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Uvodnik

Vysokd Skola chemicko-technologickd také v Mosté-Velebudicich

VSCHT Praha otevie v Mosté-Velebudicich v zdii 2004
Vyukové a studijni centrum. Skola s vice neZ 170letou tradici
wiuky technické chemie bude nabizet v severnich Cechdch
bakaldrské studium priimyslové orientovaného studijniho
programu ,,Aplikovand chemie a materidly* ve formé pre-
zencniho i kombinovaného studia (denniho studia i studia pri
zaméstndni) a také kurzy celoZivotniho vzdéldvdni.

Rozhodnuti vytvoiit v Mosté pracovisté VSCHT Praha je
vysledkem iniciativy pracovnikii Skoly, vedeni Usteckého
kraje, mosteckého magistrdtu a vétsiny primyslovych pod-
nikit regionu, napy Chemopetrolu, Ceské rafinérské, Gla-
verbelu Czech, Spolchemie, Setuzy, Chemopharmy a East-
manu Sokolov. Otevreni studia je v souladu s Boloriskou de-
klaraci a dlouhodobym zdmérem MSMT CR, zamérenymi na
zkvalitnéni vysokoskolského vzdéldvdni a zpristupnéni ter-
cidrniho vzdéldvdni vétsimu okruhu zdjemcii. Severozdpadni
region patri v soucasné dobé k oblastem s nejvyssi neza-
méstnanosti, na druhé strané je mistem piisobeni velkého
poctu firem chemického, petrochemického, skldrského, kera-
mického a farmaceutického priumyslu, které budou zamést-
ndvat velky pocet chemikii — vysokoskoldkii. VSCHT Praha
je proto pripravena podpofit spolecensky a hospoddrsky
rozvoj severozdpadniho regionu a zdroveil zvysit spolecen-
skou prestiZ technickych profesi. ZaloZeni Centra predsta-
vuje také potencidl pro mozné budouci vytvoreni védecko-
technologického parku v severozdpadnim regionu. Centrum
v Mosté neni proto odrazem mddnich iniciativ napr. typu
U kazdé tovdrny univerzita®, ale je urcitym vyvrcholenim
a naplnénim dlouholeté intenzivni spoluprdce a vzdjemné
podpory Vysoké Skoly chemicko-technologické v Praze
a priumyslovych podnikii severozdpadniho regionu.

V souladu se soucasnymi trendy evropského vysokého
Skolstvi nebudou uchazeci o studium v akademickém roce
200472005 absolvovat pisemné prijimaci zkousky, ale budou
prijimdni pouze na zdkladé ukonceného stredoskolského
vzdeldni a posouzeni studijnich vysledkii u vybranych pred-
meétii. Predndsky, cviceni a semindre budou probihat vy-
hradné ve Velebudicich. Laboratorni cviceni budou zajis-
téna v rozsahu dvou aZ ti tydnii za semestr ve specializova-
nych laboratorich praZské vysoké skoly. Pro nékterd labora-
torni cviceni, predevsim ve tretim rocniku studia, budou vy-
uzity laboratore blizkych priimyslovych partnerii. Na vyuce
predmeétit zamérenych na priimyslovou praxi se budou vy-
znamné podilet Spickovi odbornici 7 regiondlnich podnikit
a instituct, intenzivni spoluprdce s mistni priumyslovou sfé-
rou je pldnovdna zejména v rdmci studentskych praxi a pri
vypracovdvdni zdvérecnych bakaldrskych praci.

VSCHT bude ve Velebudicich nabizet v rdmci bakaldi-
ského studijniho programu ,,Aplikovand chemie a materid-
Iy dva obory pro prezencni a kombinované studium a je-
den obor pro prezencni studium. V rdmci oboru ,,Chemie
a chemické technologie* ziskd absolvent studia praktické
znalosti o zdkladnich anorganickych a organickych velkoto-
ndznich technologiich, bezpecnosti prdce a ochrané Zivot-
niho prostredi. Sezndmi se i se syntézou a vyrobou chemic-
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kych specialit. Studium oboru ,,Chemie a technologie mate-
ridlu* nabizi praktické znalosti o vyrobé a vlastnostech
chemickych produktii, jako jsou napt: sklo, keramika, plasty
a kaucuky a biomateridly pro medicinské iicely. Studenti se
sezndmi s procesy povrchové vpravy a ochrany kovii, s pro-
blematikou ochrany a obnovy kulturnich pamdtek a s eko-
logickym zpracovdnim odpadii. 'V oboru ., Informatika
a chemie* urceném pro prezencni studium ziskaji studenti
praktické znalosti o zdkladech moderniho elektronického
zpracovdni a publikovdni informaci. Sezndmi se s knihov-
nickymi a vydavatelskymi postupy a nauci se aplikovat zis-
kdvané znalosti pri FeSeni projektii tykajicich se chemie
a Zivotniho prostredi. Prakticky zvlddnou prdci s modernimi
technologiemi pro elektronické publikovdni (e-publishing).

Siroké spektrum volitelnych predmétii a kreditni systém
umozni vSem studentium vytvdret do urcité miry vlastni stu-
dijni programy. Pro studenty budou pripraveny inovované,
elektronické studijni materidly a ndvody k laboratorim
a rada témat samostatnych projektii, orientovanych napr:
u studentii pri zaméstndni na jejich konkrétni pracovni za-
méTeni. K vyuce a zdrovenl k samostatné prdci a studiu bude
zFizena v Mosté pocitacovd ucebna, kterd bude propojena
do sité Internet i do sit¢ VSCHT Praha. Studenti tak budou
mit moZnost plné vyuzivat elektronické informacni zdroje
kvalitné vybavené ustiedni knihovny VSCHT Praha (napy:
databdze organickych ldtek, abstraktii i plnych textit caso-
piseckych cldnkii, databdze nebezpecnych ldatek a elektro-
nické encyklopedie).

Absolventi bakaldrského studia v Mosté obdrZi titul ba-
kaldr (Bc.). Budou pripraveni nejen pro primé uplatnéni
v praxi, ale i pro dalsi pokracovdni studia ve dvouletych na-
vazujicich magisterskych a pripadné dalsich triletych dok-
torskych programech, po jejich? ukonceni ziskaji titul inZe-
nyr nebo doktor. Bakaldri najdou uplatnéni ve velkych vy-
robnich zdvodech, v malych provozech soukromého sektoru
a také ve vyzkumné sfére. Uplatni se v poradenskych kance-
ldrich, projekcnich spolecnostech, obchodné technickych
organizacich a domdcich i zahranicnich obchodnich spo-
lecnostech, ale i ve stdtni sprdvé. Absolventi s osvojenym
technickym a systémovym myslenim mohou po zapracovdni
nalézt uplatnéni prakticky ve vSech technickych oborech.

Zrizeni a hlavné samotny provoz Vwukového a studijniho
centra v Mosté bude vyZadovat nesporné vysoké financni nd-
klady, na kterych se budou podilet nejen VSCHT v Praze, ale
i tizemni samosprdva a primyslovi partneri vysoké skoly. Na
druhé strané vsak mostecké Centrum umozZni Cerstvym i star-
Sim absolventiim strednich skol nebo jinych vysokych skol zis-
kat kvalitni vysokoskolské technické vzdéldani v misté jejich
bydlisté a s niZsimi ndklady nez v Praze. Navic studium tech-
nické chemie nepatii mezi nékteré modni obory, u kterych se
JiZ dnes s vysokou pravdépodobnosti predpoklddaji potiZe pFi
uplatnéni absolventit v praxi, spojené s dalsim vynakldddnim
financnich prostredkii na pozdeéjsi podporu v nezaméstnanosti
a na rekvalifikaci.

Zdenék Belohlav
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1. Uvod

Slouceniny odvozené od adamantanu pronikly, od doby
objeveni tohoto uhlovodiku pocatkem tficatych let minu-
Iého stoleti, do nejrozli¢néjSich oblasti chemickych véd.
Slouzily pfi zkoumdni procesti probihajicich pii tvorbé
ropy, pfi studiu iontovych i radikdlovych pfesmykd, solvo-
Iytickych reakci atd. Diky svym specifickym vlastnostem
nalezly v souCasné dobé uplatnéni zejména ve farmacii
a v elektrotechnickém primyslu.

ProtoZe jednou z postayv, které stdly v pocatcich této za-
jimavé kapitoly organické chemie, byl prof. Stanislav
Landa z Ustavu technologie paliv a svitiv a technologie
vody (jako prvni prezentoval izolaci adamantanu z hodo-
ninské ropy na XII. sjezdu primyslové chemie roku 1932
v Praze), raddi bychom toto ohlédnuti vénovali pravé jemu.

Nasledujici odstavce shrnuji dosavadni znalosti a infor-
mace o zdrojich uhlovodikii s adamantanovym skeletem,
a to jak prirodnich (ropa a souc€asna Ziva ptiroda), tak umé-
lIych (laboratorni i primyslova syntéza). V této souvislosti
budou zminény vSechny zndmé, vyznamné reakce a pro-
cesy vedouci k 1dtkdm s adamantanovym skeletem.

2. Ropa

Jak jiZ bylo zminéno, adamantan se poprvé podafilo izo-
lovat z hodoninské ropy!. Jak uZ to byva, neslo v po¢itcich
o cileny proces, ale o komplikaci pii frak¢ni destilaci ropy,
kdy v predloze kondenzovala pevnd latka o velmi vysokém
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bodu tani. Poté co byla identifikovdna jako adamantan, byl
tento uhlovodik separovan z ropnych podild, zpocatku opa-
kovanou frak¢ni destilaci ropného podilu destilujiciho
s vodni parou, pozdéji extrakeni krystalizaci s thiomocovi-
nou?. Jakkoliv byly tyto metody elegantni, nikdy neposkyto-
valy pili§ vyznamnd mnoZstvi adamantanu, nebot jeho kon-
centrace v hodoninské ropé€ dosahuje pouze 0,02-0,03 %. Na
dokresleni, pro ziskdni 200 g adamantanu bylo nutné zpraco-
vat 66 kg ropné frakce vydestilované s vodni parou. Je tedy
snadno pochopitelné, Ze izolace z ropy slouzila jako zdroj
adamantanu jen do objevu efektivnich cilenych syntetickych
metod.

V ropé byla detekoviana celd fada dalSich latek obsahuji-
cich ve své struktuie adamantanovy skelet. Hojné jsou zastou-
peny methyl- a ethyladamantany nesouci aZ &ty alkyly?. Mezi
dalsi zajimavé struktury izolované z ropy bezesporu patfi dia-
mantan a 2.8-ethylenadamantan®. Z vyssich homologti ada-
mantanu byly v kondenzitu, ziskaném pifi jiméani zemniho
plynu z velmi hlubokych vrti (~ 6800 m) na americkych nale-
ziStich v Mexickém zdlivu, identifikovany dokonce triaman-
tan, anti-tetramantan, neo-pentamantan a jeden bliZe neuceny
isomer hexamantanu™> (obrdzek 1) (nazvoslovi polymantand,

1-ethyladamantan

1-methyladamantan

2-ethyladamantan
2-methyladamantan

2,4-ethylenadamantan
1,3,5,7-tetramethyadamantan

diamantan

triamantan
anti-tetramantan

neo-pentamantan

Obr. 1. Nékteré z derivati adamantanu, jejichZz piitomnost
v ropé je prokazana
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cit.%). MnoZstvi zminénych uhlovodiki jsou vSak velmi mald
a smési natolik komplikované, Ze separace jednotlivych sloZzek
je aZ na vyjimky prakticky nemoZna.

Velmi zajimavd otazka, jak se adamantan a jeho deri-
vaty v ropé ocitly, zlstdva navzdory dlouhé dobé uplynulé
od prvotniho objevu stile nezodpovézena. Je mozné a prav-
dépodobné, Ze ke vzniku adamantanovych struktur doslo
b&hem dlouhého geotermalniho procesu formovéni ropy. Za
podminek, které pii tomto d&ji mohly panovat — teplota aZ
230 °C a tlak vétsi neZ 69 MPa — dochézelo k preméné pu-
vodniho organického materidlu na soubor rozvétvenych
uhlovodiki a ddle na adamantan (schéma 1). Tyto reakce by

t ~ 100 - 200 °C

p > 69 MPa
,.Kyselé” horniny

Zbytky fas a vodnich rostlin

Rozvétvené uhlovodiky » Tricykloalkany

Schéma 1

mohly byt katalyzovdny horninami, které maji charakter
Lewisovych kyselin, napf. hlinitokfemicitany a kiemici-
tany. V této souvislosti Landa’ prokdzal, Ze zbytek po sepa-
raci adamantanu poskytuje reakci s chloridem hlinitym
dalsi podil adamantanu.

ProtoZe organicky materidl neobsahuje Zddné vhodné
polycyklické uhlovodiky, které by mohly sledem pfesmyku
poskytovat vy$si polymantany, musi existovat jiné cesta ve-
douci k témto uhlovodikiim, vyskytujicim se v ropé€. Tako-
vou moznosti by mohla byt pfirodni obdoba syntetické me-
tody, kterou Burns jako prvni pripravil anti-tetramantan®.
Zakladni skelet adamantanu ¢i diamantanu je alkylovan za
katalyzy jilovymi horninami a takto ziskany uhlovodik pre-
smykuje na vy$$i homolog adamantanu (schéma 2).

Schéma2.a-R!'=R?=H,R®*=CH;b-R*=H, R =R! =
=CH;c-R*=H,R' =R?=C,H;d-R!'=H,R*=R3=C,H,

—p—
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Jinou zcela odli§nou moznost navrhli na zakladé svych
experimentfl Uskov a spol.?, ktefi podrobili komer¢ni o-le-
cithin stfidavé UV-indukované polymerizaci a oxidaci
vzdusnym kyslikem za vzniku produkti, jejichZ pfeménu
na adamantan znizorfiuje schéma 3. Zpracovéani vysledné
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Schéma 3

smési metodou GC-MS ukdzalo mezi osmdesdti latkami
pfitomnost ¢tyf derivatl adamantanu.

Vzhledem k tomu, Ze se lipidy vyskytuji v Zivych orga-
nizmech ve velkém mnoZstvi, je tato jejich prokdzana
-aerobni* transformace na adamantan principidln€ odli$nou
alternativou k dfive jiZz zminéné moZnosti. Takto vSak ne-
vznikd samotny adamantan, alespoii se to zatim nepodafilo
prokazat, zato vznikaji neobvyklé adamantany substituo-
vané a7z osmiuhlikovymi postrannimi fetézci. Nicméné na-
sledné hydrotermalni degradacni procesy zahrnujici re-
dukce a dealkylace mohou vést k adamantanu. Navic je pro-
k4zan vyskyt adamantanu i v ropé, kterd vznikala na bazic-
kém uhli¢itanovém podloZi'?, takZe zde nemohlo dochdzet
k obvyklym pfesmykim vyZadujicim pro sviij prib¢h Le-
wisovy kyseliny.

Je zajimavé, Ze adamantany substituované uhlovodiko-
vymi zbytky delSimi nez ethyl se v ropé€ nevyskytuji, ales-
poil ne v detekovatelnych mnoZstvich. To vSak nesouhlasi
s predpokladem nutné pfitomnosti C4-zbytkd pro tvorbu
vyS8ich polymantant. Prave tyto adamantany substituované
a7 oktylem viak byly detekovany Uskovem?, ktery vycha-
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COOCH, COOCH, kal derivat /1, ale produktem byl spiSe IV, ktery zjevné nemohl

reagovat ocekdvanym zptsobem s dijodmethanem.
M’i Prvni dsp&nou syntézu adamantanového skeletu pak
H,co0C COOCH, COOCH3 pul?likoval Bottger v roce 1?37, kdy vySel pfimo z Meer—
weinova esteru a reakci s dibrommethanem v alkalickém

H,CO0C e Ao . . .
prostiedi ziskal odekdvany substituovany adamantan'2, jak
ukazuje prvni reakce schématu 5.

CH3°'A/(;H3°H CH,, Nesubstituovany adamantan byl posléze piipraven Prelo-
Na gem a Seiwerthem!3. Za podminek i) ve schématu 6, ziskali
0,3 % vytézku adamantanu. Ani jiné metody pievedeni ada-
COOCH, mantan-1,3-dikarboxylové kyseliny na adamantan ii) a iii)
nepfinesly vyrazné zvySeni vyt€Zku. Z klasickych metod je
H,CO0C pak z hlediska vytézku adamantanu nejvyhodnéjsi zptisob
coocH zobrazeny ve schématu 5 (cit.'4). Meerweintiv ester byl jiz
H,co0C ®  zmiflovanou reakci s dibrommethanem pieveden na derivat
adamantanu. Hydrogenace a nasledné ptisobeni chloridu fos-
Schéma 4 fore¢ného vedlo k pfeméné dioxoderivatu na dichlorderivit,
ktery poskytl po reakci s vodikem a alkalické hydrolyze ada-
COOCH, COOCH, mantan-1,3,5,7-tetrakarboxylovou kyselinu. Analogicky tet-
o rabromadamantan ziskany po reakci s oxidem stfibrnym
CH,Br, a bromem byl v kone¢ném stupni pfeveden na adamantan
NaOH opét reakci s vodikem. OvSem ani zde nebyl vytéZek ada-
H,cooC H,C! 00C P yb vy
: COOCH, ’ COOCH mantanu o mnoho vy$§i — pouhych 6,5 %. Z uvedenych udaji
H,CO0C o H,CO0C
1) H, / Pt
2P, COOCH, COOCH,
o) O,
COOCH, CH,Br,
COOH
Cl Na
DR,/ N COOCH, COOCH,
«———— H,COOC
HOOG 2OH/HO - COOCH, I o m ©
COOH Hcooc |
HOOC 1) N,H, / NaOCH,
1) Ag,0 2)OH”
2) Br,, CCl, )
COOH
H /' Ni
i Cu, AT
celkow wtézek 6,5 % CooH
Schéma 5 . i 1) SOC|2
H, / Ni n AN
2 1) Ag,0 ) NH,
zel z lipida. TakZe, jakym zpisobem se adamantan do ropy 2) Br,, CCl,
dostal? Br CONH,
3. Klasické syntetické postupy
Br CONH,
e . o " NHCOPh
Prvni nedspéSny pokus o syntézu derivatu adamantanu
uéi.nil Meerwein jiZz v roce 1.922, tedy .jeété pred Landoyfrm PBr, / HBr P:])Crzl;CI)Br
objevem. Vychozi latkou, stejné jako pii nékterych pozdéjsich 2) C
uspésnych pokusech, byl tzv. Meerweintiv ester /, ziskany re-
. . - P < p NHCOPHh
akci formaldehydu s dimethyl-malondtem. Prvni syntéza, zn-
zornéna na schématu 4, nevedla k oCekdvanému derivatu ada-
mantanu /I] pravdépodobné proto, Ze v prvnim stupni nevzni- Schéma 6. Celkové vyt&€zky; i 0,3 %, ii 1,5 %, iii 3,1 %
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je zfejmd nevhodnost uvedenych metod pro béZnou labora-
torni syntézu adamantanu, natoZ pro primyslovou produkci.
Jejich vyznam vSak spocival piedev$im v tom, Ze poskytly
autenticky vzorek adamantanu pro srovndni a definitivni
identifikaci adamantanu izolovaného z ropy.

COOCH,
o AcOH/HCI  ©
—_——
H,CO0C COOCH,
H,CO0C o ‘ o
| v
0, COOC,H, Me, N _~
-
H Br,CHCOOC,H, 4
o vi NMe,
N,H,/OH "
1) CH,l, / CHCI,
2H'/H,0
COOH o}
@ p o
o
Schéma 7
CH,Br
CH,
CH, Br,
Br
Vil
3M-H,SO, CH,
@\ OH
CH, CH,
CH, CH
7 H', H,0 :
_
OH
H", CH,CN
3
CH,
N CH,
Schéma 8 H

—p—
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Dal3i nesporny vyznam téchto klasickych chemickych
postupil spo¢ivd v moZnosti pripravit jinak nedostupné de-
rivaty adamantanu (schéma 7). Tak napfiklad dekarboxy-
lace Meerweinova esteru v kyselém prostiedi vede ke
vzniku diketonu V, ktery po pfevedeni na enamin VI posky-
tuje s vhodnymi elektrofilnimi Cinidly derivity adaman-
tanu. Reakci s ethyl-dibromacetitem a néslednou redukci
hydrazinem je moZné pfipravit adamantan-2-karboxylovou
kyselinu'>. Pro celou fadu 2,6-disubstituovanych derivatii
adamantanu je pak klicovym meziproduktem adamantan-
-2,6-dion dostupny reakci enaminu VI s dijodmethanem!©.

12h
Vil IX

Schéma 9

Zajimavou moZnost syntézy adamantanového skeletu
predstavuji takzvané transannuldrni cykliza¢ni reakce
vychdzejici z 3,7-dimethylidenbicyklo[3.3.1]nonanu VII
(schéma 8), nebo podobnych sloucenin s exocyklickymi dvoj-
nymi vazbami v patficnych pozicich. Tak napfiklad VII
(schéma 8) reaguje s bromem za vzniku 3-brom-1-(brom-
methyl)adamantanu!” nebo se zfedénou kyselinou sirovou za
vzniku 3-methyladamantan-1-olu (cit.'®). Ke vzniku adaman-
tanu dochézi po ataku elektrofilni ¢astice (H*, Br*) na jednu
z dvojnych vazeb, kdy se prfechodné vznikly karbokation sta-
bilizuje interakci s druhym m-systémem a takto vznikly kar-
bokation zanika reakci s pfitomnym nukleofilem (Br-, H,O).
Obdobné reakce potvrzujici uvedeny mechanismus lze pozo-
rovat rovn&Z na allenovém systému'® (schéma 8).

4. Presmyky

V predchozich odstavcich byla zminéna celd fada po-
stupt a reakci vedoucich k adamantanu. Zadna z nich vSak
neposkytuje uspokojivy vytéZek a nelze je tedy dlouhodobé
vyuZivat jako zdroj adamantanu.

Mezi strukturami o sumdrnim vzorci C,,H 4 je pravé
adamantan latkou o nejniz§i energii. Z tohoto divodu je
mozné vyuZit pro pfipravu adamantanu pfesmykii vhod-
nych vychozich latek, které musi dfive ¢i pozdéji skoncit
v energetickém minimu adamantanu. Prvni takova reakce
byla publikovana v roce 1957 Schleyerem?’, ktery podrobil
hydrogenaci dicyklopentadien VIII vznikajici velmi snadno
dimeraci cyklopentadienu a ziskany tetrahydrodicyklopen-
tadien IX zahfival pod refluxem pfes noc s 10 % chloridu
hlinitého (schéma 9). Presnéji feCeno, adamantan byl pouze
vedlejSim produktem pfti studiu endo- exo- isomerizace IX
a byl autorem z reakéni smési odstraiiovan jako nezidouci
a komplikujici pfimés. Teprve pozdéji byla tato latka iden-
tifikovana jako adamantan. VytéZek takto provedené reakce
se pohybuje v rozmezi 15-20 %. Pokud se namisto samot-
ného AICl, pouZije AICl; + HCI (cit.2!) nebo HF-BF,
(cit.22), 1ze dosshnout vytéZkii 40 % nebo 30 %. Reakce po-

o
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Schéma 10. V zivorkach jsou uvedena slu¢ovaci tepla v kJ.mol!
spocitand semiempirickou metodou AM1. Cerna tecka oznaCuje
vZdy jeden konkrétni atom uhliku a jeho polohu po pfesmyku.

dle schématu 9, vyuZivajici pro katalyzu pouze chlorid hli-
nity, se stala pro svou jednoduchost nejvyznamnéjSim ko-
merénim zdrojem adamantanu, prestoZe vytéZky nepiesa-
huji zmin&nych 20 %. V Ceské republice je takto vyrabé&n
v podniku Pliva — Lachema a.s.. Pod tlakem rostoucich na-
roki na chemické vyroby ve smyslu ochrany Zivotniho pro-
stiedi je snaha eliminovat znacné mnoZstvi nepifjemnych
odpadu pfi pouZiti AlCl;. V poslednim desetileti se zkoumd
vyuZiti recyklovatelnych zeolitovych katalyzator( isomeri-
zace?>24, Tyto materidly se zna¢né podobaji p¥irodnim,
a tak to, Ze isomerizace IX na adamantan zde probihd s pfi-
blizn€ stejnymi vyt€zky jako v pfipadé AlCl,, Ize povaZo-
vat za argument ve prospéch geotermdlni teorie vzniku ada-
mantanu v ropé.

Na adamantan vSak izomerizuje, ve vytéZcich od 22 %
aZ po prakticky kvantitativni, pestra paleta uhlovodiki o su-
mérnim vzorci C, H,4 (cit.?>?6). Adamantan, jak jiZ bylo
zminéno, totiZ predstavuje energetické minimum na hy-
perploSe potencidlni energie, coZ na schématu 10 dokumen-
tuji slucovaci tepla uvedend u pfislusné struktury (vypoci-
tand semiempirickou metodou AM1). Schleyer?” podrobil
reakci s AICl; fadu pfirodnich litek a pokazdé obdrzel ur-
Cité procento substituovanych adamantanii. Tak napiiklad
skvalen poskytuje po 90 hodindch 5 % (hmotnostné na
mnoZstvi vychozi 1atky) derivat adamantanu, kyselina abi-
etova po 75 hodinich 2 %, kamfen po 53 hodinich 9 %,
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Obr. 3. Struktury derivati adamantanu a homoadamantanu
izolované z rostlin ¢eledi Guttiferae

cholesterol po 75 hodindch 11 % a cedren po 66 hodinich
dokonce 44 %. Je zajimavé, Ze ani v jednom pfipadé nebyla
zjisténa pfitomnost samotného adamantanu, zato reakcni
smés zpravidla obsahovala celou fadu riiznych methyl- a et-
hyladamantani. Tyto experimenty tedy prokézaly, Ze deri-
vaty adamantanu mohou za katalyzy Lewisovymi kyseli-
nami vznikat z béZnych rostlinnych metabolitl.

o
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5. Soucasna ziva priroda

Adamantanové struktury, pomineme-li diamant a ostatni
minerdly se stejnym strukturnim motivem, nejsou v Zivé
pfirod€ nikterak hojné, nicméné nelze fici, Ze se nevysky-
tuji. Znamy toxin ryb rodu Fugu tetrodotoxin nebo velmi
podobny chirikvitoxin z Zab rodu Atelopus jsou vlastné sub-
stituované heteroadamantany, presné derivaty 2,4-dioxaa-
damantanu (obrizek 2). RovnéZ mezi alkaloidy muZeme
nalézt zastupce s adamantanovym skeletem, pfesné dafne-
sominy, derivity l-azaadamantanu, které byly izolovany
z listt asijské rostliny Daphniphyllum humile® (obrazek 2).

Doneddvna se soudilo, Ze Zivé organismy neuméji syn-
tetizovat derivity adamantanu a Ze jeho plivod je Cisté abi-
oticky. S konec¢nou platnosti byl vSak tento ndzor v druhé
poloviné devadesatych let minulého stoleti vyvracen, kdyZ
se podafilo izolovat a identifikovat nékteré GCinné latky
rostlin z Celedi Guttiferae, jeZ jsou pravé derivaty adaman-
tanu. Jako prvni byl izolovan z rostliny Clusia plukenetii
rostouci na Malych Antilach plukenetion A (cit.2) a pozdéji
z ¢inské trezalky Hipericum sampsonii sampsonion I a sam-
psonion T (cit.30, obrdzek 3). Navic tyto rostliny obsahuji
i derivaty homoadamantanu3!-32, jako napfiklad sampso-
nion D. Zda se, Ze obsah sekundirnich metaboliti s ada-
mantanovou strukturou je spole¢ny celé Celedi a pro dalsi
vyzkum se nabizi moZnost prokdzat jejich pfitomnost
i v naSich tfezalkdch. Tato oblast vyzkumu by mohla mit
velky vyznam, spojime-li si prokdzané antivirové ucinky
tiezalkovych vytazki s rovnéZ zndmym virostatickym acin-
kem nékterych jednoduchych aminoadamantani. Nabizi se
zde moZnost objevu novych vyznamnych biologicky ucin-
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nych latek. Vychozi latkou pfi biosyntéze adamantanového
skeletu (schéma 11) je pravdépodobné znamy rostlinny me-
tabolit 2,4,6-trihydroxybenzofenon. C-Alkylace geranyl-di-
fosfatem a 3,3-dimethylallyl-difosfatem pak vede ke vzniku
intermediatu X, ktery se méni soucasné s dalsi alkylaci 3,3-
dimethylallyl-difosfitem na bicyklo[3.3.1]nonatrion XI.
Niésleduje hydroxylace v allylové poloze a intramolekuldrni
cyklizace, kdy vznikd adamantanovy skelet. Zndme-li tedy
schopnost rostlin syntetizovat derivaty adamantanu, je na-
snadé€ dalsi hypotéza o pivodu adamantanu v ropé. Deri-
vaty adamantanu mohly byt pfitomny uZ v plivodnim orga-
nickém materidlu a béhem procesu vzniku ropy doslo
k ,,0¢isténi“ adamantanového skeletu, a tak ke vzniku ada-
mantanu. Pfitomnost vy§8ich homologh se vSak takto vy-
svétlit neda, nebot vyskyt odpovidajicich latek nebyl v Zivé
pfirodé dosud popsdn a je ostatné velmi mdlo pravdépo-
dobny. Pro tyto latky tedy ziejmé ziistdva jedinou moZnosti
vySe popisovani cesta vychézejici z adamantanu.

6. Zavér

Poprvé byl adamantan izolovén z ropy, nicméné takto se
jiZz neziskava, nebot jeho vyskyt je omezen pouze na né-
které ropy a i v nich je obsah pfili§ nizky. Zanedlouho po
prvotnim objevu byly deriviaty adamantanu piipraveny
i uméle, klasickymi syntetickymi postupy. Bylo vyzkou-
Seno nékolik postupli vedoucich k samotnému adamantanu,
ale pro velmi malé vytézky jsou tyto metody nevhodné pro
syntézu adamantanu ve vétSich mnoZstvich. Vzhledem
k tomu, Ze adamantan je struktura C, H, ; 0 minimélni ener-
gii, 1ze pro pfipravu adamantanu a jeho derivatl s uspéchem
vyuzit presmykl katalyzovanych Lewisovymi kyselinami.
Proces zaloZeny na isomerizaci tetrahydrodicyklopentadi-
enu chloridem hlinitym je v soucasnosti nejvice vyuZiva-
nym primyslovym zdrojem adamantanu. Dal$i derivaty se
ziskavaji jeho néslednou derivatizaci. Vysoce substituované
derivaty adamantanu se rovnéZ vyskytuji v soucasné Zivé
ptirod€. Dosud byly prokazény v zastupcich dvou rodd
z Celedi Guttiferae (kam se fadi i naSe tfezalky).

Co se ty¢e pivodu adamantanu v ropé, nabizi se hned
nékolik vysvétleni, pficemZ je velmi malo pravdépodobné
uplatnéni analogie nékterého klasického postupu.

a) Velmi pestrou paletu latek (od cyklohexanu po skva-
len) Ize isomerizovat na adamantan ¢i jeho derivaty plisobe-
nim Lewisovych kyselin. Je tedy moZné, Ze adamantan
vznikl isomerizaci vhodnych prekurzorii biologického pu-
vodu za pfispéni napfiklad silikdtovych hornin. Takto se vSak
nepodafilo prokédzat vznik adamantant s del$im postrannim
fetézcem neZ dvouuhlikovym. Aby vSak mohly vznikat vyS$si
polymantany, jejichZ pfitomnost je prokdzana v kondenzétu
ziskaném pfi jimani zemniho plynu v nékterych americkych
naleziStich, je pfedpokladanym nutnym mezistupném ada-
mantanovy skelet substituovany alesponi C4-zbytkem.

b) Takové latky byly nalezeny v reak¢ni smési poté, co
byly b&€Zné lipidy podrobeny stfidavé oxidaci a polymeri-
zaci. JelikoZ jsou lipidy velmi roz§ifenou slozkou Zivych
organizmi, je moZné, Ze nékteré derivity adamantanu

o
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vznikly pravé touto cestou za pfitomnosti kysliku a slune¢-
niho svétla a teprve potom doSlo k procesiim, kterymi
vznikla dne$ni ropa. CoZz ovSem nevyluCuje participaci
i prvni moZnosti.

¢) Zatim posledni moZnost zvaZuje pfitomnost derivata
adamantanu jiZ v organickém materialu, pfi¢emz se béhem
dlouhého geotermdlniho procesu vzniku ropy zkratily po-
stranni fetézce. ProtoZe vSak pro naSe experimenty nemdme
k dispozici obdobnou ¢asovou Skalu jako pfiroda, ziistiva
jednoznacnd a definitivni odpovéd nedosaZiteln4.
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R. Vicha and M. Potacek (Department of Organic
Chemistry, Faculty of Science , Masaryk University, Brno):
Where Adamantane Grows

Adamantane was discovered 70 years ago in the crude
oil from Hodonin (Czech Republic). Later on, a number of
hydrocarbons with adamantane skeleton, from simple alkyl
derivatives to polymantanes, were identified in crude oil. In
animated nature, adamantane derivatives were found in
some plants of the Guttiferae family. Adamantane is acces-
sible by classic synthetic procedures and/or acid-catalyzed
rearrangements of appropriate precursors. Possible ways of
formation of adamantane and its derivatives in crude oil are
compiled.
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UNIKATNE LIPIDY A STRUKTURY MEMBRAN ARCHAEBAKTERII
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1. Uvod

Biologické membrany st predmetom velkého zaujmu
badatelov, nakolko st s nimi Gzko spdté mnohé, Zivotne
dolezité procesy, ako je transport latok, transformécia ener-
gie, reguldcia metabolizmu, koordinicia biologickych pro-

cesov ¢i bunkovi diferenciacia.

Pocas evoldcie sa kazdy Zivy systém vyvijal a prispdso-
boval zmendm a existencii v novom prostredi. Aj v pripade
bunkovych membran dochédzalo pocas tohto procesu nie-
len k velkym Struktirnym zmendm, ale i vyznamnym zme-

nam ich funkcie.

ViditeIné znaky prisposobenia sa organizmu nehostin-
nym a ¢asto extrémnym podmienkam prostredia mozno do-
teraz pozorovat u organizmov, ktoré patrili k jednym z pr-
vych obyvatelov Zeme, u Archaea (archaebaktérie).
Extrémne teploty a hodnoty pH, vysoka koncentricia soli ¢i
striktnd anaerobi6za boli nesporne dovodom toho, Ze tieto
najstarSie prezivajice organizmy su vybavené nezvycaj-
nymi komponentami a jedine¢nymi biologickymi procesmi.
Na zédklade tychto Specifickych vlastnosti, Woese a Fox
v roku 1977 zaradili Archaea k tretej, samostatnej risi, od-

.....
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tvoria predstavitelia troch zakladnych fenotypickych sku-
pin: halofily, metanogénne baktérie a termoacidofily. Ich
vyznamnym spoloénym menovatelom je, Ze sa nachadzaju
v extrémnych ekologickych podmienkach?.

Jednym z najdoleZitejSich biochemickych rysov Ar-
chaea je okrem iného, aj unikdtne lipidické zloZenie
a z toho odvodend Specifickd Struktira membrény, ¢o tiez
slazi ako prioritny taxonomicky znak tejto skupiny mikro-
organizmoyv.

Stidium archaebakteridlnych membran otvdra nové,
fascinujtce a doposial nevyrieSené problémy membranol6-
gie. Je mozné predpokladat, Ze zavedenie metéd molekulo-
vej bioldgie, ktoré zatial v Archaea nie st uspokojivo apli-
kovatelné, prinesie mnohé vyznamné objavy z teoretického,
ale i praktického hladiska.

2. Chemické zlozenie membran

Zéakladnymi zloZkami vSetkych bunkovych membran sa
molekuly bielkovin a lipidov. Mnohé membriny obsahuju
menSie mnoZstvo sacharidov vo forme glykoproteinov
a glykolipidov a urcity podiel sterolov a inych zloZiek lipi-
dickych vlastnosti’.

Archaebakteridlne membrany sa vyrazne odliSuja od
membran baktérii aj eukaryotov, a to nielen zloZenim a fy-
zikdlno-chemickymi vlastnostami jednotlivych zloziek, ale
aj ich vzdjomnym usporiadanim. Jedinecné membranové li-
pidy prispievajid Archaea k mozZnosti existovat v extrém-
nych podmienkach.

2.1. Membranové lipidy

Podstatnt Cast lipidov, nachiddzajicich sa v biomembra-
nach eukaryotov, tvoria fosfoglyceridy, sfingofosfolipidy
(klasifikované ako fosfolipidy) a cholesterol. U fosfoglyce-
ridov je hydrofébna cCast tvorend mastnymi kyselinami
s roznou diZkou retazca a stupfiom nasytenia, naviazanymi
esterovou vizbou na glycerol. U sfingofosfolipidov je gly-
cerol nahradeny sfingozinom. R6zne membréany sa liSia za-
stipenim jednotlivych amfifilnych lipidov, ako aj ich po-
merom k lipidom neutralnym?3-3.

Zékladné rozdiely medzi lipidickym zloZenim mem-
bran u baktérii, eukaryotov a u Archaea mozno zhrnit
nasledovne:

1. Rozdielny charakter uhlovodikovych retazcov. Kym
baktérie a eukaryoty obsahuji mastné kyseliny s roz-
nym stupfiom nasytenia, u Archaea nachddzame silne
metylované izoprenoidné refazce.

2. Rozdielny charakter vdazby medzi glycerolom a mast-
nymi Kkyselinami resp. izoprenoidnymi refazcami.
U baktérii a eukaryotov sa jednd o esterovi vizbu
(-CH,-OCOR), u Archaea o €terovi vizbu (-CH,OR).
Vynimku tvoria plazmalogény u eukaryotov, kde sa tiez
vyskytuje éterova vizba.

o
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3. DalSou zvlastnostou u Archaea je to, Ze izoprenoidy su
vo fosfolipidoch membran viazané v poziciach sn-2,3
na fosfoglycerolovu kostru, zatial ¢o u baktérii a euka-
ryotov si mastné kyseliny viazané na fosfoglycerolovui
kostru fosfolipidov v poziciach sn-1,2.

4. Z hladiska Struktiry membriny je pozoruhodné, Ze
u Archaea sa zistila pritomnost tetraéterovych lipidov
typu 2,2’,3,3’-tetra-O-bisfytandiyl-sn-diglycerol. Po-
drobnosti budi uvedené dalej.

Pritomnost éterovych lipidov v membranach extrém-
nych halofilov bola objavend v roku 1978 (Kates a spol.
identifikovali glycerol-diéterové lipidy u Halobacterium
cutirubrum)’. Neskor sa ukdzalo, Ze unikatnost archaebak-
teridlnych lipidov je jednym z faktorov, ktoré umoZziuju za-
radenie tychto organizmov do samostatnej riSe. Analyza po-
larnych lipidov sa stala beZne pouZivanou metédou pri kla-
sifikdcii a druhovom zatriedeni novych izoldtov archaebak-
térifs.

80-95 % membranovych lipidov archaebaktérii tvoria
poldrne éterové lipidy a 5 — 20 % neutralne skvalény (Cy)

a iné izoprenoidy”.

2.1.1. Poldrne membrdnové lipidy

Poléarne archaebakteridlne lipidy pozostavaja z glycerol-
éterovej Casti, na ktorti st naviazané polarne ,hlavicky*.

a b
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Obr. 1. Membranové lipidy archaebaktérii. a) fytanyl-diéter,
b) bifytanyl-diéter (makrocyklicky),c) fytanyl/sesterterpanyl-diéter,
d) bifytanyl/fytanyl/fytanyl/diglycerol-tetraéter, e) bisfytandiyl/di-
glycerol-tetraéter, f) bisfytandiyl/nonitolglycerol-tetraéter!!
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Tieto sd tvorené organickymi fosfitovymi estermi alebo
sacharidovymi zvySkami, podobné baktéridm a eukaryo-
tom.

Na zéklade éterovych ,,chvostikov* rozozndvame u ar-
chaebaktérii tzv. archaeolové a caldarchaeolové lipidy (da-
lej diéterové a tetraéterové lipidy)°.

Diéterové lipidy predstavuji Cy,,-diétery (ide o 2,3-
-di-O-difytanyl-sn-glycerol, oznacované tieZ D), v ktorych
st dva uhlovodikové retazce éterovou védzbou viazané na
glycerol v polohe sn-2,31%:11 (obr. 1a). Extrémne halofily
obsahuji okrem C,,,,-diéterov aj variabilné mnoZstva
Czoyzs-diéterov (obr. 1¢) a C25’25-diéter0V”. V membranach
metanogénov Methanococcus jannaschii sa dokdzala mak-
rocyklickd forma diéterovych lipidov!! (obr. 1b). Charakte-
ristickou Crtou niektorych metanogénov je i vyskyt hydro-
xylovanych diéterov, v ktorych je na 3 uhliku sn-2 alebo
sn-3 alkylového retazca naviazana OH skupina!®.

Tetraéterové  lipidy predstavuju  C, 4o-tetraétery
(2,2’,3,3-tetra-O-bisfytandiyl-sn-diglycerol, oznaCované Ty).
Je to jedine¢né forma lipidov, ktorej existencia bola doka-
zand len u archaebaktérii. Tetraéterové lipidy st diméry,
ktoré vznikaji kondenziciou dvoch diéterovych lipidov
cerolu spojené 40-uhlikovymi bisfytandiylovymi retazcami
(obr. 1e). Vo vSeobecnosti ich mozno ndjst u termoacidofi-
lov, extrémnych termofilov a metanogénov. Doposial ne-

HO JY\/\(\/Y\/Y\)\/\)\/\NWOH } metanogény
HO %\A/\/‘v*
OH

thermoplasma
HOW
%OH
HO
> sulfolobus
HO OH
OH

Obr. 2. Struktira bifytanylovych retazcov tetraéterovych lipi-
dov a ich distribicia v ramci Archaea. Termofilné archaebakté-
rie rodov Sulfolobus a Thermoplasma mdZu v retazci obsahovat
1 aZ 4 cyklopentdnové kruhy?

boli dokdzané u extrémnych halofilov. U niektorych
Archaea sa v malych mnoZstvach vyskytuju aj tetraétery,
ktoré obsahuju jeden C,, fytanylovy retazec a dva C,, fyta-
nylové retazce, u ktorych nedoslo ku kondenzicii a nevy-
tvorili druhy C, retazec!! (obr. 1d). Specifikom termoaci-
dofilov rodu Sulfolobus je vyskyt nonitolglycerol-tetraéte-
rov s 9-uhlikovym alkoholom nonitolom, ktory nahradza
jednu molekulu glycerolu v $truktire tetraéteru'! (obr. 1f).
Typickou vlastnostou termofilov je pritomnost 1 aZ 4 cyk-
lopent4novych kruhov v bifytanylovych retazcoch? (obr. 2).

o
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2.1.2. Neutrdlne lipidické komponenty
membrdn

Dalsie vyzndmné zloZky membrin predstavuji neu-
tralne lipidy, ktoré st u eukaryotov reprezentované hlavne
sterolmi.

KedZe membrany prokaryotickych buniek neobsahuji
steroly, predpoklada sa, Ze u prokaryotov sa v dosledku ne-
pritomnosti kyslika v atmosfére, evolucia sterolov zastavila
na urovni skvalénu. Prokaryotické bunky si vSak aj za ana-
erobnych podmienok dokazali zo skvalénu nasyntetizovat
Struktirne a funk¢né ekvivalenty sterolov, tzv. hopanoidy.
Hopanoidy su, podobne ako steroly, pitcyklické uhlovodiky
s roznym poctom nasubstituovanych OH skupin. Doké4zalo
sa, Ze sa vo zvySenej miere vyskytuji najmi u acidofilov
a v membranach tvoriacich velky proténovy elektroche-
micky gradient?.

Neutrélne lipidy Archaea su zastipené najméd C, izo-
prenoidmi (skvalénmi), ale aj inymi izoprenoidnymi uhlo-
vodikmi. Archaebakteridlne neutrdlne lipidy, ale aj fytany-
lové retazce ich poldrnych lipidov, maji v podstate rovnaky
izoprénovy Struktirny zéklad, ako eukaryotické steroly ¢i
prokaryotické hopanoidy. Predpokladd sa, Ze tieto latky
maji v membrinach Archaea podobnt funkciu, ako steroly
v membranach eukaryotov a hopanoidy v membranach pro-
karyotov!!12,

2.2. Membrinové proteiny

Membranové proteiny maji okrem Struktdrnej, aj
mnohé Specifické enzymatické funkcie v transporte latok
cez membrdnu, ale i vo vnitri bunky, v prenose informacie
prostrednictvom receptorov a iné. Zda sa pravdepodobné,
Ze variabilite membriny archaebaktérii v zloZeni lipidov
zodpovedad aj variabilita v zloZeni proteinov. V tejto stvis-
losti si zaujimavé najmi proteiny, ktoré sa podielaju na
transporte latok cez membrany.

Napriek odliSnej Struktdire lipidov v membrdnach Ar-
chaea, membranové transportné kandly st velmi podobné
bakteridlnym a eukaryotickym. Su tvorené polypeptidovym
retazcom, ktory je v membrane ukotveny pomocou jedného
alebo viacerych transmembranovych tsekov so Struktirou
o-helixu'3,

Vzhladom na fylogenetické postavenie archaebaktérii je
zaujimavd i komplexicita elektron-transportného systému.
Predpokladalo sa totiZto, Ze archaebakteridlne cytochroémy
a respira¢né enzymy by mali mat ovela jednoduchsiu Struk-
turu, ako ich bakteridlne Ci eukaryotické ekvivalenty. Uka-
zalo sa vSak, Ze u viacerych Archaea dochddza ku vzniku
neobvyklych asocidcii medzi cytochromami a inymi respi-
raénymi proteinmi za vzniku tzv. superkomplexov'4-16,

Vplyvom extrémnych Zivotnych podmienok sa pocas
evolucie vytvorili uZ u Archaea viaceré adaptacné
mechanizmy, ktoré zahffiaji i zmeny v charaktere membra-
novych proteinov. Ide hlavne o ovplyvnenie celkového na-
boja proteinu, zmeny v charaktere vizieb v radmci proteinu
ako i interakcii proteinu s inymi molekulami, ¢i zmeny
v procese samotného skladania proteinu!”.
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Doposial nie je tplne objasneny spdsob, akym dokdzu
niektoré extremofilné Archaea predchadzat degradicii ami-
nokyselin, nakolko mnohé z tychto aminokyselin maju za
extrémnych teplot polcas Zivota kratSi, ako je generacnd
doba termofilu. Existuje viacero moznosti; moze ist napr.
o modifikdcie aminokyselin, ktoré brania ich degradicii
(deaminacia, B eliminacia, oxidacia, hydrolyza a iné), dalej
o vyuZivanie Specifickych ochrannych latok, alebo do-
chadza vo zvySenej miere k samotnej syntéze aminokyse-
lin!7.

Membréanové proteiny Archaea st v sticasnosti predme-
tom zdujmu mnohych pracovnych skupin. Ich snahou je
identifikovat spdsob, akym si z ndSho pohladu aj za ex-
trémnych podmienok, archaebakteridlne proteiny dokdZu
udrZiavat svoju stabilitu. Vysledky doterajSich experimen-
tov priniesli niekolko moZnych mechanizmov tohto pri-
spOsobenia sa. Analyzou proteinov niektorych termofilov
sa zistilo, Ze maji zniZeny obsah glycinu a zniZeny pomer
povrchu proteinu k jeho objemu. Dokézalo sa, Ze k zvySe-
niu stability proteinov u termofilov moZe prispiet zvicSenie
mnoZstva slabych interakcii (vodikovych mostikov, i6no-
vych a hydrofébnych vizieb) v rdmci proteinu, obzvIast ale
vytvaranie iénovych parov!8:1%. Mnohé proteiny extrém-

a mensie mnoZstvo zasaditych aminokyselin'$.

Zaujem o tieto skupiny proteinov je jasny, pretoZe po-
znanie ich zloZenia a Struktiry moZe mat vyznamné bio-
technologické aplikacie. Sti¢asné trendy v spoznavani kom-
pletnych gendmovych sekvencii a ich funk¢nd analyza
u Archaea vytvaraji dobré predpoklady na to, aby sa
v ramci komparativnej genomiky a proteomiky dali rozpo-
znat principy veddce k rozdielom medzi membranovymi
proteinmi Archaea, baktérii a eukaryotov. Treba podotknut,
Ze v suCasnosti st naSe znalosti archaebakteridlnych mem-
branovych proteinov len obmedzené.

3. Molekulova organizacia archaebakterialnych
biomembran

Vsetky doposial Studované membrany z eukaryotickych
alebo z prokaryotickych buniek maji v podstate podobné
zloZenie, a su aj velmi podobné v Struktirnej organizacii.

Bunkové membrany st supramolekuldrne Struktury,
ktorych zédkladnou zloZkou je fosfolipidovd dvojvrstva.
Dvojvrstva mé vnuatornd a vonkajSiu stranu, a molekuly li-
pidov sui v nej orientované tak, Ze hydrofébne retazce sme-
ruji do stredu a polarne skupiny na povrch dvojvrstvy. Cast
povrchu pokryvaju periférne proteiny, ktoré sa daji z mem-
brany relativne lahko uvolnit. Integrdlne proteiny mozu byt
ponorené vo fosfolipidovej dvojvrstve rozli¢ne hlboko>.

Jednotlivé Struktirne elementy biologickej membrany
st spolu viazané hydrofobnymi a elektrickymi interakciami
ako aj van der Waalsovymi silami. Navzdjom spolu geome-
tricky a termodynamicky interaguji®. Elektrostatickymi si-
lami sa moZu spolu viazat poldrne skupiny fosfolipidov
s polarnymi skupinami bielkovin, ale rozhodujicou silou,
ktord drzi membranové kontinuum pospolu, je prave hydro-

o



038uboAova 30.1.2004 10:42 Stréanka 78

Chem. Listy 98, 75 — 79 (2004)

fobna vizba, ktord sa vytvara medzi uhlovodikovymi retaz-
cami membréinovych lipidov a transmembranovymi tsekmi
membréanovych protefnov??,

Z tohto hladiska bolo prekvapujice zistenie, Ze mem-
brany Archaea sa chemicky zdsadne odliSuji od membran
prokaryotov a eukaryotov.

Archaea dokdzali prispdsobit zloZenie, ale i Struktiru
membrdny podmienkam vonkajsieho prostredia. Ucelom
bolo udrzanie membréanovej fluidity, ktorej kvapalno-krys-
talicky stav zavisi od teploty, charakteru alkanovych retaz-
cov, pH ¢&i pritomnosti divalentnych iénov2!.

Jedine¢né zloZenie a Struktira lipidov v membranach
Archaea zabezpecuje jej optimalnu funk¢nost.

Diéterové lipidy archaebaktérii su schopné vytvérat
,klasicka* lipidicka dvojvrstvu vdaka interakcidm oproti
sebe orientovanych fytanylovych retazcov.

Di7ka fytanylového retazca je zhodn4 s diZkou refazca
mastnych kyselin u ,klasickych lipidov baktérii a eukary-
otov, a tak i celkova hriibka dvojvrstvy je podobni!%-22,

Zvlastnostou Archaea je vS§ak membréina zloZend z tet-
raéterovych lipidov, pripadne zo zmesi diéterovych a tetra-
éterovych lipidov. Lipid zloZeny z diglyceroltetraéteru méa
dve polarne skupiny a aj svojou diZkou spiiia predpoklady
na to, aby prestiipil archaebakteridlnu membranu po celej
jej hrubke, a tak dokdzal nahradit obe polovice ,klasickej*
lipidickej dvojvrstvy. Tento zaujimavy fakt bol zdkladom
fyzikélno-chemickych experimentov, ktoré potvrdili, Ze
v pritomnosti tetraéterov mdZe archaebakteridlna mem-
brana existovat vo forme ,,monovrstvy*“. Monovrstva je tvo-
rené tetraéterom, ktorého dve poldrne skupiny nachadza-
juce sa oproti sebe, vytvdraji dve opacné strany mem-
brany!%22, U metanogénov a termoacidofilov, u ktorych s
membrénové lipidy tvorené zmesou diéterov a tetraéterov,
sa mOZe aj membriana nachidzat vo forme zmesi mono-
vrstvy a dvojvrstvy0,

4. Vplyv zloZenia membran na ich funkciu

Alkylova éterova Struktira doddva stabilitu lipidom
v prostredi s extrémnymi hodnotami pH. Netypickd konfi-
gurdcia zvySuje rezistenciu lipidov vo&i fosfolipizam?3.
Tetraéterové lipidy svojim usporiadanim v membréine ov-
plyviiuji pohyb menSich susediacich molekul a pdsobia i na
celkovii vertikdlnu stabilitu dvojvrstvy?*.

Optimdlnou rastovou teplotou zna¢ného mnoZstva Ar-
chaea organizmov je teplota vicSia ako 45 °C. Predpoklada
sa, Ze kvapalno-krystalicky stav membrany v prostredi s vy-
sokymi teplotami poméhaja udrZiavat aj rozvetvené izopre-
noidné retazce diéterovych a tetraéterovych lipidov. Rast
v prostredi s vysokymi teplotami vyZaduje nielen tepelni
stabilitu enzymov a inych makromolekul, ale aj urcité ob-
medzenia v membranovej permeabilite. Pri vysokych teplo-
tach sa vo vSeobecnosti zvySuje rychlost chemickych reak-
cii. To sa tyka aj pohybu iénov cez membrany. Ak spriaha-
juci (coupling) i6n (protén alebo sodny i6n) neSpecificky
difunduje prili§ rychlo, organizmus si nie je schopny vytvo-
rit adekvétny elektrochemicky gradient tohto i6nu cez
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membréinu, ktory je doleZity z bioenergetického hladiska.
V membrénach, zloZenych z tetraéterovych lipidov, je pro-
ténovd permeabilita limitovand, ¢o umoZiiuje termofilnym
Archaea udrZiavat stabilni proténmotivnu silu25-26,

Za ucelom vytvarania optimalneho elektrochemického
potencidlu protéonov cez membriany si mnohé baktérie
a vicSina Archaea schopné menit a prisposobovat lipidické
zloZenie svojej membrany. Tento jav sa nazyva ,,homeopro-
t6nové permeabilitna adaptécia“>3-2,

U metanogénov mozZe byt vyskyt archaebakteridlnych
lipidov vyhodou v prostredi s vysokymi koncentriciami
metanu, ktory ma na klasickd bunkovii membranu nepriaz-
nivy rozpustaci vplyv23.

5. Archaeozémy

Lipozémy st umelé sférické uzatvorené vezikuly, ktoré st
tvorené jednou alebo viacerymi fosfolipidovymi dvojvrstvami
a je v nich zachovand bariérova schopnost membrany.

V sucasnosti sa lipozomy vyuZivaju nielen ako umelé
membranové modely pri ziskavani novych poznatkov o trans-
porte latok, transportnych mechanizmoch a funkciich za-
aj v medicine a farmdcii. Pri pokusoch o ich aplikiciu v Zi-
vych systémoch vSak Casto nie st schopné odoldvat vysokej
teplote pri sterilizdcii, kyslym hodnotdm pH v Zaludku, ¢i
koncentricii soli v moc¢ovom mechure, ktoré spdsobuji na-
priklad zvySenu agregéciu vezikil, hydrolyzu fosfolipidov
alebo neZiadiice uvolnenie pren4sanej latky2”-29,

Niektoré ,,nedostatky* klasickych lipozdmov dspeSne
poméha rieit vyuZivanie archaebakteridlnych lipidov a tzv.
archaeozomov.

Su to lipozémy pozostivajice vyluéne z archaebakteri-
dlnych lipidov, alebo sa tieto nachddzaju v zmesi s inymi
esterovymi lipidmi. DoterajSie experimenty preukdzali, Ze
archaeozémy tvorené poldrnymi archaebakteridlnymi li-
pidmi su relativne stabilnejSie ako klasické lipozomy. Ide
najmd o stabilitu vo¢i zmendm pH, vysokej teplote, zvySe-
nej koncentrécii Zl¢ovych soli, t¢inku fosfolipaz, su stabil-
nejSie i po dlh§om skladovani na vzduchu. Stupeii stability
zavisi od zdroja polarnych lipidov!0-27-30,

Archaeozomy, pripravené z vybranych archaebakterial-
nych lipidov, i po tepelnej sterilizécii v autokldve nepodlie-
haju fuzii ¢i agregacii jednotlivych vezikul, ktora je v tomto
pripade problémom klasickych lipozémov. Takto si archae-
ozOémy aj pri vysokej teplote dokdzu udrzat zabudovant
prenasanu latku. ZvySeny zdujem o archaeozémy podnietila
aj ich schopnost interagovat s fagocytujtiicimi bunkami nie-
kolko nasobne intenzivnejSie ako konvencné lipozomy, ¢im
sa otvorili nové moZnosti pouZitia ich adjuvantnej schop-
nosti pri priprave vakcin3931,

Predpoklada sa, Ze archaeoz6my, podobne ako lipozémy,
pomodZu v buddcnosti vyrieSit eSte mnoho nezodpovedanych
otazok spojenych s existenciou samotnych archaeabaktérii.
Nesporne néjdu vyuZitie aj ako proteolypozémy pri Stidiu
transportu latok cez archaebakteridlne membrany a spdsobu
zabudovania a funkcie membranovych proteinov.

o
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6. Zaver

Cielom tejto prace bolo ukézat, ¢im sa Archaea vyrazne
odliSuja od ostatnych organizmov, z hladiska membran. Ar-
chaebaktérie st vSak charakteristické nielen unikdtnym zlo-
Zenim bunkovych membréin a povrchovych obalov, ale za-
roveil obsahuji radu enzymov a biochemickych komponen-
tov nezvycajnych vlastnosti. V ich bunkach prebiehaji je-
dine¢né metabolické procesy a navySe maju rozdielny ge-
neticky a proteosynteticky aparat.

S existenciou Archaea sa doposial spija mnoZstvo ne-
zodpovedanych otdazok. Dovodom je i to, Ze ich izolacia
a kultivécia prindSa aj v stiCasnosti mnohé experimentalne
tazkosti. Spozndvanie pozoruhodnych vlastnosti tychto or-
ganizmov ma viak obrovsky vyznam. Stadium biochemic-
kej, genetickej a molekularno-biologickej podstaty Archaea
moZe nielen pomoct porozumiet procesu bunkovej evoli-
cie, ale nadobudne urcite vyznam i pri ich dalSej biotechno-
logickej aplikdcii.

Autori prdce dakuju za financni podporu VEGA financ-
nym grantom 2/7134/20 . Tdto prdca bola podporovand
Agentiirou na podporu vedy a techniky prostrednictvom fi-
nancnej podpory ¢. APVT -51-016502.
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The most striking chemical differences between Ar-
chaea membrane lipids and lipids of living organisms are as
follows. The former contain (/) 2,3-di-O-difytanyl-sn-gly-
cerol instead of 1,2-diacyl-sn-glycerol, (2) ether bonds in-
stead of ester bonds, (3) isoprenoid chains instead of fatty
acids, (4) branched isoprenoids. The structure of Archaea
membranes is also unique. Lipid vesicles prepared from ar-
chaeal lipids (archacosomes) are more stable than liposo-
mes and are useful for medical and biotechnological appli-
cations.
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1. Uvod

Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU) patii spolu
s polychlorovanymi bifenyly (PCB) mezi persistentni kon-
taminanty Zivotniho prostiedi, tj. kontaminanty s vysokou
stabilitou proti chemickym, fyzik4lnim a biologickym ucin-
ktim okoli, schopné dlouhodobé ,,ptezivat, cirkulovat a ku-
mulovat se v ekosystému.

PAU jsou slouceniny se dvéma nebo vice kondenzova-
nymi benzenovymi kruhy. Maji rozmanité rizikové vlast-
nosti. Mnohé z nich jsou potencidlnimi karcinogeny a muta-
geny a mnohé maji toxické vlastnosti. PAU vykazuji silnou
absorpci v UV oblasti a maji také charakteristickd fluores-
cen¢ni spektral. Diky nepolarnimu charakteru a relativné vy-
soké molekulové hmotnosti je rozpustnost PAU ve vodé ve-
lice nizka2. PAU maji proto tendenci se sorbovat na pevnych
&asticich a kontaktnich plochich?. Do prostiedi se mohou do-
stavat jak z pifrodnich (poZary, vulkanicka Cinnost, rozklad
biologického materidlu, biosyntéza mikroorganismy a rostli-
nami%), tak antropogennich zdrojia!® (spalovaci déje, ze-
jména nedokonalé spalovani organického materialu'-). Bylo
identifikovano vice nez 100 téchto latek, prevazné se vSak
analyzuji tzv. prioritni polutanty dle americké EPA (Environ-
mental Protection Agency), z jejichZ koncentraci se odhaduje
mira a charakter kontaminace — jde o naftalen, acenaften
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(1,2-dihydroacenaftylen), acenaftylen, fluoren, fenanthren,
anthracen, fluoranthen, pyren, benzo[a]anthracen, chrysen,
benzo[b]fluoranthen, benzo[k]fluoranthen, benzo[a]pyren,
dibenzo[ah]anthracen, benzo[ghi]perylen a indeno[l,2,3-
-cd]pyren’.

Polychlorované bifenyly (PCB), nékdy téZ nespravné
nazyvané polychlorované difenyly (PCD)%, jsou skupinou
chemickych latek, jejichZ zdkladem je bifenyl substituovany
1-10 atomy chloru’. Existuje celkem 209 kongenertt PCB
(kongener je ¢len urcité skupiny chemickych latek, v tomto
pripadé skupiny polychlorovanych bifenyld)®!0. Pouze 20
kongenert ma koplanarni konformaci (postradaji kompletni
substituci v ortho polohich). Nejvyssi toxicitu vykazuji tii
z nich (PCB 77, PCB 126 a PCB 169, cit.!%). PCB patii mezi
xenobiotika, tj. latky, které do pfirody vnesl svou ¢innosti
¢lovek a které se v ni predtim nevyskytovaly'!. Nejzndméjii
komer¢ni smési jsou Aroclor (USA), Clophen (Némecko),
Kanechlor (Japonsko) a u nas Delor. PCB byly dlouhodobé
pouZzivany jako dielektrikum, v hydraulickych tekutinich,
naté€rovych hmotach a v papirenském primyslu. Jde o latky
hydrofobni, persistentni a snadno rozpustné v organickych
rozpoustédlech, tucich a olejich®. Jejich spalovanim pii tep-
lychlorované dibenzodioxiny a dibenzofurany®.

Analyticky proces stanoveni PAU resp. PCB ve vzor-
cich Zivotniho prostfedi je tvofen nékolika stupni — odbér
vzorku, izolace analytl, pieciSténi a vlastni stanoveni ana-
lytd (analytickd koncovka).

2. Odbér vzorku

Vzorky pro stanoveni PAU jsou odebirany do predem
proplachnutych (organickym rozpous§tédlem, napf. acetonit-
rilem'?, acetonem a hexanem'3) hn&dé zbarvenych skleng-
nych vzorkovnic se sklenénym nebo teflonovym uzavérem.
Uchovivaji se v temnu pfi teploté 4 °C (cit.!?). Samara
se spoluautory!'? uvedl jako maximdlni skladovaci dobu
2-3 dny pro odpadni vody a 7-8 dni pro tuhé odpady a kaly.
Lopéz Garcia a spol.’ uchovavali tuhé a kapalné vzorky
maximalng 7 dnf. Harrak a spol.!* doporucili po odbéru
vzorku vody pfidat do odbérové nddoby vhodné organické
rozpous$tédlo kvlli zamezeni sorpce PAU na sténdch vzor-
kovnice. Experimentalné zjistil, Ze nejvhodnéjsi je propan-
-2-0l (15 0bj.%), ale lze pouzit téZ methanol'> (20 0bj.%)
nebo acetonitril. Garcia Pinto a spol.!3 pouZili ke stejnému
tcelu neionogenni tenzid Triton X-114 (5 obj.%).

Také pti stanoveni PCB je doporuceno pouZivat skle-
néné vzorkovnice umyté horkym roztokem detergentu,
oplachnuté pod tekouci vodou, poté vodou destilovanou
a nakonec acetonem a destilovanym hexanem3. Vodné
vzorky se doporuuje'® pred extrakci skladovat ve tmé pfi
teploté asi 4 °C. Extrahovany by tyto vzorky mély byt co
nejdiive po odbéru (nejlépe do 24 hodin).

o
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3. Izolace analyti
3.1. Kapalné vzorky

Samara a spol.!? pfi stanoveni 16 prioritnich PAU ve
vodnych vzorcich metodou HPLC s fluorescencni detekci
izolovali analyty extrakci kapalina — kapalina (LLE - liquid-
-liquid extraction). 1000 ml odpadni vody s piidavkem
vnitfniho standardu (3,6-dimethylfenanthren) bylo extraho-
vano dvakrit 25 ml cyklohexanu. Spojené extrakty byly
suSeny bezvodym siranem sodnym. Po suSeni byl extrakt
zakoncentrovdn na rotacni odparce (vysledny objem asi
0,5 ml). Nasledovalo precisténi na koloné s néplni silikagelu
a analyza vzorku metodou HPLC.

Lopéz Garcia a spol.’ se zabyvali sledovanim PAU ve
filtratech z promyvani uhli. RovnéZ pouZili k izolaci LLE.
100 ml filtratu bylo extrahovano tfikrat vzdy 20 ml dichlor-
methanu. Spojené dichlormethanové extrakty byly susSeny
bezvodym siranem sodnym. Extrakt byl poté odpafen témér
do sucha ve vakuové rota¢ni odparce. Zbytek byl rozpustén
v 1 ml acetonitrilu a 20 pl tohoto vzorku bylo ddvkovédno na
HPLC kolonu.

Pti analyzach PAU, PCB a jinych latek zejména nepo-
larniho charakteru v relativné Cistych vodéach se uplatiiuji
mikroextrakce (nejcast&ji hexanem)’. Pfi této metodé do-
chézi oproti klasické extrakci kapalina — kapalina k vyraz-
nému sniZeni spotfeby organického rozpoustédla (jednotky
mililitrt1)®, zkriceni doby potiebné ke zpracovani vzorku
a minimalizuje se ¢i odpadd potieba nisledného Ccisténi
a zakoncentrovani extraktu.

Geissler a spol.'® vyuzili k izolaci PCB a organochloro-
vych pesticidit LLE dle metody DIN. 1 1 vzorku vody s pii-
davkem 10 ml n-pentanu byl intenzivn€ michdn na magne-
tické michacce po dobu 10 minut. Pomoci mikroseparitoru
byla oddélena organickd faze a po pridavku 1 ml isooktanu
(2,2,4-trimethylpentan) byl jeji objem zredukovéan na 0,5 ml.

V téZe praci'® autofi vyuzili k izolaci PCB a organo-
chlorovych pesticidd také modifikaci metody LLE. Vzorek
vody (1 1) s pfidavkem extrakcniho rozpoustédla (n-pentan)
byl umistén v rota¢nim perforitoru a extrahovin po dobu
1 hodiny (extrakéni Cinidlo je dispergovdno do vodné faze
ve formé nepatrnych kapicek, které ji prostupuji). Po ukon-
Ceni extrakce bylo rozpoustédlo s analyty pfevedeno do
batiky a byly pfiddny 2 ml isooktanu (modifikator). Objem
roztoku byl zredukovan v rota¢ni vakuové odparce. Vyho-
dou této metody je dosazeni vysokych vytézZnosti. Prakticky
problém se vSak vyskytuje u analyz minerdlnich vod. Roz-
pustény CO, se srazi jako CaCOj,, ktery miiZe blokovat apa-
raturu.

Metoda LLE se vyuZziva i pfi stanoveni PCB a PAU
podle &eskych norem!®!9. Doporucena extrakéni rozpou-
Stédla jsou pro stanoveni PCB hexan, petrolether, nebo hep-
tan a pro stanoveni PAU n-hexan, nebo cyklohexan.

Dile Geissler a spol.!8 pouZili destilace vzorku vody,
kdy kondenzt par proudil do extrakéniho zafizeni, kde pro-
stupoval vrstvou chlazeného organického rozpoustédla
(15 ml hexanu). Poté se kontinudlné vracel do destilacni
bariky. Tato metoda je vhodna zejména pfi analyzéich velice
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zneCisténych vod nebo sedimentti, nebot v sobé zahrnuje
i Cistici stupeni (lipidy, vosky a jiné pribuzné slozky nede-
stiluji spolu s analyty). Extrakce trvala 2 hodiny. Extrakt
s ptfidavkem 1 ml isooktanu byl zakoncentrovin na objem
0,5 ml.

Garcia Pinto a spol.” vyuZili CPP (cloud point precon-
centration — prekoncentrace s vyuZitim bodu zdkalu neiono-
genniho tenzidu) pro izolaci PAU z vodnych vzorka. Me-
toda je zaloZena na skute¢nosti, Ze vodny roztok povrchové
aktivni latky (PAL) se po zahtati nad teplotu bodu zakalu
rozdéli na dvé faze (fazi s vysokou koncentraci tenzidu ob-
sahujici analyty a vodnou fazi s nizkym obsahem tenzidu).
Ziskany prekoncentracni faktor je srovnatelny s faktory ji-
nych extrak¢nich technik. Vyhodami CPP jsou jednoduchd
aparatura a pouZiti méné toxickych &inidel®!S. Autofi ke
vzorku vody (10-50 ml) ptidavali Triton X-114 (0,5 0bj.%).
Roztok byl zahfivdn v termostatované l4dzni pfi teploté
40 °C po dobu 5 minut. Rozdé€leni obou fazi bylo dosaZeno
odstiedénim. 10 pl faze bohaté na PAL bylo davkovéno do
chromatografického systému.

Ferrer se spolupracovniky® provedl CPP (pro izolaci
PAU) zahtatim 25 ml vzorku vody, ktery obsahoval 1 obj.%
Tritonu X-114 na teplotu 40 °C. Pii této teploté zahtival
vzorek celkem 10 minut. Vodna faze nad fazi bohatou na
PAL byla odsata Pasteurovou pipetou. K tplné eliminaci
zbylého mnoZstvi vodné faze bylo pouZito odpafeni za sni-
zeného tlaku. Faze bohatd na PAL obsahujici PAU byla roz-
pusténa v 5 ml cyklohexanu. Nésledovalo ptecisténi na ko-
lonce se silikagelem a bezvodym siranem sodnym a analyza
HPLC.

Alternativou k extrakci kapalinou je extrakce tuhou fazi
(SPE - solid phase extraction)”-17-20. Velice oblibené je
pouZiti sorbentu v kolonce. Pfes fadu prednosti md tato
technika i urcitd tuskali. Vzorky s obsahem tuhych castic
ucpdavaji péry naplné nebo mohou vzniknout kanalky, kte-
rymi pfednostné protéka rozpoustédlo sorbentem.

Kayali-Sayadi a spol.!? izolovali PAU z vodnych vzorki
na koloné SPE Sep-Pak vac tC-18. Kolona byla nejprve kon-
dicionovana methanolem (dvakrat 6 ml) a poté vodou (dva-
krat 6 ml). Na kolonu bylo naneseno 1500 ml filtrovaného
vzorku. Priitokové rychlost byla 50 ml.min"!. Kolona byla
déle suSena za vakua (5 min) a potom centrifugovana (1200
ot.min’!). Adsorbované slozky byly eluoviny nejprve 3 ml,
potom 1 ml diethyletheru priitokovou rychlosti 1,5 ml.min!.
Extrakt byl odpafen a zbytek byl rozpu$tén v 1 ml metha-
nolu. Zfiltrovany roztok byl poté didvkovidn do systému
HPLC.

Nirmaier a spol.=* k izolaci PAU pouZili SPE systém
tvofeny jednotkou Baker SPE-10 a autory pfipravenou skle-
nénou kolonou plnénou 1 g sorbentu C18 (sorbent na bazi
silikagelu modifikovany oktadecylovymi skupinami). Ko-
lona byla kondicionovdna 5 ml methanolu, poté 5 ml di-
chlormethanu, 5 ml propan-2-olu a 5 ml smési voda : pro-
pan-2-o0l (20:3). K 500 ml vzorku vody bylo pfiddno 75 ml
propan-2-olu. Zfiltrovany vzorek byl nanesen na kolonu
(prtok 2,5 ml.min’!). Poté byla kolona dvakrat promyta
10 ml smési voda : propan-2-ol (20:3) a vysuSena za vakua
(30 min). Extrahované slozky byly eluovidny 1 ml a potom
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dvakrat 500 pul dichlormethanu. Nasledovalo vysuSeni prou-
dem dusiku a rozpusténi zbytku v 350 ul smési methanol :
voda (85:15). Tento vzorek byl pak analyzovan HPLC.

Moret a spol.* pouZili k izolaci PAU z vodnych vzork
a ze vzorkl alkoholickych ndpoji SPE kolony Supelco
ENVI-18. Kondicionace byla provedena dvakrat 6 ml smési
toluen : methanol (10:1), 6 ml methanolu a 6 ml vody. Na-
sledovalo naneseni vzorku na kolonu, suSeni za vakua (15
min) a trojnasobna eluce 1 ml smési dichlormethan : aceto-
nitril (10:1). Eluat byl zakoncentrovin (proudem dusiku)
a poté znovu rozpustén ve 120 pl acetonitrilu. On-line SPE
prekoncentraci vyuZil pii stanoveni PAU Hatrik se spoluau-
tory?2.

Bernal a spol.?% pouZili techniku SPE pfi stanoveni pes-
ticidd a PCB ve vodnych vzorcich. SPE kolonka C18 byla
promyta methanolem a nasledné vodou. Na upravenou ko-
lonku byl nanesen 1 1 vzorku. Pritokova rychlost byla
10 ml.min"!. K eluci zachycenych analytii byl pouZit n-he-
xan. Vysledny roztok byl zakoncentrovan v rota¢ni odparce
na 1 ml. Nésledovalo ciSténi na kolonce florisilu, zakon-
centrovani a ddvkovani do systému GC.

Geissler a spol.!® izolovali technikou SPE organochlo-
rové pesticidy a PCB. Kolonky C18 (500 mg) byly kondi-
cionovdny 5 ml hexanu, methanolu a nakonec vodou.
Vzorky obsahujici 1 % methanolu byly aplikovéany na ko-
lonku pritokovou rychlosti 7-17 ml.min!. Dale byly ko-
lonky vysuSeny proudem dusiku a eluovany tfikrat 1 ml he-
xanu. K eluatu byl pfiddn 1 ml isooktanu (2,2,4-trimethyl-
pentan) a vzorek byl odpatfen na 0,5 ml.

V poslednich letech roste pocet aplikaci extrak¢nich
diskut, které maji oproti kolonkdm nékteré vyhodné vlast-
nosti (niz8i hydraulicky odpor umoZiiuje pfi srovnatelném
tlaku docilit vySSich pritoki, vétsi primér diskd zmenSuje
problém jejich ucpavani pii extrakci). Disky maji podobu
filtra¢nich membrén s velkou plochou a obsahuji napt. 10 %
matrice z poly(tetrafluorethen)ovych vldken (PTFE) a 90 %
tvoii polymery nebo Castice silikagelu s chemicky vaza-
nymi alkylovymi skupinami.

El Harrak a spol.!* izolovali PAU z vodnych vzorki po-
moci extrakénich diskti (primér 47 mm, tloustka 0,5 mm,
500 mg C18 nebo SDB (kopolymer styren-divinylbenzen)).
Disky C18 byly kondicionovany 20 ml smési dichlormethan
: ethyl-acetat : acetonitril (50:30:20). Rozpoustédlo bylo od-
sito. Poté bylo pfefiltrovdno 20 ml smési aceton : voda
(80:20) a nakonec 10 ml vody. SDB disky byly kondiciono-
vany 20 ml acetonu, 20 ml acetonitrilu a 20 ml dichlor-
methanu. Nakonec bylo pfefiltrovano 20 ml vody. Na upra-
veny disk byl nanesen vzorek s pfidavkem organického roz-
poustédla nebo PAL. PAU zachycené na disku byly eluo-
véany dvakrat 15 ml smési dichlormethan : ethyl-acetat : ace-
tonitril (50:30:20). Po vysuSeni extraktu bezvodym siranem
sodnym byl extrakt zakoncentrovan na vakuové rotacni od-
parce (objem asi 0,5 ml). Objem byl nakonec upraven ace-
tonitrilem na 1 ml. Nasledovala analyza metodou HPLC.

K analyze PAU a PCB byla rovnéZ pouZita mikroex-
trakce tuhou fazi (SPME - solid phase microextraction,
cit.”17.23). Analyty ze vzorkd jsou sorbovany pifmo na
vlakné, které je vyrobeno z kiemene potaZeného vrstvou
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chemicky vazané stacionarni fize (poly(dimethylsiloxan),
polyakrylat, poly(divinylbenzen) s Carbowaxem nebo Car-
boxenem). Nedochdzi pfitom k uplné extrakci, ale k usta-
leni rozdélovaci rovnovahy analytu mezi matrici vzorku
a stacionarni fazi vlakna. Nékdy se pfi této technice vyuziva
tzv. ,head space* systému, kdy jsou po ustaveni rovnovihy
mezi kapalnou fazi (vzorkem) a plynnou fizi nad vzorkem
analyty sorbovény z plynné faze. Desorpce z vldkna je pro-
vadéna tepeln€ s on-line ddvkovanim na kolonu plynového
chromatografu nebo rozpoustédlem, jestliZze je analytickou
koncovkou HPLC. Mezi vyhody této techniky patii rych-
lost, citlivost, eliminace pouZiti rozpoustédel a moZnost vy-
uZiti pro screening.

Hageman se spolupracovniky?* pouzil SPME pfi stano-
veni PAU v tuhych vzorcich po pfevedeni na vodny vzorek.
PAU byly nejprve z tuhého vzorku extrahoviny vodou za
podkritickych podminek (viz dile). Nésledné byly PAU ex-
trahoviny z vodné fize metodou SPME. Sorpéni vldkno
bylo na 15 minut umisténo do vodného roztoku, ktery byl
po celou dobu extrakce michdn magnetickym michadlem.
Po extrakci bylo vldkno vsunuto do GC injektoru a pii tep-
lot€ 300 °C byly analyty z vldkna desorbovény.

Byl pouzit také vzorkovac na principu membranové ex-
trakce (SPMD - semipermeable polymeric membrane de-
vice, cit.2%). Ten je tvofen polopropustnou membrinou,
ktera je ve vnitini ¢asti pokryta tenkou vrstvou lipidu (trio-
lein). Analyty ze vzorku difunduji pfes polopropustnou
membrdnu a zachytavaji se ve vrstvé trioleinu. Bennett
a spol.26 detailn& ve svém ¢lanku popsali pfipravu mem-
bran, které pak rozmistili do nékolika vodnich tokii na
4 tydny. Exponované membrdny po omyti vodou a mecha-
nické upravé byly extrahovany 400 ml hexanu. Po extrakci
bylo rozpoustédlo s analyty naneseno na kolonku s bezvo-
dym siranem sodnym. Eluit byl zakoncentrovin na objem
pfiblizné 1 ml. Koextrahované trioleinové sloZky byly od-
stranény gelovou chromatografii. Ziskany eludt obsahujici
PAU a PCB byl odpafen na vakuové rotacni odparce na ob-
jem asi 2 ml. Vznikly vzorek byl frakcionovén na silikage-
lové kolonce (eluce 40 ml hexanu — frakce A, obsahujici
PCB, — potom eluce 70 ml smési hexan : dichlormethan
(1:1) — frakce B, obsahujici PAU). Néasledovalo zakoncent-
rovéani a aplikace GC/ECD nebo GC/MS.

Exponované membréiny jsou pfepravovany za sniZené
teploty a do dal§iho zpracovéni se uchovavaji v mraznicce.
Vyhodou je, Ze skladovaci doba miZe byt aZ n€kolik mé-
sict.

3.2. Tuhé vzorky

Bergen a spol.!0 extrahovali 2-5 g zhomogenizovaného
vzorku sldvky obecné (motsky mlz) 25 ml acetonu. Po cent-
rifugaci byla oddé€lena kapalnd faze. Proces se opakoval
jesté dvakrat. Spojené extrakty v délici nalevce byly zie-
dény deionizovanou vodou (300 ml) extrahovanou penta-
nem. Tento roztok byl extrahovan tfikrat vZdy 50 ml pen-
tanu (LLE). Spojené pentanové extrakty byly vysuSeny bez-
vodym Na,SO,. Objem rozpoustédla byl zredukovan a zby-
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tek byl rozpuStén v hexanu (10 ml). 1 ml byl pouZit ke gra-
vimetrickému stanoveni lipid a 9 ml bylo pouZito ke stano-
veni PCB. Po preCisténi koncentrovanou H,SO,, redukci ob-
jemu rozpoustédla a rozpusténi zbytku v 1 ml heptanu byl
vysledny vzorek davkovan do plynového chromatografu.

Lépez Garcia se spoluautory® extrahoval tuhou fizi po
promyvani uhli nebo sedimenty dvakrat 20 ml 40% hexanu
v acetonu vZdy po dobu 7 minut v ultrazvukové 1azni. Po
filtraci suspenze bylo rozpous$tédlo odpafeno témét do su-
cha v rota¢ni odparce a zbytek byl znovu rozpustén v 5 ml
hexanu. Nésledovalo CiSténi extraktu adsorpéni chromato-
grafii na kolonce se silikagelem a aluminou. Eluét byl od-
pafen téméf do sucha a zbytek byl rozpustén v 1 ml aceto-
nitrilu nebo tetrahydrofuranu. 20 pul vzniklého roztoku bylo
davkovéno do kapalinového chromatografu.

Hubert a spol.2” pouZili techniku zrychlené extrakce roz-
poustédlem (ASE — accelerated solvent extraction), pifi niZ
extrakce v systému tuhd latka — kapalina probiha za zvySené
teploty (50-200 °C) a tlaku (10-15 MPa) po kritkou dobu.
K izolaci PAU a persistentnich organickych polutantt (chlo-
rované pesticidy, PCB a chlorbenzeny) autofi pouZzili pro
vzorky rostlin extrakéni teploty 40 °C a 120 °C a pro pidni
vzorky teploty 80 °C a 120 °C.

Hageman se spoluautory?* pouZil misto organického
rozpoustédla vodu za podkritickych podminek. Tento pri-
stup vyuZziva skuteCnosti, Ze pfi vySSich teplotich se vy-
razné sniZuje polarita kapalné vody. Pro ucinnou extrakci
PAU a PCB je doporucoviana teplota 250 °C. Autofi usku-
te¢nili extrakci v nerezové trubici s uzavérem, kterou po na-
plnéni vzorkem a vodou umistili do predehiaté pece plyno-
vého chromatografu. Po extrakci byly analyty zakoncentro-
vany technikou SPME a nésledné analyzoviny metodou
GC/MS.

Garcia Pinto a spol.!3 extrahovali 0,1-2 g popelu ze dfe-
va vodnym roztokem Tritonu X-114. Po filtraci suspenze
nasledovala CPP pii teploté 40 °C.

Bernal se spolupracovniky?? pouZil k izolaci pesticidi
a PCB z tuhych vzorkdi Soxhletovu extrakci. 1 g vzorku,
ktery byl nejprve smisen s bezvodym siranem sodnym, byl
extrahovan v Soxhletové extraktoru po dobu 3,5 hodiny
smési rozpoustédel n-hexan : dichlormethan (1:1) (pfi ana-
lyze vzorkll bez obsahu tuku) nebo samotnym n-hexanem
(u analyzovanych vzorkl s obsahem tuku). Extrakt byl poté
zakoncentrovan v rotacni odparce na objem 1 ml. Nésledo-
valo Cisténi na kolonce s florisilem, eluce, zakoncentrovani
a davkovéani do plynového chromatografu.

Wells a Echarri?® extrahovali v Soxhletové aparatuie
vzorky rybich tukovych tkani (20 g), které byly nejprve ro-
zetfeny s bezvodym siranem sodnym. Extrakce trvala 4 ho-
diny a pouZitym rozpoustédlem byl dichlormethan (100 ml).
Extrakt byl rozd€len na dvé ¢asti. Prvni byla pouZita ke sta-
noveni mnoZstvi extrahovatelnych lipidii. Druhd byla pou-
zita ke stanoveni PCB. Byla zakoncentrovdna v odparce
a po ptfidavku hexanu odpafena téméf do sucha proudem
suchého vzduchu. Lipidy byly hydrolyzoviany 20% KOH
v ethanolu (300 ml) po dobu 1 hodiny pii 60 °C. Reak¢ni
smés byla ochlazena a zfedéna destilovanou vodou (200 ml)
a poté byla extrahovédna (LLE) dvakrat 50 ml hexanu. Hexa-
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novy extrakt byl odpaten asi na 1 ml proudem vzduchu a na-
sledn€ Cistén na kolonkdch s Al,O5 a poté se silikagelem.
Alternativnim nebo pfidavnym stupném ciSté€ni bylo pouZiti
kolonky pInéné silikagelem impregnovanym H,SO,. Frakce
ziskané kapalinovou chromatografii byly postupné analyzo-
vany pomoci GC.

Eggens a spol.?? extrahovali (pfi stanoveni PCB) v Sox-
hletové extraktoru vzorky rybich jater a svalové hmoty smé-
si hexan : aceton (3:1). Ci§téni bylo provedeno na kolong
plnéné SiO, (2 g) a deaktivovanym Al,O; (8 g). Po eluci
25 ml hexanu a pfidavku 1 ml isooktanu byl extrakt zakon-
centrovan proudem dusiku na 1 ml. K tomuto vzorku bylo
pfidano 50 ng PCB 143 (vnitini standard). Vysledny extrakt
byl analyzovidn GC/ECD.

Lopez-Avila a spol.3? vyuzili k extrakci organickych po-
lutantl z kontaminovanych pid mikrovinné energie (apli-
kace mikrovin umoZiiuje Setrnéj$i provedeni extrakce ve
srovnani s pouZitim horkych extrak&nich rozpoustédel'”).
5 g vzorku bylo kvantitativné pfevedeno do teflonové
extrak¢ni nddobky, poté bylo ke vzorku priddno 30 ml smési
hexan : aceton (1:1). Extrakce byla provedena pfi 115 °C po
dobu 10 minut pfi vykonu 1000 W. Po extrakci byla na-
dobka ochlazena na laboratorni teplotu (asi 10—15 minut). Ka-
palina nad sedlinou byla pfefiltrovana pres skelnou vatu pre-
dem promytou smési hexan : aceton a byla spojena s 2-3 ml
smési hexan : aceton po oplachu sedliny. Extrakt byl prou-
dem dusiku zakoncentrovan na 5 ml. Néasledovalo oddéleni
jemnych &astic centrifugaci (2300 ot.min™!). Extrakt byl na-
konec zakoncentrovidn na 1 ml a analyzovdn pomoci
GC/ECD nebo metodou ELISA.

David se spoluautory3' vyuZil k izolaci PCB z pevnych
vzorkil superkritické fludni extrakce (SFE — supercritical
fluid extraction). Autofi pii optimalizaci SFE kladli diraz
na selektivitu izolace. Nejprve pomoci modelovych vzorkl
s pfidavkem analytG optimalizovali podminky, které pak
aplikovali na vzorky redlné. Zjistili vSak, Ze vyté€Znosti ve
vzorcich s pfidavkem analytil, kde se uplatiiuje pouze faktor
rozpustnosti analytll v extrakénim médiu, byly nékolikrat
vySSi neZ u vzorkd redlnych, kde se navic uplatiiuje fixacni
efekt analytd na matrici. K pfekondni tohoto efektu bylo
tfeba zvolit optimdlni pritokovou rychlost extrakéniho mé-
dia. Vysledné podminky SFE byly tyto: extrakéni médium
CO,, prittokové rychlost 1 ml.min"!, hustota 0,75 g.ml"!, tep-
lota extrakce 60 °C, tlak 20 MPa. Extrakty nebylo tfeba déle
preciStovat.

SFE lze pouZit téZ ke specifické izolaci PAU z tuhych
vzorkld. PAU jsou v8ak v superkritickém CO, mélo roz-
pustné, proto je tfeba jejich rozpustnost zvysit piidavkem
modifikatoru (CHCIF,, cit.?!).

Ling se spolupracovniky3? pouZil SPE k izolaci PCB
ze vzorkl rybich tkani. 2 g sorbentu C18 spolu s pfiblizné
0,5 g rybich platkii bylo rozetfeno ve tfeci misce. Ziskani
polosucha a homogenni smés byla vnesena do predem zva-
Zené sklenéné kolony s fritou, kterd obsahovala 1 g silika-
gelu (modifikovaného kyselinou sirovou). Eluce byla pro-
vedena 10 ml hexanu (volnym pritokem). Hexanovy eluét
byl zakoncentrovan proudem dusiku na konecny objem 1
ml. Nésledovala analyza GC-ECD ptip. GC-MS.

o
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4. PreciSténi

Uprava vzorku nekond{ izolaci analyti z matrice. Zpra-
vidla je nutné extrakty precistit a odstranit tak koextraho-
vané slozky, které analyzu ru$i. NejCastéji se vyuziva Cis-
téni na vhodném sorbentu®0-13:16.19.22.25.29 nepo gelu2®,
méné pak reextrakce do jiného rozpoustédla'® (piip. do
smési rozpoustédel).

S uspéchem lze pfi analyzach PAU a PCB, kdy je tfeba
odstranit z extraktu tuky nebo oleje, vyuZit semipermeabilni
membrany propoustéjici mensi molekuly analytt, ale zadr-
Zujici vétsi molekuly (triglyceridy, fosfolipidy, atd.)”.

5. Analyticka koncovka

Analytickou koncovkou pro stanoveni PAU je zejména
vysokouc¢inna kapalinovd chromatografie (HPLC) s fluores-
cenéni detekci® 012151933 méng pak s UV detekciz1434
a ojedingle s ampérometrickou detekci?!, a déle plynova chro-
matografie s hmotnostnim detektorem (GG-MS, cit.!%-2426),
Analytickou koncovkou pfi stanoveni PCB jsou plynovéa chro-
matografie s detektorem elektronového zachytu (GC-ECD,
cit.10:18,2628.32) G se dvéma kapilarnimi kolonami a dvéma
detektory ECD (cit.7-1029-30.35.36) 3 GC-MS!032, ojedinéle
pak ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay, tj. enzy-
mova imunologickd analyza, cit.3%).

6. Zavér

PAU a PCB jsou vyznamnymi kontaminanty Zivotniho
prostfedi. Sledovédni jejich obsahu je dilezitym ukolem
kontrolnich laboratofi. V riznych sloZkich Zivotniho pro-
stfedi se vyskytuji zpravidla ve stopovych koncentracich
(ng.I"!, ug.l!, ngkg!, ugkg!). Vzhledem k tomu je ne-
zbytné vénovat pfi jejich stanoveni zna¢nou pozornost od-
béru a zpracovani vzorku pred vlastni analytickou koncov-
kou. Vyznamnou soucdsti postupu stanoveni je izolace
vzorku, ke které 1ze vyuZit fadu metod zminénych vySe, pfi-
¢emZ pii volb& vhodného feSeni hraje vyznamnou roli ma-
trice, ve které maji byt analyty stanoveny. V Ceské repub-
lice jsou k dispozici platné normy pouze pro stanoveni PAU
resp. PCB ve vzorcich vod.

Rada publikovanych postupli nabizi zajimavé Yeleni
analytického problému, napf. zefektivnéni analyzy pro
rizné typy matric. Pfed jejich zavedenim do praxe je vSak
nezbytnd jejich pecliva validace.
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Determination of polycyclic aromatic hydrocarbons
(PAH) and polychlorinated biphenyls (PCB) as important
contaminants of environment is a task of many control labo-
ratories. Suitable methods of sample treatment and isolation
of analytes must be used due to low contents of the com-
pounds in complex matrices. Individual steps of PCB and
PAH analyses are mentioned, the main emphasis being put on
the published methods of isolation. Treatment of liquid as
well as solid samples using, e.g., liquid-liquid extraction,
cloud point preconcentration, solid phase extraction inclu-
ding microextraction and extraction disks, application of
membranes, accelerated solvent extraction, Soxhlet extrac-
tion, supercritical fluid extraction and microwave application
is presented. Many of the mentioned processes offer interes-
ting alternatives for isolation, but careful validation is neces-
sary before they are used in laboratory practice.



05Balla 30.1.2004 10:35 Stranka 86

Chem. Listy 98, 86 — 91 (2004)

—p—

Referaty

HODNOTENIE USPESNOSTI LABORATORNYCH METOD

BRANKO BALLA®?, JAN MOCAK?,
ELEONORA VARMUSOVAP, DENISA KAVKOVAP?
a IVAN TUDIK"

Katedra analytickej chémie, Fakulta chemickej a potra-
vindrskej technologie, Slovenskd technickd univerzita,
812 37 Bratislava, *Ustav tuberkuldzy a respiracnych cho-
rob, Kvetnica, 058 87 Poprad

mocak @ cvt.stuba.sk

Doslo 25.10.02, prepracované 15.2.03, prijaté 18.3.03.

KTicové slova: miera citlivosti, miera Specifickosti, G¢in-
nost, hranica rozhodovania, ROC- krivky

Uvod

Chemometrické spracovanie vysledkov laboratérnych
metdd vytvara nové moznosti ako podporit proces diagnos-
tikovania v laboratérnej medicine a v klinickej chémii. Tato
oblast laboratérnych merani priniesla v ostatnom ¢ase nové
prvky do tedrie analytickej chémie, vdaka ¢omu to, o je
obsahom tohto prehladného referatu, plati nielen o vysled-
koch analytickych a biochemickych stanoveni v klinickej
praxi, ale je pouZiteIné vSeobecnejSie pre hodnotenie
akychkolvek analytickych merani! ¢i laboratérnych merani
vobec. Tato préca si kladie za tlohu vysvetlit vyznam a ob-
jasnit pouZitie najdolezitejSich pojmov pouZzivanych na cha-
rakterizovanie laboratdrnych vysledkov, ako st napr. miera
citlivosti a miera §pecifickosti2, kritické hodnoty (hranice
rozhodovania), alebo ROC-krivky, ako aj ukdzat moZnosti,
ktoré poskytuju dostupné softvéry a odkazat na najvhodnej-
$iu literatdru pre podrobnejSie Stadium.

Binarne rozhodovanie a kontingen¢na tabulka

Castou tlohou pri posudzovani laboratornych merani je
vyhodnotenie ich tspesSnosti alebo vykonnosti a zistenie, do
akej miery mozno laboratérne vysledky pouZzif na spolah-
liva vypoved o Studovanych objektoch. To je obzvlast vy-
znamné pri pouZiti laboratérnych merani na klinicko-dia-
gnostické tcely, kde napr. rozpoznanie stavu ochorenia na
zdklade urovne hodnot tej-ktorej posudzovanej laboratorne;j
metddy (v klinickej praxi sa viac pouZiva termin labora-
térny parameter) moze priniest vCasné zistenie zdravotného
rizika alebo aspoii moZe uSetrit prisluSnd osobu od zloZitej-
Sich a invazivnejSich diagnostickych vySetreni.

Laboratérna metéda pri bindrnom rozhodovani posky-
tuje bindrnu vypoved, existujicu obvykle v tvare dno/nie,
pritomny/nepritomny alebo pozitivny/negativny. Vo vSeo-
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becnosti sa uvazuju prelinajtce sa populdcie dvoch katego-
rii, ktorym sice v zdsade zodpovedaju odlisné hodnoty la-
boratérnych vysledkov (malé vs. velké, alebo naopak), ale
bez tplnej, idedlnej diferencidcie, takZe spravit deliacu cia-
ru, kde kon¢i jedna a zacina druhd populdcia, nie je jedno-
ducha uloha. Cely problém je potrebné chapat z pravdepo-
dobnostného hladiska. Ndhodnost je prizna¢nou ¢rtou nie-
len samotného analytického ¢i biochemického merania, ale
napr. v pripade laboratérnych merani pre klinicko-diagnos-
tické ucely je ich ndhodnd zloZka znac¢ne ovplyvnend aj zlo-
zitostou procesov v ludskom organizme, ktory v tomto pri-
pade predstavuje extrémne zloZitd matricu. Naviac ho
v tomto pripade zna¢ne ovplyviluje preanalytickd faza labo-
ratornej metddy (angl. tiez: laboratory test, assay), kde za-
ruCenie jednotnych podmienok odberu vzorky, vritane
spravania sa vySetrovaného subjektu napr. 24 hodin pred
odberom, je stav, ku ktorému sa realita len viac-menej prib-
lizuje.

V tejto préci sa pre ndzornost a jednoduchost budud uva-
Zovat nasledujice dve kategorie: @) chori (ill) s velkostou
siboru n, a b) zdravi (healthy) s velkostou suboru n,. Roz-
delenie subjektov do tychto dvoch skupin sa ma vykonat
vzdy nezavislym spdsobom, napr. inym, vysoko hodnover-
nym laboratornym meranim. Napr. na dokaz maligneho
ochorenia sa pouZiva jednoznacny histologicky ndlez. Za-
triedenie vySetrovanej osoby do skupiny chorych alebo
zdravych vSak v tomto pripade mozno s vysokou uspesnos-
tou predpokladat na zdklade hodnot analyzovanych tumoro-
vych markerov3, o je omnoho jednoduchsie a pre vyse-
trovaného prijatelnejSie. Na vypocet jednotlivych charakte-
ristik skimanych laboratérnych metdd sa potom pouZivaju
rozne druhy porovnania medzi vystupom — vysledkom me-
téddy a spravnym zatriedenim skimaného objektu (v tomto
pripade subjektu, vySetrovanej osoby) do jednej ¢i druhej
skupiny podla nezavislého jednozna¢ného testu. Testovaci
stibor dét pouZitych na hodnotenie uspeSnosti laboratérnych
metdd obsahuje len data, ktorych prisluSnost do jednej
z dvoch uvazovanych kategorii (skupin, tried) je zndma. Ide
o tzv. ,Jearning set” (ucebny subor, t.j. dita, podla ktorych
sa vybrand chemometrickd technika uci ako diskriminovat
predmetné kategérie) a z hladiska chemometrickej meto-
diky ide o tzv. ,,supervised learning* (riadené ucenie), pri
ktorom zatriedenie objektov ¢i subjektov do kategdrii je vo-
pred zndme. Naproti tomu zadelenie objektov ¢i subjektov
do tried pri metodikach typu ,,unsupervised learning* (neria-
dené ucenie) nie je apriérne zndme (napr. pri analyze hlav-
nych komponentov).

Zakladom vypoctov pri hodnoteni tspeSnosti laborator-
nych metdd je kontingencnd tabulka (tab. I). Pri konStrukcii
kontingen¢nej tabulky sa pre meranie danou laboratérnou
metddou najprv urci, resp. odhadne kritickd hodnota (nazy-
vand aj hranica rozhodovania, angl. decision level alebo
cut-off value), podla ktorej sa vykond zatriedenie do pri-
sluSnej skupiny, i alebo h. Potom sa zatriedenie ziskané la-
boratérnou metédou porovna so spravnym, nezdvisle ziska-

o
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nym zatriedenim, z ¢oho rezultuje pre kazdé meranie jedna
zo Styroch moZnosti: a) true positive, tp, ak vystup labora-
térnej metddy sa zhoduje so spravnym zatriedenim do sku-
piny s pozitivnym nélezom, b) false positive, fp, ak vystup
laborat6érnej metddy poskytuje zatriedenie do skupiny s po-
zitivnym nélezom, ktoré nie je spravne, c¢) true negative, n,
ak vystup laboratérnej metddy sa zhoduje so spradvnym za-
triedenim do skupiny s negativnym nédlezom, a d) false ne-
gative, fn, ak vystup laboratérnej metddy poskytuje zatrie-
denie do skupiny s negativhym ndlezom, ktoré nie je
spravne.

Tabulka I

—p—

Referaty

pozitivny (p); P[h|n] je pravdepodobnost, Ze dany subjekt bude
diagnostikovany ako zdravy (h), ak jeho laboratdrny test je ne-
gativny (n).

Na tomto mieste treba upozornit, Ze v analytickej ché-
mii davnejSie zavedena citlivost mé aj iny vyznam, kedZe
v oblasti kvantitativnej analyzy je definovana ako smernica
kalibra¢nej zavislosti, vypocitana pomocou derivacie 0S/dc,
kde S je signal a ¢ oznacuje koncentraciu'3-15. Preto AOAC
oznacuje veli¢inu vyjadrent v rov. (/) ako miera citlivosti
(angl. sensitivity rate)%. Aj $pecifickost sa niekedy pouZiva
v kvantitativnej analyze v inom vyzname, a to na charakte-

Kontingen¢na tabulka 2 x 2 — postidenie vysledku laboratérnej metody

Vysledok Spravny vysledok (t.j. sprdvna diagnéza) Celkom
laboratérnej metody ill (chori) healthy (zdravi)

pozitivny tp fr tp + fp
negativny fn n fa+m
Celkom ip+fn=n Jp+m=n, ny+n,

Sposoby hodnotenia tispesnosti laboratérnych
metod

Charakterizovanie vysledkov zhromaZdenych v kontin-
gencnej tabulke umoziiuji nasledujice, vzdjomne sa dopl-
tujice charakteristiky!7%: citlivost Se (senzitivita — z angl.
sensitivity), Specifickost Sp (specificity) a u¢innost E (effi-
ciency), ktoré st definované v rovniciach (7)—(3):

Se=tp/(p+fn)=tp/n =1-p=P[pli] @)

Sp=tn/(n+fp)=tm/ny,=1-0o=P[nh] 2)

E=(p+m)/(p+fa+fp+m)=p+m)/(n +n,) (3)

Symboly n, a n, oznacuji pocet subjektov v prvej, resp.
druhej kategorii, o0 a B oznaCuju Statisticki chybu prvého
druhu (pravdepodobnost, Ze neplati nulova hypotéza, ak je
v skutocnosti spravna), resp. chybu druhého druhu (pravde-
podobnost, Ze sa prijme nulovd hypotéza, ak je v skutoc-
nosti nesprdvna). Chyby prvého a druhého druhu sa vysky-
tuju nielen pri rozmanitom Statistickom testovani, ale maja
napr. zdkladny vyznam pri urovani ndsobiaceho koefici-
entu v pripade medze detekcie alebo medze stanovenia!0-12,

Podmienené pravdepodobnosti, ktoré sa nachadzaja v rov.
(1), (2), ako aj dalej v rov. (6) a (7), maju nasledujtci zmysel:
P[pli] je pravdepodobnost, Ze dany subjekt bude laboratérnou
metddou posudzovany ako pozitivny (p), ak patri naozaj do
skupiny chorych (i); P[nlh] je pravdepodobnost, Ze dany sub-
jekt bude laboratérnou metddou posudzovany ako negativny
(n), ak patrf naozaj do skupiny zdravych (h); P[ilp] je pravde-
podobnost, Ze dany subjekt bude diagnostikovany ako chory
(i), ak jeho laboratorny test (vysledok laboratdrnej metddy) je
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rizovanie vplyvu interferencii v multikomponentnom ana-
lyte!?, preto AOAC veli¢inu vyjadrend v rov. (2) oznauje
ako miera $pecifickosti (angl. specificity rate)>. Tam, kde
k nejednoznacnosti nemoze dojst, pouzivaji sa vSak struc-
nejSie terminy citlivost a Specifickost, o je bezné napr.
v klinickej chémii.

V odbornej literatdre sa vyskytuju aj dalSie charakteris-
tiky vysledku laboratérnej metédy!: pozitivny pravdepodob-
nostny pomer (angl. positive likelihood ratio, PLR) negativny
pravdepodobnostny pomer (angl. negative likelihood ratio,
NLR), definované v rov. (4) a (5), pozitivna prediktivna hod-
nota (angl. positive predictive value, PPV) a negativna pre-
diktivna hodnota (angl. negative predictive value, NPV), de-
finované v rov. (6) a (7), kde sa r6znym spdsobom kombi-
nuju pomery, v ktorych sa vyskytuju p, fp, tn a fn:

PLR = (ip/n,) | (fpln,) = Se I (1 - Sp) 4)
NLR = (min,) | (faln,) = Sp / (1 — Se) (5)
PPV =1p / (ip + fp) = Plilp] (6)
NPV =t/ (in + fn) = P[h|n] )

PPV ma podobny priebeh ako Sp, t.j. hodnoty PPV st
v rozsahu <0;1> a s hodnotou prislu$nej premennej stipaju.
NPV ma podobny priebeh ako Se, teda hodnoty NPV su v roz-
sahu <0;1> a s hodnotou prislusnej premennej klesaju. PLR
ma so vzrastom prisluSnej premennej stipajici trend a jej
priebeh je malo hladky (znac¢ne zubaty); NLR md naopak kle-
sajuci trend. Rozsah hodnot PPV, ako aj NPV nie je zhora
pevne ohraniceny (zdola je nula), takZe ich stupnice v poro-

.....
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Hranica rozhodovania a ROC-krivky

Hranica rozhodovania 9§, pripadne nazyvana aj ako kri-
tickd hodnota (angl. decision limit, cut-off value), definuje
hodnotu, nad ktorou sa vystup laboratoérnej metdédy hodnoti
ako pozitivny; hodnoty pod medzou rozhodovania sa hod-
notia ako negativne!-%10. To viak plati len v pripade, ak
hodnoty testu vztahované na populdciu h (zdravi) si menSie
oproti hodnotdm vztahovanych na populéciu i (chori), inak sa
vykond presné opacné hodnotenie®. Ak by populicie
h a i boli dplne separované, potom by platilo, Ze m = n,
(fp=0)atp=n; (fn=0). V redlnom Zivote su viak rozde-
lenia pravdepodobnosti obidvoch kategérii vzdjomne pre-
kryté a zvolena hodnota & reguluje hodnoty charakteristik
uspesnosti laboratérneho testu, t.j. citlivosti, Specifickosti,
ucinnosti, pripadne hodndt PLR, NLR, PPV a NPV. Vzrast
citlivosti je vZdy sprevadzany poklesom Specifickosti, a na-
opak. Podobné antagonizmy su aj v pripadoch PLR a NLR,
ako aj PPV a NPV.

Spravna volba hranice rozhodovania & zavisi od ciela
laboratérneho merania, t.j. ¢i klasifikécie fp su viac $kod-
livé nez klasifikécie fn, alebo naopak. Riziko, resp. cena ne-
spravnej klasifikacie, by mali byt zndme predtym, neZ sa
zvoli spdsob, ako ur¢it optiméalnu hodnotu 3. Najobvyklej-
Sia volba medze rozhodovania & je dand hodnotou labora-
térneho testu, zodpovedajiicou maximu Gcinnosti (angl. effi-
ciency).

Prediktivnu schopnost laboratérnej metédy (testu)
mozno efektivne zviditelnit pomocou ROC-krivky, ktord je
vynesend v stradniciach Se vs. (1 — Sp). Skratka ROC je
odvodenad od slov receiver operating characteristic, kedZe sa
povodne vyuZivala ako operacnd charakteristika radioloka-
tora!’; aZ neskor sa objavili aplikicie ROC v medicine!3-20
a v analytickom kontexte sa ROC vyskytuje len v ostatnej
dobe!. Diagonalna linia na ROC-diagrame predstavuje pri-
pad celkom netspeSnej laboratérnej metédy s nulovou pre-
diktivnou hodnotou, kedZe pravdepodobnost uspeSného
a neuspe$ného zatriedenia je zhodne 50 %, ¢o zodpoveda
celkom nahodnej klasifikdcii. Vzdialenost ROC-krivky od
diagondlnej linie je preto mierou vykonnosti laboratérnej
Suje dve uvazované populdcie (zmena od 50 % smerom
k 100 %)?'. V ROC-diagramoch sa ROC-krivky maji v za-
sade nachéddzat v hornom trojuholniku nad diagonalou; ne-
splnenie tejto podmienky indikuje nespravne zadanie dit;
presnejSie takyto pripad indikuje plocha pod ROC-krivkou
menSia ako 0,5.

Zo Statistického hladiska ROC-krivky definuji vztah
medzi chybou (1 — B) a chybou «, pricom chyba o (chyba
I druhu) reprezentuje frakciu fp/n, vysledkov, chyba [3
(chyba II. druhu) reprezentuje frakciu fn/n, vysledkov,
takZe chyba (1 — B) prislicha frakcii vysledkov #p/n,. ROC-
-krivka ukazuje pre kazdi moznu hodnotu hranice rozhodo-
vania 9, aké je percento spravne diagnostikovanych abnor-
malnych subjektov (t.j. #p) voci percentu nespravne dia-
gnostikovanych normélnych subjektov (t.j. fp)2!.

Vyhodou ROC-analyzy je, Ze pomocou ROC-kriviek
moZno znazornit a porovnat niekolko laboratérnych metéd
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a napokon z nich moZno vybrat najlepsiu metédu®. Met6dy,
ktoré lepSie diskriminuji dve predmetné kategérie objek-
tov, resp. subjektov, maju ROC-krivky Co najviac hore
a vlavo. Idedlna diagnostickd metdda, ktord by umoZnila
dokonale diskriminovat normdlne a abnormdlne subjekty,
mala by vykazovat ROC-krivku strmo stipajticu hned od
pociatku smerom k lavému rohu diagramu a potom smeru-
jucu takmer horizontdlne k pravému hornému rohu dia-
gramu?!. Tito zdsada umoZiiuje vizualne porovnanie ROC-
-kriviek, teda kvalitativny spdsob hodnotenia laboratérnych
metdd, umoZiiujici zostavit poradie ich vykonnosti. V pri-
pade prekrytych ROC-kriviek je vSak takito vizudlna in-
Spekcia dost subjektivna.

Hlavnym kritériom vykonnosti laboratérnej metddy je
plocha A vypocitand pod ROC-krivkou; ¢im je vicSia, tym
je metdda G¢innejsia®222. Ak sa do jedného grafu vynesie
niekolko ROC-kriviek, moZno jednoduchym porovnanim
plochy pod krivkami zistit, ktoré laboratérne meranie po-
skytuje najvacsiu diskriminiciu medzi uvaZzovanymi katego-
riami, teda v nami uvaZovanom pripade medzi skupinami
chorych (i) a zdravych (h). V nasich pracach’® sme napr.
ukdzali, Ze medzi skimanymi tdajmi laboratérnych metdd,
predstavujucich tumorové markery na diagnostikovanie ma-
lignych plicnych ochoreni, najlepSiu informéciu poskytuje
premennd CEA vo vypotku (EXCEA), potom CYFRA 21-1
vo vypotku (EXCYF), dalej CEA v sére (SCEA) a najmensi
informacny obsah md CYFRA 21-1 v sére (SCYF). Pri

1,0
Se,SpEf - 7
0,8

0,6

04

02}/

0,0 [ L L L L L 1 1 1 1
0 5 15 20
EXCEA, ng.ml-

25

Obr. 1. Graficky priebeh kriviek citlivosti Se (—--), Specific-
kosti Sp (---) a Gcinnosti E (—-) pre premenni EXCEA, ktord
predstavuje plicny tumorovy marker CEA (karcinoembryo-
nalny antigén) v pleuralnom vypotku (EX). Vysetrilo sa 72 0sob,
z toho 41 histologicky bez malignity a 31 s histologicky dokéza-
nou malignitou

tomto Stidiu sa pouZili dva tumorové markery, a to CEA
(karcinoembryonélny antigén) a CYFRA 21-1 (cytokeratin
fragment), v dvoch pacientom odobratych telesnych tekuti-
nich — vo vypotku, ¢o je kvapalina v oblasti pohrudnice, vy-
skytujuca sa pri benignych i malignych plicnych ochoreni-
ach, a v krvi. V nizve premennej sme vzorky z vypotku

o
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Obr. 2. ROC-krivky pre 4 premenné predstavujice plicne tu-
morové markery CEA a CYFRA v pleuralnom vypotku (indi-
kuje pociatocna skratka EX) a v sére (pociato¢na skratka S),
ako aj pre PCI multikomponent, ziskany linearnou kombina-
ciou EXCEA, EXCYF, SCEA a SCYF technikou PCA. Vysetrilo
sa 72 osob, z toho 41 histologicky bez malignity a 31 s histolo-
gicky dokazanou malignitou. Plochy pod krivkami A: (1) PCI:
A =0,9182; (2) EXCEA: A = 0,8482; (3) EXCYF: A = 0,7549;
(4) SCEA: A = =0,6869; (5) SCYF: A = 0,6864. Poradie premen-
nych pri hodnote sdradnice (1 — Sp) =0,3 je: 1,2, 3, 5, 4 a pri hod-
note (1 —Sp)=0,7je: 1,2,4,3,5.

oznacili ako EX a vzorky v krvnom sére ako S. Na obr. 1 je
ukdzka priebehu kriviek Se, Sp a E pre EXCEA, na obr. 2 Styri
spodné ROC-krivky zodpovedajui uvedenym Styrom premen-
nym. Takto sa dalo zistit, Ze medzi individudlnymi ddajmi
markerov najrelevantnejSiu indikdciu maligneho ochorenia
v tomto Stidiu poskytuje CEA vo vypotku (EXCEA). Este
vacSiu plochu A vSak poskytuje multikomponent PCI, Co je
prvy hlavny komponent zisteny technikou PCA (analyzou
hlavnych komponentov), ktory bol linedrnou kombinéciou
troch povodnych premennych, EXCEA, EXCYF a SCEA, teda
obsahuje kolektivnu informéciu najlepSich tumorovych mar-
kerov. Plocha A pod najvysSou krivkou zodpovedajticou mul-
tikomponentu PC/ je vyrazne vic¢Sia v porovnani s najlepSou
individualnou premennou EXCEA. Zistili sme tieZ, Ze vi¢Siu
plochu A v porovnani s premennou EXCEA dava aj multi-
komponent DF1, ¢o je prvé diskrimina¢nd funkcia, vypoci-
tand ako lindrna kombinécia povodnych premennych techni-
kou LDA (linedrnou diskriminacnou analyzou), v ktorej sa
v8ak linedrna kombindcia premennych vykondva inym
sposobom neZ pri PCA.

O charakteristikach tspeSnosti laboratornych metdd, volbe
hranice rozhodovania, ROC-krivkdch a dalSej problematike
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diskutovanej v tejto praci existuje dnes uzZ pomerne vela literar-
nych prameniov, ktoré umoZnia hlbsSie Stidium. Na prvom mies-
te tu treba spomentit prehladné referaty?’-3!. Asi najobsaZnej-
$im rychlym literirnym zdrojom je harvardskd web stranka
K. H. Zou*2.

Chemometricky podporovana predpoved
diagnozy

Pre zvolenu laboratérnu metédu, ktord mozno vSeobecne
oznacit symbolom x, moZno vyber kritickej hodnoty & pre pre-
mennu x urobit na zdklade priebehu kriviek Se — x, Sp — x a naj-
mi E — x, v tomto Casto pouZivanom pripade podla surad-
nice x maxima uc¢innosti E. Ur¢enu kritickd hodnotu 8 po-
tom moZzno vyuZit na chemometricki predikciu diagndzy
u dal8ich os6b vySetrovanych pomocou metddy x. Urcent
hodnotu 6 mozno pouZit bud priamo na diagnostikovanie,
alebo na porovnanie s uzan¢nou kritickou hodnotou pouZzi-
vanou v klinickom laboratériu, pripadne na jej korekciu. Je
vSak zrejmé, Ze vykonanie viacerych laboratérnych metod
s cielom spresnit diagn6zu obvyklym sposobom, poskytuje
len sekvenciu postupne ziskanych jednotlivych diagnostic-
kych informécii. Vyznamny zisk diagnostickej informéacie
predstavuje urcenie kritickej hodnoty z multikomponentu,
ndjdeného optimélnou linedrnou kombindciou jednotlivych
premennych. Treba zdoraznit, Ze predikcia diagndzy pomo-
cou multikomponentu je jednoduchd a Iahko vykonatelnd
v praxi. PoslaZi na to nasledujuca prikladova Studia, v kto-
rej sa predpoved plicnej malignity vykondva pomocou pr-
vého hlavného komponentu PC/.

Prikladova Studia

Technikou PCA (analyza hlavnych komponentov) sme
zistili rovnicu na vypocet PCI pomocou troch vysSie opisa-
nych zvolenych metdd, a to EXCEA, EXCYF a SCEA. Pre-
mennd SCYF sme vynechali, pretoZe je najmenej informa-
tivna (na zdklade ROC-kriviek, obr. 2). Pre testovaci stbor
72 pacientov sa v PCA pouZité tri premenné linedrne kom-
binovali podla rovnice ziskanej vo vystupe pouZitého soft-
véru (STATGRAPHICS):

PC1 =0,6667 EXCEA + 0,3060 EXCYF + 0,6797 SCEA (8)

Z maxima krivky tc¢innosti pre PCI, t.j. E vs. PCI, sme
vo vystupe pouZitého softvéru (GraphROC for Windows)
zistili kritickd hodnotu —0,442 na stupnici premennej PCI.
Ide o bezrozmernt hodnotu, ¢o je zapri¢inené Standardiza-
ciou, opisanou dalej. Na predpoved diagnézy pacienta
s eSte neurcenou diagnézou je potrebné vediet uvedenu kri-
ticki hodnotu a koeficienty v rov. (8). Naviac st potrebné
priemerné hodnoty EXCEA, EXCYF a SCEA v testovacom
stibore 72 pacientov a prislu§né smerodajné odchylky, pre-
toZze v metdde PCA sa origindlne déta predspractvaji Stan-
dardiziciou, t.j. od jednotlivej laboratdrne zistenej hodnoty
Xx; sa od¢ita ich priemer X a vysledok sa podeli smerodaj-

o
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nou odchylkou s,. Hodnoty priemerov a smerodajnych od-
chylok sa Tahko ziskaji zo stboru nameranych udajov x;
v tabulke MS EXCEL alebo v inom tabulkovom procesore.

Predpoved diagnozy pre pacienta A

Po Standardizicii nameranych laboratérnych hodnot sa
ziskali udaje pre pacienta A:

EXCEA = -0,388, EXCYF = 0,162, SCEA = -0,234.

Vypoctom podla rov. (8) sa ziskala prislusnd hodnota
PCI=-0,467.

Kedze —0,467 < —0,442, diagnosticky zaver je: benigny.

Predpoved diagnozy pre pacienta B

Po Standardizacii nameranych laboratérnych hodnot sa
ziskali udaje pre pacienta B:

EXCEA =2,294, EXCYF = 0,033, SCEA = -0,273.

Vypoctom podla rov. (8) sa ziskala prisluSnd hodnota
PCI =1,354.

Kedze 1,354 > -0,442, diagnosticky zaver je: maligny.

Citlivost, Specifickost, u€innost a dalSie ukazovatele labo-
ratérnych metéd, ako aj ROC-krivky, moZno vypocitat pomo-
cou viacerych programovych balikov. St to hlavne softvéry:
a) GraphROC for Windows 2.0 (cit.”33), b) Analyse-it 1.61
(cit?)), ¢) CBstat 4.1.0 (cit.**), d) MedCalc 6.14 (cit.%),
e) SYSTAT 9 (cit.30), ) NCSS 2000 (cit.37) a g) SAS 8.1
(cit.3®). Z nich najblizsie k bezprostrednému uplatneniu pri rie-
Seni problémov klinickej diagnézy si GraphROC, Analyse-it,
CB-stat a MedCalc. Naproti tomu SYSTAT 9 rieSi problémy
tohto druhu velmi vSeobecne ako rozliSenie samotného Sumu
od signdlu so Sumom, Co je potencidlne vyuzitené na roz-
manité aplikdcie v analytickej chémii. Modul SIGNAL
v SYSTATe umoziuje analyzovat data zatriedované do 2 az
11 kategorii, pricom sa pouZiva bud bindrna stupnica (pre 2 ka-
tegorie) alebo poradova stupnica. Kombinované pouZitie viace-
rych softvérovych balikov umoZiuje vybrat numerické a gra-
fické vystupy najvhodnejSie pre Studovany problém.

Zaver

Tato praca podéva strucny prehlad o zékladnych ukazova-
tefoch vykonnosti laboratérnych metdd, ako su najmi citli-
vost, Specifickost a tc¢innost. Podava tiez zakladnii informéciu
o volbe hranice rozhodovania (kritickej hodnoty) a o ROC-
-krivkéch a ich vyuZiti na diagnostické tcely. Kriticky zosta-
veny vyber vyznamnych ¢lankov a kniZnych préc, zaoberaji-
cich sa uvedenou problematikou, umoZzni doplnit poZadované
detaily podla potreby. Uvadzaji sa tiez najdoleZitejSie softvé-
rové baliky, vyuZiteIné na spravnu a podrobni interpreticiu vy-
sledkov laboratérnych analytickych a biochemickych metdd.

Autori dakuju Slovenskej grantovej agentiire za pod-
poru grantu VEGA1/9129/02.
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B. Ballal, J. Mocik!, E. VarmusovaZ?, D. Kavkova?2,
and L. Tudik? (!Department of Analytical Chemistry, Fa-
culty of Chemical and Food Technology, Slovak University
of Technology, Bratislava, *Institute of Tuberculosis and
Respiratory Diseases, Poprad - Kvetnica, Slovak Republic):
Assessment of Qutcome of Laboratory Methods

Chemometrical processing of the results of laboratory
methods create new possibilities for supporting decisions
about appropriate diagnosis in laboratory medicine and clini-
cal chemistry. Used approach, originally applied in medicine,
has been recently transferred also into analytical chemistry.
Qualitative characteristics of laboratory methods, like Sensiti-
vity, Specificity or Efficiency are used for the selection of the
appropriate decision limit, according to which all examined
objects or subjects can be classified into chosen two catego-
ries (e.g. healthy and ill subjects). Assessment of performance
of the compared laboratory methods is made by means of
ROC-curves. Utilization of multivariate statistical methods,
combining original variables in an optimal way, increases the
diagnostic value of laboratory assays. Case study, based on
the multicomponent calculation by Principal Component
Analysis, shows how the linear combination of the analysed
tumor markers increases their diagnostic value for the diffe-
rential diagnostics of pleural malignancy.
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1. Uvod

V roce 1975 napsal S. N. Deming v Science!: ,,Recent
awareness of the finite character of both material and
energy resources has stimulated a renewed interest in the
optimization of reaction yields“. A opravdu, v sedmdesé-
tych a osmdesdtych letech se objevila fada publikaci
a ¢lanka popisujicich nejen optimalizaci syntéz, ale také na-
staveni méficich zafizeni. Také u nds se optimalizaci,
hlavné v primyslu, vénovala znacnd pozornost. Tak jiz
v roce 1968 vydalo Stitni nakladatelstvi technické litera-
tury knihu Jitiho LikeSe Navrhovdni priimyslovych experi-
mentii. Casopis Chemicky préimys] p¥inasel obcas priklady
matematického modelovani technologickych podminek
pramyslové syntézy, napt.>*. Do laboratofi se u nds opti-
malizace dostala hlavné knihou, kterou spolu s K. Doerffe-
lem vydal vynikajici ¢esky chemometrik Karel Eckschla-
ger”. Tato kniha je prekladem price obou autoril, kterd vy-
§1a® v némciné v roce 1981. Jiz pred tim se ale v Chemic-
kych listech objevil kratky ¢lanek ,,Optimalizace analytic-
kych postupti vénovany prof. Citovi k 80. narozenindm’.
V soucasné dobé kromé tspory ,,materidlu a energie* hraje
dulezitou roli pfi optimalizacich také ¢as. Proto se pfili$ ne-
pouZivaji klasické postupy®, ale dileZitou tlohu pievzaly
tzv. nedplné faktorové plany, z nichz nejcastéji pouZivany je
Placketttiv-Burmaniiv plan®. ProtoZe neni originalni litera-
tura® snadno dostupna a v fad& publikaci je tento pldn uvé-
dén jen velmi struc¢né, pifipadné s nepfesnostmi a chy-
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bami>®19-13 dovoluji si nabidnout Ceskému Ctendfi tento
Clanek. Nez se ale dostanu k Plackettovu-Burmanovu planu,
je tfeba strucné vysvétlit, co je to tplny faktorovy plan.

2. Uplny faktorovy plian

Pro jednoduchost uvazujme, ze vysledek pokusu mohou
ovlivnit dvé proménné veliCiny. Pfi syntéze to mohou byt
napf. teplota a polarita rozpoustédla, pfi nastaveni pfistroje
rychlost pritoku plynu a otevfeni nebo zavfeni piidavného
zafizeni. Proménnd miZe byt bud plynule ménitelna (tep-
lota, pritok plynu) nebo binarni (otevieno — zavieno, polarni
— nepolarni). Pfi pldnovani takového pokusu pievadime
vSechny proménné na bindrni, —1 a +1: u plynule ménitel-
nych proménnych volime tedy jen dva stavy: nomindlni
a extrémni. Pocet urovni proménné veliciny je tedy L = 2.
Pro teplotu miZe byt nomindlnim stavem tfeba teplota mist-
nosti a stavem extrémnim teplota varu pouZitého rozpou-
Stédla, pri pratoku plynu zvolime podle své zkuSenosti dvé
vhodné hodnoty: nizky pritok — vysoky pratok. Pfi popiso-
véani planu pak niz§i hodnot€ prifadime ¢islo —1 a vy$$i hod-
noté Cislo +1. Pfifazeni cisel veli¢indm bindrnim je libo-
volné — polarni rozpoustédlo miize mit +1 a nepolarni —1
nebo naopak. Pro uvedeny pfiklad vyplyvéa, Ze provedeme
Ctyfi pokusy, a to pro nizsi a vyssi hodnotu jedné proménné,
zatimco druhd proménnd je na své nizsi nebo vyssi hodnoté.
Ciselné lze tento plan zapsat takto:

1. proménna 2. proménni vysledek
-1 -1 "
-1 +1 Yy
+1 -1 V3
+1 +1 V4

U kaZzdého pokusu zaznamename vysledek (y; aZ y,);
podle povahy pokusu to mlZe byt vytéZek produktu, jeho
Cistota, nebo uc¢innost pfistroje, jeho citlivost nebo délici
(rozliSovaci) schopnost. K tomu, abychom odhadli, kterd
proménnd ovlivni vysledek a jak mnoho, pouZijeme linedrni
regresi: proménnd Y (vysledek) zdvisi na nezdvisle pro-
ménné X a citlivost této zavislosti uddvaji hodnoty smérnic
(parametrit) A. Matici X sestavime ze sloupcl planu pro
prvni a druhou proménnou (tj. zdkladni matice Z) a predra-
dime jim sloupec jednicek pro vypocet tzv. lokac¢niho para-
metru (Gsek na ose y). Namétfené vysledky jsou Y, vysledky
vypoctené z linedrni regrese se oznaluji Y.

Y=X*A+E Y=X*A )
kde
¥ 1 -1 -1
|y -1 1
Y= X=l1 1 4
v 11 1

o
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a E je vektor ndhodnych chyb. Zadané parametry A zis-
kame prevedenim matice X z jedné strany rovnice / na dru-
hou tzv. pseudoinverzi.
A=X#X)yl*X *Y 2
ProtoZe jsou sloupce matice X ortogondlni, je vysled-
kem nasobeni matic X’ a X matice diagondlni.

4 0 0 4 0 0
X*X=[0 4 0 X*=X)yl=| 0 1/4 0
00 4 0 0 1/4

Ortogonalita vede k vyraznému zjednoduSeni vypoctu
parametrti A. Rovnici (2) miZeme nahradit rovnici (3).

A=(1/m)*X°*Y (€))
kde m je pocet fadkt matice X, tj. poCet experimentl. Vy-
pocet je pak velmi jednoduchy — do transponované matice
X dosadime misto jednicek odpovidajici hodnoty vysledkl
y; je to vlastné ndsobeni matice X’ sloupcovym vektorem
Y. Potom ¢isla v fadcich secteme a vysledek vydélime po-
Ctem experimentl m = 4.

Y, ty, vty suma /4 =aq,
XFY ==y, -y, +y3 +y, suma /4 =a,
-y, oty Y3ty suma/4 =a,

Jak je patrné, a;, je soucet viech vysledkid y, a, a a, pak
predstavuji smérnice (citlivosti) zdvislosti vysledki na pro-
ménnych 1 a 2.

Pozor! V literatuie se Casto setkdvame s odliSnym
postupem v tom, Ze se parametry a; a a, vypocitavaji jako
rozdily praméria kladnych a zdpornych hodnot y. Tedy pro
vypocet napf. a; se bere (y;+y,)/2 — (y,+y,)/2. Je zfejmé, Ze
takto vypocitané hodnoty a, a a, jsou dvojnasobné vzhle-
dem k tém, které ziskdme linedrni regresi a nejsou konzis-
tentni s vypoctem parametru a, = (y; + y, + y3 + y)/4.

Nékdy se pouZivaji misto bindrnich proménnych -1
a +1 proménné 0 a 1. Pochopitelné je to mozné a linedrni
regrese poskytne stejné smérnice jako pii pouZiti —1 a +1.
ProtoZe vSak v tomto pfipad€ neni matice X’*X diagonalni,
nelze pouZit zjednoduSenou rovnici (3), ale je tieba pocitat
s pseudoinverzi (rovnice 2). Lokacni ¢len neni v tomto
usporddani pramérem vSech vysledkd, ale odpovidd vy-
sledku méfeni pfi nastaveni vSech proménnych na nomi-
ndlni hodnoty.

Pocet experimentil m, a tedy i velikost matice X, roste
s poc¢tem proménnych n podle 2".

Pro jednu proménnou mame jen dva stavy — niZsi a vyssi.
Pii dvou proménnych se dva stavy druhé proménné pridaji ke
dvéma stavim proménné prvni, tak jak bylo ukdzano vyse. Tii
proménné (A, B, C) pak vyZadujf 23, tj. 8 experimentil. Tzv.
uplny faktorovy plan pro tento piipad je v nésledujici tabulce 1.

5,6,9-13
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Tabulka I
Uplny faktorovy plén pro t¥i prom&nné

1 A B C AB AC BC ABC

1 -1 -1 -1 1 1 1 -1

1 1 -1 -1 -1 -1 1 1

1 -1 1 -1 -1 1 -1 1

1 1 1 -1 1 -1 -1 -1

1 -1 -1 1 1 -1 -1 1

1 1 -1 1 -1 1 -1 -1

1 -1 1 1 -1 -1 1 -1

1 1 1 1 1 1 1 1

Zakladni matici Z zde predstavuji sloupce A, B a C.
Hodnoty v fadcich nam fikaji, jak se maji provést jednotlivé
experimenty, napf. v prvnim experimentu se pouZiji u vSech
proménnych nomindlni hodnoty. V kaZdém sloupci zékladni
matice je stejny pocet kladnych a zdpornych znamének. To
muZe slouZit jako kontrola spravnosti sestaveni planu.

Dalsi sloupce v tabulce dostaneme vyndsobenim
sloupcti zdkladni matice tak, jak je uvedeno v zahlavi ta-
bulky I. Tyto Ctyfi posledni sloupce predstavuji vzdjemné
ovlivnéni jednotlivych proménnych. Re3eni podle tohoto
planu si ukdZeme na pfikladg z literaturyS. Matici X tvofi
Cisla (-1 a +1) z uvedené tabulky I. Sloupcovy vektor
Y jsou vysledky experimenti (observations):

11,8  a®) = 13,71

99  a(A) = 0,64

85  a(B) ~1,51

209  a(C) = 4,14

X*Y=X* 81 aAB) = 049
183  a(AC) = -0,06

162  a(BC) = -024

160  a(ABC) 0,11

Kontrolu spravnosti vypoctu lze provést takto: vysledky
experiment{l se umocni na druhou a zpraméruji: = (y?)/ 8 =
208,1562. Stejné Cislo se musi dostat souctem druhych
mocnin vypogitanych parametrii: X (a2) = 208,1562.

Hodnoty parametrti u sou¢inovych proménnych jsou re-
lativné malé, coz napovidd, Ze se proménné A, B a C vzi-
jemné neovliviiuji. V takovych piipadech je vhodné cely
plan zjednodusit a sniZit tak pocet potfebnych experimentu.

3. Netiplny faktorovy plan

Pri uplném faktorovém pldnu se pocet experimentil
s kazdou dal§i proménnou zdvojnasobi. To miZe n€kdy vést
az k ekonomicky a ¢asové neuskutecnitelnému piipadu. Na-
priklad pfi optimalizaci postupu pro silanizaci silikagelu
pro kapalinovou chromatografii museli autofi posoudit vy-
znamnost 23 prom&nnych!?. V piipadg, Ze by jeden experi-
ment trval jen 10 minut, bylo by tfeba k provedeni tplného
faktorového planu asi 160 roki nepfetrzité prace. V tako-
vych néro¢nych piipadech zanedbdvime moZnost vzijem-

o
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ného ovliviiovani proménnych a uchylujeme se k neupl-
nému faktorovému planu. Takovych pland existuje celd
fada a Ize je najit v literatufe®. Mezi nimi vyznamné misto
zaujima tzv. Plackettiv-Burmantlv plan® a tomuto pldnu je
vénovan dalsi vyklad.

4. Plackettiv-Burmantiv plan

Vratme se k tabulce I pro dplny faktorovy pldn se tfemi
proménnymi. Omezme ji jen na Ctyfi prvni sloupce a vy-
berme tadky 4, 6, 7 a 1. Dostaneme tabulku II.

Tabulka II
PlackettGiv-Burmaniiv plén pro 3 proménné

Radek I A B C
4 1 1 1 -1
6 1 1 -1 1
7 1 -1 1 1
1 1 -1 -1 -1

JestliZe u prvniho fadku zakladni matice Z (tj. sloupce A,

B a C v tabulce II) provedeme cyklickou zdménu, tj. prvni pr-

vek vyjmeme a vloZime za posledni, dostaneme fadek 2. Pfi

dalsi cyklické zdaméné dostaneme fadek 3; tim cyklické z4-
mény kondi (pfi dal§i bychom dostali zase fadek 1). Posledni
fadek vytvorime ze samych —1. To je podstata Plackettova-

-Burmanova planu pro pocet trovni L = 2, u kterého plati:

1. pro n proménnych budeme mit jen n+l1 = m experi-
mentu,

2. pritom musi byt n + 1 délitelné 4, pokud neni, pfida se
k redlnym proménnym potfebny pocet fiktivnich (dum-
my) proménnych,

3. pomoci cyklické zamény prvniho fadku definovaného
autory® (viz tab. IIT) se vytvofi zakladni matice Z, kde
posledni fadek je tvofen samymi —1.

Tabulka III
Zékladni vektory Plackettova-Burmanova planu

—p—
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Cek a citlivosti (A) se vypocitaji jako smérnice z linedrni
regrese pomoci rovnice (2),

6. protoZe jsou sloupce zakladni matice Z ortogondlni, 1ze
pouZit i v této regresi zjednoduSenou rovnici (3).
Ptiklad se tfemi proménnymi, ktery byl vyfeSen pomoci

uplného planu, bude nyni vypadat takto:

R 11 i
o1 R |
Z=1, 1 X= 1 11
11 -1 T R |
11
1 1o
= .
1 1 -1
+8.1 4183 4162 +11.8  +54.4/4 = +13.60
+8.1 4183 162 118  —1.6/4 = 040
+8.1 183 +162 118  -584 = 145
8.1 4183 +162 —11.8  +14.6/4 =  +3.65

Parametry vypoctené podle uplného planu (13,71;
-0,64; 1,51 a 4,14 ) se mirné 1isi od hodnot ziskanych po-
moci nedplného faktorového planu Plackettova-Burma-
nova. V kazdém jednotlivém piipadé€ je proto tfeba se roz-
hodnout, zda dat piednost tspofe ¢asu a materidlu na tkor
pfesnosti v ziskanych parametrech (citlivostech na pro-
meénné).

5. Fiktivni (dummy) proménné

Zatim jsme se zabyvali vypolty parametrtl, ale nezjistili
jsme nic o jejich presnosti a statistické vyznamnosti. Placketttiv-
-Burmaniiv plan umoziiuje i tato zjiSténi. Doséhne se toho zave-
denim tzv. fiktivnich proménnych (zndmych pod anglickym
oznaCenim dummy). Tyto fiktivni proménné umoZiiuji prove-

m Prvni fadek Plackettova-Burmanova planu

8 1 1 1 -1 1 -1 -1

12 1 1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1

16 1 1 1 1 -1 1 -1 1 I -1 -1 I -1 -1 -1

20 1 1 -1 -1 1 1 1 1 -1 1 -1 1 -1 -1 -1 -1 1 1 -1

24 11 1 1 1 -1 1 -1 1 1 -1 -1t 1 1 -1 -1 1 -1 1 -1--1 -1 -1

4. provede se m experimentll, pfi nichZ se pouZiji pro-
ménné v jejich nomindlni nebo extrémni hodnoté podle
znamének u jednicek v jednotlivych fadcich,

5. pred vypoctem citlivosti vysledk( na jednotlivych pro-
ménnych se k zdkladni matici Z prediadi vektor jedni-

94

deni vice experimentl s riznou kombinaci nastaveni redlnych
proménnych a dopliiuji redlné proménné na pocet potiebny pro
sestaveni Plackettova-Burmanova pldnu. Tim, Ze fiktivni pro-
ménné neovliviuji nijak pribéh experimentu, mély by mit od-
povidajici parametry nulové. Odchylka vypoctenych parametri

o
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od nuly umoziiuje vytvofit si predstavu o piesnosti parametri
pro redlné proménné.

Vratme se k naSemu piikladu s proménnymi A, B a C.
Misto planu s m = 4, pouZijeme plan s m = 8 a Ctyfi chybé-
jici proménné (d, — d,) budeme povaZovat za fiktivni. Ma-
tice X, sestavend podle Plackettova-Burmanova planu pro
8 experimentd, je v levé Casti tabulky IV.

Tabulka IV
Plackettiiv-Burmaniiv ndvrh matice X spolu s vektorem y

| A B C 4 d, dy d, y

1 1 1 -1 1 -1 1 160
NS TS T S T L 8,1
11 -1 1 -1 -1 1 1 183
(NS T T D D 8,5
(NS TS T R D T 9.9
I -1 -1 1 1 1 -1 1 209
-1 1 1 1 1 1 -1 162
-1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 118

Experimentélni uspotfadani se fidi opét jen sloupci redl-
nych proménnych A, B a C, tak jako u uplného faktorového
pléanu. V prvnim experimentu budou vSechny tfi proménné
na své extrémni urovni, v poslednim, osmém experimentu
budou proménné v nomindlnim stavu.

Pokud se soustiedime na nastaveni téchto proménnych A,
B a C, miZeme jednotlivym experimentiim pfifadit vysledky
y uvedené vySe u uplného planu. Nésledujici tabulka V uvadi
srovndni vysledki vypoctu parametrtt podle Plackettova-
-Burmanova pldnu a podle tplného faktorového planu.

Tabulka V
Parametry vypoctené podle netiplného Plackettova-Burma-
nova a podle tplného planu

Nedplny plan Uplny plan
parametr a |al/s, parametr a
a(l) 13,7125 49,21 a(l) 13,7125
a(A) -0,6375 2,29 a(A) -0,6375
a(B) -1,5125 5,43 a(B) -1,5125
a(C) 4,1375 14,85 a(C) 4,1375
a(d,) 0,0625 0,22 a(AB) 0,4875
a(d,) 0,1125 0,40 a(AC) -0,0625
a(ds) —-0,4875 1,75 a(BC) -0,2375
a(d,) 0,2375 0,85 a(ABC) 0,1125

Prvni Ctyfi parametry (tj. loka¢ni a pro proménné A,
B a C) jsou v obou ptipadech stejné; to je pochopitelné, pro-
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toZe pro tyto parametry jsou v obou pldnech stejné kombi-
nace nomindlnich a extrémnich hodnot proménnych.

VSimnéme si vSak parametri, odpovidajicich fiktivnhim
proménnym. Pokud by méfeni v experimentech byla bez
chyb, byly by tyto parametry nulové. Skute¢né naméiené
hodnoty miZeme tedy pouZit k odhadu rozptylu sa2 podle
rovnice (4).

s.2 =2 (ald) - 0)*/ p “)
kde p je pocet fiktivnich proménnych (v naSem piipadé = 4)
a 0 predstavuje o¢ekavanou hodnotu parametru a(d).

Odmocninou rozptylu Sa2 je odhad standardni odchylky
s,- KdyZ touto hodnotou vyd€lime jednotlivé parametry
(v absolutni hodnoté), dostaneme hodnoty testu ¢, které
srovname s kritickou hodnotou #(krit) Studentova rozdéleni
pro p stupiii volnosti na 95% nebo 90% hlading spolehli-
vosti. Vybér z kritickych hodnot je v tabulce VI.

Tabulka VI
Vybér z kritickych hodnot Studentova rozdéleni

p 1 2 3 4 5 6 7

t(krit) 95%
#(krit) 90%

12,706 4,303 3,182 2,776 2,571 2,447 2,365
6,314 2,920 2,353 2,132 2,015 1,943 1,895

V naSem piipadé je pocet fiktivnich proménnych a tedy
i pocet stuptiti volnosti 4. To znamend, Ze vSechny pro-
ménné, u nichZ je |al/s, vEtSi nez 2,776, jsou statisticky vy-
znamné z 95 % a ty, u nichz je tento pomér vétsi nez 2,132,
jsou vyznamné na 90% udrovni.

Pozor! Nékdy se v literatuie® setkdme s jinou rovnici
pro vypocet rozptylu, podobnou rovnici (4). Misto nuly je
v Citateli primérnd hodnota a(d) parametri a ve jmenova-
teli je p — 1. Tento zplisob neni spravny, protoze ocekdvana
hodnota parametrt u fiktivnich proménnych je nula a pokud
se nepracuje s primeérem, je spravné pouZit ve jmenovateli
pocet vSech pouZzitych parametri p.

V naSem piipad¢ je

5,2 =2 ((0,0625)% + (0,1125)? + (-0,4875)? + (0,2375)?)/ 4

a standardni odchylka s, = 0,279. Z toho plyne, Ze vSechny
tfi proménné A, B a C jsou statisticky vyznamné; B a C na
95% a A na 90% hladiné spolehlivosti. VSechny Ctyfi fik-
tivni proménné (d,—d,) jsou statisticky nevyznamné. Tento
druhy fakt je dtlezité zjiSténi. VSimnéme si, Ze stejné hod-
noty, které jsme pouzili pro vypocet standardni odchylky,
predstavuji v uplném plinu vzdjemné ovlivnéni jednotli-
vych proménnych. Kdyby k takovému ovlivnéni dochdzelo,
vySel by pro odpovidajici parametr test ¢ jako vyznamny.

Pro posouzeni kvality uvedené regrese nelze pouZit ko-
relacni koeficient. KdyZ dosadime A z rovnice (2) do rov-
nice (/), dostaneme rovnici pro pfepocet naméfenych vy-
sledkl Y na vysledky vypogitané z regrese Y pomoci tzv.
Hhat“ matice H, rovnice (5).

o
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Y = X#(X°#X) 1#X°*Y = H¥Y )
_ ProtoZe je matice H v tomto piipad€ jednotkova, je
Y=Y akorelaCni koeficient, ktery charakterizuje podobnost
obou vektortt Ya Y je vZdy roven jedné.

6. Confounding

Confounding je termin, ktery je snad lepsi nepfekladat.
Zadny Cesky ekvivalent totiZ nepopisuje odpovidajici jev
srozumitelné (confound = smichati, poplésti, zahanbiti).

NejbliZe skute¢nému vyznamu je anglicky vyklad: con-
found = mistake for another, ¢ili omylem povazovat za néco
jiného. Co se tedy miiZze omylem povazovat za néco jiného?

VSimnéme si sloupci pét aZ osm v Plackettové-Burma-
noveé matici X (tabulka IV). Oznacime-li kazdy ze sloupct
této matice jako vektor s Cislem, tedy v, pro prvni sloupec,
atd., miZeme psat:

Vs =(1).vyvy, Vo= (-1).v,v3, Vg =(-1).v3.v,

ale také
Vg = V,5.V3.,

To znamen4, Ze vyznamna hodnota parametrii pro vektory
V5—Vg miZe byt zplsobena interakci proménnych tvoficich za-
kladni matici (vektory v,-v,). Pozor! Neni to ale pfesn€ to, co
pozorujeme v Uplném faktorovém planu. TotiZ, vznikne-li con-
founding vyndsobenim dvou vektor(i, nsobi se tento soucin
jesté —1. V piipadé confoundingu ze tfi vektort je tento naso-
bitel +1. I kdyZ vzajemné ovlivnéni Ctyf a vice proménnych je
vétSinou mélo pravdépodobné, dd se vypocitat, Ze stiidani na-
sobitelll —1 a +1 je pravidelné: —1 pro sudy pocet vektori, +1
pro lichy. U uplného faktorového planu s m = 8 platilo:

Vs =V,.V3, V=V, Vo=V3V, @ Vg=V,.V3V,
a Slo o vysledek vzdjemného ovlivnéni proménnych. Tady ne-
mohlo jit o myIné pfifazeni, protoZe takto byly sloupce matice
X konstruovany timyslng. Pfi sestavovani Plackettovy-Burma-
novy matice se vzdjemnym ovliviiovanim proménnych nepoci-
tame, ale pokud tam je, projevi se jako confounding. Toto srov-
néni tplného planu a planu Plackettova-Burmanova napovida,
7e confounding bude existovat pro takovy pocet experimentil
m, pro ktery lze sestavit uplny faktorovy plan, tj. obecn€ pro
m =2k kde k =2, 3, 4, 5... ProtoZe se Plackettiv-Burmantiv
plan da sestavit pro m = 4k, kde k = 1, 2, 3,..., snadno zjistime,
Ze existuji Plackettovy-Burmanovy plény, u nichZ neni con-
founding pfitomen. Jsou to plany pro m = 12, 20, 24 atd. Proto
se doporucuje, mame-li 7 a méné€ proménnych, nepouZivat nej-
bliZ§i moZny plén, tj. pro m = 8, ale rad&ji piidat vice fiktivnich
proménnych a pracovat podle planu pro m = 12.

7. Vicetroviiové plany

Plackett a Burman popsali® velmi stru¢né i plény pro pii-
pad, kdy nechceme mit experimenty jen na dvou trovnich
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(L = 2), ale na tfech, péti a sedmi. V praxi se tento pfistup
prakticky nepouZziva. Je to proto, Ze se velmi zvySuje pocet
potfebnych experimentti; ten musi byt totiZ délitelny L.2. Pii-
tom pocet proménnych je omezen poctem moznych cyklic-
kych zdmén zdkladnich sloupct (nikoliv fadkl jako u L = 2),
ktery je (L2-1)/(L-1)-1. Pro L = 3 je tento pocet 3, tj. celkovy
pocet sloupci zdkladni matice a tedy i proménnych je 4.
V nésledujici tabulce VII je zdkladni Plackettiv-Burmaniv
sloupec? uveden tuén&; v poslednim experimentu jsou opét
vSechny proménné v nomindlni hodnoté (tj. 0).

Tabulka VII
Plackettiiv-Burmantv pléan pro L =3

Experiment Proménna
m A B C D
1 0 1 2 2
2 1 2 2 0
3 2 2 0 2
4 2 0 2 1
5 0 2 1 1
6 2 1 1 0
7 1 1 0 1
8 1 0 1 2
9 0 0 0 0

Z hlediska spravnosti vypoctu smérnic pro jednotlivé
proménné A, B, C a D je opét jedno, zda se jako trovné pro-
ménnych pouZiji 0,1 a 2 nebo —1,0 a +1. Pouze druhy zpti-
sob v8ak poskytne téZ sprdvnou hodnotu loka¢niho para-
metru jako pramér vSech hodnot vysledkil y. V osmdesa-
tych letech se snaZil K. Jones'*!> vyuZit tento plan k zpfes-
néni vysledkil pfi optimalizaci silanizace chromatografic-
kych materiala. BohuZel nepostiehl, Ze tentokrat jde v Plac-
kettové-Burmanové planu o cyklickou zdménu sloupcti a ne
radka. Pro matici 9 x 8, kterou dostal analogicky jako pro
dvoutroviiovy plén, se pak potykal s vysvétlenim opakova-
nych hodnot smérnic, navic pon¢kud divné pocitanych. Vy-
vazeny tfitroviiovy plan publikovali Massart a spol.!®

Domnivdm se, Ze nemd smysl snaZit se zpfestiovat
smérnice ziskané pomoci dvoudroviiového plianu. Ten
slouZzi predev§im k tomu, abychom si z velkého mnoZstvi
podezielych proménnych vybrali ty, které skutecné vy-
znamng ovliviiuji studovany proces. Zpfesnéni, piipadné
dokonceni optimalizace navrhovaného postupu, je pak tfeba
provést jinou metodou, jako je tfeba vicerozmérna regrese
nebo b&hem optimalizace simplexovou metodou!”’.
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M. Holik (Department of Theoretical and Physical

Chemistry, Faculty of Science, Masaryk University, Brno):
Optimization of Analytical Procedures with Plackett-
-Burman Design

Reduced factorial design invented by Plackett and Bur-

man in 1946, which reduces the number of experiments ne-
cessary for the determination of important variables in regres-
sion, is compared with the corresponding full factorial design.
The calculation procedure is explained in detail using publis-
hed data; some errors in literature are pointed out. Problems
with confounding and how to avoid them are presented.
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HANS HELLMANN: ZIVOTNI PRIBEH VEDCE VE 20. STOLETI"

RUDOLF ZAHRADNIK

Ustav fyzikdlni chemie Jaroslava Heyrovského, Akademie
véd Ceské republiky, Dolejskova 3, 182 23 Praha 8
Rudolf.Zahradnik @jh-inst.cas.cz

Doslo 20.8.03, ptepracovéino 25.8.03.

Veénovano prof. Helmutu Schwarzovi (Berlin), vel-
mistru chemie, k jeho Sedesatym narozenindm.

V nedavno skonceném stoleti se udél bezpocet dobrych
a povzbudivych pribéhi, ale téZ hrozivé mnoZzstvi piibéha,
jez predstavuji monokrystaly hrazy. Pfibéh Hellmanntv
patii do druhé kategorie: fenomendlni u¢enec byl zavrazdén
ve svych 35 letech v rdmci ¢ehosi, co 1ze nazvat neformalni
spolupraci nacismu a komunismu.

Pro prehlednost je toto sdéleni rozdéleno do tif Casti.
Nejprve zminim Curriculum vitae skutecného a velkého pio-
nyra kvantové chemie. Potom v obrysu popisi ty jeho bada-
telské vysledky, jichZ si nejvice cenim. A kone¢né piibéh fe-
nomendlnosti a tragedie zaClenénim do sevieného obrazku
o osudu lidstva ve 20. stoleti.

Nedavno, 14. fijna 2003, si kvantovéchemickd komu-
nita pfipominala sté vyroCi jeho narozeni; narodil se v né-
meckém Wilhelmshavenu v rodiné vojaka z povolani. Stie-
doSkolské vzdélani ukoncil maturitou na gymndziu v r.
1922 a pak nasledovalo sedm let studia fyziky; diplomu do-
séhl v r. 1927 a doktorétu v r. 1929. Poc¢atkem téhoZ roku se
v rodiné svého ucitele seznamil s pGivabnou divkou, Ukra-
jinkou Viktorii Bernsteinovou, jeZ pochdzela ze Zidovské
rodiny. Zahy nato nasledoval sfiatek a koncem téhoZ roku se
manzelé stali rodi¢i chlapce, kterému dali jméno Hans.
Hellmann i jeho ucitel byli na tom stejné, pokud Slo o pt-
vod jejich manZelek: pro oba to mélo po nastupu nacistd
k moci zI€ nésledky a Hellmanna to dokonce stilo Zivot.

Po nastupu nacistit bylo Hellmannovi ziejmé, Ze s ro-
dinou zistat v Némecku nelze. ManZelé uvaZovali o vice
moznostech emigrace, ale posléze zvitézilo piani pani Hell-
mannové vratit se na Ukrajinu. Sovétské autority fekly ano,
ale Ukrajinu zamitly. Alternativa, kterou nabidly, nebyla
Spatnd: pozice vedouciho teoretické skupiny a profesora
Karpovova ustavu v Moskvé. Mimotadné kvality Hellman-
novy byly v odborném svété¢ dobie zndmy. Nedlouho po
emigraci, v r. 1934, byla tato nabidka realizovdna. Hell-
mann se dal do prdce s ohromnym nasazenim a horlivé pub-
likoval v Moskvé i v zahrani¢i. Citil se dobfe a v ervnu r.
1936 dostal sovétské obcanstvi. Ucenci, piesnéji feceno vy-
brani ucenci, se v Moskvé té§ili vaznosti a pfizni, a tak Zi-
vot Hellmannovych nebyl Spatny. Na sklonku r. 1937 si

v8§iml, Ze atmosféra prostfedi, kde uz nékolik let Zil a pra-
coval, se podivné zménila. Nepfizniva atmosféra se prohlu-
bovala a v bfeznu 1938 hroziva historka zaznamenala pr-
vou kulminaci: Hans Hellmann byl zat¢en. KdyZ mu bylo
34 let 7 mésict a 15 dni, dne 29. kvétna 1938, byl NKVD
zavrazdén. Kdyz si §la vdova za dva tydny do ustavu pro
posledni plat, nedostala ho. Zato si na ,,st€éngazeté* precetla
denunciaci o svém muZi; zprdva byla podepsina dvéma
Hellmannovymi kolegy, Dr. Zhukhovitskym a Dr. Tjomki-
nem, ktefi byli poklddani za jeho udavace. Prvy z nich byl
sekretdfem stranické organizace v ustavu. Vdova s devitile-
tym synem byla zdhy vystéhovéna z bytu a zanedlouho za-
t¢ena. Hans Hellmann, Jr. se setkal se svou matkou za 15
let. To bylo v dobé, kdy uZ byl vystudovanym elektroinZe-
nyrem. Jeho Zadostem o vyst€éhovéani s rodinou vyhovély
urady teprve jako dvaaSedesatiletému v r. 1991.

Hellmann byl u¢enec skutecné nevSedni: byl nejen vy-
nikajicim teoretickym fyzikem, ale téZ velice zdatnym ex-
perimentitorem a navic pfirodovédcem s hlubokym poro-
zuménim chemii. Zbyva dodat, Ze byl u¢encem, ktery mél
jedine¢nou zpusobilost vystihnout témata, jeZ budou hrat za
par let ¢i desetileti klicovou roli v rozvoji teorie v chemii.
To v3e bych chtél doloZit pomoci vybéru Hellmannovych
objevl a dél, které, po sloZeni v koldz, by byly plisobivou
dekoraci pro (virtudlni) sini slavy. Nepiijde o pouhé vyjme-
novani objevd, jez (jisté nejen j4) pokladam za dila klicové
dalezitosti, ale téZ o uvedeni, k ¢emu dnes slouzi a kdo pfi-
spé€l vyznamné k jejich vyuZivani.

Domnivam se, Ze kdyby Hellmann Zil ve Stastnéjsi
dobé, byl by vynikajicim kandiddtem na Nobelovu cenu. Ve
skute¢nosti mé udivuje, Ze jeho dilo je zminéno snad jen ve
40 % ulebnic kvantové chemie. Samoziejmé v zemi, kterd
mu poskytla azyl a pak ho pfipravila o Zivot, neméla ofici-
alni mista zajem pfipominat jeho dilo. A v jeho rodné zemi
zacali usilovat o ndpravu teprve v 90. letech, o CemZ se
kratce zminim v zavéru tohoto ¢lanku.

Onu zminénou virtudlni koldZ vytvofim ze Sestice vy-
raznych vysledk(; prvy z nich nese v oznaceni jeho jméno.
Jde o Hellmanniiv-Feynmaniiv teorém. Pfispél k tomu, Ze
aplikovana kvantovd chemie prodélala v 70. letech ohrom-
nou proménu. Dnes je uZ obecné zndmo, Ze ze Schrodinge-
rovy rovnice plyne pfedpis pro vypocet celkové energie, E,
systému popsaného vinovou funkci ¥ a hamiltonidnem H:

E=<¥Y|H|¥Y> (1)

Tento vyraz dovoloval uz ve 30. letech pomoci trpéli-
vého ménéni vazebnych délek a thld dospét u dvou- a tii-
atomovych molekul ke struktufe, jeZ odpovidala minimu
energie. AvSak nutno dodat, Ze patrdni po optimdlni struk-
tufe u pouhé ctyfatomové molekuly je velice pracné a u vét-
Sich molekul prakticky neproveditelné. A tak celd oblast

*Zkricend verze prednisky proslovené na Hellmannové workshopu v ramci 11. Mezindrodniho kongresu kvantové chemie v Bonnu, dne 26.7.2003.
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studia hyperploch potencidlni energie stagnovala. Ke dra-
matické zméné€ doSlo aZ v 70. letech, kdy se pro optimali-
zaci geometrie molekul zacalo pouZivat vedle vypoctu ener-
gie také vypoctu gradientii energie! 3, tedy derivaci celkové
energie podle vnitfnich soufadnic molekuly x;. Hellmann
ukézal, Ze plati*

oE

o v 4
coZ znamend, 7e hodnoty zmény energie se zménou (zvét-
Senim ¢i zmenSenim) soufadnice vypocitdme ze Schrodin-
gerovy rovnice, v niZ hamiltonian je nahrazen jeho derivaci
podle soufadnice. Optimalizace geometrie molekul pomoci
energie a gradientu energie zplsobila — spolu s kvalitnimi
pocitaCovymi programy — ohromny rozmach teorie v che-
mii. Ve vétSin€ laboratofi se kvantova chemie stala neod-
myslitelnou sloZkou experimentalni prace. Slusi se jeSté po-
znamenat, Ze derivace energie podle soufadnice mé srozu-
mitelny fyzikalni vyznam. Udéav4 totiZ velikost a smér sily,
jeZ plisobi na jadra jednotlivych atomt v molekule, a tudiz
predstavuje pokyn, o kolik a v jakém sméru zménit polohu
toho kterého jadra, abychom se pfibliZili k optimalni struk-
tufe, tedy k té, jiZ prislusi nejniZsi energie. Rozumi se samo
sebou, Ze v této struktufe jsou vSechny dil¢i hodnoty gradi-
entu energie rovny nule.

Dalsi polic¢ko v nasi koldZi je spjato s tim, co se dnes nej-
Castéji nazyva pseudopotenciil. Nazev to neni nejpodare-
néjsi, idea je to vSak velice uZitecnd. Mnoho pokusnych
i teoretickych studii je spjato se systémy, obsahujicimi
atomy 1. a 2. fady periodického systému. Pfechod k teore-
tickému popisu t€Z8ich atomi je svizelny proto, Ze s rostou-
cim poctem elektronidl se stivd vypocet na kvalitni Grovni
pro veliky rozsah nezvladnutelny i v pifipadé velmi vykon-
ného pocitace. Hellmann navrhl uz v r. 1934, jak piekonat
tuto svizel’. Doporucil uvaZovat ve vypo&tu explicite pouze
elektrony vnéjsi slupky, tedy elektrony valencni. Elektrony
vnitfnich slupek (kterych je u t€Z8ich atomi velka vétSina),
zvané tézZ elektrony ,,core®, vytvareji spolu s jddrem atomu
utvar, ktery se zpracovava jako celek. Tento postup umoz-
fiuje kvalitni popis systému obsahujicich tézké atomy. Slusi
se dodat, Ze tutéZ ideu popsal témé&f soucasné Gombas®.
V minulych desetiletich byly navrZeny pseudopotenciily pro
vSechny t€zké atomy, pseudopotencidly, které berou naleZzité
v tvahu potfebu respektovat relativistické efekty, jez se pro-
nikavé uplatiiuji u elektront téchto atomi ve slupkéch, situ-
ovanych nejblize atomovému jadru’?. Je tedy zfejmé, Ze
dnes uz v periodickém systému neexistuji vypoctové nedo-
stupné zatisi. Je v8ak pravdou, Ze mezi t€Zkymi atomy exis-
tuji takové, jejichZ zpracovéni neni snadné, ale to je uz pii-
pad piesahujici zaméfeni tohoto ¢lanku.

Dalsi bod je (a bude!) perlou v nasi koldZi. Tyk4 se van
der Waalsovych (zkracen¢ vdW) interakci, které se v literatute
oznacuji téZ jako slabé ¢i nekovalentni. Jde o interakce mezi
permanentnimi, indukovanymi a ¢asov€ proménnymi elek-
trickymi multip6ly, jeZ jsou spjaty s interagujicimi moleku-
lami; interakce dip6l-dipdl Casto predstavuje nejvétsi stabili-

oH
ox,

)
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zacni piispévek. Slusi se dodat, Ze Casové proménné dipdly se
uplatiiuji napf. u atomt vzécnych plyni; jsou zpisobeny tim,
Ze t€7ka atomova jadra nestaci sledovat velmi rychly pohyb
elektronovych oblakll. Tyto interakce maji zdsadni vyznam
pro chemii v kondenzované fizi a jsou naprosto nezastupi-
telné v celé oblasti biodisciplin. K jejich naleZitému docenéni
nepochybné dojde v nedaleké budoucnosti.

Ultrapionyrem v této oblasti byl pét let pfed Hellman-
nem Fritz London'?, ale Hellmanntiv ptispévek!! je origi-
ndlni a velice pfinosny. Je nejvyssi ¢as, aby mladi adepti
biodisciplin (chemici ov§em téZ) vénovali ndleZitou pozor-
nost popisu a interpretaci téchto interakci; bez toho by ne-
méli moZnost porozumét pribéhu fungovani elementarnich
procest v Zivé hmot€. Soustavné pouceni o téchto interak-
cich lze nalézt na vice mistech v literatufe, napf. v pra-
cich!z14,

Jen krétce se mohu zminit o viridlovém teorému, ktery
ukazuje, Ze mezi potencidlni (V), kinetickou (7) a celkovou
(E) energii u atomi a molekul existuje podivuhodné jedno-
duchy vztah:

\4

T=——=-E
2

(€))

Tento vztah presné plati v pfipad¢€, Ze mame k dispozici
presnou vinovou funkci*!>. U vypo&ti s funkcemi ptibliz-
nymi Ize podle miry nesplnéni vztahu (3) usuzovat na kva-
litu pouZité pfiblizné vinové funkce. Zbyva dodat, Ze ke
vztahu (3) dospéli nezavisle Hellmann* a Slater!”, a proto
byva oznacovan jako Hellmanntv-Slatertiv teorém. Jedno-
duchost vztahu (3) maZe svadét k domnénce, Ze pozadi to-
hoto vztahu je stejné prosté. AvSak neni tomu tak; ve sku-
te¢nosti 1 v literatufe nepochybné dobré kvality byva sepéti
potencidlni, kinetické a celkové energie interpretovano
zmatené a ne zcela korektné. Jasno lze ziskat napft. trpéli-
vym prostudovanim praci Ruedenberga!® a Kutzelnigga!”.

Paté misto v nasi kolaZi pravem ndleZi Hellmannovym
experimentdlnim pracim. I v tomto sméru byl skutecnym
mistrem, jakym byl v oblasti teorie. Pro ilustraci 1ze uvést
méfeni frekvencng z4vislych dielektrickych konstant!8, je
bylo soucésti jeho dizertace, jakoZ i dnes vskutku aktudlni
téma, tykajici se rozkladu ozonu ve stratosféte!®. Jeho stu-
die chemické reaktivity?® pfedb&hla dobu. Ve vSech svych
pracich vZdy kladl diraz na zkoumdni toho, jak nepfesnosti
jednotlivych proménnych ovliviiuji pfesnost stanovované
veli¢iny. S politovianim lze dodat, Ze tomu trvale vyznam-
nému bodu se dnes vénuje jen mald pozornost.

Jako posledni bod do koldZe z Hellmannova dila vybi-
ram jeho monografii, kterd vySla v r. 1937 v Moskvé pod
ndzvem ,,Kvantovaja chimija“?!. To bylo prvé dilo tohoto
druhu, tedy pocin prikopnicky. Je ov§em pravda, Ze uZ v r.
1935 vyslo zndmé dilo Paulinga a Wilsona nadepsané ,,Int-
roduction to Quantum Mechanics* s podtitulem ,,With Ap-
plication to Chemistry“. To, co je na Hellmannové dile
zv14sté ocenénihodné, je to, Ze po témét 70 letech je porad
svéZi a pouZitelné jako ucebnice! Ostatné totéZ plati o dile
o sedm let mlads$im, o ,,Quantum Chemistry* Eyringa, Wal-
tera a Kimballa, které m4 uZ mnoho desetileti charakter ja-

o
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kési ,,bible” pro zacinajici kvantové chemiky. Pokud jde
o Hellmannovu monografii, nutno dodat, Ze v r. 1937 ne-
méla nadéji na vydani v nacistickém Némecku. Némeckou
verzi se viak podafilo uplatnit ve Vidni22 v té dobg jesté ne-
obsazené.

Drtive nez umistime celou koldZ do virtudlni siné slavy,
je na misté pokus o zafazeni Hellmannova ptibéhu do kon-
textu 20. stoleti. Od doby osvicenstvi v 18. stoleti lze sle-
dovat cestu rozmachu k politickym, hospodarskym a soci-
dlnim rysiim demokracie 20. stoleti. VSichni ov§em vime,
Ze na odvracené strané tohoto stoleti jsou dvé vélky, valky
hrtizné rozsahem a brutalitou. A letitd vilka studend. A dvé
surové a bestidlni diktatury, jeZ své metazloCiny péchaly
v rdmci hnédé a rudé verze socialismu: dohromady to stilo
zivot okolo 80 miliént lidi. Vynikajici u¢enec Hans Hell-
mann byl jednim z onéch 80 milionil. Bylo to navic také
stoleti emigraci a emigrantd.

Ve 20. stoleti doslo také k diive netuSenému rozmachu
védy a vyspélého primyslu. Doslo k objeviim, jeZ zménily
nés pohled na vesmir a na svét, v némZ Zijeme. Role fyziky,
chemie, biologie (v Sirokém slova smyslu) a lékafstvi byla
prevratni. Pokud bych smél zminit jen jeden jediny z téch
velkych objevil, tak bych uvedl kvantovou mechaniku; je to
nejen pro mne jeden z nejvétsich triumfa lidského ducha??
s diisledky pro fundamentélni teorii fyziky (hluboky prinik
do svéta elementdrnich Castic a soucasné usili o spojeni
s obecnou teorii relativity) a pro vznik molekulovych véd
(je jejich spole¢nym teoretickym jmenovatelem). Kone¢né
myslim, Ze by bylo §koda neupozornit na vliv kvantové teo-
rie na vytvarné uméni 20. stoleti2*.

Pfed uzavienim svého kratkého prispévku rad konsta-
tuji, Ze v poslednich letech vzrostl pronikavé v odbornych
kruzich z4jem o Hellmannovo dilo i o jeho osud jak v Ng&-
mecku, tak v Rusku. V Némecku je v Cele téchto snah prof.
W. H. Eugen Schwarz na univerzité v Siegenu. On také vy-
znamné prispél ke vzniku dvou vynikajicich piispévkl o H.
Hellmannovi2>-26,

Svym dilem si Hellmann vytvofil pomnik, kterému ne-
hrozi zvétravani a koroze. Mysle na velkého ucence, jed-
noho z 80 miliont lidi, jejichZ Zivoty byly zmateny, pieji si,
aby mlada generace nebyla lhostejnd k minulosti a historii
vibec, nejen k historii védy. Pokud by tomu tak nebylo,
hrozila by totiZ recidiva. Na to nds uZ pied lety upozornil
americky filozof Spanélského ptvodu, George Santayana
(1863-1952): ,,Who does not remember the past, is con-
demned to repeat it“. Na nds seniorech je, abychom na to
taktné, avSak houZevnaté upozoriiovali mladsi generace.

LITERATURA

1. Pulay P.: Mol. Phys. 18, 473 (1970).

2. Mclver J. W,, Jr., Komornicki A.: Chem. Phys. Lett.

10, 303 (1971).

Pancif J.: Theor. Chim. Acta 29, 21 (1973).

Hellmann H.: Z. Phys. 85, 180 (1933).

5. Hellmann H.: Acta Physicochim. U.S.S.R. I, 913
(1934/1935); 4, 225 (1936).

»

—p—

Referaty

6. Gombas P.: Z. Phys. 94, 473 (1935).

. Presu} H.: Z. Naturforsch. A10, 365 (1965).

8. Kutzelnigg W., Koch R., Bingel W. A.: Chem. Phys.
Lett. 2, 197 (1968).
9. Frenking G. et al.: Rev. Comput. Chem. 8, 63 (1996).

10. London F.: Z. Phys. Chem. B11, 222 (1930).

11. Hellmann H.: Acta Physicochim. U.S.S.R. 2, 273
(1935).

12. Hirschfelder J. O., Curtiss C. F., Bird R. B.: Molecular
Theory of Gases and Liquids. Wiley, New York 1954.

13. Hobza P., Zahradnik R.: Weak Intermolecular Interac-
tion. Elsevier, Amsterdam 1980.

14. Hobza P., Zahradnik R.: Chem. Rev. 88, 871 (1988).

15. Slater J. C.: Phys. Rev. I, 687, 1933.

16. Ruedenberg K.: Rev. Mod. Phys. 39, 326 (1962).

17. Kutzelnigg W.: Angew. Chem., Int. Ed. Engl. 12, 546
(1972).

18. Hellmann H., Zahn H.: Phys. Z. 26, 680 (1925).

19. Hellmann H.: Ann. Phys. (Leipzig) 2, 707 (1929).

20. Hellmann H., Syrkin J. K.: Acta Physicochim. U.S.S.R.
2,433 (1939).

21. Hellmann H.: Kvantovaja chimija. ONTI, Moskva
1937.

22. Hellmann H.: Einfiihrung in die Quantenchemie. F. Deu-
ticke, Leipzig 1937.

23. Weinberg S.: Fascing Up (Science and Its Cultural Ad-
versaries). Harvard University Press, Cambridge, Lon-
don 2001.

24. Waddington C. H.: Behind Appearance (A Study of the
relations between painting and the natural sciences in
this century). MIT Press, Cambridge, London 1968.

25. Schwarz W. H. E., Andrae D., Arnold S. R., Heidberg
J., Hellmann H. jr., Hinze J., Karachalios A., Kovner
M. A., Schmidt P. C., Ziillicke L.: Bunsen-Magazin
1999 (1), 10.

26. Schwarz W. H. E., Karachalios A., Amold S. R,,
Ziilicke L., Schmidt P. C., Kovner M. A., Hinze H.,
Hellmann H. jr., Heidberg J., Andrae D.: Bunsen-Ma-
gazin 1999 (2), 60.

~

R. Zahradnik (J. Heyrovsky Institute of Physical Che-
mistry, Academy of Sciences of the Czech Republic, Pra-
gue): Hans Hellmann: Life Story of a Scientist in the
20th Century

This communication consists of three parts: (i) biography
of Hans Hellmann, a real pioneer in quantum chemistry, (if)
Hellmann’s achievements, and (iii) reflections on the man-
kind destiny in the 20th century. When the Nazis seized po-
wer in Germany in 1933, Hellmann realized that emigration
became a necessity for his family. In 1934-1937 he worked at
the Karpov Institute in Moscow; he was imprisoned in 1938
and a few weeks later executed by the Soviet secret service.

Hans Hellmann (1903-1938) was not only a brilliant
theoretical physicist but also a man who was able to per-
fectly define experiments and carry them out, a physicist
with real and deep feeling for chemistry and, particularly,

o
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a man with a remarkable vision. Hellmann’s notable achi-
evements are briefly reviewed and their impact on contem-
porary chemistry is emphasized. Attempt has been made to
create a collage on the basis of six Hellmann’s scientific
masterpieces which could be suitable for inclusion in
a Hall of Fame. The first deals with the Hellmann-Feyn-
man theorem that has played a prominent role in molecular
geometry gradient optimization. The next one is associated
with pseudopotentials, which have made possible the entry
of quantum chemical treatment into the area of heavier
atoms. The third achievement concerns non-covalent bonds,
which assume a key position in the description of conden-
sed matter and are essential in the whole realm of biodis-
ciplines. The virial theorem, the fourth success, has played
a great role in understanding the nature of the chemical
bond. Hellmann’s experimental abilities have been docu-
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mented by his measurements of frequency-dependent die-
lectric permittivity, ozone decomposition in stratosphere,
and chemical reactivity. The last achievement is his exten-
sive work Quantum Chemistry (in Russian), published in
1937, which is still an impressive textbook.

In the final section, the transitions of the mankind from
the Age of Reason to democracies and also extremely brutal
dictatorships of the 20th century are briefly outlined; this is a
good frame of the Hellmann’s life story. Another feature of
that century is unparalleled expansion and development of
science and technology, quantum mechanics being the grea-
test scientific achievement of that century. The paper is closed
by a quotation from G. Santayana: ,,Who does not remember
the past, is condemned to repeat it“. The author believes that
it is the moral obligation of seniors in science to regularly re-
mind junior scientists of this sage observation.
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1. Uvod

Pyridoxal-5’-fosfat (PLP) a pyridoxamin-5’-fosfat
(PMP) jsou formy vitaminu B, které se mohou jako kofak-
tor ucastnit metabolickych pochodil spojenych s pfeménami
aminokyselin. Struktura PLP umoZiiuje jeho vyuziti jako
katalyzatoru velmi rozmanitych reakci, zahrnujicich napfi-
klad transaminaci, racemizaci, o-dekarboxylaci, aldolové
Stépeni a B- a y-eliminaci!. Takova univerzalnost neni u or-
ganickych slou¢enin vyuZivanych jako kofaktory enzymu
prilis béznd. Ve vSech vyse zminénych piipadech je pro ka-
talyzu vyuZzivana aldehydova skupina PLP. Pyridinovy kruh
usnadiiuje prabéh reakci diky aromatickému charakteru
a schopnosti odtahovat elektrony z Co uhliku substratu
a stabilizovat Schiffovu bazi vzniklou po navdzani sub-
stratu. Tim dojde k nezbytné labilizaci vazeb vychézejicich
z Ca uhliku.

2. Pyridoxalfosfat jako katalyzator
neenzymovych reakci

Bylo prokadzano, Ze samotny PLP je schopen katalyzo-
vat n€které reakce ve vodnych roztocich, napiiklad kon-
verzi nékterych aminokyselin na prislu§né oxokyseliny, ra-
cemizaci n&kterych aminokyselin?, dekarboxylaci amino-
kyselin nebo elimina¢ni®* reakce (serin — pyruvit + amo-
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niak, serin — glycin + formaldehyd). Jako katalyzétory
téchto reakci mohou kromé PLP pusobit i dalsi slouceniny
obsahujici dusikaty heterocyklus, volnou fenolovou a for-
mylovou skupinu!, jako naptiklad 3-hydroxypyridin-4-al-
dehyd nebo 3-hydroxypyridin-2-aldehyd. Obdobné slouce-
niny bez heterocyklu, jako napiiklad salicylaldehyd nebo
m-nitrosalicylaldehyd, nejsou schopné uvedené reakce ka-
talyzovat.

Pribéh reakci katalyzovanych volnym PLP je vyznam-
n& ovlivnén teplotou a pH a pfitomnosti n&kterych iontt?,
jako napiiklad Cu2*, Fe*, Fe3*, Al3*, které zde mohou mit
nékolik funkci. Mohou napoméhat vzniku komplexu PLP
a aminokyseliny ve vodnych roztocich, depolarizovat nabi-
tou karboxylovou skupinu nebo se mohou podilet na odta-
hovani elektronu z Co uhliku aminokyseliny tvorbou che-
14t které podporuji vznik plandrni konformace aldimino-
vého komplexu. VSechny tyto funkce jsou pii enzymové
katalyze zajiStovany aminokyselinovymi zbytky proteinu.

Jiz v padesatych letech byl pro reakce katalyzované vol-
nym PLP navrZen zdkladni mechanismus vzniku komplexu
PLP-aminokyselina®, jeho stabilizace kovovymi ionty
a byly objasnény jednotlivé kroky vedouci k racemizaci,
transaminaci, dekarboxylaci a vzniku glycinu, acetaldehydu
a threoninu. Pozdégji se ukdzalo, Ze enzymové katalyzované
reakce probihaji shodnymi mechanismy (obr.1 na nasledu-
jici strané). Je zajimavé a celkem ocekdvatelné, Ze reakce
katalyzované ,neenzymovym* PLP maji nizkou reak¢ni
specifitu, a mze tedy soucasné probihat né€kolik typt re-
akci.

3. Pyridoxalfosfat v enzymovych reakcich

V Sedesatych letech bylo objeveno a izolovdno mnoz-
stvi enzymu obsahujicich PLP jako kofaktor. Porovnanim
meziproduktl reakci byl prokdzan shodny mechanismus
u enzymovych i neenzymovych reakcil. Pfi enzymové ka-
talyze se vliv vnéjSich podminek (teplota, pH, pfitomnost
kovovych ionti, koncentrace substritil aj.) sniZuje, zaroveti
dochézi k vyznamnému zvySeni reak¢ni rychlosti a reak¢ni
specifity.

Hlavni odli§nost v mechanismu enzymovych reakci je
ve tvorbé aldiminového meziproduktu. PLP je v enzymech
vazano v aktivhim mist¢ k e-aminoskupiné lysinového
zbytku apoenzymu jako Schiffova bdze (interni aldimin),
5’-fosfatova skupina je fixovana az deviti vodikovymi vaz-
bami. PMP je v aktivnhim misté ukotven zejména pomoci
5’-fosfatové skupiny. Tvorba externiho aldiminu se substra-
tem pak probiha transaldiminaci za vzniku aldaminu jako
meziproduktu, namisto karbinolaminu pfi neenzymovych
reakcich’. Schéma kli¢ovych meziprodukti v reakcich ka-
talyzovanych PLP-dependentnimi enzymy je na obr. 1.
VSsechny reakce vychdzi z protonovaného interniho aldi-
minu mezi PLP a lysinem z aktivniho mista enzymu. Ve
vét§iné piipadi je dusikovy atom pyridinu protonovan

o
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a hydroxylovd skupina deprotonovédna. Transaldiminaci
vznikd externi aldimin. Na jeho konformaci zéleZi, kterd
z reakc{ bude umoZnéna. Jedna ze tii skupin vazanych k Co.
uhliku (H*, COO™, R) je fixovana kolmo k roviné pyridino-
vého kruhu. Ta je pak v nésledujicim kroku odtrZzena za
vzniku chinoidniho produktu. Odtrzeni COO~ je krokem
dekarboxyla¢ni drahy, odtrZenim postranniho fetézce sub-
strdtu vzniké glycin a tohoto kroku vyuZivaji serin:hydro-
xymethyltransferasa a o-synthasy. Meziprodukt vznikly od-
trZenim protonu je typicky pro racemasy, aminotransferasy,
B- a y-synthasy a pro enzymy katalyzujici B-eliminaci.
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Pti enzymovych reakcich je PLP obklopeno aminokyse-
linovymi zbytky apoenzymu, které se mohou podilet na re-
akci jako donory nebo akceptory protonti v né€kterych me-
zikrocich a ovliviiovat tak substratovou specifitu ptizptso-
benim se konkrétnimu substratu. Proteinovd ¢ast enzymu
tak zodpovidd za substratovou specifitu, reakcni specifitu
a ovliviiuje reakcni rychlost. Pfi nedostatecném potlaceni
vedlejSich aktivit enzymu pak miZe dochazet k vedlej$im
reakcim, které ve vétSin€ pripadd zplsobi inaktivaci en-
zymu®. Pfikladem je vedlejsi reakce katalyzovana dekarbo-
xylasami, kdy dojde zaroveii k transaminaci. Vznikly PMP

R~C<CO; je k apoenzymu vézan velmi slabé, a proto velmi rychle di-

sociuje. Ve vétsi mife k témto vedlej$im reakcim dochazi
u reakei s analogy substrétl, které mohou zpusobit odliSnou
konformaci meziprodukti.

Obr. 1. Schéma moznych reakcei kataly-
zovanych PLP-dependentnimi enzymy.
Reakce vZdy zacind pfeménou interniho
aldiminu (struktura oznacena jako 1) na
externi. Druh kovalentni zmény je nazna-
&en nad §ipkou!?
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4. Prostorové struktury
PLP-dependentnich enzymu

Vztah prostorové struktury a funkce je v soucasné dobé
jednou z priorit vyzkumu pyridoxalfosfatovych enzymil.
PfestoZe prvni struktura PLP-dependentniho enzymu9 byla
publikovéna jiZ v roce 1980, vét§i mnoZstvi prostorovych
struktur bylo vyfeSeno az v poslednich osmi letech10 diky
modernim krystalografickym metoddm, které umoZnily ur-
¢it strukturu i pro molekuly vétSi nez 90 kDa, mezi které
PLP-enzymy ve vét§in€ ptfipadl patii. Pro zndmé enzymy
je pomoci substratovych analogt a cilené mutageneze sle-
dovén vliv jednotlivych aminokyselinovych zbytki na me-
chanismus reakce. U publikovanych struktur byly nalezeny
mnohé podobné strukturni znaky. V soucasné dob& je
obecné pfijimdno rozdéleni PLP-enzymt do ¢tyt zaklad-
nich rodin nazvanych podle jejich charakteristickych za-
stupcll jako aspartdtaminotransferasovd, tryptofansyntha-
sovd, alaninracemasova a rodina aminotransferasy d-ami-
nokyselin!%-11,

4.1. Aspartdtaminotransferasova rodina

Aspartitaminotransferasa (AAT) je nejvice prostudova-
nou aminotransferasou'-12, jeji vlastnosti i struktura byly
podrobné popsédny. PrestoZe nejvice pozornosti bylo véno-
vano prase¢i mitochondridlni AAT, struktura byla urena
i pro enzymy z jinych organismii'3-1¢, obratlovcii i bakterii.
Shoda ve strukturach je natolik velkd, Ze je moZné poznatky
o vlivu jednotlivych aminokyselinovych zbytkil na mecha-
nismus prase¢iho enzymu aplikovat i na AAT z prokaryot-
nich zdroja.

Aspartataminotransferasa je kompaktné uspotddany ho-
modimer s dvoucetnou osou symetrie, podjednotky o mole-
kulové hmotnosti pfiblizné¢ 45 kDa obsahuji tfi domény
(centralni vaZzici PLP, C-koncovou a N-koncovou). Cent-
rdlni doména je tvofena otevienou o/ strukturou s jedinec-
nym uspofadanim sedmifetézcového B-sheetu agfedbc, ve
kterém jsou kromé g vSechny fetézce paralelni. Lysin vaZici
PLP se nachézi ve smyc¢ce mezi fetézci f a g. Aktivni mista
se nachdzeji na rozhrani podjednotek a domén a podileji se
na nich aminokyselinové zbytky z obou podjednotek. Vazba
substritu vyvolava v enzymu vyznamné strukturni zmény,
které v obdobném rozsahu nebyly pozoroviny u Zadného
dal$iho PLP-enzymu.

Do této rodiny enzymil patii i ornithinaminotransferasa,
y-aminobutyrataminotransferasa, glutamat-1-semialdehyd-
aminomutasa, m-aminokyseliny:pyruvat-aminotransferasa,
ornithindekarboxylasa, dialkylglycindekarboxylasa, tyro-
sin:fenollyasa, tryptofan:indollyasa a cystathionin B-lya-
sal% Prvni dva jmenované enzymy jsou homodimery se
strukturou velmi blizkou AAT a dialkylglycindekarboxy-
lase. Glutamit-1-semialdehydaminomutasa!” (GSAT) se
sklada ze dvou podjednotek o shodném aminokyselinovém
sloZeni, ale rozdilné prostorové struktuie podjednotek,
jedna z nich obsahuje PMP namisto obvyklého PLP viza-
ného pies lysin a vstup do aktivniho mista je blokovan tfi-
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cet aminokyselin dlouhou smy¢kou. Tyrosin:fenollyasa'®
a tryptofan:indollyasa'® jsou vzajemn& velmi podobné tet-
ramerni enzymy (50% identita sekvenci). V obou dvou hraji
vyznamnou roli pfi katalyze draselné ionty, pokud se na-
hradi sodnymi ionty, enzym ztrici aktivitu. Cystathionin
B-lyasa? je také homotetramer a je ze viech enzymil této
rodiny nejméné podobnia AAT. PrestoZze PLP-vazebnd
i C-koncova doména jsou podobné AAT, N-koncovi se 1i§i
jak ve své struktufe, tak i v poloze vici ostatnim doméndm.
Vstup substratu do aktivniho mista vyvoldva podobné kon-
formacni zmény jako u AAT, avSak v menSim rozsahu, stu-
dované inhibitory nejsou schopné tuto zménu vyvolat.

4.2. Tryptofansynthasova rodina

Tryptofansynthasa2! je enzym o podjednotkovém slo-
Zeni (af),, kde dimery o8 jsou schopné katalyzovat reakci,
avSak vazbou na druhy dimer se zvySuje moldrni aktivita
komplexu. Enzym katalyzuje syntézy L-tryptofanu z indo-
lylglycerolfosfatu a L-serinu, kde o-podjednotka katalyzuje
vznik indolu a glyceraldehyd-3-fosfatu z indolylglycerol-
fosfatu a B-podjednotka vznik tryptofanu z indolu a serinu.
Pouze B-podjednotka obsahuje PLP. Aktivni mista jsou spo-
jena 2,5 nm dlouhym hydrofobnim tunelem, ktery se vy-
tvoii pouze za pritomnosti substrat a draselného iontu,
sodny iont tvorbu kandlu blokuje.

Kromé tryptofansynthasy patii do této rodiny jesté thre-
onindeaminasa a O-acetylserinsulthydrylasa. Podobnost
mezi enzymy v této rodiné je vyznamné mensi neZ u aspar-
tdtaminotransferasové rodiny. Threonindeaminasa? je ho-
motetramer, jehoZ podjednotky se sklddaji z katalytické
N-koncové a regulacni C-koncové domény. Katalyticka do-
ména obsahuje PLP a je podobna B-podjednotce tryptofan-
synthasy, regulacni doména je strukturou podobna fosfogly-
cerat dehydrogenase.

O-Acetylserinsulfhydrylasa® je dimer s vysokou struk-
turni, av§ak nizkou sekven¢ni homologiii s -podjednotkou
tryptofansynthasy, oproti které je vyznamné zkricena
v N-koncové oblasti.

4.3. Rodina aminotransferasy d-aminokyselin

DAAT (cit.>*) je homodimer, ktery se od AAT li§i veli-
kosti a orientaci PLP v enzymu. Oproti AAT je kratsi
o zhruba 100 aminokyselin, na tvorbé aktivniho mista se
podileji opét aminokyselinové zbytky z obou podjednotek
a PLP je vazén k proteinu shodnymi vodikovymi vazbami.
Na rozdil od AAT je rozpous§tédlu vystavena A-strana ko-
faktoru (v ostatnich rodinach to je vétSinou B-strana”), diky
tomu se pfi vzniku externiho aldiminu dostane Ca vodik do
blizkosti aminoskupiny lysinového zbytku zodpovédného
za deprotonaci Co aldiminu a protonaci C4’ chinoidniho
meziproduktu. Karboxylovd skupina aminokyselinového
substrétu je fixovana tvorbou iontového paru s argininovym
zbytkem. Tim je zaruCena specifita pro D-aminokyseliny.
Velikost aktivniho mista umoZiiuje vstup i relativné vétSich

o



08Markova II-plati 30.1.2004 10:20 Stranka 105 $
Chem. Listy 98, 102 — 107 (2004)

Tabulka I
Prehled reakci katalyzovanych PLP-enzymy se zndmou strukturou

Referaty

Nézev enzymu Substraty Produkty
Aspartdtaminotransferasovd rodina
Aspartidtaminotransferasa L-aspartat oxalacetét
o-ketoglutardt L-glutamat

Ornithinaminotransferasa

Y-Aminobutyrdtaminotransferasa

Glutamat-1-semialdehydaminomutasa

L-ornithin
o-ketoglutarat
Y-aminobutyrat
a-ketoglutarat
glutamét-1-semialdehyd

L-glutamdt-5-semialdehyd

glutamét

sukcindt semialdehyd
L-glutamat
5-aminolevulint

o-Aminokyseliny:pyruvét-aminotransferasa -alanin 2-oxopropanoat
pyruvat alanin
Ornithindekarboxylasa L-ornithin putrescin
Cco,
Dialkylglycindekarboxylasa 2,2-dialkylglycin dialkylketon
pyruvéit Co,
L-alanin
Tyrosin:fenollyasa L-tyrosin fenol
H,0 pyruvat
NH,
Tryptofan:indollyasa tryptofan indol
H,0 pyruvat
NH,
Cystathionin B-lyasa cystathionin L-homocystein
H,0 pyruvat
NH,
Tryptofansynthasovd rodina
Tryptofansynthasa L-serin L-tryptofan
1-(indol-3-yl)glycerol 3-fosfat glyceraldehyd-3-fosfat
H,0
Threonideaminasa L-threonin 2-oxobutanodt
H,0 NH,
H,0
O-Acetylserinsulfhydrylasa O-acetyl-L-serin L-cystein
H,S acetat
Rodina aminotransferasy p-aminokyselin
Aminotransferasa D-aminokyselin D-alanin pyruvit
o-ketoglutardt D-glutamat
Aminotransferasa vétvenych aminokyselin L-leucin 4-methyl-2-oxopentanoét
a-ketoglutarat L-glutamét
Alaninracemasovd rodina
Alaninracemasa L-alanin D-alanin
105
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substratd a vysvétluje pomérné malou substrdtovou speci-
fitu enzymu.

Kromé DAAT je do této rodiny fazena i aminotransfe-
rasa vétvenych aminokyselinZ. Je to homohexamer sloZeny
ze tii katalytickych dimert uspotfddanych do tvaru trojbo-
kého hranolu. PfestoZe i tento enzym ma u kofaktoru odha-
lenou A-stranu, je specificky pro L-aminokyseliny. To je za-
jiSt€no pomérn€ malou zménou v aktivnim misté, kdy kar-
boxylova skupina aminokyselinového substratu interaguje
s NH-skupinami peptidového fetézce na opacné strané ak-
tivniho mista.

4.4. Alaninracemasova rodina

Alaninracemasa®® se vyskytuje jako homodimer, na kaZ-
dou podjednotku se vaZe jedno PLP. Monomer se sklada ze
dvou domén, N-koncové tvoiené B-soudkem a C-koncové
tvofené prevazné B-strukturami. Podjednotky jsou ve velmi
t€sném uspofdddni a smycka z druhé podjednotky se podili
na tvorbé€ aktivniho mista prvni podjednotky. PLP je vazan na
rozhrani domén a podobné jako u DAAT méi obnaZenou
A-stranu. Ze ziskané struktury samotného enzymu vSak za-
tim nebylo mozné urcit, které aminokyselinové zbytky se po-
dileji na reakci, ani jeden z dosud vytvofenych model plné
nevyhovuje sterickym a kinetickym poZadavkim.

Vedle alaninracemasy lze do této skupiny zafadit i or-
nithindekarboxylasu, diaminopimel4tdekarboxylasu a argi-
nindekarboxylasu; pfestoZe u téchto enzymui nebyla dopo-
sud experimentalné urcena prostorovd struktura, jejich mo-

dely vykazuji shodné znaky s alaninracemasou'?.

5. Zavér

PLP je schopny katalyzovat mnohé reakce i samotny ve
vodném prostredi, avSak bez zasadniho praktického vyuZiti.
V Zivych systémech je to vSak nezastupitelnd slozka, kterd
se podili na katalyze mnoha z4sadnich reakci v butice. Pre-
stoZe je schopny katalyzovat pfeménu jednoho substratu na
nékolik riznych produkt, peptidova ¢ast enzymu zaruci, Ze
bude probihat téméf vyhradné reakce jedini. Zaroven je
tato ¢ast zodpovédnd i za substratovou specifitu, kterd je ve
vétsin€ pfipadli pomé&rné uzka.

V soucasné dobé jiZ bylo ur€eno zna¢né mnoZstvi pro-
storovych struktur PLP-enzymil a u vétSiny z nich byl navr-
Zen a pozdé&ji i potvrzen vliv jednotlivych aminokyselino-
vych zbytkll na mechanismus reakce. PrestoZe PLP-enzymy
jsou schopné katalyzovat Sirokou Skalu reakci, rozdily v je-
jich struktufe jsou relativné malé. VSechny maji jako za-
kladni katalytickou jednotku dimer (i kdyZ se nékteré vy-
skytuji jako tetra- nebo hexamery) o molekulové hmotnosti
kolem 90 kDa (obr. 2) a vSechny maji velmi kompaktni
strukturu, aktivni mista se pak ve vétSiné€ piipadd vyskytuji
na rozhrani podjednotek. Do jedné rodiny pak mohou patfit
enzymy schopné vyuZivat jak D-, tak L-aminokyseliny a pfi-
tom jsou jejich aktivni mista velmi podobnd. U mnoha en-
zymill s pomérné malou sekvencni homologii je aZ pfekva-
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alaninracemasa

aminotransferasa b-aminokyselin

Obr. 2. Stuzkové diagramy zastupci jednotlivych strukturnich
typt; podjednotky jsou rozliSeny odstiny Sedi, (a) aspartdtamino-
transferasa (PDB c¢islo 7AAT), (b) tryptofansynthasa (PDB ¢islo
ITTQ), (c) aminotransferasa D-aminokyselin (PDB ¢islo 1DAA),
(d) alaninracemasa (PDB ¢islo 1SFT)

pujici shoda ve struktufe nejen enzymu jako celku, ale
i v umisténi a struktuie aktivniho mista.

Studium vztahu struktury a funkce PLP-enzymu vyvo-
l1ava v soucasnosti i fadu dalSich otazek. Pro¢ naptiklad exi-
stuji vyznamné rozdily v interakcich apoenzymu s PLP,
kdyz cil — fixace PLP v aktivnim misté — je shodny. Dalsi
neznidmou je pific¢ina odliSnych ndrokQi na uzavfeni aktiv-
niho mista pfi reakci a fixaci substratu; byly popsany en-
zymy vyZadujici aplné uzavieni aktivniho mista a zabranéni
vstupu vody, ale i enzymy, kdy se vstup do aktivniho mista
po vstupu substrdtu nezméni a molekuly vody mohou i na-
déle do aktivniho mista vstupovat. Stejné€ tak jsou zndmé
enzymy, které pro zdarny prabéh reakce vyZzaduji zcela ri-
gidné fixovany substrit a naopak enzymy, u kterych je sub-
strat v aktivhim misté drZzen pouze velmi volné. Zcela ne-
znamy je divod, pro¢ se od sebe strukturou li§i sekvencné
shodné podjednotky dimeru GSAT a pro¢ je v tomto pii-
pad€ vizano na jednu podjednotku PLP a na druhou PMP.

Odpovédi na tyto otazky mohou byt odhaleny pomoci
soucasnych molekuldrné biologickych metod umoZiiujicich
cilené mutace v enzymovych strukturich a sledovani jejich
vlivu na prostorovou strukturu a funkci enzymi. Také vyfe-
Seni dalSich struktur pfibuznych enzymi a identifikace no-
vych, dosud nezndmych PLP-enzym, miiZe pfinést mnohé
pfekvapujici odpovédi, které by mohly byt zajimavé
i z obecné enzymologického hlediska.

o
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Seznam zkratek

PLP pyridoxal-5’-fosfat

PMP pyridoxamin-5’-fosfat

AAT aspartdtaminotransferasa

DAAT aminotransferasa D-aminokyselin
GSAT glutamdt- 1-semialdehydaminomutasa

M. Markova and B. Kralova (Department of Bioche-
mistry and Microbiology, Institute of Chemical Technology,
Prague): Pyridoxal Phosphate in Enzymatic and Non-
Enzymatic Catalysis

This review covers recent results on the ability of pyri-
doxal phosphate, either alone or as an enzyme cofactor of
enzymes, to catalyze reactions with amino acids. Although
pyridoxal phosphate catalyzes many different reactions in
water solutions, its reaction specificity is quite poor. In bi-
ological systems, both reaction and substrate specificity is
determined by apoenzymes. So far, more than twenty struc-
tures of pyridoxal 5’-phosphate-dependent enzymes have
been solved. Most of them are evolutionarily related to as-
partate aminotransferase. On the basis of structure motifs,
they have been divided into four families with aspartate
aminotransferase, tryptophan synthase, D-amino acid trans-
ferase and alanine racemase as representatives. A remar-
kable convergent evolution is observed in two fold types
with a similar cofactor binding and reaction mechanism.
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Uvod

Ke zlepSeni Zivotniho prostfedi pfispiva i hodnoceni od-
padi vSech kategorii, zejména maji-li byt uklddiany na
skladkdch. V soucasné dobé se stile pracuje na normalizaci
postupl pro stanoveni charakteristik odpadi a to nejen
v Ceské republice, ale i v celoevropském méiitku. Obecné
jednou z nejvyznamnéjSich charakteristik odpadu je vylu-
hovatelnost toxickych sloZzek. Kromé sledovani toxickych
prvkil a dalSich parametri ve vodnych vyluzich, pfiprave-
nych riznym postupem, se Casto studuje vyluhovatelnost
i v jinych C¢inidlech za tcelem zjiSténi zplisobu vazby urci-
tého polutantu v odpadu. Nejzndméjsi postupy jsou po-
pséany napf. v pracech!-3. Piehled publikaci popisujicich vy-
luhovéni polutant z popilkd je napf. v préci Jaro§, Hod-
slavskd a Ditz*. V Ceské republice se nékolik let pouzivala
pro hodnoceni odpadti vyhlagka MZP ¢&. 338/1997 Sb. jako
priloha k Zakonu o odpadech &. 125/1997 Sb.> Po vydéni
metodické pfirucky se postupy pfipravy vodného vyluhu
i metody stanoveni sledovanych parametrt sjednotily podle
poZadavkli zminéné vyhlasky. Jak ukdzala price JaroSe
a Hamalové®, pfi stanoveni nékterych parametri se viak
vyraznéji projevuje vliv mezilaboratorni variability. Nove-
lizovand vyhlagka 383/2001 Sb.” pfinesla zm&ny predevsim
v hodnoceni organickych polutantd, nikoli v metodé pfi-
pravy vyluhu pro stanoveni kovi.

V 1. 1986 byl v USA rozpracovan test pro hodnocenti ri-
zikovych materidli, ktery byl posléze zahrnut do metodik
US EPA pod oznaenim ,,Toxicity characteristic leaching
procedure®, zkracovano TCLP (metoda US EPA 1311, cit.%).
Jde o specidlni proceduru, kterd slouZi nejen k ziskavani vy-
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Iuht stabilnich sloZek, ale také t€kavych latek. Pro realizaci
testu je pozadovana specidlni tlakovd nddoba oznacCovédna
ZHE (zero headspace extractor). V této nddob¢ je provadéno
vyluhovédni pod tlakem. ZHE umoZiiuje primdrni separaci
kapaliny od tuhé faze, extrakci a findlni filtraci extraktu bez
toho, aby byla nddoba otevirdna. Je-1i odpad hodnocen z hle-
diska jinych neZ t€kavych kontaminantl, miZe se k piipravé
extraktu pouZit libovolnd extrak¢ni nddoba, u niZ je volny
prostor nad extraktem. Pro analyzu anorganickych latek je
doporuc¢ovéana nadoba z plastu nebo borosilikdtového skla.
Podle postupu uvedeného v tomto predpisu se zkoumany
vzorek materidlu extrahuje v jednom ze dvou extrak¢nich
roztokli po dobu 24 hodin. Po 18 hodindch michédni uvede-
nym zpusobem se smés nechd 6 hodin sedimentovat. Mi-
chéni se provadi na rota¢nim zafizeni rychlosti 24 otacek za
minutu. K pfipravé extraktu se pouZije vzorek odpadu s ve-
likosti ¢astic mensi neZ 1 cm nebo s velikosti povrchu niZsi
neZ 3,1 cm2.g!. Obsahuje-li odpad kapalnou fazi, provede
se pred vlastni pfipravou extraktu separace kapalné faze tla-
kovou filtraci. Z tuhé fize se pripravi extrakt smichdnim
vzorku s dvaceti ndsobkem suSiny tuhé faze. U odpadii ne-
obsahujicich Zadnou kapalnou fazi se rovnou pfid4 dvaceti
ndsobek extrakéniho Cinidla. Po extrakcei se k filtraci netéka-
vych kontaminantd vyuziva tlakové filtracni zafizeni, do
kterého se vkladaji filtry z borosilikatovych sklenénych vla-
ken bez vazebného materidlu o efektivni velikosti porQ
0,6-0,08 wm nebo 0,7 um (napt. firmy Whatman). Nedopo-
rucuje se pouZit predfiltrace. Pfi hodnoceni mobility kovi se
filtr pfed pouZitim oplachne kyselinou dusi¢nou o koncent-
raci 1mol.I" a tfikrat redestilovanou vodou.

V této préci je provedeno srovnani vylouZeného mnozstvi
vybranych polutantt z elektrarenskych popilkd vzniklych spa-
lovéanim rGizného uhli v klasickych roStovych kotlich v prostiedi
vody a extrak¢nich ¢inidel podle vyluhovaci procedury TCLP.

Experimentalni ¢ast
Pouzité materidly

K experimentdlnim pracem bylo pouZito 6 vzorki popilki.
Jde o primérné roc¢ni sesypy vzorkil popilki z elektraren, které
spaluji rizné typy uhli. Vzorek ¢. 1 je popilek vznikajici pri
spalovani lignitu v elektrarné Hodonin, vzorky ¢. 2 az 4 jsou
popilky z elektraren spalujicich rzné druhy hnédého uhli (vzo-
rek ¢. 2 pochdzi z elektrdrny Mélnik spalujici smés hnédého
uhli, vzorek ¢. 3 z elektrarny Chvaletice spalujici hnédé uhli
z Mosteckého reviru, vzorek €. 4 z elektrarny Tisova spalujici
hnédé uhli ze Sokolovského reviru s vy$§im obsahem titanu
a berylia), vzorky €. 5 a 6 pochdzeji z elektraren spalujicich
Cerné uhli (vzorek €. 5 pochdzi z elektrarny Pori¢i spalujici
Cerné uhli z kladenského reviru a z Polska, vzorek ¢. 6 z elekt-
rarny Détmarovice spalujici cerné uhli z OKD a Polska).

o
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Tabulka I
Chemické sloZeni vzorkt popilkd

Analyt Jednotka Koncentrace analytu ve vzorku popilku ¢.

1 2 3 4 5 6
Ca hm. % 7,48 1,62 1,83 2,36 1,36 2,57
Na hm. % <0,5 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5 <0,5
Mg hm. % 1,87 0,54 0,61 0,55 0,74 1,18
Al hm. % 12,1 15,9 15,0 14,6 14,0 14,2
Si hm. % 22,1 23,8 249 20,9 23,9 24,5
P hm. % 0,05 0,08 0,06 0,13 0,06 0,19
S hm. % 1,15 0,38 0,38 0,48 0,26 0,26
K hm. % 0,95 1,22 1,32 0,83 2,11 2,54
Ti hm. % 0,44 1,47 1,04 5,09 0,56 0,67
Fe hm. % 5,47 5,48 6,05 5,18 4,04 5,49
Mn hm. % 0,05 0,04 0,04 0,08 0,06 0,09
Cl mg.kg! 107 28.8 167 54,3 187 86,1
\% mg.kg! 253 354 347 431 194 238
Cr mg.kg! 209 175 175 273 128 224
Co mg.kg! <25 <25 <27 <28 24,2 28,7
Ni mg.kg! 131 121 124 117 88,1 121
Cu mg.kg! 132 129 108 193 107 136
Zn mg.kg! 150 225 209 163 327 184
Cd mg.kg! <0,1 1,4 1,2 1,0 2,5 1,4
Ba mg.kg! 900 730 794 1220 743 1140
Pb mg.kg! 31,0 50,0 44,0 94,0 210 92,6

Vsechna uhli byla spalovéna klasickym granula¢nim postupem
a popilek byl odebiran z elektrofiltri. Chemické slozZeni, které
bylo stanoveno rentgenovou fluorescencni analyzou (pfistroj
Spectro X-Lab), je uvedeno v tabulce I. Vlhkost stanovena gra-
vimetricky byla u v8ech vzorkl niZ$i nez 0,5 %.

K pripravé extrakti podle vySe uvedené metodiky byly
pfipraveny dva typy extrak¢nich roztokd. Extrak¢ni roztok
I (pH 4,93 + 0,05) byl piipraven rozpusténim 5,7 ml bezvodé

Tabulka II

pH extraktd pfi ureni vhodného extrakéniho Ccinidla
pro proceduru TCLP

Cislo pH

vzorku

po druhém stupni
(po ptidavku HCI)

po prvnim stupni
(vodny extrakt po 5 min)

kyseliny octové v 500 ml demineralizované vody a pfidanim 1 11,2 1,8
64,3 ml hydroxidu sodného o koncentraci 1 mol.I'!. Ziskand ) 53 1.2
smés se nafedila demineralizovanou vodou na objem 1 litr. ’ ’

Extrakeni roztok I (pH 2,88 + 0,05) byl pfipraven rozpusté- 3 114 2,3
nim 5,7 ml bezvodé kyseliny octové v litru demineralizované 4 6,3 1,6
vody. K piipravé vodnych vyluhil a extrak¢nich roztokd byla 3 11,7 3,8
pouZita demineralizovand voda a chemikdlie Cistoty p. a. 6 75 1.9

UrcCeni extrakéniho roztoku

Podle metodiky TCLP se pred vlastni extrakci urci
vhodny extrak¢ni roztok, ve kterém se provede extrakce
podle nasledujiciho postupu: 5 g vzorku, u kterého byla zre-
dukovéna velikost ¢4stic pod 1 mm, se pienese do Erlen-

mayerovy batiky o objemu 500 ml. Pfida se 96,5 ml demi-
neralizované vody, pfikryje se hodinovym sklickem a mi-
cha se po dobu 5 minut magnetickym michadlem. Po 5 mi-
nutdch se zméfi pH. Je-li pH mensi neZ 5,0 pouZije se k ex-
trakci netékavych slozek z odpadu extrak¢ni roztok I. Je-li
pH vétsi nez 5 ptida se ke smési 3,5 ml roztoku kyseliny

109

o



09Seidlerova 30.1.2004 10:15 Stréanka 110

Chem. Listy 98, 108 — 113 (2004)

chlorovodikové o koncentraci 1 mol.I'!. Smés se protfepe,
prikryje hodinovym sklickem, zahfeje na teplotu 50 °C, na
které se smés udrzuje 10 minut. Je-li pH tohoto roztoku po
ochlazeni na laboratorni teplotu niZ3i nez 5,0, pouZije se ex-
trak¢ni roztok I, je-li pH vétsi nez 5, pouZije se extrakéni
roztok II.

Priprava extraktd a jejich analyza

Vysledky méteni pH pii uréovani typu extrakéniho Ci-
nidla jsou uvedeny v tabulce II.

Z tabulky II vyplyva, Ze k posouzeni $kodlivosti viech
zvolenych vzorkl popilkl se podle metodiky TCLP pii-
pravi extrakt v extrakénim cinidle I (pH 4,93 * 0,05). Pro
srovnani vlivu pH na vyluhovéni vybranych prvki z elekt-
rarenskych popilkil bylo provedeno vyluhovéni v obou ex-
trak¢nich ¢inidlech. Z jednotlivych vzorkt byly pak pfipra-
veny Ctyfi typy extrakta:

A) Vodny vyluh pfipraveny podle postupu uvedeného
ve vyhlaSce MZP ¢&. 338/1997 Sb. o podrobnostech s nakla-
dani s odpady, pfiloha €. 4.

B) Vodny vyluh pfipraveny postupem podle TCLP. Po-
mér tuhé a kapalné faze byl 1 : 20. Smés byla michdna po
dobu 18 hodin otacenim o 360° rychlosti 24 otdcek za mi-
nutu a 6 hodin sedimentovala. Nasledné byla filtrovéna.

C) Extrakt pfipraveny postupem podle TCLP v extrak¢-
nim ¢inidle I.

D) Extrakt ptipraveny postupem podle TCLP v extrak¢-
nim Cinidle II.

Po ukonceni doby styku kapalné a tuhé faze byla prove-
dena separace extraktu. Filtrace vyluhu A byla provedena
membrénovymi filtry o velikosti p6rua filtry 0,40 mm (Pra-
gochema, s.r.o.). Extrakty B — D byly filtrovany tlakovou
filtraci filtry s velikosti péra 0,6-0,8 um (Millipore). Zis-
kané filtraty byly konzervovéany koncentrovanou kyselinou

45 T
o, *
n% | M 1
30 -
15 | .
A A
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Obr. 1: VylouZeny podil sledovanych prvkia z popilku po spa-
leni lignitu (vzorek ¢. 1), #Mn, @ Zn, A V, 0 Cu
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Tabulka III

Parametry pH a konduktivita (mS.m™!) vodnych extraktii A a B

Cislo pH Konduktivita
vzorku A B A B
1 11,2 11,5 78 96
2 5,1 6,3 94 61
3 11,7 11,8 164 175
4 6,4 7.7 96 63
5 11,5 11,6 156 143
6 7,0 7,5 125 80

dusi¢nou o Cistoté p.p. Kazdy vyluhovaci test byl proveden
minimalné dvakrat vedle sebe. Stanoveni vybranych kovl
bylo provedeno metodou atomové emisni spektroskopie
s induk¢né vazanym plazmatem (piistroj JY 24, fy Jobin
Yvon). V extraktu typu A byly stanoveny vSechny prvky
definované tfidou vyluhovatelnosti I vyhlasky ¢. 338/1997
Sb. Pro dalsi studium byly vybrany pouze Fe, Mn, Zn, Cu
a 'V, u kterych chyba stanoveni pouZitou technikou je mensi
neZ predpoklddand zména v dusledku rozdilného postupu
ptipravy extraktu. Uvedené prvky byly stanoveny v pfipra-
venych extraktech i slepych vzorcich. V extraktech
A a B bylo sledovéano také pH a vodivost.

Vysledky a diskuse

pH a konduktivitu vodnych extrakti A a B uvadi ta-
bulka III, koncentrace sledovanych prvki v jednotlivych
extraktech vzorkl jsou uvedeny v tabulce I'V.

20 T T T T T
n, %
|
*
10 | " -
o
*
B . .
|
A
0 _1 | A |
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Obr. 2: VylouZeny podil sledovanych prvki z popilku po spa-
leni hnédého uhli (vzorek ¢. 2), Mn, B Zn, A V, 0 Cu
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Tabulka IV
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Koncentrace sledovanych prvkt v pfipravenych extraktech popilkt

Analyt Limitni Cislo Koncentrace analytu [ug.I"'] v extraktu typu
konc. ti. 1 vzorku A B C D
Mn 1000 1 <20 50 30 3700
2 569 341 531 980
3 475 275 531 1070
4 282 178 1330 2640
5 83 <20 1750 2600
6 46 <20 198 2060
Fe 5000 1 <20 <20 54 34300
2 133 <20 383 10200
3 119 <20 248 11700
4 <20 <20 297 16400
5 161 <20 <20 291
6 <30 <30 <20 <20
Zn 5000 1 <20 20 43 1130
2 150 95 473 583
3 85 53 588 788
4 81 23 331 399
5 22 31 442 617
6 29 <20 66 288
A% 200 1 210 183 563 595
2 <30 <30 <30 90
3 <30 <30 <30 118
4 41 45 <30 <30
5 246 240 214 378
6 32 61 1080 1240
Cu 500 1 <20 <20 <20 93
2 <20 <20 169 401
3 <20 <20 96 262
4 <20 <20 88 347
5 <20 <20 <20 83
6 <20 <20 <20 167

Srovnéni sledovanych parametri u vyluhu typu A s li-
mitnimi hodnotami podle vyhlaSky ¢. 383/2001 Sb. vede
k zavéru, Ze ve vSech sledovanych parametrech vzorky vy-
hovuji tfid€ vyluhovatelnosti I. Témto limitnim koncentra-
cim vyhovuji i koncentrace sledovanych analytd ve vyluhu
typu B. Pokud se zohledni nejistota stanoveni jednotlivych
prvki a pfispévek celého postupu pifipravy vyluhu k celko-
vému rozptylu experimentalnich dat, znamena to, Ze zména
postupu pfipravy vyluhu pfi zachovani stejného cinidla

111

— vody — nemd na mnoZstvi prvku pfechazejiciho do extraktu
u sledovanych vzorkl rozhodujici vliv. Zavér potvrzuji také
hodnoty pH a konduktivity vyluhtl typu A a B. Ze srovnani
vyluhu pfipraveného podle vyhlasky 338/1997 Sb. (vyluh A)
a postupu TCLP s odpovidajicim extrakénim Cinidlem (vy-
luh C) vyplyva, Ze u vSech prvki a typtu popilkd nedoslo
k vyraznéj$imu vyluhovéni v extraktu podle TCLP.

Z koncentraci sledovanych prvkia v extraktu byl vypo-
¢ten vylouZeny podil polutantu podle vztahu:

o
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n=5 (7] 2

kde w, [hm.%] je koncentrace vylouZeného polutantu do
roztoku po pfepoctu na tuhou fazi, w, [hm.%] pivodni kon-
centrace polutantu v suSiné vzorku. Srovnani vylouZeného
podilu Mn, Zn, V a Cu z jednotlivych vzorki pfipravenych
postupem popsanym v metodice TCLP (vyluhy B, C a D)
na pH extrak¢niho Cinidla uvadéji obr. 1 aZ 6. Na grafic-
kych zavislostech neni uveden vylouZeny podil Fe, protoZe
se ve vSech ptipadech bliZi nule. RovnéZ vyluhovéni V ze
vzorkl popilkd vzniklych spdlenim hnédého uhli (vzorky 2-
4) neni vyrazné u Zadného z pouZitych extrak¢nich ¢inidel.
U vzorkt popilkdl vzniklych spalenim ¢erného uhli vylou-
Zeny podil V dosahoval aZz 20 % v pripad€ pouZiti extrak¢-

20 T T T T
|
n, %
- . |
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Obr. 3: VylouZeny podil sledovanych prvkia z popilku po spa-
leni hnédého uhli (vzorek ¢. 3), Mn, B Zn, A V, 0 Cu
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nfho ¢inidla o pH 2,88. Vyluhovéni zinku a manganu jed-
nozna¢né€ u vSech typt popilkl zavisi na pH extrak¢niho Ci-
nidla a vylouZeny podil vyrazn€ vzrostl s pouZitim kyselej-
$iho extrakéniho €inidla. VI1iv pH extrakéniho ¢inidla na vy-
luhovani médi se vyraznéji projevil jen u vzorkd popilkt
z hnédého uhli.

Zavér

V predloZené prici bylo porovndno mnoZstvi vylouZe-
nych vybranych anorganickych polutantl z elektrarenskych
popilktt zachycenych na elektrofiltrech. Popilky vznikly
spalenim lignitu, rizného hnédého a cerného uhli v elekt-

30 T
mn, %
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20 .
*
100 . -
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- A .
o
0 | ! 8
2 4 6 pH 8

Obr. 5: VylouZeny podil sledovanych prvka z popilku po spa-
leni ¢erného uhli (vzorek ¢. 5), €Mn, B Zn, A V, 0 Cu
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Obr. 4: Vylouzeny podil sledovanych prvkia z popilku po spa-
leni hnédého uhli (vzorek ¢. 4), Mn, B Zn, A V, 0 Cu

Obr. 6: VylouZeny podil sledovanych prvka z popilku po spa-
leni ¢erného uhli (vzorek 6), #Mn, @ Zn, A V, 0 Cu
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rarnidch vybavenych roStovym zpasobem spalovéni. Po-
pilky byly louZeny podle predpisu 338/1997 Sb. a metodi-
kou popsanou v predpisu TCLP. Podle postupu piedpisu
TCLP byly pfipraveny vodné extrakty a extrakty s vycho-
zim pH 2,88 a pH 4,93. Bylo sledovano vyluhovéni Fe, Mn,
Zn, V a Cu. Z provedenych experimentti vyplyva:
srovndnim postupu pifipravy vyluhu podle vyhlasky
383/2001 a metodiky TCLP, kdy byla pouZita voda jako
extrak¢ni c¢inidlo, nebyla prokdzana zévislost mezi vy-
louZenym mnoZstvim prvku a metodou pfipravy,
aplikaci vyluhovaci procedury TCLP nebylo u Zddného
typu popilku a sledovanych prvki dosaZeno vyraznéj-
Siho vylouZeného podilu, coz svédci o existenci stabil-
nich sloucenin sledovanych prvka,

mnoZzstvi sledovanych polutantti uvolnénych do ex-
trakéniho ¢inidla urcuje typ popilku a tedy i uhelné
hmoty, jehoZ spalenim popilek vznikl.

Autori prdce dekuji grantové agenture (grant ¢. CEZ
279 000017) za financni podporu.
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ZPRAVY

BREZNOVY NORIMBERK VE ZNAMENI

Ve dnech 16. — 18.3. 2004 se konaji v Norimberku vy-
znamné odborné veletrhy a mezindrodni kongresy. Bude se
jednat o tii dny hektického veletrzniho déni. Soucasné bude
totiZ probihat mezindrodni veletrh pro mechanické procesni
technologie a analytiku POWTECH 2004 spolu s mezindrod-
nim odbornym veletrhem pro vyvoj, vyrobu a analyzu far-
maceutickych, kosmetickych a dietetickych vyrobkl i pro-
duktd pro zdravou vyZivu TechnoPharm 2004 a mezinérod-
nim odbornym veletrhem pro tematiku zabezpeceni proti ex-
plozim a bezpecnost zafizeni ExploRisk 2004. Veletrh POW-
TECH md jiZ po léta vedouci postaveni pro tematiku techno-
logii sypkych, praSkovych a granuldtovych materidlli a po-
skytne aktudlni piehled o vyvoji oboru, ve kterém se vyroba,
zpracovani a testovdni mikro-, submikro- a nanocastic vy-
znaCuje kratkymi inovacnimi cykly. Na tomto veletrhu se
oéekévé liéast vice nei 500 Vystavovatelﬁ TechnoPharm je
niky vyvoje, vyroby a analytiky kosmetickych a dietetickych
produktti. Kromé odborného veletrhu s vice nez 200 vysta-
vovateli se soucasné kond mezinarodni kongres International

CHEMICKYCH VELETRHU
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Meeting of Pharmaceutics, Biopharmaceutics and Pharmace-
utical Technology 2004. Veletrh ExploRisk nabizi vyrobky
a sluzby pro zabezpeceni proti explozim a dopliiuje vhodné
nabidku ostatnich dvou veletrhi.
Soub€zné s témito veletrhy se kond svétova konference
s tematikou tzce navazujici na veletrzni program. Kongres
PARTEC 2004 je jiz dlouha desetileti svétovym setkanim pro
vSechny, ktefi se zabyvaji problematikou technologie ¢astic.
Jsou to nejen badatelé a experti na Castice, ale predevSim uZi-
vatelé pigmentd, modernich filtrG, multifunkcnich ¢astic, ka-
talyzétord, farmak ¢i keramickych a biotechnologickych vy-
robktl. Nedilnou soucdsti tematického spektra kongresu
PARTEC jsou i nanotechnologie. Pravé témto technologiim
je vymezen na kongresu zna¢ny prostor a budou obsahem
hlavnich prednések, vice neZ dvou set posterti a dalSich Cet-
nych odbornych pfednaSek. Podrobnéjsi informace o jednot-
livych akcich lze nalézt na internetovych strankédch
www.powtech.de, www.technopharm.de, www.explorisk.de
a www.partec2004.de.
Pavel Chuchvalec
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