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Dlouhd cesta k novému léku

Nase chemickd verejnost jisté zaznamenala, Ze pri prileZi-
tosti stdatniho svdtku 28. rijna 2002 udélil prezident Vdclav
Havel medaili Za zdsluhy RNDr. Antoninu Holému, DrSc.,
Dr.h.c., z Ustavu organické chemie a biochemie Akademie véd
Ceské republiky jako ocenéni jeho vynikajicich védeckych
vysledkii. O uispésné vyzkumné prdci vyznamenaného informo-
valy sdélovaci prostiedky v souvislosti s uvedenim nového
[éku proti hepatitidé B, zaloZeného na prepardtu s generic-
kym ndzvem adefovir, ktery byl objeven prdvé v laboratori
Dr. A. Holého. Je vSak nutno uvést, Ze zminény novy lék proti
hepatitidé B s ndzvem Hepsera™ je jiz tietim protivirovym
lécivem, pochdzejicim ze spoluprdce skupiny Dr. A. Holého
na UOCHB, kolektivu profesora E. De Clercqa z Rega Insti-
tutu Katolické univerzity z belgického Leuvenu a americkée
Sfarmaceutické firmy Gilead Sciences.

K témto vyznamnym praktickym uplatnénim vyzkumnych
vysledkii Dr. A. Holého doslo v poslednich nékolika letech,
Jjejich spolecnym zdkladem je vsak jeho dlouhodobd systema-
tickd a uspésnd védeckd prdce. O jeji podstaté a o sloZitosti
a uskalich cesty od objevu ucinné ldtky ke schvdlenému léku
Jje vhodné uvést na strdankdch Chemickych listit nékteré blizsi
udaje.

Dr. A. Holy se zabyvd vyzkumem nukleosidovych a nukleo-
tidovych antimetabolitii od Sedesdtych let. Tyto ldtky jsou
studovdny pro mozné uplatnéni jako léciva predevsim proti
nddorovym a virovym onemocnénim, mohou vak piisobit i na
vnitrobunécnd stadia parazitii. Funkce téchto antimetabolitii
je zaloZena na takové zmeéné struktury, kterd jim na jedné
strané umozni vstupovat do procesu syntézy molekul nadorové
nebo virové DNA na misté prirozenych nukleotidii, ale na
strané druhé zpiisobi inhibici enzymii syntézy DNA nebo pro-
dukci nefukcnich nebo nekompletnich fragmentii takto modi-
fikované DNA. Nalezeni strukturnich zmén s timto idedlnim
diisledkem neni jednoduchou zdleZitosti. Na zdvadu casto byvd
vysokd toxicita viici hostitelskym burikdam (mdlo selektivni uici-
nek), rychlé odbourdvdni v organismu nebo nevhodné vlast-
nosti pro transport do cilové buriky.

Na pocdtku osmdesdtych let dospéla skupina Dr. A. Holé-
ho k velmi vspésnym strukturnim modifikacim prirozenych
nukleotidii. K vyznamnym strukturnim zméndm patvilo nahra-
zent cukerného pentosového cyklu vhodnym acyklickym frag-
mentem. Ddle se ukdzalo velmi vyhodné zavést misto fosfory-
lované hydroxylové skupiny etherové vdazanou fosfonomethyl
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skupinu, kterd nemiiZe byt enzymy odbourdvdna. Z velké série
téchto fosfondtii acyklickych nukleosidii jich celd rada vykd-
zala vysokou antivirovou uicinnost.

Prvni skupina téchto ldtek je iicinnd na DNA viry, které
zpiisobuji opary, pdsovy opar, ocni infekce, mononukleosu,
genitdlni herpes, cytomegalovirové infekce, virovy papilom
a dalsi choroby. Sem patfi prepardt cidofovir, ktery je zdkla-
dem Iéku Vistide™, schvdleného v roce 1996 piivodné k léceni
cytomegalovirové retinitidy u pacientii s AIDS. Ten je navic
nyni stredem nového zdjmu pro své vynikajici icinky proti viru
varioly (pravych nestovic) — mozného ndstroje bioterorismu.

Druhd skupina ldtek se vyznacuje vcinky proti DNA viriim,
retrovirtim a viru HBV, studuje se i moznost jejich pouZiti jako
cytostatik. Do této skupiny patii prepardt adefovir, ucinnd
forma léku Hepsera™, nyni nové schvdleného pro obecné
poufiti k lécent hepatitidy B.

Do treti skupiny patii slouceniny iicinné predevsim proti
AIDS (retroviru HIV). Jejich predstavitelem je prepardt teno-
fovir, icinnd slozka léku proti AIDS Viread™, uvedeného do
lécebné praxe v roce 2001.

Jsou pripraveny i dalst skupiny derivdtii tohoto struktur-
niho typu, které jsou nyni v riiznych fdazich biologického testo-
vdni.

Vratme se viak k novému léku proti hepatitidé B. Adefo-
vir, ktery je jeho icinnou sloZkou, byl publikovdn poprvé
v roce 1986 (De Clercq E., Holy A., Rosenberg 1., Sakuma T.,
Balzarini J., Maudgal P. C.: Nature 323,464 (1986)), kdy byla
prezentovdna jeho vysokd antivirovd iicinnost. Ndsledné byly
uvedeny podrobnosti jeho syntézy (Holy A., Rosenberg I.:
Collect. Czech. Chem. Commun. 52, 2801 (1987); Holy A.,
Rosenberg I., Dvordkovd H.: Collect. Czech. Chem. Commun.
54,2190 (1989)). Datovdni publikaci ukazuje, jak dlouhé bylo
obdobi od objevu licinné ldtky k nyni nové schvdlenému lécivu.
Pritom kdybychom pro tento konkrétni pripad chtéli vyjddrit
dobu od etapy zdkladniho vyzkumu aZ po uplatnéni vysledkii
v praxi, museli bychom pripocitat i roky vyzkumu pred obje-
vem adefoviru, ve kterych se skupina Dr. A. Holého propra-
covala k uspésnym nukleotidovym antimetabolitiim tohoto
strukturniho typu.

Cely vyvoj nového léku stdl v tomto obdobi ceské, belgické
i americké partnerské strany znacné usili a bylo vynaloZeno
nesmirné mnoZstvi financnich prostredkii (fddové stovek mi-
lionii dolarii), investovanych predevsim farmaceutickou fir-
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mou Gilead Sciences. Organizace a financni a materidlové
zabezpeceni vsech fdzi klinickych zkousek jsou obecné natolik
financné ndrocné a pritom rizikové, Ze nebylo mozné hledat
spolupracujici farmaceutickou firmu v Ceské republice. V pri-
padé adefoviru se jasné projevila mira rizika, které musi far-
maceutickd firma vyvijejici novy prepardt unést. Adefovir byl
puvodné uvaZovdn jako prostredek pro léceni AIDS. Vsechny
etapy testovdni probéhly iispésné a aZ v zdvérecné fdzi se
ukdzalo, ze u nékterych pacientii vyvoldvaji potrebné ddavky
[éku nezddoucivedlejsi reakce. Prepardt byl proto z klinickych
zkousSek stazen a dosud vynaloZené usili a financni prostiedky
se zddly byt ztracené. Jen diky komplexnimu studiu jeho anti-
virové aktivity byl prepardt ,, prekvalifikovdn“ a ispésné pro-
Sel vSemi etapami zkousek jako lék proti hepatitidé B. Zdve-
recné oteviené klinické zkousky podle prisného protokolu
provedla firma Gilead Sciences u 2000 pacientii s jednoznacné
kladnym vysledkem.Vyhoda toto léku spocivd v jeho ti¢innosti
i pri lé¢eni chronické formy tohoto onemocnéni, kdy se casto
vytvdri u pacientii mutantni HBV viry, rezistentni viici do-
soké icinnosti proti viru hepatitidy B postacuje jeho malé
ddvkovdni, které pacienty nezatéZuje, a neZddouci vedlejst
cinky jsou tak minimalizovdny. Ani po 48 tydenni terapii
nebyl Zjistén vyskyt mutantniho viru rezistentniho viic¢i novému
léku.

Objevitelsky vklad Dr. A. Holého, jeho kolektivu na praz-
skem akademickém iistavu a spolupracujicich belgickych ko-
legii byl uisilim pracovnikii Gilead Sciences vysoce zhodnocen.
VSechny t7i ldtky, které byly jiz na pocdtku spoluprdce vybrdny
pro dalsi vyvoj, se staly zdkladem lékii proti nebezpecnym
virovym chorobdm. Tuto skutecnost hodnoti Dr. A. Holy jako
mimorddny uspéch podminény Stastnou volbou partnerské
farmaceutické firmy.

Tato uspésnd spoluprdce md i podstatny ekonomicky efekt
ve formé licencnich poplatkii, které dostdvd Ustav organické
chemie a biochemie a formou dané i cesky stdt. Diky témto
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prostiedkiim bylo mozZno podpofrit zdkladni vyzkum na tomto
stavu znacnymi investicemi do ndkladného pristrojového
vybaveni a ddle napriklad do pocitacové sité a audiovizudlni
techniky. Vedle financniho a lécebného prinosu pro celou nasi
spolecnost je nutno uvést i mordlni profit. Ten se snad projevi
zvySenim spolecenské prestiZe védecké prdce a dokonce i po-
silenim obecného obcanského sebevédomi pred vstupem na-
§t republiky do Evropské unie. Proto je neddvné ocenéni Dr.
A. Holého stdtnim vyznamendnim vysoce zaslouzené.

Projekt vyzkumu nukleotidovych analogii zaméreny na
terapii virovych onemocnéni, leukémie a zhoubnych nddorii je
naddle jednim z pFednich vyzkumnych zaméri Ustavu orga-
nické chemie a biochemie AV CR. Podstatnd cdst tohoto
vyzkumu se stala soucdsti komplexu, ktery byl v roce 2001
ocenén prestizni Descartovou cenou Evropské unie. Skutec-
nost, Ze se tohoto projektu icastnilo celkem 6 evropskych
laboratori, je dokladem vyznamu mezindrodni spoluprdce
v zdkladnim vyzkumu.

Vyvoj nukleotidovych antimetabolitii byl v poslednich le-
tech podporovdn Grantovou agenturou CR, Interni grantovou
agenturou Ministerstva zdravotnictvi, mél zahranicni financni
podporu od americké agentury AmFAR, od Evropské unie
v programech PECO a COST a v soucasnosti je podporovdn
jako cilovy projekt GA AV CR a formou tiiletého grantu
spojeného s Descartovou cenou. MiiZeme tak doufat v objevent
novych ucinnych prepardtii. MoZnd ani uvedent dalstho nové-
ho léku z laboratore Dr. A. Holého na sebe nenechd dlouho
Cekat, protoZe nékteré nové objevené ucinné ldtky jiz maji kus
dlouhé cesty ke schvdleni nového léku za sebou.

Autor prispévku dékuje Dr. Antoninu Holému, DrSc.,
Dr.h.c., s nimZ ho poji spolecné akademické pracovisté a sho-
dou okolnosti i stejné prijmeni, za poskytnuté podkladové
materidly a vécnou diskusi k problematice.

P. Holy
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1. Uvod

V poslednich tficeti letech je vysokomolekuldrni poly-
ethylen (UHMWPE) hlavnim materidlem pouZivanym pro
vyrobu rtiznych komponent kloubnich endoprotéz (poprvé byl
implantovan jako kycelni kloub v roce 1964). Ackoli byl
vybran z ostatnich typl polyethylenu jako nejvhodnéjsi po
strance chemické i fyzikdlni i pro svou dobrou biokompatibi-
litu, ukdzalo se, Ze komponenty ortopedickych implantati
z UHMWPE maji pomérné kratkou Zivotnost v biologickém
prostiedi lidského téla (in vivo). Dochdzi k tinavé a opotfebeni
materidlu (deformace povrchovych vrstev, vznik trhlin) ak os-
teolyze. Ndsledkem toho jsou po relativné kratké dobé nutné
reoperace pacientl. U vyoperovanych implantdtt byly zjisté-
ny zmény mechanickych, fyzikdlnich i chemickych vlastnosti.
Tyto zmény jsou zpisobeny kombinaci oxida¢ni degradace pfi
zpracovani i sterilizaci pred pouzitim a mechanické degradace
a biodegradace v Zivém organismu.

2. Vliv sterilizace na degradaci polyethylenu

pfi sterilizaci pfed 1ékatfskymi aplikacemi. Tento zptisob ste-
rilizace je v praxi pouzivan nejcastéji (vyjimecné se sterilizuje
ethylenoxidem). Obvykle se pouziva zdroj zdfen{ 0o, davky
zateni 2,5 Mrad a rychlosti 0,2-1,5 Mrad.h™! (cit.!). Vliv oza-
fovani na molekulovou strukturu, morfologii krystalti a me-
chanické vlastnosti UHMWPE byl nékolikrdt studovin s rtz-
nymi vysledky v zdvislosti na velikosti ddavek zafeni, rychlosti
ozatrovdni, expozi¢nich Casech, teploté a steriliza¢nim prostie-
di*. Podle dosavadnich poznatkii miize byt implantit steriliza-
ci znehodnocen tak, Ze se po nékolika letech rozpadd.
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lytické Sté€peni vazeb C—H nebo C—C za tvorby radikald:
RH—->R+H
R-R—->R+R’

kde R pfedstavuje polymerni fetézec. Radikaly H' maji krat-
kou Zivotnost a okamzité¢ zanikaji. Polymerni radikdly R’
(primdrni alkylradikdly) mohou reagovat mnoha dal§imi zpd-
soby, nag)f. rekombinaci, disproporcionaci nebo prenosem
fetézce®™. Rekombinaci se obnovuje piivodni molekula poly-
ethylenu, disproporcionace zpisobuje St€peni polymernich
fetézcl a vznik dvojnych vazeb, prenos vede k sifovani. V pii-
tomnosti kysliku rozpusténého v polymeru nebo kysliku, ktery
pronikd difuzi zvnéjsku, probihaji oxidac¢ni reakce radikali R’
za tvorby peroxyradikall, alkoxyradikdli a hydroperoxidu:

R'+ 0, - ROO’

ROO" + RH — ROOH +R’
ROOH — RO’ + "OH

RH +'OH - R+ H,0

RH + RO’— R’ + ROH

Terminac¢nimi reakcemi vznikaji dialkylperoxidy a zdro-
veii zanikajf radikaly:

ROO" + R — ROOR
ROO" + ROO" — ROOR + O,

Hydroperoxidy a dialkylperoxidy jsou nestdlé a snadno
reaguji na karbonylové slouceniny (aldehydy, ketony, kyseli-
ny, estery), které jsou kone¢nymi produkty téchto reakci. Pi
tom se tvoii nové alkylradikdly reagujici ddle fetézovym me-
chanismem. S ¢asem se zvySuje jak rozsah oxidace, tak rozsah
Stépeni fetézcu.

Oxidacni reakce probihaji ve velkém rozsahu pfi ozafova-
ni a skladovdni na vzduchu, v mens$im rozsahu i pfi vyrobé,
kdy do polymeru volné difunduje atmosféricky kyslik. Protoze
mobilita polymernich fetézcl pii vysoké molekulové hmot-
nosti UHMWPE (4 miliony) je velmi mald, vzniklé makrora-
dikdly pretrvdvaji v aktivnim stavu v materidlu po mnoho let
ajsou schopné kdykoli za vhodnych podminek, napf. pfi styku
s difundovanym kyslikem, reagovat. Disledkem jsou zmény
fyzikdlnich a mechanickych vlastnosti polymeru, které jsou
projevem postradia¢niho starnuti. Stépeni polymernich fetéz-
cl zvySuje mobilitu molekul a vede k ndsledné krystalizaci.
Zvysuje se hustota, snizuje molekulovd hmotnost, vznikaji
karbonylové skupiny, méni se napétové vlastnosti a dalsi
mechanické vlastnosti — jako lomivost, tvrdost, odolnost vici
teCeni (creepu), inaveé materidlu apod. ZvySuje se i mnozZstv{
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nizkomolekuldrnich extrahovatelnych slozek, zatimco jejich
molekulovd hmotnost se snizuje. Limitujicim faktorem téchto
postradiacnich procest je difuze atmosférického kysliku do
hmoty polymeru.

3. Analyza produkti degradace

Hlavni ¢ést literatury z poslednich let se tyka prave studia
mechanismu postradia¢niho stdrnutf implantati z UHMWPE
sterilizovanych y-zdfenim a analyzami oxidac¢nich produktt
vznikajicich pfi postradia¢nich reakcich. Tyto reakce probiha-
vzduchu. Pfitom dochézi k zdsadnim degrada¢nim zménam.
Studiem radikdld s dlouhou Zivotnosti pii postradia¢nim star-
nuti pomoci ESR spektroskopie se zabyva literatura®’. Tato
technika se pouzivd k monitorovani vzniku a Zivotnosti ra-
dikald, ke studiu jejich pfemén apod. K detekci peroxylatek
byla pouzita Ramanova spektroskopie®’. Infracervens spek-
troskopie (IC) s technikami Fourierovy transformace a odra-
zového méfeni je Siroce pouzivdna ke studiu oxidacni degra-
dace polymerd. Hlavni oblasti v IC spektrech pro detekci
vzniku produktl a sledovani zmén jejich koncentrace béhem
starnuti jsou oblast volnych a asociovanych skupin OH hy-
droperoxidi (3190-3640 cm™), oblast karbonyld (1670-
1785 cm™), oblast dvojnych vazeb (piiblizng 1645 a 850-
1000 cm™), z toho oblast vinyld (909 a 995 cm™), vinylident
(888 cm™) a vinylend (965 em™) (cit 135107182631 Stupeit
degradace charakterizuji v IC spektrech indexy absorpénich
past definované jako pomér absorbance studovaného pasu
k absorbanci referenc¢niho pasu (jeho velikost se neméni bé-
hem degradace a odpovidd tloustce vzorku) pocitané bud
z vy$ky nebo plochy odpovidajicich pikii. Pro UHMWPE jsou
uvddény referencni pasy (absorbance CH skupin jak v amort-
ni, tak v krystalické oblasti PE) s vlnocty 1360-1370, 1458,
1468 a 2020 cm™ (cit."**'"3") Pro vzorky UHMWPE
s nizkym az stfednim stupném oxidace je absorbance refe-
rencniho pdsu relativné nezdvisld na rozsahu oxidace a je
piimo umérna tloustce vzorkd. Pro zna¢né zoxidované vzorky
nebo pro velmi tenké a naopak velmi tlusté vzorky vsak toto
presné neplati a mize dojit ke znacnym nepiesnostem v kvan-
titativnim vyhodnoceni rozsahu oxidace®. Nejcastéji je pro
kvantitativni analyzy uZivan tzv. karbonylovy index CI, ktery
charakterizuje zmény v oblasti karbonyll (napi. CI = A ,,/
Ais50) (cit.’) a hydroxylovy index HI Ten se nemé&ii pfimo
z absorbance peroxyldtek (nizkd Sirokd maxima), ale po pie-
meéné na nitrdty s absorpénimi pasy 1276 a 1632 cm’™! pro
ROOH (cit.*?). Touto metodou Ize ziroveii zjistit zmény krys-
talinity jako pomér absorbance ,krystalického* a ,,amorfniho*
PASU (A 404/ 1303 1€b0 Ay 474/A 1 43) (cit.»!%1*31y v kombinaci
s metodou DSC (cit."'*"”*?). Zmény morfologické struktury
byly studovany pomoci elektronové mikrosko je!0-12:14.16.21
Mechanickymi zmé&nami se zabyvi literatura®>**,

Z méfeni IC spekter®™*!® bylo zjisténo, Ze pii dlouhodo-
bém skladovani (nékolik let) s ¢asem prudce roste koncentrace
karbonylovych skupin. Zpocatku se tvori karbonyly jen na
povrchu, pozdé€ji byly zjiStény i v podpovrchovych vrstvach.
Casem vzrtstd podpovrchovd koncentrace karbonylu, takze
v urcité fazi je jejich koncentrace pod povrchem (jeden a vice
mm) vyssi nez na povrchu. Maximum koncentrace karbony-
It je v hloubce 2 mm. Ndzory na to, pro¢ je v této hloub-
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ce CI maximalni, se riizni **% Tvoii se pievazné ketony (pii
1713 cm™" absorpce dialkylketonti). Napf. po 285 dnech star-
nuti vzrostla koncentrace karbonylovych skupin ze 7.107
na 1,1.107 skupin CO na monomerni jednotku (cit.?). V ob-
lastech polymeru s vétsi koncentraci karbonyld (tzv. ,bilé
pdsy*) roste hustota a krystalinita. Po nékolika letech dochaz{
v téchto mistech k uplné ztrdat€ pivodnich mechanickych
vlastnosti, tj. ke zkiehnuti a praskdni materidlu. Podobné
zmény probihaji i béhem implantace v lidském t&le*>?, kdy
se tyto procesy kombinuji s chemickymi a mechanickymi vli-
vy biologického prostfedi. S dobou implantace se déle zvysuje
hustota. ZvySen{ je niz$i na vné&jsi strané jamky, kde je mensi
kontakt se synovidln{ kapalinou. Zmény zdviseji i na velikosti
namdhdni. Minimdlni zmény hustoty byly zaznamendny upro-
stted hmoty jamek. S dobou implantace se zvySuje i kon-
centrace nizkomolekuldrnich ltek. Z IC spekter jsou patrné
néristy koncentrace vazeb C-O (1172 cm™) a karbonyld
RCOOR (1715 ecm™), C=0 (1720 cm™"), RCHO (1733 cm ™),
COOR (1740 cm™). Nejvice roste aldehydovy pé519‘27'28. Zme-
ny jsou opeét mensi na vnéjsi strané jamek. S témito zménami
souvisi i ndslednd krystalizace a pokles primérné molekulové
hmotnosti. SniZeni molekulové hmotnosti v povrchové vrstvé
vyoperovanych implanttii je aZ desateronasobné'!. Pii¢inou
rtzné oxidacni rychlosti ve vnéjsi a vnitin{ ¢dsti kloubn{ jamky
a rtznorodosti oxida¢nich produkti je pravdépodobné vliv
agresivniho prostiedi synovidlni kapaliny, kterd obsahuje pe-
roxidy, napi. H,0,, a jejiZ sloZen{ se u rliznych pacientdi lisi.

4. Zavér

Ze studif provadénych jednak na modelovych systémech,
jednak na implantdtech po vyjmuti z lidského téla vyplyva, ze
celkovy rozsah oxidace znacné kolisd v zdvislosti na typu
a zpusobu zpracovdni polymeru, na atmosféfe, dobé a inten-
zité ozafovdni, na dobé¢ a zpisobu skladovani (zpisob balen{
a teplota) a dobé pouziti in vivo.

V posledni dobé je proto vénovdna znacnd pozornost
zlepSeni odolnosti medicindlntho UHMWPE vici oxidacni
degradaci neklasickymi zptisoby (UHMWPE totiz v téchto
pripadech nelze stabilizovat klasickymi chemickymi antioxi-
danty, vyjimkou je pouze pouziti vitaminu E jakoZto pfirod-
niho stabilizatoru®®). Nejrychlejsi cestou ke zlep$eni odolnosti
UHMWPE pro lékarské aplikace, tj. ke snizeni koncentrace
radikdlt ve sterilizovanych vzorcich, je zahfivani materidlu na
vySsi teplotu. Tim se dosdhne zvySeni pohyblivosti fetézci
polymeru a sifovani. Pro vztah mezi reakéni teplotou a rych-
losti plati Arrheniova rovnice. Toto tzv. ztuZovdni teplem
(annealing) popisuje literatura™®. Vysledky zaviseji na dobé
a podminkdch tohoto procesu. Ve vzduchu je proces rychlejsi
nez ve vakuu. Napf. zahifvdnim sterilizovaného UHMWPE na
85 °C na vzduchu po dobu 120 h byly zni¢eny vSechny volné
alkylradikaly®. Moderni metody vyuZivaji kombinace zahii-
véni vzorkt (az do teploty tan{) ve vakuu a pak dals{ sterilizace
ethylenoxidem k ochrané proti znovuvytvoreni radikald, popt.
doplnéné jesté vymrazovanim?®®>° Dalsi moznosti, jak zvysit
odolnost, je zabranéni pfistupu vzduchu k implantatim z vy-
sokomolekuldrniho polyethylenu pfi sterilizaci a skladovani.
Byly vyvinuty specidlni vakuové obalové folie nepropust-
né progkysh’k, do kterych se soucastky zatavuji uz pred steri-
lizaci .
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The review summarizes literature data on degradation
changes of UHMWPE prosthetic implants during y-radiation
sterilization, storage and implantation in human body. Exten-
sive oxidative changes may reduce the resistance of implants
to wear, provoke osteolysis and shorten clinical life of prosthe-
ses. Therefore the extent of oxidation must be characterized
by special analytical methods.
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1. Uvod

Pokrok v fesenf analytickych problémi v biochemii, mo-
lekuldrni biologii, chemii Zivotniho prostfedi, farmakologii
i primyslu je podminén vyuZitim modernich separa¢nich me-
tod. Mezi né patii téz kapildrni elekrochromatografie (capilla-
ry electrochromatography, CEC). Tato relativné novd metoda
se v soucasné dobé prudce rozviji, o ¢emz rovnéz sveédci
exponencidlné vzristajici pocet publikovanych praci.

CEC je vysokoucinnd separa¢ni metoda, zaloZend na spo-
jeni kapalinové chromatografie (HPLC) a kapildrni zénové
elektroforézy (CZE). Zatimco HPLC vyuziva ke generovani
toku rozdilu tlaku, v CEC je pohyb kapalné mobilni faze
zprostiedkovan elektrickym polem, které zpiisobuje elektro-
osmoticky tok (electroosmotic flow, EOF). CEC si pfitom
nost a jednoduchost instrumentace pochdzejici z CZE a vyssi
selektivitu a kapacitu kolony danou interakci se staciondrni
fazi jako v HPLC. K separaci analytt dochédzi u CEC pievdzné
dvojim mechanismem. Elektroneutrdlni i ionizované latky
jsou stejné jako v chromatografii separovany na zakladé roz-
dilnych interakci se staciondrni fazi, respektive na zdkladé
sitového efektu v pifpadé gelové permeacni chromatografie.
Latky ionizované se navic pohybuji v elektrickém poli rych-

*  Autor pro korespondenci
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losti danou jejich efektivnimi mobilitami, coz také prispiva
k vétsi selektivité vlastni separace.

Prvni experiment, pfi némz bylo v kapalinové chromato-
grafii azplikovzino elektrické pole, provedl jiz v roce 1939
Strain'~. Tuto metodu pouzil pro separaci barviv a dokdzal, 7e
kombinaci elektroforézy a adsorpéni chromatografie 1ze do-
sdhnout vyrazného zlepSeni selektivity. Termin elektrochro-
matografie zavedl v roce 1943 Beraz’, a to pfi popisu uspoia-
dani papirové elektroforézy. Elektrické pole vyuzil v roce
1949 k transportu litek gelovou strukturou také Tisselius®.
Podobné pokusy provddeéli v roce 1952 Mould a Synge5 . Ve
své praci se zabyvali ptisobenim elektrického pole v tenkovr-
stvé chromatografii (TLC) a v roce 1954 pak publikovali praci®
vénovanou separaci polysacharidd. Aplikaci elektrického pole
na chromatografickou kolonu se v roce 1974 podrobnéji vé-
noval Pretorius’. Jako prvni pouzil EOF k migraci nenabitych
latek nédplilovou kolonou o vnitfnim praméru 1 mm. Jeho
vysledky ukdzaly velmi zajimavé moZznosti, které nabizi po-
uziti EOF v chromatografii. Dilezitym meznikem ve vyvoji
CEC byla prace Jorgensona a Lukacsové®. Ti v roce 1981
ukdzali moznosti uplatnéni EOF v ndplilovych kapildrnich
kolondch. Provedli separaci 9-methylantracenu a perylenu na
kolong o vnitinim priméru 170 wm naplnéné 10 um Cédsticemi
Partisil ODS-2 za pouziti mobiln{ faze obsahujici acetonitril,
napéti 30 kV a fluorescencni detekce, tj. za velmi podobnych
podminek, za jakych se v CEC pracuje dodnes. Tato jejich
préce a prace Knoxe a Granta”'’, ktefi pouzivali 5 um Cdstice,
ukdzaly, ze EOF je atraktivn{ alternativou k hydrodynamické-
mu tlaku vyuzivanému v HPLC.

Cilem tohoto ¢lanku je kratké seznameni s problematikou
kapildrni elektrochromatografie, stru¢ny popis teoretickych
zdkladd, pouzivané instrumentace a moznych aplikaci. Po-
drobng;jsi informace lze nalézt v fadé prehlednych ¢lanka'! >

a také ve tfech monografiich, které vysly v neddvné dob&® =

2. Elektroosmoticky tok

Jednim ze zdkladnich jevi, ktery se spolupodili na separaci
v CZE, je elektroosmosa, respektive EOF. Jde o tok elektrolytu
v separacni kapildfe zptisobeny pritomnosti nabitych skupin
v jeji sténé. Kfemennd kapildra, kterd je nejcastéji pouziva-
nym typem kapilary v CZE, obsahuje ve své sténé ionizova-
telné silanolové skupiny SiOH. V pfitomnosti zdkladniho
elektrolytu pii pH > 2 dochdzi k jejich disociaci:

SiOH — SiO™ + H*

a sténa kapilary tak ziskdvd zdporny ndboj. Ten pfitahuje
kladné nabité ionty zdkladniho elektrolytu, které u stény kapi-
lary vytvareji stabilni elektrickou dvojvrstvu. Zatimco vrstva
kationtdl v tésném kontaktu se sténou kapildry je fixovdna
(Sternova vrstva), kationty vzddlené&jsi vytvéieji pohyblivou
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difuzni (Guyovu-Chapmanovu) vrstvu (obr.1). Pokud je na
kapildru ptfivedeno stejnosmérné elektrické napéti, kationty
difuzni vrstvy za¢nou migrovat k zdporné elektrodé — katod¢.
JelikozZ jsou solvatovdny, za¢ne se ke katod€ pohybovat i elek-
trolyt pfitomny v kapildfe. Tento pohyb je oznac¢ovan jako EOF.

Jak jiz bylo zminéno, v CEC je pohyb mobilni fize ddn
EOF. U kapildrnich kolon pro CEC, plnénych silikagelovymi
mikroc¢dsticemi, pfispivd k EOF kromé ndboje stény kapildry
také povrchovy ndboj ¢astic. U kolon polymernich a povrcho-
vé modifikovanych musi staciondrni faze pro tvorbu EOF ve
své struktufe obsahovat ionogenni skupiny, nebot povrchovy
ndboj kapilary je eliminovdn. Diky tomu, Ze EOF je generovan
v celém objemu kapildry, je jeho rychlostni profil témér pis-
tovy, na rozdil od toku pisobeného rozdilem tlaku (obr. 2).
Rychlost EOF pfitom téméf nezdvisi na priméru kapildry.
Dochdzi tim k men$imu rozmyvani z6n analyzovanych latek,
coz prispivd k vyssi ucinnosti separace.

Linedrni rychlost elektroosmotického toku vgp lze vy-
jadrit Hunterovou rovnic{ 1,

12
RT
6[8°£f2 } E
2cF

n

VEOF =

kde ¢ je permitivita vakua; €, permitivita, ¢ koncentrace a 1
viskozita mobilni faze, respektive zdkladniho elektrolytu, E
intenzita elektrického pole; ¢ ndbojovd hustota na povrchu
rozhrani, F Faradayova konstanta, R univerzalni plynova kon-
stanta a 7 absolutni teplota. Z vyse uvedeného vztahu vyplyva,
7ze EOF zdavisi na mnoha faktorech, které mohou mit vliv,
respektive mohou byt vyuZzity pro optimalizaci vlastn{ separa-
ce jak v CZE, tak i CEC.

3. Kolony pouZzivané
v kapilarni elektrochromatografii

Z hlediska umisténi staciondrni fdze existuji v CEC dva
zakladni typy kapildrnich kolon: ndpliiové a povrchové modi-
fikované. U ndpliovych kolon je kapildra naplnéna ptislusnou
staciondrni fazi zcela nebo po detekéni okénko, pricemz podle
typu staciondrni faze se ndpliové kolony dale rozdéluji na
kolony plnéné mikrocdsticemi jako v pfipadé HPLC a kolony
plnéné kontinudlni (monolitickou) staciondrni fazi.

Pouziti kolon plnénych mikrocdsticemi v soucasné dobé
prevazuje. Mikrocdstice nesou chemicky vazanou staciondrn{
fazi a jsou v koloné zadrZovany vstupni a vystupni fritou.
Nejcastéji jde o silikagelové sorbenty pro HPLC o velikosti
¢astic 1,5-5 um. Na trhu jsou vSak jiz dostupné staciondrn{
faze vyrdabéné specidlné pro CEC, jsou to naptiklad CEC 3 um
ODS|1 (Phase Separation) a CEC 3 um C18 (Hypersil). Vnitin{
primér kolony se zpravidla pohybuje mezi 50 az 135 pum.
Mikrocasticové kolony pro CEC jsou jiz komer¢éné dostupné,
jejich cena je vSak zatim pomérné vysokd, a tak vétSina
laboratoi{ si pfipravuje kolony vlastni.

Nejpouzivanéjsi metodou pro plnéni kolon je plnéni tlako-
vé, kdy je suspenze staciondrni faze v organickém rozpoustéd-
le plnéna z rezervodru do kolony HPLC pumpou®*2°. Dile je
mozné k naplnéni kolony pouzit?’ superkritického CO,, od-
stiedivé sily*® nebo gravitace”. Pro elektrokinetické plnéni
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kolon byl rovn&z tisp&sné vyuzit EOF (cit.”%). A¢koli se meto-
dami plnéni kolon zabyva velké mnozstvi publikaci, je tato
operace pomérné obtiznd. Dal§im z praktickych problémd,
ktery se vyskytuje pii pouziti kolon plnénych mikrocdsticemi,
je tvorba bublinek, které mohou vznikat mj. na rozhranf frity
a ndplné. Pfedchdzet vzniku bublin lze tlakovanim obou elek-
trodovych nadobek, chlazenim kapildry, dikladnym odply-
nénim mobilni fdze, uzitim nizkych koncentraci elektrolyti
(nebo elektrolytd s nizkou vodivosti) a kapilar s menSimi
vnitinimi priméry. Problémem je také skutecnost, ze kapildry
jsou v misté frity velmi kiehké, snadno mize dojit k jejich

El katoda

€] [& @

o e ® ®

ofe

€] £ ® ®
sttna  Of® zakladni EOF
kapildry g g elektrolyt

ofe | @ @

€] [

ofe | e @ @

ol | @
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Obr. 1. Princip elektroosmotického toku EOF v kiremenné kapila-
I'e, jejiz sténa ma zaporny naboj

CEC

<§>
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=

Obr. 2. Srovnani rychlostnich profilid toku mobilni fize u ndplio-
vych kolon pro CEC a HPLC
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ulomeni, a tim ke zniceni kolony. Byla publikovdna fada
metod pfipravy tohoto typu kolon a byly diskutovany vlivy
velikosti ¢dstic a problémy spojené s tvorbou bublinek v mo-
bilni fazi’'™*

Dalsi moznosti je pouziti kolon s monolitickymi poly-
mernimi ndplnémi* >, Tyto kolony obsahuji souvislé porézni
loZe organického ¢i anorganického polymeru. To je v kapildie
bud kovalentné uchyceno na vnitini sténu, nebo je v kapildre
udrzovano adhezi polymeru. Diky tomu nejsou u monolitic-
kych kolon zapotiebi zadrzovaci frity a je zmenseno nebezpeci
tvorby bublinek. Prislusnd staciondrni fdze je polymerovdna
in situ, tj. ptimo v kapildfe. Obsahuje jednak chemické skupiny
pro dany chromatograficky mod a déle skupiny ionizované,
odpovidajici za vznik EOF — zpravidla sulfoskupiny. Plnén{
je podstatné jednodus$si nez u népliovych kolon, protoZe ne-
vyzaduje vysoké tlaky. K syntéze organopolymernich mono-
litt je nejcastéji vyuzivdna radikdlovd polymerace. Zménami
sloZzeni prepolymeracni smési 1ze ziskat monolity o rizném
chemickém sloZeni a pozadované morfologii. Vyvoj téchto
kolon je teprve v pocdtcich a v soucasné dobé se intenzivné
rozv1’j1’54.

Do skupiny polymernich kolon patfi také tzv. sol-gel
monolitické ndplné. Tyto monolity jsou pfipravovany z alko-
xysilanti procesem, ktery zahrnuje jejich hydrolyzu a ndsled-
nou polykondenzaci. Koloidni roztok je nejprve pfeveden na
hydrogel a pak je termicky pozménén za vzniku sité xerogelu
uchyceného na vnitini sténu kolony. Proces sol-gel mize byt
pouzit také pro vytvofeni monolitu slepenim jiZ naplnénych
silikagelovych mikrocdstic. Priprava monolitickych ndplni
sol-gel je popsana v nékolika pracech™®! Dali alternativou
polymernich kolon je pouziti tzv. ,molecularly imprinted
polymers®, tj. polymert s molekuldrnimi otisky. Tyto polyme-
ry jsou pfipravovdny v pfitomnosti molekuly pfislusného ana-
lytu, kterd pfi polymeraci ddavd v polymeru vznik specifickych
dutin komplementdrnich tvarem i chemickou funkc¢nosti. Je-
jich aplikace predevSim v oblasti chirdlnich separaci jsou
uvedeny v nékolika pracich a prehlednych publikacich&’“.

Druhym typem kolon jsou povrchové modifikované kolo-
ny (open tubular, OT), jez pfedstavuji, co se tyce 5pfl’ ravy
a stability, nejjednodussi typ kolon pro CEC (cit.*"®"). Jde
vlastné o obdobu kolon pro plynovou chromatografii, u kte-
rych staciondrni faze tvofi pouze tenkou vrstvu na vnitini sténé
kapildry. Pro dosazeni vySstho poméru objemu staciondrni
a mobilni fdze je nutné pracovat s kapildrami o vnitinim
priméru men$im nez 25 um, coZ se vSak odrdzi v niZ§i
citlivosti detekce. Dalstho zvySeni mnozstvi staciondrni fdze,
a tim i vyS$i zddrzové kapacity lze dosdhnout specidlnimi
metodami, napf. leptanim.

4. Instrumentace

Instrumentace, potfebnd k provadéni analyz CEC je po-
dobnd CZE a je v principu velmi jednoduchd (obr. 3). CEC je
vétsinou provadéna v kiemennych kapilarnich kolondch (viz
vyse). Oba konce kolony jsou ponofeny do elektrodovych
nddobek obsahujicich mobilni fazi, kam je téz ptfivadén elek-
tricky proud z vysokonapé&tového zdroje platinovymi elektro-
dami. Mobiln{ fdze jsou vodné roztoky pufrd s riiznym obsa-
hem organickych rozpoustédel misitelnych s vodou (acetoni-
tril, methanol) pro fizeni retence. VétSinou se pracuje pfi
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alkalickém pH, pfi kterém je na staciondrni fdzi dostate¢nd
koncentrace ionizovanych skupin nezbytnych pro konstantni
EOF. Byly vsak publikovany i separace CEC za pouZiti ne-
vodnych mobilnich fazi*®. Vzorky jsou stejné jako u CZE
davkovany elektrokineticky nebo tlakové. Reprodukovatelnd
analyza vyzaduje pfesnou kontrolu pracovnich parametrd,
jako jsou separacni napéti a teplota kapildrni kolony.

Nejcastéji pouzivand detek¢ni metoda je UV-VIS spektro-
fotometrie, kdy optickou drahu tvofi vnitini primér kapildry.
Nevyhoda zde spociva v nizké citlivosti, dané kratkou optic-
kou drahou. Naopak velmi citlivd je fluorimetrickd detekce,
zv1asté pokud je jako excita¢ni zdroj pouZit laser o vhodné vl-
nové délce (LIF — laser-induced fluorescence)®®’. Jisté ome-
zeni zde predstavuje pomérné maly pocet prirozené fluores-
kujicich litek. ReSenim je pak derivatizace studovanych ana-
Iytd pomoci reaktivnich fluorescencnich znacek, kterych je
v soucasné dobé velky vybér. Instrumentdlné ndrocné je spo-
jeni CEC a hmotnostni spektrometrie’’”"2 ma oviem zdsadni
vyhodu ve schopnosti identifikovat jednotlivé analyty.

V soucasné dobé jsou pro provddéni analyz CEC casto
vyuzivdny komerc¢nii v laboratofi sestavené piistroje pro CZE.
Ty sice spliuji zdkladni pozadavky, tak jak byly popsdny
v predchozim odstavci, a umoziuji i automatické davkovani
vzorku, ale zdroven predstavuji jistd omezeni. Nejvétsi pro-
blém spociva ve skutecnosti, Ze bézné techniky CZE nevyuZzi-
vaji programovanou zménu zdkladniho elektrolytu, a proto
tato funkce neni v elektroforeografech instalovana. Naopak
pro CEC je gradientovd eluce velmi dilezitd, nebot umoZiiuje
podstatné zrychleni analyzy, zvlasté v pipadé separace smési,
obsahujicich analyty s Sirokym rozsahem polarit. Byla proto
navrZena celd fada metod, které tento nedostatek fesi’>. Nej-
jednodussi z nich je krokovd zména slozeni mobilni fize’",
kterd md ale pouze omezenou pouzitelnost. Pro vytvéieni
kontinudlnich gradientti mobilni fdze byly popsdny v zdsadé
dvé moznosti, publikované v rtiznych obmeénach. Predevsim
je to pouziti gradientové HPLC pumpy, ze které se privadi
mobilni fdze o ménicim se sloZeni na vstup CEC kapilairy76’79,
a ddle uziti dvou zdroji vysokého napéti fizenych pocita-
¢em®*8!. Obé& naposledy popsané metody maji spolednou ne-
vyhodu v instrumentdlni ndro¢nosti, kterd je v silném protikla-
du k principidlni jednoduchosti CEC. Nejnovéji byla popsdna
velmi jednoduchd metoda, vyuZivajici pro ptipravu kontinu-
dlnich gradientd mobilni faze turbulence, ke které dochézi
v misté nahlého zvétSeni priméru piivodni kapilérygz.

| |
l VN zdroj [

UV-VIS
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A
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Obr. 3. Schéma instrumentace pro kapilarni chromatografii
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CH,O
OCH,
gomisin N wuweizisu C

Prehled charakteristickych aplikaci CEC v nédpliiovych mikroc¢asticovych kolondch

Analyt Staciondrni faze Mobilni féze Lit.
Polycyklické aromatické uhlovodiky 3 wm Nucleosil C18 acetonitril/2 mM bordt (80:20) 110
Triazinové herbicidy 3 um Hypersil C18 acetonitril/25 mM octan sodny, pH 8 (50:50) 111
3 um Hypersil C8
Steroidy 3 um Hypersil C18 acetonitril/2 mM fosfdt, pH 7,8 (80:20) 32
Kanabinoidy 3 um Hypersil C18 acetonitril/25 mMm fosfat, pH 2,57 (gradient) 112
Triglyceridy 3 um Hypersil C18 50 mM octan amonny v acetonitril/
isopropylalkohol/n-hexan (57:38:5) 113
Vitaminy — estery retinolu 7 um Nucleosil C18 2,5 mM octan lithny v N,N-dimethylformamid/ 114
acetonitril/methanol (20:70:10)
Thalidomid a jeho derivéty 5 um LiChrospher C18 acetonitril/5 mM octan amonny, pH 6 (60:40) 115
PTH derivdty aminokyselin 5 um Zorbax ODS acetonitril/5 mMm fosfdt, pH 7,55 (gradient) 78
Cyt ¢ — tryptické Stépeni 1,5 wm Polymicro ODS 1,5% TFA/acetonitril (gradient) 116

Soucasny rozvoj v molekuldrni biologii a biochemii pre-
devsim v souvislosti s projekty studia genomu, proteomu
a metabolomu s sebou pfinesl potiebu analyzy velkého mnoz-
stvi vzorkl o velmi malych objemech. Jednim z feSeni toho-
to problému je miniaturizace a automatizace stdvajicich se-
paracnich analytickych metod, coz vedlo k vyvoji mikrofluid-
nich zafizent, respektive zafizeni na bazi mikro¢ipa®. I kdyz
nejcastéji vyuzivanou metodou je v tomto piipadé CZE, ob-
jevilgy se jiz prvni zprdvy o spojeni téchto technik s CEC
(cit.?).

5. Aplikace

Prestoze CEC byla vyvinuta pro separaci neutrdlnich ltek,
jeji aplikacni potencidl se v soucasné dobé neomezuje pouze
na né. Aplikace zahrnuji latky organické i anorganické, nizk-
omolekuldrni i vysokomolekularni, latky syntetické ¢i ptirod-
nitho pivodu. CEC tedy miZze najit uplatnéni v celé fadé ob-
lasti, jako jsou farmakologie, biochemie, biotechnologie, or-
ganickd chemie, chemie Zivotniho prostiedi atd. Pfevladajicim
chromatografickym médem je pritom chromatografie s obra-
cenymi fazemi, CEC vsak bgfla rovnéz provadéna v uspordda-
ni s normdlnimi fazemi®®°, jako ionexova®~® nebo gelovd
permeaéni chromatografie*®*’™° a dokonce jako adsorpéni
chromatografie na hydroxyapatituwo. Je vSak nutné zd@raznit,
Ze s ohledem na amfifiln{ charakter staciondrni faze v CEC
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Obr. 4. Piiklad separace extraktu schisandry ¢inské (Schisandra
chinensis) metodou CEC (a) na monolitické polyakrylamidové
C12 koloné a HPLC (b) s obracenymi fazemi — A: schisandrin, B:
gomisin A, C: gomisin N, D: wuaweizisu C (pfevzato z prace'”
s laskavym svolenim vydavatelstvi Elsevier)
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Tabulka II

Prehled charakteristickych aplikaci CEC v monolitickych polymernich koloniach

Analyt Staciondrni faze Mobilni faze Lit.
Enantiomery aminokyselin polymethakrylat acetonitril/kys.octovéd/voda (80:10:10) 117

(molekuldrni otiskovani)

Peptidy polyakrylamid C12 acetonitril/10 mM Tris—15 mM borat, pH 8,2 (47:53) 47
Steroidy polyakrylamid C12 acetonitril/voda/mravencan, pH 3 (55:40:5) 118
Zlucové kyseliny polyakrylamid C12/NH, acetonitril/voda/mravencan, pH 3 (55:40:5/ 60:35:5) 53
Lignany polyakrylamid C12 acetonitril/10 mMm Tris—15 mM bordt, pH 8,2 (70:30) 109
Tabulka IIT

Prehled charakteristickych aplikaci CEC v povrchové modifikovanych kolondch

Analyt Staciondrni faze Mobilni faze Lit.
Tetracyklinova antibiotika C18 methanol/30 mM citrdt—24,5 mM B-alanin, pH 3,0 (40:60) 119
Varianty laktoglobulinti A a B DNA aptamery 25 mM Trizma, pH 7,3 10 mM fosfat, pH 7,3 120
Benzodiazepiny cholesterol acetonitril/10 mM Tris—HCI, pH 7,3 (gradient) 121
Aminokyseliny derivaty porfyrinu 0,1 M fosfat, 50 mMm Tris, pH 2,1 50 mMm bordt, pH 9,7 122

jde casto o kombinaci téchto modi. CEC byla téz aplikovdna
pii separaci chirdlnich latek''™'* a to za pouziti chirdlnich
staciondrnich fazi nebo ptidavku nékterého z chirdlnich selek-
torti do mobilni faze. Rozsdhlé uplatnéni zde nasla jiz zmino-
vand technika molekuldrniho otiskovdni.

Vzhledem k mnoZzstvi praci zabyvajicich se aplikaci té-
to metody, neni mozné uvést jejich kompletni prehled, a pro-
to jsou v tabulkdch I az III uvedeny jen priace dokumen-
tujici jeji aplikacni zdbér. Pfipadni zdjemci jsou odkdzani
na fadu ];fehlednl}?ch ¢lankd, vénovanych dané problemati-
ce!3-16.19.21-23,105-108

Jako typicky priklad miiZe pfitom slouZit analyza tetrahy-
drocyklookta[1,2:3,4]dibenzenovych lignant (viz schéma 1)
v extraktu 1é¢ivé rostliny schisandry ¢inské (syn. Klanopras-
ka) Schisandra chinensis'® (obr. 4). Pro srovndni je uvedena
analyza stejného extraktu HPLC s obrdcenymi fazemi. Jak je

Stho rozliSeni analyzovanych latek.

6. Zavér

CEC je unikatni elektromigra¢ni separacni metoda, kte-
rd se v poslednich péti letech intenzivné rozviji. Lze oceka-
vat, Ze v budoucnu ziskd velkou dilezitost pro svou vyso-
kou separacni ucinnost, rychlost analyzy, nizké ndroky na
mnozstvi vzorku a relativné nizkou finan¢ni naro¢nost. Z je-
jiho vyvoje lze usuzovat, Zze CEC bude uzivdna v laboratofich
jako mozn4 alternativa stdvajicich separacnich metod HPLC
a CZE. V soucasné dobé je vSak potencidl CEC omezen ce-
lou fadou problémi. Musi byt vyfeSena reprodukovatelnd pii-
prava kolon, at jiZ na bazi mikrocdsticovych ¢i polymer-
nich stacionarnich fazi. Dal§im vyznamnym omezenim je ne-
existence komeréné dostupné instrumentace. Po vyfeseni
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téchto problémt, které si vyzada v nejblizsich letech nemalé
dsili, ma CEC Sanci stdt se rutinné pouzivanou metodou.

Tato prdce byla podporena Grantovou agenturou Ceské
republiky (grant ¢. 203/02/1447) a Programem podpory cile-
ného vyzkumu a vyvoje Akademie véd Ceské republiky (grant
¢ §4031202).
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L. Kvasnitkova?®, Z. Glatz®, and V. Kahle® (“District
Public Health Department, Uherské Hradisté, "Department of
Biochemistry, Faculty of Science, Masaryk University, Brno,
“Institute of Analytical Chemistry, Academy of Sciences of the
Czech Republic, Brno): Capillary Electrochromatography

Capillary electrochromatography (CEC) can be conside-
red a hybrid of capillary electrophoresis and high performance
liquid chromatography (HPLC). The growing interest in this
technique is reflected in an increasing number of relevant
scientific publications. CEC uses an electrically driven flow
to transport the solutes through the chromatographic column.
Separation can be achieved by differential interaction with
stationary phase, differential electromigration, or a combina-
tion of both. The main features of CEC are presented, inclu-
ding basic principles and a literature overview on the practical
approaches used.
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1. Uvod

Béhem posledniho desetileti doslo k rychlému rozvoji
a velkému rozsiteni iontovych zdroji pracujicich za atmosfé-
rického tlaku, tj. ionizace elekrosprejem (Electrospray lonisa-
tion — ESI), ptip. chemické ionizace za atmosférického tlaku
(Atmospheric Pressure Chemical Ionisation — APCI). Tyto
techniky umoziuji kontinudlni zavddéni kapalnych vzorka do
iontového zdroje a jsou vhodné pro analyzu latek od stfedné
poldrnich az po iontové. Takové vlastnosti je (vedle starSich
technik Fast Atom Bombardment — FAB a Liquid Secondary

*  Autor pro korespondenci
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Ion Mass Spectrometry — LSIMS) ¢ini mimorddné vhodnymi
pro analyzu nizkomolekuldrnich metabolitti. Hmotnostni de-
tektor a piipadné on-line spojeni se separacni technikou (vy-
sokotc¢innou kapalinovou chromatografii nebo kapildrni elek-
troforézou) zajistuji dostateCnou selektivitu stanoveni v tak
komplexnich matricich, jako jsou mo¢, krev, plazma nebo
sérum. Pro fadu skupin pfedevs$im poldrnich analytG (napf.
aminokyseliny, acylkarnitiny) je technika ESI/MS/MS, piip.
APCI/MS/MS vhodnéjsi nez GC/MS, ktera v takovych piipa-
dech vyzaduje ndaro¢néjsi piipravu vzorki. Moderni ioniza¢ni
techniky dovolily vyvinout systémy schopné analyzovat né-
kolilf stovek vzorkl za den a automaticky vyhodnotit ziskana
data’.

Dédi¢né metabolické poruchy (DMP) jsou vzdcné se vy-
skytujici onemocnéni — incidence se pohybuje od cca 1 : 10 000
v piipadé napf. fenylketonurie az k 1 : 500 000 u velmi vzac-
nych poruch; jejich kumulativni incidence je 1 : 500. Klinické
pfiznaky jsou ¢asto natolik nespecifické, Ze v€asné stanoven{
koncentrace pfislusnych metaboliti v rdmci screeningového
programu béhem nékolika prvnich dni po narozeni miize byt
jedinou cestou, jak urcit diagnézu difve, nez nastanou nevratné
patologické zmény v organismu pacienta. Tato diagnostika
vyzaduje stanoveni fady analyti ve velkém poctu vzorkd
(fddove desitky az stovky tisic ro¢né). Dostatecné selektivity
a prostupu vzorki Ize dosahnout pouzitim MS (cit.?).

Tento prehledny referat se zaméiuje na DMP, které lze
diagnostikovat na zakladé stanoveni aminokyselin, acylkarni-
tind, organickych kyselin (karboxylové kyseliny C3 az C6
a jejich hydroxy- a ketoderivaty), vyssich mastnych kyselin,
zlucovych kyselin a purinovych a pyrimidinovych latek. Vy-
uziti ESI/MS/MS a APCI/MS/MS pro tyto skupiny metabolitti
zjednodusilo analyzu oproti tradiécnim GC/MS nebo jinym
metoddm, coz v nékterych vyspélych stitech umoznilo roz-
béhnout rozsdhlé screeningové programy.

2. Dédi¢né metabolické poruchy
z hlediska biochemie a molekularni biologie

Pfi¢inou DMP jsou mutace gent slouZicich jako pted-
loha pfi proteosyntéze. Vznikd abnormadlni protein s pozmeé-
nénou sekvenci aminokyselinovych zbytki. Jeho funk¢nost
(nejcastéji katalytickd aktivita) mGze byt zcela nebo z velké
Casti zachovdna, pokud se zména sekvence vyskytuje mimo
vazebnd mista substrdtu a koenzymu. V opa¢ném piipadé je
aktivita enzymu podstatné sniZena nebo je nulovd. Aktivi-
t¢ abnormdlniho enzymu u konkrétniho jedince odpovidd §i-
rokd $kdla klinickych projevdi DMP od asymptomatického
pribéhu az po tézké poskozeni tkdni, selhdni organti a pred-
¢asnou smrt.

Preruseni metabolické drahy na misté odpovidajicim ne-
funkénimu enzymu zpiisobi hromadéni substratu a nedostatek
produktu enzymové reakce. Nevyuzity substrat mize byt me-
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Tabulka I
Poruchy odbourdvani mastnych kyselin

Referdty

DMP Diagnosticky vyznamné metabolity® Lit.
Poruchy transportu acyl-CoA do matrix mitochondrii:
Deficience karnitinpalmitoyltransferasy II acylkarnitiny C14, C16:1, C16, C18:2, C18:1, C18 5-7
nebo karnitinacylkarnitintranslokasy®
Poruchy B-oxidace:
Deficience dehydrogenasy acyl-CoA
s kratkym fetézcem acylkarnitiny C2, C4, C5 1,7
se stiednim fetézcem acylkarnitiny C2, C6, C8, C10:1, C10 1,7-9
s dlouhym fetézcem acylkarnitiny C14:2, C14:1, C16, C18:1, C18 1,7,10
Deficience peroxisomdlni dehydrogenasy mastné kyseliny C20, C22, C24, C26 11
acyl-CoA s velmi dlouhym fetézcem
Deficience dehydrogenasy hydroxyacyl-CoA  3-hydroxyacylkarnitiny C16, C18:1, C18, acylkarnitiny C14:1, C14 7,12
s dlouhym fetézcem
Porucha vice acyl-CoA dehydrogenas acylkarnitiny C2, C3, C4, C5, C6, C8, C10, glutaryl- 1,7

(glutarovd acidurie II)

*Uvedeny jsou i metabolity, které jsou pouzity k vyhodnoceni ndlezu porovndnim koncentrace akumulovaného a ,,referenéniho*
metabolitu, ° nelze rozlisit jen na zakladé stanoveni acylkarnitini'®, ¢ existuje i deficience karnitinpalmitoyltransferasy I, je ale

N

mnohem vzdacnéjsi, 4 mastné kyseliny s velmi dlouhym fetézcem (C20 a vyssi) jsou katabolizovdny v peroxisomech modifiko-

vanou formou B-oxidace

tabolizovdn jinym enzymem za vzniku odliSného produktu.
Patologicky miize plisobit hromadéni substrdtu i pfitomnost
alternativniho produktu (nebo vice produkti), stejné jako ne-
dostatek produktu zastavené reakce.

2.1. Poruchy odbourdvdni
mastnych kyselin®*

Katabolismus mastnych kyselin, zndmy jako B-oxidace, se
odehrdvd pfedevsim v mitochondriich, i kdyZ podobnou enzy-
matickou vybavu obsahuji i peroxisomy. DMP katabolismu
mastnych kyselin mohou byt disledkem poruchy transportu
mastnych kyselin do mitochondridlni matrix nebo poruchy
vlastni B-oxidace. Pro diagnostiku se vyuziva stanoveni acyl-
karnitint v plazmé nebo plné krvi (resp. krevnich skvrnach na
filtracnim papife, viz ddle). V tabulce I jsou uvedeny jednot-
livé poruchy a jim odpovidajici diagnosticky vyznamné me-
tabolity spolu s citacemi odkazujicimi na jejich detekci nebo
stanoveni hmotnostni spektrometrii.

2.2. Poruchy odbourdvdni
aminokyselin®

Katabolismus aminokyselin se sklddd z odstranéni o--ami-
noskupiny transaminaci a z ndsledného odbourani uhlikového
fetézce na prekurzory nebo meziprodukty citratového cyklu.
DMP se mohou tykat jak enzymi katalyzujicich odbouran{
uhlikového fetézce aminokyselin, tak enzymt mocovinového
cyklu. Pro diagnostiku se vyuzivd stanoveni aminokyselin,
acylkarnitind, acylglycint (detoxikacnich produktd) a orga-
nickych kyselin v plazmé a moci. Jednotlivé poruchy a odpo-
vidajici diagnosticky vyznamné metabolity jsou uvedeny v ta-
bulce II.

94

2.3. Poruchy metabolismu
zluc¢ovych kyselin

Zlugové kyseliny jsou biosyntetizovany v peroxisomech
z cholesterolu. To mimo jiné zahrnuje zkraceni postranniho
fetézce tri-, resp. dihydroxycholestanové kyseliny B-oxidaci
za vzniku cholové, resp. deoxycholové kyseliny. Proto je
stanoveni rdznych Zlu¢ovych kyselin a jejich konjugatt (nej-
Castéji s glycinem a taurinem) pouzitelné v diagnostice pero-
xisomdlnich poruch.

K diagnosticky vyznamnym metabolitim patii glykotri-
hydroxycholové24, taurocholova®, taurotrihydroxycholovai24,
taurotetrahydroxycholova®®, taurotrihydroxycholestanova***
a taurotetrahydroxycholestanova kyselinaz“’26 a C29-dikarbo-
xylova 7lu¢ovi kyselina®>. Stanoveni uvedenych metabolitii
se provadi v mo¢i**?*?” plazmé nebo séru**°a ve 7lu¢i’.
2.4. Poruchy odbourdvdni purinovych

a pyrimidinovych bdzi a nukleosida"

Lidsky organismus katabolisuje hlavni purinové nukleosi-
dy adenosin a guanosin az na kyselinu mocovou, kterd je
vylucovana v moci. Pyrimidinové nukleosidy uracil, resp.
thymin jsou odbourdvany na [3-alanin, resp. f-aminoisomadsel-
nou kyselinu (dalsi katabolismus vede pfes malonaldehyd,
resp. methylmalonmonoaldehyd k malonyl-CoA, resp. sukci-
nyl-CoA, coz jsou metabolity zapojené do biosyntézy mast-
nych kyselin, resp. do citratového cyklu).

Hmotnostni spektrometrie v diagnostice poruch spojenych
s touto skupinou metabolitli predstavuje relativné nejméné
propracovanou oblast. Metabolity se stanovuji v moci. V ta-
bulce III jsou uvedeny konkrétni poruchy a jim odpovidajici
metabolity.
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Tabulka II
Poruchy odbourdvani aminokyselin
DMP Diagnosticky vyznamné metabolity® Lit.
Poruchy odbourdvdni uhlikoveho fetézce:
Hyperfenylalaninemie” Phe, Tyr 1,14-16
Deficience systému odbourdvajictho Gly 1
glycin (neketotickd hyperglycinemie)
Deficience dehydrogenasy 2-ketokyselin Leu, Ile, Val, Phe 1,17
s rozvétvenym fetézcem (nemoc
javorového sirupu)
Deficience fumarylacetoacetdthydrolasy Phe, Tyr 1,16
(tyrosinemie I)
Deficience jaterni tyrosintransaminasy Phe, Tyr 1,16
(tyrosinemie II)
Deficience isovaleryl-CoA-dehydrogenasy acylkarnitiny C2, C5 1,6,10
(isovalerovd acidurie) v moci: isovalerylglycin, 3-hydroxyisovalerova kyselina 18,19
Deficience 3-hydroxy-3-methylglutaryl- hydroxyacylkarnitin C5, methylglutarylkarnitin 1
-CoA-lyasy (3-hydroxy-3-methylglutarovd v moci: 3-hydroxyisovalerovd kyselina, 3-hydroxy-3- 18
acidurie) -methylglutarovd kyselina, 3-methylglutakonovd kyselina,
3-methylglutarova kyselina
Deficience glutathionsynthetasy pyroglutamova kyselina, Phe 1
(pyroglutamov4 acidurie) v moc¢i: pyroglutamova kyselina 20
Deficience histidinamoniaklyasy v moc¢i: His 20
(histidinemie)
Deficience homogentisatoxidasy v mo¢i: homogentisova kyselina 20
(alkaptonurie)
Deficience glutaryl-CoA-dehydrogenasy glutarylkarnitin® 1,6,10
(glutarovd acidurie I)
Deficience cystathionin-B-synthasy Met 1
(homocystinurie)
Deficience prolindehydrogenasy/ Pro, Phe 1
glutamét-5-semialdehyddehydrogenasy®
(hyperprolinemie)
Deficience -ketothiolasy acylkarnitiny C5:1, hydroxy-C5 1
Vicendsobna deficience karboxylas acylkarnitiny C2, C3, hydroxy-C5 1
Deficience 3-methylkrotonyl-CoA- hydroxyacylkarnitin C5 6
-karboxylasy
Deficience propionyl-CoA-karboxylasy acylkarnitiny C2, C3 1,10,21
(propionova acidemie) v moci: methylcitronovd kyselina, tiglylglycin, 18
propionylglycin
Methylmalonovd acidurie® methylmalonova kyselina, acylkarnitiny C2, C3 1,10,21,22
v moc¢i: methylmalonova kyselina, methylcitronovad kyselina 18,22
Poruchy cyklu mocoviny:
Deficience ornithinkarbamoyltransferasy v moci: orotovd kyselina, uracil 23
Deficience argininsukcindtsynthetasy citrulin, Phe, Tyr 1
(citrulinemie)
Deficience argininsukcindtlyasy citrulin, Tyr 1
(argininsukcindturie) v moci: argininjantarova kyselina 18

 Stanoveni v krvi nebo plazmé, pokud neni uvedeno jinak; uvedeny jsou i metabolity, které jsou pouzity k vyhodnoceni ndlezu
porovndnim koncentrace akumulovaného a ,,referenéniho* metabolitu, b existuji hyperfenylalaninemie z deficience fenylanin-
hydroxylasy a deficience enzymi biopterinového metabolismu, ¢ ostatni acylkarnitiny maji normélni hodnoty — odliSeni od
glutarové acidurie I, 4 citovand publikace nespecifikuje, o ktery z enzyma jde, © existuje nékolik enzymd jejichz deficience
zpusobuje methylmalonovou acidurii: methylmalonyl-CoA-mutasa a ddle enzymy zodpovédné za tvorbu adenosylkobalaminu,

coz je koenzym uvedené mutasy
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Tabulka IIT

Referdty

Poruchy odbourdvéni purinovych a pyrimidinovych bazi a nukleosidd

DMP Diagnosticky vyznamné metabolity Lit.
Deficience adenosindeaminasy adenosin, deoxyadenosin 23
Deficience purinnukleosidfosforylasy inosin, deoxyinosin, guanosin, deoxyguanosin 23
Deficience xanthinoxidasy xanthin, hypoxanthin 23
Deficience molybdenového kofaktoru xanthin 23
Deficience adeninfosforibosyltransferasy adenin, dihydroxyadenin 23
Deficience adenylsukcinasy sukcinyladenosin 23
Deficience dihydropyrimidindehydrogenasy uracil, thymin, 5-hydroxymethyluracil 23,28
Deficience orotdtfosforibosyltransferasy orotova kyselina 23

anebo orotidyldtdekarboxylasy

3. Pristrojové vybaveni a postupy
pro hmotnostné spektrometrické
stanoveni metabolitii

3.1. Odbér klinického vzorku

Jak jiz bylo naznaceno, pro ucely diagnostiky DMP se
odebird bud moc¢ anebo krev, kterd se ddle mtize zpracovat na
plazmu nebo sérum. Kromé klasického zptisobu odbéru ,,do
zkumavky* se zejména pro screeningové programy uplatiuje
odbér moci a plné krve na kartu filtraéniho papiru. Na karté je
vyznaceno kolecko, do néjz se nechd nasdknout nékolik kapek
moci nebo krve. Dalsif moznosti je prouzek filtracniho papiru
umistény do plenek novorozence, piipadné ponofeny do na-
dobky s odebranou moci. Po nasaknuti vzorkem se karta nebo
prouzek nechaji vysusit. Vzorek na filtracnim papife md fadu
vyhod: stabilita analytl v pevné fdzi, snadnd technika odbéru,
pohodlnd manipulace a transport.

V klinické laboratofi je z karty na pfislusSném misté spe-
cidlnim prfistrojem vyraZeno kolecko presného primeéru a umis-
téno do vialky nebo jamky mikrotitracni desti¢ky, ve které
probihd dalsi zpracovdni. Prouzky nasdklé vzorkem jsou zpra-
covavdny celé nebo se vezme jejich definovand ¢dst. Objem
krve nebo moci pripadajici na ur¢itou plochu papiru je stano-
ven predem napf. takto™: vytvoii se dvé skvrny vzorku se
standardnim pfidavkem analytu. Druhd skvrna musi obsaho-
vat definovany objem vzorku (V). Z prvni skvrny se vyrazi
kolecko o ptesné plose (S), druhd se vystfihne celd. Provede
se stanoveni analytu v obou vzorcich. Objem vzorku pfipada-
jici na jednotkovou plochu filtra¢niho papiru (V) je pak de-
finovdn takto:

V= (m,.V) / (my.5)

kde m, resp. m, jsou stanovené hmotnosti analytu v ¢dsti prvni
skvrny o ploSe S, resp. v druhé skvrné.

Nutnou podminkou tedy je, aby k analyze odebrany papir
byl kompletné napustény vzorkem — tak je mozné dosahnout
postacujici pfesnosti a spradvnosti stanoveni.
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3.2. Ptiprava vzorku k analyze

V piipadé vzorki na filtratnim papife je nutné analyty
nejdrive prevést zgét do roztoku extrakei vodou'* nebo smési
vody a methanolu®® za podpory sonikace nebo tiepan.

Stanoveni koncentrace analyt se provadi metodou pfi-
davku isotopové znacenych standardd (viz 3.6.). Tyto stan-
dardy byvaji nejcastéji priddny do rozpoustédla, kterym se
extrahuje papir, pripadné jesté pred vlastni extrakei je defino-
vany objem roztoku standardl napipetovan na prouzek papiru
napustény vzorkem™".

Po extrakci je vzorek podroben odstfedéni, piip. filtraci
a supernatant (filtrdt) je pfeveden do ¢isté vialky nebo jamky
mikrotitracni desticky. Takto pripravené vzorky se bud pfimo
analyzuji, anebo se provadi derivatizace.

Ke kapalnym vzorkiim moci nebo plazmy se pridava roz-
tok isotopové znaCenych standardli a po ptipadné deproteini-
zaci acetonitrilem a centrifugaci se zpracovavaji podobné jako
extrakty z papiru.

Metody stanoveni acylkarnitint a vétSina metod stanove-
ni aminokyselin vyuzivaji derivatizace analyti na butyleste-
ry. Esterifikuji se karboxyly aminokyselin, karnitinu a acyla
s dvéma karboxylovymi skupinami. Blokovani téchto skupin
zabranuje vyskytu analytli ve formé neutrdlnich amfiontd
a (v pripadé sloucenin se dvéma nebo vice karboxylovymi
skupinami) zdporné nabitych iontd jiZ v roztoku. To vyrazné
zvysuje podil kladné ionizovanych molekul analytu v ionto-
vém zdroji. ZvySeni ui¢innosti ionizace md za ndsledek snizeni
detekéniho limitu metody?.

Pred derivatizaci se extrakt odpaii do sucha v proudu
dusiku. K odparku se pfiddvd 3 M-HCl v butan-1-olu pfip. smés
acetylchloridu a butanolu. Esterifikace probihd 15 aZ 30 minut
pri teploté 65 °C. Pak se prebytecny butanol a HCI odpaii
v proudu dusiku. Nakonec se odparek rozpusti v rozpoustédle
vhodném pro dals{ analyzu (viz 3.3.).

Zlugové kyseliny se ze vzorku moé¢i, krve, plazmy nebo
i Zluci izoluji extrakci pevnou fazi na C-18 kolonkdch®*2%27
Jiny postup™ je zaloZen na piidavku roztoku isotopové znace-
nych standardl a acetonitrilu k plazmé. Po centrifugaci se
supernatant odpafi k suchu, odparek se rozpusti a analyzuje.

Purinové a pyrimidinové metabolity se pouze extrahu-
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ji z prouzki filtraéniho papiru bez dalii derivatizace™*,

Metoda pro stanoveni mastnych kyselin s velmi dlouhym
feté%lcem vyuZzivd jejich pfevedeni na dimethylaminoethyles-
tery .

3.3. Zavadéni vzorku, spojeni
s vysokouc¢innou kapalinovou
chromatografifi
a kapildrni elektroforézou

Nejvétsi prinos zejména pro screening lze pripsat aplika-
cim, které se obejdou bez predchozi separace vzorku na chro-
matografické koloné. Do tohoto stadia byly dopracovany né-
které metody stanoveni acylkarnitind, aminokyselin a mast-
nych kyselin s dlouhym fetézcem. K tomu pfispéla zejména
skute¢nost, ze meékké ionizaéni techniky poskytuji jednoduché
pseudomolekuldrni ionty analytl, a ne fragmenty, tak jako
elektronovd ionizace. Systém pro analyzu bez on-line separace
se sklada z HPLC cerpadla, automatického davkovace a hmot-
nostniho spektrometru, které jsou zapojeny v sérii. Cerpadlo
zajistuje kontinudlni pritok v fadu desitek pl.min™". Slozeni
,,mobilni faze* je podobné jako v piipadé chromatografie na
reverzni fazi (viz nize). Automaticky davkovac v pravidelnych
intervalech dvou aZ péti minut nastiikuje vzorky (5 az 20 pl)
—jednd se tedy o prtitokovou analyzu.

Spojeni HPLC/MS/MS je nutné vyuzit zejména tehdy, kdy
je potfeba rozdélit isomery nerozliSitelné ani tandemovou
hmotnostni spektrometrii (coz jsou v ramci diagnostiky DMP
vyjimecné piipady), nebo je ucinnost ionizace pro dané ana-
lyty snizovdna soucasnou pfitomnosti slozek matrice v ionto-
vém zdroji a signdl se ztraci v sumu®?® HPLC se pak realizuje
na béZznych analytickych kolonach C-18 délky 100-250 mm,
nékdy i kratiich**®. Pracuje se isokraticky nebo gradientovou
eluci, pH mobilni fize (smés methanolu nebo acetonitrilu

Referaty

a vody) byva upraveno pridavkem kyseliny (mravenci, octo-
vd, trifluoroctova) anebo tékavym pufrem (mravencan, octan
amonny).

Pokrok v rozvoji elektroforetickych metod a jejich spojeni
s hmotnostni spektrometrif pies elektrosprejové rozhrani s se-
bou 2pﬁnéél’ i diagnostické aplikace techniky CE/ESI/MS/MS
(cit.”), kterou je mozné povazovat za alternativu spojeni HPLC/
MS/MS. Vyhodou CE je prdce s malym objemem vzorku,
minimdlni potfeba jeho predipravy a nizka spotfeba chemiké-
lif. Rutinnimu vyuziti této techniky zatim brani technické
obtize jejtho spojeni s hmotnostni spektrometrii, nevyhodou
je rovnéz vysoka koncentracni mez detekce.

3.4. Iontové zdroje

V soucasnosti je elektrosprej (obr. 1a) nejpouzivanéjsi
iontovy zdroj v oblasti hmotnostni spektrometrie nizkomole-
kuldrnich metabolitd. Je vhodny pro stfedné poldrni aZ iontové
latky. Ionizace nastdva odpafovanim nabitych kapicek roztoku
vzorku rozpraSovaného proti vstupni Stérbiné spektrometru
z tzv. ESI jehly (kovové kapildry) pfipojené na vysoky poten-
cidl 3-5 kV. ESI zdroj je vhodny pro pritoky od jednotek do
nékolika malo stovek ul.min™', proto se v piipadé spojeni
s HPLC vyuziva délice toku, aby bylo dosaZzeno optimalniho
pritoku eludtu do iontového zdroje. Pfi spojeni s CE se naopak
pritok zvySuje pomocnou kapalinou (methanol apod.) na né-
kolik ul.min™' (pii pouZiti nanospreje se pracuje bez této
pomocné kapaliny).

Rozhrani pro chemickou ionizaci za atmosférického tlaku
(obr. 1b) je alternativou elektrosprejové ionizace. Komeréni
pristroje byvaji obvykle vybaveny obéma typy ionizace, je-
jichZz zaména je snadnd a netrvd vice neZ nékolik minut.
Obecné je APCI vhodnd pro méné poldrni latky nez ESI, ikdyz
oblasti vhodné polarity analytti se u obou technik do znac¢né

a kV
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kapildra
kiemennd  dusik
kapildra
| \x aeros?II 1 . _desolvatované
kapalina —_— g — 1 ionty
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jehla
]

Obr. 1. Zjednodusena schémata ESI (a) a APCI (b), uspoiradani s vyhrivanou kapilarou
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Obr. 3. Kolizi indukovana disociace butylesterii acylkarniting®*'
(a)a aminokyselin16’17(b)

miry piekryvaji. V rozhrani APCI se roztok vzorku zmlzuje
do vyhfivaného prostoru cylindrického odpafovdku. Smés
horkych par a plynti pak proudi oblasti koronového vyboje
u Spicky jehly, kterou prochazi proud o velikosti nékolik HLA.
Vyboj ionizuje molekuly rozpoustédla a zmlzujictho plynu
(dusiku), a tyto ionty preddvaji ndboj molekuldm analyti.
APCI je v diagnostice DMP pouzivadna daleko méné nez ESI.
Ditivodem je napt. vyssi spotieba rozpoustédel a vzorku: doln{
hranice optimdlniho priitoku pro béznd rozhrani APCI je asi
200 ul.min".

Vyvojové stars$i mékkeé ionizacni techniky FAB a LSIMS
(obr. 2) jsou zalozené na aplikaci roztoku vzorku na sondu
vklddanou do iontového zdroje. Na sondu je zaméfen paprsek
rychlych atom@ Xe (FAB) nebo ionti Cs* (LSIMS). Dopad
rychlych ¢éstic zptisobi ionizaci molekul vzorku a jejich pre-
vedeni z kapalné do plynné faze. Rozpoustédlo musi obsaho-
vat glycerol, zajistujici obnovu kapalného filmu na sond¢, aby
mél signdl dostate¢nou dobu trvdni. Existuji pritocné modi-
fikace téchto technik (continuous flow) urcené pro spojeni
s HPLC; i v tomto piipadé je nutny pridavek glycerolu do
mobilni faze.

Vsechny vySe uvedené mékké ionizacni techniky posky-
tuji nejCast&ji pseudomolekuldrni ionty [M+H]* a [M-H]".
Nékdy dochdzi i k tvorbé aduktd s jinymi kationty, jako jsou
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napf. [M+Na]", [M+NH,]*, [M-2H+Na]  a klastrovych iontd,
napt. [M+M+H]*, [M+M+Na]*, [M+M-H]".

3.5. Analyzdtor iontt, skenovaci rezimy

V diagnostice DMP se témér vyhradné pouziva trojity
kvadrupdl (uspofdddni QQQ). Prvni a tfeti kvadrupdl (Q, a Q)
slouzi jako analyzatory iontli podle poméru hmotnosti a ndboje
(m/z), druhy kvadrupdl (Q,) plni funkci kolizni cely. V pro-
storu Q, podléhaji pseudomolekuldrni ionty kolizi indukované
disociaci (CID). Koliznim plynem byva inertni plyn (Ar, Xe,
He, N,) pod tlakem desetin Pa a kolizni energie se pohybuje
v fddu desitek eV.

Riiznymi kombinacemi funkci Q, a Q se nastavuji ndsle-
dujici reZimy skenovani:

Sledovdni vybraného dceriného iontu
(Selected reaction monitoring, SRM)

Q, i Q;jsou nastaveny na ionty se specifickym m/z, tzn. ze
vsech iontl vzniklych ve zdroji se vybere jeden (Q,) a po
fragmentaci v Q, se pomoci Q vybere jeden jeho fragment
(vétsinou ten s nejveétsim zastoupenim), ktery prochdzi az do
detektoru. Takto se postupuje u vSech analyti obsazenych ve
vzorku. SRM se mj. pouZivd v piipadech stanoveni vice ana-
lytd, z nichZ kazdy fragmentuje jinym mechanismem. V rdm-
ci diagnostiky DMP to jsou purinové a pyrimidinové latky
a mastné kyseliny s dlouhym fetézcem.

Sledovdni dcerinych iontii (Product (daughter) ion scan)

Q, je nastaven na ion se specifickym m/z, Q; skenuje urcity
interval m/z, tzn. ze vSech iontd vzniklych ve zdroji se vybere
jeden (Q,) apo fragmentaci v Q, se pomoci Q; sleduji viechny
jeho fragmenty. Tento rezim se pouziva zejména pii vyvoji
metody, protoZe poskytuje nejvice informaci o strukture latky
a o pribéhu jeji fragmentace.

Sledovdni materskych iontii (Precursor (parent) ion scan)

Q, skenuje urcity interval m/z, Q5 je nastaven na ion se
specifickym m/z, tzn. Ze Q, postupné vybira ionty z daného
intervalu m/z a Q, sleduje, zda a v jaké mife z nich vznikd
fragment s nastavenou hodnotou m/z. Sken se vyuzivd pii
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sledovani skupiny strukturné pfibuznych analyti s podobnou
fragmentaci, v pripadé diagnostiky DMP jsou to acylkarnitiny
poskytujici fragment m/z = 85 (obr. 3a).

Sledovdni neutrdlni ztrdty (Neutral loss scan)

Q, skenuje interval m/z. Q, zdroveti skenuje interval s m/z
niz§i o urcitou konstantni hodnotu, tzn. Q, postupné vybird
ionty z daného intervalu m/z a Q; sleduje, zda a v jaké mife pfi
fragmentaci ztrdceji ze své struktury neutrlni ¢dst dané hmot-
nosti. Stejné jako ,,precursor ion scan* se ,,neutral loss scan*
pouziva pro strukturné piibuzné analyty; pro diagnostické tcely
jsou to predevsim aminokyseliny, které odstépuji butylestero-
vou skupinu a vodik jako butyl-formiat (A m/z = 102, obr. 3b).

3.6. Zpracovdni a vyhodnocenf{
primdrnich dat

Diagnostické metody sméfuji ke stanoveni koncentraci
metabolitd. Pro hmotnostni spektrometrii neplati Zddny jedno-
duchy vztah mezi absolutnim signdlem detektoru a koncentra-
ci analytu, koncentrace analytd se proto stanovuje na zakladé
kalibrace signdlu analytu viaci signdlu vnitiniho standardu.
Jako vnitin{ standardy se v hmotnostni spektrometrii s vyho-
dou uzivaji isotopové znacené molekuly samotnych analytd.
Znaceni se provadi stabilnimi isotopy 2H, *C nebo "°N. Stan-
dardy obsahuji alespon tfi atomy téchto nuklidd, aby jejich
signdl nebyl zvySovan prispévkem pikti majicich pivod v pii-
rozeném vyskytu t€zsich isotopt H, C, N, O a S v molekuldch
analytu.

Signédlem daného iontu se rozum{ vyska, ptipadné plocha
piku u pfislusné hodnoty m/z integrovand pies vSechny skeny
vénované sledovdni tohoto iontu. Koncentrace analytu je pak
zjisténa z kalibra¢n{ zdvislosti poméru signdlu analytu a sig-
ndlu vnitfniho standardu na koncentraci analytu pfi konstantn{
koncentraci vnitiniho standardu. Sestrojit kalibra¢ni zdvislost
je nutné zejména v pripadech, kdy pro nékteré analyty nejsou
isotopové znacené standardy dostupné, a stanoveni se pak
provadi pomoci standardu podobné struktury.

Kromé koncentrace jednotlivych metabolitd jsou casto
uzitecné i dalsi ukazatele, jako jsou poméry koncentraci nebo
i jen prosté poméry signdli dvou metaboliti. Rozhodnuti
o diagnoze se ucini jejich porovnanim s referenénimi hodno-
tami stanovenymi jako urcity kvantil souboru hodnot charak-
terizujicich zdravou populaci.

Vyznamnym aspektem predevs§im screeningovych metod
je vyuZiti vypocetni techniky pro automatické vyhodnoceni
naméfenych dat. Systémy analyzujici az nékolik stovek vzor-
ka za den shromazduji tak obrovské mnozstvi dat, Ze jejich
,manudlni“ posuzovani je v podstaté nemozné. Reienim je
pocitacové vyhodnocovdni — na zdkladé prednastavenych re-
feren¢nich hodnot se vzorky rozdéli na klinicky vyhovujici
ana vzorky, které mohou vypovidat o metabolické poruse a je
potfeba se jimi ddle zabyvat. Takovy algoritmus detailné
popisuje napi. Rashed a spol'.

4. Zavér

V uplynulych deseti letech doslo k vyznamnému posunu
v diagnostice DMP. Ptechod od spojeni GC/MS s klasickou
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ionizaci elektronem k modernim ionizaénim technikdm umoz-
nil vyvinout metody s velmi vysokou prostupnosti vzorkd.
Tonizace za atmosférického tlaku (ESI, APCI) v oblasti dia-
gnostiky DMP nahrazuje i star$i mékké ionizacni techniky
FAB a LSIMS.

Prednost modernich metod je nutno vidét zejména v moz-
nosti prvotniho zachytu jedinct s DMP, i kdyz definitivn{
diagnoza je v kazdém konkrétnim pripadé oveéfovana a potvr-
zovéana nezdvislymi metodami (stanoveni aktivity enzymu
spojeného s danou poruchou, analyza piislusného genu aj.).
Plosny screening je v soucasnosti provddén jen v nékterych
vyspélych stitech (napt. USA, Nizozemsko, SRN); v budouc-
nosti v8ak lze ocekdvat vyznamné rozsiteni screeningu DMP
tandemovou hmotnostni spektrometrif i do dalSich statd.

Seznam pouzitych zkratek

APCI  chemickd ionizace za atmosférického tlaku
CE kapildrni elektroforéza

CID kolizi indukovanad disociace

CoA  koenzym A

DMP  dédicné metabolické poruchy

ESI ionizace elektrosprejem

FAB  ionizace ndrazem rychlych atomi

GC plynova chromatografie

HPLC vysokotcinnd kapalinova chromatografie

LSIMS hmotnostni spektrometrie s ionizaci z kapalné matri-
ce ndrazem rychlych ionti
MS/MS tandemova hmotnostni spektrometrie
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The review deals with the progress in the diagnostics of
inherited metabolic disorders by mass spectrometry in the last
decade. It is focused on the atmospheric pressure ionisation
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sure chemical ionisation. The first part of the article describes
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lites. The other part describes the procedures from sampling
over the analysis itself to the raw data evaluation.
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1. Uvod

Degradace organickych Skodlivin zamofujicich Zivotni
prostfedi je moznd s vyuZzitim tzv. pokrocilych oxidacnich
procesit (advanced oxidation processes)’, zaloZenych na tvor-
bé hydroxylovych radikdlt. Tyto reaktivni Cdstice napadaji
organické molekuly, které jsou pak v nékolika ndslednych
reakcnich krocich za tcasti kysliku mineralizovany az na CO,,
H,O a piislu§né minerdlni kyseliny. Dvojice nékterych orga-
nickych latek vzdjemné piithodnych strukturnich vlastnosti
vytvdreji tzv. supramolekuldrni komplexy typu hostitel-host
(inkluzni komplexy). Vzhledem k jejich rostoucimu prak-
tickému vyuZzivani v riiznych chemickych a biologickych pro-
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cesech, napf. pfi vyrobé 1ékd, katalyze analogické piisoben{
enzymd, pfi vyvoji molekuldrnich senzort, v genetickém inze-
nyrstvi’ atd., je dilezité posoudit, jak vznik takovych kom-
plext ovliviiuje reaktivitu jejich jednotlivych sloZzek. Proble-
matikou degradace supramolekuldrnich komplext se dosud
zabyvalo jen n&kolik autori>*,

V této studii byly pro roli hostti vybrdany dvé slouceniny,
jejichz zvyseny vyskyt v Zivotnim prostfedi je nezadouct, a to
naftalen a 4-chloranilin. V nasi laboratoii*® byla studovana
jejich degradace fotoindukovand trojmocnym Zelezem. Jako
hostitel naftalenu byl zvolen o-cyklodextrin (/), jehoZ sche-
maticky vzorec je na obrazku 1. Jejich inkluzni komplexy jsou
stabilizovdny van der Waalsovymi silami. Tetrasulfonova-
ny derivat kalix[4]arenu (I]) (cit.)) v deprotonované formé
(obr. 1) predstavoval vhodnou hostitelskou molekulu pro pro-
tonovany 4-chloranilin. Stabilitu tohoto systému pak zajisto-
valy prevazné elektrostatické pritazlivé sily mezi opacné nabi-
tymi slozkami®,

Vodné roztoky soli trojmocného Zeleza podléhaji hydro-
lyze za vzniku riznych hydroxokomplexti a oligomernich
rozpustnych agregét’, jejichz fotochemické reakce vedou
k produkci hydroxylovych radikdlti. Nejvyssi fotoaktivita by-
la zjisténa u komplexniho iontu [Fe(HZO)SOH]2+ (zkracené
oznacovaného jako Fe(OH)*). Jeho fotolyzu lze popsat rov-
nicf:

Fe(OH)** — Fe?* + "OH

Zeleznaté ionty jsou v pribéhu reakce za piftomnosti
kysliku reoxidovany na Fe** (cit.!*"%).

2. Experimentalni ¢ast

Naftalen (scintillation grade, Eastman Kodak Company
N.Y.), a-cyklodextrin (Fluka), 4-chloranilin (98 %, Aldrich),
sodnd sil tetrasulfonovaného kalix[4]arenu (cit.”) a kyselina
chloristd (p.a., Merck) byly pouzity bez dalsiho precisténi.
Roztoky Fe** byly pfipravovany rozpusténim chloristanu ze-
lezitého Fe(ClO,); . 9H,0 (>97 %, Fluka) v deionizované vodé
(Millipore 0Q).

Pro kontinudlni fotoindukovanou degradaci byla pouZita
dvé riznd experimentdlni uspordddni. V prvnim piipadé byl
vzorek umistén do mikrofotoreaktoru tvoreného standardni

SO,H

OH

o}
CH,
HO 4
OH OH
o 6
I 11

Obr. 1. Schematické vzorce o-cyklodextrinu (/) a tetrasulfono-
vaného derivatu kalix[4]arenu (1])
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kfemennou spektroskopickou kyvetou (optickd délka 1 cm)
a ozafovdn vysokotlakou rtutovou vybojkou (Osram HBO
200 W) s vifazenym monochromdtorem (Bausch and Lomb).
V druhém piipad€ byl reakéni roztok (objem do 100 ml)
ozafovan ve vdlcovitém fotoreaktoru z kfemenného skla stied-
nétlakou rtutovou vybojkou (Mazda MAW typ 125 W), emi-
tujici z 93 % pti 365 nm (viz obr. 2). Roztok ve fotoreaktoru
byl chlazen vodou protékajici plastém z kifemenného skla.
Intenzita vstupujiciho zéfeni byla stanovena ferrioxaldtovym
aktinometrem ', P¥i uZiti metody nanosekundové spektrosko-
pie byla excitace provadéna excimerovym laserem (Lambda
Physics) nebo laserem Nd:YAG (Quanta-Ray DCR-1).

Pro méfeni absorpcénich UV/VIS spekter byly pouzity
spektrofotometry Cary 3 (Varian) a Lambda 19 (Perkin-El-
mer). "H-NMR spektra byla ziskdna na piistroji Bruker AC400
pii frekvenci 400 MHz v prostiedi D,O okyselené piidavkem
CD,COOD (1,0.10 mol.I™).

Pro analyzy HPLC byly pouzity sestavy Waters 510 (auto-
sampler Waters 717 a DA detektor Waters 996) a Merck
(L-6200A Intelligent Pump, UV-VIS absorpéni detektor L-
-4250 a integrator D-2500), v obou piipadech s chromato-
grafickou kolonou s reverzni fazi Lichrospher RP 18 (Merck)

—> N [ - —>
chlazeni ( y
— T
\ [ | | [

0,5
A
0,4

03
02

0,1

070 1 1 1 I 1 1
260 270
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Obr. 3. Absorpéni spektra vodného roztoku naftalenu 1,13.107"
mol.I™") bez o-cyklodextrinu (tu¢na kiivka) a obsahujictho o-cyklo-
dextrin o koncentraci: 0,625; 2,5; 3,75; 4,38; 16,25; 50; 62,5; 93,7;
125; 137,5; 150; 175; 187,5; 250; 312.5; 375; 437,52 500.10 > mol.I"'
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o délce 250 mm, vnitfnim priméru 4,6 mm, naplnénou Césti-
cemi o priméru 10 nm tvoficimi kulovité shluky o priméru
5 um. Detailni podminky jednotlivych analyz jsou popsiny
v prici Belhdcové’.

3. Vysledky a diskuse

3.1. Inkluzni komplex naftalenu
s oo-cyklodextrinem

3.1.1. UV/VIS absorpcni spektroskopie — stechiometrie,
rovnovdazné konstanty a konformace komplexu

Na zdkladé zmén v absorpénim spektru vodného roztoku
naftalenu (1,13.10* mol.I""), k némuz byl piidavan o-cyklo-
dextrin v koncentracich od 0 do 0,5 mol.I”, byla studovédna
termodynamickd rovnoviaha piislusného inkluzniho komple-
xu (obr. 3). Pfi koncentracich a-cyklodextrinu piesahujicich
3.10 mol.I"! se ve spektrech naftalenu zfetelné objevily iso-
sbestické body, vibracni struktura byla zvyraznéna a absorpéni
pasy se posunuly k del$im vinovym délkdm, typickym pro
naftalen v nepoldrnich rozpoustédlech. Pozorované spektraln{
zmény byly v souladu s predpokladem, Ze dutina o.-cyklodex-
trinu pedstavuje nepolarni prostiedi'®.

Termodynamicka rovnovdha inkluzniho komplexu nafta-
lenu s o-cyklodextrinem byla analyzovana s pouzitim experi-
mentdlni zdvislosti absorbance na koncentraci o-cyklodex-
trinu, a to pro vybrané vinové délky, u nichz byla zména
absorbance nejvétsi. Byly navrZzeny 3 modely, predpoklddajici
i) vznik komplexu s pomérem naftalenu k o-cyklodextrinu
1:1, ii) ndslednou tvorbu komplexti 1:1 a 1:2 a iii) pfimou
tvorbu komplexu 1:2. Pro kazdy z téchto modeld byla meto-
dou nelinedrni regrese proloZena experimentdlnimi daty teo-
retickd kiivka (obr. 4). Zatimco kiivky odpovidajici modelim
i) a iii) nevystihovaly skutecné hodnoty zcela presné, model
(ii) pro néslednou tvorbu komplexti 1:1 a 1:2 vykézal velmi
dobrou shodu.

Hodnoty rovnovdznych konstant K,

2,8+0,5 mol ™.l

0,20 T T
A

0,15

0,10

0,05

0,00 ) '
10

-1
Cyocp> MOLL

Obr. 4. Zavislost absorbance (A) vodného roztoku naftalenu (1,13. 10+
mol.I™") pfi vlnové délce 298,75 nm na koncentraci o-cyklodextrinu
(c,-CD) akiivky proloZené touto zdvislosti na zdkladé modelt rovno-
vazné tvorby inkluzniho komplexu 1:1 (..--..); ndsledného vzniku
komplexti 1:1 a 1:2 ( ); a piimé tvorby komplexu 1:2 (- - - -)
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(odpovidajici tvorb& komplexu 1:1) a K, = 850+200 mol "1
(pro nasledny vznik komplexu 1:2) byly ziskdny souhrn-
nym zpracovanim experimentdlnich zdvislosti pro devét vybra-
nych vlnovych délek modelem ii) (obr. 5). Srovndni obou
hodnot ukazuje, ze komplex 1:2 je stabiln€js$i nez komplex
1:1, jehoz zastoupeni dosahuje nejvyse jen nékolika procent
(obr. 6).

Grabner a spol." studovali konformaci a fotofyzikalni
chovdni komplext naftalenu s cyklodextriny. V piipadé o-
-cyklodextrinu rovnéZ popsali komplex 1:2, pfi¢emz soucin
konstant K,.K, ziskany dvéma rtznymi postupy byl roven
3200 mol 1> a 3800 mol 1% Autofi rovnéz zjistili prevazu-
jici zastoupeni komplexu 1:2 a odhadli, Ze konstanta K, je
o nékolik fddt vyssi nez konstanta K.

Na zdkladé kvantové chemickych vypoctl byla navrzena
konformace komplexu 1:2. Nejprve byly semiempirickou me-
todou AM1 optimalizoviany geometrie jednotlivych mole-
kul. Pomoci molekuldrni mechaniky s vyuzitim silového pole

0,5 T
A

0,4

M| P | M
—4 -3 -2 -1

10 10 10
-1
Cy.cp» MOLL

Obr. 5. Zavislost absorbance (A) vodného roztoku naftalenu
(1,13.10™ mol.I'™") na koncentraci o-cyklodextrinu (c,-CD) pro
vlnové délky 261 nm (O), 266,5 nm (), 268 nm (A), 272,25 nm (*¥),
276,25 nm (), 278,5 nm (+), 283,5 nm (x), 286,25 nm (V),
289,75 nm (@)
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Obr. 6. Procentualni zastoupenl’ (o) jednotlivych slozek komplexu
naftalenu (1,13.10~ mol.I) s o~-cyklodextrinem v zavislosti na
koncentraci o-cyklodextrinu (¢ -CD); naftalen (- - - -), komplex 1:1
(++e-), komplex 1:2 (——)
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MM+ pak byla minimalizaci potencidlni energie vypoctena
nejpravdépodobnéjsi konformace inkluzniho komplexu nafta-
lenu s dvéma molekulami o-cyklodextrinu (obr. 7).

3.1.2. Nanosekundovd laserovd fotolyza —
reaktivita molekuly naftalenu

Reaktivita naftalenu rozpusténého ve vodé a vdzaného
v komplexu se dvéma molekulami a-cyklodextrinu byla po-
rovndna sledovanim zdniku jeho tripletového stavu meto-
dou nanosekundové laserové fotolyzy. Vodné roztoky nafta-
lenu jak bez o-cyklodextrinu, tak v jeho dostatecném nadbyt-
ku, byly ozdfeny nanosekundovym laserovym pulsem (A =
308 nm), ktery excitoval naftalen do prvniho singletového
stav tripletovy, jehoZ zanik byl sledovdn pfi vlnové délce
odpovidajici maximu triplet-tripletové absorpce (412 nm pro
volny naftalen a 416 nm pro jeho komplex s a-cyklodextri-
nem). Roztoky byly nasyceny bud kyslikem, nebo argonem.
Tripletovy stav inkludované molekuly naftalenu zanikal mno-
hem pomaleji (obr. 8), a to jak za pfitomnosti, tak i nepfitom-
nosti kysliku.

Pozorované vlivy byly detailné analyzovdny s vyuZzitim
kinetického modelu paralelnich reakci prvniho a druhého -
du. Na zdniku tripletového stavu se podilely tii soubézné
reakce, a to intramolekuldrni deaktivace (s rychlostni konstan-
tou prvniho fadu k,) a dva intermolekuldrni procesy, triplet-
-tripletova anihilace a zhdseni kyslikem (s rychlostnimi kon-

Obr. 7. Konformace inkluzniho komplexu 1:2 tvofeného naftalenem
(vyznacen Cerné) a o-cyklodextrinem (atomy H jsou vyznaceny bile,
C svétle Sedé, O tmavé Sed€) navrzend na zdkladé kvantové chemic-
kych vypocta
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Rychlostni konstanty zdniku tripletového stavu naftalenu volného a v inkluznim komplexu 1:2 s o-cyklodextrinem

Prostred{ Plyn k.

[L.mol™'.s™

k, [O,]

k [0,] +k, (0
S

[s]

Ar
vzduch
0,
Ar
vzduch
0,

Voda

Dutina a-cyklodextrinu

2,1.10°%
2,1.10°%
2,1.10°%
(9,6%0,3).107
9,6.107°
9,6.107°

0
7,6.10°
1,1.10°

0
1,4.10°
2,1.10°

(3,30,1).10*
(7,90,1).10°
(1,14+0,04).10°
(5,2+0,1).10°
(1,46+0,01).10°
(2,1620,01).10°

Cit."%, ® hodnota vypoctend pro roztok nasyceny Ar

0,03 T T T
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Obr. 8. Casova zavislost zaniku tripletového stavu naftalenu vol-
né rozpusténého (absorbance méiena pri vinové délce 412 nm)
a v komplexu 1:2 s o-cyklodextrinem (méieno pri 416 nm) ve
vodnych roztocich nasycenych O, resp. Ar; volny naftalen, O,
( ); naftalen v komplexu, O, (---); volny naftalen, Ar (- - - -);
naftalen v komplexu, Ar (------- ). Experimentdlnimi ¢asovymi zavis-
lostmi absorbance (slabé cary) byly na zakladé kinetického mode-
lu paralelnich reakci prvniho a druhého fadu metodou nejmensich
Ctverct prolozeny teoretické kiivky (silné ¢dry)

stantami druhého fadu k_ a k,). Rychlostni konstanty vSech
tif reakci byly vyhodnoceny pro naftalen volny i vdzany
v dutiné tvofené dvéma molekulami o-cyklodextrinu (tabul-
ka I). V disledku vzniku komplexu byly vSechny rychlostni
konstanty sniZeny.

Pozorovany pokles reaktivity hosta inkludovaného v duti-
né hostitele pfi vlastni bimolekuldrni reakci i pfi reakci s ma-
lou molekulou (zhdsen{ kyslikem) je vyznamnym zjiSténim
s moznou souvislosti s reaktivitou hydroxylového radikélu
s obéma slozkami komplexu v pribéhu jejich fotoindukované
degradace (viz ddle).

3.1.3. Rychlostni konstanty reakci s hydroxylovym radikdlem

Celkovdkinetika fotoindukované degradace je fizenarych-
losti vzniku hydroxylového radikdlu a jeho ndslednou pri-
mérni reakci s organickou litkou, tzv. OH-atakem'®. Rych-
lostni konstanta reakce druhého fadu hydroxylového radikédlu
s danou organickou slou¢eninou tedy predstavuje dilezitou
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veli¢inu, korelujici s formdlni rychlostni konstantou prvniho
fadu fotoindukované pseudomonomolekuldrni degradace této
organické latky.

Rychlostni konstanta reakce hydroxylového radikdlu s naf-
talenem, ky = 1,2.10" mol™".1.s7, byla pfevzata z literatury”.
Rychlostn{ konstanta reakce hydroxylového radikalu s o-cyk-
lodextrinem byla stanovena metodou popsanou Macounovou
a spol.lg, zaloZenou na nanosekundové laserové fotolyze vod-
nych roztokl obsahujicich K,[Fe(CN)y] a zkoumanou orga-
nickou slouceninu a soucasné nasycenych N,O. Vyhodno-
cenim experimentdlnich kinetickych kfivek odpovidajicich
riznym koncentracim o-cyklodextrinu byla ziskdna hodnota
rychlostni konstanty reakce o-cyklodextrinu s hydroxylovym
radikdlem, kcp = (4,50,2).10° mol ".1.s™".

Hodnoty rychlostnich konstant reakci obou slozek kom-
plexu s hydroxylovym radikdlem byly ndsledné vyuzity pfi
kinetické analyze fotoindukovanych procest, tj. pro srovnan{
reak¢ni rychlosti degradace naftalenu volného a vdzaného
v inkluznim komplexu s o-cyklodextrinem.

3.1.4. Degradace fotoindukovand Fe’*

Kinetika fotoindukované degradace naftalenu za pfitom-
nosti a-cyklodextrinu byla sledovdna s pouzitim mikrofoto-
reaktoru (popsaného v experimentdlni ¢asti) béhem kontinual-
niho monochromatického ozafovani (A = 365 nm). Rozto-
ky obsahovaly 1.10™* mol.I"" naftalenu, riizné koncentrace o.-
-cyklodextrinu a 3.10™ mol.I”! Fe(ClO,), (50 % Fe(OH)™)
(cit.>'%. Zména koncentrace naftalenu v pribéhu degradace
byla stanovovdna chromatograficky. Za ucelem kvantifika-
ce pocatecni reakéni rychlosti byly nékolika prvnimi experi-
mentdlnimi body proklddany kinetické kfivky prvniho fadu
(obr. 9).

Ziskané rychlostni konstanty k., jsou shrnuty v tabul-
ce Il a porovndny s hodnotami hypotetickych rychlostnich
konstant k,, , vypoCtenych pro reak¢ni soustavu naftalenu (N)
s a-cyklodextrinem (CD) za modelového predpokladu, zZe tyto
komponenty spolu netvorii inkluzni komplexy a Ze jsou degra-
dovédny nezdvisle. V tomto modelu pak obé slozky pouze
kineticky soutézi o hydroxylové radikdly a podléhaji nezavis-
lym transformacim indukovanym OH-ataky, které fidi celko-
vou kinetiku jejich dil¢ich degradaci. Pfislusné formalni rych-
lostni konstanty degradace naftalenu a o-cyklodextrinu jsou
pak pfimo imérné rychlostnim konstantdm druhého fdu je-
jich dil¢ich reakei s hydroxylovym radikdlem (viz ¢ast 3.1.3.).
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Obr. 9. Zavislost koncentrace naftalenu (c,) na dobé ozarovam (1:)
v pribéhu Jeho degradace fotoindukované Fe(ClO )5 (3,0 10~ mol.I"",
50 % Fe(OH) +) za pritomnosti oc-cyklodextrmu o koncentracich 0
(0),6.107*(A),6.10° () a3.102mol.1™ (O); experimentdlnimi body
jsou proloZeny teoretické kinetické kiivky prvniho fddu

Na tomto zdklad¢ 1ze formulovat jednoduchy klnetlckz mo-
del. Reak¢ni rychlost vzniku hydroxylového radikalu (VO je

vznik
umérnd intenzité svétla (I, ) absorbovaného Fe*:

O _ g

Vyznik =

OH - Iabs (] )
kde @, je pfislusny kvantovy

Oytezek Reakéni rychlost
zaniku hydroxylového radikalu (v

)) je ddna sou¢tem dvou

zanik
piispévki:
VO = ky ['OH] [N] + k¢p, ['OH] [CD] 2)
Za ustaleného stavu, tj. v = ‘mize byt fotostacio-

ndrni koncentrace hydroxylovych radikdld vypoctena s vyuzi-
tim vztaha (/) a (2):
Doy

abs

[OH] = ——OH "abs __
ke N1+ ke [CD]

3)

Pokud je tato hodnota konstantni, 1ze pro matematicky
popis degradace naftalenu uplatnit kinetiku 1. fadu (4):

d[N]
dt

N _
Vdegrad = —

= ky ['OH] [N] =k, [N] (4)

exp [

kde k., piedstavuje formdlni konstantu prvniho fddu ziskanou
analyzou experimentdlnich dat pro rozklad naftalenu (obr. 9).
Integraci vztahu (4) se obdrzi vyraz pro molarni koncentraci
naftalenu jako funkci doby ozatovani T:

exp

[N]=[N]ye (3)

Tento vztah byl pfi zpracovén{ experimentdlnich dat (obr. 9)
pouzit k vypoctu hodnot rychlostnich konstant kexp, uvedenych
v tabulce II. Pro pfipad nulové koncentrace o-cyklodextrinu,
[CD] = 0, 1ze vy¢islit reakéni rychlost vzniku hydroxylovych
radikdlt v a neznamy faktor Dpy I S vyuZitim vztahu
(4) pak byla vycislena rovnéz fotostaciondrni koncentrace

hydroxylovych radikald, tj. [OH] = 8,3.10"° mol.1"', a nasled-
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Tabulka IT

Experimentdlni k., a vypoctené k,, rychlostni konstanty fo-
toindukované degradace naftalenu (1,0.10* mol.I'") za ne-
pfitomnosti a pfitomnosti o-cyklodextrinu

o-Cyklodextrin -~ Naftalen ke}fp kyy,
[mol.I""] v komplexu [s7'] [s']
[%]
0 0,0 (1,0+0,1).107* 1,0.107*
0,0006 8,0 (6,5+0,3).107° 3,1.107°
0,006 50,6 (4,7£0,3).107 43.10°°
0,03 89,1 (1,2+0,2).107 8,8.107
né z upraveneho vztahu (3) t€z faktor @y, . [ = 1,0.10°®

mol.I"’

Rychlost vzniku hydroxylovych radikdlt nezavisi na kon-
centraci odbourdvanych organickych latek, a proto mohou byt
hodnoty ziskané za nepfitomnosti o-cyklodextrinu pouZity
také k vypocCtim pro reakéni soustavy za jeho pritomnosti.
Kombinaci vztaht (3) a (4) 1ze odvodit vztah pro formaln{
rychlostni konstantu prvniho fddu degradace naftalenu za
pfitomnosti o-cyklodextrinu:

- kN q)OH 'Iabs (6)
vyp
ky [N]+ ke [CD]
Tento vzorec byl pouzit k vypoctu hodnot k,, , uvedenych

v tabulce II. Srovnani hodnot &, a k,, , ukdzalo, ze s rostouct
koncentraci o-cyklodextrinu, tj. s niZSim zastoupenim nafta-
lenu volného a vyssim podilem naftalenu inkludovaného
vzristd pomér odpovidajicich konstant k_ (viz ta-
bulka II). Degradace naftalenu tedy probﬂlafa ve skutecnost1
rychleji, nez by se dalo ocekdvat u systému, v némz by
nedochdzelo ke vzniku supramolekuldrnich komplext ani in-
terakcim organickych slozek s radikdlovymi meziprodukty
vznikajicimi pii degradacich indukovanych ataky hydroxy-
lovych radikdlt.

Na rozdil od ochranného efektu a-cyklodextrinu, pozoro-
vaného prfi zdniku tripletového stavu naftalenu, byla fotoindu-
kovand degradace hosta inkludovaného hostitelskymi mo-
lekulami urychlena. Tento fakt je v souladu s predstavou
o existenci néslednfch radikdlovych reakci pfi nichi kratce
-atakem molekuly o-cyklodextrinu, reaguji ndsledné s inklu-
dovanou molekulou naftalenu, a tak druhotné indukuji jeji
vlastni degradaci.

3.2. Inkluzni komplex 4-chloranilinu
s kalix[4]arenem

3.2.1. UV/VIS absorpcni a 'H-NMR spektroskopie:
stechiometrie, rovnovdznd konstanta
a konformace komplexu

Vyse uvedené ovlivnéni reaktivity inkludovaného hosta
hostitelskou molekulou bylo zkoumdno také pro supramole-
kularni komplex protonované formy 4-chloranilinu s depro-
tonovanym tetrasulfonovanym derivitem kalix[4]arenu. Ten
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se od komplexu naftalenu s ci-cyklodextrinem odlisuje charak-
terem hostitelské molekuly, iontovymi interakcemi uplatiiu-
jicimi se pii stabilizaci komplexu a sloZitéjSim mechanismem
degradace hosta. Zatimco hlavnimi degrada¢nimi cestami naf-
talenu byly jeho monomolekuldrn{ transformace®, pri fotoin-
dukované oxidac¢ni degradaci 4-chloranilinu dominovala jeho
oligomerace®.

UV/VIS absorp¢ni spektra komplexu i jeho jednotlivych
slozek, tj. 4-chloranilinu a derivétu kalix[4]arenu, byla méfena
v roztocich obsahujicich kyselinu chloristou o koncentraci
1,0.102 mol.I"! (obr. 10). Za t&chto podminek byl 4-chlora-
nilin (pK, = 4,0) téméi kvantitativné protonovdn a zdroveii
vSechny Ctyii sulfoskupiny kalix[4]arenu deprotonovany. Obé
latky absorbovaly v téZe spektrdlni oblasti, coz znesnadnilo
analyzu termodynamické rovnovdhy komplexu.

Vzhledem k piekryvajicim se spektrim obou slozek byla
pro zjisténi stechiometrie komplexu a stanoveni jeho rovno-
vazné konstanty pouZzita Jobova metoda zaloZend na spek-
troskopickém méfeni roztokd obsahujicich vzdy konstantn{
soucet moldrnich koncentraci obou slozek. Od kazdého spek-
tra bylo pak odecteno hypotetické spektrum vypoctené pro
prislusny roztok o stejném sloZeni za predpokladu, Ze mezi
4-chloranilinem a kalix[4]arenem nedochdzi k tvorbé kom-
plexu. Nejvyraznéj$i zmeény absorbance byly pozorovany pfi
vlnové délce 272,4 nm. Zdvislosti jejich hodnot na pomérech
koncentraci obou slozek jsou znazornény na obr. 11. Maxi-
mdlni rozdil skute¢né a vypoctené absorbance odpovida sloze-
ni inkluzniho komplexu 1:1. ProloZenim teoretické kfivky
odpovidajici experimentdlni zdvislosti byla vyc¢islena rovno-
vazna konstanta (5,814,3).102 L.mol™". Velkd statistickd chyba
je dana skutecCnosti, Ze Jobova metoda je primdrné urcena ke
zjisfovani stechiometrie komplext, a tudizZ poskytuje méné
pfesné hodnoty rovnovaznych konstant.

Pri charakterizaci inkluznich komplexi tvorenych deri-
véty kalixarend je Casto vyuzivdana také NMR spektroskopie.
Vznik komplexu 4-chloranilinu s kalix[4]arenem byl dopro-
védzen negativni zménou chemického posunu vsech protond,
a to v fadu setin az tisicin ppm (tabulka III). Arena a spol.®
pozorovali zmény chemickych posunti fadové v desetindch
ppm u protoni téch ¢dsti molekul aromatickych hostl (kat-
ionty N,N,N-trimethylanilinium a benzyltrimethylamonium),

¥ T "I
2,0 ! 1 v\, -
A ! !
1 I} \
1,5 * \ 'l 1 =
\ ! ‘|
L v e i
1,0 <’ 1
{
05 ! :
\
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A, nm

Obr. 10. Absorp¢ni spektra 4-chloranilinu (0,93.10‘3 mol.I”, —‘)
a tetrasulfonovaného derivatu kalix[4]arenu (0,99.10’3 mol.I",
----), pii pH 2,0
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které byly zanofeny hloubéji v dutiné derivatu kalix[4]arenu,
a v setindch ppm u protond vné dutiny.

Kvantové chemickymi vypocty byla také studovana kon-
formace komplexu protonovaného 4-chloranilinu s deproto-
novanym tetrasulfonovanym derivdatem kalix[4]arenu. Nejpr-
ve byly semiempirickou metodou AM1 optimalizovdny geo-
metrie jednotlivych molekul. Poté byly pomoci molekuldrni
mechaniky s vyuzitim silového pole MM+ nalezeny tfi mozné
konformace inkluzniho komplexu odpovidajici lokdlnim mi-
nimim energie, a to struktura a s atomem chloru 4-chloranili-
nu sméfujicim do dutiny kalix[4]arenu, struktura b s protono-
vanou aminoskupinou sméfujici do dutiny, struktura ¢ s mo-
lekulou 4-chloranilinu orientovanou napii¢ dutinou. Pro tyto
tfi konformace byly déle provedeny vypocty simulujici vodné
prostiedi (pfedstavované trojrozmérnym kvddrem o rozmé-
rech 15x15%20 molekul vody). Energie optimalizovanych
struktur byly srovndny s vySe uvedenymi hodnotami ve vakuu
(tabulka IV). Solvata¢ni ptispévky dosahly podobnych hodnot
pro vsechny tfi konformace.

Optimalizované geometrie ve vodném prostiedi byly déle
podrobeny simulaci molekuldrni dynamiky, pficemz konfor-
mace a byla v disledku vzdjemného odpuzovéni atomu chloru
anegativné nabitych sulfoskupin nestabilni. Konformace ¢ by

Tabulka IIT
Zmény chemickych posuni v disledku vzniku komplexu 4-
-chloranilinu s kalix[4]arenem. H: aromaticky proton 4-chlor-
anilinu v meta-poloze k aminoskupin€; Hyy : aromaticky
proton 4-chloranilinu v ortho-poloze k aminoskuping; H

arom *

aromaticky proton kalix[4]arenu; H, .1, Proton metylenové
skupiny kalix[4]arenu
4-Chloranilin: Hg, Hyy, H,om H ethylen
kalix[4]aren
14:1 -0,005 —0,006 -0,015 -0,010
3:10 -0,026 -0,014 -0,010 -0,009
Ckos p.mol.l_1
900 600 300 0
0,00 @ T T
AA
-0,02 7
O,
0,04 | 1
-0,06 - e} 7
0 300 600 900

Cacnr wmoll™!

Obr. 11. Zavislost zmény absorbance (AA) na vzajemnych po-
mérech koncentraci 4-chloranilinu (¢, ,) a kalix[4]arenu (c,)
v disledku vzniku inkluzniho komplexu; experimentdlnimi body je
proloZena teoretickd kiivka pro komplex 1:1
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méla v NMR spektrech vykdzat ¢tyfi rizné signdly pro aro-
matické protony 4-chloranilinu v disledku jeho asymetrické
orientace vzhledem k dutiné kalix[4]arenu, coz nebylo zjis-
téno. Jako nejstabilnéjsi lze proto povaZovat konformaci b
s protonovanou aminoskupinou 4-chloranilinu sméfujici do
dutiny kalix[4]arenu (obr. 12). V disledku relativné nizké
rigidity kalix[4]arenového cyklu je vSak pravdépodobnd exis-
tence dalSich konformaci, které mohou patrné snadno pre-
chézet jedna v druhou.

3.2.2. Reakce s hydroxylovymi radikdly

Rychlostni konstanty reakce hydroxylového radikdlu s 4-
-chloranilinem (4-CA) a kalix[4]arenem (C) byly ur¢eny me-
todou nanosekundové laserové fotolyzy. Roztoky, obsahujici
zkoumanou organickou latku, Fe(ClO,),, kyselinu chloristou
(0,01 mol.l™") a rtizné koncentrace ethanolu, byly ozifeny
laserovym pulsem o vinové délce 355 nm. Absorpce vzniklého
OH-aduktu byla sniZena imérné koncentraci pfidaného etha-
nolu. Vyhodnocenim experimentdlnich dat metodou nelinedr-
ni regrese byly ziskdny hodnoty rychlostnich konstant reakce
hydroxylového radikdlu s 4-chloranilinem, k, ~, = 6,7. 10°
Lmol's! as kalix[4]arenem, k, = 7,3.10° Lmol ".s7".

3.2.3. Degradace fotoindukovand chloristanem Zelezitym

Kinetika fotoindukované degradace 4-chloranilinu, a to
jak za nepfitomnosti kalix[4]arenu, tak i v pfitomnosti je-
ho trojndsobného prebytku byla sledovdna ve fotoreaktoru
druhého typu (popsaného v experimentdlni cdsti). Roztoky
obsahovaly 5,0.10™ mol.I"" 4-chloranilinu, 1,5.10~ mol.l™!
Fe(ClO,); (hydrolyza Fe(OH)2+ byla potlac¢ena piidavkem ky-
seliny chloristé o koncentraci 0,01 mol.I"") a ve druhém piipa-
dé& navic 1,5.10 molL.I"! kalix[4]arenu. Koncentrace 4-chlor-
anilinu a jeho degrada¢nich produkti byla sledovdna chroma-
tograficky. Zaicelem kvantifikace pocdtecni reak¢ni rychlosti
byly nékolika prvnimi experimentdlnimi body proloZeny teo-
retické kinetické krivky prvniho fadu.

Vycislené hodnoty rychlostni konstanty k,, jsou shrnuty
v tabulce V, kde jsou zdroven porovndny s hodnotami hypo-
tetické rychlostni konstanty kVy , vypoctenymi ze vztaht (3),
(4) a (6) (s pouzitim hodnot ['OH] = 6,2.105 mol.I", gy, 1.,
= 2,1.10® mol.I"\s™"). Podobné jako v piipadé inkluzniho
komplexu naftalenu s o-cyklodextrinem probihala degradace

Obr. 12. Konformace supramolekularniho komplexu protonova-
ného 4-chloranilinu (vyznacen ¢erné) s deprotonovanym tetrasulfo-
novanym derivdtem kalix[4]arenu (atomy H jsou vyznaceny bile,
C svétle Sede, O Cerné a S tmave Sedé€) navrzend na zakladé kvantové
chemickych vypoctt
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4-chloranilinu za pfitomnosti kalix[4]arenu rychleji, nez by se
dalo ocekdvat v soustavé, v nizZ by nedochdzelo ke vzniku
supramolekuldrnich komplexl ani k jinym interakcim mezi
obéma slozkami.

Pii analyze ozafovanych vzorkl 4-chloranilinu pomoci
HPLC byla pozorovdna fada oligomernich i monomernich
degrada¢nich produkti®. Hlavni degradacni cesta vedla k tri-

Tabulka IV

Energie optimalizovanych struktur inkluzniho komplexu pro-
tonované formy 4-chloranilinu s deprotonovanym tetrasul-
fonovanym derivatem kalix[4]arenu vypoctené ve vakuu a ve
vodném prostiedi (15x15%20 molekul)

Prostiedi Konformace [kcal.mol™]

a’ be c*
Vakuum 38,48 36,69 33,39
Voda 44,75 42,94 39,57

* Atom chloru 4-chloranilinu sméfujici do dutiny, ® amino-
skupina sméfujici do dutiny, ¢ molekula 4-chloranilinu orien-

tovand napii¢ dutinou

Tabulka V

Rychlostni konstanty experimentdlni k., a vypoctené k, »
fotoindukované degradace 4-chloranilinu (5,0.10* mol.I"") za
nepfitomnosti a pfitomnosti kalix[4]arenu

Kalix[4]aren 4-Chloranilin k, kv}(
[mol.I™}] v komplexu [s’xﬁ [s~ f
[%]
0 0 42107 42107
1,5.1073 86 1,8.107 9,8.10°°

10

20 30 40 50

T, min

Obr. 13. Zavislost integrovanych ploch chromatografickych pasi
(S) monomerniho a trimerniho produktu na dobé ozarovani (t) v
pribéhu degradace 4-chloranilinu (5,0.10° mol.l"") fotoinduko-
vané Fe(ClO,), (1,5.10° mol.I"", 100% Fe(OH)™, pH 2,0) za nepii-
tomnosti, resp. pfitomnosti kalix[4]arenu (1,5. 107 mol.l’l); monomer,
bez kalix[4]arenu (O), monomer; s kalix[4]arenem (A); oligomer, bez
kalix[4]arenu (); oligomer, s kalix[4]arenem (CT)
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mernimu produktu, a to substituovanému benzochinondiimi-
nu 4-chlor-3-[(4-chlorfenyl)imino]-6-[4-hydroxyfenyl)imino]-
cyklohexa-1,4-dien-1-aminu, jehoZ prekurzorem byl dimern{
meziprodukt, derivat difenylaminu. Zastoupeni monomernich
a oligomernich degradacnich produktii 4-chloranilinu bylo ex-
perimentdlné sledovano jak za nepfitomnosti, tak i pfitomnos-
ti kalix[4]arenu. Zdvislost koncentrace vybraného monomer-
ntho a trimerniho derivdtu na case byla analyzovdna pomoci
modelu ndslednych reakci prvniho fadu’ (obr. 13). Za piitom-
nosti kalix[4]arenu byla rychlost tvorby obou produktd sni-
Zena.

Rychlostni konstanta degradace 4-chloranilinu (k) klesla
za piitomnosti trojnasobného piebytku kalix[4]arenuz4,2.10~ s~
na 1,8.107 57!, tj. piiblizng 2,3x (tabulka V). Rychlostni kon-
stanta tvorby monomerniho produktu, vypoc¢tend pomoci mo-
delu ndslednych reakci prvniho fadu, se sniZila za pfitomnosti
kalix[4]arenu z 8,9.10™ s'na3,0.10°%s7, tj. ptiblizné tfikrét,
kdezto rychlostni konstanta tvorby trimerniho derivatu klesla
vice nez dvandctkrat (z 1,0. 10°s " na8,5.107 s"). Pozorovana
inhibice tvorby trimeru mize byt dina do souvislosti s odsti-
nénim hosta dutinou hostitele, coz se projevuje snizenou reak-
tivitou hosta pfi bimolekuldrnich reakcich, vedoucich ke vzni-
ku oligomernich produkti.

4. Zavér

V této praci byla studovidna reaktivita hostl ve dvou supra-
molekuldrnich komplexech, a to jednak naftalenu s a-cyklo-
dextrinem, jednak protonované formy 4-chloranilinu s depro-
tonoanym tetrasulfonovanym derivitem kalix[4]arenu. Foto-
indukovand oxidativni degradace naftalenu i 4-chloranilinu
probihala za pfitomnosti pfislusného hostitele rychleji, nez by
se ocekdvalo u obdobné reakcni soustavy, u niz by jeji slozky
netvorily inkluzni komplexy a byly degradovdny nezdvisle.
Toto urychleni bylo vysvétleno moznou existenci naslednych
radikdlovych reakct, pfi nichZ je rozklad hosta druhotné indu-
kovidn kratce Zijicimi radikalovymi meziprodukty vzniklymi
transformacemi hostitele po jeho prvotnim napadeni hydroxy-
lovym radikdlem.

Pri studiu komplexu naftalenu s o-cyklodextrinem metodou
nanosekundové laserové fotolyzy se vSak projevil ochranny
vliv dutiny hostitele na molekulu hosta, nebot intermolekular-
ni reakce naftalenu v tripletovém stavu byly zpomaleny. V dii-
sledku vzniku komplexu byla potlacena tvorba oligomernich
produktd degradace hosta, jak bylo pozorovano pii fotoindu-
kované degradaci komplexu 4-chloranilinu s kalix[4]arenem.
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rady a laskavou pomoc, Dr. Mich€le Bolteové a jejim kolegiim
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L. Hykrdova (J. Heyrovsky Institute of Physical Chemi-
stry, Academy of Sciences of the Czech Republic, Prague):
Degradation of Supramolecular Host—-Guest Complexes
Induced by Hydroxyl Radicals — Effect of the Host on the
Guest Reactivity

The article deals with photoinduced degradation of two
supramolecular host—guest complexes of naphthalene with
a-cyclodextrin and of 4-chloroaniline with tetrasulfonated
calix[4]arene. The properties of both the complexes were
studied by UV/VIS and NMR spectroscopy and also theoreti-
cally using quantum-chemical calculations. Degradation of
both the guests induced by attack of hydroxyl radicals was
accelerated due to the formation of the complexes. It can be
assumed that transient products formed after the initial attack
induce secondary decomposition of other guest molecules in
consecutive radical reactions. The protective effect of o-
-cyclodextrin manifests itself by slowing down reactions of
naphthalene in triplet state (oxygen quenching, triplet-triplet
annihilation). In addition, in the case of the 4-chloraniline —
calix[4]arene complex, an influence of the host on the popu-
lation of individual degradation products was observed: while
the reactions leading to the formation of oligomeric products
were inhibited, transformations of the host were accelerated.
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MALDI-TOF MS, PSD

Uvod

Vyznam metody hmotnostni spektrometrie s laserovou
desorpci aionizaci za ticasti matrice (MALDI) v posledni dobé
neobycejné vzristd. Divodem je schopnost této techniky ioni-
zovat za tcasti matrice i velké biomolekuly (>1 000 000 Da)
a detegovat vzniklé ionty v analyzdtoru méfenim doby letu
(TOF), coz ddva metodé nezastupitelnou roli zejména v ana-
lyze lidského proteomu, v soucasnosti nejrozsdhlejsim vy-
zkumném projektu v oblasti pfirodnich véd.

Kromé molekulové hmotnosti je metoda MALDI-TOF
MS schopna poskytnout tidaje i o struktufe peptidii. ZvySenim
vykonu laseru je mozné dosdhnout nadmérné excitace mole-
kul analytu, které se v disledku prebytku energie rozpadaji na
mensi fragmenty (obr. 1), z jejichZ molekulovych hmotnosti
1ze odvodit ¢ast sekvence aminokyselin nebo celou strukturu
peptidu. Sledovdn miZe byt rozpad molekul peptidu piimo
v iontovém zdroji metodou ISD/ISF (in-source decay/frag-
mentation — rozpad/fragmentace ve zdroji) nebo béhem letu
v analyzdtoru TOF metodou PSD (post-source decay — rozpad
za iontovym zdrojem).

Pii PSD jsou laserovymi pulsy ziskdny molekulové ionty
vsech peptidii z analyzované smési, zvoleny peptid je pak od
ostatnich separovdn pomoci tzv. iontové brany (ion gate, viz
obr. 2). Béhem letu se ¢dst iontll rozpadd. Kinetickd energie
téchto ionti se distribuuje na vznikajici fragmenty v zdvislosti
na jejich hmotnosti. V reflektronu poté dochdzi k separaci
iontl na zdkladé rdzné kinetické energie. Metoda PSD byla
uspésné aplikovdna pro urovdni struktury peptidd izolova-
nych z Zivo&isnych tkani', pii studiu exprese genti” nebo pro
identifikaci proteinti uréenim malé Edsti jejich struktury. S jeji
pomoci Ize lokalizovat posttranslacni modifikace jako napfi-
klad radikdlovou nitraci* nebo fosforylaci®. Metoda ISD se
pouziva méné Casto kvuli nutnosti predchozi separace analy-
zovaného peptidu, navic lze s jeji pomoci ziskat informaci jen
o Gésti struktury peptidi®,

Pfitomnost ur¢itych druht peptidd v mozku ma4 spojitost
s Alzheimerovou chorobou. Vedle tzv. B-amyloidd a prese-

*k

v Praze 6.—7. inora 2002.
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nilind, které poskozuji mozkové synapse, byl v neddvné do-
b& objeven peptid nazvany humanin’®, ktery naopak neuro-
ny chrini pfed neurotoxickymi ucinky patologickych pepti-
di. Jde o peptid s molekulovou hmotnosti 2686,3 a struk-
turou Met-Ala-Pro-Arg-Gly-Phe-Ser-Cys-Leu-Leu-Leu-Leu-
-Thr-Ser-Glu-Ile-Asp-Leu-Pro-Val-Lys-Arg-Arg-Ala. Mecha-
nismus jeho neuroprotektivniho pisobeni nebyl doposud ob-
jasnén, jeho biologicka tc¢innost mize byt vyrazné ovlivnéna
substituci nékteré z aminokyselin.

Experimentalni ¢ast
Chemikdlie a pristroje

Pro pfipravu vsech roztoktli byla pouZita voda redestilo-
vand v kiemenné aparatufe od fy. Heraeus (Némecko), aceto-
nitril a kyselina trifluoroctova byly doddny firmou Merck

PR
—HN-CH--CO--NH-~CH-CO-
A R
+ 4
-HN=CH CO—NH—CH-CO-
bl R

oy 4
-HN-CH—CO NH;-CH-CO-

+
~HN-CH—CO—NH, CH-CO-

R
|
R

lli R

i i

+
H,N-CH-CO-NH-CH-CO

Obr. 1. Struktura a nazvoslovi fragmenti vznikajicich rozpadem
peptidd, struktura vnitiniho fragmentu

0v/v,

TOF

ov

Lov

=

1 t
Obr. 2. Schéma principu funkce iontové brany; ionty jsou bé-
hem priletu mezi destickami iontové brany vychylovany napétim V.
o . . PP < P
V okamziku, kdy iontovou branou prochdzeji ionty zvoleného peptidu
(cas tp), je napéti Vp vypnuto, a pouze tyto ionty pokracuji ddle do
reflektronu

Ondrej Sedo ziskal 1. misto za nejlepsi studentskou védeckou praci v oboru analytické chemie v celostdtni soutéZi o cenu firmy Merck
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(Némecko). Jako matrice pro MALDI byla pouzita kyselina ve smési 0,1% trifluoroctové kyseliny a acetonitrilu 1:1. Bylo
o-kyan-4-hydroxyskoficovd (CHC - 3-(4-hydroxyfenyl)-2- postupovano tak, zZe 1 pl roztoku matrice byl s 1 ul vzorku
-kyanpropenovd kyselina) od firmy Sigma-Aldrich (Némec- smichdn pfimo na desti¢ce spektrometru a smés byla poté
ko). susena proudem vzduchu pfi laboratoni teploté.

Analyzy byly provedeny na hmotnostnim spektrometru
MALDI-TOF Axima-CFR (Kratos Analytical Shimadzu Cor-

poration, Anglie). Vysledky a diskuse
Piiprava vzorku Metodou PSD bylo analyzovano nékolik peptidi s mole-
kulovymi hmotnostmi 1000-2500, pfi¢emZ u vSech byl po-
Pro analyzu byl pouzivdn nasyceny roztok matrice CHC zorovan vznik iontl typu a, b a y, fragmentd vytvofenych
29
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Obr. 3. PSD spektrum lidského luteiniza¢niho a vylu¢ovaciho hormonu (struktura pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH,);
koncentrace peptidu 10 pmol.I”", matrice CHC, naméfeno v reflektronovém pozitivaim médu se zpozdénou extrakei a iontovou branou
nastavenou na 1170-1190 Da, vykon laseru 1,67 mW; I —a, 2 -b,, 3 -SY, 4 - WS, 5 - y,-NH,, 6 — ¥y 7—=SYGL-28,8~a,, 9-b,, 10~y,,
11 -a,, 12-b-H,0, 13-y, 14-b;, 15-SYGLR-NH,, 16 —a,, 17 -y, 18§ -b,-H,0,19-b,, 20 -b,, 2] -y, 22 —a, 23 - b, 24 -y, 25 -
a-NH,, 26 —a,, 27 - b,-NH,, 28 — b,, 29 — [M+H]"
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Obr. 4. Nalezeni ¢asti sekvence aminokyselin v neznamém peptidu; koncentrace peptidu 10 p.mol.l’l,matrice CHC, naméteno v reflektronovém
pozitivnim mddu se zpozdénou extrakci a iontovou branou nastavenou na 1610-1635 Da, vykon laseru 2,33 mW; / — Gly, 2 — Ala, 3 — Ser, 4 —
Pro, 5 - Val, 6 - Cys, 7 - Leu/lle, 8 — Asn, 9 — Lys/Gln, 10 — Met, 11 - His, 12 - Arg, 13 - Trp, 14— CO-Met-NH,, 15 - [M+H]"
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odstépenim vody nebo amoniaku od téchto ionti a vnitfnich
fragmentt (piiklad jednoho z naméfenych PSD spekter je
uveden na obr. 3).

Urc¢eni struktury ,nezndmého* peptidu

V tomto pripadé byl analyzovan peptid o ,,neznamé* struk-
tufe, jejiz urceni popiseme jako ukdzku. Monoizotopicka re-
lativni hmotnost tohoto peptidu byla zjisténa analyzou ve
smési se Ctyfmi jinymi peptidy se zndmymi hmotnostmi, které
slouzily jako vnitfni kalibra¢ni standardy. Vysledna hodno-
ta molekulové hmotnosti ,,nezndmého* peptidu byla urcena

Laboratorni pfistroje a postupy

s presnosti 23 ppm (1618,851+0,037). S pouZitim vyssi ener-
gie laseru pak byla provedena analyza pomoci PSD. Pii vy-
hodnocovani spekter bylo vyuzito skutecnosti, Ze se mole-
kulové hmotnosti iontd typu a a b li§i o 28 Da. Z takto
identifikovanych moznych iontl typu b se podafilo urcit ¢dst
sekvence aminokyselin (obr. 4). VSechny zjisténé udaje byly
poté zapsany do programu ProteinProspector MS-Seq (cit.”),
ve kterém byl v databdzi OWL (aktualizace 7.2.2001) nalezen
pouze jeden peptid odpovidajici zadanym parametriim. Slo
o peptid bombesin, ktery ma monoizotopickou molekulovou
hmotnost 1618,815 a strukturu pGlu-Gln-Arg-Leu-Gly-Asn-
-GlIn-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-Met-NH,,.

2429,3892
100 2428,3852 2430,3932
1, %
100 50 2431,3939 2429,3929
I, % A 2432,3949 2433,3962
o 2428,13868
80 | 2427 2429 2431 2433
mlz
2429,3929
100 2428.3868 2430,|3854
60 + L% 2430,3854
50 24313971
2432,4456
40 + 0°
2427 2429 2431 2433 243143971
mlz
2325,(3593
20 2658,14933
1215,0576 1850,1023 21952843 2528 J4136
0 l A 4 - v I.A A, . l.‘ l. : - .
1100 1400 1700 2000 2300 2600 2900

miz

Obr. 5. Hmotnostni spektrum smési vzniklé p¥i syntéze derivitu neuroprotektivniho peptidu; vodny roztok o koncentraci 0,1 mg.ml™,
matrice CHC, méfeno v reflektronovém pozitivnim médu se zpozdénou extrakci, vykon laseru 1,57 mW; srovndni teoretického modelu molekuly
Cod 156N3,0,68 + H" (ve vyfezu nahote) s detailnim pohledem na pik hlavniho produktu (ve vyfezu dole)
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|
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Obr. 6. PSD spektrum derivatu neuroprotektivniho peptidu; matrice CHC, naméfeno v reflektronovém pozitivnim médu se zpozdénou
extrakef a iontovou brdnou nastavenou na 2420-2450 Da, vykon laseru 3 mW; / —y,, 2-b,-NH;, 3 ~y,, 4-a-NH,, 5 —a, 6 — b-NH,, 7 - by,
8-y59-ysNH;, 10-b-NH,, 11 -y, 12— y-NH,, 13-b-NH,, 14—y, 15—y, 16—y, 17-y,, 18-y, 19-y,NH;,20-b,, 2] —a,,

22-y,323-b,,24-b,, 25"y, cH,0,26 b, 27—y, 28— 2, 29 = b, 30— 2, 31 — b,y 32—y, 33— by 34— Yy, 35— [M+H]*
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Obr. 7. Srovnani modelového spektra (a) derivatizovaného peptidu bombesinu o struktuie C
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-bipy).H", vypoéitaného na zikladé prirozeného isotopového zastoupeni prvki, s namérenym spektrem (b); méfeno v reflektronovém

pozitivnim médu se zpozdénou extrakcei, vykon laseru 1,67 mW

Analyza smési peptida

Pomoci metody MALDI-TOF byla analyzovana smés vznik-
14 pfi pokusu o syntézu derivdtu neuroprotektivniho peptidu
humaninu. Cilem analyzy bylo potvrzeni struktury hlavniho
produktu a pokus o urceni slozeni fragmentti peptidu obsaze-
nych v preparatu. Na zaklade struktury predpoklddaného produk-
tu syntézy (Ala-Arg-Gly-Phe-Gly-Cys-Leu-Leu-Leu-Leu-Thr-
-Gly-Glu-Ile-Asp-Leu-Pro-Val-Lys-Arg-Arg-Ala) byla vypo-
¢itdna jeho teoretickd molekulovd hmotnost a isotopovy vzor je-
ho molekulovych piki, které byly srovndny s naméfenym spek-
trem (obr. 5). Metodou PSD byla potvrzena struktura hlavniho
produktu (obr. 6) a nalezena struktura dal$ich dvou peptidd.
Z deseti méfeni intenzit pikti vSech ionizovanych produktd
bylo odhadnuto zastoupeni hlavniho produktu na 30,9+3,1 %.

Derivatizace peptidi a jejich analyza

Jednim z mnoha ¢inidel, kterd by mohla slouzit k ur¢ova-
ni struktury proteind, je komplex oxid osmicely—bipyridin
(OsO,-bipy), ktery podle literatury'*!! reaguje v peptidovych
fetézcich predevsim s tryptofanem a ze sterickych divodi nen{
schopen pronikat do vnitinich ¢ast{ struktur proteind. Na obr. 7
je uvedeno srovnani spektra peptidu bombesinu derivatizova-
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ného OsO,-bipy s modelem vytvofenym na zdkladé predpo-
kladaného mechanismu reakce.

Zavér

Byla vytvofena a provéfena metodologie ur¢ovani mole-
kulovych hmotnosti a struktury peptidi metodou MALDI-
-TOF MS. Ziskané zkuSenosti byly uspésné aplikovany pfi
uréovani sekvence aminokyselin v peptidech a pfi kontrole
Cistoty a potvrzeni struktury nového derivdtu neuroprotek-
tivniho peptidu humaninu. Demonstrovana byla principidln{
moznost ionizace peptidt derivatizovanych OsO,-bipy.

Neékteré peptidy byly laskavé poskytnuty prof. RNDr. Emi-
lem Paleckem, DrSc., z Biofyzikdlniho iistavu AV CR, Brno.
Tato prdce je soucdsti projektu Ministerstva Skolstvi, mldde-
e a telovychovy Ceské republiky, projekt ¢. CEZ: J 07/98:
14310001 1.
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0. Sedo and J. Havel (Department of Analytical Chemi-
stry, Faculty of Science, Masaryk University, Brno): Analysis
of Peptides by MALDI-TOF Mass Spectrometry

The MALDI-TOF MS method can be used for the exact
determination of molecular weight of peptides. Detailed study
of fragmentation of metastable ions after leaving the ion source
(post-source decay, PSD) makes it possible to determine also
the sequence of amino acids in peptides. If complete primary
structure cannot be reliably determined due to the complexity
of PSD spectra, the missing part of the sequence can be found
in Internet bases. Because of a simple preparation of samples
and short analysis times, MALDI-TOF MS is an extraordina-
rily suitable method for checking purity of peptide prepara-
tions. It can be also used for study of peptide derivatization.
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Uvod

2-Methyl-4,6-dinitrofenol (MDNF) je primyslové vy-
rabén jako insekticid, fungicid, herbicid a defoliant. Je pro-
ddvan pod riznymi obchodnimi ndzvy jako Antinonnin,
Detal, Dinitrol a u nés Nitrosan 25 (cit."). Jeho pouziti jako
kontaktniho insekticidu je omezeno pouze na obdobi vege-
tacniho klidu, obzvldsté u ovocnych stromd, jako je jablon ¢i
broskvon. Je silné fytotoxicky pro dvoudélozné plevely, proto
byl vyuZit jako kontaktni herbicid k jejich regulaci v obi-
lovindch a k odlistovani brambor a luskovin pred sklizni*.

Toxicita této latky pro clovéka je dobie prostudovéna3 .
Nejpravdépodobnéjsi je inhalacni a dermdlni kontaminace
latkou pii aplikaci postfiki*. Opakovany akutni kontakt s lat-
kou muiZe vyvolat precitlivélost, astma ¢i chronickou bronchi-
tidu. Jsou také potvrzeny jeho genotoxické ti¢inky”, ale podil
na vzniku rakoviny nebyl dosud studovan.

Vysokd akutni toxicita vedla v roce 1991 EPA (Environ-
mental Protection Agency) k zahdjen{ jedndni o zruSeni regis-
trace tohoto pesticidu v USA (cit.%). Dnes neni 2-methyl-4,6-
-dinitrofenol zatazen mezi povolené pesticidy ani v Ceské
republice’. 2-Methyl-4,6-dinitrofenol se objevuje jako mezi-
produkt pifi syntézdach fungicidd a bioaktivnich sloucenin,
barviv a léCiv a také jako inhibitor radikdlovych polymeraci
vinylaromatickych slou¢enin®’.

Polarografické a voltametrické vlastnosti nitroskupiny na
aromatickém kruhu byly jiz studovdny mnoha autory za rtz-
nych podminek na fadé sloucenin. I této slouceniné a ji podob-
nym latkdm byla v tomto sméru vénovana pozornost v néko-
lika ¢lancich' ¢ Cilem prdce bylo ovéfit pouZitelnost moder-
nich polarografickych a voltametrickych metod pro sledovani{
submikromoldrnich koncentraci této ldatky a urcit meze stano-
vitelnosti pfi pouziti jednotlivych technik.

*k

v Praze 6.—7. inora 2002.
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Experimentalni ¢ast
Reagencie

Zasobni roztok 2-methyl-4,6-dinitrofenolu v methanolu
o koncentraci 1.10~° mol.I™" byl pfipraven rozpusténim 0,0099 g
latky v 50 ml tohoto rozpoustédla. Zasobni roztok 2-methyl-
-4,6-dinitrofenolu ve vodé o koncentraci 1.107* mol.I"" byl
pfipraven rozpusténim 0,0099 g litky v 500 ml deionizované
vody. Roztoky o niz§ich molaritdch byly pfipravovany pres-
nym fedénim zdsobniho roztoku pfisluSnym rozpoustédlem.
Vsechny roztoky byly uchovdvdny ve tmé za laboratornf tep-
loty. Ddle byla pouzita kyselina boritd, kyselina octova, kyse-
lina fosfore¢nd, hydroxid sodny, chlorid draselny a methanol
(vSe cistoty p.a., Lachema, Brno, Ceskd republika). Brittono-
vy-Robinsonovy (BR) tlumivé roztoky o piislusném pH byly
pripraveny obvyklym zptisobem'”. pH t&chto roztokd i pH
jejich smési s methanolem bylo kontrolovano digitdlnim pH-
-metrem Jenway (Jenway Ltd., Essex, Velkd Britdnie) s kom-
binovanou sklenénou elektrodou, kalibrovanym na standardni
vodné roztoky pufrti. Pro pfipravu vodnych roztoka byla po-
uzivdna deionizovand voda (Millipore Milli-Q plus systém,
Millipore, USA). PouZivané roztoky byly uchovavany ve skle-
nénych nadobach.

Aparatura

Byl pouzivan Eco -Tribo polarograf s fidicim programem
PolarPro verze 4 (Polaro-Sensors, Praha, Ceskd republika)
pracujicim v operacnim systému Windows 98 (Microsoft,
USA). Bylo pracovano v tfielektrodovém zapojeni s referenc-
ni argentchloridovou elektrodou (1 mol.1”" KCI) a platinovou
pomocnou elektrodou. Pfi DC tast polarografii (DCTP) a di-
ferencni pulzni polarografii (DPP) byla pouZzivdna klasickd
rtufova kapkov elektroda (DME), rychlost polarizace 4 mV.s ™',
elektronicky fizend doba kapky 1 s a vyska rtufového rezer-
vodru 49 cm. Pii této vysce rezervodru méla pouzitdi DME
dobu kapky T = 5,1 s (mé&feno v 0,1 mol.I"' KCI pii vloZeném
nulovém napéti) a pritokovou rychlost m = 1,15 mg.s™\. Pfi
diferen¢n{ pulzni voltametrii (DPV) a adsorp¢ni rozpoustéci
voltametrii (AdSV) byla pouzivdna visici rtufovd kapkova
elektroda (HMDE) typu UMUE (Polaro-Sensors, Praha, Ceskd
republika). Velikost kapky byla ddna otevienim ventilku po
dobu 200 ms. Pokud neni uvedeno jinak, byly pfi pulznich
technikdch na elektrody vkldddny pulzy o Sifce 100 ms a mo-
dulacni amplitudé —50 mV. Pii technice DPV byla vzdy po-
uzita rychlost nariistu potencidlu 20 mV.s™".

Pracovni postupy

Pii polarografickych a voltametrickych méfenich bylo
postupovano ndsledujicim zpisobem: Do 10 ml odmérné ban-
ky bylo odpipetovédno piislusné mnozstvi roztoku 2-methyl-
-4,6-dinitrofenolu (0,1-1,0 ml) v methanolu o potiebné kon-
centraci, byl pfiddn methanol do 1 ml a roztok byl dopl-
nén Brittonovym-Robinsonovym pufrem o pfislusném pH po
znacku.

Jan Fischer se s touto praci tspésné ztcastnil celostatni soutéze o nejlepsi studentskou praci v oboru analytické chemie o cenu firmy Merck
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P1i piipravé vodnych roztokli neobsahujicich methanol
pro méfeni metodou AdSV bylo postupovano ndsledujicim
zptsobem: Do 10 ml odmérné baiiky bylo odpipetovdno pfi-
slusné mnozstvi roztoku 2-methyl-4,6-dinitrofenolu (0,1-1,0 ml)
v deionizované vodé o potiebné koncentraci, byla ptiddna
voda do celkového objemu 1 ml a roztok byl doplnén Brit-
tonovym-Robinsonovym pufrem o piislusném pH po znacku.

Takto pfipraveny roztok byl po promichdni prfeveden do
polarografické nadobky a zbaven kysliku pétiminutovym pro-
bubldvanim dusikem. Pied vstupem dusiku do nddobky byla
zafazena promyvacka obsahujici smés vody a methanolu ve
stejném pomeéru jako analyzovany roztok. Poté byl proveden
zdznam polarografické ¢i voltametrické kiivky. Pred kazdym
dal$im zdznamem byl roztok 30 s probubldvan.

Pii AdSV byla akumulace provddéna v michaném roztoku,
po skonceni akumulace bylo michdni vypnuto a po 10 s byl
v ustdleném roztoku proveden zdznam. VSechny kfivky byly
méfeny pétkrat.

Vsechna méfeni byla provddéna za laboratorni teploty.

Mez stanovitelnosti (L) byla poc¢itdna pomoci programu
ADSTAT (TriloByte Statistical Software, Pardubice, Ceska
republika), ktery ji pocitd jako nejmensi hodnotu signdlu, pro
kterou je relativni smérodatnd odchylka predikce z kalibrac-
niho grafu dostatecné mald, rovnd hodnoté 0,1 (cit.ls).

Vysledky a diskuse

Jak je patrno z tabulky I a obr. 1, poskytuje 2-methyl-4,6-
-dinitrofenol pfi DCTP na DME v celé studované oblasti pH
dvé viny. Pfi pH 2 1ze na zméfenych polarogramech rozlisit

Tabulka I

Vliv pH na DCT polarogramy 2-methyl-4,6-dinitrofenolu (¢ =
1.10™ mol.1"Y), mé&feno v prostfedi BR pufr-methanol (9:1);
pH® — pH pouzitého BR pufru, pH(0 — vysledné pH smési BR
pufr-methanol, E| ,2' — pilvlnovy potencidl prvni viny, Ilim1
limitni difuzni proud prvni viny, E, /22 — pilvlnovy potencidl
druhé vlny, /| 2 _ limitni difuzni proud druhé vlny, E, ,23—

im
pulvlnovy potencidl tieti viny, Ilim3 — limitni difuzn{ proud tfeti

viny
pH(a) pH(f) _EI/ZI _Iliml _El/22 _Ilim2
[mV] [nA] [mV] [nA]
2,0 2,1 12 868 171 825°
3,0 3.2 61 780 237 688
4,0 4,2 116 854 298 705
5,0 5,1 190 934 355 789
6,0 6,2 269 955 425 834
7,0 72 343 918 499 882
8,0 8,3 387 903 584 971
9,0 9,3 432 987 740 1330
10,0 10,1 475 1063 848 1452
11,0 11,1 519 1064 894 1326
12,0 12,0 562 1018 930 1297
“Pii tomto pH byla patrna je§té 3. vina (E, ;' =—490 mV, I, *=

—187 nA)
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jesté tieti, vyrazné nizsi vlnu. V silné alkalickém prostiedi
(vysledné pH vodné-methanolické smési pH(0 =12,0) jedruhd
vlna siln€ irreverzibilni a v podstaté se rozpadd na nékolik po
sobé ndsledujicich vin. Pomér prvn{ a druhé viny je v oblasti

-3000
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—2000

-1000

—2000
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Obr. 1. Polarogramy 2-methyl-4,6-dinitrofenolu (c = 1.10~ mol.I'");
meéfeno technikou DCTP v prostfedi BR pufr-methanol (9:1) o vy-
sledném pH® 2,1 (1); 42 (2): 62 (3): 83 (4): 10,1 (5); 12,0 (6)
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Obr. 2. Polarogramy 2-methyl-4,6-dinitrofenolu (¢ = 1.10~ mol.I'™");
méfeno technikou DPP na DME v prostiedi BR pufr—methanol (9:1)
o vysledném pH® 2,1 (1); 4,2 (2); 6,2 (3); 7.2 (4); 9,3 (5); 11,1 (6);
12,0 (7)
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Obr. 3. Voltamogramy 2-methyl-4,6-dinitrofenolu (¢ = 1.10 mol.I'™");
meéfeno technikou DPV na HMDE v prostiedi BR pufr-methanol (9:1)
o vysledném pH® 2,1 (1); 4,2 (2); 5.1 (3); 6,2 (4); 8.3 (5); 10,1 (6);
12,1 (7)
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Tabulka IT
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Vliv pH na DP polarogramy a DP voltamogramy 2-methyl-4,6-dinitrofenolu v prostfedi Brittoniv-Robinsontv pufr—-methanol
(9:1); pH® — pH pouzitého BR pufru, pH® — vysledné pH smési BR pufr-methanol, Epl — potencidl prvniho piku, Ip1 — proud
prvniho piku, Ep2 — potencidl druhého piku, Ip2 — proud druhého piku, Ep3 — potenciadl tfetiho piku, Ip3 — proud tietiho piku

pH®  pH® DPP (¢ = 1.10* mol.I™ DPV (¢ = 1.10° molL.I'™})
E, A E’ I’ E} N E L E> I} E} I
[(mV]  [MA]  [mV] [nA] [mV] [nA] mV] Al [mV] [A] [mV]  [nA]
2,0 2,1 22 -1,630 -170 1483 -2 -2 45  -120 -151 -101 -2 -2
3,0 32 47  -1,445 247 -988 -8 4 -38 218 215 205 - -
4,0 4,2 -104 -1,391 -301 -1655 -7 -2 -99 209 267 257 =2 =
5,0 5.1 -192 -1,601 -360 -1548 = = -167 294 327 283 = =
6.0 6,2 -268 -1988 424 1440 - 4 -243 372 382 267 = =
7,0 7,2 =336 2,156 492 -1355 -7 =1 -306 -359 447 -233 =1 =
8,0 8,3 -384 -1914 -560 -960  -° = -351 345 525 178 = =
9,0 9,3 -424  -1,937 -661 —-642 789 -592,5 -382 322 -618 -119 -4 -2
10,0 10,1 —467 -1854 - = -831 -1045,6 -423 289 685 -43 =802 —68
11,0 11,1 =513 1,796 - = -867 -761,0 -462 281 -2 = -858 -96
12,0 12,0 -560 -1,455 -797 -451 873 4177 =501 248 = = -877 =79
 Pik neni patrny . . . .
—48 | _ -
pH 2-8 prakticky 1:1, zatimco tfeti vina odpovidd asi 20 % % 0—0
prvni ¢i druhé viny. I, nA /
V oblasti pH 3-5 se na kiivce objevuje vifivé maxi- —45 o 1
mum, které Ize potlacit ptidavkem zelatiny. Pdlvinovy poten-
cidl obou vln se s rostoucim pH posouva k zdporn&jSim hod-
notdm. 42 r T
Lze ptedpoklddat, Ze prvni dvé vlny odpovidaji ctyfelek-
tronové redukci skupiny -NO, na skupinu -NHOH a piipadné 39| O i
dalsi viny ndsledné dvouelektronové redukci skupiny -NHOH . . . .
aZ na skupinu —-NH,,. 50 _50 ~150

Z obr. 2 a 3 iz tabulek I a II je patrno, Ze chovani 2-
-methyl-4,6-dinitrofenolu pfi DPP na DME ¢i DPV na HMDE
v podstaté odrdzi jeho chovani pfi tast polarografii. Z obr. 1 az
3 je patrno, Ze nejlépe vyvinuté a nejsnaze vyhodnotitelné viny
pfi DCTP na DME byly ziskany pii pH® 10,1. Naproti tomu
optimdlni piky pti DPP na DME byly Zl’skéng v prostfedi
o pH®7,2 a pii DPV na HMDE v prostiedi o pH" 6,2. U viech
metod byla Iépe vyhodnotitelnd prvni vlna (popf. pik). Kali-
bra¢ni zdvislosti pro vSechny tyto techniky byly proméfeny
u obou vin (pikl) ve smési Brittontiv-Robinsondv pufr—metha-
nol (9:1). Parametry proméfenych koncentra¢nich zavislosti
jsou uvedeny v tabulce III, z niZ je patrna znacnd citlivost
zejména pulznich metod.

Dile byla vénovéna pozornost moznosti dal§tho zvyseni
citlivosti pomoci adsorpéni akumulace 2-methyl-4,6-dinitro-
fenolu na povrchu HMDE. Jelikoz pfitomnost methanolu ne-
gativné ovliviiuje adsorpci ldtky, byl jako zdkladni elektrolyt
pouzit roztok Brittonova-Robinsonova pufru pH 6,0 s pfi-
davkem zdsobniho roztoku stanovované latky v deonizované
vodé. Vliv potencidlu akumulace na vysku piku byl proméfen
v rozmezi +50 az —150 mV pfi koncentraci 2-methyl-4,6-di-
nitrofenolu 2.107 mol.I".. Roztok byl pii akumulaci michdn
a doba akumulace byla 60 s. Jako optimdln{ potencidl akumu-
lace byla zvolena hodnota —50 mV, pfi niz byly ziskdny
nejvyssi, snadno vyhodnotitelné a dobie reprodukovatelné
piky (viz obr. 4). Na zdkladé¢ promé&feni vlivu doby akumulace

116

E,., mV

Obr. 4. Zavislost proudu piku 7 ! 2-methyl-4,6-dinitrofenolu (c =
2.107 mol.l'l) na potencialu af(umulace E,; méfeno technikou
AdSV na HMDE v michaném roztoku BR pufru pH 6,0 pfi dobé
akumulace 7, = 60 s

-8
I, nA

-6

Obr. 5. Voltamogramy 2-methyl-4,6-dinitrofenolu; méieno tech-
nikou AdSV na HMDE v BR pufru pH 6,0, potencial akumulace
-50 mV, doba akumulace 60 s, c(MDNF) = 0 (1), 1.107 2), 2.107°
(3),4.107 (4), 6.107 (5), 8.10° (6), 1.10° (7) mol.I""
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Tabulka IIT
Parametry kalibra¢nich piimek pro stanoveni 2-methyl-4,6-dinitrofenolu modernimi polarografickymi a voltametrickymi meto-
dami
Technika Prostiedi ¢ [mol.I™"] 1. vlna nebo 1. pik 2. vlna nebo 2. pik
smérnice  usek  korela¢ni LQa smérnice  usek  korela¢ni LQ"l
[nA.mol™"1] [nA]  koef. [moll'] [nA.mol™"1] [nA]  koef. [moll™]
DCTP/DME  BRpufrpH 10 (2-10).10° -1,12.10" -5.1  0,9964  — -8,09.10° 7.4 09976  —
—methanol  (1-10).10° -1,09.107 04 0,9996 1.10° -1,22.10" 0,2 0,9994 2.10°°
9:1, pH? 10,1)
DPP/DME BRpufrpH7 (2-10).10° -2,02.10" -178  0,9953  — —-121.10" -422 09994 -
—methanol  (2-10).10° -2,52.10" 1,14  0,9982 — -1,42.10" 597 09995  —
©:1,pH?7,2) (1-10).107 -2,51.10" 0,33 09994 1.107 -1,47.10" 0,03  0,9998 4.10”
DPV/HMDE  BRpufrpH6 (2-10).10° -3,65.10" —43,18 09912 — -2,66.10" 29,49 09977 -
—methanol ~ (2-10).107 —4,49.10" 027 09969 — -3,64.100 -1,13 09995  —
9:1,pHP6,2) (1-10).10° —4,19.10" 0,03 09994 1.10° -3.40.10" -1,34 0,9988 3.107
AdSV/HMDE® BR pufrpH6 (2-10).10° —4,52.10° -0,016 0,9999  — -3,76.10° 0,859 09996  —
(1-10).107  —4,24.10% 0,013 0,9998 1.10° -3,91.10° 0376 009993 4.10”°

a . - b _ _
L, — mez stanovitelnosti, ° £, =-150 mV, 7, =60 s

na vysku piku byla pro koncentraéni rozmezi (1-100).107°
mol.I"! zvolena jako optimalni doba akumulace 60 s. P¥i této
dobé akumulace byly piky dobie vyvinuté a dostate¢né vysoké
a dal$i prodluzovani doby akumulace jiz nebylo dcelné. Pa-
rametry kalibracnich pfimek proméfenych za téchto podminek
jsou uvedeny v tabulce III, odpovidajici voltamogramy jsou
zndzornény na obr. 5. Prodlouzeni doby akumulace v micha-
ném roztoku na 180 s nevedlo pies zvétSeni pikil ke zvySeni
citlivosti metody.

Zavér

Byly nalezeny podminky umoziujici dosazeni co nej-
niz§ich mezi stanovitelnosti na pouzitych rtutovych elektro-
déch. Jako nejcitlivEjsi se ukdzala dle predpokladi technika
AdSV na HMDE. Tato metoda vykazuje daleko vys$i ndroky
na Cistotu zdkladniho elektrolytu nez ostatni metody a je
znacné citlivd na pritomnost interferujicich latek. Proto byla
pfi praktickych stanovenich pouZita technika DPV na HMDE
(cit."). Jeji vyhodou je vedle zna¢né citlivosti i rychlost mé-
feni.

Autori dékuji za financni podporu Fondu rozvoje vysokych
Skol (grant 2291/2002).
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Trace Amounts of 2-Methyl-4,6-dinitrophenol Using Mo-
dern Polarographic and Voltammetric Methods at Mercu-
ry Electrodes

Optimum conditions are described for the determination
of 2-methyl-4,6-dinitrophenol using tast polarography (limit
of determination L, = 1x107% mol.1™") and differential pul-
se polarography (Lq = 1x1077 moL.I'") at a classic dropping
mercury electrode and differential pulse voltammetry (Ly=
1x107 mol.I"") and adsorptive stripping voltammetry (Lo=
1x10™ mol.I"!) at a hanging mercury drop electrode.
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IZOLACE TERPENU )
DESTILACI JEHLICI SMRKU ZTEPILEHO

PAVEL REZANKA" a JAN FAHNRICH
Ustav analytické chemie, Vysokd skola chemicko-technologic-
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Klic¢ova slova: destilace, plynovd chromatografie, kapalinova
chromatografie, smrk ztepily, terpeny

Uvod

Studium vyskytu a slozeni terpenickych latek v jehli¢na-
nech bylo pfedmétem mnoha studii. Kromé porovndvani riiz-
nych druht jehlicnanti mdze byt jejich cilem i monitorovan{
vlivu zZivotniho prostfedi na rostliny. K izolaci terpenickych
latek z rostlinného materidlu pro analytické ucely je pouZivdna
fada metod. Mezi nejroziifen&jsi patii destilace' *, paralelni
destilace a extrakce™®, extrakce rozpou§tédlem1’9 (SE) a ex-
trakce superkritickou kapalinou® (SFE). Izolaénim postuptim
se podrobné vénuje studie Holubové, Chvilickové a Kubang!,
ktefi srovndvali riizné metody izolace monoterpeni z jehli¢i
smrku ztepilého (Picea abies) a smrku omorika (Picea omo-
rica). Jiittner’ zjisfoval zmény koncentraci terpenti v jehlici
smrku ztepilého rostouciho ve znecisténém prostiedi. Mnoz-
stvi nejvice zastoupenych terpend (v pg.g”' jehlici) izolova-
nych témito autory z jehli¢i smrku ztepilého jsou uvedena
v tabulce I.

Vétsina monoterpenti jsou latky opticky aktivni. Kromé
stdceni roviny polarizovaného svétla se tyto latky projevuji
i v infracervené oblasti ve spektrech vibra¢niho cirkuldrniho
dichroismu (VCD). Touto metodou by proto mohlo byt sle-
dovdno slozeni terpenickych latek v jehlic¢i s pfipadnym vy-
uzitim pfi monitorovdni vlivu prostfedi na jejich tvorbu. Ne-
vyhodou metody VCD je to, Ze potiebuje pomérné velké
mnozstvi vzorku (fddové jednotky az desitky mg ve 100 ul

Tabulka I
Mnozstvi terpent izolovanych z jehli¢i smrku ztepilého (ug.g’l
cerstvého jehlici) v zdvislosti na metodé izolace

Metoda izolace o-Pinen Limonen Kamfen Lit.

SE 44.4 53,9 84,1 1
SFE 443 50,2 78,7 1
Destilace 14,0 22,8 31,9 1
SE?* 131 120 241 7

U této metody pouzit jiny zpisob zpracovani jehli¢i

Laboratorni pfistroje a postupy

rozpoustédla), a proto je tieba zpracovat navazku nékolika de-
sitek gramd jehli¢i. To je pomérné snadno proveditelné meto-
dou destilace z vodného prostfedi. Tato price se proto zabyva
nékolika riiznymi variantami destilace se snahou dosahnout
uspokojivé vytéznosti postupu pii soucasném zakoncentro-
vani izolovanych litek v co nejmensim objemu rozpoustédla.
Tyto varianty byly studovdny na mesitylenu (1,3,5-trimethyl-
benzenu) jako modelové ldtce. Jako perspektivni z téchto va-
riant se jevila destilace z vodného prostiedi spojend s pfimym
zakoncentrovanim destildtu na tuhém sorbentu. Tento postup
byl pak pouzit pro izolaci terpenti z jehli¢i. Pro porovndni byly
nékteré aspekty izolace terpenickych ldtek studovany i meto-
dou piimé extrakce rozpoustédlem.

Experimentalni ¢ast
Pouzité pristroje

Absorpéni spektra v UV oblasti byla méfena na spektro-
fotometru Cary 50 (Varian) v rozsahu vlnovych délek 200-
400 nm. Obsah mesitylenu v modelovych pokusech byl vyhod-
nocen z rozdilu absorbance pfi vinové délce 272,5 nm (vlnova
délka absorp¢niho maxima mesitylenu) a 285 nm (pozadi).

K separaci kapalinovou chromatografif byla pouZita skle-
nénd kolona 150x3 mm plnénd sorbentem Separon SGX C18,
7 um (Tessek, Praha). Methanol jako mobilni faze byl ¢erpdan
rychlosti 0,4 ml.min~! cerpadlem LCP 4000 (Ecom, Praha).
K fotometrické detekci pfi vinové délce 202 nm slouzil spek-
trofotometricky detektor Knauer (Némecko), nebo byla zazna-
mendvana spektra eludtu v rozsahu 190 az 360 nm detektorem
s diodovym polem SM 5000 (LDC Analytical, USA). Namé-
fené chromatogramy byly zpracovdny programem CSW (Data
Apex, Praha).

Analyzy plynovou chromatografii byly provadény na chro-
matografu Varian 3350 na kapildrni koloné 25 m x 0,32 mm
s NB-54 staciondrni fdzi (Nordion), s dusikem jako nosnym
plynem a plamenovym ioniza¢nim detektorem. Pocdtecni te-
plota kolony byla 45 °C po dobu 2 min, potom byla zvySovdna
rychlosti 10 °C.min"" na teplotu 180 °C a pii ni byla kolona
udrzovana dal$i 4,5 min. Injektor a detektor byly vyhrity na
teplotu 200 °C.

Spektra VCD byla méfena ve stfedni infracervené oblasti
na spektrometru s Fourierovou transformaci IFS-66/S (Bru-
ker, Némecko) vybaveném modulem PMA 37 (Bruker, Né-
mecko). Metoda méfeni byla detailné popséana diive'’.

Destilac¢ni postupy

Pii destilaci modelovych vzorkl s mesitylenem bylo ke
400 ml destilované vody v 0,5 1 varné baiice piiddno 200 ul
mesitylenu. Smés byla destilovdna po dobu 45 az 60 mi-
nut. K zachycenym frakcim destildtu bylo pfiddno dostatecné
mnozstvi methanolu (nékolik ml) tak, aby se mesitylen pii-
tomny ve frakcich rozpustil. Po skonceni destilace byla desti-
la¢ni aparatura rozebrdna a jeji jednotlivé ¢dsti oplachnuty
methanolem do pfipravenych banék. Pfi pouziti polyuretha-

*  Pavel Rezanka se s touto praci tispésné zicastnil celostdtni soutéZe o nejlepsi studentskou préci v oboru analytické chemie o cenu firmy

Merck v Praze 6.—7. tinora 2002.
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Obr. 1. Destila¢ni aparatura ¢. 5; ¢isla 1, 2 a 3 oznacuji umisténi
polyurethanovych vdlecka

nové pény byly po skonceni destilace polyurethanové valecky

promyty methanolem. Ve frakcich i extraktech byl obsah

mesitylenu stanoven absorpéni spektrometrii.
Destilace byla provddéna s péti variantami destila¢nich
aparatur:

Aparatura ¢. 1 byla tvofena destilacni batikou a sestupnym
chladi¢em o délce 50 cm.

Aparatura ¢. 2 se od aparatury ¢. 1 liSila pouze destilacn{
baikou s postrannim otvorem, jimz byl v prib&hu desti-
lace vstfikovdn ethanol.

Aparatura ¢. 3 byla tvofena destilacni bankou, limcovkou
s postranni trubici pro odbér destildtu a zpétnym chla-
dicem.

Aparatura ¢. 4 byla shodnd s aparaturou ¢. 3, pouze do po-
strann{ trubice pro odbér destilatu byly umistény tii valec-
ky z polyurethanové pény.

Aparatura ¢. 5 (obr. 1) byla tvofena destila¢ni barikou s na-
sazenou redukci NZ 32-14, do niz byl zasunut vodou
chlazeny trn osazeny vdlecky z polyurethanové pény. Na
obrdzku jsou vyznacena mista, kde byly valecky umistény.

Vysledky a diskuse
Modelové pokusy

Postupy, jako je destilace s vodni parou, jsou ¢asto s vyho-
dou pouzivany pfi izolaci t€kavych slozek z matrice vzorku.
ve vodé. Tato skutecnost je sice pfizniva pro urychleni pre-
chodu latky do plynné faze, avSak zkondenzuje-li tato latka
jako oddélend fdze v chladic¢i nebo na jinych mistech apara-
tury, pak je jen velmi pomalu transportovana predestilovanou
vodou do piedlohy. To se velmi zfetelné projevilo pfi mode-
lovém pokusu s destilaci mesitylenu v aparatuie ¢. 1, kterd se
jinak v laboratofich k destilacim bézné pouziva. V sestupném
chladici aparatury se velmi rychle vytvofily kapicky mesity-
lenu, které dlouho ulpivaly na jeho sténdch, takze do prvych
70 ml destildtu se dostalo pouze 37 % vneseného mnoZzstvi
mesitylenu. Hlavni nevyhodou aparatury ¢. 1 je tedy velky
objem destilatu potiebny k predestilovani mesitylenu s dosta-
te¢nou vytéZnosti (tabulka II).

Ve snaze urychlit vymyti zkondenzovaného mesitylenu
z aparatury byl v dal$im pokusu s aparaturou ¢. 2 pfidan béhem
destilace do varné banky postranni trubici ethanol. Vyrazné-
ho urychleni destilace mesitylenu se ale timto zptisobem nedo-
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Tabulka IT
Celkovy objem destildtd a extraktl vzorkl V. a vytéZnost Ry,
mesitylenu pii pouZziti riiznych destila¢nich aparatur

Aparatura Ve [ml] Ry [%]
1 213 74,9
2 211 81,2
3 32 81,0
4 34 84,6
5 22 89,8

mensim rozmérdm bylo 63 % mesitylenu obsazeno v prvych
10 ml destildtu. Pomérné znacny podil (asi 13 %) mesitylenu
zustdval v postranni trubici pro odbér destildtu.

Vzhledem k tendenci mesitylenu ulpivat na sténdch apa-
ratury se nabizi moznost vyuzit této skutecnosti k jeho zachy-
ceni na vhodném materidlu piimo v destilacni aparature. Pri
prvém pokusu v tomto sméru byla aparatura ¢. 3 upravena tak,
7e do postranni trubice byly vloZeny tfi vdlecky z polyure-
thanové pény, takze odebirany destildt protékal témito vdlecky
(aparatura €. 4). Zachytilo se v nich 57 % mesitylenu, v pro-
teklém destildtu o celkovém objemu 25 ml bylo nalezeno 39 %
mesitylenu. Uéinnost zéchytu v polyurethanovych valedcich
je v tomto piipade sniZovana vysokou teplotou destildtu, ktery
jimi protékd. Proto byla v destilacni aparatufe ¢. 5 polyure-
thanova péna navléknuta ve tfech segmentech piimo na chla-
dici trn umistény nad vrouci kapalinou (obr. 1). Po 30 mi-
nutdch varu a vychladnuti aparatury bylo v segmentech po-
lyurethanové pény nalezeno 90 % mesitylenu, okolo 3 %
mesitylenu bylo nalezeno ve vodé zbylé v destilacni barce.
Dostatecné vysokd vytéznost byla zjisténa i v ptipadé, ze do
vody bylo kromé mesitylenu pfiddno 50 g jehli¢i. V tomto
piipadé extrakty z polyurethanovych vdlecki obsahovaly kro-
mé mesitylenu piili§ mnoho jinych latek absorbujicich v UV
oblasti spektra, a proto byl mesitylen stanoven kapalinovou
chromatografii.

Destilace jehlic{

Pii prvém experimentu se zpracovanim jehli¢i bylo v apa-
ratufe €. 5 vafeno ve 400 ml vody 5 g erstvého jehli¢i po dobu
30 minut. Jehli¢f bylo jen minimdlné poskozené pfi oddélo-
vani ze smrkové vétvicky. Po tydnu byl tyz vzorek destilovdn
znovu. Methanolické extrakty tif vdleckd z polyurethanové
pény byly analyzovany kapalinovou chromatografif s fotome-
trickou detekci. Ze slozek patrnych na chromatogramech bylo
mozno porovndnim se standardy identifikovat tfi monoter-
peny, jejichz celkové mnozstvi nalezené v jednotlivych vélec-
cich polyurethanové pény je uvedeno v tabulce II1. Prekvapivé
bylo po tydnu izolovdno vétsi mnoZzstvi monoterpent nez pri
prvé extrakci. Je patrné, Ze terpeny jsou z neposkozeného
jehlici extrahovany jen velmi pomalu, a ani teplota varu vody
nestaci k jejich uvolnéni. To se potvrdilo i dalSim pokusem,
pii kterém bylo zpracovdno 15 g jehli¢i a polyurethanové
vdlecky byly pro dcely VCD extrahovdny tetrachlormetha-
nem. Po zfedéni hexanem byl roztok analyzovan plynovou
chromatografii. Tabulka IV uddvd celkové mnozstvi izolova-
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nych monoterpenti ze vSech tif polyurethanovych valeckd,
tabulka V distribuci celkového mnozstvi monoterpenti mezi
jednotlivé vélecky. Opét je po tydennim stani patrny ndrtst
mnozstvi izolovanych monoterpent.

Tabulka IIT

Celkové mnozstvi izolovanych monoterpend (o-pinenu, li-
monenu a kamfenu) z jehlici smrku ztepilého (ug.g™ cerstvého
jehlici) ziskané destilaci 5 g jehli¢i v aparatufe ¢. 5 a ana-
lyzované kapalinovou chromatografii

Vilecek 1. destilace 2. destilace®
1 51 89
2 23 64
3 21 33
Celkem 95 186

 Destilace opakovéna tyden po prvni destilaci

Tabulka IV

Mnozstvi izolovanych monoterpenti z jehli¢i smrku ztepilého
(ug.g”' erstvého jehlici) ziskané destilaci 15 g jehli¢i v apa-
ratufe €. 5 a analyzované plynovou chromatografii

Limonen Borneol Kafr
o-Pinen Kamfen Terpinol

Destilace
Celkem

1 1,3 45 37 95 15 15 49
2? 32 87 94 11 11 27 262

? Destilace opakovéna tyden po prvni destilaci

Tabulka V

Distribuce celkového mnozstvi terpend (ug.g” erstvého je-
hli¢i) v jednotlivych véleccich z polyurethanové pény ziska-
nych destilaci 15 g jehli¢i v aparatufe ¢. 5

Vilecek 1. destilace 2. destilace®
1 18 179
2 21 50
3 10 33
Celkem 49 262

* Destilace opakovéna tyden po prvni destilaci

Tabulka VI
Mnozstvi jednotlivych monoterpenti (g.g ™! Eerstvého jehlici)
v hexanovych extraktech stanovené plynovou chromatografif

Celkem
Terpinol

Limonen Borneol
o-Pinen Kamfen

Destilace

Rozdrcené 210 420 430 31 64 1155
Neposkozené 9,2 21 22 16 17 85,2

Laboratorni pfistroje a postupy

Vyznam naruSeni povrchu jehli¢i pro uvolnéni monoter-
pent byl sledovan plynové-chromatografickou analyzou he-
xanovych extrakti. Ve dvou vialkdch s 1 ml hexanu byly po
dobu 12 hodin extrahovdny tfi jehlice, pficemz v jedné vialce
byly jehlice na pocatku extrakce pod hladinou hexanu rozdr-
ceny sklenénou ty¢inkou. Mnozstvi extrahovanych monoter-
penti uvadi tabulka VI.

I v dalsi sérii experimentti nebylo v hexanovych extraktech
neposkozenych jehlic nalezeno vyznamné mnozstvi terpend,
a to ani tehdy, jestlize byla extrakce hexanem podpofena
mikrovlnnym ohfevem. Mikrovinnd energie neni absorbovana
hexanem, ale pouze jehli¢im, které se tak intenzivné zahiiva,
ackoliv hexan pfitom zlistdvd pomérné chladny. Ohfev byl
ukoncen, kdyz jehlici ztratilo jasné zeleny odstin; pfitom se od
jehli¢i oddélila povrchova vrstva voskt. V hexanu ale ani
v tomto piipadé nebyly terpeny nalezeny ve vyznamném mnoz-
stvi. Jak jehlice zpracované mikrovlnnym ohfevem v hexanu,
tak i jehlice Cerstvé byly extrahovdny hexanem. V jedné fadé
pokust byly 3 jehlice rozdrceny v 1 ml hexanu sklenénou
ty¢inkou, v druhé byly rozdrceny v kulovém mlynku za teploty
kapalného dusiku. Hexan byl k jehlicim pfiddvén jesté pred
ochlazenim na teplotu kapalného dusiku a drcenim. Pokud byl
pfiddan az po rozdrceni jehlic, byly nalezeny podstatné nizs{
obsahy monoterpend, protoZe béhem temperace a dal$i ma-
nipulace s jemné rozdrcenym vzorkem zna¢nd ¢dst monoter-
pent ze vzorku vytékala.

Vysledky analyz jsou pro dva az tfi paralelni pokusy
uvedeny v tabulce VII. Nalezené obsahy se (na 5% hladiné
vyznamnosti) neliSi ani podle zptisobu rozdreenti jehlic, ani pfi
porovndni Cerstvych jehlic s jehlicemi pfedbéZné extraho-
vanymi hexanem s mikrovinnym ohievem.

Pouzitelnost postupu pro VCD analyzu

Ukazuje se, Ze i destilacni postup izolace terpenti z jehli-
¢i s aparaturou ¢. 5 md pro praktické pouziti ve VCD spektro-

Tabulka VII
Mnozstvi jednotlivych monoterpenti (lg.g " Eerstvého jehlici)
nalezené v hexanovych extraktech pro rtizné zptisoby zpra-
covani jehlic

Zpracovani Limonen Borneol Kafr
jehlic® o-Pinen Kamfen Terpinol Celkem
CR 155 138 284 84 65 163 890
118 105 220 &1 72 180 776
164 146 312 90 70 191 972
CD 236 200 423 109 71 194 1234
131 120 260 69 49 114 743
MR 211 200 385 89 63 224 1171

120 113 226 67 50 174 751

156 131 276 64 42 154 824

MD 202 195 388 91 75 189 1141
137 117 266 63 53 126 762

8 102 175 53 37 102 559

& C — Cerstvé jehli¢i, M — jehli¢i podrobené mikrovlnnému
ohtevu, R — jehlice rozdrcené v hexanu sklenénou ty¢inkou, D —
jehlice drcené v kulovém mlynku za teploty kapalného dusiku
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Obr. 2. VCD spektrum tetrachlormethanového extraktu jehlici; 1
— VCD spektrum, 2 — $um (k hodnotdm je pictena hodnota 3.10)

metrii fadu nevyhod. K extrakci monoterpenti z polyuretha-
novych vilecku je tfeba pouZzit pomérné velky objem tetra-
chlormethanu (celkem asi 1,5 ml na jeden vdlecek). Spojené
extrakty ziskané zpracovanim 15 g jehli¢i byly proto po vysu-
Seni bezvodym siranem sodnym zakoncentrovany odpafenim
prebyte¢ného tetrachlormethanu proudem dusiku. To bylo
nevyhnutelné doprovdzeno ztrdtami monoterpenti. Spektrum
VCD odpateného extraktu o vysledném objemu asi 100 ul je
na obr. 2. Ve spektru je zfetelna pfitomnost opticky aktivnich
latek v extraktu. Signdly jsou slabé, ale dobfe odlisené od Sumu
pristroje. Je jich pomérné znacny pocet. Porovndnim s dostup-
nymi standardy neni mozno jednoznac¢né urcit, kterym latkdm
signdly pfislusi. V extraktu byla zfejmé obsazena pfiliS sloZitd
smés opticky aktivnich latek. Pravdépodobné bude v dal$im
postupu tfeba ziskanou smés rozdélit na jednodussi skupiny
latek. Také bude tfeba ovérit, zda ztraty terpenickych latek pii
odpatovani extraktu bude mozno udrzet v pfijatelnych mezich.

Tato prdce byla feSena v rdmci grantu MSMT CR, & MSM
223400008 a grantu MZP CR, ¢. VaV 340/1/01. Autori dékuji
Ing. Viladimiru Setnickovi za zméreni VCD spektra.
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P. Rezanka and J. Fihnrich (Department of Analytical
Chemistry, Institute of Chemical Technology, Prague): Isola-
tion of Terpenes from Norway Spruce Needles by Distilla-
tion

A novel approach to isolation of semivolatile organic
compounds from aqueous media is proposed based on com-
bined distillation and solid phase extraction. A model com-
pound, 1,3,5-trimethylbenzene, was concentrated with good
yield on polyurethane foam coating of a cooler positioned
above the boiling aqueous mixture. It was found that terpenes
are released very slowly from intact Norway Spruce (Picea
abies) needles even at the boil. Also microwave-assisted ex-
traction with hexane was inefficient. The vibrational circular
dichroism spectrum of compounds isolated from the needles
by distillation and solid phase extraction was too complex to
be easily interpreted.
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Osobni zprdvy

OSOBNI ZPRAVY

RNDr. PhMr. Ladislav Novotny, DrSc., osmdesatnikem

Doktor Novotny, byvaly dlouholety védecky pracovnik
Ustavu organické chemie a biochemie AV CR anyni stéle jesté
plné zaméstnany a sympaticky nakaZlivou vitalitou oplyvajici
farmaceut, oslavil v prosinci 2002 své osmdesaté narozeniny.
My vsichni, kteff naSeho jubilanta zndme dlouhd Iéta, s rados-
ti konstatujeme, Ze jeho rdzny a rychly krok se jen velmi
mirné zkrdtil, Ze jeho o¢i zafi stdle stejnym nadSenim jako
diiv, kdyz mluvi o své prici, rodin€, novych lécich, dobrém
jidle a dalSich pivabech Zivota. Jeho velkou vitalitu a vzdy
dobré zdravi jsme obdivovali nejenom jako dar Zivota, ale také
trochu i jako plod jeho Zivotni a farmaceutické moudrosti. At
tak nebo tak, pfejeme mu, aby mu oba tyto zdroje bohaté
slouzily i naddle.

Doktor Novotny se narodil 26.12.1922 v Tremes$né u Ta-
bora. Svd gymnazidln{ studia zacal v Litoméficich a po jejich
zdboru v r. 1938 pokracoval v Tereziné a Nymburce a studia
ukoncil v r. 1942 v Tébore. Jesté téhoZ roku se v rdmci
totdlniho nasazeni ocitl az ve Vidni. V roce 1945 pak nastoupil
do Iékarny jako aspirant farmacie a po dvouleté praxi odesel
studovat farmacii na Pfirodovédeckou fakultu UK v Praze. Po
ukonceni farmaceutickych studii v r. 1949 (PhMr.) pokracoval
ve studiu chemie a promoval v r. 1952 (RNDr.). Pak byl prijat
do tehdy jesté Ustiedniho tdstavu chemického, jenZ se stal
vzapéti Ustavem organické chemie a biochemie CSAV. Tam
se podilel na vzniku, rozvoji, ispéchu i na riznych transfor-
macich oddéleni ptirodnich latek ve vSech pozicich od védec-
kého aspiranta (CSc. v r. 1961) pres védeckého pracovnika
(DrSc. vr. 1970) az po vedouciho oddéleni. V oddélent a také
v riiznych vedoucich funkcich UOCHB pracoval az dor. 1989,
kdy odesel do diichodu.

Odbornym zamétenim Dr. Novotného byla chemie piirod-
nich ldtek rostlinného ptivodu. Samoziejmé, Ze ze vseho ne-
jvice se vénoval tradi¢nim lécivym rostlindm, od devétsila
(rod Petasites) pres star¢ky (rod Senecio) az po cely okruh
rostlin subtribu Senecioneae. V téchto rostlindch objevil a pak
vétsinu svého odborného usili vénoval furoeremofilanim, ter-
penoidiim chemotaxonomicky typickym pro tento subtribus —
latkdm zodpovédnym za mnohé z 1é¢ivych ucinkd téchto
rostlin. Jeho badatelskd prdce, zvefejnénd ve vice neZ stovce
publikaci, a tim i jeho pracovisté, dosahovaly mezinarodniho
uzndni a mnoha plodnych a zajimavych spolupraci.

Dr. Novotny se po cely ¢as své odborné ¢innosti zajimal
také o farmacii a farmakologii. Byl aktivnim ¢lenem vyboru
sekce pifrodnich 1é¢iv Ceské farmaceutické spolenosti. Dlou-
hodobé externé spolupracoval s Farmaceutickou fakultou UK
v Hradci Krélové, kde byl kontinuédlné ¢lenem rtiznych komisi.
Vedl a vychovdval fadu domécich i zahrani¢nich aspiranti
a stazistll v oboru pfirodnich litek a jesSt€¢ vice diplomanti
pravé z oboru farmacie. Nebyla snad v Cechdch vyznamn&jii
Iékdrna, kde by Dr. Novotny nemél alespon jednu svoji byva-
lou diplomantku, a to navic s dusi vdécnou a pratelsky spiiz-
nénou. A co vic, nyni existuje lékdrna ,,U sv. Antonina®
v Praze 7, kde pracuje sdm Dr. Novotny. Svoji ¢inorodost,
pracovitost, dobry vztah k lidem a k farmacii pfenesl totiz nas
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jubilant hned po odchodu do dichodu na lékdrenskou praxi.
A to naplno, jako u vSeho, co mél a md rad. V roce 2001, tedy
ve svych 79 letech, slozil atestaci 1. stupné, a uzavfel tak své
curiculum farmaceuticeae obrazné€ i doslova, od aspiranta
v 1ékdrné ,,U Andéla strdzce* az po 1ékdrnika ,,U sv. Antoni-
na“. Jeho curiculum vitae je ovSem stdle jeSte koSaté oteviené
tak, Ze i my o generaci mladsi mu to jen s obdivem zavidime.
U piilezitosti jubilea mu vSichni gratulujeme a pfejeme do
dal$ich let vSe nejlepsi a i naddle nezlomné zdravi a neutucha-
jici zivotni eldn.

Juraj Harmatha

Prof. Ivan Pavlik sedmdesaitilety

Tempora labuntur tacitisque senescimus annis
(Ovidius)

Dne 18. unora 2003 slavi své sedmdesdté narozeniny
kolega a zdroven i ucitel mnoha nds, absolventd VSCHT
Pardubice i dne$ni Fakulty chemicko-technologické Univerzi-
ty Pardubice, prof. Ing. Ivan Pavlik, CSc.

Vsichni jej zndme predevsim jako zakladatele védecké
$koly chemie organokovovych slou¢enin na VSCHT v Pardu-
bicich. Jeho védeckd prace je orientovdna takika vyhradné na
chemii metallocend, tedy na oblast chemie teoreticky i expe-
rimentdlné velmi ndaro¢nou, kterd pro vyvoj chemie anorga-
nické, organické, a v soucasné dobé i makromolekuldrni, se-
hrédla a dosud sehrdvd mimofddné vyznamnou ulohu jak po
strance teoretické, tak i praktické. Této problematice se dnes
vénuje fada $pickovych védeckych tymu a svétové proslulych
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védeckych pracovniki a skutec¢nost, ze prof. Pavlik v této kon-
kurenci obstdl, je dokladem jeho hlubokych znalosti a schop-
nosti. Uctyhodny poéet piivodnich védeckych praci, predna-
Sek a posteri na konferencich a sympoziich a citacnich ohlast
na né je vSak jen jednou strankou, charakterizujici osobnost
kolegy Pavlika. VSichni jej zndme i jako vyborného pedagoga,
ktery vychoval kolem 120 diplomantt i fadu védeckych aspi-
rantl a dnesSnich doktorandd. Rdd vzpomindm na cviceni
z anorganické chemie v prvnim ro¢niku v roce 1960, kdy nds,
tehdy jako odborny asistent, cvicil v chemickém nazvoslov{
a dodnes v duchu slySim jeho ,bishatnicitan bismutity*. Za
svoji ptikladnou pedagogickou prici ziskal fadu ocenéni.
Prof. Pavlik je vynikajicim odbornikem a vynikajicim
pedagogem, avsak predevsim je velmi vzdélanym a noblesnim
Clovékem s obrovskymi zkuSenostmi a znalostmi historie,
mechanismi a tradic akademického prostfedi. Tuto stranku
jeho osobnosti jsem mohl ocenit zejména v obdobi, kdy se
mnou po dobu Sesti let tzce spolupracoval jako prodékan fa-
kulty chemicko-technologické pro védu a pedagogiku. V ob-
dobi na po¢dtku devadesatych let, kdy jsme na fakulté postup-
né meénili ctyfleté studium na pétileté a posléze zavadeli kre-
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ditovy systém s prvni a druhou stdtni zkouskou, zavadéli
doktorské studium, formulovali nové studijni a zkusebni fady
fakulty, zavadéli nové studijni obory biochemického a bioana-
lytického zaméteni a provedli fakultu akredita¢nimi fizenimi,
to byl pravé on, kdo se jako pfislu§ny prodékan o tyto vyznam-
né uspéchy fakulty osobné zaslouZzil. Jeho vyznamnym pii-
nosem bylo i obnoveni tradice uZivani akademického jazyka,
jazyka latinského, pii akademickych obfadech arovnéz vypra-
covdni novych, univerzitniho prostiedi distojnych, scéndid
akademickych obradi pfi imatrikulaci, bakaldiské sponzi, in-
Zenyrské a magisterské promoci, promoci doktord i ¢estnych
doktorti Univerzity Pardubice. VSichni, kdo se tehdejSich aka-
demickych obfadl zicastiiovali, je velmi vysoce hodnotili
a rddi na né vzpominaji.

Prof. Pavlik, a¢ dnes jiZ sedmdesdtnik, je stdle velmi
aktivni, dusevné svézi a podili se na feseni programu vyzkum-
ného centra fakulty i na vychové studenti specializace a dok-
torandli. Pfejeme mu do dalsich let zdravi, neutuchajici eldn
a dusevni svéZest.

Jaromir Situpdrek
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1. Uvod

Kazdd spolocenskd zmena je charakterizovand zmenou
hodnotového systému spolocnosti, ale aj jednotlivca. Odrdza
sa to aj v Skolskom systéme pri preferovani vyucovacich
predmetov. Plati to aj pre chémiu. Vednému odboru aj vyuco-
vaciemu predmetu chémia klesaju preferencie s porovnanim
povojnového obdobia, ktoré povazujeme za obdobie rozma-
chu chemickej vyroby, chemického priemyslu. Zmena hodno-
tového systému vyzaduje aj zmenu orientdcie uciva. Nie je
ziaduce, aby chemické uc¢ivo na zdkladnych a strednych ne-
chemickych $koldch, kde sa chémia vyucuje ako vSeobecno-
vzdeldvaci predmet, bolo aj nadalej orientované na techno-
16giu vyroby a spracovanie surovin.

Podla predstdav J. A. Komenského, ale aj stcasnych hu-
manizacnych trendov v Skolskom systéme, je potrebné pri
chemickom vzdeldvani vSeobecného charakteru uprednost-
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novat tie informdcie, ktoré moze kazdy ¢lovek, bez ohladu na
svoje zamestnanie, vyuZit vo svojom Zivote. Tymto smerom
sti zamerané aj ciele uebnych osnov pre zdkladné skoly'
a gymndzid*, ktoré nadobudli platnost 1.9.1997.

2. Metodika a vysledky vyskumu

Sme presvedcent, Ze medzi informdcie vyuZzitelné v bez-
nom zivote mozno zaradit aj poznatky o hodnotich pH Tud-
ského organizmu. Po dvoch rokoch platnosti spomenutych
ucebnych osnov chémie sme realizovali na zdkladnych Sko-
lach (9.roc¢.) a strednych §koldch (2. roc.) prieskum schopnosti
vyuzivat chemické poznatky v beznom Zivote jednotlivca.
Prieskum bol realizovany dotaznikovou formou s vyberovymi
a volnymi odpovedami na predloZené otdzky.

Vysledky vyskumu ukdzali, Ze vyucovanie chémie sa orien-
tuje stdle velmi vyrazne na osvojovanie teoretickych poznat-
kov alen okrajovo na ziskavanie schopnosti vyuZzivat osvojené
poznatky narieSenie situdcif, problémov kazdodenného Zivota
stcasnosti i budtcnosti.

Pozornost sme zamerali aj na poznatky o pH prostredi.
Tento pojem je v Sirokej verejnosti pouZivany najmi v sivis-
losti s kyslymi dazdami. My sme vSak orientovali pozornost
na Tudsky organizmus. Respondentom sme polozili nasledu-
juce otdzky:

I6ny sodika Na*a draslika K* sa zd¢astiiuju na udrziavani
acidobazickej rovnovahy v [udskom organizme. Aké hod-
noty pH mad u zdravého cloveka krv?

Maite na vyber tri toaletné mydld, ktoré sa lisia svojim pH:
a) pH 5,5; b) pH 7,0; ¢) pH 9,5. Ktoré by ste si vybrali na
umyvanie a preco?

Prieskumu sa zicastnilo 521 respondentov strednych §kol
nechemického zamerania. Boli to Studenti druhych ro¢nikov
gymnézii (G), strednych priemyselnych $kdl (SPS), strednych
zdravotnych $kol (SZS) a obchodnych akadémii (OA). Pred-
pokladali sme rozdielnu dspeSnost respondentov z dovodu
nerovnakého postavenia chémie v ucebnych pldnoch stred-
nych $kol. Na gymndzidch je chémia zaradena medzi matu-
ritné predmety, na strednych priemyselnych skoldch je zacle-
nend medzi v§eobecnovzdeldvacie (nie odborné, profilujice)

Tabulka I
Vyber hodnot pH krvi zdravého ¢loveka

Odpovede Vyjadrenie respondentov podla typu $kdl [%]
SZS G SPS OA
Bez odpovede 37 79 77,3 83
Spravne 27,8 0,8 0 2,3
Nesprdvne 35,2 25,2 22,7 14,7
pH 7,0 24,1 12,6 4,8 34
pH>7.,0 3,7 1,7 6,0 1,1
pH<7,0 7.4 10,9 11,9 10,2
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Tabulka IT
Vyber mydla podla hodnoty pH pre zdravi pokozku

Odpovede Vyjadrenie respondentov podla typu §kol [%]

SZS G SPS OA
Bez odpovede 1,9 3,4 4,8 1,1
pH 5,5 92,5 81,5 83,3 94,4
pH 7,0 3,7 13,4 9,5 3,4
pH 9,5 1,9 1,7 2,4 1,1
Spravne 63,0 57,1 44,0 56,8
zdovodnenie

predmety a na obchodnych akadémiach sa predmet chémia ani
nevyucuje. Niektoré chemické témy su zaradené do vyucova-
cieho predmetu Tovaroznalectvo. Predpokladali sme, Ze res-
pondenti strednych zdravotnych §kol budu najuspesnejsi pri
rieSeni otdzok zameranych na Tudsky organizmus. Mali tvorif
porovndvajicu vzorku. Vysledky ziskané z prieskumu st zhr-
nuté v tabulke [ a II.

Prvd otdzka, ako sa vyjadrili mnohi respondenti pisomne,
okrem respondentov zo SZS, ich prekvapila. Az do precitania
otdzky sa nikdy nezamyslali nad tym, Ze aj Tudskd krv md
nejaké hodnoty pH. Tento stav zapri¢inilo nedostatocné inte-
grovanie uciva bioldgie, vSeobecnej a anorganickej chémie,
ale aj minimdlna orientdcia aplikdcie chemickych vedomost{
na ludsky organizmus. Neuvazovali nad zmenou hodnoty pH
krvi vplyvom metabolickych procesov (prijimanim potravy),
svedc¢ia o tom aj udaje v tabulke I. V inej pozicii boli respon-
denti strednych zdravotnych §kol. Takmer tretina (27,8 %)
respondentov SZS uréila spravne hodnotu pH v intervale
7,36-7,44. To, Ze 24,1 % respondentov SZS uviedlo pH 7,0,
suvisi pravdepodobne s tym, Ze nevedeli presnid odpoved, ale
pamiitali si, Ze je to hodnota blizka neutrdlnemu prostrediu 7,0.
Medzi nespravnymi tidajmi sa vyskytovali rozne hodnoty pH,
ale najcastejsie sa objavila hodnota 5,5. D4 sa predpokladat,
Ze respondenti boli inSpirovani dalSou poloZenou otdzkou,
ktord sledovala problematiku pH mydiel.

sliny pH 7,0

zalidoc¢na Stava
— prazdny Zalidok pH 7,0
— pri traveni pH 1,0-1,7

pankreatickd Stava pH 8,5

71¢
—v zl¢ovode pH 7,1-7,3
— v zI¢niku pH 6,99-7,7

¢revna $tava
— dvandstnik pH 6,0
— bedrovnik pH 8,0

Obr. 1. Hodnoty pH v traviacej sistave
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Len zanedbateIné mnozstvo respondentov neodpoveda-
lo na druhd polozenu otdzku, na rozdiel od predchddzaju-
cej otdzky (3/4 respondentov neodpovedalo), hoci obe sledu-
ju hodnoty pH prostredia. Prevaznd vicsina odpovedajticich
si vybrala mydlo s pH 5,5. Pri zdévodiiovani vyberu vo
vsetkych typoch §kol respondenti upozornili, Ze rozhodnu-
tie urobili na zdklade reklamy mydla. Vic§iu dspesnost res-
pondentov zdravotnych §kol a obchodnych akadémii mozZno
vysvetlit tym, Ze v triedach potom prevazuji nad chlap-
cami dievcatd, ktoré sa zaujimaju o kozmetické vyrobky. Tym
ale netvrdime, Ze chlapci nevedeli spravne odpovedat. Od-
povede na tito otdzku nds ale upozornili na nedostatocné
vedomosti o hodnotidch pH roztokov, pretoze 12,7 % respon-
dentov tvrdilo, ze pH 5,5 je neutrédlne prostredie. Najhorsie sd
na tom respondenti z obchodnych akadémii, ktoré v rdmci
tovaroznaleckej chémie problematike pH roztokov neddvaju
priestor. Pri vyhodnocovani tejto otdzky nds napadlo, ¢i by
bola tak tuspeSne zodpovedand, keby sme sa pytali na pH
pokozky.

3. Ludsky organizmus a pH roztokov

S uréovanim pH roztokov sa Ziaci stretdvaji vo vyucovani
chémie v 8. ro¢niku zdkladnej $koly. Podla u¢ebnych osnov'
maju ziskavaf zru¢nost vyuzivat indikdtory na uréovanie hod-
noty pH roztokov. V ucebnici chémie* sa upozoriiuje na kyslé
dazde, ,.ktoré Skodlivo pdsobia nielen na organizmy, ale aj na
stavby a priemyselné zariadenia“. V uvedenej ucebnici ché-
mie pre zdkladné $koly* sa v motivaénom texte uciva Kys-
lost a zdsaditost vodnych roztokov zatina nasledujiicou vetou:
,»Vsetky deje v organizmoch prebiehaji vo vodnych rozto-
koch.” Viac sa text roztokom v fudskom organizme nevenuje.
Inak je to v najnovsej ucebnici Zdklady chémie pre gymndzid
s osemrocnym Stidiom®, v ktorej je upozornenie na hrani¢né
hodnoty pH Iudskej krvi. Odporticame mySlienku o vod-
nych roztokoch v organizme (Tudsky organizmus obsahuje
65-80 % H,0) dalej rozvijat za pomoci obrdzkov zndzornu-
jucich Tudskud postavu s vyznacenymi orgdnmi, v sivislosti
s ktorymi mozme uvddzat hodnoty pH v Tudskom organizme.
Ide predovsetkym o trdaviaci systém — sliny, zalido¢nd Stava,
7I¢, pankreatickd Stava (obr. 1), vylu€ovaci systém — mo¢, pot
(obr. 2), krvny systém a kozu (obr. 3).

3.1. Ustna dutina

Na zdklade vysledkov vyskumu by bolo vhodné zru¢nost
urcovania pH pomocou indikdtorov ziskavat pri ur¢ovani hod-
ndt pH mydlového roztoku, Sampdnu, ale aj slin po vycisten{
zubov zubnou pastou, bezprostredne po konzumacii jedla, po
kratkodobom, ¢i dlhodobom Zuvani Zuvacky a pod. Ak bu-
deme sledovat hodnoty pH ustnej dutiny aj od ¢asu, mdzeme
zistit, do akej miery je pravdivd reklama o vplyve pdsobenia
zuvacky na pH v dstnej dutine. Sliny tvori asi 99 % vody a ich
pH je okolo 7,0. U¢ivo chémie moZno aktualizovat aj reakciou
na reklamu, ktord upozoriiuje na uvoltiovanie iénov Ca>* zo
zubov v ustnej dutine. Je potrebné potvrdif skutocnost, Ze
véapnik viazany v zuboch sa v kyslom prostredi uvoltiuje, ¢im
sa znizuje kvalita zubov. Uvoliiovanie vdpnika zo zubov je
vSak vyrazné az vtedy, ak pH v ustnej dutine klesne pod
hodnotu 5,5 (cit.6‘7). Pri normdlnych hodnotdch pH slin (okolo
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7,0) st sliny v tstnej dutine nasytené vdpnikom, zuby preto
vapnik do slin neuvolfuji®’.

Vipnik sa v zuboch nachddza vo forme uhlic¢itanov (CO%’ ),
fosfore¢nanov (PO?[) a fluoridov (F"). Informdciu o rozpust-
nosti CaCO; v kyslom prostredi mozno demonstrovat poku-
som.

Postup experimentu: Do Petriho misky na dve miesta
nasypeme tenku vrstvu rozomletého vdpenca CaCOs; mozZu
byt aj rozdrvené ulity Zivocichov (slimdkov, ustric a pod.), na
ktoré kvapneme zriedené roztoky kyseliny chlorovodikovej
(pH < 5.5) a kyseliny octovej, napr. ocot (pH > 5.5). Po-
zorované reakcie premietneme pomocou spitného projektora.

Z pokusu jasne vyplyva, Ze v kyslejSom prostredi sa uhli-
Citan vapenaty CaCO, rozkladd rychlejSie (pozorujeme vyraz-
nejsie Sumenie sposobené uvolnenym CO,).

CaCO, + 2 HCl — CaCl, + H,0 + CO,
CaCO, + 2 CH,COOH — (CH,C00),Ca + H,0 + CO,

V slindch je obsiahnuty aj enzym o-amyldza, ktory Stiepi
Skrob na oligosacharidy. Podla zdsad raciondlneho stravo-
vania mdme pokrm v ustach podrzat urcity ¢as (25x poZut
kazdy hlt), aby rozklad Skrobu zacal uz v ustnej dutine. Amy-
liza slin m4 optimalnu aktivitu pri pH 6,7 (cit.®). Travenie
Skrobu a-amyldzou prebieha aj v zalidku, avsak len dovtedy,
kym sa enzym neinaktivuje kyslou Zalido¢nou $tavou.

3.2. Zalddok

V prazdnom zaludku sa vylucuje len malé mnozstvo zalu-
doc¢nej $tavy s neutrdlnym alebo alkalickym pH. Prijimanim
potravy sa pH zniZuje, dosahuje priblizne hodnotu 1,0. Po
premiesani zalidoc¢nej §tavy s potravou sa kyslost zriedenim
znizuje (hodnota pH sa zvySuje) na vysledné pH s hodnotou
priblizne 1,7. Pri tomto pH je aktivita enzymu pepsin (rozklad
bielkovin) najvyssia. Trdvenie bielkovin z mlie¢nych potravin
ovplyviiuje enzym gastriksin, ktorého optimalne pH je vyssie
ako pre pepsin (okolo pH 3).

Niektori Tudia po konzumdcii urcitého druhu potravin
(rajciakova polievka, ¢ierny chlieb a pod.) majui zvysené vy-
lucovanie zalido¢nych Stiav a pocifuju péalenie zdhy. Nie je to
u Tudf stav zriedkavy, niektori ho pocifuju Castejsie, ini len
ojedinele. Ako odstrdnif tieto neprijemné pocity v trdviacej
stistave? Tiito otdzku kladd aj autori tloh z chémie pre ZS
(cit.%). Ziakom je poskytnutych na vyber 5 moznosti a jednou
z nich je aj konzumadcia mandli. Je mozné realizovat pokus na
dokaz vplyvu mandli na hodnotu pH.

Postup experimentu: Pomocou papierikov s univerzalnym
indikdtorom zmerajte pH slin. Potom dokladne pohryzte 4-5
mandli a eSte pred prehltnutim opit zmerajte pH slin.

Mandle spdsobia zvySenie hodnoty pH slin (zdsadité pros-
tredie). Po experimente mozno nechaf Ziakov uvazovat nad
tym, ako sa pdlenie zdhy odstrani pomocou mandli. Po zisteni,
Ze mandle mdzu pomdct pri odstraiiovani pdlenia zahy, by
niekto mohol reagovat tak, Ze zje naraz vacsi pocet mandl{
(viac ako 4-5) s ocakdvanim rychlejSieho a vyraznejSieho
ucinku. Tento postoj by nebol spravny, pretoze pri vicSom
pocte konzumovanych mandli sa mozu prejavif nepriaznivé
ucinky na Tudsky organizmus. Z amygdalinu, obsiahnutého
v mandliach, sa v zalidku moze uvolnit jedovaty kyanovodik.
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Smrtelnd ddvka pre dospelého c¢loveka je asi 60 horkych
mandli, pre deti 5-10 horkych mandli. Tepelnou tupravou
(varenim, pecenim) sa jedovatost jadier straca'’.

3.3. Pankreatickd Sfava

Pankreatickd $tava je vyluovand podzalidkovou Zlazou
do dvandstnika. Na rozdiel od zalidoc¢nej $tavy md pankrea-
tickd Sfava vyrazne zdsaditi reakciu a jej pH sa pohybuje
v intervale 7,4-8,3. Jednou z uloh pankreatickej $tavy je zni-
zovat kyslui reakciu trdveniny uvolfiovanej zo Zalidka do
dvandstnika.

Organizmus md vela mechanizmov, ktorymi zabezpeci
pozadované hodnoty pH v danom prostredi. Ak je v dvandst-
niku pH nizsie ako 4,5, uvoltiuje sa zo sliznice dvandstnika
do krvi hormén sekretin, ktory podnecuje vylu¢ovanie pan-
kreatickej Sfavy bohatej na alkdlie, ale chudobnej$ej na en-
zymy.

3.4.Z1¢

Denne pecen vylici 500-700 cm® Zlce, ktorej pH je slabo
alkalické (7,1-7,7). Pecenn produkuje zI¢ kontinudlne a jej
hodnota pH je 7,1. V Zl¢niku sa ZI¢ mierne zahustuje a menf{
aj hodnoty pH (6,99-7,7) (cit.*™®).

3.5.Crevnd §tava

Crevnd §tava md vyznamni lohu pri dokontovani tr-
venia, hoci jej trdviaca ucinnost je mensia ako pankreatickej
stavy. Crevnd $tava je slabo zdsaditd tekutina, v dvandstniku
md pH 6,0 a v dalSej Casti (v bedrovniku), kde uz natolko
neovplyviluje prostredie Zalidocnd §tava, je pH 8,0.

3.6. Mo¢

Hodnota pH mocu je premenlivd, neklesd vSak pod hod-
notu 4,4. Pri sedavom zamestnani sa telo okysluje. Po piatich
hodindch prdce v uzavretej miestnosti moéze pH mocu klesnut

zo 7,5 na 5,0. Pohyb na cerstvom vzduchu napomdze k aci-
dobazickej rovnovdhe organizmu. Zmizne pocit inavy, zlepsi

pot pH 4,0-5,5
mo¢ pH>44

ochranny pldst
koze pH 4,5-6,0

Obr. 2. Hodnoty pH vo vylucovacej stistave
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sa celkovd ndlada. Alkalickd reakcia mocu moze byt zapri-
&inend aj vysokou sekréciou zalido&nych kyselin''.

3.7. Pot

Potom organizmus vylucuje prebytocné kyseliny. Pre zdra-
vie ¢loveka je prospesné, ak sa kazdy deil zapotime pohybom
(prdca, cvicenie). Potné Zlazy objavil J. E. Purkyné 1833.
V kozi su asi 2 miliény potnych Zliaz dlhych 2,3 mm. Ich
celkovi dizka je priblizne 5 km. Vylu¢ovacia ¢innost potnych
zliaz je rytmickd, vylucuju pot s frekvenciou 5-15 cyklov za
mindtu, pricom pH potu sa pohybuje v intervale 4,0-5,5. Pot
obsahuje kyselinu urokdnovu, ktord md ochranny vyznam
pred ultrafialovym Ziarenim.

Aj v tomto pripade mozeme reagovat na reklamu koz-
metickej firmy, ktord poukazuje na rozdielnost pH potu Zeny
amuza. Je vhodné overit pontikanu informdciu indikdtorovym
papierikom na spotenych dlaniach tak, ako to prezentuje re-
klama. Ak mame k dispozicii indikdtorové papieriky s moz-
nostou jemného odlisenia pH v kyslej oblasti, zistili by sme,
Ze pH potu dievcat (chlapcov) v triede nie je rovnaké, pretoze
na zloZenie potu vplyva vela faktorov. Okrem zdravotného
stavu (telesného, psychického) je to aj zloZenie prijimane;j
potravy.

3.8. Koza

Ochranny plast koZe (voda, bielkoviny, lipidy) md kyslu
reakciu. Hodnota pH sa pohybuje v intervale 4,5-6,0. Kyslad
reakcia ochranného pldsta koze slizi ako tlmiaci roztok proti
ucinku slabych kyselin a zdsad, aj proti napuciavaniu rohovi-
novej vrstvy koze. Ak ochranny plast koze nadobudne neu-
trdlnu, alebo slabo alkalickud reakciu, je koza citlivejsia na
posobenie plesni, kvasiniek a baktérii. Je to najmé pod pazu-
chou, v okoli genitilu a andlneho otvoru.

Napuciavanie buniek (keratinu) v alkalickom prostred{
pozorujeme aj pri umyvani vlasov Sampénmi na bdze sapo-
ndtov a mydiel. Prirodzeny obal vlasu (kutikula) je tvoreny
strieSkovite usporiadanymi plochymi odumretymi bunkami,
ktoré na seba priliehaju. V alkalickom prostredi keratin v bun-
kach kutikuly prijima zna¢né mnozstvo vody, ¢o sposobuje,
Ze bunky kutikuly na seba nepriliehaju. Zvierajui s osou vlasu
renymi dostickami zakliesnia, dosledkom toho sa vlasy zle
roz¢esavaju. Tento nedostatok sa dd odstranit tak, Ze sa vlasy
po zmyvani opldchnu slabo kyslym roztokom (octovou vo-
dou).

3.9. Krv

V zdravom Tudskom organizme md krv velmi dolezité
funkcie, ktoré si vyzaduji stdlu hodnotu pH. Krv md velmi
slabu alkalickd reakciu, krv v tepnach md hodnotu pH 7,40+
0,04 (t.j. 7,36-7,44), v zilach md krv kyslejSiu reakciu. Ako
sme uz uviedli, organizmus md niekolko mechanizmov na
udrZanie acidobdzickej rovnovdhy, pri ich zlyhani sa rovno-
vdha narusa, Co sa prejavi ochorenim organizmu. Ak hodnota
pH krvi klesne pod hodnotu 7,36 (pH < 7,36) nastdva preky-
slenie organizmu — acidéza, ak pH krvi narastie nad hodnotu
7,44 (pH > 7,44) vznikd alkaléza. V Zivom organizme by
nemala hodnota pH krvi prekrocif interval 7,0-7,8. Hodnoty
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pH krvi mimo tento interval sui nezluciteIné so Zivotom.
Zmena hodnoty pH v krvi vplyva na pevnost vizby kyslika na
hemoglobin’.

Ludské telo musi byt schopné vyrovndvat sa s velkymi
presunmi iénov H*, ktoré tito hodnotu pH ohrozuju z obid-
voch strdn. Napr. len CO, tvoriaci sa metabolizmom v Tud-
skom organizme je pri¢inou tvorby 13 mol H* za deii'*!3
navyse v metabolizme eSte vznikaju aj niektoré kyseliny (fos-
fore¢nd a sirovd) v mnoZstve okolo 70 mmol H*. Na acidob4-
zicku rovnovdhu vyrazne posobia zloZenie stravy, lieCivd, aj
konzumadcia minerdlnych vod. Kazda potrava, ktort stravime,
zanechdva v naSom tele zvySkovy ,,popol®, ktory je kysly,
zdsadity alebo neutrdlny. Z uvedeného dovodu delime potravi-
ny na kyselinotvorné a zdsadotvorné. Pojem kyselinotvorné
a zasadotvorné sa nezhoduje automaticky s chufou potraviny,
ale vyjadruje fyziologické pdsobenie potravy na organizmus
po metabolizme. Napriklad citrén chuti velmi kyslo, ale je
zdsadotvorny.

V prijimanej potrave by mal byf mierne prevySujtci podiel
zéasadotvornej potravy nad potravou kyselinotvornou, aby or-
ganizmus ¢o najmenej vyuzival mechanizmy acidobdzickej
rovnovahy. Ak je hladina kyselin v tele vyssia, ako je opti-
mum, zapri¢iiiuje to nielen zniZenie odolnosti organizmu voci
chorobdm, ale aj mnohé ochorenia (dna, oblickové a zl¢ové
kamene, reumatizmus a pod.).

4. Systémy na udrZanie acidobazickej
rovnovahy v krvi

Ludsky organizmus md zabezpe¢ené mechanizmy na udr-
Zanie acidobdzickej rovnovdhy, ich moznosti st vSak obme-
dzené. Ak st hodnoty pH mimo interval 7,0-7,8, zlyhdvajd
mechanizmy na udrzanie acidobdzickej rovnovéhy, v organiz-
me nastdvajui vyznamné patologické zmeny, ktoré za urcitych
podmienok mdzu vyvolat smrt. Prehlad timivych systémov je
v tabulke III.

Hydrogenuhlicitanovy systém — tvori ho kyselina uhlicitd
H,CO; a hydrogenuhlic¢itan sodny NaHCO; v pomere 1:20
(cit.). Tento systém predstavuje viac ako polovicu celkovej
tlmivej kapacity, z ¢coho na plazmu pripadd 35 % a na erytro-
cyty 18 %. V lekdrskych publil(&i(:iaich6’8 sa stretdvame s na-
zvom hydrogenkarbondtovy systém. Podla ndSho ndzoru je
potrebné na gymndzidch upozornit na tito skuto¢nost i napriek
tomu, ze poukdZeme na nedodrZiavanie chemického ndzvo-
slovia v inych vednych odboroch.

krv pH 7,40+0,04

Obr. 3. Hodnoty pH v cievnej sistave
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Tabulka III
POdiﬁl jednotlivych tlmivych systémov na tlmivej kapacite
krvi

Tlmivy systém Plazma [%] Erytrocyty [%]

Hemoglobin - 35
HCO;/H,CO;, 35 18
Plazmové bielkoviny 7 -
Fosfaty anorganické 1 1
organické - 3
Celkom 43 57

Acidéza — hodnoty pH < 7,36, v prostredi je nadbytok
iénov H', ktoré sui zachytdvané ionmi HCO;3, ¢im sa ich
koncentrdcia v roztoku zniZi. Vzniknutd kyselina uhlic¢itd sa
rozlozi na vodu a oxid uhlicity, ktory je dychacim systémom
uvolfiovany do okolitého prostredia.

HCO; + H* — H,0 + CO, (plica)

Alkal6za — hodnoty pH > 7,44, v prostredi je nedostatok
ionov H', ich zvySenie sa zabezpedi tym, Ze sa iony H* uvolnia
z kyseliny uhlicitej.

H,CO, —» H" + HCO;

Hemoglobinovy systém — hrd tlohu tlmica v erytrocytoch.
Intraceluldrne majui ako hemoglobin, tak aj oxyhemoglobin
charakter kyseliny s hodnotami pK, = 7,71 a 7,16. Oxyhemo-
globin je teda silnejsia kyselina a tdto vlastnost urcuje timiacu
vlastnost krvného farbiva.

V plicach — hemoglobin sa oxiduje na oxyhemoglobin
a uvolfiuje i6ny H* (mensia disocidcia hemoglobinu v zrov-
nani s oxyhemoglobinom bola uz vysvetlend), ktoré spolu
s i6nmi HCOj zreaguju na kyselinu uhli¢iti H,COj;, ktord sa
rozloZi na H,0 a CO,, ktoré sa odstrania dychanim.

HHb + O, - HHbO, — HbO; + H*

V tkanivdch — oxyhemoglobin odovzdd O, a je schop-
ny prijat i6ny H*. Z tkaniv do krvi prestupuje oxid uhlicity
CO,, vzniknuty metabolizmom, hydratdciou ktorého vzni-
kd kyselina uhli¢itd H,CO,. Kyselina uhli¢itd disociuje na H*
a HCO;. I6ny H' sa viazu na hemoglobin. Hemoglobinovy
systém tvori 35 % celkovej timivej kapacity krvi.

HbO; — Hb + 0O,
Hb™ + H* — HHb

Plazmové bielkoviny — timivi schopnost maju aj niektoré
bielkoviny plazmy, ale ich kapacita je pomerne mald. Tvoria
sa v peceni. Viazu na seba ién H*. Pri zmenenych hodnotdch
pH sa z bielkovin uvoliiuje i6n H" a z bielkovin vznikaju
proteinové aniény. Bielkoviny krvnej plazmy sa tak uplatiuji
ako vyznamny tlmivy systém, ktory udrzuje stdle hodnoty pH
krvi.

Fosfdtovy systém — ma menSiu tlmivd schopnost ako hy-
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drogenuhlicitanovy systém. Fosfatovy systém tvoria dihydro-
genfosforecnanové iény H,PO, (NaH,PO,) a hydrogenfos-
fore¢nanové iény HPO3~ (Na,HPO,) v pomere 1:4. Tento
systém md velmi vyznamnu tlohu v intraceluldrnej tekutine.
Pri prekysleni systému (zniZeni hodnoty pH) hydrogenfos-
fore¢nanové iény HPO?{ su akceptorom iénov H* za vzniku
iénov H,PO,. Vzniknuty nadbytok NaH,PO, sa vylici ob-
lickami. Pri bazicite (zvySené hodnoty pH) sa pH prostredia
upravuje tym, Ze iony H,PO; uvoliuji iény H* za vzniku
iénov HPO} .

Acidéza HPO;™ + H' — H,PO;,

Alkaléza H,PO; — HPO?™ +H*

Porucha acidobdzickej rovnovahy sa vyskytuje pri roz-
nych klinickych situdcidch, preto medzi zdkladné vysetrenia
akutne chorych pacientov patri aj stanovenie hodnot pH, kon-
centrdcie (tlaku) CO, a i6nov HCOj v krvi. KedZe s tymto
typom vySetreni sa mozu Ziaci stretnuf aj v roznych filmoch,
ziadalo by sa, aby vedeli v ramci vS§eobecného vzdelania nieco
aj o vplyve pH krvi na Tudsky organizmus. Na doplnenie
mozno uviest aj prvid pomoc pri tprave pH krvi v fudskom
organizme. Pri poklese pH pod hodnotu 7,2 sa poddva intra-
vendzne (rychla dprava pH), alebo perordlne (pomalSia iprava
pH) NaHCO, (cit.'). Pri alkaléze sa pouziva chlorid aménny
NH,(CI, ale iba perordlne, intravendzne nie, pre toxicitu NHZ
vkrvi. I6ny NHj sa po absorpcii z éreva metabolizuju v peceni
na mo&ovinu a HCI znizuje pH (cit.'").

Pri ucive o hodnotdch pH roztokov je mozné pouvazovat
nad postupmi pri konzervovani ovocia a zeleniny. Vysledkom
tivah by malo byt poznanie, Ze v kyslom prostredi sui ob-
medzené, nevhodné podmienky na rozmnozovanie mikroor-
ganizmov. Aby konzervované ovocie alebo zelenina neples-
neli, nekvasili, uchovdvaju sa v kyslom prostredi. Pri konzer-
vovani ovocia a zeleniny sa najcastejsie pouzivaju kyselina
citrénovad (C;HgO,, E 330), jablénd (C,HOs, E 296), octovd
(CH;COOH, E 260) (cit." ™. V kyslom prostredi (pH 2,5 az
4,0) sa uplatiluje aj optimdlny konzervacny ucinok kyseliny
benzoovej (C,H;COOH, E 210), ako aj kyseliny sorbovej
(CcHO,, E200) (cit."”). Uvddzanie oznacovania kyselin v po-
travindch ma svoje opodstatnenie pri ziskavani vSeobecného
chemického vzdelania.

5. Zaver

Ak by sme chceli do ¢asového priestoru vymedzeného vo
vyucovacom procese na jednotlivych typoch $kol (zdklad-
nych, strednych) na u¢ivo o pH prostredi vtesnat vSetky spo-
menuté informdcie prostrednictvom vykladovej metddy, bolo
by to nemozné. Pre ucitelov chémie, ktori su flexibilni, krea-
tivni, iniciativni, to vSak taky nerealizovatelny problém nie je,
pretoZze vo vyucovacom procese vyuZzivajui aj iné, ako vy-
kladové metédy. Daliim délezitym faktorom ovplyviiujiicim
kvalitu a kvantitu poskytovanych informécif je skuto¢nost, Ze
ucitel chémie zdkladnej a strednej Skoly pripravuje Ziakov nie
len pre vyssi stupeinn Skoly, ale predovsetkym pre Zivot. Preto
vsetky poskytnuté informédcie nemusi Ziak vedief interpretovat
presne (skusanie), predovSetkym md vsSak ziskat schopnost
spravne sa orientovat pri vyhladdvani, dopiiiani danych infor-
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madcif, na zdklade vedomosti prehodnocovat informédcie po-
skytované v reklamdch, médidch, ¢i sd to informdcie ten-
dencné, neuplné, alebo komplexné, experimentdlne overené.
Student md ziskat trvalti vedomost, Ze chémia je sti¢astou vedy
o prirode, Zivote.

KedZze z4sluhou projektu Infovek sa na Slovensku kazdo-
ro¢ne zvySuje pocet $kol (zakladnych, strednych) pripojenych
na Internet, vyucujuci chémie by mal Studentov informovat aj
o pripadnych www strankach s danou tematikou''”.
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of Civics and Natural History, Faculty of Pedagogics, "De-
partment of Chemistry, Faculty of Natural Sciences, Matej Bel
University, Banskd Bystrica, Slovak Republic): Human Body
and pH of Solutions

Chemical education is very pronouncedly aimed at accu-
mulation of theoretical knowledge and there is only little effort
to acquire skills in using the knowledge for application to
problems of everyday life. To make chemical education more
topical, pH values in the human digestive tract, urinary system,
cardiovascular system and skin are mentioned in teaching pH
of solutions.
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