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Pied sto lety zemiel Wilhelm Conrad Rontgen

Rontgen objevil zdareni, které se dodnes nazyva jeho
Jjménem. Je velmi uZitecné pro tomografii, ale i pro che-
mii: jako zpiisob spektrdlni analyzy a difrakce krystalo-
grafickou strukturou latek. Difrakce Rontgenova zdreni
umoziuje nejen urcit  x-, y-, z- souradnice atomil
v molekule s presnosti 0,02 A, ale objevila také, Ze toto
urceni je svym zpiisobem transcendentni, nebot usporada-
ni atomu v jednotlivych elementdrnich bunkdach struktury
krystalickych latek se vzdajemné lisi a je leckdy dost nepra-
videlné — a to v radé aspektii — coz vice nebo méné ovliv-
ituje viastosti téchto ldtek’.

Jednim ze zpiisobu, jak se (vedlné) krystalické latky
lisi od idedlnich (na tomto svété se nevyskytujicich) krysta-
li (s absolutné pravidelnou vnitini strukturou) je para-
krystalinita’. Na rozdil od stavebniho principu idedlnich
krystalit — prisné pozicni periodicity, je zpiisob vzdjemné-
ho ulozeni ,,nejblizsich sousedu* (bunék, molekul, atomu)
ve strukture parakrystalu v zdasadeé stochasticky. To zname-
nd, ze se meni v urcitych mezich, kdyz prechazime od jed-
noho paru sousednich motivii k druhému. I kdyz tyto od-
chylky nejsou velké, kumuluji se, prejdeme-li od
., nejblizsiho souseda* ke 2., 3. a 4. sousednimu motivu,
takze poloha n-tého motivu vzhledem k vychozimu
(,, nultému ) motivu bude uz pak ndhodnd. Zatimco struk-
tura (idedlniho) krystalu je ,,globdlné* periodickd, jevi
struktura parakrystalu pribliznou periodicitu jen lokdl-
né, do urcité vzdalenosti od (libovolného) uvazovaného
atomu.

Kapalné krystaly® jsou ldtky, které jiz svym ndzvem
vyjadriuji, Ze jsou jakymsi hybridem mezi krystaly — s ide-
alné pravidelnou vnitini strukturou — a kapalinou — se
strukturou, jez jakoukoli pravidelnost postradad. Nepravi-
delnost vnitrni struktury kapalnych krystalii je specificky
anizotropni, v urcitém sméru (resp. v urcitych smérech)
Jsou molekuly uspordddany pravidelné, jako v krystalech,
vjiném sméru (resp. smérech) tak nepravidelné jako
u kapalin. Je to zpiisobeno vyraznou anizotropii tvaru
molekul, které jsou u veétsiny kapalnych krystali linedrni
(kalamitické, t.j. nematické, smektické a cholesterické me-
zofaze) nebo destickovité (diskotické kapalné krystaly), ¢i
s vwraznou anizotropii vazby téchto molekul (mezofdze
pyramiddalni, kolumndrni, stylické a fazmidické).

Roku 1984 se objevila prvni zprava o latkdch, jejichz
struktura neni vytvorena periodickym opakovanim jediné
zdkladni bunky, jako je tomu u krystalii, ale kvaziperiodic-
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kym usporadanim nékolika (minimdlné dvou) bunék. Tento
stavebni zpiisob umozije, aby nové latky — jimz se zacalo
Fikat kvazikrystaly’ — jevily symetrii, kterd je u krystalii
nemoznd — aby napr. mély péticetnou osu symetrie. Zprvu
se sice predpokldadalo, Ze existence kvazikrystalii je jenom
Casnd, Ze jsou to latky nestabilni. Pozdéjsi teoretické roz-
bory viak prokdzaly, mimo jakoukoli pochybnost, Ze zd-
kladni stav systému castic, jez na sebe puisobi silami krat-
kého dosahu, mize byt kvazikrystalicky v disledku konku-
rence mezi vzdjemné protikladnymi pozadavky, které na
ulozeni atomii do krystalu klade jednak poradek na blizko,
Jednak porddek na dalku.

Ukdzalo se také, jak strukturu ldtek ovliviuje jeji
disperzni stav’. Kupiikladu, Ze materidl pri svém , Ziti*
rytmicky méni svou disperzi, coz je dnes hlavni pricinou
omezené Zivotnosti dilcii a konstrukci z toho materialu
vyrobenych (inava, néco jako ateroskleroza omezujici
délku Zivota lidi [zalm 90:10]; asi i W. C. Rontgen na ni
zemrel)®’.

Jestlize pak jest ambicioznim cilem chemie nalézat
zavislost viastnosti latek na jejich strukture, vzpomindme
pri stoletém vyroci umrti Rontgena na jeho prdci, ktera
poznadvani této zavislosti prispéla.

Jaroslav Fiala
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Clanek popisuje historii a zaklady vyroby vina a palenek. P¥inasi informace o obsahu, zrani a nazvoslovi riznych

druhti vina a palenek.

Klicova slova: alkohol, cognac, brandy, matolinovice, weinbrand, alembik

Kultivované péstovani hroznii a vyroba vina jsou
znamy jiz v Egypté ve tfetim miléniu pred nasim letopoc-
tem. Je vSak prokazano, ze jiz o tii tisice let dfive vino
péstovali v jihozapadni Asii. Pokud jde o destilaci této
tekutiny, zda se, ze s tim zacali Babylonané ve druhém
tisicileti pfed naSim letopoctem a posléze svoje poznatky
predali arabskym alchymistim', ktefi toto uméni postoupi-
li dale Evropantm®. Alchymisté, jako napf. Ibn Badis, ne
nadarmo nazyvali zprvu alkohol jako destilované vino
(¥as i, khamr mseed, & _his 33 | nabidh mugatar),
teprve pozdé&ji jako arak (&ue, eirq) a az pak se objevilo
slovo alkohol (Js»SV alkuhul). Procesy destilace vSak
pouzivali jiz Cifiané ve tietim tisicileti pfed nasim letopo¢-
tem.

Jak 1ze ocekavat, ze zacatku byl hlavnim produktem
destilat z vina, jehoz piipravu udajné precizoval navrativsi
se kiizak Arnaud de Villeneuve v poloviné 13. stoleti ve
Francii’. O blahodarném piisobeni destilatu z vina presvéd-
Coval frantiskansky teolog, alchymista a kardinal Vital du
Four (Vitalis de Furno) ve svém dile ,,Kniha o vybranych
lécich pro zachovani zdravi celého téla od lidskych cho-
rob** z roku 1310 (tiskem 1521)°.

V oblasti Cognac pak zavedl dvojitou destilaci
Chevalier de la Croix Marron, pan ze Segonzacu®. Tomuto
velice zboznému a ponékud poetickému muzi se zdalo, ze
se Satan pokousi ukrast mu dusi vafenim a vidél se ve snu
v jeho kotli. Jeho vira byla tak hluboka, ze duse rytife odo-
lala prvnimu ,,vafeni®. Dabel, aby dosahl svych cild, byl
nucen podrobit ji druhému ,,vafeni®. Kdyz se rytii probu-
dil, napadlo ho vytdhnout dusi z vina druhou destilaci.
Vinat pak vzal tento destilat a fekl si, ze kdyz jej necha
v dubovém sudu ulezet, zlep$i se jeho chut’ jako u vina.
Nemohl tusit, ze tim prob&hnou transesterifikace a ze die-
va se vylouzi vanilinu ptibuzné slouceniny, znamé jako
chufové modifikatory’, a prirozené trpké tiisloviny
(taniny)8 zlatavé zlutohnédé az hnédé barvy. Tak vznikl
bohuliby népoj, ktery v okoli mésta Cognac (Grande
Champagne, Petite Champagne, Borderies, Fins Bois,
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Bons Bois a Bois Ordinaires), pokud je vyroben z odrid
révy Saint-Emilion des Charentes (pouZivéna ve velké
veétsing), Folle Blanche nebo Colombard, a pokud zral
v dubovych sudech minimalné dva roky, miize nést nazev
konak (francouzsky cognac). Ostatni podobné pélenky
jsou pak oznacovany jako brandy. Pfidavani jakychkoliv
latek jak k mostu, tak k destilatu, s vyjimkou karamelu,
jenz muize pridavat destilatu barvu a plejadu najmé hetero-
cyklickych sloucenin, je zakdzano zakonem.

Brandy (nebo Weinbrand, tj. palené vino), je podle
modernich predpisti EU (cit.’) lihovina, vyrabénd z vino-
vice, smisend nebo nesmisend s vinnym destildtem destilo-
vanym na méné nez 94,8 obj.% za predpokladu, ze dany
destilat netvoii vice nez 50 % kone¢ného produktu, zrajici
alesponi jeden rok v dubovych nadobach nebo alespon Sest
meésici v dubovych sudech o objemu men$im nez
1000 litri. Obsah tékavych latek, které pochazeji vyhrad-
n¢ z destilace nebo redestilace surovin, ma byt v mnozstvi
rovném nebo vy$§im nez 125 gramii na hektolitr alkoholu
o 100 obj.%, obsah methanolu je nejvyse 200 gramt na
hektolitr alkoholu o 100 obj.% a vysledny obsah alkoholu
musi byt vétsi nez 36 obj.%.

Destilace probiha stale v témet alchymistickych mé-
dénych destila¢nich zatizenich typu charentského alembi-
ku (Charentais alembic; Charente (fa.dt) je departement
zahrnujici oblast ,,cognac®) (obr. 1). Musi jit o alembik
mensiho objemu, nebot’ je znamo, Ze destilace ve vétsim
objemu ¢i v zafizeni jiného typu nedd zadany kvalitni
produkt.

Zésadni pro klasickou chut’ destilatu je koncentrace
alkoholu 40 0bj.% v produktu prodavaném spotiebiteli'’.
,Pitelnou” koncentraci alkoholu 40 % tudajné stanovil
D. I. Mendé¢lejev ve své disertacni praci, coz ale neni tpl-
né pravda, nebot’ on se sice zabyval hustotami rizné zie-
déného lihu, le& ne kvilli piti, ale kvili jeho zdafiovani'?.

Organolepticky profil destilatu se formuje zejména
pfi prvé destilaci a béhem této destilace mnozstvi vonnych
latek pribyva, protoze se pfi ni napf. teplem uvolni terpeny

https://doi.org/10.54779/ch120230278
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Obr. 1. Charentsky alembik (podle cit.'®)

z glykosylované formy, dochazi téz k esterifikacim, tran-
sesterifikacim, Maillardové reakci a podobné. Tak pii des-
tilaci vznikaji dva estery, tfi aldehydy, tii terpeny
a 12 dalSich isoprenoidu. Ostatni latky pochézeji z hrozni
(primarni), z vinného mostu (fermentacni), pfipadné jsou
tvofeny pfi starnuti v dievénych sudech, ¢i extrahovany ze
dieva, nebo téz vznikajici reakcemi na povrchu médi'.

O bohulibém destilatu z vina psal u nas jiz Amerling
roku 1854 (obr. 2).

Pod pojmem trest’ vidi Amerling n¢kdy ether, nékdy
ethyl (trestil), jindy destilovatelnou (voilavou) frakci.
Trest’ tuzebnikova je potom viiné pfedstavujici aroma vina
a kvétu vinné révy (cit.").

Podivejme se tedy, co mize byt ta tuzebnikova trest’.
Konak i brandy daji v ustech nejprve palivou chut’ alkoho-
Iu, po které se rozvine piijemnd aromaticka chut, vice ¢i

Chem. Listy /17, 278-281 (2023)

méné nasladla az sladka. Byly identifikovany stovky slou-
aldehyd, ethyl-acetat, methanol, propan-1-ol, isobutanol
(2-methylpropan-1-ol), a isoamylalkohol (3-methylbutan-
-1-ol), které nachazime v mnozstvi mezi 50 a 2000 mg 1.
Kvasné alkoholy vyssi nez ethanol se nazyvaji ptiboudlina
(fusel, fusl) apfispivaji k aromatické komplexité, jsou
vsak ve vyssich koncentracich nezadouci. Bylinkova ving
destilatu spociva zejména na hexan-1-olu a hexan-2-olu,
cis-3-hexen-1-olu, frans-2-hexen-1-olu a cis-2-hexen-1-olu.
Pokud je pfitomen 1-okten-3-ol, ktery pfidava houbovou
vini, pochdzi zhrozni infikovanych nekrotrofni plisni
Sedou Botrytis cinerea Pers.

Nejvice zastoupena octova kyselina muiize vznikat
oxidaci alkoholu nebo miiZze pochazet z hemicelulos. Mo-
hou byt také piitomny i jiné karboxylové kyseliny, jako je
propionova a maselna, které jsou spojovany s bakterialni
aktivitou. Mdaseln4 kyselina je charakterizovana nepiijem-
nymi maslovymi a syrovymi vinémi a jeji koncentrace se
zvySuje béhem starnuti. Kyseliny hexanovda, oktanova,
dekanova, dodekanova, myristova, palmitova a stearova
jsou vytvareny kvasinkami. Organické kyseliny se vysky-
tuji ve form¢ esterl, kterych bylo izolovano pies 160,
v nich (logicky) ptevladaji ethylestery. O esterech kyselin
kapronové, kaprylové a kaprinové se soudi, ze vinu davaji
typickou viini. Koncentrace ethyl-butyratu, podobné jako
maselné kyseliny roste se starnutim. Pokud se tyka esterti
odvozenych od vyssich alkoholi, jde zejména o ,,ovocné*
estery octové kyseliny, jako isoamyl-, isobutyl- a hexyl-
estery. Pfitomnost organickych kyselin a eventualni pii-
tomnost kyseliny sific¢ité ve vin¢ syntéze a transesterifika-
ci esterd nahravaji. Vys$S$i koncentrace ethyl-acetatu
a isoamyl-acetatu jsou povazovéany za nezadouct.

Acetaldehyd byva pfitomen ve viné v koncentracich
mezi 0,20 az 0,25 g 1! a byva spojovan se zvracenim

§. 98. Koiak (Cogilac, Sprit, Fransbranntwein).

Délank Dej 1 pintu vina do krivale, zahtij mirnd

a prekapuj.

Napted bude uchézeti tékary Iih, a spolu

tresi tufebnikovd. Bude to lib, nikoli ale oby&ejny§, njbrk
velmi phijemné zapéchajici, a ten slove piivodnd vKrain-
sku Koilak, Sprit ve Francii od slova esprit, spiritus, duch.
Srangbranntwein znadl kokalku francouskou.

Poxnamenani.

Na koiiak nebéie se dobré vino ale

zbytky s kvasnicemi jektd pomiiené, nebot kaie tato mnoho
jestd vina v sobd chové, jeni prehéndnim se da odddliti

a vyhnati do lopty.

Slovo kofak bezpochyby pochodi

od kb, a znadi népoj silny co ki,

Obr. 2. Ukazka z uéebnice Amerlingovy'*
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a nevolnosti pii masivni konzumaci alkoholickych napoju.
Je to pochopitelné, protoze LDs, (krysa) je 4,57 gkg™
(cit.'), &i dokonce (krysa p.0.) 1,9 g kg™ (cit."”). Z dalgich
aldehydd se vyskytuje formaldehyd, 5-hydroxy-
methylfurfural, akrolein, propionaldehyd, butyraldehyd,
benzaldehyd, isovaleraldehyd a valeraldehyd, snadno je
Ize dokazat pomoci HPLC (cit.'®). K pi{jemnym ovocnym
a sladkym vinim pfispivaji isoprenoid B-damascenon
a diacetyl (butan-2,3-dion). Furfural, vznikly pti destilaci
z pentos je piitomen v mnoZstvi 0,2-30 mg 1" a vyvolava
dojem viné peciva. Furfural spolu s 5-hydroxymethyl-
furfuralem casto pochazeji z pridaného karamelu.

Z latek, které piispivaji k organoleptickym vlastnos-
tem destilatu, 1ze uvést zejména furfurylethylether, fur-
fural, furan-2(5H)-on, 2-acetylfuran, 5-methylfurfural,
5-(hydroxymethyl)furan-2-karbaldehyd, eugenol, (4S,5S)-
-5-butyl-4-methyloxolan-2-on (whisky lakton), kaprono-
vou (hexanovou) kyselinu, guajakol, syringol, 4-allyl-
syringol, kumariny, eugenol a vanilin'®. Fakt, ze sud byl
vyroben nikoli z dubu, ale ze dfeva kastanovniku jedIého,
se pozna podle zvysené pritomnosti whisky laktonu.

Cela fada latek, které se do destilatu mohou dostat
z agrochemikalii, je pod velmi pfisnou kontrolou, a tudiz
se mohou vyskytovat, le¢ v nepatrnych stopach.

Zazrak, ¢imz se konak lisi od jinych palenek, tkvi
v procesu jeho zrani v dubovych sudech, kdy se vyluhuji
latky jako eugenol (hiebickova vin¢) a whisky lakton
(,,sladké®, dievéna az kokosova vin¢). Dalsi latky se roz-
kladaji, a tak hydrolyzou a naslednou oxidaci ligninu
a esterti mastnych kyselin (zejména o sudém poctu uhlikii)
vznikaji ketony pfispivajici k ¢emusi, co je nazyvano
,rancio® (rancio charentais)®. Tyto latky produkuiji i enzy-
my z hub rostoucich na povrsich dievénych sudd. Rancio
1ze definovat jako soubor viini a chuti, které se rozvinou az
po rozsahlém zrani v dubovych sudech (vice nez 10 let, ale
Castéji po 15-20 letech). Vzhledem k tomu, ze lidé doka-
zou rozlisit mnohem vice vini nez chuti, je rancio snaze
patrné v nose nez na patie. Mezi typické ving, které popi-
suji dobfe vyvinuté rancio, patfi v riznych stadiich zrani
nadechy viné houbové, zemité, ofechové a syrové, viiné
suSeného ovoce, rozinek, mydla a Zzluklého masla.
V posledni, ¢tvrté fazi se rancio presouva do vini tropic-
kého ovoce, dievéné krabice od doutnikil, cedrového die-
va, staré kuze, knih a pergamenu. Rancio ma také vliv na
to, jak se komak citi v tstech. N¢ktefi chut’ popisuji jako
maslovou, jini jako mastn& ofiskovou'. Piestoze je ving
zluklého masla (beurre rance, rancid butter) obecné vni-
mana negativng, v piipadé letitého koriaku je, do urcité
intenzity, naopak zndmkou nejvyssi kvality.

Dobry hospodat pro néco k piti ,,i pfes plot skoci®,
jak fikavala babicka. Prakticky ve vSech kulturnich oblas-
tech, kde péstovali vinnou révu a délali zni vino, pfislo
hospodaitim lito toho, co zbylo po vylisovani hroznd, tedy
matoliny (n€kdy téZ vinnych pokrutin a rmutu), jak jiz pise
vySe uvedeny Amerling. At jiz prekvasené matoliny
z vina ¢erveného nebo nekvasené z vina bilého daji rocné
vEU okolo 6 miliont tun materidlu’’. Ano, dal se
z matolin udé¢lat ,,druhdk pro Prazdky* pridanim cukru
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a vody, coz se jesté jednou prekvasilo a pak Sup s tim na
trh jako ,,pfirodné nasladly vybér z hroznt®. Zdalo se, ze
ale je lepsi bilé matoliny nechat po ptidani vody piekvasit,
Cervené ziedit vodou a poté obé predestilovat. Bohuzel,
vzhledem k mnozstvi matolin je ¢asto nutno je skladovat,
a to 1 n€kolik mésict (za chladu a bez pfistupu vzduchu),
z ¢ehoz muize plynout i rozdilna kvalita destilatu.

Cist}'l destilat z matolin (matolinové palenka’) se vy-
rabi bud primyslové nebo podomacku v celém svété.
Podivejme se, jak jej nazyvaji rizni narodové: Bulharsko:
dzhibrovitsa (typ rakie); Cechy: matolinovice, vinovice;
Francie: marc; Gruzie: chacha; Chile: aguardiente de
chillan; Italie, Korsika: grappa; Kréta: tsikoudia (téz raki);
Kypr: zivania; Mad’arsko: torkolypalinka; Némecko: Tres-
terbrand, Weinbrand; Portugalsko: bagaceira; Rumunsko:
tescovind; Recko: tsipouro; Severni Makedonie: komova
rakija; Slovensko: vinovica, terkelica; Slovinsko: tropino-
vec; Srbsko a Balkan: rakie, komovica; Spanélsko: orujo.
Nutno podotknout, ze cenény destilat se vyrabi zasadné
diskontinudlni metodou a naopak méné kvalitni pélenky
metodou kontinualni. Koncentrace methanolu v EU nesmi
prevysit 1,5 % z &istého 100% ethanolu’.

Matolinovice je slozenim v zasadé podobna vyse
popsanym brandy a konakim, le¢ protoze je destilovana
z matolinové kaSe, miize byt kompozice obsazenych latek
bohatsi napiiklad o octovou kyselinu extrahovanou
z dfevnych  hemicelulos, pfipadné i ve smési
s methanolem a acetonem ze ,,suché destilace* dievitych
soucasti matoliny, ale jde i o furfural, 2-fenylethanol,
acetaldehyd, butan-2-ol a dalsi vyssi alkoholy, coz ¢ini
matolinovice rozdilné od &ist¢ vinnych destilati. Casto
jsou matolinovice téZ bohat$i na terpenové alkoholy, jako
citronellol, geraniol, linalool, nerol and a-terpineolzz. Za-
lezi ale nejen na technologii a peclivosti provedeni desti-
la¢niho procesu, ale i na délce a zpusobu uskladnéni mato-
liny.

Tekavé slouceniny, které nejvice prispivaji k senzo-
rické kvalité lihoviny z matolin, jsou (stejné jako u jinych
lihovin) estery mastnych kyselin. Ty vznikaji pfi fermen-
taci a nachazeji se ve vysledném destilatu, pfi¢emz jejich
koncentrace se obecné lisi podle odriidy hrozni, zpisobu
destilace a uskladnéni. Obecné lze fici, ze starnutim desti-
latu jejich koncentrace roste, jde napt. o ethyl-hexanoat
a ethyl-oktanoat. Tyto dva estery pfispivaji k lihovino-
vému aromatu mastnych nebo voskovych ténd. Octové
estery, jako je hexyl-acetat, isoamyl-acetat a 2-fenylethyl-
acetat, jsou pak zodpovédné za kvétinové-ovocné tony.
Opét vyssi koncentrace ethyl-acetatu a isoamyl-acetatu
jsou povazovany za nezadouci', stejné jako vy$si obsah
kyseliny octové. Svym dilem pfispivaji k lihovinovému
aromatu téz 3-methyl-1-butanol (isoamylalkohol)
a 2-methyl-1-butanol.

PfindSime tento piispévek jako dalsi prispévek do
série ucebnich textd popisyjicich rizné zajimavé aspekty
chemie pfirodnich latek®* i proto, Ze chceme takto rea-
govat na mnozstvi smyslenek, polopravd a nesmyslu, kte-
ré jsou kolem piirodnich sloucenin dnes Sifeny. Je nabi-
ledni, Zze zkoumani piirodnich latek, jakozto latek
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z obnovitelnych zdrojli, je jednou zcest, jak lacinym
a efektivnim zplisobem pfispét ku vSeobecnému prospeé-
Chu26’27.
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LIGNIN A JEHO BIOKONVERZE NA POLYHYDROXYALKANOATY BAKTERI{
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DoMINIK MARSIK

Ustav biotechnologie, Vysoka Skola chemicko-technologicka v Praze, Technicka 5, 166 28 Praha 6, Ceskd republika
marsikd@vscht.cz

Doslo 29.12.21, piijato 15.1.23.

Rostlinna biomasa je velice slibnym zdrojem surovin pro vyrobu udrzitelnych paliv a chemikalii jinak pochéazejicich
z ropnych produkti. Soucasti rostlinné biomasy je mimo jiné lignin, ktery je jednim z hlavnich pfirodnich zdroji aromatic-
kych sloucenin. Ptestoze se jedna o rozsahly vedlejsi produkt primyslu a obnovitelny zdroj uhliku, dalsi zpracovani na
produkty s ptidanou hodnotou je v souc¢asné dobé velice omezené. Jednou z mnoha aktualné studovanych aplikaci ligninu
je jeho biokonverze na polyhydroxyalkanoaty neboli biologicky odbouratelné polymery, které by mohly diky svym vlast-
nostem nalézt uplatnéni ve vyrobé produktti pro kazdodenni pouziti nebo v Iékarskych aplikacich a v budoucnu nahradit
plasty na bazi ropy. Produkovany jsou fadou bakterii ve forme intracelularnich granuli, jejich primyslovému zavedeni vSak
bréani vysoké vyrobni niklady, které se odviji zejména od ceny zdroje uhliku vyuZitého pro kultivaci. Uginnou biokonverzi
ligninu na polyhydroxyalkanoaty bychom mohli ziskat ekologické a nakladové efektivni biorafinérie. Nicméné
k tspésnému pievedeni technologie do primyslového méfitka je nutné pfipravit biologického Cinitele, ktery bude rychle
a u¢inn¢ asimilovat aromatické slozky ligninu. Nad&nym kandidatem je metabolicky vSestrannd bakterie Pseudomonas
putida. 1 prestoze se jedna o bakterii s lignolytickou aktivitou, komercializace procesu vyzaduje vedle vyzkumu v oblasti
genetické a metabolické regulace také ptipravu kvalitniho substratu, ktery zavisi na zdroji a samotném izola¢nim postupu
a pravdépodobné se neobejde bez dobré charakterizace a pfedipravy ligninu.

Klicova slova: lignin, polyhydroxyalkanoaty, Pseudomonas putida, bioplasty

Obsah bazi odvozené zbiomasy nebo monomer ziskanych
z biomasy. Tyto materidly mohou byt jak biodegradovatel-
1. Uvod né, tak nebiodegradovatelné. V literature se lze setkat
2. Lignin s oznacenim bioplast i pro biodegradovatelné plasty odvo-
2.1. Biosyntéza ligninu zené z fosilnich paliv, nicméné zatazeni do této skupiny se

3. Polyhydroxyalkanoaty nedoporucuje’.
3.1. Biosyntéza polyhydroxyalkanoatt Jednim z velice slibnych bioplasti jsou biodegrado-
4. Zavér vatlené polyhydroxyalkanoaty (PHA). Zdrojem PHA je

fada mikroorganismu, které ukladaji tento polymer na
biologické bazi intracelularné jako zasobu uhliku

1. Uvod a energie. Jejich fyzikalni vlastnosti jsou srovnatelné
s béznymi komoditnimi plasty na bazi ropy, jako je poly-
Plasty tvori neodmyslitelnou soucast nasSich kazdo- propylen, polyethylen nebo polystyren’. V soudasné dobé
dennich zivoti a jsou nezbytné pro fungovani moderni jsou vyuzivany jako piisada k polylaktidovym vlaknim
spole¢nosti. V mnoha priimyslovych a medicinskych apli- (PLA) a polyvinylchloridu  (PVC)  vyuzivanych
kacich tspésné nahrazuji sklo, dievo i kov. Na druhou v kosmetice, medicing a textilnich materidlech®. I pies
stranu, stale rostouci mnozstvi biologicky nerozlozitelného priznivé progndzy nartstu produkce PHA jsou bioplasty
plastového odpadu piedstavuje pro lidstvo globalni ekolo- obecné ve srovnani s plasty na bazi ropy stale vyuzivany
gicky problém. Kazdoro¢ni celosvétova produkce plasti ziidka. Dle udaji zvetejnénych European Bioplastics ve
pfesahuje vice nez 350 miliéndi tun (cit.'?) a piiblizng spolupréci s nova-Institute (Hiirth, Némecko)” dosahovala
50 % z celkového mnozstvi je pouzito na produkty uréené celosvétova kapacita produkce bioplastli v roce 2020 pfi-
ke spotiebé a likvidaci do jednoho roku od nakupu’. Zaso- blizné 2,11 miliont tun. Témét 60 % téchto materiald bylo
by fosilnich paliv jsou navic omezené a v dohledné dobé biologicky rozlozitelnych, 1,7 % zaujimaly PHA. Do roku
dojde k jejich vyCerpani. Z téchto divodu je vyvijena sna- 2025 se ptredpoklada navyseni produkce PHA na 11,5 %
ha nahradit plasty na bazi ropy bioplasty s obdobnymi celkového mnozstvi bioplasta.
vlastnostmi®. Mezinarodni unie pro &istou a uZitou chemii Aby byla mikrobidlni vyroba PHA schopna primys-

(TUPAC)’ definuje bioplasty jako polymery na biologické lové konkurovat vyrobé syntetickych plasti, je potfeba

Chem. Listy 717, 282-289 (2023) https://doi.org/10.54779/ch120230282
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snizit ndklady na bakteridlni kultivaci. Zdroj uhliku tvori
asi 50 % celkovych vyrobnich nékladd. Z tohoto divodu
stale roste potfeba vyvoje novych mikrobialnich procesi
vyuzivajicich levné zdroje uhliku. Dilezitymi pozadavky
na substrat je konstantni kvalita a stabilita, dostupnost ve
stalém mnozstvi a kvalité po cely rok®. Vhodnym kandidé-
tem je lignin, ktery tvofi s polysacharidy celulosou
a hemicelulosou vice nez 90 % lignocelulosové biomasy®.
Zatimco celulosa je Siroce vyuzivana v papirenském, tex-
tilnim, potravinafském nebo chemickém primyslu’, lignin
je obvykle povazovan za vedlejsi nebo odpadni produkt
vyroby'. V roce 2017 dosahovala celosvétova produkce
sulfatové  buni¢iny pro vyrobu papiru pfiblizné
130 miliont tun, ¢imz bylo soucasné vyprodukovano oko-
lo 70 miliéont tun ligninu. Odpadni lignin lze potencialné
spalovanim pievést na teplo a energii'', nicméné jeho pii-
mé spalovani je bez ohledu na ptivod limitovano vysokym
obsahem vody, heterogennim slozenim polymeru
a tvorbou toxickych produktd'>". V sou¢asné dobé se na
vyrobu produktl s pfidanou hodnotou vyuziva pouze 5 %
z celkového dostupného mnozstvi ligninu. Z téchto davo-
di je vice nez zadouci najit cesty k valorizaci a dal§imu
vyuziti tohoto odpadniho produktu''.

Mezi metabolicky vsestranné mikroorganismy schop-
né degradace ligninu patii zastupci rodu Pseudomonas™.
Jednd se o rozsahle studované bakterie produkujici poly-
hydroxyalkanoaty se stfedné dlouhym fetézcem
(mcl-PHA)*. Nalezeni uginné cesty piemény ligninu na
PHA by otevielo cestu pro zavedeni udrzitelné moderni
lignocelulosové biorafinérie".

2. Lignin

Lignin je nejrozsifenéjSim obnovitelnym zdrojem
aromatickych slouenin'®'” a po celulose druhym nejvice
zastoupenym biopolymerem na Zemi'®, ktery tvoii 15 aZ
40 % susiny vétsiny vyssich suchozemskych rostlin'®'’.
Jako jedna ze tii hlavnich slozek biomasy ptedstavuje
vyznamny rezervoar uhliku a jeho rozklad vyznamné
ovliviiuje uhlikovy cyklus'’. Funkci ligninu je posilovat
bunééné stény rostlinnych bunék, usnadriovat transport
vody a pusobit jako fyzicka bariéra chranici rostliny pied
patogeny. Strukturné se jedna o heteropolymer slozeny
z guayacylovych (G), syringylovych (S) a p-hydroxyfeny-
lovych (H) podjednotek odvozenych z odpovidajicich
hydroxyskoficovych alkoholt — koniferylalkoholu, sinapyl-
alkoholu a p-kumarylalkoholu lisicich se pouze stupném
methoxylace (schéma 1). Dosud bylo ve struktute ligninu
objeveno celkem 35 ptirozené se vyskytujicich sloucenin
z jedenacti skupin — hydroxyskoticové alkoholy, hydroxy-
arylpropanoly, hydroxyskoticové estery, hydroxyskofico-
vé aldehydy, hydroxyskoficové kyseliny, estery hydroxy-
cinamatu, hydroxycinnamidy, hydroxybenzaldehydy, hyd-
roxybenzoové kyseliny, hydroxystilbeny a flavonoid tri-
cin®. B&hem lignifikace jsou vzniklé monomery pfipojeny
k rostoucimu fetézci mechanismem radikalové polymera-

ce, kterd je vysoce flexibilni'”?'. Vysledné mnozstvi
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a slozeni ligninu je ovlivnéno stupném vyvoje rostliny ¢i
environmentalnimi podminkami a 1i§i se v zavislosti na
druhu rostliny, pletivu, typu bunék a vrstvé bunécné stény.
Komplexnost a rigidita ligninu nicméné znesnadriuje de-
terminaci struktury polymeru a v soucasnosti neexistuje
jednoduché metoda umoznujici piesnou kvantifikaci mo-
nomernich jednotek véetné vzajemného propojeni.
S vyuzitim né€kolika metod lze stanovit pouze aproxima-
tivni slozeni, které by nemélo byt generalizovano pro dany
rostlinny druh nebo tkail. Obecné vSak vldkna a cévy rost-
lin obsahuji z nejvetsi ¢asti tii zdkladni hydroxyskoticové
alkoholy a od nich odvozené acetaty, p-hydroxybenzoaty
a p-kumaraty. Ostatni monolignoly jsou obvykle zastoupe-
ny ziidka®. Pro lignin nahosemennych rostlin je pak ty-
picka absence S podjednotek a vétvenéjsi struktura
v porovnani s ligninem krytosemennych rostlin, ktery je
bohaty na podjednotky G a S. Ferulaty a kumaraty jsou
zastoupeny predev§im v bunécnych sténach trav, kde me-
chanicky chrani mikrofibrily slozené z celulosy proti pi-
sobeni mikroorganismi'’. Lignin jednodéloznych trav
rovnéZ obsahuje malé, ale vyznamné mnozstvi H podjed-
notek, které se u dvoud€loznych rostlin nachazeji pouze
ve stopovém mnozstviZ.

2.1. Biosyntéza ligninu

Komplexni strukturu ligninu lze pfiblizit s pomoci
biosyntézy ligninovych monomert. Syntéza dosud zna-
mych monolignoll je odvozena z obecné fenylpropanoi-
dové drahy (schéma 1). Vychozim substratem biosyntézy
je fenylalanin, ktery je konvertovan pisobenim ammonia-
lyasy na kyselinu skoficovou. Tyrosin slouzi pouze jako
dodatecny substrat biosyntézy ligninu trav a za plsobeni
ammonialyasy je pfeménén na kyselinu p-kumarovou.
Vzniku hydroxyskoficovych alkoholl predchazi redukce
karboxylové kyseliny a v piipadé koniferyl a sinapyl alko-
holti rovnéz methoxylace aromatického kruhu. Redukce
karboxylové kyseliny je katalyzovdna prostfednictvim
4CL, CCR a CAD a po reakci jsou postupné uvoliiovany
ptislusné thioestery CoA, aldehydy a alkoholy. Hydroxy-
laci aromatického kruhu zajistuji enzymy cytochro-
mu-P450, konkrétn¢ C4H, C3H a F5H, zatimco 3-O-me-
thylaci a 5-O-methylaci zprostiedkovavaji O-methyltrans-
ferasy COMT a CCoAOMT (cit.”). Alternativné mohou
byt konenymi produkty biosyntézy kyselina ferulova
a sinapova vzniklé oxidaci ptislusnych aldehyda po kata-
lyze HCALDH (cit.>*?*). Vysvétleni zkratek viz legenda
k schématu 1.

Nékolik enzymu fenylpropanoidové drahy jako 4CL,
CCR, CAD, HCT, COMT, HCALDH a F5H katalyzuje
vice substratli, diky ¢emuz mohou byt koniferyl alkohol
a sinapyl alkohol syntetizovany vice paralelnimi cestami®’.
Vzniklé hydroxyskoficové alkoholy mohou slouzit jako
monomery ligninu nebo mohou byt za katalyzy acyltrans-
feras PMT ¢i FMT transformovany na y-O-acylované
esterové konjugaty. Mimoto slouzi aktivované formy deri-
vatl skoficové kyseliny k biosyntéze dalSich tfid lignino-
vych monomert. p-Kumaroyl-CoA je substratem pro
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Schéma 1. Metabolicka draha biosyntézy ligninovych monomeru. Schéma bylo omezeno na monomery, u kterych byla prokazana
enzymaticka syntéza alespon in vitro testy. PAL: fenylalanin-ammonialyasa, TAL: tyrosin-ammonialyasa, C4H: cinamat-4-hydroxylasa,
4CL: 4-kumarat-CoA-ligasa, CCR: cinnamoyl-CoA-reduktasa, CAD: cinnamylalkohol-dehydrogenasa, CHS: chalkon-synthasa, CHI:
chalkon-isomerasa, FNS: flavon-synthasa, F3'H: flavonoid-3'-hydroxylasa, OMT: O-methyltransferasa, F5'H: flavonoid-5'-hydroxylasa,
HCT: p-hydroxycinnamoyl-CoA:chinat/Sikimat-p-hydroxycinnamoyl-transferasa, C3H: p-kumarat-3-hydroxylasa, CSE: kafeoyl-§ikimat-
-esterasa, CCOAOMT: kafeoyl-CoA-O-methyltransferasa, THT: hydroxycinnamoyl-CoA:tyramin-N-hydroxycinnamoyltransferasa, PHT:
hydroxycinnamoyl-CoA:putrescin-hydroxycinnamoyltransferasa, COMT: kyselina kavova-O-methyltransferasa, FSH: ferulat-5-hydroxy-

lasa, HCALDH: hydroxycinnamaldehyd-dehydrogenasa, FMT: feruloyl-CoA-monolignol-transferasa,
-monolignol-transferasa, STS: stilben-synthasa. Pfepracovano podle cit.'”*

PMT: p-kumaroyl-CoA-

vznik stilbentl a flavonoidl, zatimco feruloyl-CoA se
Giastni biosyntézy amida kyseliny ferulové® .

Charakteristickym meziproduktem fenylpropanoido-
vé drahy je p-kumaroyl-§ikimat, ktery neni k biosyntéze
hydroxyskoficovych alkoholi nezbytny, ale je vyhodnym
substratem k 3-hydroxylaci prostfednictvim C3H. Vznikly
ester kyseliny kavové a Sikimatu je aktivitou CSE hydroly-
zovan zpét na kyselinu kavovou, ktera je nasledné konver-
tovana na thioester kyseliny kavové a HSCoA prostfednic-
tvim 4CL. Jelikoz aktivita 4CL vyzaduje na rozdil od HCT
spoticbu ATP, je tento krok biosyntézy monolignolu
z energetického hlediska nevyhodny***"%.
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3. Polyhydroxyalkanoaty

Polyhydroxyalkanoaty (PHA) jsou polymery na bio-
logické bazi, které mikroorganismy akumuluji jako zasob-
ni zdroj uhliku a energie. V bakteridlnich buiikach jsou
syntetizovany ve formé nerozpustnych intracelularnich
granuli s primérem od 0,2 do 0,5 um. Hydrofobni jadro
granuli obsahuje PHA obklopené proteiny a fosfolipidy,
které hraji dalezitou roli v syntéze, degradaci a regulaci.
Nejcastéji zastoupenymi proteiny jsou phasiny. Samotné
PHA jsou polyestery slozené z opakujicich se monomeri
hydroxykyselin, které jsou vzajemné propojeny vazbou
mezi karboxylovou a hydroxylovou skupinou. Doposud je
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znamo vice nez 150 odliSnych monomernich struktur
PHA, jejichz struktura z4visi napf. na producentovi ¢i
zdroji uhliku pouzitém pii kultivaci’. Dle poétu atomd
uhliku obsazenych v monomeru Ize PHA rozdé¢lit na poly-
hydroxyalkanoaty s kratkym fetézcem (scl-PHA), poly-
hydroxyalkanoaty se stfednim fetézcem (mcl-PHA)
a PHA obsahujici opakujici se scl a mcl (scl-co-mcl PHA)
jednotky, pti¢emz monomer scl-PHA obsahuje od 3 do 5
atomu uhliku, zatimco monomer mcl-PHA je slozen z 6 az
14 atomt uhliku®. Vzhledem k vy$§i pruZnosti, pevnosti
v tahu, niz§imu stupni krystalinity a dostatecnému bodu
tani jsou polymery mcl-PHA preferovanym produktem
pred scl-PHA (cit.*) pro vyrobu bioplastii.

Mimo zasobni funkci ptispivaji PHA k odolnosti
mikrobialnich bunék proti stresovym podminkam. Obecné
napomahaji zachovat bunécnou integritu pti nahlé osmo-
tické nerovnovaze, slouzi jako ucinné kryoprotektanty
a napiiklad 3-hydroxybutyrat zvySuje odolnost enzymu
proti tepelné denaturaci a oxidaénimu stresu’. Predev§im
se ale jedna o udrzitelny, biokompatibilni, kompletné bio-
logicky rozlozitelny material s nizkymi emisemi CO,, diky
¢emuz jsou PHA vhodnou alternativou k souc¢asnym plas-
tim vyrobenych zropy. Mimoto moznost ptizpusobeni
molekulové hmotnosti, tepelnych a mechanickych vlast-
nosti, umoziiuje vyuzit PHA jako chemické prekurzory
a paliva na bazi methylestert'.

3.1. Biosyntéza polyhydroxyalkanoata

Za optimalnich podminek miize produkce PHA bak-
teridlnimi buitkami dosahovat az 90% vytézki, vztaze-
no na suchou hmotnost biomasy’. Ve studii Langenbach
aspol®® se podafilo syntetizovat vysoky obsah PHA
v E. coli s vyuzitim mastnych kyselin jako zdroje uhliku.
Z divodu vysoké ceny mastnych kyselin bylo potieba
nalézt dal§i moznosti syntézy. Wang a spol.”’ usp&snd
produkovali PHA v rekombinantni E. coli s vyuzitim glu-
kosy a glycerolu. Vzhledem k tomu, ze glukosu lze ziskat
z celulosy a glycerol je vedlej§im produktem vyroby bio-
nafty, jednd se o potencialné vhodné zdroje uhliku
k produkci PHA, jejichz cena bude pravdépodobné
s rozvojem technologii klesat. I pfes uspéSnou produkci
PHA v E. coli s vyuzitim celulosy a glycerolu jako zdroje
uhliku je v soucasné dob¢ stale poptavka po alternativnich
systémech, které by snizily produkéni naklady. Celulosa
a glycerol jsou rovnéz vyuzivany i v dalSich odvétvich
pramyslu®'*2. Naproti tomu je pouZiti ligninu v sou¢asné
dobé& stale limitovano®™ a vzhledem k jeho rozsifeni se
jedna o vhodny zdroj uhliku s potencidlem snizit naklady
na produkci PHA. Biologické valorizace ligninu mikroor-
ganismy vSak vyzaduje nejprve rozklad polymeru za vzni-
ku nizkomolekularnich latek, které mohou byt dale premé-
nény na produkty s pfidanou hodnotou.

Degradovat lignin jsou schopné tzv. houby bilé hnilo-
by. Jejich primyslové vyuziti nebylo nikdy uspésné ko-
mercializovano z divodu nestability, obtizné exprese re-
kombinantnich proteinii a komplexnosti genomu. Naproti
tomu bakterie rodu Pseudomonas, které jsou znamé rov-
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néz lignolytickou aktivitou, velmi dobfe akumuluji ener-
geticky bohaté slozky jako PHA, dobfe se adaptuji na
ruzné typy prostiedi a jsou pro né¢ bézné dostupné systémy
pro genetickou modifikaci". Vhodny zastupce rodu Pseu-
domonas pro utilizaci ligninu je P. putida, ktera produkuje
mcl-PHA (cit.**) a je rovnéZ cenéna pro své nizké nutriéni
pozadavky, vysokou toleranci vué¢i toxickym latkam
a Sirokou metabolickou diverzitu®. Navic se jedna o bak-
teridlni druh efektivné transportujici extracelularni aroma-
tické slouceniny do interiéru buriky jak aktivnim, tak pa-
sivnim transportem™. Samotny rozklad ligninu zahajuje
P. putida oxidoreduktasami (lakasami, peroxidasami),
jejichz ucinkem jsou z polymeru uvoliiovany slouceniny,
které mohou byt nasledné utilizovany metabolickymi dra-
hami pro aromatické latky". Z déivodu komplexni struktu-
ry ligninu se obvykle pro studium a optimalizaci procesu
voli modelové slou¢eniny jako kyselina vanilova, p-kuma-
rova nebo ferulova®. Kyselina vanilové je klicovy mezi-
produkt v metabolismu ligninu, protoze spojuje nékolik
perifernich drah  scentrdlni metabolickou drdhou
B-ketoadipatu, kterda generuje acetyl-CoA potiebny
k de novo syntéze mastnych kyselin vyuzitych k produkei
PHA (cit."®). Obdobné jako u E. coli 1ze i u P. putida vyu-
zit jako zdroj uhliku k produkci PHA piimo mastné kyse-
liny podléhajici f-oxidaci. Ob¢ zminéné metabolické cesty
vedou ke vzniku (R)-3-hydroxyacyl-CoA, ktery je pomoci
PHA-synthas kddovanych geny PhaC zaclenén do fetézce
mcl-PHA. Pokud je zdrojem uhliku pfi kultivaci pfimo
mastnd kyselina, predchazi vzniku (R)-3-hydroxy-
acyl-CoA hydratace meziproduktu B-oxidace
trans-2-enoylu-CoA katalyzovana hydratasou kdédovanou
genem PhaJ. V opaéném piipadé, kdy je potieba syntézu
mastnych kyselin zajistit, dochazi ke konverzi mezipro-
duktl metabolické drahy na (R)-3-hydroxyacyl-ACP, kte-
ry podléhé hydrolyze na volnou hydroxy mastnou kyseli-
nu, ke které je nasledné pfipojen prostiednictvim ligasy
koédované genem A/kK koenzym A (schéma 2). V ptipadé
uplného vycCerpani zdroje uhliku muize nastat rov-
néz depolymerace PHA katalyzovana prostiednictvim
PHA-depolymeras PhaZ (cit.*®).

K akumulaci mcl-PHA u P. putida dochazi zejména
za podminek kultivace v nadbytku uhliku a limitaci jedno-
ho z dalSich nutrientt, napt. dusiku. Pfi nedostatku dusiku
nastava pii kultivaci s vyuzitim kyseliny vanilové indukce
enoyl-CoA-hydratasy kédované genem PhaJ, ktera prav-
dépodobné prispiva k produkci mcl-PHA. Nedostatek
dusiku na druhou stranu limituje rist, coz ovliviluje jeden
z kritickych faktord produkce PHA, a to mnozstvi celkové
biomasy". Ve snaze zvysit efektivitu produkce mcl-PHA
byla vyuzita cela fada metod genového inzenyrstvi s cilem
posilit expresi operonu syntézy PHA; vytadit konkuren¢ni
metabolickou drahu — f-oxidaci mastnych kyselin; zvysit
dodavku NADH nebo NADPH; zménit morfologii a zveét-
§it buiiky nebo zamezit utilizaci PHA (cit.*®). Komerciali-
zace procesu se neobejde bez efektivni biokonverze ligni-
nu, kterd vyzaduje mimo nalezeni optimalnich podminek
kultivace rovn&z cileny zasah do metabolismu P. putida®.
U P. putida se podafilo odstranénim genu pro Crc protein
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dosdhnout usnadnéné konverze ferulové a p-kumarové
kyseliny na kyselinu cis,cis-mukonovou. Crc protein fidi
v bakterii katabolickou represi aromatickych sloucenin
v pritomnosti preferovanych substratd, jako je acetat
ajeho odstranénim tak Ize zvySit produktivitu kmene
v prosttedi heterogenniho substratu®’. Samotnou asimilaci
aromatickych sloucenin lze piimo podpofit napt. vysokou
expresi genu VanAB kédujictho vanilat-O-demethylasu,
ktera katalyzuje kliCovy krok metabolismu aromatickych
slou¢enin — pfeménu kyseliny vanilové na kyselinu proto-
katechovou (schéma 2). Nadprodukce tohoto enzymu
u P. putida zlepsila rast a akumulaci PHA v ptipad¢ vyu-
ziti kyseliny vanilové nebo ligninu jako jediného zdroje
uhliku®>*®, P¥i depolymerizaci ligninu mohou vznikat rov-
néz substraty, které neni P. putida schopna ptirozeng utili-
zovat. Jako ptiklad Ize uvést guajakol vznikajici bazicky
katalyzovanou depolymerizaci mékkého dieva. Toto ome-
zeni se podafilo vyfesit ve studii Garcia Hidalgo a spol.”,
kteti zavedli do P. putida cytochrom P450 z Rhodococcus
rhodochrous za ucelem demethylace guajakolu na kate-
chol, ktery je pro P. putida snadno vyuzitelny.

4. Zavér

Prestoze je P. putida schopna lignin sama depolyme-
rovat, jednd se o metabolicky a ¢asové narocny proces,
ktery dale limituje Spatna rozpustnost polymeru
v kultivaénim médiu. Jiz tak rozmanitd struktura ligninu
navic zavisi na vstupni suroviné a samotném procesu izo-
lace z lignocelulosové biomasy. Kli¢ovym krokem proce-
su je samotna extrakce velmi ¢istého ligninu, které pied-
chazi uvolnéni sacharidové frakce prerusenim vazeb
v lignocelulosovém komplexu. Nasleduje depolymerace,
kterd zvySuje rozpustnost produktu a umoziiuje separaci
ligninu od biomasy. V prib&hu procesu ma lignin rovnéz
tendenci repolymerovat, ¢imz roste jeho komplexnost.
Komercializace procesu se tak pravdépodobné neobejde
bez efektivni predipravy ligninu pouzitého pro kultivaci
zahrnujici separaci vyhodnych, ve vodé rozpustnych sub-
stratl ziskanych z rozpadu polymeru a snizeni tvorby inhi-
bitorti bakteridlniho rdstu. Pouze s kvalitnim vstupnim
substratem lze naplno vyuzit vyhod biologického systému,
ktery funguje dobfe v mirnych podminkach. B&hem navr-
hu procesu predupravy ligninu je potieba nalézt rovnova-
hu mezi ekonomickymi aspekty a efektivitou pfi zachova-
ni environmentalné Setrného provozu. U procesu je dale
potieba zohlednit moznost implementace v komerénim
méfitku*.

Tento vystup vzmnikl v rdmci projektu Specifického
vysokoskolského vyzkumu — projekt ¢. A2_FPBT 2023 036.
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Seznam zkratek

4CL 4-kumarat-CoA-ligasa (4-coumarate:CoA
ligase)

AlkK mastna kyselina se stfednim fetézcem-CoA-
-ligasa (medium-chain-fatty-acid-CoA ligase)

C3H p-kumarat-3-hydroxylasa (p-coumarate
3-hydroxylase)

C4H cinamat-4-hydroxylasa (cinnamate
4-hydroxylase)

CAD cinnamylalkohol-dehydrogenasa (cinnamyl

alcohol dehydrogenase)

CCoAOMT kafeoyl-CoA-O-methyltransferasa (caffeoyl-
-CoA O-methyltransferase)
CCR cinnamoyl-CoA-reduktasa (cinnamoyl-

-CoA reductase)
CoA/HSCoA koenzym A (coenzyme A)

COMT kyselina kdvova-O-methyltransferasa
(caffeic acid o-methyltransferase)

Crc regulator represe katabolitl (catabolite
repression control)

CSE kafeoyl-sikimat-esterasa (caffeyol shikimate
esterase)

F5H ferulat-5-hydroxylasa (ferulate
5-hydroxylase)

FMT feruloyl-CoA-monolignol-transferasa
(feruloyl-CoA monolignol transferase)

G guayacyl (guaiacyl)

H p-hydroxyfenyl (p-hydroxyphenyl)

HCALDH hydroxycinnamaldehyd-dehydrogenasa

(hydroxycinnamaldehyde dehydrogenase)
HCT p-hydroxycinnamoyl-CoA:chinat/§ikimat-
-p-hydroxycinnamoyl-transferasa
(p-hydroxycinnamoyl-CoA:quinate/
shikimate p-hydroxycinnamoyltransferase)

IUPAC Mezinarodni unie pro ¢istou a udrzitelnou
chemii (Iternational Union of Pure and
Applied Chemistry)

mcl-PHA polyhydroxyalkanoaty se stfedné dlouhym
fetézcem (medium chain lenght poly-
hydroxyalkanoate)

NADH nikotinamidadenindinukleotid
(nicotinamide adenine dinucleotide)

NADPH nikotinamidadenindinukleotidfosfat
(nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate)

PHA polyhydroxyalkanoaty
(polyhydroxyalkanoates)

Phac poly(3-hydroxyalkanoat)-polymerasa
[poly(3-hydroxyalkanoate) polymerase]

PhaJ (R)-specificka-enoyl-CoA-hydratasa
[(R)-specific enoyl-CoA hydratase]

PhaZ PHA-depolymerasa (PHA depolymerase)

PLA polylaktid (polylactide)

PMT p-kumaroyl-CoA-monolignol-transferasa
(p-coumaroyl-CoA monolignol transferase)

PVC polyvinylchlorid (polyvinyl chloride)

S syringyl (syringyl)
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scl-PHA polyhydroxyalkanoaty s kratkym fetézcem
(short chain lenght polyhydroxyalkanoate)

VanA vanilat-O-demethylasa podjednotka A
(vanillate O-demethylase oxygenase
subunit)

VanB vanilat-O-demethylasa podjednotka B
(vanillate O-demethylase oxidoreducatese
subunit)
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D. Marsik (Department of Biotechnology, University
of Chemistry and Technology, Prague, Czech Republic):
Lignin and Its Bioconversion to Polyhydroxy-
alkanoates by the Bacterium Pseudomonas putida

Plant biomass is a very promising source of raw ma-
terials to produce sustainable fuels and chemicals other-
wise derived from petroleum-based products. Part of plant
biomass is lignin, which is one of the main natural sources
of aromatic compounds. Although it is a large industrial
by-product and a renewable carbon source, further pro-
cessing into value-added products is currently limited.
One of many applications of lignin under consideration is
its bioconversion to polyhydroxyalkanoates, i.e., biode-
gradable polymers, which, due to their properties, could
find their use in the fabrication of everyday products or in
medicine and replace petroleum-based plastics in the fu-
ture. They are produced by various bacteria in the form of
intracellular granules but their industrial implementation is
hindered by high production costs, which depend mainly
on the price of the carbon source used for cultivation.
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Through the efficient bioconversion of lignin to polyhy-
droxyalkanoates, we could obtain environment-friendly
and cost-effective biorefineries. However, to successfully
bring the technology to an industrial scale, it is necessary
to prepare a biological agent that will quickly and effi-
ciently assimilate the aromatic components of lignin. The
metabolically versatile bacterium Pseudomonas putida
represents a promising candidate. Although it is a bacte-
rium with lignolytic activity, the commercialization of the
process requires further research on genetic and metabolic
regulation and the preparation of a quality substrate,
which depends on the source and the isolation process
itself, and the success is unlikely to be achieved without
good characterization and pretreatment of lignin.

Keywords: lignin, polyhydroxyalkanoates, Pseudomonas
putida, bioplastics
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Technoldgia molekulového odtlacku je vhodnym nastrojom na vyvoj selektivnych materidlov na izolaciu a separdciu
latok a ich cielené pouzitie. Ciel'om prace bolo zostavit' prehl'ad sticasnych trendov v priprave MIP (polymérov s odtlackom
molekul). Zamerali sme sa na implementaciu ekologicky prijatenych rieSeni do postupov vyroby a aplikacie MIP, najmi
na Gcely chemickych analyz. Teoretické pristupy a simulédcie vyberu optimalnych zloziek polymerizac¢nej zmesi, aplikacia
ultrazvuku a mikrovinného Ziarenia pri syntéze MIP, ako aj mikroextrakéné postupy na pripravu komplexnych vzoriek na
analyzu sa Uspesne uplatiiuji pri vyvoji analytickych metdd zaloZzenych na MIP adsorbentoch. Hoci pouzitie zmesi
s nizkou teplotou prechodu (hlboké eutektické rozpustadla, idonové kvapaliny) a zloziek biomasy ako néhrady alebo
modifikacie porogénov, funkénych a sietovacich monomérov alebo inych zloziek polymerizacnej zmesi moéze pomoct
transformovat’ polymeriza¢né postupy na ekologickejsie, stale si vyzaduje skimanie mechanizmov syntézy a ich vplyvu na
vlastnosti pripravenych MIP.

KTrucové slova: polyméry s odtlackom molekuly, ekologické alternativy v priprave, pouzitie MIP

Obsah tych rokoch?, je zalozena na reverzibilnych kovalentnych

vézbach. Naopak pri metdde navrhnutej Mosbachom

1. Uvod vroku 1994 (cit.’) sa vyuzivaju nekovalentné interakcie

2. Optimalizacia pripravy polymérnych adsorbentov medzi odtla€anymi molekulami a funkénymi monomérmi.

s odtlackom molekuly Kovalentno-nekovalentny (semikovalentny) spdsob opisa-

2.1. Teoretické vypocty ny Whitcombom a spol.* kombinuje predoslé pristupy (po

2.2. Stratégie polymerizacie odstraneni kovalentne viazanej molekuly templatu doché-

2.2.1. Polymerizécia podporena ultrazvukom dza k naslednému zachyteniu nekovalentnymi interakcia-

a mikrovlnnym Ziarenim mi. Syntéza takychto materidlov je realizovatelna

2.2.2. Polymerizacia na povrchu nosica v laboratornych podmienkach, avSak v sucasnosti su uz

2.3. Zlozky polymeriza¢nej zmesi komerc¢ne dostupné adsorbenty v koldénkach pre selektivnu

2.4. Odstranenie templatu z polymérnych adsorbentov extrakciu a skoncentrovanie vybranych latok/skupin latok

s odtlackom molekuly (napr. polyaromatickych uhlovodikov, fenolovych Ilatok,

3. Vyuzitie polymérnych adsorbentov s odtlatkom mole- katecholaminov, tetracyklinov, niektorych herbicidov, palu-
kuly v miniaturizovanych extrakénych technikdch tinu, chloramfenikolu, riboflavinu, bisfenol A, a inych)®”.

4. Zaver Technologia odtla¢ania molekul zahriiuje navrh

a syntézu polymérnych materidlov — polymérov s odtlac-

kom molekuly (MIP — Molecularly Imprinted Polymers)

s charakteristickymi Struktirnymi ¢astami (dutinami kom-

1. Uvod plementarnymi s molekulou odtlacanej latky — templa-
tom), ktoré maji vysoka selektivitu pre cielovy analyt.

Prvy vedecky koncept o odtla¢ani molekul navrhol uz Schému pripravy MIP dokumentuje obr. 1. Vd'aka ich

v roku 1931 Polyakov, ktory pozoroval selektivne adsorp- mnohym pozitivnym vlastnostiam (napr. vysoka mecha-
¢né vlastnosti ¢astic oxidu kremigitého pripravenych po- nickd aj chemicka odolnost, opakovana pouzitelnost’)
mocou syntézy v pritomnosti inej molekuly'. Moderné narasta ich vyuzitie v ob!astiasch, ako su izolvaicia 1’1.éinn)'{ch
technologie odtlacania molekidl publikovali d’alsi autori, létOkQZ prirodnﬁh rpat;nélov > OdStr'flflOVE.ll’lle neilafiuclfgl
ktori rozpracovali tri sposoby molekulového odtlacania. latok’, zavadzanie lie¢iv na miesto b1019g10kéh0 ]1;1(‘:1nku )
Kovalentnd metoda, ktora zaviedol Wulff v sedemdesia- extrakéné a separacné metddy chemickej analyzy .
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Obr. 1. Schéma pripravy polyméru s odtlackom molekuly
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Problematike MIP je venovanych viacero prehlado-
vych ¢lankov zameranych na sposoby syntézy, hodnotenie
sorpénych, kinetickych, morfologickych vlastnosti, ako aj
na aplikicie v roéznych oblastiach'>'. Experimentdlna
optimalizacia syntézy MIP s vyuzitim rdznych polymerizac-
nych technik (blokova, precipitacnd, suspenznd, a dalSie) si
vyzaduje pouzitie vacsich objemov ¢i mnozstiev (> 10 ml, g)
organickych rozpustadiel a inych chemikalii, produkuje
mnozstvo odpadu zo syntézy, a preto sa v poslednych ro-
koch kladie doraz na hladanie alternativnych rieSeni
z hl'adiska energetickej Setrnosti postupov, ¢i ekologickos-
ti pouzivanych chemikalii'>. Alternativnym zdrojom latok
pre syntézu MIP moze byt odpad z biomasy ¢i fytomasy,
prikladom potencidlnych rozpustadiel (porogénov) su
napr. i6nové kvapaliny, hlboko eutektické rozpustadla,
etanol, voda. K ekologickejsim sposobom pripravy patria
aj pristupy vyuzivajuce kvantové vypocty, ktoré na zéakla-
de navrhu najpravdepodobnejsich interakcii medzi templa-
tom a monomérom Vv pritomnosti porogénneho rozpustad-
la ulah¢uju vyber vhodnych zloziek polymerizaénej zmesi
a eliminuju Gast experimentalnej prace. Daliie eko-
pristupy na minimalizovanie pouzivania toxickych alebo
vzacnych templatov zahriiuju odtlacanie Strukturne podob-
nej latky (,,dummy® templat) a stratégie imprintovania
s viacerymi templatmi sticasne. Pouzitie ,,dummy* templa-
tu pri navrhovani a syntéze MIP je vhodné aj na zabrane-
nie ,,carryover” efektu, ktory mdéze ovplyvnit kvantifika-
ciu detegovanych latok. Uvedené pristupy st vhodné pri
priprave MIP aplikovanych v oblasti mediciny, kde je
potrebné obmedzit' toxicitu materialov. Specialny typ
predstavuji membrany s odtlackom molekuly (MIM —
Molecularly Imprinted Membrane) kombinujuce Specific-
ké rozpoznavacie schopnosti MIP a vlastnosti membran.
MIM st vhodné pre izolaciu latok v makromeritku
a dokonca aj v kontinudlnom rezime, vykazuji vysSiu
vidzbovu kapacitu a ucinnost’ separacie v porovnani
s tradi¢nymi MIP adsorbentami'’.
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Cielom prace je poskytnut' prehlad ekologickych
a alternativnych sposobov pripravy MIP ako aj ich vyuzi-
tia v analyze realnych vzoriek.

2. Optimalizacia pripravy polymérnych
adsorbentov s odtlackom molekuly

Aj ked’ polymerizacné stratégie pri syntéze MIP naj-
CastejSie zahrnuju blokovi, precipitacnt a suspenznd po-
lymerizaciu kvoli jednoduchosti ich prevedenia, Ziadna
z nich nie je Uplne vhodna z hladiska Setrnosti a Casovej
naro¢nosti (doba pripravy priblizne 24-50 h, spotreba
rozpusitadiel a chemikalii priblizne 10-15 ml g' MIP).
Experimentalny pristup k priprave MIP metddou ,,pokus —
omyl®“, pozostava zo syntézy produktov pouzitim Sirsej
Skaly polymerizaénych zloziek (funkénych monomérov,
sietovacich monomérov, porogénnych rozpustadiel)
a podmienok polymerizacie (napr. teplota). NavySe, pri
vyvoji MIP experimentalnym optimalizovanim syntézy
priblizne 50 % pripravenych pevnych materidlov tvori
odpad, ktory nespliia pozadované vlastnosti (napr. nizka
adsorp¢né kapacita, nevhodna morfoldgia, pomald kineti-
ka adsorpcie, iné). Pred experimentalnym uskuto¢nenim
polymerizacie je mozné vopred pomocou teoretickych
vypoctov a navrhov modelov uskuto¢nit’ vyber vhodnych
kombindcii zloziek polymerizacnej zmesi. Takéto nastroje
su uzitocné, pretoze vedu k uspore nakladov a zniZeniu
odpadu.

2.1. Teoretické vypocty

Vypoctova simulacia spéja teoretické zaklady kvan-
tovej a Statistickej mechaniky. Simulacia zmien v Strukta-
re molekul a porovndvanie vztahu medzi typom a energi-
ou interakcie medzi molekulami umozZiluje vysvetlit' me-
chanizmus vzniku komplexov polymeriza¢nych zloZiek.
Vypoctové metdody umoziiuju ucinne predpovedat’ najsta-
bilnejSie  konformacné zlozenie medzi templatom
a monomérom, jednoduché nastavenie parametrov syntézy
aj bez obmedzenia reakéného prostredia. Vypocet je pres-
ny a efektivny a tiez znizuje naklady na optimalizaciu
podmienok pripravy MIP. Vyhodou je aj to, ze v tomto
pristupe sa neprodukuje odpad a nepouzitelny MIP
(cit.'®). Pri teoretickych vypo&toch a simuldcii rdznych
navrhov MIP sa pouziva molekulovd mechanika. Je to
najjednoduchsia z technik, avSak najmenej presna, ¢o na-
sledne ovplyviluje presnost vysledkov'’. Najpouzivanej-
Sou metddou je molekulova dynamika, ktora pri simulacii
interakcii medzi molekulami neberie do tvahy zmeny
v samotnej molekule'®. Najpresnejou, ale najkomplikova-
nejSou metodou je kvantova mechanika. Uvedené metody
sa odliSuju v zlozitosti a rychlosti vypoctov, presnosti
vysledkov, a pouzitelnosti pre viaczlozkové zmesi. Apli-
kacia teoretickych vypoctov pri navrhovani MIP sa uplat-
fuje pri vybere vhodnych funkénych monomérov, templa-
tov, sietovacich C¢inidiel, porogénov, iniciatorov a ich
pomerov. V simulaciach sa zlozenie, ktoré poskytuje naj-
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nizsiu hodnotu vézbovej energie, povazuje za vhodné na
syntézu MIP. Vizbovua energiu (t.j. energiu elektronovej
interakcie) medzi templatom a funkénym monomérom
mozno simulovat’ a vypocitat’ za predpokladu, Ze vizbova
energia templat-monomér je dostatocne vysoka, ¢o nazna-
Cuje, ze zodpovedajuce MIP budt mat’ vysoku selektivitu
a adsorp¢nt kapacitu. Rozpustadlo (porogén) ovplyviiuje
energiu systému pocas syntézy MIP, a preto je vhodné pri
simulacii zohladnovat jeho u¢inok. V mnohych prikla-
doch boli vysledky vypoctovych metdd v stlade s experi-
mentalnymi tdajmi'”>'.

2.2. Stratégie polymerizacie

V ramci samotnej polymerizacie sa da proces podpo-
rit’ mikrovinnym Ziarenim, ultrazvukom alebo pritomnos-
tou tekutin v nadkritickom stave. Alternativne je vhodna
aj in situ polymerizacia, pri ktorej sa vyuzije celd polyme-
riza¢na zmes a tym sa minimalizuje tvorba odpadu. Tento
spdsob zahriia syntézu MIP priamo vo vnutri trubice kolo-
ny, kapilary ako separa¢nych prvkov napr. v HPLC alebo
mikropipety pre mikroextrakéné techniky pripravy vzor-
ky*%. Tento spdsob polymerizacie bol pouZity pri syntéze
MIP-teofyll’n23, MIP-kofein?**, MIP-tramadol*® a inych.

2.2.1. Polymerizacia podporena ultrazvukom
a mikrovinnym Ziarenim

Syntéza MIP za pritomnosti ultrazvuku sa vyuZziva
hlavne na zvysenie reakénej rychlosti a zhomogenizovanie
reakénej  zmesi.  Ultrazvukové  vinenie  umoziiuje
v reak¢nej zmesi vytvaranie a kolaps malych bublin sposo-
benych kavitaciou. Tento efekt zvySuje rozpustnost’ tem-
platu, monoméru a d’al$ich zloziek v porogénnom rozpus-
tadle, difuzivitu, penetraciu a transport latok v reakénom
médiu®. Ultrazvukom podporent pripravu MIP mozZno
realizovat’ roznymi typmi polymerizacii, tradi¢nou bloko-
vou alebo aj na povrchu nosica. Prvykrat bol MIP vyrobe-
ny pomocou ultrazvukom asistovanej polymerizacie, pre
templat teofylin a aplikovany ako HPLC stacionarna faza.
Na pripravu bola pouzita kyselina metakrylova (MAA),
etylénglykoldimetakryldt (EGDMA) a azoizobutyronitril
(AIBN) ako funkény monomér, sietovacie Ccinidlo
a inicidtor volnych radikélov. Polymerizacia sa uskutocni-
la pri teplote 65 °C pocas 4 hodin s pouzitim ultrazvuko-
vého kupela s frekvenciou 35 kHz. Takto pripraveny MIP
vykazoval podobné vidzbové vlastnosti s minimalnymi
zmenami v morfoldgii v porovnani s MIP pripravenym
konvenénym postupom?®. Navyse sa skratil ¢as syntézy
z povodnych priblizne 24 h na 0,5—4 h a znizil sa aj objem
porogénneho rozpuitadla priblizne o 25 % (cit.>**).

Aplikicia mikrovinného Ziarenia s vinovou dizkou
1-10" m sa uplatiiuje pri syntéze MIP ako nahrada zahrie-
vania, ¢im sa vyznamne skrati ¢as potrebny na polymeri-
zaciu a tiez je tento pristup energeticky vyhodne;jsi, spotre-
buje menej ako 10 % energie v porovnani s tradi¢nymi
pouzivanymi ohrevmi (termostat, olejovy kupel a iné).
Vyhodou postupov s aplikdciou mikrovinného ziarenia je
podporenie homogénneho a rychleho prenosu tepla cez
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reakénu/polymerizaénii zmes, ¢o vedie k vySSim reakc-
nym rychlostiam a vytazkom®’. Cas polymerizacie bol
v intervale 0,5-4 h pri teplote 50-70 °C pre polyméry
MIP-tetracyklin®®, MIP-tramadol*® a MIP-kofein®’.

Z uvedeného vyplyva, ze ¢i uz mikrovinny ohrev
alebo ultrazvuk, obe maju v procese pripravy MIP priazni-
vy U¢inok, hlavne pri UGspore c¢asu (v porovnani
s konven¢nou blokovou polymerizaciou je tspora aj
090 %).

2.2.2. Polymerizdcia na povrchu nosica

Polymerizéacia na povrchu nosi¢a pouziva materidly
ako napr. SiO,, kovovo-organické nosice, uhlikové na-
norarky alebo uhlikové bodky, ako nosi¢e polymérnej
MIP wvrstvy. Vicsina odtlaCenych dutin sa nachadza
v povrchovej vrstve, ¢o je prospesné pre proces adsorpcie
a desorpcie molekul cielovych latok®’. Vysoka dostupnost’
k povrchovym viazbovym miestam umoznuje rychle roz-
poznanie vdzbového miesta analytom, jeho Specifické
interakcie s funkénymi skupinami v dutindch a tiez aj l'ah-
Sie a takmer Uplné odstranenie templatu z dutin polyméru
v porovnani s celopdrovitymi MIP. Vyhodou, ktora tato
techniku radi medzi ekologickejsie pristupy, je fakt, ze na
vymytie templatu z povrchovych dutin je potreba niekol-
ko nasobne mensicho objemu rozpustadiel”’. Hribka MIP
vrstvy na povrchu nosica je mensSia ako 100 nm (hrubku je
mozné regulovat’ v procese polymerizacie tzv. vrstvenim
polyméru opakovanim polymeriza¢ného procesu), ¢o zna-
mena mensSiu spotrebu chemikalii v procese polymerizacie
a to ma za nasledok aj mensSie mnozstva odpadu pri vyro-
be a pri samotnom pouziti MIP (cit.*®). Pri syntéze vrstvy
MIP sa pouzivaju bezné zlozky polymeriza¢nej zmesi,
EGDMA ako sietovacie ¢inidlo, MAA, akrylamid (AAm)
alebo APTES (3-aminopropyltrietoxysilan) ako funkény
monomér spolu s vhodne zvolenym iniciatorom (zvacsa
AIBN) a porogénnym rozpustadlom (najcastej$ie metanol,
etanol, acetonitril alebo chloroform)®'.

2.3. Zlozky polymeriza¢nej zmesi

Ekologickejsie postupy pripravy MIP s zamerané aj
na zniZzenie mnozstva, v idedlnom pripade aj Giplna elimi-
naciu nebezpecnych latok. Nahradenie organickych poro-
génnych rozpustadiel vodou nebolo vhodnym rieSenim,
pretoze sposobovala tvorbu vodikovych viézieb s templa-
tom alebo monomérom. Tieto silné interakcie oslabovali
tvorbu a stabilitu predpolymerizacného komplexu templat-
monomér, ktory je vo velkej miere zaloZzeny na vodiko-
vych interakciach zloziek, pripadne van der Waalsovych
silach a v niektorych pripadoch aj elektrostatickych inter-
akciach™.

V stcasnosti sa uplatiluju pri priprave MIP i6nové
kvapaliny (IL — Ionic Liquids), ktoré maju viacero vyhod,
napr. vysoka tepelna a chemicka stabilita, nizka viskozita,
vysoka rozpustacia schopnost’ pre mnohé latky. Zmenou
typu a pomeru zloziek mozno modifikovat’ alebo docielit’
pozadované fyzikalne a chemické vlastnosti IL. NavySe
zanedbatel'ny tlak par a nizka horlavost’ su d’alSie vlast-
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Obr. 2. Chemické struktiry niektorych toxickych iénovych kvapalin

nosti, ktoré klasifikuji niektoré IL k zelenym rozpustad-
lam. Nevyhodou pouzivania niektorych typov IL je, ze st
toxické, ako napr. 1-butyl-4-metylpyridinium tetrafluérbo-
rat [C4mpy][BF.], 1-butyl-3-metyl-2-fenylimidazolium
metylsulfat  [C4mPheim][CH3SO,],  1-butyl-3-metyl-
imidazolium hydrogénsulfat [C4mim][HSO,] alebo
[C4mim][SCN] 1-butyl-3-metylimidazolium tiokynat****
(obr. 2) a v priemyselnom meradle nie je zanedbatel'na ani
ich vyssia cena.

V tabul’ke I je zhrnuty prehl’ad vyuzitia IL pri pripra-
ve MIP. IL sa uplatnili ako monoméry, napr. 1-vinyl-3-
karboxybutylimidazoliumbromid pri  priprave ~MIP-
synefrin pre extrakciu z rastlinného materialu® alebo
1-vinyl-3-etylimidazol pri syntéze MIP-4-chlorofenol pre
extrakciu zo vzoriek Zivotného prostredia®®. Sietovacie
¢inidla na zaklade IL boli pouzité pri syntéze MIP-6-

Tabulka I
Prehl'ad vyuzitia ionovych kvapalin pri priprave MIP

-benzylaminopurin  (IL:  1,4-butdndiyl-3,3"-bis-1-vinyl-
imidazoliumdibromid)*’ a MIP-4-chlorfenol (IL: 1,4-butan-
-3,3"-bis-1-etylimidazol)*. IL  1-butyl-3-metylimidazo-
liumhexafluorfosfat sa uplatnil ako porogénne rozpistadlo
pre pripravu MIP-dibutylftalat®®.

(Prirodné) hlboko eutektické rozpustadla (NA)DES
— (Natural) Deep Eutectic Solvents) mézu v syntéze MIP
nahradzat’ rézne zlozky polymerizacnej zmesi (tab. II).
Zmes cholin chloridu a etylénglykolu (1:2, mol/mol) sa
pouzila ako rozpustadlo pri priprave MIP pre antibiotiko-
vé lie¢iva®®. DES na zaklade cholin chloridu boli funk&ny-
mi monomérmi pri priprave réznych MIP, napr. zmes
cholin chloridu a kyseliny akrylovej (1:2, mol/mol)*,
zmes kyseliny kavovej, cholin chloridu a etylénglykolu
(1:5:5 mol/mol/mol)*!, zmes kyseliny kavovej, cholin
chloridu akyseliny mravéej (1:3:1,5 mol/mol/mol)*

Templat IL FunkciaIL ~ Typ polymerizicie, Extrak¢na Lit.
Podmienky * technika °,
Typ vzorky
Synefrin 1-viny-3-karboxybutyl- monomér precipitac¢na polymerizacia, extrakéna 35
imidazoliumbromid iniciator: AIBN technika: SPE
sietovacie ¢inidlo: EGDMA typ vzorky:
60°C,24h rastlinna
4-Chlérofenol  1-vinyl-3-etylimidazol monomeér polymerizacia na povrchu nosi¢a extrakéna 36
(Fe;04) technika: MSPE
1,4-butan-3,3"-bis-1- sietovacie iniciator: AIBN typ vzorky:
-etylimidazol ¢inidlo 60°C,24h environmentalna
6-Benzyl- 1-vinyl-3-butylimidazolium- monomér polymerizécia na povrchu nosica extrakéna 37
aminopurin -tetrafluérborat (grafén) technika: SPME
iniciator: AIBN typ vzorky:
4-butandiyl-3,3'-bis-1 vinyl- ~ siet'ovacie 60°C,24 h potravinarska,
-imidazolium dibromid ¢inidlo environmentalna
Dibutylftalat 1-butyl-3-metylimidazolium- porogén blokova polymerizacia, extrakéna 38
-hexafluorfosfat iniciator: AIBN technika: SPE
sietovacie ¢inidlo: EGDMA typ vzorky:
50°C,24h potravinarska

* AIBN: azoizobutyronitril, EGDMA: etylénglykoldimetakrylat, IL: ionovéa kvapalina, ® MSPE: magneticka extrakcia tuhou
fazou, SPE: extrakcia tuhou fizou, SPME: mikroextrakcia tuhou fazou
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Tabul’ka I1

Aplikacie DES pri priprave MIP adsorbentov

Chem. Listy 717, 290-300 (2023)

DES®,
[mol/mol]

Spodsob polymerizacie MIP,
zlozenie polymeriza¢nej zmesi *

Extrakéna
technika
s MIP*?

Typ vzorky

Extrahované
zltceniny

Lit.

ChCIL:Gl,
1:2

blokova polymerizacia

templat: chlérmycetin + tiamfenikol
monomér: AAm + DES (modifikator)
sietovacie ¢inidlo: EGDMA
iniciator: AIBN

SPE

potravinova

chlérmycetin,
tiamfenikol

17

ChCl:U,
1:2

polymerizdcia na povrchu magnetického
nosica

templat: teobromin, teofylin

nosi¢: Fe;0y

monomér: MAA + DES (modifikator)
sietovacie ¢inidlo: EGDMA

iniciator: AIBN

DM-SPME

potravinova,
rastlinna

teobromin
teofylin

21

ChCLEG,
1:2

precipitacnd polymerizacia

templat: gatifloxacin

monoméry: 3-aminopropyltrietoxysilan,
MAA, TEOS

sietovacie ¢inidlo: EGDMA

iniciator: AIBN

porogén: DES

MEPS

biologicka

levofloxacin

39

ChCL:AA,
1:2

polymerizacia na povrchu magnetického
nosica

templat: B-laktoglobulin

nosi¢: Fe;O4 . MoS,

monomér: DES

sietovacie ¢inidlo: EGDMA

iniciator: benzylperoxid, N,N-dimetylanilin

porogén: etanol:voda (9:1, v/v)

MSPE

potravinova

B-laktoglobulin,
albumin,
konalbumin

40

CfA:ChCLEG,
1:5:5

blokova polymerizacia
templat: kvercetin

nosi¢: hexagonalny nitrid boru
monomér: DES

sietovacie ¢inidlo: EGDMA
iniciator: AIBN

SPE

potravinova,
rastlinna

kvercetin,
izohamnetin,
kempferol

41

CA:ChCILFA,
1:3:1,5

blokovd polymerizdcia
templat: levofloxacin
monomér: DES

sietovacie ¢inidlo: EGDMA
iniciator: AIBN

porogén: etanol:voda (9:1, v/v)

SPE

rastlinna

levofloxacin

42

ChCI:Gl,
1:2

blokovda polymerizacia

templat: kyselina chlorogenova
monomér: AAm + DES (modifikator)
sietovacie ¢inidlo: EGDMA
iniciator: AIBN

porogén: metanol:voda (9:1, v/v)

SPE

rastlinna

kyselina
chlorogenova

73

* AA: kyselina akrylova, AAm: akrylamid, AcA: kyselina octova, CA: kyselina kavova, ChCl: cholinchlorid, DES: hlboko
eutektické rozpustadlo, DM-SPME: disperznd magnetickd mikroextrakcia tuhou fazou, EG: etylénglykol, FA: kyselina
mravcia, Gl: gkycerol, MAA: kyselina metakrylova, MEPS: mikroextrakcia tuhou fazou v strickacke, MSPE: magneticka
extrakcia tuhou fazou, ns: neuvadza sa, U: mocCovina
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a uplatnili sa aj ako modifikatory tradicnych monomérov,
akrylamidu alebo kyseliny metakrylovej (zmes cholin
chloridu a glycerolu, 1:2 mol/mol)'’” alebo zmes cholin
chloridu a modoviny (1:2, mol/mol)*"). Vyhodou
DES-MIP je aj mechanicka pevnost’, ¢im sa mdze zabranit’
zmriteniu alebo napuéiavaniu polyméru®. Navyse, kva-
palny charakter DES je vhodny v pripade potreby nahra-
denia média alebo rozpustadla zloziek polymerizaénej
zmesi. DES a IL maji niekol'ko spoloénych vlastnosti,
nizka prchavost, vysoka tepelna stabilita ¢i vodivost, do-
bra rozpustnost’ pre mnohé latky. Rozdiel je v tom, ze v IL
su zlozky viazané prostrednictvom iénovych vizieb, kym
DES zlozky st schopné vzajomnej interakcie prostrednic-
tvom vodikovych vizieb*. Viagsina DES v porovnani s IL
je biologicky odburatel'na a netoxicka, lepSie navrhovatel-
na a ma niz§iu cenu.

Tekutiny v nadkritickom stave (nadkriticky oxid uhli-
¢ity, scCQO,) sa pouzivaju ako ,,zelena alternativa“ k typic-
kym organickym rozpustadlam pouzivanym pri polymeri-
zaénych reakciach, akymi si metanol®, toluén & dichlér-
metan*’.

V poslednych rokoch sa do popredia dostava biomasa
(biologicky rozlozitelna zlozka vyrobku alebo zvysku
rastlinnych materialov) ziskavand z pol'nohospodarskych
zvyskov, odpadu z Tudskej ¢innosti, rybného hospodar-
stva, drevarskeho priemyslu, odpadu z hospodarskych
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zvierat a inych zdrojov. Je to prirodny zdroj uhlika, ktory
obsahuje hlavne celulézu, hemicelulézu, lignin, chitin,
chitozan, popol a proteiny. Celuldza je vyuzitel'na pri pri-
prave MIP ako ekonomicky vyhodny, ekologicky, obnovi-
telny a biokompatibilny nosi¢ polymérnej MIP vrstvy.
Vdaka reaktivite hydroxylovych skupin Tahko reaguje
s roznymi funkénymi skupinami (napr. metakrylatmi’,
silanmi*®), aby sa dosiahla vhodna modifikécia pre nasled-
né viazanie MIP. Modifikaciu celulézy mozno dosiahnut’
aj metédami iniciovanymi enzymami®’. Vyhodou celuld-
zovych nosicov je porovita Struktira, ktora vytvara vacsiu
$pecificku plochu povrchu v porovnani s tradicnymi mate-
rialmi na baze oxidu kremicitého. Karboxymetylceluloza
(derivat celulézy s karboxymetylovymi skupinami viaza-
nymi na hydroxylové skupiny glukopyranézovych mono-
mérov) bola pouzitd ako nosi¢ pre polymerizaciu MIP
vrstvy pri priprave materidlov pre medicinske ucely ako
napr. pomalé uvoliiovanie lie¢iva furosemid®®, environ-
mentalnu analyzu®' alebo ako elektrochemicky senzor pre
detekciu pyrazinamidu™. Tab. III sumarizuje prehlad vy-
branych prikladov pouzitia zlicenin ziskanych zbiomasy
v procese pripravy MIP pre templaty zo skupin lieCiv
(nesteroidné protizapalové lieky™, chemoterapeutika™, sulfo-
namidové diuretika*’) alebo inych organickych polutantov®',
ktoré sa nasledne pouzili pri extrakcii analytov zredlnych
biologickych, potravinovych a environmentalnych vzoriek.

Tabulka III
Prehl'ad vybranych prikladov vyuzitia rdznych zdrojov biomasy pri priprave MIP
Zlozka biomasy ~ MIP §truktara * Sposob pripravy MIP  Templat Pouzitie Lit.
Typ vzorky
Celuldza CMC/AAm/2-hydroxy-  blokova furosemid pouzitie: uvol'iiovanie 50
-etylmetakrylat polymerizacia lieciva
typ vzorky: farmaceutickd
Cyklo- MMIP MAA-B-CD blokova bisfenol A pouzitie: sorpény materil pre 51
dextriny polymerizacia extrakciu
typ vzorky: environmentalna
Citrénova $tava  grafén polymerizacia pyrazinamid pouzitie: elektro-chemicky 52
na povrchu nosica senzor
typ vzorky: farmaceuticka,
biologicka
Extrakt eukalyptu MMIP- nanocastice Zeleza polymerizacia nesteroidné pouzitie: magneticky sorpény 53
s pouzitim eukalyptového na povrchu nosica protizapalové  material
extraktu lieciva typ vzorky: farmaceuticka
Chitozan MIP na povrchu polymerizacia akrylamid pouzitie: sorpény material pre 74

magnetickych Castic na
béaze chitozanu

na povrchu nosica

extrakciu
typ vzorky: potravinarska

kvantové bodky
zapuzdrené do MIP

Mangové Supky

sol-gel polymerizacia mezotrion

pouzitie: fluorescencny 75
biosenzor
typ vzorky: potravinarska

Listy rozmarinu

B-CD zabudovany do MIP polymerizécia
na povrchu nosica

tiabendazol pouzitie: opticky senzor 76

typ vzorky: potravinarska

*B-CD: B-cyklodextrin, CMC: sodna sol’ karboxymetylcelulozy, MMIP: magneticky polymér s odtlatkom molekuly
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2.4. Odstranenie templatu z polymérnych
adsorbentov s odtlackom molekuly

Bez ohladu na pouzity sposob pripravy MIP, vo fi-
nalnej faze je potrebné odstranit’ z polyméru molekuly
templatu. Tento krok je nakladovo najmenej efektivny pri
vyvoji MIP. Polymérna Struktira MIP a afinita dutin
k templatu stazuju jeho odstranenie, pricom neuplné od-
stranenie moze znizovat ucinnost’ opitovného viazania
analytu a pripadne aj uvolfiovanie zvySkového templatu
pocas analyzy realnej vzorky. Odstranenie templatu roz-
pustadlom alebo zmesou rozpustadiel Casto zahfiia pouzi-
tie prili§ drastickych podmienok v konvenénych extrakc-
nych technikach (napr. vysoka teplota), o moze viest
k poskodeniu, deformacii alebo kolapsu odtlacenych dutin
a nasledne sa stani menej u¢innymi pri opatovnom viaza-
ni analytu. Vyuziva sa premytie polymérov organickym
rozpustadlom pri laboratdrnej teplote (opakované premy-
tie niekol’kokrat dostatocnym objemom rozpustadla; vic-
Sinou pouzivany sposob), pripadne aj pdsobenim ultrazvu-
ku ¢i mikrovinného Ziarenia alebo kontinualne premytie
polymérov rozptustadlom pri zvySenej teplote (napr. ex-
trakcia v Soxhletovom extraktore). Uvedené spdsoby nie
su v stlade s poziadavkami zelenej chémie, ked’ze pouZzi-
vaju velké objemy organickych rozpustadiel**>. Testova-
li sa aj dalSie techniky odstrdnenia templatu ako napr.
extrakcia stlacenou horticou vodou, ktorda je Setrna
k zivotnému prostrediu, av§ak naklady spojené s pozado-
vanym pristrojovym vybavenim zabranili jej Sirokému
pouzitiu®. Extrakcia nadkritickou vodou (SWE — Super-
critical Water Extraction) sa pouZila na odstranenie tem-
platov chlorofyl, kvercetin a ftalocynin z MIP. Extrakcia
trvala 70 min (5 MPa, 220 °C pre chlorofyl a ftalocynin
a 235 °C pre kvercitin) a ziskané MIP boli schopné znovu
naviazat’ 99,6-100 % templatu, ¢o naznacuje, ze sa dutiny
pocas odstranovania templatu nezmenili a G¢innost’ vymy-
tia templatu bola vysoka. Porovnanie odstranenia templatu
pomocou SWE, Soxhletovej a ultrazvukovej extrakcie
ukazalo, ze tradi¢né metddy pouzivali vyrazne vacsi ob-
jem extrakéného rozpustadla a cas extrakcie bol az
16 hodin pri teplote 70 °C. SWE bola vyhodnou
z hladiska Casu a Gcinnosti, ¢o sa prejavilo ovela niz$imi
koncentraciami templatu z ,krvacania® (0,02 %, alebo
v niektorych pripadoch nedetekovatelné) v porovnani
s inymi testovanymi spdsobmi odstranenia templatu (pri
Soxhletovych a ultrazvukovych metédach odstraniovania
boli koncentracie templatu z ,krvacania®“ vysSie ako
0,1 %)%

Na odstranenie templatu z MIP je mozné pouzit’ ex-
trakciu tekutinou v nadkritickom stave (SFE — Supercri-
tical Fluid Extraction), najcastejSie scCO,. SFE sa testova-
la pre odstranenie klenbuterolu a 2.4,6-trinitrotoluénu
z MIP. Aj napriek dlhému Casu extrakcie (do 18 h), sa
nedosiahla uplna extrakcia templatu. Kombinaciou Sox-
hletovej extrakcie a SFE s scCO, za miernych podmienok
(15 MPa, 50 °C) sa dosiahla vysSia ucinnost’ odstranenia
templatu (> 99,7 % templatu v pripade MIP-2.4,6-
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trinitrotoluén). Okrem toho si Castice adsorbentu po spra-
covani zachovali svoj tvar a porovitost™.

3. Vyutzitie polymérnych adsorbentov
s odtlackom molekuly v miniaturizovanych
extrakénych technikach
Principy zelenej chémie st v analytickych metédach
implementované aj aplikdciou sorpénych materidlov

s opakovanym vyuzitim, a tieZ miniaturizovanych metdd,
predovsetkym metdd pripravy vzoriek. Miniaturizované
extrakéné techniky vyuzivaji malé mnozstvo adsorbentov
pri extrakcii, aplikuju sa optimalizované postupy, reduku-
ju sa objemy organickych rozpustadiel na kondicionova-
nie, premyvanie aj eluciu, redukuje sa objem vyproduko-
van¢ho odpadu. Inovativne pristupy vyuzivaju aj alterna-
tivne rozpustadla na eluciu latok alebo pripravu adsorben-
tov (tab. II a III). Techniky zalozené na rozdel'ovacej rov-
novahe latok medzi vzorkou a adsorbentom vyuZivaju
okrem casticovych foriem MIP adsorbentu aj iné formaty,
ako st napr. vlakna, ty¢inky, membrany a iné.

Miniaturizovana SPE-MIP v pipetovacej Spicke
(,,pipette tip“ MIP-SPE) vyuZziva niekolko miligramov
adsorbentu (zvycajne menej ako 10 mg; SPE v kolonke
100 mg), ktory je umiestneny v hrote pipetovacej $picky.
Pre takéto aplikacie, uz aj pre samotnu syntézu mensicho
mnozstva MIP, sa redukuje mnozstvo polymeriza¢nych
¢inidiel asyntéza sa moZe uskutoGiiovat aj in situ’’.
V porovnani s konven¢nou SPE v kolénke, pri ,,pipette
tip*“ MIP-SPE sa zniZuje spotreba organickych rozpusta-
diel pre jednotlivé kroky postupu z pévodnych priblizne
5ml na 1-1,5ml a tiez aj objem vzorky (1-2 ml pri kla-
sickej SPE v kolonke; < 0,5 ml pri SPE v pipetovacej Spic-
ke; v pripade skoncentrovania analytu st pouzité aj vyssie
objemy vzoriek)®. Miniaturizovana ,,pipette tip® MIP-
SPE bola vyuzita v analyze potravinarskych vzoriek®®®!
a biologickych vzoriek® (tab. IV).

Z hladiska l'ahkej manipulacie a rychlosti postupu je
praktické pouzitie extrakcie s adsorbentom vo forme tab-
lety (napr. z polyetylénu) s vrstvou MIP na povrchu. Ten-
to pristup sa pouzil na extrakciu a skoncentrovanie meta-
dénu a amfetaminu zo vzoriek l'udskej plazmy a mocu.
Sorpéné vlastnosti MIP vo forme tablety sa vyznamne
nezmenili (RSD 5-7 %) ani po dvadsatnasobnom pou-
ziti (za predpokladu, Zze templat/analyt bol po procese
syntézy a extrakcie dokonale odstraneny premyvanim
vhodnym rozpustadlom, ktorého druh a objem je potrebné
optimalizovat))®*.

Do skupiny mikroextrakénych technik mozno zaradit’
mikroextrakciu s MIP tuhou fazou v striekacke (MIP-
MEPS; MEPS — Microextraction by Packed Sorbent),
mikroextrakciu MIP tuhou fazou (MIP-SPME; SPME —
Solid Phase Microextraction), sorpénu extrakciu na mie-
Sadle s MIP vrstvou (MIP-SBSE; SBSE — Stir-Bar Sorpti-
ve Extraction), mikroextrakciu tenkym MIP filmom (MIP-
TFME; TFME — Thin Film Microextraction) (tab. IV).
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Tabulka IV
Aplikécie miniaturizovanych technik s MIP adsorbentom pri analyze zlozitych vzoriek
Ciel'ova Vzorka Technika upravy vzorky * Vytaznost’ Separacni LOQ Lit
zlucenina [%] technika ° [ng 1]
Kyselina galovd pomarancovy SPE s MIP-kyselina galova v pipetovacej  92,0-100,5 HPLC-UV 20 59
dzus Spicke
mnozstvo adsorbentu: ns ©, objem vzorky:
6 ml, objem elu¢ného ¢inidla: 250 ul
Difenokonazol  grepovy dzuas SPE s MIP- difenokonazol v pipetovacej 87,6:97,9 HPLC-DAD 1,7 60
Spicke
mnozstvo adsorbentu: ns ¢, objem vzorky:
5 ml, objem elu¢ného ¢inidla:
60 pl metanolu
Kumarin vino SPE s MIP-7-hydroxykumarin 82,5 HPLC-UV 0,5 61
v pipetovacej Spicke
mnozstvo adsorbentu: 20 mg, objem
vzorky: 0,5 ml, objem elu¢ného ¢inidla:
0,5 ml zmesi, metanol:kyselina octova (9:1,
v/v)
Prednizolon mo¢ SPE s MIP-betametazon v pipetovace;j 89,0-96,1 HPLC-UV 0,2 62
Spicke
mnozstvo adsorbentu: 10 mg, objem vzor-
ky: 4,5 ml, objem elué¢ného ¢inidla: 110 pl
metanolu
Metadon Tudska SPE s MIP-metadon vo forme tablety ns ° LC-MS 5 63
plazma velkost tablety: 6 % 1,2 mm, objem vzorky:
0,2 ml, objem elu¢ného Cinidla: 210 pl
metanolu
Amfetamin mo¢ SPE s MIP-amfetamin vo forme tablety 80 LC-MS/MS 5 64
velkost tablety: 6 % 1,2 mm, objem vzorky:
0,2 ml, objem elu¢ného Cinidla: 200 pl
metanolu
Diklofenak environmentalne SPME s MIP-diklofenak na dutom vlakne 95,1-104,2 UV-VIS 23 68
vody (pitnd voda, objem vzorky: 25 ml, objem elu¢ného
mineralna voda), c¢inidla: 210 pl metanolu
biologické
tekutiny (l'udsky
mo¢, plazma)
Sarkozin plazma, mo¢ MEPS s MIP-glycin 87-89 LC-UV 3 69
mnozstvo adsorbentu: 2 mg, objem vzorky:
0,2 ml, objem elu¢ného Cinidla: 0,1 ml
zmesi acetonitril:voda (80:20, v/v)
Diazepam prirodné voda SBSE s MIP-diazepam >84 UHPLC-MS/ 0,0012 77
objem vzorky: 200 ml, objem eluéného MS

¢inidla: 5 ml 5% kyseliny octovej
v metanole (v/v)

“SBSE: sorpéna extrakcia na miesadle, SPME: mikroextrakcia tuhou fazou, " HPLC-UV: vysokot¢inna kvapalinova chro-
matografia s UV detekciou, LC-MS: kvapalinova chromatografia s hmotnostne spektrometrickou detekciou, MS/MS: tan-
demova hmotnostna spektrometria, UHPLC: ultravysokotc¢innd kvapalinova chromatografia, °ns — neuvadza sa
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MIP-MEPS bol aplikovany pri stanoveni prednizolénu®
a sarkozinu® vo vzorkach mocu; metadonu® a sarkozinu®
v plazme a sulfénamidov® v rie¢nej vode. MIP-SPME
bola pouzita v analyze biologickych a environmentalnych
vzoriek napr. na extrakciu luteolinu a metabolitov®’ &
diklofenaku®®. V porovnani s komerénymi SPME vlakna-
mi sa vlakna na baze MIP pripravuju jednoducho a s niz-
kymi nakladmi. Doteraz boli pripravené MIP nielen ako
povlaky vldkien (napr. z nehrdzavejiicej ocele”’), ale aj
MIP pre in-tube SPME, monolitické MIP vldkna pre
SPME, membranové MIP pre SPME (cit.”’ 7?).

4. Zaver

Technoldgia odtlaéania molekul je vhodna pre vyvoj
vysoko selektivnych materidlov pre izolaciu a separaciu
latok a pre cielené pouzitie. Cielom prace bolo zostavit’
prehl'ad sucasnych trendov zameranych na implementova-
nie ekologicky prijatelnych rieSeni do postupov pripravy
MIP aich pouzitia hlavne pre ucely chemickych analyz.
Teoretické pristupy, ktoré vyuzivaju kvantové vypocCty
a modelovanie pre vyber optimalnych zloziek polymeri-
zacnej zmesi, aplikovanie ultrazvukového a mikrovinného
ziarenia pri syntéze MIP, ako aj mikroextrakéné postupy
pre pripravu zlozitych vzoriek na analyzu sa uspesne apli-
kuju v analytickych metddach na baze MIP. Aj ked’ pouzi-
tie rozpustadiel zo skupiny tekutin s nizkou teplotou pre-
chodu (DES, IL) a zloziek biomasy ako ndhrady pripadne
modifikacie porogénov, funkénych a sietovacich mono-
mérov alebo inych zloziek polymeriza¢nej zmesi napo-
mohlo transformovat’ polymerizacné postupy na ekologic-
kejsie, vyzaduje si to eSte dokladné presetrenie mechaniz-
mov syntézy a ich vplyvu na vlastnosti pripravenych MIP.

Tato publikacia vznikla vdaka financnej podpore
grantu ¢ 1/0412/20 z Vedeckej grantovej agentiry
MSVVaS SR a SAV a vdaka podpore v rdmci Operacného
programu  Integrovanda infrastruktira pre  projekt:
., Podpora vyskumnych cinnosti excelentnych laboratorii
STU v Bratislave”, Kod ITMS2014+: 313021BXZ1, spolu-
financovany zo zdrojov Eurdpskeho fondu regiondlneho
rozvoja.

Autorka A. Spackovd dakuje financnej podpore
v ramci projektu Mladych vyskumnikov na FCHPT STU
v Bratislave (Priprava, hodnotenie niektorych vlastnosti
a aplikovanie polymérnych sorbentov v analyze kozmetic-
kych vyrobkov).
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A. Spatkova and K. Hrobotiova (Institute of
Analytical Chemistry, Faculty of Chemical and Food
Technology, Slovak University of Technology, Bratislava,
Slovakia): Preparation and Application of Polymeric
Molecularly Imprinted Adsorbents in Accordance with
the Principles of Green Chemistry

Molecularly imprinting technology is a suitable tool
for the development of selective materials for the isolation
and separation of substances, and targeted use. The aim of
this paper was to compile an overview of current trends in
the preparation of MIP (Molecularly Imprinted Polymers).
We focused on the implementation of ecologically ac-
ceptable solutions in the procedures for the fabrication and
application of MIP, mainly for the purposes of chemical
analyses. Theoretical approaches and simulations for the
selection of optimal components of the polymerization
mixture, the application of ultrasonic and microwave light
in MIP synthesis, as well as microextraction procedures
for the preparation of complex samples for analysis are
successfully applied in analytical methods based on MIP
adsorbents. While the use of low transition temperature
mixtures (deep eutectic solvents, ionic liquids) and bio-
mass components as a replacement or modification of
porogens, functional and cross-linking monomers or other
components of the polymerization mixture can help to
transform the polymerization processes into more environ-
ment-friendly ones, it still requires an investigation of the
synthesis mechanisms and their influence on the properties
of the prepared MIPs.

Keywords: molecularly imprinted polymers, environment-
friendly alternatives in preparation, use of MIP
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Hotké peptidy vznikaji rozkladem bilkovin a vysokomolekularnich peptidi v pribéhu proteolyzy. Jejich tvorba v sy-
rech souvisi s proteolytickou aktivitou syfidel v rovnovaze s peptidasovou aktivitou mikrobialnich enzyma mlékarskych
kultur. Hotka chut’ pak vznika pti disproporci mezi tvorbou a odbouravanim hotkych peptidti zvySenim jejich koncentrace
nad prahovou hodnotu vnimani. Do jaké miry ovlivni hotké peptidy celkovou chut’ syra tak zavisi na rovnovaze mezi jejich
vznikem a rozpadem na nehotké nizsi peptidy a aminokyseliny. Pouze dokonale vyvaZzeny proces proteolyzy umoziuje
vznik jakostniho vyzralého syra s charakteristickou chuti a vini. Proto je Zadouci Gplné objasnéni mechanismu, a tim

i moznost kontroly a regulace tohoto procesu.

Kli¢ova slova: hotké peptidy, zrani syri, proteolyza kaseinu, hotk4 chut’
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1. Uvod

vyrobé a zrani syru, je proteolyza, jejiz vyvazeny prubch
podmiriuje vznik jakostniho syra s typickou chuti, vini
a konzistenci. Zastoupeni proteolytickych enzymi, které
se podileji na téchto pochodech, mohou piedstavovat
v syrafské technologii pfiddvand syfidla, proteolyticky
systém pridavanych zakysovych bakterii mlééného kvaseni
i pfirozen¢ kontaminujicich bakterii mlé¢ného kvaseni
a také endogenni proteasy mléka'~.

Pribéh a produkty proteolyzy mlécné bilkoviny
kaseinu jsou dale ovliviiovany nejenom koncentraci a spe-
cifitou plsobicich enzymi, ale i fyzikdlné-chemickymi
podminkami pfi technologii vyroby syrt (pH, koncentrace
soli a obsah vody v syrech, teplota zrani). Jednotlivé frak-
ce kaseind jsou totiz odlisn¢ nachylné ke zménam a rozsa-
hu proteolyzy a v riznych druzich syrii mohou probihat na
odlisné drovni. Soucasné se zménou textury kaseinové
hmoty tak dochazi i k tvorbé senzoricky vyznamnych la-
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tek, které davaji jednotlivym typiim syra charakteristickou
chut’ a vini. Vedle nich vSak mohou vznikat nezadouci
hotké peptidy” .

2. Proteolyza kaseinu a tvorba hoi'kych peptidu

Proteolyza je povaZovana za nejzdsadnéjs$i bioche-
micky proces pfi zrani syrt u vétsiny druhii syra*°. Prote-
olyza kaseinu zacina u sladkych syrt pfi srazeni mléka
syfidlem (chymozinem), kdy dochazi ke Stépeni peptidic-
ké vazby k-kaseinu mezi Phe;os a Met,o (obr. 1). Prvnim
z produktii tohoto $té€peni je para-k-kasein, jenz obsahuje
hydrofobni ¢ast molekuly k-kaseinu, a proto zlstava sou-
¢asti kaseinovych micel. Na rozdil od nativniho k-kaseinu
v§ak nemd pro micelu ochrannou funkci. Druhym produk-
tem je glykomakropeptid (k-kaseinmakropeptid), slozeny
ze 64 zbytkd aminokyselin, ktery pfechdzi do syrovatky
diky obsahu hydrofilni ¢asti k-kaseinu s vazanymi oligo-
sacharidy. Para-k-kasein pak koaguluje v pfitomnosti Ca**
iontl s ostatnimi slozkami kaseinu, pfi¢emz vapnik ptisobi
ve srazenin& jako spojovaci element™’'°.

Proteolyza kaseinu obecné probihd ve tfech zéklad-
nich stupnich®®. Z kaseinu se syfidlem, p¥ip. proteolytic-
kymi enzymy cistych mlékatskych kultur vytvoii peptidy
o vysoké molekulové hmotnosti, které jsou pifevazné ne-
hoiké (obr. 2 — systém hydrolyzy 1, la). Molekulova
hmotnost velkych peptidt je blizka hodnoté 20 000 Da.

Vysokomolekularni peptidy jsou hydrolyzovany pro-
teasami Cistych mlékatrskych kultur anebo syfidlem
(obr. 2, zplisob oznaceny 2, 2a) na nizkomolekularni hot-
ké peptidy. Ty ale mohou také vznikat pfimou hydrolyzou

https://doi.org/10.54779/ch120230301
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1

hydrofobni para-x-kasein

PyrGlu.. Met-Ala-Arg-His—(Pro-His):-L eu—Ser—Phe%M et-Ala-Ile... Val

105;106 169

i hydrofilni
| K-kaseinomakropeptid
(Mr 8 000)

Obr. 1. Schéma specifického Stépeni kaseinu uc¢inkem syridla

kaseinu proteolytickymi systémy Cistych kultur (2b) nebo
syfidlem (1a).

Nasleduje tieti stupen proteolyzy, na kterém se podi-
leji peptidasy ¢Cistych mlékatskych kultur, které hydrolyzu-
ji hotké peptidy na nizsi nehoiké peptidy a aminokyseliny.
Ze schématu na obr. 2 je ziejmé, ze pokud nema hotkost
pfesdahnout postfehnutelnou mez, musi existovat rovnova-
ha mezi rychlosti tvorby hotkych peptida, tj. vSech vstupt
do druhého stupné proteolyzy, a jejich postupnym odbou-
ravanim, tj. rychlosti proteolyzy ve tietim stupni’. Je zné-

5,17,31

mo, ze Cisté mlékarské kultury, resp. jednotlivé druhy
bakterii vyznacujici se rychlou schopnosti prokysavani,
jsou &astou pFi¢inou tvorby hotkych peptida®”!?.

Procesu degradace se v ruznych fazich zrani syr
Ucastni proteolytické enzymy pochazejici z n€kolika zdro-
jal>*!1 Jedna se predeviim o vlastni proteasy mléka,
zbytkové enzymy syfidla a proteolytické enzymy bakterii
mlécného kvaseni pridavanych do mléka ve formé Cistych
mlékatskych kultur neboli zakysu v dasledku podstatného
zniceni piirozené mikroflory pii pasteraci. U syri vyrabé-

¥

mlékarskych kultur

KASEIN
1b proteasy 1 syfidlo 1a syiidlo
peptidy o vysoké
molekulové hmotnosti
prevazné nehorké
2b proteasy ¢&istvch 2a syfidlo

2 proteasy ¢istych
mlékarskych kultur

Obr. 2. Schéma vzniku hoikych peptidi podle Lawrieho a Lawrence

peptidy s nizkou
molekulovou hmotnosti
HORKE

3 peptidasy ¢istych
mlékaiskych kultur

NIZS8I PEPTIDY A
AMINOKYSELINY
NEHORKE

7,10,34
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nych ze syrového mléka se pak jedna o enzymy ptuvodnich
mikroorganismii mléka. Proteolytické enzymy bakterii
mlééného kvaSeni zahrnuji proteasy i peptidasy, takze
dlouhé hotké peptidy, které jsou substratem pro peptidasy
zakysovych bakterii, jsou pravé jimi Stépeny na kratké
peptidy a aminokyseliny (obr. 3). Tento proces musi byt
dokonale vyvazen, protoze disproporce mezi tvorbou
a odbouravanim dlouhych peptidi vede ke vzniku neza-
douci hotké chuti*®*'*™"”.

Hlavni role syfidla pfi tvorbé hotkych peptidi a ve
vyvoji hotké chuti spociva v produkci dlouhych peptidu,
které jsou nasledné degradovany na kratké peptidy. Tvor-
ba hotké chuti je vysvétlovana tak, ze v neporusenych
globularnich molekulach proteinu mohou byt hlavni hyd-
rofobni ¢asti fetézce ukryty uvnitf, a nemusi tak interago-
vat s buiikami chutovych receptord. Pokud je protein en-
zymaticky hydrolyzovan, dochazi k odhaleni postrannich
fetézcl hydrofobnich aminokyselin, které pak mohou in-
teragovat s chutovymi buiikami receptorl. Soucasné se
méni 1 velikost peptidi. Hydrofobni postranni fetézce
dlouhych peptidit jsou jesté maskovany vuéi nékterym
a-helix, ktera zavisi na pH a na charakteru postrannich
tetézcl. Po dalsi hydrolyze je odhalovano stale vice hydro-
fobnich postrannich fetézci, hotkost se tak vyviji a je ma-
ximélni, jestlize karboxylové skupiny a aminoskupiny
hygl{;)g%bm’ch aminokyselin jsou soucasti peptidové vaz-
by .

Uc¢inkem syfidla vznikaji hotké peptidy jak
Z og-kaseinu, tak z P-kaseinu, zatimco vlivem proteas
bakterii mlécného kvaSeni se hotké peptidy tvofi vétSinou
z B-kaseinu®*** >, Vzhledem k tomu, Ze p-kasein ma vy-
znamnou ulohu i pro soudrznost kaseinovych micel, je
pozadavek jeho regulované proteolyzy opravnény
(cit.5’12‘22’26’27).

Také razné typy syfidel mohou byt pfi¢inou nadmér-
né tvorby hotkych peptidd, k jejichz odbouravani pak ne-
sta¢i bézna aktivita ptitomnych enzymovych systému Cis-
tych mlékatskych kultur. Vyvoj hotké chuti ma pfimou

Chem. Listy 777, 301-307 (2023)

souvislost i se zbytkovou koncentraci syfidla v syfenin€.
Vys8i mnozstvi syfidla, zachyceného v syfening, zplisobu-
je vjem hoikosti syra'*!'".

3. Hoi'ké peptidy z hlediska senzorické analyzy

Néktera senzoricka hodnoceni peptidi poukazuji na
vztah mezi aminokyselinovym slozenim, strukturou, veli-
kosti a chuti®**. Mnoho L-aminokyselin chutna hofce,
napf. tyrosin, arginin, prolin, leucin, fenylalanin, trypto-
fan, isoleucin, pfi¢emz jako nejvice hotké jsou uvadény
fenylalanin, tryptofan a tyrosin, jiné vyvolavaji chut slad-
kou, jako naptiklad alanin ¢i serin. Peptidy tak mohou
vyvolavat chut’ hotkou i sladkou, ale také kyselou ¢i uma-
mi'“"*3132 Casto byva kyseld chut’ spojovana pravé
s chuti hotkou nebo horkou a sviravou®. Ta byva ovlivng-
na kaseinovymi frakcemi o molekulové hmotnosti 2000—
18 000 Da (cit.**).

Hotké chut’ v syrech se tak zda byt zptusobena aku-
mulaci kratkych hotkych peptidd, vznikajicich enzymovou
hydrolyzou kaseinu, kdy jejich vznik je ovlivnén celou fadou
faktorl — kvalitou vychozi suroviny a syfidla, pouzitou mi-
kroflérou, solenim atd. (cit.'”*****%). Poudel a spol.”’ uvadi,
ze vyskyt hotkych peptidii je ¢astym problémem zejména
pfi urychlovani procesu zrani syra ¢edar u€inkem endo-
proteas.

Celkovéa hladina hotkosti syra zdvisi na relativni
rychlosti, jakou jsou hotké peptidy formovany a jakou
Stépeny na nehotké produkty. Akumulace hotkych peptida
probiha velmi pomalu, ale postupné mize piekonat praho-
vou hodnotu pro vnimani hotké chuti. Tyto peptidy, pokud
jsou v podprahové koncentraci, pfispivaji k pln&jSimu
chutovému profilu syra, coz je potvrzeno skutecnosti, Ze
byly izolovany jak z hoikych, tak nehotkych syrd'”*235,

zhytlkové enzymy
syridla

bilkoviny syieniny

aminokyseliny

LARB proteasy,
proteasy mléka

LAB pepitidasy
<+—— malé¢ peptidy

dalsi degradaéni produkty
(napf. aminy, 2-ketokyseliny apod.)

»  vvisi horké peptidy

LAB proteasy
t—
LAB peptidasy

Obr. 3. Obecna draha proteolyzy p¥i zrani syri’®; LAB = bakterie mlééného kvaseni (Lactic Acid Bacteria)
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4. Slozeni horkych peptidi

Hotké peptidy obsahuji riizny pocet vazanych amino-
kyselin, obvykle 2-23 (cit.*®). Vice hotkych peptidii bylo
izolovano z enzymatickych hydrolyzati kaseinu nez ze
samotnych syrd (tab. I, cit.'”*).

Horké peptidy pochazeji prednostné
z hydrofobnich oblasti kaseinu. U oy-kaseinu jsou to frak-
ce 14-34,91-101 a 143-151, zatimco u B-kaseinu se vét-
Sinou jedna o sekvenci 46-90 nebo potom hydrofobni
C-konec fetézce (tj. fragmenty 196-209, 193-209, 202-209).
Nejcastéji zmiflovanym hotkym peptidem v syrech
(vétsinou Cedaru) je frakce 193-209 (Val-Pro-Tyr-Pro-Gln-
Agr-Asp-Met-Pro-Ile-Gln-Ala-Phe-Leu-Leu-Tyr-Gln)
z B-kaseinu®**>3 42,

Hotkost peptidi obvykle klesa spolu se snizujici se
hodnotou hydrofobicity na C-konci fetézce, zejména, je-li
na N-konci peptidu umisténa bazicka aminokyselina (napf.
arginin). Naopak intenzita hotkosti je u peptida posilovana
ptitomnosti leucinu, fenylalaninu a tyrosinu®*, obzvlasté
jsou-li napojeny na C-konci peptidu®*'.

Peptidy obsahujici ve své struktufe prolin jsou Casto
oznacovany jako hotké. Pro hotkou chut’ je dilezité, aby
postranni fetézec aminokyseliny obsahoval nejméné
3 atomy uhliku®®*'.

Z publikovanych vyzkumt dale vyplyva, ze
v hortkych peptidech byvaji nejvice obsazeny hydrofobni
L-aminokyseliny leucin, isoleucin, prolin, valin, fenylala-
nin, tyrosin a tryptofan, casto je pfitomna i kyselina gluta-
mova, zatimco sirné aminokyseliny cystein a vétSinou
methionin chybi****,

Na hotkou chut’ nema vliv specifickd sekvence ami-
nokyselin®", Hotké peptidy jsou odstépovany z uréitych
oblasti kaseinovych fetézcu, které se vyznacuji zvysenou

Tabulka I

Neékteré hotké peptidy, izolované z enzymatickych hydrolyzati kaseinu
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hodnotou hydrofobicity, takZe hotkost peptidl ¢asto sou-
visi pravé s pritomnosti vysokého obsahu aminokyselin
s hydrofobnim postrannim fetézcem, popt. aromatickych
aminokyselin'>?%%,

Pro urceni, zda je dany peptid hotky ¢i ne, Ize apliko-
vat tzv. Neyovo pravidlo (téZ znacené jako Q-pravidlo),
které je definovano nasledujici rovnici (/ )10:

Q=¥ [Jmol™ | (1)

kde Q je primérna hodnota hydrofobicity peptidd, Af
volna energie pienosu postranniho fetézce aminokyseliny
z vody do organického rozpoustédla (tabelovano) a n po-
¢et aminokyselinovych zbytkl v peptidu. Hodnoty Af; pro
17 aminokyselin znazorfiuje tab. II (cit.*'?).

Jedna se o empirické pravidlo, podle néhoz hotké
kaseinové peptidy maji primérnou hydrofobicitu vztaze-
nou na jednu aminokyselinu vy$3i nez 5860 J mol ™, za-
timco fragmenty s hodnotou této veliiny niz§i nez
5440 J mol™ hotké nejsou. Platnost tohoto pravidla byla
ovétena do molekulové hmotnosti 6000 Da. Peptidy nad
touto hodnotou vnimany jako hotké nejsou, nebot’ nemo-
hou interagovat s chutovymi receptory’*'*?"">* Mezi chu-
tovymi receptory a hotkou latkou totiz dochazi
ke dvoubodové interakci, ktera je realizovana velkou
a vyrazn¢ hydrofobni ¢asti molekuly a polarni skupinou,
jez maji navzajem urcité sterické uspofédénl’“’”’“. Inten-
zita hotkosti je slabsi, jsou-li hydrofobni aminokyseliny
lokalizovany v koncovych pozicich, a nejslabsi, kdyz jsou
aminokyseliny volné. Tripeptidy jsou vice hoiké nez di-
peptidy a dipeptidy jsou vice hotké nez odpovidajici volné
aminokyseliny®>***!.

24,25,39-42

Peptid Pocet aminokyselin
Leu-Trp 2
cyklo-Leu-Trp-Leu-Trp 4
Gly-Pro-Phe-Pro-Val-Ile 6
Arg-Gly-Pro-Pro-Phe-Ile-Val 7
GlIn-Asp-Lys-Ile-His-Pro-Phe 7
Pro-Ala-Leu-Pro-Glu-Tyr-Leu-Lys 8
Phe-Ala-Leu-Pro-GIn-Tys-Leu-Lys 8
Arg-Gly-Pro-Phe-Pro-Ile-Ile-Val 8
Pro-Phe-Pro-Gly-Pro-Ile-Pro-Asn-Ser 9
Val-Tyr-Pro-Phe-Pro-Pro-Gly-Ile-Asn-His 10
Phe-Phe-Val-Ala-Pro-Phe-Pro-Glu-Val-Phe-Gly-Lys 12
Pro-Gln-Agr-Asp-Met-Pro-Ile-Gln-Ala-Phe-Leu-Leu-Tyr-Gln 14
Tyr-Gln-Gln-Pro-Val-Leu-Gly-Pro-Val-Arg-Gly-Pro-Phe-Pro-Ile 15
Gly-Pro-Phe-Pro-Val-Ile-Pro-Pro-Val-Ala-Pro-Pro-Glu-Val-Pro-Gly-Lys 17
Ala-GIn-Thr-Gln-Ser-Leu-Val-Tyr-Pro-Phe-Pro-Gly-Pro-Ile-Pro-Asn-Ser-Leu-Pro-Gln-Asn-Ile- 27

Pro-Pro-Leu-Thr-Gln
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Tabulka II

Hodnoty Af; pro jednotlivé aminokyseliny™'°
Aminokyselina Af [T mol ™'
Glycin (Gly) 0
Serin (Ser) 167
Threonin (Thr) 1841
Histidin (His) 2092
Kyselina asparagova (Asp) 2260
Kyselina glutamova (Glu) 2302
Arginin (Arg) 3055
Alanin (Ala) 3055
Methionin (Met) 5440
Lysin (Lys) 6277
Valin (Val) 7072
Leucin (Leu) 10 127
Prolin (Pro) 10 964
Fenylalanin (Phe) 11 089
Tyrosin (Tyr) 12010
Izoleucin (Ile) 12 428
Tryptofan (Trp) 12 554

Samotny kasein vykazuje hodnotu hydrofobicity Q =
6697 J mol™', hotky neni, principialné viak mize §tépenim
na kratsi fetézce hoiké peptidy poskytovat™*.

5. Analyza a stanoveni hoikych peptidi
v syrech

Technologickd opatfeni vedouci k zabranéni tvorby
hotké chuti v syrech vychdzeji z nezbytného posouzeni,
zda se vznikajici hotky peptid v syru akumuluje, nebo zda
je dale hydrolyzovéan na nehotké fragmenty.

Pro kontrolu proteolyzy a celého zraciho procesu syri
je dulezity vhodné zvoleny postup izolace a stanoveni
peptidi v jednotlivych stadiich zralosti syrd. Stanoveni
peptidit se obecné sklada ze tii hlavnich fazi: extrakce
dusikatych latek ze syra, jejich frakcionace a nasledné
analyzy. Hotké peptidy prechazeji do vodného extraktu,
ktery je obvykle frakcionovan podle rozpustnosti nebo
podle velikosti molekuly**™. Pomoci RP-HPLC jsou se-
parovany jednotlivé peptidy, které jsou finalné identifiko-
vany Edmanovym odbouravanim nebo hmotnostni spek-
trometrii. Pokud jsou pfedmétem separace hoiké peptidy,
je intenzita hoiké chuti jednotlivych frakei porovnavana
s chuti standardnich roztokii chininu nebo kofeinu**~'.

Izolace hotkych peptidii ze syrt mize byt provadéna
napf. chloroform-methanolovou extrakci a néslednym
délenim peptidové frakce gelovou filtraci na Sephadexu
G-25. Jednotlivé frakce se pak senzoricky ohodnoti.
Michaelidou a spol.** publikovali zavér, kdy v hoiké frakei
zjistili vyznamné vyssi podil kyseliny glutamové a fenyl-
alaninu.
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Jinym feSenim vedle této klasické metody je pouziti
vodné extrakce podle Kuchrooa a Foxe™¥*
s naslednym oddélenim vysokomolekularnich bilkovin
srazenim 70% ethanolem. Po odstfedéni bilkovin a vakuo-
vém odpateni ethanolu lze takto ziskany extrakt rozdélit
gelovou chromatografii a jednotlivé frakce opét podrobit
senzorickému hodnoceni. Nejvyssi intenzitu hotkosti za
danych podminek vykazovala frakce odpovidajici moleku-
lové hmotnosti piiblizng 1400-2500 Da (cit.>).

V ramci jiné studie’” byla pro identifikaci hotkych
peptidd, vznikajicich v pribéhu zrani syra Niva, aplikova-
na metoda hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF. Vod-
ny extrakt, pfipraveny vySe zminénym postupem podle
Kuchrooa a Foxe a rozdéleny na 7 frakci, byl upraven
extrakci pevnou fazi (SPE). Uz z prvotniho vyhodnoceni
naméfenych hmotnostnich spekter bylo ziejmé, Ze vSech-
ny peptidy se eluovaly hned na pocéatku extrakce. Z cel-
kem 76 identifikovanych peptidd ve vodném extraktu syra
Niva bylo dle Neyova pravidla (/) vyhodnoceno
13 peptidii o 8—13 aminokyselinovych zbytcich v fetézci
jako hotkych. Z jednotlivych aminokyselin byly v hotkych
peptidech nejcasteji zastoupeny prolin (25 %) a valin
(12 %). Cast&jsi vyskyt oproti ostatnim aminokyselinam
byl déle jest¢ zaznamenan u lysinu (10 %) a také
u kyseliny glutamové (10 %). Zastoupen naopak vibec
nebyl tryptofan, prestoze vykazuje vysokou hodnotu Af;,
jeho chut je popisovana jako ofiskové nahotklad™
a v kaseinu se vyskytuje, i kdyZ v mensi mite'®. Dalsi
absentujici aminokyselinou byla kyselina asparagova, jejiz
chut’ je definovana jako syrové nasladla®®. Metoda MAL-
DI-TOF-MS je rychla a vhodna pro analyzu specifickych
peptidd v syru a mize byt efektivné vyuzita pro hodnoceni
zrani syra a screening aktivity kultur snizujicich hotkost™.

Kolektiv autord Karametsi a spol.*” pii studiu latek
odpovédnych za hotkou chut' vyzrdlého syra cedar
k frakcionaci kromé gelové permeacni chromatografie
vyuzil téz multidimenziondlni semipreparativni HPLC na
reverzni fazi. Nasledné¢ bylo tandemovou hmotnostni
spektrometrii identifikovano 5 peptidl s nejvyssi vnima-
nou intenzitou hotkosti, v§echny pochazejici z B-kaseinu.
Senzorickd analyza potvrdila, Zze hlavnim pfispévatelem
k intenzit¢ hotkosti studovaného ¢&edaru byl peptid
GPVRGPFPILV (cit.*).

Vyskyt nezadouci hotké chuti byl zkouman téz u syra
Ragusano®'. Krom& zavedenych chromatografickych me-
tod byla vyuzita i elektroforeticka technika urea-PAGE.
Primarni proteolyza byla shledana vyznamné vyssi u hot-
kych syri ve srovnani s referencnimi vzorky. Peptidy se-
parované RP-HPLC odhalily, ze velké a vyznamné rozdily
v peptidovych profilech rozpustnych frakci mezi horkymi
a referen¢nimi syry byly zpusobeny hlavné mnohem
vys$$im podilem hydrofobnich peptidd u hotkych syri.
Rozsahla degradace kaseint a primarnich peptidi aktivita-
mi proteas vedla k produkei vyznamného mnoZzstvi ma-
lych a stfedné velkych hydrofobnich peptidd, které nebyly
uspokojive rozstépeny peptidasami mikroflory, a hromadi-
ly se v syru, coz prispivalo k jeho hotké chuti. Bylo zjisté-
no, ze pritomnost téchto slouc¢enin v hotkych syrech vy-
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znamné souvisi s vysokym obsahem soli a nizkou aktivi-
tou vody, které snizuji enzymatickou aktivitu mikroflory,
dalezitou pii sekundéarni proteolyze®.

6. Moznosti regulace vyskytu hoirkych peptida
u syru

Peptidasy nékterych kment bakterii mlééného kvase-
ni jsou v ramci této skupiny pti degradaci hotkych pepti-

vvvvvv

volbé vhodnych kultur ovliviiujicich pribéh zrani.

Do plistiovych syrd byly s Gspéchem pouzity napt.
bakterie Brevibacterium linens, které vykazuji vysokou
proteolytickou aktivitu a hydrolyzuji hotké peptidy'**’.

Bakterie rodu Lactococcus se vyznacuji tim, ze pro-
dukuji enzym laktocepin, ktery ma tii frakce a ktery —
stejné jako plazmin ¢i chymozin — vykazuje hydrolytické
vlastnosti. Pravé rozdily v ptitomnosti a form¢ laktocepini
mohou ¢astecné vysvétlit, pro¢ n&které laktocepin-
pozitivni zakysové bakterie mlééného kvaseni rodu Lacto-
coccus maji vyssi tendence zpusobovat hotkost syra, a je
tedy tfeba vénovat fadnou pozornost vybéru konkrétniho
kmene®. Také ultrafiltrace mléka pied vyrobou syri
a pouziti kultur produkujicich exopolysacharidy, s dobrou
peptidolytickou aktivitou, vede k efektivnimu odstranéni
hotkosti ze syri*2.

Rovnéz akceptovatelné snizeni vyznamného podilu
soli v syru je feSeno, nebot’ toto hraje klicovou roli v roz-
voji hotké chuti béhem procesu zrani syrii. Z prace Khetra
a spol.” se predpoklada snizeni obsahu sodiku v syru ce-
dar pouzitim draselné alternativy soli v kombinaci se zvy-
raznovaci chuti a blokatory hotkosti. V ramci tohoto expe-
rimentu byl vyhodnocen syr s nizkym obsahem sodiku
(75% substituce chloridu sodného), 2 g 1I'' hydrolyzované-
ho rostlinného proteinu a 300 mg I adenosin-5"-mono-
fosfatu jako nejlepsi bez negativniho vlivu na jeho senzo-
rickou kvalitu®.

7. Zavér

Problematika hotké chuti syrd je pomérné slozita,
a hlavné komplexni zélezitost. Tato prace se zaméfila na
skupinu tzv. hoikych peptidd jako na jeden ze zasadnich
faktori v této oblasti. Hoiké peptidy se formuji béhem
proteolyzy, ktera je povazovana za nejvyznamnéj$i bio-
chemicky proces pii zrani vétSiny druht syrt. Nelze vSak
opomenout, ze hotkd chut syra miZze byt zplsobena
a ovlivilovana i fadou jinych slozek, zejména rozkladnymi
produkty lipidt. Dokonale technologicky zvladnuty proces
zrani je tedy nezbytny pro vznik jakostniho syra
s charakteristickymi a zadoucimi senzorickymi vlastnostmi.
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J. Zemanova® and K. Sustova® (“ Department of
Food Technology, Faculty of AgriSciences, Mendel Uni-
versity of Brno,; » AMBIS Prague): The Problem of Bitter
Peptides Formed in the Process of Cheese Ripening

Bitter peptides are formed by the breakdown of pro-
teins and high-molecular peptides during proteolysis.
Their formation in cheeses is related to the proteolytic
activity of rennet in balance with the peptidase activity of
microbial enzymes of lactic acid bacteria. The bitter taste
then arises when there is a disproportion between the for-
mation and degradation of bitter peptides by increasing
their concentration above the perception threshold. The
extent to which bitter peptides affect the overall taste
of cheese depends on the balance between their formation
and breakdown to non-bitter lower peptides and amino
acids. Only a perfectly balanced proteolysis process ena-
bles the creation of quality matured cheese with a charac-
teristic taste and aroma. Therefore, a complete clarifica-
tion of the mechanism is desirable, and thus also the possi-
bility of control and regulation of this process.

Keywords: bitter peptides, cheese ripening, casein proteol-
ysis, bitter taste
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Planarni chromatografie neboli tenkovrstva chromatografie (TLC) byla poprvé popsana N. A. Izmailovem
a M. S. Schreiberovou koncem 30. let minulého stoleti. Kapalnd mobilni faze se obvykle pohybuje v porech vrstvy
nanesené na pevnou podlozku umisténou vertikdlné v jednoduché nadobé, napi. kadince. Tok je pohanén pouze
kapilarnimi silami v pérech a neni potieba zadné sofistikované pfistrojové vybaveni. Jednotlivé slozky smési jsou
separovany na zaklad¢ rozdilu v jejich afinité k pevné stacionarni a kapalné mobilni fazi. Typicky format stacionarni faze
predstavuje tenkou vrstvu sorbentu nanesenou na sklenéné, hlinikové nebo plastové desce. Porézni sorbenty mohou byt
oxid kiemicity (silika), oxid hlinity (alumina) ¢i celuldza, drzené pohromadé napft. sadrou. Hlavnimi vyhodami TLC jsou
snadnost provadéni separaci, které mohou probihat i v paralelnich liniich na stejné vrstvé, jednoduché vybaveni,
stacionarni faze pro jednorazové pouziti, staticka detekce a moznost archivace vysledku separace ve vysuSené vrstve.
Typické vrstvy o tloust’ce 100-250 pm vSak nejsou pfili§ vhodné pro kombinaci TLC s hmotnostni spektrometrii (MS). To
vedlo ke komercializaci ultratenkych 10 pm silnych monolitickych vrstev oxidu kfemicitého. Jejich vyroba byla bohuzel
brzy ukoncena. Alternativni feSeni tohoto problému pochdzela z akademického prostredi. Jeden piistup zahrnoval vrstvy
vytvofené z nanovldken pfipravenych elektrostatickym zvlakiiovanim. Alternativou byly porézni monolitické polymerni
vrstvy vyrobené polymeraci in situ a byla s nimi demonstrovana fada separaci jak malych, tak i velkych molekul. Pouziti
MS detekce pak umoznilo zjisténi molekulové hmotnosti latek v separovanych skvrnach. Prestoze se priprava tenkych
monolitickych vrstev pivodné jevila jako jednoducha, bylo nutné vyftesit nékteré neo¢ekavané problémy. Tento prehled
podrobné popisuje problémy souvisejici s historii monolitické TLC a predstavuje ptistupy vedouci k vrstvam vhodnym pro
pozadované separace.

Kli¢ov4 slova: plandrni chromatografie, tenkovrstva chromatografie, monolitické vrstvy, separace, hmotnostni
spektrometrie

Obsah ganického materdlu nebo organického polymeru, nejcasté-
ji pfipravenou chemickou reakcei, jako je polykondenzace,

1. Uvod polymerizace, ¢i ,,click” reakce uvnitt vhodného kontejne-
2. Tenké vrstvy pro monolitickou planarni chromatografii ru nebo na povrchu nosice. Prehledné referaty tykajici se
2.1. Monolitické ultratenké vrstvy z oxidu kiemi¢itého poréznich polymernich monolitl nejsou v tomto ¢asopise
2.2. Polymerni vrstvy pfipravené elektrostatickym neobvyklé. Slusi se pfipomenout, Ze tento format separac-
zvlaknénim nich medii se narodil na konci osmdesatych let minulého

3. Trocha historie stoleti v Praze a jeho historie byla podrobné popsana
4. Rané doby organo-monolitické planarni chromatografie v obsahlém referatu'. P&kny prehledny referat tykajici se
5. Zvlastnosti pfipravy tenkych vrstev této problematiky byl publikovan neddvno®. Monolity
6. Zavéry byly pivodné vyvinuty jako alternativa ke kolonam plné-

nym drobnymi ¢asticemi slouzicimi jako stacionarni faze
v kapalinové chromatografii. Nicméng, v prub&hu doby se

1. Uvod zjistilo, ze monolitické struktury Ize pouzit i jinde a paleta

aplikaci se zacala rozSifovat. Byly s uspéchem aplikovany

Pro pfipomenuti: Monolity jsme jiz diive definovali v dalsich chromatografickych technikach, jako jsou tenko-

jako pevnou latku ve formé jednoho kusu porézniho anor- vrstvdi a  plynova chromatografie’, ~chromatografie
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s pouzitim tekutiny v superkritickém stavu®, elektrochro-
matografie’, v piipravé vzorki véetné extrakce pevnou
fazi® a metalo-organickymi stavebnimi prvky’, & reaktivni
filtrace®, jako nosi¢e pro kombinatorialni chemii’, jakoz
i pro pfipravu ucinnych bioreaktord a heterogennich kata-
lyzétorﬁlo, mikrofluidnich zafizeni'!, senzord, podlozek
pro povrchem zesileny Ramantiv rozptyl'> a detektort'’.
Rozsahlejsi prehled mnohych téchto méné rozsifenych
pouziti monolitickych struktur byl v Chemickych lis-
tech shrnut v dal§im piehledném referatu'!. Zatimco onen
referat popsal mnohé aplikace ve velmi zhusténé formég,
tento prispévek se soustfedi na jedinou techniku, planarni
chromatografii téz zvanou tenkovrstvou chromatografii
(thin layer chromatography, TLC) v kombinaci s hmot-
nostni spektrometrii (mass spectrometry, MS), a ptedvede,
ze tato jednoduchd, le¢ v dneS$nich dnech zanedbavana
separa¢ni metoda muize slouzit v fad¢ zajimavych aplikaci.
TLC patii mezi nejstarsi Sifeji pouzivané chromato-
grafické techniky a byla poprvé popsana Izmailovem
a Srajberovou uz vroce 1938 (cit."”). Kupodivu je tato
separaéni metoda mnohem castéji pouzivana v organické
chemii pro sledovani reakci a urovani Cistoty produktd
nez v dne$nich analytickych separacich. Kapalna mobilni
faze se vétsinou pohybuje v poérech vrstvy na desce posta-
vené vertikalné v jednoduché nadobé napt. kadince, a je
pohéanéna pouze kapilarnimi silami v pdrech. Roztok jed-
notlivych komponent délené smési je nakdpnut na spodni
Cast vrstvy a k separaci dojde na zékladé rozdila v jejich
afinité k pevné stacionarni a kapalné mobilni fazi. Typické
provedeni se d&je na sklenéné, hlinikové nebo plastové
desce potazené tenkou vrstvou stacionarni faze, jiz mize
byt oxid kiemicity (silika), oxid hlinity (alumina)
¢i celulosa, stmelené napf. sddrou. Hlavnimi vyhodami
TLC jsou snadnost provedeni separaci, které mohou probi-
hat i v paralelnich liniich na jedné desce, jednoduché vy-
baveni, stacionarni faze k jednorazovému pouziti, staticka
detekce, a moznost archivovani vysledku separace ve vy-
suSené vrstve. Detailni popis historie, metodiky a potieb-
ného vybaveni je popsan napf. v obsahlé monografii'.

2. Tenké vrstvy pro monolitickou TLC
2.1. Monolitické ultratenké vrstvy z oxidu kiemicitého

V polovin¢ 90. let minulého stoleti Gusev a spol.
poprvé demonstrovali TLC separace velkych molekul
proteint a peptidd na standardnich vrstvach oxidu kiemici-
tého s pouzitim detekce hmotnostni spektrometrii s lasero-
vou desorpci a ionizaci za Gcasti matrice (matrix-assisted
laser desorption/ionization, MALDI) a konven¢niho UV
laseru produkujiciho zafeni o vlnové délce 337 nm (cit.'”).
Krome spésné separace a detekce také zjistili, ze detekeni
limit nebyl ptilis vysoky. Pochopili, ze vétSina vzorku neni
lokalizovana na povrchu, na ktery dopada laserové zateni,
ale uvnitt ve 100-250 pm silné vrstvé. Aby tento problém
alesporni z ¢asti vyresili, pfevedli analyty na povrch vrstvy
pomoci extrakce methanolem nakapnutym na separovanou
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skvrnu a néslednym pfidanim roztoku konven¢ni MALDI
matrice. Naproti tomu pouziti MALDI s infratervenym
laserem se zafenim o vinové délce 2,54 pm, které pronika
do vétsi hloubky separacni vrstvy, zlepsilo detekéni limit
az desetkrat'®. Je pravdépodobné, Ze ke $patné separacni
ucinnosti prispélo i pouziti nevhodnych komerénich vrstev
z oxidu kiemicitého. Proto bylo zadouci vyvinout nové
typy vrstev. Jednou z odpovédi na tuto vyzvu bylo zavede-
ni komer¢nich monolitickych ultratenkych vrstev na bazi
tohoto materialu.

Tenké monolitické vrstvy na bazi oxidu kiemicit¢ho
se poprvé objevily jako komer¢ni produkt distribuovany
spole¢nosti Merck KGaA (Darmstadt, Némecko) na po-
gatku tretiho tisicileti'. Zpisob jejich vyroby pochopitel-
né nebyl firmou nikdy odhalen. Tyto relativné malé desky
(6 x 3,6 cm) nesly 10 pm silné monolitické vrstvy, které
daly nédzev této technice: ultratenkovrstvd chromatografie
neboli UTLC. Separace pomoci této techniky byly nejprve
demonstrovany s malymi molekulami 1é¢iv>. Tyto vrstvy
byly pozdéji také pouzity v kombinaci s detekci v modu
hmotnostni spektrometrie sekundarnich iontt s prtleto-
vym analyzatorem (time of flight-secondary ion mass
spectrometry, TOF-SIMS)*' a MALDI, a to jak ve vakuu,
tak i za atmosférického tlaku®?*. Obr. 1 ilustruje MALDI
spektra separovanych pikli z monolitické vrstvy oxidu
ktemicitého ziskand po aplikaci matrice o-kyano-4-
-hydroxyskoticové kyseliny (o-cyano-4-hydroxycinnamic
acid, CHCA).

Vyroba a prodej téchto monolitickych desek vSak
byly zéhy ukonceny. Divody, které by mohly stat za timto
rozhodnutim, uvadi Poole a Poole na zakladé¢ analyzy, byt
i omezeného poétu publikovanych studii**: |, Ve srovndni
se stabilizovanymi  casticovymi  vrstvami  poskytuji
(ultratenké vrstvy) rychlejsi separace, nizsi limity hmot-
nostni detekce a nizsi spotiebu rozpoustédel na vkor nizsi-
ho rozliseni a zvySené slozitosti manipulace. Aplikace
vzorkii je problematicka kvilli malym objemiim vzorkii
a malym aplikacnim zondam potiebnym pro optimdlni se-
parace, coz je primy diisledek tenké vrstvy a kratkych mi-
gracnich vzddlenosti. Znacnd propustnost svétla monoli-
tickymi vrstvami spolu s malymi rozmery zon a kratkymi
migracnimi vzddlenostmi pFispiva k problémiim kvantita-
tivnich méreni pomoci skenovaci denzitometrie. Vzorky
aplikované pomoci standardniho laboratorniho vybaveni
pro vysokoucinnou tenkovrstvou chromatografii vedou
spise k méne uspokojivym vysledkiim. Pro nizkomolekular-
ni slouceniny s hodnotami retencniho faktoru R, mezi 0,1
a 0,5 byla ziskana zonova kapacita pouze 5—6 pri tloustce
vrstvy 8—10 um. *

2.2. Polymerni vrstvy pfipravené elektrostatickym
zvlaknénim

Skupina Susan Olesikové byla prukopnikem zcela
odlisného pfistupu k ultratenkym vrstvdm s monolitickou
strukturou. Nejprve byly zkoumany vrstvy elektrostaticky
zvlaknénych poly(akrylonitrilovych) nanovlaken nanese-
nych na hlinikovou f6lii>. Pozdgji byla pfipravena i &isté
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Obr. 1. Separace surovych produkti syntézy substituovaného triazolu (m/z 175) s pouzitim mobilni faze ethylacetat-hexan (1:2 v/v)
obsahujici 2 % octové kyseliny a prezentovani jako UTLC-UV denzitogram surového vzorku po syntéze>. Identifikace piki byla
provedena pomoci spekter vedlejsiho produktu A (m/z 369, [M+H]") a produktu (m/z 198, [M+Na]" a m/z 176, [M+H]") ziskanych detekci
MALDI-MS pii atmosférickém tlaku. Hlavni matricové ionty jsou oznaceny hvézdickami

uhlikovéa vlédkna cestou in situ pyrolyzy vyse uvedenych
poly(akrylonitrilovych) prekurzort 2. Struktura prvni
z téchto vrstev je zndzornéna na obr. 2a. Poole a Poole se
k tomuto pfistupu opét vyjadiili**: ,, Vistvy jsou dostatecné
stabilni pro obecné pouZiti v separacich bez nutnosti pou-
ziti pojiva a byly pripraveny o rozmérech 2 az 3 cm Siro-
kych a 6 cm dlouhych. Vrstvy z poly(akrylonitrilu) byly
vyrobeny z vidken o priumeru 400 nm a byly 25 um silné.
Vrstvy z uhliku se skladaly z vidken o priméru 200-350
nm a tloustce 13—16 um. Roztoky vzorkii o objemu 50 nl
byly kapany injekcni stiikackou tak, aby vznikly pocatecni
zony o priumeéru priblizne 0,25—0,50 mm, a po vyvolani
kapildrnim tokem byly oddéleny zény o priméru mensim
nez 2,5 mm. Rychlosti pohybu mobilni fdaze byly obecné
vy$$i, nez se pozorovalo u vysoce ucinnych tenkovrstvych
desticek. Pozoruhodnou vlastnosti téchto vrstev je, zZe pro
mnoho sloucenin je rozsSireni pdsii minimdlni a byly pozo-
rovany hodnoty vysky patra trvale pod 10 um pri vzdale-
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nosti vyvolavani 1-6 cm. Tato separace je mnohem lepsi
nez v pripade stabilizovanych vrstev cdastic rovnéz vyuzi-
vajicich kapilarni tok.

Tato skupina posléze rozsifila svou technologii
apfipravila vlaknité vrstvy se srovnanymi poly
(akrylonitrilovymi) nanovlakny znazornénymi na obr. 2b,
jejichz uginnost byla prokazana pii separacich lé&iv?.
Tyto vrstvy poskytovaly separace v kratSim Case a s lepsi
reprodukovatelnosti. Kromé toho pfipravili také nanovla-
kenné vrstvy z roztoku poly(akrylonitrilu), ve kterych byly
rozptyleny mnohovrstvé uhlikové nanotrubicky (multi-
walled carbon nanotubes, MWCNT) nebo uhlikové nano-
ty¢inky (edge-plane carbon nanorods, EPCN)*. Uhlikové
nanocastice ve vlaknech pfispivaly k selektivité separace
udajné diky silnym n-m interakcim. ZvySena selektivita
aucinnost byla prokdzana pii separaci polycyklickych
aromatickych uhlovodikd, kterd je zndzornéna na obr. 2c.
Otazkou zustava, jak mize tak malé mnozstvi nanouhliku
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Obr. 2. Skenovaci elektronové mikrofotografie zobrazujici
poly(akrylonitrilovou) vrstvu pfipravenou ,konvenénim*
elektrostatickym zvlaknénim a zarovnana polyakrylonitrilo-
va nanovlakna vytvorena na rotujicim kolektoru p¥i rychlosti
otaeni 1250 ot/min (cit.”>?") (a,b). Porovnani chromatogramii
znazornujicich separaci (1) benzo[a|pyrenu, (2) chrysenu, (3)
pyrenu, (4) fluoranthenu a (5) fenantrenu pri pouZiti vrstvy
ze samotnych poly(akrylonitrilovych) vlaken (PAN) za pouZiti
mobilni faze acetonitril-voda, 70:30, jakoZ i s pouzitim vlaken
obsahujicich 0,5 % uhlikovych nanotycinek (PAN-EPCN)
a vlaken obsahujicich 0,5 % vicevrstvych uhlikovych na-
notrubi¢ek (PAN-MWCNT), oboji s mobilni fazi acetonitril-
voda, 60:40 (cit.”®) (c)

a jesté k tomu podle skenovaci elektronové mikrofotogra-
fie schované uvnitf vldken mit tak znacny vliv na TLC
separace.
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Arzenal polymert pro ptipravu elektrostaticky zv1ak-
nénych vrstev byl posléze rozsifen pouZzitim poly
(vinylalkoholu)® a acetatu celulosy. V prvnim ptipadé
jimi byly separovany aminokyseliny véetné jejich flu-
orescencné znacenych derivati v mobilni fazi methanol-
butanol-voda. Pozdgji byly pouzity pro screening steroidii
za ucelem dikazu falSovani tradi¢nich 1é¢ivych piipravki.

Nanovlaknové vrstvy z polyakrylonitrilu a poly
(vinylalkoholu) se rovnéz ukazaly jako vynikajici substra-
ty pro hmotnostni spektrometrii malych i velkych molekul
pomoci povrchem zesilené laserové desorpce/ionizace
(surface-assisted laser desorption ionozation, SALDI) bez
nebo s asistenci nizkomolekularni matrice®. Napiiklad
poly(oxyethyleny) s molekulovou hmotnosti az 900 000
bylo mozné detegovat v hmotnostnich spektrech s dosta-
teCnym pomérem signalu k Sumu. Ionizace polystyrenu
s molekulovou hmotnosti 4000 bylo dosazeno v rezimu
SALDI bez pridavku jakékoliv matrice. Pro peptid angio-
tensin 1 vSak nebyl v tomto rezimu pozorovan zadny sig-
nal. Naopak pfi pouziti substratu z nanovlaken poly
(vinylalkoholu) byl po aplikaci smésného roztoku peptidu
a CHCA jako matrice zjistén dobry signal s malym poza-
dim. Sila tohoto signalu pievySovala silu signalu ziskanou
po aplikaci smésného vzorku pfimo na MALDI desku
z nerezové oceli.

3. Trocha historie

Jakkoliv se muze zdat, ze tenké monolitické vrstvy
z organickych polymeri byly zavedeny relativné nedavno,
tedy az kolem roku 2007, jak bude uvedeno pozd¢ji, opak
je pravdou. Neni asi pfekvapenim, Ze prvni zminka tykaji-
ci se pouziti monolitu podobné hydrogelové vrstvy opét
pochazi z Prahy’? stejné jako prvni monolitu podobna
kolona®. Miroslav Kubin z Ustavu makromolekulérni
chemie CSAV piipravil jiz v roce 1972 poly(2-hydroxy-
ethyl-methakrylatovy) hydrogel ve formé 1,5 mm silné
a 1 x 2 cm velké vrstvy a pouzil ji pro separace mysich,
lidskych a kufecich erythrocittl. Tyto ¢astice maji velikost
5,5, 7,2 a 11 pm a k jejich rozdéleni doslo pravé podle
velikosti. I kdyz vysledky této prvotni zpravy maji daleko
do dne$ni monolitické TLC, prvky této metody jsou v ni
jiZ obsazeny.

Ve skute¢nosti praptedkem soudobych monolitickych
kolon zavedeném jiz na konci osmdesatych let minulého
stoleti, byly polymerni monolitické disky, které vlastné
prestavovaly tenké vrstvy®®. Jejich piiprava spocivala
v polymerizaci smési glycidyl-methakrylatu, ethylendime-
thakrylatu, cyklohexanolu, dodekanolu a volnoradikalové-
ho inicidtoru ve formé¢ sestdvajici ze dvou vyhiivanych
hlinikovych desek oddélenych od sebe polypropylenovym
tésnénim a seSroubovanych dohromady. Z takto pfiprave-
nych 10 x 10 cm velkych a 2 mm silnych monolitickych
vrstev porézniho polymeru se pak manualné vykrajovaly
pozadované disky.

Nova reinkarnace tohoto postupu se objevila po vice
nez deseti letech, kdyz Dominic Peterson v roce 2004



Obr. 3. Pohled na tenké valcovité monolitické struktury na
povrchu MALDI podlozKy (a) a pohled v optickém mikrosko-
pu shora na monolitické valecky (b)

pfipravil ze stejné smési fotoiniciovanou polymerizacni
reakei 10 pm vysoké disky o priméru 3 mm ve forme
sestavajici ze standartni nerezové MALDI podlozky oddé-
lené polyethylenovymi paskami od stejné velké sklenéné
destitky. Na kryci sklenéné destiéce byla nalepena mas-
ka z cerné potisténé folie, na niz bylo ponechano
100 prtihlednych kruhovych ploch o pozadovaném primeé-
ru 3 mm. Obsah formy byl pak ozafovan UV svétlem
a jeho polymerizace vedla k valcovym strukturam prezen-
tovanym na obr. 3. Ty byly pak pouzity pro povrchem
zesilenou detekci latek v MALDI mddu a fungovaly i bez
piitomnosti jinak potfebné nizkomolekuldrni matrice.

4. Rané doby organo-monolitické TLC

Zadna z ,historickych® aplikaci polymernich monoli-
ti uvedenych v prechozi Casti vSak neslouzila skutecné
TLC. Prvni vlastovkou v oblasti monolitické planarni
chromatografie kombinované s hmotnostni spektrome-
trii byla v roce 2007 prace Ranii Bakry®®. Ta piipravila
poly(butyl-methakrylat-co-ethylendimethakrylatovou)
vrstvu na povrchu sklenéné desti¢ky s pouzitim jednodu-
ché formy. Jak ukazuje obr. 4, tato forma drzend pohroma-
dé kancelafskymi sponkami se skladala ze dvou sklené-
nych desti¢ek, mezi nimiz byla na podélnych okrajich
vlozena teflonova paska, jejiz sila definovala tloustku
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monolitické vrstvy. Polymerizacni smés se do ni plnila
pusobenim kapilarni sily a polymerizace se iniciovala
UV zafenim nebo zahtivanim na vyssi teplotu. Po skonce-
ni polymerizace se uvniti formy vytvoftila bila monoliticka
vrstva rovnéz ukazana na obr. 4. Forma se rozebrala tak,
ze se ob¢ sklenéné desticky mechanicky oddé€lily napf.
vsunutym nozem. Monolit na sklenéné podlozce byl pak
pouzit k TLC separacim smési obsahujicich malé moleku-
ly barviv, peptidy, ¢i velké molekuly bilkovin, které byly
detegovany hmotnostni spektrometrii v médu MALDI

Obr. 4. Sklenéna forma pouZita k piipravé monolitické tenké
vrstvy naplnéna polymeriza¢ni smési (a) a vzhled po skonéeni
polymerizace (b). ZakrouZzkovana ¢ast ukazuje teflonovy
pasek urcujici tloust’ku vrstvy. Skenovaci elektronova mikro-
fotografie vrstev po rozebrani sklenéné formy potvrzuje po-
rézni strukturu (c)
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s pouzitim CHCA matrice. Obr. 5 ukazuje separaci pepti-
di opatfenych kviili viditelnosti ve vrstvé a presnému
cileni MALDI laseru fluorescaminovou fluorescen¢ni
znaCkou. Vzhledem k pfitomnosti znacenych inezna-
¢enych molekul peptidd, spektra obsahuji dvé maxima
liSici se v molarni hmotnosti pravé o ptispévek znacky.
Pro aplikaci matrice byly testovany jak protokoly rozpra-
Seni, tak 1 bodové analyzy, tzv. spottingu. Pfi tomto proce-
su byla po aplikaci kapky matricového roztoku pozorova-
na nezadouci radialni migrace sloucenin v tenké vrstvé.

=104
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Tato migrace pak rozsifila skvrnu a vedla ke sniZeni rozli-
Seni. Proto bylo v této studii pouzivdno rozpraSovani roz-
toku matrice na povrch vrstvy a zvySeni u¢innosti ionizace
bylo pravdépodobné disledkem extrakéni funkce matrico-
vého roztoku, ktery zvysil koncentraci peptidu na povrchu
monolitické vrstvy, jak pedpokladal jiz Gusev a spol."”.
Podobné byly separovany i bilkoviny. Kratka optimali-
zace ukdzala, ze nejucinngjsi mobilni fazi pro tuto separaci
byla smés 0,1% trifluoroctové kyseliny (TFA) v 55-60%
vodném acetonitrilu. Fluorescen¢ni znaceni proteini
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Obr. 5. TLC separace smési peptidi oznaéenych fluorescaminem na 50 pm tenké monolitické vrstvé s pouZzitim mobilni faze obsa-
hujici 0,1 % trifluoroctové kyseliny ve 40% vodném roztoku acetonitrilu a MALDI TOF spektra [Sarl,lle8]-angiotensinu II, an-
giotensinu II a neurotensinu ziskana ze skvrn ve vrstvé s pouzitim a-kyano-4-hydroxyskoficové kyseliny jako matrice
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umoznilo jejich vizualizaci a skenovani desticky pomoci
fluorodenzitometru. Pfi znaCeni vsSak vznikla celda fada
molekul lisicich se poétem navazanych znacek, coz
komplikovalo kvantifikaci. Aby se piedeslo tomuto
problému, byly separovany a detegovany neznacené
bilkoviny. Bod aplikace vzorku byl oznacen tuzkou na
vrstvé a hmotnostni skenovani probihalo podél linie
vyvolani.

Predchozi studie zahrnovala také piipravu monolitic-
ké vrstvy ze smési sestavajici ze styrenu, divinylbenzenu,
dekan-1-olu a tetrahydrofuranu, pfi¢emz inicidtorem byl

100 pm

Obr. 6.
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azobisisobutyronitril. Motivaci pro pouZiti tohoto polyme-
ru byl predpoklad, Ze aromaticky charakter vrstvy muze
ovlivnit jeji hydrofobicitu, a také prispét k selektivité pro-
stiednictvim 7-7t interakci. Tyto monomery ovSem absor-
buji UV zafeni, které se proto nedostane k molekulam
iniciatoru tak, aby doslo k jeho rozpadu na volné radikaly.
Proto polymerace vyzadovala tepelnou iniciaci. Takto
pfipravené vrstvy poly(styren-co-divinylbenzenu) byly
nekvalitni a bylo mozné pozorovat fadu defektt, jako jsou
trhliny a nestejnomérna tloustka. Proto tato polymerni
vrstva nebyla ve vySe uvedeném projektu pouzita a bylo

Skenovaci elektronové mikrofotografie monolitickych tenkych vrstev. Poly(butyl-metakrylit-co-ethyléndi-

methakrylatova) vrstva ziskana pomoci fotoiniciované polymerizace piipravena mezi dvéma nemodifikovanymi skli¢ky®’ (a),
a poly(4-methylstyren-co-chlormethylstyren-co-divinylbenzenové) vrstvy piipravené pomoci tepelné iniciované polymerizace.
P#i¢ny Fez vrstvou o tloust’ce 50 pm piipravené mezi dvéma skli¢ky, z nichZ jedno bylo modifikovano 3-(trimethoxysilyl)propyl-
methakrylatem (b) a jeji hladky povrch (d). Vrstva pripravena ve formé sestavajici ze dvou vinylizovanych sklenénych desek
Inouci k obéma sklim (c), jeji drsny povrch (e) a vrstva s povrchem otevienym pomoci lepici pasky Scotch® (f)
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tieba provést dalsi experimenty k ziskani pouzitelné tenké
vrstvy (vide infra).

5. Zvlastnosti pripravy tenkych vrstev

Jak bylo uvedeno vyse, monolitickd vrstva se tvofi
vétsinou mezi dvéma sklenénymi destickami, vétSinou
mikroskopickymi sklicky. Alternativng, le¢ méné casto,
pak mezi sklenénou destickou a nerezovou MALDI pod-
lozkou. Nejjednodussi pristup spociva v prostém pouZiti
nativniho skla pro montaz formy. Napiiklad Wouters
a spol. ptipravili 100 um silnou porézni monolitickou vrst-
vu z poly(butyl-metakrylat-co-ethylendimethakrylatu)
pomoci fotoiniciované polymerizace smési monomert
umisténé mezi dvéma neupravenymi komerénimi mikro-
skopickymi skli¢ky®’. Jejich problém spogival v tom, Ze
vznikld vrstva méla hladkou povrchovou ,.slupku® s ob-
Casnymi trhlinami. Vlastnosti slupky se tedy lisily od
vlastnosti vnitiniho objemu vrstvy. To je dobfe vidét na
SEM snimku na obr. 6a. Vysvétleni tohoto jevu je tieba
hledat v zakladech polymeriza¢nich reakci. B€hem reakce
se monomerni jednotky spojuji do fetézce, ve kterém jsou
k sobé& blize ve srovnani se vzdalenosti mezi nimi v rozto-
ku monomert. V diisledku toho dochézi béhem polymera-
ce ke smrStovani objemu. UV zafeni, které pronikd horni
deskou, ma nejveétsi intenzitu nejblize u horni desky. In-
tenzita UV svétla pak postupné slabne v disledku samosti-
nicitho pusobeni polymeriza¢ni smési. Rychlost iniciace
v blizkosti spodni desky je tedy o néco nizsi. V dusledku
toho monolit pfilne k hornimu sklicku, zatimco ze spodni-
ho sklicka se uvoliuje jiz béhem procesu piipravy. Prostor
mezi uvolnénym monolitem a spodni sklenénou destickou
je pak vyplnén vzduchem obsahujicim kyslik, polymeri-
zaéni podminky jsou odlisné od podminek v pievazné
Casti vrstvy a vznika nepropustna tenkd ,,slupka® obcas
prerusena trhlinami z¢asti otevirajicimi piistup do vnitini
makroporézni struktury. To vysvétluje i nékteré anomalie,
které tito autofi pozorovali.

Ackoli to Wouters vyslovné neuvadi, je pravdépo-
dobné, Ze prilnavost monolitu k nativnimu povrchu skla
nemusela byt pfilis silnd a monolit se mohl rovnéz odlupo-
vat. Aby monolitickd vrstva zistala chemicky navdzana
k povrchu skla, byl povrch jedné sklenéné desticky ve
form¢ modifikovan 3-(trimethoxysilyl)propyl-methakry-
latem, jehoz dvojné vazby umoznily vznik kovalentni
vazby mezi polymerem a povrchem skla. Naproti tomu,
druha sklenéna desticka funkcionalizovana nebyla. Divo-
dem, pro¢ by spodni sklenénd deska neméla byt funkcio-
nalizovana, bylo zabranéni pfilnuti vrstvy k této desce
a usnadnéni demontaze formy. Polymerni vrstva pfiprave-
na za téchto podminek je znazornéna na obr. 6b a 6d. Neni
piekvapenim, Ze opét vykazovala hladky povrch ,,slupky*
vzniklé na rozhrani polymeru a skla’®.

Situace se zménila, kdyz bylo spodni sklo rovnéz
silylovano. Monolit pii oddélovani desticek, které bylo
obtizné, Inul k obéma z nich, i kdyz s rliznou pevnosti.
Vrstva na skle, které bylo béhem ozafovani UV svétlem
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vespod, byla tenci, coz lze pfiCist utlumeni intenzity
UV zafeni priichodem polymerizacni smési. Vznikal totiz
gradient pevnosti vrstvy, nebot’ polymerizace ve spodni
Casti formy probihala o néco pomaleji. Na morfologii mo-
nolitu se viak tento ukaz viditeln& neprojevil (obr. 6¢)*®
a zadna z vrstev neméla hladky povrch.

Piistup s obéma vinylizovanymi skly, diky $patné
definované tloust’ce a drsnému povrchu, ktery ukazuje
obr. 6e, oCividné rovnéz zcela nefungoval. Bylo proto
vhodné se vratit zpét k pouziti jedné nemodifikované des-
ticky, na niz se monolitickd polymerni vrstva nepfichytila
a forma se dala snadno rozlozit. Vime ale, ze hladka povr-
chova ,,slupka“ na monolitu omezovala jeho pouzitelnost.
Tento problém byl vtipné vyfesSen pomoci jednoduchého
triku. Pavel Levkin na hladky povrch ptipevnil prouzky
komeréni lepici pasky Scotch® a po jejich odtrzeni se
vrchni polymerni ,,slupka“ prichycena k pasce homogenné
odstranila z celé vrstvy. Tim se odhalila pozadovana rela-
tivné hladkd a dobfe vyvinuta globularni struktura, kterou
ukazuje obr. 6f, jejiz aplikace jiz neméla zadna omezeni.
Je ztejmé, ze podobného ucinku by bylo mozné dosahnout
s jakoukoliv adhezivni paskou.

Zajimavosti je, ze morfologie povrchu se projevila
ivjeho zjevné hydrofobnosti. Zatimco u hladkého po-
vrchu byl kontaktni thel pro vodu pouze 77°, protoze
postradal potfebné topografické prvky, ,,otevieny* porézni
povrch se pak vyznacoval zvysenou ,,hrubosti“ a kontaktni
thel se zvysil na superhydrofobni hodnotu 154°. Tato
skute¢nost mohla pak byt vyuzita pro vyvoj vrstev pro
dvoudimenzionalni TLC.

Pivodni experimenty s polystyrenovymi vrstvami
ukazaly, ze hlavnim problémem byla Spatné¢ prody$na
,.slupka“*®. Odstran&ni této ,,slupky*, jak je popsano vyse,
problém vyfesilo, a bylo mozné se vénovat optimalizaci
slozeni polymeriza¢ni smési. Yongqin Lv pouzila polymeri-
zacni smé&s skladajici se z 4-methylstyrenu, chlormethylsty-
renu a divinylbenzenu, porogeni toluenu a dodekan-1-olu
ainicidtoru  azobisisobutyronitrilu®™.  V  porovnani
s pfedchozimi methakrylatovymi vrstvami vykazovaly
tyto monolitické vrstvy vyssi hydrofobicitu, coz bylo po-
tvrzeno lep$i separaci a pomalej$i migraci peptidd, a to
i v mobilni fazi obsahujici vyssi procento acetonitrilu. Za
zminku stoji, Zze pfiprava byla vysoce reprodukovatelna.
Experimenty s osmi riznymi desti¢kami a dvojim vzorko-
vanim smési peptidd prokazaly vynikajici opakovatelnost
s RSD pro Ry mensi nez 2,5 %.

Tato vrstva byla také pouzita pro separaci tii fluo-
rescenéné znafenych proteind. Ribonukleasa A, lysozym
amyoglobin byly separovany za 15 min do zfetelnych
skvrn zndzornénych na obr. 7. Vzdalenost skvrn od startu
se fidila hydrofobicitou jednotlivych bilkovin a MALDI
hmotnostni spektra potvrdila identitu znac¢enych proteint.
Neocéekavana ¢tvrta skvrna s m/z 34841,579, ktera méla
nejmensi Ry, byla pfifazena dimeru myoglobinu, cozZ je
méné zndma necistota v komeréni bilkoving. Ackoli MS
signal této skvrny byl slaby kviili nizké koncentraci dime-
ru ve vzorku, obsahoval dvé fluorescen¢ni znacky, které
zvysily fluorescenci a umoznily jeho vizualizaci. Opako-
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Obr. 7. TLC separace smési proteini ribonukleasy A, lysozymu, myoglobinu a dimeru myoglobinu ozna¢enych fluorescaminem
s pouzitim 50 pm silné poly(4-methylstyren-co-chlormethylstyren-co-divinylbenzenové) monolitické vrstvy. Separace byla uskutec-
néna v mobilni fazi obsahujici 1% roztok trifluoroctové kyseliny v 65% vodném acetonitrilu a MALDI-TOF-MS spektra ziskana za pou-

ziti sinapové kyseliny jako matrice

vatelnost Ry byla opét vynikajici s RSD mensi nez 2,4 %.
Dalsi vyhoda chemie téchto tenkych vrstev spocivala
v jejich schopnosti hypersitovani. Je znamo, ze Friedelova-
Craftsova alkyla¢ni reakce katalyzovana chloridem Zelezi-
tym vytvari velké mnozstvi mezoport a vede k vyraznému

zvyseni mérného povrchu. Hypersitovani monolitti obsa-

316

hujicich chlormethylstyrenové jednotky bylo zavedeno
pozdgji*’, a proto se pro rané monolitické tenké vrstvy
nepouzivalo. Nicmén¢, na rozdil od pvodni vrstvy, byla
jeji hyperzesiténa obdoba schopna rozdélit i malé moleku-
ly, napf. barviva®.
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6. Zavéry

Predeslé radky prokdzaly, ze monolitické vrstvy mo-
hou skytat zna¢ny potencidl iv separaCnich metoddch
odlisSnych od kapalinové ¢i plynové chromatografie.
Planarni monolity od svych skromnych zacatkt pred dva-
ceti lety popsanych v tomto referatu dosahly vyznamného
kvalitativniho posunu a jejich vyvojem se zabyvalo néko-
lik akademickych instituci i primyslovych producentt.
Monoliticka TLC byla pouzita pro rychlé a u¢inné separa-
ce jak malych molekul, tak i jejich velkych proté&jsku, jako
jsou napft. peptidy a bilkoviny. Vyznamnou vyhodou TLC
je separace s pouzitim velice jednoduchych a snadno do-
stupnych prostiedkti, kterda nevyzaduje zadné nakladné
sofistikované pfistroje. Zatimco tento piehled shrnuje rané
prace v monolitické TLC oblasti, v jejim pfistim pokraco-
vani budou popsany vyzkumy tykajici se pokroc¢ilych mo-
nolitickych tenkych vrstev opét ve spojitosti s MS detekei.
Bude se jednat o vrstvy se zabudovanou MALDI matrici,
vrstvy nesouci na povrchu pdrd nanocastice, ¢i o pristupy
umoziyjici snadnou TLC ve dvou dimenzich. Misto bude
vénovano i nejnoveéjsim trendim, které zahrnuji 3D mi-
krotisk vrstev a monolitické tenké pasy v mikrofluidnich
Cipech.

Tento referat vzmnikl za podpory projektu STARSS
(Reg. No. CZ.02.1.01/0.0/0.0/15_003/ 0000465) co-
financovaného ERDF.
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F. Svec (Department of Analytical Chemistry, Faculty
of Pharmacy, Charles University, Hradec Kralové, Czech
Republic): Neglected Applications of Monolithic Struc-
tures: The Beginnings of Planar Chromatography with
Mass Spectrometric Detection

Thin layer chromatography (TLC) has been first re-
ported by N. A. Izmailov and M. S. Schreiber in the late
1930s. The liquid mobile phase usually moves in pores of
a layer supported by a rigid plate placed vertically in
a simple container, e.g., a beaker. The flow is driven by
capillary forces in the pores only and no sophisticated
instrumentation is required. The individual components of
the mixture are separated based on differences in their
affinity for the solid stationary and the liquid mobile phas-
es. The typical format of the stationary phase represents
a thin layer coated on a glass, aluminium, or plastic plate.
The porous sorbents can be silicon dioxide (silica), alu-
minium oxide (alumina), and cellulose, held together, e.g.,
with gypsum. The main advantages of TLC are the ease of
carrying out the separations, which can also take place in
parallel lines on the same plate, simple equipment, station-
ary phase for single use, static detection, and the possibil-
ity of archiving the separation result in a dried layer. How-
ever, the typical 100250 um thick layers are not well
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suited for combination of TLC with mass spectrometry
(MS). This has led to the commercialization of ultrathin
10 um thick monolithic silica layers. Unfortunately, their
production was soon discontinued. Alternative solutions to
that problem originated from the academic environment.
In one approach, the layers were formed from nanofibers
prepared by electrospinning. Alternatively, the layers were
porous monolithic polymers produced by polymerization
in situ and a variety of separations of both small and large
molecules was demonstrated. The use of MS detection
then enabled determination of molecular mass of the com-
pounds in the separated spots. Although preparation of the
thin monolithic layers originally appeared straightforward,
some unexpected problems had to be solved. This review
details issues related to the history of the monolithic TLC
and presents approaches leading to well behaving layers
suitable for the desired separations.

Keywords: planar chromatography, thin layer chromatog-
raphy, monolithic layers, separation, mass spectrometry

Acknowledgement

The author gratefully acknowledges the financial support
of the STARSS project (Reg. No.
CZ.02.1.01/0.0/0.0/15_003/0000465) co-funded by ERDF.



cremF
Listy www.chemicke-listy.cz
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Konjugaty protilatka-lé¢ivo (ADC) jsou velmi aktudlni terapeutickou skupinou kancerostatik. Tvoii je monoklonalni
protilatka, nejcastéji typu IgG, na kterou je ptes vhodny linker (kovalentni fetézec) konjugovana jedna nebo vice molekul
cytotoxického 1é¢iva. Konjugovana forma lé¢iva ma vyrazné niz$i toxicitu nez forma volna, kterou v terapii nelze uzivat
samostatng. Databaze SUKL registruje zatim 9 ADC pfipravki pro pouZiti v onkologii. Vzhledem k tomu, Ze moznych
kombinaci pard protilatka-1écivo je obrovské mnozstvi, do roku 2025 se ocekava ,,boom™ této oblasti a az Ctyinasobny
nartst prodejii. V krevni cirkulaci sméfuje ADC ptipravek specificky k antigenu pfitomnému na povrchu nadorové bunky.
Linker mezi protilatkou a Iécivem musi byt stabilni v prostfedi krevni cirkulace a teprve az po internalizaci konjugatu byt
v cilové nadorové bunce zcela degradovan nebo ziistat vazany na lé¢ivo po degradaci proteinové ¢asti konjugatu (tzv. Sté-
pitelné nebo nestépitelné linkery). Nasledné 1é¢ivo zptisobi riznymi mechanismy apoptdzu nadorové buriky. Léciva pouzi-
o derivaty auristatinli a maytansinti. V soucasné 3. generaci vyvijenych konjugatt se zkousi i méné toxicka I1é¢iva na bazi
kamptothecint, amanitinG aj. LéCivo s linkerem je k mAb pfipojeno pomoci riznych biokonjugacnich metod. Zde se uplat-
nuje celd Skala technik syntetické chemie, pfi¢emz biokonjugace mize byt bud’ nespecificka nebo specifickd. Konjugova-
telné jsou predevsim periferni aminokyseliny protilatky — cystein, lysin, histidin, tyrosin, glutamin a redukované disulfido-
vé mistky mezi dvéma tézkymi nebo mezi tézkym a lehkym fetézcem. Pro specifickou konjugaci byly vyvinuty napft. tech-
niky glykoinzenyrstvi, zalozené na N-glykosylaci protilatky na asparaginu (N297). Konjugacni techniky, ale i syntéza
,,nahé*“ humanni mAb jsou pfedmétem utajovaného ,.know-how* fady progresivnich firem a laboratofi, které v oblasti
ADC ptipravki ptsobi.

Kli¢ov4 slova: konjugaty protilatka-lé¢ivo, kancerostatika, linker, biokonjugace

Obsah ale vySe uvedeny referat nezahrnuje velmi aktudlni terape-

utickou skupinu kancerostatik, v nichz se pravé synergicky

1. Uvod kombinuji velké a malé molekuly: konjugaty protilatka-

2. Molekularni struktura konjugatti protilatka-1é¢ivo lé¢ivo, angl. Antibody-Drug Conjugates (ADC ptipravky).

2.1. Linker Tento piedlozeny referat lze chapat jako volné pokracova-
2.2. Lé&ivo ni tématu o sméfovani vyvoje 1é¢iv do budoucna.

3. Mechanismus terapeutického u¢inku Proporce mezi kazdoroéné nové schvalovanymi 1€¢i-

4. Piiprava konjugatt protilatka-lé¢ivo vy obsahujicimi bud’ pouze malé nebo pouze velké mole-

4.1. Biosyntéza proteinové &asti pfipravku kuly (bioléciva) je v posledni dekad¢ ustalena. Podle sta-

4.2. Biokonjugace tistik FDA (cit.?) piipadaji zhruba dvé& tfetiny na malé

5. Zavér molekuly a jedna tfetina na bioléCiva (obr. 1). Dnes se

vSak na trhu velmi dynamicky prosazuji kancerostatické
ADC pripravky, ve kterych se spojuje jedna velka mole-

1. Uvod kula s malymi molekulami do jedné entity. Pokud pomine-
me teoretické koncepty a uvahy P. Ehrlicha, G. Mathého

V roce 2022 publikoval Radl a spol.' referat na téma: a dalSich o budoucim sméfovani v 1é€bé rakoviny pied

: N r . 3 . . s o “ror

Budou 1é¢ivy budoucnosti malé molekuly nebo biologicka mnoha desitkami let’, tak historie ADC pfipravki zacina
16¢iva? Odpovédi na tuto otazku je piesvédCeni autoril v roce 2000, kdy byl Vﬁrmou Wﬁth na trh uvedven pfipra-
tohoto ¢lanku, Ze do budoucna trh s 1é¢ivy opanuje rozum- vek Mylotarg pro 1écbu leuvkem1e. Ten byl vsak v roce
na rovnovéha mezi ob&ma typy. S tim lze urcité souhlasit, 2010 dobrovolné v USA stazen firmou Pfizer (ta koupila
Chem. Listy /717, 319-329 (2023) https://doi.org/10.54779/ch120230319
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Pocty schvalenych |éCiv FDA v letech 2013-2022
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Obr. 1. Pomér mezi terapeutickymi malymi a velkymi molekulami (biolé¢ivy, biologiky) schvalenymi FDA za posledni dekadu

firmu Wyeth vroce 2009), protoze se neprokazal jeho
terapeuticky benefit ve srovnani s chemoterapii (Ié¢ba
malymi molekulami). Nicméné po prezkoumani, pfi zmeé-
né davkovaciho rezimu, v roce 2017 FDA a v roce 2018
EMA Mylotarg opét registrovaly”.

O tom, Ze problematika je vysoce atraktivni, svéd¢i
i ptipravované specialni &islo Gasopisu Molecules® véno-
vané pouze ADC piipravkim a planované k vydani v roce
2023.

Statni ustav pro kontrolu lé¢iv (SUKL)® uvadi ve své
databazi registrovanych 1€kt v ATC skupiné L: cytostatika
a imunomodulacni 1é¢iva, a podskupiné¢ LO1F: monoklo-
nalni protiladtky a konjugaty protilatka-1écivo, celkem
55 registrovanych pfipravkl, z ¢ehoz 9 ptripada na ADC
pripravky (tab. I).

Tabulka I

ADC pftipravky se historicky déli do tii generaci,
pri¢emz jednotlivé generace se od sebe 1isi jak typy pouzi-
tych protilatek (viz dale), tak typy pouzitych malych mo-
lekul a specifitou a zpisobem jejich umisténi na molekule
protilatky’.

Formulace téchto pifipravk jsou vesmés kapalné
lékové formy pro injekéni nebo infuzni aplikaci. Je evi-
dentni, ze moznych kombinaci pari protilatka-1écivo je
obrovské mnozstvi a zdaleka ne vechny byly syntetizova-
ny a terapeuticky testovany vzhledem k moznym cilim.
A'to je bezesporu vyzva a piilezitost pro farmaceuticky
a biotechnologicky vyzkum. Vyvoj dalsich generaci sméiuje
k vys3i homogenité, stabilité a u¢inku ADC piipravka®.

Piipravky typu konjugét protilatka-lé&ivo registrované v databazi SUKL® *

Piipravek Konjugat protilatka-lécivo Lécba

Adcetris brentuximab-vedotin nadorové onemocnéni lymfocytil
Besponsa inotuzumab-ozogamicin lymfoblasticka leukémie

Blenrep belantamab-mafodotin sarkomy kostni diené

Enhertu trastuzumab-deruxtekan karcinom prsu

Kadcyla trastuzumab-emtansin karcinom prsu

Mylotarg gemtuzumab-ozogamicin myeloidni leukémie

Padcev enfortumab-vedotin karcinom mocového méchyie

Polivy polatuzumab-vedotin difuzni velkobunéény nador B-lymfocytil
Trodelvy sacituzumab-govitekan karcinom prsu

*Ne vSechny pripravky registrované FDA (ta jich schvalila zatim 11) jsou registrované i v Evropé (EMA)
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2. Molekularni struktura konjugatu
protilatka-lécivo

Jak vyplyva z ndzvu, ADC piipravek obsahuje velkou
molekulu rekombinantni monoklondlni protilatky (mAb).
V soucasné dob¢ obecné ustupuji do pozadi chimérni pro-
tilatky, obsahujici variabilni oblasti ptivodem z jiného
organismu nez lidského a konstantni oblasti lidského pt-
vodu. Tento typ protilatky je vyuzit naptiklad v piipravku
Adcetris’. U vétsiny soudasnych konjugatl se setkavame
s protilatkami humanizovanymi (obsahujicimi pouze hy-
pervariabilni oblasti ze zvifete), pficemZ vyvoj sméfuje
k plné¢ humannim protilatkdm. Vysledkem téchto uprav je
vyrazn€ niz§i imunogenita pouzitych protilatek, delsi bio-
logicky polocas a zlepseni efektorovych funkei'™''. Tyto
protilatky, predevsim isotypy IgG, jsou konjugované
vruznych mistech na lehkém nebo tézkém fetézci
s jednou nebo vice malymi molekulami cytotoxického
1é¢iva (M, = 300-1000), obr.2. Realné¢ se vzdy jedna
o statisticky rozptyl, tzn., ze na jednu molekulu mAb
v 1é¢ivém pripravku primérné piipada 1-8 molekul 1é¢iva
(hodnota DAR, Drug Antibody Ratio). Toto IéCivo je
v terapii nékdy oznacovéano jako bojova hlavice nebo uzi-
teCny naklad (war head, payload). Konjugovana forma
Ié¢iva ma vyrazné nizsi toxicitu nez forma volna, kterou
v terapii nelze uzivat samostatné. Kovalentni spojka
(konjugace) mezi protilatkou a 1é¢ivem se oznacuje jako
linker, coz je ruzné¢ dlouhy a funk¢éné optimalizovany mo-
lekularni fetézec'?. Strukturng dileZitymi parametry ADC
ptipravkd, z nichz kazdy ma vliv na findlni G¢innost, jsou:
sekvence aminokyselin v mAbD,
posttranslaéni modifikace mAb,
pozice konjugace 1é¢ivo-linker na mAb,
struktura linkeru a jeho stabilita,
pramérné zatizeni mAb lécivem (hodnota DAR).

NH;*

Lehky
fetézec

TéZky
fetézec
COOr COOr
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Tyto parametry lze urcit na zékladé¢ studia molekular-
ni 3D struktury ADC piipravku. V soucasnosti jsou
k dispozici dvé zésadni experimentalni metodiky: RTG
monokrystalova difrakce (SCXRD — Single Crystal X-Ray
Diffraction) a hmotnostni spektrometrie (MS). U obou
metod je vSak problémem velikost zkoumanych konjuga-
ti. Proto se nékdy strukturni studie omezuji na fragmenty
mAD a sice F,, a F. (viz obr. 2). Fragmentace ovSem ne-
znamena omezeni interpretace struktury zkoumaného kon-
jugatu.

Nejlépe 1ze molekularni strukturu ADC ptipravki
studovat pomoci SCXRD (cit."), a p¥ip. dalsimi difrakéni-
mi technikami (neutronova & elektronova difrakce'®),
pokud se podaii vykrystalizovat vhodny monokrystal. To
ale neni vibec jednoduché a predstavuje to hlavni omeze-
ni difrakénich metod. V databazi PDB (cit."”) 1ze nalézt
jen nékolik struktur celych protilatek, ale tisice konjugati
lé¢iva s F,, fragmentem, protoze fragmenty krystalizuji
snadngji. Druhou metodou jsou rtizné techniky hmotnostni
spektrometrie, napf. ESI/LC/MS nebo CXL/MS, které asi
nejlépe umoznuji urcit vazebné misto 1é¢iva na protilatce
a které jsou pro studium konjugéti nabizeny i komer&ng'®.
Piehledovym ¢lankem o soucasnych strategiich LC/MS
pro fedeni struktury konjugatd je prace Xiaoyu a spol.'”.
Z dalsich potencidlnich metod pfichdzi v uvahu NMR
spektroskopie v roztoku'® a kryoelektronova mikrosko-
pie'’, ale tyto metody jsou vétsinou pouzity v tandemu
s MS, protoze jejich rozlideni je obecnd nizsi*.

Tlustraci strukturni studie konjugéatu trastuzumab-
emtansin (piipravek Kadcyla?') metodou LC-MS je prace
Chena a spol.” (obr. 3). Trastuzumab obsahuje 88 molekul
lysinu a 4 N-koncové skupiny, které lze konjugac¢nimi
kroky modifikovat. Vysledné konjugaty se skladaji z dil-
¢ich populaci, které se 1i8i poctem pfipojenych 1é¢iv a také
umisténim jejich linkerti na trastuzumab. Linker je tvofen

Konstantnioblast lehkého Fetézce
Variabilnioblastlehkého fetézce

Disulfidovy mlstek
Konstantnioblast tézkého retézce

Variabilni oblast téZkého fetézce
Lécivo (war head, payload)

Linker

Obr. 2. Schéma molekularni struktury ADC piipravku protilatka-lé¢ivo
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Trastuzumab
(anti-HER-2)

maleimidomethyl

cyklohexan-1-karboxylatovy linker ...

(MCC)

emtansin
MCC+DM1

Obr. 3. Trastuzumab-emtansin (Kadcyla)

stabilnim thioetherovym miistkem oznacovanym jako
MCC. Kovalentné pripojené lé¢ivo se nazyva mertansin
(DM1). Pojem emtansin oznacuje komplex MCC-DMI,
tzn. linker-1é¢ivo. V Kadcyle pfipada na jednu molekulu
trastuzumabu v praméru ~3,5 molekuly 1é¢iva (DAR).
Piipravek Kadcyla je vrabén firmou Roche a byl schvélen
FDA i EMA v roce 2013.

2.1. Linker

Linker je vazebna spojka mezi protilatkou a 1é¢ivem
(obr. 4). Po intraven6zni aplikaci ADC piipravku musi
linker vydrzet nerozpojeny v prostiedi krevni cirkulace
(pusobeni enzymt). Jinak by doslo k nezadoucimu uvol-
néni cytotoxického 1é¢iva v necilové tkani. Teprve
vcilové nadorové bunce se linker bud rozpoji
(dekonjuguje) nebo zilstane vazany na IéCivo. Linkery
proto délime na Stépitelné a nestépitelné. Konstrukce lin-
keru vyrazné ovliviluje farmakokinetiku a farmakodyna-
miku, terapeutické parametry a selektivitu ADC pfii-
pravku®.

Stépitelné linkery jsou konstruovany tak, aby byly
stabilni v extraceluldrnim a nestabilni v intracelularnim
prostiedi nadorové buiky. Citlivymi parametry stability
jsou pH, redoxni potencial nebo pfitomnost specifickych
lysozomalnich enzymi. Nejcastéjsimi typy S$tépitelnych
linkerd® jsou:
hydrazonovy linker (§tépitelna je hydrazonova vazba
hydrolyzou v kyselém intracelularnim prostiedi endo-
zomu (pH 5-6) a lysozomu (pH 4,8)).
disulfidovy linker (Stépitelna je disulfidova vazba
hydrolyzou pfi vysS§i koncentraci intracelularniho
glutathionu (1-10 mmol 1)).
dipeptidovy linker (tento linker je Stépen katepsinem
B — lysozomalni proteasou, ktera je nadmérné produ-
kovana v né€kterych typech nadorovych bunék). Neji-
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mertansin (DM1)

spesnéji jsou Stépeny vazby Val-Cit a Val-Ala.

Dalsim typem Stépitelnych linkert, ktery je vSak vyu-
zivany méné¢ Casto nez linkery uvedené vySe, je
B-glukuronidovy linker, ktery je rozpoznavan a hydrolyzo-
van B-glukuronidasou.

Prikladem nestépitelného linkeru je substituovany
stabilni thioetherovy fetézec, ktery odolava proteolytické
degradaci, coz zajistuje vyssi stabilitu celého ADC pfi-
pravku. Nestépitelné linkery ovSem musi byt konstruova-
ny tak, aby nesnizovaly uc¢inek ptipojeného 1éCiva, ptip.
vhodné modifikovaly jeho vlastnosti. Po degradaci protei-
nové ¢asti ADC pripravku, tedy protilatky, je na vznikajici
molekule 1é¢ivo-linker zachovana nejméné jedna amino-
kyselina, nejéast&ji lysin nebo cystein®. Jednou z vyhod
nestépitelnych linkertt je moznost ovlivnéni finalnich
vlastnosti malé molekuly (lé¢iva), naptiklad jejich hydro-
fility apod.?. Zavérem je nutné zdiraznit, Ze v soutasné
dobé¢ nelze jednoznacné soudit, které typy linkert jsou pro
ACD ptipravky vhodné&jsi, zda $tépitelné ¢i nestépitelné.

2.2. Lécivo

Pozadavky kladené na malou cytotoxickou molekulu
— 1é¢ivo, jsou vysoké a je narocné je vsechny beze zbytku
vyplnit. Jde ptedev§im o dostatecnou Gc¢innost a rozpust-
nost ve vod¢, schopnost obchazet mechanismy zptsobujici
multilékovou rezistenci, nizkou imunogenitu a moznost
vytvoteni vhodné chemické vazby (handle) pro piipojeni
k linkeru. Béhem vyvoje ADC ptipravkd se ukazala jako
nevhodna napf. chemoterapeuticka 1é¢iva na bazi doxoru-
bicinu, methotrexatu, rostlinnych Vinca alkaloidi
(vincristin, vinblastin, vinorelbin) aj. U druhé generace
byly jako cytotoxicka lé¢iva pouzity hlavné derivaty od-
vozené od dvou skupin antimitotickych latek: auristatinii
a maytansing'2.
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Disulfidovy linker

s~ @
.

protilatka lécivo

Hydrazonovy linker

Obr. 4. Stépitelné a neitépitelné linkery

Auristatiny® jsou komplexni analoga dolastatinu 10.
Tento pentapeptid je metabolitem motského slimaka zeje
usatého (Dolabella auricularia), zvaného motsky zajic,
z kterého miize byt izolovan. Jednotlivé derivaty rozlisSuje-
me pismeny, napf. auristatin E, auristatin F, apod. (obr. 5).
Kromé toho existuji 1 jejich derivaty, napf. monomethyl-
auristatin E, monomethylauristatin F apod. Skala t&chto
latek je tedy Siroka. Auristatiny patfi mezi tzv. destabiliza-
tory mikrotubuld, nebot’ svou vazbou rozvraceji potiebnou
rovnovahu mezi neustalym ptidavanim a odebiranim tubu-
linovych jednotek, a tim zastavuji moznost déleni nddoro-
vych bun¢k. To nakonec vede k apoptdze. Tyto latky jsou
100 az 1000krat toxi¢tejsi nez doxorubicin.

Maytansiny®2® (viz obr. 3) neboli derivaty maytansi-
nu, jsou latky odvozené od makrolidu maytansinu, ktery
lze izolovat z kiry afrického kete Maytenus ovatus, ale
také z mechli a mikroorganismt. Maytansin inhibuje poly-
meraci tubulinu, coz vede Kk mitotickému bloku
a apoptdze. Mechanismus G¢inku maytansind je tedy po-
dobny jako u auristatind, stejné jako jejich toxicita vzhle-

Chem. Listy 717, 319-329 (2023)

Thioetherovy linker

(0]

Dipeptidovy linker

zkousky se samotnymi maytansiny nebo auristatiny ukéaza-
ly, Ze jim n€kdy vzhledem k vysoké systémové toxicité
zcela chybi terapeutické okno, tzn., Ze minimalni 1é¢iva
koncentrace je soucasné i minimalni toxickou koncentraci.

Léciva, ktera plisobi jinym mechanismem nez jako
inhibitory tubulinu, jsou kalicheamiciny nebo duokarmy-
ciny, fazené mezi bakterialni protinadorova antibiotika.
V obou ptipadech se jedna o latky zpusobujici poskozeni
DNA. Prikladem ADC piipravku, obsahujiciho tento typ
léc¢iv, miize byt jiz vySe zmidlovany gemtuzumab-
ozogamicin (Mylotarg)*"*,

Soucasny vyzkum se zaméfuje na méné toxicka 1é¢i-
va nez jsou inhibitory tubulinu. Slibnou skupinou jsou
kamptotheciny (kamptothecin a derivaty topotekan, irino-
tekan a belotekan). Tyto inhibitory topoisomerasy jsou
zhruba stejné toxické jako doxorubicin. Piikladem pfi-
pravku obsahujiciho tento druh malé molekuly je nedavno
schvéleny sacituzumab-govitecan (Trodelvy)®, viz tab. L.

V dlouhodobé perspektivé budou nepochybné zkou-
mana vSechna 1é¢iva, ktera néjakym mechanismem ovliv-
fuji bunéény cyklus a vedou k apoptoze. Jedna se napft.

o}
H OH
R N . N 22 2 -
'l\‘\/gf \)L'PH/\;\W “H R?= /. R
0 AL o_ O \ OH
R? o
N
o
H

Obr. 5. Auristatiny™
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o inhibitory topoisomerasy, inhibitory transkripce, Bcl-xl
inhibitory, inhibitory tyrosinkinasy, inhibitory HSP90,
inhibitory translace, inhibitory proteazomu, 1é¢iva ovliv-
fiujici mitochondrialni metabolismus aj.*. Testuji se ama-
nitiny (obsazené v muchomiirce zelené), pyrrolobenzodia-
zepiny, indolinobenzodiazepiny®’, thailanstatin, karmafy-
ciny’” aj.

Pro uplnost 1ze doplnit, Zze protilatky je mozné pouzit
i k cileni radionuklidi.. Pfikladem je pfipravek Zevalin
(ibritumomab-tiuxetan)*®, ktery reprezentuje prvni schva-
lenou radioimunoterapii. V tomto piipad¢ je vyuzivana
mysi protilatka cilend na antigen CD20, ktery je pfitomen
na B-lymfocytech. Jako radionuklid je v tomto piipadé
vyuzivano yttrium 90 [Y]. Na rozdil od konjugatd
s 1é¢ivy neni u konjugatt s radionuklidy nutna jejich inter-
nalizace do bunky a dochazi k usmrceni jak buriky cilové
(nddorové), na kterou se konjugat vazal, tak bunék v jejim
blizkém okoli>.

3. Mechanismus terapeutického uc¢inku

Pro pochopeni mechanismu uc¢inku ADC ptipravkd je
nutné si uvédomit, ze protilatka zde hraje podstatné vétsi
roli, nez by se na prvni pohled mohlo zdat a neni jen pros-
tym nosi¢em léCiva do cilové nadorové bunky. Konjugat
synergicky kombinuje vlastnosti cytotoxické malé mole-
kuly 1éCiva s dilezitymi vlastnostmi protilatky, jako je
napt. selektivni vazba k vhodnému antigenu. Ziroven
muze byt timto zpisobem vhodné ovlivnéna stabilita, far-

Receptor schopny

dimerizace s HER2 \ . . o,
aktivace dimerizaci

Receptor
HER2

aktivace stépenim

Zdrava burika
(HER2 receptor zajistuje prenos signala
pro rlst, déleni a preziti buriky)
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makokinetika ¢i schopnost pfekonat mechanismy lékové
rezistence. ADC pripravky jsou tedy skvélou kombinaci
imunoterapie a chemoterapie.

Z hlediska mechanismu uc¢inku ADC pfipravek
v krevni cirkulaci specificky sméfuje k cilovému antigenu,
produkovanému na povrchu nadorovych bunék. Cilovy
antigen protilatky musi mit v nddoru vysokou expresi, byt
na povrchu nadorové buiiky snadno pfistupny a kone¢né
musi mit vyrazné internalizacni vlastnosti (umoznujici
konjugétu snadny vstup do bunky). Soucasné terapie mifi
na 8 ruznych antigend a receptord (viz jejich déleni
v databazi SUKL)®. Po internalizaci je protilatka degrado-
vana a v nadorové buiice piisobi 1é¢ivo volné nebo ve spo-
jeni s nestépitelnym linkerem.

Jako nazorny priklad terapeutického uc¢inku volné
protilatky v kontrastu s mechanismem uU¢inku ADC pfi-
pravku muize slouzit dvojice sestavajici ze samotné huma-
nizované protilatky pouzivané k lébé HER-2 pozitivni
rakoviny prsu a HER-2 pozitivniho metastazujiciho karci-
nomu zaludku (piipravek Herceptin, —trastuzumab)®*
a z ptipravku obsahujiciho obdobnou protilatku, tentokrat
vSak konjugovanou s cytostatickym 1é¢ivem (ptipravek
Kadcyla, trastuzumab-emtansin), viz obr. 6. I u pifipravku
Kadcyla je hlavni indikaci terapie HER-2 pozitivni rakovi-
ny prsu®'. Pro tyto typy nadorovych onemocnéni je typic-
ka nadprodukce receptoru, ktery se ucastni fady signalnich
drah ovliviiujicich bun&enou proliferaci a apoptozu®.

Z hlediska terapie je dulezitda skuteCnost, ze neni
znam zadny extracelularni ligand pro receptor HER-2,
ktery by byl zodpovédny za jeho aktivaci. K té dochazi

Nadorova HER2+ burika

(Nadprodukce HER2 receptoru zplsobuje
prilisnou stimulaci ristu a déleni bunky)

Herceptin / Kadcyla l

——» 1.aktivace bundk «———
imunitniho systému
(ADCC)
2. Inhibice dimerizace
3. Inhibice proteolytické
aktivace
4. Indukce internalizace
a degradace HER2

Internalizace receptoru
i s konjugdtem do buriky

degradac7
mE
-
.~ Inhibice

~ ——» tvorby
lys-McC-DM1  mikrotubuldi

Obr. 6. Srovnani mechanismu G¢inku pFipravki Herceptin a Kadcyla
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béhem jeho dimerizace snékterym dal$im clenem této
rodiny receptortl, pficemz dimerizaci indukuji pravé ligan-
dy téchto receptord. Druhou moznou cestou vedouci
k aktivaci receptoru HER-2 je odstépeni jeho extracelular-
ni domény. Pasobenim ptipravku Herceptin®, ktery se
specificky vaze na extracelularni doménu receptoru
HER-2, dochazi k zamezeni moznosti jeho dimerizace
a tim tedy k potlaceni signald sméfujicich k aktivaci proli-
ferace a inhibici apoptdzy. Inhibovana je i aktivace recep-
toru HER-2 odstépenim extracelularni domény. Tim vSak
funkce protilatky (trastuzumab) v piipravku Herceptin
nekonci. Fc fragment trastuzumabu je schopen zprostied-
kovat bunécnou cytotoxicitu zavislou na protilatkach
(ADCC), jejiz aktivace vede ke zniceni nadorové buriky.
Dalsim ptredpokladanym mechanismem ptisobeni Hercep-
tinu je jeho vliv na internalizaci HER-2 receptoru a jeho
degradaci®**°.

V piipravku Kadcyla®' je primarni funkci protilatky
jeji vazba na HER-2 receptor, zaroven vsak je ale schopna
zprostifedkovavat vSechny terapeutické ucinky, které byly
zminény vyse pro Herceptin. Po vazbé ADC piipravku na
HER-2 receptor dochazi k internalizaci celé molekuly
ADC endocytézou do nitra buriky a nasledné k proteoly-
tické degradaci protilatky v lysozomu. Degradaci této
proteinové ¢asti celého ADC ptipravku dochazi k uvolnéni
cytotoxickych produktti — kataboliti (primarné¢ molekuly
lysin-MCC-DM1), které inhibuji tvorbu mikrotubuld
(zabrariuji polymerizaci tubulinu) a zpisobuji tedy apopto-
zu cilové bunky. Pritomna protilaitka umoziuje cileny
ucinek cytotoxické latky pouze v nadorovych bunkach,
které nadmérné produkuji receptor HER-2. Diky nizké
permeabilité nevykazuje katabolit lysin-MCC-DM1 neza-
douci vedlejsi ucinky.

Srovnani mechanismu G¢inku obou téchto terapeutik,
tedy pripravki Herceptin a Kadcyla, je ilustrovano na
obr. 6. Z n¢j mimo jiné jasné plyne zakladni rozdil v ptso-
beni, zatimco Herceptin do nadorové bunky nevstupuje,
konjugat pfitomny v pfipravku Kadcyla ano.

4. Priprava konjugati protilatka-1écivo

ADC pripravky zahrnuji tfi proménné — protilatku,
linker a 1é¢ivo a zjevné neexistuje univerzalni strategie
jejich piipravy. Béhem vyvoje vyrobniho procesu je nutné
se vyporadat s celou fadou otazek, naptiklad:

Jak vybrat spravnou protilatku? Kde a jak ptipojit
linker k protilatce? Jaky druh linkeru pouzit? Kolik mole-
kul 1é¢iva ptipojit? Jak propojit linker a 1é¢ivo? Pripojit
nejdifve linker k 1é¢ivu a potom konjugovat s mAb nebo
dfive konjugovat linker a mAb a teprve potom na néj pfi-
pojit 1écivo? Jaka je optimalni Iékova zatez?

Kromé toho je zfejmé, ze pro kazdy ADC piipravek
budou odpovédi odlisné. V nasledujicich tadcich budou
nastinény piiklady moznych strategii syntézy ADC pfi-
pravkd.
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4.1. Biosyntéza proteinové ¢asti piipravku

Diive nez je mozné prikrocit k piipravé ADC pfi-
pravku, je nutné vyrobit ,,nahou’ monoklonalni protilatku,
coz vyzaduje zna¢nou znalost modernich technologii.
Podrobny popis vSech metod, v soucasné dobé vyuziva-
nych v pfipravé chimérnich, humanizovanych ¢i plné hu-
mannich protilatek, by pfesahoval ramec tohoto piispévku,
proto odkazujeme na piislusnou literaturu®’. Pro piedstavu
uvedeme alespoii jeden z moznych pfistupi, a to propojeni
hybridomové technologie a genového inzenyrstvi. Na
zacatku celého procesu je nezbytné vhodnym antigenem
imunizovat laboratorni zvife, obvykle mys. Nasleduje fuze
slezinnych bunék, schopnych produkovat protilatky,
s butikami nadorovymi, které vzniklému hybridomu po-
skytnou schopnost nekone¢ného déleni. Tato etapa vyvoje
protilatky je zakoncena vybérem hybridomu produkujici-
ho protilatku o pozadované specifité. V této fazi se stale
jedna o protilatku pIné mysiho ptivodu. Pomoci sekveno-
vani je nasledné mozné zjistit potradi nukleotidli v sekven-
ci, kterou je tato mysi protilatka kodovana''.

V nasledujici fazi je vyuzito skuteCnosti, ze je zndma
kompletni nukleotidova sekvence lidského genomu®®.
Metodami genového inZenyrstvi je pak mozné pfipravit
kombinovanou nukleotidovou sekvenci, ktera obsahuje jak
¢asti mysiho plivodu, odvozené od sekvence ziskané hyb-
ridomovou technologii, tak ¢asti pivodu humanniho®.
Takto ziskana sekvence je vlozena do bunék vhodnych pro
produkci. Nejéastéji jsou vyuzivany burky z vajecniki
kietika ¢inského (CHO buiiky)®.

Vyse zminovanym zplsobem je mozné ziskat proti-
latky chimérni ¢i humanizované. Pro piipravu protilatek
plné huménnich bylo nutné vyvinout metody jesté sofisti-
kovanéjsi, mezi které patii napiiklad metoda fagového
displaye ¢i produkce v mysich, jejichz genom byl pozmé-
nén tak, aby nebyly schopné produkce mysich protilatek,
ale pouze protilatek lidskych®'.

4.2. Biokonjugace

Naslednym procesem je biokonjugace (zkracené kon-
jugace), coz je chemicka strategie umoznujici kovalentni
spojeni dvou molekul, z nichz alesponl jedna je biomole-
kula (v ptipadé ADC ptipravkli monoklonalni protilatka).
Vyvoj téchto metod probihd jiz ptiblizné dvé desetileti
a stale jsou zavadény techniky nové, které umoziuji pies-
nou kontrolu po¢tu malych molekul zavadénych do konju-
gatu a zaroveii i mist, ve kterych k vazb& dochazi**%
K dispozici je aktuadlné mnoho strategickych variant
a pestra skala nastroju syntetické chemie. Hlavni vyuziva-
né pristupy zahrnuji strategie klasické chemické syntézy
a moderni metody biologické katalyzy pomoci specificky
pusobicich enzyma®.

Biosyntéza ADC piipravkl se potyka s celou fadou
specifickych problémi, které souvisi mimo jiné se selekti-
vitou procesu. Chemoselektivni modifikace jednoho ¢i
vice mist na protilatce je tak pfedmétem ,,know-how* fady
vyvojovych a servisnich biotechnologickych laboratofi,
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které svoje sluzby nabizeji na webu: Seattle Genetics,
Genentech, ImmunoGen, Regeneron, Abzena, Arco Bio-
systems, Wuxibiologics, Lonza molecules, Spirogen,
Synthon, Medchemexpres aj.

Atraktivnimi misty pro biokonjugaci na protilatce
jsou aminokyseliny situované na vné&js§im povrchu mole-
kuly  proteinu, pfedev§im tedy aminokyseliny
s ionizovatelnou skupinou v postrannim fetézci, jako jsou
lysin, cystein, histidin nebo tyrosin. Nejcastéji jsou modi-
fikovany skupiny: —-NH,, -NH, —SH, -COOH, -NC(NH,),
atd. U lysinu mize nukleofilni skupina —NH, naptiklad
reagovat s elektrofilnim N-hydroxysukcinimidovym ¢ini-
dlem za vzniku amidu (tab. II)**. V tomto piipadé se jedna
o nespecifickou konjugaci, protoze molekul lysint je
v protilatce nékolik desitek (uvadi se, Ze primérna proti-
latka obsahuje cca 80 lysini) a ztoho je pftiblizné
10 pristupnych pro modifikacni reakce. Zaroven neni
mozné zarucit, ze nebudou modifikovany molekuly lysind
nezbytné pro interakci antigenu a protilatky. Pfesto patii
tato metodika k jedném z nejpouzivanéjsich a byla vyuzita
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napfiklad pfi ptipravé piipravki Besponsa, Mylotarg nebo
Kadcyla®™*.

Jina synteticka strategie cili v protilatce IgG1 na Ctyfi
disulfidové mustky tvotené thiolovymi skupinami v postran-
nich fetézcich cysteind, dva spojujici lehky a tézky fetézec
adva umisténé v pantové oblasti tézkych fetézci (viz
obr. 2). Redukce téchto ¢tyf mistkd, napt. tris(2-karboxy-
ethyl)fosfinem (TCEP), generuje osm thiolovych skupin,
které jsou schopné reagovat napt. s maleimidovym linke-
rem (tab. II), coz umoziluje vazbu az osmi molekul 1é¢iva
(maximalni hodnota DAR = 8). Tato technologie byla
vyuzita napiiklad pii vyrobé piipravku Adcetris®™. Jesté
modernéjSim piistupem je pak produkce protilatek, do
jejichz sekvence je pomoci genetické upravy vnesen novy
cystein, ktery muize byt cilené modifikovan za vzniku
ADC piipravku (THIOMAB)*.

Vzhledem k tomu, ze v§echny monoklonalni protilat-
ky jsou N-glykosylované bud’ na asparaginu (N297) nebo
v jeho nejbliz§im okoli (jedna se tedy o umisténi na Fc
fragmentu), tak technika tzv. glykoinZenyrstvi umoziuje

Tabulka II
Modifikace postrannich fetézct vn&jsich cysteinti a lysint v protilatce™
Funkéni skupina
v postrannim .,
aminokyselinovém Cinidlo Produkt
Fetézci
sulfhydrylova S-S'R
(thiclova) ! S-S miistek .
skupina Cys SH R /\/S’S"R‘
disulfid
O
sulfhydrylova | R
(thiyélc'y"'é) \)J\H thioether H
skupina Cys SH /\/S/I R
Jodacetamidoveé cindlo
sulfhydrylova E o] R
(thiolova) O CF° . IN)E
skupina Cys SH — thioether s (o]
maleimid
R
% OJ\EI) 0
aminoskupina 0 N 0 . JL
Lys NH2 amid "/\/N R
v H
N-hydroxysukcinimidowy
ester (NHS)
aminoskupina 0=C=N-R e
=C=N- azba ples
3 AN il | AU
isokyanat H H
. ! - S=C=N-R S
dl’nll'lDE:lipll]d vazba pfes )_I\ R
Lys NHz isothiokyanat thiomocovinu H H
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konjugaci s lé¢ivem na sacharidové &asti protilatky®’.
V tomto ptipad¢ se jedna o polohové-specifickou konjuga-
ci a jeji vyhody jsou nasnadé — moznost kontroly DAR
a heterogenity vznikajiciho produktu. Pravé v pribéhu
téchto procest jsou Casto vyuzivany vysoce specifické
katalytické schopnosti enzyma®. Lze zvolit piimou kon-
jugaci 1é¢iva spojeného s linkerem na protilatku nebo
nejdiive syntetizovat tzv. bioortogonalni vazbu, ktera je
potom funkcionalizovana 1é¢ivem. Béznym piikladem
bioortogonalnich reakci jsou ketonové a aldehydové modi-
fikaéni reakce*’. V tomto scénafi se ketonova nebo alde-
hydova funkéni skupina spoji s proteinem pomoci amino-
oxy skupiny (H,N-O-) nebo karbohydrazidové skupiny
(-C(=0)-NH—-NH,) za vzniku stabilnich oximovych nebo
hydrazonovych vazeb.

V piedchazejicich odstavcich byly predstaveny jen
nékteré z moznych metod biokonjugace. Pro ucelenéjsi
vycet a podrobnéjsi popis doporucujeme souhrnné publi-
kace™*.

Zavérem popisu technologie ADC piipravku je nutné
pfipomenout, ze samotnou syntézou proces nekonéi. Vy-
sledny produkt je nutné vhodné purifikovat, aby spliioval
pozadavky kladené na 1éCivé ptipravky. Vzhledem
k rozdilnym vlastnostem jednotlivych ADC pfipravki
bylo vyvinuto jen velmi malo obecnych technik pro ¢isténi
produktli biokonjugac¢nich reakci. Pouzivany byvaji rlizné
chromatografické techniky (gelovd permeacni chromato-
grafie, afinitni ¢i ionexova chromatografie, chromatografie
s hydrofobni interakci apod.), obvykle v kombinaci
s tangencialni filtraci. V tad¢ pripadi je vSak tieba vyvi-
nout purifikacni metody jedinecné pro zvolenou biokon-

jugaéni reakei®>***,

5. Zavér

ADC konjugaty predstavuji ,,boom* v 1é¢bé rakoviny.
V soucasnosti je ve vyvoji asi 200 ADC ptipravkd a do
roku 2025 se ocCekava jejich az Ctyfnasobny narist pro-
deji®’. To viak neznamena konec chemoterapeutik a dal-
Sich  uspésnych kancerostatik Siroce pouzivanych
v soudasné terapii. Uelem je 1ébu co nejpresngji zacilit
pouze na nadorové bunky a vyhnout se poskozeni bunék
zdravych, tzn. omezit velmi nepfijemné vedlejsi ucinky.
A vtomto ohledu jsou ADC konjugaty vyznamnym kro-
kem vpfted. I proto se uvazuje v budoucnu o jejich vyuziti
i v dalsich indikacich (ateroskleréza, bakterémie apod.)™.
Vyvoj v nejbliz§i dobé ukéaze, zda nad&je vkladané do
ADC ptipravki budou naplnény.

Seznam zkratek

ADC Antibody-Drug Conjugate

ADCC Antibody Dependent Cellular Cytotoxicity
API Active Pharmaceutical Ingredient

ATC Anatomicko-terapeuticko-chemicka
Bel-x1 transmembranovy protein

CD20 B-lymfocytarni antigen CD20
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CXL-MS Chemical Crosslinking-Mass Spectrometry

DAR Drug Antibody Ratio

DMI1 maytansine derivative

ECI-LC-MS Electrospray-Liquid Chromatography-Mass
Spectrometry

EMA European Medicines Agency

FDA Food and Drug Administration

Fab fragment antigen-binding region

F. fragment crystallizable region

HER-2 Human Epidermal Growth Factor receptor 2

HSP90 Heat shock protein 90

mAb monoclonal antibody

MCC 4-[N-maleimidomethyl]cyclohexan-1-
-carboxylate

PDB Protein Data Bank

SCXRD Single Crystal X-Ray Diffraction

SUKL Statni Gstav pro kontrolu 1é¢iv

TCEP tris(2-carboxyethyl) phosphine

Val-Cit valin-citrulin
Val-Ala valin-alanin
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B. Kratochvil® and E. BeneSova® (“ Department of
Solid State Chemistry, University of Chemistry and Tech-
nology Prague, ® Department of Biochemistry and Micro-
biology, University of Chemistry and Technology Prague,
Czech Republic): Antibody-Drug Conjugates, the Com-
bination of Large and Small Therapeutic Molecules

Antibody-drug conjugates are a promising therapeu-
tic class of cytostatic agents. They consist of a monoclonal
antibody, usually of the IgG type, to which one or more
molecules of a cytotoxic drug are conjugated via a suitable
linker (covalent chain). The conjugated form of the drug
has significantly lower toxicity than the free form, which
cannot be used alone in therapy. The Czech State Institute
for Drug Control database has so far registered 9 antibody-
drug conjugates for use in oncology. Given the vast num-
ber of possible combinations of antibody-drug pairs,
a boom in sales is expected by 2025. In the blood circula-
tion, the antibody-drug conjugate specifically targets the
antigen expressed on the surface of the tumour cell. The
linker between the antibody and the drug must be stable in
the blood circulation environment and only be completely
degraded in the target tumour cell after internalization of
the conjugate or remain bound to the drug after degrada-
tion of the protein part of the conjugate (the so-called
cleavable or non-cleavable linkers). Subsequently, the
drug causes apoptosis of the tumour cell by various
mechanisms. The drugs used in the 2nd generation anti-
body-drug conjugates were up to 1,000 times more toxic
than the chemotherapeutic drug doxorubicin and were
mainly auristatin and maytansine derivatives. Less toxic
drugs based on camptothecins, amanitins, etc. are also
being tested in the current 3rd generation of conjugates
under development. The linker drug is attached to the anti-
body by various bioconjugation methods. Here, a range of
synthetic chemistry techniques are applied, and bioconju-
gation can be either non-specific or specific. In particular,
the peripheral amino acids of the antibody — cysteine, ly-
sine, histidine, tyrosine, glutamine and reduced disulfide
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bridges between the two heavy chains or between the
heavy and light chains — are conjugated. For a specific
conjugation, e.g. glycoengineering techniques based on
N-glycosylation of antibody on asparagine (N297) have
been developed. Conjugation techniques, as well as the
synthesis of "naked" human antibodies are the subject of
classified "know-how" of a number of commercial pro-
gressive companies and laboratories.

Keywords: antibody-drug conjugates, cancerostatics, linker,
bioconjugation
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Recyklace vody a vyroba pitné vody se stava posledni dobou velmi aktualnim tématem. Tlakové membranové procesy
piskova filtrace a flotace. Provozovani membranovych technologii ov§em vyzaduje odbornou znalost. Spravnou analyzou
vstupnich parametrii vody a kontrolou provoznich parametrii procesu je technologie schopna dosahnout vysoké navratnosti
s velmi vysokou kvalitou produktu za soucasné nizké spotieby energie. Inteligentni software IQ-MINT dokaze v realném
Case analyzovat tyto parametry a je schopny okamzité ménit provozni parametry technologie s dirazem na ziskani co nej-
vy$$i navratnosti a s ohledem na bezpec¢nost provozu a zivotnost membrany. Software byl validovan na ptikladu Cisté-
ni realné povrchové vody v jednotce UF60-MINT. Pti zapnuti software upravoval provozni parametry technologie tak, aby
na Ukor navratnosti s diirazem na bezpecnost provozu prodlouzil Zivotnost membrany a snizil spotifebu chemikalii a ener-
gie. Pouziti softwaru IQ-MINT tedy umoziiuje autonomni funkci technologie na jakémkoliv typu vstupni vody bez nutnosti
stalé kontroly a regulace obsluhou.

Klicova slova: membranova technologie, membranova separace, membrana, ultrafiltrace, inteligentni fizeni, permeabilita,
transmembranovy tlak, inteligentni software

Obsah technologie, zvyseni stability procesu i produktu a zejmé-

na jeho kvality.

1. Uvod V soucasnosti moderni membranové technologie jiz
1.1. Membranové tlakové procesy zcela nahradily ptvodné uplatiiované konvenéni postupy
1.2. Ultrafiltrace nebo je efektivné dopliuji do integrovanych technologic-
1.3. Konfigurace ultrafiltrace kych celk jako dal$i procesni stuperi, s cilem zvySeni
1.4. Cisténi membrany jejich ucinnosti a produkované kvality. Diky Sirokému
1.5. Samooptimalizace spektru separac¢nich vlastnosti riznych typi membran tyto
1.6. Vyuziti inteligentniho fizeni samooptimalizace technologie nabizi Sirokou Skalu vyuZiti v konkrétnich

v procesu ultrafiltrace aplikacich'. Ve vodohospodaistvi nachazi uplatnéni

2. Prakticka ¢ast, vysledky zejména pii vyrobé pitné vody z povrchovych ¢i podzem-
2.1. Optimalizace na redlném typu vod nich zdroju, z brakickych a motskych vod, pfi recyklaci
2.2. Nastaveni hodnot in-line koagulace odpadnich vod, nebo pfi doc¢isténi odpadnich komunalnich
2.3. Validace inteligentniho Fizeni v redlné aplikaci i pramyslovych vod jako terciarni stupeil Cistiren odpad-
2.4. Hodnoceni funkce softwaru IQ-MINT nich vod. Jejich vétsimu aplikaénimu rozsifovani a stabil-

3. Zavér nimu, provozné bezpeénému a efektivnimu provozu Casto

brani dodrzeni ptredepsanych provoznich a operacnich
podminek®. To je piimo zavislé na kvalité a odpovédném

1. Uvod pristupu provozovatele vcetné nedostatku kvalifikované

obsluhy na pracovnim trhu. Budouci smér, jak tyto pro-

Aplikaci moderni membranové technologie je mozno vozni nedostatky uéinné fesit, je opatfeni membranové

eliminovat nedostatky konven¢nich separacnich technolo- technologie softwarem s umélou inteligenci, ktera by ume-

gii nebo umoznit realizaci jejich pozadovanych optimali- la autonomné reagovat na variabilitu natoku a systematic-

zaci. Konkrétné se jednd napt. o zvySeni vytézku produkce k'y. ‘}POZOfﬁOVat obsluhu na eliminaci technologickych
vody, snizeni mnozstvi pouzitych chemikalii, snizeni ener- rizik'.

getické narocnosti procesu, snizeni narokll na rozmeéry

Chem. Listy /17, 330-337 (2023) https://doi.org/10.54779/ch120230330
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1.1. Membranové tlakové procesy

Membranové tlakové procesy umoziuji pomoci gra-
dientu tlaku, jako hnaci sily, G¢innou separaci jednotlivych
slozek z natoku podle funkéniho typu pouzité membrany.
Tato hnaci sila se nazyva transmembranovy tlak (TMP).
Produktem membranové filtrace je tzv. permeat, predsta-
vujici filtrat a zbytek filtrace tzv. retentat, predstavujici
koncentrat sloZzek neprochazejicich skrze membranu. Kro-
me efektivni separace latek umoziiuji také fyzikalni dezin-
fekci vod bez pouziti chemickych cinidel, protoze jsou
schopny odstranit n¢které bakterie a viry. Podle velikosti
hnaci sily a typu pouzité membrany Ize tlakové membra-
nové procesy rozdélit na mikrofiltraci (MF), ultrafiltraci
(UF), nanofiltraci (NF) a reversni osmo6zu (RO). Mikrofil-
trace a ultrafiltrace separuji slozky na zakladé sitového
efektu, kdezto nanofiltrace s reversni osmézou vyuzivaji
separace latek na zakladé rozpustnostné-difuzniho mecha-
nismu'?. Tato studie se bude nadéle zabyvat pouze ultra-
filtraci.

1.2. Ultrafiltrace

Velikost pérd v ultrafiltraéni membrané je dostatecna
k zachyceni nerozpusténych latek, makromolekuldrnich
latek, koloidu, bakterii a vétSiny virti. lonty anorganickych
soli nejsou ultrafiltraci separovany. Intenzita toku skrze
membranu je pak pfimo imérna velikosti pasobiciho tla-
kového rozdilu, ktery odpovida danym tlakiim na jednotli-
vych stranach membrany':

g =t O

Ll y [dm3-m2-h_q

1)

kde Jp je intenzita toku permeatu, 4 je aktivni plocha
membrany, Vp je protekly objem permedtu a 7 je Cas. QOp je
pak objemovy tok permeatu za jednotku casu.

Transmembranovy tlak (TMP) je definovan jako roz-
dil mezi primérnym tlakem v néstfiku pr a retentatu pg
a tlakem permeétu pp. TMP je hnaci silou toku membra-
nou a pouzivé se k indikaci zne¢isténi membrany':

TMP = WTPR ~pp [bar]

pe )

Dalsim dulezitym faktorem popisujicim tok membra-
nou je permeabilita P. Permeabilita urcuje specificky tok
membranou neboli velikost hnaci sily potfebné k vyvolani
daného toku permeatu na jednotku plochy povrchu mem-
brany. Permeabilita klesd ve vazb¢é na stupen zneciSténi

membrany':
dm?
m?-h-bar

V membranové terminologii se k vyjadfovani perme-
ability vyuziva jednotka LMH/bar, ktera vyjadfuje vyse
uvedenou jednotku permeability.

p=_Tr
TMP

()
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Z hlediska udrzitelnosti celkového procesu filtrace se
sleduje parametr zvany ,,Recovery®, nebo ndvratnost, re-
generace Ci vytézek, ktery urluje, kolik procent objemu
natoku protee membranou do permeatu. Obecné tento
parametr urcuje celkovou ucinnost systému. Provoz se
zvySenou vytéznosti vSak mize mit za nasledek zvySeni
rychlosti zne¢isténi, zvyseni Cetnosti mechanického a che-
mického Gisténi a tim sniZeni Zivotnosti membrany':

Ve

R 4

kde V¥ je objem proteklého natoku a Vgw je objem vody
pouzité ke zpétnému proplachu. VSechny veli¢iny se poci-
tajliafa minimalni ¢asové obdobi jednoho filtracniho cyk-
lu>".

Casto vyuzivanou veli¢inou je hodnota P, ktera
vyjadiuje hodnotu permeability pfepocitanou na odpovi-
dajici hodnotu pii 20 °C. Tento piepocet se vyuziva hlav-
né z diivodu lepsi orientace v naméfenych hodnotach per-
meability za rozdilnych teplot. Py, 1ze vyjadrit nasledujici

rovnici :
P dm’®
TTh0°c m” -h - bar

kde #r znaci viskozitu vody pfi meéfené teploté a 7y oc
viskozitu vody pii 20 °C.

Py ()

1.3. Konfigurace ultrafiltrace

Proces ultrafiltrace mize byt provozovan ve dvou
zakladnich rezimech, a to v rezimu ,,dead-end* a v rezimu
cross-flow*. Tyto anglické terminy predstavuji zavede-
nou terminologii v problematice membranovych procest,
proto bude téchto vyrazl vyuzivano i v nasledujicim textu.

Nejcasteéji vyuzivanym usporadanim toku je rezim
,cross-flow*, pii kterém, na rozdil od klasické filtrace,
proudi nastiik velkou rychlosti podél povrchu membrany.
Permeat prochazi membranou a je odvadén v kolmém
sméru vici povrchu membrany, naopak zbyly nastiik je
odvadén podélné ve formé tzv. retentatu. Nedochazi tak
k vyznamné akumulaci filtrované slozky na povrchu
membrany a k tvorbé filtracniho kolace (filmu), protoze
nastiik kolem membrany proudi vysokou rychlosti a fil-
tra¢ni kola¢ je proudem strhavan do retentatu. Retentat je
bud’ odvadén do dalsiho stupné nebo vracen do nastiiku
k recirkulaci. Pti rezimu ,,dead-end proudi nastiik kolmo
na povrch membrany. V tomto rezimu dochazi k akumula-
ci filtrované slozky na povrchu membrany, coz prispiva
k rtstu filtracniho kolace na membrang, a tim i k poklesu
permeability. Tento reZim je mozné vyuzit napt. pii filtra-
ci méng zne&isténych vod>®.
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1.4. Cidténi membrany

Pticinou poklesu intenzity toku filtrovaného média
membranou v prub¢hu filtrace je soubor jevu probihajicich
na povrchu membrany a uvnitf jejich porta. V ptipadé, kdy
je velikost ¢astic separované slozky srovnatelna s velikosti
port, mize dochazet k jejich blokovani, ¢imz dochazi
k postupnému zanaSeni povrchu membrany a jevu tzv.
koncentra¢ni polarizace (obr. 1). Koncentrace Castic na
povrchu membrany mize dosahovat az takovych hodnot,
kdy dojde k vytvoreni tzv. gelové vrstvy (gelova polariza-
ce). Je-li velikost separovanych ¢astic mensi nez velikost
pérGt membrany, muze naopak dochazet k vzajemnym
interakcim ¢astice — povrch poru, jako je napt. adsorpce.

Koncentrac¢ni polarizace a adsorpce ¢astic na povrchu
péru jsou déje vratné. Naopak gelova polarizace je dg&j
nevratny a membrana musi byt vyménéna.

V prubéhu technologického procesu ultrafiltrace do-
jde dfive nebo pozdéji k postupnému snizeni prutoku per-
meatu k nepfipustnym hodnotam (hlavné z hlediska efekti-
vity a tim i ekonomické vyhodnosti procesu). Z tohoto
didvodu je nutné membrany pravidelné Cistit nebo aktivné
predchazet jejich rychlému zanaSeni. V praxi se vyuzivaji
dva typy metod intenzifikace procesu, a to metody vyza-
dujici pferuSeni procesu, jako je napf. zpétné promyvani
a chemické ¢isténi, a metody, které preruseni procesu ne-
vyzaduji, napf. prediiprava vstupni vody>*”.

1.5. Samooptimalizace

Prvnim stupném inteligentniho fizeni kazdého mem-
branového provozu je jeho automatizace. Rizeni pomoci
PID ,,proportional-integral-derivative® regulatoru je stan-
dardni proces fizeni priimyslovych stroji a zajiStuje tak
jeho automatizaci. Vyuziti PID regulatoru je jedna
z nejcastéji vyuzivanych forem regulace fizenych velicin.
PID regulator se sklada ze tii slozek:
proporcionalni — P — urcuje reakci regulatoru na veli-
kost regula¢ni odchylky,
integrac¢ni — I — urcuje reakci regulatoru na dobu trva-
ni regulaéni odchylky,

gy Eisté rozpoustédlo

koncentraéni polarizace

zanddeni
(fouling)

Obr. 1. Zavislost intenzity toku membranou na ¢ase; znazor-

néni koncentra¢ni polarizace a zanaSeni membrany, pievzato
1

z cit.
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— derivacni — D — urcuje reakci reguldtoru na rychlost
zmény hodnoty regulacni odchylky.
Charakteristickym rysem PID regulétoru je schopnost

vyuzivat vSechny tfi regulacni ¢leny, tedy proporcionalni,
integralni a derivaéni vliv na vystupu z regulatoru
k optimalni a co nejptesnéjsi regulaci procesu. Blokové
schéma na obr. 2 zobrazuje princip PID regulace. Zobra-
zuje PID regulator, ktery nepfetrzité pocita hodnotu regu-
la¢ni odchylky e(?) jako rozdil mezi poZzadovanou nastave-
nou hodnotou r(f) a mé&fenou vystupni proménnou hodno-
tou )(7); e(t) = r(f) — y(¢) a provede opravu dle proporcio-
nalni, integralni a deriva¢ni podminky. Regulator se snazi
odchylku v pribéhu casu minimalizovat Gpravou fidici
proménné u(¢) zménou stavu regulacniho ¢lenu na novou
hodnotu uréenou vazenym soudtem fidicich &lena®.

Clen P je tedy pfimo Gimérny aktualni hodnoté od-
chylky e(f). Pokud je chyba velka, bude regulacni vystup
umérné velky pfi pouziti faktoru zesilovaci konstanty K.
Samotné pouziti proporciondlniho fizeni bude mit za na-
sledek chybu mezi nastavenou hodnotou a procesni hod-
notou, protoze regulator vyzaduje chybu pro generovani
odezvy proporcionalniho vystupu. V podminkach procesu
v ustdleném stavu je dosazeno rovnovahy s ustalenym
,,offsetem* odchylky e(?) (cit.*'%).

Clen I zohlediiuje minulé hodnoty regula¢ni odchylky
e(?) a integruje je dale v Case. Pokud zde existuje zbytkova
odchylka po aplikaci proporciondlniho fizeni, integralni
Clen se snazi eliminovat zbytkovou odchylku pfiddnim
regulacniho efektu v disledku historické kumulativni hod-
noty regulac¢ni odchylky. Ve chvili, kdy je tato chyba od-
stranéna, integralni ¢len pfestane nartstat. To bude mit za
nasledek zmenSovani proporcionalniho vlivu se snizujici
se odchylkou, coz vSak bude kompenzovano rostoucim
integralnim ¢lenem.

Clen D slouzi jako odhad budouciho trendu regulaéni
odchylky e(f) na zdklad¢ aktudlni rychlosti jeji zmény.
Cim je zména rychlejsi, tim se zvySuje regulaéni nebo
tlumici G¢inek.

Vyvazeni vSech efekt jednotlivych ¢lent je dosaze-
no ladénim smyc¢ky pro vytvoreni optimalni funkce ovla-
dani. Ladici koeficienty (nize uvedeny jako K) jsou odvo-

Obr. 2. Schéma funkce PID regulatoru
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zeny vzdy pro konkrétni fidici aplikaci, protoze zavisi na
charakteristice odezvy kompletni smycky vné regulatoru.
Koeficienty jsou zavislé na chovani méficiho ¢idla konco-
vého regulacniho prvku (napf. regulacniho ventilu), pfi-
padnych zpozdénich fidicich signali a na samotném pro-
cesu. Priblizné hodnoty koeficientti 1ze obvykle zpocatku
zadat s odvozenim od typu aplikace a zpfesnuji se
v pritb&hu procesu po obdrzeni prvnich dat®'°.

Funkce PID regulatoru je popsana dle nasledujici
rovnice (6) (cit.®):

de(?)
dr

u(t) = K, e(t) + K, j e(r)dz+K, (6)
0

kde K, K; a Kq oznacuji vSechny nezaporné koeficienty,
proporciondlni, integralni a derivacni ¢len (oznacované
jako P, I a D). Standardné jsou tyto ¢leny vyjadfovany
koeficientem K, ve tvaru, K = K,/T; a K4 = K,T4. Vyhoda
tohoto tvaru je, ze T; a Tq maji srozumitelny fyzikalni vy-
znam, protoZze reprezentuji integracni a derivacni ¢as. K, T4
je tedy Casova konstanta, se kterou se regulator pokusi
priblizit nastavené hodnoté a K/7; urcuje, jak dlouho bude
regulator tolerovat vystupni hodnotu nad nebo pod nasta-
venou vstupni hodnotou. Rovnice PID regulatoru tedy
prejde do nésledujiciho tvaru®:

1§ d
u(t) =K, [e(t) o ! e(e)dr+ T, Z(t’)j 7)

Prestoze ma PID regulator tfi regulacni ¢leny, nékteré
aplikace umoznuji k zajisténi vhodného fizeni pouze jeden
nebo dva ¢leny. Toho je dosazeno nastavenim nepouzitych
parametri na nulu a regulator se nasledné nazyva PI, PD,
P nebo I reguldtor v nepifitomnosti jinych regulacnich akci.
PI regulatory jsou pomémné¢ bézné v aplikacich, kde by
derivacni akce byla citlivda na Sum méfeni, ale integralni
¢len je Casto potiebny k tomu, aby systém dosahl své cilo-

vé hodnoty®°.

1.6. Vyuziti inteligentniho fizeni samooptimalizace
v procesu ultrafiltrace

V ramci feSeni vyzkumného projektu s nazvem Mem-
branové inteligentni systémy 4.0, ev.c. FW01010020, pod-
poieny Technologickou agenturou CR v ramci programu
TREND, byl spole¢nosti New Water Group s.r.o. ve spo-
lupraci s fesiteli ze spole¢nosti Alad CZ s.r.o. vytvoren
unikatni tidici software IQ-MINT, pracujici na principu
PID regulace a hromadném sbéru a sdileni dat, umoznujici
inteligentni a autonomni fizeni procesu ultrafiltrace, pou-
zitelny na libovolny typ natoku zpracovavané vody. Na-
slednou vyvojovou féazi pak ptredstavovala aplika¢ni vali-
dace tohoto softwaru IQ-MINT na redlném zdroji surové
vody s cilem potvrdit inteligentni a samooptimalizacni
fizeni procesu ultrafiltrace v redlném case s dirazem na
prodlouzeni zivotnosti membrany, zvySeni celkového re-
covery a snizeni provoznich nakladi. Toto aplikacni ové-
feni probihalo v SirSim feSitelském konsorciu projektu,
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tedy za aktivni Gcasti dalsich fediteld z VSCHT Praha
a spolecnosti Ircon s.r.0.

V obecném pohledu na filtra¢ni rezim lze proces ul-

trafiltrace (jeden filtracni cyklus) rozdélit na 3 zakladni
operacni kroky:
filtrace,
zpétny proplach (Backwash — BW),
chemicky podpofeny zpétny proplach (Chemically
Enhanced Backwash — CEB).
Kazdy krok filtraéniho cyklu ma své opodstatnéni,
pficemz jejich délka, Cetnost a intenzita zpétného propla-
chu pfimo ovliviiuje UCinnost a stabilitu ultrafiltraéniho
procesu. V obecném pohledu na inteligentni fizeni cyklu
filtrace 1ze predpokladat, ze uvedené procesni kroky mi-
zeme optimalizovat ,,samostatné™ a hodnotit jejich vliv na
pozadovanou hodnotu a trend permeability P, resp. permea-
bility P pfepoctené na hodnotu odpovidajici teploté 20 °C.

Pii inteligentnim fizeni dale nutno zohlednit nékteré
protichidné technologické skutecnosti. Je-li membrana
zanesend, pak permeabilita klesd a je nutné provést zpétny
proplach (BW). Pokud piestava byt zpétny proplach ucin-
ny, je nutné pristoupit k chemicky podpofenému propla-
chu (CEB). Kazdy chemicky proplach ovSem razantné
snizuje zivotnost materialu membrany. Jedna se tedy az
o posledni technologicky proces k vycisténi membrany
a je snaha jeho frekvenci co nejvice snizit. Rychlost zana-
Seni membrany je zavisla na charakteru vstupni vody,
ktery je v praxi ¢asto proménny.

Pti zohlednéni vyse uvedenych skutecnosti 1ze kon-
statovat, ze software IQ-MINT, vyvinuty spolecnosti New
Water Group s.r.o. a Alad CZ s.r.o. je schopny okamzité
reagovat na zménu charakteru vstupni vody a tim pfizpa-
sobit procesni nastaveni uvadénych operacnich kroku tak,
aby hodnota permeability dosahovala maximalnich hodnot
v pozadovaném ,neménném" Casovém trendu, ale
s ohledem na bezpecnost provozu a zivotnost pouzitych
membran.

Na obr. 3 je znazomeén typicky pokles permeability
v ramci manualniho fizeni ultrafiltrace s fixni dobou filtrace.

Na obr. 4 1ze pozorovat vysledny efekt optimaliza¢ni-
ho softwaru IQ-MINT na hodnotu a trend permeability.
Jeli zpétny proplach proveden ihned pii poklesu permeabi-
lity pouze pod urcitou procentudlni hodnotu, dochazi

100 % CEB

60 %
50 %

‘l\ N
NN

Obr. 3. Standardni Fizeni procesu s fixni hodnotou délky fil-
tra¢niho cyklu, y = P,



J. Starek a spol.

100 %. CEB
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Obr. 4. Optimalizované Fizeni podle poklesu P, y = Ps

100 %
CEB

NS

NN N

60 %
50 %

t

Obr. 5. Optimalizované Fizeni podle poklesu P5) s adaptivnim
zpétnym proplachem, y = P,

k t€inn€j$imu proplachu membrany a tim napf. i k pro-
dlouzeni intervalu mezi chemicky podpofenymi propla-
chy.

Na obr. 5 1ze pozorovat efekt del§i doby a vyssi inten-
zity zpétného proplachu. Dochazi-1i k nedokonalému zpét-
nému proplachu, nastava prodlouzeni jeho délky. Pokud
prodlouzeni doby zpétného proplachu nemé zasadni vliv
na zvys$eni hodnoty permeability, dochazi pomoci navrze-
nych algoritmi ke zvyseni intenzity jeho toku. Optima-
lizaci parametri zpétného proplachu tedy dochazi
k u¢inngjSimu prodlouzeni intervalu mezi chemickymi
proplachy.

Hlavni vyhodnou samooptimalizaéniho software
IQ-MINT je skutecnost, ze toto inteligentni fizeni procesu
ultrafiltrace pracuje na zakladé¢ aktualné hodnocenych
provoznich parametrii a umoziiuje okamzitou tpravu rele-
vantnich provoznich parametri nezavisle na kvalité¢ néto-
ku nebo produktu.

Pouziti softwaru IQ-MINT tedy umoziiuje dosazeni
pozadovaného optimalniho provozniho rezimu technolo-
gie bez nutnosti hlubsi znalosti procesu i kvalitativnich
parametrd jednotlivych procesnich proud.
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2. Prakticka cast, vysledky
2.1. Optimalizace na realném typu vod

V ramci testovani funkce softwaru IQ-MINT byl
tento implementovan do technologického zaftizeni ultrafil-
trace UF60-MINT, navrzeného spolecnosti New Water
Group s.r.0. Cilem testovani bylo potvrdit funkci samoop-
timaliza¢niho softwaru IQ-MINT na redlném zdroji povr-
chové vody s dirazem na optimalizaci celkového recovery
(resp. jeho maximalniho zvySeni), sniZeni rizika nevratné-
ho zaneseni membrany (resp. maximalizace dlouhodobé
hodnoty permeability) a na pfinos pfi snizovani provoz-
nich nakladu.

Jako vhodna lokalita pro validaci funkce softwaru
IQ-MINT byla zvolena Upravna vody v Bedfichové. Zdroj
surové vody zde predstavuje povrchova voda z Josefova
Dolu, ktera je dle analytického rozboru znaéné kontamino-
vana organickymi latkami, konkrétné smési huminovych
latek. Protoze rozptyl velikosti organickych molekul hu-
minovych latek presahuje schopnost jejich ucinného od-
stranéni pouze pomoci ultrafiltrace, bylo nutno aplikovat
v ramci pouzitého zafizeni UF60-MINT kombinaci ultra-
filtrace s in-line koagulaci.

2.2. Nastaveni hodnot in-line koagulace

V konvenénim procesu upravy vod se vyuziva koagu-
lace jako technologicky proces, ktery vede ke zvySeni
ucinnosti odstraniovani organického znecisténi. V piipadé
membranového procesu se vyuziva proces tzv. in-line
koagulace, kdy je koagula¢ni ¢inidlo davkovano piimo do
natoku surové vody s kontinualni upravou pH na pozado-
vanou hodnotu. V proudu surové vody pied vstupem na
membranu se tak po Upravé pH a naddvkovani koagulacni-
ho ¢inidla tvofi mikrovlocky, které je ultrafiltracni mem-
brana schopna uc¢inné zachytit.

V laboratofi VSCHT Praha byly pied spusténim pi-
lotniho provozu nejprve provedeny standardni kadinkové
testy se siranem hlinitym v simulovanych podminkach
s odebranou surovou vodou pii teploté vody natoku 2,5 °C.
Koagula¢ni ¢inidlo i teplota odpovidala podminkam na
Upravné vody v Bedfichové. Pocate¢ni davka koagulantu
pro kadinkové testy byla zvolena 7,6 ml h™', tedy 2,1 ml m™,
coz odpovidd primérné davce koagulantu davkované na
UV v Bedfichové pii pH 5,9-6,0. Pii kadinkovych testech
nedochazelo za vySe uvedenych podminek k tvorbé vidi-
telnych vloc¢ek ani pii zvolené davce ani pii davkach niz-
Sich ¢i vysSich. Viditelné vlocky zacaly vznikat az pfi
vy$Sich hodnotach pH, konkrétné 6,9-7,1, kde vlocky
ovsem tvoii primarn¢ produkty hydrolyzy koagulantu bez
organickych molekul. Pfitomné organické latky by mély
koagulovat pii pH pravé 5,9-6,1, ovSem nizkd teplota
(<5°C) zhorSuje schopnost tvofit vlocky, to ovSem ne-
znamena, ze by v roztoku nemély vznikat mikrovloc¢ky.
Bylo tedy nutné pfistoupit k testim v realném provozu.
Nejprve byly provedeny testy davek 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 2,7
a 3,0 ml m™ pii hodnot& pH 6,1 a byla méfena absorbance
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produktu pii 387 nm a nasledné koncentrace hliniku
a zdkal. Davka koagulantu pro vzorek s nejniz§imi hodno-
tami absorbance a zékalu produktu (tedy 2,7 ml m™) byla
zvolena jako vhodna a nasledné bylo pii aplikaci zvolené
davky ménéno pH s cilem zvyseni G¢innosti koagulace.
Jako vhodné pH byla nakonec zjisténa hodnota pH 6,8.
I ptes dosazeni vysoké ucinnosti koagulace mél produkt
UF stale vyssi hodnoty absorbance pti 387 nm nez produkt
UV Bedfichov, coz odpovida vyssi koncentraci organické-
ho znecisténi. V dalsim kroku byl snizovan pritok filtrace
z divodu zvySeni doby =zdrzeni mezi hodnoty 1,8
a24m’h’.

Findlni ndvrhové parametry in-line koagulace byly
tedy nasledujici:
— davka koagulantu 2,7 ml m>;
- pH®6.S;
—  pritok filtrace 1,8-2,4 m*h™".

2.3. Validace inteligentniho fizeni v redlné aplikaci

Jednotka UF60-MINT s jednim membranovym mo-
dulem o aktivnim povrchu 60 m* ve formé& multikanalové-
ho dutého vlakna v dead-end uspotadani byla testovana na
prikladu vody odpovidajici kvalité povrchové vody neboli
surové vody upravované UV Bediichov. Teplota natoku
byla pfiblizné¢ v rozmezi 5-2 °C.

Pied zahdjenim pilotntho provozu byly nastaveny
nasledujici pocatecni parametry pro filtracni cyklus:

— filtrace: pratok 3,6 m® h' (601 m? h™') po dobu
40 min,

—  BW: pritok 13,8 m* h™' (240 Im 2 h™") po dobu 50 s,

—  CEB zasadity: 1x denné, davkovan 33% NaOH na pH
12,5, plnéni 7,2 m’ h! po dobu 45 s, louzeni po dobu
30 min, vyplach 13,8 m® h™' po dobu 45 s,

— CEB kysely: 1x dennég, davkovana 37% H,SO4 na pH
1,5, plnéni 7,2 m’ h! po dobu 45 s, louzeni po dobu
30 min, vyplach 13,8 m®> h™' po dobu 45 s,

— CEB dezinfekce: 1x denné, davkovan 1% NaClO, pH
max. 12, plnéni 7,2 m* h™' po dobu 45 s, louZeni po
dobu 60 s, vyplach 13,8 m* h™' po dobu 45 s.

Dale byly nastaveny poc¢atecni a limitni hodnoty pro-
cesnich parametri pro validaci SW samooptimalizace
véetné podminek pro spousténi BW a CEB. Ty respekto-
valy doporuceni vyrobce membrany ve vazb€ na kinetiku
zana$eni membrany.
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Na pocatku testovaci faze pred spusténim samoopti-
malizaniho softwaru se permeabilita P,, pohybovala
v rozmezi 270-390 dm’m>h ' bar"'. Chemicky podpore-
né proplachy se v pribéhu samooptimalizace ustalily
v intervalu jeden za dva dny. Tésné pied spusténim samo-
optimalizace byly provedeny testy in-line koagulace. Od
tohoto okamziku byla spusténa in-line koagulace, vlivem
které bylo nutné snizit prutok filtrace. Diky snizenému
prutoku a probihajici in-line koagulaci se snizila hodno-
ta permeability z hodnoty okolo 370 dm*m*h ' bar ' na
230-340 dm’m “h' bar .

V piipadé transmembranového tlaku, tedy hnaci sily
filtrace, byly stanoveny nasledujici priibéhy. Hodnoty
TMP se pohybovaly v rozmezi 0,22—0,26 bar pied zapnu-
tim samooptimalizace a pii objemovém pritoku 3,6 m*h™!,
resp. v rozmezi 0,145-0,155 bar po zapnuti in-line koagu-
lace pfi aplikovaném snizeni objemového pritoku na
1,8 m’h™'. Tento rozsah ziistal zachovan i v piipadé apli-
kace softwaru samooptimalizace. Pti procesu in-line koa-
gulace byla hodnota pH upravovana na konstantni hodno-
tu 6,8 pomoci davkovani 1-5% roztoku NaOH.

Dale byla hodnocena zavislost vytézku, doby filtrace
a zpétného proplachu BW a CEB procesu ultrafiltrace na
parametrech v pribéhu validovaného provozu. Z pohledu
optimalizace doby filtrace lze konstatovat, Ze v pfipade,
kdy nebyl zapnut samooptimalizacni software, byla doba
filtrace srovnatelna s piipadem, kdy byl software zapnut.
Samooptimaliza¢ni software tedy primarné ovliviioval
objemovy pritok filtrace. Doba filtrace se nezménila ani
v ptipad¢, kdy byla spusténa in-line koagulace. Samoopti-
malizace opét ménila hodnoty pritoku v rozmezi prutoki
idedlnich pro funkci in-line koagulace. Délka zpétného
proplachu se nejprve zvysila na 60 s, poté se zvysila inten-
zita jeho pritoku na 14,2 m® h™', kdy nasledn& doslo
k jeho zkraceni zpét na 50 s. To samé plati i v ptipadé
veli¢iny recovery, kterd byla zna¢né ovlivnéna vysSim
poc¢tem kratSich filtraénich cykld, a tedy i zvySenym po-
¢tem zpétnych proplacht. Thned po zapnuti samooptimali-
zaéniho softwaru pii pritoku 2,4 m*h™' veli¢ina recovery
skokové vzrostla, coz bylo zptisobeno zvySenim hodnoty
prutoku, doba jednoho filtra¢niho cyklu se mirn¢ zkratila.
Poté si samooptimalizace upravila priutok filtrace na
1,8 m*h™" a veli¢ina recovery se umérné sniZila. SniZeni
veli¢iny recovery ovlivnila hlavné spusténd in-line koagu-
lace. V nasledujici tab. I je uvedeno srovnani provoznich

Tabulka I
Srovnani provoznich parametrt pied a po zapnuti samooptimalizace
Faze Py [dm® m?h ' bar '] TMP [bar] Priitok filtrace [1h™'] R [%]
1.1°% 3342 0,28 3600 87,5
1.2° 336,8 0,19 1800 84,7
2°¢ 297,8 0,18 2400; 1800 72,4

* Filtrace bez in-line koagulace, vypnuty samooptimalizaéni software, ° Filtrace s in-line koagulaci, vypnuty samooptimali-
zaéni software, ° Filtrace s in-line koagulaci, zapnuty samooptimalizaéni software
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Tabulka II
Souhrn analytickych parametrt
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Parametr Vzorek Vypnuty SW Zapnuty SW
natok 4,14 4,07
HSKy, mg 1! ) ;
CHSKin, mg produkt 1,53 1,49
" natok 6,24 6,31
P produkt 6,58 6,52
atok 50,50 53,00
RL105, mg 171 2 nato ’ ’
produkt 43,50 46,00
itok 7,00 7,50
NL [ e : :
105, M8 produkt 0,00 0,00
Dusicnany. me 1! natok 0,76 0,79
u
Y, g produkt 0,78 0,76
natok 0,04 0,02
Hlinik, mg I . :
e e produkt 0,03 0,02

“Rozpusténé latky méfené pii 105 °C, ® Nerozpusténé latky méiené pii 105 °C

parametrd pti zapnuté samooptimalizaci z testovaciho
provozu ve formé celkového praiméru P,,, TMP, pritoku
filtrace a recovery R.

Velmi dilezité je zminit, ze technologie spliovala
kvalitativni parametry provozu. V tab.II jsou uvedené
priméry méfenych kvalitativnich hodnot pfi vypnutém
a zapnutém softwaru [Q-MINT.

2.4. Hodnoceni funkce softwaru IQ-MINT

Parametry funkce samooptimaliza¢niho softwaru
IQ-MINT byly hodnoceny dle dvou hlavnich kritérii.
V prvni fad€¢ byly pomoci softwaru nastaveny provozni
parametry ultrafiltrace tak, aby bylo dosazeno co nejvyssi
hodnoty recovery. V druhém piipadé byly pomoci softwa-
ru upravovany provozni parametry tak, aby co nejucinnéji
prodluzovaly zivotnost membrany, tj. zvySovaly ucinnost
zpétnych proplachti, zvySovaly interval mezi CEB a udr-
zovaly permeabilitu ve filtratnim cyklu s nizkou mirou
rozptylu. Tyto dva pfistupy optimalizace provozu jdou
logicky proti sobé.

V kontextu tohoto piistupu inteligentniho fizeni bylo
pomoci aplikovaného softwaru upfednostnéno snizeni
cetnosti chemicky podpotfenych proplachi oproti maxi-
malnimu zvySeni hodnoty recovery. Snizeni hodnoty re-
proplachti, ¢imz byl eliminovan klesajici trend permeabili-
ty. Z dat 1ze déle pozorovat, ze v tomto rezimu byly zpétné
proplachy mnohem u¢inngjsi. Souhrmné 1ze konstatovat,
ze pred spusténim softwaru IQ-MINT byla cetnost CEB
11,6 CEB/1000 m® a po spusténi samooptimalizaéniho
softwaru se Getnost CEB ustalila na 5,8 CEB/1000 m>.
Touto Gpravou provoznich parametrd bylo pomoci softwa-
ru dosazeno polovi¢ni spotieby chemikalii potfebnych na
udrzbu membrany.
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3. Zavér

Pilotni provoz integrovaného procesu in-line koagu-
lace a ultrafiltrace pfi zpracovani povrchové vody na
Upravné vody Bedfichov potvrdil, Ze bez aplikace inteli-
gentniho fizeni dosahoval primérné vytéznosti na urovni
84,7 %. Toto vsak bylo dosazeno za provoznich podmi-
nek, kdy ultrafiltraéni membrana byla daleko vice chemic-
ky zatizena vétsi frekvenci zpétnych proplachti CEB. Pii
tomto provoznim rezimu rovnéZ dochédzelo k vys$§imu
poklesu hodnoty permeability v ramci jednoho filtracniho
cyklu ik postupné klesajicimu trendu permeability mezi
jednotlivymi zpétnymi proplachy membrany.

V piipad¢ aplikovaného samooptimaliza¢niho soft-
waru IQ-MINT doslo ke sniZzeni primérné vytéznosti na
urovenn 72,4 %, coz bylo zplsobeno zvySenim intenzity
zpétného proplachu BW ve vazbé na jeho Cetnost, prutok
i délku. Tento rezim vSak docilil zvySenou Ucinnost zpét-
ného proplachu BW ve vazbé na pozadovanou konstantni
a co nejvyssi hodnotu permeability a zaroven snizil frek-
venci zpétného proplachu CEB. Timto zplsobem tedy
dochéazi k efektivnéjsi filtraci za minimalizace poklesu
hodnot primérné permeability pti podminkach, které zaru-
Cuji delsi zivotnost membrany. Tento rezim dale jedno-
znaéné prokazal vys§i Géinnost zpétného proplachu BW
ve vazb¢ na nezadouci pokles permeability, coz snizuje
spotiebu energie, spotiebu chemikalii a zejména minimali-
zuje riziko nevratného zaneseni membrany. To jednoznac-
n¢ vede k optimalizaci celkovych provoznich nakladi
a k eliminaci rizika nevratného zaneseni membrany. Na
zaklad¢ ziskanych vysledk a kvalitativniho hodnoceni
provozu lze tedy spolehlivé potvrdit spravnou funkci opti-
maliza¢niho softwaru IQ-MINT.

Potencidl vyuziti softwaru IQ-MINT u procesu ultra-
filtrace neni pouze pii vyrob¢ pitné vody, ale je vyuZitelny
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i v dalsich aplikacich. Je rovnéz zfejmy i v jeho pouzitel-
nosti na nékteré dalsi typy tlakovych membranovych pro-
cestl.

Vypracovano v ramci projektu ev.¢. FW01010020,
Membranové inteligentni systémy 4.0, ktery je spolufinan-
covan se statni podporou Technologické agentury CR,
Programu TREND.
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J. Starek™®, Z. Zwaan™®, M. Zlamal’, M. Paidar®,
A. Cernin®, L. Maly’, J. Kin&l%, and V. Sykora®
(“ Department of Inorganic Technology, University of
Chemistry and Technology, Prague, " New Water Group
s.r.o0., Jitetin pod Jedlovou, © Department of Water Tech-
nology and Environmental Engineering, University of
Chemistry and Technology, Prague, “Alad CZ s.r.o.,
Ceskd Lipa, Czech Republic): Application of Intelligent
Membrane Separation

Water recycling and the production of drinking water
have recently become a very actual topic. Pressure mem-
brane processes make it possible to produce water with
a quality higher than or comparable to the product of con-
ventionally used processes such as sand filtration and flo-
tation. The operation of membrane technologies requires
specialist knowledge. By correctly analysing the input
parameters of the water and controlling the operating pa-
rameters of the process, the technology is capable of
achieving a very high recovery with a very high product
quality while simultaneously using low energy. The
IQ-MINT intelligent software can analyze these parame-
ters in real time and is able to immediately change the
operating parameters of the technology with an emphasis
on obtaining the highest possible recovery with regard to
operational safety and membrane life. The software was
validated on the example of cleaning real surface water in
the UF60-MINT unit. When switched on, the software
adjusted the operating parameters of the technology in
such a way that — to the expense of the recovery — the
lifetime of the membrane was extended and the consump-
tion of chemicals and energy was reduced, with an empha-
sis on operational safety. The use of the IQ-MINT soft-
ware thus enables the autonomous function of the technol-
ogy with any type of incoming water without the need for
a constant control and regulation by the operator.

Keywords: membrane technology, membrane separation,
membrane, ultrafiltration, intelligent control, permeability,
transmembrane pressure, intelligent software
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Clenské sluzby a vyhody | Ceska spole¢nost chemicka

Zapojeni v Ceské chemické spolegnosti, &lenu Asociace Geskych chemickych spole¢nosti, EuCheMS, ECTN-A a CSVTS piinasi
individualnim chemikiim, kromé vlastniho ¢lenstvi v nejvétsi a nejstarsi ceské profesni organizaci chemiku (zal. 1866):

ROZSIRTE SVE KONTAKTY
—  celosvétoveé uznavanou piislusnost k jedné z nejstarsich profesnich organizaci v chemii na svéte,
—  moznost zapojeni se do prace a komunikace v jedné z mistnich & odbornych pobocek CSCH,
—  kontakty, informace, sluzby, moznosti, uplatnéni, ...
—  pfistup ke sluzbam a slevam poskytovanym ¢lenskymi organizacemi EuCheMS pro ¢leny narodnich organizaci,

—  moznost piidruzeného ¢lenstvi v IUPAC, a z toho plynouci sleva u nakladatelstvi Blackwell a na konferencich
sponzorovanych [UPAC, ¢lenové IUPAC dostavaji ¢asopis Chemistry International,

—  moznost ziskani a doporugeni ¢lenské piihlasky do vyznamnych zahraniénich chemickych spoleénosti (RSC, ACS, GDCh, GOCh, SFC aj.),

ZUCASTNETE SE NARODNICH SJEZDU

—  moZnost zicastnit se narodnich sjezdi s vyznamnou slevou pro ¢leny, které jsou pofddany kazdoro¢né, jednou na Slovensku
jednou v CR, .
ZLEPSETE SVOJI INFORMOVANOST

— moznost dostavat 4x ro¢né zdarma tzv. ,,bulletinové ¢islo® Chemickych listd v tisténé ¢i elektronické podobé,
— moznost dostavat 4x ro¢né, cestou elektronické posty, ¢lenské upozornéni na nejdilezitéjsi udalosti a aktuality,

—  volny piistup k &lenskému magazinu ChemViews (http://www.chemistryviews.org/), jehoz je CSCH spoluvlastnikem,
a to 1 na vasem mobilnim telefonu apod.,

—  c¢lenské informace o novych knihach, produktech a sluzbach i o pfipravovanych odbornych akcich na celém svéte,

— informace o déni v evropskych strukturach, jako napt. EuCheMS, ECTN, EC2E2N a podobné,

—  pfistup k elektronickym informa¢nim médiim Spolecnosti,

—  volny piistup k tiSténym verzim ¢asopisi ChemPubSoc Europe v , knihovné CSCH*, kterou po dohod s PiF UK Praha zfidila
CSCH v Knihovné chemie (sidlici v budové Hlavova 8/2030, Praha 2, Albertov, piizemi, v mistnostech ¢. 148, 149, 150).

ZAPOJTE SE DO RESENI GRANTU EU
— moznost participovat na feSeni granti s evropskymi partnery, jako napti ECTN a partnerskymi narodnimi spole¢nostmi.

USETRETE PENIZE
—  moznost objednani pfedplatného Chemickych listd s vyznamnymi slevami,
—  podstatné slevy u vlozného na sjezdech a konferencich, jejichz oficialnim potadatelem je CSCH,

—  vyznamnou slevu (ca 90 %) na piedplatné Casopisu Chemistry — A European Journal, a dal§ich evropskych ¢asopisii
konsorcia ChemPubSoc Europe, jichZ je CSCH spolumajitelem,

—  pfistup ke sluzbam a slevdm poskytovanym ¢lenskymi organizacemi EuCheMS pro ¢leny narodnich organizaci,

—  moznost ziskani p¥ileZitostnych slev obchodnich firem spolupracujicich s CSCH,

—  slevu pfi zap@ijceni automobilu (az 35 %) u spole¢nosti AVIS a HERTZ na celém svet€, kromé Australie, a pouziti t€chto
automobill na akcich v CR za specialni tarify,

—  sleva 20 % z publikac¢nich poplatkl v ¢asopise ChemOpenChem, ktery spolec¢nost spoluvlastni.

ZDURAZNETE SVOJI PROFESIONALITU

— moznost zazadani o evropskou nostrifikaci chemického vzdélani a odborné praxe spojenou s udélenim titulu EurChem,
platného v celé EU, . .
BUDTE VIDENI

— moznost uplatnit informace z vlastni pracovni ¢innosti (vysledky, novinky, inzerce, tiskova oznament aj.),
— moznost zvefejnéni vlastniho oznameni v rubrice Bulletinu Chemickych listti ,,Praci hledaji,

— afadu dalsich sluzeb, které se teprve sjednavaji,
PRO FIRMY A PODNIKATALE

—  Firmam, podnikim, institucim a dal§im pravnickym osobdm nabizi CSCH mimo jiné i tzv. ,kolektivni ¢lenstvi, pii kterém
se ve vzajemné smlouve sjedna to, ¢im mohou pomoci jedna strana druhé. Podrobnosti na dotaz.
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Rosteme s chemii

15. - 16. 6. 2023

Fakulta chemicko-technologicka
Univerzita Pardubice

Clen AMCH/CSCH 950 K¢
Ostatni 1250 K¢
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£ Metrohm
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