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Uvodnik

Metodika hodnoceni vysledkii vyzkumu a vyvoje v roce 2007

Na  internetové  adrese  http://www.vyzkum.cz/
FrontClanek.aspx?idsekce=31543 Ize najit nové schvdle-
nou metodiku hodnoceni vysledkii vyzkumu a vyvoje, ktera
vznikla ve spoluprdci Rady viady CR pro vyzkum a vyvoj a
Ministerstva Skolstvi, mlddeze a télovychovy. Hlavnim
ucelem tohoto hodnoceni je hodnotit efektivitu prostredkii
poskytnutych jednotlivymi rozpoctovymi kapitolami na
podporu védy a vyzkumu. Povinnosti a pravem poskytova-
tele je toto hodnoceni doplnit a pripadné modifikovat
podle zaveri svych hodnoticich grémii. Vytvareny proces
hodnoceni neni a nemuze byt ndahradou téchto grémii.
Cilem tohoto uivodniku neni hodnotit tuto metodiku ani k ni
zaujimat stanovisko, ale informovat o ni naSe cCtenare.
Prestoze navrhovany zpiisob hodnoceni jesté neni zcela
definitivni a teprve postupné bude smérovat k vyvazenému
systému, nase Ctendre jisté bude zajimat, jak se odrazi
v oblasti chemickych véd. Lze ocekavat, Ze nové pripravo-
vany systém poskytovani instituciondalni podpory bude
zaviset vyhradné na vyhodnocovani dosazenych vysledkii
ve vyzkumu a vyvoji, pricemz se budou zohlednovat pouze
dosazené vysledky a vySe poskytnutych podpor na jejich
dosazeni. Predpoklida se, ze ,,vSechny kvalitni vysledky
vzkumu a vyvoje budou bodove ohodnoceny, a to bez
ohledu na poskytovatele — resort”. Definice jednotlivych
druhii vysledkii, evidovanych v RIV, je zverejnéna na inter-
netové adrese www.vyzkum.cz. Do hodnoceni nebudou
zahrnuty vysledky prokazatelné nespliujici definice jednot-
livych druhii vysledkii. Za bodové hodnocené vysledky
budou povazovany:
clanek v odborném periodiku,
odborna kniha,
kapitola v odborné knize,
¢lanek ve sborniku,
patent,
poloprovoz, ovérena technologie, uplatnénda metodi-
ka, funkcni vzorek ¢i autorizovany software.

Podle navrhované metodiky bude pocet bodii za cla-
nek v impaktovaném casopise urcen vztahem 5 + (I15xIF
Casopisu/median IF oboru), za clanek v neimpaktovaném
Casopise v ceském ¢i slovenském jazyce bude 1 bod
(v cizim jazyce 2 body), za odbornou knihu v ceském ci
slovenském jazyce 12,5 bodu ¢i v cizim jazyce 25 bodii, za
kapitolu v knize v ceském ci slovenském jazyce 1 bod ci
v cizim jazyce 2 body, za clanek ve sborniku 0,1 ¢i 0,2
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body, za Cesky ci slovensky patent 50 bodi, za evropsky
nebo mezinarodni patent ¢i patent USA nebo Japonska
500 bodh, za poloprovoz ¢i ovérenou technologii 75 bodii
a za prototyp Ci funkcni vzorek 75 bodii. Je tedy ziejmé, zZe
nejvyse budou hodnoceny patenty, poloprovoz, ovérend
technologie, uplatnend metodika, funkcni vzorek ¢i autori-
zovany software. Z hlediska vétsiny chemickych pracovist
vSak ziejmé rozhodujici roli budou hrdat védecké clanky
v odborném periodiku. Podle zverejnéené definice se jedna
o celé texty praci s clenénim podle pozZadavkii vydavatele
periodika na strukturu publikované védecké prace
(nejcasteji souhrn, uvod, literarni prehled, material a me-
tody, vysledky, diskuse, zaver). Odbornym periodikem je
vedecky casopis — bez ohledu na stat vydavatele — ktery je
recenzovan, je vydavan jako periodicka publikace v tistené
¢i elektronické podobé a ma pridelen ISSN kod. Odbornym
periodikem neni denni tisk ani popularné naucny casopis.
Clankem v odborném casopise neni podle téchto kritérii
abstrakt vedeckého prispevku napr. na konferenci. Mezi
vysledky bez bodového ohodnoceni budou patrit
i vwzkumné zpravy, audiovizudlni programy, organizovani
vystav, workshopit a konferenci. Do bodového hodnocent
se rovnéz nepocita elektronicka forma vystupu, ktery byl
zarovern publikovdn v jiné, napr. tisténé podobé.

Vzhledem  ktomu, zZe vpriloze na
www.vyzkum.cz/UserFiles/File/Hodnoceni_2007/
Mediany IF oboru_2007.pdf jsou pro jednotlivé chemickeé
obory uvedeny nasledujici mediany IF (analytickd chemie
1,427, anorganickda chemie 1,402, organickd chemie
1,894, fyzikalni chemie 1,778 a biochemie 2,476), Ize si
snadno spocitat, Ze napr. za clanek z oblasti analytické
chemie v casopise Chemické listy (IF 0,431) ziskd instituce
9,39 bodu (5 + (15 x0,431/ 1,472) = 9,39), zatimco napr-
v Casopise Electroanalysis (IF= 2,444) ziska 29,90 bodu
(5+ (15 x2,444/1,472) = 29,90). Vyrazne nizsi bodové
ohodnoceni sbornikii z konferenci bude autory nutné sti-
mulovat spiSe k prezentovani svych vysledkii v impakto-
vanych casopisech nezli v ruznych sbornicich. A pokud si
uvédomime, zZe za clanek v Chemickych listech se ziska
tolik bodii jako za 45 clankii ve sbornicich ze zahranicnich
konferenci, muze to vyznamnym zpiusobem stimulovat
i prisun praci do naseho casopisu. A z toho bychom jisté
meli mit radost.

http://
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1. Uvod

Oxid dusnaty (NO) je velmi rozsifenym vnitrobunéc-
nym a mezibunénym poslem se Sirokym spektrem regu-
lacnich funkci mnoha fyziologickych i patologickych pro-
cesti vriznych typech organismi. Poprvé byl popsan
u savcd, u kterych se Gcastni procest vasorelaxace, neuro-
transmise, cytotoxicity, regulace imunitniho systému
a celé fady dalsich bun&énych a tkafovych pochodi'. Po-
znatky o funkci NO v rostlinnych systémech byly done-
davna ve srovnani s zivociSnymi systémy velmi omezené,
pfestoze emise NO u rostlin byla poprvé zaznamendana jiz
vroce 1979 (cit.?). Po zvefejnéni n&kolika prilomovych
publikaci o tloze NO v signdlnich drahich a obranném
mechanismu rostlin pfi infekci® se studium metabolismu
NO v rostlinach stalo stfedem pozornosti. Vysledky vy-
zkumu publikované v poslednich letech potvrzuji ulohu
NO jako diilezité signalni molekuly podilejici se na regula-
ci fady rostlinnych fyziologickych proces i obrannych
reakci ve stresovych podminkach (tab. I). NO se tcastni
procest kliceni, rustu, kveteni, pohybu praducht, zrani,
senescence a programované bun&éné smrti>‘. Ve streso-
vych podminkach se podili na rostlinné odpovédi a mecha-
nismech odolnosti na riizné formy biotického a abiotické-
ho stresu’.
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2. Enzymova syntéza NO v rostlinach

V savc¢ich buikach je NO produkovan zejména pétie-
lektronovou oxidaci guanidinového dusiku L-argininu en-
zymy nazyvanymi NO synthasy (NOS, EC 1.14.13.39).
Produkty této reakce jsou L-citrulin a NO. NO synthasy
jsou hemoproteiny piibuzné rodin€ cytochromi P450.
Tyto enzymy byly ptivodné charakterizovany jako homo-
dimery, ale protoze je pro enzymovou aktivitu potiebna
navic vazba dvou monomerll kalmodulinu mezi malou
a velkou podjednotku NOS, je funk¢ni holoenzym ve sku-
te¢nosti heterotetramer®. Kromé kalmodulinu je pro kataly-
ticky mechanismus NOS nutnd soucasna ucast dalSich
4 kofaktor(, zahrnujicich hem, FAD, FMN a tetrahydrobi-
opterin. V zivocisnych burnikach byly popsany tfi isoformy
NOS: konstitutivni formy endotelidlni NOS a neurondlni
NOS, a indukovana forma iNOS. Podle nejnovéjsich po-
znatkl mohou byt formy NOS v rlizné mife soucasné ex-
primovany v jednom typu bun¢k riznych tkani v zavislosti
na stavu vyvoje buiiky ¢i vn&jsich podminkach’.

V poslednim desetileti hledalo mnoho rostlinnych
biologli analogicky enzym produkujici NO reakénim me-
chanismem obdobnym NO synthasam savc¢ich bun¢k. Vy-
sledkem je rostouci pocet publikaci naznacujicich pfitom-
nost NOS aktivity v rostlinach, ale existence tohoto enzy-
mu nebyla doposud piesvédCiveé experimentalné prokaza-
na. Proto navzdory znalosti fady procest kontrolovanych
nebo indukovanych vlivem NO u rostlin zistavaji presné
molekularni mechanismy syntézy tohoto radikalu u riz-
nych rostlin za riznych podminek stile pfedmétem inten-
zivni diskuse. V soucasnosti bylo popsano celkem Sest enzy-
m, které mohou katalyzovat syntézu NO v rostlinnych bui-
kach'® (tab. II). Ke vzniku NO v rostlinach miize vést také
fada dalSich neenzymovych reakei vychdzejicich
z anorganickych sloucenin dusiku (obr. 1).

Prvnim jednozna¢né identifikovanym enzymovym
zdrojem NO v rostlinach byla nitratreduktasa'' (NR, EC
1.7.1.1.). NR je homodimerni protein s molekulovou
hmotnosti mezi 200 a 250 kDa v zavislosti na rostlinném
zdroji, pfi¢emz kazdy monomer obsahuje tfi prostetické
skupiny: FAD, hem a molybdenovy kofaktor. Aktivita NR
je posttranslacné regulovana reverzibilni fosforylaci. Hlav-
ni roli NR v rostlinch je katalyza NAD(P)H-dependentni
dvouelektronové redukce dusi¢nanu na dusitan. Experi-
mentalné bylo potvrzeno, ze za ur¢itych podminek mize
dochéazet k jednoelektronové redukci dusitanu na NO, pfi-
padné NR miize produkovat soubézné s NO také reaktivni
nitra&ni ¢inidlo peroxodusitan'?.

V peroxisomech hrachu byla popsana specifickd for-
ma enzymu podobného Zivo&isnym NO synthasam'?. Pero-
xisomdlni enzym produkujici NO vykazoval podobnou
substratovou a inhibi¢ni specifitu a reagoval s protilatkami
pfipravenymi proti indukovatelné formé iNOS. Zatim vSak
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Tabulka I

Souhrn funkci NO ve fyziologickych a patofyziologickych procesech u rostlin

Funkce Lit.

Fyziologické pochody rlst a vyvoj 44,56
kligeni 5,6
vyvoj kofenového systému 22
pohyb svéracich bun¢k priducht 42,52
senescence a programovana bunééna smrt 54
lignifikace bunééné stény 53
metabolismus buné¢nych organel 13,26

Funkce v bunéc¢nych organelach

Chloroplasty biosyntéza chlorofylu, fotofosforylace 28

Mitochondrie regulace cytochrom c oxidasy 32

Peroxisomy regulace katalasy a askorbatperoxidasy 58

Cytosol regulace akonitasy 49

Bioticky stres programovana bunécna smrt 45
hypersensitivni reakce 3,4,36,43
systémova odezva 48

Abioticky stres poranéni 57
salinita 41
vysoké teplota 41
sucho 41
tézké kovy 34,51

nebyla dale objasnéna ptesna identita ptislusného proteinu
¢i genu a peroxisomdlni NOS aktivita nebyla potvrzena na
zadném jiném pracovisti.

Vroce 2003 byla v tabdku popsdna indukovatelna
forma NO synthasy, jejiz aktivita se vyrazn¢ zvySovala po
napadeni rostlin virem tabakové mozaiky'®. Stejna skupina
popsala podobny enzym i u rajéete v souvislosti s odolnos-
ti na bakterialni patogen'®, posléze se viak tyto vysledky
nepodafilo potvrdit a zminéné publikace byly autory odvo-
lany'®. Stejny osud stihl i nad&jného kandidata na konstitu-
tivni formu rostlinné NO synthasy popsané v roce 2003
v Arabidopsis thaliana"’. U objeveného proteinu AtNOS1
byla popsana lokalizace v mitochondriich a tiloha v obrané
rostlinnych  bunék proti oxidativnimu poskozeni'®.
V navazujicich experimentech na spolupracujicich praco-
vistich vSak bylo zpochybnéno, ze protein AtNOS1 ma
NO-synthasovou aktivitu'**® a byl proto pfejmenovéan na

AtNOA1 (,,nitric-oxide associated“)ﬂ. Vztah AtNOA1

k biosyntéze a signalni roli NO v rostlinach je pfedmétem
aktualniho vyzkumu s vyuzitim mutanti atnoal u A. thali-
ana.

Nitrit:NO reduktasa je dal§im specifickym rostlinnym
enzymem podilejicim se na syntéze NO. Tento enzym byl
doposud popsan pouze v plasmatické membrané koteno-
vych buné¢k tabaku spolecné s kotenovée-specifickou for-
mou nitratreduktasy. Nitrit:NO reduktasa katalyzuje re-
dukei dusitanu na NO, pficemz piisluSny donor elektronti
in vivo zatim nebyl identifikovan. Pfedpoklada se, ze NO
hraje dulezitou roli jako signalni molekula béhem vyvoje
kofenového systému a rozvoje symbiotickych interakei
s pidnimi bakteriemi na povrchu kofenti™. Kromé zming-
nych enzymu byly u rostlin popsany dal§i potencialni en-
zymatické zdroje produkce NO, ale jejich fyziologicky
vyznam je zatim velmi nejasny. Kfenova peroxidasa kata-

Tabulka II

Enzymové zdroje NO v rostlinnych buiitkach

Zdroj Substrat Kofaktor(y) Lit.
Enzym podobny NOS L-arginin NADPH, FAD, FMN, tetrahydrobiopterin 3,4,13
Nitratreduktasa NO; (NOy) NADH 11
Nitrit:NO reduktasa NO,” NADH 22
Xanthinoxidasa Hydroxymocovina 25
Kfenova peroxidasa N-hydroxyarginin NADH 23
Cytochrom P450 NO,” Cytochrom ¢ 24
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Obr. 1. Zdroje NO v rostlinach; NO je produkovan ¢innosti nitratreduktasy (NR), nitrit:NO reduktasy (NiNOR) a NO synthasy (NOS).
Dalsimi generatory NO jsou neenzymové reakce NO,: redukce za kyselého pH a svétlem pohanéna redukce v pfitomnosti karotenoida.
NO muze vznikat také jako vedlejsi produkt denitrifikace, nitratové asimilace, nebo respirace

lyzuje tvorbu NO in vitro za ucasti peroxidu vodiku z N-
hydroxyargininu nebo hydroxymocoviny®. Dal§i hemo-
proteiny vyskytujici se v rostlinnych bunkach jako
cytochromy P450, hemoglobiny a katalasa jsou schopny in
vitro produkovat NO a dalsi oxidy dusiku katalyzou oxida-
ce N-hydroxyargininu kumylhydroperoxidem™.

V zivo€iSnych bunkach byla také prokazana tvorba
NO 1ucinkem xanthinoxidasy obsahujici molybden (XOD,
cit.””). XOD existuje ve dvou vzajemné proménnych for-
mach: xanthinoxidasa (produkujici superoxid, forma O;
EC 1.1.3.22) a xanthindehydrogenasa (forma D; EC
1.1.1.204). XOD aktivita byla nalezena v peroxisomech
listd hrachu, které jsou pravdépodobné jednim z mist ak-
tivni tvorby NO v rostlinnych buiikach'*%.

3. Neenzymové drahy syntézy NO v rostlinach

K syntéze NO v rostlinach mohou za urcitych podmi-
nek vyznamné pfispivat také neenzymové procesy. Nizké
pH v apoplastu podporuje neenzymovou redukci dusitanu,
kdy dusitan dismutuje na NO a dusi¢nan®’. Dusitan mize
byt také chemicky redukovan kyselinou askorbovou pfi
fyziologickych hodnotich pH na NO a kyselinu dehyd-
roaskorbovou®. Dalsi neenzymovy mechanismus navrze-
ny pro tvorbu NO v membranach chloroplasti je svétlem
zprostfedkovana pfeména NO, na NO katalyzovana karo-
tenoidy®.

4. Reaktivita a detekce NO v rostlinnych
burnikach

NO je velmi reaktivni volny radikal, jehoz polocas
zivota v biologickych tkénich se pohybuje ftadové
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v sekundach™. Konkrétni reaktivita NO v buiikach je znad-
né ovlivnéna mnozstvim a vzéjemnou lokalizaci vznikaji-
ciho NO a potencialnich reaktanti. Typickou reakci NO
v aerobnim prostiedi je relativné pomala oxidace moleku-
larnim kyslikem na NO,, tato reakce je vSak kvantitativné
méné vyznamnd v bunéénych kompartmentech s nizkou
koncentraci kysliku. NO velmi rychle reaguje s jinymi
radikaly zejména ze skupiny reaktivnich forem kysliku.
Z biologického hlediska je nejvyznamnéjsi reakce se su-
peroxidovym anionradikdlem za vzniku peroxodusitanu.
Peroxodusitan jako silné nitracni cinidlo déale reaguje
s proteiny, lipidy a DNA za vzniku pfislusnych nitroso-
a nitroderivata®'.

Dalsi vyznamnou reakci NO, podobné jako u zZivocis-
nych bungk, je tvorba nitrosylovych komplext s atomy
kovi. Biologicky vyznamnou interakci je vazba NO na
atom Fe’" hemovych kofaktorti enzymil, kde nejdilezitgj-
§im prikladem je regulace aktivity guanylatcyklasy
podrobnéji zminénd v nasledujici kapitole. Podobné se NO
mize vazat napf. na atomy zeleza v aktivnim misté
cytochrom c oxidasy a v komplexech nehemového zeleza
Fe-S proteinti dychaciho fetézce mitochondrialnich mem-
bran’”.

Hydrofobni povaha a malé rozméry molekuly NO
usnadnuji jeji pohyb a piipadné lokalni zvyseni koncentra-
ce v prostiedi bunéénych membran, coz nasledné podporu-
je reaktivitu NO s lipofilnimi latkami, jako jsou radikalové
meziprodukty peroxidace membranovych lipidi*®. Podob-
né¢ jako v zivo¢iSnych buiikdch byl také v rostlinnych
membranach popsan pii riznych stresovych podminkach
antioxidacni a ochranny vliv NO snizujici rozsah lipidni
peroxidace®. V rostlinach se vyskytuje fada dalsich latek
s vysokou reaktivitou vzhledem k NO, ty se vSak vétSinou
za normalnich podminek nachazi v jiném bunééném oddilu
(napt. fenolické latky ve vakuolach) a k jejich kontaktu
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s NO dochazi az pii ptisobeni urcitého stresového podnétu.

Vzhledem k vysoké reaktivité je experimentalni de-
tekce a kvantifikace NO in vivo obtizna. Metody pouziva-
né u rostlin pochazeji ze studii provadénych v ZivociSnych
systémech pouze s adaptaci na podminky rostlinnych ple-
tiv. Monitorovani NO u rostlin zahrnuje metody jako che-
miluminiscence, EPR spektroskopie, elektrochemické
sensory, kolorimetrie a fluorimetrie (pfehledné shrnuto
v cit.*®). Pro histochemickou lokalizaci produkce NO fluo-
rescencni nebo konfokalni mikroskopii se pouZzivaji nej-
Castéji derivaty 4,5-diaminofluoresceinu, specifické fluo-
rescenéni sondy pro NO a jeho reaktivni metabolity™,
ikdyZz jejich specifita a vhodnost pro sledovani NO
v rostlinnych burnikdch vzhledem k ptitomnosti interferuji-
cich latek byla nedavno zpochybnéna®’.

4. Oxid dusnaty jako signalni molekula
v rostlinach

Pres nardstajici pocet publikovanych poznatkd je
nase pochopeni signalnich funkci NO u rostlin teprve
v pocatcich. Podatilo se jiz identifikovat nékteré slozky
pfenosovych kaskad zprostfedkovanych NO, které jsou
znamé u zivocCichu (obr. 2). Signalni reakce NO v rostli-
nach zahrnuji syntézu sekundarnich pfenasecu, jako jsou
cyklicky guanosinmonofosfat (cGMP) a cyklickd adeno-
sindifosfat ribosa (cADPR), které vedou ke zménam hladi-
ny cytosolického véapniku. Signalni funkce NO jsou také
zprostiedkovany kovalentnimi modifikacemi proteini jako
nitrosylace cysteinll a nitrace tyrosinti a fosforylace pro-
sttednictvim MAP kinas. NO specificky ovliviiuje expresi
Cetnych genu kodujicich proteiny se vztahem k obrannym
reakcim, metabolismu, bunééné detoxifikaci, transportu, ho-
meostazi Zeleza, signalizaci, kveteni a biosyntéze ligninu®®.

Referat

5. Signalni drahy NO v rostlinach zavislé
na cGMP

V zivocisnych bunkéch je jednim z hlavnich mecha-
nismu vnitrobunécné reakce na NO zvyseni hladiny druhé-
ho posla ¢cGMP. NO se vaze na hemovou prostetickou
skupinu enzymu guanylatcyklasy a nésledn4 konformacni
zména struktury zvysuje aktivitu guanylatcyklasy o néko-
lik f4dt. ZvySena hladina cGMP reguluje aktivity cGMP-
dependentnich proteinkinas, cGMP-dependentnich ionto-
vych kanalti a fosfodiesteras. Signalni kaskada zprostied-
kovana NO/cGMP hraje centralni roli v regulaci fady fyzi-
ologickych i patologickych procest. Také u rostlin byla
prokazana signalni funkce cGMP v fadé procest, prestoze
existence rostlinné guanylatcyklasy nebyla dosud jedno-
znaéné potvrzena. Je znama ucast cGMP napft. v regulaci
iontovych kanalti nebo indukci gent syntetizujicich obran-
né latky v rostlinach®.

U zivocicht aktivuje cyklicka ADP-ribosa (cADPR)
ryanodinovy receptor na membrané endoplasmatického
retikula, coz vede k mobilizaci ionti Ca®* uloZenych
v retikulu a naslednému zvyseni koncentrace volnych ion-
ti Ca®" v cytosolu. U rostlin byl popséan také obdobny u&i-
nek cADPR na uvolnéni Ca?" z vakuoly do cytosolu®.
V klicové studii na rostlinach tabaku infikovanych virem
tabakové mozaiky prokézali Durner a spol., ze aktivace
obrannych genti je vyvolana zvySenou syntézou NO
v rostlinné bunice a tento mechanismus je zprostiedkovan
cADPR-zavislym zvySenim koncentrace cytoplasmatické-
ho vapniku®. V buiikich tabsku ma NO vliv na zvyseni
cytosolického volného Ca®* indukovaného hyperosmotic-
kym stresem a mikrobialnim elicitorem kryptogeinem*'.
Podobné podporuji vysledky experimentalnich studii hy-
potézu o roli cytosolického Ca®" ve zprostiedkovani G¢in-
kit NO vedoucich k uzavieni stomat*. Exogenni aplikace
NO nebo zvySeni intracelularni produkce NO po kontaktu
s mikrobialnim elicitorem vede ke zvyseni intracelularniho
Ca®* v buikach Vicia faba a buiikach tabaku®. Tyto vy-

Ca®* kanaly — volny Ca**

cGMP/
cADPR

MAPK a dal$i kinasy

N

NO

SH

/1

}

GSNO — 3 NO

—3 Signalni sit

proteiny se signalni funkci

— bunécna odezva

Obr. 2. Schématické znazornéni signalnich drah NO v rostlinnych buiikach; primarni cile NO zahrnuji mitogenem aktivované pro-
teinkinasy (MAPK) a Ca®" kanély regulované prostiednictvim zmén hladin cGMP a cADPR. NO moduluje aktivitu proteinii nitrosylaci
thiolovych skupin. Stabilni metabolit S-nitrosoglutathion (GSNO) muize slouZit jako pfenase¢ signalu NO pro jeho uvolnéni a interakce

ve vzdalenych cilech
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sledky potvrzuji funkci NO jako intracelularni slouceniny
mobilizujici Ca®* v rostlinnych buiikach. Obdobné procesy
byly popsany i u Zivogichii. Rada studii prokazuje, Ze pri-
mérnimi cili NO jsou kanaly propoustéjici Ca®", véetné
napé&tim ovladanych Ca®* kanalii v plasmatické membrang,
Ca®* kanald synchronizovanych cyklickym nukleotidem,
a inositoltrifosfatovy a ryanodinové receptory. NO modu-
luje jejich aktivity pfimo nitrosylaci nebo nepfimo pfes
signalni drahy zahrnujici cGMP anebo cADPR. cADPR
syntetizovany z B-NAD' vreakci katalyzované ADP-
ribosylcyklasou je rozsifenym aktivatorem ryanodinového
receptoru®’. Antagonisté cADPR, inhibitory ryanodinové-
ho receptoru a inhibitory cGMP syntézy potlacuji u rostlin
narist koncentrace cytosolického Ca®" vyvolany NO
(cit.*). Prestoze z aktualnich poznatkd jasné vyplyva vy-
znamna uloha signalni drihy NO/cGMP v rostlindch®,
zustavaji vlastnosti enzymt generujicich cGMP a cADPR
a piisluinych Ca’* kanala modulovanych zvysenou kon-
centraci NO neznamé. Mechanismus syntézy cGMP
v rostlinach nebyl dosud objasnén. V genomu A. thaliana
byl identifikovan pouze jediny strukturné piibuzny gen
AtGCl, exprimovany protein s guanylatcyklasovou aktivi-
tou vSak postrada vazebné misto pro hem a nebylo u néj
pozorovano zvyseni aktivity u¢inkem NO typické pro roz-
pustné guanylatcyklasy u Zivo¢ichii*®. Nedavno byla po-
psana guanylatcyklasova aktivita i u strukturné odliSného
membranového proteinu AtBRII, receptoru pro brasi-
nosteroidy™’.

6. Signalni drahy NO v rostlinach nezavislé
na cGMP

Dalsi vyznamnou signdlnim drdhou NO v rostlinnych
bunkach je aktivace kaskady proteinkinas aktivovanych
mitogenem (MAPK). Aktivace MAPK vede k reverzibilni
fosforylaci enzymu regulujici jejich aktivitu. Externi apli-
kace NO stimuluje MAPK aktivity v listech tabaku a A.
thaliana®. Je také znamo, Ze stejné MAPK mohou byt
v tabaku aktivovany také dal$imi chemickymi signaly jako
kyselina salicylova nebo peroxid vodiku. Aktivace MAPK
kaskady v rostlinach tak pravdépodobné predstavuje spo-
le¢ny bod signalnich drah aktivovanych v reakci na riizné
typy stresu.

NO muze také nitrosylovat thiolové skupiny cystein
a tak reverzibiln€ regulovat strukturu proteini a enzymo-
vou aktivitu. Typickym ptikladem je inhibice aktivity ako-
nitasy nitrosylaci popsana v buiikach tabaku®. Dle soudas-
nych poznatk je nitrosylace cysteinti povazovana za jednu
z nejvyznamnéjSich posttranslacnich modifikaci proteint
v rostlinnych burikach, kterd navic hraje stéZejni tlohu
v obrannych reakcich rostlin pfi napadeni patogeny*’. NO
reaguje s glutathionem za tvorby relativné stabilniho S-
nitrosoglutathionu, ktery muze slouzit jako transportni
donor NO v jinych &astech buiiky nebo rostliny”'.
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7. Vztah signalnich drah NO a rostlinnych
hormonti

Soucasné znalosti o tloze a funkci NO v rostlinach
prokazuji vzijemnou propojenost signdlnich drah NO
s drahami riiznych rostlinnych hormont a rdstovych regu-
latord. Casto se také ukazuje, ze NO spoleéné s dalsimi
reaktivnimi formami dusiku a kysliku zprosttedkovava
bunééné ucinky hormond na molekularni Grovni. Napf.
NO produkovany enzymem nitratreduktasou zprostiedko-
vava uzavieni stomat vyvolané aplikaci kyseliny absciso-
vé*. Podstatou tohoto jevu je regulace iontovych kanala
svéracich bun€k vlivem NO prostfednictvim zmén intrace-
lularni koncentrace vapniku*?. Podobné auxinovy hormon
kyselina indoloctova indukuje syntézu NO v kotfenech
okurky™. Naopak interakce mezi NO a ethylenem pii do-
zravani a senescenci rostlinnych pletiv naznacuje antago-
nistickou ¢innost obou plynd béhem téchto obdobi rostlin-
ného vyvoje*.

Cytokininy indukuji syntézu NO v riznych rostlinach
a NO muze zprostiedkovavat proces programované bunéc-
né smrti indukované aplikaci cytokinini®>. Podobné polya-
miny v rastovém médiu indukuji zvySenou syntézu NO
v semenéaécich A. thaliana®®. NO také moduluje syntézu
kyseliny salicylové, kyseliny jasmonové a ethylenu béhem
rostlinné odpovédi na vn&jsi stresové faktory””.

8. Zavér

Aktualni publikované poznatky potvrzuji vyznamnou
signalni funkci NO v rostlinnych burikdch, pfestoZe piesny
mechanismus a lokalizace syntézy NO nebyly vzdy jedno-
znacné popsany. V soucasnosti je velkd pozornost véno-
vana studiu vzajemného vztahu a propojeni signalnich
drah NO a dalsich reaktivnich forem dusiku se signalnimi
drahami reaktivnich forem kysliku a rostlinnych hormoni
a regulatord. Rada zasadnich vysledkd je ziskédvana
s vyuzitim dostupnych mutantd A. thaliana, ve kterych
byla ovlivnéna exprese enzymu podilejicich se na syntéze
nebo metabolismu NO. V popiedi zajmu stoji také tloha
NO a jeho stabilnéjsich metabolitd v obrannych a adaptac-
nich mechanismech rostlin v reakci na vnéjsi stresové pod-
néty.

Tato prace byla podporena vyzkumnym zamerem
MSM 6198959215.

Seznam zkratek

cADPR cyklickd adenosindifosfat ribosa
cGMP cyklicky guanosin-3’,5’-monofosfat
FAD flavinadenidinukleotid

FMN flavinmononukleotid

MAPK proteinkinasy aktivované mitogenem
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NO oxid dusnaty

NOS synthasa oxidu dusnatého
NR nitratreduktasa

XOD xanthinoxidasa
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J. Piterkova, M. Petfivalsky, and L. Luhova
(Department of Biochemistry, Faculty of Science, Palacky
University, Olomouc): Signalling Pathways of Nitric
Oxide in Plants

Purpose of Review

Similarly to animals, nitrous oxide (NO) has emerged
recently as a key signalling molecule in many physiologi-
cal and pathological processes in plants. This review sum-
marizes the current knowledge and understanding of the
molecular mechanisms of NO synthesis and signalling in
plant cells.

Referat

Findings

NO has been shown to participate in vital develop-
mental processes in plants like germination, tissue differ-
entiation, growth, flowering and senescence. NO functions
as a signalling molecule in plant responses to abiotic and
biotic external stimuli. NO can be produced by several
different enzymatic and non-enzymatic reactions, depend-
ing on the plant cell type. Actually, the identity and role of
plant homologues of animal NO synthases has not been
clearly described, while nitrite-dependent NO production
by nitrate reductase has been demonstrated in several plant
species. High reactivity and mobility of NO in plant cell is
the basis for its complex reactions and a wide array of
plausible molecular targets. Intracellular downstream NO
signalling includes cGMP- and cADP-ribose cascade lead-
ing to changes in the intracellular Ca®* level. NO signalling
can be mediated by microtubule-associated protein (MAP)
kinases or effected by covalent protein modifications such
as cysteine nitrosylation.

Conclusions

Despite considerable advances in plant NO research,
our understanding of NO signalling pathways is still very
limited. Current research is focused on the identification of
tissue and subcellular specific NO synthesis and its fate as
well as on the crosstalk of NO with signalling pathways of
reactive oxygen species and plant hormones. The employ-
ment of Arabidopsis thaliana mutants with altered expres-
sion of enzymes involved in NO synthesis or metabolism
will substantially contribute to the elucidation of the NO
role in plant cell signalling.
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1. Formaldehyd v Zivotnim prostredi

Formaldehyd je nejvice zastoupenou karbonylovou
slouceninou v zemské atmosféfe a byl detegovan i v me-
zihvézdném prostoru'. Je zatazen do skupiny tkavych
organickych latek (tzv. VOC), které jsou v piirodé bézné
emitovany do atmosféry. Jejich vyznamnym zdrojem je
rovnéz ¢innost Cloveka. Prirozend koncentrace formalde-
hydu ve vzduchu® &ini prumérné 0,5 pg m~>, ve méstech
se pohybuje v hodnotach desitek pg m™.

Zdrojem formaldehydu ve vnéjSim prostiedi jsou
zejména spalovaci procesy, ve kterych je formaldehyd
produkovén radikdlovymi reakcemi, napt.:

CH4 =H-+ 'CH3

'CH3 +0= CHQO +H-

CH; + O, =CH,0 + +OH atd. (cit.**)

Primyslové kotle na LPG produkuji primérné
11,2 mg formaldehydu na 1 kg paliva, kotle na zemni plyn
8.8 mgkg ' a naftové 4,12 mgkg™" (cit.’). Vyznamnym
zdrojem formaldehydu je rovn&Z cigaretovy koui®. Jeho
prekurzory jsou pii teplotach pod 500 °C sacharidy a poly-
sacharidy. Pfi vyssich teplotach se koncentrace formaldehy-
du v koufi snizuje’. Kouf z cigaret obsahuje az 130 pg m™
formaldehydu a silni kufaci (20 cigaret denné) jsou expo-
novani 1 mg formaldehydu denn&®. Formaldehyd byl dete-
govan také v koufi ze spalovani dieva”'’. Nezanedbatel-
nym zdrojem je i automobilova doprava. Automobily emi-
tuji mezi 16,5-115,2 mg formaldehydu na km jizdy'!, pii-
¢emz vyznamngj$im producentem jsou vznétové motory
(az 1000 mg formaldehydu na 1 kg paliva'?).

Formaldehyd je meziproduktem fotochemickych re-
akci v atmosféte. Sam je fotolyzovan zejména pii 320 nm
za vzniku oxidu uhelnatého. Formaldehyd byl
v méstskych oblastech prokazan i ve snéhu'.

Dnesni ¢lovek uvniti budov travi az tfi ctvrtiny svého
zivota, u nemocnych a star§ich lidi pak toto ¢islo dosahuje
téméf 100 %. Koncentrace né€kterych latek (vyjimku tvoii
napt. SO, nebo Oz) mohou dosahovat ve vnitinich prosto-
rach vyssich hodnot nez venku'>'®. To plati zejména pro
fadu t€kavych organickych latek (VOC) v¢etné formalde-
hydu. Jeho koncentrace zde mohou dosahovat az desetina-
sobku hodnot obvyklych pro venkovni prostiedi'™'®
(tab. ).

Majoritnim zdrojem formaldehydu ve vnitinich pro-
storach jsou zejména dfevéné materidly — dievotiisky
a preklizky'’. Pii jejich vyrobé se pouziva pojidel na bazi
formaldehydu®” (obr. 1). 100 g takového materialu uvoliu-
je n&kolik miligramii formaldehydu®'. Povrchovou tipra-
vou se emise snizi az desetkrat. Formaldehyd je uvoliiovan
i z materialti na bazi vinylu — PVC a gumy. Nebyl vSak
prokéazan v emisich z linolea, které je ovSem charakteris-

Tabulka I

Porovnani koncentraci formaldehydu z riznych mist
Koncentrace  Lokalizace Lit.
[ug m™]

58,25 mésto Sdo Paulo 35
8 az 23,5 meésto Ljubljana 99
6 meésto Hongkong 100
max 100 mésto — silny provoz, inverze 9
25 byty 101
9az70 byty 102
60 az 622 byty 50
8 az 33 knihovny 114
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Obr. 1. Struktura mocovino-formaldehydového polymeru

tické jinymi aldehydy. Dal$im zdrojem formaldehydu jsou
barvy? a fermeze”**. Emise formaldehydu ze viech mate-
rialt asem exponencialn€ klesaji. Napf. u nového koberce
dochéazi ke snizeni emisi VOC na polovinu cca po 3 mési-
cich'®™. Teplota a vlhkost vzduchu?’ navysuje emise
formaldehydu na kazdych 10 °C asi 2—-3krat**. Obména
vzduchu v mistnostech snizuje koncentrace formaldehydu,
zdvojnasobena cirkulace redukuje koncentrace této skodli-
viny o polovinu. Jestlize vSak vnitini zdroje formaldehydu
dominuji nad cirkulaci, vétrani aroven formaldehydu vy-
znamné nesnizuje”’.

Formaldehyd neni problémem jen ve vnitinich prosto-
rach, ale i na pracovistich, napf. v papirnach®, provozech
zpracovavajicich drevotiisku, ¢i v nemocni¢nim prostiedi,
kde i na tadné odvétravanych patologickych pracovistich
se skladovanymi vzorky muze dosahovat koncentrace
formaldehydu® od 375 ug m™ az k 2875 pug m™>, kratko-
dob&i 10 750 pg m™.

Formaldehyd vznikéa v téle jako sekundarni produkt
oxidace lipidi. Byl dokazan ve vzduchu vydechovaném
lidmi s rakovinou plic, coZ je ziejmé zpusobeno produkci
nekrotickych proteind indukujicich pravé zvysenou oxida-
ci lipidt. Také u pacientek s rakovinou prsu bylo ve vyde-
chovaném vzduchu zméfeno mezi 562,5-1500 pgm™
formaldehydu. Zdrava Zena vydechovala oproti tomu 375
az 750 ug m™ (cit.>).

Dale bylo zjisténo, ze formaldehyd vznika po smrti
enzymatickou redukci trimethylamin-N-oxidu v tkénich
mofskych ryb a korysi uréenych ke konzumaci®'. Akcep-
tovatelny denni pfijem formaldehydu je podle americké
Agentury pro ochranu prostfedi (EPA) 0,2 mg kg™'. Ptitom
hluboce zmraZzena treska obsahuje kolem 4-10 mg kg™
formaldehydu, makrela zmrazena doma a uchovavana po
dobu 2 mésicti obsahuje 10,1 mgkg™', sardinka kolem
6 mg kg™, pstruh kolem 3,5 mg kg™ (cit.*?). Formaldehyd
je rovnéz obsazen v alkoholickych népojich, kde byl stano-
ven v mnozstvich od 0,27 mg ! (znatka Mista z Italie) az
po 3,01 mgl™" (3panélska brandy)®. Formaldehyd byl
nalezen ve vysokych koncentracich az 494 mg kg™ v hou-
béch shiitake (Lentinula edodes)™.

1.1. Stanovené limity

Limitni koncentrace formaldehydu povazované za
bezpecné jsou stanoveny pro dlouhodoby pobyt fadoveé
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v desitkach pg m™, v piipadé kratsich expozic ve stov-
kach pg m”.

Svétova zdravotnickd organizace (WHO) pripousti
tiicetiminutovy limit koncentrace formaldehydu®® 108 pg m™.

Americkd rada vladnich hygienikii pro pramysl
(ACGIH) doporucuje jako kratkodoby limit 375 ugm™,
Americky Narodni institut pro pracovni bezpecnost a zdravi
(U.S.NIOSH) patnéctiminutovy limit 125 pg m™ a dlouho-
dob& 20 pg m™.

Vyhldska Ministerstva zdravotnictvi 6/2003 Sb.
(cit.*®) stanovuje limitni hodinovou koncentraci formalde-
hydu v mistnostech na 60 pg m™. Pro pracovisté je stano-
ven podle nafizeni vlady 178/2001 Sb. (cit.*’) p¥ipustny
expozi¢ni limit (PEL) na 0,5mgm™ a nejvy$si mezni
pripustnd koncentrace (NPK-P) na 1 mgm™. Vyhlaska
Ministerstva zdravotnictvi CR 26/2001 Sb. zakazuje pou-
zivani formaldehydu jako potravinaiského aditiva (napf.
bakteriostatické ¢inidlo v syrech) E240, povoleno je mnoz-
stvi do 5% v kosmetickych piipraveich na tvrzeni nehtd.
Jednotkové riziko pro formaldehyd je podle EPA 1,3-107
pg m . Kerns a spol.™ zjistili, Ze pii prijmu 14,3 mg kg™ den™
onemocni 94 ze 140 sledovanych krys rakovinou. Til a spol.”
stanovili referenéni davku (RfD) na 0,2 mg kg™ den™', nejniz-
§i limit, kdy jesté neni pozorovan Skodlivy t¢inek (NOAEL)
15mgkg ' den a nejnizsi limit, kdy doslo k pozorovéni
skodlivého tginku (LOAEL) 82 mg kg™ den™'. Limit NOAEL
pro poskozeni nosni sliznice**' byl stanoven na 1,25 mg m.

1.2. Vliv formaldehydu na zdravi

Formaldehyd je elektrofilni sloucenina, ktera muze
reagovat s makromolekulami v organismu (DNA, RNA,
proteiny) za tvorby reverzibilnich i ireverzibilnich adukti.
Formaldehyd je produkovan v organismu mj. i oxidacni
demethylaci xenobiotik. Po vstupu do organismu se

formaldehyd + glutathion

i

hydroxymethylglutathionat

NAD" —|—=NADH + H*

dehydrogenaza

S - formylglutathionat

hydrolaza
= glutathion

formiat
syntéza purinu

CO, + H,0

Obr. 2. Schematické znazornéni odbouravani formaldehydu
v organismu
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formaldehyd vaze na glutathion a enzymatickymi reakce-
mi vznikd kyselina mravenci, kterd je pfeménéna na CO,
avodu, nebo se zapojuje do syntetickych procesi***
(obr. 2).

Expozici formaldehydu, resp. VOC ve vnitinich pro-
storach, je pfiklddéna fada obtizi zahrnujicich astma, ast-
matické symptomy jako nocni dusnost, onemocnéni pradu-
Sek a plicni nedostategnost***

Formaldehyd lze vnimat Cichem pii koncentracich
0,0875-1,5 mg m . N&ktefi citlivi jedinci pocit'uji horkost
v obli¢eji jiz pii koncentracich 0,01 mg m™. Astmatici*®
pocituji symptomy pii 2,5 mgm™. Pi akutni expozici
nastava podrazdéni hrdla (0,1 mg m™), podrazdéni o&i
(1 mg m™), tnava, bolesti hlavy, nevolnost a po ¢ase zandt
spojivek. Pti dlouhodobé expozici se dostavuje bronchitida,
laryngitida, faryngitida?’. Dale pii vétsich akutnich expozi-
cich lze pozorovat ztizené dychani (10 mg m™), poskozeni
dychacich cest (40 mg m?), dufeni (80 mg m>) a smrt
(=125 mg m™)*®. Bylo prokazano, e expozice formalde-
hydu vy3§i nez 60 ug m™ vede u déti k prokazatelnému
riziku vzniku astmatu®. Podrazdéni kiize zpiisobuje roztok
s koncentraci vyssi nez 2 %, avsak citlivé osoby nesnesou
jiz 0,05% roztok.

Predpoklada se, ze VOC vcetné formaldehydu pfispi-
vaji ke vzniku tzv. SBS, syndromu nemoci v budovach
(Sick Building Syndrome).

Imunotoxické pasobeni formaldehydu je stale pted-
métem spord. Podle nékterych studii je prave toto puisobe-
ni pfi¢inou pozdé¢jsiho podrazdeéni kiize a snizené rezisten-
ce k infekcim (rhinitis, pneumonie)’®*'. Neutrofily jsou
bunky schopné migrovat tkanémi do postizenych mist
a pohltit (fagocytovat) bakterie. Hraji dulezitou roli v re-
zistenci proti infekcim®. P¥ expozici formaldehydu je
znatelné snizena schopnost téchto bunék produkovat pero-
xid vodiku®®, kterym zabijeji mikroby. Piisobeni formalde-
hydu maze vést az k dermatitidé a alergii***. Prevalence
citlivosti na formaldehyd v fadech ppm se vSak zd4 byt
mala>®. Wilhelmsson a Holmstrém®” zjistili, Ze dlouhotrva-
jici expozice formaldehydu spousti alergickou reakci
zprostfedkovanou imunoglobulinem E, ktera je bézna pfi
atopii (velké precitlivélost organismu projevujici se aler-
gickou reakci). Prace publikovana Lindenem vSak tento
fakt vyvraci®®. Studie, zabyvajici se reakci na kratkodobou
expozici 412,5-1662,5 pg m™ formaldehydu b&hem poby-
tu v laboratofi, nic podobného nezj istila®. V lidskych pri-
dusnicovych bunkach vystavenych formaldehydu je ve
vétsi mife pfitomen protein Hs 680. Pokusy na krysiach
poukazuji na snizeni exprese ribosomalniho fosfoproteinu
P2 a kalmodulinu®. Formaldehyd se také vaze kovalentné
na lidsky sérovy albumin (tzn. je haptenem HSA) za vzni-
ku aduktu F-HSA, proti némuz Thrasher a spol.®' nasli
v organismu protilatky. Také Carraro a spol.? oznaéuje F-
HSA jako biomarker expozice formaldehydu.

Mezinarodni agentura pro vyzkum rakoviny (IARC)
dnes formaldehyd fadi do skupiny 1 ,jako karcinogenni
pro ¢lovéka“®, agkoliv diive byl zafazen do skupiny 2A
mezi latky, které jsou z karcinogennich u¢inkti pouze po-
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dezielé®. Po inhalaci formaldehydu byly pozorovany
adukty DNA v nosni sliznici®. Chronicka expozice je spo-
jovéna s rakovinou nosu a nosohltanu®, aviak karcinoge-
nita formaldehydu byla v fad¢ studii prokdzéna typicky pfi
vyssich koncentracich. Umrtnost na myeloidni leukémii
u délnikd, vystavenych pisobeni formaldehydu, podle
studie provedené Pinkertonem®’ vzrista hlavné pii dlouho-
dobé expozici (zde 20 let). Vyména sesterskych chromatid
(test mutagenity) byla indukovana pti piekroceni koncent-
race 5 pgml™' (cit.®). Kiivka davka-uginek pfitom zazna-
menava patrny narast pii davee 10 pg ml™, resp. mezi kon-
centracemi 2500 pg m ™ a 7500 ug m . Na buiikach savci
bylo pozorovano sitovani DNA s proteiny a zlomy ssDNA
jak in vitro, tak in vivo. Tato poskozeni jsou vSak efektivné
opravovana®.

Odhaduje se, ze kolem 70-75 % predpokladaného
rizika rakoviny zptusobeného VOC piipada na formalde-
hyd v kombinaci s polycyklickymi aromatickymi uhlovo-
diky, butadienem a benzenem. Nebezpec¢i plynouci z pii-
tomnosti téchto VOC v prostiedi je pfirovnavano k riziku
plynoucimu z expozice radonu ¢&i cigaretovému kouii’.

1.3. Stanoveni formaldehydu

1.3.1. Spektrofotometricka stanoveni

Klasickym stanovenim je reakce s kyselinou chromo-
tropovou (4,5-dihydroxynaftalen-2,7-disulfonovou), ktera
probihd ve vodném 1% roztoku okyseleném kyselinou
sirovou. Vznika fialovy produkt, ktery lze stanovit spek-
trofotometricky pti 570—580 nm (obr. 3). Mez detekce je
81 pg m . Dalii klasickd metoda je zalozena na reakci
pararosanilinu, sifi¢itanu a formaldehydu. Vznika purpuro-
vé zbarvena latka silné absorbujici pii 570 nm (cit.”' ™%,
v tomto pripadé je mez detekce v Fadech desitek pg m™.

1.3.2. Chemiluminiscencni stanovent

Chemiluminiscencni stanoveni je zaloZeno na reakci
formaldehydu s kyselinou gallovou (3,4,5-trihydroxy-
benzoova) a peroxidem vodiku v siln¢ alkalickém prostie-
di. Excitované singletové atomy kysliku vyzatuji svétlo
s emisnimi pasy 463 nm, 702 nm a 762 nm a pfechdzeji pfi
tom do zékladniho stavu’. Limit detekce je 12,3 ng m™.

SO3H SO4H
o )AL
e les
HO5S SO4H
% =570-580 nm

Obr. 3. Struktura uvaZovaného produktu reakce formaldehy-
du s kyselinou chromotropovou
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1.3.3. Fluorimetrie

Fluorimetricky lze detegovat produkt Hantzschovy
reakce formaldehydu s ¢inidlem standardnim fluorimet-
rem. Octan amonny, kyselina octovd a acetylaceton
(pentan-2,4-dion) reaguji s formaldehydem za vzniku 3,5-
-diacetyl-1,4-dihydrolutidinu’. Stanoveni lze rovnéz pro-
vést v prutokovém rezimu reakci 5,5-dimethylcyklohexan-
-1,3-dionu (dimedonu) v prostiedi octanu amonného. Exci-
tuje se zafenim o vlnové délce 395 nm a emisni maximum je
pii 465 nm. Bylo dosazeno limitu detekce’” 1,125 ugm™.
Fluorimetrie byla rovnéz pouzita pii reakci HCHO s formi-
atdehydrogenasou (FDH). Zateni o vinové délce 350 nm
excituje molekuly vzniklého NADH, které pak emituji
zéfeni s maximem o vlnové délce 450 nm (cit.”®). Mez
detekce je 0,25 pg m™. Jini metoda je zaloZena na kataly-
tickém rozkladu formaldehydu. Produkty pii pfechodu do
niz§iho energetického stavu emituji zafeni. Pro rozklad
formaldehydu se ukazal jako nejvhodnéjsi katalyzator
V,05-4 TiO, zahiaty na teplotu 370 °C. Je emitovano zaie-
ni o vlnové délce 490 nm. Pouzit byl detektor s optickym
filtrem a fotonasobi¢em. Citlivost byla v fadech” mg m™.
Fluorescence indukovana laserem® oproti tomu pouziva k
excitaci molekul formaldehydu laditelny laser. Citlivost
metody je 12 ug m™>.

1.3.4. Chromatografickeé stanoveni

Béznou metodou je pouziti vysoce Gcinné kapalinové
chromatografie (HPLC) v kombinaci s riznymi detektory,
zejména typu s diodovym polem. Metoda vSak vyZzaduje
chemickou reakci formaldehydu s derivatiza¢nim Cini-
dlem, napt. smési ethyl-3-oxobutanoatu s amoniakem
v Hantzschové dihydropyridinové syntéze (reakce na
obr. 4). Reakce vede ke vzniku diethyl-2,6-dimethyl-1,4-
-dihydropyridin-3,5-dikarboxylatu, ktery se stanovi HPLC
s mobilni fazi smési methanolu a vodygl.

Je rovnéz mozné provést mikroextrakci na pevnou
fazi (SPME). Sorpce VOC (v¢. formaldehydu) probiha na

o)
HCHO + NH; + 2 H3C/\O)i - =
He” Yo
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poly(dimethylsiloxan)divinylbenzenové  vlakno (PDMS/
DVB) impregnované  0-(2,3,4,5,6-pentafluorobenzyl)
hydroxylamin-hydrochloridem (PFBHA) jakozto derivati-
zacni latkou 2 min extrakci vodného roztoku. Vzorkovani
probiha 10 min. Nasledné se produkt stanovi plynovou chro-
matografii s plamenovym ioniza¢nim detektorem (FID) ¢i
fotoionizaénim detektorem (PID). Limit detekce®™ ™ je
6,25 ug m . Mikroextrakce na pevnou fazi (SPME) byla
vyuzita rovné€Z ve spojeni s plynovou chromatografii
a hmotnostni spektrometrii s isotopovym zied’ovanim.
Pouzit byl isotopové znaéeny formaldehyd s uhlikem "*C
a formaldehyd byl derivatizovan in situ pentafluorfe-
nylhydrazinem® (reakce na obr. 5). Hmotnostni detekce
SPME-GC-MS (MSD 5973 od Agilent Technologies) byla
vyuzita v praci Bianchiho a spol.*®.

1.3.5. Senzory

Ke stanoveni formaldehydu lze pouzit biosenzory
ruznych konstrukci. Zakladem je reakce analytu s enzy-
mem — napf. formaldehydu a formaldehyddehydrogenasy
na povrchu membrany s NAD jako kofaktorem. Tento
systém byl pfichycen na elektrodé pokryté platinovou Cer-
ni a lipofilni latkou — soli tetrathiafulvalenu a tetra-
kyanchinodimethanu. Pfeddvané elektrony jsou ampero-
metricky detegovany®’. Byl rovn&Z pouzit biosenzor kon-
struovany ze zlatych a chromovych vrstev napafenych na
keramickém nosici s aktivni vrstvou alkoholoxidasy s ho-
vézim sérovym albuminem, dextranem a laktinolem. Re-
akce senzoru byla méfena konduktometricky™. Formalde-
hyd Ize stanovit v koncentracich desetin mmol I"'. Problé-
mem téchto analyz je selektivita enzymu. Jinou (starsi)
metodou bylo uchyceni enzymatického komplexu NAD"
s redukovanym glutathionem na vibrujici piezoelektricky
krystal. Vznikem reakénich produkti na povrchu se snizi
frekvence vibraci krystalu®. Limit detekce je v fadu mg g

Klasickym senzorickym stanovenim bez pouziti enzy-
md je napi. metoda mikrosenzoru zalozeného na oxidaci

CHs

0 ? +  3H,0
o o
O
HyC” N7 CH,
H

CHs

Obr. 4. Derivatiza¢ni reakce HCHO s ethyl-3-oxobutanoatem; produkt se stanovi metodou HPLC

Ho

[
F NH
HCHO +
F F
F

F N
F I!IH
—_— + H,0
F F
F

_CH,

Obr. 5. Derivatizace HCHO pentafluorfenylhydrazinem; produkt se stanovi plynovou chromatografii
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formaldehydu na zhaveném katalyzatoru NiO. Mereny
jsou elektrické vlastnosti filmu NiO s limitem detekce”
1500 pg m™>.

1.3.6. Spektralni metody

Formaldehyd byl stanovovdan metodou diferenc¢ni
laserové spektroskopie DOAS. Principem metody je rychla
zména absorpce latky v uzkém vlnoctovém intervalu. Vy-
hodou stanoveni je eliminace zmén v prostiedi
(atmosféra). Diferencni laserovd spektroskopie vyuZila
laserd (laser typu DFB s vinovou délkou 1561 nm a typu
DBR s vinovou délkou 1083 nm) operujicich ve spektralni
oblasti 3,53 pm (2832 cm™') s pouzitim periodicky piepo-
lovavaného krystalu LiNbO; (PPLN) a HgCdTe (MCT)
detektoru. Bylo dosazeno detekéniho limitu®! 0,4 pg m™.

Formaldehyd byl rovnéz detegovan optoakustickou
detekci® pii koncentracich v jednotkdch pgm™ (ppb).
V experimentu byl pouzit diodovy 6 W Nd:YAG laser
v kombinaci s optickym parametrickym oscilatorem
a periodicky prepolovavanym krystalem LiNbO;. Hrubé
ladéni bylo provadéno zménou teploty PPLN krystalu,
jemné pak pohybem zrcadla za pomoci mikro-krokového
motorku. Mé&feno bylo v rozsahu 2785-2840 cm™ s limi-
tem detekce 3,75 pug m .

Zajimavé moznosti nabizi klasicka absorpéni spektro-
skopie za pouziti diodovych laserti’. Mez detekce je ob-
vykle 0,3 pug m™. Velmi nizky limit detekce byl zazname-
nan Wertem’*. Metoda zaloZend na zmingné laserové ab-
sorpéni spektroskopii vyuzivajici diodu bazi soli olova
dosahla v multireflexni cele s optickou drdhou 100 m
meze detekce 6,510 pugm™ pii jednominutovém inte-
gracnim Case.

1.3.7. Standardni testy a stanoveni

Standardnim testem pro stanoveni emise formaldehy-
du z materiali je komorovy test (Svédska norma SS 27 02
36, norma ENV 717-1). Provadi se uzavienim 1 m? vzorku
do komory o objemu 1 m® pii 23 °C, 50% vlhkosti s jed-
notkovou vyménou vzduchu za hodinu. Formaldehyd je
stanoven fotometricky po reakci absorp¢niho roztoku
s kyselinou chromotropovou nebo acetylacetonem. Komo-
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ra s preklizkou a dfevotiiskou ve studii Z. Queho® obsa-
hovala po 24 h 725 ugm™ formaldehydu. Podle NIOSH
(cit.”) se komorovy test provadi absorpci formaldehydu
do 0,1 M NaOH nebo 1% NaHSOj; a naslednou analyzou
HPLC. Pro vzorek o objemu 601 je limit detekce
37,5 ugm™. Je rovn&z doporucovana plynova chromato-
grafie s FID detektorem. Metoda namaceni vzorku
v 50 ml vody o teplot¢ 40 °C po dobu 3 h je normovéana
podle EN 717-3/1996. Formaldehyd je stanoven fotomet-
ricky za pouZiti acetylacetonu. Podle DIN EN 120 je mate-
rial propiran toluenem a vodou. Formaldehyd je zachyco-
van v destilované nebo deionizované vod¢, kde nasledné
probiha Hantzschova reakce s amonnymi ionty (octan
amonny) a acetylacetonem. Reakce vede k diacetyldihyd-
rolutidinu. Stanoveni probiha na UV spektrometru. Na
zakladé mnozstvi formaldehydu uvoliiovaného do prostie-
di (zde modelové do komory, resp. roztoku) jsou materialy
rozdéleny do tfid E1 (10 mg ze 100 g vyrobku, resp. pod
1,5mgl™) a E2 (do 30mg ze 100g vyrobku, resp.
1,5 mg 1™"). Podrobné shrnuti nabizi prace Risholma®®.

Podle vyhlasky 211/2004 Sb. (cit.”’) ve znéni pozdgj-
Sich predpist se formaldehyd stanovuje Schiffovym c¢ini-
dlem srovnanim zabarveni roztoku se standardem a podle
vyhlagky 222/1996 Sb. (cit.”®) se formaldehyd stanovuje
reakci s kyselinou chromotropovou spektrofotometricky
pfi 570 nm. Ceské hygienické stanice pouzivaji ke stano-
veni formaldehydu pararosanilinovou metodu.

2. Fotoakusticka a laserova detekce
2.1. Laserova detekce

Absorpéni spektralni metody jsou zalozeny na méteni
rozdilu intenzit mezi vstupnim a vystupnim zafenim. Pfi
monitorovani nizkych koncentraci absorbujicich latek jsou
rozsahy vstupnich a vystupnich intenzit pouzitého zareni
velmi malé.

Aplikace laserovych detekénich technik ma fadu vy-
hod. Pouzitim laseru a technik zalozenych na jeho aplikaci
napf. metodou vicendsobného odrazu (tzv. cavity ring

110024 Fotoakusticka IFS Bruker 120
detekce
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Obr. 6. Spektrum formaldehydu v blizké infracervené oblasti pri tlaku 1 Torr; oznaCen je spektralni rozsah MQW laseru fotoakustic-
ké detekce. Sirokopasmové spektrum bylo méfeno spektrometrem IFS Bruker 120
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down) nebo fotoakustické detekce 1ze znacné zvysit de-
tekeni citlivost 1 pfi nizkych koncentracich studovanych
latek.

V této praci byl pouzit diodovy GalnAsSb/AlGaAsSb
(tzv. MQW) laser'™'% ve spojeni s fotoakustickou de-
tekéni aparaturou koncipovanou pro méteni ve spektralni
oblasti 2,3 um (4356 cm™') (obr. 6). Diodové lasery jsou
schopny pracovat za laboratorni teploty v oblasti stfedniho
infracerveného zatreni. V jednom modu jsou zménou prou-
du laditelné v rozsahu desitek reciprokych centimetrd.
Dosahuji dostate¢ného vykonu pfi nizkém optickém Sumu.
Relativné vysoky vykon dovoluje nahradit klasickou ab-
sorpéni laserovou techniku rezonanénim fotoakustickym
usporadanim.

2.2. Fotoakusticka detekce

Fotoakusticky systém umoziuje detegovat slabé sig-
naly za nepfitomnosti silného ofsetového signalu pozadi.
Jednou z cest, jak vyuzit této myslenky, je opustit klasické
absorp¢ni schéma vyhodnoceni na zakladé rozdilu vstup-
nich a vystupnich signali a méfit absorbovanou energii
jinym zptsobem. Molekula, ktera absorbuje foton, ma
nékolik moZnosti, jak se zbavit této energie. Za atmosfé-
rického tlaku je nejpravdépodobnéjsi cestou kolize s jinou
molekulou a konverze absorbované energie na kinetickou
energii molekuldrniho pohybu. Jestlize se excitacni zafeni
pohybuje v infracervené spektralni oblasti, pak je absorbo-
vano molekulami a nésleduje vibra¢né-translacni relaxace.
Vzrist kinetické energie molekuly se projevuje zménou
tlaku v uzavieném objemu vzorkovaci kyvety. Tato zména
muze byt velice citlivé detegovana mikrofonem. Ziskany
fotoakusticky signal (S) lze jednoduse vyjadrit jako:

S =CNcP (1)

kde C je konstanta charakterizujici parametry fotoakustic-
ké cely (délka, G€inny prufez a citlivost mikrofonu), N je
poet absorbujicich molekul v cm’, o je absorpéni Géinny
prifez absorbujici molekuly a P je vykon laseru.
V porovnani s klasickou absorpéni spektrometrii je fotoa-
kusticky signal méfen prakticky na nulovém pozadi. Tento
fakt spolu s linearni charakteristikou mikrofonu poskytuje
obrovsky dynamicky rozsah (az 5 fada nebo vice).

Minimalni detegovatelnou fotoakustickou absorbanci
NminoL 1ze uréit jako:

2)

ol = min _ o
PC

min

kde N je minimalni detegovatelnd koncentrace dané

molekuly, L je opticka draha a S, je minimalni Sum mik-

rofonu  (Spi/P= 30-50 nVW ' a C =35 Vem W),

Z rovnice (1) a (2) 1ze odvodit, ze malé absorbance a tudiz

stopové koncentrace mohou byt fotoakusticky detegovany
(PA) i na malé optické draze.

Fotoakusticky jev byl poprvé popsan Grahamem Bel-

lem v roce 1880 (cit.'"’), kdyz pres mechanicky prerusovaé
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Obr. 7. Fotoakusticka aparatura; na obrazku vpravo nahote je
He-Ne trasovaci laser. Vlastni dioda je teplotné stabilizovana
v drzdku Thorlab TCLMD M9. Paprsek je fokusovan optickou
soustavou do akustického rezonatoru mezi dvojici méficich mik-
rofond. Svazek, ktery prochazi kyvetou je paralelné monitorovan
polovodi¢ovym InSb detektorem

zaostfil slunecni zareni do kapalného vzorku a pomoci
sluchatka registroval akusticky signal se stejnou frekvenci,
jakou mél pterusovac. Podobného jevu lze dosahnout
nejen v kapalinach, ale i ve skupenstvich plynnych a pev-
nych. Kréatce po zvefejnéni Bellovy prace se timto jevem
zabyvali dal§i badatelé jako Tyndall'®, Rayleigh'® nebo
Ré‘)ntgenllo.

Prvni vyuziti tohoto jevu ke stanoveni plynt, kdy jiz
mizeme hovofit o PA detekci, 1ze nalézt az v praci Vien-
gerova''' z konce 30. let 20. stoleti.

Velkého rozmachu dosahla fotoakustickd detekce
rozvojem lasert jako zdroji pro buzeni akustického signa-
Iu. V roce 1968 byl poprvé pouzit CO, laser pro detekci
CO, v dusiku'"?. V 80. letech vzrostla poptavka po citli-
vém detekénim zafizeni pro studium stopovych latek
v atmosféfe.

Pifi méfeni bylo vyuzito rezonance signalu uvnitf
akustické kyvety (vznik stojatého vlnéni uvnitf rezonatoru,
kdy plati vztah kA = /2, kde [ je délka rezonatoru, A vinova
délka a kje celé cislo). Metoda je nazyvéana ,,rezonancni
fotoakusticka detekce*.

Fotoakustickd kyveta (obr. 7) je dvouplaStova, pii-
¢emz vlastni sklenény rezonator ma primér 5 mm a délku
200 mm. Rezonancni frekvence zatfizeni je cca 380 Hz.
Uprostied rezonatoru jsou proti sobé umistény dva mikro-
fony Knowles EK-3024, jejichz signél je veden do fazove
citlivého zesilovace (Stanford Research System-SR 530
Lock-in amplifier) a data jsou ukladana v pocitaci. Kyveta
je v Brewsterové thlu opatiena okénky z fluoridu vapena-
tého.

2.3. M¢étfeni spekter

Meéfeni probihalo za laboratorni teploty pfi frekven¢ni
modulaci laseru na kmitoctu 388 Hz. Tato hodnota byla
ziskdna experimentalné kalibratnim meéfenim pro vinocet
4355 cm™. Signal byl zpracovavan za pouziti druhé deri-
vace (2f), kde f je fundamentalni modulacni frekvence.
Pro kalibraci bylo pouzito spektrum s rozlienim 0,01 cm™,
ziskané méfenim spektrometrem s Fourierovou transfor-
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maci Bruker IFS 120 HR.

Pfi vlastnim experimentu byl plynny formaldehyd
uvolnovan zahtivanim paraformaldehydu na 80 °C. Takto
ziskany vzorek byl fedén dusikem na vysledny tlak

a

T T T T T T
4350 4352 4354 4356 4358 4360

vinocet (cm'l)

Obr. 8. Laserdiodové fotoakustické spektrum formaldehydu
(a) ziedéného vzduchem v poméru 1:3 pfi tlaku 55 Torr
a spektrum zméieném pii tlaku 10 Torr piFistrojem Bruker
IFS 120 (b)
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55 Torr. Méfeni bylo provedeno ve stacionarnim stavu.
Laserova dioda byla ladéna v pozadovaném frekvencnim
rozsahu excitacnim proudem od 60 do 90 mA pfi teplotach
31 az 52,7 °C, ¢imz bylo dosazeno kontinualniho proladé-
ni v rozsahu 10cm™. V oblasti emise GalnAsSb/
AlGaAsSb diody se nachazeji absorpéni pasy formaldehy-
du, pfedevsim v; + vs, dale pak pasy v, + vs, vy + v3 + vg, v
+ v3 + v4 a 2v; + v6. Vysledné linie byly srovnany s velmi
presnymi analyzami spekter od J. M. Flauda'".

Srovnanim dat z FT spektrometru a diodového laseru
byly pro fotoakustické méfeni vybrany tii nejintenzivnéjsi
linie v oblasti 4356 cm™'. Na nich bylo provedeno fotoa-
kustické méfeni s detekénim limitem 125 ug m™. Obr. 8
ukazuje diskutovanou C€ast spektra naméfenou laserovou
fotoakustickou detekei v porovnani se spektrem méfenym
spektrometrem s Fourierovou transformaci. Cast zméfe-
nych fotoakustickych a laserovych spekter zachycuji obr. 9
a 10, pficemz tepelné ladéni laseru je ukézano na obr. 9.
Pfi méfeni nizkych koncentraci byla provedena tfi méfeni
s integracnim Casem 150 s. Jejich vysledky pak byly pri-
meérovany.

3. Zavér

Formaldehyd je latkou, jeZ ohrozuje zdravi ¢lovéka
hlavné svou prokazanou karcinogenitou. Z tohoto dtivodu
je tfeba vyvarovat se jeho expozici zejména ve vnitinich
prostorach, ale pokud mozno také venku.

Obr. 9. Laserem méiené spektrum formaldehydu pii koncentraci 1250 pg m™ ve vzduchu (50 Torr); obrazek té7 zachycuje stabili-

TR

T
4351.0

T T T T
4351.5 4352.0 4352.5 4353.0

AJVKA‘\A/-A,~MkavagPMNx-%am,,v,vvm‘xﬁww*ﬁAfIffgifF
T T T T T T T T T T
4353.0 43535 4354.0 43545 4355.0
— T=407°C
=}
S T T T T T T T T T T
© 43850 43555 4356.0 43565 4357.0
9
£
T T T T T T T T T T
4357.0 43575 4358.0 43585 4359.0
T=31,0°C
T T T T T T T T T
43585 4359.0 43595 4360.0 43605
vinoget (cmi')

zacni teploty laseru pro jednotlivé spektralni oblasti

423
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Pro stanoveni této slouceniny byla vyvinuta fada me-
tod a to i standardizovanych. V laboratofi FT a laserové
spektrometrie byla vyzkousena metoda rezonanéni fotoa-
kustické detekce. Fotoakusticka detekce se ukazala jako
velice jednoduchd, levna a prakticky pouzitelnd metoda.
Jeji nevyhodou vsak je mensi citlivost ve srovnani se spek-
trofotometrickymi technikami vyuzivajicimi absorpci ¢i
emisi zafeni ve viditelné oblasti svétla.

Na zaklad¢ studia infraervenych spekter se ukazalo,
ze vhodnym laserem konstruovanym pro oblast 3,5 um
(2800 cm™) by se dosahlo o 3 fady vétsi citlivosti diky
mnohondasobné vétsi absorpcei zakladniho absorpéniho pasu
formaldehydu oproti slabym kombina¢nim pasim v oblasti
4350 cm™'. Viechny v soucasnosti komeréné dostupné
lasery, emitujici zafeni v oblasti 3,5 um, pracuji pii teploté
kapalného dusiku ¢i teplotach nizsich. Dalsiho mozného
zvySeni citlivosti 1ze docilit pouzitim vykonngjsich lase-
ri. Takovymi lasery jsou nové konstruované kvantové
kaskadové lasery, pracujici v pulznim nebo kontinualnim
rezimu, jejichz vykon je fadové 40x vétsi, nez u nami
pouzitych GalnAsSb/AlGaAsSb laserd. Kombinaci téchto
faktorti Ize tedy ocekavat citlivost fadové v oblasti jedno-
tek ppb, tedy hodnot zhlediska moznych analytickych
aplikaci jiz velice slibnych.

Autori dékuji za podporu projektu Grantové agenture

Akademie véd Ceské republiky (Grant ¢ IAA400400705
a ESF programu INTROP.

Seznam zkratek

DBR  Distributed Bragg reflector laser — typ diodového
laseru

DFB  Distributed feed-back laser — typ diodového lase-
ru

EPA  Environmental protection agency — Agentura
ochrany prostiedi (USA)

HSA  human serum albumin — lidsky sérovy albumin

IARC International agency for research on cancer

v

limit s pozorovanym $kodlivym ucinkem

MQW  Multi-quantum well

NIOSH National Institute for Occupational Safety and
Health — Narodni institut pro pracovni bezpecnost
a zdravi

NOAEL no observable adverse effect level — nejnizsi li-
mit, kdy neni pozorovan skodlivy G¢inek

NPK-P nejvyssi pii

stfedi

PA fotoakustickd detekce

PAH  polycyclic aromatic hydrocarbons — PAU poly-
cyklické aromatické uhlovodiky

PEL pripustny expozicni limit

PVC  polyvinylchlorid

RfD referencni davka

SBS sick building syndrome — syndrom onemocnéni
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v budovach

SPME solid phase microextraction — mikroextrakce na
pevnou fazi

VOC  volatile organic compounds — tékavé organické
slouceniny

WHO  World health organisation — Svétova zdravotnic-
ka organizace
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environment and describes the basic indoor and outdoor
detection techniques. One of the laboratory techniques,
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1. Uvod

Alkaloidy jsou nizkomolekularni sekundérni rostlinné
metabolity, obsahujici ve své molekule dusik. Kvartérni
benzo[c]fenanthridinové alkaloidy (KBA) patii do skupiny
isochinolinovych alkaloidt a vyskytuji se v rostlinach celedi
Fumariaceae, Papaveraceae, Ranunculaceae a Rutaceae.

Sanguinarin (SA) a chelerythrin (CHE) jsou jediné
dva komercné dostupné KBA, poprvé byly izolovany jiz
v 19. stoleti. Mezi minoritni KBA patfi sanguirubin (SR),
chelirubin (CHR), sanguilutin (SL), chelilutin (CHL)
a makarpin (MA), poprvé izolované v 50. letech minulého
stoleti Slavikem a Slavikovou (viz piehledné referaty' ).
Zastoupeni alkaloidii v jednotlivych rostlinnych druzich
popsala Suchomelové a spol.*

Kromé vyznamnych biologickych aktivit, jako je
antiproliferaCni, antiapoptoticky, antimikrobidlni efekt
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a ovlivnéni celé $kaly enzymi, které byly mimo jiné ne-
davno shrnuty v tomto &asopise™ a dalsich pracich’ , vyka-
zuji KBA i zajimavé barevné a fluorescenéni vlastnosti®™'*.
Vsechny KBA jsou vyrazné barevné v rozsahu spektra od
zluté po ¢ervenou barvu. Chromofory zodpovédnymi za
barevnost jsou kondenzovana aromaticka jadra s elek-
tron-donorovymi substituenty obsahujicimi kyslik (-OH,
-OCH; a -OCH,0-). Barevnost a schopnost fluorescence
v kombinaci s riiznorodym biologickym ucinkem nabada
ke studiu interakce alkaloidii s bunéénymi strukturami
pomoci fluorescenc¢ni mikroskopie. Na zaklad¢ takovychto
studii jsme zjistili, z2 MA, SA a CHR jsou bezprostiedné
po pridani k Zivym buiitkdam lokalizovany v jadie'!. Kom-
binace vlastnosti fluorescence a schopnosti vazat se
na bunécné struktury otevird otazku vyuzitelnosti téchto
alkaloid jako specifickych fluorescen¢nich sond vhod-
nych pro fluorescencni mikroskopii a priutokovou cytomet-
rii.

2. Fluorescenc¢ni vlastnosti kvartérnich
benzo|c|fenanthridinovych alkaloidi

Kvartérni  benzo[c]fenanthridinové alkaloidy se
v zavislosti na pH prostiedi vyskytuji ve dvou zakladnich
molekularnich formach, kvartérni neboli iminiové (kation-
tové) a pseudobaze neboli alkanolaminu (obr. 1, cit."*?).
Kvartérni forma je polarni a vyrazné barevna, zatimco
hydroxyadukt ztraci barvu, je nepolarni a nerozpustny ve
vodé. Rovnovaha mezi kvartérni formou a tercidrni pseu-
dobazi je zavisla na pH a je ji mozné popsat pomoci kon-
stant pK, které jsou analogické konstantdm pK, pro Bron-
stedovy kyseliny. Hodnoty pK odpovidaji pH prostiedi, ve
kterém se ob€ formy vyskytuji ve stejnych molarnich kon-
centracich. Pro KBA se hodnoty pK pohybuji v rozmezi
7,70 (chelirubin) az 9,00 (chelerythrin)'. Obé formy se
tedy mohou vyskytovat in vivo, kvartérni forma vsak bude
za fyziologickych hodnot pH pifevladajici.

Ob¢ formy se lisi i svymi fluorescenénimi vlastnost-
mi. U KBA, které maji vétsi pocet kondenzovanych aro-
matickych kruhi, byla excitace i emise pozorovana ve
vyssich vinovych délkach, nez je tomu napi. u dihydrode-
rivatd  t&chto alkaloidd®. Zatimco dihydrosanguinarin
(obr. 2) ma absorpéni a excitaéni maximum pfi vlnovych
délkach 320-330 nm a emisni maximum 430 nm, kvartér-
ni formy sanguinarinu a chelerythrinu absorbuji pti 440 az
470 nm a emituji pfi 550-565 nm. Po pfeméné kvartérni
formy na pseudobazi je jejich struktura a optické vlastnosti
(Aexe 323-326 nm; A, 420 nm) podobné jako u dihydrode-
rivatl. Podobna data naméfil i Maiti a spol. (i.e. Aem
577 nm pro kvartérni formu a A.,418 nm a 327 pro pseu-
dobazi® ; tabulka I).

Fluorescence KBA tedy zavisi na tom, v jaké struk-
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Alkaloid Rl | R2 R3 | R4 R5 R6
SA sanguinarin -OCH,0- -OCH,0- H H
CHE | chelerythrin -OCH,0- -OCH; | -OCHs; H H
SR | sanguirubin -OCH; | -OCH; -OCH;0- -OCH; | H
CHE chelirubin -OCH,0- -OCH,0- -OCH; H
SL sanguilutin -OCH; | -OCH; | -OCH; | -OCH; | -OCH; H
CHL | chelilutin -OCH,0- -OCH; | -OCH; | -OCHs H
MA makarpin -OCH,0- -OCH,0- -OCH3 | -OCH3

Obr. 1. Chemicka struktura kvartérnich benzo[c]fenanthridinovych alkaloidi; a) kvartérni neboli iminiova (kationtova) forma, b)

pseudobaze neboli hydroxyadukt

Obr. 2. Chemicka struktura dihydrosanguinarinu

turni formé se v daném prostfedi nachazeji. Tato forma
muze byt ovlivnéna hodnotou pH prostedi i typem roz-
poustédla. Fluorescenci napf. sniZzuje ptitomnost jodido-
vych iontd'®. P¥itomnost methylendioxy skupiny, namisto
dvou methoxylovych skupin v molekule, zvySuje vinovou
délku excitace a emise. Fluorescencni vlastnosti KBA jsou
shrnuty v tabulce I.

3. Interakce kvartérnich
benzo|c]fenanthridinovych alkaloidi
s bunéénymi strukturami

Fluorescence alkaloidti je vyhodna vlastnost pro stu-
dium jejich vstupu do bunék a jejich lokalizace v buiikach.
Praci s tématikou fluorescence kvartérnich  benzo[c]
fenanthridinovych alkaloid v buné¢nych strukturach neni
mnoho a vétSina se zabyva jejich lokalizaci v rostlinnych
bunkach. Roschina popsala oranzovou fluorescenci SA
a CHE v sekretorickych burikach rostlin rodd Achillea,
Artemisia a Gaillardia. Pozorovala fluorescenci alkaloidl
jednak v sekre¢nich méchyicich a jednak na bunééném
povrchu''. Dalsimi autory byla po ptidani alkaloidd k rost-
linnym bunkam pozorovana modra a oranzova fluorescen-
ce dihydroderivatl, zatimco Cervena fluorescence kvartér-
ni formy byla pozorovatelna pouze na bunééném povrchu.
Na =zékladé¢ téchto pozorovani autofi usoudili, Ze
k prichodu KBA pfes membranu je pravdépodobné po-
tiebna jejich redukce z kvartérni na dihydroformu'’. Holy

Tabulka I

Acidobazické a fluorescenéni vlastnosti vybranych benzo[c]fenanthridinovych alkaloidd (cit.®)

Alkaloid pKa A (exc.) [nm] A (em.) [nm]

Dihydrosanguinarin kyselé prostiedi 2,3-2,6 324 390
alkalické prostfedi 324 430

Sanguinarin kyselé prostiedi 7,95-8,05 468 565
alkalické prostiedi 326 420

Chelerythrin kyselé prostiedi 8,9-9,0 440 550
alkalické prostiedi 323 420
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a spol.'? studovali pranik SA do lidskych nadorovych bu-
n¢k MCF-7 a jeho distribuci v téchto buiikdch ve srovnani
fluorochromem Hoechst 33342, ktery se pro znaceni jader
v zivych buiikdch béZzné pouziva. Zjistili, Ze fluorescence
Hoechst 33342 stoupa v prubéhu 2 hodin po pridani a je
lokalizovana vyhradné v jadrech. SA pronikal do bunék
mnohem rychleji a béhem nekolika minut byl pozorovatel-
ny v podob¢€ malych cytoplasmatickych agregati. Intenzita
fluorescence téchto agregatu klesala a zaroven se objevo-
vala fluorescence jadra, kterd nakonec prevazovala. Jader-
na fluorescence SA byla méné stabilni nez Hoechst 33342
a béhem né¢kolika hodin slabla. Po 6 hodinach byla vyraz-
né slabsi a po 24 hodinach zmizela uplné. Podobné chova-
ni SA jsme zaznamenali jiz diive pii znaceni lidskych
nadorovych bundk HeLa'’. V na$i neddvné praci jsme
popsali fluorescenci SA, CHE, SR, CHR, SL, CHL a MA
v buiikach lidskych tkafiovych kultur'. Zjistili jsme, Ze
vSechny tyto alkaloidy pronikaji velmi rychle do zivych
bunék a navic SA, MA a CHR se bezprostiedné po piidani
inkorporovaly do jadra a davaly obraz podobny tomu,
ktery poskytuji komeréni DNA sondy, jako napt. propidi-
um jodid a DAPI (4’-6-diamidino-2-fenylindol). Fluores-
cence jader byla jasné ¢ervend. Ostatni testované alkaloidy
(SL, CHL, CHE) se vyskytovaly v agregatech ne-
bo méchyicich v blizkosti jadra. Schopnost SR pronikat do
jadra byla pokus od pokusu variabilni. V nékterych poku-
sech vstupoval do jadra a daval obraz podobny CHR
a MA, v jinych se vyskytoval pouze v cytoplasmatickych
méchyfcich podobné jako SL a CHL.

Jak jiz bylo zminéno, vyskyt dané molekularni formy
(kvartérni nebo pseudobaze) je zavisly na pH prostfediH.
Rovnovéha mezi témito dvémi formami je reverzibilni.
V kyselejSim prostiedi prevladd kvartérni forma a jeji
barva je vlastné indikatorem pH (cit."). Vzhledem k tomu,
ze jsme pozorovali fluorescenci riiznych barev v riznych
bunéénych lokalizacich, predpokladame, Ze je tato rdzno-
rodost zptisobena ptitomnosti riznych molekularnich fo-
rem.
3.1. Interakce kvartérnich
benzo[c]fenanthridinovych alkaloida
s DNA

Skutecnost, ze kvartérni  benzo[c]fenanthridinové
alkaloidy interaguji s DNA in vitro byla potvrzena i jinymi
metodami. Sen a Maiti'® podali na zaklad& pouZiti spektro-
fotometrickych, spektrofluorimetrickych a viskozimetric-
kych studii jasny dikaz o interkalaci kvartérni formy SA
do DNA. Pozorovali typicky bathochromni (posun
k delsim vinovym délkam, nizsi frekvenci) a hypochromni
(pokles intenzity fluorescence) spektralni posun (posun o 8
az 10 nm v Cervené oblasti spektra), vyhasinani fluores-
cence a vzrist fluorescenéni polarizadni anizotropie'®.
Tyto vlastnosti jsou typické pravé pro interkalacni latky.
Pti interakci DNA s pseudobazemi tyto efekty pozorovany
nebyly. Schopnost interkalace kvartérni formy SA i CHE,
srovnatelnd s typickym interkalatorem ethidium bromi-
dem, byla prokazana i metodou kapilarni zénové elektro-
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forézy'®. K interkalaci KBA dochézi predevsim v mistech
bohatych na baze G-C (cit.'®). To potvrdili fluorimetricky-
mi a spektrometrickymi studiemi i Bai a spol.”’ pii studiu
interakce SA a CHE s DNA teleciho brzliku a s poly-
deoxynukleotidy. SA se vazal prednostné na oblasti bohaté
na GC baze [d(TGCGCA),]. CHE vykazoval rozdilnou
GC selektivitu, specificky se vazal predev§$im na oblasti
[5’-TGGGGA-3’/3’-ACCCCT-5"]. Schopnost vazat se na
DNA byla u CHE nizsi nez u SA. To je v souladu s nami
pozorovanym mikroskopickym obrazem bunék po aplikaci
tchto alkaloidi'*'*. Termodynamické studie prokazaly, ze
vazba kvartérni formy na DNA je podobné jako u jinych
interkalatort entropicky fizena'®. Interkalace SA do DNA
byla prokazana i metodami NMR (cit.*").

Kromé interkalace byly prokazany i dalsi mecha-
nismy interakce s DNA. Bylo zjisténo, ze SA inhibuje
replikaci DNA pomoci polymerasy I, a to pravé tvorbou
komplexii s DNA (cit.**). Tvorba adukti SA-DNA byla
prokazana i metodou **P-postlabelingu®.

Pfedpoklad, ze zakladnim mechanismem interakce
KBA s DNA je pravé interkalace, podporuje i skute¢nost,
ze KBA jsou strukturdlné piibuzné fenanthridinlim, jejichz
zastupci ethidium bromid a propidium jodid jsou nejéastéji
pouzivanymi fluorochromy znacicimi jadra, a to mechanis-
mem interkalace. Schopnost interkalace a tim znaceni ja-
der jednotlivymi alkaloidy souvisi pravdépodobné¢ s detail-
ni strukturou jejich molekuly. Na ziklad¢ naSich pozoro-
vani fluorescence jednotlivych alkaloidi v buikach a po-
rovnani jejich molekularni struktury predpokladame, ze
schopnost alkaloidu interkalovat do DNA ovliviuji prede-
v§im substituenty na pozicich C7 a C8. Tyto ptredpoklady
potvrzuji i vysledky prace zabyvajici se studiem trojroz-
meérné struktury sedmi zakladnich KBA (SA, CHE, SL,
CHL, SR, CHR, a MA) metodami kvantové chemie?*.
Vysledky vySe zminéné prace ukazuji, ze geometrie aro-
matickych kruhti vSech studovanych alkaloidi je priblizné
stejna a Ze jejich molekuly nejsou zcela planarni. Odchyl-
ky od planarity molekuly zptisobuje pravdépodobné in-
terakce methylové skupiny pfipojené k dusiku s vodikem
vézanym na C4 (obr. 1, cit.**). Dal$im vyznamnym struk-
turnim parametrem molekuly alkaloidi je orientace substi-
tuentl v pozicich 2,3 a 7,8. Lezi vétSinou ve stejné roviné
jako aromaticky kruh s vyjimkou methoxy skupiny na
uhliku C7. Ta je orientovana téméi kolmo k této roving.
Kolma orientace je pravdépodobné zplsobena interakci
methoxy skupiny s vodikem H6 a substituentem na uhliku
C8 (cit.**). Z toho lze usuzovat, 7e alkaloidy obsahujici
methoxy skupinu na C7 (CHL, SL a CHE) maji snizenou
schopnost interkalace do DNA. Tento pfedpoklad potvrdi-
ly i nase vysledky mikroskopického studia, které ukazaly,
ze CHL a SL nepronikaji do jader viilbec a CHE jen vyji-
mecné a jeho fluorescence v jadrech je slaba a nestala.
Naopak velmi dobie zobrazovaly jadra MA, CHR a SA. SR
v nekterych pokusech znacil jadra zcela srovnatelné s CHR,
v jinych prevazovala fluorescence cytoplasmatickych struk-
tur'*. Chovani SR nastoluje otazku, zda schopnost interkala-
ce neni, i kdyZ v mensi mife, negativné ovlivnéna také
methoxy skupinami na uhlicich C2 nebo C3.
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Jak bylo zminéno vyse, u alkaloidd MA, SA, CHR
a Castecné SR jsme zaznamenali vyraznou schopnost zna-
Cit jadra. Struktura jader znacenych témito alkaloidy se da
pozorovat na urovni fluorescencni mikroskopie (obr. 3),
kde je obraz podobny jako po znaceni pomoci bézné pou-
zivanych DNA sond jako propidium jodid nebo DAPIL
U mitotickych bunék jsou rozlisitelné chromosomy, u apo-
ptotickych apoptotické jaderné fragmenty. Buiilky znacené
alkaloidy je mozné detegovat i na prutokovém cytometru
nebo  fluorimetru.  Nejlepsi  vlastnosti  vzhledem
k pouzitelnosti jako DNA sondy vykazoval MA. Pusobil
rychle pronikat do zivych nepermeabilizovanych bunck
spole¢né se schopnosti emitovat svételné zateni v oblasti
Cerveného spektra muze zafadit tyto alkaloidy, a prede-
v§im MA, mezi Siroce vyuzitelné fluorescenéni DNA son-
dy jako jsou LDS 751, DRAQ5 (cit.”®) a nové i Vybrant®
DyeCycle™ Stains od Molecular Probes (cit.*®). Tyto son-
dy maji vyuziti ve fluorescencni mikroskopii, v¢etné lase-
rové konfokalni mikroskopie a piedev§sim v pratokové
cytometrii.

4. Prutokova cytometrie

Cytometrie zahrnuje metody méfeni fyzikalnich
a chemickych vlastnosti jednotlivych bunék. Pritokova
cytometrie umoziuje méfeni ¢astic a bunék, které protékaji
pfistrojem v proudu nosné kapaliny. Vyuziva princip roz-
ptylu svétla, excitace a emise fluorochromnich molekul
k ziskani dat z mikroskopickych ¢astic a bunék. Umoziiuje
méfit nékolik parametrli souc¢asné. Bunky jsou vétSinou
znaceny specifickymi fluorochromy. Pfi této metodé jsou
bunky hydrodynamicky soustiedény do tenkého proudu

Tabulka IT
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v kapilatre, kterou protékaji vysokou rychlosti, ptficemz
jsou ozatovany monochromatickym koherentnim zafenim
produkovanym laserem. Jedinecnost pritokové cytometrie
spociva v tom, ze na rozdil od spektrofotometrie, ktera
méfi sumarni absorpci nebo transmisi, 1ze s jeji pomoci
méfit fluorescenci kazdé ¢astice nebo buriky zvlast’. Inten-
zita fluorescence jednotlivych bunék pak odpovida mnoz-
stvi struktur, které na sebe vazou fluorescen¢ni barvivo
(ptehledné®). Neékteré pritokové cytometry umoziiuji
1 tfidit buniky na zaklad¢ stanovenych charakteristik — sort-
ry bunék (FACS- fluorescence associated cell sorter).

Hlavnimi vyhodami pritokové cytometrie jsou: (i)
jednoduché ptiprava vzorkl, (i) vysoka rychlost analyz
velkych souborl jednotlivych bun€k nebo Castic, (iii) ne-
destruktivnost, (iv) snadna detekce subpopulaci a také (v)
relativné nizké finan¢ni ndklady na analyzu jednoho vzor-
ku.

Priitokova cytometrie je v klinické praxi vyuzivdna
jako vyznamna diagnosticka metoda predevSim
v hematologii, onkologii a imunologii. Siroké vyuziti ma
také v zakladnim biologickém vyzkumu.

5. Fluorescenc¢ni DNA sondy

Znaceni nukleovych kyselin, predevsim DNA, fluo-
rescenénimi sondami patfi mezi vyznamné metody vyuzi-
vané ve vyzkumu i v diagnostice. Tyto sondy umoziuji
jednak pozorovani struktury jadra a jadérka ve fluo-
rescen¢nim a konfokalnim mikroskopu, jednak rozliseni
jadernych bun¢k od buné¢k bezjadernych metodou pritoko-
vé cytometrie. Jen nékteré sondy jsou schopny se vazat na
DNA kvantitativné (stechiometricky). To umoziiuje rozli-
Sit mnozstvi DNA v jednotlivych bunkach a urcit fazi bu-

Tabulka znazorfiujici ne€astéji pouzivané fluorochromy pro znageni jader. (Podle katalogu Molecular Probes™).

Excitace [nm]

Emise [nm]; barva

Permeabilita

DAPI 358
Hoechst 33342 350
Hoechst 34580 392
Hoechst 33258 352
7-aminoactinomycin (7-AAD) 546
ethidium bromid 518
propidium jodid 530
LDS-751 543
590
TO-Pro3 642
DRAQ5* 650
SYTO 36 riznych barev

461 modra semi-permeabilni
461 modra permeabilni
498 modra permeabilni
461 modra permeabilni
647 Cervena nepermeabilni
605 cervena nepermeabilni
625 Cervena nepermeabilni
712 DNA permeabilni
607 RNA cervend/infraCervena

661 Cervena nepermeabilni
700 Cervena permeabilni
modra, zelena, oranzova, ¢ervena permeabilni

? Fluorochrom DRAQ5 nabizi firma Alexis
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nécéného cyklu, ve které se dana buiika nachazi. Tyto son-
dy jsou velmi vyznamné z hlediska studia proliferacni
aktivity v dané populaci bunék v prutokovém cytometru.
Jsou schopny ur¢it pomérné zastoupeni proliferujicich
bun¢k napf. ve vzorcich leukemické krve, kostni diené
nebo jiné nadorové tkané. Pro tyto Ucely jsou zvlaste vy-
znamné fluorochromy, které pronikaji do zivych neperme-
abilizovanych bun¢k, oznacované jako supravitalni sondy.
V dnesni dobé¢ je k dispozici mnoho fluorochromti znaci-
cich nukleové kyseliny (ptehledn&”?°; tabulka II), ale jen
nekteré jsou DNA specifické a vétSina z nich rozliSuje
oblasti DNA podle poméru dvojic bazi A-T/G-C (cit.”).
VétsSina téchto sond vsSak nepronikd do zivych bunck
a vyzaduje fixaci, permeabilizaci plasmatické membrany
a enzymové odstranéni RNA. Nejcastéji pouzivané supra-
vitalni DNA sondy jsou DAPI (4’-6-diamidino-2-fenyl-
indol) a bisbenzimidové derivaty Hoechst (33258
a 33342). DAPI i Hoechst vdzané na DNA vyZzaduji exci-
taci v UV oblasti spektra a emituji modrou fluorescenci.
Tento fakt je vSak znevyhodituje pro pouZiti pro analyzy
v pritokovém cytometru. Bézné pouzivané pratokové
cytometry jsou vybaveny argonovym laserem produkuji-
cim modré excitacni zafeni (488 nm). Cytometry vybavené
laserem excitujicim UV zafeni jsou drahé a proto méné
pouzivané. Z téchto diivodi jsou pro pritokové cytomet-
rické analyzy DNA pouzivany cervené fluorochromy exci-
tovatelné b&znym argonovym laserem (488 nm), jako jsou
fenanthridinovy interkalator propidium jodid a analog
protinddorového antibiotika aktinomycinu D — 7-AAD
(7-aminoaktinomycin D). Oba tyto fluorochromy se vazi
na DNA kvantitativné a jsou pouZzitelné rovnéZ pro analy-
zu bunécného cyklu, ale vyzaduji fixaci a vzhledem
k vazb&é na RNA enzymové odstranéni RNA. Nejcastéji
pouzivanym cervenym fluorochromem, excitovatelnym
argonovym laserem, pronikajicim do Zivych bunék je
LDS-751. Ten vSak neumoziuje rozlisit faze bunécného
cyklu. Dalsimi jsou DRAQS5 (cit.”*®) a zcela nové fluo-
rochromy ze skupiny Vybrant, které¢ zna¢i DNA kvantita-
tivné a bunécny cyklus zobrazuji. Nejcastéji pouzivané
fluorochromy zobrazujici DNA jsou uvedeny v tabulce II.

6. Kvartérni benzo|c]fenanthridinové alkaloidy
jako supravitalni DNA sondy

Pii studiu interakce KBA s bunikami jsme zjistili, ze
SA, CHR a MA pronikaji velmi rychle do jadra a umoziu-
ji zobrazit jeho strukturu na trovni fluorescen¢niho mikro-
skopu (obr. 3). MA se navic vaze na DNA kvantitativné
(stechiometricky). Ma vlastnosti velmi podobné fluo-
rochromu DRAQS5, v¢etné schopnosti detekce fazi bunéc-
ného cyklu (obr. 4).

MA byl poprvé izolovan z kotene rostliny Macleaya
microcarpa  vroce 1955 (cit.*). Pozd&ji byl nalezen
i v dalsich druzich ¢eledi Papaveraceae®®>?. Byla popsana
i syntéza MA (cit.*).
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Obr. 3. Jadra HeLa bunék znafena MA v Koncentraci
10 pg mI”', pozorované fluorescenénim mikroskopem Leica
DM 5000B (Leica Microsystems, Wetzlar, Austria) za pouziti
zeleného excitacniho filtru; jadra jasné Cervené fluoreskuji a je
patrna jejich struktura vcetné jadérek

6.1. Vyuziti makarpinu v pritokové
cytometrii

MA ma pro pouziti v pritokové cytometrii nékolik
vyznamnych vlastnosti: (i) velmi rychle pronika do zivych
buné€k a bezprostiedné se vaze na nukleové kyseliny, coz
umoziuje okamzité méfeni, (if) je u¢inny v pomérné nizké
koncentraci (10 ug ml ™), (iii) fluorescence MA vézaného
na DNA mize byt excitovana béznymi argonovymi lasery
o vlnové délce 488 nm, (iv) emisni spektralni charakteristi-
ka MA vazaného k nukleovym kyselinam umoznuje sou-
Casnou detekci jeho fluorescence vedle fluorescence nekte-
rych béznych fluorochromii detegovatelnych v kanalech
FL1 a FL6 a vyssich, (v) kvantitativni vazbou na DNA
umoziuje rozlisit faze bunééného cyklu.

Diky témto vlastnostem umoziiuje MA detekci nukle-
ovych kyselin, pfedev§sim DNA, v zivych bunkach i na
standardnich prutokovych cytometrech vybavenych exci-
tatnim zdrojem v modrozelené oblasti spektra (argonovy
laser, 488 nm) a tfemi detektory fluorescence (FL1-FL3).
Schopnost MA vazat se na DNA umoziuje velmi rychle
a jednoduse rozlisit jaderné bunky od bezjadernych. Pro-
kazali jsme, Ze tuto vlastnost 1ze vyuzit pro rozliSeni ery-
trocyti, retikulocytl a leukocytil a to bez detekce exprese
povrchovych znakii ve vzorku nesrazlivé krve'*.
V kombinaci se zviditelnénim béznych leukocytarnich
a erytrocytarnich antigeni umoziuje fluorescence MA
klasifikaci a kvantifikaci leukocytd, nezralych erytrocyti
a zralych erytrocytii na modelech anemie i u anemickych
pacientd. Toto znaceni umoznuje napi. rozlisit CD45 pozi-
tivni leukocyty s jasnou fluorescenci makarpinu od pod-
skupin CD45 negativnich krevnich a krvetvornych bunck.
Ve skupiné CD45 negativnich bun€k fluorescence makar-
pinu rozliSuje makarpin pozitivni buiky obsahujici prav-
dépodobné pouze RNA (retikulocyty) a makarpin negativ-
ni buiiky (vyzralé erytrocyty)'.

Diky kvantitativni vazb&é na DNA lze pomoci makar-
pinu na zakladé¢ obsahu DNA v buiikach rozlisit pritoko-
vou cytometrii tfi fize bunéného cyklu. To lze graficky
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MA DRAQS5
GOIG1 GO0/G1

pocet bunék

G2/IM

Intenzita fluorescence

Obr. 4. Histogramy zobrazujici faze bunééného cyklu bunék
HL60; je srovnano barveni MA s komerc¢né dostupnym fluo-
rochromem DRAQS. Graf znazoriuje intenzitu fluorescence (osa
x) vs pocet bunék vykazujicich danou hodnotu fluorescence (osa
y). Intenzita fluorescence byla méfena na pritokovém cytometru
Cytomics 500 (Beckman Coulter, Inc.). K excitaci byl pouzit
modry argonovy laser (488 nm) a fluorescence DRAQS5 byla
detegovana v kanale FL4, MA v kanale FL3 (oba v linearni $ka-
le). Je patrné, ze vazba MA i DRAQS na DNA je kvantitativni
(stechiometrickd) a umoziuje rozlisit tii zakladni faze bunétného
cyklu — Go/G; — S — G/M

znazornit poctem bodd, odpovidajicich jednotlivym bun-
kdm (osay), které proSly méfici zobénou cytometru
v zavislosti na intenzité fluorescence v jednotlivych bun-
kach (osa x) (obr. 4). V prvni fazi (G¢/G,) bunka obsahuje
zakladni mnozstvi DNA, (2 sady chromosomu u diploid-
nich bungk, jedna u haploidnich), v druhé fazi (S) dochazi
k duplikaci genetické informace (syntéze DNA) aniz by se
pocet bunék meénil, coz se odrazi v rostouci intenzité fluo-
rescence jednotlivych bunék. Na konci této faze bunky
obsahuji dvojnasobné mnozstvi DNA (4 sady chromosomi
u diploidnich bungk, 2 sady u haploidnich). Ve tieti fazi
(G2/M) se mnozstvi DNA nejdiive udrzuje na dvojnasobné
hodnoté, intenzita fluorescence je tedy také dvojnasobna
oproti fazi Go/G;. Nakonec dochdzi k rozd€leni genetické-
ho materialu, k mitoze, pficemZz mnozstvi DNA v bunce
klesne na zékladni troven (2 sady chromosomi u diploid-
nich bunék, jedna u haploidnich). Vyuzitelnost MA pro
studium bunééného cyklu jsme srovnavali s fluorochro-
mem DRAQS (obr. 4). Porovnali jsme rovnéZ emisni spek-
tra MA a DRAQS vézanych na bunky HL-60 na pritoko-
vém cytometru Cytomics FC500 (Beckman Coulter, Inc.)™.
Zatimco fluorescence DRAQS je detegovatelna v kanalech
FL4 a FL5, MA emituje do kanald FL2-FL5. Vyhodnoce-
nim DNA histogramt v programu Multicycle for Windows
(Phoenix Flow Systems) se ukazalo, ze oba fluorochromy
zna¢i DNA zcela srovnateln€, navic MA je mozno detego-
vat 1 v kanalech FL2 a FL3, tedy i na nejjednodussich
cytometrech.
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7. Zavér

Kvartérni  benzo[c]fenanthridinové alkaloidy jsou
pfirodni latky, které jsou mnoho let studovany z hlediska
svych biologickych vlastnosti zahrnujicich napf. antipro-

~~~~~

upozoriiuje na jejich dalsi potencial pro praktické vyuZiti,
jejich barevnost a schopnost fluorescence. Kombinace
vlastnosti primarni fluorescence a schopnosti interagovat
s bunéénymi strukturami otevird moznost uplatnéni téchto
alkaloidu jako specifickych fluorescencnich sond vyuzitel-
nych pro fluorescenéni mikroskopii a priutokovou cytomet-
rii. Schopnost rychle pronikat do Zivych bunék, vazat se na
DNA kvantitativné a tim znacit jadro vcetné moznosti
analyzy bunécéného cyklu, spolu s ¢ervenou fluorescenci
excitovatelnou argonovymi lasery obsazenymi v béznych
prutokovych cytometrech, fadi pfedev§im MA mezi skupi-
nu pomérné malo zastoupenych, ale Siroce vyuZitelnych
supravitalnich DNA sond.

Tato prdace vznikla za podpory MSMT CR (VZ
MSM0021622415 a LC 06077) a GA CR (525/08/0819).
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I. Slaninova®, J. Slanina”, and E. Taborska®
(“ Department of Biology, " Department of Biochemistry,
Faculty of Medicine, Masaryk University, Brno Czech
Republic):  Fluorescence Properties of Quaternary
Benzo[c]phenanthridine Alkaloids and Their Use as
Supravital DNA Probes

Quaternary benzo[c]phenanthridine alkaloids (QBAs)
are natural products isolated from plants of Fumariaceae,
Papaveraceae, Ranunculaceae and Rutaceae families.
They are intensively studied for their biological activities,
but they have also attractive fluorescence properties. Chro-
mophores responsible for fluorescence are fused aromatic
ring systems with electron-donor groups containing oxy-
gen (OH, OCH;, OCH,0). Recently we have described
fluorescent characteristics of QBAs — macarpine (MA),
sanguirubine (SR), chelirubine (CHR), sanguilutine (SL),
chelilutine (CHL), sanguinarine (SA) and chelerythrine
(CHE) — on interaction with living cells. All these alka-
loids immediately enter the living cells and MA-, CHR-
and SA-bound DNA; they showed a nucleus architecture
similar to common DNA dyes. Moreover, MA binds to
DNA stoichiometrically and can rapidly report the cellular
DNA content in living cells at a resolution adequate for
cell cycle analysis. QBAs could be excited by common
argon lasers (488 nm) emitting light in the 575-755 nm
range. Spectral characteristics of MA allow simultaneous
surface immunophenotyping. These characteristics allow
multiple applications of the above-mentioned QBAs with
significant diagnostic utility. They can be used as supravi-
tal fluorescent DNA probes both in fluorescence micros-
copy and flow cytometry including multiparameter analy-
sis.
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1. Uvod

Porézni materialy jsou pouzivany od davnovéku, sou-
Casné technické procesy pouzivané v prumyslu a procesy
souvisejici s ochranou Zivotniho prostfedi kladou na cha-
rakterizaci poréznich materiald nové pozadavky. Cilem
hodnoceni charakteristik poréznich materiald je dany ma-
teridl zaradit, klasifikovat, popsat a modelovat. Cilem je
popsat dutiny existujici v pevné matrici, oznacované sou-
hrnnym ndzvem poéry. Systémy klasifikace porl
v literatufe se Casto 1isi dle autora, adsorbované latky ¢i
typu porézniho média. Uelem kategorizace je zatiidéni
port do skupin podle vyznamnych charakteristik, jako je
struktura port, jejich velikost, dostupnost a tvar. Cilem
tohoto ¢lanku je podat prehled bézné pouzivanych klasifi-
kaci poréznich materialli a popsat rozdily v definicich riz-
nych typt port. V zavéru jsou navrzeny zmény klasifikaci
pro jejich sjednocenti.

2. Kategorie pori v pevnych matricich

Kategorizaci pérd v pevnych matricich bylo vénova-
no mnoho usili a fada studii' ™. Jak zminili napf. Zdravkov
a spolé, je velmi obtizné vytvofit konzistentni klasifikaci
poréznich struktur v pevnych matricich, kterda vyhovi
vSsem. Prehlednou klasifikaci zaloZenou na piivodu por,
struktufe, velikosti a dostupnosti vzhledem k okoli publi-
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Obr. 1. Strukturni elementy a typy poru (modifikovano podle
Kaneka®)

Klastr
Aglomerati

koval napt. Kaneko®. S ohledem na jejich piivod a struktu-
ru jsou pory rozd€leny do dvou hlavnich kategorii (viz
obr. 1).

Umisténi v ¢astici

Zakladnim typem porQ jsou tzv. vnitroc¢asticové pory
(intraparticle pores), pory umisténé uvnitf jednotlivych
Castic. Jsou vétSinou povazovany ze strukturniho hlediska
za praveé (vnitini) pory (intrinsic pores). Béhem néekterych
procest (vyvin plynt, vyluhovani, povrchové reakce) se
miZze tvofit nové porézni material. V tomto ptipad¢ lze
noveé vytvorené pory povazovat za ,,pfidané vnitini pory*.
Tzv. nevlastni — vnéjsi ¢ili zevni pory (extrinsic pores) se
vytvareji v pripadech, kdy je ptivodni matrice impregnova-
na cizi slozkou a tato je nasledn¢ odstranéna vySe uvede-
nymi postupy. V pripadé, ze je cizi slozka kompletné od-
stranéna, jsou nove vytvofené pory povazovany za ,,Cisty*
typ. DalSim typem zevnich poru je tzv. sloupkovy typ,
vznikly napf. pouzitim hydroxidi kovu, které vytvofi vrst-
vu na povrchu ¢astic. V urcitych pfipadech lze zevni typy
vnitinich poért  povazovat za mezicasticové pory
(interparticle pores).

Aglomerat

Pokud je material zpevnény, relativné tuhy a rozméry
porézni matrice o mnoho fadu prekracuji rozméry poru, lze
tento material oznacit jako aglomerat. Agregaty nazyvame
ostatni typy porovitych materiald, které jsou nezpevnéné —
nejsou pevné a jde vice ¢i méné o sestavy jednotlivych
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gastic. Castice samy o sobé mohou byt neporézni (napf.
zrma pisku reprezentovand predstavou hladké kulicky).
V tomto pripadé jsou castice obklopeny siti mezicastico-
vych pori. Vlastnosti téchto poérd zaviseji na jejich veli-
kosti, tvaru a zplsobu usporadani ¢astic. Naopak, v jinych
ptipadech, napf. u katalyzator suSenych rozprasenim,
mohou byt vlastni ¢astice vyrazné porézni. To je duvod,
pro¢ je ucelné rozliSovat vnitini a mezicasticové pory.
VSeobecné vzato, jsou vnitini poéry ve srovnani
s mezicasticovymi pory mensi jak rozméry, tak objemem,
nicméné Casto je jejich prispévek k mémému povrchu
pevné latky tim nejvyznamnéjsim piispévkem.

Meziklastrové pory

Jinym zplisobem tfidéni, uspotadani Castic a popisu
port v ramcei zemin je systém, ktery publikoval napt. Ko-
dikara’. Jedna se o uspofadani interagregace (pory uvniti
klastru) a meziklastrové pory. Pory lze tidit i podle do-
stupnosti vzhledem k okoli. Pory, které komunikuji
s okolnim povrchem, nazyvame oteviené pory (viz Obr. 2b
az 2f). Oteviené pory jsou dostupné pro molekuly ¢i ionty
z okoli. Nékteré jsou oteviené jen na jedné strané (Obr. 2b
a 2f). Tyto lze nazyvat jako slepé (slepy konec, sackové
pory), ostatni jsou oteviené na obou koncich (prib&zné
pory (Obr. 2e). Dutiny nekomunikujici s okolim nazyvame
uzaviené pory (Obr. 2a), jsou produktem napft. nedostatec-
ného vyvinu plynt (uzavieniny v krystalech), mohou
vzniknout kolapsem blizkého okoli péru pti zahifivani atp.
Uzaviené pory neovliviyji pfimo adsorpci a prinik mole-
kul, nicméné¢ ovliviiuji mechanické vlastnosti pevnych
matric.

Ptistupnost poru

Vzhledem k tomu, Ze termin ,,uzavieny“ muZze byt
terminem relativnim, 1ze napf. definovat uzavienost poru
jako prostor, ktery neni pfistupny pro molekuly Helia
(dkit= 0,2 nm). Jind definice uzavieného poru rika, ze jde

Obr. 2. Schematické roztfidéni port vzhledem Kk jejich do-
stupnosti, upraveno podle (IUPAC®), a — uzavieny por, b, f —
pory zaviené pouze na jednom konci, ¢, d, g — oteviené pory, e —
péry oteviené na obou koncich, pribézné
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valec desticka

kuzel

kalamar

Obr. 3. Klasifikace geometrie péra (modifikovano dle Kaneka®)

o otevieny por, jehoz Sitka je mensi nezli velikost moleku-
ly pouzitého média (tzv. ultrapory). Takovéto ucinné uza-
viené pory a chemicky uzaviené pory by mély byt oznaco-
vany jako pory latentni.

Tvar poéru

Na geometrii péru jsou zalozeny jeSté jiné mozné
klasifikace, které zminil Kaneko® ve svém piehledu a jsou
zéroven pouzity v publikaci [IUPAC® a potvrzeny napf.
Bindrou’. Pory jsou rozttidény podle podobnosti s nsle-
dujicimi geometrickymi tvary (Obr. 3): vélec, desticka
(Stérbina), kuzel (IUPAC jej nazyva nalevka) a inkoustova
lahvicka (dva valce riznych primért na sob¢). V literatufe
Ize nalézt pouziti pfiméru mnoha jinych geometrickych
tvarli — kosoctverecny, elipticky ¢i ¢tvercovy. Pro zjedno-
duSeni a hlavné pro jejich nepravidelnou geometrii jsou
tvary poru zatazovany dle modelovych systémi. Jak je
ziejmé, jsou modelové systémy s vyhodou popisovany
v terminech riznych geometrickych tvard. Valce
(aktivované oxidy, jako je oxid hlinity ¢i oxid hofe¢naty),
hranolovity (nékteré vlaknité zeolity), prohlubné a okénka
(ostatni zeolity), Sté€rbiny (v jilech a aktivovaném uhli) ¢i
kulovité, ackoliv Castéji byvaji pory naopak tvotfeny pro-
story mezi kulovitymi casticemi, které se dotykaji
(silikagel a urcité formy oxidu zirkonicitého). Pro popis
pért se téz vyuziva kombinace téchto forem, a to
v zavislosti na uspofadani strukturnich elementd. Pro upl-
ny popis systému port se vyuziva modelovani na zakladé
vice kritérii, napf. geometrie, velikost poru, orientace,
umisténi a typ propojeni.

3. Kategorie velikosti poru

Porézni materialy, vykazujici stejnou hodnotu zdénli-
vé porozity, av§ak majici pory s riiznou velikosti a geome-
trii, reaguji za stejnych podminek riznym zpusobem. To je
zfejmym divodem pro potieby kategorizace pori podle
jejich rozmérd. Vlastnost nazyvana ,,velikost poru® je
velmi dulezitd pii praktickych aplikacich poréznich mate-
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Tabulka I
Ptehled tfidéni pord podle jejich velikosti

Referat

Klasifikace Definované typy pord, d [nm]

makro- mezo- mikro- supermikro- ultramikro-  submikro-
[UPAC"!? >50 50-2 <2, resp. 2-04 2-07 <0,7 <0,4
Dubinin® >400-200  400-200>d>3-3,2 <1,4-1,2 3,2-3>d>1,4-1,2 - -
Cheremskoj’ >2000 - 2000>d>200 - <4-2 <200
Kodikara’ 10°-10* - 3-10*-10° 10°-25 <4-3 -
riald, nicméné chceme-li ji presnéji definovat, dostavame mezopéry (400-200>d>3,2-3,0 nm), supermikropory

se do obtizi. Termin ,,velikost poéru“ ma zcela jasny vy-
znam, pokud je geometricky tvar port (valcovity, konicky,
Stérbinovity) dobfe definovan a je znamy. Pfehled nékte-
rych typu tfidéni port a jejich velikosti ukazuje tabulka 1.

Ptihodnou piivodni klasifikaci Dubinina'' upravili
Everett' a Sing a spol."?. Tato klasifikace je vyuZitelna pro
katalyzatory a tfidi pory dle jejich priméru pro pripad
vélcovych port, pro kapildrni pory jiného nezli valcovité-
ho tvaru je vyuzivan ekvivalentni pramér ¢i polomér poru,
vzdalenosti dvou plochych stran v pfipadé Stérbinovitého
tvaru a nejmensiho z rozmeért u trhlinovitych pora. Pory
jsou zhruba roztfidény do nasledujicich skupin podle jejich
charakteristického priméru: makropéry d>50 nm, mezo-
pory v rozsahu 50-2,0 nm a mikropory d<2,0 nm. Nej-
mensi pory lze dale rozdélit na velikost 2,0-0,7 nm
(supermikropory) a d<0,7 (ultramikropory). V pripadé
aktivniho uhli jsou rozliSovany dvé kategorie port: trans-
portni pory, které zahrnuji makropdry s primérem d>50
nm, a adsorpéni pory, které jsou dale zatfidény jako mezo-
péry (50-2 nm), mikropéry (2-0,4 nm) a jsou pfidany
submikropory (d<0,4 nm)'.

Tabulka II poskytuje struény piehled typi sorbentu,
jejich odpovidajicich vlastnosti a vysvétluje diivod zajmu
o dany rozsah velikosti port. Ve vétsSin€ vzorkl se nachazi
kombinace mikrop6rd a malych mezopori.

Pii diskusi mechanismt adsorpce a kapilarnich vliva
u adsorbentd, obzvlasté u aktivovanych uhli odliSuje Dubi-
nin® nasledujici typy porti: makropory (¢>400-200 nm),

Tabulka IT
Fyzikalni vlastnosti vybranych péréznich adsorbenti'®

(3,2-3>d>1,4-1,2 nm) a mikropory d<1,4-1,2 nm), kde d
je efektivni pramér péru méfeny na kolmici (normale) ke
sméru proudéni molekuly pfi plnéni péru. Samotny primeér
mize poslouzit jako charakteristika pro ptipad valcovych
port, v pripadé trhlinovitych pori jako Sitka. Cheremskoj®
klasifikoval jednotlivé typy porii na zakladé¢ relativni veli-
kosti poru a strukturni jednotky porézniho materialu. Mak-
ropory (d>2000 nm) jsou definovany jako péry vyrazné
vetsi velikosti nezli ma jednotlivy strukturni element. Mik-
ropory (2000>4>200 nm) jsou pory se zhruba stejnou veli-
kosti, jako ma jednotlivy strukturni element. Submikropo-
ry (d<200 nm) maji vyrazn€ mensi velikosti nezli m4 jed-
notliva strukturni ¢astice. Ultramikropory (d<4-2 nm) lze
nalézt uvnitf strukturnich elementii. Pro jilovité struktury
navrhl Kodikara’ rozdéleni §itek pora do nasledujicich
kategorii: meziklastrové (makropéry s rozméry 10°-10*
nm, interagregaty (mikropéry 3-10*~1 nm), meziGasticové
struktury (interparticle, submikrop6ry 1000-25 nm), struk-
tury uvnitf ¢astice (intraparticle, ultramikropory <4-3 nm).

Membranové technologie

Dalsim oborem, ktery se vyuzivd definované pory,
jsou membranové technologie. Rizné typy membran
a provozovanych separa¢nich procesd jsou zavislé mj. na
distribuci velikosti port v membran€. Membranové technolo-
gie rozlisuji: mikrofiltraci (5000—-100 nm), ultrafiltraci (50-5
nm), dialyzu (5-2 nm) a reverzni osmézu'* (0,5-0,2 nm).

Poérézni adsorbent

Primérna velikost porti [nm]

Mérny povrch [m*g™']

Aktivovana alumina (granulovana)
Silikagel (granulovany)
Aktivni uhli (granulované)
— na bazi kokosovych skofapek
— na ropné bazi
— na bézi raSeliny

— na bazi kamenného uhli

4,5
2-5

1-4
24

200
600-800

800-1600
900-1300
800-1600
900-1200
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4. Diskuse a doporuceni

Klasifikace TUPAC tfidi pory (makro- 4>50 nm,
mezo- 50-2 nm a mikro- d<2 nm) dle mechanismu, které
jsou rozhodujici pfi izotermni adsorpci N, v porech pfi
teploté 77,4 K a tlaku 101,325 kPa a které mohou byt vy-
hodnoceny z adsorpénich izoterem. Dale déli mikropory
na supermikro- (2—0,7 nm), ultramikro- (<0,7 nm) a sub-
mikro- (<0,4). Pro charakterizaci makropori je urcujici
vicevrstva adsorpce, pro mezopory kapilarni kondenzace
a mikropory jejich vyplnéni. Vyplnénim je minéno to, ze
veskery prostor poru je k dispozici pro molekuly sorbatu,
na rozdil od sorpce na povrchu.

Velikosti kategorii portt odpovidaji aplikaci konden-
zaéni teorie vztazené k relativnimu poméru tlakd P/P,.
Velikost péru 50 nm odpovida® relativnimu tlaku 0,96, pti
¢emz se bézné méfi za relativnych tlakd 0,995. V oblasti
poméru tlakt P/Py =~ 0,4—1 se uplatiiuje kapilarni konden-
zace u mezopord, pii P/Py < 0,39 je chovani vrstvy adsor-
bovaného dusiku nestabilni’ a tedy neni mozno pouzit
Kelvinovu rovnici. V ptipadé tzv. mikropéri (d<2 nm) se
tyto plni kontinualnd (P/Po= 107-0,02). Horni hranice
velikosti ultramikropért (d<0,7 nm) odpovida tloustce
dvou vrstev dusiku (monovrstva na pevnych povrsich ma
tloustku 0,354 nm) pobliz vstupu do péru. Pfechod mezi
ultramikro- a mikropory je oznacovan jako supermikropo-
ry (2>d>0,7 nm). V zavislosti na kritickém priméru mole-
kuly dusiku (dy;=0,380 nm) Ize definovat nejmensi a nej-
vétsi rozmér tiidy mikropori. Nejmensi rozmér mikroporu
odpovida kritickému priméru molekuly dusiku a nejvétsi
rozmér odpovida pe‘:tina’tsobku15 kritického praméru d;,
tedy 2 nm. Pro adsorpéni méfeni lze téz vyuzit argon, je-
hoz mensi kulova molekula (dy;=0,350 nm) se dostane do
uzsich pord, kam molekula dusiku nemtze. Pory mensi
nezli 0,4 nm oznacuje [UPAC (cit.10) jako submikropory.

V oblasti ultrapérd nastinili novy koncept Kaneko’
a Ruike'® pouzitim He jako sorpéniho plynu, protoze He
pfi teploté 303 K je schopno pronikat do port, které jsou
pro N, pifi teplot¢ 77 K nedostupné. Za nedostupné
(uzaviené) povazujeme poéry, jejichz rozméry nejsou méti-
telné témito sorpénimi analytickymi technikami. Je tfeba si
uvédomit, Ze ultrapory podle téchto autorti (4<0,35 nm,
tloustka monovrstvy N,) odpovidaji submikroportim, ni-
koliv ultramikroporim dle TUPAC (cit.'’). Doporuéujeme
tedy zachovat [IUPAC (cit.'”) navrzenou velikost submik-
roport (<0,4 nm). Za pouZiti jiného sorpéniho média napt.
He je tato velikost 0,2 nm.

Mikropéry v aktivnim uhli zatidil napt. Ruike'® jako
velké a malé oteviené mikropdry, kdy hrani¢ni Sitka mezi
malymi a velkymi mikropdry je odhadovéna na 1,5-1,2
nm. Dubininem’ navrzena klasifikace pori pro klasické
sorbenty tj. aktivni uhli (viz tabulka I) definuje rozméry
mikropori velikosti sorbované molekuly. Fyzikalni sorpce
v té€chto porech je charakterizovana kompaktnim plnénim
prostoru dostupného pro adsorpci a pérovy objem je tak
maly, Ze interakci adsorbent-adsorbat lze povaZovat za
jednofazovy systém. Pro rozliSeni pfechodné oblasti mezi
mikro- a makropory navrhuje zavedeni dvou kategorii, a to
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tzv. supermikrop6rt (3,2-3>d>1,4-1,2) a mezoporu (400—
200>d>3,2-3nm). Tento rozsah odpovidd horni a dolni
hranici aplikace Thompsonovy-Kelvinovy kapilarné-
kondenzacni rovnice. Tyto pory vykazuji vysoce rozvinuty
specificky povrch, kde se projevuji monomolekularni,
vicevrstva sorpce a koneéné zaplnéni port diky kapilarni
kondenzaci fizené mnoha faktory, povétSinou kinetického
puvodu. Tlustéjsi pory (d>400-200 nm) jsou zatfidény
jako makropory, v nichZ jsou sorpéni procesy zanedbatel-
né a probihaji v nich hlavné procesy transportni.

Velikost pord pritazovana Dubininem vyrazu super-
mikropor se 1isi od klasifikace IUPAC.

V literatufe existuje jesté vice systému t¥idéni veli-
kosti pora® ' které se navzajem znaind lisi
a v nékterych pripadech si navzajem odporuji. Pro sjedno-
ceni charakterizace poréznich materidld je vSak obecné
uznavanou klasifikaci I[UPAC (cit.!) vytvorena na zaklads
mechanismul sorp¢nich jevi.

5. Zavér

V ¢lanku predkladame k diskusi rozdily mezi systémy
klasifikace poréznich materiali a udavani ,,velikosti* port.
V textu byly porovndny systémy tfidéni pora z hlediska
jejich pvodu, struktury, velikosti a geometrického tvaru.
V soucasnosti je tzv. ,,velikost port“ zfejmé hlavnim para-
metrem vyuZzivanym pro charakterizaci poréznich matric.
Dostupna literatura je relativné rozsahla, nicméné velmi
tézko se mezi klasifikacemi hledd shoda. Zajemce o tuto
problematiku odkazujeme na piehledny &lanek® autort,
ktery mimo jiné uvadi navrh a zdvodnéni zmén klasifika-
ce, predevS§im v oblasti mikropora. Ve vétsiné publikaci
je pouzito zatfidéni mezo- a makropori dle klasifikace
IUPAC (cit.'”). Tato preference vyplyva pievazné
z fyzikalnich a praktickych divodu.

Tato prace byla vypracovana za podpory grantu C.
104/06/1079 GA CR a Vyzkumného zaméru Ministerstva
Skolstvi, mladeze a télovychovy CR & MSM6046137308.
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Referat

B. Zdravkov, J. J. Cermak, J. Janki, V. Kuderova,
and M. Sefara (Department of Environmental Chemistry,
Institute of Chemical Technology, Prague, Czech Repub-
lic): Pore Classification in the Characterization of Po-
rous Materials

The characteristics are summarized of porous materi-
als important for their technical applications and for under-
standing the physical-chemical processes involving the
materials used as catalysts and adsorbents. The internal
structure of pores is discussed in terms of their size distri-
bution, volume, shape, connectivity, accessibility and sur-
face area. Classification of pores is one of the basic requi-
sites for comprehensive characterization of porous solids.
The commonly used classification systems of porous bulk
materials as well as discrepancies and differences in pore
size categorization are discussed. A system of pore classi-
fication is proposed.
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CHOVANI PRI DLOUHODOBEM
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Uvod

Tézba, doprava, skladovani a zpracovani ropy piinasi
mnoho potiZi souvisejicich s charakterem a sloZzenim této
suroviny. Jednim z hlavnich problému skladovani ropy je
vznik a vylu¢ovani pevnych latek, které se nasledné usazu-
ji na dné& skladovacich nadrzi'. Na vylu¢ovani téchto latek
z ropné faze se podileji pfedevsim dva typy sloucenin. Tim
prvnim jsou vysokomolekularni nasycené uhlovodiky
s pfevazujicim podilem n-alkanti (parafini), které pfi tep-
lotach pod bodem zékalu zacinaji vytvaret krystaly. Pokud
obsahuji v molekule vice nez 20 uhlikovych atomi, nacha-
zeji se za normalni teploty v pevném stavu. Proto je pfi-
tomnost vét§iho mnozstvi téchto sloucenin zdrojem potizi
nejen pii skladovani ropy, ale i pii jeji t&2bé a dopravs'?.
nedestilovatelné ropné podily, které také za urcitych pod-
minek mohou vytvafet pevnou fazi, a tim pfispivat
k tvorbé tsad’™.

Hlavnim problémem pii zkouméni vlivu sloZeni rop
na jejich chovani pfi dlouhodobém uskladnéni je jejich
komplexni slozeni. Ropa totiz kromé€ dvou vySe uvede-
nych skupin latek obsahuje celou skalu uhlovodikt a orga-
nickych latek, ale také mineralni latky nebo produkty ko-
roze technologickych zafizeni®''. Protoze se dané latky
vzajemné ovliviiuji, nelze jejich vliv na dlouhodobé skla-
dovani rop posuzovat izolované, coz celou situaci znacné
komplikuje'. Z fady provedenych experimentii byly vyvo-
zeny nasledujici poznatky'’:
srazeni asfalteni pfedstavuje nuklea¢ni centra pro
krystalizaci parafini,
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¢im Sirsi je distribuce n-alkant, tim niz$i je riziko
vzniku usad nebo zacatku jejich krystalizace v ropach,
pfi smiseni dvou problematickych rop (z pohledu niz-
koteplotnich vlastnosti), se mize vysledna smés cho-
vat jako neproblematicka a naopak, smisenim dvou
druhti neproblematickych rop miZzeme dostat smées,
ktera za nizkych teplot bude zptisobovat potize.
Aby bylo moZno minimalizovat problémy souvisejici
se vznikem a vyluCovanim pevnych latek, je snaha predi-
kovat tvorbu a vlastnosti ropnych usad. Pro tento tcel byly
vypracovany matematické modely, jejichz pouziti vsak
v praxi ztroskotdva na nutnosti znalosti zastoupeni €istych
slozek, coz je v piipadé slozité multikomponentni smési,
jakou ropa je, velmi obtizné'*. Dalsim zptisobem odhadu
stability ropy je vytvofeni experimentalniho modelu skla-
dovaci nadrze a experiment simulujici skladovani ropy.
Tento postup umoznuje sledovani chovani ropy bcéhem
skladovani za danych podminek ve vyznamné zkraceném
Case. Zamérem téchto experimentl je zjistit nachylnost
jednotlivych druhti rop k tvorbé sad. Zakladnim analytic-
kym tudajem pro charakterizaci parafinickych ropnych
usad je obsah a distribuce pfitomnych n-alkani'’.

Cilem prace bylo prozkoumat, jaky vliv ma slozeni
ropy na jeji chovani pfi dlouhodobém uskladnéni za rela-
tivné nizkych teplot (10 °C).

Experimentalni ¢ast
Analyzované vzorky

Pro pfipravu problematickych ropnych smési majicich
tendenci k tvorbé parafinickych tsad byly pouzity nasledu-
jici vzorky:
odsazena ropa REB (Russian export blend) odebrana
z velkokapacitni nadrze (100 000 m®) spoleénosti ME-
RO a.s. po dvouletém skladovani,
usada odebrana ze dna skladovaci nadrze po dvou
letech skladovani ropy REB — dale jen ,,isada REB*,
usada ziskana po cisténi ropovodu tzv. jezky po pte-
praveé ropy Azeri Light — dale jen ,,isada Azeri Light*.
Vlastnosti vzorkll pouzitych pro pfipravu problema-
tickych ropnych smési jsou uvedeny v tabulce 1.

Pfiprava modelovych smési a jejich
ulozeni do sedimentacnich valct

Z odsazené ropy REB a usady REB byly pfipraveny
dvé modelové smési o nasledujicim slozeni:
odsazena ropa REB se 4,0 hm.% usady REB,
odsazend ropa REB s 8,0 hm.% Usady REB.
Dale byly z odsazené ropy REB a usady Azeri Light
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Tabulka I
Charakterizace vzorkl pouzitych k ptipraveé problematic-
kych smési rop

Vzorek Obsah n-alkant Obsah asfaltentu
Cngr [hm%]
[hm.%]

Ropa REB 1,8 1,1

Usada REB 12,2 1,1

Usada Azeri Light 24,3 0,1

~ 43
o
8

Obr. 1. Rozméry sedimenta¢niho valce (mm) a fotografie in-
kubatoru pro uloZeni sedimentac¢nich valci

pripraveny dvé modelové smési o nasledujicim slozeni:

— odsazena ropa REB se 2,0 hm.% tsady Azeri Light,

— odsazena ropa REB se 4,0 hm.% tsady Azeri Light.
Koncentrace sad nebyla zvolena nahodné, ale tak,

aby obsah a distribuce n-alkanii u porovnavanych dvojic

smési byly ptiblizné stejné.

Podminky méfeni a zplisob ulozeni
sedimentaénich valci

Vlastni skladovani modelovych smési rop probihalo

Tabulka IT
Podminky vysokoteplotni kapilarni plynové chromatografie

Laboratorni pfistroje a postupy

M) 43 mm ’1
500-800 mm
300-500 mm
200-300 mm 20-25 mm
100-200 mm 15-20 mm
25-100 mm 1gjg o
0,5 mm

Obr. 2. Zpisob odbéru jednotlivych vrstev ze sedimenta¢niho
valce

v uzavienych sklenénych vélcich o vnitinim priméru
43 mm a vySce cca 900 mm. Valce byly modelovymi
smésmi naplnény do vysky 800 mm, coz ptredstavuje jednu
dvacetinu vysky ropy v realné nadrzi na tankovisti MERO
a.s. Kazda smés byla prevedena do jednoho sedimentacni-
ho vélce, pricemz pii rychlosti usazovani parafinickych
latek  odpovidajici skuteCnosti by mélo dojit
k dvacetinasobnému zkraceni procesu tvorby ropnych
usad. Valce byly umistény do specialn¢ upraveného chla-
zeného inkubéatoru (viz obr. 1), ve kterém byly ponechany
18 dni (odpovida jednomu roku skladovani ve skutecné
nadrzi o vySce 16 m).

Podminky a zplsob odbéru
jednotlivych vrstev

Po ukonceni procesu modelového skladovani byl
kazdy vélec zvazen a umistén do chladiciho plasté, aby pri
vlastnim ¢asové relativné naroéném odbéru vzorkt nedo-
Slo k nezddoucim vykyvim teploty. Jednotlivé vrstvy byly
odbérovym zafizenim odsaty tak, jak je naznafeno na

Technika nastiiku

Davkovani typu ,,on column®, 1:107 cm® vzorku

Kolona

Ocelova predkolona o délce 0,75 m Varian WCOT ULTIMETAL

10 mx 0,53 mm i.d., film 0,17 mm

Mobilni faze

He, konstantni priitok 5 cm® min~

1

Teplotni program

linearni nariist rychlosti 15 °C min™" na teplotu 410 °C, 410 °C — 20 min

Detektor plameno-ioniza¢ni(FID)

teplota detektoru: 430 °C

pritok vodiku: 35 cm® min™’

pritok vzduchu: 350 cm® min™!
prutok make-up plynu (dusik): 30 cm’ min™!
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obr. 2, a po odbéru byly zvazeny. Z kazdé modelové smési
bylo odebrano celkem deset vrstev o zndmé hmotnosti,
které byly pozdéji podrobeny detailnéjsi charakterizaci.

Charakterizace vrstev odebranych
po modelovém skladovani

Jednotlivé vrstvy byly charakterizovany stanovenim
obsahu a distribuce pfitomnych n-alkand. Pro rychlé ziska-
ni koncentratu nasycenych uhlovodikii byla vyuzita ad-
sorpéni chromatografie za zvySené teploty. Samotné stano-
veni obsahu a distribuce n-alkant bylo provedeno vysoko-
teplotni kapilarni plynovou chromatografii, jejiz podminky
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o, —e— REB +4 % hm. H01-REB
hm.% —4—REB +2 % hm. Azeri Light
0,20
0,15
0,10
0,05
0,00
C20 (€25 C30 C35 C40 C45 C50 C55
n-alkan

Obr. 3. Porovnani obsahu a distribuce n-alkani modelové
smési se 4 hm.% tsady REB a modelové smési se 2 hm.%
usady Azeri Light; O — obsah n-alkanti

0,30
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Obr. 4. Porovnani obsahu a distribuce n-alkani modelové
smési s hm.8 % usady REB a modelové smési se 4 hm. %
usady Azeri Light; O — obsah n-alkant

Laboratorni pfistroje a postupy

jsou uvedeny v tab. II.

Vysledky a diskuse

Pro experimenty modelového skladovani byly pfipra-
veny modelové smési, které se pfili§ neliSily obsahem
a distribuci n-alkant (viz obr. 3 a 4). Na jejich pripravu
vSak byly pouzity parafinické koncentraty lisici se svym
puvodem a tudiz i obsahem parafind a asfaltent.

Na obr. 5 a 6 je uveden obsah n-alkanti C;o" u smési
pfipravenych z ropy a Usady REB v zavislosti na hloubce
odbéru po jejich modelovém skladovani. U obou smési je
vidét, ze béhem skladovani nedoslo v sedimenta¢nim valci
k tvorbé¢ vyznamného koncentraéniho profilu n-alkant

25
.
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hm.%
23 |
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. ; —_—
. . |
_— —
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Obr. 5. Obsah n-alkanti Cy9* v zavislosti na hloubce odbéru po
skladovani modelové smési se 4 hm.% usady REB; h — vyska
odbéru ode dna sedimenta¢niho valce
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Obr. 6. Obsah n-alkanti Cy9* v zavislosti na hloubce odbéru po
skladovani modelové smési s 8 hm.% usady REB; h — vyska
odbéru ode dna sedimenta¢niho valce
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Obr. 7. Obsah n-alkanti Cy9* v zavislosti na hloubce odbéru po
skladovani modelové smési se 2 hm.% usady Azeri Light; h —
vys$ka odbéru ode dna sedimentacniho valce

.

C19 s

hm.%
31

28

22

Odbér nebyl proveden

[
—

16 ]
200 400 600

800
h, mm

Obr. 8. Obsah nr-alkanti Cyo* v zavislosti na hloubce odbéru po
skladovani modelové smési se 4 hm.% usady Azeri Light; h —
vySka odbéru ode dna sedimenta¢niho valce

Cyo". Z toho je patrné, 7e piidavek tisady REB do ropy
REB nem¢l prakticky zadny vliv na jeji chovani pfi mode-
lovém uskladnéni.

U smési namichanych z ropy REB a usady Azeri
Light je vidst vyrazné zkoncentrovani n-alkanti C,o" na
dné valce (viz obr. 7 a 8). U smési se 4 hm.% tsady Azeri
Light mé¢la vznikla isada na dné sedimentacniho valce tak
vysokou viskozitu, ze ji nebylo mozno stavajicim vzorko-
vacim zafizenim odebrat.

Dutvody rozdilného chovani pfipravenych smési bé-
hem procesu modelového skladovani lze vidét v pouziti
odli$nych parafinickych koncentrati. Obé tsady se totiz
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vyznacovaly riznym obsahem asfaltenti (viz tab. I) a mir-
n¢ se lisily i distribuci vySemolekularnich n-alkanti Ci'.
Diky multikomponentnimu charakteru ropy sehraly svoji
ulohu pravdépodobné i dalsi latky Ui€astnici se krystalizace
parafinti a napomahajici tvorb¢ tisad, které ovsem nemohly
byt pouZitymi analytickymi metodami stanoveny.

Zavér

Za hlavni ukazatel vypovidajici o tendenci parafinic-
kych rop k tvorbé parafinickych usad béhem skladovani
byl povazovan obsah a distribuce n-alkand. Pro experi-
ment byla pfipravena dvojice modelovych smési s velmi
podobnou distribuci a obsahem n-alkantl. K jejich nami-
chéani vsak byly pouzity parafinické koncentraty s riznym
pivodem a tudiz i riznym obsahem n-alkan® i asfalteni
(sady ze dna skladovaci nadrze a tusady odebrané
z ropovodu). Pokud bychom vychézeli z pfedpokladu, ze
n-alkany jsou klicovou slozkou podilejici se na tvorbé
parafinickych tsad, mély by se dané smési chovat velmi
podobné. Jak ale vyplynulo z provedeného experimentu,
jejich chovani béhem modelového skladovani bylo zcela
odlisné. Z vysledkl lze vyvodit, ze nejen n-alkany, ale
1 dalsi slozky (pfedevsim asfalteny, ale i dalsi latky) hraji
dilezitou roli béhem skladovani rop. Proto se predpoklada
dalsi pokracovani experimentll se zaméfenim na obsah
a strukturu asfaltenti s cilem objasnit jejich vliv pii dlouho-
dobém skladovani parafinickych rop.

Tato prace byla realizovana za financni podpory
MSMT CR v ramci projektu ¢. MSM 6046137304 a za
financni podpory akciové spolecnosti MERO CR, a.s.
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L. Darebnik, P. Straka, D. Maxa, and G. Sebor
(Department of Petroleum Technology and Alternative
Fuels, The Institute of Chemical Technology, Prague):
The Effect of Oil Composition on Deposit Formation
During a Long-Term Storage

Laboratorni pfistroje a postupy

The paper deals with assessment of the crude oil ten-
dencies to deposit formation. Model mixtures for experi-
mental studies were prepared using REB (Russian export
blend) crude oil enriched with substances isolated from
two types of crude oil deposits. The formation of deposits
in sedimentation cylinders placed in thermostat was fol-
lowed for 18 days. Then, samples were taken from 10 lay-
ers of the cylinder content with a special sampling device.
The samples were analyzed to evaluate the distribution of
n-alkanes. The results proved that not only the content and
composition of r-alkanes, but also of other classes of com-
ponents are responsible for deposit formation during storage.
The research will be oriented on the role of asphaltenes.
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KONDUKTOMETRICKE STANOVENI
SLOZENI VODNIHO SKLA

VRATISLAV BEDNARIK

a MILAN VONDRUSKA

Univerzita TomadSe Bati ve Zline, Fakulta technologicka,
Ustav inzenyrstvi ochrany Zivotniho prostiedi, 762 72 Zlin
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Doslo 5.4.07, ptepracovano 14.6.07, ptijato 22.2.08.

Klicova slova: vodni sklo, analyza, konduktometricka
titrace

Uvod

V soucasné dob¢ jsme svédky intenzivniho vyzkumu
v oblasti syntézy anorganickych polymerl z ptirodnich
hlinito-kfemicitanovych minerall a ptipravy novych, tech-
nicky vyuzitelnych materiald z téchto polymert. Vseobec-
né se pro oznacovani téchto novych materiald vZzil pojem
geopolymery a jejich pfiprava je nazyvana geopolymera-
ci'. Jednou z nezbytnych komponent geopolymeraéni re-
akéni smési je vodni sklo, ¢ili vodny roztok alkalického
kemicitanu. Pro navrzeni optiméalniho davkovéani vodniho
skla do reakéni smési je pochopitelné uZzite¢né znat co
nejpresnéji slozeni pouzivaného vodniho skla, tedy obsah
Si0, a Na,O resp. K,0 (obecné M,0), jak je slozeni vod-
niho skla bézné udavano vyrobci. Odborna ptirucka jedno-
ho z tuzemskych vyrobct vodnich skel doporucuje pro
analyzu vodniho skla titraci zfedéného vzorku vodniho
skla odmérnym roztokem HCI na indikator methylcerven
(stanoveni M,0), s naslednym pridavkem roztoku NaF
a dalsi titraci odmérnym roztokem HCI (stanoveni SiOz)z.
Zminovana metoda dava dle naSich zkuSenosti dobré vy-
sledky pro obsah M,0, ale obsah SiO, stanovuje pomérné
nepiesné, nebot’ barevna zména indikatoru pfi druhé titraci
je velmi pozvolna a uréeni bodu ekvivalence je v disledku
toho nejednoznacné.

Tato prace pfedstavuje alternativni metodu pro stano-
veni slozeni vodniho skla zalozenou na konduktometrické
titraci odmérnym roztokem HCI.

7 wr

Experimentalni ¢ast
Vodni sklo

Vzorky testovanych vodnich skel pochdzely od dvou
tuzemskych dodavateli:
Vodni sklo, a.s., Brno,
— Koma, s.r.o., Usti nad Labem.
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Pouzité pristroje

Konduktometr s automatickou teplotni korekci (LF
3000, WTW Wissenschaftlich-Technische Werkstitten
GmbH, Germany).

Analyticky pracovni postup

Na analytickych vahach se navazi priblizné 1-2 g
vzorku vodniho skla (navazka m,,). Navazku je vhodné
zvolit podle oc¢ekavaného obsahu SiO, a MO tak, aby
spotfeby pfi nize popsanych titracich byly mensi, nez ka-
pacita pouzité byrety (10 ml). Navazka vodniho skla se
pomoci horké pfevafené destilované vody kvantitativné
prevede do titracni nadoby, zfedi se pievarenou destilova-
nou vodou ochlazenou na 20 °C na objem cca 500 ml
a titruje konduktometricky cca 2,5 M odmérnym roztokem
HCI. Standardizace odmérného roztoku HCl se provede na
navazku primarniho standardu KHCOs.

Pii titraci vodniho skla roztokem kyseliny mohou
probihat nasledujici chemické reakce:

SiOs* + H' = HSiO;~ (1)

HSiO;~ + H" = H,SiO; (2)

Vzhledem k tomu, ze molarni pomér M,0:SiO, ve
vodnim skle je zpravidla mensi nez 0,5, uplatni se pfi pfi-
me¢ titraci vodniho skla pouze druha z uvedenych reakei a
na ziskané konduktometrické titracni kiivce (obr. 1) se
objevi pouze jeden zlom (spotieba A) odpovidajici celko-
vému obsahu M,0 ve vodnim skle:

100 3)

My,0

% M,0 = :
2-1000

HCI *
vz

Pro stanoveni obsahu SiO, je nutno zvys$it pomér
M,0:SiO, ve vodnim skle nad hodnotu 2, tj. tak, aby roz-
tok obsahoval vedle kfemicitanu rovnéz volny hydroxid.
To se provede ptfidavkem cca 1 ml bezuhli¢itanového na-
sycené¢ho roztoku NaOH k roztoku vodniho skla pred za-
hé4jenim konduktometrické titrace. Na ziskané titra¢ni kiiv-
ce se pak objevi dva vyrazné zlomy (obr. 2), z nichz prvni
(spotieba B;) dopovidd vytitrovani sumy OH™ a SiO;*
iontl a druhy (spotfeba B,) odpovida bodu ekvivalence
reakce (2), tedy vytitrovani iontlh HSiO5 . Z rozdilu obou
spotieb se vypocita obsah SiO, ve vodnim skle:

100
“Cycr(By—B) —

VZ

Me:
%Si0, =202 “
1-1000

Presné davkovani roztoku NaOH neni nutno dodrzo-
vat, nebot’ obsah SiO, se uréuje z rozdilu spotieb, nikoliv
z jejich absolutni hodnoty. Je vhodné velikost ddvky Na-
OH uzpusobit pfi konkrétni titraci tak, aby hledané dva
body ekvivalence rozdélovaly titracni kiivku na tii pfibliz-
né stejn¢ dlouhé useky.
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9
konduktivita,

1 navazka vodniho skla: 1,3214 g
mS cm™

Chcr = 2,542 mol I

y =0,1714x + 0,9315
R?=0,9915

y =1,9106x — 3,1594
R? = 0,99998

A =2352ml

0 T T !

3

4 5 6
objem HCI, ml

Obr. 1. Ukazka konduktometrické titra¢ni kiivky vzorku vodniho skla — stanoveni M,0

konduktivita, navazka vodniho skla: 1,3623 g

-1
mS cm roztoku NaOH: 0,7 ml

Cha = 2,552 mol I

y =-0,5352x + 6,371
R? = 0,9997

pfidavek nasyceného bezuhli¢itanového

y =0,1788x + 2,8441
R?=0,9974

y = 1,7986x — 9,7441
R?=0,9999

4 4
B; =4,940 ml B;=7,771ml
3 : : : ‘ ‘
0 2 4 6 8 10
objem HCI, ml

Obr. 2. Ukazka konduktometrické titra¢ni kiivky vodniho skla s pfidavkem NaOH - stanoveni SiO,

Vysledky a diskuse

Pfi ovéfovani prezentované metody stanoveni na riz-
nych vzorcich vodnich skel se ukazalo, ze pfesna analyza
vodniho skla je komplikovana nesnadnosti odbéru homo-
genniho reprezentativniho vzorku (n¢kterd vodni skla ob-
sahovala i pouhym okem viditelné pevné ¢astice). Z toho
diivodu bylo za ti€elem ovéteni analytické metody vybrano
vodni sklo, které neobsahovalo viditelné pevné Castice.
Jednalo se o vodni sklo sodné, druhu 50-52°Bé. Pro ové-
feni presnosti prezentované metody byla provedena analy-
za tohoto vybraného vzorku vodniho skla sedmkrat vedle
sebe a vysledky jsou shrnuty v tab. 1. Jak je z tabulky zfej-
mé, vysledky jak obsahu Na,O, tak i SiO, jsou reproduko-
vatelné a vykazuji uspokojivé nizké hodnoty variacnich
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koeficientd.

Spravnost dosazenych vysledkii byla posuzovana
porovnanim vysledkii konduktometrické titrace s vysledky
zihani vzorkd vodniho skla uvedenymi rovnéz v tab. I. Za
predpokladu, ze vodni sklo obsahuje pouze vodu, M,0O
a Si0,, predstavuje hmotnost vyzihaného vzorku vodniho
skla sumu hmotnosti M,0 a SiO,, ktera by se méla shodo-
vat se souctem obsahtt M,O a SiO, ur¢enymi konduktome-
trickou titraci. Secteme-li v tab. I hodnoty obsahu Na,O
a SiO, stanovené konduktometrickou titraci, dostavame:
14,07 % + 31,86 % = 45,93 %, coz je hodnota velmi dobfte
se shodujici s hmotnosti zbytku po zihani tohoto vzorku
vodniho skla Cinici 45,92 %. Tato velmi dobra shoda po-
tvrzuje spravnost vysledktl prezentované analytické me-
tody. Dle udajii vyrobce méa dané vodni sklo obsahovat
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Vysledky konduktometrického stanoveni obsahti SiO, a Na,O a vazkového stanoveni sumy obsahu SiO; a Na,O (jako zbyt-

ku po zihani) ve vodnim skle (50—52° B¢).

Vzorek Obsah Na,O Obsah SiO, Zbytek po Zihani *
[%] [%] [% Na,O + % Si0,]

1 14,07 31,92 45,87

2 14,09 31,83 45,98

3 14,13 31,94 4591

4 14,07 31,82 45,92

5 14,02 31,86 4591

6 14,00 31,86 4591

7 14,09 31,79 -

Pramér 14,07 31,86 45,92

Varia¢ni koeficient, % 0,34 0,17 0,095

® Zihani navazky vodniho skla pii 1000 °C do konstantni hmotnosti

13,5-14,5 % Na,O a 30,1-35,1 % SiO, (cit.%), coZ je rov- LITERATURA

néz vsouladu s vysledky zjisténymi konduktometrickou
titraci.

Zavér

Prezentovand metoda analyzy chemického slozeni
vodniho skla, zalozena na konduktometrické titraci, posky-
tuje uspokojive piesné a spravné vysledky. Je proto vhod-
na pro praktické stanoveni pfesného slozeni vodniho skla,
jehoz znalost je dulezita napf. pii aplikaci vodniho skla pro
geopolymeraci. V ptipad¢ aplikace prezentované analytic-
ké metody je tieba uZivatele upozornit na moznou znacnou
nehomogenitu vyrabénych vodnich skel, ktera znacné
komplikuje odbér reprezentativniho vzorku.

Financni podpora vyzkumu geopolymerace je posky-
tovana MSMT CR, projekt ¢. MSM 7088352101.
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V. Bednatik and M. Vondruska (Tomas Bata Uni-
versity in Zlin, Faculty of Technology, Department of En-
vironment Protection Engineering, Zlin): Conductometric
Analysis of Water Glass

An analytical method for determination of water glass
composition by conductometric titration with HCI was
developed and verified. The content of alkalis was deter-
mined by direct titration with a HCI solution; the SiO,
content by titration after addition of a carbonate-free so-
dium hydroxide solution.
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Uvod

Svétova produkce lithia vroce 2006 byla pfiblizné
21,1 kt a lze predpokladat jeji postupny riist. Mezi nejvy-
znamnéjsi oblasti spotieby lithia patfi vyroba lehkych sli-
tin pro automobilovy, letecky a kosmicky pramysl. Rychly
rust spotfeby lithia se ocekdva pro vyrobu primarnich
a sekundérnich Li-baterii. Ze sloucenin lithia mé4 nejvétsi
uplatnéni  Li,CO;, ktery je vychozi surovinou pro vyrobu
dalsich lithnych sloucenin a kovového lithia. Svétova spo-
tieba rubidia se odhaduje na 2-3 t/a. Rubidium se pouziva
napf. pii separaci DNA, voptickych vldknech,
v zafizenich pro no¢ni vidéni a v atomovych hodinach.
V roce 2006 byla cena kovového lithia na svétovych tr-
zich kolem 100 USD/kg. Ceny rubidia zavisi na Cistoté
ana mnozstvi. Pohybuji se vrozmezi 40-56 USD g™
(cit.).

V soucasné dobé& se prakticky veSkeré lithium vyrabi
z primarnich surovin — silikatovych rud obsahujicich mi-
neréaly lithia, které maji pfiblizn¢ 1,6-3,6 % Li, nebo ze
solnych roztokd, tzv. solanek obsahujicich 0,06-0,15 %
Li, 1,0-2,0 % Mg, 0,6-1,8 % Ka 7,6-10,4 % ve formé
halovych sloucenin, zejména chlorida.

Nejvyznamnéj$imi minerdly s obsahem lithia jsou
spodumen LiAlSi,O¢ (6-7,5 % Li,0), petalit LiAlSi,Oy
(3,5-4,5 % Li,0), mineral lepidolit — lithné slida —
K[Li,Al]s[Al, Si]4040[F,OH], (3,3-7,74 % Li,0) a cinval-
dit K [Li,Al]5[ALSi]40,0[F,OH], (2-5 % Li,0O). Cinvaldit
patii do skupiny lithnych slid a je ve své podstaté ob-
dobou lepidolitu, liSi se od n¢j pouze vySSimi obsahy
FeO. Dal$im vyznamnym mineralem je amblygonit
[Li, Na]AI[F,OH]POy, ktery obsahuje az 9,88 % Li,0.

Rubidium se v minerdlech vyskytuje spolecné
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s jinymi alkalickymi kovy zejména v asociaci s draslikem,
se kterym mé velmi podobny iontovy polomér. Hlavnim
vyskytem rubidia jsou lepidolity a cinvaldity, které
v priméru obsahuji 3 % Rb,O (cit.?).

V literatufe a v priimyslové praxi existuje fada postu-
pt, kterymi se z lithiovych minerali ziskdvaji slouCeniny
lithia. Jejich podstatou je prevedeni lithia z mineralu na
snadno rozpustnou formu ptisobenim vhodnych ¢inidel za
vysokych teplot. VétSina publikovanych praci se zabyva
zpracovanim koncentratli obsahujicich spodumen, petalit,
nebo lepidolit. Podle udaju z literatury je nejvyhodnéjsi
metodou zpracovéni cinvalditu tzv. sddrovd metoda. Tato
metoda je zaloZena na spékani cinvalditu se smési CaSQO,
a CaO anebo Ca(OH),. Produktem je Li,CO; a eventualné
Rb,CO;, které se ziskavaji vysrazenim Li a nasledné i Rb
pomoci K,CO; nebo Na,CO; z rafinovanych siranovych
vyluhti — produktii louZeni spedenct v H,O (cit.>™).

vvvvvv

v Ceské republice jsou odpady s obsahem cinvalditu po
gravitatni upravé rud Sn-W tézenych v KruSnych horach
v lokalitach Cinovec a Krasno. Tyto odpady, ve kterych je
lithium véazano ve formé cinvalditu, a které obsahuji 0,19
az 0,30 % Li, a kolem 0,18 % Rb a 0,01 % Cs, se depono-
valy. Jejich soucasné mnozstvi se odhaduje na 1,25 mil tun
a jsou nejsnaze dostupnou surovinou v Ceské republice
pro ptipadnou vyrobu lithia a rubidia nebo jejich slouce-
nin.

V 50. az 80. 1étech minulého stoleti se vyuzitim cin-
valditovych odpadil z lokality Cinovec pro vyrobu lithnych
a Castecn¢ rubidnych sloucenin a kovového lithia zabyvala
fada eskoslovenskych vyzkumnych pracovist’ a zavodi’.
Cilem ptedlozené prace, kterd navazuje na vysledky dfi-
v€jsich vyzkumnych praci, je stanoveni chemickych
a fyzikalnich vlastnosti cinvalditovych koncentrat ptipra-
venych z natézenych cinvalditovych odpadi. Dale studium
strukturnich zmén, které probihaji pfi zpracovani cinvaldi-
tu sadrovou metodou a stanoveni jejich vlivu na G¢innost
extrakce Li a Rb pfi louzeni specenct v H,O.

Experimentalni ¢ast

Priprava cinvalditového koncentratu,
analyza vzorku

Pro pfipravu cinvalditového koncentritu bylo z ulo-
7i8t€ odpadti po gravitacni upravé rud Sn-W na Cinovci na
10 mistech natézeno pfiblizn¢ 200 kg materidlu. Po smi-
chani a zhomogenizovani natézenych odpadt byl vznikly
prumérny vzorek vysuSen na obsah vlhkosti pod 1 %,
umlet na velikost ¢astic <1 mm a podroben suché dvou-
stupnové magnetické separaci.

Pro urceni chemickych a fyzikéalnich vlastnosti pev-
nych vzorkll a kapalnych fazi byly pouzity nasledujici
metody:

Chemické slozeni
rentgenova fluorescencni analyza (pevné vzorky),
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— metoda AAS pro stanoveni obsaht Li, Rb, K, Na a Fe
v pevaych vzorcich po jejich uplném rozkladu a pro
analyzu vyluht fazi.

Fazové slozeni
— rentgenova difrak¢ni analyza,
— termogravimetricka analyza.

Distribuce velikosti casti
— vibracni sitové analyza.

Doplitkové metody

— rastrovaci elektronovy mikroskop s EDS analyzatorem
pro stanoveni rentgenové mapy distribuce Fe a K a
odhad velikosti ¢astic jednotlivych fazi.

Zpracovani koncentrati sadrovou metodou

Pred spékanim byl cinvalditovy koncentrat umlet na
zrnitost < 0,5 mm. Spékéani smési cinvalditového koncent-
ratu s CaSOy. 2 H,O (Cistoty p.a.) a Ca(OH), (Cistoty p.a.)
v hmotnostnim poméru 6:4,2:2 probihalo v muflové peci
s linearnim nab&hem teploty v miskach z korundové kera-
miky. Teploty spékani se pohybovaly v rozmezi 900-975 °C,
reakcni doba 15, 30, 60 a 90 min. Vzorky byly vkladany do
studené pece, nab¢h teploty byl 60 min. Po skonceni spé-
kani byly specence ponechany v peci az do jejiho vychlad-
nuti na laboratorni teplotu. Specence byly zvazeny, vybra-
né vzorky podrobeny rentgenové difrakéni analyze
a chemické analyze na stanoveni obsahu Li a Rb.

SloZeni spékané smési a teploty spékani byly voleny

TG, 0 Tepelny
% 1 tok,
120
1 .40
4 -60
4 -80
16 L 1 100
0 200 400 600 800 1000
T,°C

Obr. 1. Termogravimetricka krivka smési koncentrat:
CaS0,4:Ca(OH), v hmotnostnim poméru 6:4, 2:2; / — TG, 2 —
tepelny tok
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v souladu s vysledky pfedchozich experimentti uvedenych
v pracichs’7 a na zéklad¢ termogravimetrické analyzy spé-
kané¢ smési. Z naméfené termogravimetrické kiivky
(obr. 1) vyplyva, Ze k chemickym reakcim mezi cinvaldi-
tovym koncentratem a vapenatymi solemi dochézi az pfi
teplotach nad 900 °C.

Stupen transformace cinvalditu na rozpustnou slouce-
ninu byl vyhodnocen z vysledku louZicich zkousek. Louzi-
ci zkouSky probihaly ve sklenénych termostatovanych
celach opatienych zabrusovym vikem. Ve viku byly zébru-
sové otvory pro michadlo, teplomér, vodni chladi¢ a odbér
vzorkl béhem louzeni. Louzeni jemné rozetfenych specen-
cu probihala v destilované H,O pfti standardnim michani
suspenze. Pomér kapalné a pevné faze (k:p) byl 10:1, tep-
lota 90 °C, reakéni doba 30 min.

Vysledky a diskuse

Charakteristika cinvalditového odpadu
a ptfipravenych koncentrati

Primérny obsah prvkd v cinvalditovém odpadu, kte-
ry byl podroben magnetické separaci a vzniklého cinvaldi-
tového koncentrétu, je uveden v tabulce 1.

Podle rentgenové difrakéni analyzy hlavni slozkou
cinvalditového odpadu byl kiemen SiO,, minoritni fazi
cinvaldit KAIl(FeLi)(Si;Al)OoF, a stopy polylithionitu
K(AlFeLi)(Si;Al)O,o((OH)F. Cinvalditovy koncentrat ob-
sahoval zhruba 63 % cinvalditu, 28 % kfemene a 9 % po-
lylithionitu. Zastoupeni velikostnich frakci v cinval-
ditovém koncentratu a obsahy Li a Rb v jednotlivych frak-
cich jsou uvedeny v tabulce II. Na obr. 2 a—c je mapa zrn
cinvalditového koncentratu a distribuce Fe a K
v jednotlivych casticich. PouZzitou metodou nebylo mozno
urcit distribuci Rb vzhledem k piekryvani piki Rb a Si
vEDS spektru. Z distribuce Fe, které je véazano
v cinvalditu, se potvrdilo, Ze cinvaldit je tvofen velkymi
zry a je v ném zkoncentrovan draslik.

Rentgenovou difrakéni analyzou se v cinvalditovém
koncentratu nepodatilo prokazat pfitomnost Rb v zadné
ptitomné fazi pravdépodobné v disledku pfitomnosti rela-
tivné vysokych obsahll drasliku. Z obsahu Li a Rb
v jednotlivych velikostnich frakcich vyplyva, ze Rb bude
spole¢né s Li vazano v cinvalditu nebo polylithionitu.

Je zfejmé, Ze suchd magnetickd separace je G¢innou
metodou pro oddé€leni cinvalditu od jalovych slozek,
zejména Si0,. Obsah 1,21 % Li v magnetické frakci — tzv.
cinvalditovém koncentratu — je postacujici pro jeho ekono-

Tabulka I
Obsahy vybranych prvki v natéZeném cinvalditovém odpadu a koncentratu z magnetické separace
Vzorek Obsah prvkii [hm.%]

Li Rb Cs Fe Na K Si Al Ca Mn
Odpad 0,23 0,19 0,003 1,11 0,29 4,38 37,50 5,76 0,62 0,36
Koncentrat 1,21 0,85 0,016 6,09 0,23 10,97 29,73 13,68 0,50 1,41
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Tabulka II
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Obsahy Li, Rb a Fe ve velikostnich frakcich cinvalditového koncentratu

Velikost ok [um] Cetnost [%]

Obsah prvkl [hm.%]

Li Rb Fe

+710 7,6 1,43 1,17 6,50
—710+500 9,0 1,34 1,14 6,43
—500+250 28,9 1,39 1,11 6,61
-250+100 36,9 1,29 1,12 6,38
—100+64 6,2 0,81 0,73 4,06
—64+45 4,4 0,36 0,37 2,40
—45 7,0 0,16 0,21 1,03
a b c

Obr. 2. a) SEM analyzovaného cinvalditového koncentratu, b) rentgenova mapa ditribuce Fe, c) rentgenova mapa ditribuce K

mické prepracovani na sloudeniny Li (cit.*). Dalsi zvyseni
obsahu Li a Rb je mozno docilit odstranénim velikostnich
frakei s niz§Sim obsahem Li, tj. frakci o velikosti Castic
>100 pum, které by se vracely zpét na magnetickou separa-
ci. Obsah Li v cinvalditovém koncentratu je vSak limito-
van obsahem Li v ¢istém cinvalditu. Cinvaldit, ktery se
vyslgytuje v oblasti Cinovce, obsahuje maximalné 1,7 % Li
(cit.”)

Chemické a fyzikalni vlastnosti specenct

Specence obsahovaly v priméru 0,7 % Li a 0,5 % Rb.
Rentgenovou difrakéni analyzou se podafilo ve specen-
cich ptipravenych pii 950 °C po dobu 60 a 90 min identifi-
kovat nové vzniklou f4zi obsahujici lithium v rozpustné
formé, a to KLiSO,. Opét nebylo v zadné fazi identifiko-
vano Rb. Vysledky analyz jsou uvedeny v tab.IIl. Na
obr. 3a—c je mapa zrn specence pripravené¢ho pii 950 °C

Obr. 3. a) SEM analyzovaného specence (950 °C, 60 min), b) rentgenova mapa ditribuce Fe, c) rentgenova mapa ditribuce K
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Tabulka III
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Fazové slozeni specencti pfipravenych pfi 950 °C v zavislosti na dobé spékani

Doba Identifikované faze Identifikované faze Semikvantitativni obsah [%]
[min]
15 Anhydrit CaSOy > 60
Anorthit Ca(Alzslzog) ~20
Cuspidin Ca,Si,04F, ~10
CapAly6Si3403Cls 4 <10
Quartz, syn Si0, <5
Fluorit CaF, <3
30 Anhydrit CaSO, > 60
Anorthit Ca(Al,Si,05) ~20
Cuspidin C3.4Si207F2 ~ 10
Cay3Al0,65i3405,Cls 4 <10
Quartz, syn SiO, <3
Fluorit CaF, <3
60 Anhydrit CaSO, <60
Anorthit Ca(Al,Si,05) ~20
Cuspidin Ca4SizO7F2 <10
CaypAl6Si3403,Cls 4 <10
Quartz, syn SiO, <3
KLiSOy4 <10
90 Anhydrit CaSO, <60
Anorthit Ca(Al,Si,05) ~20
Cuspidin Ca4SizO7F2 <10
CaypAl6Si3403,Cls 4 <10
Quartz, syn SiO, <3
KLiSO4 <10

po dobu 60 min a distribuce Fe a K v jednotlivych ¢asti-
cich.

Z vysledkt fazové analyzy je zfejmé, Ze pii spékani
cinvalditového koncentratu pfi teploté¢ 950 °C dochazi
k reakci mezi védpenatymi solemi, cinvalditem a SiO, za

100
n. % A A —A
80 | W
60
40 +
20 + ./0—/"——‘
0
0 20 40 60 80 100

doba spékani, min

Obr. 4. Zavislost u¢innosti extrakce Li a Rb ze specenci pri-
pravenych pii 950 °C na dobé spékani; podminky louzeni:
90 °C, k:p=10:1, 30 min, A Li, ¢ Rb
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vzniku novych fazi — anorthitu, cuspidinu, slou¢eniny Ca-
12A110,6513403,Cls 4 a fluoritu. Se vzrustajici dobou spékani
se ve specencich snizuje mnozstvi SiO,, zcela mizi fluorit
a ve specencich spékanych 60 nebo 90 min se objevuje
nova faze — KLiSO,. Ve vSech specencich zistava relativ-
n¢ vysoké mnozstvi nezreagovaného anhydritu. Rentgeno-
vé mapy distribuce Fe a K jsou shodné a nelze z nich vy-
Cist vytvoreni nové faze KLiSO,.

Vl1iv podminek zpracovani cinvalditovych
koncentrati na extrakci Li a Rb

Vliv teploty spékani a doby spékani na transformaci
cinvalditu jsou ilustrovany na obr.4 a 5 jako zavislosti
Géinnosti extrakce Li a Rb na téchto parametrech. Casova
zavislost extrakce Li a Rb ze spe€ence ptipraveného pii
950 °C po dobu 60 min je znazornéna na obr. 6.

Z naméfenych zavislosti vyplynulo, ze sadrovou me-
todou Ize dosdhnout az 90% extrakce Li z cinvalditového
koncentratu obsahujiciho 1,21 % Li, o velikosti ¢astic
<0,5 mm do vodného vyluhu. Této uc€innosti se dosahne,
pokud spékani probiha pfi minimalni teploté 950 °C po
dobu 60 min. ZvySovanim spékaci teploty a doby spékani
nedochéazi ke zvysSeni extrakce Li. Pfi nizSich teplotach
spékani nebo kratsi dobé nedochazi k G¢inné transformaci
cinvalditu na KLiSOy, coz se projevuje niz§imi vytéznost-



Chem. Listy 102, 447-452 (2008)

100
n’% A/‘_’—A—A
80 +
60
40 +
20 ./._/-I—I
0
880 900 920 940 960 980
teplota, °C

Obr. 5. Zavislost u¢innosti extrakce Li a Rb ze spefencili na
spékaci teploté, doba spékani 60 min; podminky louzeni:
90 °C, k:p=10:1, 30 min, A Li, ¢ Rb

mi Li do vodného roztoku. Je pravdépodobné, ze pro dosa-
zeni vys§i ucinnosti extrakce bude ucelné zmensit zrna
spékaného koncentratu. DalSi moZnosti je zvySeni obsahu
Li v ptipraveném cinvalditovém koncentratu z magnetické
separace oddélenim velikostnich frakei s nizSim obsahem
Li. Sadrovou metodou se vSak do rozpustné formy na roz-
dil od Li ptevede pouze 18 % Rb. Extrakce Li a Rb ze
specencu pii 90 °C probiha velmi rychle a je ukoncena po
10 min louZeni.

Podle chemické analyzy v souladu s dosazenymi
ucinnostmi extrakce Li a Rb ze specencl obsahovaly lou-
zence piiblizné 0,05 % Li a 0,40 % Rb. Byly tvofeny z cca
50 % anhydritem (CaSO,), cuspidinem (Ca4Si,O;F,)
a v malém mnozstvi obsahovaly andranit aluminian
CazAlj gsFe,1651301,. Na obr. 7a—c je mapa zrn louzence
z louzeni specence pripraveného pii 950 °C po dobu
60 min a distribuce Fe a K v jednotlivych ¢asticich.

Duvody nizké vytéznosti Rb pfi zpracovani cinvaldi-
tového koncentratu saddrovou metodou, resp. nizké ucin-
nosti pfevedeni Rb z plvodni slouceniny do rozpustné
formy se zatim nepodatilo vysvétlit. Pfi RTG analyze se
vzhledem k vysoké koncentraci K v cinvalditu nepodatilo
prokazat vyskyt Rbvcinvalditu nebo v jiné fazi.

V rentgenovych mapach distribuce Rb z rastrovaciho
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Obr. 6. Casova zavislost extrakce Li a Rb ze spetencii spéka-
nych p¥i 950 °C, 60 min; podminky louzeni: 90 °C, k:p=10:1,
ALi®mRb

elektronového mikroskopu s EDS analyzatorem neni moz-
né stanovit jeho pritomnost ve fazich spole¢né s Fe nebo
K, které identifikuji vyskyt sloucenin Li v koncentratu a ve
specencich. Divodem je vysoky obsah Si ve vSech analy-
zovanych vzorcich. Z vysledkd louzicich zkousek lze
predpokladat, ze pisobenim sadrové metody ¢ast Rb vaza-
ného v cinvalditu pfechazi do rozpustného KLiSO,. Podle
PDF databaze slouceniny typu ,.lithium potassium rubidi-
um sulfate existuji®. Zbytek Rb pravdépodobné béhem
rozkladu cinvalditu se vaze bud’ spolu s fluridovymi ionty
v nerozpustném cuspidinu (Ca4Si,O;F,) anebo spolu s Fe
prechazi do nov¢ identifikované faze — andranit aluminia-
nu (CazAlggsFe; 16S13017).

Zavér

Z vysledku této studie vyplynulo:

dvoustupiiovou suchou magnetickou separaci byly
pripraveny z cinvalditovych odpadi po tézbé rud Sn-
W na Cinovci koncentraty obsahujici 1,21 % Li
a0,85% Rb; pro jejich zpracovani byla pouzita
sadrovd metoda, kterd se jevi jako perspektivni pro
ziskavani sloucenin Li,

Obr. 7. a) SEM analyzovaného louZence, b) rentgenova mapa ditribuce Fe, c) rentgenova mapa ditribuce K
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—  bylo zjisténo, ze béhem spékani cinvalditového kon-
centratu s CaSO, a Ca(OH), dochazi k rozkladu cin-
valditu za vzniku KLiSOy, do které¢ho pravdépodobné
prechazi ¢ast rubidia vazaného v cinvalditu,

—  znaméfenych zavislosti extrakce Li a Rb ze specenct
pripravenych pii 900-975 °C po dobu 15-90 min
byly stanoveny optimalni podminky zpracovani cin-
valditovych koncentrati — spékani pti 950 °C po do-
bu 60 min, louzeni specencu pii 90 °C, k:p =10:1, po
dobu 10 min — za kterych se extrahovalo 90 % Li do
vodného vyluhu, zatimco extrakce Rb za stejnych
podminek byla 18 %,

—  pro zvySeni u¢innosti extrakce Li sadrovou metodou
bude v pokracovani prace zpracovavan cinvalditovy
koncentrat o velikosti zrn <0,1 mm a pfipraven kon-
centrat s vy$§im obsahem Li,

— nepodafilo se objasnit pfic¢iny nizké vytéznosti Rb, je
vsak zfejmé, ze tato metoda je nevhodna pro ziskava-
ni Rb; proto bude pro zpracovani cinvalditovych kon-
centratll testovana vapencova metoda. Tato metoda —
principem je spékani cinvalditu s CaCO; — poskytuje
ve srovnani se sadrovou metodou sice nizsi vytéznos-
ti Li, ale je vyhodn&jsi pro separaci Rb (cit.”).

Prace vznikla za podpory grantového projektu GA CR
¢. 104/07/0499 a vyzkumnych zamériu MSM 106 050 261.
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J. Jandova, H. Vu, T. Bélkova, and P. Dvoiak
(Department of Metals and Corrosion Engineering, Insti-
tute of Chemical Technology, Prague): Utilization of
Zinnwaldite Wastes for Recovery of Lithium and Ru-
bidium Compounds

Chemical and mineralogical characteristics of zinn-
waldite wastes deposited in the Cinovec area and of zinn-
waldite concentrates prepared by dry magnetic dressing of
the wastes were determined. A study of structure changes
in sintering of zinnwaldite concentrates with a mixture
consisting of CaSO,4 and Ca(OH), (gypsum method) was
carried out. The influence of sintering conditions on Li and
Rb extraction from sintering products in water was de-
scribed.

VSCHT Praha piijme pracovnika/pracovnici na pozici technika pro laborato¥ rentgenové

difraktometrie.

Hlavni napli prace:

— zajiStovani servisu méfeni na rentgenovych difraktometrech — ptiprava vzorkt a méfeni difrakénich dat,
— vyhodnocovani namétenych difrakénich dat — kvalitativni fazova analyza,

— zapojeni do grantovych projekti laboratore.

Pozadavky:

Sttedoskolské vzdélani s chemickym zaméfenim. Casteéna znalost anglického jazyka, znalost prace s poéitadem,

Internet, Microsoft Office.

Nabizime:
— zajimavou praci v moderné vybaven¢ laboratofi,

— piilezitost k profesnimu rozvoji (moznost studia na VSCHT),

— pracoviste v blizkosti metra,

— zaméstnanecké vyhody (pruznou pracovni dobu, ptispévek na stravovani, rekreaci, penzijni pripojisténi, na-

vstévu kulturnich zatizeni).

Nastup: od 1. fijna 2008

Kontakt: RNDr. Jaroslav Maixner, CSc., tel. 220 444 201, 604 842 790, jaroslav.maixner@yvscht.cz
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VYBER SPEKTROCHEMICKEHO
PRIDAVKU PRI STUDIU
VYPAROVACIEHO PROCESU

V RAMCI OPTIMALIZACIE NOVEJ
TANDEMOVEJ SPEKTROCHEMICKEJ
TECHNIKY*

SILVIA RUZICKOVA a MIKULAS MATHERNY

Katedra chémie, Hutnicka fakulta, Technicka univerzita
v Kosiciach, Letna 9, 042 00 Kosice, Slovenska republika
silvia.ruzickova@tuke.sk

Doslo 24.8.07, prijaté 30.11.07.

Krlucové slova: spektrometria, optimalizacia, vyparovanie,
spektrochemicky pridavok

Uvod

Implementacia kazdej novej metddy do analytickej
praxe si vyzaduje kompletni optimalizaciu jednak zéaklad-
nych experimentalnych parametrov ako aj dokladné Sta-
dium kalibra¢nych moznosti danej metddy a teda najdenie
vhodného certifikovaného referenéného materialu (CRM),
ktory by sa svojimi vlastnostami v najvacsej miere pribli-

Laboratorni pfistroje a postupy

standardova metoda. Uginnym spdsobom optimalizacie
analytickej kalibracie je pouZzitie spektrochemicky aktiv-
nych prisad, ktoré vyrazne ovplyviuju efektivny ionizacny
potencial plazmy' a tym aj intenzitu budenych spektral-
nych Ciar analyzovanych prvkov. Takéto prisady sa vyzna-
cuju i tzv. ,,nosiCovym* efektom, ¢o znamena, ze urychl'u-
ju vyparovanie tychto prvkov.

Ciel'om tohto prispevku je overenie u¢innosti spektro-
chemicky aktivneho pridavku AgCl a AgF na modifikacné
chlora¢né a fluoracné reakcie oxidickych matrixov ako aj
na zvySenie vodivosti vyparovacej DC plazmy. Na overe-
nie sa pouzila Statistickd metdda exploratdrnej analyzy
zalozenej na jednorozmernom opakovani stanovenia inten-
zity vyparovania analytickych prvkov.

Pridavok AgCl alebo AgF sa mdze bud’ primiesat’ ako
prasok k analyzovanej vzorke, alebo vytvarat’ vhodnymi
reakciami (/a, 1b) priamo v nosnej elektrode eSte pred
pridanim analyzovanej vzorky. V danom pripade sa jedna-
lo o reakciu dusi¢nanu strieborné¢ho s HCI, resp. HF:

AgNO;+ HCl — AgCl + HNO; (la)

AgNO; + HF —» AgF + HNO; (1b)

Pri budeni vDC plazme sa zvytvoreného AgCl
(AgF) vytvoria najskor termoiény Ag" aCl (F) a az po-
tom rekombinované Ag® a CI° (F°) atomy (2a, 2b):

AgCl - Ag"+Cl - Ag° +CI° (2a)

AgF - Ag +F 5> Ag*+F° (2b)

Rekombinované atomy CI° (F°), ktoré sa nachadzaji

v plazme ,,v stave zrodu“, reaguju potom s oxidickymi
zluceninami budeného matrixu (3a, 3b, 3¢):

Zov%l' a vystihoval zloZenie ma.trixu:'V analytickej praxi sa EEIO(; i ?iCIC? _)RZH 1(-{2111% EIAEZ? Ag,O g;z
vyuziva niekol’ko modelov kalibracii ako: technika pridav- vl & Vo £

ku Standardu, modelové kalibraéné vzorky, tzv. R 05 +10AgCl > 2R Cls+5Ag, O (3¢)
,»podnikové Standardy“, monostandardova alebo mnoho- R'"=Ca, Mn, Ni,R"=Al, B, Cr, Fe, La, Y, RV =V
Tabulka I

Teploty varu oxidov, chloridov a fluoridov

Prvok RO, R,0; T, [°C ] RCl,, RCl4 T, [°C RF,, RF; T, [°C ]

Al AlLO; 3530 AlCl; 192 AlF; 1254

B B,0O; 2247 BCl4 124 BF; -99,9

Ca CaO 3570 CaCl, 2000 CaF, 2500

Cr Cr,0; 2440 CrCl; 1150 CrF; 1200

Fe Fe,0; 1594 FeCl; 319 FeF; 1030

Mg MgO 2822 MgCl, 1418 MgF, 2250

Ni NiO 1960 NiCl, 1030 NiF, 1677

\% V,0:5 1800 VCl, -28 VF; 1406

La La,05 4200 LaCl, 1750 LaF; 2327

Y Y,0; 2146 YCl, 686 YF; 1152

* Prednesené na 13. spektroskopickej konferencii v Lednici, 18.-21. jina 2007.
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Celkom identicky reaguje aj AgF a vytvara i6nové
zlteniny, prislusné fluoridy. Rekombinované atdomy Ag®
zvySuju vodivost’ plazmy.

Hodnoty teploty varu oxidov, chloridov a fluoridov st
v stlade s literarnymi Gdajmi®* uvedené v tabul’ke 1. To
znamena, ze reakcie prebiehaju eSte v nosnej elektrode,
ktorej maximalna teplota temena je cca 3500 °C (cit.”),
apreto do plazmy vstupuju prevazne uz rekombinované
atomy.

Zlfléeniny typu Rclz, RFz, RC13, RF3, RC15 a RF5 su
i6nové zluceniny a s podstatne prchavejsie ako oxidy. Ich
body varu, az na LaF,, st pre vSetky uvazované chloridy,
ale i fluoridy, vzdy nizsie ako 2000 °C. Naproti tomu body
varu oxidov Al, B, Ca, Cr, Fe, Mg, Ni a V vykazuju vyraz-
na prvkovu Specificitu, ale st vzdy vyssie ako 2500 °C.
Oxidy, okrem Fe,0;, MgO a V,0s, sa vyznacuji bodmi
varu vy$$imi ako 2000 °C. Body varu ich chloridov
a fluoridov, okrem CaCl,, CaF, a LaF;, st vyrazne nizSie
ako 2000 °C, preto spektrochemicky aktivne pridavky
AgCl a AgF zvySuju vyparovanie prvkov.

Experimentalna cast’

Stanoveny ciel’ sa sledoval novou tandemovou spek-
trochemickou metddou, ktora je zalozena na oddeleni vy-
parovacieho procesu od budiaceho procesu®. Vyparovanie
sa uskutoénuje pomocou jednosmerného riadené¢ho obla-
kového vyboja’ (DC) v $pecialnej kremennej cele v argo-

Laboratorni pfistroje a postupy

novej  ochrannej  atmosfére.  Budenie  prebicha
v Marinkovi¢ovom plazmovom zdroji®. Experimentalne
parametre su uvedené v tab. Il. Pouzité spektralne Ciary
aich vinové dizky, hodnoty budiacej energie a relativne
intenzity uvadza tab. IIIl. Experimentalne usporiadanie
(obr. 1) je vprvom rade prispdsobené na injektovanie
aerosoOlu z vyparovacej cely (obr.2) do Marinkovi¢ovho
plazmového zdroja (obr. 3), ale umoznuje i priame injek-
tovanie analyzovaného roztoku, ¢im sa zvySuje jeho uni-
verzalne pouzitie pre analytické ucely.

Vysledky a diskusia

Pre matrix tvoreny zmesou hore uvedenych oxidov
vedl'ajsich (Ca, Fe, Mg) a stopovych prvkov (Al, B, Cr, Ni
aV) + oxidov La a’Y + spektrochemicky aktivneho pri-
davku AgCl alebo AgF sa opakovane za reprodukovatel-
nych podmienok registrovali ~ (N+10) budené spektra na
popisanom tandemovom zariadeni. Ziskané intenzitné
hodnoty I(x); sa spracovali v programu QC Expert’
avsulade s literarnymi udajmi'®. V tab. IV st uvedené
typické priklady, kde AgCl (prvok B) a AgF (prvok Ca)
predstavuju najucinnejSie posobenie spektrochemického
pridavku.

Pre vsetky prvky ako aj pre tri kombinacie, matrix
bez spektrochemického pridavku, s pridavkom AgCl
a s pridavkom AgF, sa v prvom rade testovali vo vertikal-
nom smere na zhodu aritmetického priemeru, medianu,

Tabul’ka I
Experimentélne podmienky
Vseobecné podmienky
Spektrometer LECO —-750
Vyparovacie podmienky
Vyparovaci zdroj DCA 301
Prad jednosmerného obluka I5A

Nosna elektroda
Protielektroda
Medzielektrédova vzdialenost’
Koncentracia pridavku
Vzorka

SW 380, Elektrokarbon Topol'¢any

SU 206, Elektrokarbon Topol'¢any

1 mm

9,3 mg em? AgNO;

0,06 % zmes oxidov vybranych prvkov

Mnozstvo vzorky 10 mg
Prietok primarneho Ar 2,8 dm® min™'
Prietok sekundérneho Ar 2 dm’® min™
Excitacné podmienky

Excita¢ny zdroj Marinkovic¢ova plazma
Intenzita pradu plazmy I1A

Zobrazovacie a vvhodnocovacie podmienky
Zobrazovacia zona r=3,5mm
Expozi¢ny Cas 42's
Software SPECTRUMAT
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Obr. 1. Schéma experimentalnej zostavy
Tabul’ka I1I
Parametre vybranych prvkov a spektralnych Ciar
Prvok Oxidicka forma A [nm] E.[kJ mol™"] I
Al Al,O5 396,152 577,6 9000
B H;BO; 249,773 800,8 4800
Ca CaO 393,367 589,9 42000
Cr Cr,0; 425,433 652,0 20000
Fe Fe,0; 238,207 759,5 1300
Mg MgO 280,270 737.,8 3700
Ni NiO 349,296 736,8 5500
\'% V,0s5 318,540 652.,5 3800
La La,04 408,642 2925 5500
Y Y,05 371,029 339,8 1300

Pozn.: A — vlnova dlI'Zka, E. — budiaca energia, I,— relativna intenzita

modusu a polosumy. Pri tomto testovani sa zohladnila
absolutna Standardna odchylka aritmetického priemeru
s(1 )y, ako aj §tandardna odchylka medianu s(7 ), (obr. 4).
Zhoda tychto hodnét potvrdzuje normalny a homogénny
charakter rozptylu hodnét /(x);.. Sikmost' sa testovala na
rozdielnost’ od nuly atento test bol pre vsetky kolonky
pozitivny. Treba vSak poznamenat’, Ze zhoda testovanych
hodnét pre La a'Y bola najmenej preukdzand. ZlepSenie
hodn6t RSD bolo vsak pre pripad pouzitia spektrochemic-
ky aktivnych prisad AgCl a AgF uZ celkom vyrazné. Tes-
tovanie Sikmosti, s vynimkou La a Y s pridavkom AgCl,
potvrdilo zhodu experimentélnych hodnét s nulou. Spica-

455

tost’ sa testovala na nezhodu s optimalnou hodnotou, ktora
je v pripade pouzitého programu pevne urcena ako hodno-
ta 3. Test v prevaznej vdcsine pripadoch potvrdil Statistic-
ki zhodu s trojkou. Tieto testy potvrdzuji normalny
a homogénny charakter rozptylu. V pripade La a Y je tato
zhoda len Ciasto¢na, pretoze AgCl nie je vhodnou prisa-
dou, lebo spontanne nezlepsSuje hodnotiace parametre ex-
ploratérnej analyzy.

Horizontalne porovnanie hodnot exploratornej analy-
zy demonstruje pozitivny vplyv AgCl ako aj pridavku AgF
na priemernu intenzitu 7 (x), ¢ize na intenzitu vyparova-
nia. T4to hodnota je pre matrix bez spektrochemicky aktiv-
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Obr. 2. Cela pre produkciu par

neho pridavku vo vSetkych pripadov najnizSia. Podobne
i hodnoty RSD su v spektrach bez pridavku najvyssie, Cize
hodnoty opakovatel'nosti (repeteability) si najhorsie. Roz-
diely medzi pridavkom AgCl a AgF st prvkovo $pecifické.
V pripade Al, B, Cr, Ni a 'V, AgCl vyraznejsie zvysoval
intenzitu analytickych spektralnych Ciar oproti AgF. Na-
proti tomu za pouzitia AgF sa u Ca pozorovalo vel'mi vy-
razné a u prvkov Cr, Fe a Mg stredne alebo aZ nepatrne
vyrazné zvysenie intenzit. To znamena, ze u tychto prvkov
je zvySenie intenzit rovnaké pre obidva pridavky.
V pripade La a 'Y sa dostavil rozdielny efekt zvySenia in-
tenzit, AgF zvySuje vyraznejsie intenzitu vyparovania ako
AgCl. AgCl dokonca v pripade La aY nepotvrdilo ani
Sikmost,, Spicatost, normalitu a homogenitu testovanych
stiborov.

Experimentélne zariadenie umozZnilo nielen uvadzanie
aeros6lu praskovej vzorky do Marinkovi¢ovej plazmy, ale
1 uvadzanie rozpraSeného roztoku (obr. 1) do tej istej plaz-
my. ZloZenie tychto roztokov bolo identické so zloZzenim
praSkovych matrixov. Typické vysledky predstavuju
(tab. IV) parametre pre prvky B (najvicsia ucinnost’) a Ni
(najnizSia ucinnost’). Tieto udaje su  porovnané
s vysledkami budenia praskovych vzoriek s pridavkom
AgCl (tab. IV). Vertikalne porovnanie zhody aritmetic-
kych priemerov, medianov, modusov a polosim pre vsetky
stanovované prvky potvrdilo normalny a homogénny cha-
rakter vstupnych udajov. Sikmost’ a $picatost’ bola taktie
optimalna. Okrem Cr sa u vSetkych prvkov dosiahla vyssia
ucinnost’ rastu intenzit spektralnych Ciar. Podobne sa za
pouzitia roztokov dosiahli vyrazne vyhodnejSie hodnoty
RSD. Naproti tymto vysledkom sa upustilo od testovania
ucinnosti La a 'Y, pretoze efekt vyrazného zvySenia inten-
zitnych hodnot ako i zlepSenia RSD hodnét sa nedostavil.

Zaver

Vo vsetkych kombindciach matrixov sa najmenej

Obr. 3. Marinkovi¢ov plazmovy zdroj

vyparovali vedlajsie a stopové prvky z Cistého oxidického
matrixu. Pridavok AgCl ale aj AgF vzdy zvysil odparova-
nie, a tym i priemernu intenzitu Ciar analytickych prvkov.
Je to vyvolané jednak zvySenim elektrickej vodivosti plaz-
my pritomnostou iénov Ag ako irekombinovanych ato-
mov Ag. Okrem tohto vplyvu, zvysenie intenzit bolo pod-
mienené itermochemickymi chlora¢nymi a fluoraénymi
reakciami, ktorymi sa vytvorili prchavé chloridy alebo
fluoridy, ktoré vsak posobili vyhradne prvkovo Specificky.
Tento rozdielny vplyv sa prejavil i na rozdielnych hodno-
tach RSD. Tieto hodnoty boli vzdy vyhodnejSie pouzitim
pridavku AgCl a AgF ako hodnoty ziskané pre oxidicky
matrix bez spektrochemickych pridavkov. Na zaklade zis-
kanych vysledkov moZno konStatovat’, Ze pouZzitie spektro-
chemického pridavku vyrazne pozitivne ovplyviuje vypa-
rovanie a teda aj intenzitu spektralnych ciar, ¢o nas inicio-
valo k pouzivaniu pridavku AgCl aj v d’alSej experimental-
nej praci, konkrétne pri analytickej kalibracii v rdmci opti-
malizécie tejto navrhovanej metddy.

| | | 1x)
4_'_, Aritmeticky
priemer
4—|—> Median
° Modus
. Polosuma

Obr. 4. Schéma testovania zhody aritmetického priemeru,
medidnu, modusu a polosumy
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Tabul'ka IV

Zakladné hodnotiace Statistické parametre

Prvok B Ni

Vlnova dizka A, nm 249,773 349,296

Pocet dat 10 10 9 8 10 10 9 8
Matrix 1 2 3 4 1 2 3 4
Arit. priemer, Y(X) 1,27 6,82 32,60 57,64 3,66 12,61 10,70 15,65
RSD [%], s( 1 )s 23,60 16,10 23,65 8,41 29,78 26,10 21,96 13,04
Median, 7(x) 1,19 7,02 31,59 58,47 3,68 12,18 11,52 15,34
RSD [%)], (T )x 12,60 10,4 17,70 6,14 20,92 16,30 12,63 11,28
Modus, 7(x) 1,05 7,35 29,97 59,76 3,72 11,48 12,83 14,85
Polosuma, 7(x), 1,34 6,69 32,34 57,71 3,90 13,04 10,18 15,20
Sikmost’, A(x) 0,52 -0,29 0,06 -0,19 0,16 0,24 -0,25 -0,47
Test Sikmosti, tay.o N N N N N N N N
Spicatost’, E(x) 2,35 1,86 1,62 1,92 1,61 2,19 1,58 2,87
Test Spicatosti, tpx—3 A\ \% A\ \% A\ \ A\ \
Test normality + + + + + + + +
Test homogenity + + + + + + + +

Pozn.: 1 — zmes oxidov + oxidy La + Y; 2 — zmes oxidov + oxidy La + Y + AgF; 3 — zmes oxidov + oxidy La + Y + AgClI;
4 — zmes oxidov + La, Y v roztoku + AgCl; N nevyznamna; V vyznamna; + prijata

Tato praca vzmikla za financnej podpory Slovenskej S. Ruzickova and M. Matherny (Department of
grantovej agentury VEGA 1/3149/06 a projektu APVV 20- Chemistry, Faculty of Metallurgy, Technical University,
009404. Kosice, Slovak Republic): Selection of a Spectrochemical

Additive in the Evaporation Study in the Frame of Op-
timization of a New Spectrometric Tandem Method
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Recenze

RECENZE

James N. Spencer, George M. Bodner, Lyman
H. Rickard:

CHEMISTRY

Structure and Dynamics

Vydal John Wiley & Sons, 2008.
737 stran textu + dodatky, pevna vazba, cena neuvedena.
ISBN-13 978-0-470-129289

Jedna se jiz o Ctvrté, prepracované vydani ucebnice
obecné chemie urcené jako uvodni kurz chemie pro uni-
verzitni studenty pfirodnich véd. Autofi si v ném kladou za
cil vysvétlit zaklady chemie ndzornym, mnohdy original-
nim zpusobem s mnoha kontrolnimi ptiklady. Zaroven je
Ctendf sezndmen i s pfipadovymi studiemi, které ilustruji
dilezitost role dané partie chemie v sou¢asném svété. Jed-
nim ze zakladnich postupti vykladu, jak jiz napovida i
podtitul svazku, je vzajemny vztah mezi chemii
v mikroskopickém a makroskopickém méfitku.

Vlastni text knihy je rozdélen do 16 kapitol a pied-
poklada se, ze bude i v tomto pofadi studovan. Pro pfipad,
ze student ma zajem pouze o specialni problematiku, pfi-
pravili autofi 8 separatnich moduld (napt. Biochemie, Che-
mie nekovli, Organickd chemie: Reakéni mechanismy)
dostupnych na internetu - s tim, ze jsou v knize pro kazdy
modul doporuceny kapitoly, jejichZ pfedchozi zvladnuti je
nutné k pochopeni problematiky toho kterého modulu.
Vazny zajemce si mize ke knize obstarat velké mnozstvi
doprovodnych materialii, namatkou jmenujme: casto kla-
dené otazky (Chem FAQs), demonstracni videa, animova-
né prezentace, feseni prikladt, databanku testt, prednasko-
vé prusvitky atd. Autofi pro toto pfepracované vydani
zmeénili v porovnani s klasickymi pfistupy strategii vykla-
du nékterych partii. Tak napf. misto klasického vykladu
sluCovaci entalpie slouceniny z prvkl ve svych nejstabil-
néjsich stavech, zavadéji disledné posloupnost dvou pro-
cesll — zanik vazby reaktantl pfi vzniku atomi v plynné
fazi a nasledné spojovani atomt za vzniku molekuly dané-
ho produktu.

Vyklad se odviji od mikroskopického pojeti
(struktura atomd, molekuly, druhy vazeb a jejich vznik a
zanik) smérem k makrosvétu (plynné skupenstvi, kapaliny
a roztoky, tuhé latky). Nechybi samoziejmé partie jako
rovnovahy, chemicka kinetika, kyseliny a zasady, nuklear-
ni chemie ¢i chemicka analyza. Jednotlivé partie jsou dopl-
nény piehledem klicovych poznatkil a feSenymi i nefeSe-
nymi ptiklady. V obsahlém dodatku 1ze nalézt informace o
systémech jednotek, neurcitosti méfeni, vyznamném poctu
Cislic vysledku, navod jak graficky zpracovat naméfena
data atd. Uvedeny jsou zde i zakladni chemické tabulky a
vysledky ptikladd. Jednozna¢né sympatickym rysem knihy
je snaha autort ucinit vysvétlovanou problematiku zajima-
vou a ukdzat vyznam a aplikaci chemie v praxi na aktudl-
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nich problémovych studiich. Ctenat se tak napt. dozvi co
zpusobilo uhyn kocek v okoli Glen Oaks, jak se urCuje
identita osob na bazi DNA a pro¢ Franklinova vyprava
z roku 1845 skoncila tragédii.
Ve prospéch textu vypovida i skutecnost, ze se jedna
o ucebnici doporucovanou pro uvodni kurzy obecné che-
mie na prestiznim Massachusetts Institute of Technology
(MIT). Kniha se velmi dobfe ¢te, vyklad je jasny a mnoz-
stvi (n€kdy az prilisné) fesenych prikladt v textu usnadiu-
je pochopeni. Na stran€ druhé musim konstatovat, Ze uceb-
nice neni vhodna pro C&tenafe, ktery chce ziskat solidni
teoreticky zéklad chemie. Autofi se vyhybaji podrobné;jsi-
mu vysvétleni slozitéjsich jevl a pro feSeni ptikladu lze
vystalit se znalosti zakladl algebry (napf. integrace rych-
lostni rovnice reakce prvniho fadu je podana jako zvlastni
téma na konci kapitoly o chemické kinetice). Komu lze
tedy tuto knihu v nasich podminkach doporucit? Rozhod-
n¢ by ,slusela” studentovi v prvnim ro¢niku bakaldiské
formy studia ptirodnich véd a Ctenafi, ktery potiebuje zis-
kat hladky tivod do studia chemie bez znalosti vyss§i mate-
matiky.
Pavel Chuchvalec

G.Carrea a S.Riva(ed)
Organic Synthesis with
Enzymes in Non-Aqueous
Media

1t by Lo e

Orgaric Synthesis
with Erzymes
n Man-Aguecus Media

Wiley-VCH, 2008, 310 stran, pevna
vazba.
ISBN: 978-3-527-31846-9

KdyZ na zaCatku osmdesatych let
minulého stoleti bylo zjisténo, ze
nékteré enzymy vykazuji aktivitu
v Cistych organickych rozpoustédlech, stal se tento objev
pocatkem nového oboru, tzv. nevodné enzymologie. Edito-
fi recenzované monografie si vytkli za cil shrnout vysled-
ky dosazené v této oblasti v poslednich deseti 1étech, pres-
né&ji od r. 1996 ve kterém vysla kniha jednoho ze zaklada-
telt tohoto oboru (A.M.P. Koskinen a A.M. Klibanov,
Eds : Enzymatic reactions in organic media. Blackie Aca-
demic and Professional, Glasgow 1996) hodnotici pted-
chozi vyzkum. K tomuto ucelu ptizvali odborniky z fady
renomovanych evropskych pracovist’ a USA.

Jiz rozsah dila dokumentuje, Ze i v tomto desetileti se
problematika organické enzymatické katalyzy tésila inten-
zivnimu zajmu (v textu je citovano piiblizné 1000 praci).
Ten byl zaméfen v nékolika smérech: na biokatalyzu a)
v Cistych organickych rozpoustédlech, b) dvoufazovych
systémech, c¢) iontovych kapalinach, d) systémech plyn-
pevna latka i e) n€kterych novych systémech, obsahujicich
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napf. nerozpusténé pevné substraty a produkty. Priblizné
v tomto pofadi jsou tyto sméry diskutovany i v posuzované
knize. Ta je clen¢na do 3 casti a 12 kapitol.

Uvodni &ast poskytuje Gtenafi zékladni informace o
biokatalyze v Cistych organickych rozpoustédlech, o jejich
vlivu na selektivitu enzymu i zptsobech jeho aktivace pro
pouziti v téchto prostredich. Syntetickym aplikacim je
vénovana dalsi ¢ast, zaméfend na a) vyuziti enantioselekti-
vy hydrolaz v organickych rozpoustédlech, b) chemoenzy-
matické deracemizacni procesy, ¢i ¢) vyuziti chemoselekti-
vity a regioselektivity enzymil. V neposledni fadé¢ je nutné
zminit 1 pfehled primyslovych procest zaloZzenych na
tomto principu. Zavérecna ¢ast se zabyva biokatalyzou ve
dvoufazovych systémech; shrnuje 1 poznatky ziskané pfi
vyuziti iontovych kapalin, substratii v plynné fazi ¢i enzy-
mu v pfitomnosti nerozpusténych substratd a produkti.

Po formalni strance jsou jednotlivé kapitoly jednotné
upraveny a graficky peclivé provedeny. Po vécné strance
je nutné vyzvednout uspé$nou snahu autorti zvetejnéné
vysledky vyzkumu nejen shrnout, ale i kriticky posoudit a
vyjadrit svij nazor na dalsi vyvoj v dané oblasti.

Jasna prezentace prispivajici ke Ctivosti monografie a
peclivé uvaZzeny vybér detailnéji diskutovanych specific-
kych prikladd i jejich aktualnost (jsou zahrnuty prace
z roku 2007) mi umoziluji knihu doporucit nejen specia-
listim a studentim v oboru. Domnivam se, Ze poskytne
uzite¢né informace i fad€ Gtenaru, ktefi se dosud nesezna-
mili s touto oblasti enzymatické katalyzy i vyvola v nich
trvalej$i z4jem o jeji dalsi vyvoj.

Jiri Hetflejs

Daniel Graupe
Principles of Artificial
Neural Networks

PRINCIPLES OF
ARTIFICIAL NEURAL

14 ‘ o)
- World Scientific Publishing, 1997,
stran 238.
ISBN 981-02-2516-4

Ackoliv se jedna o knihu ponékud
starSiho data, jde o pomérné¢ zdaftilé
dilo, které zajemci umozni pochopit
to co nézev slibuje — zékladni prin-
cipy umélych neuronovych siti. I v pfedmluvé autor zmi-
fiuje svij cil shrnout své zkusenosti z fady let vyuky dané-
ho tématu predev§im do uéebnice, pouzitelné pro vyuku
zékladnich kurzfl, zaméfenych na umélé neuronové sité.
Kniha je velmi vhodna pro zacate¢niky. Vyklad zaci-
na od naprostych zakladl, ve kterych je popsana obecna
filosofie umélych neuronovych siti, jejich paralely
k biologickym sitim neuronti a hlavni body jejich vyvoje
v pribéhu minulych desetileti. Néasleduje ptehled elemen-
tarnich stavebnich kamend, jako je napf. perceptron, a pies
popis zakladnich algoritmii pouzivanych k u¢eni neurono-
vych siti se dostava k mirné pokrocilejsim témattim, jaky-
mi jsou sité se zpétnou vazbou, Kohonenovy samoorgani-

World Scientific
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zujici se mapy, statistické uceni siti, apod. Posledni kapito-
la je v8ak jiZ spiSe autorovou specialitou a pojedniva o
vyuziti umélych neuronovych siti k ukladani velkych dato-
vych struktur a vyhleddvani v nich. Kniha klade velky
diraz na aplikace. Je doplnéna fadou piikladii zamétenych
na pouziti jednotlivych typu siti a kromé implementova-
nych ptikladd uvadi i typické oblasti vhodného pouziti
ruznych typa siti, jakoz i pfiklady uloh, k jejichZz feSeni
nejsou tyto sit€ vhodné. Ackoliv je zbytek knihy psan do
zna¢né miry oboroveé neutralné, v prikladech je jasné vidét
autorovo praktické zaméfeni na elektroinZenyrstvi a kyber-
netiku.

Vhodna volba a didakticky ptinos ptikladd je ¢astecné
potlacen jejich nejednotnosti z hlediska pouzitého jazyka.
Lze jen spekulovat, zda je to zplsobeno dil¢imi revizemi
druhého vydani nebo jinymi faktory, faktem vSak zistava,
ze priklady v knize zahrnuji nejméné tii programovaci
jazyky — BASIC, C a MATLAB. Pro studenta zakladniho
kurzu se takové vstupni pozadavky mohou stat prohibitiv-
nimi, zvlasté¢ vezmeme-li v potaz to, ze kody prikladl za-
hrnuji nejen vlastni algoritmy, ale i vstupné-vystupni ope-
race, apod., navic bez doprovodného CD, takze zdrojové
kody jsou k dispozici pouze v textové podobé. Na druhé
stran¢ to neni tak velkou zavadou, jelikoz v dnes$ni dobé
lze ze strany zacinajicich uzivateli umélych neuronovych
siti o¢ekavat spise pouziti néjakého komercniho baliku pro
préci s nimi.

Proto, ptes urcitou problemati¢nost zpracovani piikla-
di programt lze knihu doporucit jako vstupni studijni
material do problematiky umélych neuronovych siti v§em
chemikiim a chemickym inZenyrim, ktefi se chystaji vyu-
zit jejich jednodussi aplikace ve své praci.

Petr Zamostny

Baldridge K., Abendroth T.:
Mixing with MerryGold:
A Fairy Tale

‘1 Wiley-VCH, VHCA, 2008,
FEEEEEE| 56 stran, pevna vazba,

cena 19,90 Euro.
ISBN-13: 978-3-906390-57-4.

»detkani s veselym zlatiCkem* je
puvabna knizecka, urcend ,,vS§em piitomnym i budoucim
veédctim, ktefi povazuji védu za uméni zivota“. Predklada-
jic chemii jako ,,ptfirodovédeckou fantasy* tato pIn¢ ilu-
strovana knizka pfedstavuje jednu z moznosti, jak pohad-
kou potésit nejen ditka, ale i jejich rodice. Milym zpiso-
bem vypravi o atomech, elektronech, molekulach a jejich
kralovstvi, s tim, ze ptredpoklada, ze v malych posluchac-
skych dusich se chemie zabydli natolik, Ze pozdé&ji v zivoté
snadno prekonaji Arrheniovu barieru k uceni pfirodnim
naukdm.

Pavel Drasar
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Spectroscopic Methods
in Organic Chemistry

Hesse Manfred,

Meier Herbert, Zeeh Bernd:
Spectroscopic Methods in
Organic Chemistry

2. vydani 2007, 470 stran, mé&kka
vazba, Thieme Verlag Stuttgart,
cena EUR 79,95.

ISBN: 9783131060426

@ Thieme

Kniha vychazi z némecké, prirucky Spektroskopische
Methoden in der Organischen Chemie, vydané tymzZ nakla-
datelstvim jako 7. vydani. Pfeklad pofidili Richard Dun-
mur a Martin Murray; ziistali vSak, zejména u nékterych
mnemotechnickych pomicek, vazani na némcinu.

Tato cennd kniha poskytuje vyteny studijni i praktic-
ky nastroj pro studium i pouziti zdkladnich spektroskopic-
kych metod v organické chemii a Ize ji chapat jako zaklad-
ni ucebnici.

Kniha pfinési informace o zakladech, ale i modernich
aplikacich z metod popisujicich UV/VIS spektroskopii,
ktera je doplnéna o spektroskopii derivacni a metody chi-
roptické (CD a ORD). Zabyva se agregovanymi molekula-
mi, komplexy s pfenosem naboje, konjugovanymi oligo-
mery. Infraervena (IR) a Ramanova spektroskopie jsou
pojednany moderné s vykladem Fourierovy transformace
v IR spektroskopii a takovych metod jako je kombinace
GC/IR. Jadernd magnetickd rezonancni spektroskopie
(NMR) logicky pojednava klasicka jadra 'H, *C, "F, N
a *'P, spin decoupling, triple rezonanci, INDOR diferenéni
spektroskopii, 2D- a 3D-NMR, COSY, TOCSY, ROESY
a NOESY spektra, NOE, INEPT a DEPT techniky,
DEPTQ, HETCOR, HRMAS, INADEQUATE a posuvova
Cinidla s lanthanidy, simulace a vypocty spekter a sprazené
separa¢ni a NMR metody. Ukazuje, jak pomoci modernich
nastrojii kompletn& popsat viechny 'H a *C NMR signaly
dané latky.

Kapitola o hmotové spektroskopii je také obsazna.
Pojednava o klasickych ionizacich (EI, CI, FAB, ESI
a TSI), MS/MS technikach (MS"), ionizaci a desorpci po-
lem, chemickou ionizaci za atmosférického tlaku (APCI),
MALDI TOF techniky, GC/MS, LC/MS, a HPLC-UV
(DAD)-APCI MS/MS. Probira i iontovou cyklotronovou
rezonanci s Fourierovou transformaci MS (FT-ICR-MS).

Technické provedeni, vybaveni mnoha tabulkami
a schématy poslouZzi jak zacinajicimu studentovi, tak po-
kroc¢ilému odborniku. Kniha ma rozsahly dopliikovy mate-
rial na URL http://www.thieme.de/specials/hmz_en.html,
kde jsou naptiklad pro pedagogy k dispozici vSechny ob-
razky v rozliseni 300 dpi, zdarma. Koncepce knihy neobté-
zuje fyzikou, ale pouZiva ji v nutné mite k vysvétleni d&ja.
Prinasi kvalitni literaturu pro dalsi studium a spoustu prak-
tickych ptikladii. Zavér knihy pifinasi praktické ptiklady
feSeni struktur za pouziti n€kolika spektroskopickych tech-
nik i s jejich komentovanym feSenim. Kniha je vybavena
kvalitnim rejstiikem.
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Bohuzel, je nekonzistentni v pouziti ¢arkované vazby,
kterou pouziva i jako vazbu sméfujici od stereogenniho
centra dozadu, ale i jako vazbu neukoncenou a dokonce
i jako vazbu vodikovou. Nékteré obrazky ukazuji, Ze jejich
autor mél velmi daleko k prostorové predstavivosti. Zna-
zornéni strukturnich vzorcii neni jednotné. Pro cis/trans
isomery dekalinu pouziva zndzornéni s tlustymi puntiky,
které je [IUPAC dokonce zakazano(!), a to opét nekonzis-
tentné, protoze podobné puntiky pouziva k vyznaceni po-
loh na skeletu.

Kniha je bezesporu hodna stat na celnim misté
v knihovné, a to nejen organického chemika.

Pavel Drasar

J Anne-Charlotte

i Eliasson:

Starch in Food: Structure,
Function and Application

Woodhed Pulshig i Food Scince ond ecolgy

Starch in food

Structure, function and
applications

Vydali Woodhead Publishing Limi-
ted (Cambridge England) a CRC
Press LLC (Boca Raton Boston
New York Washington USA), au-
gust 2004, 1. vydanie, 624 stran,
- | tvrda vizba, cena £ 155, US$ 295,
= €225,

ISBN: 1 85573 731 0 (kniha) a 1 85573 909 7
(elektronicka podoba) pre Woodhead Publishing Limited

a 0-8493-2555-2 pre CRC Press

Kiited by Ann-Charltte Elosson

Prof. A-C. Eliasson vedie Oddelenie potravinarskej
technolégie, inZinierstva a vyzivy na Univerzite v Lund
(Svédsko). Je vydavatel’kou viacerych monografii a autor-
kou mnohych vedeckych publikéacii v oblasti cerealnej
a potravinarskej chémie. Zastava funkciu prezidentky The
Swedish Association of Cereal Chemists, je ¢lenkou Ame-
rican Association of Cereal Chemistry aj ¢lenkou redakc-
nej rady renomovanych casopisov (Biomacromolecules,
Cereal Chemistry, Current Topics in Cereal Chemistry,
Food Biophysics, Food Chemistry, Journal of Cereal
Science, Journal of Food Biochemistry, Starch/Stérke...).

Monografia Starch in food: structure, function and
application je dielom kolektivu univerzitnych profesorov z
USA, Kanady, Austrilie, Svédska, Finska, Holandska,
Belgicka a Anglicka. Je stiasnym komplexnym prehla-
dom poznatkov o Skrobe v humdénnej vyZzive. Zahfiia che-
mické, biologické, fyziologické, fylogenetické aj technolo-
gické aspekty. Pozostdva zo Styroch Casti, ktoré su syste-
maticky rozc¢lenené do 21 kapitol. Kazda kapitola je dopl-
nend sucasnym bibliografickym materidlom, pripadne aj
odkazmi na elektronické informa¢né pramene. Kniha obsa-
huje vela prehl'adnych obrazkov, grafov, schém a tabuliek
a vecny register. Odborne, graficky aj technicky je vel'mi
dobre spracovana.

Prva Cast’ sa zaobera vyznamom, zloZenim, biosynté-
zou, vlastnost’ami a analyzou Struktiry Skrobu a moznos-
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tami jeho genetickej modifikacie. Zvlastna pozornost’ sa
venuje modifikovanym
chemickym vlastnostiam, technoldgii vyroby a moznos-
tiam vyuZitia v potravinarstve. Téato Cast’ je zakoncend
prehladom analytickych metod na stanovenie obsahu Skro-
bu v potravinich (polarimetria, kolorimetria, kapilarna
elektroforéza, enzymové metédy, HPLC, GLC, NIRS).

Skrobom ich fyzikalno-

V druhej Casti su podrobne zhrnuté prirodné zdroje

Skrobu — od pSenice, zemiakov, ryze a kukurice az po tro-
pické rastliny.

Dalsia Cast’ je venovana $krobu ako prisade, jeho prie-

myselnej vyrobe a vyuzitiu v pekérenstve, cukrarenstve,
pri vyrobe mlienych a mésovych vyrobkov, napojov,
polievok, omacok, Stiav, majonéz, plniek, mrazenych po-
travin a pod.

V poslednej Casti sa riesi celosvetovo vel'mi aktudlna

problematika vyroby funkénych potravin na baze rezistent-
ného Skrobu, ktory priaznivo ovplyviuje telesné i dusevné
zdravie ¢loveka. V tivode je vysvetleny pojem glykemicky
index potravin (GI) podl'a kritérii FAO/WHO a jeho vyz-
nam pre zdravie.

Kniha je cennou priruckou pre vedecko-vyskumnych

pracovnikov v oblasti biochémie, analytickej, fyzikélne;j,
potravinarskej a medicinskej chémie, molekularnej biolo-
gie a biotechnologii, ale aj pre technolégov v potravinar-
skom a skrobarenskom priemysle.

Daniela Mikulikova

FIWILEY

Field Leslie D., Sternhell
Sev, Kalman John R.:
Organic Structures from
Spectra

Organic
Structures
from

Spectra

4. vydani, John Wiley & Sons 2008,
468 stran, pevna vazba, cena
€101,30; ISBN: 978-0-470-31926-0,
paperback, cena €43,90,

ISBN: 978-0-470-31927-7

FOURTH EDITION

L. D. Field
S. Sternhell
J. R. Kalman

Ctvrté vydani usp&$né udebnice australskych autord je

komentovany kvalitné vybrany soubor vice nez 300 uloh,
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ve kterych ma ¢tenat ze zobrazenych spektralnich méteni
zjistit strukturni vzorec. Cvifeni zahrnuji téméf vSechny
b&né spektroskopické techniky. Ulohy jsou odstupiiovany
podle obtiZnosti tak, Ze Ctenat své znalosti stile zlepSuje
a ziskava lepsi celkovy ptehled. Kniha je vbavena zéaklad-
nimi informacemi o pouZitych spektroskopickych techni-
kach na urovni, ktera je potfebna pro feSeni uloh. Nové
vydani je obohaceno zejména o rozsiteni tloh z 2D NMR
spektroskopie mj.j i se zaméfenim na COSY, NOESY
a CH-korelace. Stavajici ulohy a tabulkovy material byly
Casto rozSifeny o pifidand data. Pfidana byla piehledna
informace o tom, jak fesit spektroskopické problémy. Pod-
statné byla roz§ifena ¢ast Giloh na jednoduché strané série.
V zavéru knihy je Ctenafi na nékolika piikladech ukazan
metodicky postup feseni tkoll. Kniha je vybavena odpovi-
dajicim rejstiikem.

Technicka vyprava knihy jakoby ,,neSetfila mistem*,
tisk je roztazeny a poslouZzi tak i $patné€ vidicim ctendftim.
Ke klasickym nectnostem opakovanych vydani patii nere-
spektovani pravidel IUPAC pro pievedeni zobrazeni
z trojrozmérného svéta do roviny papiru.

Tak jako predchozi verze (ktera byla na pohled stejné
vypravend, avSak v Cervené obdlce) kniha Ucelné uvadi
Ctenafe do teorie a praxe zakladnich spektroskopickych
metod, neobtéZuje fyzikalnimi teoriemi a pfimo uvadi
¢tenafe do feSeni strukturnich problémi pomoci dotfenych
technik. Ucebnice pfedstavuje velmi uZzite¢nou pomiicku
pro studium této ¢asti chemie.

Pavel Drasar



Ceska spole¢nost chemicka
a Ustav chemie a technologie sacharidi VSCHT Praha

poradaji
mezinarodni konferenci ,,Polysacharidy I'V*.

Datum a misto konani: 13.—14. 11.2008, na Novotného lavce 5, Praha 1

Konference bude zaméfena na vyrobu, pripravu a vyuziti polysacharidtl , vyskyt, vlastnosti a strukturu biologicky
aktivnich polysacharidl a derivaty polysacharida.

Uzévérka prihlasek je 15. zafi 2008 a uzaveérka zaslani abstrakti prispévkt (prednasek a posterti) je 30. cervna 2008.
Abstrakta budou publikovana v Chemickych listech ¢. 9/2008 v ¢eském jazyce a v Casopise Starke/Starch

v anglickém jazyce. Pfedpoklada se zdjem ucastnikil a spolecnosti bez odborného prispévku.

Uvodni prednasky:

Ing. Jiti Trnka, feditel odboru environmentalni politiky a obnovitelnych zdrojt energie, Ministerstvo zemédélstvi
CR: Koncepce rozvoje biopaliv na bazi $krobnatych a celulézovych surovin v CR a Evropské unii.

Maciej Fiedorowicz Ph.D., Dr. Sc., Department of Chemistry, University of Agriculture, Cracow, Poland: The effect
of illumination of polarized light on polysaccharides and polysaccharide degrading enzymes.

Vlozné:

Clen CSCH nebo SCHS 900 K&, ostatni 1000 K&. Po 15. zak{ 2008 &ini vlozné 1200 K&.

Vlozné zahrnuje: CD s plnymi texty pfednasek a posterti (bude obsahovat ISBN), vytisk Chemickych listt €. 9
s abstrakty pfednasek a posterti, obCerstveni a organizacni naklady.

Je mozné zajistit ubytovani na kolejich na Jiznim méste.

Organizaéni vybor:

RNDr. Helena Pokorna — Ceska spoleénost chemicka
Ing. Alena Vlkova — Ceska spole¢nost chemicka

Ing. Radmila Rapkova — Chemické listy

Ing. Anezka Vesela — VSCHT Praha

Védecky vybor:

Doc. Jana Copikova, CSc. — Ustav chemie a technologie sacharidi, VSCHT Praha

Ing. Evzen Sarka, CSc. — Ustav chemie a technologie sacharidii, VSCHT Praha

Prof. Ing. Miloslav Milichovsky, DrSc. — Katedra dieva, celuldzy a papiru, Univerzita Pardubice
Prof. Alexander Dandar, DrSc. — Katedra sacharidov a konzervacie potravin, STU Bratislava
RNDr. Vladimir Erban, CSc. — Vyzkumny ustav potravinarsky, Praha

Prof. Milan Marounek, DrSc. — Ustav Zivo¢isné fyziologie a genetiky AV CR

Ing. Miroslav Novak, CSc. — Vysoka skola chemicko-technologicka v Praze

v

Kontaktni adresa: Ceské spole¢nost chemicka, Novotného lavka 5, 116 68 Praha 1,
tel.: 221 082 370, tel/fax: 222 220 184, e-mail: chem.listy@csvts.cz, chem.spol@csvts.cz
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Ceska spoleénost chemicka - Univerzita Palackého
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Program:

Pondéli 1.9.

Moravské divadlo 15:00 — 22:00

Slavnostni zahajeni

J.-M. Lehn: From Supramolecular Chemistry to Constitutional Dynamic Chemistry
Vecer na uvitanou

Utery 2.9.

Regionalni centrum Olomouc 8:30 —16:00

Irena Valterova: Biosyntéza hmyzich feromonii

Lubor FiSera: 1,3-Dipolarne cykloadicie chirdlnych nitrénov a ich vyuZitie v syntéze
Prednasky v sekcich, minisymposia, soutéz ,,Cena SHIMADZU*

Umeélecké centrum Univerzity Palackého 16:30 — 23:00

Plakatova sdéleni

Vystava firem (Umélecké centrum Univerzity Palackého)

Setkdni u moravskych vin

Streda 3.9.

Regionalni centrum Olomouc 8:30 — 18:00

Miloslav Frumar: Rychlé reversibilni zmény amorfni-krystalickd faze a nové materidly pro optické a elektrické

paméti vysoké hustoty

Karel Lemr: Hmotnostni spektrometrie — od elektrického vyboje k zobrazovani tkani
Prednasky v sekcich, minisymposia

Regionalni centrum Olomouc 19:00 — 22:00
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