaktiky chemie.
Z analyzy zakladniho Mendélejevova dila vyplyvd, Ze podob-
nou strukturu jako Osnovy chimii’, maji i jiné u¢ebnice che-
mie, a to zejména némeckych a polskych autori. Rovnéz
ceské ucebnice byly vyrazné poznamendny Mendélejevovym
Vlig/gm. Jako ptiklad uvedme ucebnice Safaiikovy a Votocko-
vy©T.
V rozpracovani koncepce vysokoskolské vyuky fyzikdlni
chemie sehrdl nezastupitelnou roli velky némecky chemik
Wilhelm Ostwald, ktery zastdval ndzor, Ze chemie se nutné
musi opirat o vysledky redlného experimentu. V tomto ohledu
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se jeho ndzory shoduji s Liebigovymi. Ve své knize'® W. Ost-
wald pravi: Véda se musi opirat toliko o redlnd fakta, pricem?
redlnd je toliko nase vlastni zkuSenost.

Pro potieby elementdrniho chemického vzdélavani napsal
W. Ostwald piirucku'!, vydanou poprvé v r. 1910. Kniha
byla prelozena do mnoha jazykd, téz do CeStiny a sehrdla
vyznamnou Ulohu v rozsiteni chemickych védomosti v Siro-
kych lidovych vrstvdch. Zajimava je jeji forma. Je napsdna
jako scénar s otdzkami, které klade zZdk a na které mu odpovida
ucitel.

W. Ostwald byl pfesvédcen, Ze je moZno vybudovat racio-
ndlni strukturu obsahu vyucovani chemii. Doporucuje zavést
jen omezeny, pomérné maly pocet slouc¢enin a pomoci nich
ukdzat vyznam obecnych chemickych zdkont a pravidel.
V ucebnici uplatnil princip jednoty vSeobecné teoretického
a faktografického ucebniho materidlu. Jeho pedagogickd kon-
cepce vychdzi z nasledujicich predpokladi:

a) teoretickd zobecnéni je nutno délat na vhodnych mistech
didaktické struktury,

b) obecné pojmy je nutno pouzivat v dalich kapitolach vy-
uky chemie tak, aby se upeviovaly,

¢) pojmy je tieba koncipovat tak, aby se postupné rozvijely

s roz§ifovanim ucebni latky.

Uvedme, Ze Ostwaldovy didaktické ndzory nesporné ov-
livnily didaktické mysleni ve vSech vyvinutych zemich teh-
dejsiho svéta. Z filozofického hlediska je W. Ostwald piedsta-
vitelem neopozitivistické Skoly, tzv. empiriokriticismu. U nds
byl nejvyznamné&jsim chemikem tohoto zaméfeni prvni profe-
sor teoretické chemie na CVUT v Praze Frantiek Wald.
Pokusil se o vytvoren{ origindlni soustavy zdkladi chemie.

V niésledujicim obdobi vznikaji v Evropé dvé odlisné
koncepce vyuky chemie. Prvni do zna¢né miry koresponduje
s chemickym védeckym systémem. Pfedstavuje v jistém slova
smyslu jeho miniaturizaci. Zdtraziuje vyznam dedukce v po-
zndvacim procesu a v mnohém vychdzi z Mendélejevovych
didaktickych predstav. Druhd koncepce vice odpovida ndzo-
rim Ostwaldovym a neziikd se védecké indukce. V dalsim
vyvojovém obdobi lze zaznamenat vzdjemné se ovliviiovani,
popt. pronikdni obou téchto koncepci. To vedlo ke vzniku
riznych obmén chemickych didaktickych systémut. Metodic-
ké ndzory se Casto rodily spolu s novymi chemickymi objevy,
coz mélo za ndsledek, Ze velci chemici se Casto zajimali
o problémy vyuky chemie. Didaktiku chemie vSak jesté neby-
lo mozno poklddat za i jen relativné samostatnou védni discip-
linu.

5. Vznik didaktiky chemie jako védniho oboru

Prvnim védcem, ktery vypracoval zdklady didaktiky che-
mie byl profesor polytechniky a gymndzia v Lipsku Rudolf
Arendt. A¢ byl predevsim chemikem, mél znacné védomosti
z pedagogiky a psychologie. Z pozice uvédomélého ,herbar-
tovce® uzndval vychovnou funkci vyuky chemie. Jako prvni
pfimo vyhleddval v chemickém obsahu vychovné elementy.
Své pedagogické nazory publikoval v r. 1894 v Lipsku'Z Pro
vyuku chemie zdlraziuje vyznam induktivni logiky. Byl pre-
svédcen o tom, Ze vSechny chemické zdkony jsou v podstaté
dilem induktivniho mysleni. Pro vyuku chemie uznava ndsle-
dujici formy préce jako optimdlni:

a) hromadéni faktt a abstraktnich pojmd,
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b) uvédomélé hleddni pricin studovanych jevd,

¢) vyvozovani zakont cestou indukce.

R. Arendt je prvnim chemikem, ktery hovofi o zdsadnim
rozdilu mezi védeckym a didaktickym systémem chemie.
Vyuka chemie md, podle ného, za¢inat blizkymi fakty a pojmy
a ne obecnymi teoriemi. Je vyznavacem podobnych principt
jako pfed nim J. A. Komensky. Samostatnd, experimentdln{
cviCeni jsou integrdlni soucdsti vyuky chemie. To vygiaidfil
ndzorné ve své knize Technik der Experimentalchemie'. Ne-
doporucuje zavddét v ivodnim elementdrnim kurzu chemic-
kou symboliku a ndzvoslovi. Chemické zdkony je nutno vy-
vozovat pomoci indukce, tj. analyzy a komparace faktt z po-
zorovani. Faktograficky materidl by mél byt usporadan tak,
aby bylo mozno na jeho zdkladé postupné zavadét nové pojmy
a chemické zdkony. Na uvedenych zdsadach R. Arendt vypra-
coval svoji ucebnici chemie'*, v které vsak chybi skutecnd
chemicka systematika.

Jinym vyznamnym némeckym chemikem byl F. Wilbrand.
Také on se zabyval didaktikou chemie. Domnival se, ze vy-
ucovani chemie by mélo do zna¢né miry imitovat védecka
priprava zdka na samostatnou intelektualni praci. Neni proto
vyznamné uvadeét prili§ rozsdhly soubor faktt, ale vychodis-
kem m4d byt vhodny soubor problémovych, zejména experi-
mentdlnich uloh, umozilujicich provadét hlubokou analyzu
chemickych jevi, kterd privadi pozndvajici subjekt k formu-
lovdni nejpravdépodobnéjsiho pribéhu chemické reakce.
Tento predpoklad vyzaduje ovéreni, a to induktivni cestou
badéni. Ve svém dile! se o tom vyjadiuje ndsledovng: Mym
cilem je naucit induktivné myslit, hledat a zdiivodiiovat pricin-
né vztahy, jakoZ? i sezndmit Zdky s experimentdlnimi metodami
a konecné naucit je opatrnosti ve vztahu k vyslovovdni zdveri.
Protoze uspotaddni ucebni latky je u F. Wilbranda podfizeno
badatelské metodé, tvrdi, Ze neni nutno vychdzet od prvki ke
sloucenindm, ale pfimo naopak. Zak by mél napied studovat
vlastnosti slouceniny, napf. chloridu sodného a teprve pak
vlastnosti prvka chloru a sodiku.

Neékteré nazory R. Arendta a F. Wilbranda nalezly ohlas
nejen v Némecku, ale napf. i v Anglii a do znacné miry
i ve Spojenych stdtech. Ndsledovniky R. Arendta a F. Wil-
branda byli H. Léwenhardt'®, K. Winderlich'” a zejména pak
K. Scheid'®, kteii pisobili v obdobi po prvni svétové vilce.
Typickym predstavitelem tohoto obdobi je v némecké didak-
tice chemie K. Scheid'®. Podle jeho ndzori by se vyuka chemie
méla dit v ndsledujicich etapach:

a) pro zdky 10-13leté spolecna vyuka integrované pfiro-
dovédy, jejiz soucdsti je i chemie; hlavnim cilem je naucit
zdky pozorovat pfirodni jevy,

b) pak nésleduje prvni, tzv. propedeuticky stupen vyuky che-
mie; tento stupen lze téZ oznacit jako metodicky,

¢) systematicky cyklus vyuky chemie.

T kdyZ jsou jednotlivé etapy chemického vzdélavani v Schei-
dové pojeti poznamendny nadmirou faktografie, je jejich za-
kladem ndcvik piesného pozorovéni, experimentovani a uva-
Zovdni.

J. Liebig, W. Ostwald, R. Arendt, F. Wilbrand a K. Scheid
vytvofili zdklady teorie a praxe vyucovani chemii. Souc¢asné
némecké didaktické soustavy chemie predstavuji pokracovani
domdci tradice z let 1875—1925. Existuje zde celd fada soubord
ucebnic pro oba stupné sekunddrni §koly. U nds je nejzndméjsi
a do &estiny pieloZeny soubor'® Elemente I a Elemente II.
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6. Vyvoj chemického vzdélavani ve Francii

Zajimavé je sledovat vyvoj didaktickych ideji ve Francii.
Tato zemé ovlivnila vyvoj skolstvi v celé fadé zemi. Vyuka
chemie je ve Francii tésné vdzana na vyuku fyziky. Chemie
jako véda i jeji vyuka je pokldddna za integrdlni soucdst tzv.
fyzikdlnich véd a jejich vyuky. Lze zaznamenat urcity vliv
némecké metodické Skoly, jak je to patrné napf. z divodnich
slov u&ebnich osnov chemie®: Cilem fyziky a chemie je uve-
dent Zdka do experimentdlni metody, aniZ by byl pretéZovdn
nadmérnym mnoZstvim faktografické ucebni ldtky. Je zdlraz-
novan vyznam myslenkovych cviceni, rozvoj pozorovacich
dovednosti, formulovani{ zavéri a jejich verifikovani pomoci
experimentu. Velkd pozornost je vénovana dovednostem uci-
tele demonstrovat redlné experimenty a poddvat jejich vyklad.
Pomérné mélo mista je vénovano teoretickému ucivu. Tak
napft. periodicky zdkon je jen soucdsti tzv. Cetby, tedy jako
nepovinné ucivo.

Pro francouzskou $kolu je typicky princip koncentrismu.
Na urovni prvniho cyklu je vyuka chemie spojend s fyzikou.
Toto pojeti se podobd némeckému wilbrandovskému a ma
tedy propedeuticky charakter. K tradi¢nim uc¢ebnicim patfily
piirucky Faucherovy?®!. V Sedesitych letech se objevila fada
novych ucebnic chemie. Jde napf. o sérii ucebnic chemie
J. Cessacaa M. Treherna®>?® H. J 0ya1a24, K. Dreyfuse a C. Do-
nadiniho® a jiné. V osmdesitych a devadesatych letech byly
vyddny nové ucebnice. Napt. vr. 1989 byly u Nathana vyddny
ucebnice I. E. De Colognyho a kol.*®avr. 1993 A. Tomasina
a C. Lorrina?’, v nichZ je proti klasickému pojeti zdraznéna
motivace, napi. v 2. rocniku lycea praktickymi pracemi z
agrochemie.

Z hlediska vyuky chemie je ve Francii na zdkladni $kole
typickou formou prace samostatnd ¢innost zZak, spojend s fe-
Senim jednoduchych, ¢asto experimentdlnich, tiloh na méfent,
napft. objemu kapalin a plynd. Naopak na lycedlnim stupni jde
zejména o pedndsky s demonstra¢nimi pokusy. Mald pozor-
nost je vénovana systematickému proveérovani zakovskych
védomosti. I kdyZ francouzsky racionalismus a tradicionalis-
mus a priori odmita cizi vlivy, v poslednich desetiletich nelze
vyloucit vyrazné vlivy zejména americkych didaktickych sys-
tému.

7. Vyvoj chemického vzdélavani v Anglii

Velmi zajimavy je vyvoj chemie jako védy a pfedmétu
vyuky v Anglii. Anglie zna¢nou mérou prfispéla k rozvoji
chemické védy. Vzdyt J. Dalton, M. Faraday, H. Moseley,
T. Huxley, G. Stokes byli Britové. Kdyz v letech 1900-1904
probihd prvni $kolni reforma, psobi v Krilovské edukacni
komisi v oddé€leni pifrodnich véd fada vyznamnych anglic-
kych chemikd. Jde o zavedeni chemie jako predmétu do
vSeobecné vzdéldvacich Skol. Chemie se stdvd ve vSeobecné
vzdéldavaci skole vybérovym, tj. fakultativnim predmétem,
laboratorni price nejsou pfitom povinné. Néekteii ¢lenové ko-
mise, napf. W. Thomson a W. Ramsey jsou toho ndzoru, Ze by
se chemii mélo vyucovat jiz od prvniho ro¢niku stfedni skoly,
tj. déti ve véku 11-12 let, a to proto, Ze ,,chemie, resp. pfiro-
prvnim piirodovédnym prfedmétem, ktery byl zaveden v rdm-
ci vSeobecného vzdélavani a komise doporucovala zaveden{
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i aplikovanych piirodovédnych disciplin, jako je agrochemie,
aplikovand mechanika apod.

Do konce XIX. stoleti predstavovala vyuka chemie na
anglickych stfednich skoldch v podstaté zredukovany vysoko-
Skolsky kurz. Prvni pokus o vytvofeni na védecké soustavé
ne zcela zdvislé vyuky chemie na stfedni Skole pochdzi od
E. Armstronga. E. Armstrong byl profesorem chemie riznych
vysokych Skol v Anglii a nadSencem vyuky pfirodnim véddm
v podminkdch vSeobecné vzdéldvacich britskych Skol. Na
zakladé pomérné komplikovanych didaktickych vyzkumi se-
stavil uc¢ebni osnovy, které pak po dlouhd léta ovéroval a po-
stupné zdokonaloval. O této své ¢innosti napsal zajimavé dilo
The Teaching of Scientific Method, které vydal2 v r. 1898.
Uvadi, Ze vyznam piirodnich véd a jejich vyucovani spociva
predevsim v jejich praktické hodnoté. Pfirodovédné vyucova-
ni umoziuje, podle autora, specificky orientovany rozvoj inte-
lektu, ¢ehoz nelze dosahnout ani literdrnim, ani ¢isté matema-
tickym vzdéldvanim. Jde mu zejména o rozvoj schopnosti
pozorovat, experimentovat a uvazovat. E. Armstrong vyuZziva
tzv. heuristickou metodu, tj. takovy zpusob vyuky, pii némz
se Zaci mohou relativné samostatn€ zmociiovat novych po-
znatkii. Podle Armstronga véda vyZaduje absolutni svobodu
mysleni, svobodu ducha zbavenou vsech dogmat. Svoji me-
todu charakterizuje jako ,,obycejny zplisob védeckého bd-
dani“, realizovany v podminkdch stiedni Skoly. Zduraziuje,
Ze zak musi samostatné dospivat k objevovani faktl. Heuris-
tickou metodu obecné zformuloval jiz v r. 1897 H. Spencer®.
E. Armstrong ji zaktualizoval a aplikoval na vyuku piifrodnim
véddam, zejména chemii. Vyznavacem heuristické metody se
stal i jiny anglicky didaktik chemie J. Smittels, ktery ve svém
¢lanku®, zdbiraznil vyznam dvou jejich charakteristik:

1) samostatné provddéni experimentd zéky,
2) experiment je prostfedkem objevovani ¢ehosi dosud ne-
poznaného.

Heuristickou metodu ve vyuce chemii ddle rozpracovali
G. Fowles’' a D. Newbury™. Byla viak predmétem kritiky
predsedy Britské asociace piirodovédcii B. Gregoryho™

V1. 1962 vznikl ve Velké Britdnii nové koncipovany kurz
vyuky chemie, a to v tzv. Nuffieldové fondu®>. Tato soustava
vychdzi z domdcich armstrongovskych tradic s nespornym
vlivem didaktiky americké a némecké. Je zde, pro anglosaské
didaktické soustavy tak charakteristickd, mens$i systematic-
nost, a to na ukor vétsi samostatnosti ziskdvani poznatkd
samotnymi pozndvajicimi subjekty, zvlasté jedna-li se o expe-
rimentdlni ¢innosti. Pozdéji, zejména v sedmdesatych a osm-
desatych letech prodélala didaktickd soustava chemie vzniklad
v Nuffieldové fondu zna¢né promény. Bylo odstoupeno od
jednostranného aplikovéni heuristické metody a volnosti skladby
jednotlivych tematickych okruhd. Lze dokonce fici, ze doslo
k ur¢itému obratu ve prospéch klasického pojeti. Jako reakce
na to vznikl pracovni tym univerzity v Yorku, ktery pokracuje
v rozvijeni britské didaktické soustavy chemie v armstrongov-
ském duchu.

8. Vyvoj chemického vzdélavani v USA

Nelze opomenout ani vyvoj didaktickych systémt chemie
ve Spojenych statech. Od poloviny XIX. stoleti je zde typickou
Skolou tzv. High School. Dodnes je univerzdlni v§eobecné
vzdé€ldvaci, byt zna¢né diferencovanou stiedni $kolou. Md dva
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¢tyfletou Senior High School.

Pojeti americké Skoly vychdzi zpoc¢dtku z filozofie prag-
matismu a Thorndikovy teorie™. Vyznamnou osobnost{ prag-
matické pedagogiky je J. Dewey, ktery vyrazné ovlivnil i utva-
feni koncepce vyucovani chemii v americké $kole. J. Dewey
poklddd pojmy a teorie za instrumenty, které pomahaji prak-
tické ¢innosti a mysleni v procesu permanentni adaptace. Ve
vyucovani jde o povzbuzovdni zdjmu o véc a o realizaci
praktickych zdkovskych ¢innosti. Tyto ideje jsou typické i pro
navazujici systémy, viz napf. znimé Taylorovo dilo®’, v némz
autor nespatfuje jako hlavni ukol ovladnuti daného souboru
konkrétnich védomosti, ale rozvoj ¢lovéka jako jedince. Kro-
me téchto ideji se v USA prosazoval i tzv. tradicionalismus,
ktery pozadoval neustdlé zvySovdni teoretické urovné vSech
zdkladnich vyucovacich predméti.

V USA existovaly ndsledujici typy koncepci, jimz odpo-
vidaji i ptislusné ucebnice chemie:

1. Analogické s anglickymi, v€etné elementdrniho predmétu

General Science.

2. Systematickd koncepce, analogickd s vétSinou koncepci
evropskych.
3. Praktickd, o niz G. I. Richardson™ tvrdi, Ze je ,,vykrade-

nym kurzem college®.

Americané s oblibou hodnoti vlastni historicky vyvoj §kol-
stvi a to z rGiznych hledisek. Tak napf. jiz v r. 1902 analyzuje
A. Smith* v USA existujici u¢ebnice chemie a dé&li je na:

1) heuristické, se znacnym dlirazem na experiment, zejména
na laboratorni Zdkovskou cinnost; tyto ucebnice, podle
autora, odpovidaji anglickym a byly zpracovdny na zdkla-
dé armstrongovskych vychodisek,

teoretické, které zduraznuji vyznam zdkond, principt
a chemickeé teorie,

3) historicko-systematické, zdlraziujici vyznam popisného

materidlu.

Zajimavy je popis ,,americké cesty vyucovacich kurzi pro
viechny“*’. Tato stat obsahuje kritiku stdvajicich ucebnic
a pojeti, jako pro zaky nezajimavych, obtiznych, obsahujicich
nadmiru faktografie, pojmd a teorii. V poslednich 40-50 le-
tech vzniklo v USA mnoho rtiznych kurzi chemie, ale jenom
nékteré z nich se dockaly relativné delSiho Zivota. Podle
reprezentanta uciteld chemie v UNESCO z konce 60. let
F. Mayburyho byly v té dobé v 50-60 % americkych stfednich
kol pouZzivany ucebnice M. Bradburyho Chemistry and You
z 1. 1957, ddle B. Yaffeho New World of Chemistry z r. 1955
aE. C. Weavera a L. C. Fostera Chemistry for Our Times, téz
z 1. 1955. Tyto ucebnice se svoji strukturou piili§ neliSily od
vétsiny ucebnic evropskych.

Prudky rozvoj chemické védy a techniky, zejména v po-
slednich desetiletich, zptsobil potiebu revize dosavadniho
zplsobu vyuky chemie. Jde zejména o takovd témata jako
zdklady termodynamiky, chemické kinetiky a z ni vyplyvajici
teorie reak¢nich mechanismil. Pravé tyto skuteCnosti vedly
k pokustim o vytvofeni adekvétnéjsich didaktickych systémi
chemie, a to i pro vSeobecné vzdélavaci americkou stfedn{
Skolu. A tak v roce 1963 vznikaji hned dvé konkurencni
didaktické soustavy, a to CBA*' a Chem Study** (CBA — Che-
mical Bond Approach Project, Chem Study neboli CHEMS —
Chemistry and Experimental Science). Oba tyto systémy pied-
stavuji novou vyvojovou etapu chemickych didaktickych sou-
stav USA. Jde o systémy a k nim adekvétni uc¢ebnice ur¢ené
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pro Senior High School. Jejich spole¢nym charakteristickym

rysem je:

1) vysokd teoretickd droven,

2) priklddani znacného vyznamu ucivu o stavbeé latek, struk-
tufe a energetickych zméndch, jde tu o urcitou reminis-
cenci ndzorti Ostwaldovych,

3) zavedeni elementi kvantové teorie, a to poprvé na trovni
stiedni v§eobecné vzdéldvaci skoly, jakoz i o urcité sous-
tavy zakladnich pojmt termodynamickych, napf. entropie
(v systému CBA).

Pritom je dost znacnd pozornost vénovidna Skolnimu, ze-
jména zdkovskému experimentu s urCitymi aspekty meto-
dologickymi, napf. uvedeni metody ,,black box* apod. Vy-
voj koncepci chemického vzdélavani ovlivnil didaktiky che-
mie v celé fadé zemi, v¢etné tehdejsiho Ceskoslovenska, kde
v 1. 1964 vznikd v rdamci Chemické spolecnosti jeji sekce
vyuky chemie.

Poznamenejme, Ze nové americké didaktické systémy ne-
byly v§emi, predevsim uciteli, ale i nékterymi didaktiky a che-
miky, napt. R. J. Gillespiem, pfijaty jednoznacné pozitiv-
né. Pozdéji vznikly nové, lze fici, Ze hybridni kursy chemie
a k nim piisluiné ucebnice, napi. R. C. Smoota®. U&ebni-
ce byla vyddna u Merrill Publishing v Ohiu, prvni vyddni
v r. 1987. Tato ucebnice je v béZném pouzivani pro Senior
High School doposud. Svoji koncepci piedstavuje hybrid kla-
sické koncepce s nékterymi ,,osvédcenymi‘ prvky uvedenych
experimentdlné naro¢nych didaktickych systémd.

9. Vyvoj chemického vzdélavani v Rusku

Vyznamné je sledovat i vyvoj vyuky chemie v Rusku,
nebof tato zemé spolu s Némeckem, Velkou Britanif, Francif
a USA nejvice piispéla k rozvoji didaktiky chemie.

Vénovali jsme se jiZz vyraznému predstaviteli ruské chemie
D. 1. Mendélejevovi, a to zejména pro jeho nesporné origindln{
pristup ke koncipovéni didaktické soustavy chemie, kterd
ziskala v naSich podminkdch diky velkému ¢eskému chemik-
ovi B. Braunerovi zahy zna¢ny ohlas.

Velmi vyznamnou osobnosti v oblasti organické chemie
byl A. Butlerov, ktery je opravnéné pokladan, spolu s F. A. Ke-
kulém, za tviirce novodobé teorie stavby organickych slouce-
nin. Tato teorie se stala vychozi pfi tvorbé ucebnic organické
chemie. Svédectvi o tom podal v ivodu své ucebnice organic-
ké chemie vyznamny esky chemik E. Votodek™.

Na zdklad¢ origindlnich ideji vznikla jiz v pfedrevolu¢nim
obdobi fada zajimavych ucebnic chemie. Prvnim didaktikem
chemie byl v Rusku S. I. Sozonov. Jeho ndzory byly ovlivnény
zahrani¢nimi didaktiky chemie, zejména R. Arendtem, F. Wil-
brandem a E. Armstrongem, i kdyZ se snaZil o origindlni,
vlastni teoreticky model vyuky chemie, pfedev§im na pre-
drevolu¢ni stfedni vSeobecné vzdélavaci Skole. V r. 1923 byla
v tehdejsi sovétské Skole zavedena tzv. komplexni metoda
vyuky. Byl zruSen systematicky vyklad zdkladd jednotlivych
ptirodnich véd a nahrazen ,,Jlogikou obklopujiciho nds svéta“.
Zdkladnim objektem studia se stala prdce lidi, vyroba a spo-
le¢nost. A protoze nelze nékterd odvétvi lidské Cinnosti vy-
svétlit bez znalosti zdkladt chemie, byla jako pfedmét zaraze-
na jiz do paté tfidy vSeobecné vzdéldvaci skoly. Osnovy byly
rozdéleny do n€kolika ¢dsti. V prvni ¢dsti byl obsaZen obecny
ndzev tématu a ndzvy jeho chemickych ¢dsti. Druhou cast
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tvotilo chemicko-technologické uc¢ivo a v tieti Casti byl soupis
prislusnych laboratornich ¢innosti. Posledni ¢tvrtd ¢dst obsa-
hovala teoretické informace, s nimiZ je nezbytné sezndmit
zaky. Tak byly zpracovdny osnovy pro vSechny postupné
ro¢niky. V r. 1927 byly tyto osnovy podrobeny kritice, poné-
vadz pry postradaly hlavni polytechnickou linii. K splnén{
uvedené funkce byli Zdci pfinuceni vykondvat piislusné ma-
nudlni ¢innosti. Uvedme jako piiklady tematiku 5. ro¢niku —
Ekonomickd pétiletka naSeho zdvodu a 6. rocniku — Rekon-
strukce ndrodniho hospodafstvi v ramci pétiletého planu. Sko-
la se méla stdt centrem organizujicim spolecenskou ¢innost
déti. Misto pfedméta nastoupily brigddy, butiky apod. Chemii
se vyucovalo pomoci specidlnich pracovnich sesitt, klasické
ucebnice neexistovaly. Tato situace trvala az do r. 1932.
Z rozhodnuti nejvyssich orgdnti byly od r. 1933 stanoveny tzv.
staciondrni uc¢ebnice. Hlavnim autorem ucebnic se stal pied-
revolucni chemik a plivodné asistent Mendélejeviv V. N. Vér-
chovskij, ktery spole¢né s I. S. Goldfarbem a L. N. Smorgov-
skym napsali pomérné dobré a obsdhlé ucebnice chemie pro
tzv. sovétskou desetiletku*>* Ty byly pouzivadny az do pade-
satych let. Vedouci teorif byl periodicky zakon Mendélejeviv
a jeho systém prvki jako zdkladni heuristickd pomucka. N4-
sledovala elementarni systematickd organicka chemie, vycha-
zejici z Butlerovovy teorie stavby organickych slou¢enin. Slo
o ndvrat k tradi¢ni ruské Skole, s pokusy o aplikaci socialistic-
ké teorie vychovy. Pfipomenme, Ze §lo o dobré ucebnice, které
byly ptelozeny do celé fady jazykt. V dal§im vyvojovém
obdobi Sedesdtych a sedmdesdatych let probihd rovnéZ v tehde-
jsi sovétské skole tzv. modernizacni proces, tykajici se jak
obsahu, tak i metod a postupt vyuky. Z tohoto obdobi jsou
znamy ucebnice Levéenkovy®’, Chodakovovy* a Cvétkovo-
Vy49, které v rtiznych modifikacich a zjednodusenich preckaly
az do revolu¢nich piemén konce osmdesatych let. Devadesata
léta, poznamenand snahou po demokratizaci ruské spole¢nos-
ti, neminula ani oblast Skolstvi. Byla obnovena gymndzia
a lycea. Vedle stdtnich kol se objevily skoly soukromé a cir-
kevni a byly vyddny nové fady uebnic>*>? které navazuji na
ruské tradice a zdrovernl akceptuji soucasné zplisoby vyuky
chemie ve svéte.

10. Zaveér

V ¢lanku je poddn piehled vyvoje chemického vzdélavani
v souvislosti s rozvojem chemické védy ve vyznamnych ze-
mich Evropy a v USA.

Vyvoji chemie jako védy a predmétu vyucovani, véetné
formovani didaktiky chemie jako védniho oboru v ceskych
zemich, by méla byt vénovana zvldstni samostatnd pozornost.
Proto na zdvér uvedme jen to, Ze se v naSich podminkdch
prolinaly vSechny proudy, o nichZ jsme se zminovali v pied-
chozich dvahdch.

Inspiract pro vznik této studie byly take dalsi prdce ruske-
ho didaktika chemie L. N. Smorgonského. Za poskytnuti téchto
materidli patri dik clenu-korespondentu APN L. N. Cvétkovi.
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J. Hellberg and M. Bilek (Department of Chemistry,

Pedagogical Faculty, University of Hradec Krdlové): The
Development of Chemical Education in Connection with
the Development of Chemistry as a Science

Historical relations of the development of chemistry as

a science and a teaching subject on one hand and the formation
of didactics of chemistry as an interdisciplinary science branch
on the other are dealt with in the paper. The consequences are
described of the formation of first chemistry textbooks and
efforts at introducing chemistry as a general education subject
at different levels of education systems. The analysis of chemi-
cal teaching in Germany, England, France, U.S.A. and Russia
confirms the raison d’¢tre of an independently developed
science branch — didactics of chemistry.
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