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1. ⁄vod

V˝sadnÌ postavenÌ mezi biomakromolekulami co se t˝Ëe
praktickÈho vyuûitÌ majÌ bÌlkoviny, neboù se v organismech
podÌlejÌ na celÈ ¯adÏ funkcÌ. Z toho vypl˝v· jejich öirokÈ
pr˘myslovÈ a medicÌnskÈ uplatnÏnÌ. Nelze rovnÏû opomenout
pouûitÌ bÌlkovinn˝ch prepar·t˘ jak v z·kladnÌm, tak i apliko-
vanÈm v˝zkumu. V z·vislosti na jejich koneËnÈ aplikaci jsou
p¯itom poûadov·ny bÌlkovinnÈ prepar·ty o r˘znÈm stupni
Ëistoty, coû klade rozdÌlnÈ n·roky na jejich purifikaci.

Jako v˝chozÌ materi·l slouûÌ jak rostlinnÈ, tak ûivoËiönÈ
tk·nÏ, p¯edevöÌm vöak mikroorganismy. Mnoho bÌlkovin p˘-
vodnÏ rostlinnÈho Ëi ûivoËiönÈho p˘vodu bylo klonov·no a po
expresi rekombinantnÌ DNA v bakteri·lnÌch, kvasniËn˝ch ne-
bo savËÌch buÚk·ch jsou zÌsk·v·ny pr·vÏ z tÏchto zdroj˘.
Vzhledem k tomu, ûe tyto technologie znaËnÏ usnadnily zÌs-
k·v·nÌ v˝chozÌho materi·lu, p¯edstavujÌ nynÌ n·klady na pu-
rifikaci danÈ bÌlkoviny 50ñ90 % jejÌch celkov˝ch produkËnÌch
n·klad˘1. Tato skuteËnost je d·na tÌm, ûe bÌlkoviny jsou velice
Ëasto izolov·ny z hrub˝ch extrakt˘, ve kter˝ch tvo¯Ì purifiko-
van· bÌlkovina vedle bÌlkovin balastnÌch pouze minoritnÌ po-
dÌl, a rovnÏû faktem, ûe bÌlkoviny se jen velmi m·lo liöÌ ve
sv˝ch fyzik·lnÏ-chemick˝ch vlastnostech, na nichû jsou zalo-
ûeny klasickÈ purifikaËnÌ postupy. Ty jsou tedy v mnoha
p¯Ìpadech nejen zdlouhavÈ a m·lo specifickÈ, ale vedou i ke
ztr·t·m izolovan˝ch bÌlkovin.

Charakteristickou vlastnostÌ, kterou se vöak bÌlkoviny na-
vz·jem odliöujÌ, je schopnost tvorby biospecifick˝ch komple-
x˘ s jin˝mi molekulami. Tuto schopnost ñ schopnost tvorby
afinitnÌch interakcÌ ñ lze vyuûÌt p¯i jejich purifikaci, a zefektiv-

nit tak cel˝ proces. RychlejöÌ a selektivnÏjöÌ separaËnÌ metody
by mÏly napomoci zv˝öenÌ v˝tÏûk˘, a tÌm i snÌûenÌ produk-
ËnÌch n·klad˘. V tomto smÏru lze pr·vÏ oËek·vat vÏtöÌ rozvoj
metod zaloûen˝ch na afinitnÌch interakcÌch2 a p¯edevöÌm je-
jich uplatnÏnÌ v poË·teËnÌch f·zÌch purifikace.

2. Metody zaloûenÈ na afinitnÌch interakcÌch

Z·kladem vöech metod zaloûen˝ch na afinitnÌ interakci je
tvorba specifickÈho, stabilnÌho a reverzibilnÌho komplexu me-
zi danou bÌlkovinou a p¯Ìsluön˝m ligandem3. Ligandem p¯i-
tom m˘ûe b˝t jak l·tka nÌzkomolekul·rnÌ, tak vysokomoleku-
l·rnÌ, l·tka anorganickÈho Ëi organickÈho charakteru. AfinitnÌ
interakci je p¯itom nutnÈ br·t jako komplexnÌ soubor interakcÌ,
neboù se na nÌ podÌlejÌ elektrostatickÈ, pol·rnÌ i hydrofobnÌ
interakce a van der Waalsovy sÌly. Pro interakci je d˘leûit·
takÈ geometrie vazebnÈho mÌsta, tj. prostorovÈ uspo¯·d·nÌ
interagujÌcÌch funkËnÌch skupin a jejich stÈrick· dostupnost,
a charakter samotnÈho prost¯edÌ, ve kterÈm k interakci doch·-
zÌ, jeho iontov· sÌla, pH, p¯Ìtomnost iont˘ atd.

Interakci mezi bÌlkovinou (P) a ligandem (L) lze popsat
jednoduchou rovnicÌ:

P + L PL

SÌla tÈto interakce je vyj·d¯ena afinitnÌ konstantou KA,
respektive jejÌ reciprokou hodnotou, konstantou disociaËnÌ
KD:
AfinitnÌ konstanta (rovnov·ûn·, asociaËnÌ)

KA = (KA = 104ñ108 molñ1.l)

DisociaËnÌ konstanta

KD = (KD = 10ñ8ñ10ñ4 mol.lñ1)

Hodnota disociaËnÌ konstanty pro danou dvojici bÌlkovi-
nañligand by se mÏla pohybovat ve v˝öe uvedenÈm rozsahu.
Jestliûe je disociaËnÌ konstanta p¯Ìliö vysok·, k afinitnÌ inter-
akci nemusÌ dojÌt, je-li naopak nÌzk·, extrÈmnÌ podmÌnky
pot¯ebnÈ k disociaci komplexu na p˘vodnÌ sloûky mohou
denaturovat danou bÌlkovinu. Velikost disociaËnÌ konstanty
rovnÏû urËuje pouûitelnost p¯ÌsluönÈ afinitnÌ metody pro dan˝
afinitnÌ p·r. Je totiû nutnÈ br·t v ˙vahu, ûe u metod, u kter˝ch
doch·zÌ ke vzniku afinitnÌ interakce v roztoku, musÌ b˝t sÌla
interakce vyööÌ, neû u chromatografick˝ch metod, kde inter-
akce vznik· p¯i pr˘chodu separovanÈ bÌlkoviny chromatogra-
fickou kolonou. P¯ehled nÏkter˝ch ËastÏji pouûÌvan˝ch afinit-
nÌch p·r˘ bÌlkovinañligand4 spolu s hodnotami disociaËnÌch
konstant je uveden v tabulce I.

Pro usnadnÏnÌ separace afinitnÌho komplexu z roztoku je
ligand imobilizov·n na nosiËi, kter˝ m˘ûe b˝t nerozpustn˝,
rozpustn˝, p¯ÌpadnÏ reverzibilnÏ rozpustn˝ñnerozpustn˝. Typ
nosiËe a p¯edevöÌm zp˘sob separace afinitnÌho komplexu jsou

[PL]

[P].[L]

KA
−1
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Tabulka I
P¯ehled nejËastÏji pouûÌvan˝ch afinitnÌch p·r˘ bÌlkovinañli-
gand

BÌlkovina Ligand KD [mol.lñ1]

Polyklon·lnÌ protil·tka antigen 10ñ8ñ10ñ6

Monoklon·lnÌ protil·tka antigen 10ñ12ñ10ñ8

Avidin biotin 10ñ15

Lektin sacharid 10ñ6ñ10ñ3

Vazebn˝ protein hormon, toxin 10ñ12ñ10ñ9

Enzym substr·t 10ñ7ñ10ñ3

Enzym inhibitor 10ñ14ñ10ñ6

charakteristickÈ pro konkrÈtnÌ afinitnÌ metodu. V souËasnÈ
dobÏ je zn·ma cel· ¯ada metod zaloûen˝ch na afinitnÌch inter-
akcÌch. Mezi z·kladnÌ afinitnÌ metody pat¯Ì afinitnÌ chromato-
grafie, afinitnÌ membr·nov· filtrace a ultrafiltrace, afinitnÌ
dvouf·zovÈ separace a afinitnÌ precipitace.

AfinitnÌ chromatografie je zaloûena na interakci mezi bÌl-
kovinou a ligandem imobilizovan˝m na chromatografickÈm
sorbentu5,6. Tento sorbent m˘ûe b˝t umÌstÏn v chromatogra-
fickÈ kolonÏ, na kterou je nanesen vzorek, p¯ÌpadnÏ m˘ûe b˝t
p¯Ìmo p¯id·n do roztoku vzorku. Po vymytÌ balastnÌch bÌlko-
vin je ze sorbentu eluov·na purifikovan· bÌlkovina. DÌky svÈ
vysokÈ selektivitÏ umoûÚuje afinitnÌ chromatografie separo-
vat  sloûitÈ smÏsi bÌlkovin s vysok˝m stupnÏm p¯eËiötÏnÌ.
Nev˝hodou vöak je nÌzk· kapacita a vysok· cena afinitnÌch
sorbent˘. P¯i pr·ci s hrub˝mi extrakty navÌc doch·zÌ k ucp·-
v·nÌ chromatografick˝ch kolon. AfinitnÌ chromatografie je tak
obvykle pouûÌv·na jako jeden z poslednÌch purifikaËnÌch kro-
k˘, kdy se pracuje jiû s mal˝mi objemy vzorku, a jejÌ pouûitÌ
v poloprovoznÌm a provoznÌm mÏ¯Ìtku je omezenÈ. Proto
existuje snaha o integraci afinitnÌch interakcÌ s rozliËn˝mi
separaËnÌmi metodami, jako jsou filtrace a ultrafiltrace, f·zovÈ
separace a precipitace.

AfinitnÌ membr·nov· filtrace kombinuje specifitu afinitnÌ
interakce a rychlost a objemovou kapacitu membr·novÈ filtra-
ce7,8. Ligand  je imobilizov·n  na filtraËnÌ membr·nÏ, p¯es
kterou je filtrov·n roztok vzorku. ZatÌmco nezachycenÈ ba-
lastnÌ bÌlkoviny membr·nou volnÏ proch·zejÌ, purifikovan·
bÌlkovina se na ni nav·ûe a po promytÌ membr·ny je n·slednÏ
eluov·na. PouûitÌ tÈto metody je limitov·no ucp·v·nÌm pÛr˘
membr·ny, jejÌ nÌzkou vazebnou kapacitou a vysokou cenou
doposud pouûÌvan˝ch membr·n.

AfinitnÌ ultrafiltraci lze uûÌt mÌsto afinitnÌ membr·novÈ
filtrace9. Ligand vöak nenÌ imobilizov·n na ultrafiltraËnÌ mem-
br·nÏ, ale na vysokomolekul·rnÌm polymeru, respektive Ë·s-
tici, kterÈ jsou p¯id·ny p¯Ìmo do roztoku vzorku. Pro jeho
ultrafiltraci je pak pouûita membr·na s takovou velikostÌ pÛr˘,
aby balastnÌ bÌlkoviny mohly membr·nou volnÏ proch·zet,
zatÌmco vznikl˝ makromolekul·rnÌ afinitnÌ komplex je zadr-
ûen. Po jejich vymytÌ je vyvol·na disociace komplexu a puri-
fikovan· bÌlkovina jiû volnÏ projde ultrafiltraËnÌ membr·nou.
Jist˝m omezenÌm tÈto metody je st·le jeötÏ vysok· cena po-
uûÌvan˝ch ultrafiltraËnÌch membr·n.

AfinitnÌ dvouf·zovÈ separace vyuûÌvajÌ dÏlenÌ l·tek mezi
dvÏ navz·jem nemÌsitelnÈ f·ze10,11, kter˝mi b˝vajÌ nejËastÏji

vodnÈ roztoky polyethylenglykolu a dextranu. BÌlkoviny se
distribuujÌ mezi tyto dvÏ f·ze podle rozdÏlovacÌho koeficientu.
Tuto distribuci p¯itom lze posunout tÌm, ûe na jednu z f·zÌ se
nav·ûe afinitnÌ ligand. Purifikovan· bÌlkovina se tak distri-
buuje v˝hradnÏ do tÈto f·ze, p¯iËemû distribuce balastnÌch
bÌlkovin se nemÏnÌ. Opakovanou v˝mÏnou f·ze bez ligandu
pak postupnÏ doch·zÌ k p¯eËiöùov·nÌ purifikovanÈ bÌlkoviny,
kter· je potÈ z komplexu s ligandem disociov·na. Nev˝hodou
tÈto metody je kontaminace vyËiötÏnÈ bÌlkoviny stopami po-
lymeru, vysok· cena pouûÌvan˝ch polymer˘ a problÈmy s je-
jich recyklacÌ.

AfinitnÌ precipitace je metoda, p¯i kterÈ doch·zÌ ke vzniku
afinitnÌho komplexu mezi purifikovanou bÌlkovinou a bis-
nebo polyligandem12. Tento komplex n·slednÏ samovolnÏ,
respektive zmÏnou fyzik·lnÏ-chemick˝ch vlastnostÌ roztoku
precipituje, p¯iËemû balastnÌ bÌlkoviny z˘st·vajÌ v roztoku. Po
centrifugaci a opakovanÈm promytÌ precipit·tu je vyvol·na
disociace afinitnÌho komplexu a purifikovan· bÌlkovina p¯e-
ch·zÌ do roztoku. ProblÈmem u tÈto metody z˘st·vajÌ nespe-
cifickÈ interakce mezi komplexem a balastnÌmi bÌlkovinami,
a tÌm i snÌûen˝ stupeÚ dosahovanÈho p¯eËiötÏnÌ.

3. HeterobifunkËnÌ ligandy

Klasick· afinitnÌ chromatografie st·le jeötÏ z˘st·v· nejpo-
uûÌvanÏjöÌ metodou zaloûenou na afinitnÌch interakcÌch3,13ñ18.
D˘leûit˝m krokem v p¯ÌpravÏ afinitnÌho sorbentu je imobili-
zace  p¯ÌsluönÈho ligandu. KovalentnÌ imobilizace obvykle
vede ke statistickÈ orientaci ligandu, coû se odr·ûÌ v jeho nÌzkÈ
dostupnosti pro purifikovanou bÌlkovinu. Tento problÈm Ë·-
steËnÏ eliminuje imobilizace reverzibilnÌ, p¯i kterÈ je ligand
imobilizov·n prost¯ednictvÌm specifick˝ch nebo nespecific-
k˝ch interakcÌ, p¯ÌpadnÏ prost¯ednictvÌm reverzibilnÌ kova-
lentnÌ vazby19. PomocÌ tohoto p¯Ìstupu lze snadno p¯ipravit
afinitnÌ sorbent poûadovan˝ch vlastnostÌ, jako jsou typ a kon-
centrace ligandu. DalöÌ nezanedbatelnou v˝hodou reverzibilnÌ
imobilizace je moûnost intenzivnÌho promytÌ Ëi dokonce steri-
lizace v˝chozÌho sorbentu bez imobilizovanÈho ligandu p¯ed
jeho opakovan˝m pouûitÌm, coû je nezbytnÈ p¯edevöÌm p¯i
produkci farmakologick˝ch prepar·t˘.

JednÌm z p¯Ìstup˘ pro reverzibilnÌ imobilizace ligand˘
v afinitnÌ chromatografii je vyuûitÌ tzv. heterobifunkËnÌch li-
gand˘20. Tuto metodou zavedl v roce 1989 prof. B. Mattiasson
z univerzity v Lundu ve ävÈdsku. HeterobifunkËnÌ ligandy
jsou molekuly, kterÈ obsahujÌ dvÏ mÌsta schopn· interakce.
PrvnÌ z nich ñ vazebnÈ mÌsto V ñ slouûÌ k reverzibilnÌ imobi-
lizaci tÈto molekuly na p¯Ìsluön˝ chromatografick˝ sorbent.
DruhÈ ñ afinitnÌ mÌsto A ñ je zodpovÏdnÈ za biospecifickou
interakci s purifikovanou bÌlkovinou. Ve vÏtöinÏ p¯Ìpad˘ jsou
heterobifunkËnÌ ligandy syntetizov·ny z odpovÌdajÌcÌch slo-
ûek. Mohou vöak mezi nÏ b˝t ¯azeny i nativnÌ molekuly, jako
jsou bÌlkoviny, fosfolipidy Ëi koenzymy, kterÈ obsahujÌ mÌsta
pro obÏ pot¯ebnÈ interakce p¯Ìmo ve svÈ struktu¯e.

3 . 1 . S t r a t e g i e p o u û i t Ì
h e t e r o b i f u n k Ë n Ì c h l i g a n d ˘

P¯i pr·ci s heterobifunkËnÌmi ligandy lze pouûÌt dvÏ stra-
tegie, kterÈ se liöÌ ve zp˘sobu vytv·¯enÌ afinitnÌho komplexu
(obr. 1).
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Tabulka II
P¯ehled aplikacÌ heterobifunkËnÌch ligand˘ vyuûÌvajÌcÌch nespecifickÈ interakce

HeterobifunkËnÌ ligand Interakce Lit.

vazebn· afinitnÌ

Dinonylfenylethoxyl·tñtrypsin hydrofobnÌ trypsinñSTI 25
Brij 76ñtriazinov· barviva hydrofobnÌ triazinov· barvivañRNAsa 26
SÈrov˝ albumin hydrofobnÌ albuminñprotil·tka 27
Protil·tky hydrofobnÌ protil·tkañantigen 28
Lecitin hydrofobnÌ lecitinñfosfolipasa C 29

Tabulka III
P¯ehled aplikacÌ heterobifunkËnÌch ligand˘ vyuûÌvajÌcÌch specifickÈ interakce

HeterobifunkËnÌ ligand Interakcea Lit.

vazebn· afinitnÌ

STIñdextranñCB trypsinñSTI CBñLDH 20
DextranñSTI trypsinñSTI dextranñCon A 30
Ovalbumin protil·tkañovalbumin ovalbuminñCon A 31
Biotinñligand avidinñbiotin ligandñ? 32
NAD, NADP, ATP, UTP bor·t koenzymyñenzymy 33ñ35
α2 Makroglobulin Cu2+ α2 makroglobulinñendopeptidasy 36
Con A Cu2+ Con Añovalbumin 37
Iminodioctov· kyselinañPEGñligand Cu2+ ligandñ? 38
Dextranñligand Con Añdextran ligandñ? 39

a STI ñ inhibitor trypsinu ze sÛji, CB ñ Cibacron Blue 3G-A, LDH ñ lakt·tdehydrogenasa, Con A ñ konkanavalin A, PEG ñ
polyethylenglykol, ? ñ r˘znÈ aplikace

V prvÈm p¯ÌpadÏ je heterobifunkËnÌ ligand p¯id·n p¯Ìmo
do extraktu biologickÈho materi·lu. Po inkubaci, p¯i kterÈ
doölo k vytvo¯enÌ afinitnÌho komplexu, je roztok nanesen na
dan˝ chromatografick˝ sorbent, na kter˝ se tento komplex
nav·ûe prost¯ednictvÌm vazebnÈho mÌsta heterobifunkËnÌho

ligandu. Po vymytÌ balastnÌch bÌlkovin je p¯Ìsluön˝m zp˘so-
bem eluov·na specificky nav·zan· purifikovan· bÌlkovina. Ze
sorbentu je potÈ eluov·n i heterobifunkËnÌ ligand. P¯i tomto
postupu vöak m˘ûe v roztoku doch·zet k vazbÏ balastnÌch
bÌlkovin na vazebnou Ë·st heterobifunkËnÌho ligandu, proto se

Obr. 1. DvÏ strategie vyuûitÌ heterobifunkËnÌch ligand˘ v afinitnÌ chromatografii
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tento postup pouûÌv· mÈnÏ Ëasto. Jeho v˝hodou vöak je, ûe
k vytv·¯enÌ afinitnÌ interakce doch·zÌ v roztoku, ËÌmû jsou
eliminov·ny stÈrickÈ Ëi difuznÌ limitace.

Ve druhÈm p¯ÌpadÏ je heterobifunkËnÌ ligand nanesen na
p¯Ìsluön˝ chromatografick˝ sorbent a zÌskan˝ afinitnÌ sorbent
je pouûit zp˘sobem obvykl˝m v afinitnÌ chromatografii. Ten-
to sorbent lze pouûÌvat opakovanÏ bez dalöÌch manipulacÌ.
V obou p¯Ìpadech vöak nesmÌ b˝t k eluci purifikovanÈ bÌlko-
viny pouûita metoda, kter· by souËasnÏ ze sorbentu uvolÚo-
vala heterobifunkËnÌ ligand.

3 . 2 . R o z d Ï l e n Ì h e t e r o b i f u n k Ë n Ì c h
l i g a n d ˘ p o d l e d r u h u p o u û i t È
v a z e b n È i n t e r a k c e

Pro vazbu heterobifunkËnÌho ligandu na dan˝ sorbent jsou
vyuûÌv·ny nespecifickÈ i specifickÈ interakce. Kaûd· z uvede-
n˝ch variant m· svÈ v˝hody a nev˝hody. Pro nespecifickou
vazbu byly vyuûity hydrofobnÌ interakce. Jako vazebn· Ë·st
heterobifunkËnÌho ligandu byly pouûity kratöÌ hydrofobnÌ ¯e-
tÏzec, neiontov˝ detergent, p¯ÌpadnÏ p¯Ìmo hydrofobnÌ Ë·st
danÈ molekuly. Pro jejich vazbu byly pouûity sorbenty jak pro
hydrofobnÌ, tak pro chromatografii s obr·cen˝mi f·zemi ñ C18.
HlavnÌ v˝hodou tohoto uspo¯·d·nÌ je skuteËnost, ûe uvedenÈ
sorbenty jsou dostateËnÏ chemicky i fyzik·lnÏ stabilnÌ a pro
jejich ËiötÏnÌ lze pouûÌt i drastiËtÏjöÌ metody. ProblÈmem vöak
je rozsah nespecifickÈ vazby balastnÌch bÌlkovin p¯Ìmo na tyto
sorbenty.

Tato nev˝hoda samoz¯ejmÏ odpad· u metod zaloûen˝ch
na specifick˝ch interakcÌch. Pro imobilizaci byly pouûity sys-
tÈmy enzymñinhibitor, avidinñbiotin, protil·tkañantigen, lek-
tinñsacharid, systÈmy vyuûÌvajÌcÌ boron·tovou chromatogra-
fii21,22 a chromatografii na imobilizovan˝ch kovov˝ch ion-
tech23,24. V porovn·nÌ s hydrofobnÌ interakcÌ jsou metody
zaloûenÈ na specifick˝ch interakcÌch mnohem citlivÏjöÌ na
fyzik·lnÏ-chemickÈ faktory prost¯edÌ, a moûnosti ËiötÏnÌ vlast-
nÌho sorbentu jsou tÌm omezenÈ. Tato skuteËnost platÌ p¯ede-
vöÌm v p¯Ìpadech, kdy se na vazebnÈ interakci podÌlÌ bÌlkovina.
Nezanedbatelnou v˝hodou vöak je, ûe se jedn· o orientovanou
imobilizaci, coû se odr·ûÌ v lepöÌ dostupnosti ligandu pro
vyËiötÏnou bÌlkovinu.

NÏkterÈ p¯Ìklady aplikacÌ heterobifunkËnÌch ligand˘ spolu
s pouûitou interakcÌ jsou uvedeny v tabulk·ch II a III.

4. Z·vÏr

ReverzibilnÌ imobilizace pomocÌ heterobifunkËnÌch ligan-
d˘ p¯edstavuje jednoduchou metodu p¯Ìpravy sorbent˘ pro
afinitnÌ chromatografii. TÌmto zp˘sobem lze velice rychle p¯i-
pravit sorbent poûadovan˝ch vlastnostÌ, jako jsou typ a kon-
centrace p¯ÌsluönÈho ligandu. Po eluci heterobifunkËnÌho li-
gandu a regeneraci lze sorbent vyuûÌt pro dalöÌ aplikace, ËÌmû
je eliminov·na hlavnÌ nev˝hoda afinitnÌ chromatografie, tj.
pot¯eba mÌt pro kaûdou aplikaci nov˝ chromatografick˝ sor-
bent. Nezanedbateln· je rovnÏû moûnost d˘kladnÈho pro-
mytÌ z·kladnÌho sorbentu bez nebezpeËÌ zniËenÌ p¯ÌsluönÈho
ligandu. Tato skuteËnost by mÏla napomoci vÏtöÌmu rozöÌ¯enÌ
afinitnÌ chromatografie do poloprovoznÌch a provoznÌch mÏ-
¯Ìtek.
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Z. Glatz (Department of Biochemistry, Faculty of Science,
Masaryk University, Brno): Application of Heterobifunctio-
nal Ligands in Affinity Chromatography

A very important step in the design of affinity sorbents is
the choice of an appropriate method for immobilization of the
affinity ligand. Covalent immobilization usually leads to sta-
tistical orientation of ligands and a part of the ligands is not
accessible for binding. An alternative to covalent immobi-
lization is reversible immobilization, which leads to orienta-
tion of affinity ligands. The immobilization can be reversed
and the column after regeneration can be employed in immo-
bilization of a different ligand and used in another application.
A choice for reversible immobilization is the use of heterobi-
functional ligands. The ligands are molecules having two
binding sites ñ one for the molecule of the substance to be
purified and the other binding to the affinity support. Basic
principles of such use of heterobifunctional ligands in affinity
chromatography are given together with their applications in
protein purification.
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1. ⁄vod

Tento souhrnn˝ Ël·nek volnÏ navazuje na refer·t, t˝kajÌcÌ
se obecn˝ch problÈm˘ p¯i teoretickÈm studiu systÈm˘ obsa-
hujÌcÌch p¯echodnÈ kovy a metodiky jejich kvantovÏ-chemic-
k˝ch v˝poËt˘1. NynÌ p˘jde o shrnutÌ v˝sledk˘ p¯esn˝ch v˝-
poËt˘ proveden˝ch na tÏchto systÈmech, tedy o aplikaci me-
tod. Nezbytn˝m z·kladem pro pochopenÌ sloûitÏjöÌch systÈm˘
je porozumÏnÌ struktur·m menöÌch komplex˘ obsahujÌcÌch
p¯echodnÈ kovy a interakci kov˘ s mal˝mi ligandy (˙vodnÌ
kapitola). DalöÌ Ë·st je zamÏ¯ena na novÈ poznatky v oblas-
ti interakcÌ b·zÌ nukleov˝ch kyselin, nukleotid˘, fragment˘
DNA a RNA s kationty p¯echodn˝ch kov˘. »tvrtou kapitolu
refer·tu vÏnuji struktu¯e, funkci a spektroskopickÈmu chov·nÌ
vazebn˝ch mÌst kov˘ v proteinech a interakcÌm p¯echodn˝ch
kov˘ s aminokyselinami a v z·vÏru nastÌnÌm perspektivy
kvantovÈ bioanorganickÈ chemie, oboru, kter˝ v poslednÌch
pÏti letech prodÏlal v˝znamn˝ rozvoj.

2. Studium interakcÌ p¯echodn˝ch kov˘
s mal˝mi molekulami

Komplexy p¯echodn˝ch kov˘ s mal˝mi molekulami se
dajÌ podle charakteru vazby rozdÏlit p¯ibliûnÏ do dvou skupin:
i) OrganokovovÈ komplexy s koordinaËnÏ-kovalentnÌ vaz-
bou. Pro tyto  slouËeniny je charakteristick˝ velk˝ p¯enos
n·boje mezi ligandem (donor elektron˘) a kovem (akceptor

elektron˘) s n·slednou zpÏtnou donacÌ. Vazebn· situace se
popisuje pomocÌ Dewarova-Chattova-Duncansonova mode-
lu2,3. Typick˝mi ligandy jsou alkeny, alkiny, karbeniovÈ ionty,
kyanidovÈ anionty, karbonyly a jim p¯ÌbuznÈ slouËeniny. ii)
Komplexy s p¯ev·ûnÏ iontov˝m charakterem. Zde nedoch·zÌ
k velkÈmu p¯enosu n·boje a jednotlivÈ komponenty v systÈmu
(kov, ligandy) si do znaËnÈ mÌry zachov·vajÌ sv˘j charakter.
Typick˝mi ligandy jsou molekuly s voln˝mi elektronov˝mi
p·ry, nap¯Ìklad H2O, H2S, NH3, halogenidovÈ anionty a jim
chemicky p¯ÌbuznÈ slouËeniny.

Jelikoû tÈmÏ¯ vöechny ligandy, vyskytujÌcÌ se jako vazeb-
nÈ funkËnÌ skupiny v biomolekul·ch, pat¯Ì do druhÈ skupiny,
bude pozornost zamÏ¯ena pr·vÏ na ni (v˝jimkou je t¯Ìda NiñFe
bakteri·lnÌch hydrogenas, u kterÈ jak rentgenov· strukturnÌ
anal˝za4, tak infraËerven· spektroskopie5 odhalily zcela p¯e-
kvapivÈ a v biochemii bezprecedentnÌ ligandy ñ CNñ a CO).
P¯ÌpadnÈ z·jemce o teoretick· studia organokovov˝ch kom-
plex˘ s vyuûitÌm pro katal˝zu nebo pr˘myslovÏ d˘leûitÈ reak-
ce odkazuji na rozs·hlÈ souhrnnÈ Ël·nky6,7.

Z druhÈ skupiny je nejËastÏji studovan˝m ligandem voda.
D˘vodem je jistÏ fakt, ûe vÏtöina koordinaËnÌ chemie se ode-
hr·v· ve vodnÈm prost¯edÌ a aquakomplexy se dajÌ povaûovat
za standardnÌ stav kationt˘ p¯echodn˝ch kov˘. Z v˝poËetnÌho
hlediska navÌc pat¯Ì mezi menöÌ systÈmy, a proto lze pro jejich
studium pouûÌt p¯esn˝ch metod. PrvnÌm krokem k porozumÏ-
nÌ fyzik·lnÏ-chemick˝m vlastnostem je v˝poËet vazebn˝ch
energiÌ, vazebn˝ch vzd·lenostÌ a efekt˘ ligandovÈho pole pro
hexahydratovanÈ ionty kov˘ (coû je pro vÏtöinu z nich stav, ve
kterÈm se ve vodÏ vyskytujÌ).

Proto byly jiû v prvnÌ polovinÏ 90. let provedeny v˝poË-
ty na ˙rovni SCF (p¯ÌpadnÏ CAS SCF pro systÈmy s dege-
nerovan˝m z·kladnÌm stavem) a zÌsk·ny teoretickÈ vazeb-
nÈ energie a vazebnÈ vzd·lenosti MeñO izolovan˝ch klastr˘
[Me(H2O)6]

c+, kde Me = Sc2+, Sc3+,Ö, Cd2+, Cd3+ (cit.8,9). Pro
oktaedricky koordinovanÈ komplexy sleduje z·vislost vypoË-
ten˝ch vazebn˝ch energiÌ na rostoucÌm atomovÈm ËÌsle (v da-
nÈ periodÏ p¯echodn˝ch kov˘) k¯ivku s dvÏma vrcholy (obr. 1),
tedy v z·sadÏ stejnÈho tvaru, jakou poskytnou experiment·lnÏ
namÏ¯enÈ solvataËnÌ entalpie.

Jedinou v˝jimkou je kation Ca2+, kde je odchylka patrnÏ
zp˘sobena vyööÌm koordinaËnÌm ËÌslem v roztoku. Tyto tren-
dy se kvalitativnÏ vysvÏtlujÌ pomocÌ teorie krystalovÈho po-
le10, neboù vazba kovñligand je p¯ev·ûnÏ iontov·, d-orbitaly
na kovu si zachov·vajÌ sv˘j charakter, a tudÌû p¯edpoklady tÈto
teorie jsou splnÏny. V oktaedrickÈm krystalovÈm poli pak
doch·zÌ k rozötÏpenÌ jejich energetick˝ch hladin na t¯ikr·t
degenerovanou hladinu t2g a dvakr·t degenerovanou eg, coû
m· za n·sledek dodateËn˝ energetick˝ p¯ÌspÏvek k celkovÈ
energii molekuly, tzv. LFSE (ligand field stabilization energy,
pokles celkovÈ energie molekuly v d˘sledku rozötÏpenÌ ener-
gie d-orbital˘ polem okolnÌch ligand˘). D·le toto rozötÏpenÌ
d·v· vzniknout elektronov˝m spektr˘m d-d p¯echod˘ ve vidi-
telnÈ a ultrafialovÈ oblasti a u nÏkter˝ch komplex˘ tÈû Jahno-
vÏ-TellerovÏ distorzi (pramenÌcÌ z degenerace z·kladnÌho mo-
lekulovÈho stavu). Ukazuje se vöak, ûe snÌûenÌ celkovÈ energie
v d˘sledku Jahnovy-Tellerovy distorze je zanedbatelnÈ ve
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srovn·nÌ s energetick˝mi p¯ÌspÏvky poch·zejÌcÌmi od ligando-
vÈho pole. V krajnÌm p¯ÌpadÏ je d˘sledkem rozötÏpenÌ d-or-
bital˘ zmÏna z·kladnÌho stavu iontu kovu z vysokospinovÈho
(neboù voda je ligandem, kter˝ vytv·¯Ì slabÈ krystalovÈ pole)
na nÌzkospinov˝, jak se dÏje nap¯Ìklad u [Co(H2O)6]

3+, kde
z·kladnÌm stavem je singlet s form·lnÌ elektronovou konfigu-
racÌ (t2g)

6(eg)
0. KoneËnÏ poslednÌm pouËenÌm z proveden˝ch

v˝poËt˘ je poznatek, ûe trendy ve vazebn˝ch energiÌch lze
v prvnÌm p¯iblÌûenÌ p¯Ìmo korelovat s experiment·lnÌmi ental-
piemi. V p¯esnÏjöÌ aproximaci lze p¯idat pomocÌ Bornova-Ha-
berova termodynamickÈho cyklu rozdÌl solvataËnÌch energiÌ
mezi reaktanty a produkty a dostat se v absolutnÌ stupnici blÌûe
k experiment·lnÌm entalpiÌm.

Co se t˝Ëe reaktivity a dynamiky aquakomplex˘, d˘leûitou
reakcÌ je v˝mÏna molekuly vody v prvnÌ koordinaËnÌ sfÈ-
¯e. SubstituËnÌ mechanismy byly klasifikov·ny Langdorfem
a Grayem11 pomocÌ symbol˘ A, Ia, Id, D. Symboly A, D
znamenajÌ asociativnÌ nebo disociativnÌ mechanismus, tedy
zda reakce probÌh· p¯es hepta- nebo pentakoordinovanÈ me-
ziprodukty; Ia, Id pak rozliöujÌ mezi souËasnou z·mÏnou ligan-

d˘ (concerted mechanism) s asociativnÌm Ëi disociativnÌm
charakterem. TeoretickÈ studie tÏchto mechanism˘12,13se opÌ-
rajÌ o disociaËnÌ energii öestÈ molekuly vody v komplexu p¯i
disociativnÌm mechanismu a vazebnou energii sedmÈ, p¯istu-
pujÌcÌ vody p¯i asociativnÌm mechanismu. TÏmito veliËinami
se aproximuje skuteËn· aktivaËnÌ energie ∆E¹, kter· vystupuje
jako smÏrnice p¯Ìmky v ArrheniovÏ diagramu a koreluje s ex-
periment·lnÌ aktivaËnÌ entalpiÌ ∆H¹. Pomocnou veliËinou je
∆V¹, tedy zmÏna mol·rnÌho objemu p¯i aktivaci. Tato veliËina
sice nepat¯Ì mezi kvantovÏ-mechanickÈ veliËiny, avöak z je-
jÌch experiment·lnÌch hodnot lze usoudit na reakËnÌ mecha-
nismus (∆V¹ > 0 indikuje asociativnÌ, ∆V¹ < 0 disociativnÌ).
I p¯i kvantovÏ-chemickÈm v˝poËtu se dajÌ nalÈzt rozumnÈ
definice tÈto veliËiny, takûe jejÌ vyhodnocenÌ poskytuje teore-
tickou p¯edpovÏÔ, jak˝m mechanismem pro ten kter˝ kov
z·mÏna molekuly vody probÌh·. Lze prohl·sit, ûe divalentnÌ
p¯echodnÈ kovy z prvnÌ periody s vÏtöÌm poËtem d-elektron˘
(Fe2+,Ö, Zn2+) preferujÌ disociativnÌ mechanismus, zatÌmco
kovy z poË·tku tÈto ¯ady (Sc3+, Ti3+, V2+/3+, Cr3+) preferujÌ
asociativnÌ mechanismus.

Deprotonizace jednÈ nebo nÏkolika molekul vody v aqua-
komplexech vede ke vzniku hydroxokomplex˘. ZatÌmco pKa
molekuly vody ve vodnÈm prost¯edÌ je p¯ibliûnÏ 15,7, p¯i
vazbÏ na kov se sniûuje o nÏkolik jednotek14. TÌm hydroxo-
komplexy nab˝vajÌ na v˝znamu nejen samy o sobÏ, ale jako
nejjednoduööÌ modely pro interakci deprotonizovan˝ch funkË-
nÌch skupin (vËetnÏ protick˝ch aminokyselinov˝ch zbytk˘)
s ionty p¯echodn˝ch kov˘. D·le lze na p¯Ìkladu hydroxokom-
plex˘ studovat zajÌmav˝ jev, tzv. trans-efekt15. Trans-efektem
se rozumÌ rozdÌln· kinetick· a termodynamick· stabilita cis-
a trans-isomer˘ danÈho komplexu. V chemickÈ praxi se tÏchto
znalostÌ pouûÌv· k vytvo¯enÌ empirick˝ch pravidel pro dirigo-
v·nÌ n·slednÈ substituce do cis- nebo trans-polohy k danÈmu
ligandu, zejmÈna u ËtvercovÏ plan·rnÌch komplex˘ kationtu
platiny (II). Jev byl studov·n i teoreticky na p¯Ìkladech nÏ-
kolika neutr·lnÌch komplex˘ typu Me(OH)n(H2O)6ñn (Me =
Mn(III), Mn(IV), Mn(V), Fe(II), Fe(III), Fe(IV); n je takovÈ,
aby byl komplex elektroneutr·lnÌ) a nÏkolika oxo-komplex˘
tÏchto kov˘16. V souladu s oËek·v·nÌm bylo zjiötÏno, ûe pro
nÏkterÈ oxo-komplexy je dokonce preferov·na penta-koordi-
nace kv˘li silnÈmu trans-efektu oxo-skupiny, vedoucÌmu k di-
sociaci protilehlÈho ligandu.

Celou dalöÌ oblastÌ aplikacÌ kvantovÏ-chemick˝ch v˝poËt˘
na malÈ komplexy p¯echodn˝ch kov˘ iontovÈho charakteru je
studium jejich spektroskopick˝ch vlastnostÌ. ZatÌmco elektro-
nov· spektra hexaaqua-, hexaammin-, hexafluorokomplex˘
byla zmÏ¯ena p¯ed mnoha lety, jejich interpretace pomocÌ
kvantovÏ-chemick˝ch metod je st·le aktu·lnÌ. CÌlem je nejen
v˝poËetnÏ zreprodukovat namÏ¯en· spektra, ale tÈû identifi-
kovat p˘vod namÏ¯en˝ch elektronov˝ch excitacÌ. Tak byla
nap¯Ìklad vypoËtena d-d elektronov· spektra pro CoO v pevnÈ
f·zi, na CoO (100) povrchu, a u oktaedrick˝ch Co2+ komple-
x˘17. Velmi zajÌmav· je v tomto ohledu pr·ce pojedn·vajÌcÌ
v detailech o spektru hydratovanÈho iontu Co2+ (cit.18). Elek-
tronovÈ spektrum Co2+ ve vodÏ vykazuje dva öirokÈ absorpËnÌ
pÌky, jeden okolo 8000 cmñ1 a druh˝, strukturovan˝, oko-
lo 20 000 cmñ1. V nÏm lze dekonvolucÌ rozliöit dva pÌky:
19 400 cmñ1 a 21 550 cmñ1. TÈmÏ¯ bez jak˝chkoliv dalöÌch
pochyb byly tyto pÌky p¯isuzov·ny d-d elektronovÈ excitaci
v oktaedrickÈm komplexu [Co(H2O)6]

2+, coû je dominantnÌ
forma iontu Co2+ ve vodÏ. Z velmi peËlivÈ studie provedenÈ

Obr. 1. Z·vislost celkovÈ vazebnÈ energie, ∆Eb (∆Eb = E{Men+(g)}
+ 6E{H2O(g)} ñ E{[Me(H2O)6]

n+(g)}) pro hexaaquakomplexy di-
valentnÌch (a) a trivalentnÌch (b) kationt˘ prvnÌ ¯ady p¯echod-
n˝ch kov˘ na rostoucÌm atomovÈm ËÌsle. Trendy sledujÌ vzr˘stajÌcÌ
k¯ivku (danou zmenöujÌcÌm se iontov˝m polomÏrem kov˘ s vyööÌm
atomov˝m ËÌslem) se dvÏma vrcholy v d˘sledku LSFE (ligand field
stabilization energy)
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pomocÌ pokroËil˝ch kvantovÏ-chemick˝ch metod vyplynulo,
ûe takovÈ pÌky by mohly v [Co(H2O)6]

2+ existovat, ale ze
symetrick˝ch d˘vod˘ musÌ mÌt tÈmÏ¯ nulovou intenzitu. Ani
distorze tohoto komplexu, poruöujÌcÌ symetrii, v˝raznÏ nezvy-
öujÌ jejich intenzitu. Z·roveÚ bylo nastÌnÏno nÏkolik dalöÌch
moûnostÌ, t˝kajÌcÌch se p˘vodu tÏchto elektronov˝ch excitacÌ.
Jako moûnÈ Ë·stice byly uvedeny aquakomplexy s niûöÌm
koordinaËnÌm ËÌslem Ëi hydroxokomplexy, jeû jsou sice za-
stoupeny zanedbatelnÏ, avöak jejich elektronovÈ excitace majÌ
vyööÌ intenzitu. Z·vÏry pr·ce nelze br·t v ultimativnÌm duchu,
spÌöe jako moûn˝ popud pro experiment·lnÌ snahu o jejich
potvrzenÌ Ëi vyvr·cenÌ.

V naöÌ laborato¯i jsme se tÈû zab˝vali spektry Co2+, hlavnÏ
pak vlivem poruöenÌ oktaedrickÈ symetrie substitucÌ vody za
jednu Ëi dvÏ funkËnÌ skupiny z mnoûiny {CH3OH, CH3NH2,
CH3SH}, tedy skupin reprezentujÌcÌch jednoduchÈ modely
aminokyselinov˝ch postrannÌch ¯etÏzc˘19. Doöli jsme k z·vÏ-
ru, ûe aË je ötÏpenÌ p˘vodnÏ degenerovan˝ch hladin malÈ (¯·du
stovek cmñ1), jednotlivÈ stavy se nek¯ÌûÌ a kaûd˝ z nich je
dominantnÏ tvo¯en jednou elektronovou konfiguracÌ, coû m·
kromÏ d˘sledk˘ pro spektroskopii i velk˝ v˝znam pro prov·-
dÏnÌ kvantovÏ-chemick˝ch v˝poËt˘ na tÏchto systÈmech. NenÌ
asi nutnÈ na z·vÏr tohoto odstavce p¯ipomÌnat, jak velkou
˙lohu hraje porozumÏnÌ spektr˘m mal˝ch komplex˘ p¯echod-
n˝ch kov˘ pro teoretickÈ i experiment·lnÌ studium spektro-
skopick˝ch vlastnostÌ vazebn˝ch mÌst kov˘ v biomolekul·ch.

DalöÌ zajÌmavou informacÌ, kterou poskytujÌ studie aqua-
komplex˘, je preference pro danÈ koordinaËnÌ uspo¯·d·nÌ. Zde
je nutno, na rozdÌl od p¯edeöl˝ch pracÌ, uvaûovat a mezi sebou
porovn·vat r˘znÈ koordinaËnÌ geometrie. Toto porovn·nÌ vöak
nenÌ zdaleka trivi·lnÌ, neboù problÈmem je schopnost chemic-

kÈho modelu (izolovanÈho systÈmu [Me(H2O)n]
c+) korelovat

s tak vzd·lenou a nep¯Ìliö rigorÛznÏ definovanou veliËinou,
jakou je afinita kovu k danÈ koordinaËnÌ geometrii. Je tedy
nutno buÔ d˘kladnÏ zahrnovat vliv okolÌ, v nejjednoduööÌm
p¯ÌpadÏ hydrataci systÈmu, nebo porovnat nÏkolik kov˘ v nÏ-
kolika  koordinaËnÌch uspo¯·d·nÌch mezi sebou  navz·jem.
PrvnÌ p¯Ìstup byl zvolen v pr·ci zab˝vajÌcÌ se hydratacÌ iont˘
Be2+, Mg2+, Ca2+, Zn2+ (cit.20). PomocÌ trend˘ v p¯Ìr˘stcÌch
vazebn˝ch energiÌch p¯ipadajÌcÌch na jednu molekulu vody
jejich postupn˝m p¯id·v·nÌm aû k vysycenÌ prvnÌ koordinaËnÌ
sfÈry a d·le k hypotetickÈmu vzniku druhÈ solvataËnÌ sfÈry,
byly tÏmto iont˘m p¯ips·ny preferovanÈ koordinaËnÌ geome-
trie ve vodnÈm prost¯edÌ. Druh˝ p¯Ìstup byl zvolen p¯i studii
provedenÈ v naöÌ laborato¯i21. Studovali jsme komplexaËnÌ
energie öesti kationt˘ (Co2+, Ni2+, Cu2+, Zn2+, Cd2+, Hg2+)
s vazebn˝m mÌstem (H2O)n uspo¯·dan˝m v line·rnÌ (n = 2),
tetraedickÈ, ËtvercovÏ plan·rnÌ (n = 4) a oktaedrickÈ (n = 6)
koordinaËnÌ geometrii. V˝sledky jsou zn·zornÏny na obr·zku 2.

Z obr·zku jsou patrnÈ trendy, kterÈ kvalitativnÏ souhlasÌ
se z·vÏry rozs·hlÈ studie analyzujÌcÌ preferovanÈ koordinaËnÌ
geometrie v experiment·lnÏ zmÏ¯en˝ch struktur·ch mal˝ch
molekul a metaloprotein˘22. Z nÌ vypl˝v·, ûe Co2+ a Ni2+

preferujÌ  oktaedrickÈ  uspo¯·d·nÌ, Cu2+ ËtvercovÏ plan·rnÌ,
Zn2+ tetraedrickÈ, Hg2+ line·rnÌ, Cd2+ tetraedrickÈ a oktaedric-
kÈ.

ZatÌm byla pozornost vÏnov·na hlavnÏ aqua- (v malÈ
mÌ¯e tÈû hydroxo-) komplex˘m. Ligandy, bÏûnÏ se vyskytujÌcÌ
v bioanorganickÈ chemii, majÌ jako donorovÈ atomy p¯ev·ûnÏ
sÌru, dusÌk, a kyslÌk. KromÏ vody jsou (ve vztahu k interakcÌm
kov˘ s biomolekulami) zajÌmav˝mi ligandy amoniak (NH3),
thioly (RSH), thiol·ty (RSñ) a thioethery (RSRí), karboxylo-

Obr. 2. RelativnÌ komplexaËnÌ energie divalentnÌch (2+) kationt˘ jednotliv˝ch kov˘ v r˘zn˝ch koordinaËnÌch geometriÌch
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vÈ kyseliny (RCOOH) a jejich anionty (RCOOñ), alkoholy
(ROH) a alkohol·ty (ROñ). O nÏkolika studiÌch pojedn·vajÌ-
cÌch o interakcÌch tÏchto ligand˘ s kationty p¯echodn˝ch kov˘
se nynÌ struËnÏ zmÌnÌme.

Velmi pÏknou a instruktivnÌ pr·ci t˝kajÌcÌ se reakËnÌho
mechanismu Co+(3F,5F) s NH3 publikovali Taketsugu a Gor-
don23. DÌky multikonfiguraËnÌmu charakteru danÈho problÈ-
mu museli pouûÌt velmi pokroËilÈ metody MR-CI. V prvnÌm
kroku vytvo¯Ì reaktanty ion-molekulov˝ komplex CoN
s vazebnou energiÌ 49 (triplet) a 45 (kvintet) kcal.molñ1. Pos-
lÈze je aktivov·na vazba NñH, coû vede k meziproduktu
HñCoñ , kter˝ je o 60 (triplet) a 44 (kvintet) kcal.molñ1

energeticky v˝öe. PotÈ n·sleduje ötÏpenÌ vazby CoñN nebo
CoñH a vytvo¯enÌ HCo+ + NH2 nebo H + CoN . Oba dva
reakËnÌ kan·ly (pro triplet i kvintet) jsou endotermickÈ (54 aû
64 kcal.molñ1), v dobrÈm souladu s experimentem. Tato pr·-
ce poukazuje na nutnost pouûitÌ velmi n·roËn˝ch v˝poËet-
nÌch metod pro dosaûenÌ kvantitativnÌ shody s experimentem
a p¯edstavuje pouËn˝ p¯Ìklad studia reakËnÌho mechanismu.
Podobn˝m postupem, avöak s pouûitÌm metod DFT, je ¯e-
öen problÈm aktivace OñH vazby atomem Ni v methanolu
(CH3OH)24. V˝poËty vazebn˝ch energiÌ jednÈ Ëi dvou molekul
amoniaku se vöemi monovalentnÌmi kationty prvnÌ ¯ady p¯e-
chodn˝ch kov˘ a srovn·nÌ amminkomplex˘ s jejich aquaana-
logy jsou n·mÏtem jinÈ studie25, jejÌû v˝sledkem jsou odhady
afinity tÏchto dvou molekul (H2O, NH3) ke studovan˝m ko-
v˘m. Povaha vazby CuñN v komplexech Cu+ s NH3, CH3NH2,
NHCH2, HCN je n·plnÌ pr·ce26, kter· demonstruje pouûitÌ
populaËnÌch anal˝z: Baderovy anal˝zy AIM a anal˝zy NBO1.
Z dalöÌch pracÌ lze uvÈst teoretickÈ studium fotolytick˝ch
produkt˘ molekul Cu(H2O) a Cu(NH3) (cit.27), studium vazby
amoniaku na atom mÏdi, jeho dimer (Cu2) a trimer (Cu3) (cit.28)
a studium v˝mÏnnÈ reakce Co , kterÈ ukazuje odvo-
zenÌ kinetick˝ch rovnic a v˝poËet rychlostnÌch konstant pro
procesy, ve kter˝ch vystupujÌ koordinaËnÌ slouËeniny29. Tento
v˝Ëet, kter˝ si neËinÌ n·rok na ˙plnost, bych zakonËil pouka-
zem na studii, kter· m· p¯Ìm˝ vztah ke zp˘sobu vazby karbo-

xyl·t˘ (Aspñ, Gluñ) v metaloproteinech obsahujÌcÌch zinek
(II)30. Vazba se m˘ûe realizovat Ëty¯mi zp˘soby: bident·tnÏ,
monodent·tnÏ, syn a anti. Tyto zp˘soby jsou zn·zornÏny na
obr·zku 3.

Vöechny Ëty¯i zp˘soby byly vyöet¯eny pomocÌ metody
DFT/B3LYP. Bylo zjiötÏno, ûe jsou-li ostatnÌ ligandy v tetra-
koordinovanÈm komplexu neutr·lnÌ (celkov˝ n·boj systÈmu
je +1), je rozdÌl mezi mono- a bident·tnÌm vazebn˝m modem
velmi mal˝ (2,5 kcal.molñ1). Avöak je-li zde dalöÌ z·pornÏ
nabit˝ ligand, je preferov·n monodent·tnÌ zp˘sob (tedy vazba
p¯es jeden atom kyslÌku). CelkovÏ se d· ¯Ìci, ûe rozdÌl mezi
obÏma zp˘soby je mal˝ a konkrÈtnÌ realizace m˘ûe b˝t urËena
interakcemi s druhou solvataËnÌ sfÈrou nebo sousednÌmi ligan-
dy. Energetick˝ rozdÌl mezi vazebn˝m modem syn a anti p¯i
monodent·tnÌ vazbÏ karboxyl·tu je vÏtöÌ (16 aû 22 kcal.molñ1

ve prospÏch modu syn). RovnÏû je ve studii zmÌnÏn v˝poËet
vedoucÌ k odhadu, ûe pKa vody v·zanÈ k zinku (II) v karboxy-
peptidase a termolysinu je 8 aû 9.

VÏ¯Ìm, ûe bylo uvedeno dostateËnÈ mnoûstvÌ argument˘
a p¯Ìklad˘ ilustrujÌcÌch, proË je d˘leûitÈ studovat struktury
menöÌch systÈm˘ obsahujÌcÌch p¯echodnÈ kovy. Dovolil bych
si tyto argumenty shrnout. DÌky tomu, ûe kationty p¯echod-
n˝ch kov˘ jsou v˝znamn˝mi molekulov˝mi centry, a to kv˘li
silnÈ elektrostatickÈ interakci s nejbliûöÌmi ligandy, lze jejich
chemickÈ chov·nÌ dob¯e odhadnout ze struktury a vlastnostÌ
mal˝ch komplex˘, tedy lok·lnÌho chov·nÌ. Jejich studium
n·m oz¯ejmÌ spinovÈ stavy, ve kter˝ch se p¯echodnÈ kovy ve
vazebn˝ch mÌstech biomolekul nach·zejÌ, d·le poskytuje in-
formaci o preferovanÈm koordinaËnÌm ËÌsle a koordinaËnÌ
geometrii, lze z nÏj dob¯e usuzovat na spektroskopickÈ chov·-
nÌ sloûitÏjöÌch vazebn˝ch mÌst kov˘ (urËovanÈm do velkÈ mÌry
lok·lnÌm okolÌm kovu) a na reakËnÌ mechanismy, pro kterÈ
takÈ platÌ v˝öe zmÌnÏn˝ princip korespondence. NavÌc u ma-
l˝ch molekul lze lÈpe prov·dÏt porovn·nÌ v˝sledk˘ s experi-
mentem, neboù v˝poËet nenÌ zkreslen p¯ijat˝m chemick˝m
modelem.

3. Interakce p¯echodn˝ch kov˘ s b·zemi
nukleov˝ch kyselin, nukleotidy
a fragmenty RNA a DNA

P¯ipomeÚme si na ˙vod v˝öe zmÌnÏn˝ d˘leûit˝ rys inter-
akce kationt˘ p¯echodn˝ch kov˘ s ligandy nesoucÌmi parci·lnÌ
z·porn˝ n·boj, kter˝m je sÌla tÈto interakce (mÏ¯en· nap¯Ìklad
vazebnou energiÌ komplexu kovñbiomolekula). Ta p¯ibliûnÏ
o jeden ¯·d p¯evyöuje nevazebnÈ interakce (aË v ˙hrnu po-
ËetnÏjöÌ) stabilizujÌcÌ supramolekul·rnÌ strukturu biomolekul.
P¯Ìtomnost kationtu (p¯echodnÈho) kovu tedy v˝razn˝m zp˘-
sobem ovlivnÌ jinak velmi vyv·ûenÈ rovnov·hy mezi r˘zn˝mi
formami tÈhoû ˙tvaru. Zd· se, ûe p¯Ìroda tohoto fenomÈnu
vyuûÌv· i v p¯ÌpadÏ struktur DNA a RNA.

Z tohoto d˘vodu jsou interakce p¯echodn˝ch kov˘ s b·ze-
mi nukleov˝ch kyselin a (poly)nukleotidy p¯edmÏtem inten-
zivnÌho v˝zkumu, neboù je tÈmÏ¯ jistÈ, ûe kovy majÌ velk˝
v˝znam p¯i replikaci DNA31, tedy ovlivÚujÌ p¯enos genetickÈ
informace. Jeden z velmi d˘leûit˝ch efekt˘, pramenÌcÌ z ne-
specifickÈ elektrostatickÈ interakce mezi kationtem a z·pornÏ
nabitou fosf·tovou skupinou, vede ke stabilizaci polynukleo-
tidov˝ch ¯etÏzc˘. KromÏ toho doch·zÌ k p¯ÌmÈ, tedy specifickÈ
vazbÏ na fosf·t, nebo, i kdyû vz·cnÏji, k vazbÏ na atomy

H3
+

NH2
+

H2
+

( )NH3 6
2+/3+

Obr. 3. R˘znÈ zp˘soby vazby karboxyl·tu (RCOOñ) ke kationt˘m
kov˘, demonstrovanÈ na modelov˝ch komplexech [Zn(H2O)3
(CH3COO)]+ a [Zn(H2O)(His)(Cysñ)(CH3COO)]: a ñ anti (torznÌ
˙hel ZnñOñCñO  je p¯ibliûnÏ 180∞), b ñ syn (tZnñOñCñO ~ 0∞), c ñ
monodent·tnÌ, d ñ bident·tnÌ

a c

b d
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kyslÌku z cukernÈ jednotky. KoneËnÏ poslednÌm, avöak velmi
d˘leûit˝m mÌstem vazby kovu jsou vlastnÌ nukleob·ze obsa-
hujÌcÌ atomy kyslÌku a dusÌku. Zde se opÏt rozliöuje mezi
vnÏjöÌ koordinacÌ, vÏtöinou zprost¯edkovanou molekulami vo-
dy, a vnit¯nÌ koordinacÌ (inner-sphere coordination), kdy je
atom b·ze p¯Ìmo v·z·n ke kationtu kovu32. ZatÌmco interakce
ion kovu s fosf·tem pravdÏpodobnÏ p¯evl·d· v biologick˝ch
polynukleotidech, vnit¯nÌ koordinace kovñnukleob·ze je veli-
ce d˘leûit· v nÏkolika genetick˝ch procesech. Je celkem vöe-
obecnÏ zn·mo, ûe nejlepöÌ vazebnÈ mÌsto pro kov je pozice N7
v guaninu. D·le n·sledujÌ atom O6 v guaninu, N3 v cytosinu,
N7 a N1 v adeninu, N3 v adeninu a guaninu33. Je ale t¯eba mÌt
na pamÏti, ûe ne vöechna tato mÌsta jsou p¯Ìstupn· po sp·rov·nÌ
b·zÌ. V p¯ÌrodÏ se lze s tÏmito interakcemi setkat v nÏkolika
p¯Ìpadech. Ukazuje se nap¯Ìklad, ûe koordinace iontu Zn2+ na
dusÌk N7 guaninu a adeninu v 5 S RNA genovÈ sekvenci Xe-
nopus borealis m· za n·sledek siln˝ ohyb molekuly34. Kati-
onty Mn2+, Co2+, Zn2+, Ni2+ a Cd2+ zase stabilizujÌ jistÈ typy
intramolekul·rnÌch purinïpurinïpyrimidin DNA triplex˘, pa-
trnÏ dÌky vazbÏ na mÌsta N7 guanin˘ a adenin˘35. RovnÏû che-
moterapeutick˝ ˙Ëinek cis-diammindichloroplatnatÈho (DDP)
komplexu je d·n vazbou platiny(II) na pozici N7 v purinov˝ch
nukleotidech36.

Po shrnutÌ stavu problematiky v oblasti interakcÌ p¯echod-
n˝ch kov˘ s RNA, DNA a jejich sloûkami bych na nÏkolika
vybran˝ch pracÌch uk·zal, jak konkrÈtnÏ kvantovÏ-chemickÈ
v˝poËty p¯ispÌvajÌ nejen k akumulaci, ale i t¯ÌdÏnÌ a zp¯esÚo-
v·nÌ tÏchto znalostÌ. Chemick˝m modelem je zpravidla hy-
dratovan˝ kation kovu a fragment molekuly DNA Ëi RNA
(vÏtöinou vöak pouze p·r b·zÌ). Fyzik·lnÌmi veliËinami, kterÈ
se zÌsk·vajÌ z v˝poËtu, jsou a) rozdÌly v interakËnÌch energiÌch
jednotliv˝ch iont˘ se studovan˝mi fragmenty, kterÈ jsou vo-
dÌtkem p¯i rozhodov·nÌ o specificitÏ interakce, b) rovnov·ûnÈ
vzd·lenosti v optimalizovan˝ch struktur·ch, kterÈ poskytujÌ
informace o mÌstÏ vazby kovu a geometrick˝ch zmÏn·ch,
kterÈ tuto vazbu prov·zejÌ, c) energetickÈ bilance vztahujÌcÌ se
k rozliËn˝m konstant·m rovnov·h (tautomernÌ, protonizaËnÌ)
a koneËnÏ d) parci·lnÌ n·boje na jednotliv˝ch atomech, dipÛ-

lovÈ momenty a mapy elektronov˝ch hustot, kterÈ umoûÚujÌ
vypoËtenÈ ËÌselnÈ hodnoty veliËin a)ñc) p¯evÈst do chemicky
srozumiteln˝ch termÌn˘ (elektrostatickÈ p¯ÌspÏvky, ion-dipÛ-
lovÈ p¯ÌspÏvky, p¯enosy n·boje atp.). Na rozdÌl od komplex˘
mal˝ch molekul vöak nenÌ optimalizace molekulovÈ geome-
trie a nalezenÌ glob·lnÌho minima snadnou z·leûitostÌ. Jednak
jsou minima na povrchu potenci·lnÌ energie slabÏ v·zan˝ch
systÈm˘ velmi ploch· (coû v praxi znamen· p¯Ìsn· konver-
genËnÌ kritÈria), jednak tento povrch obsahuje mnoûstvÌ lok·l-
nÌch minim, ve kter˝ch m˘ûe minimalizaËnÌ algoritmus skon-
Ëit. Je tedy nutnÈ zkoumat paralelnÏ nÏkolik moûn˝ch struktur
(jejich poËet a odhad poË·teËnÌch geometriÌ je vÌcemÈnÏ vÏcÌ
zkuöenosti) a srovn·nÌm celkov˝ch energiÌ zÌskat glob·lnÌ
minimum. Pro dokreslenÌ situace je na obr·zku 4 zn·zornÏ-
na modelov· situace interakce hydratovanÈho kationtu kovu
s p·rem b·zÌ.

Co se t˝k· kvantovÏ-chemick˝ch metod, v p¯ÌpadÏ inter-
akce Watsonova-Crickova p·ru b·zÌ s kationtem kovu se jevÌ
jako nejefektivnÏjöÌ pouûÌvat hybridnÌ metody DFT (nap¯.
B3LYP). V p¯ÌpadÏ, ûe chemick˝ model obsahuje patrovÈ
interakce (b·ze jsou umÌstÏny nad sebou), mohou metody DFT
selhat, a je nutnÈ p¯ejÌt k v˝poËetnÏ n·roËnÏjöÌm metod·m.
VÏtöinou se pouûÌv· Møllerovy-Plessetovy poruchovÈ metody
druhÈho ¯·du (MP2).

PrvnÌ ilustrativnÌ p¯Ìklad, t˝kajÌcÌ se konkrÈtnÌch kvanto-
vÏ-chemick˝ch v˝poËt˘, bude pojedn·vat o vlivu kationt˘ na
stabilitu p·r˘ b·zÌ nukleov˝ch kyselin. V sÈrii pracÌ37ñ39 byly
zkoum·ny parametry interakce p¯echodnÈho kovu s p·ry b·zÌ
Ëi cel˝mi nukleotidy, a to Watsonov˝mi-Crickov˝mi ade-
ninñthymin (AT), cytosinñguanin (CG) a reverznÌmi Hoogste-
nov˝mi AA, GG. Bylo zjiötÏno, ûe tzv. energie BPE (base
pairing enhancement, rozdÌl energie p¯i p·rov·nÌ b·zÌ bez
a v p¯Ìtomnosti kovu) je ñ6 aû ñ14 kcal.molñ1, tedy p·r b·zÌ je
kovem stabilizov·n. D˘leûit· je vöak p¯Ìtomnost z·pornÏ na-
bitÈ fosf·tovÈ skupiny stÌnÌcÌ ion kovu (cel˝ systÈm pak m·
n·boj +1), kter· ËinÌ definici energie BPE smysluplnou.

NenÌ-li modelov˝ systÈm jako celek elektroneutr·lnÌ, lze
p¯esto srovn·vat interakËnÌ energie a geometrickÈ parametry
vazby stejnÏ nabit˝ch kationt˘ k nukleob·zÌm, a z tÏchto
usuzovat na jejich biologickou roli. Velmi zajÌmav˝ je v tomto
ohledu rozdÌl v chov·nÌ jednotliv˝ch iont˘, kter˝ byl podrobnÏ
rozebr·n na p¯Ìpadu Zn2+ versus Mg2+. Je zn·mo, ûe tyto dva
kationty majÌ rozdÌlnou roli v urËit˝ch biochemick˝ch proce-
sech, zatÌmco v jin˝ch je jejich role identick·40. V˝poËty
interakcÌ tÏchto kov˘ (hydratovan˝ch) s nukleob·zemi odha-
lily rozdÌl v jejich chemickÈm chov·nÌ37. Rozkladem celkovÈ
energie systÈmu hydratovan˝ kov + b·ze se zjistilo, ûe inter-
akce zinku s b·zÌ je podstatnÏ silnÏjöÌ, avöak na ˙kor oslabenÌ
interakce s vodami prvnÌ koordinaËnÌ sfÈry. U ho¯ËÌku je tomu
naopak. SystÈm se zinkem m˘ûe b˝t tedy spÌöe povaûov·n za
hydratovan˝ metalo-komplex, zatÌmco s ho¯ËÌkem jako kom-
plex hydratovanÈho kationtu s b·zÌ. Tento fakt se vysvÏtluje
vyööÌm kovalentnÌm p¯ÌspÏvkem ve vazbÏ ZnñN7. Tedy zinek
m· spÌöe tendenci se pevnÏ v·zat k b·zi a mÏl by mÌt flexibil-
nÏjöÌ solvataËnÌ sfÈru, zatÌmco ho¯ËÌk by se mÏl sn·ze uvolnit
z tÈto vazby do roztoku.

V dalöÌm p¯Ìkladu bude rozebr·n moûn˝ vliv kationt˘
p¯echodn˝ch kov˘ na vznik vz·cn˝ch tautomer˘ posunutÌm
protonizaËnÌ rovnov·hy41. Usuzuje se, ûe tyto vz·cnÈ tautome-
ry potÈ mohou zp˘sobovat vznik nespr·vn˝ch p·r˘ (mismatch
pairs, mispairs), a tedy poruchy v p¯episu genetickÈ informace.

Obr. 4. Zn·zornÏnÌ interakce pentahydratovanÈho  iontu Cd2+

s Watsonov˝m-Crickov˝m p·rem b·zÌ dpG-C (dpG, guanin deo-
xyribonukleotid monofosf·t; C, cytosin). Ion kovu se v·ûe k pozici
N7 v guaninu
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Princip celÈho jevu spoËÌv· v posunu vyv·ûenÈ rovnov·hy
mezi jednotliv˝mi tautomery zp˘sobenÈm p¯ÌtomnostÌ kovu.
Z experiment˘ zamÏ¯en˝ch na acidobazickÈ chov·nÌ jednotli-
v˝ch vodÌk˘ v b·zÌch42 je z¯eteln· zmÏna jejich acidity p¯i
vazbÏ b·ze na kov (nap¯Ìklad pKa protonu v pozici N1 kles·
o 1,5ñ2, tento se st·v· kyselejöÌm). Stejnou odpovÏÔ poskytu-
je i anal˝za krystalov˝ch struktur43, kde byl nalezen guanin
deprotonizovan˝ v pozici N1 a s kovem v·zan˝m v pozici N7.
Z tÏchto d˘vod˘ byly podrobeny kvantovÏ-chemickÈmu zkou-
m·nÌ dva elektroneutr·lnÌ komplexy:
ñ Hg(1,3-DimeUñ-C5)(9-MeAñ-N6), kde 1,3-DimeUñ je 1,3

dimethyl uracilov˝ a 9-MeAñ 9-methyladeninov˝ anion
s kovem nav·zan˝m ve vyznaËen˝ch pozicÌch (obr. 5a).

ñ trans-(am)2Pt(1-MeCñ-N4)2, kde am = NH3 nebo CH3NH2,
1-MeCñ je methylcytosinov˝  anion  s kovem  v·zan˝m
v pozici N4 (obr. 5b)
V˝poËty41 prok·zaly, ûe vazba kovu destabilizuje neutr·l-

nÌ imino tautomery s ˙plnÏ deprotonizovanou aminoskupinou
o 2 aû 10 kcal.molñ1. Na druhou stranu m· za n·sledek, ûe
protonizaËnÌ energie aromatickÈho kruhu b·ze je o 30 aû 34
kcal.molñ1 (Pt2+), resp. 10 aû 14 kcal.molñ1 (Hg2+) p¯ÌznivÏjöÌ.
P¯esnÏ stejn˝ posun protonu byl sledov·n i v experiment·lnÌch
studiÌch. Efekt se naz˝v· vytvo¯enÌ metalickÈ formy vz·cn˝ch
imino tautomer˘ b·zÌ nukleov˝ch kyselin a m˘ûe vÈst ke
stabilizaci nespr·vn˝ch p·r˘. Je zde tedy jist˝ n·znak procesu,
kter˝ m˘ûe b˝t odpovÏdn˝ za mutagennÌ aktivitu mnoh˝ch kov˘.

VÏ¯Ìm, ûe z v˝öe uveden˝ch p¯Ìklad˘ je patrnÈ, jak öirokÈ
moûnosti uplatnÏnÌ m· teoretick· chemie p¯i v˝zkumu struk-
tury a chov·nÌ nukleov˝ch kyselin. Z·roveÚ je nutno pozna-
menat, ûe v tÈto podoblasti je st·le mnoho nevy¯eöen˝ch
problÈm˘, kterÈ budou vyûadovat realistiËtÏjöÌ modely a p¯es-
nÏjöÌ v˝poËty.

4. Struktura, funkce a spektroskopickÈ
chov·nÌ vazebn˝ch mÌst kov˘
v metaloproteinech

Jestliûe se d· role p¯echodn˝ch kov˘ ve fragmentech RNA
a DNA struËnÏ charakterizovat jako strukturnÌ, v metalopro-
teinech k nÌ p¯ib˝v· jeötÏ role funkËnÌ, kterou dÏlÌme na dvÏ
podskupiny. PrvnÌ podskupina zahrnuje ty systÈmy, ve kter˝ch
se p¯echodn˝ kov Ëi jeho kation p¯Ìmo ˙ËastnÌ p¯emÏny sub-
str·tu, avöak jeho elektronov˝ stav z˘st·v· nezmÏnÏn. Druh·
podskupina pokr˝v· zb˝vajÌcÌ systÈmy, ve kter˝ch p¯echodn˝
kov p¯i katalytickÈm procesu mÏnÌ svÈ oxidaËnÌ ËÌslo. Tyto
procesy jsou zpravidla spojeny s p¯enosem elektronu mezi
jeho ˙ËastnÌky. Pro vÏtöÌ p¯ehlednost tÈto podkapitoly bude
d·le zachov·no toto dÏlenÌ, tedy nejprve se zamÏ¯Ìme na
strukturnÌ roli p¯echodn˝ch kov˘, kter· ˙zce souvisÌ s jejich
interakcemi s aminokyselinov˝mi zbytky, d·le budou probr·-
ny teoretickÈ modely aktivnÌch mÌst v metaloproteinech prvnÌ
podskupiny a nakonec redoxnÌ procesy v metaloproteinech
druhÈ podskupiny.

Vazebn· mÌsta kov˘ v metaloproteinech mohou vypadat
r˘znÏ. P¯esto majÌ charakteristickÈ rysy, kter˝mi se v˝raznÏ
odliöujÌ od zp˘sobu vazby kovñkr·tk˝ peptid. Kr·tkÈ peptidy
interagujÌ s kovy p¯edevöÌm prost¯ednictvÌm koncov˝ch sku-
pin, tedy ñCOOñ a ñNH2, a tvo¯Ì komplexy 1:1, 1:2, p¯ÌpadnÏ
1:3 (mol·rnÌ pomÏr kov:peptid)44. PostrannÌ ¯etÏzce aminoky-
selin pak vzniklÈ komplexy (chel·ty) pouze dodateËnÏ stabi-

lizujÌ. Naproti tomu vazba kovu v metaloproteinu se odehr·v·
p¯ev·ûnÏ prost¯ednictvÌm postrannÌch ¯etÏzc˘ aminokyselin.
Ve vÏtöinÏ zbyl˝ch p¯Ìpad˘ se tvo¯Ì vazba prost¯ednictvÌm
karbonylovÈho kyslÌku peptidovÈ vazby a pouze v malÈm
poËtu p¯Ìpad˘ se vazby ˙ËastnÌ deprotonizovan˝ dusÌk pepti-
dovÈ vazby Ëi koncovÈ karboxylovÈ a aminovÈ skupiny. Po-
mÏr kov:protein je ve vznikl˝ch komplexech tÈmÏ¯ v˝luËnÏ
1:1 (s v˝jimkou polynukle·rnÌch center, kde tento pomÏr m˘ûe
b˝t i nap¯Ìklad 2:1).

Z teoretick˝ch studiÌ pojedn·vajÌcÌch o interakcÌch vol-
n˝ch aminokyselin a mal˝ch peptid˘ s kovy lze uvÈst pr·ce
Hoyaua a Ohanessiana45 a de Bruina a spol.46 V prvnÌ z nich
auto¯i studujÌ vazbu voln˝ch molekul glycinu, serinu a cystei-
nu s kationtem Cu+. CÌlem pr·ce je prozkoumat nÏkolik kon-
formaËnÌch isomer˘ a taktÈû zwitteriontovÈ formy od kaûdÈ
aminokyseliny a zp˘sob jejich vazby k mÏdi (I). Jako energe-
ticky nejv˝hodnÏjöÌ vych·zÌ u glycinu vazba prost¯ednictvÌm
koncov˝ch skupin ñCOOH a ñNH2 (bident·tnÌ chel·t), kter·
je navÌc u serinu a cysteinu doplnÏna koordinacÌ postrannÌch
¯etÏzc˘ ñCH2OH, resp. ñCH2SH. V tomto po¯adÌ jsou i jejich
vazebnÈ energie: Eb(Gly) < Eb(Ser) < Eb(Cys), coû je ve shodÏ
s experiment·lnÌm po¯adÌm relativnÌch afinit a-aminokyselin
k Cu+. Pro zajÌmavost, nejlepöÌ odhad komplexaËnÌ energie D0
(tedy vËetnÏ zahrnutÌ energiÌ nulov˝ch bod˘ reaktant˘ i pro-
dukt˘) zÌskan˝ v˝poËtem ËinÌ pro glycin 64,3 kcal.molñ1. Je-li
tento odhad doplnÏn v˝öe uvedenou ¯adou experiment·lnÌch
relativnÌch afinit, lze zÌskat ¯adu absolutnÌch afinit, tedy ve-
liËiny, kterÈ lze poslÈze  p¯Ìmo porovn·vat  s experimenty
v plynnÈ f·zi.

Ve druhÈ pr·ci46 se pak auto¯i zab˝vajÌ strukturou a vlast-
nostmi komplexu bis-(glycinato)-CuII.2 H2O. DvÏ molekuly
glycinu se v·ûÌ ve ËtvercovÏ plan·rnÌm uspo¯·d·nÌ (komplex
1:2), dvÏ zb˝vajÌcÌ axi·lnÌ pozice jsou doplnÏny dvÏma mole-
kulami vody. PomocÌ DFT/B3LYP metody byla nalezena dvÏ

Obr. 5. StrukturnÌ vzorce komplex˘: a) [Hg(1,3-DimeUñ-C5)(9-
-MeAñ-N6)], b) trans-[Pt(1-MeCñ-N4)2(NH3)2], kterÈ byly pouûity
jako modelovÈ struktury ve studii t˝kajÌcÌ se stabilizace vz·cn˝ch
tautomer˘ vazbou ke kationtu kovu

a

b
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minima na povrchu potenci·lnÌ energie tohoto systÈmu, z nichû
jedno odpovÌd· trans (dusÌkovÈ a kyslÌkovÈ atomy naproti
sobÏ), druhÈ cis konfiguraci (dusÌk a kyslÌk vedle sebe). Ve
shodÏ s experiment·lnÌmi daty vych·zÌ, ûe ve vakuu je trans
struktura o 18 kcal.molñ1 stabilnÏjöÌ, kdeûto v modelovÈm
vodnÈm prost¯edÌ se tento rozdÌl sniûuje na 10 kcal.molñ1.
V˝slednÈ geometrie pak do velkÈ mÌry z·visÌ na poËtu vodÌ-
kov˝ch vazeb mezi karboxyl·ty, aminoskupinami na jednÈ
stranÏ a zb˝vajÌcÌmi dvÏma molekulami vody na stranÏ druhÈ,
kterÈ soutÏûÌ s axi·lnÌmi interakcemi Cu2+ÖOH2. Tento po-
znatek upozorÚuje na d˘leûitost nevazebn˝ch interakcÌ typu
ligandñligand v komplexech p¯echodn˝ch kov˘.

Asi nejobecnÏjöÌ pr·ce pojedn·vajÌcÌ o teoretick˝ch v˝-
poËtech interakcÌ mezi vöemi aminokyselinov˝mi zbytky
schopn˝mi tvo¯it koordinaËnÌ vazbu s p¯echodn˝mi kovy (te-
dy postrannÌmi ¯etÏzci obsahujÌcÌmi kyslÌk, dusÌk, sÌru a frag-
menty CH3CONHCH3, CH3CONC , reprezentujÌcÌmi kys-
lÌk a deprotonizovan˝ dusÌk peptidovÈ vazby), byla provedena
v naöÌ laborato¯i21. Pro kaûd˝ z vybranÈ sÈrie kov˘ (Co2+, Ni2+,
Cu2+, Zn2+, Cd2+, Hg2+) byly provedeny v˝poËty interakËnÌch
energiÌ ve Ëty¯ech nejbÏûnÏjöÌch koordinaËnÌch geometriÌch
(line·rnÌ, tetraedickÈ, ËtvercovÏ plan·rnÌ a oktaedrickÈ) za
˙Ëelem kvantitativnÌho vyhodnocenÌ selektivity p¯Ìsluön˝ch
aminokyselinov˝ch zbytk˘ k vybran˝m kov˘m. V˝poËty byly
provedeny metodou DFT/B3LYP, p¯iËemû interakËnÌ ener-
gie byla definov·na jako energie z·mÏny jednÈ vody v p¯Ìsluö-
nÈm aquakomplexu [Me(H2O)n]

2+ (n je koordinaËnÌ ËÌslo) za
funkËnÌ skupinu reprezentujÌcÌ postrannÌ ¯etÏzec aminoky-
seliny. Pr·ce pojedn·v· o t¯ech klÌËov˝ch faktorech urËujÌcÌch
selektivitu vazebnÈho mÌsta pro dan˝ kov. PrvnÌm faktorem je
preference kovu pro danou koordinaËnÌ geometrii, diskutova-
n· v˝öe. Druh˝m je optim·lnÌ velikost dutiny ohraniËenÈ n
donorov˝mi atomy ligand˘, kter· by mÏla co nejlÈpe korelovat
s iontov˝m pr˘mÏrem kovu. Ten se d· odvodit z v˝poËtu jako
pr˘mÏrn· rovnov·ûn· vzd·lenost mezi kovem a sÈriÌ ligand˘,
tvo¯enou v tomto p¯ÌpadÏ aminokyselinov˝mi zbytky. Pro
zajÌmavost, byl nalezen n·sledujÌcÌ bezrozmÏrn˝ pomÏr ion-
tov˝ch polomÏr˘ kationt˘ studovan˝ch kov˘:

r(Co2+) : r(Ni2+) : r(Cu2+) : r(Zn2+) : r(Cd2+) : r(Hg2+) =

= 1,01 : 1 : 1 : 1,01 : 1,12 : 1,15

T¯etÌm, a patrnÏ nejd˘leûitÏjöÌ faktorem je r˘zn· afinita
p¯echodn˝ch kov˘ k aminokyselinov˝m zbytk˘m. Pojedn·v·
o nÌ semikvantitativnÌ teorie tvrd˝ch a mÏkk˝ch kyselin a z·-
sad (HSAB, hard and soft acids and bases) Parra a Pearsona.
Podle tÈto teorie platÌ, ûe ËÌm je u kovu menöÌ pomÏr polo-
mÏr/n·boj, tÌm v˝raznÏji preferuje ligandy stejnÈho charakteru
(tedy malÈ a z·pornÏ nabitÈ) a naopak. Nap¯Ìklad lze oËek·vat,
ûe kation Co3+ bude preferovat karboxyl·ty, zatÌmco
thiolovou skupinu. Je tedy nasnadÏ tuto afinitu kvantifikovat,
k Ëemuû byly pr·vÏ pouûity vypoËtenÈ interakËnÌ energie
a z nich odvozenÈ faktory selektivity. Ve shodÏ s experimen-
t·lnÌmi poznatky se zcela p¯esvÏdËivÏ uk·zalo, ûe mezi neu-
tr·lnÌmi ligandy m· nejp¯ÌznivÏjöÌ interakËnÌ energii histidin,
kter˝ je takÈ nejhojnÏji zastoupen˝m zbytkem ˙ËastnÌcÌm se
vazby na kov v metaloproteinech. Dokonce v˝poËty uk·zaly,

ûe po vazbÏ na kov se mÏnÌ rovnov·ha mezi jeho isomery. Ve
volnÈ formÏ je energeticky v˝hodnÏjöÌ 4-methylimidazol, za-
tÌmco po vazbÏ na kov je tomu naopak. To p¯esnÏ koreluje
s ËetnostÌ jejich zastoupenÌ (koordinace prost¯ednictvÌm Nε,
odpovÌdajÌcÌ 5-methylimidazolu, je asi dvakr·t ËastÏjöÌ) ve
vazebn˝ch mÌstech metaloprotein˘. Mezi z·pornÏ nabit˝mi
ligandy vych·zÌ nejp¯ÌznivÏjöÌ interakËnÌ energie pro Cysñ,
n·sledovanÈm Gluñ, Aspñ, Tyrñ, coû opÏt koreluje s tÌm, ûe tyto
ligandy jsou na druhÈm aû p·tÈm mÌstÏ v Ëetnosti zastoupenÌ
v metaloproteinech. P¯es velkou celkovou afinitu histidinu se
vöak uk·zalo, ûe je ke studovan˝m kov˘m velmi m·lo selek-
tivnÌ. Naopak ligandy obsahujÌcÌ sÌru (Cys, Met) by mÏly pat¯it
mezi nejvÌce selektivnÌ zbytky.

Po uvedenÌ p¯ehledu pracÌ pojedn·vajÌcÌch o interakcÌch
kationt˘ p¯echodn˝ch kov˘ s aminokyselinami lze p¯ejÌt k mo-
del˘m vazebn˝ch mÌst kov˘ v metaloproteinech. Jedna z prv-
nÌch studiÌ t˝kajÌcÌch  se p˘sobenÌ kovu v aktivnÌm mÌstÏ
enzymu poch·zÌ z poË·tku 90. let (cit.47). Auto¯i se zab˝vajÌ
teoretick˝mi v˝poËty vlastnostÌ aktivnÌho mÌsta karboanhy-
drasy (CA, carbonic anhydrase), enzymu, kter˝ posunuje rov-
nov·hu reakce H2O + CO2 « H2CO3. V nativnÌ formÏ enzymu
je v aktivnÌm mÌstÏ ion zinku (II), kter˝ je v·z·n ke t¯em
histidinov˝m zbytk˘m a v˝raznÏ sniûuje protonovou afinitu
ËtvrtÈho ligandu ñ hydroxidovÈho iontu*, kter˝ v reakci vystu-
puje jako nukleofilnÌ centrum48. Experiment·lnÌ studie ukazu-
jÌ, ûe zatÌmco po substituci Zn2+ za ion Co2+ z˘st·v· aktivita
enzymu zachov·na, ionty Mn2+ a Cd2+ p˘sobÌ jako katalytickÈ
jedy. CÌlem studie47 je vysvÏtlenÌ tohoto fenomÈnu. Byl pouûit
zjednoduöen˝ model, kde histidiny byly nahrazeny molekula-
mi amoniaku, a zkoum·ny tetra- a pentakoordinovanÈ kom-
plexy, kde Ëtvrt· pozice byla obsazena hydroxidov˝m iontem
a p·t· molekulou vody. V˝poËty prok·zaly rozdÌly v energe-
tick˝ch bilancÌch pro Co2+, Zn2+ na jednÈ stranÏ a Cd2+, Mn2+

na stranÏ druhÈ. Pro prvnÌ dva ionty je v˝hodnÏjöÌ setrvat
v tetraedrickÈm koordinaËnÌm uspo¯·d·nÌ s molekulou vody
vytlaËenou aû do druhÈ solvataËnÌ vrstvy, zatÌmco druhÈ dva
preferujÌ pentakoordinaci s molekulou vody v prvnÌ koordi-
naËnÌ sfÈ¯e. Tento fakt vede ke zhoröenÌ p¯Ìstupnosti aktivnÌho
mÌsta, tedy hydroxidovÈho iontu pro molekulu CO2 a ke ztr·tÏ
aktivity. SilnÏjöÌ vazba vody k vazebnÈmu mÌstu s Cd2+ a Mn2+

se d· nazvat inhibiËnÌm ˙Ëinkem.
DalöÌm zajÌmav˝m enzymem  je alkoholdehydrogenasa

(ADH), kter· katalyzuje vratnou oxidaci prim·rnÌch a sekun-
d·rnÌch alkohol˘ a vyuûÌv· molekuly NAD+ jako koenzy-
mu49,50. Ve svÈm aktivnÌm mÌstÏ m· rovnÏû zinek (II). Jelikoû
byla experiment·lnÏ provedena ¯ada substituËnÌch studiÌ v ak-
tivnÌm mÌstÏ enzymu51, stal se rovnÏû objektem z·jmu teore-
tick˝ch chemik˘. ZajÌmavou pr·ci, pojedn·vajÌcÌ o substituci
zinku (II) za kadmium (II) publikovali Ryde a Hemmingsen52.
Za ˙Ëelem interpretace experiment·lnÌch dat zÌskan˝ch meto-
dou poruöenÈ ˙hlovÈ korelace γ paprsk˘ byla provedena opti-
malizace geometriÌ 11 r˘zn˝ch struktur aktivnÌho mÌsta Cd-
-substituovanÈ ADH s koenzymem, bez koenzymu a s dalöÌmi
neproteinov˝mi ligandy za pomocÌ kombinovan˝ch metod
QM/MM (quantum mechanics/molecular mechanics). Rovno-
v·ûnÈ geometrie nevykazovaly v˝raznÈ rozdÌly od nativnÌch
struktur (samoz¯ejmÏ aû na vzd·lenosti kovñligand), z Ëehoû
plyne, ûe kadmium by mohlo slouûit jako dobr· strukturnÌ

H3
ñ

Hg2
2+
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sonda pro  koordinaËnÌ  geometrie zinku  (II). Velmi dobr·
shoda gradientu elektrickÈho pole vypoËtenÈho v bodÏ totoû-
nÈm s j·drem kadmia s experiment·lnÌ hodnotou pro tetrako-
ordinovan˝ komplex potvrzuje, ûe by se koordinace na iontu
kovu nemÏla p¯i substituci mÏnit. D˘sledkem tÈto shody je
potvrzenÌ domnÏnky, ûe Ëtvrt˝m ligandem tvo¯ÌcÌm vazbu
s kovem by mÏl b˝t Glu-68.

Po dvou p¯Ìkladech metaloenzym˘, ve kter˝ch je kov
p¯Ìtomen v katalytickÈm  centru, ale ne˙ËastnÌ se p¯enosu
elektron˘, lze p¯ejÌt k poslednÌ skupinÏ, tedy metaloprotein˘m
obsahujÌcÌm redoxnÌ centra. P¯edem je nutno poznamenat, ûe
tato skupina je z¯ejmÏ teoreticky nejobtÌûnÏjöÌ. AktivnÌ mÌsta
tÏchto enzym˘ vÏtöinou obsahujÌ vÌce iont˘ kovu spojen˝ch
rozliËn˝mi  strukturnÌmi vzory.  NÏkdy  se  p¯Ìmo  vyskytujÌ
vazby typu kovñkov, jindy jsou interakce mezi kovy zpro-
st¯edkov·ny thiol·tov˝mi, karboxyl·tov˝mi, Ëi oxo-m˘stky.
Zde je prvnÌm problÈmem sestavenÌ p¯ijatelnÈho chemickÈho
modelu (tedy o velikosti, kter· nep¯esahuje souËasnÈ moûnosti
v˝poËetnÌ chemie) tak, aby byly zachov·ny vöechny podstatnÈ
rysy skuteËnÈho mÌsta a aby se vöechny fyzik·lnÏ-chemickÈ
procesy odehr·ly uvnit¯ modelu. Druh˝m, nemÈnÏ obtÌûn˝m
problÈmem je urËenÌ spr·vnÈho elektronovÈho stavu studova-
nÈho systÈmu. DÌky vazbÏ nebo alespoÚ silnÈ interakci mezi
kovy (nap¯Ìklad tzv. (anti)feromagnetickÈ vazbÏ) jde o netri-
vi·lnÌ problÈm a st·le jeötÏ existujÌ systÈmy, kde nenÌ uspoko-
jivÏ vy¯eöen53. Mnohdy tyto problÈmy p¯esahujÌ hranice stan-
dardnÌch metod elektronovÈ struktury, a do v˝poËtu je pak
nutnÈ explicitnÏ zahrnout spin-spinovou interakci.

K ÑjednoduööÌmì systÈm˘m tÈto skupiny pat¯Ì proteiny
typu Ñblue copperì (nap¯. nitritreduktasa, pseudoazurin, bazic-
k˝ okurkov˝ protein, plastocyanin), obsahujÌcÌ mononukle·r-
nÌ centra. D˘leûit˝m procesem je zde oxidace mÏdi Cu+ na
Cu2+a mezi jejich neobyËejnÈ vlastnosti pat¯Ì intenzivnÌ modr·
barva (p·sy u 460 a 600 nm), charakteristick· spektra elektro-
novÈ spinovÈ resonance (ESR), vysokÈ redoxnÌ potenci·ly,
doprov·zenÈ  jeötÏ neobvyklou geometriÌ vazebnÈho  mÌsta
kovu. Ion mÏdi je v·z·n v trigon·lnÌm uspo¯·d·nÌ (Cys a dva
His ligandy), kdeûto v axi·lnÌch poloh·ch je slabÏ v·z·n Met
a v nÏkter˝ch z nich jeötÏ karbonylov˝ kyslÌk z proteinovÈ
p·te¯e. Na obr·zku 6 je zn·zornÏna struktura vazebnÈho mÌsta
mÏdi (II) v jednom ze z·stupc˘ tÈto t¯Ìdy protein˘ ñ azurinu.

DÌky v˝öe uveden˝m vlastnostem byly tyto proteiny n·-
mÏtem nÏkolika teoretick˝ch studiÌ54ñ56. Tyto studie p¯ede-
vöÌm prok·zaly, ûe struktura modelovÈho mÌsta ve vakuu je
tÈmÏ¯ identick· s krystalovou strukturou proteinu. TÌm byly
pop¯eny teorie, kterÈ vysvÏtlovaly tyto vlastnosti pomocÌ vel-
kÈ rigidity proteinovÈ struktury, nutÌcÌ ion Cu2+ zaujÌmat iden-
tickÈ koordinaËnÌ uspo¯·d·nÌ, jako m· ion Cu+ p¯ed oxidacÌ,
coû mÏlo mÌt za n·sledek velk˝ konformaËnÌ stres ve struktu¯e.
P¯i hled·nÌ alternativnÌho vysvÏtlenÌ se nejprve hledala odpo-
vÏÔ na ot·zku, proË tyto proteiny preferujÌ trigon·lnÌ bipyra-
mid·lnÌ uspo¯·d·nÌ, kdyû vÏtöina komplex˘ mÏdi je ËtvercovÏ
plan·rnÌch. VysvÏtlenÌ p¯inesla anal˝za elektronovÈ struktury,
kter· uk·zala, ûe zatÌmco vazby σ mezi ligandy a kovem vedou
k ËtvercovÏ plan·rnÌmu uspo¯·d·nÌ, π vazby (kterÈ lze ch·pat
jako interakce neobsazen˝ch d orbital˘ na atomu sÌry s obsa-
zen˝mi d orbitaly atomu kovu) form·lnÏ obsazujÌ dvÏ pozice
v koordinaËnÌ sfÈ¯e kovu; tedy pro ligandy obsahujÌcÌ atomy
sÌry (Cys, Met) lze oËek·vat v˝raznÈ odchylky od ËtvercovÏ
plan·rnÌho uspo¯·d·nÌ. Od porozumÏnÌ strukturnÌm rys˘m
vede dalöÌ krok k v˝poËtu spektroskopick˝ch vlastnostÌ tÏchto

systÈm˘ a jejich vztahu ke struktu¯e. Elektronov· spektra byla
vypoËtena pomocÌ metody CASPT2 a öest nejniûöÌch excitacÌ
bylo urËeno s chybou menöÌ neû 1800 cmñ1. DÌky pouûitÌ
multikonfiguraËnÌ metody bylo snadnÈ dva pÌky ve viditelnÈ
oblasti spektra interpretovat jako excitace zp˘sobenÈ p¯eno-
sem n·boje mezi cysteinem a mÏdÌ: jeden (600 nm) z vazeb-
nÈho π orbitalu a druh˝ (460 nm) z vazebnÈho σ orbitalu.
PomÏr jejich intenzit pak z·visÌ na struktu¯e vazebnÈho mÌsta
kovu. Proteiny typu Ñblue copperì s trigon·lnÌ strukturou majÌ
nÌzk˝ pomÏr ε460 /ε600, zatÌmco u struktur s ËtvercovÏ plan·r-
nÌm uspo¯·d·nÌm je tomu naopak. PoslednÌm fenomÈnem,
kter˝ byl podroben teoretickÈmu zkoum·nÌ, jsou redoxnÌ po-
tenci·ly komplexu. Bylo nap¯Ìklad prok·z·no, ûe axi·lnÌ li-
gandy majÌ na jejich hodnotu mal˝ vliv, zatÌmco solvataËnÌ
efekty jejich hodnotu ovlivÚujÌ v˝znamn˝m zp˘sobem.

PoslednÌ Ë·st tÈto podkapitoly se bude t˝kat pokrok˘ do-
saûen˝ch p¯i studiu systÈm˘ obsahujÌcÌch vÌce atom˘ kovu
v aktivnÌm mÌstÏ. Mimo jinÈ bude na p¯Ìkladu dvou systÈm˘,
cytochromu c oxidasy a fotosystÈmu II, demonstrov·no pouûi-
tÌ kvantovÏ-chemick˝ch metod pro vysvÏtlenÌ reakËnÌch me-
chanism˘ v systÈmech, kde doch·zÌ k p¯enosu elektron˘.

Cytochrom c oxidasa (CcO) zprost¯edkov·v· redukci O2
na vodu, p¯iËemû zÌskan· energie je uloûena ve formÏ ATP.
P¯i tomto procesu nast·v· relativnÏ komplikovan˝ tok elek-
tron˘ a proton˘, jehoû detailnÌ znalost je nutn· k tomu, aby se
v˘bec mohlo zaËÌt s v˝poËty. VlastnÌ reakce probÌh· v binu-
kle·rnÌm centru se dvÏma atomy kov˘, mÏdÌ v·zanou ke t¯em
histidin˘m a ûelezu obsaûenÈmu v hemovÈ jednotce a3, ke
kterÈmu se v axi·lnÌ poloze v·ûe jeötÏ jeden histidin. Struktura
tohoto komplikovanÈho centra je zn·zornÏna na obr·zku 7.

Stav centra p¯ed reakcÌ je Cu (I)ñFe (II) a po reakci se mÏnÌ
na Cu (II)ñFe (III). Zb˝vajÌcÌ dva elektrony, pot¯ebnÈ k plnÈ
redukci O2, p¯ich·zejÌ ze sousednÌho hemua. Tento z·kladnÌ
model byl pouûit p¯i kvantovÏ-chemickÈm studiu57, p¯iËemû

Obr. 6. VazebnÈ mÌsto mÏdi (II) v azurinu zÌskanÈ z krystalovÈ
struktury tohoto enzymu. T¯emi ekvatori·lnÌmi ligandy jsou dva
histidiny a cystein (na obr·zku ve vertik·lnÌm smÏru), zatÌmco v axi-
·lnÌch  poloh·ch jsou slabÏ v·z·ny methionin a peptidov˝ kyslÌk
glycinu sousedÌcÌho s histidinem
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je zn·mo, ûe reakËnÌ mechanismus musÌ splÚovat tato kriteria:
i) kaûd˝ reakËnÌ krok musÌ b˝t p¯ibliûnÏ termoneutr·lnÌ, aby
se energie nevypl˝tvala ve formÏ tepla; ii) nesmÏjÌ b˝t p¯Ìtom-

ny vysokÈ energetickÈ bariÈry pro tvorbu meziprodukt˘ a tran-
zitnÌ stavy; iii) reakce musÌ p¯edevöÌm zvyöovat elektronovou
afinitu aktivnÌho mÌsta.

Obr. 7. Struktura binukle·rnÌho centra CuñFe v katalytickÈm mÌstÏ cytochrom c oxidasy57

Obr. 8. ModelovÈ struktury jednotliv˝ch stav˘ S0 aû S3 v katalytickÈm centru WOC65
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PrvnÌ krok ve sloûitÈ kask·dÏ n·sledn˝ch dÏj˘ je aktivace
molekuly O2 vazbou na Fe (II) v hemu. KyslÌk je zde velmi
slabÏ v·z·n, jak vypl˝v· z vypoËtenÈ hodnoty vazebnÈ energie
(2 kcal.molñ1) (cit.58). Druh˝m krokem je vznik komplexu,
kter˝ byl z optick˝ch spekter interpretov·n jako (porf)Fe(III)ñ
OñOH (cit.59). Proton poch·zÌ z molekuly vody slabÏ v·zanÈ
na druhÈ centrum, Cu (I). Ve stejnÈ chvÌli je z·roveÚ p¯enesen
elektron z mÏdi a v˝sledkem tohoto druhÈho kroku je stav
Fe (III)ñOñOH + Cu (II)OH. Tato reakce je endotermick·
(6 kcal.molñ1). T¯etÌ krok je rozötÏpenÌ OñO vazby a vznik
oxoferrylovÈho meziproduktu (porf)Fe (IV) = O. ExistujÌ roz-
pory, zdali k tomuto procesu doch·zÌ p¯ed nebo po p¯Ìchodu
t¯etÌho elektronu ze sousednÌho hemu. Zde se nask˝t· moû-
nost, jak kvantovÏ-chemick˝m v˝poËtem rozhodnout mezi tÏ-
mito dvÏma hypotÈzami. Byly proto vypoËteny hodnoty reakË-
nÌch energiÌ pro obÏ moûnosti (6 kcal.molñ1 a 30 kcal.molñ1).
Jelikoû ve druhÈm p¯ÌpadÏ je reakce p¯Ìliö exotermick· a p¯e-
bytek energie by se vypot¯eboval na tvorbu tepla, musÌ ke
ötÏpenÌ dojÌt p¯ed p¯Ìchodem t¯etÌho elektronu. ReakËnÌ ener-
gie je vyuûita ke zv˝öenÌ elektronovÈ afinity binukle·rnÌho
centra, kter· je vlastnÌ hnacÌ silou pro p¯enos elektronu. Po
rozötÏpenÌ OñO vazby je proces dokonËen transportem proto-
n˘, jejichû cesty jsou zn·my, na O2ñ (cit.60).

PodstatnÏ tÏûöÌ je v˝zkum reakËnÌho mechanismu v kom-
plexu oxidujÌcÌm vodu (WOC, water oxidizing complex) ve
fotosystÈmu II. P¯i tÈto unik·tnÌ reakci je energie Ëty¯ svÏtel-
n˝ch foton˘ p¯emÏnÏna v energii chemickou za vzniku mole-
kuly O2. AË je v˝zkumu tohoto systÈmu vÏnov·no nesmÌrnÈ
˙silÌ, st·le panuje mnoho nejistot okolo jednotliv˝ch krok˘
v procesu. Z·roveÚ vöak p¯edstavuje jednu z nejvÏtöÌch v˝zev
v dneönÌ chemii61. Velk˝m problÈmem je fakt, ûe dosud nebyla
vy¯eöena krystalov· struktura komplexu, coû ËinÌ jakÈkoliv
detailnÌ p¯edpovÏdi mimo¯·dnÏ obtÌûn˝mi. Pro poË·teËnÌ v˝-
poËty se vöak jevÌ jako dostateËnÈ informace, kterÈ pod·vajÌ
mÏ¯enÌ EXAFS. Je tedy zn·mo, ûe WOC obsahuje Ëty¯i atomy
manganu a tÈû z¯ejmÏ v·pnÌk a chloridov˝ anion. Oxidace
vody probÌh· ve Ëty¯ech krocÌch62. Meziprodukty se oznaËujÌ
S0 aû S4, z nichû struktury S0 aû S3 jsou zn·zornÏny na obr·zku 8.

Z·kladnÌm stavem p¯ed reakcÌ je S1. V kaûdÈm kroku vede
absorpce fotonu k separaci n·boje, proton i elektron pak kaûd˝
zvl·öù opouötÏjÌ WOC. Jedna ze studiÌ proveden˝ch metodou
DFT/B3LYP testovala hypotÈzu, ûe jednÌm z ˙kol˘ tyrosinu,
kter˝ v kaûdÈm S stavu vystupuje jako tyrosylov˝ radik·l,
je odebr·nÌ vodÌkov˝ch atom˘ z ligand˘ vody a hydroxidu
v klastru manganu63. V˝poËty bylo prok·z·no, ûe takov˝ pro-
ces je moûn˝, tedy sÌla vazby OñH v molekule vody a hydro-
xylu koordinovanÈm k manganu je p¯ibliûnÏ stejn· jako ve
volnÈm tyrosinu. V dalöÌm studiu byl uËinÏn pokus modelovat
celou sekvenci ud·lostÌ za pouûitÌ pouze jednoho manganovÈ-
ho centra64. Nejd˘leûitÏjöÌm poznatkem byl fakt, ûe pro typic-
kÈ redoxnÌ reakce ve slabÈm ligandovÈm poli je nesmÌrnÏ
d˘leûit· poloha excitovan˝ch stav˘ p¯ed a po reakci. BuÔ
excitovan˝ stav reaktantu, korespondujÌcÌ se z·kladnÌm sta-
vem produktu, nebo excitovan˝ stav produktu, korespondujÌcÌ
se z·kladnÌm stavem reaktantu, musÌ leûet dostateËnÏ nÌzko.
V p¯ÌpadÏ oxidace vody to znamen·, ûe nejprve musÌ b˝t v S3
stavu vytvo¯en radik·l kyslÌku a teprve potÈ m˘ûe dojÌt k vy-
tvo¯enÌ O2. V nejnovÏjöÌ studii65 je jiû zkoum·n model obsa-
hujÌcÌ vöechny atomy manganu spojenÈ oxo- m˘stky. Z v˝-
sledk˘ v˝poËt˘ lze usuzovat, ûe pouze jeden z atom˘ manganu
vykazuje redoxnÌ aktivitu. V·pnÌk m· roli silnÏ chelatujÌcÌho

kofaktoru, kter˝ napom·h· vytvo¯enÌ nezbytnÈho radik·lu
kyslÌku. VlastnÌ tvorba vazby OñO by pak mohla probÌhat
v nekompletnÌ kubanovÈ struktu¯e (s jednÌm chybÏjÌcÌm vr-
cholem), z nichû ve dvou vrcholech jsou atomy manganu
a v jednom ion v·pnÌku, zbylÈ jsou pak tvo¯eny oxo-m˘stky.
ExternÌ molekula vody, kter· poskytuje druh˝ kyslÌk, vstupuje
pr·vÏ do tohoto volnÈho rohu. Tyto v˝sledky jsou ve shodÏ
s experimenty EXAFS. AË se tyto teoretickÈ studie zatÌm za-
b˝vajÌ modelov˝mi strukturami, je obdivuhodnÈ, jak˝m zp˘-
sobem pom·hajÌ skl·dat z ne˙pln˝ch st¯Ìpk˘ experiment·lnÌch
informacÌ v˝sledn˝ obraz.

5. Perspektivy kvantovÈ bioanorganickÈ chemie

V refer·tu byl prezentov·n pr˘¯ez studiemi, t˝kajÌcÌmi se
interakcÌ p¯echodn˝ch kov˘ a jejich kationt˘ s molekulami
RNA/DNA, aminokyselinami, peptidy a proteiny. D˘raz byl
kladen ne tak na ˙plnost v˝Ëtu vöech pracÌ z tÈto oblasti, jako
spÌöe na podrobnÏjöÌ rozebr·nÌ nÏkter˝ch p¯Ìklad˘. VÏ¯Ìm, ûe
byly srozumitelnÏ vysvÏtleny postupy, kterÈ se p¯i teoretickÈm
studiu pouûÌvajÌ. P¯estoûe je zatÌm studium vazebn˝ch mÌst
kov˘ v biomolekul·ch v poË·tcÌch, dosaûenÈ v˝sledky jsou
optimistickÈ.

Pro vÏtöÌ ˙plnost tohoto refer·tu bych si dovolil p¯ipome-
nout, ûe i v relativnÏ mladÈ oblasti, jakou je kvantov· bioanor-
ganick· chemie, jiû byla naps·na ¯ada souhrnn˝ch Ël·nk˘.
V tÏch lze nalÈzt mnoho informacÌ komplement·rnÌch nebo
Ë·steËnÏ se p¯ekr˝vajÌcÌch s obsahem refer·tu. KromÏ mono-
grafiÌ citovan˝ch v p¯edeölÈm Ël·nku1, kterÈ shrnujÌ jak ex-
periment·lnÌ, tak teoretickÈ znalosti o p¯echodn˝ch kovech
v biologick˝ch systÈmech, lze pouk·zat na souhrnnÈ pr·ce
Zieglerovy z prvnÌ poloviny 90. let66,67, ve kter˝ch popisuje
prvnÌ ˙spÏönÈ v˝poËty pomocÌ metod DFT a ukazuje jedno-
duchÈ prost¯edky umoûÚujÌcÌ anal˝zu vlnovÈ funkce (nebo
matice elektronovÈ hustoty) v pojmech bliûöÌch chemickÈmu
uvaûov·nÌ. RovnÏû z poË·tku 90. let je Veillardova pr·ce68,
v nÌû shrnuje v˝poËty struktury a vlastnostÌ organokovov˝ch
slouËenin. Cory a Zerner69 shrnujÌ studie t˝kajÌcÌ se elektrono-
vÈ v˝mÏny mezi kovem a ligandem, kter· m· v˝znam ve
spektroskopii tÏchto systÈm˘. Velmi srozumiteln· öirokÈmu
okruhu chemik˘ se mi jevÌ pr·ce Deetheho70, kter· se snaûÌ
v jednoduch˝ch pojmech popsat v˝poËetnÌ chemii pro systÈ-
my s p¯echodn˝mi kovy. Z konce 90. let je pr·ce Comby71, ve
kterÈ se zab˝v· moûnostmi (byù omezen˝mi) empirick˝ch
metod (zaloûen˝ch na empirick˝ch meziatomov˝ch potenci·-
lech, tzv. force fields) pro studia p¯echodn˝ch kov˘. DospÌv·
k z·vÏru, ûe hlavnÌm p¯Ìnosem je moûnost urËit energetickou
v˝hodnost Ëi nev˝hodnost pre-organizace danÈho vazebnÈho
mÌsta pro kov. StruËn˝ p¯ehled, kter˝ publikoval Chermette72,
shrnuje rozsah aplikacÌ metod DFT pro komplexy p¯echod-
n˝ch kov˘ (vazebnÈ energie, molekulovÈ struktury, plochy
potenci·lnÌ energie a reakËnÌ profily, ionizaËnÌ potenci·ly,
elektronovÈ afinity, vibraËnÌ frekvence, UV-VIS spektrosko-
pie, ESR, NMR). Mnoho informacÌ o p¯echodn˝ch kovech lze
takÈ nalÈzt v rozs·hlÈ encyklopedii v˝poËetnÌ chemie73. Z po-
slednÌ doby jsou souhrnnÈ Ël·nky Niu a Halla6 o reakcÌch
p¯echodn˝ch kov˘ (obzvl·ötÏ organokovov˝ch systÈm˘ majÌ-
cÌch velk˝ v˝znam pro homogennÌ katal˝zu), LoewovÈ a Har-
rise74 o roli hemovÈho aktivnÌho mÌsta a proteinovÈho okolÌ
pro strukturu, spektra a funkci cytochromu P450, Siegbahna
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a BlombergovÈ57 o teoretick˝ch studiÌch reakËnÌch mechanis-
m˘ metaloprotein˘. Dedieu75 pak pod·v· kompletnÌ p¯ehled
o kvantovÈ chemii paladia a platiny, Hush a Reimers76 shrnujÌ
vliv solvataËnÌch efekt˘ na elektronov· spektra komplex˘
p¯echodn˝ch kov˘ a koneËnÏ lze odk·zat na velmi instruktivnÌ
a pouËnou souhrnnou pr·ci Frenkinga a Frˆhlicha77, pojedn·-
vajÌcÌ o charakteru rozliËn˝ch typ˘ vazeb mezi p¯echodn˝mi
kovy a ligandy.

NynÌ lze p¯ejÌt k vlastnÌmu tÈmatu tÈto kapitoly, tedy
nastÌnÏnÌ dalöÌch perpektiv kvantovÈ bioanorganickÈ chemie.
Jak bylo zmÌnÏno, tento obor je relativnÏ mlad˝, a p¯es ËetnÈ
˙spÏchy p¯i popisu struktur biomolekul obsahujÌcÌch p¯echod-
nÈ kovy jsme v naöich snaûenÌch spÌöe na zaË·tku, neû v do-
hledu bezrozporn˝ch vysvÏtlenÌ chemick˝ch proces˘ v tÏchto
systÈmech. Z·kladnÌ ot·zkou z˘st·v·, proË si p¯Ìroda k plnÏnÌ
sv˝ch ˙kol˘ vybÌr· konkrÈtnÌ p¯echodnÈ kovy a jsme-li schop-
ni technick˝mi prost¯edky p¯ÌrodnÌ procesy napodobit a vy-
uûÌt. Tomu ale musÌ p¯edch·zet d˘kladnÈ porozumÏnÌ. Zde
vidÌm i do budoucna nejvÏtöÌ p¯Ìnos teoretick˝ch studiÌ. Zd·
se mi, ûe v souËasnÈ dobÏ nast·v· v chemii rovnov·ha mezi
teoretick˝m a experiment·lnÌm snaûenÌm tak, jak byla po-
ps·na v p¯edeölÈm Ël·nku1. Proces kladenÌ ot·zek a hled·nÌ
odpovÏdÌ vedoucÌch k odhalov·nÌ p¯ÌrodnÌch z·konitostÌ se
st·v· vÌcestupÚov˝m a z·visl˝m na jejich tÏsnÈm spojenÌ.
KonkrÈtnÏ mnozÌ experiment·lnÌ chemici oceÚujÌ, kdyû teorie
napovÌd·, jak dan˝ experiment uspo¯·dat a na co je pot¯eba
zamÏ¯it pozornost p¯i anal˝ze v˝sledk˘ tak, aby bylo oddÏleno
n·hodnÈ a zkreslujÌcÌ od z·konitÈho78. O tom, jak je p¯esn˝
a dob¯e poveden˝ experiment d˘leûit˝ pro teorii, nenÌ t¯eba
mluvit.

P¯ÌötÌ v˝voj v kvantovÈ bioanorganickÈ chemii se d· p¯ed-
povÏdÏt jak p¯Ìmou extrapolacÌ souËasn˝ch trend˘ do budouc-
na, tak i odhadem, jakÈ problÈmy budou n·mÏtem teoretickÈho
zkoum·nÌ. Co se t˝Ëe p¯ÌmÈ extrapolace, lze oËek·vat, ûe
v˝voj v˝poËetnÌ techniky bude pokraËovat nezpomalen˝m
tempem, tedy umoûnÌ prov·dÏnÌ p¯esnÏjöÌch v˝poËt˘ a studi-
um vÏtöÌch systÈm˘. Vedle toho lze oËek·vat dalöÌ rozvoj
hybridnÌch metod typu QM/MM nebo solvataËnÌch metod,
kterÈ posunou studovanÈ systÈmy blÌûe k experiment·lnÌmu
uspo¯·d·nÌ (dle terminologie refer·t˘ vylepöÌ chemick˝ mo-
del). RovnÏû ve vlastnÌ metodologii ab initio v˝poËt˘ lze
oËek·vat novÈ algoritmy, jejichû cÌlem bude vylepöenÌ efekti-
vity v˝poËtu p¯i zachov·nÌ p¯esnosti. Ide·lem je dos·hnout
line·rnÌho r˘stu n·roËnosti v˝poËtu s r˘stem systÈmu ñ O(n).
Vyjmenuji t¯i aktu·lnÌ trendy, kterÈ se jevÌ velmi slibnÈ pro
p¯esnost a rychlost v˝poËt˘. PrvnÌm jsou tzv. lok·lnÌ korelaËnÌ
metody79 p¯edpokl·dajÌcÌ, ûe korelaËnÌ efekty (bez jejichû
zahrnutÌ jsou v˝poËty na systÈmech p¯echodn˝ch kov˘ tÈmÏ¯
bezcennÈ) klesajÌ ˙mÏrnÏ rñ6, kde r je vzd·lenost mezi elek-
trony (p¯esnÏji mezi atomy, pohyb jejichû elektron˘ kore-
lujeme). Jin˝mi slovy, bez velkÈ ztr·ty p¯esnosti ve v˝poËtu
lze zanedbat korelaci dvou elektron˘, kterÈ se nach·zejÌ na
opaËn˝ch koncÌch vÏtöÌch molekul.  MusÌ  b˝t  ale  splnÏna
podmÌnka, ûe lze provÈst ˙Ëinnou lokalizaci molekulov˝ch
orbital˘, a tedy elektron˘m form·lnÏ p¯isoudit jejich p¯ibliû-
nou polohu v molekule, coû ale nenÌ u vöech chemick˝ch
systÈm˘ proveditelnÈ. Druh˝m trendem jsou v˝poËty metodou
Monte Carlo80 aplikovanÈ na ¯eöenÌ elektronovÈho problÈmu,
tzv. kvantovÈ MC. AË je r˘st tÈto metody p¯ibliûnÏ O(n5),
p¯edstavuje vlastnÏ jeden z p¯Ìstup˘ k p¯ÌmÈmu numerickÈmu
¯eöenÌ Schrˆdingerovy rovnice, tedy nalezenÌ p¯esnÈ nerelati-

vistickÈ energie elektronov˝ch stav˘ molekuly. D¯Ìve se zd·-
lo, ûe oblast pouûitÌ z˘stane omezena na velmi malÈ systÈmy,
avöak dnes lze poËÌtat i systÈmy obsahujÌcÌ aû dvacet atom˘.
T¯etÌm p¯Ìstupem, kter˝ je velmi vhodn˝ pro velkÈ systÈmy
a mohl by zanedlouho konkurovat empirick˝m potenci·l˘m,
je  tzv. metoda  DFT Tight-Binding81, kter· prov·dÌ  ¯·dn˝
v˝poËet DFT pouze pro atomy p¯Ìmo spojenÈ vazbou a apro-
ximuje ostatnÌ p¯ÌspÏvky. Je samoz¯ejmÏ nutnÈ vyzkouöet
p¯ijatelnost tÈto aproximace na jednoduööÌch systÈmech stej-
nÈho typu, jak˝ bude n·mÏtem cÌlovÈ studie. V souËasnÈ chvÌli
se v˝poËetnÌ n·roËnost tÈto metody jevÌ srovnateln· se se-
miempirick˝mi v˝poËty, poskytuje vöak v˝raznÏ p¯esnÏjöÌ
a obecnÏji pouûitelnÈ v˝sledky.

Co se t˝Ëe konkrÈtnÌch oblastÌ v oboru a formulace pro-
blÈm˘, oËek·v·m st·le vÏtöÌ prosazov·nÌ v˝poËt˘ na vÏtöÌch
systÈmech, kterÈ budou blÌûe konkrÈtnÌmu uspo¯·d·nÌ v me-
taloproteinu, fragmentu DNA atp. Budou viditelnÈ jemnÏjöÌ
rozdÌly v chov·nÌ tÏchto systÈm˘ ve srovn·nÌ s mal˝mi mole-
kulami, kterÈ doposud slouûily jako jejich modely. St·le asi
budou st¯edem z·jmu jednotlivÈ sloûky fotosyntÈzy, d·le z·-
kladnÌ metabolickÈ procesy, jichû se ˙ËastnÌ p¯echodnÈ kovy,
interakce iont˘ kov˘ s RNA, DNA a jejich v˝znam p¯i p¯enosu
genetickÈ informace. Na tÏchto systÈmech se kromÏ klasic-
k˝ch kvantovÏ-chemick˝ch v˝poËt˘ budou prov·dÏt mole-
kul·rnÏ dynamickÈ studie s potenci·lem ab initio (Carova-
-Parrinellova metoda), pro kterÈ je extrapolace do budoucna
p¯ÌmoËar·. Jsme-li dnes na urËitÈm systÈmu schopni provÈst
simulaci zachycujÌcÌ evoluci systÈmu po dobu ¯eknÏme 1 ps
(tedy 1000 krok˘ s integraËnÌm krokem 1 fs), desetin·sobn˝
vzr˘st v˝poËetnÌho v˝konu n·m za jinak stejn˝ch podmÌnek
umoûnÌ provÈst 10 ps simulaci, kter· uû m˘ûe b˝t schopna
zachytit rychlÈ procesy v systÈmu, tisÌcin·sobn˝ vzr˘st (rok
2010?) n·s p¯enese do nanosekundovÈ oblasti, kde by jiû
mohly b˝t pops·ny nap¯Ìklad rychlÈ konformaËnÌ zmÏny po
nÏjakÈm iniciaËnÌm procesu (p¯enos protonu, fotoexcitace).

Kvantov· bioanorganick· chemie pat¯Ì k obor˘m, kterÈ
budou v p¯ÌötÌch letech upout·vat pozornost st·le vÏtöÌho poËtu
(nejen) kvantov˝ch chemik˘.

6. Z·vÏr

V p¯edchozÌ kapitole jsem prezentoval sv˘j mÌrnÏ optimis-
tick˝ pohled na dalöÌ v˝voj oboru. Z·vÏrem bych chtÏl vyslovit
ale i urËitÈ varov·nÌ. Jako v dalöÌch oblastech v˝zkumu, takÈ
v aplikovanÈ kvantovÈ chemii se prosazujÌ programy, kterÈ
majÌ slouûit jako ÑËernÈ sk¯ÌÚkyì, kterÈ od uûivatele vyûadujÌ
pouze povrchnÌ znalost problÈmu a tv·¯Ì se, ûe je to vöe, co
pot¯ebuje k prov·dÏnÌ v˝poËt˘. NavÌc jsou nÏkterÈ z tÏchto
program˘ velmi komerËnÌ, p¯iËemû nap¯Ìklad pro p¯echodnÈ
kovy chybÏjÌ parametry do empirick˝ch potenci·l˘, a to proto,
ûe obecnou parametrizaci tÈmÏ¯ nelze provÈst. MÌsto toho se
doplÚujÌ jakÈsi generickÈ parametry, coû vede k tomu, ûe
v˝poËtem zÌskanÈ v˝sledky jsou tÈmÏ¯ bezcennÈ. Nechci od-
razovat z·jemce o kvantovou bioanorganickou chemii, musÌm
ale upozornit, ûe za kvalitnÌmi v˝sledky z tÈto oblasti stojÌ roky
poctivÈ pr·ce a sbÌr·nÌ zkuöenostÌ.
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L. RulÌöek (Institute of Organic Chemistry and Bioche-
mistry, Academy of Sciences of the Czech Republic, Prague):
Theoretical Studies of the Interactions of Transition Me-
tals with Biomolecules

Theoretical studies of various aspects of interactions of
transition metal (TM) ions with biomolecules make it possible
to analyze the principles governing the fundamental chemical
processes, in which they participate, at the atomic or even
electronic level. We present a concise review of the recent
achievements in the field of quantum bioinorganic chemistry,
i.e. the studies dealing with the structure and energetics of
TM-containing systems of biological relevance. In the first
part, the interactions of TM ions with smaller molecules are
analyzed, since they constitute the elementary knowledge that
helps understand more complex systems. Then, the work in
the field of interactions of TM ions with nucleic acids and their
components is briefly summarized. In the third part, we focus
on structure, function, and spectroscopic behaviour of metal-
-binding sites in metalloproteins and, finally, the perspectives
of quantum bioinorganic chemistry are outlined.
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1. ⁄vod

BÏhem vÌce neû dvaceti let, kter· ubÏhla od objevenÌ p53
v roce 1979, se protein p53 stal nejintenzivnÏji studovan˝m
objektem v˝zkumu v oblasti molekul·rnÌ onkologie. V˝znam-
nÏ k tomu p¯ispÏla jeho schopnost p˘sobit proti n·dorovÈ
transformaci buÚky a takÈ zjiötÏnÌ, ûe u vÌce neû poloviny
lidsk˝ch n·dor˘ doch·zÌ  k deleci nebo mutaci genu p53.
Lidsk˝ protein p53, fungujÌcÌ jako jadern˝ transkripËnÌ faktor,
je tvo¯en 393 aminokyselinami a obsahuje 4 hlavnÌ funkËnÌ
domÈny. Mutace p53 v n·dorov˝ch buÚk·ch nejËastÏji posti-
hujÌ centr·lnÌ oblast proteinu, kter· je nutn· pro sekvenËnÏ
specifickou vazbu na cÌlovÈ sekvence DNA. N-konec proteinu
obsahuje domÈnu aktivujÌcÌ transkripci cÌlov˝ch gen˘ a na
C-konci se nach·zÌ oligomerizaËnÌ a regulaËnÌ domÈna.

Protein p53 je povaûov·n za jeden z nejd˘leûitÏjöÌch re-
gul·tor˘ odpovÏdi  na  nejr˘znÏjöÌ formy bunÏËnÈho stresu
(obr. 1). PodÌlÌ se na ¯ÌzenÌ ¯ady bunÏËn˝ch proces˘, poËÌnaje
z·stavou bunÏËnÈho cyklu, p¯es inhibici replikace DNA, ¯ÌzenÌ
diferenciace, regulaci transkripce a reparace DNA, udrûov·nÌ
stability genomu aû po indukci programovanÈ bunÏËnÈ smrti,
tzv. apoptÛzy. Pro supresi n·dorovÈho r˘stu je zvl·ötÏ v˝-
znamn· jeho schopnost ¯Ìdit reakci buÚky na poökozenÌ dÏ-
diËnÈ informace uloûenÈ v DNA. Po poökozenÌ DNA vyvol·
protein p53 z·stavu bunÏËnÈho cyklu v G1 nebo G2 f·zi, ËÌmû
je umoûnÏna oprava poökozenÈ DNA. V p¯ÌpadÏ rozs·hlÈho
poökozenÌ, kterÈ nelze opravit, indukuje protein p53 apoptÛzu,
a tÌm  zabr·nÌ p¯enosu poökozenÈ genetickÈ informace do
dce¯in˝ch bunÏk.

VÏtöina bunÏËn˝ch proces˘ ¯Ìzen˝ch p53 z·visÌ na jeho
schopnosti aktivovat transkripci cÌlov˝ch gen˘. Pro ˙Ëinnou
aktivaci transkripce je nutnÈ, aby vznikl tetramer p53, kter˝ se

v promotorech cÌlov˝ch gen˘ v·ûe na dvÏ po sobÏ n·sledujÌcÌ
sekvence 5íPuPuPuCA/T

T/AGPyPyPy 3í (Pu ñ purinov· b·ze,
Py ñ pyrimidinov· b·ze), kterÈ mohou b˝t oddÏleny aû 13 p·ry

Obr. 1. V norm·lnÌ buÚce indukuje protein p53 expresi proteinu
MDM2, kter˝ blokuje jeho transkripËnÌ aktivitu a z·roveÚ stimuluje
jeho degradaci. Vznik· tak zpÏtnovazebn· regulaËnÌ smyËka, kter· je
v nestresovanÈ buÚce schopna udrûovat velmi nÌzkou hladinu neak-
tivnÌho proteinu p53. Ke stabilizaci a aktivaci p53 doch·zÌ p˘sobenÌm
r˘zn˝ch stresov˝ch faktor˘, nap¯. poökozenÌm DNA (˙Ëinkem UV
nebo ionizujÌcÌho z·¯enÌ, chemoterapeutik apod.) nebo aktivacÌ onko-
gen˘. AktivnÌ p53 indukuje transkripci cÌlov˝ch gen˘, jejichû produk-
ty buÔ zastavÌ bunÏËn˝ cyklus, aby mohlo dojÌt k opravÏ poökozenÈ
DNA, nebo spustÌ, v p¯ÌpadÏ rozs·hlÈho poökozenÌ dÏdiËnÈ informace,
programovanou bunÏËnou smrt (apoptÛzu)

p21
14-3-3
gadd45

WAF

σ

aktivace
transkripce

degradace

p53

ionizujÌcÌ z·¯enÌ, UV z·¯enÌ
chemoterapeutika

onkogeny

kinasy acetylasy

p53

p14
ARF

MDM2

bax
CD95/Fas

z·stava cyklu
reparace DNA

dokonËenÌ
bunÏËnÈho

cyklu
apoptÛza

Chem. Listy 96, 145 ñ 149 (2002) Refer·ty

145



Tabulka I
Regul·tory bunÏËnÈho cyklu a apoptÛzy indukovanÈ proteinem p53

Transkripce Funkce produktu V˝sledek indukce
aktivov·na p53

p21WAF1 inhibitor CDK z·stava b. cyklu (G1, G2/M)
MDM2 vazba na p53, ubikvitin ligasa inhibice aktivity a degradace p53
EGF-R receptor EGF z·stava b. cyklu
gadd45 interakce s CDK1, reparace DNA, vazba na PCNA z·stava b. cyklu
14-3-3σ regulaËnÌ protein, v·ûe se na p53, CDC25C z·stava b. cyklu (G2/M)
Bax dimerizace s Bcl-2 podporuje apoptÛzu
BCL-xL kompetuje s Bax ve vazbÏ na Bcl-2 inhibice apoptÛzy
CD95/APO1/Fas membr·nov˝ receptor pro CD95L indukce apoptÛzy po vazbÏ CD95L
IGF-BP3 v·ûe IGF (insulin-like growth factor) apoptÛza nebo z·stava b. cyklu
PIG3 regulace odpovÏdi na oxidativnÌ stres apoptÛza nebo z·stava b. cyklu
p53R2 podjednotka ribonukleotid reduktasy z·stava cyklu (G2/M), reparace DNA

b·zÌ. V tab. I je uveden v˝bÏr regul·tor˘ bunÏËnÈho cyklu
a apoptÛzy, jejichû exprese je transkripËnÏ aktivov·na protei-
nem p53 (cit1ñ3). KromÏ aktivace transkripce se p53 podÌlÌ takÈ
na negativnÌ regulaci transkripce mnoha gen˘, jejichû pro-
dukty se mohou ˙Ëastnit vzniku a progrese n·dorov˝ch one-
mocnÏnÌ. P¯Ìkladem m˘ûe b˝t protein MRP (multidrug resis-
tance ñ associated protein) (cit.4), kter˝ zp˘sobuje odolnost
n·dorov˝ch bunÏk k nÏkter˝m cytostatik˘m, nebo protein
VEGF (Vascular endothelial growth factor) (cit.5), jehoû p˘so-
benÌm je indukov·na tvorba nov˝ch cÈv nutn˝ch pro vyûivo-
v·nÌ rostoucÌho n·doru.

2. Regulace stability p53

V norm·lnÌch  buÚk·ch  je  hladina  proteinu p53 velmi
nÌzk·, protoûe novÏ syntetizovan˝ protein je velmi rychle de-
gradov·n proteasomem 26S (cit.6). Degradace proteasomem
je obecn˝ mechanismus, kter˝m je regulov·no mnoûstvÌ celÈ ¯a-
dy bunÏËn˝ch protein˘. Aby mohly b˝t proteiny urËenÈ k de-
gradaci rozezn·ny apar·tem proteasomu, je nezbytn· jejich
ubikvitinace, tj. kovalentnÌ p¯ipojenÌ ubikvitinu k lyzin˘m cÌ-
lovÈho proteinu. Ubikvitin (angl. ubiquitin) je mal˝ protein slo-
ûen˝ z 76 aminokyselin, jehoû sekvence je evoluËnÏ konzer-
vov·na. Byl nalezen prakticky ve vöech eukaryotick˝ch buÚ-
k·ch, a to buÔ volnÏ v cytoplazmÏ, nebo v·zan˝ na proteiny.
Pro p¯ipojenÌ ubikvitinu k cÌlov˝m protein˘m je nutn· aktivita
t¯Ì r˘zn˝ch enzym˘ oznaËovan˝ch jako E1 (enzym aktivujÌcÌ
ubikvitin), E2 (enzym p¯en·öejÌcÌ ubikvitin) a E3 (ubikvitin
ligasa). Ubikvitin ligasy tvo¯Ì velkou heterogennÌ skupinu
protein˘ a jsou zodpovÏdnÈ za substr·tovou specifitu ubikvi-
tinace. Ubikvitin ligasovou aktivitu, d˘leûitou pro degradaci
p53, vykazuje protein MDM2 (mouse double minute 2). Ex-
prese proteinu MDM2 je transkripËnÏ indukov·na proteinem
p53 (cit.7), a protoûe se MDM2 z·roveÚ podÌlÌ na jeho degra-
daci, vznik· tak zpÏtnovazebn· regulaËnÌ smyËka, kter· omezÌ
p˘sobenÌ proteinu p53 v buÚce pouze na dobu nutnou pro
iniciaci transkripce cÌlov˝ch gen˘ (viz obr. 1). DlouhodobÈ
p˘sobenÌ aktivnÌho proteinu p53 v buÚce totiû m˘ûe indukovat
apoptÛzu, kter· je vöak neû·doucÌ v p¯ÌpadÏ menöÌho poöko-
zenÌ zp˘sobenÈho stresov˝m faktorem, kterÈ lze odstranit.

Samotn· vazba proteinu MDM2 na p53 pouze blokuje jeho
transkripËnÌ aktivitu a ke spuötÏnÌ procesu degradace je nutn˝
transport komplexu p53 ñ MDM2 z j·dra buÚky do cyto-
plazmy8ñ10. Tento transport umoûÚuje sign·lnÌ sekvence pro
export z j·dra (NES ñ nuclear export sequence) proteinu
MDM2 (cit.9). Mutace v sekvenci NES proteinu MDM2 vede
ke zv˝öenÈ stabilitÏ proteinu p53 a jeho akumulaci v j·d¯e10.

Pokusy na myöÌch, u nichû byly obÏ alely genu MDM2
vy¯azeny homolognÌ rekombinacÌ, prok·zaly z·sadnÌ v˝znam
regulace aktivity a stability p53 proteinem MDM2 pro nor-
m·lnÌ pr˘bÏh embryogeneze. Tyto myöi umÌrajÌ kv˘li nekon-
trolovanÈ aktivitÏ p53 ve velmi ËasnÈm stadiu embryon·lnÌho
v˝voje11,12. P¯ÌËinou pozorovanÈ embryon·lnÌ letality je akti-
vace p53 ñ z·vislÈ apoptÛzy v nep¯Ìtomnosti MDM2 (cit.13).
Naproti tomu myöi, u nichû byly homolognÌ rekombinacÌ
vy¯azeny oba geny, MDM2 i p53, se vyvÌjejÌ norm·lnÏ.

Neschopnost nÏkter˝ch mutantnÌch forem proteinu p53
aktivovat expresi MDM2 vede k jejich akumulaci v n·doro-
v˝ch buÚk·ch ve velkÈm mnoûstvÌ. Pokud je v tÏchto buÚk·ch
exprese MDM2 umÏle navozena, doch·zÌ k degradaci mutant-
nÌho p53 stejnÏ velkou rychlostÌ jako v p¯ÌpadÏ nemutovanÈho
p53 (cit.14,15).

DalöÌ v˝znamnou ubikvitin ligasou zp˘sobujÌcÌ ˙Ëinnou
degradaci p53 je komplex bunÏËnÈho proteinu E6-AP (E6-as-
sociated protein) s onkoproteinem E6 nÏkter˝ch lidsk˝ch papi-
lomavir˘ (cit.16,17). V nep¯Ìtomnosti E6 se bunÏËn˝ protein
E6-AP na degradaci p53 nepodÌlÌ18, ale interakce s E6 pravdÏ-
podobnÏ mÏnÌ jeho substr·tovou specifitu a umoûnÌ tak ubi-
kvitinaci p53. P¯edpokl·d· se, ûe tento mechanismus degra-
dace p53 je jednÌm z kritick˝ch faktor˘ pro vznik karcinomu
dÏloûnÌho ËÌpku.

Stabilizace p53 zablokov·nÌm jeho degradace je odpovÏdÌ
buÚky na r˘znÈ druhy stresu, nap¯. poökozenÌ DNA, aktivaci
onkogen˘, zmÏny pH nebo teploty, hypoxii nebo nedostatek
ûivin. Jednou z cest vedoucÌch ke stabilizaci p53 je fosforylace
p53 na N-konci v oblasti, na kterou se v·ûe MDM2. Mezi
nejlÈpe prozkouman· fosforylaËnÌ mÌsta na N-konci proteinu
p53 pat¯Ì serin 15, fosforylovan˝ in vivo kinasami ATM (ata-
xia telangiectasia-mutated) a ATR (ATM-related), kterÈ hrajÌ
d˘leûitou roli p¯i stabilizaci p53 indukovanÈ ionizujÌcÌm nebo
UV z·¯enÌm19. V˝znamnou roli p¯i stabilizaci a n·slednÈ akti-
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Tabulka II
Nejd˘leûitÏjöÌ bunÏËnÈ regul·tory p53 (SST ñ sekvenËnÏ specifick· transaktivace)

Regul·tory p53 Mechanismus p˘sobenÌ na p53 Efekt na ˙rovni p53

PozitivnÌ

ATM fosforylace (Ser 15) stabilizace, aktivace SST
DNA-PK fosforylace (Ser 15,37) stabilizace, aktivace SST
ATR fosforylace (Ser 15) stabilizace, aktivace SST
JNK fosforylace (Ser 33) stabilizace (ve stresovan˝ch buÚk·ch)
CDK7/CycH/p36 fosforylace (Ser 33) aktivace SST
CDKs fosforylace (Ser 315) aktivace SST
p38 fosforylace (Ser 392) aktivace SST
Casein kinase II fosforylace (Ser 392) aktivace SST
Protein kinase C fosforylace (Ser 371,376,378) aktivace SST
p300 acetylace (Lys 382) stabilizace, aktivace SST
PCAF acetylace (Lys 320) aktivace SST
c-Abl vazba na p53, p˘sobenÌ proti MDM2 stabilizace, aktivace SST
p14ARF p˘sobenÌ proti MDM2 stabilizace, aktivace SST
E2F-1 indukce p14ARF stabilizace, aktivace SST
c-Myc indukce p14ARF stabilizace, aktivace SST
Rb Ë·steËnÈ p˘sobenÌ proti MDM2 stabilizace
HIF-1α vazba na p53 stabilizace
Ref-1 regulace redoxnÌho stavu aktivace SST
WT1 vazba na p53 stabilizace, aktivace SST
PARP vazba na p53 stabilizace, aktivace SST
BRCA1 vazba na p53 aktivace SST
p33ING1 vazba na p53 aktivace SST

NegativnÌ

MDM2 vazba na p53, export z j·dra, ubikvitinace inhibice SST, destabilizace
JNK ubikvitinace destabilizace (v nestresovan˝ch buÚk·ch)
Bcl-2 blokov·nÌ importu p53 do j·dra inhibice SST
BRCA2 vazba na p53 inhibice SST
MDMX vazba na p53 inhibice SST
IGF-1 indukce exprese MDM2 p˘sobenÌ prost¯ednictvÌm MDM2
bFGF indukce exprese MDM2 p˘sobenÌ prost¯ednictvÌm MDM2
Receptor T3R indukce exprese MDM2 p˘sobenÌ prost¯ednictvÌm MDM2

vaci p53 po poökozenÌ DNA hraje takÈ fosforylace serinu 20
kinasami Chk1 (Checkpoint kinase 1) a Chk2 (cit.20,21). By-
lo prok·z·no, ûe aktivita Chk1 je regulov·na kinasou ATR
(cit.22). Ke stabilizaci proteinu p53 doch·zÌ i v p¯ÌpadÏ v˝raz-
nÈho zrychlenÌ proliferace buÚky, Ëasto d˘sledkem aktivace
onkogen˘. Na  rozdÌl od stabilizace  vyvolanÈ poökozenÌm
DNA se v tomto p¯ÌpadÏ, kromÏ fosforylace, navÌc v˝raznÏ
uplatÚuje protein p14ARF, kter˝ se v·ûe na MDM2, inhibuje
jeho ubikvitin ligasovou aktivitu, a tÌm br·nÌ degradaci p53
(cit.23).

3. Regulace aktivity p53

Ned·vno publikovanÈ pr·ce prok·zaly, ûe samotn· stabi-
lizace p53 nezaruËuje odpovÌdajÌcÌ reakci buÚky na bunÏËn˝
stres, a ûe neexistuje p¯Ìm· z·vislost mezi mnoûstvÌm p53
v buÚce a jeho transkripËnÌ aktivitou24,25. Aktivita p53 je totiû
¯Ìzena mnoha r˘zn˝mi mechanismy, kterÈ ji mohou inhibovat

nebo stimulovat. Mimo mutacÌ, kterÈ naruöÌ strukturu nÏkterÈ
z d˘leûit˝ch funkËnÌch domÈn p53, je v˝znamn˝m faktorem
inhibujÌcÌm aktivitu proteinu p53 jiû zmÌnÏn· interakce s pro-
teinem MDM2, kter· br·nÌ kontaktu N-koncovÈ domÈny p53
s baz·lnÌm transkripËnÌm apar·tem26,27.

Jak jiû bylo zmÌnÏno, d˘leûit˝m p¯edpokladem biologickÈ
aktivity p53 je jeho oligomerizace. In vitro se p53 v·ûe na
cÌlovÈ sekvence DNA jiû ve formÏ dimeru, tato vazba je vöak
pomÏrnÏ slab·. SpojenÌm dvou dimer˘ do tetrameru afinita
p53 k cÌlov˝m sekvencÌm v˝raznÏ roste, ud·v· se, ûe p¯inej-
menöÌm pades·tin·sobnÏ28. In vivo vöak ani tyto tetramery
nemusÌ b˝t plnÏ aktivnÌ, a teprve zmÏnou konformace jsou
aktivov·ny k vazbÏ na cÌlovÈ sekvence DNA. Tohoto ¯ÌzenÌ
aktivity p53 se ˙ËastnÌ jeho C-koncov· regulaËnÌ domÈna. JejÌ
odstranÏnÌ nebo z·mÏna nÏkter˝ch aminokyselin29,30, p¯ÌpadnÏ
nav·z·nÌ protil·tek29,31 nebo mal˝ch peptid˘ na tuto domÈ-
nu32,33 vede k aktivaci vazby p53 na DNA.

Pro aktivaci jsou velmi v˝znamnÈ posttranslaËnÌ modifi-
kace p53, zejmÈna fosforylace serinu 315 kinasami CDK1
(cyclin-dependent kinase 1) a CDK2 (cit.34), serinu 378 protein
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kinasou C (cit.35) a serinu 392 kasein kinasou II a acetylace
lyzin˘ 320 a 382 acetyltransferasou p300 (cit.36).

P¯ehled nejd˘leûitÏjöÌch pozitivnÌch a negativnÌch bunÏË-
n˝ch regul·tor˘ p53 je uveden v tab. II (upraveno podle cit.37).

4. Stabiliz·tory a aktiv·tory p53
v terapii n·dorov˝ch onemocnÏnÌ

VÏtöina chemoterapeutik pouûÌvan˝ch p¯i lÈËbÏ n·doro-
v˝ch onemocnÏnÌ naruöuje replikaci a transkripci DNA, p¯Ì-
padnÏ segregaci chromosom˘ v mitÛze (tj. br·nÌ rovnomÏr-
nÈmu rozdÏlenÌ chromosom˘ do dce¯in˝ch bunÏk p¯i dÏlenÌ),
coû zp˘sobÌ nevratnÈ poökozenÌ n·dorovÈ buÚky a jejÌ smrt.
K ˙Ëinku tÏchto l·tek jsou vöak citlivÈ vöechny dÏlÌcÌ se buÚky,
nejen n·dorovÈ. Zvl·ötÏ citlivÈ jsou rychle se dÏlÌcÌ buÚky
sliznic a vlasov˝ch folikul˘, coû vede ke zn·m˝m negativnÌm
vedlejöÌm ˙Ëink˘m lÈËby cytostatiky. NavÌc je t¯eba pod·v·nÌ
tÏchto lÈk˘ opakovat v nÏkolika vln·ch, protoûe se v dobÏ
jejich aplikace nach·zÌ jen urËit· Ë·st n·dorov˝ch bunÏk ve
f·zi bunÏËnÈho cyklu, v nÌû jsou buÚky k danÈ l·tce citlivÈ.
TÌm se zvyöuje riziko vzniku genetickÈho poökozenÌ soma-
tick˝ch i pohlavnÌch bunÏk, kterÈ m˘ûe u pacienta vÈst ke
vzniku dalöÌch n·dorov˝ch onemocnÏnÌ v pozdÏjöÌm vÏku,
k neplodnosti, p¯ÌpadnÏ k v˝skytu genetickÈho poökozenÌ u je-
ho potomk˘. SouËasn˝ farmaceutick˝ v˝zkum se proto in-
tenzivnÏ vÏnuje v˝voji st·le ˙ËinnÏjöÌch l·tek, kterÈ by vöak
z·roveÚ vykazovaly co nejmÈnÏ negativnÌch vedlejöÌch ˙Ëin-
k˘.

Stabilizace a aktivace endogennÌho proteinu p53 bez in-
dukce poökozenÌ DNA je jednÌm z p¯Ìstup˘, kter˝ by mohl
umoûnit ˙ËinnÏjöÌ terapii nÏkter˝ch typ˘ n·dorov˝ch onemoc-
nÏnÌ, kter· m·lo reagujÌ na lÈËbu konvenËnÌmi chemoterapeu-
tiky. P¯Ìkladem je malignÌ melanom k˘ûe, kter˝ pat¯Ì mezi
zhoubn· n·dorov· onemocnÏnÌ, jejichû v˝skyt v naöÌ populaci
prudce nar˘st·. Tento typ  n·doru  se v rozvinutÈm stadiu
vyznaËuje vysokou radiorezistencÌ a chemorezistencÌ, a proto
u nÏj klasick· lÈËba Ëasto selh·v·.

Ned·vno byla publikov·na pr·ce ukazujÌcÌ, ûe syntetickÈ
inhibitory cyklin ñ dependentnÌch kinas (CDK) 6-(benzyl-
amino)-2-[2-(hydroxyethyl)amino]-9-methylpurin (olomoucin)
a 6-(benzylamino)-2-[1-(hydroxyethyl)propylamino]-9-isopro-
pylpurin (roscovitin)  velmi ˙ËinnÏ  stabilizujÌ nemutovan˝
protein p53 u bunÏËn˝ch liniÌ ve 40 µM, respektive 20 µM

koncentraci v kultivaËnÌm mÈdiu, aniû by p¯itom doch·zelo
k poökozenÌ DNA (cit.38). P¯esn˝ mechanismus jejich p˘sobe-
nÌ nenÌ zn·m, p¯edpokl·d· se ˙Ëast dosud nespecifikovanÈ
biochemickÈ dr·hy regulovanÈ CDK, jejÌû zablokov·nÌ vede
ke stabilizaci a aktivaci p53. Naöe vlastnÌ v˝sledky dokazujÌ,
ûe protein p53 indukovan˝ roscovitinem v buÚk·ch malignÌho
melanomu je transkripËnÏ aktivnÌ a zodpovÏdn˝ za expresi
proteinu p21WAF1, kter˝ je s·m o sobÏ takÈ inhibitorem CDK.
Protoûe je aktivita CDK nutn· pro norm·lnÌ pr˘bÏh bunÏËnÈho
cyklu, p¯epokl·d·me, ûe by indukovan˝ p21WAF1 mohl d·le
zesÌlit inhibiËnÌ ˙Ëinek roscovitinu na dÏlenÌ bunÏk. DalöÌm
˙Ëinn˝m stabiliz·torem proteinu p53 je 2-methoxy-estradiol,
p¯irozen˝ produkt metabolismu estrogenu, kter˝ p˘sobÌ zatÌm
neobjasnÏn˝m mechanismem jiû v 1 µM koncentraci v kulti-
vaËnÌm mÈdiu39. U tÈto l·tky bylo navÌc prok·z·no, ûe v˝raznÏ
zesiluje ˙Ëinek radioterapie na urËit˝ typ n·dorovÈho onemoc-
nÏnÌ plic40.

5. Z·vÏr

Od objevu proteinu p53 uplynulo jiû vÌce neû dvacet let,
p¯esto vöak m˘ûeme stÏûÌ ¯Ìci, ûe o jeho ˙loze v regulaci
bunÏËn˝ch proces˘ vÌme vöe. IntenzivnÌ studium p53 p¯in·öÌ
st·le novÈ informace, kterÈ formujÌ n·ö pohled na ¯ÌzenÌ pro-
ces˘ vedoucÌch k n·dorovÈ transformaci buÚky. Znalost me-
chanism˘ ovlivÚujÌcÌch degradaci proteinu p53 proteasomem
a regulujÌcÌch jeho transkripËnÌ aktivitu m· v˝znam pro v˝voj
nov˝ch ˙ËinnÏjöÌch chemick˝ch l·tek pro lÈËbu n·dorov˝ch
onemocnÏnÌ, a proto jsme se v tÈto pr·ci pokusili o shrnutÌ
nejv˝znamnÏjöÌch z tÏchto mechanism˘.

Tato pr·ce vznikla za podpory grant˘ IGA MZ »R Ë. NC
6404-3 a GA »R Ë. 312/ 99/ 1550.
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S. Uldrijan, V. Kotala, and B. VojtÏöek (Masaryk Me-
morial Cancer Institute, Brno): Regulation of the p53 Tu-
mour Suppressor Stability and Activity

The p53 tumour suppressor protein plays a crucial role in
regulating cell growth and death in response to various types
of cellular stress. The loss of its function is the most common
event leading to the development of cancer. In normal cells,
p53 is present at low levels because the protein is rapidly
degraded by the ubiquitinñmediated proteasome pathway fol-
lowing the synthesis. Stress-induced signals inhibit p53 de-
gradation, leading to its rapid stabilization and accumulation
in the cell, and followed by its activation by mechanisms
including phosphorylation and acetylation. The complexity of
the pathways regulating p53 stabilization and activation as
well as possible p53 activation in response to small chemical
compounds used in certain experimental anti-cancer therapy
approaches are discussed in this review.
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Sorpce plynn˝ch i kapaln˝ch sorb·t˘ hraje v˝znamnou
roli nejen v heterogennÏ katalyzovan˝ch chemick˝ch proce-
sech, ale slouûÌ takÈ k hodnocenÌ ¯ady d˘leûit˝ch vlastnostÌ
öirokÈho spektra tuh˝ch l·tek aplikovan˝ch v nejr˘znÏjöÌch
oblastech pr˘myslovÈ v˝roby. Mezi vybranÈ a posuzovanÈ
vlastnosti tÏchto l·tek pat¯Ì nap¯. specifick˝ povrch, distribuce
pÛr˘, disperzita kovovÈ sloûky aj. Tyto technickÈ charakteris-
tiky jsou mj. dostupnÈ prost¯ednictvÌm adsorpËnÌch isoterem
r˘zn˝ch sorb·t˘ namÏ¯en˝ch za laboratornÌch, ale zejmÈna za
procesnÌch podmÌnek. Sorpce vybran˝ch sorb·t˘ je ˙Ëinnou
sondou p¯i zÌsk·v·nÌ informacÌ o acidobazick˝ch vlastnostech
studovan˝ch sorbent˘. V literatu¯e je uv·dÏno mnoho metod
na stanovenÌ kyselosti heterogennÌch katalyz·tor˘, nap¯. po-
mocÌ Hammettov˝ch indik·tor˘1, FTIR spektroskopie2,3, mi-
krokalorimetrie4,5, kinetiky katalyzovanÈ reakce6,7 a teplotnÏ
programovanÈ desorpce b·zÌ8ñ10. P¯edevöÌm pro schopnost
urËovat zmÌnÏnÈ charakteristiky za podmÌnek blÌzk˝ch pro-
cesnÌm a d·le pro rychlost a relativnÌ jednoduchost jsou k to-
muto ˙Ëelu s oblibou uûÌv·ny r˘znÈ chromatografickÈ techni-
ky11ñ14.

V souËasnÈ dobÏ ¯ada renomovan˝ch zahraniËnÌch firem
(nap¯. Micromeritics, Zeton Altamira, ThermoQuest CE In-
struments) nabÌzÌ velk˝ sortiment jak jedno˙Ëelov˝ch, tak
i polyfunkËnÌch za¯ÌzenÌ vyuûÌvajÌcÌch sorpce k charakteriza-
ci tuhÈ f·ze. Protoûe jde vesmÏs o produkty kusovÈ v˝roby,
jsou n·klady na v˝robu takov˝ch za¯ÌzenÌ znaËnÈ, a tÌm i jejich
cena  vysok·. PodobnÈ, ale mnohem levnÏjöÌ za¯ÌzenÌ lze,
i kdyû na ˙kor uûivatelskÈho komfortu, postavit ze sÈriovÏ
vyr·bÏn˝ch prvk˘, nebo dokonce ze staröÌch, Ëasto jiû vy¯aze-
n˝ch za¯ÌzenÌ.

P¯edmÏtem tohoto  Ël·nku je popis za¯ÌzenÌ na mÏ¯enÌ
adsorpËnÌch isoterem plyn˘ a par na tuh˝ch povröÌch a jejich

teplotnÏ programovanÈ desorpce (TPD) z povrchu tuh˝ch
sorbent˘ chromatografickou technikou; toto za¯ÌzenÌ bylo po-
staveno na ⁄stavu organickÈ technologie VäCHT Praha. Za-
¯ÌzenÌ, vybudovanÈ adaptacÌ dostupn˝ch, komerËnÏ vyr·bÏ-
n˝ch jedno˙Ëelov˝ch za¯ÌzenÌ a jejich p¯ÌsluöenstvÌ, umoûÚuje
p¯ipravovat a dodateËnÏ in situ upravovat povrch oxidick˝ch
i kovov˝ch sorbent˘. »l·nek je doplnÏn popisem metodiky
mÏ¯enÌ zmÌnÏn˝ch technick˝ch charakteristik a uk·zkami na-
mÏ¯en˝ch parametr˘. Vöe je demonstrov·no na p¯Ìkladu mÏ-
dÏnÈho nosiËovÈho katalyz·toru.

Experiment·lnÌ Ë·st

P o p i s z a ¯ Ì z e n Ì

Za¯ÌzenÌ ke studiu adsorpËnÌch isoterem sorb·t˘ a jejich
teplotnÏ programovanÈ desorpce bylo postaveno z komerËnÏ
dostupn˝ch za¯ÌzenÌ, p¯Ìstroj˘ a polotovar˘. Vybudovan· apa-
ratura je schematicky zn·zornÏna na obr. 1. JejÌ centr·lnÌ
jednotkou je p¯Ìstavbou a vestavbou modifikovan˝ komerËnÌ
chromatograf CHROM-5 (LaboratornÌ p¯Ìstroje Praha) s TC-,
pop¯. FI-detektorem. P¯Ìstavba chromatografu sest·v· z ten-
znÌho d·vkovaËe, 5 Ëty¯cestn˝ch a jednoho trojcestnÈho ko-
houtu a cel· sestava je napojena na vstupy plyn˘ do hlavy
termostatu. TenznÌ d·vkovaË, uûÌvan˝ p¯i aplikaci kapaln˝ch
sorb·t˘, je umÌstÏn ve vodnÌm termostatu a potrubnÌ trasa
vystupujÌcÌ z tohoto d·vkovaËe je vyh¯Ìv·na elektrick˝mi
topn˝mi p·sy. Kohout F (obr. 1) je umÌstÏn v termostatovÈ
jednotce chromatografu CHROM-4, ËÌmû je zajiötÏna nejen
jeho temperace, ale tÈû temperace celÈ transportnÌ trasy sorb·-
tu na poûadovanou teplotu. Kohout E slouûÌ k aplikaci plyn-
n˝ch sorb·t˘.

Popsan· Ë·st modifikace centr·lnÌ jednotky umoûÚuje mÏ-
¯enÌ adsorpËnÌch isoterem sorb·t˘ v rozmezÌ teplot 20ñ350 ∞C
a tepelnou ˙pravu sorbent˘ v definovanÈ atmosfÈ¯e (vËetnÏ
redukËnÌ) v podmÌnk·ch in situ. MÏ¯en˝ sorbent je umÌstÏn
v klasickÈ nerezovÈ chromatografickÈ kolonÏ (obr. 2a).

Pro mÏ¯enÌ TPD spekter sorb·t˘ je centr·lnÌ jednotka,
jmenovitÏ termostat chromatografu CHROM-5, modifikov·n
vestavbou. Do prostoru termostatu je vkl·d·na teplotnÏ pro-
gramovateln· odporov· pec. JejÌ retorta je po umÌstÏnÌ ad-
sorpËnÌ kolonky tvaru U vyplnÏna granul·tem karborunda za
˙Ëelem zlepöenÌ homogenizace teplotnÌho pole a transportu
tepla v peci. P¯Ìvod elektrickÈ energie do pece a termoËl·nko-
vÈ jÌmky na stÏnu adsorpËnÌ n·dobky je zajiötÏn teflonovou
pr˘chodkou uloûenou v hlavÏ termostatu. AdsorpËnÌ n·dobka
(obr. 2b) je p¯ipojena na standardnÌ rozvod chromatografu
nerezov˝mi kapil·rami a spoji typu swagelok.

K mÏ¯enÌ sorpËnÌch charakteristik je uûÌv·n vzorek ve
formÏ granul·tu o velikosti zrna 0,315ñ0,400 mm, kter˝ se
p¯ipravuje drcenÌm komerËnÌch tablet a n·slednou separacÌ na
sÌtech. Katalyz·tor je p¯ed vlastnÌm mÏ¯enÌm suöen p¯i teplotÏ
120 ∞C  po dobu 2  h a uchov·n  v  exsik·toru. P¯i mÏ¯enÌ
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adsorpËnÌch isoterem sorb·tu jsou pouûÌv·ny standardnÌ nere-
zovÈ chromatografickÈ kolony dÈlky 1 m s vnit¯nÌm pr˘mÏrem
3 mm umÌstÏnÈ v termostatu chromatografu CHROM-5. Vzo-
rek o objemu 1 ml (cca 0,5 g) je lokalizov·n ve v˝stupnÌ Ë·sti
chromatografickÈ kolony, p¯ed a za vrstvou katalyz·toru je
1 cm vrstva karborunda o velikosti zrna srovnatelnÈho se
zrnem katalyz·toru (40 mesh). Katalyz·torov· vrstva je vyso-
k· 10 cm. Zb˝vajÌcÌ Ë·st kolony je vyplnÏna karborundem
o velikosti zrna 22 mesh. Kolona b m˘ûe slouûit ke kompen-
zaci klidovÈho proudu p¯i line·rnÌm n·r˘stu teploty pomocÌ
tzv. du·lnÌho zapojenÌ.

P¯i mÏ¯enÌ TPD spekter je pouûÌv·na nerezov· adsorpËnÌ
n·doba tvaru U dÈlky 35 cm a vnit¯nÌm pr˘mÏru 3 mm.
Katalyz·torov· vrstva o hmotnosti 0,1 g je opÏt lokalizov·na
ve v˝stupnÌ Ë·sti adsorpËnÌ n·doby a jejÌ v˝öka je 2 cm.
AdsorpËnÌ kolonka je vloûena do pece s programovÏ nastavi-
telnou teplotou, prostor uvnit¯ pece je vyplnÏn SiC, kter˝
zlepöuje transport tepla. Pec je umÌstÏna v termostatu chroma-
tografu CHROM-5 (obr. 2b) a umoûÚuje kromÏ nastavenÌ
teplotnÌho programu realizaci experiment˘ v rozmezÌ teplot
20ñ800 ∞C.

M e t o d i k a m Ï ¯ e n Ì

AdsorpËnÌ isotermy sorb·tu

MÏ¯enÌ adsorpËnÌ isotermy sorb·tu pulsnÌ chromatografic-
kou technikou spoËÌv· v urËenÌ mnoûstvÌ sorb·tu vratnÏ ad-

sorbovanÈho na povrchu sorbentu p¯i danÈ teplotÏ v z·vislosti
na parci·lnÌm tlaku uûitÈho sorb·tu. Pro experiment·lnÌ mÏ-
¯enÌ rovnov·ûnÏ sorbovanÈho mnoûstvÌ sorb·tu byla zvolena
metoda pulsnÌho maxima15,16. Po aktivaci sorbentu v inertnÌ,
pop¯. redukËnÌ atmosfÈ¯e jsou nejprve eliminov·na centra, na
nichû doch·zÌ k nevratnÈ sorpci sorb·tu. Jejich ˙plnÈ vysycenÌ
je zajiötÏno opakovan˝m d·vkov·nÌm sorb·tu a je monitoro-
v·no dosaûenÌm konstantnÌ odezvy na odpovÌdajÌcÌ d·vku sor-
b·tu. Po vysycenÌ center nevratnÏ v·zan˝m sorb·tem p¯i zvo-

Obr. 1. SchÈma za¯ÌzenÌ na mÏ¯enÌ sorpËnÌch vlastnostÌ katalyz·tor˘; A, C, D, E, F ñ Ëty¯cestnÈ kohouty, B ñ trojcestn˝ kohout, P ñ pec
s programovÏ nastavitelnou teplotou, T ñ termostat s regulacÌ teploty, TD ñ tenznÌ d·vkovaË, TP ñ temperaËnÌ pl·öù

Obr. 2. Zp˘sob uloûenÌ chromatografickÈ kolony; a ñ mÏ¯enÌ ad-
sorpËnÌch isoterem sorb·tu, b ñ mÏ¯enÌ TPD spekter; P ñ pec s pro-
gramovÏ   nastavitelnou teplotou, T ñ termostat chromatografu
CHROM-5
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Tabulka I
SloûenÌ a technickÈ charakteristiky studovan˝ch katalyz·tor˘

Parametry CHEROX
46-00 46-01

SloûenÌ [hm.%] CuO 39,3 37,0
CaO 4,6 5,4
Fe2O3 ñ 5,7
SiO2/MgO 1,8 6,0

Celkov˝ specifick˝ povrch [m2. ] 297 109
Celk. spec. povrch po aktivaci [m2. ] 209 75
Specifick˝ povrch mÏdi [ ] 48,1 17,2

lenÈ konstantnÌ teplotÏ byly p¯i tÈûe teplotÏ do proudu He
(0,7 l.hñ1) postupnÏ vst¯ikov·ny d·vky sorb·tu, jejichû veli-
kost se p¯i pouûitÌ FI-detektoru pohybovala v rozmezÌ 0,1ñ1 µl.
V uvedenÈm rozsahu je odezva detektoru line·rnÌ a k jeho
kalibraci byla pouûita metoda popsan· v pr·ci Volfa12.

EluËnÌ pÌky, zÌskanÈ po aplikaci r˘zn˝ch d·vek sorb·tu
(0,1ñ1 µl), byly za ˙Ëelem poËÌtaËovÈho zpracov·nÌ experi-
ment·lnÌch v˝sledk˘ kumulov·ny do jedinÈho souboru. Ma-
ximy jednotliv˝ch pÌk˘ je n·slednÏ prokl·d·na k¯ivka Kmax
reprezentujÌcÌ desorpËnÌ vÏtev eluËnÌho pÌku (obr. 3). Hodnoty
parci·lnÌho tlaku sorb·tu (ps) a jemu odpovÌdajÌcÌ vratnÏ sor-
bovanÈ mnoûstvÌ (qs) byly urËov·ny v˝poËtem z d·le uvede-
n˝ch vztah˘ 1ñ2a, b. MÏ¯en˝mi parametry byly plocha pod
k¯ivkou Kmax (SA), nav·ûka katalyz·toru (w), teplota sorpce
(Ts) a pr˘tok nosnÈho plynu (F).

pS = (h.c.RT) / (s.F) (1)

qS = SA / (s.w.SS) (2a)

s = (MS / ρS).x (2b)

TPD spektra

Metoda tepelnÏ programovanÈ desorpce sorb·t˘ slouûÌ ke
studiu acidobazick˝ch vlastnostÌ povrchu tuhÈ f·ze. JejÌ prin-

Tabulka II
Zp˘sob aktivace mÏdÏn˝ch nosiËov˝ch katalyz·tor˘

Doba Teplota Pr˘tok plynu [l.hñ1]a Parc. tlak
[h] [∞C] He H2 vodÌku

[kPa]

1 220 11,4 0,6 »5
1 220 5,4 0,6 »11
2 220 0 3,6 101,3
2 250 0 3,6 101,3

a MÏ¯eno za laboratornÌ teploty

cip spoËÌv· v detekci molekul sorb·tu, pop¯. jejich Ë·stÌ (nutnÈ
uûitÌ MS-detektoru), uvolnÏn˝ch desorpcÌ z povrchu sorbentu
p¯i line·rnÏ vzr˘stajÌcÌ teplotÏ. StandardnÌ postup mÏ¯enÌ TPD
spekter bazickÈho nebo kyselÈho sorb·tu je v˝stiûnÏ pops·n
n·sledujÌcÌm blokov˝m schÈmatem (obr. 4). MÏ¯enÌ sorpËnÌch
charakteristik sorbentu p¯edch·zÌ ˙prava jeho granulometrie,
plnÏnÌ do adsorpËnÌ n·dobky, lokalizace n·dobky v peci a po
vloûenÌ pece do termostatu chromatografu jejÌ p¯ipojenÌ k de-
tekËnÌmu systÈmu. Vzorek sorbentu je p¯ed mÏ¯enÌm TPD
spekter nejprve aktivov·n; v z·vislosti na jeho typu je aktivace
in situ realizov·na v inertnÌ, oxidaËnÌ nebo redukËnÌ atmosfÈ-
¯e. N·sleduje sycenÌ jeho povrchu sorb·tem v proudu nosnÈho
plynu a po nÏm v˝plach sorb·tu z objemu za¯ÌzenÌ a fyzik·lnÏ
v·zanÈho sorb·tu z povrchu sorbentu. KoneËn· f·ze mÏ¯enÌ
sest·v· z nastavenÌ pr˘toku nosnÈho plynu a spuötÏnÌ progra-
mu regul·toru oh¯evu pece zajiöùujÌcÌho line·rnÌ n·r˘st teplo-
ty, nejËastÏji rychlostÌ v rozmezÌ 5ñ10 K.minñ1. Pr˘bÏh sycenÌ,
v˝plachu a TPD sorb·tu je s vyuûitÌm softwaru CSW fy Apex
zaznamen·v·n na monitoru a ukl·d·n do pamÏti poËÌtaËe.

Sorbenty

Ke studiu sorpËnÌch vlastnostÌ byly jako sorbenty pouûity
vzorky komerËnÌch katalyz·tor˘ CHEROX 46-0X (X = 0 a 1)

gkat
ñ1

gkat
ñ1

m .gCu
2

Cu
ñ1

Obr. 3. Kumulovan˝ soubor eluËnÌch pÌk˘ sorb·tu demonstrujÌcÌ
z·vislosti odezvy detektoru R na velikosti jeho pulsnÏ d·vkovanÈ-
ho mnoûstvÌ
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mÏ¯enÌ TPD spekter sorb·tu a jejich interpretace

Obr. 4. Postup mÏ¯enÌ TPD spekter sorb·tu
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firmy Chemopetrol a.s., LitvÌnov. VybranÈ technickÈ charak-
teristiky a texturnÌ parametry mÏ¯en˝ch vzork˘ jsou shrnuty
v tab. I. Vzorky byly aktivov·ny v proudu plynnÈ smÏsi vodÌ-
ku a helia v podmÌnk·ch in situ. Rychlost redukce prekurzor˘
mÏdi byla p¯i teplotÏ 220 ∞C ¯Ìzena velikostÌ parci·lnÌho tlaku
vodÌku. Z·vÏreËn· f·ze redukce byla realizov·na v proudu
ËistÈho vodÌku (V = 3,6 l.hñ1) p¯i teplotÏ 250 ∞C (tab. II).

P¯Ìklady z praktickÈ aplikace popsanÈho za¯ÌzenÌ

A d s o r p Ë n Ì i s o t e r m y p y r i d i n u

Na obr. 5 jsou reprodukov·ny dva typy eluËnÌch pÌk˘
pyridinu charakterizujÌcÌ jeho rovnov·ûnÏ sorbovanÈ mnoû-
stvÌ na povrchu dvou typ˘ aktivovan˝ch mÏdÏn˝ch nosiËo-
v˝ch katalyz·tor˘. RozdÌl v charakteru pÌk˘, öirokÈho asyme-
trickÈho tvaru pÌku na jednÈ a ostrÈho symetriËtÏjöÌho tvaru na
stranÏ druhÈ signalizuje, spolu se zkr·cenÌm retenËnÌho Ëasu,
zmenöenÌ sÌly vazby sorb·tu s povrchem sorbentu. Popsan·
zmÏna je d˘sledkem chemickÈ modifikace standardnÌho kata-
lyz·toru CHEROX 46-00 a vzhledem k aplikaci bazickÈho
sorb·tu vypovÌd· o niûöÌ sÌle kyselosti katalyz·toru CHEROX
46-01. Z uvedenÈho je z¯ejmÈ, ûe z·znam eluËnÌch pÌk˘ sor-
b·tu (obr. 5) p¯i mÏ¯enÌ adsorpËnÌch isoterem v˝öe popsanou
chromatografickou technikou, m˘ûe slouûit takÈ ke kvalitativ-
nÌmu hodnocenÌ sÌly vazby mezi sorbentem a sorb·tem.

Na obr. 6 jsou reprodukov·ny adsorpËnÌ isotermy pyridinu
pro povrchy in situ aktivovan˝ch vzork˘ jiû zmÌnÏn˝ch mÏdÏ-
n˝ch nosiËov˝ch katalyz·tor˘ CHEROX 46-0X. ObÏ isotermy
majÌ vz·jemnÏ podobn˝ tvar. VynesenÈ body zn·zorÚujÌ ex-
periment·lnÏ namÏ¯enÈ hodnoty a jejich poloha je ve velmi
dobrÈ shodÏ s pr˘bÏhem k¯ivek popsan˝ch rovnicÌ Langmui-
rovy adsorpËnÌ isotermy. K¯ivky byly zÌsk·ny zpracov·nÌm
experiment·lnÏ namÏ¯en˝ch hodnot pomocÌ programu ERA17.
RozdÌly ve vlastnostech vzork˘ srovn·van˝ch katalyz·tor˘
jsou kvalitativnÏ pops·ny diferencÌ v mnoûstvÌ pyridinu rov-
nov·ûnÏ sorbovanÈho za srovnateln˝ch podmÌnek na jejich
jednotkovÈm povrchu. MnoûstvÌ pyridinu 4,6.10ñ8 mol.mñ2

sorbovanÈ p¯i teplotÏ 250 ∞C a parci·lnÌm tlaku pyridinu 4 kPa

na povrchu katalyz·toru CHEROX 46-00 je za uveden˝ch ex-
periment·lnÌch podmÌnek, v porovn·nÌ s katalyz·torem CHE-
ROX 46-01, dvakr·t vÏtöÌ.

T P D s p e k t r a p y r i d i n u

FunkËnost popsanÈho za¯ÌzenÌ a dobr· reprodukovatelnost
mÏ¯enÌ TPD spekter sorb·tu je dokumentov·na p¯Ìkladem
dvou TPD spekter pyridinu z povrchu neaktivovan˝ch vzork˘
katalyz·toru CHEROX 46-00 (obr. 7).

Desorpce pyridinu byla u obou vzork˘ indikov·na ve
stejnÈm teplotnÌm rozmezÌ 100ñ500 ∞C. TakÈ hodnoty teplot
dvou desorpËnÌch maxim byly zcela srovnatelnÈ, jejich veli-
kost je 220 a 360 ∞C. Pouze mnoûstvÌ desorbovanÈho pyridinu
nebylo ˙plnÏ shodnÈ. Vz·jemn· diference, charakterizovan·
» 5% rozdÌlem ve velikosti plochy porovn·van˝ch TPD spek-
ter, je vöak v relaci s chybami chromatografick˝ch metod zcela
p¯ijateln·. Dobr· shoda byla zjiötÏna tÈû v hodnot·ch teploty
Tend, kter· je vzhledem k dobrÈ reprodukovatelnosti Ëasto
doporuËovan˝m parametrem pro hodnocenÌ sÌly kyselosti sor-

Obr. 5. Tvary odezev R na puls pyridinu p¯i jeho rovnov·ûnÈ
sorpci na povrchu vzork˘ aktivovan˝ch katalyz·tor˘; 1 ñ CHE-
ROX 46-01, 2 ñ CHEROX 46-00

Obr. 6. AdsorpËnÌ isotermy pyridinu na povrchu aktivovan˝ch
mÏdÏn˝ch nosiËov˝ch katalyz·tor˘; l CHEROX 46-00, n CHE-
ROX 46-01
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Obr. 7. TPD spektra pyridinu z povrchu dvou individu·lnÌch
vzork˘ neaktivovanÈho katalyz·toru CHEROX 46-00
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Tabulka III
PodmÌnky mÏ¯enÌ TPD spekter vybran˝ch bazick˝ch sorb·t˘

Etapa mÏ¯enÌ Exp. podmÌnky Uûit˝ sorb·t
TPD spektra pyridin anilin 2,6-dimethylpyridin

SycenÌ teplota [∞C] 100 170 130
doba [h] 0,5 2 0,75
parc. tlak sorb·tu [kPa] 2 2 2

V˝plach teplota [∞C] 100 170 130
doba [h] 2 2 2

MÏ¯enÌ TPD rychlost oh¯evu [K.minñ1] 5 5 5
rozsah [∞C] 100ñ750 100ñ750 100ñ750
pr˘tok nosnÈho plynu [l.hñ1] 6,9ñ7,2 6,9ñ7,2 6,9ñ7,2

bentu. Hodnota zmÌnÏnÈho parametru je urËov·na s p¯esnostÌ
±5 K , jejÌ velikost byla pro oba vzorky prakticky stejn· a mÏla
hodnotu 450 ∞C. TakÈ reprodukovatelnost TPD spekter sorb·-
t˘ z povrchu vzork˘ aktivovan˝ch in situ byla velmi dobr·.
P¯ÌznivÈ hodnocenÌ v˝sledk˘ mÏ¯enÌ je vedle bezchybnÈ funk-
ce za¯ÌzenÌ d˘sledkem dodrûov·nÌ podmÌnek aktivace vzork˘
a standardizace mÏ¯enÌ TPD, jehoû podmÌnky jsou specifiko-
v·ny v n·sledujÌcÌ tabulce III.

Na obr. 8 je uveden p¯Ìklad TPD spekter pyridinu z povr-
chu aktivovan˝ch vzork˘ mÏdÏn˝ch nosiËov˝ch katalyz·tor˘,
kterÈ se liöily sloûenÌm jejich nosiËe. KromÏ rozdÌlu v hodnotÏ
mol·rnÌho pomÏru SiO2/MgO, vzorek s vyööÌ hodnotou tohoto
pomÏru obsahoval jeötÏ ûelezitou sloûku (tab. I). ⁄pln· de-
sorpce pyridinu z povrchu katalyz·toru CHEROX 46-01 je
ukonËena p¯i teplotÏ 448 ∞C, zatÌmco stejn· charakteristika
katalyz·toru CHEROX 46-00 popsan· hodnotou parametru
Tend, byla o 44 K vyööÌ. Na obou typech katalyz·tor˘ je de-
sorpce pyridinu opÏt indikov·na ve stejnÈm teplotnÌm inter-
valu a takÈ polohy dvou teplotnÏ desorpËnÌch maxim 250
a 320 ∞C jsou zcela srovnatelnÈ. Za pomoci programu Origin
byla provedena dekonvoluce jednotliv˝ch TPD spekter. Roz-
dÌln· velikost ploch pod TPD spektry uk·zala, ûe mnoûstvÌ
sorb·tu v·zanÈho na jednotkovou velikost povrchu je pro
vzorky srovn·van˝ch katalyz·tor˘ rozdÌlnÈ. Podstatn˝ je p¯e-
devöÌm rozdÌl v pomÏrech ploch pÌk˘ reprezentujÌcÌch centra
s definovanou silou kyselosti. Navrûen· metoda je citliv·
k posouzenÌ rozdÌl˘ v acidobazick˝ch vlastnostech vzork˘
studovan˝ch katalyz·tor˘ a je vhodn· k mÏ¯enÌ sÌly kyselosti
katalyz·tor˘ s r˘zn˝m sloûenÌm silik·tovÈho typu nosiËe.

Z·vÏr

Byl postaven p¯Ìstroj na mÏ¯enÌ adsorpËnÌch isoterem v te-
plotnÌm intervalu 20ñ350 ∞C a TPD spekter sorb·t˘ (20ñ750 ∞C)
aplikovan˝ch ve formÏ plyn˘ i par. P¯Ìstroj byl vybudov·n
z komerËnÌch, ale dodateËnou modifikacÌ upraven˝ch za¯Ìze-
nÌ, a umoûÚuje aktivaci sorbent˘ za podmÌnek in situ ve vöech
typech definovanÈ atmosfÈry. Reprodukovatelnost namÏ¯en˝ch
v˝sledk˘ je velmi dobr·. Zvolen· chromatografick· techni-
ka a v p¯Ìkladech popsan· metodika je vhodn· pro mÏ¯enÌ
adsorpËnÌch isoterem a rozliöenÌ acidobazick˝ch vlastnostÌ
studovan˝ch mÏdÏn˝ch katalyz·tor˘ s nosiËem silik·tovÈho
typu.

S e z n a m s y m b o l ˘

c rychlost posunu zapisovaËe, cm.sñ1

F pr˘tok nosnÈho plynu, m3.sñ1

h v˝öka pÌku, cm
MS mol·rnÌ hmotnost sorb·tu, g.molñ1

pS parci·lnÌ tlak sorb·tu, Pa
qS adsorbovanÈ mnoûstvÌ pyridinu, mol.mñ2

R plynov· konstanta, J.Kñ1.molñ1

s citlivost detektoru, cm2.molñ1

SA plocha pod k¯ivkou ABCD, cm2

SS celkov˝ specifick˝ povrch, m2.gñ1

Ts teplota sorpËnÌho mÏ¯enÌ, K
x odezva detektoru, cm2.mlñ1

w hmotnost katalyz·toru, g
ρS hustota sorb·tu, g.cmñ3

Tato pr·ce byla podpo¯ena MäMT prost¯ednictvÌm v˝-
zkumnÈho z·mÏru Ë. CEZ: MSM 223100001.
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L. »utov· and B. Dvo¯·k (Department of Organic Tech-
nology, Institute of Chemical Technology, Prague): The De-
vice and Methodology of Measuring Selected Sorption
Characteristics of Solid Sorbents and Catalysts by a Chro-
matographic Technique

A system, built at the Department using commercially
available devices is described. The system is designed for
measuring adsorption isotherms and temperature programmed
desorption (TPD) spectra of sorbates, applied as gases and
vapours. The measured data show a very good reproducibility.
Examples of the used methodology as well as of measurement
of pyridine adsorption isotherms and its TPD spectra from
surface of Cherox 46-00 and 46-01 catalysts (Chemopetrol
Co., LitvÌnov) are given.
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simulovan· destilace
FTIR spektrometrie
termick· anal˝za (TG, tlakov· DSC)
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STANOVENÕ KADMIA, OLOVA A RTUTI
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KlÌËov· slova: atomov· absorpËnÌ spektrometrie, kadmium,
olovo, rtuù, krevnÌ plazma, koËka dom·cÌ

⁄vod

Nedostatek informacÌ o obsahu toxick˝ch tÏûk˝ch kov˘
v organismu koËky dom·cÌ t¯ÌötÌ n·zory odbornÈ ve¯ejnosti na
jejich ˙Ëast v patogenezi poruch metabolismu koËek od zcela
pozitivnÌho hodnocenÌ aû po zdrûenlivÈ stanovisko. KoËky
vykazujÌ zvl·ötnosti metabolick˝ch proces˘, kterÈ u nich pod-
miÚujÌ vyööÌ toxicitu xenobiotik. Omezen· schopnost koËek
tvo¯it v j·trech a vyluËovat ledvinami netoxickÈ metabolity ko-
v˘ vyvol·va nutnost ovÏ¯it jejich dopad na vnit¯nÌ prost¯edÌ1.

Na I. InternÌ klinice Fakulty veterin·rnÌho lÈka¯stvÌ Vete-
rin·rnÌ a farmaceutickÈ univerzity v BrnÏ je dlouhodobÏ stu-
dov·n v˝skyt zdravotnÌch poruch u koËek v »eskÈ republice.
U pacient˘ je prov·dÏno klinickÈ vyöet¯enÌ vËetnÏ odbÏru
a zpracov·nÌ krve. Vzorky krevnÌ plazmy, kterÈ byly podro-
beny ¯adÏ diagnostick˝ch test˘, byly n·slednÏ pouûity pro
prvkovou anal˝zu. StanovenÌ stopov˝ch koncentracÌ vybra-
n˝ch prvk˘ v mikrolitrov˝ch objemech vzork˘ vyûaduje po-
uûitÌ vysoce citliv˝ch analytick˝ch technik a p¯ÌsnÈ vylouËenÌ
moûn˝ch kontaminacÌ v pr˘bÏhu zpracov·nÌ a anal˝zy vzork˘.

Jednou z nejpouûÌvanÏjöÌch metod pro stopovou a ultra-
stopovou prvkovou anal˝zu klinick˝ch materi·l˘ je st·le ato-
mov· absorpËnÌ spektrometrie s elektrotermickou atomizacÌ
(ET AAS). Vysok· citlivost a selektivita metody ET AAS
a mal· spot¯eba vzorku jsou z·kladnÌ poûadavky p¯i anal˝ze
klinick˝ch  materi·l˘. TÏlnÌ tekutiny, jako je krev,  krevnÌ
plazma, sÈrum, moË, mlÈko, je moûnÈ d·vkovat do atomiz·-
toru p¯Ìmo Ëi po p¯ÌsluönÈm ¯edÏnÌ. V tomto p¯ÌpadÏ je nevy-
hnutelnÈ pracovat s pouûitÌm ˙ËinnÈho systÈmu kompenzace
neselektivnÌ absorpce. Ta je zp˘sobena sloûenÌm biologickÈ
matrice. Vzhledem k jejÌ komplikovanosti, vysok˝m obsah˘m
organick˝ch slouËenin a vysokÈ solnosti se doporuËuje pouûÌt
kompenzaci na principu Zeemanova jevu. Ani tento nej˙Ëin-
nÏjöÌ zp˘sob korekce neselektivnÌ absorpce bohuûel ne¯eöÌ
problÈmy v celÈm rozsahu, a proto je vûdy t¯eba danou metodu
ovÏ¯it a v p¯ÌpadÏ ne˙spÏchu p¯istoupit k odstranÏnÌ organickÈ
matrice mineralizacÌ vzorku. Dnes p¯evaûujÌcÌ pouûÌv·nÌ roz-
kladu na mokrÈ cestÏ smÏsÌ kyselin a oxidaËnÌch Ëinidel po-
mocÌ mikrovlnnÈ energie vede k neû·doucÌmu z¯edÏnÌ a kon-
taminaci vzorku. Pro stanovenÌ Cd a Pb v klinick˝ch materi·-

lech lze s ˙spÏchem pouûÌt i such˝ rozklad za kontrolova-
n˝ch podmÌnek, kter˝ spolehlivÏ odstranÌ organickou matri-
ci2. Vznikl˝ popel lze rozpustit ve stejnÈm, p¯ÌpadnÏ menöÌm
objemu z¯edÏn˝ch kyselin. Takto lze zachovat Ëi zkoncentro-
vat p˘vodnÌ stopov˝ obsah analytu.

Specifick˝m problÈmem p¯i anal˝ze biologick˝ch mate-
ri·l˘ je stanovenÌ rtuti, kter· b˝v· v·z·na v tÏkav˝ch organic-
k˝ch slouËenin·ch (methylrtuù, dimethylrtuù), u kter˝ch je p¯i
rozkladu vzork˘ na mokrÈ cestÏ re·lnÈ nebezpeËÌ ztr·t. Proto
je pro stanovenÌ rtuti velmi vhodnÈ pouûÌt jedno˙ËelovÈho
spektrometru AMA 254 (Advanced Mercury Analyzer, Altec
Praha), do kterÈho se analyzovan˝ vzorek d·vkuje v nativnÌm
stavu bez p¯edchozÌ mineralizace.

CÌlem p¯edloûenÈ pr·ce je stanovit v krevnÌ plazmÏ koËky
dom·cÌ stopovÈ obsahy kadmia a olova metodou ET AAS
a rtuti pomocÌ analyz·toru AMA 254 a porovnat u studovanÈho
souboru jedinc˘ obsah tÏchto prvk˘ s jejich klinick˝m stavem.

Experiment·lnÌ Ë·st

C h e m i k · l i e

K p¯ÌpravÏ vzork˘ a p¯i vlastnÌ anal˝ze byly pouûity n·-
sledujÌcÌ chemik·lie, a to v nejvyööÌ dostupnÈ ËistotÏ: HNO3
konc. Suprapur (Merck, Darmstadt, SRN), PdCl2 10 mg.lñ1 Pd
(Lachema Brno, a.s.), Mg(NO3)2.6 H2O p.a. (Merck, Darm-
stadt, SRN), NH4NO3 p.a. (VEB Jenapharm, SRN). K p¯ÌpravÏ
standardnÌch roztok˘ pro kalibraci byly pouûity z·sobnÌ roz-
toky tÏchto kov˘ o koncentraci 1 mg.mlñ1 v 0,5 mol.lñ1 HNO3
(Merck, Darmstadt SRN). K ovÏ¯enÌ spr·vnosti analytickÈho
postupu byl pouûit referenËnÌ materi·l Seronorm (TM) Whole
blood I (Lot. No. 404 107). P¯i p¯ÌpravÏ roztok˘ byla pouûÌv·-
na vysoce Ëist· voda, upraven· systÈmem Ultra-clear (SC Bars-
b¸ttel, SRN). D·le byl pro rozkladn˝ systÈm APION pouûÌv·n
kyslÌk Ëistoty 2.0 (SIAD VTG) a amoniak Ëistoty 3.3 (Linde,
Praha), pro ET AAS argon o ËistotÏ 5.0 (SIAD VTG) jako
inertnÌ plyn a pro AMA 254 kyslÌk Ëistoty 2.0 (Linde, Praha)
jako nosn˝ plyn.

V z o r k y

Krev byla odebÌr·na z ûÌly vena cephalica do zkumavek
oöet¯en˝ch heparinem (15 m.j.mlñ1 krve, Heparin LÈËiva).
Ihned po odbÏru krve byly vzorky odst¯edÏny na centrifuze
MPW ñ 52 p¯i 5000 ot.minñ1 po dobu 10 minut. Supernatant
(vzorek krevnÌ plazmy) byl p¯enesen pipetou do polyethyle-
novÈ zkumavky (typ Eppendorf) a uchov·v·n aû do doby
analytickÈho vyöet¯enÌ  v mrazÌcÌm boxu  p¯i ñ20 ∞C. P¯ed
anal˝zou byly vzorky zvolna rozmraûeny za laboratornÌ tep-
loty a homogenizov·ny prot¯ep·nÌm.

I n s t r u m e n t a c e

Obsah kadmia a olova byl stanoven v mineraliz·tech krev-
nÌ plazmy zÌskan˝ch p¯edchozÌm rozkladem v laboratornÌm
za¯ÌzenÌ Dry Mineralizer APION (TESSEK Praha). Anal˝za
byla prov·dÏna na atomovÈm absorpËnÌm spektromentru fir-
my Perkin-Elmer, model 4110 ZL, vybavenÈm automatickou
Zeemanovskou korekcÌ pozadÌ, p¯ÌËnÏ vyh¯Ìvan˝m grafito-
v˝m atomiz·torem (THGA) s integrovanou ºvovovou plat-
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formou a p¯Ìsluön˝mi v˝bojkami s dutou katodou. Byly mÏ-
¯eny hodnoty integrovanÈ absorpce p¯i vlnov˝ch dÈlk·ch
228,8 nm pro kadmium a 283,3 nm pro olovo p¯i spektr·lnÌ
öÌ¯ce ötÏrbiny 0,7 nm v obou p¯Ìpadech.

Rtuù byla ve vzorcÌch krevnÌ plazmy stanovena jedno-
˙Ëelov˝m atomov˝m absorpËnÌm spektrometrem AMA 254.

P o s t u p

StanovenÌ kadmia a olova v krevnÌ plazmÏ

Rozklad vzork˘

Vzorky krevnÌ plazmy byly p¯ed anal˝zou zvolna rozmra-
ûeny za laboratornÌ teploty. Pro rozklad bylo do p¯edËiötÏn˝ch
mineralizaËnÌch n·dobek pipetov·no 200 µl vzorku. V jednÈ
rozkladnÈ sÈrii bylo vûdy zpracov·no 8 vzork˘ a 4 slepÈ
pokusy. Rozkladn˝ proces sest·vajÌcÌ z f·ze suöenÌ a f·ze
mineralizce trval 10 hodin (teplota suöenÌ 110 ∞C, teplota
mineralizace 360 ∞C). Po probÏhnutÌ rozkladnÈho procesu byl
vznikl˝ bÌl˝ popel rozpuötÏn v 10 µl koncentrovanÈ kyseliny
dusiËnÈ a 190 µl vysoce ËistÈ vody.

Anal˝za mineralizovan˝ch vzork˘

Kadmium a olovo byly stanoveny v mineralizovan˝ch
vzorcÌch krevnÌ plazmy za pouûitÌ optimalizovanÈho teplotnÌ-
ho programu (tab. I) v p¯Ìtomnosti chemick˝ch modifik·tor˘.
Pro oba analyty bylo jako modifik·toru pouûito chloridu pal-
ladnatÈho, a to v mnoûstvÌ 10 µg Pd. Modifik·tor byl zbaven
stop kadmia a olova p¯Ìmo v atomiz·toru p¯edbÏûnou ˙pravou
p¯i teplotÏ 1400 ∞C. N·slednÏ  pak  bylo d·vkov·no 20 µl
roztoku mineraliz·tu s 10 µl dalöÌho modifik·toru ñ pro kad-
mium s 10 µg Mg(NO3)2 a pro olovo se smÏsÌ 5 µg Mg(NO3)2
a 50 µg NH4NO3.

Tabulka I
OptimalizovanÈ podmÌnky stanovenÌ Cd a Pb

Kov Proces Teplota Doba [s]
[∞C] n·r˘stu trv·nÌ

Cd pyrol˝za 500 20 30
atomizace 1700 0 3

Pb pyrol˝za 800 20 20
atomizace 1900 0 4

Kalibrov·no bylo metodou standardnÌho p¯Ìdavku v line-
·rnÌ oblasti kalibraËnÌ z·vislosti, tj. pro kadmium v rozsahu
0ñ4 µg.lñ1 a pro olovo 0ñ150 µg.lñ1.

Pro ovÏ¯enÌ spr·vnosti a p¯esnosti celÈho stanovenÌ byl
analyzov·n referenËnÌ materi·l a krevnÌ plazma s definova-
n˝m p¯Ìdavkem kadmia a olova.

StanovenÌ rtuti v krevnÌ plazmÏ

Rtuù byla stanovena p¯Ìmo ve vzorcÌch krevnÌ plazmy.
Na niklovou d·vkovacÌ lodiËku analyz·toru bylo pipetov·no
100 µl vzorku. Pouûit˝ reûim anal˝zy sest·val z f·ze suöenÌ

vzorku (70 s), f·ze rozkladu vzorku (180 s) a f·ze prodlevy
mezi skonËenÌm rozkladu vzorku a n·sledn˝m vypuzenÌm
rtuti do mÏ¯icÌch kyvet (45 s).

V˝slednÈ hodnoty slep˝ch pokus˘ byly zjiötÏny na z·kla-
dÏ mÏ¯enÌ pr·zdnÈ lodiËky za stejn˝ch podmÌnek.

Kalibrace p¯Ìstroje AMA 254 byla prov·dÏna standardnÌm
roztokem rtuti o koncentraci 0,1 µg.mlñ1 v 0,1 mol.lñ1 kyselinÏ
dusiËnÈ p¯i d·vkov·nÌ 100 µl roztoku.

Pro ovÏ¯enÌ spr·vnosti metody byl analyzov·n referenË-
nÌ materi·l,  p¯esnost metody byla zjiötÏna opakovan˝m
mÏ¯enÌm vzorku hovÏzÌ krevnÌ plazmy se srovnateln˝m
obsahem rtuti.

V˝sledky a diskuse

O p t i m a l i z a c e s t a n o v e n Ì

Nejprve byla ovÏ¯ov·na moûnost analyzovat p¯Ìmo vzorky
krevnÌ plazmy. I p¯es ¯edÏnÌ vzorku a aplikaci doporuËen˝ch
modifik·tor˘ se nepoda¯ilo dostateËnÏ odstranit siln˝ ruöiv˝
vliv organick˝ch komponent vzorku. VlastnÌ specifick˝ absor-
banËnÌ sign·l byl v mnoh˝ch p¯Ìpadech p¯Ìliö nÌzk˝, a to na
pozadÌ velmi öirokÈho nespecifickÈho sign·lu, kter˝ bylo ne-
smÌrnÏ obtÌûnÈ ñ i p¯es pouûitÌ ˙ËinnÈ ZeemanovskÈ techniky
ñ kompenzovat. Matrice vzorku rovnÏû prudce sniûovala ûi-
votnost grafitovÈho atomiz·toru. Proto byly vzorky p¯ed vlast-
nÌ anal˝zou podrobeny mineralizaci.

Rozklad vzork˘ v za¯ÌzenÌ Dry Mineralizer APION probÌ-
h· na suchÈ cestÏ a spoËÌv· v zav·dÏnÌ superoxidaËnÌ smÏsi
plyn˘ O2, NOx, O3 do sklenÏn˝ch n·dobek se vzorky, kterÈ
jsou vyh¯Ìv·ny na zvolenou teplotu (obr. 1). Vznikl˝ popel m·
jemnou strukturu a snadno se rozpouötÌ i v malÈm mnoûstvÌ
z¯edÏn˝ch kyselin. Zav·dÏnÌ smÏsi oxidaËnÌch plyn˘ do roz-
kladn˝ch n·dobek s ˙zk˝m hrdlem sniûuje riziko kontaminace
z okolnÌho prost¯edÌ na minimum. Aby se zabr·nilo moûnÈmu
kypÏnÌ vzorku bÏhem suöenÌ, bylo nutnÈ nastavit pozvolnÈ
vyh¯Ìv·nÌ n·dobek se vzorky, tj. suöenÌ po dobu 1 hodiny p¯i
teplotÏ 110 ∞C. Pro mineralizaci odparku byla zvolena teplota

Obr. 1. SchÈma laboratornÌho za¯ÌzenÌ Dry mineralizer APION;
1 ñ p¯Ìvod O2, 2 ñ p¯Ìvod NH3, 3 ñ spalovacÌ pec NH3, 4 ñ ozoniz·tor,
5 ñ smÏöovacÌ trubice, 6 ñ sbÏraË kondenz·tu (HNO3), 7 ñ vypouötÏcÌ
kohout, 8 ñ chladiË, 9 ñ rozvod plyn˘, 10 ñ vyh¯Ìvan˝ blok, 11 ñ
mineralizaËnÌ  n·dobky, 12  ñ  p¯ÌvodnÌ kapil·ry, 13  ñ  regulovan˝
programovateln˝ nap·jecÌ zdroj vyh¯Ìv·nÌ
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360 ∞C, p¯i kterÈ nedoch·zÌ ke ztr·t·m analyt˘. Doba minera-
lizace byla z·visl· na mnoûstvÌ rozkl·danÈho vzorku. Pro
d·vky 200 µl krevnÌ plazmy postaËilo zah¯Ìvat n·dobky 4 ho-
diny. BÏhem celÈho procesu suöenÌ a mineralizace byla zav·-
dÏna smÏs oxidaËnÌch plyn˘.

Pro mineraliz·ty krevnÌ plazmy byly optimalizov·ny pod-
mÌnky stanovenÌ ET AAS. Optim·lnÌ teploty pyrol˝zy a ato-
mizace byly stanoveny pomocÌ tzv. k¯ivek pyrol˝zy a atomi-
zace. Pyrolytick· k¯ivka pro kadmium byla mÏ¯ena v intervalu
teplot 200ñ800 ∞C, atomizaËnÌ v intervalu 1000ñ2200 ∞C, to-
tÈû pro olovo v intervalech 300ñ1300 ∞C a 1200ñ2200 ∞C. P¯i
stanovenÌ kadmia a olova, u kter˝ch hrozÌ nebezpeËÌ ztr·t
analytu p¯i termickÈ ˙pravÏ vzorku, bylo nutnÈ pouûÌt chemic-
kÈho modifik·toru, kter˝ stabilizuje analyt nebo zvyöuje tÏka-
vost neû·doucÌ matrice. Z ¯ady doporuËen˝ch a vyzkouöen˝ch
modifik·tor˘3ñ7 bylo  pro  stanovenÌ kadmia  v rozloûen˝ch
vzorcÌch krevnÌ plazmy nejvhodnÏjöÌ pouûÌt kombinaci palla-
dia a dusiËnanu ho¯eËnatÈho. P¯ÌmÏsÌ kadmia a olova v modi-
fik·toru bylo moûnÈ se zbavit in situ v grafitovÈm atomiz·toru
po nad·vkov·nÌ roztoku modifik·toru a jeho pyrol˝ze p¯i
teplotÏ 1400 ∞C. V dalöÌm kroku byl pak d·vkov·n minerali-
zovan˝ vzorek krevnÌ plazmy s roztokem dusiËnanu ho¯eËna-
tÈho. Pro stanovenÌ kadmia v rozloûenÈ krevnÌ plazmÏ koËek
za pouûitÌ uvedenÈ kombinace modifik·tor˘ v mnoûstvÌ 10 µg
Pd a 10 µg Mg(NO3)2 byla jako optim·lnÌ nalezena teplota
pyrol˝zy 500 ∞C a teplota atomizace 1700 ∞C. P¯i stanovenÌ
olova v mineralizovanÈ krevnÌ plazmÏ se uk·zalo, ûe je vedle
roztoku PdCl2 v mnoûstvÌ 10 µg Pd vhodnÈ pouûÌt takÈ smÏsn˝
roztok dusiËnanu ho¯eËnatÈho a amonnÈho v mnoûstvÌch 5 µg
Mg(NO3)2 a 50 µg NH4NO3. PouûitÌ tÈto smÏsi vedlo k v˝raz-
nÈmu snÌûenÌ sign·lu pozadÌ. P¯i pouûitÌ uveden˝ch modifik·-
tor˘ byla pro stanovenÌ olova jako optim·lnÌ nalezena teplota
pyrol˝zy 800 ∞C a teplota atomizace 1900 ∞C.

UvedenÈ podmÌnky byly jak p¯i stanovenÌ kadmia, tak p¯i
stanovenÌ olova kompromisem z hlediska charakteru sign·lu
analytu (proporce sign·lu ñ v˝öka/öÌ¯ka) a velikosti neselek-
tivnÌ absorpce.

PodmÌnky vhodnÈ pro stanovenÌ rtuti p¯i anal˝ze krevnÌ
plazmy byly odvozeny z p¯ÌstrojovÈho doporuËenÌ v˝robce.
PouûÌvan˝ teplotnÌ reûim byl pops·n.

C h a r a k t e r i s t i k y s t a n o v e n Ì

P¯i zjiöùov·nÌ obsahu kadmia a olova v krevnÌ plazmÏ byly
v pr˘bÏhu experiment·lnÌ pr·ce analyzov·ny vzorky krevnÌ
plazmy 138 jedinc˘. ParalelnÏ s tÌm bylo uskuteËnÏno 70 sle-
p˝ch  pokus˘.  Pr˘mÏrn· hodnota obsahu analyt˘ v  tÏchto
slep˝ch stanovenÌch, kter· proöla cel˝m analytick˝m proce-
sem podobnÏ jako vzorky, Ëinila 0,1 µg.lñ1 Cd a 1,2 µg.lñ1 Pb.
Pr˘mÏrn· hodnota slep˝ch pokus˘ p¯i stanovenÌ rtuti, zmÏ¯e-
n˝ch anal˝zou pr·zdnÈ lodiËky, Ëinila 0,062 ng Hg, coû je
v p¯epoËtu na d·vkovanÈ mnoûstvÌ 100 µl krevnÌ plazmy
0,62 µg.lñ1Hg. Hodnoty slep˝ch pokus˘ byly od stanovenÈho
obsahu analyt˘ v koneËnÈm vyhodnocenÌ odeËÌt·ny.

DetekËnÌ limit byl vypoËten ve smyslu doporuËenÌ IUPAC8

pro spektrometrick· mÏ¯enÌ jako trojn·sobek smÏrodatnÈ od-
chylky fluktuace slepÈho stanovenÌ. OdpovÌdajÌcÌ hodnota de-
tekËnÌho limitu v krevnÌ plazmÏ byla pro kadmium 0,1 µg.lñ1

a pro olovo 1,2 µg.lñ1. DetekËnÌ limit p¯i stanovenÌ rtuti byl
0,33 µg.lñ1 p¯i d·vkov·nÌ 100 µl vzorku.

Citlivost stanovenÌ, vyj·d¯en· charakteristickou hmotnos-

tÌ (m0), Ëinila p¯i optim·lnÌch podmÌnk·ch mÏ¯enÌ pro kad-
mium 1,6 pg, pro olovo pak 28 pg.

Testov·nÌ spr·vnosti analytickÈho procesu bylo p¯i stano-
venÌ kadmia a olova prov·dÏno dvÏma zp˘soby, a to anal˝zou
referenËnÌho materi·lu Seronorm (TM) Whole blood I (Lot.
No. 404 107) a testem n·vratnosti. V referenËnÌm materi·lu
s deklarovan˝m obsahem kadmia 0,67ñ0,76 µg.lñ1 bylo ana-
l˝zou Ëty¯ paralelnÌch vzork˘ stanoveno (0,79±0,09) µg.lñ1

Cd. Pro olovo byla nalezena hodnota (32,9±3,6) µg.lñ1, kter·
se nach·zÌ v intervalu deklarovanÈho obsahu 31ñ39 µg.lñ1.
Test n·vratnosti byl uskuteËnÏn s p¯Ìdavky zn·m˝ch mnoûstvÌ
analyt˘ ke krevnÌ plazmÏ. »ty¯i paralelnÌ vzorky s p¯Ìdavky
400 pg kadmia a 4 ng olova ke 200 µl smÏsnÈ krevnÌ plazmy
byly rozkl·d·ny a mÏ¯eny souËasnÏ se Ëty¯mi paralelnÌmi
vzorky samotnÈ plazmy a Ëty¯mi slep˝mi pokusy. V˝sledek
pr˘mÏrnÈ n·vratnosti kadmia byl 104±5,5 %. U olova pak
tato hodnota Ëinila 95,3±6,8 %. Pro ovÏ¯enÌ spr·vnosti sta-
novenÌ rtuti byl analyzov·n referenËnÌ materi·lu Seronorm
(TM) Whole blood I (Lot. No. 404 107) s definovan˝m obsa-
hem 3 µg.lñ1 Hg. Nalezen· hodnota obsahu rtuti Ëinila (2,90±
0,13) µg.lñ1.

Pro stanovenÌ p¯esnosti metody bylo vyuûito v˝sledk˘
anal˝zy Ëty¯ paralelnÌch vzork˘ referenËnÌch materi·l˘. Rela-
tivnÌ smÏrodatn· odchylka stanovenÌ, vyj·d¯en· v procentech,
Ëinila pro kadmium 7,5 % a pro olovo 4,1 % pro shora uvedenÈ
koncentraËnÌ hladiny obou analyt˘. Pro testov·nÌ p¯esnosti
stanovenÌ rtuti byla vyuûita hovÏzÌ krevnÌ plazma. RelativnÌ
smÏrodatn· odchylka pro 10 paralelnÌch anal˝z Ëinila 5,4 %
p¯i koncentraci 1,72 µg.lñ1 Hg.

O b s a h k o v ˘ v k r e v n Ì p l a z m Ï

Obsahy sledovan˝ch analyt˘ ve 138 vzorcÌch krevnÌ plaz-
my koËek se pohybovaly v intervalu 0,10ñ9,40 µg.lñ1 Cd,
1,20ñ50,10 µg.lñ1 Pb a 0,33ñ15,10 µg.lñ1 Hg.

RozdÏlenÌ v˝sledk˘ obsahu kov˘ ve vzorcÌch je graficky
zn·zornÏno na obr·zku 2. Z grafickÈho zpracov·nÌ je patrnÈ,
ûe rozloûenÌ v˝sledk˘ obsahu analyt˘ neodpovÌd· symetrickÈ-
mu norm·lnÌmu rozdÏlenÌ, ale je na jednÈ stranÏ ohraniËeno
detekËnÌm limitem, na druhÈ stranÏ je pokles Ëetnosti pozvol-
nÏjöÌ a vyskytujÌ se zde extrÈmnÌ hodnoty, blÌûÌ se rozdÏlenÌ
logaritmicko-norm·lnÌmu. Pro charakterizaci v˝sledk˘ bylo
pouûito medi·nu9, robustnÌho odhadu parametr˘ polohy, Ëasto
pouûÌvanÈho v obdobn˝ch studiÌch pro svoji p¯esnou interpre-
taci, a to jak pro symetrick·, tak i nesymetrick· rozdÏlenÌ.
Medi·n obsahu analyt˘ ve 138 vzorcÌch krevnÌ plazmy koËek
byl 0,59 µg.lñ1 Cd se smÏrodatnou odchylkou medi·nu sM =
0,05; 5,4 µg.lñ1 Pb s odchylkou sM = 0,6 a 1,59 µg.lñ1 Hg
s odchylkou sM = 0,10.

Mezi obsahy kov˘ v jednotliv˝ch vzorcÌch nebyla naleze-
na vz·jemn· statisticky v˝znamn· korelace. Vz·jemn· kore-
lace nebyla nalezena ani mezi obsahem kadmia a rtuti, ani
mezi obsahem olova a rtuti.

Obsah jednotliv˝ch element˘ v krevnÌ plazmÏ byl srovn·n
s v˝sledky studiÌ anal˝zy lidskÈ krve. Kadmium je mezi sloûky
krve rozdÏleno relativnÏ rovnomÏrnÏ. Na z·kladÏ publikova-
n˝ch v˝sledk˘ obsahu kadmia v krvi, resp. krevnÌ plazmÏ,
kterÈ se pohybujÌ ¯·dovÏ v desetin·ch aû jednotk·ch µg.lñ1

(cit.10ñ13), lze konstatovat, ûe obsah kadmia v danÈ tÏlnÌ teku-
tinÏ je u lidÌ a koËek ¯·dovÏ srovnateln˝. Obsah olova v krvi
se pohybuje ¯·dovÏ v desÌtk·ch aû stovk·ch µg.lñ1 (cit.10,12,14,15).
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Olovo vöak je jednÌm z element˘, kterÈ nejsou mezi sloûky
krve rozdÏleny rovnomÏrnÏ. V p¯ev·ûnÈ mÌ¯e je v·z·no na
ËervenÈ krvinky11,12. V krevnÌ plazmÏ z˘st·v· mÈnÏ neû 10 %,

coû odpovÌd· ¯·dovÏ jednotk·m aû desÌtk·m µg.lñ1 Pb. Pr·vÏ
do tohoto intervalu spadajÌ takÈ v˝sledky anal˝zy krevnÌ plaz-
my koËek. PodobnÏ ani rtuù nenÌ mezi jednotlivÈ sloûky krve

Obr. 2. RozdÏlenÌ v˝sledk˘ obsahu (c): a ñ kadmia, b ñ olova, c ñ rtuti v krevnÌ plazmÏ koËek; n - Ëetnost
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rozloûena rovnomÏrnÏ a je takÈ v·z·na p¯edevöÌm na ËervenÈ
krvinky. Koncentrace rtuti v krevnÌ plazmÏ u lidÌ se pohybuje
¯·dovÏ v jednotk·ch µg.lñ1 (2ñ10 µg.lñ1), v krvi pak je jejÌ
koncentrace 5ñ20 µg.lñ1 (cit.16). V˝sledky obsahu rtuti zÌskanÈ
anal˝zou  krevnÌ plazmy koËek  jsou  tedy s obsahem rtuti
v krevnÌ plazmÏ lidÌ takÈ ¯·dovÏ srovnatelnÈ.

S r o v n · n Ì v ˝ s l e d k ˘ s d a l ö Ì m i p o z n a t k y
o j e d i n c Ì c h

Srovn·nÌ s klinicko-diagnostick˝mi charakteristikami

Vnit¯nÌ prost¯edÌ koËek je charakterizov·no urËit˝mi dia-
gnostick˝mi kritÈrii zÌskan˝mi anal˝zou krevnÌ plazmy17. Bio-
chemicky byla hodnocena jednak funkce jater mÏ¯enÌm ak-
tivity alaninaminotransferasy (ALT), aspart·taminotransfe-
rasy (AST), alkalickÈ fosfatasy (ALP) a mnoûstvÌ celkovÈ
bÌlkoviny (CB), jednak funkce ledvin dle mnoûstvÌ fosforu (P),
moËoviny (Urea) a kreatininu (Krea) v krevnÌ plazmÏ. Na
z·kladÏ znalosti hodnot uveden˝ch diagnostick˝ch kritÈriÌ
bylo moûnÈ se pokusit korelovat vz·jemnÏ tyto parametry
s obsahem kadmia, olova a rtuti ve vzorcÌch krevnÌ plazmy.

Anal˝zou v˝sledk˘ test˘ ALT, AST, ALP, CB a P a nale-
zen˝ch obsah˘ kadmia, olova Ëi rtuti v jednotliv˝ch vzorcÌch
nebyla nalezena û·dn· statisticky v˝znamn· korelace. Pouze
vz·jemn˝ vztah obsahu olova a kreatininu vykazoval v˝raz-
nÏjöÌ mÌru korelace, a to tak, ûe u vzork˘ s vyööÌm obsahem Pb
byl nalezen tÈû zv˝öen˝ obsah kreatininu. Statisticky proka-
zatelnou korelaci bylo moûno pozorovat takÈ u zv˝öenÈho
obsahu olova a moËoviny v krevnÌ plazmÏ. Pro kadmium a rtuù
nebyly mezi uveden˝mi parametry nalezeny û·dnÈ statisticky
v˝znamnÈ korelace.

V uvedenÈm reprezentativnÌm souboru koËek se vyskytlo
devÏt jedinc˘ s chronick˝m selh·nÌm ledvin (CRF) a t¯i jedinci
s akutnÌm selh·nÌm ledvin (ARF). Mimo jeden p¯Ìpad s ARF
pat¯Ì ostatnÌch jeden·ct jedinc˘ mezi t¯in·ct s nejvyööÌm nale-
zen˝m obsahem olova v krevnÌ plazmÏ. Na z·kladÏ toho lze
konstatovat, ûe zv˝öen˝ obsah olova v krevnÌ plazmÏ a selh·nÌ
ledvin spolu vz·jemnÏ souvisejÌ. U nÏkter˝ch jedinc˘ s uve-
den˝m poökozenÌm ledvin byl pozorov·n takÈ zv˝öen˝ obsah
kadmia a rtuti v krevnÌ plazmÏ. Naproti tomu byly nalezeny
vzorky s vysok˝m obsahem rtuti, aniû by doölo k poruch·m
funkce ledvin.

Srovn·nÌ s dalöÌmi charakteristikami jedinc˘

Vzorky byly odebÌr·ny od koËek ûijÌcÌch v BrnÏ, Praze,
OstravÏ, ⁄stÌ nad Labem, Hradci Kr·lovÈ, OpavÏ, Plzni a Vla-
öimi. P¯estoûe zastoupenÌ v jednotliv˝ch skupin·ch zkouma-
nÈho souboru nebylo rovnomÏrnÈ, lze konstatovat, ûe mezi
skupinami nebyly nalezeny statisticky v˝znamnÈ rozdÌly v ob-
sahu sledovan˝ch kov˘.

V souboru 138 jedinc˘ bylo 70 samic (F) a 68 samc˘ (M).
RozdÏlenÌ obsahu kadmia, olova i rtuti u obou pohlavÌ bylo
velmi podobnÈ. I kdyû u samc˘ byly st¯ednÌ hodnoty obsahu
Cd, Pb a Hg nepatrnÏ vyööÌ, nelze rozdÌly v obsahu analyt˘
povaûovat za statisticky v˝znamnÈ.

D·le  byly v˝sledky hodnoceny v souvislosti s vÏkem
jedinc˘. Pro obsah kadmia ani pro obsah olova Ëi rtuti stano-
ven˝ v krevnÌ plazmÏ nebyla ve vztahu k vÏku nalezena
v˝znamn· korelace.

V reprezentativnÌm souboru bylo takÈ zastoupeno nÏkolik
plemen koËky dom·cÌ. V˝raznÏ byla ve v˝bÏru zastoupena n·-
sledujÌcÌ plemena: dom·cÌ kr·tkostrst· (DK) a persk· (P). Oje-
dinÏl˝, pouze jednotkov˝, byl pak v˝skyt koËek siamsk˝ch
(S), rusk˝ch modr˝ch (RM), burmsk˝ch (BU) Ëi ragdoll (RAD).

Na z·kladÏ uveden˝ch poznatk˘ lze u danÈho v˝bÏru
konstatovat, ûe pro nalezenÈ obsahy kadmia, olova a rtuti
v krevnÌ plazmÏ nebyla zjiötÏna korelace s takov˝mi charakte-
ristikami jedinc˘, jako jsou mÌsto p˘vodu, pohlavÌ, vÏk a ple-
meno jedince.

Z·vÏr

ZÌskanÈ v˝sledky obsahu kadmia, olova a rtuti v krevnÌ
plazmÏ koËek jsou ¯·dovÏ srovnatelnÈ s obsahem uveden˝ch
kov˘ v lidskÈ krevnÌ plazmÏ a pohybujÌ se v intervalu 0,1ñ
9,4 µg.lñ1 Cd, 1,2ñ50 µg.lñ1 Pb a 0,3ñ15 µg.lñ1 Hg. P¯i hodno-
cenÌ v˝sledk˘ obsahu kadmia, olova a rtuti nebyla nalezena
statisticky v˝znamn· vz·jemn· korelace. PodobnÏ tomu bylo
takÈ p¯i srovn·nÌ obsahu analyt˘ s hodnotami nÏkter˝ch kli-
nicko-diagnostick˝ch parametr˘ a dalöÌmi charakteristikami
jedinc˘, jako je mÌsto p˘vodu, pohlavÌ, vÏk Ëi plemeno. Pouze
u vzork˘ se zv˝öen˝m obsahem olova byla nalezena v˝znam-
n· korelace s vyööÌm obsahem kreatininu a s diagnostikova-
n˝m akutnÌm nebo chronick˝m selh·nÌm ledvin.

Tato studie byla provedena za finanËnÌ podpory MäMT ñ
projekt G4/2301 FRVä. Auto¯i dÏkujÌ doc. MVDr. Z. Knotkovi,
CSc. z I. InternÌ kliniky Fakulty veterin·rnÌho lÈka¯stvÌ VFU
v BrnÏ za poskytnutÌ vzork˘ krevnÌ plazmy a v˝sledk˘ diagnos-
tick˝ch test˘ a ⁄st¯ednÌmu kontrolnÌmu a zkuöebnÌmu ˙stavu
zemÏdÏlskÈmu v BrnÏ za poskytnutÌ analyz·toru AMA 254.
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V. Smetkov·a, B. DoËekalb, J. Such˝a, and H. DoËeka-
lov·a (aFaculty of Chemistry, Brno University of Technology,
bInstitute of Analytical Chemistry, Academy of Sciences of the
Czech Republic, Brno): Determination of Cadmium, Lead
and Mercury in Cat Blood Plasma

A method for determination of Cd, Pb and Hg in blood
plasma of the domestic cat was developed. The two-step
procedure for determination of Cd and Pb is based on dry

ashing of blood plasma samples and subsequent electrother-
mal AAS quantitation. In the first step, samples are heated in
glassy vials under nitrogen oxides using an Apion dry-mode
mineralizer and the inorganic residue is then dissolved in
a minimum amount of dilute high-purity nitric acid. In the
second step, Cd and Pb are determined by graphite-furnace
AAS employing a Perkin-Elmer Model 4110 ZL Zeeman-
background-corrected spectrometer equipped with a transver-
sally heated graphite atomizer. In order to stabilize analytes in
graphite furnace, their chemical modification with prereduced
Pd and other reagents is used. The amount of the used modi-
fiers, temperature program and calibration mode are opti-
mized. Hg is determined without decomposition of samples
by AAS. Samples of blood plasma of 138 individuals were
analyzed. The contents of Cd, Pb and Hg in the plasma were
in the range 0.1ñ9, 1.2ñ50 and 0.3ñ15 µg.lñ1, respectively. The
achieved limits of detection based on the 3σ criterion were
0.1 µg.lñ1 Cd, 1.2 µg.lñ1 Pb and 0.33 µg.lñ1 Hg. The results were
correlated with complementary data such as breed, sex, age,
environmental conditions, and some other veterinary diagnos-
tic parameters.
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Znalost AJ v˝hodou. N·stup moûn˝ ihned.
é·dosti s profesnÌm ûivotopisem zaölete na:

Interpharma Praha, a.s., Komo¯ansk· 955, 143 10 Praha 12
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1. ⁄vod

ProtolytickÈ rovnov·hy s˙ neoddeliteænou s˙Ëasùou v˝uË-
by chemick˝ch rovnov·h v analytickej chÈmii. Pochopenie
podstaty javov a chemizmu pri jednoduch˝ch prÌpadoch che-
mick˝ch rovnov·h je pre analytickÈho chemika veæmi dÙleûi-
tÈ, pretoûe rozvÌja jeho öpekulatÌvne myslenie. Pritom, prÌkla-
dy na chemickÈ rovnov·hy musia byù jednoduchÈ, pretoûe
zloûitejöie rovnov·hy ved˙ k algebraicky n·roËnÈmu rieöeniu,
Ëasto realizovateænÈmu len pomocou v˝poËtovej techniky za
pouûitia softwaru, ktor˝ Ëasto ani nevyûaduje chemickÈ my-
slenie.

NajËastejöÌm prÌkladom v˝poËtu jednoduch˝ch protoly-
tick˝ch rovnov·h je v˝poËet pH vo vodnom roztoku, ktor˝ sa
d· realizovaù pomocou vzùahu

pH = ñlog a (H3O
+) = ñlog {[H+] γ} (1)

V analytickej chÈmii je zvykom pÌsaù kvÙli zjednoduöeniu
iba H+. Pritom je zn·me, ûe protÛn vo vodnom roztoku samo-
statne neexistuje, ale okamûite sa solvatuje ötyrmi nedisocio-
van˝mi molekulami vody1 za vzniku H9 .

Vo v‰Ëöine prÌpadov ide o dostatoËne zriedenÈ roztoky,
preto mÙûeme aktivitn˝ koeficient γ povaûovaù za rovn˝ jed-
nej. Vzùah

pH = ñlog [H+] (2)

je jednoduch˝, avöak v˝poËet [H+] je veæmi obtaûn˝. Pri v˝-
poËte sa obvykle postupuje tak, ûe sa napÌöu rovnov·ûne
chemickÈ rovnice, zistÌ sa, akÈ Ëastice (katiÛny, aniÛny a mo-
lekuly) sa nach·dzaj˙ v danom roztoku. Podæa poËtu ËastÌc
z˙ËastÚuj˙cich sa na danej rovnov·he sa n·jde rovnak˝ poËet
rovnÌc, Ëo zabezpeËuje rieöiteænosù systÈmu. Uveden˝ postup
smeruje ku vzùahom, kde nezn·ma [H+] vystupuje v tretej,
a niekedy aj vyööej mocnine, Ëo spÙsobuje, ûe sa rieöenie d·
vykonaù len iteraËn˝m spÙsobom. Preto sa zohæadÚuj˙ istÈ
zjednoduöuj˙ce predpoklady, ktorÈ ved˙ k aproximatÌvnym
vzùahom. Rozsah ich platnostÌ je v ötudijnej literat˙re disku-
tovan˝  len  veæmi  struËne, a preto  niekedy ten, kto  nem·
sk˙senosti, mÙûe pouûiù chybn˝ vzùah, a teda dostane chybn˝
v˝sledok.

V tomto Ël·nku s˙ uvedenÈ kritÈri·, relatÌvne presne de-
terminuj˙ce, kedy a ku akÈmu zjednoduöeniu sa moûno uch˝liù
a ak˝ vzùah pouûiù pri v˝poËte pH siln˝ch kyselÌn a z·sad, ako
aj slab˝ch kyselÌn.

2. V˝poËet pH vodn˝ch roztokov
siln˝ch kyselÌn a z·sad

Pri v˝poËte tohto najjednoduchöieho typu protolytickej
rovnov·hy je najlepöie vych·dzaù z Arrheniovej teÛrie, ktor·
berie do ˙vahy elektrolytick˙ disoci·ciu danÈho silnÈho pro-
tolytu. Podæa tejto teÛrie je siln˝ protolyt vo svojom vodnom
roztoku ˙plne disociovan˝ a svojou disoci·ciou poskytne H+

iÛny, ak ide o siln˙ kyselinu, alebo iÛny OHñ, ak sa jedn·
o siln˙ z·sadu.

Pri vöeobecnom v˝poËte treba braù do ˙vahy aj disoci·ciu
vody podæa rovnice

H2O → H+ + OHñ (3)

Rovnov·ûna konötanta tejto reakcie

K = [H+][OHñ] / [H2O] = 1,8.10ñ16 (4)

Koncentr·cia vody je 1000/18, t.j. 55,56 mol.lñ1 a ˙pravou
dostaneme vzùah pre iÛnov˝ s˙Ëin vody

KV = [H+][OHñ] = 1.10ñ14 (5)

Vo vodnom roztoku silnej jednos˝tnej kyseliny, napr.
HCl, sa na rovnov·he bud˙ z˙ËastÚovaù tieto Ëastice:

katiÛny: [H+]
aniÛny: [OHñ], [Clñ]

Potrebujeme teda 3 rovnice.
1. Ak je kyselina chlorovodÌkov· ˙plne disociovan·, platÌ:

[HCl] = 0 a [Clñ] = cHCl

O4
+
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2. Podæa podmienky elektroneutrality roztoku platÌ, ûe s˙Ëet
rovnov·ûnych koncentr·ciÌ katiÛnov sa musÌ rovnaù s˙Ëtu
rovnov·ûnych koncentr·ciÌ aniÛnov, ak ide o jednomocnÈ
iÛny:

[H+] = [OHñ] + [Clñ] (6)

[H+] = [OHñ] + cHCl (7)

3. Pre [OHñ] platÌ z (5) [OHñ] = Kv / [H+], a teda

[H+] = (KV / [H+]) + cHCl (8)

V˝poËet smeruje ku kvadratickej rovnici v normovanom
tvare

[H+]2 ñ cHCl [H
+] ñ KV = 0 (9)

Rovnov·ûna koncentr·cia [H+] sa vypoËÌta podæa vzùahu

[H+] = (cHCl + ) / 2 (10)

Rovnica (9) je exaktn˝m vzùahom pre v˝poËet [H+] a platÌ
aj pre veæmi zriedenÈ roztoky akejkoævek silnej jednos˝tnej
kyseliny; ak poloûÌme cHCl= 0, dostaneme v˝sledok pH 7, Ëo
zohæadÚuje fyzik·lnu skutoËnosù.

Ak mÙûeme zanedbaù prv˝ Ëlen pravej strany rovnice (7),
dostaneme zn·my jednoduch˝ aproximatÌvny vzùah

[H+] = cHCl (11)

Pre vysokÈ koncentr·cie silnej jednos˝tnej kyseliny rov-
nica (11) poskytuje rovnakÈ v˝sledky ako rovnica (10), avöak
ËÌm je cHClmenöie, t˝m viac sa v˝sledok odchyæuje od spr·vnej
hodnoty. Ak je koncentr·cia cHCl < 10ñ7 mol.lñ1, hodnota pH
zÌskan· pouûitÌm rovnÌc (10) a (2) je zo z·saditej oblasti, Ëo
svedËÌ, ûe chyba urËenia [H+] je veæk·.

KritÈri· pouûiteænosti aproximatÌvnych vzùahov s˙ zaloûe-
nÈ na hæadanÌ hodnoty kritickej koncentr·cie, t.j. koncentr·cie,
pri ktorej m· chyba v˝poËtu [H+] podæa aproximatÌvneho
vzùahu ist˙ hodnotu v porovnanÌ so spr·vnou hodnotou. O tom,
kedy pouûiù exaktn˝ (10) alebo aproximatÌvny (11) vzùah,
rozhoduje nielen analytick· koncentr·cia silnej kyseliny, ale
aj chyba, ktor˙ sme ochotnÌ pri v˝poËte tolerovaù. PlatÌ, ûe ËÌm
v‰Ëöia je tolerovan· chyba, t˝m niûöia je koncentr·cia, od
ktorej mÙûeme aproxim·ciu pouûiù. Maxim·lnou prÌpustnou
chybou urËenia [H+] je obvykle 5 % (0,02 pH) (cit.1), alebo
2,28 % (0,01 pH) (cit.2).

Kritick˙ koncentr·ciu silnej jednos˝tnej kyseliny vypoËÌ-
tame podæa kriteri·lnej nerovnice:

[H+]aprox / [H+]exakt ³ 1 ñ x (cHCl = c) (12)

kde x (poËet percent/100) je chyba v urËenÌ [H+]. DosadenÌm
za [H+] z rovnÌc (10) a (11) sa zÌska

1 ñ x (13)

Kritick· koncentr·cia c sa teda vypoËÌta podæa vzùahu:

c (14)

Ak ide o dvojs˝tnu siln˙ kyselinu (napr. H2SO4), pred-
poklad· sa, ûe je ˙plne disociovan· do druhÈho stupÚa,
a podmienka elektroneutrality mÙûe byù vyjadren· nasle-
dovne:

[H+] = [OHñ] + 2 [S ] (15)

Pre v˝poËet pH sa obdobn˝m spÙsobom odvodÌ exaktn˝
vzùah (kvadratick· rovnica)

[H+]2 ñ 2 [H+] ñ KV = 0 (16)

ktor˙ moûno zjednoduöiù na aproximatÌvny vzùah

[H+] = 2 (17)

Kritick˙ koncentr·ciu H2SO4 vypoËÌtame z kriteri·lnej
nerovnice

1 ñ x = c (18)

c (19)

⁄plne analogicky moûno postupovaù aj v prÌpade siln˝ch
jednos˝tnych (NaOH, KOH) a siln˝ch dvojs˝tnych (Ca(OH)2,
Ba(OH)2) z·sad. Ako ukazuje tab. I, rieöenia kriteri·l-
nych nerovnÌc poskytuj˙ rovnakÈ v˝sledky ako v prÌpade
kyselÌn.

Z uvedenÈho vypl˝va, ûe ak akceptujeme chybu v urËenÌ
[H+] menej ako 5 %, musÌme pH vodnÈho roztoku silnej
jednos˝tnej kyseliny alebo z·sady poËÌtaù podæa kvadratickej
rovnice vtedy, keÔ je koncentr·cia menöia ako 4,25.10ñ7 M

(14), alebo 2,12.10ñ7 M (19) v prÌpade, ûe siln· kyselina alebo
z·sada je dvojs˝tna. Ak m· byù chyba urËenia pH menöia ako
0,01 pH, chyba urËenia [H+] je (1ñ10ñ0,01).100 % t.j. 2,28 %,
hodnoty koncentr·ciÌ pre siln˙ jednos˝tnu kyselinu a z·sadu
musia byù menöie ako 6,48.10ñ7 M, resp. 3,24.10ñ7 M v prÌpade
silnej dvojs˝tnej kyseliny alebo z·sady.

V prÌpade  problÈmu zadanÈho  opaËne,  t.j. ak  chceme
vypoËÌtaù analytick˙ koncentr·ciu silnÈho protolytu na z·kla-
de danÈho pH, kvadratick˙ rovnicu pouûÌvame vtedy, ak je pH
v‰Ëöie ako 6,37 (chyba 5 %), resp. 6,19 (chyba 0,01pH) pri
siln˝ch kyselin·ch, alebo ak je hodnota pH menöia ako 7,63
(chyba 5 %), resp. 7,81 (chyba 0,01pH) v prÌpade siln˝ch
z·sad.

ZistenÈ hodnoty s˙ v dobrej zhode s literat˙rou2,3, kde sa
odpor˙Ëa poËÌtaù podæa kvadratickej rovnice vtedy, ak analy-
tick· koncentr·cia silnej kyseliny alebo z·sady je menöia ako
1.10ñ6 M.

c KHCl
2
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Tabuæka I
Vzùahy pre vypoËet pH a kriteri·lne nerovnice siln˝ch z·sad

Protolyt Siln· z·sada

jednos˝tna dvojs˝tna

PrÌklad NaOH, KOH Ca(OH)2, Ba(OH)2
Podmienka elektroneutrality [OHñ] = [H+] + [Na+] [OHñ] = [H+] + 2[Ca2+]

Exaktn˝ vzùah [H+]2 + cNaOH [H+] ñ KV = 0 [H+]2 + [H+] ñ KV = 0

AproximatÌvny vzùah [H+] = KV / cNaOH [H+] = KV /

Kriteri·lna nerovnica > 1 ñ x > 1 ñ x

Kritick· koncentr·cia, resp. c > c >
kedy pouûiù aproxim·ciu

3. V˝poËet pH vodn˝ch roztokov slab˝ch kyselÌn

UËebnicov˝m prÌkladom slabej kyseliny je kyselina octo-
v·, ktor· na rozdiel od siln˝ch kyselÌn nedisociuje ˙plne, ale
podæa Brˆnstedovej teÛrie v s˙lade s rovnov·hou, ktor· sa
ust·li podæa hodnoty disociaËnej konötanty.

CH3COOH → CH3COOñ + H+ (20)

to znamen·, ûe v roztoku bude nenulov· rovnov·ûna koncen-
tr·cia t˝chto ËastÌc: neutr·lne molekuly: H2O (nem· vplyv na
rovnov·hu), CH3COOH, aniÛny:CH3COOñ, OHñ, katiÛny: H+.

Na popis s˙stavy potrebujeme teda 4 rovnice:
1. Podmienka elektroneutrality roztoku

[H+] = [CH3COOñ] + [OHñ] (21)

2. L·tkov· bilancia kyseliny octovej

[CH3COOH] + [CH3COOñ] = (22)

3. Vzùah pre disociaËn˙ konötantu kyseliny octovej:

= [CH3COOñ].[H+] / [CH3COOH] (23)

4. Vzùah pre iÛnov˝ s˙Ëin vody

KV = [H+] [OHñ] [OHñ] = KV /[H+] (24)

Dosadzovacou metÛdou v˝poËet smeruje k vzùahu

= [CH3COOñ].[H+] / [CH3COOH] =

= (25)

Potom moûno postupovaù ötyrmi spÙsobmi:

1. ExaktnÈ rieöenie rovnice (25) pre [H+] vedie ku kubickej
rovnici,

[H+]3 + .[H+]2 ñ ( +

+ KV).[H+] ñ .KV = 0 (26)

z ktorej moûno vypoËÌtaù koncentr·ciu [H+] iteraËn˝m spÙso-
bom. Rovnica (26) je vöeobecn˝m vzùahom pre v˝poËet rov-
nov·ûnej koncentr·cie vodÌkov˝ch iÛnov vo vodnom roztoku
slabej kyseliny. Pre nulov˙ koncentr·ciu slabej jednos˝tnej
kyseliny je rieöenie , (Ëo platÌ pre samotnÈ rozp˙öùadlo).
2. Ak moûno zanedbaù [OHñ] voËi [H+] vzùah (25) sa zmenÌ

na:

(27)

Ëo moûno upraviù na kvadratick˙ rovnicu v normovanom tvare

[H+]2 + = 0 (28)

Rovnica (28) je rieöiteæn· napr. pomocou diskriminanta
(fyzik·lne v˝znamn˝ koreÚ je kladn˝).

[H+] = / 2

(29)

3. Ak moûno zanedbaù [H+], a teda aj KV /[H+] oproti
(˙bytok kyseliny disoci·ciou) a [H+] oproti KV /

[H+] nemoûno zanedbaù (uvaûuje sa autoprotol˝za vody),
vzùah (25) sa zmenÌ na

(29a)

ktorÈho rieöenÌm je kvadratick· rovnica bez line·rneho
Ëlena
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[H+] = (29b)

4. Ak moûno zanedbaù [H+] voËi (˙bytok kyseliny
disoci·ciou) aj autoprotol˝zu vody, dostaneme:

= [H+]2 / (30)

a teda

[H+] = (31)

Pri praktickom rieöenÌ rovnov·hy slabej kyseliny nast·va-
j˙ istÈ problÈmy, ku akÈmu druhu aproxim·cie sa uch˝liù.
UvedenÈ zjednoduöenia je pomerne ùaûko realizovaù, nakoæko
obsahuj˙ rieöenie problÈmu [H+] a mÙûu sa overiù len retro-
spektÌvne.

Situ·ciu znaËne komplikuje aj fakt, ûe na rozdiel od sil-
n˝ch protolytov, kritick· koncentr·cia z·visÌ nielen od chyby,
ktor˙ eöte akceptujeme pri v˝poËte [H+], ale aj od hodnoty
disociaËnej konötanty prÌsluönej slabej kyseliny.

Na obr. 1 je zobrazen· z·vislosù logaritmu kritickej kon-
centr·cie od pK vypoËÌtan· pre chybu 0,01pH, teda 2,28 %.
T·to chyba je definovan· pre krivky a, b, c, d, e nasledovne:

krivka a

. 100 = 2,28 (32)

krivka b

. 100 = 2,28 (33)

krivka c

. 100 = 2,28 (34)

krivka d

. 100 = 2,28 (35)

krivka e

. 100 = 2,28 (35a)

Z priebehu dan˝ch kriviek je jasnÈ, ûe kvadratick˙ rovnicu
bez line·rneho Ëlena pre kyseliny s pK 1 aû 6 uprednostnÌme
pred kubickou v prÌpade extrÈmne zrieden˝ch roztokov, t.j.
vtedy, ak je koncentr·cia slabej kyseliny menöia, ako vypo-
ËÌtan· podæa veæmi pribliûnej rovnice dolnej Ëasti paraboly d
na obr. 1:

log ck = pK ñ 16 ñ log (0,2) (35b)

Ak je pK v‰Ëöie ako 6, spodn· Ëasù krivky d sa zakrivuje
a jej analytickÈ vyjadrenie je zloûitÈ. Od hodnoty pK v‰Ëöej
ako 7,92 kvadratick· rovnica bez line·rneho Ëlena poskytuje
v˝sledky, ktor˝ch odch˝lka v porovnanÌ s kubickou rovnicou
nikdy nepresahuje 2,28 %. Z tohto vypl˝va, ûe pouûitie kubic-
kej rovnice je zbytoËnÈ a plne ju nahr·dza rovnica (29b).
V tejto oblasti pK sa rozhodujeme len medzi rovnicou (29b),
alebo (31). Kritick· koncentr·cia pre pouûitie zjednoduöenej
rovnice, alebo kvadratickej rovnice bez line·rneho Ëlena je
vymedzen· na obr. 1 krivkou e. Jej analytickÈ vyjadrenie
dostaneme z kriteri·lnej rovnice

[H+]rov.31 / [H+]rov.29b = 1 ñ x (36)

DosadenÌm bez indexu slabej kyseliny

= 1 ñ x (37)
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Obr. 1. Z·vislosù logaritmu kritickej koncentr·cie slabej kyseliny
od pK a oblasti pouûitia aproximatÌvnych vzùahov vypoËÌtan˝ch
pre chybu 0,01pH; a ñ vymedzuje oblasù kritickej koncentr·cie, pri
ktorej sa v˝poËet rovnov·ûnej koncentr·cie vodÌkov˝ch iÛnov podæa
kvadratickej rovnice (29) odchyæuje od exaktnej hodnoty vypoËÌtanej
z kubickej rovnice (26) o 2,28 % (chyba urËenia pH je 0,01pH), b ñ
vymedzuje oblasù kritickej koncentr·cie, pri ktorej sa v˝poËet rovno-
v·ûnej koncentr·cie vodÌkov˝ch iÛnov podæa najjednoduchöieho vzùa-
hu (31) odchyæuje od exaktnej hodnoty vypoËÌtanej z kubickej rovnice
(26) o 2,28 % (chyba urËenia pH je 0,01pH), c ñ vymedzuje oblasù
kritickej koncentr·cie, pri ktorej sa v˝poËet rovnov·ûnej koncentr·cie
vodÌkov˝ch iÛnov podæa najjednoduchöieho vzùahu (31) odchyæuje od
hodnoty vypoËÌtanej z kvadratickej rovnice (29) o 2,28 % (chyba
urËenia pH je 0,01pH), d ñ vymedzuje oblasù kritickej koncentr·cie,
pri ktorej sa v˝poËet rovnov·ûnej koncentr·cie vodÌkov˝ch iÛnov
podæa kvadratickej rovnice bez line·rneho Ëlena (29b) odchyæuje od
hodnoty vypoËÌtanej z kubickej rovnice (26) o 2,28 % (chyba urËenia
pH je 0,01pH), e ñ vymedzuje oblasù kritickej koncentr·cie, pri ktorej
sa v˝poËet rovnov·ûnej koncentr·cie vodÌkov˝ch iÛnov podæa najjed-
noduchöieho vzùahu (31) odchyæuje od hodnoty vypoËÌtanej z kvadra-
tickej rovnice bez line·rneho Ëlena (29b) o 2,28 % (chyba urËenia pH
je 0,01pH)
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Rieöenie je

ck = [(x ñ 1)2 / (2x ñ x2)] KV /K (38)

LogaritmovanÌm dostaneme rovnicu krivky e

log ck = log ñ 14 + pK (39)

Ak je pK menöie ako 7,7, je odch˝lka najjednoduchöieho
vzùahu a kvadratickej rovnice bez line·rneho Ëlena 2,28 %, ale
obidve hodnoty rovnov·ûnych koncentr·ciÌ vodÌkov˝ch iÛnov
s˙ odch˝lenÈ o viac ako 2,28 % oproti exaktnej kubickej
rovnici (bodkovan· Ëasù krivky e).

Kritick· koncentr·cia pouûitia kvadratickej rovnice (29)
a kubickej rovnice (26) (krivka a) z·visÌ od pK veæmi m·lo
a pre pK 1 aû 3 m· tak˙ ist˙ hodnotu ako hodnota vypoËÌtan·
zo vzùahu (19) odvodenÈho pre prÌpad siln˝ch kyselÌn. Pri
hodnot·ch pK 6 aû 7,7 vöak krivka a zaËÌna st˙paù, aj jej
analytickÈ vyjadrenie je problematickÈ. Moûno konötatovaù,
ûe v tomtom prÌpade kubick˙ rovnicu pouûijeme vtedy, ak
koncentr·cia t˝chto kyselÌn je menöia ako 1,3.10ñ5 M. Pri pK
v‰Ëöom ako 7,7 je krivka a dobre aproximovan· rovnicou (39)
a ako sme uû uk·zali vyööie, pouûitie rovnÌc (26) a (29) nem·
zmysel. Kubick· rovnica je totiû dobre aproximovan· kvadra-
tickou rovnicou bez line·rneho Ëlena (29b), ktor· prech·dza
na najjednoduchöÌ vzùah (31) pri koncentr·ci·ch dan˝ch rov-
nicou (39).

Kritick˙ koncentr·ciu, pri ktorej je odch˝lka medzi kubic-
kou rovnicou (26) a najjednoduchöÌm vzùahom (31) 2,28 %,
ud·va krivka b. Pre hodnoty pK od 1 do 6,5 je krivka b totoûn·
s krivkou c, ktor· ud·va kritick˙ koncentr·ciu, pri ktorej
sa najjednoduchöÌ vzùah odchyæuje od kvadratickej rovnice
o 2,28 %. Krivku b moûno v tomto ˙seku pK aproximovaù
rovnicou krivky c, ktor˙ dostaneme z kriteri·lnej rovnice:

[H+]rov.31 / [H+]rov.29 = 1 + x (40)

resp.

2 = 1 + x (41)

rieöenie je

ck = K {(1 + x) / [(1 + x)2 ñ 1]}2 (42)

logaritmovanÌm dostaneme rovnicu krivky c

log ck = 2 log ñ pK (43)

pre x = 2,28 / 100
Od pK 6,5 je kritick· koncentr·cia chyby 0,01pH urËen·

krivkou b, ktor· sa odchyæuje od linearity danej rovnicou (43)
a pri pK rovnom 7,35 pretÌna krivku a. KvÙli zloûitosti analy-
tickÈho vyjadrenia je uûitoËnÈ zase vyuûiù priaznivÈ odch˝le-
nie krivky b a poËÌtaù kritick˙ koncentr·ciu podæa rovnice (43)
aû do pK hodnoty 7,7. Chyba bude menöia ako deklarovan˝ch
0,01pH. Pre hodnoty pK v‰Ëöie ako 7,7 je sÌce chyba medzi

kvadratickou rovnicou a najjednoduchöÌm vzùahom 2,28 %,
avöak obe hodnoty rovnov·ûnej koncentr·cie vodÌkov˝ch iÛ-
nov sa v˝razne odchyæuj˙ od exaktnej hodnoty vypoËÌtanej
podæa kubickej rovnice, a teda poËÌtaù kritick˙ koncentr·ciu
podæa rovnice (43) nem· zmysel (bodkovan· Ëasù krivky c).

Z uvedenÈho vypl˝va, ûe koncentraËn· oblasù pouûitia
kvadratickej rovnice sa so vzrastaj˙cou hodnotou pK r˝chlo
zuûuje. Avöak pre niektorÈ slabÈ kyseliny je tak öirok·, ûe
v˝poËet  beûn˝ch roztokov  musÌ Ìsù vûdy cez kvadratick˙
rovnicu. T˝ka sa to najm‰ kyseliny öùavelovej (pK1 = 1,25)
(cit.4). Kritick· koncentr·cia m· hodnotu asi 50 M, priËom
nas˝ten˝ roztok m· koncentr·ciu za norm·lnych okolnostÌ asi
1 M. Podæa kvadratickej rovnice musÌme poËÌtaù pH vodn˝ch
roztokov, napr. kyseliny siriËitej (pK1 = 1,91, ck = 6 M) a aj
desatinomol·rne roztoky kyseliny fosforeËnej (pK1= 2,15, ck =
3,5 M).

V obr. 1 sa neuvaûuje vplyv iÛnovej sily, ktor· sa zaËÌna
prejavovaù v koncentrovanejöÌch roztokoch (viac ako 0,01 M).
Za tak˝chto podmienok sa musÌ kritick· a rovnov·ûna kon-
centr·cia v kriteri·lnych rovniciach a v obr. 1 form·lne nahra-
diù kritickou aktivitou a termodynamick· disociaËn· konötanta
koncentraËnou disociaËnou konötantou. Predpoklad· sa zna-
losù aktivitn˝ch koeficientov vöetk˝ch l·tok. OdvodenÈ kritÈ-
ri· cez aktivitu, ako aj tvar z·vislostÌ na obr. 1, bud˙ form·lne
rovnakÈ ako v prÌpade zrieden˝ch roztokov.

4. Z·ver

V tomto Ël·nku sme opÌsali kritÈri· pouûitia aproximatÌv-
nych vzùahov pri rieöenÌ jednoduch˝ch protolytick˝ch rovnov·h.

V prÌpade siln˝ch protolytov kritick· koncentr·cia danÈho
protolytu z·visÌ len od hodnoty chyby, ktor˙ danou aproxim·-
ciou urobÌme. Pre akceptovateænÈ hodnoty ch˝b je kritick·
koncentr·cia veæmi nÌzka, Ëo je vo vöeobecnosti zn·my fakt,
na ktor˝ sa v pedagogickom procese nezab˙da.

V prÌpade slab˝ch kyselÌn je odvodenie kritÈriÌ pouûitia
aproximatÌvnych vzùahov zloûitejöie, nakoæko kritick· kon-
centr·cia z·visÌ okrem chyby aj od sily prÌsluönej slabej kyse-
liny, vyjadrenej disociaËnou konötantou. Navyöe sa treba roz-
hodovaù medzi ötyrmi vzùahmi, ktor˝mi je rovnov·ûna kon-
centr·cia vodÌkov˝ch iÛnov urËen·.

Zistilo sa, ûe pouûitie kubickej rovnice je nutnÈ len pre
veæmi zriedenÈ roztoky slab˝ch kyselÌn s hodnotou pK menöou
ako 7,92. Pri hodnote pK v‰Ëöej ako 7,92 je vöak pouûitie
kubickej rovnice neopodstatnenÈ, nakoæko ju moûno dobre
nahradiù kvadratickou rovnicou bez line·rneho Ëlena. V tejto
oblasti nem· tieû opodstatnenie pouûitie kvadratickej rovnice.
Kvadratick˙ rovnicu musÌme naopak uprednostniù pred naj-
jednoduchöÌm vzùahom vûdy pri kyselin·ch s nÌzkou hodnotou
pK. Oblasù pouûitia kvadratickej rovnice sa so vzrastaj˙cim
pK r˝chlo zuûuje. OdvodenÈ vzùahy pre kritickÈ koncentr·cie,
od ktor˝ch smerom nahor uû moûno pouûiù ist˝ druh aproxi-
matÌvneho vzùahu, dobre vyjadruj˙ re·lnu skutoËnosù. Pre
oblasù pK, kde je analytickÈ vyjadrenie hraniËnej koncentr·cie
problematickÈ, s˙ tieto vzùahy o 1ñ2 % prÌsnejöie, ale to
neobmedzuje ich pouûiteænosù. MÙûu sl˙ûiù ako jednoduch·
pomÙcka pri posudzovanÌ spr·vnosti aproxim·ciÌ pri v˝poËte
pH jednoduch˝ch protolytick˝ch systÈmov a v˝poËte zaËia-
toËn˝ch bodov titraËn˝ch kriviek (najm‰ kyselina fosforeËn·).

PodobnÈ z·very sa daj˙ odvodiù aj pre slabÈ z·sady, soli
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a tlmivÈ roztoky. I napriek tomu sa posudzovanie spr·vnosti
aproxim·ciÌ v ötudijnej literat˙re diskutuje len veæmi zbeûne.
D˙fame, ûe t·to pr·ca prispeje k skvalitneniu v˝uËby a lepöie-
mu pochopeniu protolytick˝ch rovnov·h.

Pr·ca je urËen· najm‰ uËiteæom z·kladn˝ch kurzov analy-
tickej chÈmie na bakal·rskom a magisterskom stupni vysoko-
ökolskÈho öt˙dia. D·va si za cieæ stimulovaù ich k tomu, aby
viac pozornosti venovali aproxim·ci·m a vyzdvihli pred ötu-
dentami fakt, ûe rozhodovanie, ak˝ vzùah pouûiù na v˝poËet
rovnov·ûnej koncentr·cie vodÌkov˝ch iÛnov, nie je aû takÈ
jednoduchÈ, ako by sa mohlo na prv˝ pohæad zdaù.

MÙûe osloviù aj ötudentov odboru analytick· chÈmia pre
svoju n·zornosù, miestami aû element·rnosù, a to najm‰ pri
vysvetæovanÌ z·kladov protolytick˝ch rovnov·h.

T·to pr·ca bola podporen· Grantovou agent˙rou Sloven-
skej republiky, VEGA (grant Ë. 1/6103/99).
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Criteria for using the approximate relations were derived
for simple protolytic equilibria in aqueous solutions of strong
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can be used if the analytical concentration of a given protolyte
is higher than the limiting (critical) concentration calculated
from the criterial equation derived in this paper. For strong
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kter˝ rovnÏû poskytne podrobnÈ informace.

KontaktnÌ adresa: Katedra organickÈ chemie,
P¯ÌrodovÏdeck· fakulta Masarykovy univerzity,

Kotl·¯sk· 2, 611 37 Brno,
e-mail: potacek@chemi.muni.cz.

P¯ihl·öky budou zvaûov·ny kontinu·lnÏ do obsazenÌ mÌsta.

Chem. Listy 96, 162 ñ 167 (2002) V˝uka chemie

167


	2002_03_01
	2002_03_02
	2002_03_03
	2002_03_04
	2002_03_05
	2002_03_06

