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Most pies minulost

Moje pani vypina rozhlas i televizi pokud je ji moderd-
forem vnucovdno ,,anoncovdni performance dydzeje“ a na-
skakuje ji hust kiize pri sdélent netere, Ze jejich ,, piar oddéleni
usporddalo pro VIPy bdrbekjii party”. Ani mné tato slovni
spojeni nezni libé. Snazim se ale byt obezretnéjsi v jejich
tvrdém odsudku a to mimo jiné i v souvislosti s oborem che-
mie, ve kterém se pohybuji. Narodni jazyk se vyviji — a to
zirejmé tim rychleji, ¢im rychleji postupuje globalizace svéto-
vého spolecenstvi a rozvoj technického pokroku.

Jako spisovnd CeStina se obvykle chape kodifikovany
utvar ceského narodniho jazyka, ktery ma funkci narodné
reprezentativni a mél by se uzivat v urednich dokumentech,
v oficialni komunikaci a v médiich (alespon ve verejno-
pravnich). Variantou spisovného jazyka je hovorova Cesti-
na, kterd se uziva v neoficidalnich mluvenych projevech. Za
podskupinu hovorového jazyka miuZeme povazZovat slang.
Technické nazvoslovi bylo po dlouhou dobu prevazné ne-
mecké a jeho pocesteni byl vyznamny kol naseho narod-
niho obrozeni. Piivodni némecké vyrazy se pak casto do-
staly do vrstvy nespisovné a cast z nich se stala soucasti
riiznych profesnich slangii. Jejich znalost byva povazovina
za znak prislusnosti k dané profesni skupiné (jekl, ponk,
rdcna, Salunk). Chtél bych se na chvili vratit do oné doby,
kdy se vytvarelo ceské chemické nazvoslovi a ukazat laska-
vému Ctenari, ze ne kazdd snaha o vytvoreni ceského ekvi-
valentu k cizimu terminu byla uspésnd, ba dokonce, Ze
s odstupem let se toto usili miiZe zdat dalSim generacim
velmi usmévné.

Vyznamnou osobnosti buditelské obce poloviny devate-
nactého stoleti byl Karel Slavoj Amerling (1807-1884)
a letos se pati pripomenout 200 let od jeho narozeni. Byl
vzdélanim lékar a piisobenim predevsim pedagog. Amerling
vybudoval Siroce koncipovany vzdélavaci istav s ndzvem
"Budec" (na podkladé legendy znamé z Kosmovy kroniky
mél predstavu, ze v BudCci existovala jiz v 10. stoleti latinskd
Skola — povazovana tak za prvni Skolu na ceském iizemi).
Budec se ve své dobé stala mimoradne vyznamnym stiedis-
kem obrozeneckého a vlasteneckého Zivota. Bohuzel, neméla
dlouhé trvani, protoze ustav skoncil v konkurzu. Nicméné
predevsim Amerlingovou zdasluhou byla pak v Praze ziizena
prval hlavni  Skola s  ceskym vyucovacim jazykem
(vychovavala ucitele). Jejim reditelem byl v roce 1848 jme-
novan pravé MUDr. Karel Slavoj Amerling.

Ve svém pusobeni na poli chemie chtéel navdzat na
dilo ,,prvoucitele a otce Ceské chemie”, Jana Svatopluka
Presla, ktery ve spolupraci s Josefem Jungmannem vytvo-
7il prvni Ceské nazvoslovi prirodnich ved. Toto nazvoslovi
vznikalo pod viivem tehdejsi hovorové cestiny a na zdkladé
studia staroceské a jihoslovanské literatury. Amerling se
snazil ceské chemické nazvoslovi rozvinout a vytvorit zd-
sadni ceskou ucebnici chemie — dilo, které nazval Lucebné
zaklady hospodarstvi a Femeslnictvi . K chemii pristupoval
jako ke krasnému umeéni, ‘jez sily télesné umi v dusevni
meniti . Zarytost, s jakou se snazil emancipovat od ,,v§eho
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cizackého, jmenovité svabského “, vedla k vytvoreni podiv-
ného, a¢ domnéle cisté narodniho nazvoslovi. Jako ukazku
novotvari, které navrhl, lze prezentovat jeho ,, rozdélent
prvki prirodnické”, se zdkladnim pravidlem: ,,cokoli jest
prvek, konci se koncovkou -ik, vyjma prvkii davno znd-
mych (jako sira, stribro, Zelezo, zlato, méd)". Svibici
(nekovy) se podle Amerlinga délily na vad svezivych neboli
sveziki, Svubivych neboli Svubikii, trupelivych cili trupeli-
ku, ziravych cili ziviki, ndhrazivych cili dosadiki  atd.
Mezi navrzenymi ndzvy sloucenin pak nalezneme terminy
jako smradavec (H,S), smrtvodka(HCN), zelezomriednik
draslikomredity (Zluta krevni siil), Zelezitos (FeCls), vodic-
nik ¢myzilovy (methan). Navrhu na pocesténi nebyly uset-
Feny ani miry a vahy: mérec (metr), stoticka (cm), krucha
(gram), tisicinuska (miligram) atd. To byla jiz ponékud
silna kava pro obec strazcii ryzosti narodniho jazyka
a Karel Ladislav Celakovsky pocastoval novdtora versi:

Jako télo pékné, cisté, ma i jazyk meze jisté;

na to, Amerlingu miyj, s pany bratry pamatuj !

Neuspéch projektu “Budec” a nenadalé nepiiznivé
prijeti zminéného dila poznamenalo Amerlinga do konce
Zivota a ukoncilo i jeho aktivni literarni snahy. Vseobecné
prijimané se tak stalo aZ ndzvoslovi vytvorené Vojtéchem
Safarikem, synem zndmého buditele Pavia Josefa Safaiika,
v ucebnici Zdkladové chemie cili lucby (1860). Toto nd-
zvoslovi na rozdil od Amerlingova pokusu “naslo ohlasu ve
zdravé mysli naroda” a stalo se vSeobecné akceptovanym.
Amerling se na sklonku zZivota (kdy pusobil jako “Feditel
v ustavé idiotii v Praze”’) zabyval rozsahlymi studiemi filoso-
fickymi (oznacoval se jako “poustevnik hradcansky”) neur-
Cenymi k verejnému publikovani. K ucténi jeho pamdtky byl
v roce 1935 ucitelskému ustavu v Praze, jehoz byl Amerling
prvnim a dlouholetym Feditelem, propiijcen Cestny ndzev
Amerlinguv statni muzsky ustav ucitelsky.

V soucasnosti, a¢ se nam to libi nebo ne, vyvoj jazyka
zi'ejmé sméruje obracenym smérem nez je ten, ktery prosa-
zovali narodni buditelé — tedy k jakémusi predbabylonskeé-
mu usporadani. Vedecké discipliny tvori predvoj této ten-
dence. V oborech, které se v soucasné dobe rozvijeji nej-
bourlivéji (napr. informacni technologie) se nové pojmy do
narodnich jazykii prendseji z anglictiny casto prakticky
beze zmén, nebo pouze s fonetickou upravou. Podobné
trendy jsou patrné i v chemii. Jednim z ukolii odbornych
narodnich casopisit pak patrné bude funkce mostu pres
uval mezi jazykem svétovym a jazykem ndrodnim, uval,
ktery bude v case mélci a méldi...

Pozndamka: V uvodniku pouzité puvodni citace maji
sviij zdroj v sérii clankit J. V. Jahna vénovanych pamatce
Karla Slavoje Amerlinga, které vychdzely v Casopisu pro
prumysl chemicky, rocnik 1892.

Pavel Chuchvalec
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. Uvod

Biosenzory jsou definovany jako zafizeni vyuzivajici
specifické biochemické reakce zprosttedkované izolovany-
mi enzymy, imunosystémy, tkanémi, organelami nebo
celymi buiikami k detekci chemické latky, nejcastéji meéte-
nim elektrického, tepelného nebo optického signalu', které
se provadi pomoci vhodného fyzikalné-chemického snima-
¢e. Mezi vyjmenované biologické elementy je nutno zara-
dit i neenzymové proteiny a nukleové kyseliny, které jsou
dnes pro konstrukei biosenzorti neméné vyznamné. Zatim-
co biologicka slozka interaguje s analytem a tak pfimo
urCuje specifitu biosenzoru, je citlivost biosenzoru vedle
vlastnosti biologického prvku dana ptedevsim druhou
komponentou biosenzoru, snimacem, a zavisi na zpisobu
pfevodu signalu a jeho detekce. Pouzivanymi principy
a instrumentacemi snimacti a technikami imobilizace bio-
logického prvku se zabyva n€kolik aktudlnich prehlednych
¢lankd®™. V idealnim piipadd je biosenzor vysoce speci-
ficky k urcitému analytu, nékdy ke skupiné analytl stejné
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povahy, a umoZiiuje tak stanoveni i v komplexnich matri-
cich, jako jsou klinické vzorky, (odpadni) vody, piida nebo
sedimenty. Dal§imi vyhodami jsou nizké detekéni limity,
rychla odezva, opakovatelnost a reprodukovatelnost. Ur¢i-
tymi nevyhodami, které pfindsi vyuziti biologického ele-
mentu, jsou omezené podminky pfi stanoveni (pH, teplota)
a v piipad¢ proteinil nutnost jejich izolace a n€kdy i nizk4
stabilita.

Nasledujici prehled je zaméfen na biologické prvky
biosenzort pro detekei tézkych kovl. Klasické instrumen-
talni metody pouZzivané pro stanoveni polutantd v Zivotnim
prostiedi, a¢ velmi propracované a poskytujici presné vy-
sledky, jsou vétSinou finan¢né a Casové narocné, vyzaduji
vysoce kvalifikovanou praci a jsou vesmés vazany na la-
boratorni prostfedi. Témito metodami je navic urcena cel-
kova koncentrace latek ve vzorku (napf. i nerozpustnych
forem té€zkych kovil), ktera v§ak nemusi vypovidat o jejich
realném dopadu na zivotni prostfedi a potencialnim nebez-
peci pro ekosystém daném predevsim biodostupnosti kovu.
S ohledem na celosvétové zprisnovani legislativy v oblasti
zivotniho prostiedi je stale vétsi diraz kladen na pouziti
levnych, snadno proveditelnych, dostatecné spolehlivych
a rychlych metod stanoveni s moznosti sledovat zmény
koncentrace analytu v redlném case a in situ. Metody ge-
nového inzenyrstvi a miniaturizace umoziuji vyvoj pre-
nosnych biosenzorli, které poskytuji rychlé, spolehlivé
a vysoce specifické stanoveni latek srovnatelné
s konven¢nimi metodami. Velkou vyhodou, zejména tzv.
(celo)bunéénych biosenzorl, je moznost postihnout sku-
tecny UCinek iontu kovu nebo jiné latky v prostfedi na
organismy. Ne&které bunécné biosenzory dale umoznuji
sledovat celkovy vliv daného prostiedi — vliv vSech pii-
tomnych latek na organismus, jejichz synergicky ucinek se
miiZe zna¢né liSit od vlivu kazdé jednotlivé latky.

2. Proteinové biosenzory
2.1. Biosenzory zalozené na inaktivaci
enzymu

V tivodu této kapitoly je tfeba predeslat, ze ackoliv
byl inhibi¢ni G¢inek t&zkych kovil, zalozeny predevs§im na
jejich interakcei s thiolovymi a methylthiolovymi skupina-
mi enzym®, vyuzit pro konstrukci fady biosenzord, jejich
praktické pouziti je omezeno nepiili§ vysokou specifitou’.
Dulezité charakteristiky vybranych biosenzorti této skupi-
ny uvadi tabulka I. Mezi prvnimi enzymy pouzitymi pro
pfipravu biosenzoru pro tézké kovy byly oxidasy a dehyd-
rogenasy, jejichz aktivitu lze pfimo, nebo s vyuzitim spia-
zenych reakci, monitorovat amperometricky méfenim
ubytku kysliku z reakéni smési. Biosenzory zalozené na
inhibici L-glycerolfosfatoxidasy, pyruvatoxidasy a nebo
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Tabulka I
Enzymové biosenzory

Enzym Analyt Detekce Dynamicky rozsah/ detekéni limit Lit.
(DL)/ ICs0® [umol 17']

Alkalicka fosfatasa® Zn** amperometricka 2-200 20

Co™* 50-1000

Zn* kalorimetricka 10-1000 22
Askorbatoxidasa Cu* amperometricka 2-100 21

Cu* 50-1000 20
Galaktosaoxidasa® Ccu* amperometricka 10-1000 19
Glycerolfosfatoxidasa Hg** amperometricka IC50=120 10
Kienova peroxidasa Hg™* kolorimetricka 5-107°-0,005 17

CH;-Hg" 0,02—1000 18
L-Laktatdehydrogenasa spfazena Ag’ amperometricka ICsp=0,1 10
s L-laktatoxidasou cd* ICso= 10

Cu** ICs50=250

Hg™* ICso=1

Pb** ICs0= 50

Zn** IC5o= 10

Ag’ amperometricka DL= 0,02 11

Cu** DL=0.5

Hg** DL= 0,002

Pb** DL=0,2

Zn** DL=5
Pyruvatoxidasa ° Hg* amperometricka IC50=50 10
Ureasa © Ag' potenciometricka 0,1-100 12

Cu** 0,1-100

Ag" spektrofotometricka DL= 0,20 15

Cu** DL=4,0

Hg** DL= 0,35

Hg™* potenciometricka 0,09-2,0 13

Hg** potenciometricka 0,05-1,0 8
Ureasa ° spfaZena cd* amperometricka 9-270 14
s glutamatdehydrogenasou ot 0,15-1,5—

Hg*' 0,05-0,5

Zn** 15-450

* Koncentrace kovu inhibujici aktivitu enzymu z 50 %, ° aktivace analytem, © inhibice analytem

L-laktatdehydrogenasy ionty tézkych kovu v reakcich spolu s laktatdehydrogenasou na membrané imobilizovana
s pfirozenymi substraty byly konstruovany pokrytim po- L-laktatoxidasa, ktera tézkymi kovy inhibovdna neni,
vrchu kyslikového ¢lanku polysulfonovou membranou a ktera zpétné oxiduje laktat na pyruvat. Uvedené enzymo-
s imobilizovanymi enzymy'®'". Pro spiaZeni redukce py- vé elektrody v kombinaci s vhodnymi reakénimi pufry
ruvatu na L-laktat s reakci spotfebovavajici kyslik byla umoZiuji s jistou mirou selektivity detekci Hg®', Zn*',
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Tabulka II
Neenzymové proteinové a DNA biosenzory
Biologicka komponenta Analyt Detekce Dynamicky rozsah/detek¢ni Lit.
limit (DL)/ [pmol 17]
Protein DsRed cu* fluorimetrie 0,1-2,5 34
Cu’ 0,09-2,3
Protein BFPms1 Zn** fluorimetrie neuvedeno 33
Cu* neuvedeno
Protein MerR Hg** kapacitance 10°-10° 28
cd* 10°-10°
Cu*' 10°-10°
Metalothionein SmtA cd** kapacitance 107°-10° 28
Cu’ 10°-10°
Hg™* 107°-10°
Zn™ 10°-10°
Fytochelatin ,,EC20* cd** kapacitance 107-10* 29
Cu** 107-10*
Hg™ 107-10°*
Pb** 107-10*
Zn*" 107-10*
Sav¢i metalothionein cd* rezonance povrchového 2-1000 30
plasmonu (SRP)
Ni** 20-100
Zn** 20-100
Protilatka 2A81G5 cd* ELISA/spektrofotometrie DL=2,5-10"* 37
Hg** DL=0,01 36
Protilatka 15B4 Co* ELISA/spektrofotometrie DL= 10,01 37
Ni** DL=0,8 36
Protilatka 2C12 Pb** ELISA/spektrofotometrie DL= 0,006 37
protein CueR/operator Ag’ fluorimetrie DL=0,2° 32
Au’ DL=0,2"
Cu™ DL=0,2"
Protein MerR/operétor Hg** fluorimetrie DL=0,5" 32
DNA aptazym ,,8—17“ Pb** fluorimetrie 0,01-4,0 42

* Aplikace tohoto biologického prvku byla demonstrovana pouze pii uvedené koncentraci a skute¢ny DL nebyl evaluovan

Ag', Cd*, Cu*" a Pb*" a elektrody lze po regeneraci opa-
kovan€ pouzit.

Nejéast&ji studovanym enzymem pro stanoveni Hg*",
Zn*', Ag" a Cu®" je ureasa katalyzujici hydrolyzu mo&ovi-
ny na oxid uhli¢ity a amoniak, jehoz vznik lze snadno
detegovat potenciometricky pomoci pH elektrody'>".
Nevyhody spojené s méfenim pH v redlnych vzorcich,
které mohou mit riznou pufrovaci kapacitu, byly elimino-
vany spfazenim ureasové reakce sreakci katalyzovanou
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glutamatdehydrogenasou, v niZz zamoniaku a a-keto-
glutaratu za spoluticasti NADH jako donoru vodikového
ekvivalentu vznika L-glutamat. Oxidace NADH pak byla
monitorovana amperometricky'*. Jednoduchy biosenzor
,.na jedno pouziti pro stanoveni Hg**, Ag" a Cu?" zaloze-
ny na inhibici ureasové reakce byl pfipraven potaZenim
stén polystyrenové kyvety membranou obsahujici ionofory
selektivni pro amonné ionty, amoniak nebo protony".
Koncentrace amoniaku vznikajiciho pii reakci v kyvete
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pak byla stanovovéna na zakladé zmén barvy, fluorescence
nebo refrakce svétla na iontové selektivni membrané. Nam
a spol.'® ukazali, ze selektivitu biosenzoru zalozeného na
urease (autofi pouzili instrumentaci s iontove selektivni
elektrodou) lze zajistit pfidavkem Nal pro potlaceni inhibi-
ce Ag"a EDTA pro eliminaci Cu®".

Dalsim enzymem vyuzitelnym pro inhibi¢ni stanoveni
Hg”" a organortutnatych slouéenin je kienovéa peroxidasa-
718 Tento enzym byl imobilizovan na chitosan, polysty-
ren nebo chromatograficky papir a jeho aktivita byla sta-
novovéana spektrofotometricky jako rychlost oxidace chro-
mogennich substratd H,O,.

2.2. Biosenzory zalozené na aktivaci
enzymu

Skuteénosti, Ze nekteré t€zké kovy jsou nepostradatel-
nou soucésti aktivniho mista enzyml a Ze tyto enzymy
jsou pro dany kov Casto vysoce specifické, vyuzivaji bi-
osenzory zalozené na aktivaci metaloenzymu (tab. II). Pro
stanoveni Cu®" byl popsan biosenzor vyuzivajici apoformu
galaktosaoxidasy'? katalyzujici oxidaci D-galaktosy kysli-
kem na D-galaktohexodialdosu za produkce H,O,. Aktivita
tohoto enzymu v zavislosti na koncentraci Cu** byla stano-
vovana amperometricky. Dal§i biosenzor s ampero-
metrickou instrumentaci, ktery umoziiuje stanoveni Zn>"
a Cu2+, byl konstruovan imobilizaci alkalické fosfatasy
(kofaktor Zn*") a askorbatoxidasy (kofaktor Cu®*) na poly-
akrylonitrolové membran¢ na povrchu kyslikového ¢lan-
ku?*?'. Enzymy katalyzuji spfazené reakce, v nichz alka-
licka fosfatasa defosforyluje L-askorbat-2-fosfat a vznikly
L-askorbat je oxidovan kyslikem za katalyzy askorbatoxi-
dasou na dehydroaskorbat. Pfidanim L-askorbat-2-fosfatu,
Cu®* a analytu kapoenzymim je tak mono stanovit
mnozstvi Zn>" a pfidanim L-askorbatu Ize v analytu stano-
vit mnozstvi Cu®’. Ke stanoveni Zn>* prosttednictvim akti-
vace alkalické fosfatasy byla popsana téz kalorimetricka
instrumentace®, nebot’ katalyzovana reakce ma exotermic-
ké tepelné zabarveni. Senzory zaloZené na aktivaci alkalic-
ké fosfatasy je teoreticky mozno pouzit i pro stanoveni
Co®", ktery v porovnani se Zn*" aktivuje alkalickou fosfa-
tasu v 3—5x mengi mife?**.

Jistou nevyhodou pro posuzovani praktické vyuzitel-
nosti tohoto typu enzymovych biosenzorl pro stanoveni
tézkych kovl je skuteCnost, Ze autofi nepopisuji vliv ji-
nych kovi, casto pfitomnych v realnych vzorcich (napf.
Cd*, Pb*" nebo Hg*"). Ty mohou svymi ptipadnymi inhi-
bi¢nimi GCinky zkreslovat vysledky stanoveni cilovych
analytl. SkuteCnosti zlstava, ze §irsi aplikace se dockaly
pouze enzymové biosenzory pro stanoveni organickych

analyti — piirozenych substrati enzymir’.

2.3. Biosenzory zalozené
na neenzymovych proteinech

S ohledem na vysokou afinitu a pfipadné i selektivitu
k iontim tézkych kovt nalezly nékteré peptidy a proteiny
produkované organismy v odezvé na intoxikaci tézkymi
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kovy uplatnéni i v oblasti konstrukce biosenzort. Metalo-
thioneiny (MT) jsou skupinou 6 kDa intracelularnich pep-
tidd s vysokym obsahem cysteinovych zbytki, které imo-
bilizuji ionty téZkych kovll s vysokou afinitou ve formé
tetrathiolatovych komplexd a eliminuji tak jejich cytoto-
xicky G¢inek™**. Podobnou funkci plni v rostlinach a né-
kterych kvasinkach fytochelatiny (PC), enzymové synteti-
zované peptidy obsahujici 2—11 tandemovych opakovani
dipeptidu, v némz je Glu spojena s Cys peptidovou vazbou
prostiednictvim svého y-karboxylu®*?. Rezistence fady
prokaryot k téZkym kovim je zaloZzena na enzymech
aiontovych pumpéach umoznujicich ucinnou detoxikaci
nebo exkreci kovu?®?’. Expresi odpovidajicich gent kont-
roluji transkripéni regulatory, jejichZ aktivita je zavisla na
pomérné specifické vazbé daného iontu kovu. Vybrané
vlastnosti biosenzori vyuzivajicich neenzymové proteiny
jsou shrnuty v tabulce II.

Imobilizaci produktu rekombinantni fize metalothio-
neinu  SmtA ze sinice Synechococcus PCC 7942
s glutathion-S-transferasou a nebo regulatoru operonu
rtutové rezistence — proteinu MerR na povrchu zlaté elek-
trody byly pfipraveny biosenzory umoziujici stanoveni
Hg*', Cd*, Cu*" a Zn*" s velice nizkym detek&nim limitem
na femtomolarni trovni a neobvykle Sirokym dynamickym
rozsahem do 1 mmol 1" (cit.”®). Vlastni stanoveni je zalo-
zeno na méfeni zmén kapacitance na povrchu elektrody
vyvolanych konformaéni zménou imobilizovanych peptida
po navazani iontu kovu. Stejné usporadani bylo pouzito
ipro piipravu biosenzoru vyuzivajictho analogu PC
s 20 opakovanimi Glu-Cys spojenych o-peptidovou vaz-
bou®. Tento biosenzor se vyznacoval také velmi dobrou
citlivosti a Sirokym dynamickym rozsahem pro stanoveni
Hg”', Cd**, Cu*" Pb*" a Zn®>* (100 fmol I"" az 10 mmol I"").
Popsén byl i biosenzor testovany pro stanoveni Cd**, Zn**
a Ni*", jehoz biologickym elementem byl krali¢i MT imo-
bilizovany na zlaté nanovrstvé™’, kde pro detekci konfor-
macnich zmeén spojenych s vazbou kovu byla vyuzita op-
tickd metoda rezonance povrchového plasmonu (SRP,
z angl. ,,Surface Plasmon Resonance®). Ackoliv v piipadé
pouziti proteinu MerR bylo dosaZeno vyssi selektivity vuci
Hg”", nevyhodou vyse popsanych biosenzort ziistavé je-
jich nizka specifita k jednotlivym iontim kovu.

S ohledem na specifitu se jako zajimavy pfistup jevi
konstrukce biosenzorti zalozenych na interakci transkripc-
niho regulatoru aktivovaného ionty kovi s jeho operatoro-
vou oblasti in vitro. Transkripéni regulatory rodiny MerR
proteinti se ve formé& dimeru v nepiitomnosti kovu vazi
na prislusnou regulac¢ni oblast DNA a po navazani kovu
prochazi konformacni zménou, rozplétaji dvojSroubovici
arusi vodikové vazby mezi dvéma pary bazi v centralni
oblasti operatoru’. Nahradou jedné z téchto bazi fluores-
kujicim analogem cytosinu, pyrrolo-C, v operatorové ob-
lasti rozpoznavané transkripénim proteinovym regulato-
rem CueR nebo MerR pfipravili Chen a He™ biosenzory
s pomémé vyraznou selektivitou viéi Cu”, Ag" a Au” nebo
Hg*". Zatimco v neptitomnosti téchto iontd je v komplexu
regulator-DNA fluorescence pyrrolo-C zhasena tvorbou
vodikovych mustkti a vlivem patrovych interakci se sou-
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sednimi bazemi, dochazi po rozruSeni dvojSroubovice
plsobenim reguldtoru s navdzanym analytem k uvolnéni
fluorochromu a k zesileni fluorescenéniho signalu.
V pfipad€ senzoru zaloZeného na vyuziti regulatoru CueR
byla fluorescenéni odezva 200x vyssi s Cu’, Ag" a Au’
nez s Cd**, Co™, Hg2+, Pb*" a Zn®". P¥i stanoveni pomoci
MerR senzoru nejvyznamnéji interferovala ptitomnost
cd*, ktery vSak indukoval fluorescencni odezvu se 100x
niz&i uéinnosti nez Hg*".

V posledni dobé€ se jako slibné biologické prvky pro
konstrukci biosenzord ukazuji proteiny pfirozené vykazuji-
ci fluorescenci. Ty mohou byt vyuzity pro velmi jednodu-
ché metody stanoveni v pfipadé, Zze pii interakci
s analytem dochazi ke zméné¢ fluorescen¢nich vlastnosti.
Mutacemi zelené¢ho fluoreskujiciho proteinu (GFP) ptivod-
n¢ izolovaného z medizy Aequorea victoria byl ziskan
protein BFPmsl1, jehoz fluorescence byla v pfitomnosti
Zn*" zesilena a piitomnost Cu®’ zpisobovala zhaSeni
aposun fluorescenéniho spektra®. Nedavno byl z tro-
pického koralu Discosoma izolovan Cerveny fluoreskujici
protein (DsRed), jehoz fluorescence je selektivné zhasena
Cu"a Cu*" ionty™.

2.4. Imunochemické biosenzory

Metody vyuzivajici protilatek jako biologického prv-
ku jsou rychlé, nendkladné, jednoduché a Casto umoziiuji
konstrukci prenosnych zatizeni. Pti kontrole kvality zivot-
niho prostfedi byly uspéSné pouzity imunochemické meto-
dy pro stanoveni pesticidi a halogenovanych aromatd
a teoreticky se daji vyuzit vzdy, je-li moZno pfipravit pro-
tilatku proti danému analytu. Popsany byly protilatky proti
komplexu Hg2+ iontl s glutathionem35. Vyhodnéjsi ptistup
je pouziti protilatek proti kovu véazanému organickymi
chelata¢nimi  €inidly pouZivanymi k extrakci kovu
z matrice vzorku. Takové protilatky by nemély vazat volné
chelata¢ni ¢inidlo, které je pouzivano pro extrakci kovu ve
velkém nadbytku, a jejich afinita ke komplexu jiného kovu
by méla byt alespont 10x menSi neZ k analyzovanému ko-
vu. Témto parametrim do znacné miry odpovidaji mono-
klonalni protilatky pfipravené Blakovou a spol. pro stano-
veni komplexit EDTA, diethylentriaminpentaoctové kyse-
liny (DTPA) a jejich derivata s Cd**, Hg*", Pb*", Ni**
a Co*" metodou kompetitivni ELISA (cit.***").

3. Biosenzory vyuZivajici aptazymy
(a aptamery)

Aptamery (z lat. ,,aptare” — pfizptisobovat) jsou mole-
kuly DNA nebo RNA schopné, podobné jako protilatky,
velmi specificky vézat uréity ligand®®. Aptazymy navic
vykazuji v ptitomnosti daného ligandu, ktery casto plni
funkci kofaktoru, enzymovou (fosfoesterasovou) aktivitu®
a doplnuji tak skupinu dosud popsanych biokatalytickych
molekul — enzymii a ribozyma®. Pfirozeny vyskyt mole-
kul DNA s enzymovou aktivitou vSak dosud nebyl zazna-
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menan.

DNA aptazymy (a podobn€ i RNA aptazymy) jsou
pripravovany uméle procesem tzv. in vitro selekce, ktera je
zaloZena na postupném nabohaceni souboru molekul jed-
nofetézcovych DNA zéstupci s vhodnymi vlastnostmi*"*.
Vychazi se z knihovny (pfiblizné 10" molekul) syntetic-
kych oligonukleotidti, obsahujicich na 5* a 3’ konci defi-
nované Useky, mezi které je vloZzena nahodil4 sekvence 30
az 50 nukleotidi. Definované useky jsou shodné pro
vSechny molekuly a umoziiuji pomnozeni molekul
s pozadovanymi vlastnostmi pomoci polymerazové fetézo-
vé reakce (PCR). Pro selekci DNA aptazymu
s fosfoesterasovou aktivitou je knihovna nejprve pomnoze-
na pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR). Jeden
z oligonukleotidd slouzicich jako primery v PCR obsahuje
ve své sekvenci ribonukleotid a je na 5’ konci modifikovan
kovalentné navazanym biotinem (obr. 1a). Fosfodiesterova
vazba mezi deoxyribonukleotidem a ribonukleotidem je
diky 2’ hydroxylu ribosy nejnachylngjsi ke tépeni*'. Bio-
tin umoziuje nekovalentni zachyceni produkti PCR
(dvojtetézcova DNA) na kolon¢ s navazanym streptavidi-
nem. Po odstranéni nebiotinylovaného komplementarniho
vldkna (pferuSenim vodikovych vazeb mezi bazemi
v alkalickém prostfedi) zaujme navazané vlakno konfor-
maci urc¢enou pievazné ndhodnou sekvenci variabilniho 30
az 50ti nukleotidového tseku a vznikajicimi vodikovymi
vazbami mezi bazemi. Nésledn€ je na kolonu aplikovan
roztok ligandu (kofaktoru) a zastupci knihovny katalyzuji-
ci Sté€peni fosfodiesterové vazby mezi ribonukleotidem
a deoxyribonukleotidem pouze za ucasti tohoto ligandu
(kofaktoru) jsou z kolony eluovany. Takto ziskané mole-
kuly jsou amplifikovany pomoci PCR (znovu je tak pfipo-
jen biotinylovany primer s ribonukleotidem) a postup se
opakuje se snizenou koncentraci kofaktoru. Po 6-8 cyk-
lech jsou ziskany molekuly $tépici fosfoesterovou vazbu i
v ptitomnosti stopové koncentrace kofaktoru. Uginnost
selekce aptazymu specifického k jedinému kofaktoru lze
zvysit negativni selekcei, kdy pied eluci pomoci cilového
ligandu je na kolonu aplikovan roztok pfibuznych latek a
dojde tak k odstépeni aptazymi vykazujicich skupinovou
selektivitu.

Aplikaci spojujici vysokou selektivitu aptazymu
s vysokou senzitivitou fluorescenc¢niho stanoveni u biosen-
zoru pro stanoveni Pb>" popsali Lu a spol.*. Na zakladé
analyzy sekundarni struktury katalytického centra aptazy-
mu ziskaného vySe uvedenym zpiisobem autofi rozdélili
jeho nukleotidovou sekvenci na substratové vlakno s fluo-
rochromem 6-karboxytetramethylrhodaminem (TAMRA)
na 5’ konci a na katalytické vldkno modifikované na 3’
konci  zhaseCem fluorescence 4-(4’-dimethylamino-
fenylazo)benzoovou kyselinou (Dabcyl). V nepfitomnosti
Pb*" jsou diky hybridizaci obou vlaken molekuly TAMRA
a Dabcyl v tésné blizkosti a fluorescence je uc¢inné zhasena
(obr. 1b). Po navazani Pb>" v katalytickém centru je v sub-
stratovém vlaknu stépena fosfodiesterova vazba mezi deo-
xyribo- a ribonukleotidem, dojde k disociaci odstépené
casti s TAMRA a zvyseni intenzity fluorescence. Diky
zatazeni kroku negativni selekce pfi izolaci aptazymu ten-
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to biosenzor neposkytoval signal v piitomnosti Ca®*, Cd*",
Co™", Cu®", Mg*", Mn*", Ni*" a Zn*"

Aptamery jsou podobné jako aptazymy ziskavany in
vitro selekci z knihovny oligonukleotid zalozené piede-
v§im na zachyceni aptazymu na nosici s imobilizovanym
ligandem. Doposud byly popsany aptamery selektivné
vazici rizné skupiny latek jako organicka barviva, amino-
kyseliny, antibiotika, peptidy a proteiny™, nicméné princi-
pialné je mozno izolovat i aptamery specifické vuci iontu
kovu nebo jeho komplexu s chelata¢nim ¢inidlem. Apta-
mery, jejichz fetézce jsou znaceny fluorochromem, umoz-
fiuji konstrukci biosenzorti vyuzivajicich skutecnosti, ze po
interakci s ligandem prochazi aptamer konformacni zmé-
nou, ktera se projevi zménou chemického prostfedi mole-
kuly fluorochromu. Tu je moZno zaznamenat jako zménu
v intenzit&, vinové délce nebo anisotropii fluorescence™.

4. Bunécéné biosenzory

V porovnéani s proteinovymi biosenzory a aptazymy
umoziuji bunééné biosenzory odlisny analyticky pristup.
Diky pouziti celych bun€k jsou postihnutelné komplexni
parametry jako biologicka dostupnost, toxicita a genotoxi-
cita, které maji v oblasti sledovani kvality Zivotniho pro-
sttedi zasadni vyznam®’. Dal3i vyhody bun&&nych biosen-
zorl v porovnani s proteinovymi spocivaji v jejich nizsi
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ekonomické narocnosti, nebot’ nejsou nutné slozité izolac-
ni a purifikac¢ni kroky senzorovych biomolekul a kofaktory
jsou enzymim dodavany samotnou buiikou*®. Fyziologic-
ké prostiedi uvnitf buiiky dale zajiStuje optimalni reakcni
podminky a do jisté miry pufruje zmény vnéjsiho prostie-
di, coz piispiva k vysii stabilité biosenzoru®’. Diky ptitom-
nosti mnoha metabolickych drah mohou v zivé burice pro-
bihat vicekrokové pfemény nezbytné pro stanoveni nckte-
rych analytd®. Pouziti Zivych bundk dale poskytuje moz-
nost ,,pomnoZzeni* a ¢astecné regenerace biosenzoru kulti-
vaci ve vhodném médiu?’. Jisté nevyhody bun&énych bio-
senzort spocivaji v delsi dobé odezvy, ktera je nejvice
limitovéna transportem analytu do cytoplasmy*®.

Pii konstrukci bunéénych biosenzorti pro sledovani
kvality Zivotniho prostfedi jsou nejéastéji pouzivany jed-
nobunécné mikroorganismy, zejména bakterie. Hlavnimi
divody jsou jejich rychly rist, vysoky stupen poznani
bunéénych mechanismli a pokrocilé techniky genovych
manipulaci, které umoziuji cilenou konstrukci bunék citli-
vych k pozadovanému analytu®®. Pfi vybéru bakterialniho
kmene pro aplikaci v oblasti biosenzort je tieba zohlednit
jejich prirozené prostfedi. Nejvyuzivanéjsi laboratorni
kmeny Escherichia coli nejsou pfirozené organismy vnéj-
Siho zivotniho prostiedi a vhodnéjsi alternativou pro envi-
ronmentalni aplikace jsou proto napf. bakterie rodu Pseu-
domonas® nebo Ralstonia™

Metody stanoveni tézkych kovli pomoci bunéénych

a —r
—
( <& 3
CGGTAGAGAAGbGﬁ‘lTATCACTCGj. &L rN-@
GpCATCTC, ~  GTGAGC—j3-
Nao.50
obecna struktura oligonukleotidu
podiéhajiciho selekci &N
5’-biotinylovany (B)
-I'N—|3 chgorulkleatid s Streptavndmova
ribonukleotidem elona
O Analyt
nosic¢ s ("kofaktor") NaOH
imobilizovanym rN (denaturace
streptavidinem (S) ( dvojretézcové DNA)
b ‘- ¢ ~ fluorimetrie
2+
Pb \
Substratové TAMRA (b
vlakno
{rN
— > 3 % —_
Katalytlc@\) O\)
vlakno
Dabcyl

Obr. 1. Schematické znazornéni selekce DNA aptazymu (1a) a aptazym pro stanoveni Pb** nazvany ,,8-17% (1b); postup pfi selekci
aptazymu a princip vyuZiti aptazymu ,,8-17% jsou detailné popsany v textu. N3o50 - nahodila sekvence deoxyribonukleotidti podléhajici
selekei, N - ribonukleotid, TAMRA - fluorochrom, Dabcyl - zhase¢ fluorescence
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biosenzoril vychazeji ze dvou zakladnich pfistupt. Prvni je
zalozen na toxickém u¢inku tézkych kovi na organismy,
kdy je detegovana snizena biologicka aktivita organismu,
nebo jejich odpovéd na stres. Druhy pfistup vyuZiva in-
terakci t€zkého kovu se specifickym rozpoznavacim prv-
kem, nejcastéji regulacnim proteinem, ktery v zavislosti na
pritomnosti analytu pusobi jako aktivator nebo represor
exprese tzv. reportérovych gent.
4.1. Reportérové geny a proteiny
Reportérovy gen muze byt definovan jako gen, jehoz
exprese vytvari méfitelny signal snadno odliSitelny od
pozadi®>'"* Produkt reportérového genu (reportérovy
protein) ma bud’ vlastnosti, které jsou detegovatelné piimo
(napft. fluoreskujici proteiny), nebo katalyzuje biochemic-
kou reakci produkujici signal. Povaha produktu reportéro-
vého genu, metody jeho stanoveni a pouzité detekeni zafi-
zeni urduji senzitivitu systému’'. P vybéru reportérového
genu pro konstrukci biosenzort je zapotiebi splnit nasledu-
jici pozadavky: i) projev reportérového genu musi byt
snadno odliSitelny od projevt ostatnich bunéénych protei-
nd, ii) detekce produktu reportérového genu by méla byt
dostatecné rychla a citliva a iii) produkovany signal by
nemél byt ruSen matrici méfeného vzorku. V nésledujicim
textu jsou predstaveny reportérové proteiny pouzité
pti konstrukei biosenzori pro tézké kovy. Obsahly piehled
reportérovych gend pro ruzné aplikace uvadi Dau-
nert a spol.>.

B-Galaktosidasa

Plni-li B-galaktosidasa kédovana genem lacZ (cit.”)
funkci reportérového proteinu, pouzivaji se k jejimu sta-
noveni derivaty B-galaktosidd, které umoziuji spektro-
fotometrické (napf. o-nitrofenyl-f-D-galaktopyranosid,
ONPG), fluorimetrické (fluorescein di-f-D-galakto-
pyranosid, FDG)®* nebo bioluminescenéni (3-{4-metho-
methoxyspirol[ 1,2-dioxetan-3,2 -tricyklo-(3.3.1.1.*"]dekan-4-
-yl} fenyl-B-D-galaktopyranosid, AMPGD)"’  stanoveni
produktti hydrolyzy. Tato stanoveni vyzaduji permeabili-
zaci nebo lyzi bun¢k. Pro stanoveni p-galaktosidasové
aktivity v neporusenych bunikach byl vyvinut alternativni
substrat (p-aminofenyl-p-D-galaktopyranosid) umoziujici
amperometrické stanoveni uvolnéného p-aminofenolu jeho
oxidaci na iminochinon®’.

Zeleny fluoreskujici protein (GFP)

GFP kodovany genem gfp tvoii monomer vykazujici
po ozéfeni svétlem o vlnové délce 395 nm fluorescenci
s maximem pii 508 nm. Fluorescence je zplsobena pfi-
tomnosti vnitfniho fluoroforu, ktery vznikd posttranslacni
cyklizaci a oxidaci tii aminokyselinovych zbytka®®. Veliké
vyhody GFP jako reportérového proteinu spocivaji v jeho
vysoké stabilit¢ a schopnosti autofluorescence, diky niz
nevyzaduje stanoveni piidavek vn&jsiho substratu®®. Fluo-
reskujici proteiny s pozménénymi spektralnimi vlastnostmi
byly ziskdny pomoci fizené mutageneze genu gfp nebo
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izolaci proteint z dalsich organismi®. Detekce a kvantifi-
kace fluoreskujicich proteinil se provadi pomoci fluorimet-
ru, fotonasobice nebo zafizeni s vazanym nabojem (CCD
z angl. ,,Charge-Coupled Device®)"".

Luciferasa

Luciferasy (z lat. ,lux“ — svétlo, ,ferrare” — nosit)
jsou bakterialni nebo eukaryotni enzymy, jejichz katalytic-
kou cinnosti vznika viditelné svétlo. Luciferasy poskytuji
rychlej§i odezvu a vy$si senzitivitu™ nez fluoreskujici
proteiny, nebot’ je méfena enzymova aktivita, nikoliv pou-
ze mnozstvi proteinu. Geny pro bakteridlni FMNH,-
dependentni luciferasu byly nalezeny v n€kolika rodech
bakterii (napt. Vibrio, Photobacterium)®. Enzym se sklada
ze dvou podjednotek kodovanych geny /uxAB a katalyzuje
oxidaci alifatického (Cy_;5) aldehydu (bakteridlni lucife-
rin) na pfislusnou mastnou kyselinu za sou¢asné¢ho uvolné-
ni svétla®. P¥i stanoveni aktivity samotné bakterialni luci-
ferasy je nutné dodavat luciferin exogenng, proto se Castéji
jako reportéru vyuziva cela kazeta obsahujici geny /uxC-
DABE, kde geny luxCDE koduji enzymovy komplex zod-
povédny za syntézu a recyklaci substratu uvnitf buiky,
pri¢emz dalsi substraty — kyslik a kofaktor — jsou za aerob-
nicl&podminek v bakteriich ptfitomny v dostate¢ném mnoz-
stvi™.

Nejcastéji pouzivané eukaryotni luciferasy jsou kodo-
vany genem [ucFF (izolovan z Photinus pyralis) nebo
lucGR (izolovan z Pyrophorus plagiophthalamus). Aktivni
forma enzymu se skladé z jedné podjednotky a v piitom-
nosti kysliku, Mg®* a ATP katalyzuje oxidaci benzothiazo-
lového luciferinu za vzniku svétla®®. Ve srovnani
s bakterialni luciferasou poskytuje eukaryoticka luciferasa
diky vysokému kvantovému vytézku vyssi citlivost stano-
veni®’.

Aktivita luciferas se stanovuje v bunécném lyzatu
nebo v celych bunkach po ptidavku substrati. Pti pouziti
kazety luxCDABE lze sledovat v neporuSenych buiikdch
zmény luciferasové aktivity v Case. Detekci l1ze provadét
pomoci fotografického filmu, scintilaéniho pocitace, nebo
luminometru, novéjsi metody vyuzivaji i opticka vlakna
nebo CCD prvky®’. Jistou nevyhodou obou typi luciferas
je jejich nizka tepelna stabilita®*®.

4.2. Nespecifické bunécné biosenzory

Pro kontrolu kvality Zivotniho prostfedi Casto neni
dillezité, které konkrétni toxické latky jsou ve vzorku pii-
tomny, nybrz jaké je jeho toxicita celkova®. Popsané bu-
nécné biosenzory pro stanoveni celkové toxicity lze rozdé-
lit do dvou skupin:

Prirozené bunecné biosenzory

U tohoto typu biosenzord zptsobuje celkova toxicita
vzorku inhibici buné¢ného ristu nebo pokles metabolické
aktivity. Nekteré mikroorganismy pfirozeného ptvodu
mohou obsahovat konstitutivné exprimovany reportérovy
gen, jehoz meéfitelny signdl se vlivem toxického ucinku
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snizuje. Tento princip je zakladem komercniho testu
Microtox® (AZUR Environmental), v némz je sledovan
pokles prirozené bioluminiscence moiské bakterie Photo-
bacterium phosphoreum®. Bez i¢asti reportérového genu
1ze toxicitu stanovit pouhym sledovanim inhibice bunééné-
ho rustu. Vedle klasickych plotnovych nebo turbidimetric-
kych metod bylo na pfipadu sledovani inhibi¢niho tc¢inku
Cu*" demonstrovano pouZiti zafizeni, ve kterém byl rast
halotolerantnich bakterii Celedi Mikrobacteriaceae sledo-
van s akustickou detekci pomoci piezoelektrického krysta-
Iu, jehoz frekvence kmitani byla zavisld na hustoté kul-
tury’”.

Bunécné biosenzory odpovidajici na stres

Blizsi informaci o typu ptitomnych toxickych latek
poskytuji bunééné biosenzory obecného stresu. Senzorové
bunky obsahuji reportérovy gen ve fuzi s promotorem
zahrnutym v regulacni kaskade¢ zprostfedkujici bunéénou
odpovéd’ na stresové podminky. Pro detekci latek zpiso-
bujicich bunécny stres byla takto vyvinuta souprava obsa-
hujici buiky E. coli nesouci luxCDABE pod kontrolou
promotorti gentt grpE, recA, katG, micF a fabA (cit. 7).
K aktivaci transkripce lux genti pak dochazi béhem streso-
vé odpovédi na obecné poskozeni proteint (,,heat shock®;
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promotor grpE), poskozeni DNA (promotor recA), oxidac-
ni stres zptisobeny peroxidy (promotor katG), stres zptiso-
beny superoxidy (promotor micF) a inhibici syntézy mast-
nych kyselin (promotor fabA4). Na rozdil od pfirozenych
biosenzorii, kdy je sledovan pokles luminiscence, je
v tomto uspofadani monitorovan jeji nartist, coz umoziuje
stanoveni toxicity v Sir§Sim rozmezi koncentraci xenobio-
tik.

4.3. Specifické bunécné biosenzory

Prvni bunéény biosenzor specificky k urcité latce —
naftalenu — popsali v roce 1990 King a spol.”>. Senzorové
bunky Pseudomonas fluorescens byly transformovany
plasmidem, v némz byla kazeta luxCDABE vlozena mezi
strukturni geny operonu zodpovédného za degradaci nafta-
lenu. Exprese strukturnich gend tohoto operonu je fizena
regulaénim proteinem NahR, ktery aktivuje transkripci po
vazb¢é meziproduktu odbouravani naftalenu. Systém zalo-
zeny na spojeni reportérového genu s promotorem, jehoz
aktivita je fizena proteinem reagujicim na ptitomnosti
analytu (obr. 2a), se stal zakladem vsech specifickych bu-
nécnych biosenzord. Aplikace regulacnich elementi odpo-
vidajicich na pfitomnost tézkych kovii pti konstrukci spe-

a
Reportérovy
Reportérovy gen
& protein
52} &):? Regulovany
)$)$$$ promotor
)$)$X} &ﬁ Transkripéni
Signal aktivator/represor
Analyt L
b H92+

353‘3 ..O

o)

- -

merR P/Omer reportér

bazalni exprese merR

S e

merR P/Omer reportér

apo MerR =
represor transkripce

merR P/Omer reportér

komplex Hg-MerR =
aktivator transkripce

Obr. 2. Obecny princip specifickych bunéénych biosenzori (a) a regulace mer promotoru (b); vazba analytu na regula¢ni protein
spousti expresi reportérového proteinu (2a), ktery produkuje (v nékterych ptipadech az po pfidani substratu) signal amérny mnozstvi
pritomného analytu. V konkrétnim piipadé bun&&ného senzoru pro stanoveni Hg>* (2b) jsou buiiky transformovéany hybridni DNA obsa-
hujici kazetu tvofenou genem merR koédujicim transkripcni aktivator/represor MerR, promotor-operatovou oblasti mer operonu (P/Omer)

a reportérovym genem
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Tabulka IIT
Bunééné biosenzory
Regulator ~ Analyt Reportér Hostitelsky Dynamicky rozsah/ detekéni Lit.
(gen) organismus limit (DL)/ [umol ']
arsA AsO,” gfp E. coli 1071 87
lucFF B. subtilis DL=3,3 88
AsO,>" lucFF B. subtilis DL=330 88
SbO,™ lacZ E. coli DL=10"" 90
cadC cd* lucFF S. aureus 0,01-1 93
ofp E. coli 10750 92°
Pb** lucFF S. aureus 0,033-1 93
ofp E. coli 0,01-10 92°
SbO,~ lucFF S. aureus 1-330 93
ofp E. coli 107-10 92°
chrB CrO7/Cr**  luxCDABE R. metallidurans 1-40 84
Cr,0,%7/ lucFF R. metallidurans DL=0,03°¢ 83
Cro,> lucFF R. metallidurans DL=0,05 83°
enrYXH — Co™" luxCDABE R. metallidurans 9-400 96 °
Ni* luxCDABE R. metallidurans 0,1-60 96 °
copSR Cu** luxCDABE R. metallidurans 1-200 84
merR Hg™" luxCDABE E. coli*® DL=5-10"* 76 ¢
lucFF E. coli DL=10"" 79
luxAB E. coli® 2:10°-2,5-10™* 78
luxCDABE P. fluorescens 5.107-0,012 77°
merR lacZ P. fluorescens 0,001-0,05 77°
gfp P. fluorescens 0,12-12 77°
pbrR Pb** luxCDABE R. metallidurans 0,5-8 84
zntR Zn™ lacZ E. coli DL=0,1 56
lucFF R. metallidurans DL=40 83°

“Biosenzorovy kmen exprimoval i gen merT, °pouzit pro stanoveni biodostupnych kovii v piidé, ¢ pouzit pro stanoveni

biodostupnych kovu v fi¢ni vodé

cifickych bunéénych biosenzoril jsou uvedeny v nasleduji-
cim textu a tabulka III shrnuje jejich dulezité charakteristi-
ky.

Bunééné biosenzory pro detekci Hg”" vyuzivaji pro-
motor/operatorovou oblast mer operonu (P/O,.) a gen
merR kodujici regulacni protein. Pfirozeny mer operon,
ktery byl spolu s dal§imi geny pro rezistence k riznym
latkdm nalezen na nékterych transpozonech a plasmidech,
je zodpovédny za rezistenci bakterii ke slou¢eninam rtu-
ti**!. V gramnegativnich bakteriich je gen merR transkri-
bovan divergentné¢ od strukturnich gent merTPCABD,
které jsou zodpovédné za pienos Hg®' a organortutnych
sloucenin do bungk a jejich detoxikaci redukei na elemen-
tarni rtut, ktera volné prostupuje z bunky do okolniho

476

prostiedi. Jak bylo naznaceno vyse, funkéni protein MerR
se sestava ze dvou identickych podjednotek, které vytvare-
ji dvé mista pro vazbu Hg”". Ta jsou tvofena dvéma Cys
jedné podjednotky a jednim Cys podjednotky druhé’’.
Nejsou-li v bufice ptitomny Hg** ionty, probiha bazalni
exprese genu merR a protein MerR po vazbé na promotor/
operatorovou oblast P/O,,., vytvaii neaktivni komplex
s RNA-polymerasou. Vazba Hg”* na MerR zpisobuje
konformaéni zménu proteinu a DNA, ¢imz dochazi
k pfechodu na aktivni transkripéni komplex®"™ (obr. 2b).
Homologni proteiny regulujici transkripci v ptitomnosti
urcitého kovu na zakladé stejného principu jsou fazeny do
tzv. MerR rodiny transkrip¢nich regulatort.

Biosenzory vyuzivajici regulacni element merR-P/



Chem. Listy 101, 468-479 (2007)

Oyer ve fuzi s reportérovymi geny luxCDABE (cit.””™""),

luxAB (cit.”®) lacZ (cit.”’), gfp (cit.”"), lucFF (cit.”’)
a lucGR (cit.*") vykazuji velmi dobrou senzitivitu pro
Hg2+. Indukéni G¢inek maji i Cd*, zn*, Au” a Av*" ionty,
aviak v koncentracich o dva az tii fady vyssich”®'. Senzi-
tivita a rychlost odezvy byla déle zvySena expresi genu
merT (cit.”*™), ktery koduje translokasu transportujici
Hg”" do buiiky.

Dalsim zastupcem rodiny MerR je protein ZntR, re-
gulujici transkripci genu zntA, ktery koduje ATPasu pro
transport Zn>*, Pb*" a Cd** z bunék E. coli. ZntR indukuje
transkripci zejména v piitomnosti Zn*" a Cd*', ackoliv
mirny indukéni G&inek vyvolavaji i Hg>" a Pb*" ionty®™.
Pro biosenzory byl pouzit gen kodujici ZntR a P/O,,,4 ve
fuzi s reportérovymi geny lacZ (cit.>®) a lucFF (cit.®).

Transkripcni regulator PbrR (MerR rodina) vykazujici
vysokou miru selektivity k Pb*" iontim byl nalezen na me-
gaplasmidu bakterie Ralstonia metallidurans®. Tento pro-
tein kontroluje expresi gentt zodpovédnych za transport Pb>"
iontd z buiky a spolu s odpovidajicim promotorem ve fuzi
s luxCDABE stal zékladem pomé&mé citlivého biosenzoru™.

Druhou velkou skupinou transkripénich regulatori
citlivych na pfitomnost kovii je tzv. rodina ArsR proteinti.
Na rozdil od regulatord MerR rodiny je funkce proteint
typu ArsR zaloZena pouze na represi transkripce. Bez pii-
tomnosti kovu tvori regulacéni protein komplex s DNA
abrani tak nasednuti RNA-polymerasy. Vazba kovu na
represor zpusobi jeho uvolnéni z promotor-operatorové
sekvence a umozni tak zahajeni transkripce®. Regulaéni
protein ArsR citlivy na AsO, a SbO,™ reprimuje bez jejich
pfitomnosti expresi genli arsABC, které koduji proteiny
zajistujici redukci AsO,> na AsO,” a transport t&chto oxo-
aniontti z buitky®®. P¥i konstrukci bun&nych biosenzori
byl pouzit regulacni element arsR-P/O,,; kontrolujici ex-
presi gfp (cit.*’), lucFF (cit.®™*) a lacZ (cit.”").

Do ArsR rodiny patii i regulacni protein CadC, ktery
tidi v cad operonu expresi genu cadA, ktery koduje ATPasu
zodpovédnou za export Cd** z buiiky’'. Regulatni oblast
cadC-P.,q byla pti konstrukci biosenzorti pro Cd*" a Pb*"
vyuZita ve spojeni s reportérovymi geny gfp (cit.””) a lucFF
(cit.”). Nedavno objeveny transkripéni regulator CadR,
ktery je fazen do MerR rodiny®, vykazuje vy$si specifitu
k Cd*, dosud viak nebyl pti konstrukci bunéénych biosen-
zoru vyuzit.

Buné&&ny biosenzor specificky k Cu** vyuziva kontro-
ly luxCDABE promotorem P, a produkty genti copSR
z Ralstonia metallidurans®. Produkty copSR pfirozené
aktivuji expresi cop genti zodpovédnych za export Cu®’,
regula¢ni mechanismus vsak dosud neni pln¢ objasnén.

Rezistence rodu Ralstonia k Co®* a Ni*' je fizena
geny cnrYXH. Protein CnrH, ktery reguluje expresi gent
zodpovédnych za export Co®" a Ni** z butiky, je o-faktor,
jehoz aktivita je pravdépodobné fizena membranovymi
proteiny CnrX a CnrY (cit.””). Bun&ény biosenzor citlivy
k Co”" a Ni** byl ziskan spojenim genti cnrXYH s kazetou
luxCDABE (cit.”®). Daldimi geny nalezenymi na megaplas-
midu Ralstonia metallidurans jsou geny chr, jejichz pro-
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dukty zajistuji rezistenci ke sloudeninam chromu®. Pfi
konstrukei biosenzorli byla pouzita regulacni jednotka
chrB-P.,., ve fuzi s kazetou [ucFF (cit.83) a luxCDABE
(cit.®).

Nekteré z bunécnych biosenzorti byly uspésné pouzi-
ty ke stanoveni biologicky dostupné slozky kovu
v realnych vzorcich (tab. III). Obtizné¢ definovatelné sloz-
ky zna¢né€ komplexnich redlnych vzorkd mohou zkreslovat
signal produkovany reportérovym proteinem, proto je vét-
Sinou k produkci referen¢niho signdlu pouzivan kmen
exprimujici reportérovy gen Kkonstitutivné. Metoda tzv.
duélniho znaceni, kterd vyuzivd dvojice reportérovych
genl (napf. luciferas produkujicich svétlo o riznych vino-
vych délkach nebo variant GFP s odliSnym emisnim spekt-
rem), z nichz jeden je produkovan konstitutivné¢ a druhy
v z4vislosti na pfitomnosti analytu, umoziiuje produkci
obou signaltl v jedné burice®. Agkoliv jsou stanoveni kovi
pomoci bunéénych biosenzord vétSinou provadéna
v suspenzi bun€k, pro konstrukci prenosnych zafizeni,
kterda by umoznovala detekci analytl in situ, je vyhodnéjsi
bunky imobilizovat. Dobry piehled imobiliza¢nich technik
vyuzivanych pfi konstrukci bunécnych biosenzorl uvadi
D’Sousa’. Imobilizace bunék je téz piedpokladem pro
konstrukei Cipd, na kterych jsou naneseny senzorové bun-
ky obsahujici fuze riznych regulacnich elementd
s reportérovymi geny’®. Tyto &ipy ve spojeni s optickymi
vlakny nebo CCD prvky povedou pravdépodobné ke vzni-
ku nové generace bunéénych biosenzort.

5. Zavér

V této praci jsme se pokusili popsat kategorie biolo-
gickych slozek biosenzorti a jejich vyznamné zastupce
vyuzité v konstrukcich biosenzori pro té¢zké kovy. Neuva-
dime zcela vycCerpavajici vycet vSech popsanych biosenzo-
ru pro tézké kovy a popis dalsich, pfedevsim proteinovych
biosenzortl, lze nalézt v referatech jinych autord™’. Bio-
senzory zaloZené na interakci kovl s izolovanym protei-
nem sice poskytuji rychlé odezvy a Ize je vétSinou po rege-
neraci vicenasobné pouzit, ale biosenzory vyuzivajici inhi-
bice enzymil, metalothioneiny (MT) a fytochelatiny (PC)
postradaji uzsi specifitu. V porovnani s biosenzory zaloze-
nymi na MT nebo PC navic enzymové biosenzory vykazu-
ji vyssi detekéni limity a uzsi dynamicky rozsah. Vyssi
specifitu a dostatecnou citlivost poskytuji imunochemické
senzory, jejichz vyuziti je diky popularit¢ immunochemic-
kych metod v b&zné praxi spiSe redlné. Jako slibné se jevi
vyuziti transkripcnich regulatord jak v podminkach in
vitro, tak pfedevsim in vivo, jako soucasti bunéénych bi-
osenzorll. Souprava specifickych bunéénych biosenzori
zalozend na bakterii R. metallidurans, obsahujici specific-
ké regulacni elementy kontrolujici expresi kazety reporté-
rovych genl luxCDABE (tab. III) v zavislosti na pfitom-
nosti iontu kovu, je jiz komercné dostupna pod oznacenim
BIOMET (cit.**"®).
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P. Vopalensky, T. Ruml, and P. Kotrba
(Department of Biochemistry and Microbiology, Institute
of Chemical Technology, Prague): Biological Compo-
nents of Heavy Metal Biosensors

Biosensor is an analytical device that couples a bio-
logical element, such as a biopolymer or microorganism
capable of sensing the target analyte, with a physicochemi-
cal signal transducer to enable rapid, accurate and sensitive
detection. The biological element determines the specific-
ity of the biosensor and significantly contributes to its
sensitivity. In this paper we review heavy metal biosensors
with emphasis on their biological components — enzymes
activated or inhibited by heavy metal ions, metal-
sequestering peptides, non-enzymatic proteins, DNAs
possessing metal-dependent enzymatic activity, antibodies
against metal chelates, metal-dependent transcription acti-
vators/repressors combined with their target DNA se-
quence as well as whole bacterial cells, both natural and
genetically engineered by introducing the metal-responsive
transcription regulation elements controlling the expres-
sion of a reporter gene.



Chem. Listy 101, 480-485 (2007)

Referat

APLIKACIA OXIDU CHLORICITEHO AKO DEZINFEKCNEHO CINIDLA

NA UPRAVU VODY

LUBOSLAV GAJDOS?, KAROL MUNKA?,
MONIKA KARACSONYOVA® a JAN DERCO”

“ Vyskumny ustav vodného hospoddrstva, Nabr. arm. gen.
L. Svobodu 5, 812 49 Bratislava 1, b Ustav chemického a
environmentdlneho inzZinierstva, FCHPT STU v Bratislave,
Radlinského 9, 812 37 Bratislava 1

gajdos@vuvh.sk, munka@vuvh.sk,
karacsonyova@vuvh.sk, jan.derco@stuba.sk

Doslo 10.4.06, prepracované 17.7.06, prijaté 31.8.06.

KTlucové slova: oxid chloricity, zdravotné zabezpecenie
vody, dezinfekcia, DBPs, rychlostné konstanty

Obsah

1. Uvod
2. Mechanizmus a produkty dezinfekcie oxidu
chloricitého
2.1. Vedrajsie produkty oxidacie oxidom chlori¢itym
. Technologické aspekty
3.1. Oxid chlori€ity a pitna voda
3.2. Zdravotné zabezpecenie vody
3.3. Déavkovanie oxidu chlori¢itého a limitné
koncentracie
. Kinetika reakcii oxidu chlori¢itého — rychlostné
konstanty
4.1. Porovnanie rychlostnych konstant pre rozlicné
substraty
. Zaver

1. Uvod

Oxid chlori¢ity objavil v roku 1811 Davy'. Pripravil
sa reakciou chlore¢nanu draselného s kyselinou chlorovo-
dikovou. Prvy komercny proces na jeho pripravu vyvinula
v roku 1930 firma Mathieson Alkali Works z chlore¢nanu
sodného. Chloritan sodny sa zaviedol ako komerény pro-
dukt na vyvijanie oxidu chlori¢itého v roku 1939 a rychle
sa rozsiril v priemyselnom pouzivani. V roku 1944 sa oxid
chlori¢ity prvykrat aplikoval na regulaciu chuti pri Gprave
pitnych vod azdpachu na Ccistiarni odpadovych vod
v Niagara Falls, NY. V poslednych desatrociach sa oxid
chloric¢ity stal vo svete vyznamnym dezinfekénym cinid-
lom v procese zdravotného zabezpeéenia vody. Jeho po-
stupné zavadzanie si vynutilo venovat’ sa tejto zlucenine
a presetrit’ vyhody a nevyhody spojené s nahradenim dote-
raz pouzivaného sposobu dezinfekcie vody chlérom, res-

480

pektive chlérnanom sodnym.

Zakladnym predpokladom zavedenia oxidu chlori€ité-
ho pri uprave vody je dokonald znalost' fyzikalno-
chemickych vlastnosti a tiez znalost' technologickych
vlastnosti — chemickej stability v distribuénom systéme.
Hladanie progresivnych postupov dezinfekcie vody bolo
podmienené zistenim nebezpecenstva pri pouziti chloru,
kedy dochadzalo k tvorbe neziadtcich vedlajsich produk-
tov dezinfekcie ako st THM (trihalogénmetany). Doteraz
bol sledovany vplyv 2221 organickych zli¢enin pdsobia-
cich nepriaznivo na l'udské zdravie. Vo vodach sa vysky-
tuje 765 latok, z toho 20 latok je karcinogénnych a 117 je
mutagénnych. Tieto zliCeniny moézu zapricinit' nielen
karcinogénne, ale taktiez aj hepatotoxické, neurotoxické
a metabolické poruchy?.

2. Mechanizmus a produkty dezinfekcie
oxidu chloricitého

Chemické vlastnosti rozli¢nych zlucenin chléru st zavislé
na hodnote pH. Oxid chloricity je Casto prezentovany ako
silnejSie oxidacné Cinidlo ako chlér. Za neutralnych pod-
mienok je chlor a oxid chloricity redukovany na chlorido-
vy a chloritanovy i6n.

Cl,+2e < 2C1° (1)

Clo, +e < ClO; 2)

Ak sa pH znizi asi 02 jednotky, prebiehaji nasledujice
reakcie:

ClO, +5¢" +4H" < ClI” +2H,0 ()

ClO; +4e” +4H" < CI” +2H,0 “)

V zavislosti od hodnoty pH a oxida¢no-redukéného poten-
cialu prichadzaju pri chloracii vody do tivahy nasledujtice
formy vyskytu: Cly(aq), HCIO, ClIO™ a CI". Pri chlordcii
prirodnych vod prevladaju dve formy vyskytu, HCIO
a ClO". Elementarny chlor prichddza do uvahy iba v silne
kyslom prostredi (pH < 2)°.

2.1. Vedlajsie produkty oxidacie
oxidom chlori¢itym

Oxid chlori€ity je povazovany za takmer idealny dez-
infektant, ktory poskytuje dobré vysledky a nevytvara
skodlivé vedrajsie produkty®’. Jeho anti-mikrobialna akti-
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vita je vysSia ako u chloru a nezavisi od pH. Oxidaciou
prirodnych organickych latok (NOM) oxidom chlori¢itym
nedochadza k tvorbe halogénovych vedlajsich produktov
dezinfekcie (DBPs)®. Prirodné organické latky pri reakcii s
oxidom chlori¢itym vytvéaraju karbonylové zluceniny”.
Oxid chlori¢ity nereaguje saménnymi iénmi a amino-
zlugeninami® a neprebicha haloformova reakcia, ktora je
hlavnou cestou k tvorbe organickych halogénovych ved-
Tajsich produktov'®. Oxid chlorigity méze byt pouzity na
oxidaciu Zeleza a manganu'' a oxiduje zlu¢eniny zodpo-
vedné za chut’ a zapach'?. Na oxidaciu 1,0 mg 1™ Zeleza je
potrebné 1,2 mgl™ oxidu chlori¢itétho a na oxidaciu
1,0 mg I"" manganu 2,5 mg I"' oxidu chlori¢itého. Napriek
pocetnym vyhodam, oxid chloricity predstavuje potencio-
nalny zdroj rizika pre T'udské zdravie spdsobeny anorga-
nickymi vedlajSimi produktmi ako chloritany (ClO;")
a chlorec¢nany (C1053").

Toxikologicky uc¢inok z expozicie Cl1O,” bol spociat-
ku spojeny s hemolytickym systémom. V nizkych dav-
kach, chloritany mozu viest’ k hemolytickej anémii, posko-
deniu bunkovych membran cervenych krviniek, vysSie
davky mézu viest k zvydeniu methemoglobinu. Daliie
stadie poukazujt, Ze chloritany mézu pdsobit’ na nervovy
systém dojciat a deti. Pretoze ClO, a ClO;™ sa mézu rychlo
v P'udskom tele konvertovat’ na ClO, ako vysledok nitra-
tovo reduktazovo-katalyzovanej konverzie, niektoré aspek-
ty ich toxicity su podobné".

Chlore¢nany a chloritany st anorganické zluceniny
vznikajuce pri hydrolyze oxidu chlori¢itého pri vysSich
hodnotéach pH:

2Cl0, +H,0 < 2H* +ClO; +CIO; (5)

alebo

2ClO0, +20H™ < ClO; +ClO; +H,0 (6)
Pretoze produkty hydrolyzy oxidu chlori¢itého si menej
oxida¢ne ucinné ako oxid chlori€ity, je hydrolyza neziadu-
ca.

Po pridani roztoku oxidu chloricitého do vody prebie-
haju chemické reakcie, pri ktorych sa oxid chloricity redu-
kuje az na chlorid":

2C102+H20©2H++2C1_+50 (7)
Reakciu m6zeme rozdelit’ na ¢iastkové reakcie:

ClO, +e” & CIO, (&)

ClO; +2H,0+4e” < CI” +40H” ©)

PocCas oxidacie oxidom chloriitym sa vytvéra znacné
mnozstvo chloritanov (60 % z davky oxidu chloricitého)
aich produkcia nie je ovplyvnend vyskytom prekurzorov
vo vode. Preto limit pre chloritany 0,2 mg 1™ méze byt
splneny pri davkach oxidu chlori¢itého nizsich ako 0,3-0,4
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mg 1™, inak by mala byt aplikovana $pecificka uprava na
odstrafiovanie chloritanov'’.

Okrem chloritanov a chlore¢nanov, oxid chloricity
vytvara biologicky I'ahko rozloZiteI'né karbonylové zluce-
niny a karboxylové kyseliny s kratkym retazcom pocas
dezinfekcie vody®’. Existuje pomerne malo odkazov, kde
sa hovori o vztahu medzi tvorbou BDOC (biologicky roz-
lozitelného organického uhlika) a oxiddciou NOM
(prirodnych organickych latok) oxidom chlori¢itym. Cie-
Fom $tadie Raczyka a spol.'® bolo vyhodnotenie vplyvu
oxidacie prirodnych organickych latok oxidom chlorici-
tym. V jeho experimentoch voda po pieskovej filtracii
a ozonizacii/biofiltracii bola vystavend pdsobeniu ClO,.
Porovnavané bolo mnozstvo BDOC vytvoreného po oxi-
dacii CIO, pre takto upravené vody. Vysledky ukazali
znaéne rozdiely v tvorbe vedlajSich produktov oxidacie
oxidom chlori¢itym medzi neozonizovanou a 0zonizo-
vanou/biofiltrovanou vodou. Dezinfekciou ozonizovanej/
biofiltrovanej vody oxidom chlorifitym sa vytvara porov-
natené mnozstvo aldehydov aovela vyssie mnozstvo
karboxylovych kyselin pri porovnani s oxidaciou vody po
filtracii pieskom.

3. Technologické aspekty

Zaujem rastie o mozné pouzitie oxidu chlori¢itého
ako alternativneho alebo pridavného dezinfekéného Cinid-
la. Na dezinfekciu vody sa pouziva v distribu¢nych systé-
moch napriklad v Taliansku, Francizsku, Nemecku ako aj
v Ceskej republike a na Slovensku. Pretoze ClO, nevytva-
ra vedlajSie produkty pri reakcii ako chlor s rovnakymi
prekurzormi, je mozné vodu dezinfikovat’ oxidom chlorici-
tym bez d’al$ej potreby dezinfekcie vody napriklad 0zo-
nom.

Skusenosti z praxe ukazuju, Ze k aplikacii oxidu chlo-
ri¢itého Casto dochadza bez predchadzajucej analyzy do-
padov tohto kroku na kvalitu dodavanej vody a celkové
prostredie vodovodného systému. Pre zodpovedné zava-
dzanie nového sposobu dezinfekcie sa ako nutnost’ javi
potreba preskiimat’ spravanie sa oxidu chlori¢it¢ho vo
vode, poznat’ kinetiku jeho rozkladu, vplyv na chemicka
stabilitu a agresivne vlastnosti vody a definovat’ podmien-
ky na obmedzenie tvorby vedl'ajSich produktov dezinfek-
cie.

Na Slovensku koncom 90. rokov minulého storocia
prislo v niektorych distribu¢nych systémoch k zmene zdra-
votného zabezpefenia vody z chléru na oxid chloridity.
Nie vsetky tieto zmeny priniesli jednoznacné pozitivne
vysledky najméd, ¢o sa tyka senzorickych vlastnosti vody
a vyskytu zvySenych koncentracii chloritanov. Problémy
sa vyskytli predovsetkym vo vodovodnych sietach, v kto-
rych bola dodavana nekvalitnd voda, najmé so zvySenym
obsahom Zeleza a mangdnu. Oxid chlori¢ity svojimi silny-
mi oxidaénymi ucinkami posobil na vytvorené inkrusty,
dochédzalo k ich uvol'fiovaniu do vody a nasledne k zhor-
Sovaniu senzorickych vlastnosti vody (zvySené hodnoty
farby, zékalu a koncentracii zeleza).
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3.1. Oxid chloric¢ity a pitna voda

Oxid chlori¢ity moze byt pouzity ako dezinfektant,
alebo ako oxidant pri Uprave pitnej vody. Ako dezinfek¢éné
¢inidlo sa méze pouzit' v stupni pred-oxidacie ako aj po-
oxidacnom stupni. Pridanim oxidu chlori¢itého v pred-
oxida¢nom stupni Gpravy povrchovej vody moézeme znizit
rast baktérii a rias v nasledujucej faze upravy vody. Oxid
chlori¢ity tiez pOsobi ako oxidant, pomaha pri procese
koagulacie aje UCinny pri  znizovani  zdkalu.
V dezinfekénom stupni Gpravy posobi oxid chloriéity ako
silny baktériocid a virocid, a jeho vedl'ajsi produkt — chlo-
ritany (C10,7) maju slaby bakteriocidny alebo bakteriosta-
ticky uc¢inok. Priddvanie oxidu chlori¢itého v tejto faze
zabezpecuje zamedzenie bakterialneho rastu
v distribu¢nom systéme pitnej vody. Vplyv ClO, na jed-
notlivé zlozky v pitnej vode je uvedeny v tabul’ke I.

Chemicka inaktivacia mikrobidlnych kontaminantov
vyskytujucich sa v surovej vode je iba jednym z mnohych
krokov, kde sa eliminuju alebo prinajmensom redukuju
potencionalne patogénne mikroorganizmy nachadzajice sa
vo vode. Tieto kroky, nazvané ,,stupiiami procesu®, zaht-
naju pre-oxidaciu, koagulaciu, usadzovanie, filtracny stu-
pen a dezinfekciu. Kazdy tento stupeni hra jedine¢nu tlohu
a kazdy z tychto stupfiov ma doleZité postavenie pri Gprave
vody surovej na vodu pitnu.

Utinna koagulacia a nasledné usadzovanie zhlukov
agregovanych vloCiek obsahujtcich prirodné organické
latky je jednym z najddleZitejSich procesov pri uprave
povrchovej vody. Usadzovanie vlogiek pozdiz Sirokej na-
drze s pomalym prietokom mé za nésledok odstranenie
zna¢ného mnozstva prirodného znecistenia, vratane mikro-
bidlnych kontaminantov.

Pre pre-oxidaciu a redukciu organickych latok poza-
dované davky oxidu chlori¢ité¢ho st medzi 0,5 a 2,0 mg I
s dobou kontaktu niz§ou ako 15-30 min, v zavislosti od
zlozenia vody. V pripade po-oxiddcie sa pouziva davka
0,2-0,4 mg 1! ClO,. Pri tychto davkach zvyskova koncen-
tracia chloritanov nepredstavuje zdravotné riziko'.

Tabulka I

Vplyv CIO, pri Uprave pitnej vody

Zlozka Odozva

Vybrané prirodné modzu reagovat’ a vytvarat
a syntetické organické latky chloritany

Zelezo a mangan oxiduje'’

Farba odstrafiuje'’

THM znizuje'’

Organické latky oxiduje®!’

Fenoly reaguje za vzniku

chlorfenolov a chinénov'®

Referat

3.2. Zdravotné zabezpecenie vody

Pri zdravotnom zabezpeceni vody sa musi dodrzat
rovnovaha medzi znizovanim rizika mikrobiologickej kon-
taminacie pitnej vody a potencionalneho rizika, ktoré vy-
chadza z chemickej kontamindcie pri pouZiti dezinfekéné-
ho ¢inidla. Jednou z moznosti ako redukovat chemické
nebezpecenstvo je znizit' obsah halogénovych vedlajsich
produktov dezinfekcie prostrednictvom pridavku ClO,.
Mikrobiologické riziko kontaminécie sa nezvysuje, pokial
sa dodrzi primerana davka dezinfekéného ¢inidla.

Nizsie koncentracie ClO, mozu byt pouzité na do-
siahnutie efektivnej inaktivacie mikroorganizmov. Oxid
chloricity je uc¢inny proti patogénnom, ktoré su rezistentné
voéi chloru a tradiénym chemickym dezinfekénym ¢inid-
lam pouzivanych pri tprave vody.

Oxidacné a dezinfekéné vlastnosti st konStantné
v §irokom rozpéti pH od 4 do 10. Tu je podstatny rozdiel,
nakol’ko pouzitie chléru je silne zavislé na hodnote pH.
Biocidny ucinok, stabilita a vplyv pH na Gc¢innost’ dezin-
fekcie je uvedeny v tabulke II.

Existuju vel'ké mnozstva mikroorganizmov nachadzaja-
cich sa v surovej vode, rovnako ako aj v pitnej vode po Uprave.
Mikroorganizmy, ktorym sa venuje pozornost, sii samozrejme
tie, ktoré zapricifiuju ochorenia (patogénne organizmy).

Virusy mézeme najst’ oddelene alebo vo vlockach po
koagulacii a ich eliminécia je moznd pomocou sedimenta-
cie a filtracie, chemicka dezinfekcia povicsine zarucuje
ich eliminovanie. Podzemna voda musi byt taktiez dezinfi-
kovana, ak virusy alebo ina skupina mikrobialnych indika-
torov sa nachadzaju vo vode.

Cysty (protozoa) je najtazsie inaktivovat’. Ak st poZzia-
davky pre inaktiviciu cyst splnené, bakteridlna a virdlna
inaktivacia je dostato¢na. Monitoruje sa tzv. ,,CxT* hodnota.
Tato hodnota berie do tivahy €as T potrebny pre dant kon-
centraciu zvyskového dezinfektantu C na inaktivaciu mikro-
organizmov za Specifickych prevadzkovych podmienok.
A tak, najleps$i dezinfekény prostriedok mdze dosiahnut’
najvyssiu ucinnost’ dezinfekcie pri najnizsej hodnote CxT.

Tabulka II
Biocidny u¢inok, stabilita a vplyv pH na G¢innost’ dezin-
fekcie pre niektoré dezinfekéné &inidla"

Dezinfektant ~ Biocidny Stabilita® Vplyv pH na
uéinok® Gginnost’ (pH 6-9)

Ozbén 1 4 maly vplyv

Oxid chlori¢ity 2 2 ucinnost’ sa nepatr-
ne zvysuje so zvy-
Sovanim pH

Chlor 3 3 ucinnost’ podstatne
klesa so stipajucou
hodnotou pH

Chléraminy 4 1 maly vplyv
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? Indikovana charakteristika sa zniZzuje od 1 (maximum) do
4 (minimum)
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Tabul’ka III
Zoznam hodnot pre sicin CxT na inaktivaciu rozli¢nych mikroorganizmov pouzitim dezinfekéného &inidla®
Mikroorganizmus Chlor Chloramin Oxid chloricity Oz6n

(pH 6-7) (pH 8-9) (pH 6-7) (pH 6-7)
E. Coli 0,034-0,05 95-180 0,4-0,75 0,02
Polio 1 1,1-2,5 768-3740 0,2-6,7 0,1-0,2
Rotavirus ) 0,01-0,05 3806—6476 0,2-2,1 0,006-0,06
Cysts of G. laml?lla 47-150 2200 ? 262 0,5-0,6
Cysts of G. muris 30-630 1400 7,2-18,5 1,8-2,0

%99,99% inaktivacia pri pH 6-9; 90% inaktivacia pri pH 7 a 25 °C

3.3. Davkovanie oxidu chloric¢itého
a limitné koncentracie

Davkovanie oxidu chloricitého zavisi od kvality suro-
vej vody, od velkosti vodovodnej distribu¢nej siete a od
pozadovanej koncentracie zvyskového oxidu chloricitého
vo vode. Davky CIlO, na zdravotné zabezpecenie vody sa
spravidla pohybuju v rozmedzi 0,15-0,30 mg 1. Obsah
zvySkového oxidu chloricitého v distribucnej sieti by sa
mal pohybovat v rozmedzi 0,05-0,20 mg1™'. Stanovené
limity pre oxid chlori¢ity a chloritany v pitnej vode nie st
v jednotlivych krajinach jednotné® (tabulka IV).

4. Kinetika reakcii oxidu chlori¢itého —
rychlostné konStanty

Stadiom kinetiky oxidu chlori¢itého s anorganickymi
a organickymi latkami, vratane fenolov sa zaoberal po-
drobne Hoigné”. Namerané rychlostné konstanty boli
vysoké pre dusitany, peroxid vodika, 0zon, jod, zelezo (II)
a v pripadoch, kedy hodnota pH nebola vel'mi nizka, pre
fenolové zluCeniny, terciarne aminy a tioly. Bromidy,
amoniak, Struktiry obsahujiice nenasytenti vdzbu, aroma-
tické uhlovodiky, priméarne a sekundarne aminy, aldehy-
dy, ketony a uhl'ovodiky boli nereaktivne za podmienok
upravy vod.

Limitujicim faktorom pri ddvkovani oxidu chlori¢ité-
ho je to, ze sa redukuje na chloritany, ktoré sa povazuju za
velmi nebezpeéné zo zdravotného hradiska®. So zretelom
na dodrzanie tohto obmedzenia sa davky pri uprave vody
pohybuji v rozmedzi 0,04-0,4 mg I"". Pri takto nizkych
koncentraciach je stabilita oxidu chlori¢itého vo vodnom
roztoku vysoko zavisla na kvalite vody®. Preto na tipravu
vody sa vo vSeobecnosti aplikuje vtedy, ked’ sa vyznacuje
dostatocnou stabilitou pri jeho aplikacii.

Vzhladom k nizkym davkam a tym aj nizkym zvys-
kovym koncentraciam oxidu chlori¢itého s dolezité dobré
znalosti kinetiky jeho reakcii s polutantmi. V roku 1984,
Rav-Acha® publikoval rozsiahly prehlad zndmych reakcii
oxidu chlori¢itého, dolezitych pri uprave vody
a dezinfekcii. Okrem toho Neta a spol.”” zostavil obsiahlu
zostavu rychlostnych konstant. VacSina tychto rychlost-
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nych konstant bola merana screeningovym programom
v laboratornych podmienkach a boli publikované uz skor.
Rav-Acha a spol.®®* publikoval dalsie rychlostné kon-
Stanty pre relativne pomalé reakcie oxidu chlori¢itého
s roznymi nenasytenymi uhl'ovodikmi, vratane polycyklic-
kych zluCenin, substituovanych styrénov aindénu. Na
doplnenie tychto 3tadii sa Hoigné® zaoberal meranim
rychlostnych konstant reakcii oxidu chlori¢itého so zluce-
ninami, ktoré prichadzali do ivahy pri Gprave pitnych vod,
vratane série zlucenin, ktoré mézu priamo ovplyviovat
kinetiku tychto oxida¢nych procesov. Dalej sa zaoberal
vyvojom a testovanim viac U¢innych experimentalnych
technik na meranie rychlostnych konStant pre reakcie
s oxidom chloric¢itym, ktoré st aplikovatelné v labora-
toriach pitnych vod™>.

4.1. Porovnanie rychlostnych konS§téant
pre rozli¢né substraty

Pre v§eobecnu reakciu oxidu chlori¢itého so substra-
tom S:

ClO, +nS — produkty (10)

kde n je stechiometricky faktor uréeny na zéklade pomeru:

n = A[S)/A[CIO,] (11)
mozeme zapisat’ kinetickll rovnicu v tvare:

(12)

_ d[Clo2] — n m
T k[CIO, J'[S]

Peroxid vodika reaguje s oxidom chlori¢itym prevaz-
ne s jeho disociovanou formou HO, . Rychlostna konstan-
ta pre reakciu druhého poriadku® na vy&erpanie oxidu
chlori¢itého HO,™ je 1,3-10°M™'s™".

Bromidy sa neoxiduju oxidom chlori¢itym. Preto
uprava vody oxidom chlori€itym nepremiefia bromidy na
bromnany a takto nedochadza k tvorbe bromoformu
a bromi¢nanov. Toto je podstatny rozdiel, ked’ ako oxidant
sa pouzije chlér alebo 0z6n™.
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Tabulka IV
Limity pre oxid chloric¢ity a chloritany v pitnej vode
Krajina Koncentracia

[mgI'"]
Spojené Staty 1,0 - chloritany (najvysSia pripust-
americké na hodnota)

0,8 - chloritany (ciel'ova, ziaduca

hodnota)

0,8 - oxid chlori¢ity (zvyskovy)
Japonsko 0,6 - chloritany
Velka Britania 0,5 - suma chloritany, oxid

chloricity, chloreCnany

Nemecko 0,2 - chloritany

0,4 - oxid chloricity
Rakusko 0,2 - chloritany

0,2 - oxid chloricity
Ceska republika 0,2 - chloritany

- - oxid chlori¢ity
Slovensko 0,2 - chloritany

0,2 - oxid chloricity

Jod na rozdiel od bromidov je lahko oxidovatelny
oxidom chlori¢itym. Rychlostn4 konStanta namerand scre-
eningovym experimentom bola 1400 M™'s™".

Dusitany su l'ahko oxidovatelné oxidom chlori¢itym.
Dusitany sa mézu vyskytovat vo vode ako metabolicky
produkt mikrobiologickej kontaminacie a d’alSich procesov
vyskytujucich sa pocas upravy vody alebo distribucie.
Pritomnost’ dusitanov o koncentraciach 2 pM, mdze spot-
rebovat’ davku oxidu chlori¢itého pocas niekol’kych minut.
Ddlezité je mat’ na pamiti, Ze vytvarajuce sa chloritany st
povazované za porovnatelne toxické ako dusitany.

Zeleznaté a mangdnaté iény, tak ako s pritomné
v podzemnych vodach a hypolimniu jazier a rezervoarov,
taktiez podliehaju oxidacii oxidom chlori¢itym. Kinetické
hodnoty namerané pre Fe(Il) pri nizkych hodnotach pH
nemohli byt extrapolované do hodnoty pH 8, oxidéacia Fe
(IT) vedie k tvorbe hydroxidu zelezitého, ktory mohol rusit’
oxidaciu  vodnej fazy. Vpripade Mn(Il) van
Benschotenet’’ dokazal rozliit rozliné reakéné cesty
aurdil rychlostni konitantu 50 000 M's™ pre oxidaénu
reakciu pri pH 8. Tato konStanta podstatne vzrastla
v zavislosti od pH, ked’ bola merand medzi pH 6-8. Za
tychto podmienok sa predpoklada, ze MnOH" riadi celko-
vi rychlost’ reakcie skor ako Mn*".

Ozon Tahko oxiduje chloritany a oxid chloriity na
chlore¢nany. Vysledky sthlasia s meraniami podla Kla-
ning a spol.”> pre roztoky obsahujice vysoky prebytok
ClO,. Pretoze chlore¢nany sa povazuju za toxické, ozoni-
z4cia nemdZe byt pouZitd na elimindciu prebytku chlorita-
nov alebo oxidu chloric¢itého.

Fenolové zliceniny reagujt rychlo s oxidom chlori¢i-
tym, ked’ su pritomné ako fenolatové aniony. Pretoze tato
disociovana forma ¢asto reaguje milionkrat rychlejSie ako
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nedisociovana forma, ich frakcia riadi celkova rychlostnt
konStantu reakcie. V celom rozpiti pH, celkova rychlostna
konStanta reakcie vzrastd pri vacsSine fenolovych zlucenin
faktorom 10 pri zvySeni pH o jednotku. Vplyvy substituen-
tov na reakéné rychlostné konstanty fenolov su rozsiahle.
Viac sofistikované analyzy rychlostnych Gdajov, ako uva-
dza Tratnyek a Hoigné™, dovoluju interpretovat
a zovSeobecnovat’ vysledky a porovnavat s hodnotami
uvadzanymi v literature.

Organické dusikaté a sirne zluceniny boli testované
Hoigném® pre lepsie pochopenie, ako interpretovat’ pre
upravu vody tdaje uvadzané v literatire. Vysledky pouka-
zuju, ze nedisociované, mono- a dialkylaminy maju nizke
rychlostné konstanty. Trimetylamin mé pri pH 8, celkovu
rychlostna konstantu 100 M™'s™. Rychlostné konstanty sa
vyrazne zvysia, ked’ aminoskupina je nahradena alkylovou
skupinou s dlh§im retazcom®**. Na rozdiel od aminosku-
pin, tiolové skupiny su TahSie oxidovatelné oxidom
chlorigitym®’.

Rozne organické nenasytené a aromatické uhlovodi-
ky, aldehydy, ketony a karboxylové kyseliny. Metyl, vinyl
a alyl substituované zliceniny, alebo naftalény maju re-
akéné rychlostné konstanty pod 107 M's™ a substi-
tuované styrény>® pod 1 M's™'. Karboxylové substituenty
nevyznamne zvacSuju reaktivitu alifatickych zlacenin.
Preto tieto reakcie s oxidom chlori¢itym nemaju vyznam
pri Uprave vod. Naopak, polycyklické aromatické
uhlovodiky®’, ako pyrén, maju rychlostné konstanty nie-
kolko M's™".

Huminové kyseliny, zmenou pH o jednotku, reakéné
rychlosti vzrastali faktorom tri (oblast pH 4-8). Tieto
rychlosti zaviseli od koncentracie oxidu chloricitého a pre-
oxidacie. Z tohto dovodu nemoézu byt vyjadrené reakénou
rychlostnou kontantou II. poriadku®.

5. Zaver

Prispevok aktualizuje teoretické poznatky a praktické
skusenosti z hl'adiska moznosti a obmedzeni vyuzitia oxi-
du chloric¢itého na upravu vod. Dosial’ nie je vel'a publika-
cii zameranych na $tadium oxidu chloricitého ako dezin-
fekéného Cinidla, ktory sa pouziva pri zdravotnom zabez-
peceni vody a jeho vplyvu na material potrubia.

Dezinfekcia vody oxidom chlori¢itym je spojena
s tvorbou anorganickych chloritanov a chlore¢nanov, kto-
rych zdravotné Gcinky nie s v sti€asnosti este uplne po-
znané. Pri aplikacii oxidu chlori¢itého v naSich podmien-
kach sa vyskytli d’al§ie problémy, ako napr. uvolfiovanie
inkrustov a inych usadenin z potrubia spojené so zhorSe-
nim senzorickych vlastnosti dodavanej vody, so zvySenim
koncentracii zeleza a inych kovov vo vode.

K aplikécii oxidu chlori¢itého casto dochadza bez
predchadzajicej analyzy dopadov tohto kroku na kvalitu
dodéavanej vody a celkové prostredie vodovodného systé-
mu. Pri praktickych aplikdcidch nového sposobu dezinfek-
cie sa ako nutnost’ javi preskimat’ spravanie sa oxidu chlo-
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ri¢it¢ho vo vode, poznat’ kinetiku jeho rozkladu a vplyv na
chemicku stabilitu, agresivne vlastnosti vody a definovat
podmienky na obmedzenie tvorby vedl'ajsich produktov
dezinfekcie. Ziskanie a doplnenie poznatkov a skusenosti
pre prakticka aplikaciu oxidu chloricitého pri Giprave vody
je nevyhnutné. Ciel'om je poukdzat’ na potrebu zaujimat’ sa
o zltc¢eninu oxidu chlori¢itého a ziskat' vysledky umoznu-
juce objektivne posudenie jeho aplikovatelnosti v procese
upravy vody.
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Chlorine dioxide (ClO;) has been successfully used
for taste and odor control, color reduction, and oxidation
of inorganics like iron, manganese or sulfur compounds.
More recently, the interest has been growing in its use in
a variety of applications as an alternative to or supplement
of conventional chlorine disinfection. It has been used in
conventional water treatment and as a disinfectant in water
supply systems. An advantage of using chlorine dioxide is
that it does not form halogenated by-products as it is the
case with chlorine. Thus it is possible to produce safe,
chemically disinfected water without using chlorine or
expensive ozone.
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1. Uvod

Prirodné produkty ako material pre lieCenie chordb sa
vyuzivali uz od davnych ¢ias. Mnohé farmaceuticky vyz-
namné latky boli izolované z rastlin, zivo¢ichov, hiib, mor-
skych organizmov a mikroorganizmov. V dosledku Siroké-
ho spektra neziaducich ucinkov lieCiv, d’alej neSpecifické-
ho mechanizmu G¢inku a v neposlednom rade aj rezisten-
cie, ¢i uz nadorového tkaniva na cytostatikum alebo bakté-
rii na antibiotikum, je neustala potreba vyvoja novych,
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biologicky ucinnych latok. Napriek tomu, Ze chemickou
cestou je mozné syntetizovat mnoho bioaktivnych latok,
vyskum zamerany na hl'adanie novych, u¢innych zlicenin
sa orientuje stale viac na prirodné zdroje, ako su rastliny
a mikroorganizmy, ktoré sii bohatym zdrojom substancii
roznych chemickych Struktur a biologickych aktivit. Pri-
kladom takychto biologicky aktivnych latok su sekundarne
metabolity, ktoré su produkované mikroorganizmami,
pripadne vys$§imi rastlinami. Pre vyvoj a zivot producentov
nie s0, na rozdiel od primarnych metabolitov, nevyhnutné.
Mnohé sekundarne metabolity boli izolované ako dolezité
biologicky ucinné latky, ktoré nasli svoje uplatnenie pri

lieceni roéznych choréb, ako napr. bakteridlne
a mykologické infekcie, kardiovaskularne, nadorové
ochorenia'.

Novy a zaujimavy zdroj takychto latok predstavuju
endofytické mikroorganizmy, ktoré ziju v pletivach zdra-
vych rastlin. Z priblizne 300 000 druhov vyssich rastlin,
ktoré rasti na Zemi, kazda jedna rastlina, z miliardy exis-
tujacich, je hostitel'om jedného alebo viacerych endofytic-
kych mikroorganizmov®. Tato skupina mikroorganizmov
je pomerne eSte malo preskimana a predstavuje potencial-
ny zdroj novych prirodnych latok s vyuzitim v medicine,
priemysle a pol'nohospodarstve.

2. Charakteristika endofytickych
mikroorganizmov

Endofyty st mikroorganizmy asociované s vysSimi
rastlinami. Vyskytuju sa vo vSetkych rastlinich — stro-
moch, bylinach, kvitntcich rastlinach. Tieto mikroorganiz-
my zahffiaj(i baktérie, najmi aktinomycéty a huby, ktoré
ziju pod epidermalnou bunkovou vrstvou v pletivach zdra-
vych rastlin®”,

V minulosti sa predpokladalo, ze vnutro zdravych
listov rastlin je sterilné, avSak mnohé stCasné vyskumy
potvrdili, Ze listy rastlin sa prejavuju ako virtudlne mikro-
bidlne ekosystémy v rovnakej miere ako napr. rastlinné
korefiové systémy”. Jednoducha izolacia mikroorganizmov
z rastlinnych pletiv a ich néslednéd kultivacia na Zivnych
podach odhal'uje obrovska rozmanitost’ druhov mikroorga-
nizmov zijucich na povrchu alebo vo vnutri pletiv mno-
hych druhov zdravych rastlin’.

Endofytické mikroorganizmy moézu infikovat’ vSetky
rastliny. Infekcia rastliny endofytom nastava na vonkajsich
pletivach prostrednictvom spor. Endofyty si prendsané
z generacie na generaciu prostrednictvom pletiv semien
hostitel'skej rastliny alebo ¢astami rastliny pri jej vegeta-
tivnom rozmnoZovani’.

Mnohé endofytické huby partia medzi rody Ascomy-
cetes a Fungi imperfecti. Adaptacia endofytov
k hostitel'skej rastline nastdva na viacerych urovniach.
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Existuje urcitd Specificnost’ pre typ pletiva hostitel'skej
rastliny a taktieZ Specificnost’ pre prisluSny druh hostitel’-
skej rastliny v zmieSanom rastlinnom spolocenstve. Popri
mnohych endofytoch, ktoré su izolované z danej hostitel-
skej rastliny, iba malo z nich je typicky dominantnych®.
Velmi zriedkavd u endofytov je striktnd Specificita na
hostitel'sku rastlinu. Napriklad Rhabdocline parkeri je
charakteristickym endofytom iba pre jeden druh borovice
a nevyskytuje sa v inych druhoch®.

Asymptomaticky rast endofytickych hub v hostitel'ovi
naznacuje, ze endofyty nie st nebezpecnymi parazitmi pre
hostujticu rastlinu’. Ich vztah k rastlinim moze byt pre-
menlivy, od symbidzy po parazitizmus®. Nepovazuju sa za
saprofyty, aj ked’ su asociované so zijlicimi pletivami,
pretoze mdézu pozitivne pdsobit na hostitel'ska rastlinu
produkciou zna¢ného mnozstva metabolitov, vratane hor-
monov, ako st auxiny a cytokininy, ktoré maji vplyv na
rast rastlin. MoZe ist’ o antibakteridlne, antifungalne latky
a toxiny, ktoré chrania rastlinu pred Skodcami
a patogénmi*’. Rastliny poskytuju endofytom Ziviny po-
trebné pre ich Zivot a rast, naviac posledné vyskumy uka-
zali, ze endofytické huby iniciuji u hostitel'skej rastliny
biologickul degradaciu odumretych ¢asti rastlin, pripadne
celej rastliny, ¢im prispievaji ku kolobehu zivin
v prirode®.

Z biotechnologického hladiska st endofyty zaujima-
vé pre ich schopnost’ slizit’ ako genetické vektory, pro-
striedky biologickej kontroly a ako zdroje sekundarnych
metabolitov s biologickou aktivitou'’. Ak mikroorganizmy
z rastlin maju potencial prostrednictvom koevolicie alebo
genetického transferu s ich hostitel'om produkovat’ fyto-
hormony, mozu byt tiez schopné tvorit' dalSie produkty
doposial’ zname ako latky, ktoré syntetizuje hostitel'skd
rastlina. To poukazuje na realnu moznost’ riesit’ produkciu
niektorych biologicky aktivnych sekunddrnych metaboli-
tov rastlin biotechnologickymi metoédami''.

3. Aktivita a perspektivy izolovanych
metabolitov endofytickych mikroorganizmov

Literarny prieskum endofytickych mikroorganizmov
potvrdzuje existenciu Strukturalne pestrych produktov
tychto mikroorganizmov s rdznou biologickou aktivitou
vyuzitelnych v terapii nadorovych (tabul’ka I), infekénych
(tabul’ka II) a inych ochoreni.

3.1. Metabolity endofytov
s protinadorovou aktivitou

Endofytickym mikroorganizmom, ako potencidlnemu
zdroju prirodnych latok, sa zacala venovat’ intenzivnejSia
pozornost’ po tom, ako bola u niektorych hub izolovanych
z pacifického tisu zistend schopnost’ produkovat’ taxol.

Povodne sa predpokladalo, Ze primarnym zdrojom
taxanov je ihli¢ie a vodivé pletivo floém v podkore stro-
mov Taxus sp. Neskor bola zistena produkcia taxanov aj
u inych rastlin ako napr. cyprus Taxodium distichum, lie-
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ska Corylus avellana®. Prvym dokazom, Ze aj iné organiz-
my ako rastlinné bunky dokdZzu produkovat’ taxany, bolo
objavenie mikroorganizmu Taxomyces andreanae z triedy
Hyphomycetes. Endofyticka huba bola izolovana z Taxus
brevifolia a je schopna produkovat taxoidné metabolity
kultivaciou v semisyntetickom kvapalnom médiu, vytazky
boli viak velmi nizke, 50 ng 1" (cit.'"). Produkcia taxolu
bola zaznamenand okrem endofytu Taxomyces andreanae
aj u Periconia sp., endofytu Torreya grandifolia"
a Seimatoantlerium nepalense, endofytu z Himalajskeho
tisu Taxus wallichiana. Baktérie rodu Erwinia, izolované
z Taxus canadensis, taktiez produkuju taxol a pribuzné
taxany kultivaciou na jednoduchom semisyntetickom ale-
bo syntetickom médiu'®. Naviac, v nedavnych vyskumoch
zameranych na hladanie endofytov produkujucich taxol
bol izolovany mikroorganizmus Tubercularia sp., endofyt
ginskeho tisu Taxus mairei™ a daliie dva endofyty produ-
kujtce taxol Sporormia minima a Trichothecium sp., oba
izolované z Taxus wallichiana'. Producentom taxolu je
aj Pestalotiopsis guepinii, endofytickd huba izolovana
z borovice Wollemia nobilis. Pozoruhodné je, ze borovica
nie je producentom taxolu. Mikroorganizmus ziskal schop-
nost produkovat’ taxol pravdepodobne prostrednictvom
prenasania spér, ktoré maji tendenciu interagovat’
s hydrofobnymi povrchmi, napr. s perim vtdkov'’.

Huby obycajne castejSie produkuju taxol ako vysSie
rastliny a rozsirenie tychto hub produkujicich taxol nie je
obmedzené iba na tis, ale aj na iné druhy rastlin. Z toho
mozno usudit, Ze ak existuje laterdlny transfer génov
a taxol ma svoj mikrobidlny pévod, mohol nastat’ prenos
génov zodpovednych za produkciu taxolu prave
z mikroorganizmov na vyssie rastliny”.

Taxol, za¢leneny medzi taxany, po chemicke;j stranke
diterpenoid, je ucinny proti l'udskym nadorovym bunko-
vym linidm prsnika a vaje¢nikov a pouZziva sa v klinickej
chemoterapii. Mechanizmus u¢inku taxolu spociva
v antimitotickom podsobeni t.j. napoméha ireverzibilnému
zhlukovaniu tubulinu, o je suast’ mikrotubulov'®.

Okrem cytotoxickej aktivity bola preukdzand u taxolu
aj antifungalna aktivita. Taxol je G¢inny proti oomycétam,
mikroorganizmom spdsobujiucim choroby rastlin. K tejto
skupine hub patria rastlinné patogény ako Phytophthora,
Pythium a Aphanomyces. Kazda z tychto patogénnych hub
je mimoriadne citliva na taxol. Mechanizmus antifungalne-
ho G¢inku taxolu na rastlinné patogény je identicky ako
cytotoxicky ucinok na l'udské nadorové bunky. Zda sa, ze
taxol chrani rastliny Taxus sp. pred patogénmi, predovset-
kym pred oomycétami. V skutocnosti je nemozné najst’ tis,
ktory by bol infikovany tymito patogénmi'®.

V stéasnosti najvyznamnej$im producentom taxanov
je kmen Pestalotiopsis microspora izolovany z Taxus wal-
lichiana. Produkcia taxanov je 1000x véacSia ako
u endofytu Taxomyces andreanae. Pestalotiopsis micros-
pora patri do pododdelenia Ascomycotina, do celade
Amphisphaeriaceae®. Predstavitelia rodu Pestalotiopsis
sp. patria medzi najcastejSie izolované endofytické huby
tropickych rastlin. Jednou zo zaujimavych vlastnosti Pes-
talotiopsis microspora a inych druhov tohto rodu je ich
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Tabulka I

Cytotoxické metabolity endofytickych mikroorganizmov

Metabolit

Produkény mikroorganizmus

HostiteI'sky organizmus

Taxol

Kyselina torreyanova

Pestalotiopsin A a B

Taxomyces andreanae
Periconia sp.
Seimatoantlerium nepalense
Tubercularia sp.

Sporormia minima
Trichothecium sp.
Pestalotiopsis microspora
Pestalotiopsis guepinii
Pestalotiopsis microspora

Pestalotiopsis microspora

Taxus brevifolia
Torreya grandifolia
Taxus wallichiana
Taxus mairei

Taxus wallichiana
Taxus wallichiana
Taxus wallichiana
Wollemia nobilis

Torreya taxifolia

Taxus brevifolia

Paecilomyces sp.
Paecilomyces sp.
Paecilomyces sp.
Paecilomyces sp.
Paecilomyces sp.

Sfingofungin E a F
Kurasoin A a B
Ergosterol peroxid
Saintopin
UCE1022

Taxus mairei, Torreya grandis
Taxus mairei, Torreya grandis
Taxus mairei, Torreya grandis
Taxus mairei, Torreya grandis
Taxus mairei, Torreya grandis

(+)-Epiepoxydon

Patulin a cytochalazin E
Brefeldin A

Kyselina oregdnova
Cytoskyrin A
Hormonemat
Rubrofuzarin B
Aspernigerin
Sekvojamonascin A-D
22-oxa-[12]-cytochalaziny

Apiospora montagnei
Aspergillus clavatus
Aspergillus clavatus

Nebol identifikovany
Cytospora sp. CR200
Hormonema dematioides
Aspergillus niger IFB-E003
Aspergillus niger IFB-E003
Aspergillus parasiticus
Rhinocladiella sp.

Polysiphonia violacea
Torreya grandis
Torreya grandis
Berberis oregana
Conocarpus erecta
Wollemia sp.
Cynodon dactylon
Cynodon dactylon
Sequoia sempervirens

Triptergium wilfordii

Siroka genetickd a biologickd rozmanitost. Napriklad,
z jedného malého konara cyprusu bolo ziskanych 21 dru-
hov P. microspora, z ktorych iba dva boli identické pod-
I'a kultivaénych a biologickych charakteristik®'. Obrovska
variabilita, ktord existuje v rode Pestalotiopsis je dosled-
kom mutacii, krizenia alebo vymeny genetického materia-
lu s hostitel'skou rastlinou’.

P.  microspora predstavuje bohaty zdroj latok
s biologickou aktivitou. Okrem produkcie taxolu bola za-
znamenana u tejto endofytickej huby aj produkcia inych
cytotoxickych latok. Prikladom je cytotoxicky chinonovy
dimér — kyselina torreydnova izolovand z P. microspora,
endofytu Torreya taxifolia®. Pestalotiopsis microspora
izolovana z Taxus brevifolia je producentom karyofyléno-
vych seskviterpénov pestalotiopsinu A a B. U tychto latok
bol okrem cytotoxickej aktivity zaznamenany
aj imunosupresivny u¢inok®. Vyskyt ur&itého druhu
a mnozstva latky produkovanej hubou P. microspora je
zavislé od kultivacie mikroorganizmu a taktiez od rastlin-
ného zdroja, z ktorého bol endofyt izolovany’. Kora, floém
a xylém ihlicnanu Taxodium distichum st d’al$im miestom,
kde sa Pestalotiopsis microspora nachadza. Izolaty
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z jednotlivych pletiv rastlin sa navzajom liSia mikroskopic-
kymi charakteristikami na beznych médiach, priebehom
kultivacie a vzniknutymi produktmi®'.

Taxus mairei a Torreya grandis st hostite’'mi endofy-
tickej huby Paecilomyces sp. Rod Paecilomyces zahiha
viacero druhov, ktoré s schopné produkovat’ vel’ké mnoz-
stvo sekundarnych metabolitov s rozliénymi chemickymi
Struktrami a biologickymi aktivitami**. Medzi zname
metabolity produkované uvedenym endofytom patria sfin-
gofunginy E a F inhibujice serinpalmitoyltransferazy®;
kurasoin A a B inhibitory farnesyltransferazy®; ergosterol
peroxid s cytotoxickou aktivitou®’; protinadorové antibioti-
ka saintopin a UCE1022. Metabolit UCE1022 je inhibito-
rom topoizomerazy I a je cytotoxicky na l'udské naddorové
bunky kréka maternice HeLa in vitro™. Saintopin je inhibi-
torom topoizomerazy II. Cytotoxicky tc€inok bol preukaza-
ny na ludskych nadorovych bunkdch HelLa in vitro
a mySich leukemickych bunkach P388 in vivo. Okrem
protinadorového ucinku vykazuje saintopin aj slabu anti-
mikrobialnu aktivitu proti grampozitivnym baktériam®.
Inymi cytotoxickymi latkami st paecilochinény A, B, C,
D, E a F izolované z kmetia Paecilomyces carneus. Tieto
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Tabul’ka II

Antimikrobidlne metabolity endofytickych mikroorganizmov

Referat

Metabolit Produkény mikroorganizmus HostitelI'skd rastlina
Kryptokandin Cryptosporiopsis quercina Tripterygeum wilfordii
Kryptocin Cryptosporiopsis quercina Tripterygeum wilfordii
Pestalosid Pestalotiopsis microspora Torreya taxifolia

Pestalopyron Hydroxypestalopyron

Enfumafungin
Pentaketid CR377
Leucinostatin A

Leucinostatin A, D, H, K
Beauvericin
Beauvericin A

Hormonema sp.
Fusarium sp.
Acremonium sp.

Paecilomyces sp.
Paecilomyces sp.
Paecilomyces sp.
Dihydroizokumarinové derivaty Geotrichum sp.
Kyselina koletotriova
Dicerandrol A, Ba C

Altersolanol A
Kyselina 2-hydroxy-6-metylbenzoova

Phoma sp.

Phoma sp.
Fomopsichalazin Phomopsis sp.
Kyselina cytonova A a B

Munumbicin A, B, C, D

Cytonaema sp.

Pestalotiopsis microspora
Pestalotiopsis microspora

Colletotrichum gloeosporioides

Phomopsis longicolla

Streptomyces sp. NRRL 3052

Torreya taxifolia
Torreya taxifolia

Juniperus communis
Selaginella pallescens
Taxus baccata

Taxus mairei, Torreya grandis
Taxus mairei, Torreya grandis
Taxus mairei, Torreya grandis

Crassocephalum crepidioides
Artemisia mongolica
Dicerandra frutescens

Taxus wallachiana
Taxus wallachiana

Salix gracilostyla var. melanostachys
Quercus sp.

Kennedia nigriscans

Kakadumyciny Streptomyces sp. NRRL 30566 Grevillea pteridifolia

Alnumycin Streptomyces sp. Alnus glutinosa

Ekomyciny Pseudomonas viridiflava rozne druhy trav

Pseudomyciny Pseudomonas sp. ro6zne druhy rastlin

Oocydin Serratia marcescens Rhyncholacis pedicillata

antrachinény st  inhibitormi bunkového receptora tickej huby z rastliny Berberis oregana je kyselina orega-

s tyrozinkindzovou aktivitou ERF (epidermovy rastovy
faktor), ktory stimuluje proliferaciu a transformaciu epi-
dermovych a viacerych inych druhov buniek™.

Apiospora montagnei, endofyt morskej riasy Polysip-
honia violacea produkuje spolu s d’alSimi sekundérnymi
metabolitmi aj cytotoxicky (+)-epiepoxydon Géinny proti
viacerym ludskym nadorovym bunkovym linidm ako
HMO2 (Pudsky karcinom zaltdka), HepG2 (Pudsky hepa-
tokarcindm) a MCF7 (Pudsky adenokarciném prsnika)®'.

Aspergillus clavatus je endofytom Torreya grandis.
Produkuje mykotoxiny patulin a cytochalazin E. Aspergil-
lus clavatus H-037 a Paecilomyces sp. H-036 kultivaciou
v kvapalnom médiu produkuju 16¢lenné makrolidové anti-
biotikum brefeldin A, ktoré ma antifungalnu, antiviralnu
a cytotoxicku aktivitu™*. Brefeldin A posobi na rozne typy
T'udskych nadorovych buniek. Okrem uvedenych endofy-
tov je brefeldin A produkovany aj d’al§imi hubami ako
Alternaria, Ascochyta, Penicillium, Curvularia, Cercospo-
ra a Phyllosticta™.

Protinadorovou latkou izolovanou z extraktu endofy-
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nova. Jej cytotoxicky tc€inok spociva v inhibicii FPT-azy
(farnesyl-protein transferazy). Huba bola izolovana
z povrchovo sterilizovanych listov Berberis oregana
v Kalifornii. Mikroorganizmus nebol identifikovany, pre-
toze v laboratornych podmienkach nesporuluje™.

Cytoskyrin A je bisantrachinén produkovany endofy-
tickou hubou Cytospora sp. CR200, ktora bola izolovana
z konara stromu Conocarpus erecta. Metabolit sa vyzna-
Cuje cytotoxickym uc¢inkom, ktory spociva v inhibicii syn-
tézy DNA* a aktivitou proti patogénom ako Staphylococ-
cus aureus, Escherichia coli a Bacillus subtilis>.

Hormonema dematioides je endofyticka huba izolova-
na z ihli¢ia borovice. Mikroorganizmus produkuje cytoto-
xicka latku hormonemat ucinny proti réoznym lud-
skym nadorovym bunkdm hrubého ¢reva COLO-320,
DLD-1, HT-29 a proti I'udskym nadorovym bunkovym
liniam HL-60 (P'udské leukemické bunky), HepG2, MCF-7
a HelLa S3. Tento cytotoxicky metabolit indukuje tiez
apoptozu (bunkova smrt’) u P'udskych nadorovych kolorek-
talnych buniek COLO-320 (cit.*).
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Cytotoxickou aktivitou sa vyznacuje aj nafto-gamma-
pyron rubrofuzarin B produkovany kmetiom Aspergillus
niger IFB-E003, ktory bol izolovany z rastliny Cynodon
dactylon. Rubrofuzarin B preukédzal cytotoxicky ¢inok na
P'udskt nadorova bunkovu liniu hrubého ¢reva SW1116.
Naviac, u metabolitu bol zaznamenany aj antimikrobialny
G&inok na niektoré I'udské patogény®’. Uvedeny kmeii je
tiez producentom alkaloidu aspernigerinu, ktory sa vyzna-
Cuje cytotoxickym ucinkom na l'udské nadorové bunkové
linie HeLa a SW1116 (cit.*®).

Produkcia cytotoxickych latok bola zaznamenana
aj u endofytu Aspergillus parasiticus izolovaného z kory
stromu Sequoia sempervirens. Mikroorganizmus produku-
je n309vé protinadorové metabolity sekvojamonasciny A-D
(cit.™).

Endofytické huby su producentmi aj alkaloidov. Rody
Xylaria, Phoma, Hypoxylon a Chalara produkuja relativne
vel'ka skupinu latok zndmych ako cytochalaziny, ktorych
je v sucasnosti znamych viac ako 20. Mnohé z tychto latok
maju protinddorovu a antibioticku aktivitu, ale v désledku
ich bunkovej toxicity sa nepouzivaju ako lieiva.
V nedavnej dobe boli objavené tri nové cytochalaziny,
produkované Rhinocladiella sp., endofytom Triptergium
wilfordii. Tieto latky s protinadorovou aktivitou boli ozna-
gené ako 22-oxa-[12]-cytochalaziny®’. Prehl'ad metaboli-
tov vyznacujucich sa protinadorovym u¢inkom je sumari-
zovany v tabul’ke L.

3.2. Endofytické huby produkujuce
metabolity s antimikrobidlnou
aktivitou

Biologicky vyznam endofytickych mikroorganizmov
spociva aj v produkcii antimykotickych latok, ktoré chra-
nia rastlinu pred jej patogénmi. Cryptosporiopsis quercina
je imperfektnym Stadiom Pezicula cinnamomea, endofytu
asociované¢ho s lieCivou rastlinou Tripterygeum wilfordii.
Cryptosporiopsis quercina preukazuje vyraznu antifungal-
nu aktivitu proti mnohym patogénnym hubam ako su Can-
dida albicans a Trichophyton sp.. Endofyt C. quercina
produkuje antifungdlny peptid kryptokandin, pribuzny
znamym antimykotikdm ako st echinokandiny
a pneumokandiny. Kryptokandin je G¢inny taktiez proti
mnohym fungalnym rastlinnym patogénom a proti mno-
hym hubam spdsobujiicim ochorenia T'udi*'. Cryprospo-
riopsis quercina produkuje aj kyselinu tetramova — kryp-
tocin G¢inny proti Pyricularia oryzae a d’al§im fungalnym
patogénom rastlin®’.

Inymi antifungdlnymi latkami izolovanymi
z endofytov je aromaticky B-glukozid — pestalosid a dva
pyrony — pestalopyron a hydroxypestalopyrén. Producen-
tom uvedenych metabolitov je endofytickd huba Pestalo-
tipsis microspora izolovana z Torreya taxifolia®.

Endofyt rodu Hormonema sp. izolovany z listov Juni-
perus communis produkuje antifungalny metabolit enfu-
mafungin. Tento triterpénovy glykozid preukazal in vitro
vyrazny ucinok proti patogénom ako Candida sp.
a Aspergillus sp.44. Metabolit pentaketid CR377 izolovany
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z Fusarium sp., endofytickej huby asociovanej s rastlinou
Selaginella pallescens sa vyznacuje uc¢inkom proti kvasin-
ke Candida albicans, ktora spdsobuje ochorenie
kandidozu®. Mikromycéta rodu Paecilomyces sp., endofyt
Taxus mairei a Torreya grandis je producentom peptido-
vych antibiotik leucinostatinov A, D, H a K, ktoré
st uginné proti grampozitivnym baktériam a hubam* a tiez
cyklodepsipeptidov beauvericinu a beauvericinu A, ktoré
sa vyznacuju antimykobakterialnou aktivitou a G¢inkom
proti pévodcovi malarie Plasmodium sp.*’. Producentom
leucinostatinov je tiez endofytickd huba Acremonium sp.
izolovana z europskeho tisu Taxus baccata. Leucinostatin
A je G¢inny hlavne proti oomycétam, ktoré su patogénmi
rastlin®®.

Antimikrobialna aktivita bola zistena u troch novych
dihydroizokumarinovych derivatov izolovanych
z Geotrichum sp., endofytickej huby Crassocephalum
crepidioides. Tieto latky su 0¢inné proti Candida albicans,
Plasmodium falciparum pdévodcovi malarie a proti Myco-
bacterium tuberculosis® .

Muscodor albus je endofyticka huba izolovana
z malych konarov Skoricovnika Cinnamomum zeylanicum.
Uvedeny endofyt produkuje zmes prchavych latok, ktoré
efektivne posobia proti inym hubam a baktériam. Vicsina
z tychto latok bola identifikovana plynovou chromatogra-
fiou / hmotnostnou spektrometriou a napokon bola testova-
né ich biologicka aktivita. U kazdej z piatich skupin prcha-
vych latok produkovanych M. albus (alkoholy, estery,
ketony, kyseliny a lipidy) bola stanovena inhibi¢na aktivita
proti rastu testovanych hub a baktérii, ale u ziadnej nebol
zaznamenany letalny ucinok. AvSak spolupdsobenim tych-
to latok doslo k usmrteniu Sirokého spektra rastlinnych
a l'udskych patogénnych hib a baktérii. Najviac efektivnu
skupinu z tychto latok predstavuju estery, z ktorych izoa-
myl acetat je najacinnejsi>’.

Antimikrobialna aktivita bola zaznamenana aj u kyse-
liny koletotriovej, ktora je produkovana endofytickou hu-
bou Colletotrichum  gloeosporioides asociovanou
s rastlinou Artemisia mongolica. Tato latka je ucinna proti
baktériam Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Sarci-
na lutea a patogénnej hube Helminthosporium sativum’'.

Dicerandroly A, B a C izolované z huby Phomopsis
longicolla, ktord je endofytom Dicerandra frutescens, su
antibakterialne metabolity ucinné proti Staphylococcus
aureus a Bacillus subtilis™.

Phoma sp. je endofyticka huba asociovana s Nepal-
skym tisom Taxus wallachiana. Produkuje dve antibiotika
altersolanol A a kyselinu 2-hydroxy-6-metylbenzoovil.
Altersolanol A ma SirSie spektrum Ucinnosti, pdsobi proti
grampozitivnym 1 gramnegativnym baktériam ako su
Pseudomonas aeruginosa a Bacillus sp.’.

Antibakteridlnu aktivitu preukazuje aj fomopsi-
chalazin, metabolit endofytu Phomopsis sp., ktory bol
izolovany z konéra Salix gracilostyla var. melanostachys.
Uvedeny metabolit je G¢inny proti Bacillus subtilis, Sal-
monella gallinarum a Staphylococcus aureus. Fomopsi-
chalazin sa vyznaCuje strednou aktivitou proti kvasinke
Candida tropicalis™.
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3.3. Endofytické baktérie produkujuce
metabolity s antimikrobidlnou

aktivitou

Nielen endofytické huby sa vyznacuji produkciou
antimikrobialnych latok, ale taktiez u endofytickych bakté-
rii sa zaznamenala produkcia antimikrobidlych metaboli-
tov. Prikladom s ekomyciny produkované mikroorganiz-
mami Pseudomonas viridiflava zo skupiny fluoreskujucich
baktérii asociovanych s rastlinami. Osidl'uju listy mnohych
druhov trav a ziju na povrchu alebo vo vnutri pletiv. Eko-
myciny predstavuju skupinu novych lipopeptidov, ktoré
obsahujt vo svojich Strukturach okrem obvyklych amino-
kyselin ako alanin, serin, treonin a glycin i nezvycajné
aminokyseliny ako homoserin a kyselinu B-hydroxy-
aspardgovil. Ekomyciny st u¢inné proti patogénom Cryp-
tococcus neoformans a Candida albicans™.

Pseudomyciny, metabolity produkované pseudomo-
nadami asociovanymi s rastlinami, predstavuju skupinu
antifungdlnych peptidov. Vyznacuju sa ucinkom proti
rastlinnym patogénom Ceratocystis ulmi, Mycosphaerella
fijiensis a Tudskym patogénom ako Candida albicans
a Cryptococcus neoformans. Tieto metabolity st cyklické
depsipeptidy vznikajice acylaciou OH skupiny N-konco-
vého serinu s koncovou karboxylovou skupinou L-chloro-
treoninu. Pseudomyciny obsahuju viaceré netradi¢né ami-
nokyseliny ako L-chlorotreonin, kyselinu L-hydroxy-
asparagovu a obe kyseliny D- a L-diamino-n-butanové™.

Povodne ako antimykotickd latka bol izolovany oocy-
din zo Serratia marcescens, endofytu vodnej rastliny
Rhyncholacis pedicillata. Oocydin je chlérovany makro-
cyklicky lakton G¢inny proti rastlinnym patogénnym oo-
mycétam Pythium ultimum, Phytophthora parasitica, Phy-

tophthora cinnamomi a Phytophthora citrophora®®.

3.3.1. Endofytickeé streptomycéty produkujiice metabolity
s antimikrobidlnou aktivitou

Rod Streptomyces sp. je znamym producentom sekun-
darnych metabolitov rozmanitych chemickych Struktar.
Podobne ako u hib aj u tychto vlaknitych baktérii bola
zaznamenana asocidcia s vy$simi rastlinami.

Prikladom je kmen Streptomyces sp. NRRL 3052,
ktory je endofytom liecivej rastliny Kennedia nigriscans
vyskytujlca sa v severnej Australii. Kmen produkuje pep-
tidové antibiotikd munumbiciny A, B, C a D so Sirokym
spektrom ucinku proti mnohym ludskym ale aj rastlinnym
patogénnym hubam a baktériam. Vo vSeobecnosti munum-
biciny su u¢inné proti grampozitivnym baktériam ako Ba-
cillus anthracis a Mycobacterium tuberculosis. Jednotlivé
munumbiciny maji rozlicnt biologicku aktivitu na pato-
génne mikroorganizmy. Munumbicin B je U¢inny proti
Staphylococcus aureus, kym munumbicin A nie je aktivny
proti tomuto patogénu. Najucinnej$i je munumbicin D,
aktivny proti Plasmodium falciparum, parazitu spésobuju-
ceho malariu®’.

Iny endofyt Streptomyces sp. NRRL 30566, izolovany
z Grevillea pteridifolia, produkuje antibiotika kakadumy-
ciny pribuzné echinomycinom. Kakadumycin A mé po-
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dobné spektrum ucinnosti ako munumbicin D, predovset-
kym proti grampozitivnym baktéridm. Mechanizmus 0¢in-
ku antibiotika spo¢iva v inhibicii RNA syntézy’®.
Alnumycin je antimikrobialny metabolit produkovany
endofytickym mikroorganizmom Streptomyces sp. izolo-
vanym z rastliny Alnus glutinosa. Nové naftochindonové
antibiotikum je G¢inné proti grampozitivnym baktériam
Bacillus subtilis, Micrococcus luteus, Rhodococcus sp.
a Arthrobacter crystallopoites. Okrem antibakterialnej
aktivity bol u alnumycinu zaznamenany aj cytotoxicky
Gginok na Pudské leukemické bunky K562 (cit.>®). Anti-
mikrobidlne metabolity produkované endofytickymi mik-
roorganizmami st sumarizované v tabul’ke II.

3.4. Metabolity s antivirusovou
aktivitou

Iné mozné vyuzitie sekunddrnych metabolitov endo-
fytickych mikroorganizmov vyplyva z ich schopnosti inhi-
bovat’ virusy. Takymito metabolitmi su kyselina cytonova
A a B produkované endofytickou hubou Cytonaema sp.,
ktora bola izolovana z rastliny Quercus sp. Latky po che-
mickej stranke mozno oznacit’ ako p-tridepsidy a vyznacu-
ju sa inhibicnym ucinkom na Tudsky cytomegalovirus
(hCMV, cit.®%).

3.5. Metabolity s imunomodula¢nym
a antioxida¢nym Gcéinkom

Sekundarne metabolity endofytickych mikroorganiz-
mov sa okrem protinddorovej a antibiotickej aktivity vy-
znacuju aj schopnostou ovplyviiovat’ reakcie imunitného
systému. Imunosupresivne latky sa vyuzivajl pri trans-
plantaciach organov, kde je potrebné znizit imunitu pa-
cienta a tiez pri liecbe autoiminnych ochoreni, ako je na-
priklad reumaticka artritida, pri ktorych funguje obrany-
schopnost’ abnormalne. Takymto G¢inkom sa vyznacuju
etylacetatové extrakty z endofytickych hub Pestalotiopsis
leucothes, Mucor sp., Verticillium sp. a Pestalotiopsis
disseminata izolované z Cinskej lieCivej rastliny Tripter-
gium wilfordii. Uvedené extrakty preukazali vyraznl anti-
proliferacnu aktivitu na l'udské periférne krvné mononuk-
learne bunky PBMC (cit.®"). Vyrazny imunosupresivny
ucinok z uvedenych producentov preukazal endofyt Pesta-
lotiopsis leucothes, konkrétne jeho metabolit oznaceny ako
BS, ktory inhibuje produkciu cytokinov ako interleukin
(IL)-1beta, IL-2, interferon (IFN)-gamma a tumor nekroti-
zujuci faktor (TNF)-alfa. Uvedena latka sa vyznacuje
miernou inhibiciou imunoglobulinu (Ig) G a M (cit.%?).
Schopnost’ potlacat’ imunitni reakciu organizmu maji
tieZ metabolity subglutinol A a B, produkované endofytic-
kou hubou Fusarium subglutinans, ktord bola izolovana
z rovnakého druhu Cinskej lieCivej rastliny Triptergium
wilfordii. V dosledku toho, ze subglutinoly nie st toxicke,
mdZzu najst’ uplatnenie v medicinskej praxi®.

V prevencii réznych ochoreni zohrdvaju vyznamnu
ulohu latky, ktoré aktivuju mechanizmy imunitného systé-
mu alebo sa podielaju na eliminovani Skodlivych latok
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v organizme. Podobny ucinok maju antioxidanty, ktoré
neutralizuju Skodlivé vol'né radikaly vznikajlice v organiz-
me ako vedl'ajsi produkt premeny latok v bunkach. Antio-
xida¢na aktivita bola stanovend u pestacinu a izopestacinu
izolovanych z Pestalotiopsis microspora, endofytu rastliny
Terminalia morobensis®.

Aurasperon A, produkovany endofytickou hubou
Aspergillus niger IFB-E003 asociovanou s rastlinou Cyno-
don dactylon, vykazuje taktiez antioxidacnu aktivitu. Me-
tabolit sa vyznacuje vyraznym inhibicnym ucinkom na
xantinoxidazu, ktora zabrafiuje tvorbe volnych radikalov®’.

3.6. Metabolity s inou biologickou
aktivitou

L-783, 281 je chinén produkovany endofytickou hu-
bou Pseudomassaria sp., ktora bola izolovana z rastliny
rastucej v africkom dazd’ovom pralese v blizkosti Kinsha-
sa. Tato latka posobi podobne ako polypeptidovy hormén
inzulin, znizuje hladinu glukézy v krvi u diabetickych
mys$i. Na rozdiel od inzulinu, metabolit L-783, 281 nie je
rozkladany v zaZzivacom trakte a z toho dovodu moze byt
podavany peroralne®.

Producentom metabolitu lipohexin je endofyticka
huba rodu Paecilomyces sp., ktorej niektoré zaujimavé
bioaktivne sekundarne metabolity boli opisané vyssie.
Lipohexin sa vyznauje inhibicnym u¢inkom na enzym
prolylendopeptidazu, ktory sa podiela na patologii Alzhei-
merovej choroby. Funkcia prolylendopeptiddzy spociva
v degradacii hormoénov nachadzajucich sa v mozgu
a ovplyviiujucich pamét a schopnost’ uéit’ sa®.

4. Zaver

Endofytické mikroorganizmy patria do malo preski-
novych druhov endofytickych mikroorganizmov pre §ta-
dium ich vztahu k hostitel'skej rastline ako aj pre izolaciu
novych latok spociva v spravnom vybere hostitel'skej rast-
liny spomedzi tisicok druhov rastlin na Zemi. Doteraz
uskutocnené Stidie o endofytickych mikroorganizmoch
naznacujl, Zze endofyty st bohatym a zaujimavym zdrojom
bioaktivnych a chemicky r6znorodych latok s potencidlom
pre vyuzitie v medicine, pol'nohospodarstve a priemysle.
Vyskum zamerany na hl'adanie novych druhov endofytov
sa orientuje na rastliny, u ktorych je znama produkcia bio-
aktivnych latok, nakolko endofytické mikroorganizmy
maju podobné biochemické procesy ako prislusna hostitel’-
ska rastlina a produkuju rovnaké, pripadne biologicky
ucinnejsie metabolity ako hostitel. Tato skutocnost’ je
overend taxolom, ktory je produkovany nielen tisom, ale
aj radom endofytickych mikroorganizmov izolovanych
z tisu a inych rastlin. To poukazuje na moZznost’ riesit’ pro-
dukciu bioaktivnych latok rastlin mikroorganizmami, na-
kolko kultivacia mikroorganizmov je jednoduchsia
v porovnani s pestovanim vys$ich rastlin. Zaujimavy zdroj
endofytov predstavujii i endemické rastliny rastiice vo
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vlhkych, teplych podnebiach, rastliny dazd’ovych pralesov,
ktoré mozu byt zdrojom novych, doposial neznamych
biologicky ucinnych latok.

Je nevyhnutné, aby vyskum pokracoval d’alSimi $ti-
diami v oblasti endofytov, ich asociacii k uré¢itym druhom
rastlin, nakolko zistené vysledky mézu pomdct’ pri hl'ada-
ni, vybere hostitel'skej rastliny a taktiez vyuziti produktov
tychto mikroorganizmov tak v medicine ako aj inych od-
vetviach.
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Uvod

Speciacni analyza je definovédna jako stanoveni jed-
notlivych fyzikaln¢ chemickych forem prvku, pfi¢emz
soucet jejich koncentraci tvofi celkovou koncentraci prvku
ve vzorku. Pro rozliSeni jednotlivych forem prvku se vyu-
zivaji rozdily v chemickych i fyzikélnich vlastnostech
téchto forem.

Dfive se ke stanoveni chemickych forem rtuti pouZzi-
valo selektivni jednostupiiové extrakce, selektivni redukce
chemickych forem rtuti roztokem NaBH,4 o rizné koncent-
racil, nebo dvoustupnové redukce roztoky SnCl, a NaBH,4
(cit.?) ve spojeni s atomovou absorpéni (CV-AAS) nebo
atomovou fluorescenéni spektrometrii (CV-AFS).

V soucasné dobé se prvkova speciacni analyza prova-
di pfevazné kombinovanymi (tandemovymi) technikami,
které spojuji separa¢ni metody (plynovou chromatografii —
GC, vysoce ucinnou kapalinovou chromatografii — HPLC
a kapilarni zonovou elektroforézu — CZE) se selektivni
detekei prvkd, v nékterych ptipadech i isotopt. Tyto tech-
niky tak umoznuji selektivné a vétSinou i velmi citlivé
stanovit vSechny pritomné fyzikalné chemické formy prv-
ku (specie)’. Nejéast&ji se k rozdéleni chemickych forem
rtuti pouziva plynové nebo kapalinové chromatografie,
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pri¢emz prozatim nedocenény zdstavaji moznosti separace
elektromigra¢nimi technikami (kapilarni zéonovou elektro-
forézou — CZE). Podrobny piehled vlastnosti, vyskytu
a biotransformaci jednotlivych forem rtuti ve vodném eko-
systému, jakoz i piehled metod jejich stanoveni je uveden
v prehledné praci’.

V této praci byly optimalizovany a validovany meto-
dy stanoveni methylrtuti (methylhydrargyrium-chloridu —
MeHgCl), ethylrtuti (ethylhydrargyrium-chloridu
EtHgCl) a fenylrtuti (fenylhydrargyrium-chloridu —
PhHgCl) vedle anorganickych forem rtuti (Hg*") kapalino-
vou chromatografii s detekci atomovou fluorescenéni
spektrometrii technikou generace studenych par (HPLC/
CV-AFS). Vysledky byly porovnany s vysledky stanoveni
methylhydrargyrium-chloridu a anorganickych forem rtuti
(Hg™") plynovou chromatografii s detektorem se zachytem
elektrond (GC/ECD) i s obsahy celkové rtuti (T-Hg)
a MeHgCl v certifikovanych referencnich materidlech
(CRM) i ve vzorcich ryb.

7 wr

Experimentalni ¢ast
Ptistroje

Pro stanoveni chemickych forem rtuti byl pouZit ka-
palinovy chromatograf LC-200 (tzv. bioverze, Perkin El-
mer, Norwalk, USA) vybaveny vysokotlakou pumpou
Series 200 LC, autosamplerem Series 200 a atomovym
fluorescenénim detektorem PSA Millenium Merlin
(PS Analytical Ltd., Orpington, UK). Chromatograficky
systém byl kontrolovan chromatografickym softwarem
TurboChrom pfes 600 Series a 900 Series propojeni (PE
Nelson, Norwalk, USA). Isokratickd eluce chemickych
forem rtuti byla provaddéna na chromatografické koloné
s reverzni fazi Hypersil BDS C18 (2 x 125 mm, velikost
Castic 3 um, Hewlett Packard, Palo Alto, USA) pfi prito-
kové rychlosti mobilni faze 0,15 ml min™". Mobilni fize
obsahovala acetatovy pufr (pH 5), 0,05 % 2-sulfanyl-
ethanol a 7 % methanol s jeho skokovou zménou na 100 %
MeOH v 15. minuté separace. Pfed zacatkem a na konci
méfeni byl chromatograficky systém promyt methanolem
po dobu 10 min. Automatickym dévkovacem bylo do toku
mobilni faze davkovano 100 pl vzorku. Automaticky dav-
kovac byl pfed kazdym dal§im davkovanim vzorku auto-
maticky promyt smési H,O a methanolu (1:1 v/v).

Eluent z chromatografické kolony pfechazel po smi-
seni s oxida¢nim ¢inidlem (0,2 mol 1! KBr + 0,04 mol 1"
KBrO; v 5% HCI) pies UV reaktor (teflonova kapilarni
trubicka 0,5 mm x 10 m, vykon UV lampy 12 W, vlnova
délka 253,6 nm), ktery zajiStoval pfevedeni vSech chemic-
kych forem rtuti fotooxidaci na Hg®'. Piebyte¢ny Br, byl
nasledn€ odstraiiovan vodnym roztokem hydroxylamin-
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Obr. 1. Schématické usporadani HPLC/CV-AFS systému pro
stanoveni chemickych forem rtuti

hydrochloridu (0,004%). Rtutnaté ionty byly dale reduko-
vany 2% roztokem SnCl, v 10% HCI na elementarni rtut’.
Z roztoku byla elementarni rtut’ uvolnéna proudem argonu
(0,251 min™") a oddélena v separatoru fazi g/l. Smés byla
vysuiena v membranové jednotce PermaPure® a detegova-
na CV-AFS v kiemenné cele pfi vinové délce 253,6 nm.
Vysledna data byla zpracovana chromatografickym soft-
warem Clarity (verze 2.1, Data Apex, Praha, CR). Sché-

Laboratorni pfistroje a postupy

(vSe Altec s.r.o., Praha). Homogenizované tuhé vzorky
(20-100 mg, + 0,1 mg) byly navazovany do pred¢iSténych
vypalenych niklovych lodic¢ek, vysuseny pii 120 °C (90 s)
a spaleny pii 550 °C (180 s) v proudu kysliku (200 ml min™").
Pary rtuti byly po fokusaci v amalgamatoru uvolnény te-
pelnym pulzem a transportovany do méficich cel pfistroje
AMA 254 (pomér 15:1). Absorpce Hg byla métena pii
253,6 nm (doba méfeni 60 s).

Pouzité chemikalie

Ethylrtut’  (ethylhydrargyrium-chlorid — EtHgCl,
C,HsHgCl, Supelco, Némecko), methylrtut’ (methyl-
hydrargyrium-chlorid — MeHgCl, CH;HgCl) a fenylrtut’
(fenylhydrargyrium-chlorid — PhHgCl — C¢HsHgCl)
a 2-sulfanylethanol (vSe Sigma-Aldrich Chem. Comp.,
USA), octova kyselina, octan amonny, SnCl,, KBr,
KBrO;, NaCl, K,Cr,0;, HCl, HNOs, L-cystein, tetrabutyl-
amonium-chlorid, tetraecthylamonium-bromid, thiomocovi-
na, kyselina sulfosalicylova (vse Pliva-Lachema, Brno,
CR) byly &istoty p.a. Methanol (&istoty pro HPLC) byl od
firmy Merck (Darmstadt, Némecko).

Pro validaci byly pouzity standardni referencni mate-

rial DORM-2 (dogfish, Institut pro mezinarodni standardy,
Kanada) s deklarovanymi obsahy celkové rtuti (T-Hg)
4,64+0,26 mg kg ', MeHgCl (jako Hg) = 4,47+0,32 mg kg '
a standardni referen¢ni material CRM 580 (sediment, do-
davatel 2-Theta ASE, Cesky T&sin, CR) s deklarovanymi
obsahy celkové rtuti (T-Hg) 132+3 mg kg™' a MeHgCl

matické usporadani HPLC/CV-AFS systému pro stanoveni
chemickych forem rtuti je zndzornéno na obr. 1.

Pro stanoveni celkového obsahu rtuti (T-Hg) byl pou-
zit jednoucelovy atomovy absorpcéni spektrofotometr
AMA 254 s automatickym davkovacem tuhych vzorkd
ASS 254. Celé zafizeni bylo fizeno WinAMA softwarem

Tabulka I

Optimalizované experimentalni podminky HPLC, CV-AFS, CV-AAS a mikrovinné extrakce

HPLC

Kolona Hypersil BDS C18, 2 x 125 mm, 3 pm (Hewlett Packard,

Palo Alto, USA)

7% (v/v) CH30H, 0,05% (v/v) 2-sulfanylethanol v acetato-
vém pufru pH 5, 100% MeOH od 15. minuty separace

Mobilni faze

0,15 ml min™"
100 pl

Pritokova rychlost

Injektovany objem

Atomova fluorescenc¢ni spektrometrie s generaci studenych par (CV-AFS)
0,2 mol I"' KBr + 0,04 mol I"' KBrO; v 5% HCI + 0,004%
hydroxylamin-hydrochlorid, pritokové rychlost 2,5 ml min™

2% SnCl, v 10% HCI, prittokova rychlost 2,5 ml min™'

Oxidacni ¢inidlo

Reduk¢ni ¢inidlo

Mikrovlnna extrakce

Doba extrakce 10 min
Teplota 55°C
Vykon 400 W

Extrakéni ¢inidlo 10 ml roztoku 6 mol I"! HCI + 0,1 mol I"' NaCl

Atomovia absorp¢ni spektrometrie s generaci studenych par (AMA 254)

Suseni 90 s pti 120 °C
Rozklad 180 s pti 550 °C
Vinova délka 253,6 nm
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(jako CH;Hg") = 75,5+3,7 pg kg ™.

Pro kalibraci byl pouZit zékladni standard o koncent-
raci 1,000£0,002 g 1" Hg v 2% HNO; (Cesky metrologic-
ky institut, Praha, CR). Kalibraéni roztoky pro stanoveni
celkové rtuti (T-Hg) byly pfipraveny v 0,1% K,Cr,0;
a0,6% HNOs. Standardni roztok Hg”" (¢ = 1 mg1™") pro
speciacni analyzu byl pfipraven v 2% HCI. Standardni
roztoky MeHgCl, PhHgCl a EtHgCl (¢ = 1 mg1™") byly
pripraveny v methanolu. VSechny pracovni roztoky byly
pfipraveny fedénim zasobnich roztokil deionizovanou vo-
dou (Milli-Q RG, Millipore, Bedford, USA).

Pracovni postupy

Zpracovani vzorkii

Odebrané vzorky ryb z lokality Skalka u Chebu* byly
zmrazeny na —18 °C a nasledné lyofilizovany pfi teploté —
52 °C po dobu 48 h v lyofilizatoru Christ Alfa (B. Braun
Biotech International, Svycarsko). Homogenizace vzork
probihala po dobu 30 s pii 10 000 otackach/min v mlynku
Grindomix GM 200 (Retch GmbH & Co. KG, Némecko).

Extrakce

Pro extrakci chemickych forem rtuti z biologickych
materiald byla pouzivana ultrazvukova lazen K5
(Kraintex, SR) nebo desetimistny vysokotlaky mikrovinny
extraktor Ethos SEL (Milestone, Italie). Kazda extrakéni
sada obsahovala 1 referencni material, 1 slepy pokus a 8
vzorkl. Navazka vzorku (200-1000 mg, + 0,1 mg) byla
zvolena podle celkového obsahu rtuti ve vzorku soubézné
stanoveného na pfistroji AMA 254. Byla optimalizovana
doba extrakce, teplota a objem extrak¢éniho Cinidla. Teplo-
ta byla kontrolovdna termoclankem umisténém v prvni
reakéni nadobé. Po extrakci byly vzorky zfiltrovany ptes
filtra¢ni papir (No. 389, primér 12,5 cm). Supernatant byl
fedén acetatovym pufrem na objem 25 nebo 50 ml podle
obsahu rtuti ve vzorku. Optimalizované experimentélni
podminky jsou shrnuty v tabulce I.

Zpracovani vysledkii

Kalibracni grafy a naméfené chromatogramy byly vy-
hodnoceny pomoci chromatografického softwaru Clarity
(verze 2.1, Data Apex, Praha, CR). Rozligeni separovanych
chemickych forem rtuti (Rs) a kapacitni faktory (k) byly
vypocitany na zaklad¢ vztahl Rs = 2(tgy — tri)/(W1 — Wo)
a k = (tr — ty)/ty, kde ty je mrtvy retencni Cas v min, fyje
retencni ¢as v min a w je Sitka piku pfi zdkladn€ v minu-
tach pro obé komponenty. Dale byla data zpracovana po-
moci programu Microsoft Excel.

Spravnost vysledkd, tj. statistickd vyznamnost rozdilu
priméru od skutecné hodnoty, byla testovana za pouziti
smérodatné odchylky praméru Studentovym testem t
(cit.”). Shodnost vysledkii ziskanych dvéma riiznymi ana-
Iytickymi metodami, tj. statistickd vyznamnost rozdilu
stfednich hodnot (u,—,), byla rovnéz testovana Studento-
vym testem t. Test shody stfednich hodnot byl provadén
s testovacim kritériem T, i T,. Byla testovana hypotéza H,
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(1 = w,) proti alternativni hypotéze Ha (u. # p,). Pii plat-
nosti hypotézy Hy m4 tato statistika Studentovo rozdéleni s v
=1, + n, — 2 stupni volnosti. Plati-li, Zze hodnota testovaciho
kritéria Ty) > ti_an(v), je hypotéza Hy o shodé¢ stfednich
hodnot na hladiné vyznamnosti p zamitnuta. Testovaci
kritérium T, neni robustni vi¢i heteroskedasticité, tj. pti-
padu, kdy data jsou ve vybérech méfena s riznou piesnos-
ti. V této situaci je spravnéjsi vyuZit testovaciho kritéria
T,, které je vaci heteroskedasticité robustnéjsi. V pripadé
stejnych rozsahd obou vybérli n; = n, > 8, lze pouzit testo-
vaci kritérium T, i kdyz hodnoty rozptyld nejsou shodné’.

-y

. /nlnz(n1+n2—2i (1)
\/ (m = 1)s7 +(m, —1)S§ M+

- x—y|
2 2
N Sy
Z2x LY

n ny

Tl =

T,

Mez detekce (LOD) je definovana jako nejmensi kon-
centrace nebo mnozstvi analytu ve vzorku, které vyvolaji
signal rovny trojnasobku smérodatné odchylky signalu
pozadi (slepého pokusu, tzv. 3.S/N kriterium).

Vysledky a diskuse

Izolace chemickych forem rtuti
z biologickych materialu

Optimalizace extrak¢éniho postupu se skladala z volby
vhodného extrakéniho ¢inidla a podminek extrakce
(teplota, doba extrakce, mnozstvi extrakéniho cinidla).
Nejvhodnéjsi extrakéni Cinidlo bylo vybrdno na zakladé
extrakénich vytézki, reprodukovatelnosti extrakce a mini-
malni vzajemné transformace jednotlivych chemickych
forem rtuti. Extrakéni vytézky byly vypocitany jako pro-
centualni rozdil mezi celkovym obsahem rtuti v tuhém
vzorku a ve vzorku po extrakci. Méteni bylo provadéno na
pfistroji AMA 254.

Ultrazvukova i mikrovinna extrakce chemickych fo-
rem rtuti byla provadéna v pfitomnosti fady extrakcnich
¢inidel (kyselina thiooctova — TAA, octova, citronova,
chlorovodikova, L-cystein, 2-sulfanylethanol, HCl + NaCl
atd.). Extrak¢ni Gcinnosti jednotlivych extrakénich Cinidel
byly testovany standardnim referenénim materidlem
DORM=2. Vliv jednotlivych extrak¢nich cCinidel na ex-
trakéni vytézKy je zndzornén v obr. 2.

Nejvyssi extrakéni vytézky byly ziskany pii pouziti
smésnych extrakénich ¢inidel na bazi kyseliny chlorovodi-
kové — 6 mol I"' HCI + 1 mol I"' NaCl nebo 5,8% HCI +
5% thiooctova kyselina. Pfitomnost kyseliny chlorovodi-
kové v extrakénim Cinidle vyrazné zlepSuje extrakéni vy-
tézky chemickych forem rtuti. Zfedéna kyselina chlorovo-
dikova pfitomnd v extrakénim cCinidle umoziiuje rychlé
a dokonalé rozbiti vazeb chemickych forem rtuti s proteiny
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Obr. 2. Vliv jednotlivych extrakénich cinidel na extrakéni
vytéZKy R; 1 —0,05% cystein + 0,05% 2-sulfanylethanol — ultra-
zvuk, 2 — 5% kyselina citronova — ultrazvuk, 3 — 15% kyselina
octova — ultrazvuk, 4 — 5% kyselina thiooctova — ultrazvuk, 5 —
15% HCI — ultrazvuk, 6 — 15% HCI — mikrovlny, 7 — 15% HCI +
1,5% cystein — ultrazvuk, 8 — 15% HCI + 1,5% cystein — mikro-
viny, 9 — 15% kyselina thiooctova + 5,8% HCI — ultrazvuk, 10 —
5% kyselina thiooctova + 5,8% HCIl — mikrovlny, 11 — 6M HCI +
IM NaCl — ultrazvuk, 12 — 6M HCl + 1M NaCl — mikroviny

a zaroven pii nizkych extrakénich teplotach nezpiisobuje
zadné transformace chemickych forem rtuti. Kyselina thio-
octovd negativné ovliviiuje analyticky signal atomové
fluorescenéniho (AFS) detektoru zdvojenim piku®. Jako
nejvhodngjsi extrakéni ¢inidlo byla zvolena smés 6 mol 1™
HCl a 0,1 mol I NaCl. Smés obsahujici 6 molI”' HCI
a 1 mol I"' NaCl sice poskytovala asi 0 2 % vy$si extrakéni
vytézky, ale pro ddvkovani do chromatografického systé-
mu byl preferovan mensi obsah chlorida.

Stabilita chemickych forem rtuti v tomto extrakénim
Cinidle byla ovéfena analyzou referencnich materiald
DORM-2 a CRM 580. Pfi ultrazvukové i mikrovinné ex-
trakci referencnich materialtt nedochazelo k zddnym trans-
formacim chemickych forem rtuti.

Pti ultrazvukové 1 mikrovinné extrakci byl optimali-
zovan extrakeni Cas, teplota a mnozstvi extrakéniho Cini-
dla. Na zaklad¢ vysledka (obr. 3a) byl stanoven optimalni
extrakéni Cas pro mikrovlnnou extrakci biologického ma-
terialu na 10 min a pro extrakci v ultrazvukové lazni na
45 min. Pfi extrakci sedimentt byl optimalni extrakéni Cas
zkracen pii mikrovinné extrakci na 7 min a pii extrakci
v ultrazvukové 1azni na 30 min. Zkraceni extrakéniho ¢asu
u sedimentii je zptuisobeno slabs§imi vazbami chemickych
forem rtuti v sedimentech. Extrakéni teplota v rozmezi 40
az 100 °C neméla vyznamny vliv na extrakéni vytézky
chemickych forem rtuti (obr. 3b). Stejny efekt byl zazna-
menan i Vazquezem'.

Laboratorni pfistroje a postupy

Vzhledem ke konstrukci vysokotlakého mikrovinného
extraktoru Ethos SEL nebylo moZné extrakci provadét
s mén¢ nez 10 ml extrakéniho Cinidla. VEtsi objem ex-
trak¢niho cinidla neovliviioval extrakéni vytézky rtuti,
proto bylo pouZzivano toto minimalni mnozstvi i v dalSich
experimentech. Relativni smérodatnd odchylka (RSD)
mikrovinné extrakce byla 3,3 %, RSD extrakce
v ultrazvuku byla 7,5 %. Extrakéni vytézky mikrovlnné
extrakce byly nejméné o 10 % vyssi nez vytézky extrakce
provadéné v ultrazvukové lazni.

Mezi hlavni vyhody mikrovinné extrakce extrakénim
ginidlem na bézi kyseliny chlorovodikové (6 mol I HCI +
0,1 mol 1" NaCl) patti kratky extrakéni as, moZnost si-
multanni extrakce az 10 vzorkl, extrakce bez pouziti orga-
nického rozpoustédla, stabilita extraktu v tmavé hnédych
sklenénych lahvich v ledni¢ce nejméné 30 dnl a ptede-
vSim vysSi pfesnost a spravnost stanoveni v porovnani
s extrakci v ultrazvukové 1azni.
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Obr. 3. Vliv doby extrakce (a) (T = 60 °C), ® extrakce v ultra-
zvuku — biologicky material, ® mikrovlnna extrakce — biologic-
ky material, A extrakce v ultrazvuku — sediment, x mikrovinna
extrakce; a extrakéni teploty (b) (fuikrovin = 10 min, Zyjazy =
45 min) na extrak¢ni vytéZek R rtuti pii mikrovinné extrakci
i extrakci v ultrazvukové lazni, @ extrakce v ultrazvuku,
B mikrovlnna extrakce (6 mol 1" HCI + 0,1 mol 1" NaCl
(10 ml), DORM-2, CRM 580)
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Stabilita vzorktu a extraktu

Odebrané vzorky ryb byly ihned po odbéru zmrazeny
(=18 °C). Vzorky byly uchovavany zatavené v poly-
ethylenové folii a hermeticky uzaviené v plastikové pie-
pravce. Behem sledované doby (6 mésicii) nedochéazelo
u testovanych biologickych materiald (svalovina, jatra,
zabry, ledviny, klize, stfeva) ke ztrat¢ rtuti ani k transfor-
maci jejich jednotlivych chemickych forem.

Transformace chemickych forem rtuti (methylace
Hg*") byla pozorovéana ve vzorcich sedimentil. Dlouhodo-
bym skladovanim vzorka sedimentti dochazelo k mirnému
vzrustu obsahu MeHgCl, pficemz celkovy obsah rtuti zi-
staval ve vzorku zachovén. Stabilita odebiranych sedimen-
tt byla prodluzovana lyofilizaci vzorku a naslednym ucho-
vavanim pii —18 °C (obr. 4a). Stabilita referencniho mate-
rialu je zajiStovana ozafenim sedimentu y-zafenim.

Stabilita extraktt byla sledovana v rozmezi 2 mésicu.
Piefiltrovany extrakt (6 mol 1™ HCI + 0,1 mol 1™ NaCl)
referencniho materidlu DORM-2 i CRM 580 ziedény na
koncentraci 46,4 pg 1™ Hg byl uchovavan ve sklendnych
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Obr. 4. Stabilita sedimentii (a) (celkovy obsah (T-Hg) = 89 pg kg™,
MeHgCl = 10 pg kg'); ® T-Hg bez lyofilizace, m T-Hg
s lyofilizaci, A MeHgCl bez lyofilizace, x MeHgCl s lyofilizaci;
a extrakti (b), ® DORM-2 (T-Hg), ™ DORM-2 (MeHgCl),
A CRM 580 (T-Hg), x CRM 580 (MeHgCl)
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vialkach z hnédého skla v ledni¢ce. Extrakty referencnich
materiali DORM-2 i CRM 580 byly stabilni po dobu
30 dnt. Béhem této doby nebyly pozorovany zadné kvanti-
tativni ani transformaéni zmény stanovovanych chemic-
kych forem rtuti. Stabilita chemickych forem rtuti byla
prodluzovéana extrakénim cinidlem (HCI + NaCl), které
zajistovalo vznik komplexit HgCl,>~ a RHgCl, . Dostate¢-
néa kyselost extraktu a jeho vhodné skladovéani snizovaly
riziko adsorpce nebo degradace chemickych forem rtuti na
minimum. Po 30 dnech se postupné snizovala koncentrace
jak celkové rtuti, tak i MeHgCl (obr. 4b). Byla také sledo-
vana stabilita difenylrtuti (Ph,Hg). Ph,Hg se v kyselém
prostiedi ihned rozkladala na PhHgCI. Pro stanoveni R,Hg
by bylo zapotfebi provadét alkalickou hydrolyzu vzorku.
Vzhledem k tomu, Ze slou¢eniny R,Hg se ve studovanych
matricich i vét§in€ biologickych materidli nevyskytuji,
nebyla tato varianta dale ovéfovana.

Separace chemickych forem rtuti HPLC

Chromatograficka separace chemickych forem rtuti
(MeHgCl, Hg**, EtHgCl, PhHgCl) byla provadéna na
chromatografické koloné¢ Hypersil BDS C18 s reverzni
fazi. Pti optimalizaci separac¢nich podminek bylo sledova-
no slozeni mobilni faze (vliv riznych modifikatora, pH),
pritokova rychlost mobilni faze a teplota separace. Detek-
ce separovanych chemickych forem rtuti byla provadéna
atomovou fluorescencni spektrometrii metodou generovani
studenych par rtuti (CV-AFS). Optimalizace experimental-
niéch podminek detekéni metody je uvedena v drivejsi pra-
ci’.

Jako mobilni faze byla pouzita smés methanolu
a modifikatort (L-cystein, 2-sulfanylethanol, thiomocovi-
na, kyselina sulfosalicylova, diethyldithiokarbamat sodny
— DDTC) v acetatovém pufru (pH 5). Modifikatory vytva-
teji stabilni komplexy se slou¢eninami rtuti a pomahaji tak
pfekonat vyznamné rozdily v chemickych i fyzikdlnich
vlastnostech jednotlivych chemickych forem rtuti a tim
umoziuji  stanovit diametrdln€ odliSné slouceniny
v jednom separa¢nim stupni. Vliv jednotlivych modifika-
tortl na chromatografickou separaci Hg”" a MeHgCl je
znazornén v tabulce II. Dale byla také testovana separace
chemickych forem rtuti v pfitomnosti tetrabutylamonium-
chloridu nebo tetracthylamonium-bromidu v kombinaci
s NaCl.

V pfitomnosti L-cysteinu a thiomocoviny se nezadr-
7ovala vdaném chromatografickém systému Hg®* ani
MeHgCl. Velmi silna retence chemickych forem rtuti byla
zaznamenana, pokud mobilni faze obsahovala jako modifi-
kator diethyldithiokarbamat sodny nebo kyselinu sulfosa-
licylovou. Separace chemickych forem rtuti v pfitomnosti
tetrabutylamonium-chloridu  nebo tetracthylamonium-
bromidu v kombinaci s NaCl byla vyrazné¢ omezovana
nizkou citlivosti stanoveni (pétkrat niz$i nez v ptitomnosti
modifikatorti obsahujicich siru).

Pro chromatografickou separaci chemickych forem
rtuti byl jako nejvhodnéjsi modifikator zvolen 2-sul-
fanylethanol. Vzristajici koncentrace 2-sulfanylethanolu
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Tabulka II
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Vliv modifikatorti na chromatografickou separaci Hg*" a MeHgCl

Modifikator Retencni Casy #x [min]  RozliSeni Mobilni faze
Rs

L-Cystein MeHgCl 6,1 0,0 7% MeOH + 0,05% L-cystein v acetdtovém pufru
Hg** 5,7

2-Sulfanylethanol MeHgCl 13,6 1,1 7% MeOH + 0,05% 2-sulfanylethanol
Hg* 17,0 v acetatovém pufru

Thiomocovina MeHgCl 7.0 0,0 7% MeOH + 0,05% thiomocovina v acetdtovém
Hg* 7,6 pufru

Diethyldithiokarbamat sodny MeHgCl 7,3 0,8 80% MeOH + 0,05% diethyldithiokarbamat
Hg* 15,0 sodny v acetatovém pufru

Sulfosalicylova kyselina MeHgCl 7,3 1,1 80% MeOH + 0,05%
Hg™* 24,0 sulfosalicylova kyselina v acetdtovém pufru

ovlivitovala citlivost stanoveni MeHgCl i Hg?*, ale neméla
vliv na stanoveni EtHgCl ani PhHgCIl. Citlivost stanoveni
MeHgCl vzrostla &tyfikrat a Hg** jeden a pulkrat
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Obr. 5. Zavislost analytického signalu (plochy piku) na kon-
centraci 2-sulfanylethanolu (a) a vliv koncentrace 2-sulfanyl-
ethanolu [%] na rozliSeni MeHgCl a Hg™*(b), ¢ anorg. Hg,
® MeHgCl (c = 10 pg I' (MeHgCl, Hg*"), pritok 0,15 ml min™,
m.f. 7% methanol + 2-sulfanylethanol v acetdtovém pufru)
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v prostiedi 0,05% 2-sulfanylethanolu v porovnani s 0,01%
2-sulfanylethanolem (obr. 5a). Vzristajici koncentrace
2-sulfanylethanolu zplsobovala také pokles rozliSeni (R;)
MeHgCl a Hg™" (obr. 5b). Pro chromatografickou separaci
byla zvolena mobilni faze obsahujici 0,05% 2-sulfanyl-
ethanol.

Koncentrace methanolu v mobilni fazi byla ménéna
v rozmezi 5-45 %. Nejlepsi G¢innosti separace MeHgCl
a Hg”" bylo dosaZeno, pokud mobilni faze obsahovala 5 az
7 % MeOH (obr. 6). Vzhledem k siln€ nepolarnimu cha-
rakteru maji EtHgCl a PhHgCl v daném chromatografic-
kém systému velmi dlouhé retencni casy (del$i nez
60 min). Stanoveni EtHgCIl a PhHgCl v rozumném retenc-
nim case je umoznéno skokovym vzriistem koncentrace
methanolu v mobilni fazi na 100 % od 15. minuty separa-
ce. Acidita mobilni faze (pH nastaveno kyselinou octovou
a octanem amonnym) neméla v rozmezi pH od 2,8 do 5,9
vliv na G¢innost separace chemickych forem rtuti.

Zmeéna pratokové rychlosti mobilni faze ovliviiovala
rozliseni (Ry) MeHgCl a Hg*". S rostouci priitokovou rych-
losti klesalo rozliSeni téchto dvou chemickych forem rtuti;
pii pritokové rychlosti 0,25 ml min™' jiz bylo nizsi nez
1,0. Rozliseni dvojic Hg*'— EtHgCl a EtHgCl — PhHgCl

40 50
c, %

10 20 30
Obr. 6. Zavislost kapacitniho faktoru MeHgCl a Hg** (30 pg I'")
na obsahu methanolu [%] v mobilni fazi (methanol + 0,05 %
2-sulfanylethanol v acetatovém pufru, priitok 0,15 ml min™")
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Obr. 7. Vliv prutokové rychlosti mobilni faze (a) a jeji teploty
(b) na rozli¥eni MeHgCl a Hg”" (30 ug I"' Hg, 7 % methanol +
0,05 % 2-sulfanylethanol v acetatovém pufru)

nebylo zménou prutokové rychlosti mobilni faze vyznam-
né&ji ovliviiovano. Pro vlastni chromatografickou separaci
byla zvolena pritokova rychlost 0,15 ml min™" (obr. 7a)
Vzristajici teplota separace ovliviiovala rozliSeni (Ry)
MeHgCl a Hg”. S rostouci teplotou dochazelo
k nevyraznému poklesu rozliSeni téchto dvou chemickych
forem rtuti (obr. 7b).

HPLC/CV-AFS systém byl pravidelné kalibrovan
standardnimi roztoky obsahujicimi 1, 5, 10, 15,30 a 60 pug I™*
jednotlivych chemickych forem rtuti. Kalibracni roztoky
byly pfipravovany denn& v prostiedi 1,2 mol 1™ HCI,
0,02 mol "' NaCl a acetitového pufru (pH 5). Kalibraéni
kiivky byly ve sledovaném koncentra¢nim rozsahu pro
vSechny stanovované chemické formy rtuti linearni (r >
0,9998). Vzorové chromatogramy standardii vSech ctyf
separovanych chemickych forem rtuti a referencniho ma-
teriallu DORM-2 jsou uvedeny na obr. 8a,b. Reten¢ni Casy
separovanych chemickych forem rtuti byly 13,6 min pro
MeHgCl, 17,0 min pro Hg*’, 32,1 min pro EtHgCl
a 40,7 min pro PhHgCl. Mrtvy reten¢ni ¢as byl 5 min.

Spravnost stanoveni MeHgCl byla kontrolovana ana-
Iyzou standardniho referenéniho materialu svaloviny mac-
ky skvrnit¢ DORM-2 s obsahem MeHgCl (jako Hg) =
4,47+0,32 mg kg™' a analyzou standardniho referenéniho
materialu sedimentu CRM 580 s obsahem MeHgCl (jako

501

Laboratorni pfistroje a postupy

CH;Hg" 75,5437 ug kg™ V referenénim materialu
DORM-2 bylo stanoveno 4,38+0,16 mgkg' MeHgCl
(jako Hg) a v referen¢nim materialu CRM 580 bylo stano-
veno 75,1+1,9 pg kg™' MeHgCl (jako CH;Hg"). Na zakla-
de¢ testu spravnosti s pouzitim vysoce spolehlivého refe-
ren¢niho materilu bylo zjiSténo, Ze stanovend hodnota je
shodna s hodnotou certifikovanou a metoda tedy poskytuje
spravné vysledky (DORM-2: ¢ = 1,39; #.i = 2,26, CRM
580: t = 0,49; tir = 2,26). Spravnost stanoveni ostatnich
chemickych forem rtuti nemohla byt urcena z diivodu ne-
dostupnosti referenc¢nich materiald.

Meze detekce (pfi navazce 1000 mg = 0,1 mg a dese-
tinasobném ftedéni, 3.S/N kritérium) a RSD uvedené
v zavorkach (pfi 5 pg 1", n = 10) pro jednotlivé chemické
formy rtuti dosahovaly 0,20 ug kg™ (3,0 %) pro MeHgCl,
0,07 pg kg™ (5,3 %) pro Hg*", 0,06 ugkg™" (3,4 %) pro
PhHgCl a 0,12 pg kg™' (4,4 %) pro EtHgCl.

a
PhHgCl

140 anorg. Hg tr = 40,7 min
mV tr=17,0 min

100

MeHgCl EtHgCl
tr=13,6 min tr = 32,1 min
60
0 10 20 30 40
t, min
b
MeHgCl

170

mV
anorg. Hg

155

140

125 il

4 8 12 16 20 24 28
t, min

Obr. 8. Chromatogram standardi — MeHgCl, Hg**, EtHgCl,
PhHgCl (a) a referenéniho materiadlu DORM-2 (b) (30 pg 1™
v prostiedi 1,2 mol I"' HCI, 0,02 mol 1! NaCl a acetatového puf-
ru) pfi stanoveni HPLC-CV-AFS
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Porovnani HPLC-CV-AFS a GC-ECD
pfi stanoveni MeHgCl

K porovnani HPLC-CV-AFS s GC-ECD (cit.*) byly
vybrany vzorky rybi svaloviny (tabulka III). Stanoveni
chemickych forem rtuti HPLC/CV-AFS bylo provadéno
pfi optimalizovanych parametrech stanoveni zaznamena-
nych v tabulce I. Obsah celkové rtuti (T-Hg) byl stanoven
jako soucet vSech chemickych forem rtuti a ovéfen analy-
zou na AMA 254. Kazdy vzorek byl méten Ctytikrat.

Test shody stfednich hodnot byl provadén
s testovacim kritériem T; i T,. Na zaklad¢ testovani hypo-
tézy o rozdilu mezi sttednimi hodnotami dvou souborti dat
bylo zjisténo, Ze ob¢ testované metody poskytuji shodné
vysledky pfi stanoveni celkové rtuti i MeHgCl.

Prestoze ob&é metody poskytovaly shodné vysledky,
jako vyhodnéjsi se jevilo stanoveni chemickych forem rtuti
HPLC/CV-AFS, ktera poskytovala vétsi presnost stanove-
ni (GC-ECD: 10 %, HPLC/CV-AFS: 6 %), lepsi mez de-
tekce (GC-ECD: 10 ug kg™, HPLC/CV-AFS: 0,2 ug kg™")
a mnohem vétsi selektivitu stanoveni chemickych forem
rtuti.

Analyza redlnych vzorku

Navrzend a optimalizovana metoda stanoveni byla
pouzita pro analyzu jednotlivych forem rtuti (MeHgCl,
Hg®', EtHgCl, PhHgCl) ve svalovind ryb odlovenych
v lokalité Skalka u Chebu. Obsah celkové rtuti (T-Hg) byl
stanoven jako soucet vSech chemickych forem rtuti a ove-
fen analyzou na AMA 254. Kazdy vzorek byl méfen Ctyfi-
krat. V analyzovanych vzorcich rybi svaloviny se obsahy
celkové rtuti (T-Hg) pohybovaly v rozmezi 2,5-9,7 mg kg™
v susiné a procentudlni obsahy MeHgCl mezi 90-99 %
(tabulka IIT).

Tabulka III
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Zavér

Byla vypracovana metoda pro vysoce citlivé, selektiv-
ni, spravné a presné stanoveni jednotlivych chemickych
forem (specii) rtuti (anorganické rtuti — Hg®*, methylhyd-
rargyrium-chloridu  (MeHgCl), ethylhydrargyrium-
chloridu (EtHgCl) a fenylhydrargyrium-chloridu -
(PhHgCl)) vysoce u¢innou kapalinovou chromatografii ve
spojeni s atomovou fluorescen¢ni spektrometrii (HPLC/
CV-AFS). Pro separaci chemickych forem rtuti byla pou-
zivana reverzni chromatograficka stacionarni faze Hypersil
BDS C18 a isokraticka eluce mobilni fazi obsahujici 7 %
methanolu a 0,05 % 2-sulfanylethanolu v acetatovém puf-
ru (pH 5) pii pritokové rychlosti 0,15 ml min™'. Extrakce
chemickych forem rtuti byla provddéna extrakénim cini-
dlem obsahujicim 6 mol 1""HCI + 0,1 mol I"" NaCl
v mikrovinném extraktoru (10 ml extrakéniho cinidla,
10 min, 55 °C, 400 W). Kalibra¢ni kiivky vykazovaly
vysokou linearitu ( > 0,9998) v koncentracnim rozmezi
1-60 pg 1", Meze detekce (3 S/N, pii navazce 1000
mg + 0,1 mg a desetindsobném fedéni) a RSD hodnoty
uvedené v zavorkach (pii 5 ug I, n = 10) byly 0,20 ug kg™
(3,0 %) pro MeHgCl, 0,07 pg kg™ (5,3 %) pro Hg™",
0,06 ug kg™' (3,4 %) pro PhHgCl a 0,12 pg kg™ (4,4 %)
pro EtHgCl. Stabilita odebiranych vzorki byla prodlouze-
na na 2 meésice lyofilizaci vzorku a naslednym uchovanim
pfi —18 °C. Extrakty vzorki byly stabilni po dobu 30 dni.

Oproti metodé navrzené Ramalhosem’, umoZituje
nami navrzena metoda stanovit ve vzorku soucasné také
slouceniny EtHgCl a PhHgCl, snizuje retencni casy
MeHgCl a Hg*" a velmi zjednodusuje a urychluje extraké-
ni postup.

Srovnani koncentraci celkové rtuti (T-Hg) a methylhydrargyrium-chloridu (MeHgCl) ve vybranych druzich ryb (mg kg™
v susing, v zavorkach jsou uvedeny RSD pro n=5-8) stanovenych HPLC/CV-AFS a GC-ECD technikami

Vzorek Koncentrace * [mg kg ']
HPLC/CV-AFS GC-ECD Rozdily
T-Hg MeHgCl T-Hg MeHgCl T-Hg MeHgCl

Cejn velky 2,55 (2,0) 2,49 (4,5) 2,53 2,47 0,02 0,02
(Abramis brama)

Bolen dravy 9,65 (1,6) 9,55 (3,8) 9,68 9,52 -0,03 0,03
(Aspius aspius) ®

Bolen dravy 9,56 (1,6) 9,50 (4,0) 9,51 10,09 0,05 -0,59
(Aspius aspius) °

Bolen dravy 9,62 (1,6) 8,70 (4,2) 9,70 8,82 -0,08 -0,12
(Aspius aspius) °

Sumec velky 4,68 (1,8) 4,58 (4,6) 4,61 4,94 0,07 -0,36

(Silurus glanis)

Testy shody stfednich hodnot (,,testy shodnosti®) HPLC/CV-AFS vs. GC-ECD pro celkovou rtut’ — T-Hg (77 — 7> = 0,003,
tiit = 2,31) a MeHgCl (77 — T = 0,11 e = 2,31) — stfedni hodnoty se shoduji; b vzorky odebrany ve tfech lokalitach
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P. Houserova’, D. Matéjicek’, V. Kubaii®,
J. Pavlitkova®, and J. Komarek” (“ Department of Chem-
istry and Biochemistry, Mendel University of Agriculture
and Forestry, Brno, " Department of Analytical Chemis-
try, Masaryk University, Brno, Czech Republic): Determi-
nation of Chemical Forms of Mercury Using High Per-
formance Liquid Chromatography with Cold Vapour
Atomic Fluorescence Spectrometric Detection (HPLC/
CV-AFS)

Sonication and microwave-assisted extractions with
thioacetic acid, citric acid, cysteine, 2-sulfanylethanol,
aqueous HCI, and aqueous HCI — NaCl were tested for
isolation of mercury species. A mixture of 6M HCIl and
0.1M NaCl was selected as the most suitable extraction
agent. The extraction efficiency was about 10 % higher
and RSDs were below 3.3 % when microwave-assisted
extraction was used instead of sonication. The HPLC/CV-
AFS method was optimized and used for separation and
determination of inorganic mercury and methyl-, ethyl-
and phenylmercury chloride. Isocratic elution with a mix-
ture containing 0.05 % of 2-sulfanylethanol, acetate buffer
(pH 5) and 7 % of methanol, with methanol content in-
creasing up to 100 % MeOH, was used for separation of
mercury species on a reverse phase Hypersil BDS C18
column. The limits of detection of the HPLC/CV-AFS
system were estimated (in pgkg™'): 0.20 (MeHgCl),
0.07 (Hg*"), 0.06 (PhHgCI) and 0.12 (EtHgCl). The con-
centrations (2.5-9.7 mg kg™ in dry matter) of total mer-
cury and methylmercury chloride in selected fish obtained
by HPLC/CV-AFS were in good agreement (but more accu-
rate) with GC-ECD. The RSDs 3.1-8.2 % and 4.1-9.0 % of
the analytical procedures for the determination of total
mercury (cold vapour AAS) and methylmercury chloride
(HPLC/CV-AFS) were determined, respectively.
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SOUPRAVY RANSOD V ROSTLINNEM
MATERIALU
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Uvod

V posledni dobé se mnoho védeckych vyzkumu zaby-
va oxida¢nim stresem, ¢imz se rozumi zvySena ptitomnost
reaktivnich forem kysliku ¢i volnych radikalt, které na-
sledné vedou k poruseni builky. Za normalnich podminek
je tvorba reaktivnich forem kysliku v rovnovaze
s mechanismy vedoucimi k jejich odstraiiovani. Tento
systém se oznacuje jako scavengerovy, tzn. zametacovy,
ktery zajistuje, ze reakce probihaji ve fyziologickém roz-
mezi a organismus tudiz neohrozuji. Mezi nejduilezité;si
enzymové scavengery patii superoxiddismutasa, katalasa,
glutathionperoxidasa a glutathionreduktasa'.

Enzym superoxiddismutasa (SOD, EC 1.15.1.1) je
zatazen do skupiny oxidoreduktas, jeho systematicky na-
zev je superoxid/superoxid oxidoreduktasa® a byl objeven
McCordem a Fridovichem jako vysoce aktivni obranny
systém proti pisobeni volnych kyslikovych radikali’.
SOD katalyzuje dismutaéni reakci superoxidu a vodiku na
mén¢ reaktivni peroxid vodiku, ktery je dale odstranén
katalasami a peroxidasami'*. Uvedena spontanni reakce je
pfi pH 7 velmi rychla a pfesto je urychlena timto enzymem
o dal3i ¢&tyfi fady (rychlostni konstanta je pak 2-10°
dm’ mol™"'s™) (cit.”).

Superoxiddismutasa byla nalezena u téméf vSech
organismi, které poutaji kyslik®, v n&kterych aerotolerant-
nich anaerobech’, obligatnich anaerobech® a rozeznavame
tfi druhy SOD lisici se kofaktorem, kterym je atom kovu
(Cu*, Zn*", Fe**, Mn*"). FeSOD a MnSOD jsou struktu-
raln¢ velmi podobné a maji podjednotky o molekulové
hmotnosti 23 kDa. Ob¢ formy SOD se vyskytuji ve formé
dimeru, ale MnSOD se vyskytuje i jako tetramer’ obsaze-
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ny v mitochondridlni matrix vSech doposud studovanych
rostlin na rozdil od FeSOD, ktera je mnohem mén¢ prostu-
dovana nez MnSOD. FeSOD byla nalezena v chloro-
plastech u nékterych analyzovanych rostlinnych druhti.
CuZnSOD je enzym dimerické struktury o celkové mole-
kulové hmotnosti 32 kDa, ktery byl identifikovan v cyto-
solu a ve stromatu chloroplastu Sirokého spektra organis-
mi'* a nebo v podobé tetrameru ve tkanich Glovéka’.

Nas projekt se zabyval stanovenim aktivity enzymu
SOD v zrmu jeémene, kde je lokalizovan predev§im
v embryu a v men$i mife je soucasti i aleuronové vrstvy.
Aktivita SOD v zrnu je¢mene se méni v zavislosti na odri-
ds a lokalité p&stovani''™". SOD hraje dileZitou roli neje-
nom v zrnu je¢mene, ale také ve sladu, kde zabranuje zluk-
nuti béhem skladovani, coz se pozitivn¢ mize odrazet na
vysledném produktu pivovarského primyslu — na pivu.
Vys3i aktivita SOD byla zjisténa ve sladu oproti zrnu'>™".

Experimentalni ¢ast
Pifistroje a zaftizeni

Mleti vzorkli zrna bylo provedeno na laboratornim
mlynku Super Jolly SJ 500 (Mezos, Ceska republika). Rmu-
tovani probihalo ve rmutovacim pistroji (1-Cube, Ceska
republika), ktery je uren pro laboratofe pivovart a sladoven ke
stanoveni extraktu sladu metodami KONGRES a HARTONG.
Rmutovaci pfistroj je opatfen mikropocitacem, odporovym
teplomérem Pt 100, elektromagnetickym ventilem pro auto-
matické zchlazovani rmutovaci lazné¢, LCD dvoufadkovym
displejem, membranovou klavesnici a Fidicim softwarem.
Na stanoveni absorbance byl pouzit UV spektrofotometr
Cary 1E firmy Varian (USA) ve spojeni s vyhtivacim nosi-
¢em na kyvety (Varian, USA). K méfeni byly pouzity UV
kyvety (Varian, USA). Podminky, pfi kterych byla absor-
bance naméfena, jsou uvedeny v tabulce 1.

Chemikalie a jejich pfiprava

Souprava Ransod (RANDOX Laboratories Ltd., Vel-
ka Britanie), jejiz soucasti byl substrat, pufr, xanthinoxida-
sa a standard. VSechny chemikalie kromé pufru byly
v soupravé Ransod v sypké formé. Slozeni jednotlivych
slozek soupravy je uvedeno v tabulce II.

Princip metody je zaloZen na vyuZiti xanthinu a xan-
thinoxidasy, které¢ vytvareji superoxidovy radikal, ktery

Tabulka I

Podminky pro stanoveni superoxiddismutasy
Parametr Hodnota

Vlnova délka 505 nm

Kolona 1 cm opticka délka
Teplota 37°C

Meéfeni proti vzduchu
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Tabulka II

SloZeni soupravy Ransod

Obsah Koncentrace roztokt Stabilita

1. Substrat 10 dni pfi teploté 2—8 °C.
Xanthin 0,05 mmol I"*
IN.T. 0,025 mmol 1!

2. Pufr uvedeno na obalu pufru
CAPS 40 mmol I"*, pH 10,2
EDTA 0,94 mmol I”!

3. Xanthinoxidasa 80 U/ 10 dni pfi teploté 2—8 °C.

4. Standard uvedeno vzdy v pfilozeném letadku 14 dni pfi teploté 2—8 °C

u soupravy

reaguje s tetrazoliovou soli na ¢ervené zbarveny formazan.
Aktivita SOD je méfena stupném inhibice této reakce, ke
které dochdzi pfi teploté 37 °C a absorbanci 505 nm.
Ptiprava soupravy Ransod:
—  substrat — rozpustén ve 20 ml pufru,
— pufr —neupravuje se,
— xanthinoxidasa — rozpusténa v 10 ml deionizované
vody,
— standard — rozpustén v 10 ml deionizované vody.
Souprava Ransod je urCena pro stanoveni aktivity
SOD ve vzorku krve.
Fosfatovy pufr (RANDOX, Laboratories Ltd., Velka
Britanie) 0,01 mol I"', pH 7,0.

Vybér vzorku

Pro analyzy byly pouzity vzorky zrna sedmi odrad
a sedmi linii jarniho je¢mene (tab. III), které byly vypésto-
vany na Skolnim zemé&dé&lském podniku MZLU
v Zabgicich v roce 2005. Po sklizni byly odebrany vzorky
zrna Ctyf odrid sladovnického typu (Amulet, Kompakt,
Krona, Tolar), tfi waxy (voskové zrno) odrid (Wabet,
Wanubet, Washonubet) vyslechténych v Montané (USA),
které maji v endospermu zménény pomér amylosa/
amylopektin ve prospéch amylopektinu. Déle bylo vyuzito
1 zrno z vlastnich linii, které vznikly kiizenim a selekci
odrid sladovnickych s waxy odradami. Soubor byl tedy

Tabulka III
Seznam pouZitych linii a jejich zkratek

sestaven z geneticky odliSnych genotypti, dala se tedy
u nich pfedpokladat rozdilna aktivita sledovaného enzymu.

Pracovni postup

Priprava vzorkii zrna jeCmene

Vsechny vzorky byly rozemlety a homogenizovany.
Do nadoby pro rmutovani bylo navazeno 25 g vzorku zrna
jemene, které byly vystfeny 225 ml deionizované vody
o teploté 45 °C. Vzorky byly rmutovany 15 min pfi teploté
45 °C ve rmutovacim pfistroji metodou HARTONG. Po
uplynuti této doby se vzorky samovolné nechaly chladit
30 min na teplotu 25 °C a minimalné jednu hodinu se fil-
trovaly. Takto upravené vzorky byly skladovany podle
Bamfortha'' 18 h pii teploté 4 °C a ziedény 1:14 fosfato-
vym pufrem (0,01 mol I, pH 7.,0) tak, aby se procenta
inhibované reakce pohybovala mezi 30—60 % inhibice na
ose y kalibraéni kiivky.

Meévent absorbance

Dalsi ptiprava byla shodna jak pro pfipravené vzorky
zrna, tak pro standardy S1-S6 (tab. IV). Do kyvety bylo
napipetovano 0,05 ml vzorku a 1,7 ml substratu. Smés
byla opatrné promichédna, vloZzena do spektrofotometru
a inkubovana 2 min pii 37 °C, poté bylo ptidano 0,25 ml
xanthinoxidasy, kterd odstartovala reakci. Prvni absorban-
ce byla naméfena po 30 s (4,) a druha po tieti minuté (4,).

Waxy odrudy Pouzité oznaceni Pluchaté linie Pouzité oznaceni
Wabet Wb Kompakt x Krona Ko x Kr
Wanubet Wnb Krona x Kompakt Kr x Ko
Washonubet Wsnb Kompakt x Wabet Ko x Wb
Wabet x Kompakt Wb x Ko
Krona x Wanubet Kr x Wnb
Wanubet x Krona Wnb x Kr
Wabet x Washonubet Wb x Wsnb
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Tabulka IV
Redéni standardu k sestrojeni kalibra¢ni kiivky

Ozn. Objem standardu Objem fosfatového pufru [ml]

S6  nefedény standard -
S5 SmlzS6 5
S4 S5mlzS5 5
S3 SmlzS4 5
S2 3mlzS3 6

S1? fosfatovy pufr

*Fosfatovy pufr (S1) se rovna mira neinhibované reakce
100 %.

Vypocet aktivity
A2- A1

= AA/min. standardu nebo vzorku

AA

100 — /min x100

standardu nebo vzorku

A4

% inhibice

s1/min

A, — prvni absorbance naméfena po 30-ti sekundach, 4, —
druha absorbance naméfena po 3. minute.

Procenta inhibice byly vyneseny do grafu kalibra¢ni
ktivky, kde byl odecten odpovidajici logaritmus koncent-
race pii zdkladu deset. Po odlogaritmovani byla hodnota
vynasobena fedicim koeficientem a tento vysledek uvadén
v jednotkach U/ml. Prepocet vysledku na U/g susiny:

100
% susiny

SOD U/ml x objem vystiené vody »

=SOD U/g susiny
navazka vzorku zrna

Validace metody

Kalibracni krivka

Standard byl piipraven podle uvedené tabulky IV.
Absorbance u pfipravenych standardi S1-S6 byla naméie-
na stejnym postupem jako u vzorkl zrna. Tento postup je
popsan vySe. Do grafu byly vyneseny procenta inhibice
oproti log;o koncentrace standardd S1-S6 (obr. 1).

Linearita a citlivost
Kalibracni graf byl linearni s primérnym koeficien-
tem determinace (R = r?) 0,9906 + 0,0018.

Opakovatelnost

Presnost byla vypocitana z 50 naméfenych hodnot pro
vzorek zrna linie Krona x Kompakt. Kontrolni vzorek byl
méfen pii kazdé analyze vzorkli v Casovém obdobi Ctyf
mésicti. Primérna aktivita enzymu SOD uvedeného vzor-
ku byla (108,2+1,6) U/g suSiny.
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Obr. 1. Kalibraéni kitivka; y = 49,625x + 49,257, R* = 0,9945

Statistické zpracovani vysledku

Ziskané experimentalni vysledky byly zpracovany
pomoci programu UNISTAT 5.1. vicefaktorovou analyzou
variance s naslednym testovanim rozdili primérnych hod-
not LSD —testem (P < 0,05).

Vysledky a diskuse

Statisticky vyznamné vyssi aktivita enzymu SOD
(obr. 2) byla zjisténa u linii Ko x Kr (110 U/g susiny),
Wanubet (107 U/g susiny), Wb x Ko (105 U/g susiny),
Kr x Ko (103 U/g suSiny) a také u sladovnické odridy
Tolar (100 U/g susiny) ve srovnani s dal§imi deviti odri-
dami a liniemi analyzovaného souboru. Odrada Kompakt
méla vyznamné niz§i aktivitu nez jiz jmenované odridy,
ale neliSila se vyznamné od sladovnické odridy Amulet
(79 U/g susSiny) a odrady Wabet (84 U/g susiny), které
nebyly statisticky vyznamné rozdilné v porovnani s liniemi
Kr x Wnb (78 U/g susiny), Wnb x Kr (77 U/g susiny)
a odridou Washonubet (75 U/g susiny). Sladovnicka odru-
statisticky vyznamné se neliSila od linie Ko x Wb (61 U/g
susiny).

Pomoci setu Ransod bylo mozné stanovit aktivitu
enzymu SOD ve vzorcich zrna je¢mene po upraveé metodi-
ky. Princip upravy metodiky spocival predev§im v pii-
prave zrna je¢mene, ktery byl naprosto odlisny od ptipravy
vzorkl krve, pro ktery byla diagnosticka souprava ptivod-
n¢ vyrobcem uréena. V postupu piipravy vzorkd musel byt
vyfeSen i pomér fedéni fosfatovym pufrem tak, aby pro-
centa inhibi¢ni reakce bylo moZné odecist z grafu kalibrac-
ni kfivky. Vzhledem k tomu, ze se v této praci jednalo
o stanoveni enzymu s antioxidacnim efektem, lze z uve-
denych vysledkt predpokladat, Ze zrno odrid s maximalni
aktivitou SOD bude vhodnou surovinou pro vyrobu sladu,
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Obr. 2. Primérna aktivita enzymu superoxiddismutasy v zrnu je¢mene; odli$na pismena v grafu oznacuji statisticky vyznamné odlis-
né primérné hodnoty pfi P < 0,05, Ko x Kr = Kompakt x Krona, Kr x Ko = Krona x Kompakt, Ko x Wb = Kompakt x Wabet, Wb x Ko =

Wabet x Kompakt,

protoze pritomnost enzymu v zrnu a sladu zabraiuje nejen
zluknuti béhem skladovani, ale také nezadoucim ptichutim
piva '*'°. SOD obecné, v surovinach pouzivanych jako
potraviny a krmiva, ma dilezity vyznam jako enzymovy
scavenger pii vychytavani Skodlivych volnych radikalt
v lidském i Zivogisném organismu’.

Ze sladovnickych odrud ¢eské provenience vykazova-
la vysokou aktivitu SOD odrada Tolar vysSlechténa ve fir-
mé¢ Plant Select HrubCice, dale tfi linie vyslechténé na
Ustavu pestovani, Slechténi rostlin a rostlinolékatstvi Men-
delovy zemédélské a lesnické univerzity v Brn€ a bezplu-
ché odriida Wanubet americké provenience.

Zavér

Cilem této prace bylo prizptsobeni analytického postupu
ptipravy zrna pro stanoveni enzymu SOD v jeCmeni jarnim
pomoci diagnostického setu Ransod firmy RANDOX. Opa-
kovatelnost metody byla stanovena u linie Krona x Kom-
pakt, jejiz primérna aktivita SOD byla (108,2+1,6) U/g
susiny. Touto metodou jsme stanovili aktivitu SOD zrna
sedmi odrid a sedmi linii jarniho je¢mene sladovnické
inesladovnické kvality. Sledované vzorky mély aktivitu
SOD v rozmezi 56-110 U/g susiny. Nejnizsi aktivita byla
zjisténa u sladovnické odridy Krona. Statisticky vyznam-
né vyssi aktivita byla zjisténa u péti odrad a linii, vesmés
odli$ného genetického piivodu, oproti dalsim deviti geno-
typlim v souboru. Pro pouziti na vyrobu sladu se zvySenou

nicka odrtida Tolar s aktivitou SOD 100 U/g suSiny. Ame-
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Kr x Wnb = Krona x Wanubet, Wnb x Kr = Wanubet x Krona, Wb x Wsnb = Wabet x Washonubet

rickd odrida Wabet a nové vyslechténé linie Kompakt x
Krona, Wabet x Kompakt a Krona x Kompakt s aktivitou
SOD 103-110 U/g susiny budou vhodnymi surovinami pro
vyrobu potravin ¢i krmiv.

Diagnosticky set Ransod, ktery byl popsan v této pra-
ci, 1ze spolehlivé pouzit pro stanoveni aktivity SOD v zrnu
jeCmene i1 ve sladu. Je vSak nutné prizplsobit pripravu
vzorkl rostlinnému materialu zpiisobem popsanym v této
praci.

Prace vznikla za podpory grantu FRVS 420/2005/G4,
VC IM0570 a GA CR 525/05/0781.

Seznamy symbolu

CAPS 3-(cyklohexylamino)propan-1-sulfonova
kyselina

LN.T. 5-fenyl-2-(4-jodfenyl)-3-(4-nitrofenyl)-2 H-
-tetrazolium-chlorid

Ko x Kr Kompakt x Krona

Ko x Wb Kompakt x Wabet

Kr x Ko Krona x Kompakt

Kr x Wnb Krona x Wanubet

SOD superoxiddismutasa

Wb Wabet

Wb x Ko Wabet x Kompakt

Wnb Wanubet

Wb x Wsnb  Wabet x Washonubet

Wnb x Kr Wanubet x Krona

Wsnb Washonubet
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N. Belcrediova®, J. Ehrenbergerova®, J. Pryma®,
and P. Havlova® (“ Department of Crop Science, Breeding
and Plant Medicine, Mendel University of Agriculture and
Forestry, Brno, °Research Institute of Brewing and
Malting, Brno): Analytical Determination of Superoxide
Dismutase Enzyme in Plant Materials Using Ransod
Set

The activity of superoxide dismutase (SOD; EC
1.15.1.1) in several barley grain samples was measured
using a diagnostic Ransod set, which is utilized for deter-
mination of SOD in blood. The determination of SOD
activity is based on inhibition of the reaction of xanthine
and xanthine oxidase with a tetrazolium salt and measure-
ment of absorbance of the produced formazane at 505 nm
and 37 °C. The calibration curve was linear. The SOD
activity of a Krona x Kompakt sample was (108.2+1.6) U/g
dry matter. A significantly higher antioxidant activity was
found in several samples, which are recommended for
production of malt or food and fodder. The determination
of SOD activity in barley and malt using the Ranson set is
simple and reliable.
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Uvod

Roztoky povrchové aktivnich latek (tenzidd) je moz-
né pouzit k dekontaminaci zemin, sedimentti a kalti konta-
minovanych perzistentnimi organickymi polutanty (POP,
cit."?). Takové zneéisténé materidly piedstavuji zavazny
ekologicky problém zejména proto, ze spektrum pouzitel-
nych dekontaminacnich technologii je z diivodu stability
a obtizné rozlozitelnosti POP velmi omezené. Zajimavou
alternativou pro takové materidly mohou byt technologie
zalozené na vyluhovani kontaminantl vhodnym vodnym
roztokem (vétSinou nazyvané promyvani nebo prani).
Znacné omezeni pro technologie prani nebo promyvani
kontaminovanych zemin pfedstavuje nizkd rozpustnost
POP ve vodé. Tenzidy v roztoku ovSem umoziuji jejich
solubilizaci (neboli tzv.,,pseudorozpousténi) a tim preve-
deni kontaminantu z kontaminovaného tuhého média do
roztoku’.

Prestoze je vyuziti tenzidi v dekontaminacnich tech-
nologiich v podminkach Ceské republiky pomérné novou
oblasti, néktera poloprovozni ovéteni aplikace tenzidu jiz
Gispésné prob&hla'”. Ve vsech aplikacich se vyuzivéa vlast-
nosti molekul tenzidu shlukovat se a tvofit tak struktury
zvané micely®. Tvorbu micel umoZiiuje struktura molekuly
tenzidu s jednim koncem molekuly nepoldrnim a druhym
polarnim. Ve vodném prostfedi se v micelach tenzidy
orientuji nepolarnim fetézcem dovniti micely a polarni
skupinou ven’. Uvnit micely tak vznika nepolarni prostie-
di, kde mohou byt obsazeny nepolarni latky (napf. zming-
né kontaminanty). Timto zplsobem je tedy mozné nepo-
larni kontaminanty ze zeminy pievadét do vodného rozto-
ku®. Micelarni solubilizaci se mohou odstrafiovat i kovy,
napt. Cd, Cu, Zn, Co nebo Ni. Zaroven s roztokem tenzidu
je v8ak nutné pridat i nepolarni ligand. Vznikly komplex je
jiz nepolarni a miZe se tedy solubilizovat uvnitt micely’.
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Existence micel je v odborné literatuie oznacovana jako
zcela klicova podminka pro podstatnéjsi solubilizaci nepo-
larnich latek v roztoku tenzidu. Micely vSak nejsou
v roztoku tenzidu pfitomné v celém koncentraénim rozme-
zi. Pti nizkych koncentracich tenzidu se molekuly vysky-
tuji vyhradné jednotlivé (tzv. monomery, i kdyz tento vy-
raz neni Uplné presny). Teprve po dosazeni urcité koncent-
race se molekuly zac¢inaji agregovat do micel. Tato kon-
centrace se oznacuje jako kritickd micelarni koncentrace
(KMK)*’. V rozporu s oznatenim se viak jedna spise
o koncentraéni rozmezi nez o konkrétni hodnotu, ackoli
v odborné literatuie zabyvajici se vyuzitim tenzidd
k dekontaminacim se vzdy operuje s konkrétni Ciselnou
hodnotou.

V oblasti KMK dochazi vlivem vzniku micel ke sko-
kovym zméndm celé fady vlastnosti tenzidového roztoku,
napt. povrchového napéti, osmotického tlaku, vodivosti,
magnetické rezonance nebo solubilizace. Téchto zmén
vyuzivaji jednotlivé metody pro méteni KMK. Tyto meto-
dy obecné vychazeji ze sledovani zavislosti nékteré
z t&chto veli¢in na koncentraci tenzidu a z indikace zmén®.
Hodnota KMK obvykle odpovida praseciku 2 ptimek zis-
kanych proloZenim koncentracnich zavislosti métené veli-
¢iny nad a pod KMK. Kromé béznych metod, jako je mé-
feni vodivosti®, povrchového napéti*’ nebo solubilizace
pridaného barviva®'’, je mozné pouzit i méng obvyklé
metody, napf. kapilarni elektroforézu®'', infracervenou
spektrometrii'Z, potenciometrii'®, NMR nebo fluorescenéni
spektroskopii'.

Problémem pii méfeni KMK je obtizné porovnani
namétenych hodnot s literaturou. V literatufe jsou dostup-
né hodnoty témét vyhradné pro Cisté tenzidy, pro komercni
smési tenzidl, které se z praktickych divodi pro vyzkum
promyvani kontaminovanych zemin obvykle pouzivaji,
jsou hodnoty KMK pro porovnani vysledkd velmi obtizné
dosazitelné.

Existuje nékolik typl tenzidl. Pro promyvani konta-
minovanych zemin se vSak pouzivaji prakticky pouze ten-
zidy neiontové (NT) a aniontové (AT). Ostatni druhy se ve
znané mife sorbuji na Castice zeminy a tim dochazi
k vyznamnému sniZeni koncentrace tenzidu v promyvacim
roztoku'”. Sorpce AT i NT na &astice zeminy je méné vy-
znamna.

Jak vyplyva zvyse uvedenych skuteCnosti, znalost
hodnoty KMK je klicovym pfedpokladem pro vyzkum
promyvani roztokem tenzidu. Proces solubilizace nepolar-
niho kontaminantu je podminén pfitomnosti micel
v roztoku tenzidu, tedy ptekro¢enim KMK. Vznik micel
ovliviiuje kromé¢ samotné efektivity solubilizace nepolar-
nich latek i dal$i procesy, napf. sorpei tenzidu na zeminu'®
nebo rozpousténi tenzidu ve fizi kontaminantu'’. Proto je
znalost KMK pouZitého tenzidu zcela zdsadni.

Cilem této prace je porovnat jednotlivé metody stano-
veni KMK. Vzhledem k tomu, Ze prace je soucasti $ir§iho
vyzkumu zabyvajiciho se promyvanim kontaminovanych
zemin roztokem tenzidu, jsou v rdmci této prace zkoumany
pouze NT a AT. V této praci byly pouzity 3 tenzidy neion-
tové a 2 aniontoveé.
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V ramci prace byly porovnavany Ctyfi metody stano-
veni KMK tenzidii: metoda méfeni vodivosti®, povrchové-
ho napéti* a absorpce UV zafeni'® a dale metoda solubili-
zace jodu'®. Jako AT byly pouzity tenzidy Spolapon AOS
146 od firmy Enaspol (s obsahem aktivnich slozek 35,3 %)
a dodecylsulfat sodny (SDS) od firmy Sigma-Aldrich

byl pouzit jen pro srovnani vysledkid pfi konduktometric-
kém stanoveni KMK). Zastupcem NT byly Triton DF-16,
Triton CF-21 a Brij 97, vSechny od firmy Sigma-Aldrich.
S vyjimkou SDS se jedna o technické smési. Pro SDS
a Brij 97 existuji udaje o hodnot¢ KMK v literatufe, pro
KMK Tritonu DF-16 a Tritonu CF-21 jsou dostupné infor-
mace od vyrobce. Pro Spolapon AOS 146 udaje o KMK
nejsou k dispozici. V tab. I je uvedeno slozeni pouzitych
tenzidd a jejich KMK nalezené v literatufe.

M¢éfeni vodivosti

Stanovit hodnotu KMK pomoci méteni vodivosti 1ze
pouze u iontovych tenzidd. V ramci této prace tedy byly
touto metodou méfeny pouze oba tenzidy aniontové. Me-
toda vyuzivd sledovani zmény vodivosti roztoku
v zavislosti na koncentraci tenzidu®. Do kadinky s 50 ml
destilované vody byl za michdni postupné pfidavan
z byrety roztok aniontového tenzidu. Vodivost v kadince
byla méfena konduktometrem GMH 3410 od firmy Grei-
singer Electronic, Regenstauf, Némecko.

Méfeni povrchového napéti

Metoda stanoveni KMK sledovanim povrchového
napéti tenzidového roztoku v zavislosti na jeho koncentra-
ci je pouzitelna obecné pro jakykoliv druh tenzidu. Povr-
chové napéti bylo méfeno sklenénym stalagmometrem.

Tabulka I

Slozeni a KMK pouzitych tenzida

Tenzid Slozeni KMK
[mg 1]

SDS dodecylsulfat sodny 2330°

Spolapon AOS 146 smés linearnich alkensulfo- -
natd a hydroxyalkansulfo-
natd sodnych (Cy,—Ci¢)

Triton DF-16 polyethoxylovany linearni 530°

alkohol

Triton CF-21 polyethoxylovany rozvétve-  130°
ny oktylfenyl alkohol

Brij 97 polyethoxylovany (10) 667 ¢
oleylalkohol

®Hodnoty KMK poskytnuté vyrobcem (Sigma-Aldrich),
° hodnoty KMK uvedené v literatuie' ™'

Laboratorni pfistroje a postupy

Pro kazdou koncentraci daného tenzidu byla sledovana
hmotnost deseti kapek, vyslednd hmotnost byla urcena
jako aritmeticky pramér 10 métfeni. Toto méfeni bylo
provedeno i pro destilovanou vodu. Hmotnost kapky pak
byla piepoctena na povrchové napéti y pomoci rovnice (7).

YZYVodaXy/x (])
kde yyoda je hodnota povrchového napéti destilované vody
pfi teplot€ méteni, y hmotnost kapky roztoku tenzidu a x
hmotnost kapky destilované vody. KMK byla urcena ze
z4vislosti povrchového napéti na koncentraci tenzidu.

Spektrofotometrické stanoveni

Absorbance tenzidového roztoku byla méfena ve
spektrofotometru Jasco V 530, Great Dunmow, Velka
Britanie. Vzhledem k tomu, Ze je nutné pracovat v oblasti
UV zateni, byly pouzity kyvety z kiemenného skla o délce
2 cm. Z divodu potieby proméfit relativné velky pocet
roztokl s prihlédnutim ke zdlouhavé ptipravé roztokd ten-
zidd v odmérnych baikach byly roztoky pfipravovany
pfimo v kyveté fedénim zasobniho roztoku tenzidu. Smé-
Sované objemy byly zjistovany vazenim kyvety na analy-
tickych vahach vzdy pied a po pridavku roztoku, resp.
destilované vody. Koncentrace tenzidu v kyveté¢ byla poté
vzdy vypoctena. Roztok v kyveté byl pfed méfenim promi-
chan ponofenim na asi 15 s do ultrazvukové lazné. Pro
kazdou koncentraci bylo naméfeno spektrum v oblasti od
190 nm do 400 nm (proti destilované vod¢).

Solubiliza¢ni metoda

Posledni ovéfovana metoda vyuziva solubilizace pfi-
daného barviva, v tomto piipad¢ jodu. Do 10ml odmérné
banky byl postupné automatickou pipetou pfidan roztok
tenzidu (rtzny objem) a 2,5 ml nasyceného roztoku jodu.
Banka byla poté doplnéna po rysku destilovanou vodou.
Pro kazdou koncentraci tenzidu byla proméfena absorban-
ce pro spektrum vinovych délek od 200 do 550 nm. Absor-
bance byla méfena proti destilované vodé v kifemennych
kyvetach o délce 2 cm ve spektrofotometru Jasco V 530,
Great Dunmow, Velka Britanie.

V tab. II je uvedeno, které metody méfeni KMK byly
pouzity pro jednotlivé tenzidy.

Tenzid SDS o ¢istoté > 98,5 % neni v tabulce uveden,
protoze méfeni bylo provedeno jen metodou vodivostni
pro ucely porovnani ziskané hodnoty s hodnotou
v literatufe (platnou pro Cisty SDS).

Vysledky a diskuse
Métfeni vodivosti

Tato metoda je pouzitelna pouze pro iontové tenzidy.
Zavislost vodivosti na koncentraci tenzidu je reprezentova-
na dvéma pfimkami s rozdilnymi smérnicemi. Prvni z nich
odpovida koncentracim pod KMK, kdy jsou v roztoku



Chem. Listy 101, 509-514 (2007)

Laboratorni pfistroje a postupy

Tabulka IT

Metody meteni KMK pouZité pro jednotlivé tenzidy

Metoda SDS 90,5 %  Spolapon AOS 146 Triton DF-16 Triton CF-21 Brij 97
Povrchové napéti X X X X
Vodivost X - - -

Spektrofotometrické stanoveni

Solubilizace

x — KMK daného tenzidu byla touto metodou stanovena

0,9

K,
mS.cm’!

0,6 - y=0,1187x+ 0,31

0,3 +

y=0,2558x+ 0,011
0
0 2 4 6
c,g.l

Obr. 1. Zmény vodivosti v zavislosti na rostouci koncentraci
tenzidu SDS (90,5%)

pfitomny pouze jednotlivé molekuly tenzidu. Pfi vysSich
koncentracich zacinaji vznikat micely a dochazi ke zméné
smérnice. Prisecik téchto primek predstavuje vyslednou
hodnotu KMK (cit.?, obr. 1).

Tato metoda je experimentdlné pomérné nendrocna
a umoznuje jednoduse ziskat vodivost pro velké mnozstvi
koncentraci. Stejnym zpisobem byly vyhodnoceny obdob-
né kiivky ziskané pro tenzid SDS o Ccistoté > 98,5 %
a Spolapon AOS 146. Grafy zde z divodu rozsahu ¢lanku
nejsou uvedeny. Vysledné hodnoty KMK shrnuje tab. III.

M¢éfeni povrchového napéti

Tuto metodu je moZné pouzit pro stanoveni KMK
obou skupin tenzidia: AT i NT. Hodnota povrchového na-
peti roztoku tenzidu s rostouci koncentraci klesd, v oblasti
KMK dochazi ke zpomaleni tohoto poklesu. Tato skutec-
nost je vidét na obr. 2, ktery zobrazuje zavislost povrcho-
vého napéti roztoku SDS na koncentraci tenzidu. Obdobné
jako u metody méteni povrchového napéti je mozné hod-
notu KMK tenzidu vypogitat jako priiseéik dvou piimek®.

KMK tenzidu Spolapon AOS 146 metodou méfeni
povrchového napéti stalagmometrem nebylo z duvodu
prilisné pénivosti jeho roztoku mozné stanovit. Pro vSech-
ny ostatni tenzidy bylo méfeni provedeno a vyhodnoce-

511

0,08
o, N.m?
0,06 -

y =-0,0145x + 0,067

0,04 +

y =-3E-06x + 0,0364

0,02 |

12
c,g.l’

Obr. 2. Zavislost povrchového napéti na koncentraci tenzidu
SDS (90,5%)

no podobnym zptisobem, jaky znazornuje obr. 2. Vysledné
KMK jsou shrnuty v tab. III.

Spektrofotometrické stanoveni

Tato metoda je zaloZzena na absorbanci UV zafeni
roztokem tenzidu. S rostouci koncentraci tenzidu dochézi
pfi vlnové délce maxima ke zvySovéani absorbance. Se
vznikem micel se vSak tento nardst zpomaluje (obr. 3).
Vlnové délka absorpéniho maxima vétSiny tenzidl se po-
hybovala od 190 do 195 nm, u tenzidu Triton CF-21 od
196 do 206 nm. U tenzidu Spolapon AOS 146 nema zévis-
lost absorbance na vlnové délce maximum. Navic pro kon-
centrovanéjsi roztoky pfesahovala absorbance pfi nizkych
vlnovych délkach méfici rozsah pfistroje. Z tohoto diivodu
bylo pro vyhodnoceni hodnoty KMK zvolena absorbance
pfi konstantni vinové délce 220 nm. Stejné jako u obou
pfedchozich metod piedstavuje hodnotu KMK prisecik
dvou ptimek vzniklych prolozenim naméfenych dat. Vy-
sledné KMK jsou shrnuty v tab. III.

Solubiliza¢ni metoda

Pro pouziti této metody se jako klicovy faktor ukdzalo
solubiliza¢ni ¢inidlo — nasyceny roztok jodu. Jod bylo
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Tabulka III

Hodnoty KMK v mg 1" pro jednotlivé tenzidy naméfené riznymi metodami

Metoda SDS SDS 98%  Spolapon Triton Triton Brij 97
90,5 % AOS 146 DF-16 CF-21

Meéfeni vodivosti 2177 2372 2519 — — -

Povrchové napéti 2321 - - 561 105 88

Spektrofotometrické stanoveni 2373 - 2951 557 107 61

Solubilizace — absorbance pfi 286 nm - - — 535 134 52

nutné rozpustit pomoci ultrazvuku a roztok skladovat ve
tmé v uzaviené nadobé. I za téchto podminek vSak docha-
zelo ke sniZovani jeho absorbance, proto bylo nutné prova-
dét méfeni KMK daného tenzidu v pomérné kratkém ca-
sovém useku. Jako KMK byly, podobné jako u metody
spektrofotometrické, vyhodnoceny koncentrace tenzidu,
pfi kterych dochdzi pifi vlnovych délkach 286, 346

0,8
A
0,6
y =0,0003x + 0,3282

0,4 +
02 ¢ y =0,0008x + 0,0548

0

0 500 1000 1500
¢, mg.I

Obr. 3. Zavislost absorbance UV zaieni na koncentraci tenzi-
du Triton DF-16

1,2
A
0,8 -
0.4 Iy =0,0019x +0,0519 y =0.0056x - 0,437
0
0 100 200 300

¢, mg.l"

Obr. 4. Zavislost absorbance zafeni o vinové délce 286 nm na
koncentraci tenzidu Triton CF-21 za konstantniho pfidavku
jodu
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a 460 nm ke zméné absorbance'°(obr. 4), coz bylo indiko-
vano zménou smérnice piimky, kterou byla naméfena data
proloZena v oblasti niZ§ich a vysSich koncentraci nez
KMK. Druhou metodou vyhodnoceni bylo sledovani vino-
vé délky maxima. Pfi koncentracich tenzidu pod hodnotou
KMK byla vlnova délka maxima 460 nm, s rostouci kon-
centraci tenzidu se vSak tato vinova délka sniZzovala, aZ se
ustalila na hodnoté asi 380 nm (obr. 5). KMK byla uréena
jako minimalni hodnota prvni derivace zavislosti vinové
délky maxima na koncentraci'® (obr. 6), coZ teoreticky
odpovida inflexnimu bodu na namétené kiivce.

Vysledné KMK jsou shrnuty v tab. II1.

Pro méfeni KMK SDS nebyla tato metoda pouzitelna,
protoze nedochazelo k posunu vlnové délky maxima
a zavislost absorbance na koncentraci pti 286, 346 a 460
nm vykazovala linearni prabéh bez zmén smérnice. Rov-
néz KMK Spolaponu AOS 146 nebylo mozné touto meto-
dou méfit. Pti vyssich koncentracich Spolaponu absorpéni
spektrum nevykazovalo zadna maxima, protoze absorban-
ce solubilizovaného jodu byla prekryta absorbanci tenzidu.
Tento problém nevyfesilo ani zvySeni pfidavku nasycené-
ho roztoku jodu.

Porovnani vysledkd ziskanych riznymi metodami
umoziiuje tab. III.

Z tabulky III vyplyva, Ze vSechny metody poskytuji
podobné vysledky. Odchylky mezi jednotlivymi hodnota-
mi je mozné vysvétlit (krom& nepfesnosti méfeni) vysSe
zminénou skutecnosti, ze KMK pfedstavuje oblast koncen-
traci, nikoli konkrétni hodnotu. Navic, jak bylo uvedeno,
kazd4 metoda vyuzivd zmén jiné vlastnosti roztoku. Dis-
kutabilni je i vyhodnoceni vysledk metod, kde se jedna
o nalezeni priseciku proloZzenych pfimek. Hodnota prise-
¢iku zavisi na tom, které body se do prolozeni uvazuji.
V rdmci této prace byly do proloZeni zahrnuty body (napft.
obr. 3 a obr. 4), které¢ byly od ocekavané¢ho pruseciku
vzdalenéj$i (vétSinou alespoit 3 body v oblasti zmény
smérnice byly vynechany). Je vSak nutné pfipustit, ze tim-
to postupem je do vyhodnoceni vnesen urcity subjektivni
prvek. Hodnoty KMK ziskané v§emi metodami jsou proto
spiSe odhadem a nelze cekat pfesnou shodu
s publikovanymi udaji, které byly navic ziskany podobné
subjektivnim zplsobem. Skute¢nost, Ze rizné metody me-
feni KMK poskytuji ¢asteéné odlisné vysledky, vyvolava
nutnost uvadét u kazdé hodnoty KMK i metodu, jakou
byla tato hodnota stanovena. Pokud je v8ak cilem pouze
pribliznd hodnota slouzici napf. pro porovnani rtznych
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Obr. 5. Zavislost vinové délky maxima (An.,) Vv pFitomnosti
jodu na rostouci koncentraci tenzidu Triton CF-21
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Obr. 6. Zavislost smérnice teény (k) na koncentraci tenzidu
Triton CF-21

tenzidd, neni zfejmé nutné metodu uvadet.

S vyjimkou tenzidu Brij 97 odpovidaji namétené vy-
sledky hodnotam uvedenym v literatufe (tab. I). Hodnota
KMK tenzidu Brij 97 uvedena v literatute' je o ¥ad vyssi
nez KMK naméfené v této praci. V literatuie vSak neni
uveden zdroj, odkud byla tato hodnota pfevzata, ani ja-
kym zplsobem byla namétfena — neni tedy mozné oveéfit
spolehlivost této hodnoty. Vzhledem k tomu, Ze v této
praci se hodnoty KMK tenzidu Brij 97 namétené pomoci
riznych metod navzajem pfili§ nelisi, je moznym vysvétle-
nim rozdilu oproti literatufe fadova chyba v publikované
hodnoté.

Pti srovnani jednotlivych metod vychazi jako nejmé-
né¢ vhodnd metoda méfeni povrchového napéti, kterd je
experimentalné velmi naro¢na. Pro AT se ukazuje jako
nejvhodnéjsi méfeni vodivosti, NT je mozné méfit spekt-
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rofotometricky v UV oblasti nebo pomoci solubilizace
jodu. Vyhodou metody posunu vlnové délky maxima pfi
pridavku jodu je jednodussi vyhodnoceni vysledkt oproti
metodam ostatnim.

Seznam zkratek

POP  perzistentni organické polutanty
KMK  kritickd micelarni koncentrace
NT neiontovy tenzid

AT aniontovy tenzid

SDS  dodecylsulfat sodny
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M. Miillerov4®, M. Svib®, and M. Moreira dos
Santos” (“ Department of Chemistry of Environment Pro-
tection, Institute of Chemical Technology, Praha
b Faculdade de Engenharia, Universidade do Porto, Porto,
Portugal): Measurement of Critical Micellar Concen-
trations of Tensides in Aqueous Solutions

Critical micellar concentrations (CMC) of anionic Na
dodecyl sulfate and Spolapon AOS 146 as well as of non-
ionic Triton DF-16, Triton CF-21 and Brij 97 were meas-

Laboratorni pfistroje a postupy

ured by conductivity, surface tension, UV absorption and
iodine solubilization methods. The obtained results were
comparable and roughly in accordance with the literature
data. The method of CMC determination should be always
given in publications. The most appropriate method for
anionic tensides is conductivity measurement whereas for
nonionic tensides it is UV absorption and iodine solubili-
zation. The surface tension measurement was experimen-
tally demanding.
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VLIV ZMEN FYZIKALNICH
PARAMETRU FLUIDNICH VRSTEV
NA CHARAKTERISTIKY TLAKOVYCH
FLUKTUACI
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Klicova slova: tlakové fluktuace, pracovni rezimy fluid-
nich vrstev, fluktuacni charakteristiky

Uvod

Fluidacni technika se pouziva v chemickych zatize-
nich jiz pomérné dlouho. Mezi prvni technologie, ve kte-
rych byla fluidni vrstva uspéSné aplikovana, patii napf.
fluidni krakovéani uhlovodikd a zplyfiovani nebo spalovani
hn&dého uhli'?. Zptsob fluidizace nebo hydrodynamicky
rezim fluidnich vrstev je velice proménlivy. Je ovliviiovan
hlavné fyzikalni charakteristikou ¢astic a rychlosti proudé-
ni fluida¢niho média. Vyznamny je také vliv geometrie
fluidni kolony ¢i reaktoru. Rozdilné rezimy fluidni vrstvy
1ze podle rostouci rychlosti plynu ramcové sefadit nasle-
dovné: nehybna vrstva, bublinové fluidace, pistova fluida-
ce, turbulentni piipadné rychla fluidace a pneumaticky
transport. Podrobn¢ jsme se stavy v systémech tuhd latka —

Pfi provozu zafizeni s fluidnimi vrstvami v systému
tuha latka — plyn ma na vysledky procest, které jsou ve
vrstvach realizovény, podstatny vliv to, jaké fluidacni
rezimy zde panuji. Proto je sledovani aktualnich fluidnich
rezimi probihajich ve vrstvé dilezitou podminkou uspés-
né kontroly a fizeni chemickych procesit provozovanych
ve fluidnich vrstvach. Definice jednotlivych fluidacnich
reziml jsou udavany vétSinou popisné a rezimy samy se
tézko urcuji na zéklad¢ objektivnich kvantitativnich ukaza-
teltl. Také ¢lenéni fluidacnich rezim pfi rostoucim prito-
ku neni v literatue uvadéno zcela jednoznac¢né. Uzitecné
informace o hydrodynamice systému lze ziskat ze studia
fluktuaci tlaku uvnitt vrstvy. Je zfejmé, ze tlakové fluktua-
ce jsou vyvolavany vznikem a pohybem bublin (plynnych
kapes) a shlukem ¢astic ve vrstvé. Na druhé strané fada
detaild kolem Sifeni tlakovych vin ve vrstvé zdstava ne-
jasna®® . V daliim textu pouzijeme &lenéni uZitého v pra-
cich®'® a uvedeného piehledné v tabulce I. V praci'® jsou
také definovany prahové rychlosti jednotlivych skupin
(tfid) fluida¢nich rezimt: Uy (prah fluidace), Uiy
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(prah turbulenci), Uy; (prah fidkych vrstev) a U,y (prah
trvalého uletu).

Jednim ze zptsobu, jak odhadovat aktudlni rezimy
fluidact, je sledovani a vyhodnocovani tlakovych fluktuaci
uvnitf vrstvy. Tento postup vede k objektivné métitelnym
vysledkiim, které Ize obdrzet metodami spektralni analy-
zy Casovych fad namétfenych tlak.

Fluktuaé¢ni model fluidni vrstvy

V napt. piedchozi praci® je na zakladé méfeni tlako-
vych fluktuaci navrzen fluktuacni model fluidni vrstvy.
Ten je postaven na zpracovani ¢asovych fad metodou dis-
krétni Fourierovy transformace (dale FFT), ktera je uvede-
na napf. v cit’. Pro danou modelovanou fluidni vrstvu je
postupné po casovych usecich dané délky 64 s zvySovan
pritok plynu (U ) od nulové hodnoty az po maximalné
provozovany prutok Up.. V kazdém casovém useku je
zméfena fada diskrétnich hodnot tlaku plynu (P) ve vrstvé
a to s frekvenci 512 vzorkl za vtefinu. Podél sekvence
hodnot tlaku P délky 64 s (U konstantni) je postupné posu-
novano ¢asové okno o délce 4 s, a to s krokem posuvu 1 s.
Pavodnich 2048 vzorki pfipadajicich na Casovy interval
4 s je redukovano postupnym primérovanim na pocet 512
vzorkl. Na datovou fadu kazdého okna je aplikovan algo-
ritmus FFT. Obdrzime 256 hodnot ¢; (komplexnich cisel),
ktera reprezentuji hodnoty spektralnich ¢ar z oboru frek-
venci f; €[ fmins fmax]> Kde fimin=0,25 Hz a fi,.,x=64 Hz. Kom-
plexni spektrum je pfepocteno na spektrum amplitudové
(a; = |ci|). Amplitudy a; jsou nasledné setfidény sestupné
podle svych hodnot. V pracich®'" jsou definovany dva
parametry, které charakterizuji tlakové fluktuace v daném
Casovém okné. Jsou to parametry oznacené jako E a M
a strucné definované nasledujicimi algoritmy a vzorci:

Medién fy setfidéného spektra je definovén jako

Sw=14, ()
kde iy spliiuje podminku
ZZ _ f 2)
i=1 i=iy +1
Vykon spektra W je dan vzorcem
)

e 4 256 5
_ﬁ.;ai

Fluktuace tlaku v daném ¢asovém okné¢ jsou charakte-

rizovany dvojici hodnot M a E definovanych vztahy:

4

M=1- AYE “
fmax

E=~Ww (5)
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Pfehled rezimil vrstvy zrnitého materialu vertikalng protékané plynem®

Statické vrstvy Bublinové vrstvy Turbulentni vrstvy Ridké vrstvy
nehybna cetné bubliny, stiedni zacinajici
vrstva Castice  turbulence ulet

v pohybu : Castic
(

1 2+ 6 3
sporadické . velké plna fidka
bubliny, . bubliny turbulence vrstva
Castice ‘

v klidu ’
2—- 3 7

explodujici
bubliny

pistovani

:
-

.| transportni
sl Fidka
+ .| vrstva

? Rychlost plynu a mezerovitost vrstvy stoupaji shora dolti a zleva doprava

Velic¢ina M nabyva hodnot z intervalu [0,66, 1] a 1ze ji
chapat jako miru dominantnosti spektra. Pro nahodny sig-
nal M — 0,66, pro signal s jedinou (dominantni) frekvenci
M — 1 (cit*0).

Hodnoty M(U) a E(U), ptifazené urcitému experimen-
talnimu bodu U, definujeme jako vysledek primérovani
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hodnot M a U kazdého 4-sekundového okna podél jeho
posuvu namétenou 64-sekundovou sekvenci dat.

Trojici hodnot p = [E(U), M(U), U] z tfirozmérného
prostoru F = ExMxU nazgvame ,fluktuaénim bodem™ (sta-
vem) fluidni vrstvy pfi rychlosti U proudiciho plynu. Pro
danou fluidni vrstvu je p funkei pritokové rychlosti plynu
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U, tj. p=pU). Pro U € [0,Unx] reprezentuje p(U) kiiv-
ku v prostoru F, kterou nazyvame fluktuacni charakteristi-
kou (fluidni vrstvy). Projekei kiivky do rovin ExM a ExU
obdrzime graf ,,fluktuacni charakteristiky*. Do tohoto gra-
fu zaneseme zméfené body p(U;) pro i = 1,2,...,ncp, kde
Nexpj€ pocet experimentalnich bodii daného experimentu.

Jestlize se béhem provozu neméni zadny jiny provoz-
ni parametr fluidni vrstvy kromé rychlosti pritoku U, na-
zyvame tuto skutecnost ,.konkrétni realizaci fluidni vrst-
vy*“. Fluktua¢ni charakteristika konkrétni realizace fluidni
vrstvy je reprezentovana kiivkou neménnou v ¢ase. Zmé-
nou realizace fluidni vrstvy dochdzi obecné ke zméné
pribéhu jeji charakteristické ktivky. Fluidni vrstvu s ne-
meénnou fluktuacni charakteristikou nazyvame vrstvou
stacionarni.  Vrstvu, jejiz fluktuaéni charakteristika se
méni s ¢asem, nazveme vrstvou nestacionarni.

Obecné transformace charakteristik

Jakakoliv zména materidlovych a fyzikalnich vlast-
nosti fluidni vrstvy je vzdy provazena zménou prib&hu
prislusné fluktuacni charakteritiky. Plati také ale opacné
tvrzeni: zména prub&hu chrakteristické ktivky upozoriuje
na to, ze se vlastnosti fluidni vrstvy zménily. Nas bude
predevsim zajimat, jaky je vzajemny vztah mezi pivodni
charakteristikou a charakteristikou po zméné fyzikalnich
vlastnosti dané vrstvy. Cilem je ze zplisobu zmén charak-
teristickych kfivek odhadnout, k jakym zménam fyzikal-
nich vlastnosti zkoumané vrstvy dochdzi. Ke srovnani
dvou ruznych fluktuacnich charakteristik pouzijeme meto-
du transformace jedné kiivky na druhou, t.j. transformace
soufadnic U, E a M, pfi niz originalni kiivka prejde v kiiv-
ku druhou resp. v kiivku s nejmensi odchylkou (ve smyslu
nejmensich ¢tverci) od originalu.

Dvé€ charakteristické kiivky mohou byt na sebe trans-
formovany nejriiznéjsimi, obecné nelinearnimi transforma-
cemi soufadnic U, E, M. Nejjednodussi transformaci je
transformace linearni. Linearni transformace popisuji
celou fadu dulezitych a Castych zmén fluidnich vrstev.
Jednotlivé ptipady budou popsany dale.

Linearni transformace charakteristik

Predpokladejme, Ze symbol E, reprezentuje uroveén
Sumu pozadi, to je uroveil fluktuaci, které vykazuje fluidni
vrstva v klidovém stavu. Dale ptedpokladejme, ze dana
fluidni vrstva je popsana charakteristickou kiivkou

[U, E(U), M(E)] (6)
Necht symboly A, a, b znaci tii konkrétni redlna cisla.
Budeme fikat, ze charakteristicka kiivka

(U, E(U), M(E)] (7)
je linearné podobna (linearné transformovana z) kiivce
(1), jestlize plati vztahy:

¥

Uz=p-U-a) -
M=M

E-Eyza (E-E)
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Jak uvidime déle, linearné podobné si jsou charakte-
ristické kiivky v pfipade¢ n€kterych dilezitych zakladnich
zmén ve fluidnich vrstvach. Po ur€eni parametri A, a, 3
mohou tato ¢isla kvantitativné urcovat velikost doty¢nych
zmén. Mame tak déan jisty nastroj nejen pro urceni typu
zmén vrstvy, ale 1 pro odhad velikosti téchto zmén.
V nasledujicich kapitolach budou rozebrany nékteré kon-
krétni piipady takovych zmén a jejich promitnuti do zmén
fluktuacnich charakteristik.

7 wr

Experimentalni ¢ast

Zména mnozstvi materialu ve vrstvé
pfi konstantnim praméru castic

Zména mnozstvi materialu ve fluidni vrstvé je jednou
z velice ¢astych a pomérné jednoduchych zmén parametri
vrstev, které vedou ke zméné jejich chovani a také odpo-
vidajicim zméndm fluktuacénich charakteristik. Pojmem
,mnozstvi materialu ve vrstvé“ minime v ramci tohoto
¢lanku klidovy (sypny) objem vrstvy udany v prostoro-
vych objemovych jednotkach (ml).

Pfi zmén€ mnoZzstvi materialu v dané realizaci fluidni
vrstvy zachovava fluktuacni charakteristika veskeré praho-
vé rychlosti tfid rezimt (Ung, U, Udit), rychlosti pocatkt
jednotlivych rezimi U, i=1,...,10, jakoZ i polohu Uy, ma-
xima kfivky E(U). Na zéklad€ experimentdlnich dat lze
uvést pro vztah mezi mnozstvim materialu a hodnotami £
empiricky vzorec:

2
_| ™
ny

pro vSechna U z intervalu 0=U <Uqgyt

)

E(U)-E,
E,(U)-E,

Pfitom m; a m, znaci dvé riznd mnozstvi materialu,
Ey(U) a Ex(U) jim odpovidajici hodnoty veli¢in E(U).
Symbolem E, rozumime hodnotu Sumu pozadi. Situaci
pfi zméné mnozstvi materidlu ve vrstve ilustruje obr. 1.

Ve vzorci (9) uvedend relace zdstava v platnosti
i v piipad¢, ze bychom mnoZzstvim materidlu ve vrstveé
definovali jako hmotnost nebo vysku fluidni vrstvy v kli-
dovém stavu.

Platnost vzorce (9) byla provéiena pro vrstvy s hod-
notami podilu #/d vysky a priméru vrstvy (kde /% je sypna
vyska vrstvy a d jeji primér) z intervalu 1 < A/d < 3. Vztah
je v praxi pouzitelny napf. pro odhad mnozstvi materialu,
ktery béhem provozu nevratn€ ulétne z fluidni vrstvy, resp.
mnozstvi, které bylo do vrstvy béhem provozu pridano ¢i
z ni odebréno.

Jak je patrno z obr. 1, se snizovanim vysky vrstvy
klesa hodnota M,,,, (maximaln¢ dosazena hodnota velici-
ny M(FE)), reprezentujici schopnost vrstvy pistovat. Pro
podil #/d € <1 az 3> lze veli€inu M,,x aproximovat li-
nearné vztahem:

M e =a-(n/d)+b

max

(10)
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Obr. 1. Vliv mnozZstvi ¢astic ve fluidni vrstvé na jeji fluktuacni charakteristiku; charakteristické kiivky pro fluidni vrstvy vapence
s frakei ¢astic 0,5—0,65 mm. Uvedeny kiivky pro vrstvy s klidovym objemem m=545 ml (h/d=1,35), m=735 ml (h/d=1,85) a m=930 ml
(h/d=2,31). Soustava tii slabSich kiivek oznacena mnozstvim m=1050 ml zobrazuje piepocet tii predchozich kiivek na vyznacené
mnozstvi vyuzitim vztahu (9). Silna kiivka znazoriuje stfedni hodnotu vsech tii pfepocti. Délici hranice se souradnici U=U,, znaci
zacatek uletu ¢astic mimo fluidni prostor (rezim 10). Body oznacené znackou reprezentuji maxima funkci M(E)

kde a a b jsou konstanty, charakteristické pro zvoleny
fluidni prostor a dany material tvofici pevnou slozku vrst-
vy.

Na obr. 1 je zndzornéna zména fluktuacni charakteris-
tiky pro fluidni vrstvu s ¢asticemi vapence o frakci 0,5 az
0,65 mm. Charakteristiky jsou zobrazeny pro vrstvy
o klidovém objemu 545, 735 a 930 ml, coz je ekvivalentni
podilim vysky a praméru vrstvy s hodnotami 1,35, 1,85
a 2,31. Pro ilustraci platnosti vztahu (9) jsou znidzornény
také tii pribéhy funkce E(U), které odpovidaji prepoctu
pavodnich funkci na pfedpokladany pribéh pii fiktivnim
mnozstvi 1050 ml. Kfivka znazornéna silnou carou je gra-
fem primérné hodnoty vsech tfi pfepocti. Na prvni po-
hled je patrna pomérné dobra shoda vSech tfi prepoctd, a to
az k meznimu pritoku U,y ktery oznacuje zacatek trvalé-
ho tletu z vrstvy. Naopak pro pritoky U > U,y je shoda
podstatné mensi, coz je dikazem nestacionarity fluidni
vrstvy po prekroceni prahu U,y Velké rozdily v oblasti
nad prahem U, jsou disledkem riznych ¢asovych pribé-
ht méfeni béhem jednotlivych experimenti a tudiz rozdil-
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nym mnozstvim materialu, ktery v daném casovém tseku
nevratné ulétl mimo fluidni prostor.

Vztah (9) je velmi dobie vyuzitelny pro uréeni zmény
mnozstvi materialu v pfipadé€, ze do fluidni vrstvy je vsy-
pan material ptivodnich vlastnosti nebo k ureni mnozstvi
materialu, které se z vrstvy ztratilo béhem provozu.

Pravé popisovana zména fluidni vrstvy je nejjedno-
dussim piipadem vedoucim k linearni transformaci charak-
teristickych fluktuacnich kiivek. V tomto specidlnim pii-
padé je dana vztahy (&) po dosazeni parametri:

2
my
mj

Hystereze po caste¢ném uletu pevného
materialu béhem provozu

A=0,B=1 a a:[ (11)

V tomto odstavci se vénujeme jevu, ktery nazyvame
hysterezi fluktuacni charatkteristiky. Efekt vznika tak, Ze
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v zafizeni je postupn& zvySovan pritok plynu od 0 m s™' az
po priitok, ktery presdhne prah U,y trvalého tletu (t.j. po-
catek rezimu 10 z tabulky I). Pfitom urc¢ime pro toto rozpé-
ti U prubéh flukuacni charakteristiky. Jestlize je potom
uréovana charakteristika vrstvy pro postupné se snizujici
prutoky plynu, vysledna ktivka neni identickd s pivodni.
Pricinou je skutecnost, ze po prestoupeni priatoku nad mez
Usy jista Cast pevnych Castic opusti trvale fluidni prostor
a navic odlétnou z vrstvy spiSe Castice menSich velikosti.
To ale znamena, ze vrstva nema puvodni vlastnosti a tedy
podle jiz zavedené definice se zménila jedna konkrétni
realizace vrstvy v druhou. A k obé€ma realizacim pak po-
chopitelné patii rizné charakteristické kiivky.

Piiklad jednoho takového experimentu
obr. 2.

Pro fluidni vrstvu o klidovém objemu 580 ml s frakci
0,1 mm az 0,65 mm siranu vapenatého je postupné zvySo-
vana pritokova rychlost vzduchu od 0 m s™' pies jeji prah
fluidace (0,11 m s‘l) az k prahu Uy trvalého uletu. Tomu-
to d&ji pfislusi prubeh kiivky, oznacené jako krivkal. Pti
rychlosti Ug=1,25 m ! jiz dochazi k trvalému uletu ne-
kontrolovatelného mnozstvi ¢astic mensich rozméru, a to
po obecné nedefinovanou dobu. Pfi zachovani konstantni-
ho U hodnota E(U) postupné klesa, coz je znazornéno na
grafu Sipkou. Pokles se po dostatecné dlouhé dobé zastavi,
a to tehdy, kdyz z vrstvy ulétnou vSechny Castice mensich
velikosti. Po skokovém zvySeni U pokracuje charakteris-
ticka kiivka v dalsim poklesu s novou soufadnici U. Cha-
rakteristickd kfivka tak ma v oblasti tfidy 10 schodovity
charakter, zavisly na Casovém rozvrhu skokovych zmén
rychlosti U. Pii dosazeni rychlosti U=2,06 m s™' bylo zvy-
Sovani pritoku ukonceno.

Zpétné snizovani rychlosti U se zacalo provadét az po
Case, kdy jiz z vrstvy prakticky neulétal zadny material.
Charakteristickd funkce E(U) této faze experimentu je
oznacena jako krivka2. Jde o kiivku zcela jiné realizace
fluidni vrstvy, nez byla realizace pocatecni. ZmensSil se

znazornuje

2,5
PR rezim 10 na
20 + C\\ kfivkce2
U,ms" ‘“ ~ o
1.5 m=360 ml L <- —Y rezim 10 na
kriveel
1,0 krivka2
05
o r;’/, Il 1 1
0 50 100 150 E, Pa 200

Obr. 2. Hysteréze fluktua¢ni k¥ivky p¥i nevratném tletu ¢asti
materialu z fluidni vrstvy; material vrstvy tvoii Castice siranu
vapenatého. O kiivka 1 — charakteristicka kiivka pro vrstvu
580 ml s frakei 0,1 az 0,65 ml, s prahem fluidace 0,11 ms’!
aprahem nevratného tletu 1,25 ms™'. @ kiivka 2 — charakteris-
tika vrstvy po nevratném uletu Casti materialu, objem vrstvy
360 ml, frakce 0,5 az 0,65 mm, prah fluidace 0,27 m s, prah
nevratného uletu 2,06 m s~
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objem vrstvy, zménila se frakénost. Dillezitym momentem
je, ze hodnota U=2,06 m ! je pro tuto novou realizaci
jejim prahem uletu, t.j. nové U, =2,06 m s™'. Po ukon&eni
experimentu byly zjiStény parametry nové vrstvy. Vysled-
na vrstva obsahovala ¢astice v intervalu od 0,5 mm az do
0,65 mm. Novy klidovy objem této realizace byl ur¢en na
360 ml.

Z hystereze fluktuacni ktivky, ktera vznika pii po-
stupném snizovani pratokové rychlosti po nevratném tle-
tu drobnéjsich ¢astic mimo fluida¢ni prostor, 1ze pomérné
spolehlivé odhadnout prahové rychlosti jednotlivych fui-
dacnich tfid nové (zbytkové) fluidni vrstvy, hlavné pak ale
uréit mnozstvi materialu, ktery fluidni prostor béhem pro-
vozu opustil. Mozny je také odhad zmény frak¢nosti origi-
nalni vrstvy a vrstvy po ¢aste¢ném tletu. K tomu je vsak
nutno pouzit poznatkli uvadénych v nasledujici kapitole.
Ob¢ kiivky lze vzajemné prevést obecné linearni transfor-
maci soufadnic. Postup pfi transformaci je znazornén na
obr. 3. Sestava z nasledujicich kroku:

Krok 1: Posuv k7ivky2 podél soufadnice U tak, aby
doslo k zakrytu praht fluidace obou charakteristik. Délka
posuvu A je dana vztahem:

_ (kFivka2) (kiivkal)
A=U,, ~Uy

(12)

Pritom horni indexy u veli¢in U oznacuji puvodni
vrstvu resp. vrstvu po hysterezi, dolni index mf* oznacuje,
ze jde o prahy fluidace.

Krok 2: Lineérni dilatace k7ivky2 ve sméru osy U.
Koeficient dilatace 3 ur¢ime tak, aby obé kfivky dosaho-
valy svého maxima E(U) ,,zhruba® pro stejnou hodnotu U.
Transformaci soufadnice U, slozenou z obou dil¢ich, mu-

rezim 10 na
kiivee 2

krivkal

rezim 10 na
kiivee 1

150 E.Pa 200
Obr. 3. Postup p¥i transformaci ki‘ivky2 na kiivku, srovnatel-
nou s puvoedni kiivkoul; O kiivka 1 — charakteristicka kiivka
pro vrstvu 580ml s frakci 0,1 az 0,65 ml, po posuvu podél osy U
0 hodnotu AU=-0,11 ms™", prah fluidace v tomto zobrazeni je
0ms'. @ kiivka 2 — charakteristicka k¥ivka vrstvy po nevrat-
ném uletu ¢asti materialu, objem vrstvy 360 ml, frakce 0,5 az
0,65 mm. Kfivka posunuta podél osy U o hodnotu AU =
—0,11 m s™', prah fluidace v tomto zobrazeni je 0,16 m s™'. Postup
linearni transformace: ® posunuta kiivka 2 ve sméru U o jeji
prah fluidace A=0,16 ms™'. A dilatace soufadnice U paremetrem
B=0,65. [J dilatace soufadnice E nasobenim parametrem o=2,49.
Tato kiivka velice dobfe aproximuje originalni kiivku 1
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zZeme zapsat ve tvaru:

U=A+B-(U -A) (13)
Krok 3: Linearni dilatace soufadnice £
E=Ey+a-(E-E,) (14)

kde o je uréeno tak, aby maximum funkce E®™“D(1))
a maximum funkce E*™(U) po transformaci (/4) byly
,»pokud mozno“ shodna. Pfitom hodnota E, ve vztahu
(14) reprezentuje troven pozadi veliCiny E.

Hledame tedy linearni transformaci soufadnic tak, aby
vysledna funkce £(U) co nejlépe aproximovala (ve smys-
Iu minima sumy ¢tverct odchylek) ji odpovidajici usek
originalni funkce E(U). Pozadavkem je tak definovéan opti-
maliza¢ni proces uréeny pro fitovani tfi parametrd A,
a a. V naSem piipad¢€ byly optimalizaci urCeny parametry
s hodnotami: A=0,16 ms™', $=0,7 a a=2,49.

Interpretaci parametri obdrzime nésledujici vlastnos-

ti nové fluidni vrstvy:
1) Parametr A urcuje, ze prah fluidace nové vrstvy po
uletu je Umf- =U,;r +A=0,27m s . Tento prah skute¢nd
velmi dobfe odpovida experimentaln¢ uréenym hodnotam
po ukonceni provedeného experimentu.

2) Pouzitim vztahl (//) mizeme urcit dosazenim hod-
noty 0=2,49 mnozstvi hmoty zbylé ve vrstvé po tletu:
m(kﬁvkaZ) — m(k)‘ivkal) . L — 580 . L — 367 ml (]5)
o Ja

Tabulka II
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coz se dobie shoduje s mnozstvim, skutecné zjisténém
jako zbytek po ukonceni experimentu (zjiSténo 360 ml).

3) Ze skutecnosti, ze transformovana kiivka E(U) aproxi-
muje puvodni  charakteristickou kiivku kfivkal (viz
obr. 3), je mozno konstatovat, Ze veskeré prahy mezi tfida-
mi a reZimy maji tyto funkce shodné. Inverzi vztahu (/3)
a pouzitim (/2) je mozno odvodit vztah pro vypocet prahi
tfid i rezimd vysledné vrstvy v zavoslosti na hodnotach
téchto prahii pro vrstvu pivodni:

(kfivkal) __ g y(krivkal)
Uprah Um/'

(16)

U ivka2) _

(kifivkal)
prah + Umf

kde dolni index prah udéava nazev tfidy resp. ¢islo daného
rezimu.

Vl1iv velikosti ¢astic

Velikost ¢astic fluidni vrstvy je jednim z dilezitych
parametr, ktery urcuje chovani fluidnich vrstev a ma roz-
hodujici vliv na jejich fluidacni rezimy. Proto se také roz-
hodujicim zpiisobem podili na tvaru piislusnych fluktuac-
nich charakteristik dané vrstvy. Charakteritiky se v souvis-
losti s tim velice citlivé méni napf. ptfi rozméliovani mate-
ridlu beéhem delsiho provozu dané vrstvy nebo v piipadé
aglomerace Castic ve vrstve.

Predpokladame stejnd objemovd mnozstvi (v klido-
vém stavu, v ml) ¢astic téhoz materidlu. Vrstvy se budou
liSit pouze velikosti pouZitych ¢astic. Ke studiu vySe zmi-
néného vlivu byly provedeny experimenty na dvou mate-
ridlech, které se od sebe podstan€ lisi jak tvarem castic,

Ptehled velikosti ¢astic d,, pii experimentech a zavislost jejich vlivu na parametry linedrnich transformaci fluktuaénich cha-

rakteristik

Materidl — balotina * p=1,58 g ml™

dp [mm]-primér A= Uy o B
0,28 0,10 0,99 1,10
0,56 0,18 1,00 1,00
0,77 0,43 1,15 0,70
0,90 0,53 1,09 0,53
1,30 0,84 1,09 0,45

Materidl — Gistirenské kaly * p=0,52 g ml™

d, [mm]-primér A= Uy o B
0,65 0,32 0,956 1,55
1,30 0,69 1,000 1,00
2,40 1,07 0,995 0,80
4,50 1,39 1,145 0,75

“Balotina — piisné& kulové sklenéné &astice s velkou sypnou hustotou p ; ° Gistirenské kaly — tvarové velice riiznorodé &asti-

ce malé sypné hustoty

520



Chem. Listy 101, 515-523 (2007)

4
U ms™

3t

ot

i

0 : ‘ ‘ ,

0 20 40 60 80 100 120
E, Pa

Obr. 4. Vliv velikosti ¢astic na pribéh fluktuaénich charakte-
ristik fluidni vrstvy s balotinou. a) pribéhy fluktuaénich cha-
rakteristik pro ruzné frakce; 1: frakce 0,25-0,315 mm; 2:
frakce 0,5-0,63 mm; 3: frakce 0,65—0,9mm; 4: frakce 0,8—1 mm;
S: frakce 1,2—1,4 mm. b) pribéhy charakteristik po linearnich
transformacich; vSechny kfivky linearné deformovany na pru-
béh kiivky 2. Pribéh této kiivky v obou grafech oznacen silnéjsi
Carou

tak 1 nékterymi fyzikalnimi parametry. Tim by méla byt
dostate¢né zaruCena moznost posouzeni obecnéjsi plat-
nosti ziskanych poznatkli. Pouzity byly castice balotiny
(ptisné kulovité Castice s velkou specifickou hmotnosti)
a Castice susenych Cistirenskych kali (pomérné lehké cas-
tice velice rozmanitych tvartl). Pro oba materialy bylo
zkoumano nékolik velikostnich frakci. Na zakladé experi-
mentalnich dat byly zobrazeny pro jednotlivé piipady pfi-
slusné fluktuaéni charkteristiky a tyto srovnany mezi se-
bou. Zavérem byly formulovany dale prezentované po-
znatky pro deformace charkteristik v zavislosti na zmé-
nach velikosti castic. Piehled pouzitych materidlt je uve-
den spoleéné s dalsimi udaji v tabulce I1.

Podrobné prozkouméni obdrzenych charakteristic-
kych kiivek umoziiuje shrnout jejich vlastnosti do nasledu-
jicich tezi.

Charakteristické funkce E(U) pro fluktuacni charakte-
ristiky vrstev stejného materidlu pii odliSné velikosti ¢és-
tic jsou na sebe vzajemné dobfte transformovatelné pomoci
v avodu popsanych linearnich transformaci soufadnic U
a E, danych parametry o, A a . Vysledky transformaci
jsou nazornény na obr. 4 a 5. Z téchto obrazki a hodnot
parametri uvedenych v tab. Il plynou nasledujici po-
znatky:
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Obr. 5. Vliv velikosti ¢astic na pribéh fluktuaénich charakte-
ristik fluidni vrstvy s Cistirenskymi kaly. a) prabéhy fluktuad-
nich charakteristik pro rizné frakce; 1: frakce 0,5-0,8 mm; 2:
frakce 1-1,6 mm; 3: frakce 2-2,8 mm; 4: frakce 4-5 mm; b)
prubéhy charakteristik po linearnich transformacich; vsech-
ny kfivky linearné deformovany na prubéh kiivky 2. Prubéh této
ktivky v obou grafech oznacen silngjsi Carou

Parametr A je siln€¢ zavisly na primérné velikosti d,,
Castic ve vrstvé a reprezentuje zménu prahii fluidace U,
dané vrstvy pro rizné velikosti Castic.

Parametr 3 reprezentujici dilataci soufadné osy U je
také na d, zavisly pomé&m¢ vyrazné.

Parametr o, reprezentujici dilataci soufadné osy E se
méni s primérnou velikosti Castic d, relativné¢ malo
(v obou piipadech mezi hodnotami 0,95 az 1,14). To lze
jinymi slovy vyjadrit jako skutecnost, ze maximum funk-
ce E(U) pro dany material zavisi na d, pomérné slabé.

Zavislosti diskutovanych parametrli na d, pro oba
prozkoumané materidly jsou zndzornény na obr. 6 a 7. Pro
uplnost je znazornéna také zavislost maximalni hodnoty
M ax charakteristické funkce M(E). Z grafu je patrné, ze
i toto maximum se s d, méni pomérné malo, a to tak, Ze
s rostoucim primérem Castic roste. Jinak feceno schopnost
vrstvy pistovat roste s velikosti ¢astic.

Poznamenejme na zavé€r, ze z lineaérni podobnosti
chrakteristickych funkci E(U) pro rizné priméry cCastic
zustavaji na charakteristickych ktivkach zachovany pome-
ry prahd jednotlivych t¥id fluktuacnich rezimt Uy U,
Ui @ Uemax @ samoziejmé i prahd samotnych fluidnich
rezimu.
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Obr. 6. Zavislosti parametrii A, o a B linearnich transformaci
fluktuacnich charakteristik na velikosti ¢astic ve vrstvé
s balotinou. a) Parametry A, o a 8; b) Zavislost maxima veli-
¢iny M(U)

Zavéry

V nasich predchozich pracich®'’ byla zavedena meto-
da pro zjistovani okamzitého stavu fluidace na zakladé
zpracovani tlakovych fluktuaci vrstvou proudiciho plynu a
popsan zpisob identifikace konkrétnich fluidnich rezimu.
V pravé predkladaném textu pak jsou popsany zplsoby,
jak ze zmén fluktuac¢nich charakteristik odhadovat nékteré
zakladni zmény, ke kterym muze béhem provozu fluidac-
niho procesu Casto dochazet. V obou pravé zminénych
publikacich jsou tak obsazeny dulezité poznatky, které
umoziuji vypracovat fadu algoritmil a programi pro vypo-
cetni techniku slouzici k automatizované identifikci stavu
fluidnich vrstev, varovani v pfipadé pftiblizeni provozu k
havarijnim staviim a k odhadu nékterych zmén fluidace za
provozu fluidni vrstvy. Takové prostiedky mohou byt pfi-
nosem a zkvalitnénim praci spojenych s fizenim a obslu-
hou fluidnich reaktori. Prezentované poznatky jiz byly
aplikovany pii fizeni poloprovozniho fluidniho reaktoru
o rozmérech 0,3x0,3x5(m), pficemz nebyly zjistény zad-
né podstatné odchylky od chovani v ¢lanku popisovaném
experimentalnim zafizeni.
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Obr. 7. Zavislosti parametrii A, o a B linearnich transformaci
fluktuacnich charakteristik na velikosti ¢astic ve vrstvé
s Cistirenskymi kaly; a) parametry A, o a B; b) zavislost maxi-
ma veli¢iny M(U)

Predkladany text vznikl na zakladé experimentalnich
praci v ramci grantového projektu 144400720701 Gran-
tové agentury Akademie ved CR.

Seznam symbolu

a; amplituda i-té spektralni ¢ary

¢ komplexni hodnota i-té spektralni cary (ptislusné
frekvenci f;), Pa

d priamér vrstvy, cm

dy prumérna velikost ¢astic ve vrstvé , mm

Ey hodnota E pro Sum pozadi.

E(U)  charakteristicka veli¢ina tlakovych fluktuaci pfi
rychlosti U, definovana vztahem (5), Pa

F trojrozmérny prostor ExMxU

FFT rychla Fourierova transformace

fi frekvence spektralni ¢ary, Hz

fm median setfidéné¢ho spektra, Hz

Sfinax maximalni frekvence diskrétniho Fourierova
spektra, Hz

Jnin minimalni frekvence diskrétniho Fourierova
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spektra, Hz

h vyska vrstvy, cm

m mnozstvi ¢astic ve vrstvé (klidovy objem vrstvy),
ml

M(U)  charakteristickd veli¢ina tlakovych fluktuaci pfi
rychlosti U, definovana vztahem (4), bezrozmér-
na

P tlak plynu ve vrstvé, Pa

p vektor [E(U), M(U), U], fluktuaéni stavovy vek-
tor

AP tlakova ztrata, Pa

U rychlost plynu ve volném priifezu kolony, m s

Ugit préah tridy Hidkych rezim fluidni vrsrvy, ms™

Uout prah trvalého uletu fluidni vrsrvy (rezimu 10),

-1

ms

Unnax maximum provozované pritokové rychlosti, m s

Unt prah fluidace fluidni vrsrvy, m !

Ui prah tiidy turbulentnich tezimd fluidni vrsrvy,
ms”

w vykon spektra, Pa’

Recké symboly

B dilatace soufadnic osy U

o dilatace soufadnic osy E

A posuv pocatku os charakteristické kiivky ve smé-
ruosy U

p sypna hustota, kg m™
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1. Uvod

Hmotnostni spektrometrie dnes patfi mezi klicové
analytické techniky, a to jak ve vyzkumu', tak i v oblasti
rutinni analyzy. Béhem poslednich dvaceti let se pouziti
metody rozsitilo snad do vSech oblasti pfirodnich véd, od
geologie, ptes fyziku, astronomii a chemii k biologii,
k analyze zivotniho prostedi, do farmacie, mediciny, atp.
Metoda je nezastupitelna v 1ékarstvi (diagnostika nadoro-
vych onemocnéni, metabolickych chorob atd.), pro krimi-
nalisty (identifikace drog, detekce vybusnin, identifikace
pachateli zvlasté nebezpecné trestné Cinnosti), je vyhrad-
nim nastrojem antidopingovych kontrol, pouziva se
v archeologii (datovani stafi predméti) a geologii,
v monitorovani kvality zivotniho prostfedi, v toxikologii
i v chemii (sledovani prib&éhu chemickych reakci). Hmot-
nostni spektrometry jsou soucasti vybavy vétsiny vesmir-
nych sond i nékteré specialni vojenské techniky. Vyznam-
nou ulohu hraje hmotnostni spektrometrie v otazkach na-
rodni bezpecnosti: technika dokaze odhalit a identifikovat
latky, které mohou byt zneuzity pfi terorismu a bioteroris-
mu.

Vyvoj analytickych metod na bazi hmotnostni spekt-
rometriec se Vv poslednich letech ubird stale Ccastéji
k postupiim umoziujicim rychlou a pfedev§im ekonomic-
ky nenaro¢nou analyzu, a to i stile vétsich molekul®.
S neustalym technologickym pokrokem jiZ dnes neni pro-
blém vyvinout hmotnostné-spektrometrickou analytickou
metodu pro analyzu biopolymert, ktera bude disponovat
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detek&nim limitem fadové v desetinach ppm (cit.’). Takto
nizkych detekénich limitd lze vSak v mnoha piipadech
doséhnout jen u standardu, kde neni analyza zatiZzena pted-
analyze realnych biologickych vzorki, kdy jejich zpraco-
vani zlstava stale jednim z klicovych kroku. Existuje cela
fada zplsobt hmotnostné-spektrometrické analyzy biolo-
gickych vzorkil. V zdsadé nejsnazsi cestou je pouziti
desorp¢nich ioniza¢nich technik, které umoznuji i analyzu
povrchu  vzorku, anebo ionizace elektrosprejem
(,,electrospray ionization*, ESI). Vyvoj technik povrchové
analyzy makromolekul zaloZenych na hmotnostni spektro-
metrii je v popiedi zdjmu ptednich vyzkumnych tymi
v oblasti hmotnostni spektrometrie jiz od 70. let minulého
stoleti, kdy byla poprvé svétu predstavena ionizaéni tech-
nika zalozeni na desorpci plazmatem *’Cf (cit.*). Ta
umoznila hmotnostni spektrometrii realizovat analyzu
mensSich proteintl, a to azZ do hmotnosti v fadu desitek tisic
Daltont: a s limitem detekce v fadu pg 1", V roce 1981 byl
ucinén dalsi krok na cesté k analyze biopolymerd, nebot’
byla vyvinuta technika FAB (cit.”) (,,fast atom bombard-
ment*, ionizace bombardovanim rychlymi atomy), ktera se
stala Siroce rozSifenou standardni metodou pro ionizaci
peptidi. O necelych deset let pozdéji byla svétu predstave-
na ionizace desorpci laserem (LDI) (cit.*7). Dalgim zasad-
nim krokem byl vyvoj v oblasti MALDI (cit.*) (ionizace/
desorpce laserem za ulasti matrice) nebo SELDI (cit.”)
(povrchem podpofena ionizace/desorpce laserem). Za ob-
jev technik umoZzilujicich ionizaci biomolekul byla v roce
2002 udélena Nobelova cena za chemii. Dosud jmenované
techniky vSak i pfes nemaly pfinos neodbouravaji a Casto
ani nezjednodusuji samotnou piipravu vzorkl k analyze.
Z tohoto pohledu se jako velmi zajimavé jevi moderni
ionizaéni technika DESI (cit.'™'") (ionizace desorpci elek-
trosprejem).

2. Ionizace desorpci elektrosprejem (DESI)

Princip DESI vychazi zkonceptu elektrospreje.
Sprejovand kapalina (Casto se jednd osmés vody
s methanolem v poméru 1:1) je aplikovana na studovany
povrch vzorku pod ur¢itym thlem (oby¢ejné 50°) a z uréité
vzdalenosti (zpravidla 5 mm). Geometrické parametry
a vlastni parametry elektrospreje ovliviiuji pribéh desorp-
ce a vytéznost tvorby iontl. Interakci iontd vzniklych
sprejovanim s povrchem vzorku dochézi k desorpci iontd
analytd, které jsou nasledné vedeny do hmotnostné-
spektrometrického analyzatoru. Koncept desorpce elektro-
sprejem sebou piinasi celou fadu vyhod, na zakladé kte-
rych se zcela méni pohled na hmotnostni spektrometrii
jako na techniku analyzy vzorkd se sloZitymi matricemi'?,
nebot’ tato nova ionizacni technika zjednoduSuje vlastni
upravu vzorkd, nékdy ji izcela odbourava. Skutecnosti
vSak také je, ze dosahované meze detekce jsou vyrazné
vys$§i v porovnani s elektrosprejem. Velky aplikacni poten-
cial DESI l1ze demonstrovat na celé fadé vyvinutych analy-
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tickych postupu, které DESI vyuzivaji. DESI se fadi mezi
neinvazivni techniky umoziujici in vivo analyzu bez nut-
nosti pouziti anestetik. Tato vlastnost byla demonstrovana
naptiklad pfi vyzkumu metabolismu oraln€ podanych 1é€iv
nésledn& detegovanych na povrchu lidské kize'. Jednalo
se o analyzu ketaminu a xylazinu. Schopnost DESI analy-
zovat makromolekuly vyplyva z vlastnosti ESI generovat
vicenasobné nabité ionty. DESI jiz byla Uisp€sné aplikova-
na pii analyze cytochromu c (cit.'*) nebo hemoglobinu'
ve vzorku lidské krve. V soucasné dob¢ je téz velice dile-
zita detekce a identifikace vybusnin'®. Aplikovatelnost
DESI v této oblasti lze demonstrovat napt. na analyze tri-
nitrohexahydro-1,3,5-triazinu (RDX) a oktahydro-1,3,5,7-
tetranitro-1,3,5,7-tetrazocinu (HMX) (cit.'”). Hmotnostni
spektrum je znazornéno na obr. 1. Dosazeny detekéni limit
metody byl fadové v pg mm 2. Uplatnéni ionizace desorpci
elektrosprejem napf. i ve zminéné oblasti znacné rozsifuje
moznosti vyuziti hmotnostni spektrometrie 1 mimo che-
mické laboratotfe. Vyzkumna skupina R. G. Cookse inten-
zivné pracuje na vyvoji prenosného detektoru vybusnin'®
zalozeného na DESI-MS, ktery by bylo mozné vyuzit
napt. v odbavovacich halach letist’ ¢i v budovach se zvyse-
nym bezpecnostnim rizikem. Ionizace desorpci elektro-
sprejem téz zasadnim zplsobem rozsifuje moznosti kom-
binace hmotnostni spektrometrie a ji ziskanych dat
s jinymi technikami. Jiz byly popsany napt. metody vyuzi-
vajici méteni DESI-MS a jadernou magnetickou rezonanci
(NMR) (cit."”) jako metabolomicky/metabonomicky né-
stroj umoziujici diagnostiku karcinomi. Autofi publikace
popisuji identifikaci vice nez 80 metaboliti ve vzorku
krysi moce, kterd byla analyzovdna pomoci DESI, a to bez
jakékoli upravy. Vlastni identifikace metabolitii byla zalo-
Zena na porovnadni fragmentacnich hmotnostnich spekter
a dat ziskanych NMR.
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3. Aplikace DESI v analyze chiralnich litek

Dalsim velkym aplika¢nim potencialem hmotnostni
spektrometrie je screening chirdlnich latek. Jednou
z perspektivnich metod umoznujicich hmotnostni spektro-
metrii tento typ analyzy je Cooksova kineticka metoda® .
Principem metody je tvorba trimernich klastri analyzované
latky (A) s opticky Cistou referencni latkou (ref) a kovem
(M), nejcastéji meédi. Obecny vzorec vzniklého klastru je
[M(ref),(A)-H]". Fragmentace generovaného klastru vede
k odstépeni jednoho z ligandu, tedy referencni latky nebo
analytu.

Chiralni diskriminace se projevuje v hodnoté R dané
pomérem intenzit produkti fragmentace [M(ref)(A)-H]"
a [M(ref),-H]" (rovnice (/)). Chiralni selektivita pouZitého
systému je vyjadfena pomoci veli¢iny Repira, kterou popi-
suje rovnice (2).

R = [M(re)A—HT" (1)
[M(ref), —HJ"
Rchiral = R_R (2)

kde Rz a Ry jsou hodnoty R pro Cisty R a S enantiomer.
Z uvedenych vztahl vyplyva, ze pro hodnotu Repim = 1
nevykazuje pouzity systém zadnou chirdlni selektivitu.
Cim vice se lidi od jedné, tim je chiralni diskriminace vy-
razngjsi. Cooksova kinetickd metoda jiz byla modifikova-
na tak, aby umoziiovala vysoce prostupnou prutokovou
injekéni analyzu®?* a aby byla vyuzitelnd pro spojeni
hmotnostniho spektrometru se separacnimi technikami
jako napf. s HPLC (cit.**) nebo CE (cit.”®). Ionizace

257 [RDX + 3CI]-

479 [2RDX + 35CIJ-

481 [2RDX + ¥'CIJ-
[HMX + ¥"CI}
333

100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600

miz

Obr. 1. Hmotnostni spektrum ziskané DESI analyzou vybusnin typu RDX a HMX (pievzato z cit.'’; Reprinted with permission from

ref. '”. Copyright (2005) American Chemical Society)
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ﬂj vzorek

DESI tercik

Obr. 2. Schéma konstrukéni varianty DESI, tzv. nano-DESI vyvinuté na naSem pracovisti

desorpci elektrosprejem vsak jesté dale rozsituje aplikacni
potencidl této metody. Experimenty na naSem pracovisti
dokladaji moznost nové aplikovat DESI i v analyze chiral-
nich latek bez jejich predchozi izolace z matrice. Vysledky
analyzy umoznuji velice rychle rozhodnout, zda je ve
vzorku obsazen R nebo S enantiomer, piipadné racemat.
Tato schopnost miZe byt potencidlné vyuzita nejen
v aplikacich zamétenych na vystupni kontrolu kvality 1é-
¢iv, ale i pfi kontrole prub&hu asymetrickych syntéz a po-
dobné.

Koncept nami sestaveného DESI vsak nevychazi
z elektrospreje, tak jak jej popisuje Z. Takats a spol.'’, ale
z nano-ESI (obr. 2). Tato modifikace umoziuje pracovat
pfi nizsich pratocich sprejované kapaliny (fadoveé desitky
nl min™"), &imZ se omezuje rozmyvani analytu. Jako drzék

35

vzorkll slouzi polyethylenovy vylisek se vzorkovacim
terikem o velikosti 5 x 2 mm. V soucasnosti jsou na na-
Sem pracovisti vyvijeny metody zalozené na DESI, které
umoziuji screening chiralnich 1é¢iv v riznym matricich
(farmaceutické pripravky, krev).

Jako piiklad je déale podrobné&ji popsén postup a vy-
sledky chiralni analyzy efedrinu v komercnim prepara-
tu Mukoseptonex ® E. Chirdlnim selektorem byla smés L-
tryptofanu a CuCl,. Selektor byl aplikovan pomoci sprejova-
ci kapaliny o slozeni 510 mol I"" L-tryptofan a 5-107*
mol I CuCl, ve smé&si voda—methanol (1:1, v/v). Pro ka-
libraci byly pouzity roztoky D-efedrinu a racemické smési
(5 mmol I, voda—methanol, 1:1, v/v). Bylo pouZito cel-
kem 5 roztokli o zastoupeni D-efedrinu 50, 64, 76, 88
a 100 %. Na vzorkovaci ter¢ik DESI bylo aplikovano 10 pl

n(R T
2,59

15

-0,5 L

y=-0,026x + 2,708
R?=0,991

40

60 80 100

% D-Eph

Obr. 3. Kalibracni zavislost In(R) na enantiomernim podilu D-efedrinu (D-Eph)
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Obr. 4. Hmotnostni spektrum Mukoseptonexu ® E; Eph — efedrin, Trp — tryptofan
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Standard 6350 6349
- *
50 4309 1699 50
-L-ip _LTp
4309
~DEph _{D, L} Eph
[ [ L2
NI I N | S U e | ol ; R ) ol I L
000 300 400 500 600 200 300 400 500
miz miz
10 Mukoseptonex ® E [Cu(L Tiph(Eph}HI* | 6350
*®
= [Cu{L-TipXEPh}HI*  [Cu(L-Tipk HI
E 4309 4699
I ] ‘
300 400 500 600
miz

Obr. 5. Fragmentaé¢ni spektrum trimerniho Kklastru pro standardy efedrinu (nahoie) a pro efedrin v Mukoseptonexu ® E (dole);
Eph — efedrin, Trp — tryptofan

vzorku, vznikla kapka byla suSena 2 minuty na vzduchu byla urCena =z kalibra¢ni zavislosti a jeji hodnota je
a ihned analyzovana. Kalibra¢ni zavislost je znazornéna na 2,740,12, coz doklada potiebnou chiralni selektivitu. Zis-
obr. 3. Korela¢ni koeficient 0,991 je pro screeningové kané kalibrace byla nasledné pouzita pro chirdlni analyzu
nasazeni vyvinuté metody zcela dostacujici. Veli¢ina R pir efedrinu v komerénim ptipravku Mukoseptonex ® E

527



Chem. Listy 101, 524-529 (2007)

s deklarovanou koncentraci efedrinu 10 mgml™. Vzorek
nebyl nijak upravovan a 10 ul bylo pfimo naneseno na fil-
tracni papir umistény na vzorkovacim terciku. Po dvou mi-
nutach byla provedena analyza. ZjiStény obsah D-efedrinu
ve sledovaném vzorku byl 102+7,7 %, coz je pro odliSeni
od racematu zcela postacujici.

Hmotnostni spektrum ziskané pii DESI analyze vzor-
ku Mukoseptonexu ® E je na obr. 4 a doklada tvorbu tri-
merniho klastru piimo z realného vzorku v iontovém zdro-
ji. Rozdily v intenzitdch fragmentdi vzniklych pii kolizi
indukované disociaci trimerniho klastru v iontové pasti
jsou patrné z obr. 5. Z porovnani spekter je rovnéz ziejmé,
ze ve vzorku je obsazen D-enantiomer.

Uspé&sna tvorba trimerniho klastru v prostfedi DESI je
dilezita nejen pro vlastni analyzu, ale je zajimava i z hle-
diska pochopeni zakladnich dé&ji uplatiujicich se
v pribéhu analyzy. Cilové trimerni klastry jsou generova-
ny na zékladé¢ interakce iontl chirdlniho selektoru
s analytem a tato technika potvrzuje vznik trimerniho klas-
tru az v prostoru iontového zdroje a nikoliv v roztoku smé-
si analytu s chirdlnim selektorem privadéném do iontového
zdroje, coz lze povazovat za vyznamné pro studium chiral-
ni diskriminace kinetickou metodou.

4. Zaveér

Ionizace desorpci elektrosprejem v dnesni dobé patii
k ionizacnim technikdm s vysokym aplika¢nim potencia-
lem, coz dokazuje pocet aplikaci, které jiz byly za relativ-
né kratky cas existence této techniky publikovany. DESI
nachazi uplatnéni nejen v analyze slozitych matric, ale téz
i jako mozna dalsi alternativa k pouzivanym zobrazovacim
hmotnostné-spektrometrickym technikam. Prezentované
vysledky dosazené s jednoduchym DESI systémem zalo-
zenym na nanoelektrospreji a sestavenym na nasem praco-
visti ukéazaly aplikovatelnost DESI v chirlni analyze.

Autori prace dékuji za financni podporu Ministerstvu
Skolstvi, mlddeze a télovychovy CR (MSM6198959216
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V. Ranc?, V. Havlicek®, P. Bednar®, and K. Lemr®
(“ Department of Analytical Chemistry, Palacky University
Olomouc; " Institute of Microbiology, Academy of Sciences
of the Czech Republic, Prague): Desorption Electros-
pray: A Modern Tool for Organic Surface Analysis

Applicability of mass spectrometry is related to the
progress in instrumentation including ion sources. Ioniza-
tion techniques in MS often need sample preparation,
which increases the analysis time. From this point of view,
DESI (desorption electrospray ionization) seems to be an
interesting alternative. Electrospraying of a sample with



Chem. Listy 101, 524-529 (2007)

a liquid leads to the production of analyte ions desorbed
from the surface-deposited sample. A new modification of
DESI, where electrospraying is provided by nano-ESI, and
a new application in chiral analysis have been developed.
Chiral analysis employs the Cooks kinetic method. Chiral
selector is sprayed by nano-ESI onto the surface with
a deposited chiral analyte. Trimeric clusters are formed in
the bulk of the ion source. Their fragmentation allows
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Laboratorni pfistroje a postupy

chiral discrimination of enantiomers. The power of the
DESI-based mass spectrometric tool is demonstrated on
chiral analysis of ephedrine in commercial pharmaceutical
Mucoseptonex” E. The analysis is performed without any
sample preparation. That is why the analysis is simple and
cost-effective. Calibration for ephedrine was performed
with D-enantiomer and the racemate (correlation coeffi-
cient R* = 0.996) was obtained.



UOGHB AV CR June 22, 2007

Invited Lecture Series

Topic: Steroids

ent-Steroids: Chemistry and Biology

ent-Steroids are the non-naturally occurring enantiomers (mirror images) of
natural steroids. Early studies of ent-steroids focused largely on their
hormonal actions, and it was found that ent-steroids lacked hormonal activity.
Because an ent-steroid has the mirror image shape of its corresponding
natural steroid, it is expected to have different receptormediated actions. By
contrast, because the ent-steroid is an enantiomer of the natural steroid, it has
the same physical properties as the natural steroid.

Speaker: Professor Douglas F. Covey

Department of Molecular Biology and Pharmacology,
Washington U. School of Medicine, St. Louis, MO, USA

UOCHB AV CR, v. v. i.

Ustav organické chemie a biochemie AV CR
Flemingovo nam. 2, Praha 6

Lecture Hall 10:00 am

information: stara@uochb.cas.cz



Ustav po¢itadové a fidici techniky VSCHT Praha
Laboratof tizeni bioprocest

nabizi volna mista

mladého vyzkumného pracovnika
a doktoranda (¢i doktorandi)

pro vyzkum v oblasti multiagentnich fidicich systémi a jejich aplikaci
v fizeni biotechnologickych procesi.

Uspé&sni kandidati se zadastni feSeni integrovaného projektu 6. ramcového programu
EU BIOPRODUCTION (Sustainable Microbial and Biocatalytic Production of Advanced Functional
Materials).

Pujde o teoreticky i prakticky vyzkum a vyvoj architektury multiagentnich fidicich systémi
i jednotlivych agentli se zameéfenim na specifika fizeni bioprocesu.

Projekt je realizovan v uzké soucinnosti s Newcastle University, Technical University of Denmark,
The Centre of Process Innovation UK, Centre for Research and Technology Hellas, a dalSimi
20 spolupracujicimi universitami, vyzkumnymi ustavy a podniky v Evropé.

Laboratot tizeni bioprocest je vedouci vyzkumnou skupinou v oboru se zkuSenostmi z mezinarodnich
projektu a predstavuje tak stimulujici vyzkumné prostiedi. V projektu pijde o teoretickou i experimen-
talni préci v tzké spolupraci s ostatnimi partnery v projektu.

Hledame vysoce motivované mladé vyzkumné pracovniky a doktorandy. Finan¢ni podminky jsou
na urovni obdobnych projekti EU, tj. pIn€ konkurencni. Mista jsou dostupna na 3—4 roky.
Vyzkumny pracovnik mize nastoupit ihned, doktorandi od zac¢atku nového $kolniho roku.

Zajemci by méli predlozit:

—  kratky motivacni dopis,

—  kratky Zivotopis,

— jména a adresy dvou doporucujicich osob vcetné e-mail kontaktu,
— odkazy na svou doktorskou praci anebo klicové publikace.

Zajemci mohou byt pozadani o dopliiujici materialy a pocitat s osobnim pohovorem, na kterém ziskaji
i podrobny popis projektu.

VSechny dotazy a zadosti posilejte elektronicky na:
Prof. Ing. Jan Nahlik, CSc.

Ustav pocitadové a fidici techniky

VSCHT Praha

Technickd 3-5

166 28 Praha 6

Jan.Nahlik@vscht.cz
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LABOREXPO 2007

Praha 26. 9. - 27.9. 2007
"Moderni trendy ve farmaceutickych vyrobach"

Farmaceuticky primysl je jednim z nejdynamictéji se rozvijejicich primyslovych obort, ve kterém je poddil
inovaci zasadnim faktorem ristu. V poslednich letech se i v Ceské republice dafi rozvijet nové metody a aplika-
ce a sledovat mezinarodni trendy. Revoluci ve farmaceutickém primyslu je nastup biotechnologie, ktera spolu
s vyuzitim novych materialti a s novymi pristupy analytické chemie méni soucasné terapeutické moznosti. Mezi
zakladni predpoklady tspéchu v téchto aplikacich patii interdisciplinarni pristup a kooperace pracovist zéklad-
niho vyzkumu s komer¢nimi subjekty. Tento odborny seminai mapuje vybrané aspekty soucasného vyvoje far-
maceutického primyslu a vyzkumu v nasi republice.

Program seminare:

26.9.2007

Ing. Miroslav Kuchar Dr.Sc. (Zentiva a.s.): ,,Souc¢asné trendy vyzkumu a vyvoje 1é¢iv*

Prof. Dr. Karel Ulbrich, DrSc. ([jstav makromolekularni chemie AV CR): »Polymerni terapeutika*

Dr. Ladislav Cvak (IVAX CZ): ,,PFirodni latky v moderni farmacii*

Prof. MUDr. RNDr. Vilim Simanek, DrSc. (LF UP Olomouc): ,,Rostlinné latky v etiologii a prevenci
nadorovych onemocnéni*

Doc. RNDr. Radek Zbotil, PhD. (PiF UP Olomouc): ,,Magnetické nanodéastice v mediciné“

Ing. Jifi Protivinsky (VSCHT Praha, LASAK as.): ,,Inovativni technologie tipravy povrchu dentslnich
implantatii pro rychlé a bezpecné vhojeni

Prof. RNDr. Bohumil Kratochvil, DSc. (VSCHT Praha): ,,Rozmanitost pevnych farmaceutickych substanci®

Prof. RNDr. Jiti Barek, CSc. (PfF UK Praha): ,,HPLC v analyze 1é¢iv*

RNDr. Dana Prochazkova (Sigma-Aldrich s.r.o0.): ,,Volba vhodné kolony pro HPLC*

27.9.2007

Doc. Ing. Martin Fusek, CSc. (LIFE SCIENCES CAPITAL, s.r.0.): ,,Bioléciva*

Doc. RNDr. Vladimir Viklicky, CSc. (UMG AV CR): ,,Biosimilars — moznosti v Ceské republice*

Doc. MUDr. Marian Hajdtch, Ph.D (LF UP Olomouc).: ,,Biologicka 1é¢ba v onkologii: jak poskytnout
spravnou lécbu spravnému pacientovi?“

Doc. Ing. Josef Hajicek, CSc. (Zentiva a.s.): ,,Biokatalyza ve farmaceutické chemii*

RNDr. Zbynéek Prokop, Ph.D. (PfF MU-Loschmidtovy laboratofe): ,,VyuZiti enzymii ve farmaceutickych
vyrobach“

RNDr. Milan Kalina (MERCK, s.r.0.): ,,Nékteré aspekty chromatografickych separaci v downstream
procesech®

Vice informaci, registrace, aktualni zpravy: www.laborexpo.cz
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Ceska spole¢nost chemicka

Sekretariat a redakce Chemickych lista
Novotného lavka 5

116 68 Praha 1

tel./fax: 222 220 184, redakce tel. 222 221 778
e-mail: chem.spol@csvts.cz
http://www.csch.cz

Proc se stat ¢lenem Ceské spole¢nosti chemické

Zapojeni v Ceské spole¢nosti chemické, ¢lenu Asociace ¢eskych chemickych spolecnosti, pfinasi individualnim chemikiim
kromé vlastniho ¢lenstvi v nejvétsi a nejstarsi profesni organizaci chemiku:

celosvétoveé uzndvanou piislusnost k jedné z nejstarSich profesnich organizaci v chemii na svéte,
moznost zapojeni se do prace a komunikace v jedné z mistnich ¢i odbornych pobocek CSCH,

kontakty, informace, sluzby, moznosti, uplatnéni...

podstatné slevy u vlozného na sjezdech a konferencich, jejichZ oficialnim potadatelem je CSCH,
moznost dostavat 4x ro¢n¢ zdarma tzv. ,,bulletinové ¢islo* Chemickych listi,

moznost objednani pedplatného Chemickych listi s vyznamnymi slevami,

moznost objednani ,,osobniho baliku piedplatného* Chemickych listli a ¢asopisit konsorcia EUChemSoc,

¢lenské informace o novych knihach, produktech a sluzbach i o pfipravovanych odbornych akcich na celém svéte,
informace o déni v evropskych chemickych strukturach

moznost zazadani o evropskou nostrifikaci chemického vzdélani a odborné praxe spojenou s udélenim titulu Eurchem,
platného v celé EU,

pristup ke sluzbam a slevam poskytovanym ¢lenskymi organizacemi EuCheMS pro ¢leny narodnich organizaci,
moznost pridruzeného Clenstvi v IUPAC,

moznost ziskani a doporuceni ¢lenské prihlasky do vyznamnych zahrani¢nich chemickych spole¢nosti (RSC, ACS ,
GDCh, GOCh, SFC aj.),

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

moznost uplatnit informace z vlastni pracovni ¢innosti (vysledky, novinky, inzerce, tiskova oznadment aj.),
moznost zvetejnéni vlastniho ozndmeni v rubrice Bulletinu Chemickych listt ,,Praci hledaji®,

vedle individualniho ¢lenstvi je mozné kolektivni ¢lenstvi firem,

a fadu dalSich sluzeb.

Jak se stat ¢lenem CSCH

Clenska piihlaska je k dispozici na internetovych strankach CSCH nebo na sekretariatu CSCH. Clenstvi je p¥istupné pro
véechny zdjemce o chemii a piijeti nového ¢lena doporuéi dva ¢lenové CSCH (doporudeni je mozné nahradit odbornych
Zivotopisem), ¢lenstvi nabyva platnosti po schvaleni hlavnim vyborem CSCH.

Vysi ¢lenskych piispévki a mozné slevy schvaluje na navrh predsednictva hlavni vybor CSCH.
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