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Polysacharidy, jejich vyznam a uplatnéni

V prirodé je kazdym rokem syntetizovino 4 . 10" tun
sacharidii prevazné ve formé polysacharidii. Polysacharidy
patri mezi biologické polymery, které maji dillezitou ulohu pri
stavbé rostlin, Zivocichii, hub a mikroorganismii (celulosa,
chitin, pektin, hemicelulosy) a jsou zdrojem energie pro rizné
biochemické reakce (Skrob, fruktany). Mohou se také zucast-
novat dalsich procesii, napr. ovliviuji srazlivost krve
(heparin) nebo hospodareni s vodou (rostlinné gumy a slizy).
Kromé polysacharidii se v prirodé vyskytuji proteoglykany,
coz jsou makromolekuly vyskytujici se Zivocisnych organis-
mech. Jsou tvoreny glykosaminoglykany kovalentné vazané na
protein. Nachazeji se uvniti- buniky, jsou soucdsti bunécné
stény a mimobunécné matrice. Na zdkladé velké rozmanitosti
proteoglykanii se usuzuje na radu jejich biologickych funkci,
ale pouze ¢ast téchto funkci byla doposud vysvétlena. Zrejmé
nejdale postoupil vyzkum funkce proteoglykanii nervovych
tkani.

Z kratkého prehledu vyplyva, jakymi odlisnymi viastnost-
mi se polysacharidy vyznacuji, pricemz na jejich tvorbé se
podili pouze nékolik monosacharidit a jejich derivati, prevaz-
né D-glukosa, D-galaktosa, D-mannosa, 2-amino-2,6 deoxy-
glukosa, L-arabinosa, D-xylosa a D-galakturonova kyselina.
Tyto monosacharidy se vyskytuji jako a nebo f anomery
a jsou nejcastéji vazany (1<4) glykosidovymi vazbami.
Zejména stavebni polysacharidy jsou linedrni, avSak obecné
mohou byt polysacharidy vice ¢i méné vétveny.

Polysacharidy maji nejen nepostradatelny vyznam
v prirodé, ale také maji Siroké vyuziti v potravinarstvi, farma-
cii a v dalsich primyslovych odvétvich. Napr. celulosa, nej-
rozsirenéjsi stavebni polysacharid rostlin, je zakladem papiru,
textilnich tkanin, stavebnich hmot, jeji derivaty se pouzivaji
jako zahustovaci prostiedky do potravin a jsou duleZitou
soucdsti riznych forem 16kii. Skrob, ktery je nejrozsifenéjsi
zasobni polysacharid rostlin, ma casto podobné pouziti jak
v nativni formé, tak ve formé derivati, jako celulosa. Derivaty
Skrobu, tzv. hydrokoloidy na miru, se pouzivaji do deserti,
zmrzlin, cukrovinek, zahustuji omdcky, rizné dresinky a kecu-
Py, a mimo jiné jsou soucasti uzenin a masnych vyrobkii.

Pektin je v prirodé soucasti bunécné stény rostlin a patii
nejen k nejrozsirenéjsim polysacharidiim v prirode, ale po-
dobné jako Skrob nebo derivaty celulosy, se Siroce pouziva
v potravinarském prumyslu, napr. jako vyborna Zelirujici
latka. Pektin snizZuje obsah cholesterolu v krvi a ma také
schopnost vazat ionty tézkych kovii. Chemické modifikace
molekuly mohou vyrazné menit jeho vlastnosti a umoznit nova
pouZziti, dosud vSak toho, na rozdil od skrobu, nebylo nadlezité
vyuzivano. Pektin ma nékteré vyhody proti skrobu vyplyvajici
z pritomnosti Cdastecné esterifikovanych karboxylii v jeho
molekule. Tyto skupiny jsou vhodné pro snadné chemické
modifikace (transesterifikace, amidace), které mohou vést
k vyraznym zménam fyzikdalné-chemickych a biologickych
vlastnosti vzniklych derivati. Hydrofobné upravené derivaty
pektinii vznikaji vazbou nepolarnich skupin na pektinove
makromolekuly pomoci alkylace, acylace, esterifikace nebo
amidace. Tyto derivaty nachazeji uplatnéni pri stabilizaci
emulzi nebo pro zachycovani a odstranovani nepoldrnich
molekul, napr. uhlovodikii, tuku, cholesterolu a zlucovych
kyselin. Pektin je v lidském téle dobre fermentovatelny sub-
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strat, proto je rozstépen jiz v predni casti tlustého stieva. Nado-
ry a zanéty vSak vznikaji v dolni casti tlustého streva. Chemicka
derivatizace pektinu miize snizit jeho dostupnost pro mikroorga-
nismy a modifikovany pektin by mohl byt fermentovin podél
celého tlustého streva a tim ho chranit. Amidace pektinu navic
zvySi jeho afinitu k Zlucovym kyselinam a tukiim. Dalsim prikla-
dem vyuziti modifikovaného citrusového pektinu spociva v tom,
ze blokuje galektin-zavislou adhezi nadorovych bunék na po-
vrchu zdravé tkané, a tim zabranuje metastazi.

Diilezitym prikladem polysacharidu s sirokym spektrem
vyuziti v prumyslu a mediciné je chitin a chitosan. Chitin je po
celulose druhym nejvice se vyskytujicim prirodnim biopolyme-
rem. Na rozdil od celulosy vsak neobsahuje glukosu, ale jeji
derivat N-acetylglukosamin. Je hlavni slozkou exoskeletu
bezobratlych zivocichii (krabii, korysi, mekkysi, chobotnic),
bunécnych stén hub (plisni, kvasinek, vyssich hub) a vyskytuje
se i v krovkdach hmyzu. Komercni chitin se ziskava predevsim
z odpadnich produktii vzniklych pri zpracovani morskych
zivocichii. Chitosan, deacetylovana forma chitinu, se pro své
vyznacné viastnosti pouziva v mnoha primyslovych oborech,
zejména v potravindrstvi jako soucast potravinovych doplikii
a pripravkii na snizeni hmotnosti.

Skupina polysacharidu, kterd je v soucasné dobé hojné
studovana, jsou f-glukany'. Tyto polysacharidy maji hlavni
Fetézec tvoreny glukosou vazanou [ glykosidovou (1<53)
vazbou a jsou podle piivodu vice ¢ méné vétveny vazbou
(1-6). [-Glukany jsou soucasti bunécnych stén rostlin, mik-
roorganismii a vysSich hub. Pomérné vyssi obsah téchto poly-
sacharidit maji nesladovnické jecmeny. Predmétem zkoumani
je schopnost [-glukanii priznivé ovliviiovat imunitni systém
¢lovéka a snizovat hladinu cholesterolu v krvi, takze tyto poly-
sacharidy maji v soucasné dobé uplatnéni v potravindrskych
dopliicich, aviak intenzivné se overuje jejich vyuZiti ve farma-
cii. FGlukany jsou také soucasti kosmetickych krémii, kde
maji za ukol vazat vodu, piisobi jako antioxidanty a uklidiuji
podrazdeénou plet.

Studium polysacharidit je z mnoha hledisek zajimava ob-
last chemie. Priroda je nevycerpatelnym zdrojem téchto latek,
které nachazeji bud’ primo nebo po chemické nebo enzymové
uprave celou fadu novych uplatnéni, obcas diskutabilnich, pri-
kladem mohou byt nahrady tukii (fat mimetics) v potravinach.
Ziejmé nejvice komplikované, ale zaroven nejvice vzrusujici, je
objasneéni ulohy a vyznamu proteoglykanii ¢i glykoproteinii.

Ustav chemie a technologie sacharidii na Vysoké kole
chemicko-technologické (VSCHT) se jiz Fadu let zabyva
studiem struktury a modifikace polysacharidii. Pozornost je
zejména soustredeéna na pektin, chitin a f-glukany vyssich
hub. Tento vyzkum probiha ve spolupraci s radou pracovist
VSCHT, Ustavem Zivocisné genetiky a fyziologie AV, Usta-
vem makromolekularni chemie AV a Vyzkumnym ustavem
potravinarského primyslu. Vyzkum je podporovan projek-
1ty Grantové agentury CR, Fondem rozvoje vysokych §kol
a vyzkumnymi zaméry VSCHT.

Jana Copikova, Andryi Synytsya

1. Vétvicka V.: Chem. Listy 98, 963 (2004).
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1. Uvod

Fenylpropanoidy tvofi velkou skupinu rostlinnych
sekundarnich metabolitli, pozoruhodnych svoji bohatou
strukturni variabilitou a velmi Sirokym rozsahem biologic-
kych funkci a uc¢inkli, a to jak vrostliné samotné, tak
i vpusobeni na jiné organismy. Chemickd rozmanitost
fenylpropanoidd, jakoZ ostatné rozmanitost vSech sekun-
darnich metabolitt rostlin, neni ndhodna. Je vysledkem
specificky vyvinutych a fizenych biogenetickych drah,
které se jednoznacné promitaji do ptislusnych rostlinnych
metabolismi'?, Pfevazna vétsina sekundarnich metabolitii
je produkovana jen pomérné nepocetnymi metabolickymi
drahami, vedoucimi k jednomu nebo k znacné omezenému
poctu klicovych metabolit. Z nich pak vznika velky pocet
derivat a konjugatl prevazné jednoduchymi, ovsem také
Casto specifickymi, enzymovymi transformacemi. Pozor-
nost je zde vénovana pievazné béznym, ale také nékterym
zvlastnim fenylpropanoidim. K jejich nejpocetnéjsim
azaroven 1 nejvyznamnéj$im zastupcim patri lignany,
flavonoidy, kumariny, rotenoidy a stilbeny. Pro ilustraci
byly zde vybrany pravé lignany, které vhodné reprezentuji
celou velkou rodinu sekundarnich metaboliti fenolického
typu. K lepSimu pochopeni jejich funkce a vyznamu
v rostlinach pomuze znalost jejich postaveni v opravdu
Siroké skale a struktufe sekundarnich metaboliti, a to jak

z hlediska jejich chemickych vlastnosti, tak i z hlediska
jejich biologickych G¢inkda.

Sekundarnim metabolitim se obvykle vénovala mensi
pozornost nez metabolitim primarnim nebo dals$im ekono-
micky, farmakologicky a jinak zajimavym pfirodnim lat-
kam. V posledni dobé se ovSem zajem zvysil i o bézné
sekundarni metabolity, i kdyZ nemaji primérni vyznam pro
preziti samotného organismu. Maji ovS§em zasadni vyznam
pro preziti biologického druhu, a tim i pro ekologické
vztahy a fylogeneticky vyvoj v piirods™*.

Vyznam sekundéarnich metabolitil rostlin je komplex-
ni a zkouma se z riiznych hledisek. Jednim z velmi dilezi-
tych hledisek je pravé chemicka ekologie. V ni jde hlavné
o chemické interakce mezi rostlinou a organismem, ktery
je na ni zavisly. Je to vztah hosta a hostitele. Hostem muize
byt parazit nebo partner v symbidze. Nékdy jde jenom
o vztah konkurenta v zivotnim prostiedi. Existuje ov§em
mnoho typl, a tim i mnoho zkoumanych modelt tako-
vychto interakci. Nejznaméj$imi jsou interakce: rostlina —
mikroorganismus (sem patii napf. vyzkum fytoalexint)
nebo rostlina — rostlina (napfiklad vyzkum allelopatické
ucinnosti plevelti na uzitkové rostliny), anebo rostlina —
bylozravec (obvykle jim je herbivorni hmyz).

Vztah rostlina — hmyz je vhodnym modelem, kde se
da funkce sekundarnich metabolit velmi dobfe a bezpro-
sttedné studovat™*. Koevoluce rostlin a hmyzu vytvofila
totiz velmi rozsahlou a slozitou skalu specifickych chemic-
kych interakci. Je ziejmé, Ze herbivorni hmyz reaguje na
velky pocet chemickych slozek rostlin, které pak mohou
indukovat rtizné zmény v chovani, jiné zase v ristu, vyvoji
a rozmnozovani. Je to velkd rozmanitost biologickych
ucinki, ale jeSte veétsi je rozmanitost chemickych struktur,
které tyto ucinky zpusobuji. Z hlediska ucinki je Ize délit
do n&kolika skupin® (Tab. I).

Tabulka I
Bioaktivni rostlinné latky plisobici na vztahy mezi rostli-
nami a hmyzem

A. Regulatory chovani — semiochemikalie (s i¢inkem
informa¢nim)

1. Kairomony — atraktanty, arestanty, stimulanty

2. Alomony — repelenty, deterenty, antinutrienty

3. Rostlinné slozky a prekurzory feromont

B. Regulatory ristu a vyvoje (s ucinkem fyziologickym /
farmakologickym)

1. Juvenoidy — rostlinné analogy juvenilniho hormonu

2. Fytoekdysteroidy — rostlinné analogy metamorfozniho

hormonu

Chemosterilanty a antihormonalni latky

4. Pfirodni insekticidy a rostlinné toxiny
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Z hlediska chemické struktury se v interakci mezi
rostlinami a hmyzem uplatituji téméf vSechny typy nizko-
molekularnich ptirodnich latek: alifatické latky, terpenoi-
dy, steroidy, alkaloidy, fenoly, peptidy, i mnohé jejich
derivaty, nejdastdji estery, glykosidy nebo saponiny~>.
Tyto derivaty nebo jiné konjugity se stavaji aktivnimi
Casto az po uvolnéni aktivni slozky. Tak velka komplex-
nost struktur a vztahi umoznuje uplatnéni celé Sife analy-
tickych postupti, izolacnich technik, strukturné analytic-
kych metod, chemickych transformaci a syntéz analogl
pro uréeni strukturné-aktivitnich vztahli, pro objasnéni
problémil synergismu a pro odliSeni vlastnich nativnich
aktivnich latek od jejich artefakti.

2. Rostlinné fenoly, polyfenoly
a fenylpropanoidy

Opravnéné se predpoklada, ze uspéch vyvojové adap-
tace rostlin na sousi vdéci jejich schopnosti tvofit riiznoro-
dé fenolické latky, zejména oligo- a polymerni, rovnéz
i kombinované s latkami jiného biogenetického puvodu.
Pravé rostlinné fenoly poslouzily rostlinam jako jejich
stavebni, strukturni slozky, a to od bunécnych stén az po
jednotlivé jejich organy. Staly se nepostradatelné téz jako
obranné latky (chranici pted chladem, skadci, infekcemi,
mechanickym poskozenim a jinym stresem®), signalni
latky (lakajici opylovae a odpuzujici $kidce® ), vonné,
chut'ové a barevné latky kvétt a ploda (podnétné pro vznik

Tabulka II

Nejbézngjsi typy fenolickych latek v rostlinach sefazené podle poctu uhlikd. Modifikovano podle

Referaty

symbidzy sjinymi organismy’), stavebni latky dieva
a kiry rostlin (pro zajisténi vzristu, trvanlivosti a zaroven
i ochrany pied skiidci, slune&nym zafenim & vysusenim ).
Tyto a dalsi zde neuvadéné funkce rostlinnych fenol za-
jistuji trvalé prezivani vSech typt cévnatych rostlin.
I kvantitativni pohled na rostlinné fenoly je impozantni.
Soudi se, ze asi 40 % veskerého organicky vazaného uhli-
ku, cirkulujiciho v biosfére, tvofi fenolické struktury, a to
jak v zivych rostlinnych organismech, tak v jejich odumie-
lych, rozkladajicich se ¢astech, vytvarejicich Zivotodarnou
pudu pro mnohé mikroorganismy i pro svoji vlastni repro-
dukei”.

Rostlinné fenoly jsou obecné charakterizovany jako
aromatické sekundarni metabolity, které maji (nebo pu-
vodné mély) jeden nebo vice hydroxyld vazanych piimo
na aromatickou (fenylovou) ¢ast molekuly, tudiz hydroxy-
It s charakteristickymi ,,kyselymi* vlastnostmi. Tato jejich
vlastnost byla, a dosud je, vyuzivana pro jejich detekci,
izolaci i chemickou transformaci. Je také zdrojem chemic-
ké reaktivity a cCasto i biologickych aktivit rostlinnych
fenolt. Polyhydroxylované fenoly (nyni uz bézn¢, ovsem
ne zcela piesné nazyvané polyfenoly), zvlasté ty
s hydroxyly v orto- ¢i para- usporadani, jsou navic zdro-
jem cCetnych oxidoredukénich reakci a zakladem
pro tvorbu oligomerti, polymerti ¢i derivati (konjugati)
s jinymi molekulami. Pfikladem mohou byt taniny, kate-
cholaminy a lignin. Pojem polymernich fenolickych latek
neni totozny s pojmem polyfenoll, ktery se stile Castéji
objevuje nejen v biologické, ale uz i chemické odborné
literatute, ba i v nazvech nékterych specializovanych vé-

3,10

SloZeni Pocet Typy fenolickych latek Priklady

uhlikd
Cs 6 jednoduché fenoly, benzochinony katechol, hydrochinon
Ce-Cy 7 fenolické kyseliny / aldehydy kyselina salycilova
Ce-C, 8 acetofenony, benzofurany isobenzofuranon
Cs-Cs 9 fenylpropanoidy, benzopyrany (kumariny)  viz obr. 7, chromen
Ce-Cs 10 naftochinony juglon, plumbagin
C6-Cs 11 ageratochromeny (prekoceny) prekocen I, IT
(Co)a 12 dibenzofurany, dibenzochinony, bifenyly difenyleter, PCB
C6-C -Co 13 dibenzopyrany, benzofenony, xantony difenylmetan, fluoren
C6-C,-Cs 14 stilbeny, antrachinony, fenantreny resveratrol, emodin
Cs-C5-Cg 15 flavonoidy, izoflavony, chalkony, aurony kvercetin, genistein
Ce-C4-Cg 16 norlignany (difenylbutadieny) viz obr. 6, hinokiresinol
Cs-Cs-Cg 17 norlignany (conioidy) viz obr. 6, sugiresinol
(Ce-C3 ) 18 lignany, neolignany vizobr.1,5,8a9
(Ce-C5-Co)2 30 biflavonoidy amentoflavon
(C6-C5-Co)n n kondenzované taniny (flavolany) gallotaniny, ellagitaniny
(Ce-C3)n n ligniny viz obr. 7
(Ce)n n katecholmelaniny rostlinné pigmenty
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deckych konferenci nebo spole¢nosti’.

Polyfenoly jsou latky obsahujici n¢kolik fenolickych
funk¢nich skupin na jednotlivych aromatickych jadrech
molekuly (nékdy jen na jadie jediném). Nejb&Znéjsi typy
rostlinnych fenolickych latek 1ze prehledné klasifikovat
napf. podle poétu uhlikii a jejich vzajemnych vazeb' (viz
Tab. II). VSechny typy uvedené v teto modifikované tabul-
ce mohou tvofit polyfenoly nebo jejich methoxy-, methy-
lendioxy-, acyloxy- a mnoho dalSich derivatu.

VétSina rostlinnych polyfenolt je produktem fenyl-
propanové (Sikimatové) a fenylpropanoidacetatové biosyn-
tetické drahy"%. Mnohé z nich, pedeviim viak fenylpropa-
noidy, maji dulezitou roli jak z hlediska chemoekologické-
ho®”'12 “tak i farmakologického™'®'®. Proto na sebe uz
odedavna, a to az dodnes, poutaji nemalou pozornost bada-
tell.

Fenylpropanoidy velmi nazorn¢ reprezentuji Sifi
a bohatost struktur v ramci jediného strukturniho typu
sekundarnich metabolit. Z hlediska u¢inkt, jak je ¢lenén
v Tab. I, jsou fenylpropanoidy, na rozdil od vétSiny jinych,
Casto uzce a specificky se fadicich typa, Siroce zastoupené
témet ve vSech kategoriich, od nizkomolekularnich, a tudiz
tékavych atraktantl a repelentli, pfes vétSi a polarngjsi
molekuly potravnich regulatorti (deterenty a antinutrienty),
az po specifické juvenoidy a receptorové antagonisty
ekdysteroidd, antihormondlni latky, chemosterilanty
atoxiny, anebo komplexni latky interferujici s tvorbou
a svlékanim hmyzi kutikuly.

Fenylpropanoidy vznikaji jen malym poétem nékolika
zakladnich biogenetickych drah, vedoucich k omezenému
potu kli¢ovych meziproduktt. Sikimatova dréha produku-
je nejvatdi polet jejich zakladnich strukturnich typa'®.

Typy (A-C)

odvozené od zptisobu spojeni fenylpropanovych jednotek:

dibenzylbutanovy typ (A)

aryltetralinovy typ (B)

dibenzocyklooktanovy typ (C)
Formy (I-VIII)

odvozené od stupné oxidace (I-V) a od struktury epoxidu (VI-VIII)

butanova forma (I)

butandiolova forma (IT)

9,9’-epoxy forma (III)
—  hemiacetalova forma (IV)
butanolidova forma (V)
bis-epoxy forma (VI)

7,9" /7" ,9-epoxy forma (VII)
7,7 -epoxy forma (VIII)

Formy VI-VIII tvofi samostatné typy (D-F)

Obr. 1. Strukturni typy a formy lignant
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Z téch pak dale vznika mnoho stovek az tisict tzv. perifer-
nich derivat, obvykle jednoduchymi enzymatickymi
transformacemi. Z hlediska biogeneze je tudiz vznik fenyl-
propanoidii odvozen od kyseliny Sikimové. Zakladnim
klicovym meziproduktem biosyntézy je pak kyselina sko-
ficova nebo jeji biogenetické ekvivalenty, t.j. hydroxyderi-
vaty: kyselina p-kumarova a kavova, ¢i jejich methoxyde-
rivaty: kyselina ferulova a sinapova''>. Z téchto kli¢ovych
latek vznikaji dalsi klicové meziprodukty druhého stupné
Ctyfmi mechanismy: prodlouzenim propanového fetézce
substituci, prodlouzenim a cyklizaci, zkracenim fetézce
aredukci dvojné vazby fetézce. Tyto druhoplanové meta-
bolity se pak dale diverzifikuji specifickymi hydroxylace-
mi, metoxylacemi, dehydrogenacemi, fenoloxidacemi,
esterifikacemi, glykosylacemi, radikalovymi oligomerace-
mi apod. V piipadé jen jediné skupiny fenylpropanovych
derivatd muaze tak nartst jejich pocet i do stovek (napf.
u lignantt).

3. Lignany, norlignany, neolignany a lignin

Lignany tvofi jednu z bohaté zastoupenych, biogene-
ticky pfibuznych a tudiZ i strukturn¢ vymezenych a cha-
rakteristickych skupin fenylpropanoida'®. Jejich struktura
je podminéna jejich vznikem z redukované formy zéaklad-
nich, biogeneticky klicovych meziprodukti Sikimatové

\
O

Vil
(F)
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dréhy, t.j. z alkoholii pochazejicich z kyseliny skoficové,
p-kumarové a dalich biogenetickych ekvivalenti'’. Ligna-
ny jsou striktné¢ definovany jako dimery vzniklé oxidativni
dimerizaci dvou fenylpropanovych jednotek spojenych
centralnimi uhliky jejich propanovych bocnich fetézci
v polohach C-8 a C-8" (viz struktury na Obr. 1). Propoje-
nim dalsich vazeb C-C a C-0O, za spoluucasti propanovych
¢asti molekuly v rizném oxida¢nim stupni, vznikaji vSech-
ny mozné strukturni typy a formy lignana'™'®, prehledné
zndzornéné na Obr. 1.

Jak je vidét na Obr. 1, tak dvé fenylpropanové jednot-
ky spojené bo¢nimi fetézci v polohach C-8 a C-8" mohou
formalné tvofit jen omezeny pocet strukturnich typt (A az
C). Dalsi oxidace propanovych jednotek a jejich nasledna
cyklizace muze vést ke vzniku hydroxy-, oxy- nebo oxofo-
rem u kazdého z typi A—C. Jsou to formy: I-VIIIL. Je ziej-
mé, ze formy VI-VIII mohou vznikat jenom z typu A pii-
slusnymi mono nebo bis epoxidacemi. Tyto strukturné
specifické formy (VI-VII) Ize vlastné povazovat za samo-
statné typy (D-F) (cit.'®). Dalsi strukturni variabilita
uvnitt jednotlivych typt a forem vznika pak jesté zavede-
nim jedné nebo dvou dvojnych vazeb do butanové casti
molekuly, nebo také pritomnosti rizného druhu a poctu
substituentd (nejcastéji hydroxyl, methoxyll, methylendi-
oxyskupin a glykosyli a jejich kombinaci) na aromatické,
v nékterych pripadech i alifatické ¢asti molekuly.

Naslednymi transformacemi lignanti se pak rozsifuje
jejich strukturni variabilita o dalsi pfibuzné struktury, ja-
kymi jsou norlignany'® nebo conioidy®’. Viechna jina spo-
jeni dvou fenylpropanovych jednotek pak tvoii pfibuzné
struktury nazyvané neolignany. Biosyntéza, kterd kombi-
nuje fenylpropanoidy s latkami jiného biogenetického
plvodu (napf. s terpenoidy), poskytuje takzvané hybridni
lignany (nebo lignoidy) (cit.'?). Cela lignanova rodina
latek presahuje uz tisicovku jedincl a neustale jsou publi-
kovany dalsi nové latky tohoto typu.

Stereostruktura lignanii

Spojeni dvou fenylpropanovych jednotek u lignant
typtt A—C (z Obr. 1) mize poskytnout Ctyfi stereochemic-
ké varianty (Obr. 2).

Pro lepsi nazornost jsou jednotlivé dvojice konfigura-
ci (R) a (S) uvedeny také v obvyklych relativnich pozicich,
t.j. o (smérujici pod rovinu) a B (nad rovinu nakresu). Ve
skute¢nosti se pfirodni lignany vyskytuji ve vSech varian-
tach, oviem ve velmi rozdilném pocetnim zastoupeni®'.
Méné po&etnou je varianta cis (oH', aH?), vyznacujici se
kladnou molarni optickou rotaci*' a témé&f vyjimeénou je
druha varianta cis (BH', pH?)'®. Nejpo&etn&ji jsou ptirodni

Ar: Ar: Ar

Ar Ar Ar
2 2
o) H H

CH,OH cis:

CH,0H
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OCH,

OCH,

(+)-steganolide A (-)-steganolide C

Obr. 3. Stérické uspoiadani steganolidii (lignanu typu C)

lignany zastoupeny ve varianté trans (aH', BH?), vyznacuji-
ci se zapornou optickou rotaci’*%. Druha frans (BH', aH?)
varianta, vesmes s kladnou rotaci, byla nalezena jenom v
malém poctu zastoupeni'®. Maly nebo vyjime&ny podet
zastoupeni né&kterych variant by mohl naznacovat, Ze se
jedna o artefakty vzniklé pii neSetrné izolaci nebo jiné
manipulaci. Pozdgji vSak byla stereochemicka diverzita
lignanti objasnéna tim, ze mechanismus biosyntézy se
rizni v zavislosti na organové specifité, resp. specifité
enzyml (isozymu), podilejicich se na stereochemickém
fizeni vzniku lignani v jednotlivych organech rostliny®.
Arylteralinovy typ B (Obr. 1) ma navic jesté jedno cent-
rum chirality na uhliku C-7" vzniklé spojenim fenolické
Casti jedné jednotky s alifatickou Casti té druhé. Obé moz-
né konfigurace byvaji v pfirodnich lignanech tohoto typu
hojné zastoupené™”.

U dibenzocyklooktanového typu C (z Obr. 1) ptiby-
vaji jesté dalsi dvé varianty stereostruktury (Obr. 3).

Existence a stabilita této chirality neni vyvolana je-
nom pritomnosti velkych substituentl ve vzajemné bliz-
kych polohach (viz steganolide A), ale je vynucena pomér-
né rigidni konformaci pfipojeného osmiclenného kruhu, na
kterém je vazan péticlenny lakton v pevné obalkové kon-
formaci'®. Laktonem vynucena konformace anelovanych
kruhli se projevuje dokonce az u deseti¢lennych kruhi
seskviterpenickych laktonti™. Stereochemie lignanii je
velmi dobfe probadana na vétsiné moznych stereoisomert,
ziskanych cilenou chemickou transformaci nebo stereose-
lektivni syntézou'®.

Sterické uspofadani u typtt D-F (na Obr. 1) je formal-
né jiné, ale principialné navzdjem si podobné. Je patrné
fizené stejnymi mechanismy”’. Rozhodujicim prvkem,
ktery ovliviiuje vznik jen uritych stereospecifickych fo-
rem, je usmérnéni biosyntézy fidicim proteinem® (Obr. 4).

Tento nazor vznikl pravé proto, aby bylo mozné vy-

cis. aH'(S), aH2(R) (+)
BH' (R), BH(S) (?)

trans: aH'(S), BHZ(S) (-)
trans: BH'(R), aH?(R) (+)

Obr. 2. Konfigurace stérického uspoiadani vazeb uhlika C-8 a C-8" u lignanii typu A—C
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HO (+)-pinoresinol
OCH,4
OCH,
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+
W
HO (£)-pi inol
+)-pinoresino
OCH, P

(£)-dehydrodikoniferyl alkohol + dal$i neolignany

Obr. 4. Ridicim proteinem usmérnéna biosyntéza lignani

“OCLL o
X

Obr. 5. Vybér nékterych charakteristickych typi neolignani

svétlit situaci, ze oxidaci vzniklé radikaly produkuji jen
omezené stereoformy a nikoliv vSechny mozné formy.
Spoluucast doplitkového fidiciho proteinu umoZznila nejen
vysvétlit tento jev, ale ho i experimentalné potvrdit®. Du-
kaz byl proveden tim, Ze za iCasti takového proteinu vzni-
kl oxidativné vyvolanou radikalovou dimerizaci jenom
(+)-pinoresinol (jeden z enantiomert lignanu typu D),
kdeZto bez ucasti fidiciho proteinu vznikl racemicky pino-
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resinol a vedle néj i racemicky dehydrodikoniferylalkohol
a dal3i neolignany. Ridici protein je tedy odpovédny nejen
za stereostrukturu, ale i za samotny vznik lignanti. Jiné nez
lignanové spojeni muze byt totiz disledkem pravé jen
nefizenych vazeb, jako napf. u neolignanti nebo ligninu.
Zatim neni znamo, jak fidici protein vaze a orientuje sub-
strat. Jeho soucinnost vSak vysvétluje, pro¢ vznikd jen
omezené mnozstvi stereospecifickych forem lignant.
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Neolignany

Vsechny jiné nez z definice lignand vyplyvajici spoje-
ni fenylpropanovych jednotek davaji moznost vzniku di-
merti nejrozliéngjsiho typu®* (Obr. 5). Je to napi. primé
spojeni fenyld, nebo jejich spojeni skrz jednu resp. dvé
etherové vazby, nebo kombinace pfimé a etherové vazby,
nebo vazba fenylu z jedné a bocniho fetézce z druhé jed-
notky (a to ve vSech moznych polohovych kombinacich),
nebo spojeni bocnich fetézclh v polohach jinych nez je
vyhradné pro lignany definovana vazba C-§8 a C-8. Tato
spojeni fenylpropanovych jednotek vyrazné rozsifuji struk-
turni variabilitu bis-fenylpropanoidli, a na rozdil od jiz
diive definovanych lignanti, byly nazvany neolignany”’.

Referaty

V kombinaci s redukci vazeb a cyklizaci mohou vznikat
jesté varianty, jejichZ plvodni fenylpropanové jednotky
1ze odhalit jen pozornym rozborem struktury (viz posledni
dva ptiklady na Obr. 5). Z toho vyplyva, ze neolignanti by
mohlo byt v pfirodnim materialu mnohem vic nez lignanti.
Zatim tomu tak neni. Muze to byt tim, Ze neregulovanych
biosyntetickych drah je mén¢ nez téch regulovanych. Mu-
ze to byt také jen uréitym zpozdénim ve vyzkumu neolig-
nand, jejichz rutinni strukturni analyzu umoznily az doko-
nalejsi strukturné analytické metody poslednich dvou de-
kad. Jejich biologické ucinky oproti uc¢inkiim lignani jsou
zatim také méné probadané .

HO OH HO OH HO OH
J_
HO 0]
/ OH OH

hinokiresinol
HO |I|ii OH
BA®
HO OH
yateresinol

agatharesinol

sugiresinol

HO
e
OH

1,4-p-difenylbutadien

Obr. 6. Nejznaméjsi norlignany (conioidy) odvozené od kyseliny plikatinové

Zékladni fenylpropanov¢ jednotky ligninu:

p-kumaroylalkohol (I)
konyferylalkohol (II)
sinapylalkohol (III)

Charakter vazeb fenylpropanovych jednotek tvoricich zakladni
skelet ligninu:

1. propan - propan (lignanovy typ)

2. fenyl - fenyl (neolignanovy typ)
3. propan - fenyl (neolignanovy typ)

Obr. 7. Slozky a vazby lignint
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Norlignany

Norlignany jsou sice svoji strukturou formaln€ vice
podobné neolignanim, biogeneticky jsou ovSem piibuz-
né lignanim'®. Jsou to vlastné jejich derivaty s niz§im
poc¢tem uhlikl a s riznym poctem dalSich, nékdy i konju-
govanych dvojnych vazeb (Obr. 6). Biosyntéza norlignant
zatim neni zcela objasnéna®. Tyto latky viak vznikaji
v procesu utvafeni jadrové Casti dfevin a také se generuji
pii vadnuti, zasychani & poskozovani jejich bélové &asti*’.
Mechanismus jejich vzniku pfedpokladd dodate¢né nebo
paralelné probihajici dekarboxylace a pfesmyky v procesu
tvorby nebo degradace lignana™.

Lignin

Mimo dimerizace fenylpropanovych jednotek mohou
ovSem probihat i jejich oligomerace spolu s dal§imi pfidru-
zenymi reakcemi’'. U takto vzniklych spojeni se uplatiiuji
jak vazby lignanového, tak i neolignanového typu. Tii
nejbéznéjsi fenylpropanové jednotky jsou uvedeny na
Obr. 7. Kazda =z pfipojenych jednotek poskytuje pak
funk¢ni mista pro dal$i mozna spojeni nebo derivatizaci.
Tak vznika rizné velké sesitovani, jak co do poctu vaza-
nych jednotek, tak i co do poctu (hustoty) vazeb’>. Takto
vzniklé makromolekuly pak tvori ligniny. Nekteré volné
funkéni skupiny téchto siti mohou byt glykosylovany nebo
vazény na celulosu za vzniku lignocelulosovych kom-
plexd. Ty jsou pak zakladnim stavebnim prvkem dievitych
rostlin a umoziuji stromim jejich mohutny vzrdst, pev-
nost, tvar a jiné charakteristické vlastnosti. Lignoceluloso-
vy komplex je zakladni surovinou pro celuloso-papirensky

CH;0

OCH;

yatein

CH30

CH;0

CH30 HO

O-Glu

trachelosid

Obr. 8. Znamé biologicKky aktivni lignany

podophyllotoxin

thujaplikatiny (R, R"=H/OH)
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primysl, ktery byl dlouhodobé vyzkumnou zakladnou
ahnaci silou pfi studiu nejenom technologického, ale
i chemického, biochemického a biologického vyzkumu
ligninu, lignanti a fenylpropanoidti v§eho druhu.

3.1. Znamé biologicky aktivni
a klinicky vyuzivané lignany

Lignany ptitahovaly pozornost badateli jiz odedavna.
Jednak proto, ze jsou hodné rozsifené v rostlinné fisi,
a také proto, Ze se vyznacuji Sirokou Skalou biologickych
ucinka™. Zde nelze celou tu §ifi zachytit, pouze ilustrovat
uréitym vybérem.

Obecné, biologicka funkce lignanti zatim jest¢ nebyla
plné identifikovana. Existuji ovSem dukazy, Ze lignany
hraji nezanedbatelnou roli v chemickych interakcich mezi
rostlinami a houbami, rostlinami navzajem a rostlinami
a hmyzem'®, a to bud’ pfimo nebo zprostiedkovang, for-
mou synergismu s jingmi G&innymi rostlinnymi latkami®*.
To znamena, ze maji svlij vyznam v obranném systému
hostitelskych rostlin a ovliviiuji tak symbidzu organismu
na ekologické arovni®’. Prekurzory lignani jsou také mezi-
produkty nebo komponenty tvorby ligninu, tudiz mohou
hrat urcitou roli i v regulaci rlstu rostlin.

Lignany ovSem vykazuji velmi rozmanité spektrum
G&inkd i na vy3§i organismy, veetng Eloveka'®?%3%. Sire
jejich biologickych vlastnosti predpoklada také Sifi mecha-
nismi uginka®®. Tato §ife podnécovala jiz odedavna jejich
vyzkum, v soucasnosti se soustied’uje predevsim k pro-
zkoumani strukturné aktivitnich vztaht, o zmapovani mis-
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ta jejich pasobeni, no a v kone¢ném dusledku i o vyvoj
novych farmakologickych preparattli. Pfikladem mohou byt
lignany yatein a podophyllotoxin®® a jeho cilen& modifiko-
vané derivaty etoposid a teniposid'® (Obr. 8), které dospély
az kaplikaci v klinické mediciné. Tato 1éCiva pulsobi
v Sirokém spektru chemoterapie rakovinylé.

Podophyllotoxin (Obr. 8) byl identifikovan jako bio-
logicky u¢innd, ovSem gastrointestindlné toxick4 obsahova
latka davno znamé 16¢ivé rostliny Podophyllum peltatum™
(tzv. americké mandragory), kterou vyuzivali uz kolonisté
amerického zapadu proti hore¢kam a riznym parazitarnim
infekcim. Dobra povést této rostliny pretrvala az do sou-
Casné doby. Jeji hlavni G¢inné slozky (lignany) byly spolu
s dalSimi strukturnimi analogy z jinych rostlinnych zdroja
(napi. yatein z tropické dieviny Libocedrus yateensis***'
nebo jeho analogy z rostlin rodu Piper*', eledi peptovi-
tych, Piperaceae) testovany v riznych modelech vyhleda-
vacich testli. Mnohé pak postoupily i do vysSich speciali-
zovanych ptedklinickych a klinickych testl. Nékteré byly
po vhodné provedenych chemickych modifikacich (jako
etoposid a teniposid), s vyssi G€innosti, nizsi toxicitou a
hlavné patentovatelnou piipravou, registrovany firmou
Sandoz jako lé¢iva'.

Dalsim ptikladem biologické ucinnosti lignant je
jejich antivirova aktivita®’. Napt. lignanovy glukosid tra-
chelosid (Obr. 8), ptivodné izolovany z rostlin rodu 7Tra-
chelospermum®, byl spolu s dalimi analogy syntetizovan
a testovan. V testech byla prokézana ucinnost série téchto
latek proti HIV-1 viru (cit.**). Trachelosid a jeho dalsi
blizké analogy (trachelogenin, carthamosid a carthamoge-
nin) byly ziskany také ze zndmé 1é¢ivé rostliny sibifského
puvodu, péstované a analyzované i u nas z parchy safloro-
vé, Leuzea carthamoides'*. Tato rostlina je zdrojem
i dalsich cennych a biologicky ucinnych latek terpenické-
ho, flavonoidniho, serotonin-fenylpropanoidniho* a stero-
idniho (pfedeviim ekdysteroidniho*®) typu, poskytujicich
regeneraéni, tonizujici a anabolické u¢inky*’.

Zajimavym piikladem biologicky ucinnych lignant
jsou thujaplikatiny (Obr. 8) a jejich derivaty®™ z dekora-
tivni a stavbarsky vyznamné dieviny Thuja plicata (zerav
fasnaty — western red cedar). Stavby z trami této velmi
trvanlivé dfeviny jsou diky lignaniim, ale také ptibuznym
troplonam*®, biochemicky napadné odolné vici dfevokaz-
nym houbam®*. Tiisky, hobliny &i piliny této dieviny se
ve venkovskych hospodaiskych stavenich pouzivaly
v minulosti jako pfirodni insekticidy®*. Bohuzel, jejich
vedlejsim G&inkem (vinou ptitomné kyseliny plikatové® —
strukturné pribuzné podophyllotoxinu) byly pak astmatic-
ké alergie lidi, vystavenych dlouhodobému vlivu téchto
prosttedkd®.  Podobné latky byly identifikovany
iv pfibuzné dfevin¢ vychodniho pivodu Cryptomeria
Japonica (japonsky cedr — Sugi) a Chamaecyparis obtusa
(japonsky cypiis — Hinoki)*. Stovky let staré chramy po-
stavené z té€chto dfevin stale odolavaji houbam i termittim.
Extrakty zhinoki slouzi také jako surovina pro mnohé
japonské medicindlni, kosmetické a vonavkaiské prepara-
ty. Majoritni lignany téchto rostlin, predevsim vsak hinoki-
nin (Obr. 8) a jeho derivaty, vykazuji nadprimérnou hmy-
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zi potravng regulaéni aktivitu'®** a vyznamné imunomodu-

laéni uginky™’, které jsou predmétem zajmu farmakologi
i v soucasnosti.

Mimo thujaplikatiny (Obr. 8) a jim pfibuzné lignany
byly ve vySe jmenovanych dfevinach identifikovany
ilignanové derivaty sniz§im poctem uhlikli (norlignany,
Obr. 6), navic mnohdy obsahujici i konjugované dvojné
vazby. Proto se n€které z nich vyznacuji nestalosti, vyply-
vajici z mozné oxidace na chinony, chinonmethidy a radi-
kaly, schopné tvorby néslednych produkti, mnohdy pestie
barevnych (od Zluté ptres oranzovou az k Cervené). Tyto
latky davaji svym dfevindm patficim do fadu Coniferopsi-
da (odsud byl odvozen také jejich pivodni a chemotaxo-
nomicky zdiivodnitelny nazev conioidy®”) jejich neob-
vyklou barvu a odolnost™. Biogeneticka souvislost norlig-
nant s thujaplikatiny je ndpadné patrnd a lze ji tudiz pted-
pokladat, ba i mechanisticky vysvétlit spoluptisobenim
dekarboxylaci a pfesmykti na prib&h dimerizace fenylpro-
panovych prekurzora®.

3.2. Fytoestrogeny lignanového typu
a enterolignany rostlinného pivodu

Fenolicka slozka struktury je charakteristickym zna-
kem estrogennich hormont a jejich bioanalogli, po¢inaje
tim nejucinnéjSim estradiolem, jehoz plvodné steroidni
skelet je transformovan v kruhu A na fenol. Mnohé dalsi
rostlinné polyfenoly maji také slabou estrogenni nebo an-
tiestrogenni  U€innost  sv&€d€ici o jisté interakci
s estrogennimi receptory®>. Tyto latky jsou si pribuzné
nejen zhlediska své funkce, ale do znatné miry
i z hlediska své struktury. K nejznaméjSim patii latky od-
vozené od isoflavonoidil (genistein), kumarinti (kumestrol)
a stilbenoidi (resveratrol)™. Latek s aginky agonistil &i
antagonistd estrogenu na zminéném receptoru je vSak
mnohem vic*. Patii mezi n& i lignany dibenzylbutanového
typu (Obr. 1, typ A, predevs§sim ve formach II a V). Vse
zaCalo podivnym nalezem lignanu enterolaktonu v télnich
tekutinach t&hotnych Zen™ a pokragovalo identifikaci jeho
analog enterolignant’®’, objasnénim jejich funkce, bioge-
neze i metabolismu™**®. Biologické ¢inky a ptivod t&chto
latek jsou dosud predmétem zajmu, predevsim z hlediska
potravinatského®?, farmakologického®”*®, &i analytické-
h 055,59.

Lignany s fytoestrogennimi u¢inky jsou bohat¢ za-
stoupeny v b&ézné rostlinné potrave: soji, ryzi, obilninach,
vlakninach, ofiScich, ovoci®®, v mensi mife oviem také
v napojich, nutriéné a gastronomicky tak vyznamnych,
jakym je bilé a Eervené vino®™. Lidstvo vyuZiva tyto zdroje
v celé své historii, ovSem sruznou intenzitou. Neékteré
zdroje jsou nepostradatelné a tudiz trvalé, nékteré se ve
vlnach vytraceji a vraceji, ovlivilované bud’ ekonomickou
nutnosti nebo medialni/reklamni popularizaci. Piikladem
miiZe byt sekoisolariciresinol diglukosid ze Inénych semen
(s obsahem 0,9-3 %, podle kultivaru)®'. Tato semena, jako
vedlejsi produkt Inu, byla v minulosti béZnou potravou
a krmivem, stejné¢ jako Inény olej, ktery byl ovSem pru-
myslovou revoluci degradovadn jen na vyrobu fermezi,
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CH0

enterodiol
diglukosid sekoisolariciresinolu

CH;0

enterolakton

matairesinol

Obr. 9. Enterolignany a jejich prekurzory, fytoestrogeny
lignanového pivodu

linolea a margarinii. Pfestoze svétova produkce Inénych
semen je stale asi 2,5 miliont tun ro¢né (Ctvrtina z toho v
Kanadg¢), nutri¢ni vyuziti Inénych produkt vazlo. AZ nyni
se tyto produkty vraceji do povédomi lidi, hodné populari-
zované jako téméf vSelécici nutraceutika, aniz by byly
jejich deklarované farmakologické a medicinalni Géinky
uspokojivé objasnény. Znamé je jen to, Ze matairesinol
a sekoisolariciresinol (a i nckteré jiné lignany stejného
strukturniho typu) jsou prekurzory dvou prokazanych xeno
-estrogent: enterodiolu a enterolaktonu (Obr. 9).

Tyto dvé latky byly ptivodné objeveny v moci, matef-
ském mléku i krevnim séru Zen (pozdg&ji i samic dalsich
primatd) v obdobi téhotenstvi, laktace, nebo riznych hor-
monalnich zmén ¢&i poruch™. Jelikoz lignany s hydroxyly
vyluéné jen v meta- poloze nebyly z rostlinnych zdroji
znamy, dlouho se pfedpokladalo, Ze jde o latky endogenni.
Az pozdgji se prokazalo, ze tyto latky vznikaji
z exogennich zdrojii, z ur€itych vhodnych rostlinnych lig-
nant, a to v zazivacim traktu ptisobenim stievnich bakte-
rii**. Zjistilo se, Ze prochazeji stejné jako Zlutové kyse-
liny nebo steroidni hormony enterohepatalnim ob&hem
(coz je resorpce latek do portalniho krevniho ob&hu zachy-
cenych jatry a opét vyloucenych na piislusnych mistech
svého plsobeni). Odtud je odvozen i jejich nazev. Jejich
ucinky jsou hlavné estrogenni a kancerostatické (napf.
u karcinomu prsu a stiev)>”. Vliv jejich nadmérmého
davkovani ovSem nebyl jesté dostatecné prozkouman a
objasnén®®*2.
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4. Zavér

Lignany jsou bezesporu reprezentativni a vyznam-
nou skupinou biologicky t¢innych sekundarnich metaboli-
t polyfenolického typu a zaroven fenylpropanového pu-
vodu. Jejich bohata strukturni variabilita a riznoroda bio-
logicka ucinnost jiz odedavna poutd nemalou pozornost
fytochemiki a periodicky, v urCitych etapach, také botani-
ku, farmakologi, chemickych ekologi a nyni i odborniki
pro kvalitni a bezpecnou vyzivu. V souCasnosti roste za-
jem o informace kolem bioaktivnich polyfenolii i u vefej-
nosti, ktera hodla poucené vyuzivat fytofarmaka, ¢i nutra-
ceutika, t. j. biologicky aktivni potravni dopliiky, schopné
preventivné chranit zdravi pfed ptibyvajicimi chronickymi
chorobami a zdravotnimi problémy z nadmérného Zivotni-
ho a vykonnostniho stresu. Soucasna vlna zajmu je sice
orientovana pravé na zminénd hlediska a na vyuZiti téchto
latek pro lepsi kvalitu vyzivy, nicméné jiz vic nez dvé
dekéady také na studium a vyuziti v oblasti chemické eko-
logie a ochrany rostlin vici skodlivym organismim a ne-
ptiznivym ekologickym vliviim. Proto byl vybér informaci
z literatury i1 z vlastni experimentalni prace soustfedén
pfedevs§im na tato hlediska. Jenom z ¢ésti se dotykd vin
zajmu nyni méné atraktivnich, i kdyz svého ¢asu také vy-
znamnych, jaké iniciovala farmakognozie ¢i chemotaxono-
mie rostlin. Lignany, spolu s dal§imi sekundarnimi meta-
bolity, poslouzily totiz jako vyznamné chemické znaky pro
botanickou klasifikaci v dobach, kdy proteomika a geno-
mika nebyly jesté dostatecné rozvinuté a dostupné pro tyto
ucely.

Tato prdce vznikla jako soucdst vyzkumného zaméru
740550506 a byla podkladem k prednasce v ramci post-
graduadlniho kurzu o chemii a biochemii prirodnich latek
v eyklu Organicka chemie na UOCHB AVCR.
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1. Uvod

Biologicka membrana umoziuje organizmom udrZia-
vat’ homeostazu prostrednictvom selektivnej kontroly po-
hybu molekul, ktoré mézu do buniek alebo bunkovych
organel vstupit’, a ktoré ich m6zu opustit. Za tento feno-
mén je zodpovedny cely rad Specifickych transportnych
mechanizmov zabezpeCujucich vstup vitalne doélezitych
molekul resp. vylucovanie splodin metabolizmu do von-
kajsicho prostredia.

Napriek existencii vel’kého mnozstva vedeckej litera-
tiry o transporte latok cez biologické membréany, o Struk-
turalnych rysoch transportérov a kanalov lokalizovanych
v membranach buniek a bunkovych organel, existuje rela-
tivne malo experimentalnych tdajov o transporte latok cez
membrany u archaea. Archaea sa povazujl za vel'mi skoré
formy zivota, ktoré sa vyvinuli v extrémnych podmien-
kach. Je potrebné zdoraznit', Ze archaea vykazuju cely rad
unikatnych charakteristickych funkénych a Struktarnych
znakov. Jednym z najmarkantnejSich takychto znakov je
lipidické zloZenie archaealnej membrany, ktora obsahuje
viacero komponentov nemajucich obdoby u baktérii
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a eukaryotov. NavySe unikétne lipidické komponenty vy-
tvaraju $pecificka architektaru archaca membran'. Této je
v mnohych pripadoch zloZend z monovrstvy, popripade
kombindcie monovrstvy s dvojvrstvou lipidickych molekul
vytvarajic vyznamne zmenenu (v porovnani s prokary-
ontami a eukaryontami) matrix pre rézne membranovo
viazané transportné proteiny.

Existencia membrany sinou Struktirou u archaea
predznamenava, ze aj transportné systémy, ktoré sa
v takejto membrane nachadzaju, by mohli vykazovat’ uni-
katne vlastnosti. Stidium transportnych systémov
u archaea mdze na jednej strane poskytnat’ cely rad no-
vych vyznamnych zakladnych poznatkov dotykajucich sa
transportnych mechanizmov vo vSeobecnosti, a zaroven
moze prispiet’ k pochopeniu molekulovych mechanizmov
stratégie roznych druhov transportu a niektorych aspektov
reguldcie tychto procesov. Evolu¢né hladisko pri Stadiu
vlastnosti membran u archaea asnimi spojenych trans-
portnych mechanizmov vytvara vyznamny princip zamera-
ny na pochopenie divergencie transportnych funkcii
v priebehu evolucie. Na druhej strane nam vysledky stadia
takychto systémov pontikaju velka Skalu moznosti vyuZi-
tia tychto poznatkov v biotechnologiach a nanotechnolo-
giach, pretoze mnohé mikroorganizmy patriace medzi
archaea maju vytvorené unikatne Struktary, ktoré im ude-
Pujt schopnost’ rast’ za mimoriadne extrémnych podmie-
nok ako su teploty (80—113 °C), pri obrovskych koncen-
traciach soli (extrémne halofily az pri 5M koncentricii
NaCl), extrémnych pH blizke 0 a v alkalickej oblasti pH
blizke 13, ako aj pri extrémnej anaerobidze. Stcasnd zna-
lost’ sekvencie celych gendmov viacerych archaea patria-
cich do réznych podskupin vyznamne podporuji tieto
studia a bezpochyby prispeje k d’alSiemu rozsireniu nasich
poznatkov v tomto smere. NavySe, je zrejmé, Ze poznava-
nie transportnych mechanizmov archaea poskytuje okrem
vysledkov zaujimavych z hladiska zdkladného vyskumu
vyznamny komercny potencial, ktory sa urcite v kratkej
budicnosti bude moct’ zuZzitkovat'.

2. Transportné systémy archaea

Viac ako 60 % membran prokaryotickych organiz-
mov tvoria membranové transportné proteiny”. V zavislos-
ti na architektire molekul a pohanajicej sile transportu
boli transportné systémy archaea a baktérii klasifikované
do 5 tried:

1. kanaly (obr. 1a) — jednoduchy kanalovy protein umoz-
Hujaci pasivnu diftziu latok z jednej strany cytoplaz-
matickej membrany na druhtl stranu bez stereoSpecific-
kého prenasaca alebo vyuzitia energie™,

sekundarne transportéry, ktoré pomocou elektro-
chemického gradientu protéonov alebo sodikovych
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Obr. 1. Modely znazoriujuce triedy transportérov; (a) kanal, (b) sekundarny transportér, (c) transportér TRAP, (d) typ ABC transpor-
téra, (e) fosfotransferdzovy systém. BP (protein navizujiici prendSany substrat); plné krazky (transportovana latka, alebo substrat)**

i6nov pohdnaju transport substratu cez membranu
(obr. 1b)**,
3. transportéry TRAP (Tripartite ATP-independent Perip-
lasmatic Transporter), ktoré sa skladaji z periplazmo-
vého vizbového proteinu a membranového transloka-
tora. Tieto systémy vyuZzivaji protonmotivnu a sodik-
motivnu silu ako hybnu silu transportu latok™*
(obr. 1c).
primérne transportéry, ktoré vyuzivaju chemicku ener-
giu ATP alebo inych zlic¢enin na prenos substratu. St
to ion-transdukujuce respiracné retazce, bakterioro-
dopsin a ABC transportéry (ATP binding cassette)*™
(obr. 1d).
fosfoenolpyruvat (PEP) — zavisly fosfotransferazovy
systtm (PTS), ktory spaja transport cukrov
s fosforylaciou” (obr. le).

Vo vSeobecnosti sa u archaea vyskytuji vSetky triedy
transportérov, s vynimkou systému PTS. V Ziadnom
z archedlnych genémov doposial’ tento systém nebol iden-
tifikovany. Predpoklada sa, Ze systém PTS je vyhradeny
mezofilnym baktéridm, ¢o by mohlo naznacovat, Ze sa
vyvinul relativne neskor’.

3. Ionové kanaly

I6nové kanaly boli objavené v membranach vSetkych
troch domén Zivota — baktérii, archaea a eukaryota®. Kana-
ly zvycajne katalyzuji diftiziu anorganickych idnov
v smere ich chemického iénového gradientu medzi vonkaj-
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Sim prostredim a bunkovou cytoplazmou, alebo
v eukaryotickych bunkach aj transport idonov medzi vni-
tornymi kompartmentmi bunky bez z4vislosti na bunkovej
energii'”. Na zaklade ich $pecifickosti vo&i ibnom mézu
byt rozdelené na Ca®* kandly, K~ kanaly, Na" kanaly,
apod. Vsetky zname i6nové kanaly st zaclenené do jednot-
livych proteinovych rodin, ktoré sa od seba navzajom odli-
Suju  predovSetkym réznym mechanizmom otvarania
a zatvarania kandla.

O archealnych transmembranovych kanaloch dosial
existuje ovela menej poznatkov v porovnani s baktériami
a eukaryota. Zaujimavy je fakt, ze funkéno-fylogeneticky
klasifikacny systém transmembranovych latkovych trans-
portérov vytvoreny na zaklade mechanizmu transportu
a energetickych poziadaviek, Struktiry, funkcie, substrato-
vej Specifity a polarity transportu, z celkového mnozstva
priblizne 157 rodin transportnych kandlov identifikova-
nych v prirode®” u archaea sa popisuje zatial’ iba 6 rodin
(rodina VIC (voltage-gated channel) — napat'ovo-zavislych
ionovych kanalov; rodina MIP (major intrinsic protein) —
aquaporinov  resp. aquaglyceroporinov; rodina CIC
(chloride channel) — chloridovych kanalov; rodina Msc —
mechanosenzitivnych kanalovych proteinov, rodina MIT
(metal ion '[ransporter)7’9 arodina Hsp-70 (kationovy kanal
formujici heat-shock protein)’. Je potrebné zdoraznit, Ze
velké cCasti sekvenovanych genémov archaedlnych druhov
koduja proteiny neznamej funkcie, takze takmer s istotou
moZeme predpokladat’ existenciu vysSieho poctu archaedl-
nych iénovych kanalov.
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3.1.VIC rodina napédtovo-zavislych

kandlovych proteinov

Proteiny rodiny VIC st selektivne i6nové kanaly (K,
Na®, Ca2+), ktoré umoziuju tok idnov v zavislosti na zme-
ne elektrického napitia membrany bunky'’. Iba donedavna
boli napitovo-zavislé K*, Na', Ca®" kanaly povazované
ako unikatne nastroje eukaryotickych buniek, prisposobe-
né na tvorbu a Sirenie Specializovaného elektrického signa-
lu v neurénoch''. Neskér boli tieto kanaly objavené aj
u baktérii a archaea, kde sa zucastiuju regulacie koncen-
tracie i6nov v cytosole, regulacie cytosolického pH, regu-
lacie bunkového obsahu'?. Ako tieto kanaly zachytavaju
zmeny elektrického potencidlu membrany a premiefiaji ho
na mechanickd pracu kandla, bolo niekol’ko desatroci za-
hadou. Az pri $tadiu termofilného archedlneho druhu
Aeropyrum pernix sa podarilo po niekol’koro¢nom sili
Jianga Y. a spol. krystalizovat’ napitovo-zavisly K" kanél
KvVAP, a odhalit’ neo¢akavany a prekvapujiuco jednoduchy
mechanizmus napédtového senzora a principu otvarania
a zatvarania kanala VIC (cit."). Zaujimavé je, Ze hoci
archaea maju prokaryoticku §truktiru bunky podobne ako
baktérie, archealny napitovo-zavisly K kanil KvAP
Aeropyrum pernix ma velmi podobn Struktiru a funkciu
ako klasicky nervovy K* kanal Zivogichov'’. Predpoklada
sa, ze mechanizmus otvdrania kandla je rovnaky ako
u eukaryotickych Kv kanalov, pretoze bol rovnako inhibo-
vany prostrednictvom $pecifického jedu hanatoxinu HaTX
Cilskeho pavika tarantuly Grammostola spatulata, ktory je
schopny $pecificky sa viazat’ na napat'ovy senzor eukaryo-
tického napitovo-zavislého K kanala. Dalsi dokaz, Ze
KvAP je $trukturalne velmi podobny eukaryotickym K"
kanalom bol zaloZeny na konzervacii aminokyselin v pore
a molekulovom rozpoznani vézbového miesta péru cha-
rybdotoxinom CTX. Charybdotoxin je jed Skorpiona Leiu-
rus quinquestriatus hebraeus, ktory Specificky blokuje
pory eukaryotickych K™ kanélov (ako kl'a¢ do zamky)''.
Zaujimavostou na tomto kanali KvAP je to, preco je tento
kanal inhibovany HaTX, resp. CTX. Nepredpoklada sa
totiz, zeby bol nejaky evoluény tlak na tarantulu Zijicu
v suchych oblastiach Chile, alebo Skorpiona z pasti Stred-
ného Vychodu, aby rozpoznavali receptorové miesta kana-
la KvAP archaealneho druhu Aeropyrum pernix zijuceho
v blizkosti podmorskych termalnych kominov pobrezia
Japonska. Uvedené skutocnosti naznacujii velmi blizky
evoluény vztah medzi archaedlnym kandlom KvAP
a eukaryotickymi kanalmi Kv a zaroven poukazuju na
existenciu vysoko konzervovanych molekularnych Struk-
tar, ktoré tvoria zaklad idnovej selektivity a napitovo-
zavislého mechanizmu K kanalov v celej prirode.

3.2.Rodina MIP transmembrédnovych
kandlovych proteinov

Rodina MIP transportnych proteinov (aquaporiny,
aquaglyceroporiny) mé viac ako 100 zastupcov, kde vset-
ky vytvaraji transmembranové kanaly'®. Kanaly MIP maju
podobne ako proteiny rodiny VIC homotetramérick
Struktaru. Kazdéa podjednotka kanala prechadza membranu
6% v podobe o-helixov, ktoré vznikli intragénnym dupli-
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kujicim procesom z trojhelixového genetického elementu.
Dve polovice proteinov st preto opacnej orienticie
v membrane'®. Rozliduji sa dve hlavné subfamilie: vodné
kandly (aquaporiny) a glycerol-transportéry (aquaglycero-
poriny). U E.coli aquaporinovy protein AqpZ selektivne
transportuje vodu (nie glycerol), dokonca odpudzuje H;O"
iony, kym aquaglyceroporiny GIpF moézu transportovat
okrem vody aj glycerol, dihydroxyaceton, propandiol,
mocovinu a iné malé neutralne molekuly (ako napr. NHj,
C0,) vo fyziologicky délezitych procesoch'®. Fyziologické
funkcie mnohych proteinov rodiny MIP v8ak dodnes este
nie st celkom zname.

U methanoarchaea Methanobacterium marburgensis
bol identifikovany aquaporin AqpM. Zistilo sa, Ze tento
kanalovy protein je zaujimavy niektorymi odlisnost'ami od
typického aquaporinu AqpZ E.coli, ako aj aquaglyceropo-
rinu GIpF E.coli: i) AqpM protein funguje nielen ako vod-
ny kanal, ale aj ako vel'mi slaby glycerolovy transportér;
ii) Je schopny wudrzat svoju terciarnu Struktdru
v dodecylsulfate sodnom; ii7) M4 vyssiu termostabilitu nez
AQP4 cicavcov aj ako AqpZ E.coli; iv) Na zaklade sek-
ventnej analyzy zvySkov v oblasti P2—P5, ktorymi sa
v sekvencii odliSuji vodné kanaly a aquaglyceroporiny
azvySkov, ktoré wvytvaraji najuzSie miesto kandla,
u AqpM Methanobacterium marburgensis sa nedéa jedno-
znacné urcit, ¢i ide o vodny kanal, alebo o glycerolovy
transportér'”; v) V gendme M. marburgensis bola objavena
len jedna homologicka sekvencia, kym u E.coli bola potvr-
dena existencia oboch typov kandlov rodiny MIP, aquapo-
riny aj aquaglyceroporiny'>'®.

3.3.Rodina Msc mechanosenzitivnych
kandlovych proteinov

Kanaly Msc baktérii a archaea zabezpecuju dolezita
ulohu pasivneho transportu pri osmoregulécii osmotického
tlaku buniek znizovanim membranovej tenzie vznikajucej
vo vnutri lipidovej dvojvrstvy”, ktory je potrebny pre rast
a rozmnozovanie. U hib a rastlin kanaly Msc zabezpecuju
ochranu cytoplazmatickej membrany pred nadmernym
roztiahnutim a prasknutim, ktoré by mohla nastat’ za urci-
tych osmotickych pomerov vonkajSiecho prostredia.
U zivoc€ichov kanaly Msc vytvaraji molekularny zaklad
premeny mechanickych signalov, ako st dotyk, vnimanie
zvuku, teploty, polohy, rovnovahy. Zachytavanie mecha-
nickych signélov z vonkajSieho prostredia zahffia Siroku
Skalu fyziologickych procesov, pri ktorych deformacia
bunkovych membran je premenend na elektricky alebo
biochemicky signal. Nedavne objavenie kanalov Msc
u archaea nielenze pomohlo vysvetlit’ a pochopit’ evolucny
vzt'ah medzi baktériami a archaea, ale zaroven to naznaci-
lo, Ze kanaly Msc sa pravdepodobne objavili uz u prvych
foriem Zivota na Zemi'. V cytoplazmatickej membrane
E.coli boli objavené 3 typy kandlov Msc, ktoré boli na
zdklade ich konduktancie pomenované ako MscM (M ako
mini), MscS (S ako small) a MscL (L ako large)". Kanal
MscL E.coli sa stal prototypom kanalov Msc na Stadium
Struktarno-funkénych vzt'ahov tejto rodiny idnovych kana-
lov. Ako genetickd proba pomohol pri hl'adani pribuznych
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homologov v databaze DNA inych baktérii, archaea, hub
arastlin. V bunkovej membréane archaedlneho druhu Ther-
moplasma acidophilum bol charakterizovany iba jeden typ
kanala Msc (MscTA)", v bunkovych membranach inych
archaea Haloferax volcanii a Metanoccocus janaschii boli
objavené dva druhy kanadlov Msc (MscA; a MscA,, resp.
MscMJ a MscMILR)'®%. Ukazalo sa, 7e kanaly Msc ar-
chaea maju niektoré vlastnosti podobné s MscL a MscS
E.coli (aktivaciu dvojvrstvovym mechanizmom; zavislost’
od tlaku a napiétia; inhibiciu gadoliniom a aktivaciu amfi-
patinmi)'®. Zaujimavé je aj to, Ze archaealne kanaly Msc
by mohli byt najlepsie popisané ako urcité hybridy Struk-
turalnych a funkénych vlastnosti kanalov MscL, MscS
alebo MscM E.coli, ako aj niektorych eukaryotickych ka-
nalov Msc. Ked sa sledovala zavislost’ aktivity kanalov
Msc E.coli od napitia (zmenami napédtia 15mV), zistilo sa,
ze aktivita kanalov MscL a MscM nie je zavisla na napati,
ale aktivita MscS sa zvySovala s membranovou depolariza-
ciou. Okrem toho kanal MscS dosiahol konduktanciu pri-
blizne 0,97 nS pri kladnych napétiach a 0,65 nS pri zapor-
nych napitiach’'. Kanaly Msc archaea maju v tomto ohl'a-
de urcitl variabilitu, ktord by mohla byt urcitou vyhodou
pre prezitie v extrémnych podmienkach. Kandl MscA,
Haloferax volcanii ma vysSiu vodivost’ pri kladnych napé-
tiach (0,85 nS) a niZ8iu vodivost’ pri zdpornych napitiach
(0,49 nS) podobne ako u MscS kanala E.coli. Kanal
MscA, mé ale opacnu vodivost’ — niZ§iu pri kladnych napé-
tiach (0,38 nS), avysSSiu pri zapornych napétiach
(0,68 nS). Kanaly Msc MscMJ aj MscMJLR M. janaschii
maji permeabilitny pomer iénov K* vs CI” (Px/P¢ ~ 5-6),
¢im sa vtomto ohlade podobajii kationovym kandlom
v eukaryotickych bunkach kostrovych svalov a srdca. Pre
porovnanie kanal MscS E.coli uprednostiiuje aniony pred
kationmi (Px/Pc;  ~ 3), MscL je idnovo nespecificky
a MscM mierne uprednostiiuje kationy pred aniénmi. Ana-
lyza sekundarnej Struktary MscMJ vsak preukazuje ista
Struktarnu podobnost’ s kanalmi Msc u E.coli (38,5%
identita aminokyselinovej sekvencie proteinu)?'.

4. Sekundarne transportéry

Zakladnou charakteristikou sekundarnych transporté-
rov je, Ze st pohaiané elektrochemickym gradientom
(zvy&ajne Apy™ alebo Apna )>*. Z celkového podtu
80 rodin sekundarnych transportérov bolo u archaea na
zaklade funkénej anotacie genomov objavenych zatial’ iba
34 rodin’. Vieobecne sa rozliujii 3 typy sekundarneho
transportu:

1. uniport — je transmembranovy transport iba jednej lat-
ky,
symport — je kotransport latky s kationom,
antiport —je: a) latka sa vymiena za kation (solute —
ion antiport),
b) latka sa vymiena s inou latkou (solute —
solute antiport).
Vel'a sekundarnych transportérov vSeobecne vytvara
transmembranovl topologiu 6 + 6 = 12 transmembréano-

2.
3.
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vych a-helixov (TMSs)*. Sekundérne transportéry s zod-
povedné za transport vacSiny organickych l4tok cez biolo-
gické membrany'. Takmer vietky mono-, di-, trivalentné
kationy, ako aj biologicky dolezité anorganické aniony su
transportované tymito transportérmi. Dalej vietky triedy
organickych molekul (mono-, di- a trisacharidy; aminoky-
seliny, aminy, amidy a polyaminy; nukleozidy; vitaminy
aich prekurzory; kofaktory) st transportované sekundar-
nymi transportérmi. Predpoklada sa vsak, Ze iba malo se-
kundarnych transportérov je zapojené do exportu makro-
molekil (komplexov polysacharidov, lipidov a proteinov)®.
Metanogénne archaea vyuzivaju S$pecifické sekundarne
transportéry aj na vyrovnavanie vnutrobunkového osmo-
tického tlaku s extracelularnym osmotickym tlakom aku-
mul4ciou anorganickych iénov (predovsetkym K' ionov)
a akumuldciou  kompatibilnych organickych zlicenin
(napr. glycin, betain, aminokyseliny), aby minimalizovali
stratu vody”*. Betain je jednou z mnohych kompatibilnych
zli€enin vyrovnavajicich osmoticky stres mnohych orga-
nizmov u vSetkych troch domén Zivota. Betain mdze byt
syntetizovany jednak v bunke, ale aj prijimany z vonkaj-
Sieho prostredia Specifickym glycin betainovym transpor-
térom, ktory je pravdepodobne pohafiany H' alebo Na'
gradientom, pretoze transport betainu bol inhibovany nie-
kol’kymi typmi protonoforov a Na™ ionoforov>*.

4.1. Transportéry TRAP

Vel'mi neobvykly typ sekundarnych transportérov
objavenych u archaea a baktérii iba nedavno, predstavujii
TRAP transportéry. Klacovou charakteristikou TRAP
transportérov je, Ze maji analog ESR (Extracytoplasmatic
Solute-binding Receptor) podobne ako transportéry ABC

transportér ABC

sekundarny
transportér

ESR! ESR

vonkajsie nH*

prostredie

,,4,’

Obr. 2. Porovnanie stavby transportéra TRAP, transportéra
ABC a klasického sekundarneho transportéra; ESR (extra-
cytoplasmic solute binding protein) protein; malé ¢ierne kruhy —
prenasany substrat; obdizniky — transmembranové domény; kraz-
ky so zvislym pruhovanim — ATP vizbové domény; obdiznik s M
— DctM homolég; obdiznik s Q — DctQ homolég; nH™ — trans-
membranovy elektrochemicky gradient i6nov, kde » je stechio-
metricky koeficient prenosu proténov, pricom spriahajicimi
kationmi mozu byt aj iné iony*
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(cit.”). Vztah medzi organizaciami podjednotky TRAP-T
a inych typov latkovych transportérov je na obr. 2. Najlep-
Sie charakterizovany transportér TRAP je u baktérie Rho-
dobacter capsulatus, ktory je Specificky pre C,-dikarbo-
xylaty. Sklada sa z troch proteinov: DctP — periplasmatic
Cg-dicarboxylate-binding receptor (analog ESR u transpor-
téroch ABC), a dvoch integralnych membranovych protei-
nov (DctM a DctQQ), ktoré prechadzaji membranu 12 resp.
4krat. Homology tychto troch proteinov boli identifikova-
né vo vSetkych hlavnych bakteridlnych pododdeleniach,
ale aj wuarchaca®. Doposial neboli identifikované
u eukarya®. Okrem rodiny DctP boli s transportérmi
TRAP spajané aj iné typy ESR, ktoré obsahuju hydrofilné
proteiny obsahujuce okolo 300-400 aminokyselinovych
zvySkov. Rodina imunogénnych proteinov ESR oznacova-
nych ako TAXI proteiny (TRAP associated extracytoplas-
matic immunogenic protein) sa konStantne ukazuje s
TRAP systémami, ktoré obsahuju velky DctQM fuzovany
protein. V stcasnosti vSetky zname archedlne systémy st
tohto typu”. DctQ je maly integralny protein (26 kDa),
ktory u R. capsulatus je nevyhnutny pre C, dikarboxylato-
vy transport. Ma vel’ka periplazmatickl slucku medzi 1 a 2
TMS, a vyznamny C-koniec lokalizovany v cytoplazme.
Funkcia DctQ v transportnom procese nie je uplne znama.
Predpokladé sa, ze sprostredkuje interakcie medzi DctP
a DctM, ked funguje ako kotva pre DctP, stabilizuje
DctM v membrane, a zli¢astiiuje sa na transporte latok s
vyuzitim energie’>. DctM homology sa pokladajii za
proteiny potrebné na translokéciu substrdtu cez cyto-
plazmatick(i membréanu. Tieto proteiny maji mnohopo-
cetné TMS (10-13), s hydrofilnou sluckou ¢asto rozdel'u-
jucou protein na dve polovice. Tato topologia je podobna
typickym sekunddrnym membranovym transportnym pro-
teinom u inych rodin, ktoré &asto maju 12 TMS (cit.>).

5. Primarne aktivne transportéry

Tieto transportéry vyuZzivaji primarny zdroj energie
ako hnaciu silu pre transport latok proti koncentraénému
gradientu. Na zaklade vyuzivania primarnych zdrojov
energie (chemicka, elektrickd a soldrna energia) sa tieto
primarne transportéry delia na:

a) transportéry ABC, ktoré ziskavaju energiu hydrolyzou
difosfatovej vézby anorganického pyrofosfatu, ATP
alebo inych nukleozidtrifosfatov. Tieto transportéry sa
vyskytuju u vietkych organizmov™*®,

transportéry, ktoré ziskavaji energiu dekarboxylaciou
cytoplazmatického substratu (NaT-DC — Na'-trans-
porting carboxylic acid decarboxylase). Tieto
sa vyskytuju vyhradne u prokaryotov**,

transportéry energizované Na' transportujlicim me-
tyltetrahydrometanopterin  koenzym M-metyltrans-
ferazou NaT-MMM. Tento transportérovy komplex
sa vyskytuje vyhradne u methanoarchaea®®,
transportéry  energizované  tokom  elektronov
z redukovaného substratu na oxidovany substrat®®
(H,-heterodisulfid oxidoreduktaza, Na",H" pumpujtica

b)

d)
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formylmethanofuran dehydrogenéza, H' translokujiica
F4,0H, dehydrogenaza),
transportéry, ktoré vyuzivaju svetelni energiu na po-
hatianie transportu latok® (napr. bakteriorodopsin,
halorodopsin u halofilnych archaea a fotosyntetické
reak¢né centra u baktérii)é.
Primarne transportéry (pumpy) funguji bud’ kanélo-
vym alebo prenasacovym mechanizmom. Transport latok
je vsak vzdy energizovany primarnym zdrojom energie.
Tieto pumpy st v biologickych systémoch obzvlast’ dole-
zité, pretoze st zodpovedné za vytvorenie idonového gra-
dientu, membranovych potencidlov, ktoré sa vyuzivaji na
pohananie sekundarnych transportérov. Primarne transpor-
téry su ovela komplexnejSie transportné systémy nez ka-
naly alebo sekundarne transportéry, pretoze ich transportna
aktivita zavisi na katalytickych aktivitach, ktoré rozkladaju
chemické vizby, prenasaji elektrony z donorovych mole-
kual na akceptory, alebo absorbuju svetelnu energiu. VAcsi-
na primarnych transportérov uskuto¢iiuje transport anorga-
nickych ionov alebo sekréciu makromolekul’. Protony
aiony Na' su transportované primarnymi pumpami vylué-
ne v smere von’’. Svetlom pohafany transport i6nov pro-
strednictvom bakterio- alebo halorodopsinu, a Na* eflux
prostrednictvom metyltetrahydrometanopterin  koenzym
M-metyltransferdzového mechanizmu bol doposial’ identi-
fikovany len v doméne archaea. Dekarboxylaciou pohana-
ny Na” eflux bol doteraz charakterizovany vylu¢ne u bak-
térii, ale homoldgy niektorych dekarboxylazovych podjed-
notiek, vratane integralnych membrénovych B-podjed-
notiek tychto dekarboxylaz transportujucich Na* boli obja-
vené aj u archealneho druhu Archaeoglobus fulgidus3.
Vsetky sekvenované genomy archaea a termofilnych
baktérii Termotoga maritima a Aquifex aeolicus obsahuju
velké mnozstvo génov, ktoré koduji transportné proteiny?’
patriace do skupiny di/oligopeptidovych transportérov’.
Vo vsetkych tychto organizmoch bolo objavené velké
mnozstvo transportérov. ABC. Transportné a sekvencné
studie ukazali, Ze tieto transportéry vykonavaju Specificky
a aktivny prenos molekul cez bunkové membrany®’, a st
zapojené hlavne do prijmu organickych latok', osmosenzi-
vity a osmoregulacie, multidrogovej rezistencie a anti-
génnych procesov®®. Transportéry ABC dokazu rozlisit
takmer kazdy typ substratu, ktory moze byt biologicky
zaujimavy, bez ohl'adu, ¢i je organicky alebo anorganicky,
maly, stredny alebo velky’. Transportéry ABC maju
v stcasnosti okolo 1100 zastupcov u organizmov pocntlic
od archaea az po cloveka. Vsetky maju spolo¢nu zakladna
Struktaru skladajicu sa zo 4 domén: dve hydrofobne integ-
ralne transmembranové domény (TMS) a dve ATP viazuce
domény (obr. 2). Transportéry ABC prokaryota a archaea
mozeme odliSit’ od inych transportérov ABC okrem TMS
a ATP-viazicej kazety aj pritomnostou ESP (extra-
cytoplasmatic solute-binding protein). Kym u Gram-nega-
tivnych baktérii je ESP lokalizovany volne v peri-
plazme, u Gram-pozitivnych baktérii a archaea je ukotve-
ny na bunkovi membranu*?’. Vela ABC transportérov
maju ESP S$pecifické pre jednotlivé aminokyseliny, alebo
pribuzné skupiny aminokyselin. AvSak niektoré aminoky-
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selinové ABC permedzy st aj také, ktoré dokazu transpor-
tovat’ Sirokt Skalu L-aminokyselin. Jeden z najstriktnejSich
rozdielov medzi tizkou a Sirokou latkovou Specifickost'ou
transportérov sa ukézala vo vel'kosti integralnych membra-
novych proteinov. Permeazy so Sirokou latkovou $pecific-
kost'ou maju integralne membranové proteiny s 8-9 TMS,
kym integralne membranové proteiny uzko Specifickych
transportérov su typicky zlozené z 5 TMS (cit.”’).

Vsetky charakteristické proteiny ESP archaea maju
velmi vysokt afinitu pre ich substraty, ktoré mézu byt
v nanomolarnych mnozstvach. Pritomnost’ transportérov
typov ABC u hypertermofilov sa ukazuje ako vel'mi dole-
zita pre ich prezitie v extrémnych podmienkach chudob-
nych na ziviny. Transportéry ABC maju vyhodu, ze doké-
zu zachytit’ latky pri vel'mi nizkych koncentraciach vd’aka
vysokej vizbovej afinite (Kd < 1uM) ich vézbovych prote-
inov. Transportéry ABC dokazu katalyzovat' transport
latok velkou rychlost'ou az na vysokl vnatornt koncentra-
ciu latok a akumulovat’ latky oproti vel'mi vysokému kon-
centranému gradientu (viac ako 10 000%). Je potrebné
zdoraznit, Ze sekundarne aktivne transportéry maju vizbo-
vé afinity v mikro alebo milimolarnych mnozstvach, ¢o
robi tieto systémy menej vhodné pre rast v extrémnych
podmienkach?.

6. Zaver

Hlavnym zamerom tohto prehl'adného ¢lanku je zhr-
nat niektoré aspekty transportu latok u archaea. Zivot
archaea sa Casto spaja s extrémnymi vonkajSimi fyzikalno-
chemickymi podmienkami, preto ich vnutorné prostredie
musi vykazovat’ parametre zlucitel'né so Zivotom. Z uve-
denych dovodov je vniatro buniek archaea ohranicené
membranami, ktorych architektira je vyrazne odlisna
a nema obdobu u baktérii a eukaryotov. Tato skutocnost’ je
bezprostredne spojena s otdzkami ako zdvazna zmena
membranového matrix ovplyviiuje chovanie membranovo
viazanych proteinov vratane proteinov podiel’ajucich sa na
transporte latok cez membranu. Nové experimentalne uda-
je otransportnych mechanizmoch uarchaea spo-
Iu srozvijajicou sa genomikou otvaraju predpoklady
na ziskanie novych pohladov o funkcii membran
v udrziavani homeostazy u archaea. Poskytuju tiez mimo-
riadne cenné poznatky pre molekulovu a bunkovu biologiu
v spojeni s evollciou transportnych systémov. Zarovei
tvoria ekonomicky potencial pre priame vyuzitie transpor-
térov archaea v novych technoldgiach. V neposlednej rade
stadium  tychto  systémov  kumuluje nové idey
o moznostiach modifikacie uz znamych transportérov vy-
tvarajic tak novu poznatkovu zakladiu pre moderné bio-
technologie.

Autori prace dakuju za financnii podporu Agentire
na podporu vedy a techniky prostrednictvom financnej
podpory ¢. APVT — 51024904 a VEGA financnym grantom
€.2/3047/23.
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S. Surin and P. Smigai (Institute of Animal Bio-
chemistry and Genetics, Slovak Academy of Sciences,
Ivanka pri Dunaji, Slovak Republic): Transport Across
Archaeal Cytoplasmic Membrane: Membrane Trans-
port Proteins

This review discusses recent observations regarding
the mechanism of archaea transport and their relevance to
studies of membrane structure. The review primarily deals
with some aspects of several mechanisms by which sub-
stances are assumed to cross cell membrane in archaea.
Since a number of these observations are interesting from
the evolutionary point of view, they will provide guides
for future studies of evolutionary aspects of the transport-
ing mechanisms. Hopefully, the genetic and molecular
biology approach, combined with biochemical and new
physical techniques will extend the study of membrane
transport of archaea to the molecular level.
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1. Uvod

Ziskani plné spolehlivych informaci o distribuci che-
mickych forem kovi (specii) v jednotlivych slozkach zi-
votniho prostfedi je obtizné. V priibé¢hu odbéru a béhem
dalsiho zpracovani pied vlastnim analytickym stanovenim
probihaji totiz ve vzorku fyzikalné-chemické zmény, které
maji za nasledek zménu rozd€leni specii a vedou tak
k chybnym zavérim pii interpretaci ziskanych vysledki'.
Témto piipadnym transformaénim zménam se 1ze vyhnout
méfenim in situ. Vyhodou méfeni in situ je kromé elimina-
ce rusivych vlivii pti vzorkovani, a nasledné po vzorkova-
ni, také moznost ziskani detailnich ¢asovych a prostoro-
vych dat, ¢i méfeni koncentracnich gradientt a toku latek
na piirodnich rozhranich.

V dnes$ni dobé je i pfes vice nez desetileti prace
v oblasti méfeni in situ mozno mluvit pouze o pocatcich
praktického pouzivani technik in situ, nebot’ jejich vyvoj
a ovéfeni jsou Casto obtizné a zdlouhavé.
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Mezi nejbéznéji pouzivané techniky pro analyzu pii-
rodnich systému in situ patii aplikace elektrod a mikroe-
lektr0d2’4, které kontinualné¢ zaznamenavaji informace
o koncentraci definovanych chemickych forem ve sledo-
vaném systému. Dal§imi pouZivanymi technikami jsou
voltametrie™® a dialyza’”. Pokrok v méfeni in situ pak
znamenaji nové vzorkovaci gelové techniky, a to technika
difuzni rovnovahy v tenkém filmu (diffusive equilibrium
in thin films technique — technika DET)'’ a technika di-
fuzniho gradientu v tenkém filmu (diffusive gradients in
thin films technique — technika DGT)"".

V piedkladaném prispévku jsou predstaveny tyto
nové in situ vzorkovaci techniky, jejichz zakladem je usta-
vovani rovnovahy a difuze sledovanych specii v tenkém
filmu polyakrylamidového hydrogelu.

2. Technika difuzni rovnovahy v tenkém filmu

Technika difuzni rovnovéhy v tenkém filmu (DET)
byla vyvinuta z potieby znalosti koncentracnich gradientl
na fazovém rozhrani voda-sediment s vysokym vertikal-
nim rozliSenim, nebot’ prave toto uzké milimetrové rozhra-
ni je tésné spojeno s pohybem a chemickymi zménami
prirodnich a antropogennich polutanti'?.

Technika DET pracuje na podobném principu jako
dialyzacni jednotky. K vzorkovani vSak pouziva platek
(< 1 mm) polyakrylamidového hydrogelu, bézné pouzivané-
ho pii elektroforetickém déleni bilkovin, ktery je uzavien
spolu s membranovym filtrem o velikosti pord 0,45 um
v plastové sond¢ (obr. 1). Tento gel obsahuje 95 % vody
a hodnoty difuznich koeficienti métenych specii v gelu
jsou tak velmi blizké hodnotam ve vod&". Velikosti pora
pouzivaného polyakrylamidového gelu jsou 2—5 nm, takze

Obr. 1. Vzorkovaci jednotka pro méfeni in situ v sedimentech
technikami DET a DGT



Chem. Listy 99, 640 — 646 (2005)

hydratované kationty kovt s poloméry 0,2—0,3 nm a mensi
komplexy s organickymi ligandy do gelu snadno difundu-
ji'*. Rovnovéha mezi koncentracemi chemickych forem
v gelu a v okolni vodé se na rozdil od dialyzacnich jedno-
tek ustavuje velmi rychle (fadové hodiny na rozdil od dnd
az t}’/dnﬁ)M. Po dosazeni koncentracni rovnovahy je sonda
vytaZzena ze sedimentu, polyakrylamidovy gel je vyjmut
a nakrajen na pruhy o Sifce fidici se pozadovanym prosto-
rovym rozliSenim hloubkového koncentraéniho profilu.
Koncentrace métenych specii v exponovaném gelu je sta-
novena vhodnou analytickou metodou po eluci gelu zna-
mym objemem eluentu, kterym je vétSinou zifedéna kyseli-
na dusi¢na.

Nevyhodou pouziti techniky DET muze byt fakt, ze
pruh polyakrylamidového gelu je kontinualni vzorkovaci
médium. Méfené koncentracni hloubkové profily tak mo-
hou byt zkreslovany vlivem lateralni difuze probihajici
v samotném gelu, ktera roste s tloustkou gelu'®. Pfi vyta-
zeni sondy DET ze sedimentu se koncentracni profil v gelu
rozmyva, a proto je nutné gel bud’ velmi rychle nafezat na
prislusné pasky dle pozadovaného prostorového rozliseni
nebo ionty v gelu zafixovat'’. U vétsiny iontii se fixace
provadi ponofenim sondy do ziedéného roztoku NaOH
nebo KOH (cit.'"™"). Tloustka gelu a rychlost fixace jsou
urcujici pro velikost ziskaného hloubkového rozliSeni.
Zafixovani iontt do 20 s umoziuje méfeni s milimetrovym
rozlidenim, pro rozliseni 1.10~ mm je tieba pouzit velmi
tenky gel a fixaci provést do 2 s (cit'). Problém rozmyva-
ni koncentra¢niho profilu lze obejit pouZitim dé&lenych
DET sond, kde je gel jiz pfi pripravé sondy DET rozdélen
do vzajemné izolovanych prostor'*'°.

Technika DET je v soucasnosti systematicky studova-
na a aplikacné rozvijena. Do dnesni doby byla pouzita v
fadé studii, predevsim pro stanoveni hloubkovych profili
iontl majoritnich prvkd Fe, Mn, Ca, Mg a K (cit.”’lg),
prvki minoritnich i stopovych Cd, Co, Cr, Cu, Ni, Pb, Se,
Zn, As, Tl a dalsich”, U, Mo, Re (cit.lé) nebo aniontti CI™,
Br, SO, NO; (cit.”™™?"). Technika DET byla také
pouzita pro sledovani alkality a celkového obsahu CO, v
sedimentech'®.

Technikou DET Ize tedy velmi snadno ziskat infor-
mace o koncentracich rozpusténych specii v porové vodé
sedimentl s vysokym hloubkovym rozlisenim. Koncentra-
ce nékterych environmentalné zajimavych specii jsou vsak
Casto velmi nizké a pod detekéni schopnosti bézné dostup-
nych analytickych metod. Z toho divodu byla vyvinuta
technika DGT, kterd v sobé zahrnuje moznost zkoncentro-
vani.

3. Technika difuzniho gradientu v tenkém filmu

Technika difuzniho gradientu v tenkém filmu (DGT)
byla poprvé popsana v roce 1994. Jejim zakladem je poly-
akrylamidovy hydrogel stejné¢ho slozeni jako u techniky
DET. Jeji pouZiti neni zaloZzeno na ustaveni rovnovahy
mezi roztokem a gelem jako u techniky DET, ale na kine-
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Obr. 2. Vzorkovaci jednotka pro méfeni in situ ve vodach
a v pidach technikou DGT

tické separaci specii zroztoku a jejich kumulaci
v sorpénim médiu''. Pro méfeni hloubkovych profili
v sedimentech vyuziva technika DGT stejné vzorkovaci
jednotky jako technika DET (obr. 1). Pro méfeni v pidach
a ve vodach pouziva jednoduchou vzorkovaci jednotku
tvaru pistu vyrobenou z plastu (obr. 2), ve které jsou uza-
vieny dvé vrstvy polyakrylamidového hydrogelu, sorpéni
a difuzni (obr. 3). Prvni vrstva hydrogelu, ktera obsahuje
specifické sorpéni médium, je pfekryta vrstvou difuzniho
permeabilniho hydrogelu tak, Ze jen tento difuzni gel pfi-
chazi do styku svnéjSim roztokem. Membranovy filtr
chrani difuzni gel pfed mechanickym poskozenim (obr. 3).

Po ponofeni jednotky DGT do méfené¢ho roztoku
difunduji ionty pres dobtfe definovanou vrstvu difuzniho
gelu o znamé tloustce Ag k sorpénimu médiu (obr. 4).
Nejpouzivanéj§im sorpénim médiem pro stanoveni kovu je
chelatujici iontoméni¢ Chelex-100 s vazanymi skupinami
kyseliny iminodioctové. lonty proslé difuznim gelem jsou
na povrchu iontoménice imobilizovdny na funk¢nich sku-
pinéch, a to tak dlouho, dokud neni jeho kapacita nasyce-
na.

V difuznim gelu se tak ve velmi kratké dob¢ (asi 60 s)
ustavi linedrni koncentra¢ni gradient (obr. 4). Jestlize tento

membranovy filtr

difuzni gel

~ sorpéni gel

~_
" vnéjsi gast s expoziénim
oknem

pist

Obr. 3. Schéma uloZeni gelii ve vzorkovaci jednotce DGT
(cit®)
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Obr. 4. Schématické znazornéni koncentra¢niho gradientu ve
vzorkovaci jednotce DGT

gradient zistava béhem doby méfeni ¢ konstantni, lze
podle prvniho Fickova zékona difuze vypocitat tok analytu
F pres difuzni vrstvu Ag podle vztahu (/) :

M

F ==
A -t

D -c
Ag

1)

M je mnozstvi kovu navazané na iontomeénic, 4 je plocha
exponované¢ho difuzniho gelu, D je difuzni koeficient kovu
v gelu a ¢ je koncentrace kovu v méfeném roztoku. Kon-
centrace ¢ muze byt zpétné vypoctena z naméieného toku
F (rovnice 2).

o M -Ag
D-t-4

Mnozstvi kovu M navazané na iontoméni¢ muze byt po
vysuseni gelu stanoveno pfimym méfenim nedestruktivni-
mi technikami, napt. rentgenovou fluorescenci XRF nebo
technikou PIXE (Casticemi indukovana rentgenova emise)
22 Alternativou tohoto postupu pak muiize byt eluce kovu
z iontoméni¢ového gelu za pouziti zndmého objemu eluc-
niho ¢inidla (pfi stanoveni kovii nejCastéji ztedéné kyseli-
ny dusi¢né) a analyza eluatu technikami atomové absorpc-
ni &i atomové emisni spektrometrie™.

Mnozstvi kovu zachyceného na iontoménic a nasled-
né zméfené analytickou metodou vSak nemusi vypovidat
o jeho celkové koncentraci v okolnim roztoku. Jednotka
DGT automaticky hromadi pouze ty formy kovu, které se
difuzi pres difuzni gel dostanou kiontoménic¢i a jsou
schopny se na né&j vazat. Tohoto faktu je moZno vyuZit pro
speciacni analyzu.

)

3.1.Pouziti techniky difuzniho
gradientu v tenkém filmu pro
speciac¢ni analyzu

Vybérem difuzniho gelu a sorpéniho média 1ze urco-
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vat, které formy kovii budou technikou DGT méfteny.

Zakladni vlastnosti difuzniho gelu je velikost poru,
ktera urcuje velikost specii schopnych prochazet gelem.
Velikost pord v gelu lze ur€ovat pti piipravé gelu volbou
monomeru a sitovadla.

Nejbéznéji pouzivany polyakrylamidovy gel pro tech-
niku DGT, zkracen¢ oznacovany jako gel APA, je shodny
s gelem pouzivanym v technice DET. Gel je piipravovan
polymerizaci smé&si monomerniho akrylamidu a agaroso-
vého sitovadla (DGT Research, Lancaster, Velka Brita-
nie), po pridani katalyzatoru (N,N,N’,N’-tetramethyl-
ethylendiamin) a inicidtoru polymerizacni reakce
(NH,),S,05 (cit®). Pripraveny gel APA mé velikost port
2-5 nm (cit**). Pouzitim jednotky s difuzni vrstvou gelu
APA je tedy mozno ziskat informace o mobilnich anorga-
nickych a mensich organickych formach iontli ve sledova-
ném systému®’.

Zménou pouzitého sitovadla nebo zménou jeho kon-
centrace pii ptipravé gelu lze kromé vySe popsaného gelu
APA pripravit také tzv. omezujici gel, oznaCovany jako
gel RG s velikosti portt < 1 nm umoznujici volnou difuzi
iontd kovi, ale zabrafujici difuzi objemnéjSich komplex-
nich slougenin®. Pouzitim gelu RG mohou byt ziskany
informace pouze o mobilnich anorganickych formach®*%.

Zcela jiny nez béZné€ pouzivany gel APA je agarozo-
vy gel, oznacovany jako gel AGA. Agarosa, linearni poly-
sacharid sloZzeny z opakujicich se jednotek agarobiosy
(vzajemné vézana B-D-galaktopyranosa a 3,6-anhydro-a-
-L-galaktopyranosa), tvoii rozpouSténim v horké vodé
dvojsroubovice, které jsou pak béhem chladnuti roztoku
asociovany do trojrozmérné sit¢ vodikovymi vazbami
a hydrofobnimi interakcemi. Vznikly gel ma pory > 20 nm
a umoznuje difuzi i velkych pfirodnich komplexi
s fulvovymi a huminovymi kyselinami**.

Pouzitim gelt s rtiznou velikosti pérd tak lze od sebe
rozlisit anorganické formy kovl a kovy vazané v malych
a velkych komplexech®*°,

Vedle velikosti pora difuzniho gelu je vyznamnym
faktorem pii pouziti techniky DGT také tloustka difuzniho
gelu. Na funkéni skupiny iontoménice v sorpénim gelu se
vazou volné kovové ionty a ty frakce kovi, které jsou va-
zany v tzv. kineticky labilnich komplexech, tedy kom-
plexy, které v prubéhu difuze vrstvou difuzniho gelu staci
disociovat®. Cas ¢ potiebny pro difuzi latky gelem tloust-
ky Ag je dan rovnici 3 (cit™):

_Ag’
7D

t ()

Pro bézné pouzivanou tloustku difuzniho gelu 0,5 mm
aD=710°cm’s” je r =2 min. ZvySovanim tloustky
gelu je vSak mozno prodlouzit dobu difuze a umoznit tak
disociaci i kineticky stabilnéjsim komplextim.

Charakter métenych latek urcuje také vybér sorpéniho
média v sorpénim gelu, nebot’ labilitu kovovych komplexti
je mozné také ovlivnit vybérem iontoménice s vEtsi sorpc-
ni afinitou.
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3.2. Pouziti techniky difuzniho gradi-
entu v tenkém filmu pro analyzu
pitirodnich vod

Technika DGT vyuzivajici chelatujici iontomeé-
ni¢ Chelex-100 je dnes bézné pouzivana pro stanoveni celé
Skaly labilnich kovovych specii in situ v ptirodnich vo-
dach. Byla Gspésné pouzita pro méfeni koncentraci stopo-
vych, ale i minoritnich a majoritnich kovl v jezerech,
v fekach a v mofich (tab. I). Garmo a spol. (cit.*®) uvadi
pouziti techniky DGT pro méfeni vice nez 30 vybranych
kovt v pfirodnich vodach.

V poslednich letech byla vyzkouSena fada novych
sorpénich gell, které v mnoha ptipadech umoziuji stano-
veni Sir§iho spektra chemickych specii. Pro méfeni radio-
nuklid Cs a Sr ve vodach byl pouzit sorp¢ni gel obsahuji-
ci iontoméni¢ AG50W-X8 (cit.*") nebo gel obsahujici va-
zany fosfomolybdenan amonny*. Jako sorpéni médium
byly rovnéZ pouzity membrany na bazi celulosy s funkénimi
skupinami kyseliny fosfore¢né*. Tato modifikace techniky
DGT se ukazala byt vhodna pro méfeni Cu a Cd. Podobnych
vysledki bylo dosazeno pfi pouziti kopolymerniho gelu
z akrylamidoglykolové kyseliny a akrylamidu®. Popsana
jsou také sorpcni média zalozena na jiném principu neZ na
iontové vymené, napt. na sraZeni. Pro stanoveni fosfatl tak
bylo vyuzito oxidii Zeleza® a pro stanoveni sulfidi jodidu
stiibrného fixovaného v sorpénim gelu*®*’.

Technika DGT umoziiuje méftit v Sirokém rozsahu
koncentraci kovovych specii ve sledovaném systému. Pfi
aplikaci jsou kovové ionty  zkoncentrovany vazbou
v sorbentu. Delsi doba expozice vzorkovaci jednotky DGT
vede ke kumulaci vétsiho mnozstvi kovu a tim ke snizeni
detekéniho limitu méfeni. Technika DGT je proto vhodna

Tabulka I

Referaty

pro méfeni stopovych a ultrastopovych koncentraci labil-
nich kovovych specii. Touto technikou 1ze pohodlné stano-
vovat koncentrace celé fady kovi tadoveé v jednotkach
1.107"2 g I"' s piesnosti jednotek procent za soucasné kont-
roly toku iontd® nezavisle na hydrodynamice vzorkova-
ného systému. Maximalni doba expozice jednotek DGT
zavisi na kapacité a selektivit¢ pouzitého sorbentu. Pfi
pouziti neselektivniho sorbentu v pfirodnich systémech je
sorbent nasycen b&hem nékolikahodinové expozice®
v disledku kumulace majoritnich iontti. Pro Chelex-100,
ktery je selektivni k iontim stopovych kovid, muze byt
doba expozice v Cistych ptirodnich vodach az nékolik meé-
sict, aniz se sorp¢ni vrstva DGT vzorkovaci jednotky na-
syti’. Koncentrace naméfené technikou DGT predstavuji
primérné koncentrace za dany Cas expozice vzorkovacich
jednotek DGT a lépe vypovidaji o stavu sledovaného sys-
tému nez udaje zjisténé pii jednorazovém odbéru.

Vyznamnymi parametry ovliviiujicimi méfeni techni-
kou DGT je teplota, pH a iontova sila méfeného roztoku.

Polyakrylamidovy difuzni gel v rozmezi teplot 5-35 °C
neméni svou strukturu a vlastnosti’, a proto je pii vy-
poctech DGT mozné pocitat s tabelovanymi hodnotami
difuznich koeficientll iontli ve vodé odpovidajici teploty
a techniku DGT pouzit pro méfeni ve vétsin¢ ptirodnich
vod.

Interval pH vhodny pro aplikaci techniky DGT je
z4visly na vlastnostech pouZitého sorbentu. Pro stanoveni
kovii za pouziti iontoménice Chelex-100 bylo nalezeno
optimalni pH v rozmezi 4,5-9 (cit.**), coZ rovnéz odpovida
hodnotam pH vétsiny piirodnich vod.

Technika DGT poskytuje spolehlivé vysledky pfi
méfeni v roztocich o iontové sile vétsi nez 2.10°* M
(cit.**). Pouze ve vodach s velmi nizkym celkovym obsa-

Ptiklady pouziti techniky difuzniho gradientu v tenkém filmu pro sledovani koncentraci kovli v ptirodnich vodach

Kov Vzorkovaci misto Lit.
Zn, Mn, Fe Anglie, Atlanticky ocean, pruliv Menai Straits 11,23
Cu, Cd, Mn Australie, Tasmanie, feka Pieman; Victoria, feka Hopkins 19
Mn, Fe, Co, Al, Ba, Ni Anglie, jezero Esthwaite 26
Cd, Cu, Ni, Ca, Mg, Kanada, jezero Tantaré 27
Fe, Mn, Zn, Cu, Cr, Pb, Ni, Ag, As  Italie, Benatska laguna 28
Cd, Co, Cu, Ni, Pb, Zn Novy Zeland, Dunedin; feka Leith 29
Ca, Mg, Cd, Cu, Ni Svédsko, jezero Kutsasjarvi 30
Cu Kanada, zatoky Cape Cod a San Diego; usti feky Elizabeth 31

Cd, Cu, Pb, Zn

Cu, Zn, Ni, Cd, Pb, Mn

Austrélie, zatoky Westernport Marina, Hastings Jetty, St. Kilda 32
Marina, St. Kilda Pier

Svycarsko, jezero Greifen 33

Cu, Cd Kanada, jezero Tantaré 34

Fe, Mn; Cu, Zn Anglie, jezera Windermere, Hawes, Esthwaite, Abbeystead, 35
Lavers

Cu, Co, Cd, Pb Australie, Fort hill Wharf, zatoka Darwin 36

Cu, Zn, Ni, Pb Australie, moie, Gold Coast Broadwater 37
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hem kationtl je difuze méfenych iontt do jednotky DGT
ovlivnéna jinymi ionty, predev§im ionty Na™ uvolnénymi
z funkénich skupin iontoménic¢e Chelex-100, coz vede k
malé kladné chybé méfeni®.

3.3.Pouziti techniky difuzniho gradi-
entu v tenkém filmu pro analyzu
sedimentt a puad

Techniku DGT je podobné jako techniku DET mozné
pouzit k méfeni hloubkovych profild kovi ve vodé
v pérech sedimentl (tab. II). Prekoncentrac¢ni schopnost
techniky DGT umoziiuje stanoveni i téch kovovych specii,
které neni mozno v duasledku jejich nizké koncentrace sta-
novit technikou DET.

Voda v porech sedimentii pfedstavuje ve srovnani
s pfirodnimi vodami objemové omezeny a nemichany sys-
tém. Pii pouziti v sedimentu tak muze jednotka DGT kvuli
difuzi iontd difuznim gelem a naslednému zachytu iontd
v sorpénim médiu snizovat jejich koncentraci ve vodé v
porech®. Vypodtena koncentrace z rovnice (2) pak miize byt
interpretovana jako koncentrace iontl ve vodé v pdrech
pouze tehdy, je-li proces uvoliovani iontll z tuhé faze sedi-
mentu do této vody velmi rychly, takze staci vyrovnavat
deficit vznikly od&erpanim iontti jednotkou DGT>>°.

Jestlize sediment nedokaze rychle vyrovnavat kon-
centracni zmény iontll ve vodé v poérech, je aktualni kon-
centrace iontll na povrchu jednotky DGT v kazdém caso-
vém okamZiku za pfedpokladu linedrni difuze definovana
druhym Fickovym zakonem difuze.

o _p 0% “
ot ox?

Do jaké miry se dopliuji ionty z tuhé faze sedimentu do
vody v poérech lze zjistit souc¢asnou aplikaci dvou jednotek
DGT s rozdilnou tloustkou difuzni vrstvy Ag; a Ag> (Ag;
> Agy) (cit.>"**) nebo pomoci poméru R (rov. 5) (cit.”). Pfi
vypoctech R musi byt koncentrace kovu ve vodé v pérech

Referaty

Cpv Stanovena jinou, srovnatelnou a dostupnou technikou.

R = oot {0<R<1} &

Cpy

Technika DGT pfedstavuje novy nastroj pro odhad dostup-
nosti kov v pidach (tab. IT). Na rozdil od fady postupt
doporucovanych pro charakterizaci pad®*®*, které poskytu-
ji tdaje spise o celkovém mnozstvi, ¢i o uréitém extraho-
vatelném podilu kovu pfitomného v piidé, ma technika
DGT tu vyhodu, Ze miize svym aktivnim, nedestruktivnim
zpusobem vzorkovani vypovidat o podilu kovu dostupné-
ho pro kofenovy systém rostlin. Jednotka DGT z puidniho
roztoku kumuluje ionty, hydratované ionty, mobilni a la-
bilni kovové species, tedy pravé ty formy kovu, které
jsou dostupné pro rostliny.

Interpretace naméfenych vysledkl pfi méteni v pu-
dach se fidi stejnym principem jako pfi pouziti techniky
DGT v sedimentech.

4. Zavér

V predlozené praci jsou predstaveny dvé nové gelové
techniky pro vzorkovani in situ, a to technika DET a tech-
nika DGT. Tyto techniky patfi k novym, modernim pfistu-
pim pouzivanych k analyze pfirodnich systémd, jejichz
pouziti neustale roste.

Technikou DET lze snadno méfit hloubkové koncent-
raéni profily kationtd a aniontli ve vodé v porech sedi-
mentd s vysokym prostorovym rozliSenim.

Technika DGT je jednoducha prekoncentracni techni-
ka pro fadu prvku, ktera je bézné pouzivana ke stanoveni
prumérnych koncentraci rozpustnych latek ve vodnych
systémech. Pro svou schopnost koncentrace poskytuje
moznost stanoveni obsahu kovil, které se v pfirodnich
systémech vyskytuji ve stopovych mnozstvich. Sorpce na
selektivni sorpéni médium soucasné oddéluje métené ana-
Iyty od mnohdy komplikované matrice, ¢imz znacné zjed-

Tabulka IT

Priklady pouziti techniky difuzniho gradientu v tenkém filmu pro sledovani koncentraci kovii ve vodé v porech sedimentd
apud

Kov* Vzorkovaci misto Lit. Kov® Vzorkovaci misto Lit.

Cu, Co, Ni, Fe, Zn, Anglie, jezero 10,48,52 Zn, Cu, Cd, Ni Némecko, Braunschweig 57

Cd, Mn Esthwaite

Zn, As, Fe, Mn Anglie, feka Sankey 22 Zn, Cu, Cd, Ni, Pb, Zn  Skotsko, Lanarkshire 58

Co, Cd, Fe, Mn Cerné morte 49 Zn, Cu, Cd, Ni, Pb, Zn  Anglie, Stagnogley 59

Co, Ni, As, Mn, Fe
Cd, Pb, Mn, Fe

Skotsko, jezero Duich 50,51,53 Cu

Ceska republika, 54 Cd,Cr,Ni, Cu, Cu
rybnik Ochoz

Anglie, Merseyside 60,63
Ceska republika, Zlin 61

* Sedimenty, ° pudy
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nodusuje kone¢nou analyzu.

Kombinovanim vice jednotek s riznymi typy sorpc-
nich a difuznich geli lze techniku DGT uspé$né pouzit
ke speciatni analyze. Pii pouziti jednotek DGT v sedi-
mentech slouZzi ziskana data k odhadu hmotnostnich tokt
ze sedimentu do okolni vody v pérech a k vytvoteni hloub-
kovych profild. Ze ziskanych dat je mozno matematickymi
modely urcit termodynamické a kinetické konstanty, jako
napt. distribu¢ni koeficienty kovt charakterizujici rozdéle-
ni labilnich forem kovli mezi tuhou a kapalnou fézi
v sedimentech a v pidach. V pidach pak umoznuje techni-
ka DGT ve srovnani s béznymi postupy pouzivanymi k
jejich charakterizaci mnohem vérnéji odhadnout mnozstvi
dostupnych forem kovu.

Vybér novych sorpénich médii a modifikace sorpc-
nich a difuznich gelli oteviraji Siroké moznosti pro dalsi
rozvoj téchto nadéjnych technik in situ a jejich pouziti pro
monitorovani znecisténi zivotniho prostfedi, studium pro-
cestt probihajicich v sedimentech, dostupnosti prvki
v pidach a celkového kolob&hu prvkil v Zivotnim prostie-
di.
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P. Divi§, H. Docekalova, and V. Smetkova
(Department of Chemistry and Technology of Environ-
mental Protection, Faculty of Chemistry, University of
Technology, Brno): Gel Techniques for in situ Measure-
ment in Natural Waters, Soils and Sediments

The diffusive equilibrium in thin films (DET) and
diffusive gradient in thin films (DGT) gel techniques have
been shown as a new approach to in situ measurements of
trace metals and their species in aquatic systems. This
review briefly demonstrates the ability of the DET tech-
nique to provide information about the depth profiles of
solutes in sediment pore water with high resolution. The
DGT technique, based on Fick’s First diffusion law, is
introduced as a robust technique, which is easy to use for
in situ measurement of metal species in natural waters.
The DGT technique uses a simple device, which, after
passage through a hydrogel, accumulates solutes on a sor-
bent, such as Chelex-100, acting as a well defined diffu-
sion layer. By simply controlling the mass transport to the
sorbent, it is possible to quantify the accumulated metals
by measurement of flux or concentration. The quality of
diffusive layer is the major factor in determination of the
measured species. Metal ions are preconcentrated in situ in
the sorbent layer; hence, very low detection limits are pos-
sible. The deployment times can vary from 1 h to several
months in natural waters. The DGT provides a time-
averaged solute concentration and could be used for meas-
uring mean concentrations over a time period. The other
parameters of natural waters like temperature, pH and
ionic strength do not affect the measurement. When used
for assessment of element availability in soils and sedi-
ments, the DGT results are interpreted as fluxes from the
solid phase to solution. Both the described gel techniques
are very useful tools for monitoring of pollution as well as
in study of metal availability in soils and sediments and
trace metal circulation in the environment.
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1. Uvod

Paracetamol (4-acetamidofenol) je Siroce uZzivané
1é¢ivo pro své analgetické a antipyretické vlastnosti. Para-
cetamol se Casto uzivéa pro snizeni horecky u bakterialnich
¢i virovych infekci i u déti, t€hotnych Zen i starSich pacien-
td, kteti se téZ potykaji s osteoartritidou a nezanétlivymi
muskuloskeletarnimi potizemi'® 3.

V Ceské republice je registrovano mnoho 1é&ivych
pripravkt s obsahem paracetamolu, at’ jiz jde o pfipravky
jednoslozkové nebo kombinované.

V soucasné dob¢ je kladen diiraz na zabezpeceni stale
butli je stabilita 1éCiv a 1ékll. Studium stability poskytuje
udaje o primarnich zménach fyzikalnich a chemickych
vlastnosti jednotlivych slozek 1éku proti piivodnimu stavu
vlivem vnéjsich a vnitinich faktorti. Hlavnim rozkladnym
procesem probihajicim u 1é¢iv se strukturou amidu je hyd-
rolyza. V literatuie®>"** byl popsan mechanismus alka-
lické a kyselé hydrolyzy paracetamolu. Paracetamol je
také citlivy na svétlo a pokud obsahuje stopy 4-amino-
fenolu, oxiduje se, coz se projevi barevnymi zménami.

4-Aminofenoly se totiz dlouhodobym vystavenim na
vzduchu a svétle snadno oxiduji na chinony, chinoniminy
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a semichinoniminy®®*'”. Suspenze obsahujici paracetamol
po 14 dnech vyrazné¢ méni zbarveni na hnédé az cerné.
Tenkovrstvou chromatografii 1ze prokéazat pritomnost
4-aminofenolu a 4-acetamidofenyl-acetatu. Zatimco mnoz-
stvi 4-aminofenolu a jeho barevnych oxida¢nich produkti
stoupa s Casem, mnozstvi 4-acetamidofenyl-acetatu klesa
az k nedetekovatelnym hodnotam®'. P¥i hodnoceni 4-acet-
amidofenyl-acetatu se vyuziva chromatografickych metod,
TLC a GC*'*#. Byl sledovan vliv teploty, svétla a UV za-
feni na stabilitu 4-aminofenolu'®. Dalsi dominantni neis-
totou paracetamolu je 4-chloracetanilid. Profil necistot
a rozkladnych produktd paracetamolu je prehledné zazna-
menan v tabulce I (cit.').

Jeden z hlavnich ukold farmaceutti je zpracovani 1€¢i-
va tak, aby se neporusila jeho pivodni stabilita a vyloucily
se nevhodné kombinace 1é¢iv s pomocnymi latkami nebo
nevhodny zpusob uchovavani. Z toho vyplyva narocnost
a slozitost posuzovani kvality, ktera se projevi v kone¢ném
dasledku v ucinnosti a bezpecnosti léku. Kvalita tdaja
o stabilité testovaného 1é¢iva nebo 1écivého pripravku je
z4visla na pouzitych analytickych kontrolnich metodach.
Pfi studiu stability se voli takové analytické metody, které
umoziuji postihnout uz malé zmény. Pfi studiu stability se
kromé stanoveni obsahu ucinné latky klade diraz i na Cis-
totu, a proto je tieba vyuzit Sirokou Skalu analytickych
metod. Pro analytické hodnoceni paracetamolu a jeho
degradacnich produktl ¢i necistot se velmi Casto uziva
spektralnich i chromatografickych metod, zvlast¢ TLC.
V lékopisech se hodnoti Cistota paracetamolu na zakladé
zkouSek limith, které uddvaji povolené mnoZstvi
4-aminofenolu a 4-chloracetanilidu v substanci paraceta-
molu. Podle 1ékopisu USA (USP) se vyuziva k hodnoceni
4-aminofenolu spektrofotometrie a porovnava se absorban-
ce zkouSeného a porovnavaciho roztoku (0,005 %) pii
vinové délce 710 nm (cit.*’). V evropském, britském
a ceském lékopise se barevna reakce 4-aminofenolu
s Cinidlem nitroprusidem sodnym hodnoti vzhledem
k porovnavacimu roztoku vizualng®'*!". Limitni mnozstvi
4-chloracetanilidu je v evropském, britském a Ceském
1€kopise také 0,005 %, jen v USP je tato hodnota 0,001 %
v substanci paracetamolu a hodnoti se TLC.
kych hodnoceni necistot a rozkladnych produktti paraceta-
molu.

2. Detekce p-aminofenolu
Chromatografické metody
TLC

1. Vzorky z lé¢ivého piipravku s obsahem paracetamolu
byly pii 45 °C ponechény 4 dny a poté byl obsah
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Tabulka I

Piehled doprovodnych negistot paracetamolu'*

Necistoty Puvod Limity (dle USP)
4-Nitrofenol prekurzor 4-aminofenolu -

4-Aminofenol meziprodukt pfi pfipravé paracetamolu <0,025 %
4-Chloracetanilid necistota <10 p.p.m.

4-Acetamidofenyl-acetat
Azoxybenzen

Azobenzen

1,4-Benzochinon

1,4-Benzochinonimin
Semichinonimin

vedlejsi produkt ptipravy paracetamolu

produkty redukce nitrobenzenu

oxidacni produkty 4-aminofenolu

1,1az1,3 %

barevné zmény paracetamolu
(modra, Sedé, hnéda)

4-aminofenolu analyzovéan na desce 0,25 mm silikagel
GF 254 nm a jako mobilni faze byla pouzita smés
chloroform/aceton/kyselina octova (80:18:2). Pod UV
lampou pii 254 nm byla vidét zelena fluorescence.
Limit detekce 4-aminofenolu byl 50 pg ml™" (cit.”").
Stopy 4-aminofenolu byly analyzovany na silikagelo-
vych deskach a jako mobilni faze byla pouzita smés
methylethylketon-kyselina octova (9:1). Pro vizualni
detekci bylo pouzito c¢inidlo 4-(dimethylamino)
cinnamaldehyd. Limit detekce 4-aminofenolu byl
250 ug ml™ (cit.?’).

HPLC

1.

Vzorky moci byly separovany na kolon€ s reverzni
fazi C 18 (300 x 3,9 mm, 10 pm). Jako mobilni faze
byla pouzita smés 0,005 M tetrabutylamonium-
hydroxidu zneutralizovaného na pH 7,2 kyselinou
fosfore¢nou s ptidavkem 0,01 M tris(hydroxymethyl)
aminomethanu a 0,005 M EDTA. Podil methanolu
v mobilni fazi se pohyboval od 0-50 %. Detekce pii
254 nm, pritokové rychlost 2,0 ml min™" (cit.').
Vzorky moci byly separovany na kolon€ s reverzni
fazi C 18 ( 300 x 3,9 mm, 10 pm). Jako mobilni faze
byla pouzita 1% kyselina octovd/methanol/ethyl-
acetat (900:150:1) pH 2,8. Detekce pii 254 nm, pruto-
kova rychlost 2,0 ml min~" (cit.").

Vzorky moci po i.v. podani paracetamolu byly analy-
zovany na koloné s reverzni fazi C 18 (300 % 3,9 mm,
10 pm) gradientovou eluci. Mobilni fazi A byla voda
obsahujici 0,005 M tetrabutylamonium-hydroxid,
0,01 M tris(hydroxymethyl)aminomethan a 0,005 M
EDTA a mobilni fazi B byl 50% methanol. Mobilni
faze A protékala kolonou rychlosti 2,0 ml min~' v &ase
0—4 min. Mobilni fize B pak rychlosti 5,6 ml min™".
Detekce pii 254 nm (cit.').

Separace 4-aminofenolu a dalSich analgetik probihala
na kolong s reverzni fazi C 18 (150 x 6,0 mm, 7 pm),
mobilni faze mela slozeni 1% kyselina octova /
methanol (4:6, v/v). Detekce pfi 280 nm, prutokova
rychlost 1,0 ml min™' a limit detekce 4-aminofenolu
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10.

11.

byl 0,33 pg ml™" (cit.*®).

Analyza 4-aminofenolu a dal§ich aromatickych amind
a fenoll v biologickém materidlu byla provadéna na
koloné s reverzni fazi C 18, mobilni faze méla sloZeni
methanol/voda/kyselina fosforecna (0:70:0.1, v/v/v).
Detekce 215 nm a pritokova rychlost 1,0 ml min™".
Limit detekce 4-aminofenolu byl 1 ug ml™" (cit.”).
Vzorky 1é¢ivého piipravku s obsahem paracetamolu
byly analyzovany na kolon¢ s naplni C, mobilni faze
méla sloZeni acetonitril/fosfatovy pufr pH 5,5 (80:20,
v/v), detekce pti 244 nm. Limit detekce 4-amino-
fenolu byl 0,5 pg ml™ (cit.?).

Vzorky moci byly analyzovany na koloné s reverzni
fazi C 18, 4-aminofenol byl detekovan fluorimetricky.
Excita¢ni maximum bylo 329 nm a emisni maximum
pii 432 nm (cit.**).

4-Aminofenol v barvach na vlasy byl analyzovan na
kolon¢ s reverzni fazi C 18, mobilni faze byla smés
methanol / 0,1% triethylamin — 0,02 mol "' NH40Ac
o pH 5,20 (10:90 ) (cit.*).

Vzorky 1é¢ivého pripravku s obsahem paracetamolu
byly separovany na polyethylenglykolové koloné
( 150 x 4,6 mm, 5 pum ), jako mobilni faze slouzila
smés 20 mM fosfatovy pufr pH 7 / cetonitril ( 90:10,
v/v ), pritokova rychlost byla 1,0 ml min™' a detekce
probéhla pti 280 nm (cit.").

Vzorky z biologického materialu byly separovany na
kolon¢ s reverzni fazi C 18 (200 x 4,0 mm, 7 pum)
ajako mobilni faze byla pouzita smés methanol /
50 mmol 1" fosfitovy pufr (10:90, v/v ). Elektro-
chemicka detekce probihala v trojelektrodové cele
(diskova zlat4 elektroda, Ag/AgCl, kalomelova refer-
encni elektroda s nasycenym roztokem KCI a plati-
nova indikacni elektroda). Limit detekce 4-amino-
fenolu byl 0,22 mg ml™" (cit.*®).

4-Aminofenol byl separovan na chromatografické
kolon¢ s iontovyménnou pryskyfici (pramér 5 mm).
Jako mobilni faze byl pouzit 0,2 M fosfatovy pufr
20,2 M boratovy pufr s pH 2-9. Detekce byla pii
244 nm (cit.?).



Chem. Listy 99, 647 — 652 (2005)

Metoda GC-MS

4-Aminofenol byl analyzovéan ve vlasech, po kapa-
linové extrakci byly komponenty vzorku derivatizovany
n-hexanem s obsahem 1% heptafluorbutanoylchloridu.
Jejich heptafluorbutanoyl derivaty byly koncentrovany
arozpustény v ethyl-acetdtu. Vzorky byly analyzovany
GC-MS. Jako wvnitini standard byl vybran 2,4,6-tri-
methylanilin; limit detekce 4-aminofenolu byl 6 ng (cit.h).

Imunoanalyza

Ke stanoveni 4-aminofenolu bylo vyuzito schopnosti
enzymu laktasy katalyzovat oxidaci 4-aminofenolu na 1,4-
-benzochinonimin. V bioenzymovém elektrodovém systé-
mu byl nadbytek glukosy redukovan glukosodehydrogena-
sou a méfen Ubytek koncentrace kysliku. Enzymova mem-
brana byla umisténa na povrchu kyslikové elektrody. Me-
feni probihalo v 1,2 ml pritokové cele. Doba analyzy byla
5 min. Limit detekce 4-aminofenolu byl 10 pg ml™" (cit.'®).

Metody pritokové injekéni analyzy
1. Byly analyzovany biologické vzorky, jako pracovni
elektrolyt slouzil 50 mM fosfatovy pufr pH (7,0).
Elektrochemicky detektor pracoval pii 50 mV s
s nepokrytou zlatou elektrodou a zlatou elektrodou
modifikovanou n-alkanthiolem. Referencni elektroda
byla Ag/AgCl (s nasycenym roztokem KCIl ). Potenci-
al se méfil od 0,4 do 1,20 V. Limit detekce 4-amino-
fenolu byl 1,0 mmol/1 *¥.
Extrakt ztablet obsahujicich paracetamol a 4-amino-
fenol byl vstiiknut jako 0,5% roztok kyseliny octové
do roztoku v kapilafe, ktery protékal rychlosti
0,35mlmin”' a reagoval s &inidlem (nitroprusid
sodny) za vzniku barevné latky, kterd byla deteko-
vana spektrofotometricky pfi 710 nm. Limit detekce
4-aminofenolu byl 3 ng ml™ (cit.*®).

3.  Kroztoku 4-aminofenolu byl pridan roztok 8-chino-
linolu v 0,4 mol 1" NaOH a 0,004 mol I"' KIO,4 bylo
pouzito jako oxidac¢ni cinidlo. Prutokova rychlost
3,5 ml min”', detekce pfi 244 nm. Limit detekce 4-
-aminofenolu 100 pg ml™" (cit.*%).

4. 4-Aminofenol prochézel kapilarou dlouhou 1 m, ktera
byla chlazena ledem na 0 °C. V reakcni kapilare
dlouhé 4 m probihala reakce mezi 4-aminofenolem
a derivatizadnim &inidlem 0,1 moll™" o-kresol
v 3,5 mol I NaOH za tvorby barevného derivatu,
ktery byl monitorovan p¥i 620 nm (cit.*").

HPCE

Separace 4-aminofenolu v analgetické smési probi-
hala v analyzatoru HPCE, ktery byl nastaven na 280 nm.
Pouzita kapilara byla 65,5 cm dlouhd, s 50 um vrstvou
natavené¢ho SiO,. Vlozené napéti bylo 20 + kV. Puft,
ktery protékal kapilarou, mél slozeni 40 mmol 1™ borax /
10 mmol 1! B-cyclodextrin / 10% ethanol (pH 7,0 pomoci
H3Pg4). Limit detekce 4-aminofenolu byl 3,94 pg ml™!
(cit.™).
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Diferencidlni scanovaci kalorimetrie

Tuhé vzorky paracetamolu zneciSténé 4-amino-
fenolem byly zataveny v kapsli a ta byla zahfivana rych-
losti 1 °C min™". Stopy 4-aminofenolu snizuji bod tani ze
169 °C na 138 °C a na zaznamu byl patrny pik eutektické
Smé1szi se slozenim paracetamol / 4-aminofenol 0,6/0,4
(cit. ™).

Spektrofotometrické metody

1. Vzorky moci sobsahem 4-aminofenolu reagovaly
s resorcinolem v pfitomnosti manganatych iontl za
vzniku indofenolového zbarveni. Méfeni probi-
halo pfi 550 nm. Limit detekce 4-aminofenolu
byl 0,9 pg ml™ (cit.*").

Biologické vzorky s obsahem 4-aminofenolu byly
analyzovany s pouzitim derivatizace o-kresolem
v pfitomnosti jodistanu jako katalyzatoru. Vznikly
indofenolovy derivat je zbarven modfe. Absorpcni
maximum se posunulo k vinové délce 620 nm. Limit
detekce 4-aminofenolu byl 0,2 ug ml™" (cit.”).

3. Roztok 4-aminofenolu s 10% alkoholickym roztokem
1-naftolu a 5 ml 30% NaOH byl zahtfivan 1 min pfi
90 °C. Poté byla méfena absorbance pii 590 nm
(cit.2).

4-Aminofenol byl oxidovan 0,1 mol I K,CrO, za
vzniku fialové zbarveného oxida¢niho produktu. Ten
byl kvantitativné extrahovan do isobutylalkoholu
a jeho absorbance byla mé&fena pii 550 nm (cit.?).

5. 4-Aminofenol v biologickém materidlu byl oxidovan
bromnanem sodnym. Jeho oxidaéni produkt reagoval
s fenolem za tvorby indofenolového barevného pro-
duktu jehoz absorpéni maximum bylo 620 nm (cit.”).
4-Aminofenol v tabletach s obsahem paracetamolu
byl analyzovan po barevné reakci se smési 5 ml
NaOCl a 0,1 mol I"' HCI pro tipravu pH na 3,4 a poté
byl pfidan 4% NaAsO,. Vznikly N-chlor-1,4-benzo-
chinonimin reagoval s fenolem v pfitomnosti borato-
vého pufru pH 9,9 za vzniku stabilniho modrého pro-
duktu indofenolového typu. Absorbance byla méfena
pii 625 nm (cit.”).

4-Aminofenol byl pfimo oxidovan kyanozelezitanem
draselnym v roztoku NaOH pii 0°C a po ptfidani
fenolu vznikl barevny produkt N-(4-hydroxyfenyl)-
-1,4-benzochinonimin a ten byl stanovovan pfi
635 nm (cit.”®).

4-Aminofenol reagoval s 2,4-dinitrofenylhydrazinem
v pfitomnosti chloraminu T za vzniku barevného 2,4-
-dinitrofenylhydrazon-1,4-benzochinoniminu. Po ex-
trakci do chloroformu byl detekovan pii 570 nm
(cit. ™).

4-Aminofenol ve smési fenoli byl analyzovan
s vyuzitim peroxidasy zaraSidi a jeji katalytické
aktivity v pfitomnosti 4-aminofenolu. V prostfedi
peroxidu vodiku a po ptfidani o-dianisidinu nebo
3,3',5,5'-tetramethylbenzidinu byly vzorky méteny pii
absorpcnich maximech 440 nm, 375 nm a 465 nm.
Hladiny fenoli byly hodnoceny ze spadu kinetické
kiivky v zavislosti na Case. 4-Aminofenol byl zjistén
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v koncentracich 0,5 az 10 umol 1™ (cit.*?).
4-Aminofenol byl analyzovan s vyuZzitim jeho oxi-
dacnich prechodi a moznosti kopulacni reakce
s 2,5-dimethylfenolem, kterd byla katalyzovéna jo-
distanem sodnym. Vznikly indofenolovy derivat byl
méfen pfi 635 nm. Limit detekce 4-aminofenolu byl
25 pg ml™" (cit.h).

4-Aminofenol reagoval za laboratorni teploty se sulfi-
dem sodnym v ptitomnosti riznych oxida¢nich cini-
del ( Ce*", Fe*" ). B&hem deseti minut vznikl barevny
produkt, ktery byl stabilni nejméné 3 h, méfeni probi-
halo pfi 550 nm. Detekéni limit 4-aminofenolu byl
10 pg ml™ (cit.").

4-Aminofenol byl analyzovan vysoce citlivou foto-
metrickou metodou (thermal lensing). Reakci
s resorcinolem v alkalickém prostfedi vznikl jeho
derivat. Limit detekce 4-aminofenolu byl 0,1 mg ml™
(cit.®).

10.

11.

12.

Gravimetrie

Paracetamolové konjugaty v mo¢i byly extrahovany
do etheru a hydrolyticky S$tépeny za vyssi teploty
a v kyselém prostiedi; uvolnény 4-aminofenol byl hodno-
cen gravimetricky®®.

Spektroelektrochemické metody

4-Aminofenol v roztoku byl kvantitativné stanoven
cyklickou voltametrii. Spektroelektrochemicka cela byla
spojena s optickou ¢asti spektrofotometru a dopadajici
paprsek byl rovnobézny s pracujici elektrodovou plochou.
K trojelektrodovému systému (nasycena kalomelova elek-
troda, Ag/AgCl referencni elektroda a platinova indikacni
elektroda) byl pfipojen potenciostat, na elektrody byl apli-
kovan potencialovy skok + 0,2 £ 0,8 V. Absorbance
pfi 270 nm byla méfena v riznych ¢asech. Limit detek-
ce 4-aminofenolu byl 0,1 pg ml™" (cit.*’).

3. Detekce 4-chloracetanilidu

Metoda TLC

1. Hladiny 4-chloracetanilidu v paracetamolu byly sta-
noveny tenkovrstvou chromatografii, jako mobilni
faze byla pouZita smés cyclohexan / aceton / diisobu-
tylketon / methanol / voda (100:80:30:5:1), separace
probihala na sklenénych deskach 20 x 20 cm pota-
zenych bezvodym silikagelem v 0,25 mm vrstvé.
Detekce UV lampou pii 253—-257 nm. Limit detekce
4-ch314oracetanilidu v paracetamolu byl 0,03 %
(cit.™).

Hladiny 4-chloracetanilidu v paracetamolu byly sta-
noveny tenkovrstvou chromatografii, jako mobilni
faze byla pouzita smés chloroform / benzen / aceton
(60:10:25), separace probihala na silikagelovych
deskach. Limit detekce 4-chloracetanilidu v paraceta-
molu byl 0,001 % (cit.”").
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4. Detekce oxidac¢nich produktii 4-aminofenolu

Metody HPLC*?

1. Vodné vzorky byly separovany na koloné Merckogel
PGM, jako mobilni faze slouzil 0,05 mol I™* fosfatovy
pufr (pH 6) popiipadé smés 0,05 mol "' fosfatového
pufru a 0,66 mol 1" boratového pufu (pH 6). Detekce
probihala pii 280 nm.

Vodné vzorky byly separovany na koloné¢ CI18
sreverzni fazi a jako mobilni faze byl pouzit
0,01 mol I"* fosfatovy pufr (pH 7). Detekce probihala
pfi 280 nm.

3. Hydrochinon byl analyzovan po oxidaci na 1,4-benzo-
chinon ptes impregnovany sklenény filtr manganista-
nem draselnym. 1,4-Benzochinon byl dale sorbovan
na polystyrenovém kopolymeru a nasledné desorbo-
van acetonitrilem. Analyza probihala na koloné
s reverzni fazi s detekci pfi 290 nm.

Vodné roztoky hydrochinonu byly analyzovény po
extrakci hydrochinonu z modifikovanych celuloso-
vych filtrt 1% kyselinou octovou. Vzorky byly na-
stiikovany na kolonu s reverzni fazi C18 a jako mo-
bilni fdze byla pouZzita 1% kyselina octové; detekce
probihala pfi 290 nm.

Metoda GC*?

Vodné roztoky fenoli byly extrahovany do methy-
lisobutylketonu a derivatizaci byly ptipraveny jejich trime-
thylsilyl derivaty. Vzorky byly separovany na kolon¢
Chromosorb W potazené 5% tris(2,4-dimethylfenyl)-
fosfatem. Detekce plamenoioniza¢nim detektorem.

5. Detekce 4-acetamidofenyl-acetatu

Metody TLC

1. 4-Acetamidofenyl-acetait jako 2%  substance
v paracetamolu byl analyzovan na deskach 0,25 mm
silikagelu GF 254 nm a jako mobilni faze byla pouzi-
ta smés chloroform / aceton / kyselina octova
(80:18:2). Detekce UV lampou pii vilnové délce
254 nm. Limit detekce 4-acetamidofenyl-acetatu byl
0,2 pg ml™" (cit.>).

Vzorky ziskané po dvoutydennim pisobeni 1% H,O
pii 50 °C na paracetamol s aspirinem byly nanaSeny
v objemech 20 pl na silikagelovou desku. Jako mo-
bilni fize byla pouZzita smés chloroform / ethanol /
kyselina octové (88:10:2). Detekce parami jodu®.

20 ul ethanolického filtratu z tablet paracetamolu
bylo naneseno na 0,25 mm silikagelovou desku akti-
vovanou 1 h pfi 105 °C. Jako mobilni faze byla pou-
zita smés chloroform / aceton / kyselina octova
(80:18:2). 4-Acetamidofenyl-acetat se jevil jako Zluta
skvrna pod UV lampou pifi vinové délce 350 nm.
Detezl3<én1' limit 4-acetamidofenyl-acetatu byl 15 pg ml™
(cit.™).
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Metoda GC

Vzorky smési aspirinu, paracetamolu a kofeinu byly
analyzovany na hlinikové kolon¢ 1,5 m dlouhé s néaplni
5% Carbowax 20 M na Chromosorbu G 70/80. Teplota
kolony byla 225 °C , plamenoionizacni detektor a injektor
byly temperovany na 275 °C. Prtokové rychlosti plyni
byly: helium 60 ml min™', vodik 65 mlmin™" a vzduch
300 ml min~'. Mnozstvi 4-acetamidofenyl-acetatu bylo
uréeno porovnanim s vySkou piku standardu 4-acet-
amidofenyl-acetatu™.

6. Zavér

Ze studii stability paracetamolu je patrny vyznam
analytickych hodnoceni jeho rozkladnych produktd. Hladi-
ny 4-acetamidofenyl-acetitu a 4-chloracetanilidu v para-
cetamolu byly hodnoceny tenkovrstvou chromatogra-
fii?"**"* Ke stanoveni 4-acetamidofenyl-acetatu bylo
také vyuzito plynové chromatografie”. P¥ monitorovani
lékovych hladin, hodnoceni metabolitd paracetamolu
vmoCi a separaci paracetamolu v analgetické smési
s obsahem 4-aminofenolu byla nejcastéji vyuZivdna meto-
da HPLC.

Podle lekopisti (EP, BP, USP, CL )6’10"”'40 se 4-amino-
fenol jako necistota v substanci paracetamolu hodnoti ba-
revnou reakci s ¢inidlem nitroprusidem sodnym . Vzniklé
modré zbarveni se porovnava s roztokem, ktery obsahuje
limitni mnozstvi p-aminofenolu 0,005 %. CoZz odpovida
25 pg 4-aminofenolu v 500 mg paracetamolu v 1 tableté.
Dalsi metody uz umoziuji stanoveni p-aminofenolu
v paracetamolu. Pro rutinni analyzu a rychlé stanoveni
byly prezentovany vysoce citlivé a automatizované meto-
dy pouzivajici deprivatizaci a pritokovou injek¢éni analyzu
ke stanoveni nizSich mnozstvi tohoto produktu degradace.
Pritokova injekéni analyza ve srovnani s HPLC zvysuje
citlivost detekce a posunutim detekce k vy$§im vlnovym
délkam také specificnost. Reakci s derivatizacnim ¢ini-
dlem se zabrani interferenci matrice absorbujici v UV ob-
lasti pfi stanoveni stopového mnozstvi 4-aminofenolu.
Dale byly prezentovany metody HPLC se spektrofotomet-
rickou, elektrochemickou a fluorescen¢ni detekci. Srovna-
nim analytickych dat ziskanych analyzou HPLC a HPCE
byly zjistény nizsi detekéni limity a rozliSeni pikt analyzo-
vanych latek pti pouziti HPLC nez u HPCE. V této praci
byly také prezentovany imunologické metody, GC a spekt-
rofotometrické metody vyuzivajici UV detekci nebo reakci
vedouci k barevnému derivatu. Oblibend podskupina deri-
vatizacnich metod pouziva rizné indofenolové derivaty 4-
-aminofenolu. Né¢které vysoce citlivé fotometrické techni-
ky svysokou reprodukovatelnosti byly pouzivany pro
stanoveni 4-aminofenolu jako necistoty v pfipravcich
s obsahem paracetamolu a dosazené detek¢ni limity byly
pétkrat niz§i nez limity ziskané standardnim postupem
barevnou reakeci s nitroprusidem sodnym.

Prace byla vypracovina za podpory vyzkumného
zaméru MSM 111600001.
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Uvod

Vyvoj optickych vlakien umoznil pouZit’ fluorescenc-
nu spektroskopiu na monitorovanie fluorescencnych vlast-
nosti povrchov tkaniv'.

Medzi najbeznejSie fluoroféry nachadzajiice sa
v Zivych systémoch, a teda aj v povrchovych vrstvach
pokozky, patria: tryptofan, tyrozin, kolagén, elastin,
FAD, NADH, fosfolipidy, lipofuscin, vitaminy B¢, B,
A, D, K, a mnoho inych®? (Tab. I). Biologické procesy,
akymi su naddorovy rast, alebo hojenie rany si nesmierne
dynamické, pocas nich sa kvalitativne aj kvantitativne
meni zostava fluoroférov’. Taktiez sa menia optické
vlastnosti  prostredia, v ktorom sa nachadzaji, ¢o ma
zékonite vplyv na vysledné fluorescenéné spektra®. Tie-
to javy su dostatoénym markerom patologickych proce-
sov.

V stcasnosti je mozné pomocou roznych typov fluo-
rescencnych spektier diagnostikovat’ prekancerdzne stavy
niektorych organov: krcka maternice, hrubého Ccreva,
mliegnej ZPazy alebo bronchov®~’. Tato diagnostika je &as-
to presnejsia a citlivejSia ako zauzivané Standardné metody
(endoskopia, cytodiagnostické metddy a iné), pricom zat'az
pacienta vzhl'adom na nizky stupen invazivnosti a rychlost
merania je minimalna®. Fluorescenéné metédy asto pouzi-
vaju ako excitacné svetlo laserové ziarenie len jednej vlno-

vej dizky, priom v emisnom spektre sa sustredia len na
jednu vybrana vinovu dizku. Takato metéda sice dokaze
lahko urcit hranice zdravého a patologicky zmeneného
tkaniva, avSak ma len obmedzené pouzitie pri blizSom
urceni patologického stavu (napr. diagnostikovanie kon-
krétneho podtypu nadoru, ainé). Tento problém mdzu
vyriesit’ metddy, ktoré by analyzovali celé spektrum emis-
nych a excitaénych vinovych dizok.

Vyvoj rychlej, exaktnej a minimalne invazivnej meto-
dy, nezavislej od skusenosti hodnotiaceho lekéra, schopnej
odhalit’ uz prvé patologického naznaky v tkanive eSte
predtym, ako nastanu viditelné zmeny zaznamenatelné
l'udskym okom, by bol prinosom najmi pre rizikovych
pacientov, medzi ktorych patria pacienti s diabetes melli-
tus, iktericki a onkologicki pacienti, stavy spojené
s malnutriciou, imunokompromitovani jedinci a mnoho
inych’ .

Ciel'om prace bolo technicky upravit' a dorieSit’ za-
koncenia komercného optického kabla luminiscenéného
spektrometra LS 55 (Perkin-Elmer), vyvinut' stojan
a drziak na sondu, ktory by umoznil presné nastavenie

Tabulka I
Prirodzené fluorofory v zivych systémoch aich fluores-
cenéné parametre’

Endogénne Excitacné Emisné
fluorofory maximum [nm] maximum [nm]
Tryptofan 280 350

Tyrozin 275 300
Fenylalanin 260 280

Kolagén 325 400, 405
Elastin 290, 325 340, 400
FAD 450 535

NADH 290, 351 440, 460
NADPH 336 464

Vitamin A 327 510

Vitamin K 335 480

Vitamin D 390 480
Pyridoxin 332, 340 400
Pyridoxamin 335 400
Pyridoxal 330 385
Pyridoxal 5'-fosfat 330 400

Vitamin By, 275 305
Fosfolipidy 436 540, 560
Lipofuscin 340-395 540, 430-460
Ceroid 340-395 430-460, 540
Porfyriny 400-450 630, 690
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sondy kolmo nad merany povrch, v definovanej vzdiale-
nosti od povrchu, ¢o ma umoznit reprodukovatelnost
merani ré6znych druhov fluorescen¢nych spektier koznych
povrchov.

Experimentalna cast’

Pristroje a zariadenia

Luminiscen¢ny spektrometer LS 55 (Perkin-Elmer)
vybaveny optickym kablom na externé meranie
s pripojenym pocitaom na spracovanie dat s progra-
mom FLWinLab, ktory je dodavany vyrobcom pristroja.

Spektra pokozky boli snimané u zdravych dobro-

volnikov, spektra ran boli snimané u experimentalnych
zvierat (potkan).

Vysledky a diskusia

Pristroj bol vybaveny dvojitym svetlovodnym kéb-
lom, z ktorého jedna polovica je urcend na privod excituji-

Obr. 1. Schéma spodnej ¢asti svetlovodného kabla; a) zakonce-
nie vlakna privadzajuceho excitaéné svetlo k meranému povrchu,
b) zakonéenie vlakna odvadzajiiceho emitované svetlo
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Obr. 2. Synchrénne fluorescenéné spektrum tej istej koZnej
rany pre AL = 60 nm, pri roznej vzdialenosti zakoncenia svet-
lovodnych kablov od rany
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ABCD

Obr. 3. Schéma sondy so sklenenou koncovkou; A — merana
pokozka, B — kozna rana, C — sklenena koncovka z optického
skla, D — telo sondy. Podkozie je tlakom sondy deformované
a ischemizované, ¢o ma negativny vplyv na reprodukovatelnost’
takto nameranych spektier

ceho svetla z pristroja a druhd na zachytdvanie svetla emi-
tovaného povrchom. Konce oboch kablov st umiestnené
v jednoduchej koncovke tesne vedl'a seba (Obr. 1).

Ked’ze intenzita signalu je aj funkciou vzdialenosti
zakonéenia svetlovodnych vlakien od meraného objektu’
(Obr. 2), pre reprodukovatel'nost’ merania bolo nevyhnutné
zabezpe(it’ jej presné nastavenie.

Problém sme spociatku riesili pomocou upravenej
koncovky, kde nastavenie vzdialenosti zabezpecovalo
1 mm hrubé optické sklo oddel'ujuce povrch rany od za-
koncenia svetlovodnych vlakien (Obr. 3).

Ukazalo sa, ze charakter a intenzita nameranych spek-
tier sa menia v zavislosti od tlaku a ¢asu, ktorym posobila
koncovka na povrch (Obr. 4). Tieto rozdiely st pravdepo-
dobne sposobené okrem iného hlavne zmenou intenzity
prekrvenia rany. Pri meniacej sa intenzite prekrvenia sa
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Obr. 4. Synchrénne fluorescenéné spektra pre AL = 30 nm tej
istej koZznej rany merané pomocou sondy so sklenenou kon-
covkou; Ked’Ze nie je mozné zabezpecit’ konstantny tlak sondy na
pokozku spektra nie su reprodukovatelné
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ABCDEF

Obr. 5. Schéma sondy s koncovkou na bezdotykové meranie;
A — merana pokozka, B — kozna rana, C — koncovka s 0,7 mm
dlhym ocelovym hrotom, D — telo sondy, E — drziak sondy, F —
mikroskrutka. Podkozie nie je deformované ani ischemizované,
vd’aka ¢omu st namerané spektra reprodukovatelné

Obr. 6. Luminiscen¢ny spektrometer spolu s pridavnymi za-
riadeniami po¢as merania

meni aj mnozstvo hemoglobinu v réznych vrstvach rany
a hemoglobin je zodpovedny za znizovanie intenzity
signalu®.

Kvoli tymto problémom sme zvolili bezdotykové
nastavenie vzdialenosti pomocou d’alSej upravy koncovky,
ktorti sme vybavili 0,7 mm dlhym kontaktnym ocelovym
hrotom (Obr. 5). Na zabezpecenie presnej vzdialenosti sme
skonstruovali stojan s mikroskrutkou umoziujiaci pohyb
sondy v troch rovinach. Takto sme boli schopni nastavit
presnt vzdialenost’ sondy od rany. Tato vzdialenost sa
kontrolovala vizualne pomocou lupy (Obr. 6).

Data ziskané zo spektrofluorimetra boli spracované
v programe FLWinLab.

Vyhodnocovali sme synchronne fluorescenéné spek-
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tra pre Al 30 nm, AA, = 60 nm a Ak; = 90 nm, pre
tento typ spektier a parametre vinovych diZzok sme sa roz-
hodli preto, lebo ndm umoznili zachytit maximum rele-
vantnych fluoroférov pri relativne malom pocte merani.
Ramanujam’® uvadza, 7e vi&sina relevantnych fluoroforov,
ktoré sa nachadzaju v zivych systémoch, ma rozdiel exci-
ta¢ného a emisného maxima prave v tomto intervale.

Analyza nameranych spektier a ich interpretacia nie je
predmetom tejto prace.

Zaver

Po technickej uprave optosondy fluorescenéného
spektrofotometra je mozné reprodukovatelne merat’ fluo-
rescencné spektra zpovrchu koznej rany u potka-
nov, povrchu pokozky a sliznic ¢loveka. Merenie fluores-
cenénych spektier je neinvazivna, rychla a objektivna dia-
gnostickd  metéda na  posudenie norméalneho
a patologického stavu hojenia ran. V budticnosti bude po-
trebné vyriesit’ problémy spojené s nizkou intenzitou sig-
nalu a vysokou variabilitou koznych ran, pravdepodobne
pouzitim vhodnych fluorescenénych markerov na monito-
rovanie meniacich sa parametrov v hojacej sa rane.
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One end of the double cable in commercial instru-
ments is installed in the cuvette space of the instrument
and the other one is free. As the optical cables do not in-
clude either optical components or an optimal fixation
mechanism for the distance adjustment, the measurements
using those accessories do not give reproducible results.
Our modification including addition of other components
to the cable terminal enables the instrument to monitor
biological processes on skin surface.
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Uvod

Problematika stanoveni jodu v biologickém materialu
je aktualni jiz od druhé poloviny minulého stoleti, kdy
zaCaly byt feSeny problémy jodového deficitu zavadénim
jodované soli do potravniho fetézce. Prizkumy, které pro-
vedl Endokrinologicky ustav v Praze zacCatkem 90. let
20. stoleti vsak ukazaly, Ze az 50 % obyvatel CR trpi riizné
zavaznym nedostatkem jodu v disledku klesajici spotieby
jodované soli'. V této souvislosti se do popiedi opét dosta-
va problematika stanoveni tohoto dileZitého mikroelemen-
tu. V Ceské republice je ke stanoveni jodu nejéastéji pou-
zivana spektrofotometrickd metoda” zalozena na Sandello-
vé-Kolthoffove reakei® po predchozi alkalické mineralizaci
vzorku, optimalizované podle Fiedlerové®. Sandellovy-
Kolthoffovy reakce vyuziva ke stanoveni jodu
v potravinidch po modifikované kyselé mineralizaci vzor-
ku**i Rudolfova’”.

V roce 2001 Ceskd zemé&délska a potravinafskd in-
spekce (CZPI) se sidlem v Brng usp&sné uspotadala mezi-
laboratorni validaci metody stanoveni jodu v potravinach
podle Sandella-Kolthoffa pro &tyfi druhy pozivatin’. Této
validace se ucastnily i dvé laboratote, jejichz vysledky
byly vylouéeny ze souboru dat pro mezilaboratorni valida-
ci, protoze byly ziskany metodou principidlné odliSnou od
validované. Presto vysledky stanoveni poskytnuté témito
metodami jsou v dobré shod¢ s vysledky validované meto-
dy.

Jednou ztéchto metod je stanoveni jodu
v biologickém materialu metodou iontové parové vysoko-
ucinné kapalinové chromatografie s elektrochemickou
detekci (HPLC-ED), ktera byla zavedena a ovéfena ve
Spolegné laboratoii Ceské zeméd&lské univerzity a Vy-
zkumného ustavu mlékarenského (CZU-VUM) na Fakulté
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agrobiologie, potravinovych a piirodnich zdroja CZU
v Praze. Testovana metoda vychézi z prozatimni technické
normy mezinarodni mlékarské federace IDF-Standard
167:1994, jejiz predmétem je stanoveni jodu v Cerstvém
mléce nebo v suseném mléce po rekonstituci'’. Po odstra-
néni nerozpustnych a vysokomolekuldrnich ¢astic centrifu-
gaci a nasledné filtraci pfes membranovy filtr se vzorek
mléka pfimo davkuje do kapalinového chromatografu.
Vlastni stanoveni je provadéno na kolon¢ s reverzni fazi
Partisphere C-18, 5 pm, 110 x 4,7 mm nebo jejim ekviva-
lentem s mobilni fazi — vodny roztok 10 mM Na,HPO,
obsahujici 1,0 mM hexadecyltrimethylamonium-chlorid/
acetonitril  (68:32 v/v, pH 6,8; pratok mobilni faze
2 ml min') — se zatazenym elektrochemickym detektorem
(DC nebo pulsni amperometricky rezim, pracovni elektro-
da Ag v rozsahu napéti 0-50 mV, referentni elektroda Ag/
AgCl).

Kromé iontové parové HPLC lze z metod kapalinové
chromatografie ke stanoveni jodu v biologickém materialu
vyuzit i iontové vyménnou HPLC s elektrochemickou'""
nebo spektrofotometrickou'>'* detekci. Tontové vyménnou
vysokoucinnou kapalinovou chromatografii s elektro-
chemickou detekci ke stanoveni jodu v potravinach obecné
popsali Kuwahira a Asai''. Pfed vlastnim stanovenim byl
kazdy vzorek mineralizovan pfidavkem 4 M hydroxidu
draselného a 25% dusi¢nanu draselného a spalovan
v muflové peci nejdiive pii teplot¢ 100 °C a potom pfi
teploté¢ 550 °C po dobu celkem 5 h. Mineralizat byl roz-
pustén v destilované vodé¢, rozpousténi bylo podpofeno
umisténim zkumavky do ultrazvukové lazné. Vlastni sta-
noveni bylo provedeno na koloné Shodex IC-524A
(mobilni faze: 100 mM NaH,PO, obsahujici 5 mM ethy-
lendiamin, priitok mobilni fize 1,5 ml min ') se zafazenym
elektrochemickym detektorem (pracovni elektroda Ag,
vloZené napéti 60 mV, referentni elektroda Ag/AgCl).

Ve srovnani s validovanou metodou stanoveni jodu
podle Sandella-Kolthoffa pfi chromatografickém stanoveni
odpada jodidy katalyzovana reakce mezi arsenitanovymi
a ceriitymi ionty, kterd vyZaduje vedle naprosto presného
dodrzeni reak¢nich podminek i dokonale d&isté sklo.
K vlastni analyze se pouzivd pfimo nafedény mineralizat.
Pravé nedodrzeni reakénich podminek v Sandellové-
Kolthoffové reakci je pravdépodobné pfi¢inou pomérné
Castého neuspéchu pfi stanoveni jodu validovanou meto-
dou.

Experimentalni ¢ast

Material a metody

Pouzité chemikalie (KOH, ZnSO,, KCIOs;,
Na,HPO,- 12 H,0) byly distoty p.a. (Lachema, Brno), KI
Cistoty p.a., CH;CN Cistoty gradient grade pro chromatografii
LiChrosolv® (Merck, Darmstadt), CH3(CH,);sN(CHj3);Cl1
(25% vodny roztok) (Sigma-Aldrich). Pro pfipravu rozto-
k@ a myti nddobi byla pouzita redestilovand a deminerali-
zovana voda.



Chem. Listy 99, 657 — 660 (2005)

Vzorky biologického materialu (referencni material,
Cerstvé mléko odebrané pfimo na farméch, mlécné vyrob-
ky, maso a masné vyrobky zakoupené v trzni siti) pro sta-
noveni jodu byly podrobeny alkalickému taveni za ptitom-
nosti KOH, ZnSO, a KCIO; podle postupu Fiedlerové®.
Vlastni stanoveni jodu bylo provadéno na stavebnicovém
kapalinovém chromatografu firmy Waters (vysokotlaké
cerpadlo Waters 616, automaticky davkovac Waters 717)
na koloné Nova-Pak C-18, 4 pm, 60 A, 150 x 3,9 mm, pfi
teploté¢ 30 °C. Mobilni fézi tvofil vodny roztok 10 mM
Na,HPO, obsahujici 1,0 mM hexadecyltrimethylamonium-
chlorid/acetonitril (68:32 v/v, pH 6,8; prutok mobilni faze
1 ml min™). Detekce byla provadéna pulsnim elektroche-
mickym detektorem Waters 464 v DC rezimu (na elektro-
dy je vlozeno konstantni stejnosmérné napéti 5 mV a méii
se vysledny proud v zavislosti na ¢ase) s pracovni elektro-
dou Ag a referentni elektrodou Ag/AgCl).

Vysledky a diskuse

Pro ovéfeni spravnosti popisované metody byly pou-
zity certifikované referencni materidly: suSené odstiedéné
mléko BCR 063R s certifikovanym obsahem jodu
0,81 0,05 ug g’ susiny a hovézi jatra BCR 185 s indika-

Laboratorni pfistroje a postupy

vysledky nebyly zahrnuty do souboru dat pro mezilabora-
torni validaci testované metody, protoze byly ziskany prin-
cipialné odlisnou metodou. Validace metody se castnilo
jen velmi malo laboratofi (8), coz ukazuje na obtiznost
validovaného stanoveni, a proto z hlediska matematické
statistiky neni soubor primdrnich dat dostatecné reprezen-
tativni. Pfesto lze na zékladé porovnani vysledkt analyzy
obsahu jodu ve vzorcich A-D metodou HPLC s elektro-
chemickou detekci s vysledkem statistického zpracovani
dat, ziskanych pfi mezilaboratorni validaci metody podle
Sandella-Kolthoffa (viz Tab. II), chromatografické stano-
veni jodu s elektrochemickou detekci povazovat za vyho-
vujici metodu pro stanoveni jodu. Vysledky analyzy
HPLC vzorku C a D se pln€ shoduji s vysledky validované
metody a analyzu HPLC vzorkii A a B lze vzhledem
k velkému rozpéti vysledkid validované metody a malému
poctu analyz rovnéZ povazovat za uspokojivou. Vzhledem
k vySe uvedenym vyhodam lze iontoveé parovou vysoko-
ucinnou chromatografii s elektrochemickou detekci navrh-

Tabulka I
Stanoveni jodu v referenénim materialu

tivni hodnotou jodu 105 ng g™ susiny. Vyrobce obou refe- Parametr Hodnota
rencnich materidll je Community Bureau of Reference, BCR 063 BCR 185
Belgie;. Vysl,edky experim’entélniho ."stanoveni jodu Pocet analyz 15 10
v certifikovanych referencnich materidlech metodou dnotk a1 a
HPLC jsou uvedeny v tabulce 1. Je n.ot Y . HE 2 ngeg

V roce 2001 probéhla pod vedenim CZPI v Brné vali- Certifikovana hodnota ¢i 0,81 105*
dace stanoveni jodu v potravinach podle Sandella- indikativni* hodnota
Kolthoffa. Na obsah jodu byly analyzovany multivitami- Nejistota 0,05 _
novy ndpoj vpraSku (vzorek A), instantni Semy Caj o b experimentdlnich  0,761-0,845  93-107
(vzorek B), instantni smés pro ochuceni mléka (vzorek C) h

. .. ;. . odnot
a bylinkova stl obohacena jodem (vzorek D). VSechny o
vzorky byly soub&zné analyzovany i vysokouéinnou kapa- Primér 0,814 101
linovou chromatografii s elektrochemickou detekci, ale Relativni smérodatna 4,49 8,74
odchylka, %

Tabulka II
Vysledky mezilaboratorni validace metody stanoveni jodu podle Sandella-Koltoffa
Statistické parametry Vzorek A Vzorek B Vzorek C Vzorek D
Pocet laboratoii zahrnutych do vypoctu 6 8 7 6
Pocet odlehlych laboratofi 2 0 1 2
Primér, mg kg1 41,33 27,77 48,02 9,75
Smeérodatna odchylka opakovatelnosti, mg kg’1 0,807 1,423 1,019 0,638
Relativni smérodatna odchylka opakovatelnosti, % 1,95 5,12 2,12 6,55
Smérodatna odchylka reprodukovatelnosti, mg kg™ 2,667 4,576 4,976 1,610
Relativni smérodatna odchylka reprodukovatelnosti, % 6,45 16,48 10,36 16,50
Rozsah, mg kg™ 37,60-45,51 21,47-37,49 41,35-55,10 8,15-12,22
Primér stanoveni metodou HPLC, mg kg’1 47,66 19,67 51,66 10,30
Smeérodatna odchylka opakovatelnosti, mg kg’1 0,07 0,11 0,21 1,62
Relativni smérodatna odchylka opakovatelnosti, % 0,14 0,56 0,41 15,73
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Tabulka IIT

Obsah jodu ve vybranych potravinach Zivoc¢isného plivodu

Vyrobek Obsah jodu * [ug kg '] Pramér [pg kg '] Sg " [%]
Mléko &erstvé (7 farem CR) 53 — 605 242 11,0
Trojské mléko 117 - 229 176 9,4
Jogurt 177 — 341 266 9,3
Mekky tvaroh 338 —443 403 4,5
Tvrdy tvaroh 390 — 891 576 12,3
Taveny syr Maratonec 133 -282 204 17,3
Syr eidamského typu Zeletavskeé platky 284 — 488 391 11,8
Balkansky syr 173 - 271 202 5,7
Veptova kyta 105 -171 130 12,1
Veptova plec 80 -153 106 12,0
Vepfova jatra 107 -182 158 17,9
Vepiové srdce 99 — 169 132 13,2
Vepiova ledvina 82 -206 138 16,2
Hovézi kyta 69 —-160 112 17,5
Hovézi plec 65-170 112 11,9
Hovézi jatra 50-182 114 13,1
Kufeci prsa <MD <MD -
Kufeci srdce 163 — 245 191 15,2
Kufeci jatra 62 — 265 144 13,2
Aljasska treska 124 — 243 193 4,7
File 608 — 725 656 9,4
Pstruh 408 — 531 479 13,3
Kapr 230 —-358 302 13,6
Losos libovy 320 - 500 427 14,1
Losos tuény 657 — 819 719 12,0
Lososova pastika 193 - 318 272 16,3
Rybicky v konzervé — Jadran 282 —363 320 12,7
Spekacek 64171 68 55
Sunka dréibezi 437 - 464 448 3,2
Salam Vysoc¢ina 52-58 55 6,9
Salam Sunkovy 53-69 59 14,6

"Mez detekce (MD) = 54 pg kg™'; ® S — relativni smérodatna odchylka opakovatelnosti

nout jako metodu alternativni ke klasickému stanoveni
jodu s vyuzitim Sandellovy-Kolthoffovy reakce.

Mez detekce byla vyhodnocena z kalibra¢ni zavislosti
sestrojené v rozsahu 1-105 ng jodu v 1 ml kalibracniho
roztoku standardnim statistickym postupem v programu
Excel'®. Rovnice regresni piimky zavislosti odezvy detek-
toru D [mV s] na koncentraci jodu v roztoku [ng ml™'] ma
tvar D = 12541c a koeficient determinace R* = 0,9965.

659

Mez detekce je 4,55 ng jodu v 1 ml mineralizatu, linedrni
dynamicky rozsah je 0-250 ng ml™".

Ovéfenou  metodou iontové  parové HPLC
s elektrochemickou detekci byly v pribéhu let 2000-2003
opakované stanoveny obsahy jodu ve vybranych vzorcich
masa, mléka a masnych a mléénych vyrobkl. Jednotlivé
vzorky byly analyzovany ve tfech paralelnich opakovénich
s primérnou relativni smérodatnou odchylkou 11,7 %.
Rozmezi stanovenych hladin jodu v analyzovanych vzor-
cich potravin udava tabulka III.
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Zavér

Spravnost stanoveni jodu v biologickém materialu
vysokoucinnou kapalinovou chromatografii s elektro-
chemickou detekci po alkalické mineralizaci vzorku byla
ovérfena analyzou referencnich materialti a dobrou shodou
vysledkt stanoveni jodu ve Ctyfech vzorcich pozivatin
testovanou metodou. Paralelni vysledky byly ziskdny
v ramci mezilaboratorni validace metody stanoveni jodu
v potravinach podle Sandella-Kolthoffa. Metoda je vhodna
pro mineralizaty s obsahem jodu nejméné 4,55 ng v 1 ml
mineralizatu. Metodou HPLC-ED byl stanoven obsah jodu
v riiznych potravinach zivo¢i§ného ptivodu.

Autoii dékuji Grantové agentuie MSMT za financni
podporu (vwzkumné zamery MSM 4121 00003 a MSM
6046070901) pri FeSent uvedené problematiky.
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A. Hejtmankova®, M. Vejdova®, and E. Trnkova®
(“Department of Chemistry, University of Agriculture,
Prague, "Dairy Research Institute, Prague): Determina-
tion of Iodine in Biological Samples by High-
Performance Liquid Chromatography with Electro-
chemical Detection

The accuracy of iodine determination in biological
samples by high-performance liquid chromatography with
electrochemical detection (HPLC-ED), after preliminary
alkaline dry ashing, was verified by analysis of reference
materials as well as by good agreement with the results
obtained in interlaboratory validation of a spectropho-
tometric method based on the Sandell-Kolthoff reaction.
The HPLC method is suitable for mineralizates containing
not less than 4.55 ng I/ ml. The method was used for deter-
mination of iodine in milk and meat as well as in milk and
meat products.
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Vazeni kolegové,

dne 11.11.2005 se kond pod patrondtem Ceské spolecnosti chemické konference , Struktura a biologické ticinky
polysacharidii a jejich derivatii®, ktera ma za cil usporadat setkani chemiku, kteri se zabyvaji studiem polysacharidu
a zejména jejich biologickym vyuzitim. Ceskd odbornd verejnost md moznost na fadé konferenci a symposii se sezndmit
s tirovni vyzkumu v mnoha oblastech chemie, avsak podle organizatorii konference, neni v Ceské republice vénovina syste-
matickd pozornost urovni studia a aplikace polysacharidii. Konference je skromnym pokusem tuto mezeru zaplnit. Na kon-
ferenci budou prezentovany prispévky, které se zabyvaji studiem struktury urcitych polysacharidii, pozornost bude vénova-
na zejména derivatum pektinu, chitinu a B-glukaniim a dale prispévky, jejichz tématem bude studium biologickych ucinkii
opeét zejména téchto polysacharidii.

Doufam, Ze obsah konference bude zajimavy nejen pro védecké a vyzkumné pracovniky, ale také pro producenty
polysacharidit a spolecnosti, které aplikuji polysacharidy tradicnim zpiisobem v potravinarskych, farmaceutickych nebo
kosmetickych vyrobcich nebo vyrdabéji produkty, které maji mit urcitou biologickou ucinnost.

Preji konferenci uspéch a mam radost, ze se ji zucastiuje Fada mladych kolegii.

Jana Copikova
predseda odborné skupiny Chemie a technologie
sacharidii Ceské spolecnosti chemické
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IMMUNONOLOGICALLY ACTIVE
XYLAN-TYPE POLYSACCHARIDES:

A STRUCTURE/FUNCTION RELATION-
SHIP STUDY

A. EBRINGEROVA?, Z. HROMADKOVA?,
A. KARDOSOVA?, J. HIRSCH?, and V. HRIBALOVA®

“Institute of Chemistry, Slovak Academy of Sciences,
Dubravska cesta 9, 845 38 Bratislava, Slovakia, b National
Institute of Public Health, Srobdrova 48, 100 42 Prague,
Czech Republic

chemebri@savba.sk, havlin@czu.cz

Phytotherapy has at its disposal a wide range of bio-
logically active compounds, which nowadays play an im-
portant role in alternative medicine. Next to the numerous,
more investigated low molecular compounds from medici-
nal plants, polysaccharides are, recently, reaching growing
interest due to the broad variety of physiological and bio-
logical activities of these biopolymers. Most of the so far
studied immunologically active cell wall carbohydrates
belong to the group of pectic polysaccharides, less fre-
quently they were of the xylan-type' >, which are compo-
nents of the cell wall found in every higher plant tissues.

A structure/biological activity relationship study was
performed with xylans isolated from beechwood, corn cobs,
corn bran, and the herbs Rudbeckia fulgida, Mahonia aqui-
folium, and Althaea officinalis. No relation was found be-
tween the biological response of the xylans in the mitogenic
and comitogenic tests and their structural (primary structure
and distribution of uronic acid side chains) and molecular
properties. In contrast to the carboxymethylated hardwood
xylan®, which activated the T-lymphocytes and immuno-
cytes, the inactive beechwood xylan after a similar chemical
modification did not gain immunomodulatory activity.

The Slovak Scientific Grant Agency VEGA, Grant No.
2/3162/23 and SAS-COST D28/006/03 WG action are
acknowledged for financial support.
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TESTOVANI POLYSACHARIDU JAKO
PREBIOTIKA

VLADIMIR ERBAN

Vyzkumny ustav potravindrsky Praha, Radiovd 7, 102 31
Praha 10
v.erban@vupp.cz

Optimalni vyziva je kliovy faktor ovliviiujici fyzio-
logické funkce kazdého jednotlivce. Kromé vitamint,
optimalniho obsahu energetickych a strukturdlnich slozek
potravy, které jsou vétSinou z potravy uvoliovany travici-
mi enzymy a resorbovany jiz vtenkém stfevu, patii
k optimalni vyzivé i zdravi prospésné stievni mikroorga-
nismy, které se obecné nazyvaji probiotika. Jsou to mikro-
organismy schopné kolonizovat tlusté stfevo a Upravou
prostiedi stfevni niky ptsobi jako konkurenti patogenni
mikroflére.

Schopnost kolonizovat stfevni niku je déna jednak
genetickymi vlastnostmi mikroorganismii a jednak vhod-
nym prostiedim podporujicim rist. Hlavnimi soucastmi
prostiedi, které pozitivné ovliviiuji rust probiotik, jsou
latky oznaCované jako prebiotika. Jedna se prevazné
o v tenkém stfevé nestravitelné oligo- a polysacharidy ve
formé rozpustné a nerozpustné vlakniny. Komplex vhod-
nych probiotik a prebiotik se oznacuje jako synbiotikum.

Funk¢ni vlastnosti synbiotik spocivaji: ve zpomalené
fermentaci vedouci ke zvySené perzistenci ve stievu, tim
jsou zlepSené efekty a metabolické fermentace
1 v distdlnich oblastech stfeva, kde je lokalizovany mnohé
chronické stfevni choroby (ulcelativni kolitis, nadory
apod.). K hlavnim zdravotné pfiznivym ucinklim rozpust-
né vlakniny patii prokazatelny vliv na sniZeni hladiny cho-
lesterolu v krevnim séru, a to zejména jeho nezadouci
LDL frakce. Pridavek vlakniny k potravindm s vysokym
glykemickym indexem je jeden z dietetologickych piistu-
pu pri 1éCeni obezity i diabetu II. typu. Zvyseny piijem
beta-glukanti v potravé m4 piiznivy vliv na niZ§i iniciaci
a rust novotvari v soustave traviciho traktu. ZvétSeni obsa-
hu vézané vody zlepSuje fermentaci ve stfevnim lumenu
vytvofenim gelovité struktury, ktera interferuje s mukozou
sttevni stény, a tim simuluje vazbu probiotik stfevniho
lumenu. Tim se vytvaii ochranna vrstva mezi stfevni sté-
nou a adherujicimi patogennimi mikroorganismy. Kromé
téchto fyzikalnich efektli synbiotik maji pozitivni vliv
produkty fermentace prebiotik probiotiky — kratké mastné
kyseliny, které jsou resorbovany specifickymi stfevnimi
bunkami, které je vyuzivaji jako stavebni latky pro tvorbu
sttevni mukozy, a tim se zvySuje ochrana stievni stény.

Testovani biologického vlivu na zazivaci trakt je vel-
mi naroc¢né, nebot’ dobrovolnici tvoii velmi heterogenni
Cast populace. Proto je nutné pouzivat velké soubory po
dlouhou dobu, aby se projevil G¢inek synbiotika jako po-
travniho dopliikku. Proto je nutné testovat vhodnost jak
probiotickych bakterii, tak prebiotik zejména dietetickych

vvvvv
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budou demonstrovany jednak zplsoby vybéru vhodnych
probiotickych bakterii (rezistence ke zlucovym kyselindm
a k nizkému pH, jako stresovym podminkam), jednak vli-
vy vlaknin riznych rostlinnych zdroji na fyziologické
charakteristiky probiotickych bakterii. Bude vliv prebiotik
na stresové podminky probiotik na zéklad€ ovlivnéni fyzi-
ologickych charakteristik bakterii a na zakladé stanoveni
riznych minimalnich inhibi¢nich koncentraci (MIC).
U kmene 107 je MIC kyselinou taurocholovou (TCH)
0,8 % pro variantu bez glukanového extraktu. 1,6 % gluka-
nového extraktu umozhuje jesté téméf plny rust pfi kon-
centraci 1,5 % TCH, a pfi koncentraci 1,7 % TCH je rist
jesté patrny. Vazba Zlucovych kyselin na vlakninu je de-
monstrovana zménou MIC stanové difizni metodou. Za-
vislost MIC na koncentraci glukanového extraktu je dana
vztahem:
MIC = 0,1829 x koncentrace betaglukand + 0,6687.

Price byla podporena Grantovou agenturou CR
(¢islo grantu 525 05 0273) NAZV (cislo grantu QF 3297
a QF 0183).

PLANT POLYSACCHARIDES WITH
IMMUNOMODULATORY AND ANTI-
OXIDANT PROPERTIES

7. HROMADKOVA?, A. KARDOSOVA?,
E. MACHOVA?, V. HRIBALOVA®,
and A. EBRINGEROVA®

“Institute of Chemistry, Slovak Academy of Sciences,
Dubravska cesta 9, 845 38 Bratislava, Slovakia, bNational
Institute of Public Health, Srobdrova 48, 100 42 Prague,
Czech Republic

chemhrom@savba.sk, havlin@czu.cz

Medicinal plants have been used in traditional healing
all over the world since ancient time. About only twenty
years ago, intense research started on the biological ac-
tivity (such as anti-inflammatory, antiulcer, antitumor,
etc.) of polysaccharides isolated from higher plants'. A lot
of the resulting reports indicated that many polysaccha-
rides exhibit immunological activity’. However, the scien-
tific understanding of how they work on the immune sys-
tem is still incomplete. In the recent years, the antioxidant
activity of polysaccharides has been under investigation.
This is due to the protective action of antioxidants in in-
flammation and degenerative processes such as aging and
carcinogenesis.

Herein, we review representative examples of our
recent research on biologically active polysaccharides
isolated from some European herbs (roots of Valeriana
officinalis and Arctium lappa, aerial part of Salvia offici-
nalis, and leaves of Aloe barbadensis) as well as the seed
coat of buckwheat (Fagopyrum esculentum)’®. The iso-
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lated polysaccharide complexes as well as there from pre-
pared homogeneous and structurally well-defined polysac-
charides were tested for immunomodulatory activity by the
in vitro comitogenic test and for antioxidant activity by the
inhibition effect on liposome peroxidation. The results
were discussed in relation to the structural properties and
presence of phenolic components.

The Slovak Scientific Grant Agency VEGA, Grant No.
2/3162/23 and SAS-COST D28/006/03 WG action are
acknowledged for financial support.
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POLYSACHARIDY VE VYSSICH
HOUBACH A JEJICH UCINKY

IVAN JABLONSKY

Vyssi houby jsou zatim neprobadanym zdrojem 1€¢i-
vych latek. Biologicky aktivni latky obsahuji v plodnicich,
myceliu i kultivanim mediu. U 700 druht hub byly zjiste-
ny 1é¢ivé latky. Jednou ze skupin latek s 1éCivymi ucinky
jsou polysacharidy, a to zejména glukany a heteroglukany.
Tyto latky tvofi vétSinou bunécnou sténu plodnic a myce-
lia. Hlivy (Pleurotus spp.) obsahuji glukan Pleuran, hou-
zevnatec jedly (Lentinus edodes) Lentinan, klanolistka
(Schizophyllum commune) Schizophilan. U lesklokorky
lesklé (Ganodema lucidum) byl zjiStén -D-glukan oznaco-
vany jako Gl-1. V outkovce pestré (Trametes versicolor)
jsou obsazeny 2 polysacharidy a to Krestin a PSP
(polysacharidpeptid). Koralovec (Grifola frondosa) obsa-
huje glukan Grifon. V posledni dobé se studium glukani
zam&fuje na brazilsky zampion (Agaricus brasiliensis).
Experimenty in vitro i klinické pokusy prokézaly, ze kon-
zumaci plodnic bazidiomycét 1ze pfedchazet onkogenezi,
dale byla prokdzana protinadorova aktivita houbovych
glukand. Glukany pisobily preventivné proti vzniku meta-
stdz. Mechanismus pisobeni glukant jeSt¢ neni pfesné
znam, ale je nepochybné, Ze polysacharidy z hub neatakuji
rakovinné butiky pfimo, ale aktivuji imunitni systém.

Prdce byla podporena z grantu GA CR 525/03/0358.
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NOVE TRENDY VE VYUZITi VLAKNI-
NY V POTRAVINARSKEM PRUMYSLU

DANIELA KRAMAROVA, HELENA VELICHOVA
a IGNAC Hoza

Ustav potravindiského inzenyrstvi a chemie, Fakulta tech-
nologicka, Univerzita Tomase Bati ve Zliné, nam. T. G.
Masaryka 275, 762 72 Zlin

kramarova@ft.utb.cz

Soucasny zivotni styl vyvolal drastické zmény ve
stravovacich zvyklostech, spotfeba vldkniny je znacné
nizsi nez jeji doporucovana hodnota. Na zminénou situaci
reaguji vyrobci obohacovanim potravin vlakninou' .

Vhodnou potravinou pro aplikaci B-D-glukani ve
formé hydrogell se ukazuji jogurty. Pravidelna konzumace
5 mg glukan® ve 150 ml jogurtu by méla pozitivné ptispét
k potlaceni infekénich chorob®. Jako prebiotikum byva
vyuzivan inulin. Vliv inulinového preparatu Raftilose®
Synergy 1 na zvySovani absorpce vapniku a hoiciku byl
prokazan u adolescentnich divek i u starich Zen’. Testy
ukézaly, ze s pfidavkem inulinu lze vyrobit mikrobiologic-
ky stabilni masny vyrobek s obsahem tuku sniZzenym az na
12 % (cit.%). Dalezitou dietetickou zeleninou, obsahujici
misto $krobu inulin, je ¢erny koten (Scorzonera hispani-
ca). Ma nejvyssi obsah vldkniny (5,3 %) ze vSech koteno-
vych zelenin’. Spoleénost Enzymatic Therapy uvedla na
trh vyrobek nazvany Fiber Delights, ktery obsahuje ve
vyvazeném poméru vldkninu z ovesnych otrub
a inulinovu vlakninu s fruktooligosacharidy z ¢ekanko-
vého kotene®. P-Glukan spole¢nosti Cargill Health &
Food Technologie, ktery se prodava pod nazvem Barley
Betafiber, se vyrabi extrakci ze zrn jeCmene. Neobsahuje
zadné geneticky modifikované slozky a od cervna 2003
m4 status vyrobku GRAS (cit.”). Britska spole¢nost Pro-
vexis Ltd. pfipravila bananovy extrakt, ktery je mozno
pouzivat jako podpurny prostfedek pii 1é¢bé chronickych
zanétlivych gastrointestinalnich onemocnéni jako je Cro-
hnova choroba'®. Chronicka zacpa patfi k rozsitenym civi-
lizacnim chorobam. V fadé zemi se jiz delsi dobu k jeji
16¢bé vyuziva psylium''. Francouzska firma Roquette spe-
cializujici se na aditiva nabidla novou generaci vlakniny
s oznacenim Nutriose FB, ve které jsou molekuly dextrint
vice rozvétvené nez obvykle se vyskytujici dextriny
a kroby'?. Cesti vyrobci se snazi orientovat na fortifikaci
svych produktt vlakninou, ale ve vyrobé doplikid stravy
stale pfevazuji zahrani¢ni vyrobci. Ze svétovych vyzkumii
dale vyplyva, ze vyspé€lé staty se vice orientuji na nové
trendy ve vyvoji a vyuZiti novych typt vldkniny nez CR.
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METABOLISMUS PEKTINU U ANAE-
ROBNICH BAKTERII TRAVICIHO
TRAKTU ZVIRAT

MILAN MAROUNEK™®, KAMIL SIROTEK?,
ZDENEK VOLEK’ a OXANA SAVKA®

“Ustav Zivocisné fyziologie a genetiky AV CR, Videriskd
1083, 142 20 Praha, "Vyzkumny tistav Zivocisné vyroby,
Pratelstvi 815, 104 01 Praha

marounek@iapg.cas.cz

V travicim traktu vSech byloZravych a omnivornich
zivoCichl jsou bakterie, které ziskavaji energii fermentaci
pektinu. V sérii Ctyt praci jsme se zabyvali metabolismem
pektinu u bakterii izolovanych z bachoru prezvykavci'”
a slepého streva kraliki®*. Viechny zkougené pektinolytic-
ké bakterie, tj. Butyrivibrio fibrisolvens 787, Prevotella
ruminicola AR29 a Lachnospira multiparus ATCC 19207
z bachoru, stejn€ jako Bifidobacterium pseudolongum P6
a Bacteroides caccae KWN ze slepého stfeva, produkova-
ly pfi ristu na pektinu vice acetaitu a méné metabolitd,
k jejichz syntéze jsou potiebné redukéni ekvivalenty, nez
pfi rlstu na glukose. V bunéénych extraktech vSech
uvedenych bakterii byla aktivni 2-keto-3-deoxy-6-fosfo-
glukonat aldolasa (EC 4.1.2.14), coz je enzym Entnerovy-
Doudoroffovy drahy katabolismu hexos. Moznost, Ze ga-
lakturonat je dekarboxylovan na L-arabinosu jsme vylouci-
li: jednak méfenim tvorby CO, v kulturach B. pseudolon-
gum P6, jednak uvahou, ze pokud by tomu tak bylo, pak
po ztraté oxidované casti molekuly by nebyl rozdil
vredoxnim stavu fermentacnich produktl. U bakterii
L. multiparus ATCC 19207 a B. caccae KWN se na roz-
kladu molekuly pektinu podilely jak pektin lyasa, tak
i pektin hydrolasa. B. pseudolongum P6 disponovalo jen
hydrolasou, lyasova aktivita nebyla pfitomna, coz u pekti-
nolytickych bakterii neni bézné. Blizsi charakterizaci pek-
tinolytickych enzymt jsme pomoci viskozimetrickych
méfeni provedli u kmene KWN. Enzymy, které rozkladaji
pektin na oligogalakturonidy jsme urcili jako extracelular-
ni exopektat hydrolasu (EC 3.2.1.67) a extracelularni en-
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dopektat lyasu (EC 4.2.2.2). V kulturach pektinolytickych
bakterii jsme také vzdy nachazeli methanol, tj. produkt
ucinku pektin methylesterasy (EC 3.1.1.11).

Prace byla podporena z grantu GA CR 525/03/0358
a VZUZFG AV CR ¢ AV0Z50450515
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POLARIZACNI A ELEKTRONOVA
MIKROSKOPIE PRIRODNICH
MATERIALU

MARTIN MARYSKA

Vysoka skola chemicko-technologicka v Praze, Technic-
ka 5, 166 28 Praha 6
Martin.Maryska@vscht.cz

Polarizacni a elektronova mikroskopie jsou techniky,
které se dopliiuji pii zkouméni biologického materidlu
a potravinatskych produktii. Na ptikladech bude prezento-
vano poskozeni nebo zmazovaténi Skrobovych zrn, vyskyt
nezadoucich krystald v amorfnich systémech, struktura
produktli, které se skladaji zamorfni faze, krystalické
struktury, nasyceného roztoku a pén. Polariza¢ni a elektro-
nova mikroskopie se uplatiuji pifi studium tkani vysSich
hub.

Vyuziti polarizacni a elektronové mikroskopie pri
studiu  biologickych tkani je podporovana projektem
GA CR (¢. 525/05/0273).

STUDIUM B-GLUKANU IZOLOVA-
NYCH Z Pleurotus sp. A Agaricus sp.

KATERINA MICKOVA, PETRA BLAFKOVA,
JANA CERNA, JANA COPIKOVA, ANDRIY
SYNYTSYA, ALLA SYNYTSYA, JIRI SPEVACEK,
IVAN JABLONSKY a VLADIMIR ERBAN

Ustav chemie a technologie sacharidi, Vysokd Skola che-
micko-technologicka v Praze, Technicka 5, 166 28 Pra-
ha 6 — Dejvice, Ceskd Republika
katerina.mickova@yscht.cz
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V poslednich nékolika letech vzrostl zajem o B-glu-
kany, izolované z bunécnych stén hub pro jejich schopnost
pozitivné plsobit na imunitni systém. Mohou byt pouzity
jako imunomodulacni, protinddorové a radioprotektivni
pasobky'. Tyto aginky B-glukand vyplyvaji z jejich che-
mické struktury. Jednd se o heteroglykany, jejichz postran-
ni fetézce mohou obsahovat glukuronovou kyselinu, galak-
tosu, mannosu, arabinosu a xylosu. Rozdily v aktivité jed-
notlivych glukant jsou dany jejich rozpustnosti ve vode,
velikosti molekuly a stupném vétveni. Pro protinddorové
ucinky jsou nezbytné vazby B-(1—3) a B-(1—6) a dale
pak glukany s vétsi molekulovou hmotnosti jsou ucinngjsi
nez ty nizkomolekularni.

Urceni struktury polysacharidli je velmi dulezitou
charakteristikou jejich fyzikalnich vlastnosti a nasledné
i biologickych ucinkd.

Pleurotus sp. a Agaricus sp. jsou vyznamnymi zdroji
zdravi prospéSnych polysacharidl, zejména pak [B-glu-
kant. Pro jejich izolaci z téchto hub byla pouzita modifi-
kovana metoda podle Freimunda?, ktera zahrnuje extrakci
80% ethanolem, vodou za varu a nasledné alkalickou ex-
trakci smési 1M-NaOH a 0,05% NaBH,. Béhem izolace
bylo nutné odstranit z extraktu glukany vazané a-glykosi-
dovymi vazbami a déle také bilkoviny. Struktura jednotli-
vych polysacharidd byla uréena pomoci IC, Raman
a NMR spektroskopie. Obsah -glukand byl stanoven jako
1,3:1,6-B-glukany enzymovym setem KYBGL 11/2003
(Megazyme, Ireland), a to jak v lyofilizatech, tak
v Cerstvych vzorcich hub.

Tato prace vznikla za podpory Grantové agentury
Ceské Republiky (projekt GA CR 525/05/0273).
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VLIV CIZORODYCH PRVKU NA
OBSAH SKROBU V BRAMBOROVYCH
HLIZACH

PAVEL BREZINA, PAVEL VALASEK
a OTAKAR ROP

Ustav potravindiského inzenyrstvi a chemie, Technologic-
ka fakulta, Univerzita Tomdse Bati, nam. T.G.M. 275,
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Pritomnost cizorodych prvki v prostfedi vyvolava
u rostlin fadu zmén'. Expozice rostlin cizorodym prvkim
inhibi¢né ovliviiuje prabéh fotosyntézy, snizuje se obsah
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chlorofylu v listech a polysacharidii v zasobnich organech
rostlin®. V diisledku velkého mnozstvi ploch pudy, které
jsou u nas kontaminovany cizorodymi prvky, je sledovani
jejich vlivu na kulturni plodiny vysoce aktudlni.

Prace se =zabyva sledovanim obsahu Skrobu
v bramborovych hlizach velmi rané odridy KRYSTALA
vypéstovanych na padach kontaminovanych arsenem,
ktery byl aplikovan ve formé As,O; (rozpustény v min.
mnozstvi 25% NaOH), beryliem pfiddvanym ve formé
BeCO; (rozpustény v min. mnozstvi konc. HCI), rtuti,
ktera byla pouzita ve formé HgO (rozpustény v min.
mnozstvi konc. HNOs) a kadmiem aplikovanym ve formé
Cd(NO3), (rozpustény v destilované vod¢€). Problematika
byla feSena formou pokusu, ktery byl provadén
v plastovych vegeta¢nich nadobach. Byla pouzita jednotna
zemina, pficemz hladina obsahu jednotlivych cizorodych
prvki byla upravena nasledovné — u arsenu byly pouzity
varianty s 4,5 mg Askg™' zeminy a dale potom s 30,0;
60,0; a 120;0 mg As kg™, u berylia byl jeho obsah upraven
na 2,0; 7,0; 14,0 a 28,0 mg Be kg’ zeminy, u rtuti bylo
pouzito 0,8; 6,4; 12,8 a 25,2 mg Hg kg’1 zeminy a u kad-
mia byla zvolena hladina jeho obsahu na urovni 0,4; 1,0;
2,0 a 4,0 mg Cdkg™ zeminy. Vypéstované bramborové
hlizy byly po mineralizaci analyzovany na obsah cizoro-
dych prvkt metodou atomové absorpcni spektrofotometrie
(ptistroj PHILIPS PU 9200X) a skrob byl stanoven meto-
dou podle Ewerse”.

Se stupniovanymi obsahy cizorodych prvka v puadé
dochéazelo ke statisticky prukaznému zvySovani jejich ob-
sahu v bramborovych hlizach. Obsah Skrobu se snizoval
uvSech variant skontaminaci zeminy ve srovnani
s variantou kontrolni. Statisticky vyznamné snizeni obsahu
Skrobu se potom projevilo u variant s nejvyssimi kontami-
nacemi zeminy kadmiem (sniZeni obsahu Skrobu na
12,21 % ve srovnani s 15,49 % v kontrolni variantg). Sta-
tisticky vysoce vyznamné bylo sniZzeni obsahu Skrobu
u variant s kontaminaci rtuti (u varianty s nejvyssi hladi-
nou Hg vpiddé na 10,79 %) a arsenem (u varianty
s nejvyssi hladinou As v pide€ na 10,65 %). Vliv berylia na
obsah Skrobu v bramborovych hlizach se projevil jako
statisticky nevyznamny.
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SORPCE ZLUCOVYCH KYSELIN
NA N-ALKYLPEKTINAMIDY

LUCIE SIHELNIKOVA, ANDRIY SYNYTSYA
a JANA COPIKOVA

Ustav chemie a technologie sacharidii, VSCHT Praha,
Technicka 5, 16628 Praha 6
lucie.sihelnikova@vscht.cz

Sorbenty Zzlucovych kyselin piredstavuji polymery
slouzici ke sniZeni hladiny cholesterolu v krevni plasmé.
K 1é¢bé hypercholesterolemie se jiz mnoho let vyuziva
Cholestyraminu® a Colestipolu®, jejichz nizka ucinnost
se odrdzi v nutnosti podavéani vysokych davek. MoZnou
nahradou téchto piipravki by mohly byt N-alkyl-
pektinamidy, které jsou pfedmétem této studie.

N-Alkylpektinamidy jsou derivaty pektinu, pfirodniho
polysacharidu, ktery se nachazi v buné€énych sténach vys-
Sich rostlin. N-Alkylpektinamidy pro tuto studii byly zis-
kany heterogenni aminodealkoxylaci vysokomethylované-
ho citrusového pektinu (typ XSS, Danisco) s oktyl-, do-
decyl- a oktadecylaminem v prostiedi N,N-dimethyl-
formamidu. Reakce probihala pfi teploté 50 °C a za nepie-
trzittho michani. Doba reakce se pro kazdy z pouzitych
aminQ pohybovala v rozmezi od 6 do 72 h, ¢imz byly zis-
kany derivaty o riznych stupnich amidace. Pfitomnost
alkylamidovych substituentd a Cistota produktti byly pro-
kazany pomoci FT-IR spekter. Stupenn amidace byl vypoc-
ten na zakladé obsahu dusiku ve vzorku, ktery byl stano-
ven metodou dle Kjeldahla.

Sorpce zluovych kyselin z volské Zluci na N-alkyl-
pektinamidy byla vyhodnocena na zaklad¢ jejich koncent-
race pred a po pridavku téchto derivati. Sorpce probihala
pfi 37 °C po dobu 1 h. Koncentrace zlucovych kyselin
v roztoku byla uréena enzymovou metodou (Bile Acid
Procedure No. 450, Trinity biotech). Bylo provedeno srov-
nani sorpcnich schopnosti jednotlivych derivati pektinu
a vyhodnocena zavislost sorpce zlu¢ovych kyselin na délce
alkylového fetézce a stupni amidace.

Prdce byla podporena z grantu GA CR 525/03/0358.
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STRUKTURNI CHARAKTERIZACE ,
GLUKANU “C NMR SPEKTROSKOPII
PEVNEHO STAVU

JIRI SPEVACEK

Ustav makromolekuldrni chemie, Akademie véd CR, Hey-
rovského nam. 2, 162 06 Praha 6
spevacek@imc.cas.cz

Pred 30 lety Schaefer a spol.' popsali zpiisob umoz-
nujici detegovat *C NMR spektra vysokého rozliseni
v pevném stavu. P¥ méfeni t&chto tzv. °C CP/MAS NMR
spekter se paraleln¢ uzivaji nasledujici tfi metody: (i) ruse-
ni dipolarnich interakci *C-'H (dipolar decoupling); (ii)
rotace vzorku pod magickym uhlem (magic angle spinning
— MAS), jez eliminuje rozsifeni zpusobené anisotropii
chemickych posunt; (iii) kiizova polarizace (cross polari-
zation — CP) vedouci ke zvySeni citlivosti méfeni. Pfi spl-
néni uréitych podminek® je mozné takto métena *C CP/
MAS NMR spektra uzit i ke kvantitativni analyze. *C
NMR spektroskopie vysokého rozliSeni pevného stavu je
v soucasné dob&é metodou velmi Casto uzivanou v mnoha
védnich oblastech vcetné chemie polysacharidi. Nékteré
moznosti této metody pii strukturni charakterizaci glukani
a jejich derivatl budou ilustrovany na piikladech nize uve-
denych systémt.

1. Celulosa: *C NMR spektra celulosy poskytuji kromé
chemické struktury i informaci o jeji krystalinité, pro-
toze v dusledku odlisné konformacni struktury se pro
C4 a C6 uhliky 1isi jejich chemické posuny
v krystalickych a amorfnich oblastech. *C NMR
spektroskopie pevného stavu je tézZ vhodnou metodou
ke sledovani degradacnich zmén, ke kterym
v celulose dochazi vlivem y-zafeni®.

Chitin a chitosan: Dulezitym parametrem pro charak-
terizaci chitinovych materiald je stupen acetylace,
ktery lze z *C NMR spekter velmi dobfe stanovit. '*C
NMR spektra vysokého rozliSeni téZ umoziuji rozlisit
o- a B-chitin.

Chitin/glukanové komplexy: Studovany byly vzorky
chitin/glukanovych komplexti izolované jednak
z plisné Aspergillus niger, jednak jako nerozpustné
podily po extrakci z hub (hliva, Pleurotus sp.). °C
NMR spektra vysokého rozliSeni potvrdila, Ze se sku-
tecné jedna o komplexy chitin/B-glukan a umoznila
stanovit slozeni téchto komplexli v zavislosti na pod-
minkach ptipravy vzork.

Prace byla podporena Grantovou agenturou CR
(¢islo grantu 525/05/0273). Autor dékuje doc. J. Copikové,
CSc. a Mgr. A. Synytsovi, PhD. za poskytnuti vzorkii chi-
tin/glukanovych komplexii a Ing. J. Brusovi, Dr. za pomoc
pri mérenich NMR téchto vzorkii.
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AMIDOVANE DERIVATY HM PEKTI-
NU: PRiPRAVA, CHARAKTERIZACE
A VYUZITI

ANDRIY SYNYTSYA?, JANA COPIKOVA®, LUCIE
SIHELNIKOVA® a MILAN MAROUNEK”

“Ustav chemie a technologie sacharidi, I(§CHT Praha,
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Pektiny jsou rostlinné polysacharidy $iroce pouzivané
v potravinaiském priamyslu. Pektiny jsou také znamy jako
sou¢ast vlakniny snizujici obsah cholesterolu v krvi'?.
Chemicka modifikace pektind, mezi které patfi amidace,
ovliviiuje jejich fyzikalné-chemické a technologické vlast-
nosti. Amonolyza methylesterovych skupin vysokomethy-
lovanych (HM) pektinti v heterogenni reakci s amoniakem
v prostfedi methanolu je bézné€ pouzivana k amidaci pekti-
nu. Amidované pektiny jsou dulezité zelirujici latky pro
vyrobu cukrovinek. Aminodealkoxylace (aminolyza) HM
pektinu pomoci primarnich amind, hydrazinu a hydroxy-
laminu vede ke vzniku N-alkylpektinamidu, pektinhydrazi-
dii a pektinhydroxamovych kyselin®*. Reakci pektinu s
témito latkami do makromolekuly polysacharidu zavadi
nové funkéni skupiny, které ovliviiuji fyzikalni a chemické
vlastnosti derivatl a jejich moZzné aplikace. N-Alkyl-
pektinamidy obsahujici dlouhy alkylovy fetézec jsou vice
hydrofobni nez pivodni pektin, zatimco derivaty obsahujici
polarni skupiny maji vyrazny hydrofilni charakter. N-Okta-
decylpektinamid, produkt reakce HM pektinu s n-okta-
decylaminem, byl charakterizovan jako perspektivni, levny
a biologicky odbouratelny hydrofobni sorbent, ktery by
mohl najit uplatnéni jako soucést potravinovych dopliki
snizujicich obsah tuku a cholesterolu’.

Tato prace byla podporovanda grantem Grantové
Agentury Ceské Republiky (GA 525/03/0358).
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B-OLIGOFRUKTANY Z JAKONU
(Smallanthus sonchifolius) J AKO
PREBIOTIKA V DOPLNCICH STRAVY

VILIM SIMANEK a KATERINA VALENTOVA

Ustav 1ékaiské chemie a biochemie, Lékaiska fakulta,
Univerzita Palackého, Hnévotinska 3, 775 15 Olomouc
vilim@tunw.upol.cz

Fytochemikalie a nutraceutika, které podporuji rlst
a proliferaci probiotickych bakterii, napf. Lactobacillus
a Bifidobacterium, v travicim traktu (TT) clovéka maji
vyrazn€ pozitivni ucinky na imunni systém traviciho traktu
a celkovy stav organismu. Jejich preventivni a terapeutic-
ké ucinky na chronické zanétliva a nadorova onemocnéni
TT jsou uzndvdna moderni medicinou’. Hlizy jakonu
(Smallanthus sonchifolius, Asteraceae) obsahuji jako za-
sobni latky B-oligofruktany s nizkym zastoupenim gluko-
sy. Struktura fruktani je stejného typu (B(2—1)frukto-
furanosylsacharosa) jako v jinych druzich rostlin celedi
Asteraceae, napf. topinamburu (Helianthus tuberosus)™.
Ve srovnéni s hlizami topinamburu maji fruktany obsazené
v hlizach jakonu niZ§i stupeni polymerizace’. Fruktany
o nizkém stupni polymerizace jsou dobfe fermentovany
v tlustém stievé nepatogenni mikrobialni flérou'. V kom-
binaci s pfirodnimi chemoprotektivy maji také pozitivni
fyziologicky  ucinek na lipidovy  metabolismus.
V piispévku je hodnocen vyznam nestravitelnych sachari-
da v dieté rizikovych skupin populace.

Autori dékuji MSMT CR za finanéni podporu (grant
MSM 6198959216).
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POLYSACHARIDY KAKAOVEHO
PRASKU

ANEZKA TRILCOVA?, JANA COPIKOVA?,
MANUEL A. COIMBRAb, ANTONIO S. BARROS®
a ANDRIY SYNYTSYA®?

“Ustav chemie a technologie sacharidi, VSCHT Praha,
Technicka 5, 166 28 Praha 6, CR, "Departamento de Qui-
mica, Universidade de Aveiro, Campus Universitario de
Santiago, 3810-193 Aveiro, Portugal

Kakaovy prasek je legislativné definovan jako potra-
vina ziskana z prazenych kakaovych bobl zbavenych slu-
pek, upravenych do formy prasku. Kakaovy prasek je
nejen vyrobkem, ale i surovinou pfi vyrobé ¢okolady, ¢o-
koladovych cukrovinek, trvanlivého peciva, mléénych
napojl, smesi kakaa s cukrem, kakaa na peceni aj.

Polysacharidy jsou jednou z komponent, které se mo-
hou podilet na kvalité¢ kakaového prasku. Bylo stanoveno
slozeni neutralnich cukrd polysacharidi kakaového pras-
ku. U souboru vzorkt kakaového prasku byla také naméie-
na spektra ve stfedni infraervené oblasti. Ziskana spektra
byla vyhodnocena metodou hlavni komponenty v oblasti
vlno&ti 1200-800 cm™, kde se vyskytuji pasy odpovidaji-
ci polysacharidiim. Stfedni infracervend spektroskopie
v oblasti charakteristické pro polysacharidy mize byt pou-
zita k identifikaci kakaového prasku, jehoz slozeni neod-
povida pozadované kvalité.

Prace byla podporena z projektu MSM 6046137305.

VLIV PEKTINU A AMIDOVANEHO
PEKTINU NA METABOLISMUS
CHOLESTEROLU A FERMENTACNI
AKTIVITU MIKROORGANISMU

V SLEPEM STREVE POTKANU

ZDENEK VOLEK®, MILAN MAROUNEK™”
a EVA SKRIVANOVA®

“Vyzkumny ustav zZivocisné vyroby, Pidtelstvi 815, Pra-
ha 10 — Uhiinéves, 104 01, *Ustav Zivocisné fyziologie
a genetiky, Videnska 1028, Praha 4, 142 20
volek.zdenek@vuzv.cz

Cilem pokusu bylo zjistit uc¢inky pektinu a amidova-
ného pektinu (oktadecylpektinamid s vy$§im stupném sub-
stituce') na Zivodisny organismus, zejména ve vztahu
k metabolismu cholesterolu. Pfi laboratornich zkouskach
byla pozorovana nizs$i dostupnost amidovanych pektinQ
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pro intestindlni mikroorganismy®, coz miZe piinést,
v porovnani se snadno fermentovatelnym pektinem, vyssi
efekt takto upraveného pektinu na zdravi a metabolismus
v kaudalnich ¢astech traviciho traktu.

Potkani kmene Wistar byli rozdéleni do tii skupin po
sedmi. Do krmné smési vSech zvifat bylo pfiddno 1 %
\cholesterolu a 5 % Megalacu. Megalac je komer¢ni nazev
pro smés vapenatych soli mastnych kyselin s pfevahou
kyseliny palmitové. Prvni skupina byla kontrolni, 2. dosta-
vala v krmné smési 6 % citrusového pektinu a 3. skupina
6 % modifikovaného pektinu. Po 1-tydenni adaptacni peri-
od¢ nasledoval vlastni pokus v délce 4 tydnt.. Béhem ex-
perimentu se denné zjist'ovala individualni spotieba krmi-
va a vody, tydné individudlni Zivd hmotnost zvifat. Po
ukonceni pokusu byli potkani usmrceni, odebrany vzorky
krve, obsahu slepého stfeva a jaterni tkané a zjisténa hmot-
nost slepych stiev, jejich obsahu, jater a sleziny. V jatrech
potkant a vykalech odebranych v posledni den pokusu byl
stanoven cholesterol a koprostanol metodou plynové chro-
matografie. U potkanli krmenych dietou doplnénou o mo-
difikovany pektin byla zaznamenana niz§i ziva hmotnost
na konci pokusu (P =0,01), niz§i denni pfirastek zivé
hmotnosti (P=0,01) stejn¢ jako niz§i spotieba krmiva
(P=0,03). U potkani s modifikovanym pektinem byla
dale zjiSté€na signifikantn€ vyS$§i hmotnost sleziny. Oproti
ocekavani nebyly pozorovany veétsi rozdily v hmotnosti
slepého stfeva a jeho obsahu. Nalezy mikrobidlnich meta-
boliti v obsahu slepého stieva se vyznacovaly velkym
rozptylem a vétSina rozdili mezi skupinami nebyla statis-
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ticky vyznamna. Pokud se tyka slozeni krve, statisticky
vyznamny rozdil byl pozorovéan v obsahu sérovych triacyl-
glycerold. Nejnizsich hodnot bylo dosazeno u potkand
pfijimajicich v krmné smési neupraveny citrusovy pektin
(P <0,05). Velmi vyznamnym vysledkem je signifikantni
snizeni obsahu cholesterolu v jatrech doprovazené zvyse-
nim obsahu cholesterolu ve vykalech potkant pfijimajicich
modifikovany pektin. Ukazuje se tedy, Ze hydrofobni sor-
bent, kterym je vySe substituovany oktadecylpektinamid,
je ucinnym prostfedkem k vylouceni cholesterolu vykaly.
Zaroven s tim Ize ucinit zavér, Ze pieruseni enterohepatal-
niho obéhu cholesterolu zvySenim stfevni viskozity vlivem
pfidavku neupraveného pektinu (skupina 2), se zda byt
méné u¢inné. K podobnym zavérim jsme dospéli i pii
zkouskach s oktadecylpektinamidem o niz§im stupni sub-
stituce.

Studie byla podporovana VZ (MZe-0002701403)
a GA CR (projekt: 523/03/0358).
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