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V·CHT Praha otevfie v Mostû-Velebudicích v záfií 2004
V̆ ukové a studijní centrum. ·kola s více neÏ 170letou tradicí
v˘uky technické chemie bude nabízet v severních âechách
bakaláfiské studium prÛmyslovû orientovaného studijního
programu „Aplikovaná chemie a materiály“ ve formû pre-
zenãního i kombinovaného studia (denního studia i studia pfii
zamûstnání) a také kurzy celoÏivotního vzdûlávání. 

Rozhodnutí vytvofiit v Mostû pracovi‰tû V·CHT Praha je
v˘sledkem iniciativy pracovníkÛ ‰koly, vedení Ústeckého
kraje, mosteckého magistrátu a vût‰iny prÛmyslov˘ch pod-
nikÛ regionu, napfi. Chemopetrolu, âeské rafinérské, Gla-
verbelu Czech, Spolchemie, Setuzy, Chemopharmy a East-
manu Sokolov. Otevfiení studia je v souladu s BoloÀskou de-
klarací a dlouhodob˘m zámûrem M·MT âR, zamûfien˘mi na
zkvalitnûní vysoko‰kolského vzdûlávání a zpfiístupnûní ter-
ciárního vzdûlávání vût‰ímu okruhu zájemcÛ. Severozápadní
region patfií v souãasné dobû k oblastem s nejvy‰‰í neza-
mûstnaností, na druhé stranû je místem pÛsobení velkého
poãtu firem chemického, petrochemického, skláfiského, kera-
mického a farmaceutického prÛmyslu, které budou zamûst-
návat velk˘ poãet chemikÛ – vysoko‰kolákÛ. V·CHT Praha
je proto pfiipravena podpofiit spoleãensk˘ a hospodáfisk˘
rozvoj severozápadního regionu a zároveÀ zv˘‰it spoleãen-
skou prestiÏ technick˘ch profesí. ZaloÏení Centra pfiedsta-
vuje také potenciál pro moÏné budoucí vytvofiení vûdecko-
technologického parku v severozápadním regionu. Centrum
v Mostû není proto odrazem módních iniciativ napfi. typu
„u kaÏdé továrny univerzita“, ale je urãit˘m vyvrcholením
a naplnûním dlouholeté intenzivní spolupráce a vzájemné
podpory Vysoké ‰koly chemicko-technologické v Praze
a prÛmyslov˘ch podnikÛ severozápadního regionu.

V souladu se souãasn˘mi trendy evropského vysokého
‰kolství nebudou uchazeãi o studium v akademickém roce
2004/2005 absolvovat písemné pfiijímací zkou‰ky, ale budou
pfiijímáni pouze na základû ukonãeného stfiedo‰kolského
vzdûlání a posouzení studijních v˘sledkÛ u vybran˘ch pfied-
mûtÛ. Pfiedná‰ky, cviãení a semináfie budou probíhat v˘-
hradnû ve Velebudicích. Laboratorní cviãení budou zaji‰-
tûna v rozsahu dvou aÏ tfií t˘dnÛ za semestr ve specializova-
n˘ch laboratofiích praÏské vysoké ‰koly. Pro nûkterá labora-
torní cviãení, pfiedev‰ím ve tfietím roãníku studia, budou vy-
uÏity laboratofie blízk˘ch prÛmyslov˘ch partnerÛ. Na v˘uce
pfiedmûtÛ zamûfien˘ch na prÛmyslovou praxi se budou v˘-
znamnû podílet ‰piãkoví odborníci z regionálních podnikÛ
a institucí, intenzivní spolupráce s místní prÛmyslovou sfé-
rou je plánována zejména v rámci studentsk˘ch praxí a pfii
vypracovávání závûreãn˘ch bakaláfisk˘ch prací.  

V·CHT bude ve Velebudicích nabízet v rámci bakaláfi-
ského studijního programu „Aplikovaná chemie a materiá-
ly“ dva obory pro prezenãní a kombinované studium a je-
den obor pro prezenãní studium. V rámci oboru „Chemie
a chemické technologie“ získá absolvent studia praktické
znalosti o základních anorganick˘ch a organick˘ch velkoto-
náÏních technologiích, bezpeãnosti práce a ochranû Ïivot-
ního prostfiedí. Seznámí se i se syntézou a v˘robou chemic-

k˘ch specialit. Studium oboru „Chemie a technologie mate-
riálÛ“ nabízí praktické znalosti o v˘robû a vlastnostech
chemick˘ch produktÛ, jako jsou napfi. sklo, keramika, plasty
a kauãuky a biomateriály pro medicínské úãely. Studenti se
seznámí s procesy povrchové úpravy a ochrany kovÛ, s pro-
blematikou ochrany a obnovy kulturních památek a s eko-
logick˘m zpracováním odpadÛ. V oboru „Informatika
a chemie“ urãeném pro prezenãní studium získají studenti
praktické znalosti o základech moderního elektronického
zpracování a publikování informací. Seznámí se s knihov-
nick˘mi a vydavatelsk˘mi postupy a nauãí se aplikovat zís-
kávané znalosti pfii fie‰ení projektÛ t˘kajících se chemie
a Ïivotního prostfiedí. Prakticky zvládnou práci s moderními
technologiemi pro elektronické publikování (e-publishing). 

·iroké spektrum voliteln˘ch pfiedmûtÛ a kreditní systém
umoÏní v‰em studentÛm vytváfiet do urãité míry vlastní stu-
dijní programy. Pro studenty budou pfiipraveny inovované,
elektronické studijní materiály a návody k laboratofiím
a fiada témat samostatn˘ch projektÛ, orientovan˘ch napfi.
u studentÛ pfii zamûstnání na jejich konkrétní pracovní za-
mûfiení. K v˘uce a zároveÀ k samostatné práci a studiu bude
zfiízena v Mostû poãítaãová uãebna, která bude propojena
do sítû Internet i do sítû V·CHT Praha. Studenti tak budou
mít moÏnost plnû vyuÏívat elektronické informaãní zdroje
kvalitnû vybavené ústfiední knihovny V·CHT Praha (napfi.
databáze organick˘ch látek, abstraktÛ i pln˘ch textÛ ãaso-
piseck˘ch ãlánkÛ, databáze nebezpeãn˘ch látek a elektro-
nické encyklopedie). 

Absolventi bakaláfiského studia v Mostû obdrÏí titul ba-
kaláfi (Bc.). Budou pfiipraveni nejen pro pfiímé uplatnûní
v praxi, ale i pro dal‰í pokraãování studia ve dvoulet˘ch na-
vazujících magistersk˘ch a pfiípadnû dal‰ích tfiílet˘ch dok-
torsk˘ch programech, po jejichÏ ukonãení získají titul inÏe-
n˘r nebo doktor. Bakaláfii najdou uplatnûní ve velk˘ch v˘-
robních závodech, v mal˘ch provozech soukromého sektoru
a také ve v˘zkumné sféfie. Uplatní se v poradensk˘ch kance-
láfiích, projekãních spoleãnostech, obchodnû technick˘ch
organizacích a domácích i zahraniãních obchodních spo-
leãnostech, ale i ve státní správû. Absolventi s osvojen˘m
technick˘m a systémov˘m my‰lením mohou po zapracování
nalézt uplatnûní prakticky ve v‰ech technick˘ch oborech. 

Zfiízení a hlavnû samotn˘ provoz V̆ ukového a studijního
centra v Mostû bude vyÏadovat nespornû vysoké finanãní ná-
klady, na kter˘ch se budou podílet nejen V·CHT v Praze, ale
i územní samospráva a prÛmysloví partnefii vysoké ‰koly. Na
druhé stranû v‰ak mostecké Centrum umoÏní ãerstv˘m i star-
‰ím absolventÛm stfiedních ‰kol nebo jin˘ch vysok˘ch ‰kol zís-
kat kvalitní vysoko‰kolské technické vzdûlání v místû jejich
bydli‰tû a s niÏ‰ími náklady neÏ v Praze. Navíc studium tech-
nické chemie nepatfií mezi nûkteré módní obory, u kter˘ch se
jiÏ dnes s vysokou pravdûpodobností pfiedpokládají potíÏe pfii
uplatnûní absolventÛ v praxi, spojené s dal‰ím vynakládáním
finanãních prostfiedkÛ na pozdûj‰í podporu v nezamûstnanosti
a na rekvalifikaci.

Zdenûk Bûlohlav

Vysoká ‰kola chemicko-technologická také v Mostû-Velebudicích
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1. Úvod

Slouãeniny odvozené od adamantanu pronikly, od doby

objevení tohoto uhlovodíku poãátkem tfiicát˘ch let minu-

lého století, do nejrozliãnûj‰ích oblastí chemick˘ch vûd.

SlouÏily pfii zkoumání procesÛ probíhajících pfii tvorbû

ropy, pfii studiu iontov˘ch i radikálov˘ch pfiesmykÛ, solvo-

lytick˘ch reakcí atd. Díky sv˘m specifick˘m vlastnostem

nalezly v souãasné dobû uplatnûní zejména ve farmacii

a v elektrotechnickém prÛmyslu.

ProtoÏe jednou z postav, které stály v poãátcích této za-

jímavé kapitoly organické chemie, byl prof. Stanislav

Landa z Ústavu technologie paliv a svítiv a technologie

vody (jako první prezentoval izolaci adamantanu z hodo-

nínské ropy na XII. sjezdu prÛmyslové chemie roku 1932

v Praze), rádi bychom toto ohlédnutí vûnovali právû jemu.

Následující odstavce shrnují dosavadní znalosti a infor-

mace o zdrojích uhlovodíkÛ s adamantanov˘m skeletem,

a to jak pfiírodních (ropa a souãasná Ïivá pfiíroda), tak umû-

l˘ch (laboratorní i prÛmyslová syntéza). V této souvislosti

budou zmínûny v‰echny známé, v˘znamné reakce a pro-

cesy vedoucí k látkám s adamantanov˘m skeletem.

2. Ropa

Jak jiÏ bylo zmínûno, adamantan se poprvé podafiilo izo-

lovat z hodonínské ropy1. Jak uÏ to b˘vá, ne‰lo v poãátcích

o cílen˘ proces, ale o komplikaci pfii frakãní destilaci ropy,

kdy v pfiedloze kondenzovala pevná látka o velmi vysokém

bodu tání. Poté co byla identifikována jako adamantan, byl

tento uhlovodík separován z ropn˘ch podílÛ, zpoãátku opa-

kovanou frakãní destilací ropného podílu destilujícího

s vodní parou, pozdûji extrakãní krystalizací s thiomoãovi-

nou2. Jakkoliv byly tyto metody elegantní, nikdy neposkyto-

valy pfiíli‰ v˘znamná mnoÏství adamantanu, neboÈ jeho kon-

centrace v hodonínské ropû dosahuje pouze 0,02-0,03 %. Na

dokreslení, pro získání 200 g adamantanu bylo nutné zpraco-

vat 66 kg ropné frakce vydestilované s vodní parou. Je tedy

snadno pochopitelné, Ïe izolace z ropy slouÏila jako zdroj

adamantanu jen do objevu efektivních cílen˘ch syntetick˘ch

metod. 

V ropû byla detekována celá fiada dal‰ích látek obsahují-

cích ve své struktufie adamantanov˘ skelet. Hojnû jsou zastou-

peny methyl- a ethyladamantany nesoucí aÏ ãtyfii alkyly3. Mezi

dal‰í zajímavé struktury izolované z ropy bezesporu patfií dia-

mantan a 2,8-ethylenadamantan4. Z vy‰‰ích homologÛ ada-

mantanu byly v kondenzátu, získaném pfii jímání zemního

plynu z velmi hlubok˘ch vrtÛ (~ 6800 m) na americk˘ch nale-

zi‰tích v Mexickém zálivu, identifikovány dokonce triaman-

tan, anti-tetramantan, neo-pentamantan a jeden blíÏe neuãen˘

isomer hexamantanu3,5 (obrázek 1) (názvosloví polymantanÛ,

KDE ROSTE ADAMANTAN

Obr. 1. Nûkteré z derivátÛ adamantanu, jejichÏ pfiítomnost 
v ropû je prokázána
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cit.6). MnoÏství zmínûn˘ch uhlovodíkÛ jsou v‰ak velmi malá

a smûsi natolik komplikované, Ïe separace jednotliv˘ch sloÏek

je aÏ na v˘jimky prakticky nemoÏná.

Velmi zajímavá otázka, jak se adamantan a jeho deri-

váty v ropû ocitly, zÛstává navzdory dlouhé dobû uplynulé

od prvotního objevu stále nezodpovûzena. Je moÏné a prav-

dûpodobné, Ïe ke vzniku adamantanov˘ch struktur do‰lo

bûhem dlouhého geotermálního procesu formování ropy. Za

podmínek, které pfii tomto dûji mohly panovat – teplota aÏ

230 °C a tlak vût‰í neÏ 69 MPa – docházelo k pfiemûnû pÛ-

vodního organického materiálu na soubor rozvûtven˘ch

uhlovodíkÛ a dále na adamantan (schéma 1). Tyto reakce by

Jinou zcela odli‰nou moÏnost navrhli na základû sv˘ch

experimentÛ Uskov a spol.9, ktefií podrobili komerãní α-le-

cithin stfiídavû UV-indukované polymerizaci a oxidaci

vzdu‰n˘m kyslíkem za vzniku produktÛ, jejichÏ pfiemûnu

na adamantan znázorÀuje schéma 3. Zpracování v˘sledné

Zbytky fias a vodních rostlin

Rozvûtvené uhlovodíky Tricykloalkany

Schéma 1

t ∼ 100 – 200 oC

p > 69 MPa

„kyselé” horniny

mohly b˘t katalyzovány horninami, které mají charakter

Lewisov˘ch kyselin, napfi. hlinitokfiemiãitany a kfiemiãi-

tany. V této souvislosti Landa7 prokázal, Ïe zbytek po sepa-

raci adamantanu poskytuje reakcí s chloridem hlinit˘m

dal‰í podíl adamantanu. 

ProtoÏe organick˘ materiál neobsahuje Ïádné vhodné

polycyklické uhlovodíky, které by mohly sledem pfiesmykÛ

poskytovat vy‰‰í polymantany, musí existovat jiná cesta ve-

doucí k tûmto uhlovodíkÛm, vyskytujícím se v ropû. Tako-

vou moÏností by mohla b˘t pfiírodní obdoba syntetické me-

tody, kterou Burns jako první pfiipravil anti-tetramantan8.

Základní skelet adamantanu ãi diamantanu je alkylován za

katal˘zy jílov˘mi horninami a takto získan˘ uhlovodík pfie-

smykuje na vy‰‰í homolog adamantanu (schéma 2).

Schéma 2. a – R1 = R2 = H, R3 = C4Hx; b – R2 = H, R3 = R1 = 

= C4Hx; c – R3 = H, R1 = R2 = C4Hx; d – R1 = H, R2 = R3 = C4Hx

Schéma 3

smûsi metodou GC-MS ukázalo mezi osmdesáti látkami

pfiítomnost ãtyfi derivátÛ adamantanu.

Vzhledem k tomu, Ïe se lipidy vyskytují v Ïiv˘ch orga-

nizmech ve velkém mnoÏství, je tato jejich prokázaná 

„aerobní“ transformace na adamantan principiálnû odli‰nou

alternativou k dfiíve jiÏ zmínûné moÏnosti. Takto v‰ak ne-

vzniká samotn˘ adamantan, alespoÀ se to zatím nepodafiilo

prokázat, zato vznikají neobvyklé adamantany substituo-

vané aÏ osmiuhlíkov˘mi postranními fietûzci. Nicménû ná-

sledné hydrotermální degradaãní procesy zahrnující re-

dukce a dealkylace mohou vést k adamantanu. Navíc je pro-

kázán v˘skyt adamantanu i v ropû, která vznikala na bazic-

kém uhliãitanovém podloÏí10, takÏe zde nemohlo docházet

k obvykl˘m pfiesmykÛm vyÏadujícím pro svÛj prÛbûh Le-

wisovy kyseliny.

Je zajímavé, Ïe adamantany substituované uhlovodíko-

v˘mi zbytky del‰ími neÏ ethyl se v ropû nevyskytují, ales-

poÀ ne v detekovateln˘ch mnoÏstvích. To v‰ak nesouhlasí

s pfiedpokladem nutné pfiítomnosti C4-zbytkÛ pro tvorbu

vy‰‰ích polymantanÛ. Právû tyto adamantany substituované

aÏ oktylem v‰ak byly detekovány Uskovem9, kter˘ vychá-
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zel z lipidÛ. TakÏe, jak˘m zpÛsobem se adamantan do ropy

dostal?

3. Klasické syntetické postupy

První neúspû‰n˘ pokus o syntézu derivátu adamantanu11

uãinil Meerwein jiÏ v roce 1922, tedy je‰tû pfied Landov˘m

objevem. V̆ chozí látkou, stejnû jako pfii nûkter˘ch pozdûj‰ích

úspû‰n˘ch pokusech, byl tzv. MeerweinÛv ester I, získan˘ re-

akcí formaldehydu s dimethyl-malonátem. První syntéza, zná-

zornûná na schématu 4, nevedla k oãekávanému derivátu ada-

mantanu III pravdûpodobnû proto, Ïe v prvním stupni nevzni-

kal derivát II, ale produktem byl spí‰e IV, kter˘ zjevnû nemohl

reagovat oãekávan˘m zpÛsobem s dijodmethanem. 

První úspû‰nou syntézu adamantanového skeletu pak

publikoval Böttger v roce 1937, kdy vy‰el pfiímo z Meer-

weinova esteru a reakcí s dibrommethanem v alkalickém

prostfiedí získal oãekávan˘ substituovan˘ adamantan12, jak

ukazuje první reakce schématu 5.

Nesubstituovan˘ adamantan byl posléze pfiipraven Prelo-

gem a Seiwerthem13. Za podmínek i) ve schématu 6, získali

0,3 % v˘tûÏku adamantanu. Ani jiné metody pfievedení ada-

mantan-1,3-dikarboxylové kyseliny na adamantan ii) a iii)
nepfiinesly v˘razné zv˘‰ení v˘tûÏku. Z klasick˘ch metod je

pak z hlediska v˘tûÏku adamantanu nejv˘hodnûj‰í zpÛsob

zobrazen˘ ve schématu 5 (cit.14). MeerweinÛv ester byl jiÏ

zmiÀovanou reakcí s dibrommethanem pfieveden na derivát

adamantanu. Hydrogenace a následné pÛsobení chloridu fos-

foreãného vedlo k pfiemûnû dioxoderivátu na dichlorderivát,

kter˘ poskytl po reakci s vodíkem a alkalické hydrol˘ze ada-

mantan-1,3,5,7-tetrakarboxylovou kyselinu. Analogick˘ tet-

rabromadamantan získan˘ po reakci s oxidem stfiíbrn˘m

a bromem byl v koneãném stupni pfieveden na adamantan

opût reakcí s vodíkem. Ov‰em ani zde nebyl v˘tûÏek ada-

mantanu o mnoho vy‰‰í – pouh˘ch 6,5 %. Z uveden˘ch údajÛ

Schéma 4

Schéma 5

Schéma 6. Celkové v˘tûÏky; i 0,3 %, ii 1,5 %, iii 3,1 %
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je zfiejmá nevhodnost uveden˘ch metod pro bûÏnou labora-

torní syntézu adamantanu, natoÏ pro prÛmyslovou produkci.

Jejich v˘znam v‰ak spoãíval pfiedev‰ím v tom, Ïe poskytly

autentick˘ vzorek adamantanu pro srovnání a definitivní

identifikaci adamantanu izolovaného z ropy.

Dal‰í nesporn˘ v˘znam tûchto klasick˘ch chemick˘ch

postupÛ spoãívá v moÏnosti pfiipravit jinak nedostupné de-

riváty adamantanu (schéma 7). Tak napfiíklad dekarboxy-

lace Meerweinova esteru v kyselém prostfiedí vede ke

vzniku diketonu V, kter˘ po pfievedení na enamin VI posky-

tuje s vhodn˘mi elektrofilními ãinidly deriváty adaman-

tanu. Reakcí s ethyl-dibromacetátem a následnou redukcí

hydrazinem je moÏné pfiipravit adamantan-2-karboxylovou

kyselinu15. Pro celou fiadu 2,6-disubstituovan˘ch derivátÛ

adamantanu je pak klíãov˘m meziproduktem adamantan-

-2,6-dion dostupn˘ reakcí enaminu VI s dijodmethanem16. 

Schéma 8

Zajímavou moÏnost syntézy adamantanového skeletu

pfiedstavují takzvané transannulární cyklizaãní reakce 

vycházející z 3,7-dimethylidenbicyklo[3.3.1]nonanu VII
(schéma 8), nebo podobn˘ch slouãenin s exocyklick˘mi dvoj-

n˘mi vazbami v patfiiãn˘ch pozicích. Tak napfiíklad VII
(schéma 8) reaguje s bromem za vzniku 3-brom-1-(brom-

methyl)adamantanu17 nebo se zfiedûnou  kyselinou sírovou za

vzniku 3-methyladamantan-1-olu (cit.18). Ke vzniku adaman-

tanu dochází po ataku elektrofilní ãástice (H+, Br+) na jednu

z dvojn˘ch vazeb, kdy se pfiechodnû vznikl˘ karbokation sta-

bilizuje interakcí s druh˘m π-systémem a takto vznikl˘ kar-

bokation zaniká reakcí s pfiítomn˘m nukleofilem (Br-, H2O).

Obdobné reakce potvrzující uveden˘ mechanismus lze pozo-

rovat rovnûÏ na allenovém systému19 (schéma 8).

4. Pfiesmyky

V pfiedchozích odstavcích byla zmínûna celá fiada po-

stupÛ a reakcí vedoucích k adamantanu. Îádná z nich v‰ak

neposkytuje uspokojiv˘ v˘tûÏek a nelze je tedy dlouhodobû

vyuÏívat jako zdroj adamantanu.

Mezi strukturami o sumárním vzorci C10H16 je právû

adamantan látkou o nejniÏ‰í energii. Z tohoto dÛvodu je

moÏné vyuÏít pro pfiípravu adamantanu pfiesmykÛ vhod-

n˘ch v˘chozích látek, které musí dfiíve ãi pozdûji skonãit

v energetickém minimu adamantanu. První taková reakce

byla publikována v roce 1957 Schleyerem20, kter˘ podrobil

hydrogenaci dicyklopentadien VIII vznikající velmi snadno

dimerací cyklopentadienu a získan˘ tetrahydrodicyklopen-

tadien IX zahfiíval pod refluxem pfies noc s 10 % chloridu

hlinitého (schéma 9). Pfiesnûji fieãeno, adamantan byl pouze

vedlej‰ím produktem pfii studiu endo- exo- isomerizace IX
a byl autorem z reakãní smûsi odstraÀován jako neÏádoucí

a komplikující pfiímûs. Teprve pozdûji byla tato látka iden-

tifikována jako adamantan. V̆ tûÏek takto provedené reakce

se pohybuje v rozmezí 15–20 %. Pokud se namísto samot-

ného AlCl3 pouÏije AlCl3 + HCl (cit.21) nebo HF-BF3
(cit.22), lze dosáhnout v˘tûÏkÛ 40 % nebo 30 %. Reakce po-

Schéma 9

Schéma 7

02Vícha  30.1.2004 10:47  Stránka 71



Referáty

72

Chem. Listy 98, 68 – 74 (2004)

dle schématu 9, vyuÏívající pro katal˘zu pouze chlorid hli-

nit˘, se stala pro svou jednoduchost nejv˘znamnûj‰ím ko-

merãním zdrojem adamantanu, pfiestoÏe v˘tûÏky nepfiesa-

hují zmínûn˘ch 20 %. V âeské republice je takto vyrábûn

v podniku Pliva – Lachema a.s.. Pod tlakem rostoucích ná-

rokÛ na chemické v˘roby ve smyslu ochrany Ïivotního pro-

stfiedí je snaha eliminovat znaãné mnoÏství nepfiíjemn˘ch

odpadÛ pfii pouÏití AlCl3. V posledním desetiletí se zkoumá

vyuÏití recyklovateln˘ch  zeolitov˘ch katalyzátorÛ isomeri-

zace23,24. Tyto materiály se znaãnû podobají pfiírodním,

a tak to, Ïe isomerizace IX na adamantan zde probíhá s pfii-

bliÏnû stejn˘mi v˘tûÏky jako v pfiípadû AlCl3, lze povaÏo-

vat za argument ve prospûch geotermální teorie vzniku ada-

mantanu v ropû. 

Na adamantan v‰ak izomerizuje, ve v˘tûÏcích od 22 %

aÏ po prakticky kvantitativní, pestrá paleta uhlovodíkÛ o su-

márním vzorci C10H16 (cit.25,26). Adamantan, jak jiÏ bylo

zmínûno, totiÏ pfiedstavuje energetické minimum na hy-

perplo‰e potenciální energie, coÏ na schématu 10 dokumen-

tují sluãovací tepla uvedená u pfiíslu‰né struktury (vypoãí-

taná semiempirickou metodou AM1). Schleyer27 podrobil

reakci s AlCl3 fiadu pfiírodních látek a pokaÏdé obdrÏel ur-

ãité procento substituovan˘ch adamantanÛ. Tak napfiíklad

skvalen poskytuje po 90 hodinách 5 % (hmotnostnû na

mnoÏství v˘chozí látky) derivátÛ adamantanu, kyselina abi-

etová po 75 hodinách 2 %, kamfen po 53 hodinách 9 %,

cholesterol po 75 hodinách 11 % a cedren po 66 hodinách

dokonce 44 %. Je zajímavé, Ïe ani v jednom pfiípadû nebyla

zji‰tûna pfiítomnost samotného adamantanu, zato reakãní

smûs zpravidla obsahovala celou fiadu rÛzn˘ch methyl- a et-

hyladamantanÛ. Tyto experimenty tedy prokázaly, Ïe deri-

váty adamantanu mohou za katal˘zy Lewisov˘mi kyseli-

nami vznikat z bûÏn˘ch rostlinn˘ch metabolitÛ.

Schéma 10. V závorkách jsou uvedena sluãovací tepla v kJ.mol-1

spoãítaná semiempirickou metodou AM1. âerná teãka oznaãuje

vÏdy jeden konkrétní atom uhlíku a jeho polohu po pfiesmyku.

Obr. 2. Struktury pfiírodních heteroadamantanÛ

Obr. 3. Struktury derivátÛ adamantanu a homoadamantanu
izolované z rostlin ãeledi Guttiferae
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5. Souãasná Ïivá pfiíroda

Adamantanové struktury, pomineme-li diamant a ostatní

minerály se stejn˘m strukturním motivem, nejsou v Ïivé

pfiírodû nikterak hojné, nicménû nelze fiíci, Ïe se nevysky-

tují. Znám˘ toxin ryb rodu Fugu tetrodotoxin nebo velmi

podobn˘ chirikvitoxin z Ïab rodu Atelopus jsou vlastnû sub-

stituované heteroadamantany, pfiesnû deriváty 2,4-dioxaa-

damantanu (obrázek 2). RovnûÏ mezi alkaloidy mÛÏeme

nalézt zástupce s adamantanov˘m skeletem, pfiesnû dafne-

sominy, deriváty 1-azaadamantanu, které byly izolovány

z listÛ asijské rostliny Daphniphyllum humile28 (obrázek 2).

Donedávna se soudilo, Ïe Ïivé organismy neumûjí syn-

tetizovat deriváty adamantanu a Ïe jeho pÛvod je ãistû abi-

otick˘. S koneãnou platností byl v‰ak tento názor v druhé

polovinû devadesát˘ch let minulého století vyvrácen, kdyÏ

se podafiilo izolovat a identifikovat nûkteré úãinné látky

rostlin z ãeledi Guttiferae, jeÏ jsou právû deriváty adaman-

tanu. Jako první byl izolován z rostliny Clusia plukenetii
rostoucí na Mal˘ch Antilách plukenetion A (cit.29) a pozdûji

z ãínské tfiezalky Hipericum sampsonii sampsonion I a sam-

psonion J (cit.30, obrázek 3). Navíc tyto rostliny obsahují

i deriváty homoadamantanu31,32, jako napfiíklad sampso-

nion D. Zdá se, Ïe obsah sekundárních metabolitÛ s ada-

mantanovou strukturou je spoleãn˘ celé ãeledi a pro dal‰í

v˘zkum se nabízí moÏnost prokázat jejich pfiítomnost

i v na‰ich tfiezalkách. Tato oblast v˘zkumu by mohla mít

velk˘ v˘znam, spojíme-li si prokázané antivirové úãinky

tfiezalkov˘ch v˘taÏkÛ s rovnûÏ znám˘m virostatick˘m úãin-

kem nûkter˘ch jednoduch˘ch aminoadamantanÛ. Nabízí se

zde moÏnost objevu nov˘ch v˘znamn˘ch biologicky úãin-

n˘ch látek. V̆ chozí látkou pfii biosyntéze adamantanového

skeletu (schéma 11) je pravdûpodobnû znám˘ rostlinn˘ me-

tabolit 2,4,6-trihydroxybenzofenon. C-Alkylace geranyl-di-

fosfátem a 3,3-dimethylallyl-difosfátem pak vede ke vzniku

intermediátu X, kter˘ se mûní souãasnû s dal‰í alkylací 3,3-

dimethylallyl-difosfátem na bicyklo[3.3.1]nonatrion XI.
Následuje hydroxylace v allylové poloze a intramolekulární

cyklizace, kdy vzniká adamantanov˘ skelet. Známe-li tedy

schopnost rostlin syntetizovat deriváty adamantanu, je na-

snadû dal‰í hypotéza o pÛvodu adamantanu v ropû. Deri-

váty adamantanu mohly b˘t pfiítomny uÏ v pÛvodním orga-

nickém materiálu a bûhem procesu vzniku ropy do‰lo

k „oãi‰tûní“ adamantanového skeletu, a tak ke vzniku ada-

mantanu. Pfiítomnost vy‰‰ích homologÛ se v‰ak takto vy-

svûtlit nedá, neboÈ v˘skyt odpovídajících látek nebyl v Ïivé

pfiírodû dosud popsán a je ostatnû velmi málo pravdûpo-

dobn˘. Pro tyto látky tedy zfiejmû zÛstává jedinou moÏností

v˘‰e popisovaná cesta vycházející z adamantanu. 

6. Závûr

Poprvé byl adamantan izolován z ropy, nicménû takto se

jiÏ nezískává, neboÈ jeho v˘skyt je omezen pouze na nû-

které ropy a i v nich je obsah pfiíli‰ nízk˘. Zanedlouho po

prvotním objevu byly deriváty adamantanu pfiipraveny

i umûle, klasick˘mi syntetick˘mi postupy. Bylo vyzkou-

‰eno nûkolik postupÛ vedoucích k samotnému adamantanu,

ale pro velmi malé v˘tûÏky jsou tyto metody nevhodné pro

syntézu adamantanu ve vût‰ích mnoÏstvích. Vzhledem

k tomu, Ïe adamantan je struktura C10H16 o minimální ener-

gii, lze pro pfiípravu adamantanu a jeho derivátÛ s úspûchem

vyuÏít pfiesmykÛ katalyzovan˘ch Lewisov˘mi kyselinami.

Proces zaloÏen˘ na isomerizaci tetrahydrodicyklopentadi-

enu chloridem hlinit˘m je v souãasnosti nejvíce vyuÏíva-

n˘m prÛmyslov˘m zdrojem adamantanu. Dal‰í deriváty se

získávají jeho následnou derivatizací. Vysoce substituované

deriváty adamantanu se rovnûÏ vyskytují v souãasné Ïivé

pfiírodû. Dosud byly prokázány v zástupcích dvou rodÛ

z ãeledi Guttiferae (kam se fiadí i na‰e tfiezalky). 

Co se t˘ãe pÛvodu adamantanu v ropû, nabízí se hned

nûkolik vysvûtlení, pfiiãemÏ je velmi málo pravdûpodobné

uplatnûní analogie nûkterého klasického postupu. 

a) Velmi pestrou paletu látek (od cyklohexanu po skva-

len) lze isomerizovat na adamantan ãi jeho deriváty pÛsobe-

ním Lewisov˘ch kyselin. Je tedy moÏné, Ïe adamantan

vznikl isomerizací vhodn˘ch prekurzorÛ biologického pÛ-

vodu za pfiispûní napfiíklad silikátov˘ch hornin. Takto se v‰ak

nepodafiilo prokázat vznik adamantanÛ s del‰ím postranním

fietûzcem neÏ dvouuhlíkov˘m. Aby v‰ak mohly vznikat vy‰‰í

polymantany, jejichÏ pfiítomnost je prokázána v kondenzátu

získaném pfii jímání zemního plynu v nûkter˘ch americk˘ch

nalezi‰tích, je pfiedpokládan˘m nutn˘m mezistupnûm ada-

mantanov˘ skelet substituovan˘ alespoÀ C4-zbytkem.

b) Takové látky byly nalezeny v reakãní smûsi poté, co

byly bûÏné lipidy podrobeny stfiídavû oxidaci a polymeri-

zaci. JelikoÏ jsou lipidy velmi roz‰ífienou sloÏkou Ïiv˘ch

organizmÛ, je moÏné, Ïe nûkteré deriváty adamantanu

Schéma 11
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vznikly právû touto cestou za pfiítomnosti kyslíku a sluneã-

ního svûtla a teprve potom do‰lo k procesÛm, kter˘mi

vznikla dne‰ní ropa. CoÏ ov‰em nevyluãuje participaci

i první moÏnosti. 

c) Zatím poslední moÏnost zvaÏuje pfiítomnost derivátÛ

adamantanu jiÏ v organickém materiálu, pfiiãemÏ se bûhem

dlouhého geotermálního procesu vzniku ropy zkrátily po-

stranní fietûzce. ProtoÏe v‰ak pro na‰e experimenty nemáme

k dispozici obdobnou ãasovou ‰kálu jako pfiíroda, zÛstává

jednoznaãná a definitivní odpovûì nedosaÏitelná.
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R. Vícha and M. Potáãek (Department of Organic
Chemistry, Faculty of Science , Masaryk University, Brno):
Where Adamantane Grows

Adamantane was discovered 70 years ago in the crude

oil from Hodonín (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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1. Úvod

Biologické membrány sú predmetom veºkého záujmu

bádateºov, nakoºko sú s nimi úzko späté mnohé, Ïivotne

dôleÏité procesy, ako je transport látok, transformácia ener-

gie, regulácia metabolizmu, koordinácia biologick˘ch pro-

cesov ãi bunková diferenciácia. 

Poãas evolúcie sa kaÏd˘ Ïiv˘ systém vyvíjal a prispôso-

boval zmenám a existencii v novom prostredí. Aj v prípade

bunkov˘ch membrán dochádzalo poãas tohto procesu nie-

len k veºk˘m ‰truktúrnym zmenám, ale i v˘znamn˘m zme-

nám ich funkcie.

Viditeºné znaky prispôsobenia sa organizmu nehostin-

n˘m a ãasto extrémnym podmienkam prostredia moÏno do-

teraz pozorovaÈ u organizmov, ktoré patrili k jedn˘m z pr-

v˘ch obyvateºov Zeme, u Archaea (archaebaktérie).

Extrémne teploty a hodnoty pH, vysoká koncentrácia solí ãi

striktná anaerobióza boli nesporne dôvodom toho, Ïe tieto

najstar‰ie preÏívajúce organizmy sú vybavené nezvyãaj-

n˘mi komponentami a jedineãn˘mi biologick˘mi procesmi.

Na základe t˘chto ‰pecifick˘ch vlastností, Woese a Fox

v roku 1977 zaradili Archaea k tretej, samostatnej rí‰i, od-

li‰nej od Baktérií a Eukaryotov1. PrevaÏnú väã‰inu Archaea

tvoria predstavitelia troch základn˘ch fenotypick˘ch sku-

pín: halofily, metanogénne baktérie a termoacidofily. Ich

v˘znamn˘m spoloãn˘m menovateºom je, Ïe sa nachádzajú

v extrémnych ekologick˘ch podmienkach2. 

Jedn˘m z najdôleÏitej‰ích biochemick˘ch rysov Ar-

chaea je okrem iného, aj unikátne lipidické zloÏenie

a z toho odvodená ‰pecifická ‰truktúra membrány, ão tieÏ

slúÏi ako prioritn˘ taxonomick˘ znak tejto skupiny mikro-

organizmov.

·túdium archaebakteriálnych membrán otvára nové,

fascinujúce a doposiaº nevyrie‰ené problémy membranoló-

gie. Je moÏné predpokladaÈ, Ïe zavedenie metód molekulo-

vej biológie, ktoré zatiaº v Archaea nie sú uspokojivo apli-

kovateºné, prinesie mnohé v˘znamné objavy z teoretického,

ale i praktického hºadiska.

2. Chemické zloÏenie membrán

Základn˘mi zloÏkami v‰etk˘ch bunkov˘ch membrán sú

molekuly bielkovín a lipidov. Mnohé membrány obsahujú

men‰ie mnoÏstvo sacharidov vo forme glykoproteínov

a glykolipidov a urãit˘ podiel sterolov a in˘ch zloÏiek lipi-

dick˘ch vlastností3.

Archaebakteriálne membrány sa v˘razne odli‰ujú od

membrán baktérií aj eukaryotov, a to nielen zloÏením a fy-

zikálno-chemick˘mi vlastnosÈami jednotliv˘ch zloÏiek, ale

aj ich vzájomn˘m usporiadaním. Jedineãné membránové li-

pidy prispievajú Archaea k moÏnosti existovaÈ v extrém-

nych podmienkach.

2 .1 .  Membránové  l ip idy

Podstatnú ãasÈ lipidov, nachádzajúcich sa v biomembrá-

nach eukaryotov, tvoria fosfoglyceridy, sfingofosfolipidy

(klasifikované ako fosfolipidy) a cholesterol. U fosfoglyce-

ridov je hydrofóbna ãasÈ tvorená mastn˘mi kyselinami

s rôznou dæÏkou reÈazca a stupÀom nas˘tenia, naviazan˘mi

esterovou väzbou na glycerol. U sfingofosfolipidov je gly-

cerol nahraden˘ sfingozínom. Rôzne membrány sa lí‰ia za-

stúpením jednotliv˘ch amfifiln˘ch lipidov, ako aj ich po-

merom k lipidom neutrálnym3-5.

Základné rozdiely medzi lipidick˘m zloÏením mem-

brán u baktérií, eukaryotov a u Archaea moÏno zhrnúÈ

nasledovne:

1. Rozdielny charakter uhºovodíkov˘ch reÈazcov. K˘m

baktérie a eukaryoty obsahujú mastné kyseliny s rôz-

nym stupÀom nas˘tenia, u Archaea nachádzame silne

metylované izoprenoidné reÈazce. 

2. Rozdielny charakter väzby medzi glycerolom a mast-

n˘mi kyselinami resp. izoprenoidn˘mi reÈazcami.

U baktérií a eukaryotov sa jedná o esterovú väzbu 

(-CH2-OCOR), u Archaea o éterovú väzbu (-CH2OR).

V˘nimku tvoria plazmalogény u eukaryotov, kde sa tieÏ

vyskytuje éterová väzba.

UNIKÁTNE LIPIDY A ·TRUKTÚRY MEMBRÁN ARCHAEBAKTÉRIÍ
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3. ëal‰ou zvlá‰tnosÈou u Archaea je to, Ïe izoprenoidy sú

vo fosfolipidoch membrán viazané v pozíciach sn-2,3

na fosfoglycerolovú kostru, zatiaº ão u baktérií a euka-

ryotov sú mastné kyseliny viazané na fosfoglycerolovú

kostru fosfolipidov v pozíciach sn-1,2. 

4. Z hºadiska ‰truktúry membrány je pozoruhodné, Ïe

u Archaea sa zistila prítomnosÈ tetraéterov˘ch lipidov

typu 2,2’,3,3’-tetra-O-bisfytandiyl-sn-diglycerol. Po-

drobnosti budú uvedené ìalej3,6.

PrítomnosÈ éterov˘ch lipidov v membránach extrém-

nych halofilov bola objavená v roku 1978 (Kates a spol.

identifikovali glycerol-diéterové lipidy u Halobacterium
cutirubrum)7. Neskôr sa ukázalo, Ïe unikátnosÈ archaebak-

teriálnych lipidov je jedn˘m z faktorov, ktoré umoÏÀujú za-

radenie t˘chto organizmov do samostatnej rí‰e. Anal˘za po-

lárnych lipidov sa stala beÏne pouÏívanou metódou pri kla-

sifikácii a druhovom zatriedení nov˘ch izolátov archaebak-

térií8. 

80–95 % membránov˘ch lipidov archaebaktérií tvoria

polárne éterové lipidy a 5 – 20 % neutrálne skvalény (C30)

a iné izoprenoidy9.

2 .1 .1 .  Po lárne  membránové  l ip idy

Polárne archaebakteriálne lipidy pozostávajú z glycerol-

éterovej ãasti, na ktorú sú naviazané polárne „hlaviãky“.

Tieto sú tvorené organick˘mi fosfátov˘mi estermi alebo

sacharidov˘mi zvy‰kami, podobné baktériám a eukaryo-

tom.

Na základe éterov˘ch „chvostíkov“ rozoznávame u ar-

chaebaktérií tzv. archaeolové a caldarchaeolové lipidy (ìa-

lej diéterové a tetraéterové lipidy)6.

Diéterové lipidy predstavujú C20,20-diétery (ide o 2,3-

-di-O-difytanyl-sn-glycerol, oznaãované tieÏ DS), v ktor˘ch

sú dva uhºovodíkové reÈazce éterovou väzbou viazané na

glycerol v polohe sn-2,310,11 (obr. 1a). Extrémne halofily

obsahujú okrem C20,20-diéterov aj variabilné mnoÏstvá

C20,25-diéterov (obr. 1c) a C25,25-diéterov11. V membránach

metanogénov Methanococcus jannaschii sa dokázala mak-

rocyklická forma diéterov˘ch lipidov11 (obr. 1b). Charakte-

ristickou ãrtou niektor˘ch metanogénov je i v˘skyt hydro-

xylovan˘ch diéterov, v ktor˘ch je na 3 uhlíku sn-2 alebo 

sn-3 alkylového reÈazca naviazaná OH skupina10.

Tetraéterové lipidy predstavujú C40,40-tetraétery

(2,2’,3,3’-tetra-O-bisfytandiyl-sn-diglycerol, oznaãované TS).

Je to jedineãná forma lipidov, ktorej existencia bola doká-

zaná len u archaebaktérií. Tetraéterové lipidy sú diméry,

ktoré vznikajú kondenzáciou dvoch diéterov˘ch lipidov

a väã‰inou obsahujú dve oproti sebe stojace molekuly gly-

cerolu spojené 40-uhlíkov˘mi bisfytandiylov˘mi reÈazcami

(obr. 1e). Vo v‰eobecnosti ich moÏno nájsÈ u termoacidofi-

lov, extrémnych termofilov a metanogénov. Doposiaº ne-

Obr. 1. Membránové lipidy archaebaktérií. a) fytanyl-diéter, 

b) bifytanyl-diéter (makrocyklick˘),c) fytanyl/sesterterpanyl-diéter,

d) bifytanyl/fytanyl/fytanyl/diglycerol-tetraéter, e) bisfytandiyl/di-

glycerol-tetraéter, f) bisfytandiyl/nonitolglycerol-tetraéter11

Obr. 2. ·truktúra bifytanylov˘ch reÈazcov tetraéterov˘ch lipi-
dov a ich distribúcia v rámci Archaea. Termofilné archaebakté-

rie rodov Sulfolobus a Thermoplasma môÏu v reÈazci obsahovaÈ 

1 aÏ 4 cyklopentánové kruhy2

boli dokázané u extrémnych halofilov. U niektor˘ch 

Archaea sa v mal˘ch mnoÏstvách vyskytujú aj tetraétery,

ktoré obsahujú jeden C40 fytanylov˘ reÈazec a dva C20 fyta-

nylové reÈazce, u ktor˘ch nedo‰lo ku kondenzácii a nevy-

tvorili druh˘ C40 reÈazec11 (obr. 1d). ·pecifikom termoaci-

dofilov rodu Sulfolobus je v˘skyt nonitolglycerol-tetraéte-

rov s 9-uhlíkov˘m alkoholom nonitolom, ktor˘ nahrádza

jednu molekulu glycerolu v ‰truktúre tetraéteru11 (obr. 1f).

Typickou vlastnosÈou termofilov je prítomnosÈ 1 aÏ 4 cyk-

lopentánov˘ch kruhov v bifytanylov˘ch reÈazcoch2 (obr. 2).
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2 .1 .2 .  Neu trá lne  l ip id ické  komponenty
membrán

ëal‰ie v˘známné zloÏky membrán predstavujú neu-

trálne lipidy, ktoré sú u eukaryotov reprezentované hlavne

sterolmi. 

KeìÏe membrány prokaryotick˘ch buniek neobsahujú

steroly, predpokladá sa, Ïe u prokaryotov sa v dôsledku ne-

prítomnosti kyslíka v atmosfére, evolúcia sterolov zastavila

na úrovni skvalénu. Prokaryotické bunky si v‰ak aj za ana-

eróbnych podmienok dokázali zo skvalénu nasyntetizovaÈ 

‰truktúrne a funkãné ekvivalenty sterolov, tzv. hopanoidy.

Hopanoidy sú, podobne ako steroly, päÈcyklické uhºovodíky

s rôznym poãtom nasubstituovan˘ch OH skupín. Dokázalo

sa, Ïe sa vo zv˘‰enej miere vyskytujú najmä u acidofilov

a v membránach tvoriacich veºk˘ protónov˘ elektroche-

mick˘ gradient3.

Neutrálne lipidy Archaea sú zastúpené najmä C30 izo-

prenoidmi (skvalénmi), ale aj in˘mi izoprenoidn˘mi uhºo-

vodíkmi. Archaebakteriálne neutrálne lipidy, ale aj fytany-

lové reÈazce ich polárnych lipidov, majú v podstate rovnak˘

izoprénov˘ ‰truktúrny základ, ako eukaryotické steroly ãi

prokaryotické hopanoidy. Predpokladá sa, Ïe tieto látky

majú v membránach Archaea podobnú funkciu, ako steroly

v membránach eukaryotov a hopanoidy v membránach pro-

karyotov11,12.

2 .2 .  Membránové  p ro te íny

Membránové proteíny majú okrem ‰truktúrnej, aj

mnohé ‰pecifické enzymatické funkcie v transporte látok

cez membránu, ale i vo vnútri bunky, v prenose informácie

prostredníctvom receptorov a iné. Zdá sa pravdepodobné,

Ïe variabilite membrány archaebaktérií v zloÏení lipidov

zodpovedá aj variabilita v zloÏení proteínov. V tejto súvis-

losti sú zaujímavé najmä proteíny, ktoré sa podieºajú na

transporte látok cez membrány. 

Napriek odli‰nej ‰truktúre lipidov v membránach Ar-

chaea, membránové transportné kanály sú veºmi podobné

bakteriálnym a eukaryotick˘m. Sú tvorené polypeptidov˘m

reÈazcom, ktor˘ je v membráne ukotven˘ pomocou jedného

alebo viacer˘ch transmembránov˘ch úsekov so ‰truktúrou 

α-helixu13.

Vzhºadom na fylogenetické postavenie archaebaktérií je

zaujímavá i komplexicita elektrón-transportného systému.

Predpokladalo sa totiÏto, Ïe archaebakteriálne cytochrómy

a respiraãné enz˘my by mali maÈ oveºa jednoduch‰iu ‰truk-

túru, ako ich bakteriálne ãi eukaryotické ekvivalenty. Uká-

zalo sa v‰ak, Ïe u viacer˘ch Archaea dochádza ku vzniku

neobvykl˘ch asociácií medzi cytochrómami a in˘mi respi-

raãn˘mi proteínmi za vzniku tzv. superkomplexov14-16. 

Vplyvom extrémnych Ïivotn˘ch podmienok sa poãas

evolúcie vytvorili uÏ u Archaea viaceré adaptaãné

mechanizmy, ktoré zah⁄Àajú i zmeny v charaktere membrá-

nov˘ch proteínov. Ide hlavne o ovplyvnenie celkového ná-

boja proteínu, zmeny v charaktere väzieb v rámci proteínu

ako i interakcií proteínu s in˘mi molekulami, ãi zmeny

v procese samotného skladania proteínu17. 

Doposiaº nie je úplne objasnen˘ spôsob, ak˘m dokáÏu

niektoré extremofilné Archaea predchádzaÈ degradácii ami-

nokyselín, nakoºko mnohé z t˘chto aminokyselín majú za

extrémnych teplôt polãas Ïivota krat‰í, ako je generaãná

doba termofilu. Existuje viacero moÏností; môÏe ísÈ napr.

o modifikácie aminokyselín, ktoré bránia ich degradácii

(deaminácia, β eliminácia, oxidácia, hydrol˘za a iné), ìalej

o vyuÏívanie ‰pecifick˘ch ochrann˘ch látok, alebo do-

chádza vo zv˘‰enej miere k samotnej syntéze aminokyse-

lín17. 

Membránové proteíny Archaea sú v súãasnosti predme-

tom záujmu mnoh˘ch pracovn˘ch skupín. Ich snahou je

identifikovaÈ spôsob, ak˘m si z ná‰ho pohºadu aj za ex-

trémnych podmienok, archaebakteriálne proteíny dokáÏu

udrÏiavaÈ svoju stabilitu. V̆ sledky doteraj‰ích experimen-

tov priniesli niekoºko moÏn˘ch mechanizmov tohto pri-

spôsobenia sa. Anal˘zou proteínov niektor˘ch termofilov

sa zistilo, Ïe majú zníÏen˘ obsah glycínu a zníÏen˘ pomer

povrchu proteínu k jeho objemu. Dokázalo sa, Ïe k zv˘‰e-

niu stability proteínov u termofilov môÏe prispieÈ zväã‰enie

mnoÏstva slab˘ch interakcií (vodíkov˘ch mostíkov, ióno-

v˘ch a hydrofóbnych väzieb) v rámci proteínu, obzvlá‰È ale

vytváranie iónov˘ch párov18,19. Mnohé proteíny extrém-

nych halofilov obsahujú väã‰í podiel kysl˘ch aminokyselín

a men‰ie mnoÏstvo zásadit˘ch aminokyselín18.

Záujem o tieto skupiny proteínov je jasn˘, pretoÏe po-

znanie ich zloÏenia a ‰truktúry môÏe maÈ v˘znamné bio-

technologické aplikácie. Súãasné trendy v spoznávaní kom-

pletn˘ch genómov˘ch sekvencií a ich funkãná anal˘za

u Archaea vytvárajú dobré predpoklady na to, aby sa

v rámci komparatívnej genomiky a proteomiky dali rozpo-

znaÈ princípy vedúce k rozdielom medzi membránov˘mi

proteínmi Archaea, baktérií a eukaryotov. Treba podotknúÈ,

Ïe v súãasnosti sú na‰e znalosti archaebakteriálnych mem-

bránov˘ch proteínov len obmedzené. 

3. Molekulová organizácia archaebakteriálnych 
biomembrán 

V‰etky doposiaº ‰tudované membrány z eukaryotick˘ch

alebo z prokaryotick˘ch buniek majú v podstate podobné

zloÏenie, a sú aj veºmi podobné v ‰truktúrnej organizácii. 

Bunkové membrány sú supramolekulárne ‰truktúry,

ktor˘ch základnou zloÏkou je fosfolipidová dvojvrstva.

Dvojvrstva má vnútornú a vonkaj‰iu stranu, a molekuly li-

pidov sú v nej orientované tak, Ïe hydrofóbne reÈazce sme-

rujú do stredu a polárne skupiny na povrch dvojvrstvy. âasÈ

povrchu pokr˘vajú periférne proteíny, ktoré sa dajú z mem-

brány relatívne ºahko uvoºniÈ. Integrálne proteíny môÏu byÈ

ponorené vo fosfolipidovej dvojvrstve rozliãne hlboko3.

Jednotlivé ‰truktúrne elementy biologickej membrány

sú spolu viazané hydrofóbnymi a elektrick˘mi interakciami

ako aj van der Waalsov˘mi silami. Navzájom spolu geome-

tricky a termodynamicky interagujú2. Elektrostatick˘mi si-

lami sa môÏu spolu viazaÈ polárne skupiny fosfolipidov

s polárnymi skupinami bielkovín, ale rozhodujúcou silou,

ktorá drÏí membránové kontinuum pospolu, je práve hydro-
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fóbna väzba, ktorá sa vytvára medzi uhºovodíkov˘mi reÈaz-

cami membránov˘ch lipidov a transmembránov˘mi úsekmi

membránov˘ch proteínov20.

Z tohto hºadiska bolo prekvapujúce zistenie, Ïe mem-

brány Archaea sa chemicky zásadne odli‰ujú od membrán

prokaryotov a eukaryotov. 

Archaea dokázali prispôsobiÈ zloÏenie, ale i ‰truktúru

membrány podmienkam vonkaj‰ieho prostredia. Úãelom

bolo udrÏanie membránovej fluidity, ktorej kvapalno-kry‰-

talick˘ stav závisí od teploty, charakteru alkánov˘ch reÈaz-

cov, pH ãi prítomnosti divalentn˘ch iónov21.

Jedineãné zloÏenie a ‰truktúra lipidov v membránach

Archaea zabezpeãuje jej optimálnu funkãnosÈ.

Diéterové lipidy archaebaktérií sú schopné vytváraÈ

„klasickú“ lipidickú dvojvrstvu vìaka interakciám oproti

sebe orientovan˘ch fytanylov˘ch reÈazcov. 

DæÏka fytanylového reÈazca je zhodná s dæÏkou reÈazca

mastn˘ch kyselín u „klasick˘ch“ lipidov baktérií a eukary-

otov, a tak i celková hrúbka dvojvrstvy je podobná10,22.

Zvlá‰tnosÈou Archaea je v‰ak membrána zloÏená z tet-

raéterov˘ch lipidov, prípadne zo zmesi diéterov˘ch a tetra-

éterov˘ch lipidov. Lipid zloÏen˘ z diglyceroltetraéteru má

dve polárne skupiny a aj svojou dæÏkou spæÀa predpoklady

na to, aby prestúpil archaebakteriálnu membránu po celej

jej hrúbke, a tak dokázal nahradiÈ obe polovice „klasickej“

lipidickej dvojvrstvy. Tento zaujímav˘ fakt bol základom

fyzikálno-chemick˘ch experimentov, ktoré potvrdili, Ïe

v prítomnosti tetraéterov môÏe archaebakteriálna mem-

brána existovaÈ vo forme „monovrstvy“. Monovrstva je tvo-

rená tetraéterom, ktorého dve polárne skupiny nachádza-

júce sa oproti sebe, vytvárajú dve opaãné strany mem-

brány10,22. U metanogénov a termoacidofilov, u ktor˘ch sú

membránové lipidy tvorené zmesou diéterov a tetraéterov,

sa môÏe aj membrána nachádzaÈ vo forme zmesi mono-

vrstvy a dvojvrstvy10.

4. Vplyv zloÏenia membrán na ich funkciu 

Alkylová éterová ‰truktúra dodáva stabilitu lipidom

v prostredí s extrémn˘mi hodnotami pH. Netypická konfi-

gurácia zvy‰uje rezistenciu lipidov voãi fosfolipázam23.

Tetraéterové lipidy svojim usporiadaním v membráne ov-

plyvÀujú pohyb men‰ích susediacich molekúl a pôsobia i na

celkovú vertikálnu stabilitu dvojvrstvy24.

Optimálnou rastovou teplotou znaãného mnoÏstva Ar-

chaea organizmov je teplota väã‰ia ako 45 oC. Predpokladá

sa, Ïe kvapalno-kry‰talick˘ stav membrány v prostredí s vy-

sok˘mi teplotami pomáhajú udrÏiavaÈ aj rozvetvené izopre-

noidné reÈazce diéterov˘ch a tetraéterov˘ch lipidov. Rast

v prostredí s vysok˘mi teplotami vyÏaduje nielen tepelnú

stabilitu enz˘mov a in˘ch makromolekúl, ale aj urãité ob-

medzenia v membránovej permeabilite. Pri vysok˘ch teplo-

tách sa vo v‰eobecnosti zvy‰uje r˘chlosÈ chemick˘ch reak-

cií. To sa t˘ka aj pohybu iónov cez membrány. Ak spriaha-

júci (coupling) ión (protón alebo sodn˘ ión) ne‰pecificky

difunduje príli‰ r˘chlo, organizmus si nie je schopn˘ vytvo-

riÈ adekvátny elektrochemick˘ gradient tohto iónu cez

membránu, ktor˘ je dôleÏit˘ z bioenergetického hºadiska.

V membránach, zloÏen˘ch z tetraéterov˘ch lipidov, je pro-

tónová permeabilita limitovaná, ão umoÏÀuje termofiln˘m

Archaea udrÏiavaÈ stabilnú protónmotívnu silu25,26. 

Za úãelom vytvárania optimálneho elektrochemického

potenciálu protónov cez membrány sú mnohé baktérie

a väã‰ina Archaea schopné meniÈ a prispôsobovaÈ lipidické

zloÏenie svojej membrány. Tento jav sa naz˘va „homeopro-

tónová permeabilitná adaptácia“25,26.

U metanogénov môÏe byÈ v˘skyt archaebakteriálnych

lipidov v˘hodou v prostredí s vysok˘mi koncentráciami

metánu, ktor˘ má na klasickú bunkovú membránu nepriaz-

niv˘ rozpú‰Èací vplyv23. 

5. Archaeozómy 

Lipozómy sú umelé sférické uzatvorené vezikuly, ktoré sú

tvorené jednou alebo viacer˘mi fosfolipidov˘mi dvojvrstvami

a je v nich zachovaná bariérová schopnosÈ membrány.

V súãasnosti sa lipozómy vyuÏívajú nielen ako umelé

membránové modely pri získavaní nov˘ch poznatkov o trans-

porte látok, transportn˘ch mechanizmoch a funkciách za-

budovan˘ch proteínov, ale nachádzajú stále väã‰ie vyuÏitie

aj v medicíne a farmácii. Pri pokusoch o ich aplikáciu v Ïi-

v˘ch systémoch v‰ak ãasto nie sú schopné odolávaÈ vysokej

teplote pri sterilizácii, kysl˘m hodnotám pH v Ïalúdku, ãi

koncentrácii solí v moãovom mechúre, ktoré spôsobujú na-

príklad zv˘‰enú agregáciu vezikúl, hydrol˘zu fosfolipidov

alebo neÏiadúce uvoºnenie prená‰anej látky27-29.

Niektoré „nedostatky“ klasick˘ch lipozómov úspe‰ne

pomáha rie‰iÈ vyuÏívanie archaebakteriálnych lipidov a tzv.

archaeozómov. 

Sú to lipozómy pozostávajúce v˘luãne z archaebakteri-

álnych lipidov, alebo sa tieto nachádzajú v zmesi s in˘mi

esterov˘mi lipidmi. Doteraj‰ie experimenty preukázali, Ïe

archaeozómy tvorené polárnymi archaebakteriálnymi li-

pidmi sú relatívne stabilnej‰ie ako klasické lipozómy. Ide

najmä o stabilitu voãi zmenám pH, vysokej teplote, zv˘‰e-

nej koncentrácii Ïlãov˘ch solí, úãinku fosfolipáz, sú stabil-

nej‰ie i po dlh‰om skladovaní na vzduchu. StupeÀ stability

závisí od zdroja polárnych lipidov10,27,30.

Archaeozómy, pripravené z vybran˘ch archaebakteriál-

nych lipidov, i po tepelnej sterilizácii v autokláve nepodlie-

hajú fúzií ãi agregácii jednotliv˘ch vezikúl, ktorá je v tomto

prípade problémom klasick˘ch lipozómov. Takto si archae-

ozómy aj pri vysokej teplote dokáÏu udrÏaÈ zabudovanú

prená‰anú látku. Zv˘‰en˘ záujem o archaeozómy podnietila

aj ich schopnosÈ interagovaÈ s fagocytujúcimi bunkami nie-

koºko násobne intenzívnej‰ie ako konvenãné lipozómy, ãím

sa otvorili nové moÏnosti pouÏitia ich adjuvantnej schop-

nosti pri príprave vakcín30,31.

Predpokladá sa, Ïe archaeozómy, podobne ako lipozómy,

pomôÏu v budúcnosti vyrie‰iÈ e‰te mnoho nezodpovedan˘ch

otázok spojen˘ch s existenciou samotn˘ch archaeabaktérií.

Nesporne nájdu vyuÏitie aj ako proteolypozómy pri ‰túdiu

transportu látok cez archaebakteriálne membrány a spôsobu

zabudovania a funkcie membránov˘ch proteínov. 
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6. Záver

Cieºom tejto práce bolo ukázaÈ, ãím sa Archaea v˘razne

odli‰ujú od ostatn˘ch organizmov, z hºadiska membrán. Ar-

chaebaktérie sú v‰ak charakteristické nielen unikátnym zlo-

Ïením bunkov˘ch membrán a povrchov˘ch obalov, ale zá-

roveÀ obsahujú radu enz˘mov a biochemick˘ch komponen-

tov nezvyãajn˘ch vlastností. V ich bunkách prebiehajú je-

dineãné metabolické procesy a navy‰e majú rozdielny ge-

netick˘ a proteosyntetick˘ aparát. 

S existenciou Archaea sa doposiaº spája mnoÏstvo ne-

zodpovedan˘ch otázok. Dôvodom je i to, Ïe ich izolácia

a kultivácia priná‰a aj v súãasnosti mnohé experimentálne

ÈaÏkosti. Spoznávanie pozoruhodn˘ch vlastností t˘chto or-

ganizmov má v‰ak obrovsk˘ v˘znam. ·túdium biochemic-

kej, genetickej a molekulárno-biologickej podstaty Archaea

môÏe nielen pomôcÈ porozumieÈ procesu bunkovej evolú-

cie, ale nadobudne urãite v˘znam i pri ich ìal‰ej biotechno-

logickej aplikácii. 

Autori práce ìakujú za finanãnú podporu VEGA finanã-
n˘m grantom 2/7134/20 . Táto práca bola podporovaná
Agentúrou na podporu vedy a techniky prostredníctvom fi-
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ª. âuboÀová and P. ·migáÀ (Institute of Animal Bio-
chemistry and Genetics, Slovak Academy of Sciences,
Ivanka pri Dunaji, Slovak Republic): Unique Lipids and
Structures of Membranes in Archaebacteria

The most striking chemical differences between Ar-

chaea membrane lipids and lipids of living organisms are as

follows. The former contain (1) 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 (archaeosomes) are more stable than liposo-

mes and are useful for medical and biotechnological appli-

cations.
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1. Úvod

Polycyklické aromatické uhlovodíky (PAU) patfií spolu

s polychlorovan˘mi bifenyly (PCB) mezi persistentní kon-

taminanty Ïivotního prostfiedí, tj. kontaminanty s vysokou

stabilitou proti chemick˘m, fyzikálním a biologick˘m úãin-

kÛm okolí, schopné dlouhodobû „pfieÏívat“, cirkulovat a ku-

mulovat se v ekosystému.

PAU jsou slouãeniny se dvûma nebo více kondenzova-

n˘mi benzenov˘mi kruhy. Mají rozmanité rizikové vlast-

nosti. Mnohé z nich jsou potenciálními karcinogeny a muta-

geny a mnohé mají toxické vlastnosti. PAU vykazují silnou

absorpci v UV oblasti a mají také charakteristická fluores-

cenãní spektra1. Díky nepolárnímu charakteru a relativnû vy-

soké molekulové hmotnosti je rozpustnost PAU ve vodû ve-

lice nízká2. PAU mají proto tendenci se sorbovat na pevn˘ch

ãásticích a kontaktních plochách3. Do prostfiedí se mohou do-

stávat jak z pfiírodních (poÏáry, vulkanická ãinnost, rozklad

biologického materiálu, biosyntéza mikroorganismy a rostli-

nami4), tak antropogenních zdrojÛ1,6 (spalovací dûje, ze-

jména nedokonalé spalování organického materiálu1,5). Bylo

identifikováno více neÏ 100 tûchto látek, pfieváÏnû se v‰ak

analyzují tzv. prioritní polutanty dle americké EPA (Environ-

mental Protection Agency), z jejichÏ koncentrací se odhaduje

míra a charakter kontaminace – jde o naftalen, acenaften

(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[1,2,3-

-cd]pyren7.

Polychlorované bifenyly (PCB), nûkdy téÏ nesprávnû

naz˘vané polychlorované difenyly (PCD)8, jsou skupinou

chemick˘ch látek, jejichÏ základem je bifenyl substituovan˘

1–10 atomy chloru7. Existuje celkem 209 kongenerÛ PCB

(kongener je ãlen urãité skupiny chemick˘ch látek, v tomto

pfiípadû skupiny polychlorovan˘ch bifenylÛ)9,10. Pouze 20

kongenerÛ má koplanární konformaci (postrádají kompletní

substituci v ortho polohách). Nejvy‰‰í toxicitu vykazují tfii

z nich (PCB 77, PCB 126 a PCB 169, cit.10). PCB patfií mezi

xenobiotika, tj. látky, které do pfiírody vnesl svou ãinností

ãlovûk a které se v ní pfiedtím nevyskytovaly11. Nejznámûj‰í

komerãní smûsi jsou Aroclor (USA), Clophen (Nûmecko),

Kanechlor (Japonsko) a u nás Delor. PCB byly dlouhodobû

pouÏívány jako dielektrikum, v hydraulick˘ch tekutinách,

nátûrov˘ch hmotách a v papírenském prÛmyslu. Jde o látky

hydrofobní, persistentní a snadno rozpustné v organick˘ch

rozpou‰tûdlech, tucích a olejích9. Jejich spalováním pfii tep-

lotách niÏ‰ích neÏ 1 200 °C vznikají mnohem toxiãtûj‰í po-

lychlorované dibenzodioxiny a dibenzofurany8.

Analytick˘ proces stanovení PAU resp. PCB ve vzor-

cích Ïivotního prostfiedí je tvofien nûkolika stupni – odbûr

vzorku, izolace analytÛ, pfieãi‰tûní a vlastní stanovení ana-

lytÛ (analytická koncovka).

2. Odbûr vzorkÛ

Vzorky pro stanovení PAU jsou odebírany do pfiedem

propláchnut˘ch (organick˘m rozpou‰tûdlem, napfi. acetonit-

rilem12, acetonem a hexanem13) hnûdû zbarven˘ch sklenû-

n˘ch vzorkovnic se sklenûn˘m nebo teflonov˘m uzávûrem.

Uchovávají se v temnu pfii teplotû 4 °C (cit.12). Samara 

se spoluautory13 uvedl jako maximální skladovací dobu 

2–3 dny pro odpadní vody a 7–8 dní pro tuhé odpady a kaly.

Lopéz García a spol.5 uchovávali tuhé a kapalné vzorky

maximálnû 7 dní. Harrak a spol.14 doporuãili po odbûru

vzorku vody pfiidat do odbûrové nádoby vhodné organické

rozpou‰tûdlo kvÛli zamezení sorpce PAU na stûnách vzor-

kovnice. Experimentálnû zjistil, Ïe nejvhodnûj‰í je propan-

-2-ol (15 obj.%), ale lze pouÏít téÏ methanol15 (20 obj.%)

nebo acetonitril. García Pinto a spol.15 pouÏili ke stejnému

úãelu neionogenní tenzid Triton X-114 (5 obj.%). 

Také pfii stanovení PCB je doporuãeno pouÏívat skle-

nûné vzorkovnice umyté hork˘m roztokem detergentu,

opláchnuté pod tekoucí vodou, poté vodou destilovanou

a nakonec acetonem a destilovan˘m hexanem8. Vodné

vzorky se doporuãuje16 pfied extrakcí skladovat ve tmû pfii

teplotû asi 4 °C. Extrahovány by tyto vzorky mûly b˘t co

nejdfiíve po odbûru (nejlépe do 24 hodin).

POSTUPY IZOLACE POLYAROMATICK¯CH UHLOVODÍKÒ
A POLYCHLOROVAN¯CH BIFENYLÒ P¤I JEJICH  STANOVENÍ
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3. Izolace analytÛ

3 .1 .  Kapa lné  vzorky

Samara a spol.13 pfii stanovení 16 prioritních PAU ve

vodn˘ch vzorcích metodou HPLC s fluorescenãní detekcí

izolovali analyty extrakcí kapalina – kapalina (LLE – liquid-

-liquid extraction). 1000 ml odpadní vody s pfiídavkem

vnitfiního standardu (3,6-dimethylfenanthren) bylo extraho-

váno dvakrát 25 ml cyklohexanu. Spojené extrakty byly 

su‰eny bezvod˘m síranem sodn˘m. Po su‰ení byl extrakt 

zakoncentrován na rotaãní odparce (v˘sledn˘ objem asi 

0,5 ml). Následovalo pfieãi‰tûní na kolonû s náplní silikagelu

a anal˘za vzorku metodou HPLC.

Lopéz García a spol.5 se zab˘vali sledováním PAU ve

filtrátech z prom˘vání uhlí. RovnûÏ pouÏili k izolaci LLE.

100 ml filtrátu bylo extrahováno tfiikrát vÏdy 20 ml dichlor-

methanu. Spojené dichlormethanové extrakty byly su‰eny

bezvod˘m síranem sodn˘m. Extrakt byl poté odpafien témûfi

do sucha ve vakuové rotaãní odparce. Zbytek byl rozpu‰tûn

v 1 ml acetonitrilu a 20 µl tohoto vzorku bylo dávkováno na

HPLC kolonu.

Pfii anal˘zách PAU, PCB a jin˘ch látek zejména nepo-

lárního charakteru v relativnû ãist˘ch vodách se uplatÀují

mikroextrakce (nejãastûji hexanem)7. Pfii této metodû do-

chází oproti klasické extrakci kapalina – kapalina k v˘raz-

nému sníÏení spotfieby organického rozpou‰tûdla (jednotky

mililitrÛ)9, zkrácení doby potfiebné ke zpracování vzorku

a minimalizuje se ãi odpadá potfieba následného ãi‰tûní

a zakoncentrování extraktu.

Geissler a spol.18 vyuÏili k izolaci PCB a organochloro-

v˘ch pesticidÛ LLE dle metody DIN. 1 l vzorku vody s pfií-

davkem 10 ml n-pentanu byl intenzívnû míchán na magne-

tické míchaãce po dobu 10 minut. Pomocí mikroseparátoru

byla oddûlena organická fáze a po pfiídavku 1 ml isooktanu

(2,2,4-trimethylpentan) byl její objem zredukován na 0,5 ml.

V téÏe práci18 autofii vyuÏili k izolaci PCB a organo-

chlorov˘ch pesticidÛ také modifikaci metody LLE. Vzorek

vody (1 l) s pfiídavkem extrakãního rozpou‰tûdla (n-pentan)

byl umístûn v rotaãním perforátoru a extrahován po dobu 

1 hodiny (extrakãní ãinidlo je dispergováno do vodné fáze

ve formû nepatrn˘ch kapiãek, které ji prostupují). Po ukon-

ãení extrakce bylo rozpou‰tûdlo s analyty pfievedeno do

baÀky a byly pfiidány 2 ml isooktanu (modifikátor). Objem

roztoku byl zredukován v rotaãní vakuové odparce. V̆ ho-

dou této metody je dosaÏení vysok˘ch v˘tûÏností. Praktick˘

problém se v‰ak vyskytuje u anal˘z minerálních vod. Roz-

pu‰tûn˘ CO2 se sráÏí jako CaCO3, kter˘ mÛÏe blokovat apa-

raturu.

Metoda LLE se vyuÏívá i pfii stanovení PCB a PAU

podle ãesk˘ch norem16,19. Doporuãená extrakãní rozpou-

‰tûdla jsou pro stanovení PCB hexan, petrolether, nebo hep-

tan a pro stanovení PAU n-hexan, nebo cyklohexan.

Dále Geissler a spol.18 pouÏili destilace vzorku vody,

kdy kondenzát par proudil do extrakãního zafiízení, kde pro-

stupoval vrstvou chlazeného organického rozpou‰tûdla 

(15 ml hexanu). Poté se kontinuálnû vracel do destilaãní

baÀky. Tato metoda je vhodná zejména pfii anal˘zách velice

zneãi‰tûn˘ch vod nebo sedimentÛ, neboÈ v sobû zahrnuje

i ãistící stupeÀ (lipidy, vosky a jiné pfiíbuzné sloÏky nede-

stilují spolu s analyty). Extrakce trvala 2 hodiny. Extrakt

s pfiídavkem 1 ml isooktanu byl zakoncentrován na objem

0,5 ml.

García Pinto a spol.5 vyuÏili CPP (cloud point precon-

centration – prekoncentrace s vyuÏitím bodu zákalu neiono-

genního tenzidu) pro izolaci PAU z vodn˘ch vzorkÛ. Me-

toda je zaloÏena na skuteãnosti, Ïe vodn˘ roztok povrchovû

aktivní látky (PAL) se po zahfiátí nad teplotu bodu zákalu

rozdûlí na dvû fáze (fázi s vysokou koncentrací tenzidu ob-

sahující analyty a vodnou fázi s nízk˘m obsahem tenzidu).

Získan˘ prekoncentraãní faktor je srovnateln˘ s faktory ji-

n˘ch extrakãních technik. V̆ hodami CPP jsou jednoduchá

aparatura a pouÏití ménû toxick˘ch ãinidel6,15. Autofii ke

vzorku vody (10–50 ml) pfiidávali Triton X-114 (0,5 obj.%).

Roztok byl zahfiíván v termostatované lázni pfii teplotû 

40 °C po dobu 5 minut. Rozdûlení obou fází bylo dosaÏeno

odstfiedûním. 10 µl fáze bohaté na PAL bylo dávkováno do

chromatografického systému.

Ferrer se spolupracovníky6 provedl CPP (pro izolaci

PAU) zahfiátím 25 ml vzorku vody, kter˘ obsahoval 1 obj.%

Tritonu X-114 na teplotu 40 °C. Pfii této teplotû zahfiíval

vzorek celkem 10 minut. Vodná fáze nad fází bohatou na

PAL byla odsáta Pasteurovou pipetou. K úplné eliminaci

zbylého mnoÏství vodné fáze bylo pouÏito odpafiení za sní-

Ïeného tlaku. Fáze bohatá na PAL obsahující PAU byla roz-

pu‰tûna v 5 ml cyklohexanu. Následovalo pfieãi‰tûní na ko-

lonce se silikagelem a bezvod˘m síranem sodn˘m a anal˘za

HPLC.

Alternativou k extrakci kapalinou je extrakce tuhou fází

(SPE – solid phase extraction)7,17,20. Velice oblíbené je

pouÏití sorbentu v kolonce. Pfies fiadu pfiedností má tato

technika i urãitá úskalí. Vzorky s obsahem tuh˘ch ãástic

ucpávají póry náplnû nebo mohou vzniknout kanálky, kte-

r˘mi pfiednostnû protéká rozpou‰tûdlo sorbentem.

Kayali-Sayadi a spol.12 izolovali PAU z vodn˘ch vzorkÛ

na kolonû SPE Sep-Pak vac tC-18. Kolona byla nejprve kon-

dicionována methanolem (dvakrát 6 ml) a poté vodou (dva-

krát 6 ml). Na kolonu bylo naneseno 1500 ml filtrovaného

vzorku. PrÛtoková rychlost byla 50 ml.min-1. Kolona byla

dále su‰ena za vakua (5 min) a potom centrifugována (1200

ot.min-1). Adsorbované sloÏky byly eluovány nejprve 3 ml,

potom 1 ml diethyletheru prÛtokovou rychlostí 1,5 ml.min-1.

Extrakt byl odpafien a zbytek byl rozpu‰tûn v 1 ml metha-

nolu. Zfiltrovan˘ roztok byl poté dávkován do systému

HPLC.

Nirmaier a spol.21 k izolaci PAU pouÏili SPE systém

tvofien˘ jednotkou Baker SPE-10 a autory pfiipravenou skle-

nûnou kolonou plnûnou 1 g sorbentu C18 (sorbent na bázi

silikagelu modifikovan˘ oktadecylov˘mi skupinami). Ko-

lona byla kondicionována 5 ml methanolu, poté 5 ml di-

chlormethanu, 5 ml propan-2-olu a 5 ml smûsi voda : pro-

pan-2-ol (20:3). K 500 ml vzorku vody bylo pfiidáno 75 ml

propan-2-olu. Zfiltrovan˘ vzorek byl nanesen na kolonu

(prÛtok 2,5 ml.min-1). Poté byla kolona dvakrát promyta 

10 ml smûsi voda : propan-2-ol (20:3) a vysu‰ena za vakua

(30 min). Extrahované sloÏky byly eluovány 1 ml a potom
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dvakrát 500 µl dichlormethanu. Následovalo vysu‰ení prou-

dem dusíku a rozpu‰tûní zbytku v 350 µl smûsi methanol :

voda (85:15). Tento vzorek byl pak analyzován HPLC.

Moret a spol.4 pouÏili k izolaci PAU z vodn˘ch vzorkÛ

a ze vzorkÛ alkoholick˘ch nápojÛ SPE kolony Supelco

ENVI-18. Kondicionace byla provedena dvakrát 6 ml smûsi

toluen : methanol (10:1), 6 ml methanolu a 6 ml vody. Ná-

sledovalo nanesení vzorku na kolonu, su‰ení za vakua (15

min) a trojnásobná eluce 1 ml smûsi dichlormethan : aceto-

nitril (10:1). Eluát byl zakoncentrován (proudem dusíku)

a poté znovu rozpu‰tûn ve 120 µl acetonitrilu. On-line SPE

prekoncentraci vyuÏil pfii stanovení PAU Hatrík se spoluau-

tory2.

Bernal a spol.22 pouÏili techniku SPE pfii stanovení pes-

ticidÛ a PCB ve vodn˘ch vzorcích. SPE kolonka C18 byla

promyta methanolem a následnû vodou. Na upravenou ko-

lonku byl nanesen 1 l vzorku. PrÛtoková rychlost byla 

10 ml.min-1. K eluci zachycen˘ch analytÛ byl pouÏit n-he-

xan. V˘sledn˘ roztok byl zakoncentrován v rotaãní odparce

na 1 ml. Následovalo ãi‰tûní na kolonce florisilu, zakon-

centrování a dávkování do systému GC.

Geissler a spol.18 izolovali technikou SPE organochlo-

rové pesticidy a PCB. Kolonky C18 (500 mg) byly kondi-

cionovány 5 ml hexanu, methanolu a nakonec vodou.

Vzorky obsahující 1 % methanolu byly aplikovány na ko-

lonku prÛtokovou rychlostí 7–17 ml.min-1. Dále byly ko-

lonky vysu‰eny proudem dusíku a eluovány tfiikrát 1 ml he-

xanu. K eluátu byl pfiidán 1 ml isooktanu (2,2,4-trimethyl-

pentan) a vzorek byl odpafien na 0,5 ml.

V posledních letech roste poãet aplikací extrakãních

diskÛ, které mají oproti kolonkám nûkteré v˘hodné vlast-

nosti (niÏ‰í hydraulick˘ odpor umoÏÀuje pfii srovnatelném

tlaku docílit vy‰‰ích prÛtokÛ, vût‰í prÛmûr diskÛ zmen‰uje

problém jejich ucpávání pfii extrakci). Disky mají podobu

filtraãních membrán s velkou plochou a obsahují napfi. 10 %

matrice z poly(tetrafluorethen)ov˘ch vláken (PTFE) a 90 %

tvofií polymery nebo ãástice silikagelu s chemicky váza-

n˘mi alkylov˘mi skupinami.

El Harrak a spol.14 izolovali PAU z vodn˘ch vzorkÛ po-

mocí extrakãních diskÛ (prÛmûr 47 mm, tlou‰Èka 0,5 mm,

500 mg C18 nebo SDB (kopolymer styren-divinylbenzen)).

Disky C18 byly kondicionovány 20 ml smûsi dichlormethan

: ethyl-acetát : acetonitril (50:30:20). Rozpou‰tûdlo bylo od-

sáto. Poté bylo pfiefiltrováno 20 ml smûsi aceton : voda

(80:20) a nakonec 10 ml vody. SDB disky byly kondiciono-

vány 20 ml acetonu, 20 ml acetonitrilu a 20 ml dichlor-

methanu. Nakonec bylo pfiefiltrováno 20 ml vody. Na upra-

ven˘ disk byl nanesen vzorek s pfiídavkem organického roz-

pou‰tûdla nebo PAL. PAU zachycené na disku byly eluo-

vány dvakrát 15 ml smûsi dichlormethan : ethyl-acetát : ace-

tonitril (50:30:20). Po vysu‰ení extraktu bezvod˘m síranem

sodn˘m byl extrakt zakoncentrován na vakuové rotaãní od-

parce (objem asi 0,5 ml). Objem byl nakonec upraven ace-

tonitrilem na 1 ml. Následovala anal˘za metodou HPLC.

K anal˘ze PAU a PCB byla rovnûÏ pouÏita mikroex-

trakce tuhou fází (SPME – solid phase microextraction,

cit.7,17,23). Analyty ze vzorkÛ jsou sorbovány pfiímo na

vláknû, které je vyrobeno z kfiemene potaÏeného vrstvou

chemicky vázané stacionární fáze (poly(dimethylsiloxan),

polyakrylát, poly(divinylbenzen) s Carbowaxem nebo Car-

boxenem). Nedochází pfiitom k úplné extrakci, ale k ustá-

lení rozdûlovací rovnováhy analytu mezi matricí vzorku

a stacionární fází vlákna. Nûkdy se pfii této technice vyuÏívá

tzv. „head space“ systému, kdy jsou po ustavení rovnováhy

mezi kapalnou fází (vzorkem) a plynnou fází nad vzorkem

analyty sorbovány z plynné fáze. Desorpce z vlákna je pro-

vádûna tepelnû s on-line dávkováním na kolonu plynového

chromatografu nebo rozpou‰tûdlem, jestliÏe je analytickou

koncovkou HPLC. Mezi v˘hody této techniky patfií rych-

lost, citlivost, eliminace pouÏití rozpou‰tûdel a moÏnost vy-

uÏití pro screening.

Hageman se spolupracovníky24 pouÏil SPME pfii stano-

vení PAU v tuh˘ch vzorcích po pfievedení na vodn˘ vzorek.

PAU byly nejprve z tuhého vzorku extrahovány vodou za

podkritick˘ch podmínek (viz dále). Následnû byly PAU ex-

trahovány z vodné fáze metodou SPME. Sorpãní vlákno

bylo na 15 minut umístûno do vodného roztoku, kter˘ byl

po celou dobu extrakce míchán magnetick˘m míchadlem.

Po extrakci bylo vlákno vsunuto do GC injektoru a pfii tep-

lotû 300 °C byly analyty z vlákna desorbovány. 

Byl pouÏit také vzorkovaã na principu membránové ex-

trakce (SPMD – semipermeable polymeric membrane de-

vice, cit.25). Ten je tvofien polopropustnou membránou,

která je ve vnitfiní ãásti pokryta tenkou vrstvou lipidu (trio-

lein). Analyty ze vzorku difundují pfies polopropustnou

membránu a zachytávají se ve vrstvû trioleinu. Bennett

a spol.26 detailnû ve svém ãlánku popsali pfiípravu mem-

brán, které pak rozmístili do nûkolika vodních tokÛ na 

4 t˘dny. Exponované membrány po omytí vodou a mecha-

nické úpravû byly extrahovány 400 ml hexanu. Po extrakci

bylo rozpou‰tûdlo s analyty naneseno na kolonku s bezvo-

d˘m síranem sodn˘m. Eluát byl zakoncentrován na objem

pfiibliÏnû 1 ml. Koextrahované trioleinové sloÏky byly od-

stranûny gelovou chromatografií. Získan˘ eluát obsahující

PAU a PCB byl odpafien na vakuové rotaãní odparce na ob-

jem asi 2 ml. Vznikl˘ vzorek byl frakcionován na silikage-

lové kolonce (eluce 40 ml hexanu – frakce A, obsahující

PCB, – potom eluce 70 ml smûsi hexan : dichlormethan

(1:1) – frakce B, obsahující PAU). Následovalo zakoncent-

rování a aplikace GC/ECD nebo GC/MS.

Exponované membrány jsou pfiepravovány za sníÏené

teploty a do dal‰ího zpracování se uchovávají v mrazniãce.

V˘hodou je, Ïe skladovací doba mÛÏe b˘t aÏ nûkolik mû-

sícÛ. 

3 .2 .  Tuhé  vzorky  

Bergen a spol.10 extrahovali 2–5 g zhomogenizovaného

vzorku slávky obecné (mofisk˘ mlÏ) 25 ml acetonu. Po cent-

rifugaci byla oddûlena kapalná fáze. Proces se opakoval

je‰tû dvakrát. Spojené extrakty v dûlící nálevce byly zfie-

dûny deionizovanou vodou (300 ml) extrahovanou penta-

nem. Tento roztok byl extrahován tfiikrát vÏdy 50 ml pen-

tanu (LLE). Spojené pentanové extrakty byly vysu‰eny bez-

vod˘m Na2SO4. Objem rozpou‰tûdla byl zredukován a zby-
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tek byl rozpu‰tûn v hexanu (10 ml). 1 ml byl pouÏit ke gra-

vimetrickému stanovení lipidÛ a 9 ml bylo pouÏito ke stano-

vení PCB. Po pfieãi‰tûní koncentrovanou H2SO4, redukci ob-

jemu rozpou‰tûdla a rozpu‰tûní zbytku v 1 ml heptanu byl

v˘sledn˘ vzorek dávkován do plynového chromatografu.

López García se spoluautory5 extrahoval tuhou fázi po

prom˘vání uhlí nebo sedimenty dvakrát 20 ml 40% hexanu

v acetonu vÏdy po dobu 7 minut v ultrazvukové lázni. Po

filtraci suspenze bylo rozpou‰tûdlo odpafieno témûfi do su-

cha v rotaãní odparce a zbytek byl znovu rozpu‰tûn v 5 ml

hexanu. Následovalo ãi‰tûní extraktu adsorpãní chromato-

grafií na kolonce se silikagelem a aluminou. Eluát byl od-

pafien témûfi do sucha a zbytek byl rozpu‰tûn v 1 ml aceto-

nitrilu nebo tetrahydrofuranu. 20 µl vzniklého roztoku bylo

dávkováno do kapalinového chromatografu.

Hubert a spol.27 pouÏili techniku zrychlené extrakce roz-

pou‰tûdlem (ASE – accelerated solvent extraction), pfii níÏ

extrakce v systému tuhá látka – kapalina probíhá za zv˘‰ené

teploty (50–200 °C) a tlaku (10–15 MPa) po krátkou dobu.

K izolaci PAU a persistentních organick˘ch polutantÛ (chlo-

rované pesticidy, PCB a chlorbenzeny) autofii pouÏili pro

vzorky rostlin extrakãní teploty 40 °C a 120 °C a pro pÛdní

vzorky teploty 80 °C a 120 °C.

Hageman se spoluautory24 pouÏil místo organického

rozpou‰tûdla vodu za podkritick˘ch podmínek. Tento pfií-

stup vyuÏívá skuteãnosti, Ïe pfii vy‰‰ích teplotách se v˘-

raznû sniÏuje polarita kapalné vody. Pro úãinnou extrakci

PAU a PCB je doporuãována teplota 250 °C. Autofii usku-

teãnili extrakci v nerezové trubici s uzávûrem, kterou po na-

plnûní vzorkem a vodou umístili do pfiedehfiáté pece plyno-

vého chromatografu. Po extrakci byly analyty zakoncentro-

vány technikou SPME a následnû analyzovány metodou

GC/MS.

García Pinto a spol.15 extrahovali 0,1–2 g popelu ze dfie-

va vodn˘m roztokem Tritonu X-114. Po filtraci suspenze

následovala CPP pfii teplotû 40 °C. 

Bernal se spolupracovníky22 pouÏil k izolaci pesticidÛ

a PCB z tuh˘ch vzorkÛ Soxhletovu extrakci. 1 g vzorku,

kter˘ byl nejprve smísen s bezvod˘m síranem sodn˘m, byl

extrahován v Soxhletovû extraktoru po dobu 3,5 hodiny

smûsí rozpou‰tûdel n-hexan : dichlormethan (1:1) (pfii ana-

l˘ze vzorkÛ bez obsahu tuku) nebo samotn˘m n-hexanem

(u analyzovan˘ch vzorkÛ s obsahem tuku). Extrakt byl poté

zakoncentrován v rotaãní odparce na objem 1 ml. Následo-

valo ãi‰tûní na kolonce s florisilem, eluce, zakoncentrování

a dávkování do plynového chromatografu.

Wells a Echarri28 extrahovali v Soxhletovû aparatufie

vzorky rybích tukov˘ch tkání (20 g), které byly nejprve ro-

zetfieny s bezvod˘m síranem sodn˘m. Extrakce trvala 4 ho-

diny a pouÏit˘m rozpou‰tûdlem byl dichlormethan (100 ml).

Extrakt byl rozdûlen na dvû ãásti. První byla pouÏita ke sta-

novení mnoÏství extrahovateln˘ch lipidÛ. Druhá byla pou-

Ïita ke stanovení PCB. Byla zakoncentrována v odparce

a po pfiídavku hexanu odpafiena témûfi do sucha proudem 

suchého vzduchu. Lipidy byly hydrolyzovány 20% KOH

v ethanolu (300 ml) po dobu 1 hodiny pfii 60 °C. Reakãní

smûs byla ochlazena a zfiedûna destilovanou vodou (200 ml)

a poté byla extrahována (LLE) dvakrát 50 ml hexanu. Hexa-

nov˘ extrakt byl odpafien asi na 1 ml proudem vzduchu a ná-

slednû ãi‰tûn na kolonkách s Al2O3 a poté se silikagelem.

Alternativním nebo pfiídavn˘m stupnûm ãi‰tûní bylo pouÏití

kolonky plnûné silikagelem impregnovan˘m H2SO4. Frakce

získané kapalinovou chromatografií byly postupnû analyzo-

vány pomocí GC.

Eggens a spol.29 extrahovali (pfii stanovení PCB) v Sox-

hletovû extraktoru vzorky rybích jater a svalové hmoty smû-

sí hexan : aceton (3:1). âi‰tûní bylo provedeno na kolonû 

plnûné SiO2 (2 g) a deaktivovan˘m Al2O3 (8 g). Po eluci 

25 ml hexanu a pfiídavku 1 ml isooktanu byl extrakt zakon-

centrován proudem dusíku na 1 ml. K tomuto vzorku bylo

pfiidáno 50 ng PCB 143 (vnitfiní standard). V̆ sledn˘ extrakt

byl analyzován GC/ECD.

Lopez-Avila a spol.30 vyuÏili k extrakci organick˘ch po-

lutantÛ z kontaminovan˘ch pÛd mikrovlnné energie (apli-

kace mikrovln umoÏÀuje ‰etrnûj‰í provedení extrakce ve

srovnání s pouÏitím hork˘ch extrakãních rozpou‰tûdel17). 

5 g vzorku bylo kvantitativnû pfievedeno do teflonové 

extrakãní nádobky, poté bylo ke vzorku pfiidáno 30 ml smûsi

hexan : aceton (1:1). Extrakce byla provedena pfii 115 °C po

dobu 10 minut pfii v˘konu 1000 W. Po extrakci byla ná-

dobka ochlazena na laboratorní teplotu (asi 10–15 minut). Ka-

palina nad sedlinou byla pfiefiltrována pfies skelnou vatu pfie-

dem promytou smûsí hexan : aceton a byla spojena s 2–3 ml

smûsi hexan : aceton po oplachu sedliny. Extrakt byl prou-

dem dusíku zakoncentrován na 5 ml. Následovalo oddûlení

jemn˘ch ãástic centrifugací (2300 ot.min-1). Extrakt byl na-

konec zakoncentrován na 1 ml a analyzován pomocí

GC/ECD nebo metodou ELISA.

David se spoluautory31 vyuÏil k izolaci PCB z pevn˘ch

vzorkÛ superkritické fludní extrakce (SFE – supercritical

fluid extraction). Autofii pfii optimalizaci SFE kladli dÛraz

na selektivitu izolace. Nejprve pomocí modelov˘ch vzorkÛ

s pfiídavkem analytÛ optimalizovali podmínky, které pak

aplikovali na vzorky reálné. Zjistili v‰ak, Ïe v˘tûÏnosti ve

vzorcích s pfiídavkem analytÛ, kde se uplatÀuje pouze faktor

rozpustnosti analytÛ v extrakãním médiu, byly nûkolikrát

vy‰‰í neÏ u vzorkÛ reáln˘ch, kde se navíc uplatÀuje fixaãní

efekt analytÛ na matrici. K pfiekonání tohoto efektu bylo

tfieba zvolit optimální prÛtokovou rychlost extrakãního mé-

dia. V̆ sledné podmínky SFE byly tyto: extrakãní médium

CO2, prÛtoková rychlost 1 ml.min-1, hustota 0,75 g.ml-1, tep-

lota extrakce 60 °C, tlak 20 MPa. Extrakty nebylo tfieba dále

pfieãi‰Èovat.

SFE lze pouÏít téÏ ke specifické izolaci PAU z tuh˘ch

vzorkÛ. PAU jsou v‰ak v superkritickém CO2 málo roz-

pustné, proto je tfieba jejich rozpustnost zv˘‰it pfiídavkem

modifikátoru (CHClF2, cit.31).

Ling se spolupracovníky32 pouÏil SPE k izolaci PCB 

ze vzorkÛ rybích tkání. 2 g sorbentu C18 spolu s pfiibliÏnû

0,5 g rybích plátkÛ bylo rozetfieno ve tfiecí misce. Získaná

polosuchá a homogenní smûs byla vnesena do pfiedem zvá-

Ïené sklenûné kolony s fritou, která obsahovala 1 g silika-

gelu (modifikovaného kyselinou sírovou). Eluce byla pro-

vedena 10 ml hexanu (voln˘m prÛtokem). Hexanov˘ eluát

byl zakoncentrován proudem dusíku na koneãn˘ objem 1

ml. Následovala anal˘za GC-ECD pfiíp. GC-MS.
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4. Pfieãi‰tûní 

Úprava vzorku nekonãí izolací analytÛ z matrice. Zpra-

vidla je nutné extrakty pfieãistit a odstranit tak koextraho-

vané sloÏky, které anal˘zu ru‰í. Nejãastûji se vyuÏívá ãi‰-

tûní na vhodném sorbentu5,6,13,16,19,22,25,29 nebo gelu26,

ménû pak reextrakce do jiného rozpou‰tûdla10 (pfiíp. do

smûsi rozpou‰tûdel).

S úspûchem lze pfii anal˘zách PAU a PCB, kdy je tfieba

odstranit z extraktu tuky nebo oleje, vyuÏít semipermeabilní

membrány propou‰tûjící men‰í molekuly analytÛ, ale zadr-

Ïující vût‰í molekuly (triglyceridy, fosfolipidy, atd.)7.

5. Analytická koncovka

Analytickou koncovkou pro stanovení PAU je zejména 

vysokoúãinná kapalinová chromatografie (HPLC) s fluores-

cenãní detekcí3-6,12-15,19,33, ménû pak s UV detekcí2,4,14,34

a ojedinûle s ampérometrickou detekcí21, a dále plynová chro-

matografie s hmotnostním detektorem (GG-MS, cit.19,24,26).

Analytickou koncovkou pfii stanovení PCB jsou plynová chro-

matografie s detektorem elektronového záchytu (GC-ECD,

cit.10,18, 26,28,32), GC se dvûma kapilárními kolonami a dvûma

detektory ECD (cit.7,16,29,30,35,36) a GC-MS10,32, ojedinûle

pak ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay, tj. enzy-

mová imunologická anal˘za, cit.30).

6. Závûr

PAU a PCB jsou v˘znamn˘mi kontaminanty Ïivotního

prostfiedí. Sledování jejich obsahu je dÛleÏit˘m úkolem

kontrolních laboratofií. V rÛzn˘ch sloÏkách Ïivotního pro-

stfiedí se vyskytují zpravidla ve stopov˘ch koncentracích

(ng.l-1, µg.l-1, ng.kg-1, µg.kg-1). Vzhledem k tomu je ne-

zbytné vûnovat pfii jejich stanovení znaãnou pozornost od-

bûru a zpracování vzorku pfied vlastní analytickou koncov-

kou. V̆ znamnou souãástí postupu stanovení je izolace

vzorku, ke které lze vyuÏít fiadu metod zmínûn˘ch v˘‰e, pfii-

ãemÏ pfii volbû vhodného fie‰ení hraje v˘znamnou roli ma-

trice, ve které mají b˘t analyty stanoveny. V âeské repub-

lice jsou k dispozici platné normy pouze pro stanovení PAU

resp. PCB ve vzorcích vod. 

¤ada publikovan˘ch postupÛ nabízí zajímavé fie‰ení

analytického problému, napfi. zefektivnûní anal˘zy pro

rÛzné typy matric. Pfied jejich zavedením do praxe je v‰ak

nezbytná jejich peãlivá validace.
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J. Miko‰kováa, L. âápb and K. Lemrb (aLaboratory
Morava, bDepartment of Analytical Chemistry, Palack˘
University, Olomouc): Isolation Procedures for Determi-
nation of Polycyclic Aromatic Hydrocarbons and Poly-
chlorinated Biphenyls

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.
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Úvod

Chemometrické spracovanie v˘sledkov laboratórnych

metód vytvára nové moÏnosti ako podporiÈ proces diagnos-

tikovania v laboratórnej medicíne a v klinickej chémii. Táto

oblasÈ laboratórnych meraní priniesla v ostatnom ãase nové

prvky do teórie analytickej chémie, vìaka ãomu to, ão je

obsahom tohto prehºadného referátu, platí nielen o v˘sled-

koch analytick˘ch a biochemick˘ch stanovení v klinickej

praxi, ale je pouÏiteºné v‰eobecnej‰ie pre hodnotenie

ak˘chkoºvek analytick˘ch meraní1 ãi laboratórnych meraní

vôbec. Táto práca si kladie za úlohu vysvetliÈ v˘znam a ob-

jasniÈ pouÏitie najdôleÏitej‰ích pojmov pouÏívan˘ch na cha-

rakterizovanie laboratórnych v˘sledkov, ako sú napr. miera

citlivosti a miera ‰pecifickosti2, kritické hodnoty (hranice

rozhodovania), alebo ROC-krivky, ako aj ukázaÈ moÏnosti,

ktoré poskytujú dostupné softvéry a odkázaÈ na najvhodnej-

‰iu literatúru pre podrobnej‰ie ‰túdium.

Binárne rozhodovanie a kontingenãná tabuºka

âastou úlohou pri posudzovaní laboratórnych meraní je

vyhodnotenie ich úspe‰nosti alebo v˘konnosti a zistenie, do

akej miery moÏno laboratórne v˘sledky pouÏiÈ na spoºah-

livú v˘poveì o ‰tudovan˘ch objektoch. To je obzvlá‰È v˘-

znamné pri pouÏití laboratórnych meraní na klinicko-dia-

gnostické úãely, kde napr. rozpoznanie stavu ochorenia na

základe úrovne hodnôt tej-ktorej posudzovanej laboratórnej

metódy (v klinickej praxi sa viac pouÏíva termín labora-

tórny parameter) môÏe priniesÈ vãasné zistenie zdravotného

rizika alebo aspoÀ môÏe u‰etriÈ príslu‰nú osobu od zloÏitej-

‰ích a invazívnej‰ích diagnostick˘ch vy‰etrení.

Laboratórna metóda pri binárnom rozhodovaní posky-

tuje binárnu v˘poveì, existujúcu obvykle v tvare áno/nie,

prítomn˘/neprítomn˘ alebo pozitívny/negatívny. Vo v‰eo-

becnosti sa uvaÏujú prelínajúce sa populácie dvoch kategó-

rií, ktor˘m síce v zásade zodpovedajú odli‰né hodnoty la-

boratórnych v˘sledkov (malé vs. veºké, alebo naopak), ale

bez úplnej, ideálnej diferenciácie, takÏe spraviÈ deliacu ãia-

ru, kde konãí jedna a zaãína druhá populácia, nie je jedno-

duchá úloha. Cel˘ problém je potrebné chápaÈ z pravdepo-

dobnostného hºadiska. NáhodnosÈ je príznaãnou ãrtou nie-

len samotného analytického ãi biochemického merania, ale

napr. v prípade laboratórnych meraní pre klinicko-diagnos-

tické úãely je ich náhodná zloÏka znaãne ovplyvnená aj zlo-

ÏitosÈou procesov v ºudskom organizme, ktor˘ v tomto prí-

pade predstavuje extrémne zloÏitú matricu. Naviac ho

v tomto prípade znaãne ovplyvÀuje preanalytická fáza labo-

ratórnej metódy (angl. tieÏ: laboratory test, assay), kde za-

ruãenie jednotn˘ch podmienok odberu vzorky, vrátane

správania sa vy‰etrovaného subjektu napr. 24 hodín pred

odberom, je stav, ku ktorému sa realita len viac-menej prib-

liÏuje.

V tejto práci sa pre názornosÈ a jednoduchosÈ budú uva-

ÏovaÈ nasledujúce dve kategórie: a) chorí (ill) s veºkosÈou

súboru n1 a b) zdraví (healthy) s veºkosÈou súboru n2. Roz-

delenie subjektov do t˘chto dvoch skupín sa má vykonaÈ

vÏdy nezávisl˘m spôsobom, napr. in˘m, vysoko hodnover-

n˘m laboratórnym meraním. Napr. na dôkaz malígneho

ochorenia sa pouÏíva jednoznaãn˘ histologick˘ nález. Za-

triedenie vy‰etrovanej osoby do skupiny chor˘ch alebo

zdrav˘ch v‰ak v tomto prípade moÏno s vysokou úspe‰nos-

Èou predpokladaÈ na základe hodnôt analyzovan˘ch tumoro-

v˘ch markerov3-6, ão je omnoho jednoduch‰ie a pre vy‰e-

trovaného prijateºnej‰ie. Na v˘poãet jednotliv˘ch charakte-

ristík skúman˘ch laboratórnych metód sa potom pouÏívajú

rôzne druhy porovnania medzi v˘stupom – v˘sledkom me-

tódy a správnym zatriedením skúmaného objektu (v tomto

prípade subjektu, vy‰etrovanej osoby) do jednej ãi druhej

skupiny podºa nezávislého jednoznaãného testu. Testovací

súbor dát pouÏit˘ch na hodnotenie úspe‰nosti laboratórnych

metód obsahuje len dáta, ktor˘ch príslu‰nosÈ do jednej

z dvoch uvaÏovan˘ch kategórií (skupín, tried) je známa. Ide

o tzv. „learning set“ (uãebn˘ súbor, t.j. dáta, podºa ktor˘ch

sa vybraná chemometrická technika uãí ako diskriminovaÈ

predmetné kategórie) a z hºadiska chemometrickej meto-

diky ide o tzv. „supervised learning“ (riadené uãenie), pri

ktorom zatriedenie objektov ãi subjektov do kategórií je vo-

pred známe. Naproti tomu zadelenie objektov ãi subjektov

do tried pri metodikách typu „unsupervised learning“ (neria-

dené uãenie) nie je apriórne známe (napr. pri anal˘ze hlav-

n˘ch komponentov). 

Základom v˘poãtov pri hodnotení úspe‰nosti laboratór-

nych metód je kontingenãná tabuºka (tab. I). Pri kon‰trukcii

kontingenãnej tabuºky sa pre meranie danou laboratórnou

metódou najprv urãí, resp. odhadne kritická hodnota (naz˘-

vaná aj hranica rozhodovania, angl. decision level alebo

cut-off value), podºa ktorej sa vykoná zatriedenie do prí-

slu‰nej skupiny, i alebo h. Potom sa zatriedenie získané la-

boratórnou metódou porovná so správnym, nezávisle získa-
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n˘m zatriedením, z ãoho rezultuje pre kaÏdé meranie jedna

zo ‰tyroch moÏností: a) true positive, tp, ak v˘stup labora-

tórnej metódy sa zhoduje so správnym zatriedením do sku-

piny s pozitívnym nálezom, b) false positive, fp, ak v˘stup

laboratórnej metódy poskytuje zatriedenie do skupiny s po-

zitívnym nálezom, ktoré nie je správne, c) true negative, tn,

ak v˘stup laboratórnej metódy sa zhoduje so správnym za-

triedením do skupiny s negatívnym nálezom, a d) false ne-

gative, fn, ak v˘stup laboratórnej metódy poskytuje zatrie-

denie do skupiny s negatívnym nálezom, ktoré nie je

správne. 

pozitívny (p); P[h|n] je pravdepodobnosÈ, Ïe dan˘ subjekt bude

diagnostikovan˘ ako zdrav˘ (h), ak jeho laboratórny test je ne-

gatívny (n). 

Na tomto mieste treba upozorniÈ, Ïe v analytickej ché-

mii dávnej‰ie zavedená citlivosÈ má aj in˘ v˘znam, keìÏe

v oblasti kvantitatívnej anal˘zy je definovaná ako smernica

kalibraãnej závislosti, vypoãítaná pomocou derivácie ∂S/∂c,

kde S je signál a c oznaãuje koncentráciu13-15. Preto AOAC

oznaãuje veliãinu vyjadrenú v rov. (1) ako miera citlivosti

(angl. sensitivity rate)2. Aj ‰pecifickosÈ sa niekedy pouÏíva

v kvantitatívnej anal˘ze v inom v˘zname, a to na charakte-

Tabulka I

Kontingenãná tabuºka 2 × 2 – posúdenie v˘sledku laboratórnej metódy

V˘sledok Správny v˘sledok (t.j. správna diagnóza) Celkom

laboratórnej metódy ill (chorí) healthy (zdraví)

pozitívny tp fp tp + fp

negatívny fn tn fn + tn

Celkom tp + fn = n1 fp + tn = n2 n1 + n2

Spôsoby hodnotenia úspe‰nosti laboratórnych
metód

Charakterizovanie v˘sledkov zhromaÏden˘ch v kontin-

genãnej tabuºke umoÏÀujú nasledujúce, vzájomne sa dopl-

Àujúce charakteristiky1,7-9: citlivosÈ Se (senzitivita – z angl.

sensitivity), ‰pecifickosÈ Sp (specificity) a úãinnosÈ E (effi-

ciency), ktoré sú definované v rovniciach (1) – (3):

Se = tp / (tp + fn) = tp / n1 = 1 – β = P[p|i] (1) 

Sp = tn / (tn + fp) = tn / n2 = 1 – α = P[n|h] (2)

E = (tp + tn) / (tp + fn + fp + tn) = (tp + tn) / (n1 + n2) (3)

Symboly n1 a n2 oznaãujú poãet subjektov v prvej, resp.

druhej kategórii, α a β oznaãujú ‰tatistickú chybu prvého

druhu (pravdepodobnosÈ, Ïe neplatí nulová hypotéza, ak je

v skutoãnosti správna), resp. chybu druhého druhu (pravde-

podobnosÈ, Ïe sa príjme nulová hypotéza, ak je v skutoã-

nosti nesprávna). Chyby prvého a druhého druhu sa vysky-

tujú nielen pri rozmanitom ‰tatistickom testovaní, ale majú

napr. základn˘ v˘znam pri urãovaní násobiaceho koefici-

entu v prípade medze detekcie alebo medze stanovenia10-12. 

Podmienené pravdepodobnosti, ktoré sa nachádzajú v rov.

(1), (2), ako aj ìalej v rov. (6) a (7), majú nasledujúci zmysel:

P[p|i] je pravdepodobnosÈ, Ïe dan˘ subjekt bude laboratórnou

metódou posudzovan˘ ako pozitívny (p), ak patrí naozaj do

skupiny chor˘ch (i); P[n|h] je pravdepodobnosÈ, Ïe dan˘ sub-

jekt bude laboratórnou metódou posudzovan˘ ako negatívny

(n), ak patrí naozaj do skupiny zdrav˘ch (h); P[i|p] je pravde-

podobnosÈ, Ïe dan˘ subjekt bude diagnostikovan˘ ako chor˘

(i), ak jeho laboratórny test (v˘sledok laboratórnej metódy) je

rizovanie vplyvu interferencií v multikomponentnom ana-

lyte15, preto AOAC veliãinu vyjadrenú v rov. (2) oznaãuje

ako miera ‰pecifickosti (angl. specificity rate)2. Tam, kde

k nejednoznaãnosti nemôÏe dôjsÈ, pouÏívajú sa v‰ak struã-

nej‰ie termíny citlivosÈ a ‰pecifickosÈ, ão je beÏné napr.

v klinickej chémii.

V odbornej literatúre sa vyskytujú aj ìal‰ie charakteris-

tiky v˘sledku laboratórnej metódy1: pozitívny pravdepodob-

nostn˘ pomer (angl. positive likelihood ratio, PLR) negatívny

pravdepodobnostn˘ pomer (angl. negative likelihood ratio,

NLR), definované v rov. (4) a (5), pozitívna prediktívna hod-

nota (angl. positive predictive value, PPV) a negatívna pre-

diktívna hodnota (angl. negative predictive value, NPV), de-

finované v rov. (6) a (7), kde sa rôznym spôsobom kombi-

nujú pomery, v ktor˘ch sa vyskytujú tp, fp, tn a fn:

PLR = (tp/n1) / (fp/n2) = Se / (1 – Sp) (4)

NLR = (tn/n2) / (fn/n1) = Sp / (1 – Se) (5)

PPV = tp / (tp + fp) = P[i|p] (6)

NPV = tn / (tn + fn) = P[h|n] (7)

PPV má podobn˘ priebeh ako Sp, t.j. hodnoty PPV sú

v rozsahu <0;1> a s hodnotou príslu‰nej premennej stúpajú.

NPV má podobn˘ priebeh ako Se, teda hodnoty NPV sú v roz-

sahu <0;1> a s hodnotou príslu‰nej premennej klesajú. PLR
má so vzrastom príslu‰nej premennej stúpajúci trend a jej

priebeh je málo hladk˘ (znaãne zubat˘); NLR má naopak kle-

sajúci trend. Rozsah hodnôt PPV, ako aj NPV nie je zhora

pevne ohraniãen˘ (zdola je nula), takÏe ich stupnice v poro-

vnaní s citlivosÈou a ‰pecifickosÈou majú v˘razne väã‰í rozsah.
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Hranica rozhodovania a ROC-krivky 

Hranica rozhodovania δ, prípadne naz˘vaná aj ako kri-

tická hodnota (angl. decision limit, cut-off value), definuje

hodnotu, nad ktorou sa v˘stup laboratórnej metódy hodnotí

ako pozitívny; hodnoty pod medzou rozhodovania sa hod-

notia ako negatívne1,9,16. To v‰ak platí len v prípade, ak

hodnoty testu vzÈahované na populáciu h (zdraví) sú men‰ie

oproti hodnotám vzÈahovan˘ch na populáciu i (chorí), inak sa

vykoná presné opaãné hodnotenie9. Ak by populácie

h a i boli úplne separované, potom by platilo, Ïe tn = n2
(fp = 0) a tp = n1 (fn = 0). V reálnom Ïivote sú v‰ak rozde-

lenia pravdepodobností obidvoch kategórií vzájomne pre-

kryté a zvolená hodnota δ reguluje hodnoty charakteristík

úspe‰nosti laboratórneho testu, t.j. citlivosti, ‰pecifickosti,

úãinnosti, prípadne hodnôt PLR, NLR, PPV a NPV. Vzrast

citlivosti je vÏdy sprevádzan˘ poklesom ‰pecifickosti, a na-

opak. Podobné antagonizmy sú aj v prípadoch PLR a NLR,

ako aj PPV a NPV.

Správna voºba hranice rozhodovania δ závisí od cieºa

laboratórneho merania, t.j. ãi klasifikácie fp sú viac ‰kod-

livé neÏ klasifikácie fn, alebo naopak. Riziko, resp. cena ne-

správnej klasifikácie, by mali byÈ známe predt˘m, neÏ sa

zvolí spôsob, ako urãiÈ optimálnu hodnotu δ. Najobvyklej-

‰ia voºba medze rozhodovania δ je daná hodnotou labora-

tórneho testu, zodpovedajúcou maximu úãinnosti (angl. effi-

ciency).

Prediktívnu schopnosÈ laboratórnej metódy (testu)

moÏno efektívne zviditeºniÈ pomocou ROC-krivky, ktorá je

vynesená v súradniciach Se vs. (1 – Sp). Skratka ROC je

odvodená od slov receiver operating characteristic, keìÏe sa

pôvodne vyuÏívala ako operaãná charakteristika rádioloká-

tora17; aÏ neskôr sa objavili aplikácie ROC v medicíne18-20

a v analytickom kontexte sa ROC vyskytuje len v ostatnej

dobe1. Diagonálna línia na ROC-diagrame predstavuje prí-

pad celkom neúspe‰nej laboratórnej metódy s nulovou pre-

diktívnou hodnotou, keìÏe pravdepodobnosÈ úspe‰ného

a neúspe‰ného zatriedenia je zhodne 50 %, ão zodpovedá

celkom náhodnej klasifikácii. VzdialenosÈ ROC-krivky od

diagonálnej línie je preto mierou v˘konnosti laboratórnej

metódy, ãím je vzdialenosÈ väã‰ia, t˘m metóda lep‰ie odli-

‰uje dve uvaÏované populácie (zmena od 50 % smerom

k 100 %)21. V ROC-diagramoch sa ROC-krivky majú v zá-

sade nachádzaÈ v hornom trojuholníku nad diagonálou; ne-

splnenie tejto podmienky indikuje nesprávne zadanie dát;

presnej‰ie tak˘to prípad indikuje plocha pod ROC-krivkou

men‰ia ako 0,5.

Zo ‰tatistického hºadiska ROC-krivky definujú vzÈah

medzi chybou (1 – β) a chybou α, priãom chyba α (chyba

I. druhu) reprezentuje frakciu fp/n1 v˘sledkov, chyba β
(chyba II. druhu) reprezentuje frakciu fn/n2 v˘sledkov,

takÏe chyba (1 – β) prislúcha frakcii v˘sledkov tp/n1. ROC-

-krivka ukazuje pre kaÏdú moÏnú hodnotu hranice rozhodo-

vania δ, aké je percento správne diagnostikovan˘ch abnor-

málnych subjektov (t.j. tp) voãi percentu nesprávne dia-

gnostikovan˘ch normálnych subjektov (t.j. fp)21. 

V˘hodou ROC-anal˘zy je, Ïe pomocou ROC-kriviek

moÏno znázorniÈ a porovnaÈ niekoºko laboratórnych metód

a napokon z nich moÏno vybraÈ najlep‰iu metódu9. Metódy,

ktoré lep‰ie diskriminujú dve predmetné kategórie objek-

tov, resp. subjektov, majú ROC-krivky ão najviac hore

a vºavo. Ideálna diagnostická metóda, ktorá by umoÏnila

dokonale diskriminovat normálne a abnormálne subjekty,

mala by vykazovaÈ ROC-krivku strmo stúpajúcu hneì od

poãiatku smerom k ºavému rohu diagramu a potom smeru-

júcu takmer horizontálne k pravému hornému rohu dia-

gramu21. Táto zásada umoÏÀuje vizuálne porovnanie ROC-

-kriviek, teda kvalitatívny spôsob hodnotenia laboratórnych

metód, umoÏÀujúci zostaviÈ poradie ich v˘konnosti. V prí-

pade prekryt˘ch ROC-kriviek je v‰ak takáto vizuálna in-

‰pekcia dosÈ subjektívna.

Hlavn˘m kritériom v˘konnosti laboratórnej metódy je

plocha A vypoãítaná pod ROC-krivkou; ãím je väã‰ia, t˘m

je metóda úãinnej‰ia9,22-25. Ak sa do jedného grafu vynesie

niekoºko ROC-kriviek, moÏno jednoduch˘m porovnaním

plochy pod krivkami zistiÈ, ktoré laboratórne meranie po-

skytuje najväã‰iu diskrimináciu medzi uvaÏovan˘mi kategó-

riami, teda v nami uvaÏovanom prípade medzi skupinami

chor˘ch (i) a zdrav˘ch (h). V na‰ich prácach3-6 sme napr.

ukázali, Ïe medzi skúman˘mi údajmi laboratórnych metód,

predstavujúcich tumorové markery na diagnostikovanie ma-

lígnych pºúcnych ochorení, najlep‰iu informáciu poskytuje

premenná CEA vo v˘potku (EXCEA), potom CYFRA 21-1

vo v˘potku (EXCYF), ìalej CEA v sére (SCEA) a najmen‰í

informaãn˘ obsah má CYFRA 21-1 v sére (SCYF). Pri

tomto ‰túdiu sa pouÏili dva tumorové markery, a to CEA

(karcinoembryonálny antigén) a CYFRA 21-1 (cytokeratín

fragment), v dvoch pacientom odobrat˘ch telesn˘ch tekuti-

nách – vo v˘potku, ão je kvapalina v oblasti pohrudnice, vy-

skytujúca sa pri benígnych i malígnych pºúcnych ochoreni-

ach, a v krvi. V názve premennej sme vzorky z v˘potku

Obr. 1. Grafick˘ priebeh kriviek citlivosti Se (– – – ), ‰pecific-
kosti Sp (- - - ) a úãinnosti E (–––) pre premennú EXCEA, ktorú
predstavuje pºúcny tumorov˘ marker CEA (karcinoembryo-
nálny antigén) v pleurálnom v˘potku (EX). Vy‰etrilo sa 72 osôb,

z toho 41 histologicky bez malignity a 31 s histologicky dokáza-

nou malignitou
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oznaãili ako EX a vzorky v krvnom sére ako S. Na obr. 1 je

ukáÏka priebehu kriviek Se, Sp a E pre EXCEA, na obr. 2 ‰tyri

spodné ROC-krivky zodpovedajú uveden˘m ‰tyrom premen-

n˘m. Takto sa dalo zistiÈ, Ïe medzi individuálnymi údajmi

markerov najrelevantnej‰iu indikáciu malígneho ochorenia

v tomto ‰túdiu poskytuje CEA vo v˘potku (EXCEA). E‰te

väã‰iu plochu A v‰ak poskytuje multikomponent PC1, ão je

prv˘ hlavn˘ komponent zisten˘ technikou PCA (anal˘zou

hlavn˘ch komponentov), ktor˘ bol lineárnou kombináciou

troch pôvodn˘ch premenn˘ch, EXCEA, EXCYF a SCEA, teda

obsahuje kolektívnu informáciu najlep‰ích tumorov˘ch mar-

kerov. Plocha A pod najvy‰‰ou krivkou zodpovedajúcou mul-

tikomponentu PC1 je v˘razne väã‰ia v porovnaní s najlep‰ou

individuálnou premennou EXCEA. Zistili sme tieÏ, Ïe väã‰iu

plochu A v porovnaní s premennou EXCEA dáva aj multi-

komponent DF1, ão je prvá diskriminaãná funkcia, vypoãí-

taná ako linárna kombinácia pôvodn˘ch premenn˘ch techni-

kou LDA (lineárnou diskriminaãnou anal˘zou), v ktorej sa

v‰ak lineárna kombinácia premenn˘ch vykonáva in˘m

spôsobom neÏ pri PCA.

O charakteristikách úspe‰nosti laboratórnych metód, voºbe

hranice rozhodovania, ROC-krivkách a ìal‰ej problematike

diskutovanej v tejto práci existuje dnes uÏ pomerne veºa literár-

nych prameÀov, ktoré umoÏnia hlb‰ie ‰túdium. Na prvom mies-

te tu treba spomenúÈ prehºadné referáty27-31. Asi najobsaÏnej-

‰ím r˘chlym literárnym zdrojom je harvardská web stránka 

K. H. Zou32.

Chemometricky podporovaná predpoveì
diagnózy

Pre zvolenú laboratórnu metódu, ktorú moÏno v‰eobecne

oznaãiÈ symbolom x, moÏno v˘ber kritickej hodnoty δ pre pre-

mennú x urobiÈ na základe priebehu kriviek Se – x, Sp – x a naj-

mä E – x, v tomto ãasto pouÏívanom prípade podºa súrad-

nice x maxima úãinnosti E. Urãenú kritickú hodnotu δ po-

tom moÏno vyuÏiÈ na chemometrickú predikciu diagnózy

u ìal‰ích osôb vy‰etrovan˘ch pomocou metódy x. Urãenú

hodnotu δ moÏno pouÏiÈ buì priamo na diagnostikovanie,

alebo na porovnanie s uzanãnou kritickou hodnotou pouÏí-

vanou v klinickom laboratóriu, prípadne na jej korekciu. Je

v‰ak zrejmé, Ïe vykonanie viacer˘ch laboratórnych metód

s cieºom spresniÈ diagnózu obvykl˘m spôsobom, poskytuje

len sekvenciu postupne získan˘ch jednotliv˘ch diagnostic-

k˘ch informácií. V̆ znamn˘ zisk diagnostickej informácie

predstavuje urãenie kritickej hodnoty z multikomponentu,

nájdeného optimálnou lineárnou kombináciou jednotliv˘ch

premenn˘ch. Treba zdôrazniÈ, Ïe predikcia diagnózy pomo-

cou multikomponentu je jednoduchá a ºahko vykonateºná

v praxi. PoslúÏi na to nasledujúca príkladová ‰túdia, v kto-

rej sa predpoveì pºúcnej malignity vykonáva pomocou pr-

vého hlavného komponentu PC1. 

Príkladová ‰túdia 

Technikou PCA (anal˘za hlavn˘ch komponentov) sme

zistili rovnicu na v˘poãet PC1 pomocou troch vy‰‰ie opísa-

n˘ch zvolen˘ch metód, a to EXCEA, EXCYF a SCEA. Pre-

mennú SCYF sme vynechali, pretoÏe je najmenej informa-

tívna (na základe ROC-kriviek, obr. 2). Pre testovací súbor

72 pacientov sa v PCA pouÏité tri premenné lineárne kom-

binovali podºa rovnice získanej vo v˘stupe pouÏitého soft-

véru (STATGRAPHICS):

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

Z maxima krivky úãinnosti pre PC1, t.j. E vs. PC1, sme

vo v˘stupe pouÏitého softvéru (GraphROC for Windows)

zistili kritickú hodnotu – 0,442 na stupnici premennej PC1.

Ide o bezrozmernú hodnotu, ão je zapríãinené ‰tandardizá-

ciou, opísanou ìalej. Na predpoveì diagnózy pacienta

s e‰te neurãenou diagnózou je potrebné vedieÈ uvedenú kri-

tickú hodnotu a koeficienty v rov. (8). Naviac sú potrebné

priemerné hodnoty EXCEA, EXCYF a SCEA v testovacom

súbore 72 pacientov a príslu‰né smerodajné odch˘lky, pre-

toÏe v metóde PCA sa originálne dáta predspracúvajú ‰tan-

dardizáciou, t.j. od jednotlivej laboratórne zistenej hodnoty

xi sa odãíta ich priemer    a v˘sledok sa podelí smerodaj-

Obr. 2. ROC-krivky pre 4 premenné predstavujúce pºúcne tu-
morové markery CEA a CYFRA v pleurálnom v˘potku (indi-
kuje poãiatoãná skratka EX) a v sére (poãiatoãná skratka S),
ako aj pre PC1 multikomponent, získan˘ lineárnou kombiná-
ciou EXCEA, EXCYF, SCEA a SCYF technikou PCA. Vy‰etrilo

sa 72 osôb, z toho 41 histologicky bez malignity a 31 s histolo-

gicky dokázanou malignitou. Plochy pod krivkami A: (1) PC1: 

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-

n˘ch pri hodnote súradnice (1 – Sp) = 0,3 je: 1, 2, 3, 5, 4 a pri hod-

note (1 – Sp) = 0,7 je: 1, 2, 4, 3, 5.
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nou odch˘lkou sx. Hodnoty priemerov a smerodajn˘ch od-

ch˘lok sa ºahko získajú zo súboru nameran˘ch údajov xi
v tabuºke MS EXCEL alebo v inom tabuºkovom procesore.

Predpoveì diagnózy pre pacienta A

Po ‰tandardizácii nameran˘ch laboratórnych hodnôt sa

získali údaje pre pacienta A: 

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

V˘poãtom podºa rov. (8) sa získala príslu‰ná hodnota

PC1= –0,467. 

KeìÏe –0,467 < –0,442, diagnostick˘ záver je: benígny. 

Predpoveì diagnózy pre pacienta B

Po ‰tandardizácii nameran˘ch laboratórnych hodnôt sa

získali údaje pre pacienta B: 

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

V˘poãtom podºa rov. (8) sa získala príslu‰ná hodnota

PC1 = 1,354. 

KeìÏe 1,354 > –0,442, diagnostick˘ záver je: malígny. 

CitlivosÈ, ‰pecifickosÈ, úãinnosÈ a ìal‰ie ukazovatele labo-

ratórnych metód, ako aj ROC-krivky, moÏno vypoãítaÈ pomo-

cou viacer˘ch programov˘ch balíkov. Sú to hlavne softvéry: 

a) GraphROC for Windows 2.0 (cit.9,33), b) Analyse-it 1.61

(cit.21), c) CBstat 4.1.0 (cit.34), d) MedCalc 6.14 (cit.35), 

e) SYSTAT 9 (cit.36), f) NCSS 2000 (cit.37) a g) SAS 8.1

(cit.38). Z nich najbliÏ‰ie k bezprostrednému uplatneniu pri rie-

‰ení problémov klinickej diagnózy sú GraphROC, Analyse-it,

CB-stat a MedCalc. Naproti tomu SYSTAT 9 rie‰i problémy

tohto druhu veºmi v‰eobecne ako rozlí‰enie samotného ‰umu

od signálu so ‰umom, ão je potenciálne vyuÏiteºné na roz-

manité aplikácie v analytickej chémii. Modul SIGNAL 

v SYSTATe umoÏÀuje analyzovaÈ dáta zatrieìované do 2 aÏ

11 kategórií, priãom sa pouÏíva buì binárna stupnica (pre 2 ka-

tegórie) alebo poradová stupnica. Kombinované pouÏitie viace-

r˘ch softvérov˘ch balíkov umoÏÀuje vybraÈ numerické a gra-

fické v˘stupy najvhodnej‰ie pre ‰tudovan˘ problém. 

Záver

Táto práca podáva struãn˘ prehºad o základn˘ch ukazova-

teºoch v˘konnosti laboratórnych metód, ako sú najmä citli-

vosÈ, ‰pecifickosÈ a úãinnosÈ. Podáva tieÏ základnú informáciu

o voºbe hranice rozhodovania (kritickej hodnoty) a o ROC-

-krivkách a ich vyuÏití na diagnostické úãely. Kriticky zosta-

ven˘ v˘ber v˘znamn˘ch ãlánkov a kniÏn˘ch prác, zaoberajú-

cich sa uvedenou problematikou, umoÏní doplniÈ poÏadované

detaily podºa potreby. Uvádzajú sa tieÏ najdôleÏitej‰ie softvé-

rové balíky, vyuÏiteºné na správnu a podrobnú interpretáciu v˘-

sledkov laboratórnych analytick˘ch a biochemick˘ch metód. 

Autori ìakujú Slovenskej grantovej agentúre za pod-
poru grantu VEGA1/9129/02.
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B. Balla1, J. Mocák1, E. Varmusová2, D. Kavková2,
and I. Tudík2 (1Department of Analytical Chemistry, Fa-
culty of Chemical and Food Technology, Slovak University
of Technology, Bratislava, 2Institute of Tuberculosis and
Respiratory Diseases, Poprad - Kvetnica, Slovak Republic):
Assessment of Outcome 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. Úvod

V roce 1975 napsal S. N. Deming v Science1: „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 sedmdesá-

t˘ch a osmdesát˘ch letech se objevila fiada publikací

a ãlánkÛ popisujících nejen optimalizaci syntéz, ale také na-

stavení mûfiicích zafiízení. Také u nás se optimalizaci,

hlavnû v prÛmyslu, vûnovala znaãná pozornost. Tak jiÏ

v roce 1968 vydalo Státní nakladatelství technické litera-

tury knihu Jifiího Like‰e Navrhování prÛmyslov˘ch experi-
mentÛ. âasopis Chemick˘ prÛmysl pfiiná‰el obãas pfiíklady

matematického modelování technologick˘ch podmínek

prÛmyslové syntézy, napfi.2-4. Do laboratofií se u nás opti-

malizace dostala hlavnû knihou, kterou spolu s K. Doerffe-

lem vydal vynikající ãesk˘ chemometrik Karel Eckschla-

ger5. Tato kniha je pfiekladem práce obou autorÛ, která vy-

‰la6 v nûmãinû v roce 1981. JiÏ pfied tím se ale v Chemic-

k˘ch listech objevil krátk˘ ãlánek „Optimalizace analytic-

k˘ch postupÛ“ vûnovan˘ prof. âÛtovi k 80. narozeninám7.

V souãasné dobû kromû úspory „materiálu a energie“ hraje

dÛleÏitou roli pfii optimalizacích také ãas. Proto se pfiíli‰ ne-

pouÏívají klasické postupy8, ale dÛleÏitou úlohu pfievzaly

tzv. neúplné faktorové plány, z nichÏ nejãastûji pouÏívan˘ je

PlackettÛv-BurmanÛv plán9. ProtoÏe není originální litera-

tura9 snadno dostupná a v fiadû publikací je tento plán uvá-

dûn jen velmi struãnû, pfiípadnû s nepfiesnostmi a chy-

bami5,6,10-13, dovoluji si nabídnout ãeskému ãtenáfii tento

ãlánek. NeÏ se ale dostanu k Plackettovu-Burmanovu plánu,

je tfieba struãnû vysvûtlit, co je to úpln˘ faktorov˘ plán.

2. Úpln˘ faktorov˘ plán

Pro jednoduchost uvaÏujme, Ïe v˘sledek pokusu mohou

ovlivnit dvû promûnné veliãiny. Pfii syntéze to mohou b˘t

napfi. teplota a polarita rozpou‰tûdla, pfii nastavení pfiístroje

rychlost prÛtoku plynu a otevfiení nebo zavfiení pfiídavného

zafiízení. Promûnná mÛÏe b˘t buì plynule mûnitelná (tep-

lota, prÛtok plynu) nebo binární (otevfieno – zavfieno, polární

– nepolární). Pfii plánování takového pokusu pfievádíme

v‰echny promûnné na binární, –1 a +1: u plynule mûnitel-

n˘ch promûnn˘ch volíme tedy jen dva stavy: nominální

a extrémní. Poãet úrovní promûnné veliãiny je tedy L = 2.

Pro teplotu mÛÏe b˘t nominálním stavem tfieba teplota míst-

nosti a stavem extrémním teplota varu pouÏitého rozpou-

‰tûdla, pfii prÛtoku plynu zvolíme podle své zku‰enosti dvû

vhodné hodnoty: nízk˘ prÛtok – vysok˘ prÛtok. Pfii popiso-

vání plánu pak niÏ‰í hodnotû pfiifiadíme ãíslo –1 a vy‰‰í hod-

notû ãíslo +1. Pfiifiazení ãísel veliãinám binárním je libo-

volné – polární rozpou‰tûdlo mÛÏe mít +1 a nepolární –1

nebo naopak. Pro uveden˘ pfiíklad vypl˘vá, Ïe provedeme

ãtyfii pokusy, a to pro niÏ‰í a vy‰‰í hodnotu jedné promûnné,

zatímco druhá promûnná je na své niÏ‰í nebo vy‰‰í hodnotû.

âíselnû lze tento plán zapsat takto:

1. promûnná 2. promûnná v˘sledek

–1 –1 y1
–1 +1 y2
+1 –1 y3
+1 +1 y4

U kaÏdého pokusu zaznamenáme v˘sledek (y1 aÏ y4);

podle povahy pokusu to mÛÏe b˘t v˘tûÏek produktu, jeho

ãistota, nebo úãinnost pfiístroje, jeho citlivost nebo dûlící

(rozli‰ovací) schopnost. K tomu, abychom odhadli, která

promûnná ovlivní v˘sledek a jak mnoho, pouÏijeme lineární

regresi: promûnná Y (v˘sledek) závisí na nezávisle pro-

mûnné X a citlivost této závislosti udávají hodnoty smûrnic

(parametrÛ) A. Matici X sestavíme ze sloupcÛ plánu pro

první a druhou promûnnou (tj. základní matice Z) a pfiedfia-

díme jim sloupec jedniãek pro v˘poãet tzv. lokaãního para-

metru (úsek na ose y). Namûfiené v˘sledky jsou Y, v˘sledky

vypoãtené z lineární regrese se oznaãují   .

Y = X * A + E = X * A (1)

kde

OPTIMALIZACE ANALYTICK¯CH POSTUPÒ POMOCÍ 
PLACKETTOVA-BURMANOVA PLÁNU

y1 1 –1 –1

Y =
y2 X =

1 –1 1

y3 1 1 –1

y4 1 1 1 
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a E je vektor náhodn˘ch chyb. Îádané parametry A zís-

káme pfievedením matice X z jedné strany rovnice 1 na dru-

hou tzv. pseudoinverzí.

A = (X’ * X)-1 * X’ * Y (2)

ProtoÏe jsou sloupce matice X ortogonální, je v˘sled-

kem násobení matic X’ a X matice diagonální. 

Základní matici Z zde pfiedstavují sloupce A, B a C.

Hodnoty v fiádcích nám fiíkají, jak se mají provést jednotlivé

experimenty, napfi. v prvním experimentu se pouÏijí u v‰ech

promûnn˘ch nominální hodnoty. V kaÏdém sloupci základní

matice je stejn˘ poãet kladn˘ch a záporn˘ch znamének. To

mÛÏe slouÏit jako kontrola správnosti sestavení plánu.

Dal‰í sloupce v tabulce dostaneme vynásobením

sloupcÛ základní matice tak, jak je uvedeno v záhlaví ta-

bulky I. Tyto ãtyfii poslední sloupce pfiedstavují vzájemné

ovlivnûní jednotliv˘ch promûnn˘ch. ¤e‰ení podle tohoto

plánu si ukáÏeme na pfiíkladû z literatury8. Matici X tvofií

ãísla (–1 a +1) z uvedené tabulky I. Sloupcov˘ vektor

Y jsou v˘sledky experimentÛ (observations):

11,8 a(I) = 13,71

9,9 a(A) = –0,64

8,5 a(B) = –1,51

20,9 a(C) = 4,14

X’ * Y =  X’ * 8,1 a(AB) = 0,49

18,3 a(AC) = –0,06

16,2 a(BC) = –0,24 

16,0 a(ABC) = 0,11

Kontrolu správnosti v˘poãtu lze provést takto: v˘sledky

experimentÛ se umocní na druhou a zprÛmûrují: Σ (y2)/ 8 =

208,1562. Stejné ãíslo se musí dostat souãtem druh˘ch

mocnin vypoãítan˘ch parametrÛ: Σ (a2) = 208,1562.

Hodnoty parametrÛ u souãinov˘ch promûnn˘ch jsou re-

lativnû malé, coÏ napovídá, Ïe se promûnné A, B a C vzá-

jemnû neovlivÀují. V takov˘ch pfiípadech je vhodné cel˘

plán zjednodu‰it a sníÏit tak poãet potfiebn˘ch experimentÛ.

3. Neúpln˘ faktorov˘ plán

Pfii úplném faktorovém plánu se poãet experimentÛ

s kaÏdou dal‰í promûnnou zdvojnásobí. To mÛÏe nûkdy vést

aÏ k ekonomicky a ãasovû neuskuteãnitelnému pfiípadu. Na-

pfiíklad pfii optimalizaci postupu pro silanizaci silikagelu

pro kapalinovou chromatografii museli autofii posoudit v˘-

znamnost 23 promûnn˘ch10. V pfiípadû, Ïe by jeden experi-

ment trval jen 10 minut, bylo by tfieba k provedení úplného

faktorového plánu asi 160 rokÛ nepfietrÏité práce. V tako-

v˘ch nároãn˘ch pfiípadech zanedbáváme moÏnost vzájem-

4   0   0 1/4 0 0

X’ * X = 0   4   0 (X’ * X)-1 = 0 1/4 0

0   0   4 0 0 1/4

Ortogonalita vede k v˘raznému zjednodu‰ení v˘poãtu

parametrÛ A. Rovnici (2) mÛÏeme nahradit rovnicí (3).

A = (1/m) * X’ * Y (3)

kde m je poãet fiádkÛ matice X, tj. poãet experimentÛ. V̆ -

poãet je pak velmi jednoduch˘ – do transponované matice

X dosadíme místo jedniãek odpovídající hodnoty v˘sledkÛ

y; je to vlastnû násobení matice X’ sloupcov˘m vektorem

Y. Potom ãísla v fiádcích seãteme a v˘sledek vydûlíme po-

ãtem experimentÛ m = 4.

+y1 +y2 +y3 +y4 suma / 4 = a0
X’ * Y = –y1 –y2 +y3 +y4 suma / 4 = a1

–y1 +y2 –y3 +y4 suma / 4 = a2

Jak je patrné, a0 je souãet v‰ech v˘sledkÛ y, a1 a a2 pak

pfiedstavují smûrnice (citlivosti) závislostí v˘sledkÛ na pro-

mûnn˘ch 1 a 2.

Pozor! V literatufie5,6,9-13 se ãasto setkáváme s odli‰n˘m

postupem v tom, Ïe se parametry a1 a a2 vypoãítávají jako

rozdíly prÛmûrÛ kladn˘ch a záporn˘ch hodnot y. Tedy pro

v˘poãet napfi. a1 se bere (y3+y4)/2 – (y1+y2)/2. Je zfiejmé, Ïe

takto vypoãítané hodnoty a1 a a2 jsou dvojnásobné vzhle-

dem k tûm, které získáme lineární regresí a nejsou konzis-

tentní s v˘poãtem parametru a0 = (y1 + y2 + y3 + y4)/4.

Nûkdy se pouÏívají místo binárních promûnn˘ch –1

a +1 promûnné 0 a 1. Pochopitelnû je to moÏné a lineární

regrese poskytne stejné smûrnice jako pfii pouÏití –1 a +1.

ProtoÏe v‰ak v tomto pfiípadû není matice X’*X diagonální,

nelze pouÏít zjednodu‰enou rovnici (3), ale je tfieba poãítat

s pseudoinverzí (rovnice 2). Lokaãní ãlen není v tomto

uspofiádání prÛmûrem v‰ech v˘sledkÛ, ale odpovídá v˘-

sledku mûfiení pfii nastavení v‰ech promûnn˘ch na nomi-

nální hodnoty.

Poãet experimentÛ m, a tedy i velikost matice X, roste

s poãtem promûnn˘ch n podle 2n.

Pro jednu promûnnou máme jen dva stavy – niÏ‰í a vy‰‰í.

Pfii dvou promûnn˘ch se dva stavy druhé promûnné pfiidají ke

dvûma stavÛm promûnné první, tak jak bylo ukázáno v˘‰e. Tfii

promûnné (A, B, C) pak vyÏadují 23, tj. 8 experimentÛ. Tzv.

úpln˘ faktorov˘ plán pro tento pfiípad je v následující tabulce I.

Tabulka I

Úpln˘ faktorov˘ plán pro tfii promûnné

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
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ného ovlivÀování promûnn˘ch a uchylujeme se k neúpl-

nému faktorovému plánu. Takov˘ch plánÛ existuje celá

fiada a lze je najít v literatufie8. Mezi nimi v˘znamné místo

zaujímá tzv. PlackettÛv-BurmanÛv plán9 a tomuto plánu je

vûnován dal‰í v˘klad.

4. PlackettÛv-BurmanÛv plán

VraÈme se k tabulce I pro úpln˘ faktorov˘ plán se tfiemi

promûnn˘mi. Omezme ji jen na ãtyfii první sloupce a vy-

berme fiádky 4, 6, 7 a 1. Dostaneme tabulku II.

ãek a citlivosti (A) se vypoãítají jako smûrnice z lineární

regrese pomocí rovnice (2),

6. protoÏe jsou sloupce základní matice Z ortogonální, lze

pouÏít i v této regresi zjednodu‰enou rovnici (3).

Pfiíklad se tfiemi promûnn˘mi, kter˘ byl vyfie‰en pomocí

úplného plánu, bude nyní vypadat takto:

Tabulka II

PlackettÛv-BurmanÛv plán pro 3 promûnné

¤ádek I A B C

4 1 1 1 –1

6 1 1 –1 1

7 1 –1 1 1

1 1 –1 –1 –1

JestliÏe u prvního fiádku základní matice Z (tj. sloupce A,
B a C v tabulce II) provedeme cyklickou zámûnu, tj. první pr-

vek vyjmeme a vloÏíme za poslední, dostaneme fiádek 2. Pfii

dal‰í cyklické zámûnû dostaneme fiádek 3; tím cyklické zá-

mûny konãí (pfii dal‰í bychom dostali zase fiádek 1). Poslední

fiádek vytvofiíme ze sam˘ch –1. To je podstata Plackettova-

-Burmanova plánu pro poãet úrovní L = 2, u kterého platí:

1. pro n promûnn˘ch budeme mít jen n+1 = m experi-

mentÛ,

2. pfiitom musí b˘t n + 1 dûlitelné 4, pokud není, pfiidá se

k reáln˘m promûnn˘m potfiebn˘ poãet fiktivních (dum-

my) promûnn˘ch,

3. pomocí cyklické zámûny prvního fiádku definovaného

autory9 (viz tab. III) se vytvofií základní matice Z, kde

poslední fiádek je tvofien sam˘mi –1. 

Tabulka III

Základní vektory Plackettova-Burmanova plánu

m První fiádek Plackettova-Burmanova plánu

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 1 –1 –1 1 –1 –1 –1

20 1 1 –1 –1 1 1 1 1 –1 1 –1 1 –1 –1 –1 –1 1 1 –1

24 1 1 1 1 1 –1 1 –1 1 1 –1 –1 1 1 –1 –1 1 –1 1 –1– –1 –1    –1

4. provede se m experimentÛ, pfii nichÏ se pouÏijí pro-

mûnné v jejich nominální nebo extrémní hodnotû podle

znamének u jedniãek v jednotliv˘ch fiádcích,

5. pfied v˘poãtem citlivostí v˘sledkÛ na jednotliv˘ch pro-

mûnn˘ch se k základní matici Z pfiedfiadí vektor jedni-

dení více experimentÛ s rÛznou kombinací nastavení reáln˘ch

promûnn˘ch a doplÀují reálné promûnné na poãet potfiebn˘ pro

sestavení Plackettova-Burmanova plánu. Tím, Ïe fiktivní pro-

mûnné neovlivÀují nijak prÛbûh experimentu, mûly by mít od-

povídající parametry nulové. Odchylka vypoãten˘ch parametrÛ

1 1 –1 1 1 1 –1

Z =
1 –1 1

X =
1 1 –1 1

–1 1 1 1 –1 1 1

–1 –1 –1 1 –1 –1 –1

1 1 1 1

X’ =
1 1 –1 –1

1 –1 1 –1

–1 1 1 –1

+8,1 +18,3 +16,2 +11,8 +54,4/4 = +13,60

+8,1 +18,3 –16,2 –11,8 –1,6/4 = –0,40

+8,1 –18,3 +16,2 –11,8 –5,8/4 = –1,45

–8,1 +18,3 +16,2 –11,8 +14,6/4 = +3,65

Parametry vypoãtené podle úplného plánu (13,71;

–0,64; –1,51 a 4,14 ) se mírnû li‰í od hodnot získan˘ch po-

mocí neúplného faktorového plánu Plackettova-Burma-

nova. V kaÏdém jednotlivém pfiípadû je proto tfieba se roz-

hodnout, zda dát pfiednost úspofie ãasu a materiálu na úkor

pfiesnosti v získan˘ch parametrech (citlivostech na pro-

mûnné).

5. Fiktivní (dummy) promûnné

Zatím jsme se zab˘vali v˘poãty parametrÛ, ale nezjistili

jsme nic o jejich pfiesnosti a statistické v˘znamnosti. PlackettÛv-

-BurmanÛv plán umoÏÀuje i tato zji‰tûní. Dosáhne se toho zave-

dením tzv. fiktivních promûnn˘ch (znám˘ch pod anglick˘m

oznaãením dummy). Tyto fiktivní promûnné umoÏÀují prove-
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od nuly umoÏÀuje vytvofiit si pfiedstavu o pfiesnosti parametrÛ

pro reálné promûnné.

VraÈme se k na‰emu pfiíkladu s promûnn˘mi A, B a C.

Místo plánu s m = 4, pouÏijeme plán s m = 8 a ãtyfii chybû-

jící promûnné (d1 – d4) budeme povaÏovat za fiktivní. Ma-

tice X, sestavená podle Plackettova-Burmanova plánu pro 

8 experimentÛ, je v levé ãásti tabulky IV.

toÏe pro tyto parametry jsou v obou plánech stejné kombi-

nace nominálních a extrémních hodnot promûnn˘ch.

V‰imnûme si v‰ak parametrÛ, odpovídajících fiktivním

promûnn˘m. Pokud by mûfiení v experimentech byla bez

chyb, byly by tyto parametry nulové. Skuteãnû namûfiené

hodnoty mÛÏeme tedy pouÏít k odhadu rozptylu sa
2 podle

rovnice (4).

sa
2 = ∑ (a(d) – 0)2 / p (4)

kde p je poãet fiktivních promûnn˘ch (v na‰em pfiípadû = 4)

a 0 pfiedstavuje oãekávanou hodnotu parametru a(d). 

Odmocninou rozptylu sa
2 je odhad standardní odchylky

sa. KdyÏ touto hodnotou vydûlíme jednotlivé parametry

(v absolutní hodnotû), dostaneme hodnoty testu t, které

srovnáme s kritickou hodnotou t(krit) Studentova rozdûlení

pro p stupÀÛ volnosti na 95% nebo 90% hladinû spolehli-

vosti. V˘bûr z kritick˘ch hodnot je v tabulce VI.

Tabulka IV

PlackettÛv-BurmanÛv návrh matice X spolu s vektorem y

I A B C d1 d2 d3 d4 y

1 1 1 1 –1 1 –1 1 16,0

1 1 1 –1 1 –1 1 1 8,1

1 1 –1 1 –1 –1 1 1 18,3

1 1 1 1 1 1 1 1 8,5

1 1 –1 –1 1 1 1 –1 9,9

1 –1 –1 1 1 1 –1 1 20,9

1 –1 1 1 1 1 1 –1 16,2

1 –1 –1 –1 –1 –1 –1 –1 11,8

Experimentální uspofiádání se fiídí opût jen sloupci reál-

n˘ch promûnn˘ch A, B a C, tak jako u úplného faktorového

plánu. V prvním experimentu budou v‰echny tfii promûnné

na své extrémní úrovni, v posledním, osmém experimentu

budou promûnné v nominálním stavu.

Pokud se soustfiedíme na nastavení tûchto promûnn˘ch A,
B a C, mÛÏeme jednotliv˘m experimentÛm pfiifiadit v˘sledky

y uvedené v˘‰e u úplného plánu. Následující tabulka V uvádí

srovnání v˘sledkÛ v˘poãtu parametrÛ podle Plackettova-

-Burmanova plánu a podle úplného faktorového plánu.

Tabulka V

Parametry vypoãtené podle neúplného Plackettova-Burma-

nova a podle úplného plánu

Neúpln˘ plán Úpln˘ plán

parametr a |a|/sa parametr a

a(I) 13,7125 49,21 a(I) 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(d1) 0,0625 0,22 a(AB) 0,4875

a(d2) 0,1125 0,40 a(AC) –0,0625

a(d3) –0,4875 1,75 a(BC) –0,2375

a(d4) 0,2375 0,85 a(ABC) 0,1125

První ãtyfii parametry (tj. lokaãní a pro promûnné A,
B a C) jsou v obou pfiípadech stejné; to je pochopitelné, pro-

Tabulka VI

V˘bûr z kritick˘ch hodnot Studentova rozdûlení

p 1 2 3 4 5 6 7

t(krit) 95% 12,706 4,303 3,182 2,776 2,571 2,447 2,365

t(krit) 90% 6,314 2,920 2,353 2,132 2,015 1,943 1,895

V na‰em pfiípadû je poãet fiktivních promûnn˘ch a tedy

i poãet stupÀÛ volnosti 4. To znamená, Ïe v‰echny pro-

mûnné, u nichÏ je |a|/sa vût‰í neÏ 2,776, jsou statisticky v˘-

znamné z 95 % a ty, u nichÏ je tento pomûr vût‰í neÏ 2,132,

jsou v˘znamné na 90% úrovni.

Pozor! Nûkdy se v literatufie6 setkáme s jinou rovnicí

pro v˘poãet rozptylu, podobnou rovnici (4). Místo nuly je

v ãitateli prÛmûrná hodnota a(d) parametrÛ a ve jmenova-

teli je p – 1. Tento zpÛsob není správn˘, protoÏe oãekávaná

hodnota parametrÛ u fiktivních promûnn˘ch je nula a pokud

se nepracuje s prÛmûrem, je správné pouÏít ve jmenovateli

poãet v‰ech pouÏit˘ch parametrÛ p.

V na‰em pfiípadû je

sa
2 = ∑ ((0,0625)2 + (0,1125)2 + (-0,4875)2 + (0,2375)2)/ 4

a standardní odchylka sa = 0,279. Z toho plyne, Ïe v‰echny

tfii promûnné A, B a C jsou statisticky v˘znamné; B a C na

95% a A na 90% hladinû spolehlivosti. V‰echny ãtyfii fik-

tivní promûnné (d1–d4) jsou statisticky nev˘znamné. Tento

druh˘ fakt je dÛleÏité zji‰tûní. V‰imnûme si, Ïe stejné hod-

noty, které jsme pouÏili pro v˘poãet standardní odchylky,

pfiedstavují v úplném plánu vzájemné ovlivnûní jednotli-

v˘ch promûnn˘ch. Kdyby k takovému ovlivnûní docházelo,

vy‰el by pro odpovídající parametr test t jako v˘znamn˘.

Pro posouzení kvality uvedené regrese nelze pouÏít ko-

relaãní koeficient. KdyÏ dosadíme A z rovnice (2) do rov-

nice (1), dostaneme rovnici pro pfiepoãet namûfien˘ch v˘-

sledkÛ Y na v˘sledky vypoãítané z regrese   pomocí tzv.

„hat“ matice H, rovnice (5).
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= X*(X’*X)-1*X’*Y = H*Y (5)

ProtoÏe je matice H v tomto pfiípadû jednotková, je 

= Y a korelaãní koeficient, kter˘ charakterizuje podobnost

obou vektorÛ   a Y je vÏdy roven jedné.

6. Confounding

Confounding je termín, kter˘ je snad lep‰í nepfiekládat.

Îádn˘ ãesk˘ ekvivalent totiÏ nepopisuje odpovídající jev

srozumitelnû (confound = smíchati, poplésti, zahanbiti).

NejblíÏe skuteãnému v˘znamu je anglick˘ v˘klad: con-

found = mistake for another, ãili omylem povaÏovat za nûco

jiného. Co se tedy mÛÏe omylem povaÏovat za nûco jiného?

V‰imnûme si sloupcÛ pût aÏ osm v Plackettovû-Burma-

novû matici X (tabulka IV). Oznaãíme-li kaÏd˘ ze sloupcÛ

této matice jako vektor s ãíslem, tedy v1 pro první sloupec,

atd., mÛÏeme psát:

v5 = (-1).v2.v4, v7 = (-1).v2.v3, v8 = (-1).v3.v4

ale také

v6 = v2.v3.v4

To znamená, Ïe v˘znamná hodnota parametrÛ pro vektory

v5–v8 mÛÏe b˘t zpÛsobena interakcí promûnn˘ch tvofiících zá-

kladní matici (vektory v2–v4). Pozor! Není to ale pfiesnû to, co

pozorujeme v úplném faktorovém plánu. TotiÏ, vznikne-li con-

founding vynásobením dvou vektorÛ, násobí se tento souãin

je‰tû –1. V pfiípadû confoundingu ze tfií vektorÛ je tento náso-

bitel +1. I kdyÏ vzájemné ovlivnûní ãtyfi a více promûnn˘ch je

vût‰inou málo pravdûpodobné, dá se vypoãítat, Ïe stfiídání ná-

sobitelÛ –1 a +1 je pravidelné: –1 pro sud˘ poãet vektorÛ, +1

pro lich˘. U úplného faktorového plánu s m = 8 platilo:

v5 = v2.v3, v6 = v2.v4, v7 = v3.v4 a v8 = v2.v3.v4

a ‰lo o v˘sledek vzájemného ovlivnûní promûnn˘ch. Tady ne-

mohlo jít o mylné pfiifiazení, protoÏe takto byly sloupce matice

X konstruovány úmyslnû. Pfii sestavování Plackettovy-Burma-

novy matice se vzájemn˘m ovlivÀováním promûnn˘ch nepoãí-

táme, ale pokud tam je, projeví se jako confounding. Toto srov-

nání úplného plánu a plánu Plackettova-Burmanova napovídá,

Ïe confounding bude existovat pro takov˘ poãet experimentÛ

m, pro kter˘ lze sestavit úpln˘ faktorov˘ plán, tj. obecnû pro

m = 2k, kde k = 2, 3, 4, 5... ProtoÏe se PlackettÛv-BurmanÛv

plán dá sestavit pro m = 4k, kde k = 1, 2, 3,..., snadno zjistíme,

Ïe existují Plackettovy-Burmanovy plány, u nichÏ není con-

founding pfiítomen. Jsou to plány pro m = 12, 20, 24 atd. Proto

se doporuãuje, máme-li 7 a ménû promûnn˘ch, nepouÏívat nej-

bliÏ‰í moÏn˘ plán, tj. pro m = 8, ale radûji pfiidat více fiktivních

promûnn˘ch a pracovat podle plánu pro m = 12.

7. VíceúrovÀové plány

Plackett a Burman popsali9 velmi struãnû i plány pro pfií-

pad, kdy nechceme mít experimenty jen na dvou úrovních 

(L = 2), ale na tfiech, pûti a sedmi. V praxi se tento pfiístup

prakticky nepouÏívá. Je to proto, Ïe se velmi zvy‰uje poãet

potfiebn˘ch experimentÛ; ten musí b˘t totiÏ dûliteln˘ L2. Pfii-

tom poãet promûnn˘ch je omezen poãtem moÏn˘ch cyklic-

k˘ch zámûn základních sloupcÛ (nikoliv fiádkÛ jako u L = 2),

kter˘ je (L2-1)/(L-1)-1. Pro L = 3 je tento poãet 3, tj. celkov˘

poãet sloupcÛ základní matice a tedy i promûnn˘ch je 4.

V následující tabulce VII je základní PlackettÛv-BurmanÛv

sloupec9 uveden tuãnû; v posledním experimentu jsou opût

v‰echny promûnné v nominální hodnotû (tj. 0).

Tabulka VII

PlackettÛv-BurmanÛv plán pro L = 3

Experiment Promûnná

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 správnosti v˘poãtu smûrnic pro jednotlivé

promûnné A, B, C a D je opût jedno, zda se jako úrovnû pro-

mûnn˘ch pouÏijí 0,1 a 2 nebo –1,0 a +1. Pouze druh˘ zpÛ-

sob v‰ak poskytne téÏ správnou hodnotu lokaãního para-

metru jako prÛmûr v‰ech hodnot v˘sledkÛ y. V osmdesá-

t˘ch letech se snaÏil K. Jones14,15 vyuÏít tento plán k zpfies-

nûní v˘sledkÛ pfii optimalizaci silanizace chromatografic-

k˘ch materiálÛ. BohuÏel nepostfiehl, Ïe tentokrát jde v Plac-

kettovû-Burmanovû plánu o cyklickou zámûnu sloupcÛ a ne

fiádkÛ. Pro matici 9 × 8, kterou dostal analogicky jako pro

dvouúrovÀov˘ plán, se pak pot˘kal s vysvûtlením opakova-

n˘ch hodnot smûrnic, navíc ponûkud divnû poãítan˘ch. Vy-

váÏen˘ tfiíúrovÀov˘ plán publikovali Massart a spol.16

Domnívám se, Ïe nemá smysl snaÏit se zpfiesÀovat

smûrnice získané pomocí dvouúrovÀového plánu. Ten

slouÏí pfiedev‰ím k tomu, abychom si z velkého mnoÏství

podezfiel˘ch promûnn˘ch vybrali ty, které skuteãnû v˘-

znamnû ovlivÀují studovan˘ proces. Zpfiesnûní, pfiípadnû

dokonãení optimalizace navrhovaného postupu, je pak tfieba

provést jinou metodou, jako je tfieba vícerozmûrná regrese

nebo bûhem optimalizace simplexovou metodou17.
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M. Holík (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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Do‰lo 20.8.03, pfiepracováno 25.8.03.

Vûnováno prof. Helmutu Schwarzovi (Berlín), vel-

mistru chemie, k jeho ‰edesát˘m narozeninám.

V nedávno skonãeném století se udál bezpoãet dobr˘ch

a povzbudiv˘ch pfiíbûhÛ, ale téÏ hrozivé mnoÏství pfiíbûhÛ,

jeÏ pfiedstavují monokrystaly hrÛzy. Pfiíbûh HellmannÛv

patfií do druhé kategorie: fenomenální uãenec byl zavraÏdûn

ve sv˘ch 35 letech v rámci ãehosi, co lze nazvat neformální

spoluprací nacismu a komunismu.

Pro pfiehlednost je toto sdûlení rozdûleno do tfií ãástí.

Nejprve zmíním Curriculum vitae skuteãného a velkého pio-

n˘ra kvantové chemie. Potom v obrysu popí‰i ty jeho bada-

telské v˘sledky, jichÏ si nejvíce cením. A koneãnû pfiíbûh fe-

nomenálnosti a tragedie zaãlenûním do sevfieného obrázku

o osudu lidstva ve 20. století.

Nedávno, 14. fiíjna 2003, si kvantovûchemická komu-

nita pfiipomínala sté v˘roãí jeho narození; narodil se v nû-

meckém Wilhelmshavenu v rodinû vojáka z povolání. Stfie-

do‰kolské vzdûlání ukonãil maturitou na gymnáziu v r.

1922 a pak následovalo sedm let studia fyziky; diplomu do-

sáhl v r. 1927 a doktorátu v r. 1929. Poãátkem téhoÏ roku se

v rodinû svého uãitele seznámil s pÛvabnou dívkou, Ukra-

jinkou Viktorií Bernsteinovou, jeÏ pocházela ze Ïidovské

rodiny. Záhy nato následoval sÀatek a koncem téhoÏ roku se

manÏelé stali rodiãi chlapce, kterému dali jméno Hans.

Hellmann i jeho uãitel byli na tom stejnû, pokud ‰lo o pÛ-

vod jejich manÏelek: pro oba to mûlo po nástupu nacistÛ

k moci zlé následky a Hellmanna to dokonce stálo Ïivot.

Po  nástupu nacistÛ bylo Hellmannovi zfiejmé, Ïe s ro-

dinou zÛstat v Nûmecku nelze. ManÏelé uvaÏovali o více

moÏnostech emigrace, ale posléze zvítûzilo pfiání paní Hell-

mannové vrátit se na Ukrajinu. Sovûtské autority fiekly ano,

ale Ukrajinu zamítly. Alternativa, kterou nabídly, nebyla

‰patná: pozice vedoucího teoretické skupiny a profesora

Karpovova ústavu v Moskvû. Mimofiádné kvality Hellman-

novy byly v odborném svûtû dobfie známy. Nedlouho po

emigraci, v r. 1934, byla tato nabídka realizována. Hell-

mann se dal do práce s ohromn˘m nasazením a horlivû pub-

likoval v Moskvû i v zahraniãí. Cítil se dobfie a v ãervnu r.

1936 dostal sovûtské obãanství. Uãenci, pfiesnûji fieãeno vy-

braní uãenci, se v Moskvû tû‰ili váÏnosti a pfiízni, a tak Ïi-

vot Hellmannov˘ch nebyl ‰patn˘. Na sklonku r. 1937 si

v‰iml, Ïe atmosféra prostfiedí, kde uÏ nûkolik let Ïil a pra-

coval, se podivnû zmûnila. Nepfiíznivá atmosféra se prohlu-

bovala  a v bfieznu 1938 hrozivá historka zaznamenala pr-

vou kulminaci: Hans Hellmann byl zatãen. KdyÏ mu bylo

34 let 7 mûsícÛ a 15 dní, dne 29. kvûtna 1938, byl NKVD

zavraÏdûn. KdyÏ si ‰la vdova za dva t˘dny do ústavu pro

poslední plat, nedostala ho. Zato si na „stûngazetû“ pfieãetla

denunciaci o svém muÏi; zpráva byla podepsána dvûma

Hellmannov˘mi kolegy, Dr. Zhukhovitskym a Dr. Tjomki-

nem, ktefií byli pokládáni za jeho udavaãe. Prv˘ z nich byl

sekretáfiem stranické organizace v ústavu. Vdova s devítile-

t˘m synem byla záhy vystûhována z bytu a zanedlouho za-

tãena. Hans Hellmann, Jr. se setkal se svou matkou za 15

let. To bylo v dobû, kdy uÏ byl vystudovan˘m elektroinÏe-

n˘rem. Jeho Ïádostem o vystûhování s rodinou vyhovûly

úfiady teprve jako dvaa‰edesátiletému v r. 1991.

Hellmann byl uãenec skuteãnû nev‰ední: byl nejen vy-

nikajícím teoretick˘m fyzikem, ale téÏ velice zdatn˘m ex-

perimentátorem a navíc pfiírodovûdcem s hlubok˘m poro-

zumûním chemii. Zb˘vá dodat, Ïe byl uãencem, kter˘ mûl

jedineãnou zpÛsobilost vystihnout témata, jeÏ budou hrát za

pár let ãi desetiletí klíãovou roli v rozvoji teorie v chemii.

To v‰e bych chtûl doloÏit pomocí v˘bûru Hellmannov˘ch

objevÛ a dûl, které, po sloÏení v koláÏ, by byly pÛsobivou

dekorací pro (virtuální) síÀ slávy. NepÛjde o pouhé vyjme-

nování objevÛ, jeÏ (jistû nejen já) pokládám za díla klíãové

dÛleÏitosti, ale téÏ o uvedení, k ãemu dnes slouÏí a kdo pfii-

spûl v˘znamnû k jejich vyuÏívání.

Domnívám se, Ïe kdyby Hellmann Ïil ve ‰Èastnûj‰í

dobû, byl by vynikajícím kandidátem na Nobelovu cenu. Ve

skuteãnosti mû udivuje, Ïe jeho dílo je zmínûno snad jen ve

40 % uãebnic kvantové chemie. Samozfiejmû v zemi, která

mu poskytla azyl a pak ho pfiipravila o Ïivot, nemûla ofici-

ální místa zájem pfiipomínat jeho dílo. A v jeho rodné zemi

zaãali usilovat o nápravu teprve v 90. letech, o ãemÏ se

krátce zmíním v závûru tohoto ãlánku.

Onu zmínûnou virtuální koláÏ vytvofiím ze ‰estice v˘-

razn˘ch v˘sledkÛ; prv˘ z nich nese v oznaãení jeho jméno.

Jde o HellmannÛv-FeynmanÛv teorém. Pfiispûl k tomu, Ïe

aplikovaná kvantová chemie prodûlala v 70. letech ohrom-

nou promûnu. Dnes je uÏ obecnû známo, Ïe ze Schrödinge-

rovy rovnice plyne pfiedpis pro v˘poãet celkové energie, E,

systému popsaného vlnovou funkcí Ψ a hamiltoniánem H:

E = < Ψ | H | Ψ > (1)

Tento v˘raz dovoloval uÏ ve 30. letech pomocí trpûli-

vého mûnûní vazebn˘ch délek a úhlÛ dospût u dvou- a tfií-

atomov˘ch molekul ke struktufie, jeÏ odpovídala minimu

energie. Av‰ak nutno dodat, Ïe pátrání po optimální struk-

tufie u pouhé ãtyfiatomové molekuly je velice pracné a u vût-

‰ích molekul prakticky neproveditelné. A tak celá oblast

HANS HELLMANN: ÎIVOTNÍ P¤ÍBùH VùDCE VE 20. STOLETÍ*

* Zkrácená verze pfiedná‰ky proslovené na Hellmannovû workshopu v rámci 11. Mezinárodního kongresu kvantové chemie v Bonnu, dne 26.7.2003.
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zaãní pfiíspûvek. Slu‰í se dodat, Ïe ãasovû promûnné dipóly se

uplatÀují napfi. u atomÛ vzácn˘ch plynÛ; jsou zpÛsobeny tím,

Ïe tûÏká atomová jádra nestaãí sledovat velmi rychl˘ pohyb

elektronov˘ch oblakÛ. Tyto interakce mají zásadní v˘znam

pro chemii v kondenzované fázi a jsou naprosto nezastupi-

telné v celé oblasti biodisciplín. K jejich náleÏitému docenûní

nepochybnû dojde v nedaleké budoucnosti.

Ultrapion˘rem v této oblasti byl pût let pfied Hellman-

nem Fritz London10, ale HellmannÛv pfiíspûvek11 je origi-

nální a velice pfiínosn˘. Je nejvy‰‰í ãas, aby mladí adepti

biodisciplín (chemici ov‰em téÏ) vûnovali náleÏitou pozor-

nost popisu a interpretaci tûchto interakcí; bez toho by ne-

mûli moÏnost porozumût prÛbûhu fungování elementárních

procesÛ v Ïivé hmotû. Soustavné pouãení o tûchto interak-

cích lze nalézt na více místech v literatufie, napfi. v pra-

cích12-14.

Jen krátce se mohu zmínit o viriálovém teorému, kter˘

ukazuje, Ïe mezi potenciální (V), kinetickou (T) a celkovou

(E) energií u atomÛ a molekul existuje podivuhodnû jedno-

duch˘ vztah:

(3)

Tento vztah pfiesnû platí v pfiípadû, Ïe máme k dispozici

pfiesnou vlnovou funkci4,15. U v˘poãtÛ s funkcemi pfiibliÏ-

n˘mi lze podle míry nesplnûní vztahu (3) usuzovat na kva-

litu pouÏité pfiibliÏné vlnové funkce. Zb˘vá dodat, Ïe ke

vztahu (3) dospûli nezávisle Hellmann4 a Slater15, a proto

b˘vá oznaãován jako HellmannÛv-SlaterÛv teorém. Jedno-

duchost vztahu (3) mÛÏe svádût k domnûnce, Ïe pozadí to-

hoto vztahu je stejnû prosté. Av‰ak není tomu tak; ve sku-

teãnosti i v literatufie nepochybnû dobré kvality b˘vá sepûtí

potenciální, kinetické a celkové energie interpretováno

zmatenû a ne zcela korektnû. Jasno lze získat napfi. trpûli-

v˘m prostudováním prací Ruedenberga16 a Kutzelnigga17.

Páté místo v na‰í koláÏi právem náleÏí Hellmannov˘m

experimentálním pracím. I v tomto smûru byl skuteãn˘m

mistrem, jak˘m byl v oblasti teorie. Pro ilustraci lze uvést

mûfiení frekvenãnû závisl˘ch dielektrick˘ch konstant18, jeÏ

bylo souãástí jeho dizertace, jakoÏ i dnes vskutku aktuální

téma, t˘kající se rozkladu ozonu ve stratosféfie19. Jeho stu-

die chemické reaktivity20 pfiedbûhla dobu. Ve v‰ech sv˘ch

pracích vÏdy kladl dÛraz na zkoumání toho, jak nepfiesnosti

jednotliv˘ch promûnn˘ch ovlivÀují pfiesnost stanovované

veliãiny. S politováním lze dodat, Ïe tomu trvale v˘znam-

nému bodu se dnes vûnuje jen malá pozornost.

Jako poslední bod do koláÏe z Hellmannova díla  vybí-

rám jeho monografii, která vy‰la v r. 1937 v Moskvû pod

názvem „Kvantovaja chimija“21. To bylo prvé dílo tohoto

druhu, tedy poãin prÛkopnick˘. Je ov‰em pravda, Ïe uÏ v r.

1935 vy‰lo známé dílo Paulinga a Wilsona nadepsané „Int-

roduction to Quantum Mechanics“ s podtitulem „With Ap-

plication to Chemistry“. To, co je na Hellmannovû díle

zvlá‰tû ocenûníhodné, je to, Ïe po témûfi 70 letech je pofiád

svûÏí a pouÏitelné jako uãebnice! Ostatnû totéÏ platí o díle

o sedm let mlad‰ím, o „Quantum Chemistry“ Eyringa, Wal-

tera a Kimballa, které má uÏ mnoho desetiletí charakter ja-

studia hyperploch potenciální energie stagnovala. Ke dra-

matické zmûnû do‰lo aÏ v 70. letech, kdy se pro optimali-

zaci geometrie molekul zaãalo pouÏívat vedle v˘poãtu ener-

gie také v˘poãtu gradientÛ energie1-3, tedy derivací celkové

energie podle vnitfiních soufiadnic molekuly xi. Hellmann

ukázal, Ïe platí4

(2)

coÏ znamená, Ïe hodnoty zmûny energie se zmûnou (zvût-

‰ením ãi zmen‰ením) soufiadnice vypoãítáme ze Schrödin-

gerovy rovnice, v níÏ hamiltonián je nahrazen jeho derivací

podle soufiadnice. Optimalizace geometrie molekul pomocí

energie a gradientu energie zpÛsobila – spolu s kvalitními

poãítaãov˘mi programy – ohromn˘ rozmach teorie v che-

mii. Ve vût‰inû laboratofií se kvantová chemie stala neod-

myslitelnou sloÏkou experimentální práce. Slu‰í se je‰tû po-

znamenat, Ïe derivace energie podle soufiadnice má srozu-

miteln˘ fyzikální v˘znam. Udává totiÏ velikost a smûr síly,

jeÏ pÛsobí na jádra jednotliv˘ch atomÛ v molekule, a tudíÏ

pfiedstavuje pokyn, o kolik a v jakém smûru zmûnit polohu

toho kterého jádra, abychom se pfiiblíÏili k optimální struk-

tufie, tedy k té, jíÏ pfiíslu‰í nejniÏ‰í energie. Rozumí se samo

sebou, Ïe v této struktufie jsou v‰echny dílãí hodnoty gradi-

entu energie rovny nule.

Dal‰í políãko v na‰í koláÏi je spjato s tím, co se dnes nej-

ãastûji naz˘vá pseudopotenciál. Název to není nejpodafie-

nûj‰í, idea je to v‰ak velice uÏiteãná. Mnoho pokusn˘ch

i teoretick˘ch studií je spjato se systémy, obsahujícími

atomy 1. a 2. fiady periodického systému. Pfiechod k teore-

tickému popisu tûÏ‰ích atomÛ je svízeln˘ proto, Ïe s rostou-

cím poãtem elektronÛ se stává v˘poãet na kvalitní úrovni

pro velik˘ rozsah nezvládnuteln˘ i v pfiípadû velmi v˘kon-

ného poãítaãe. Hellmann navrhl uÏ v r. 1934, jak pfiekonat

tuto svízel5. Doporuãil uvaÏovat ve v˘poãtu explicite pouze

elektrony vnûj‰í slupky, tedy elektrony valenãní. Elektrony

vnitfiních slupek (kter˘ch je u tûÏ‰ích atomÛ velká vût‰ina),

zvané téÏ elektrony „core“, vytváfiejí spolu s jádrem atomu

útvar, kter˘ se zpracovává jako celek. Tento postup umoÏ-

Àuje kvalitní popis systémÛ obsahujících tûÏké atomy. Slu‰í

se dodat, Ïe tutéÏ ideu popsal témûfi souãasnû Gombas6.

V minul˘ch desetiletích byly navrÏeny pseudopotenciály pro

v‰echny tûÏké atomy, pseudopotenciály, které berou náleÏitû

v úvahu potfiebu respektovat relativistické efekty, jeÏ se pro-

nikavû uplatÀují u elektronÛ tûchto atomÛ ve slupkách, situ-

ovan˘ch nejblíÏe atomovému jádru7-9. Je tedy zfiejmé, Ïe

dnes uÏ v periodickém systému neexistují v˘poãtovû nedo-

stupná záti‰í. Je v‰ak pravdou, Ïe mezi tûÏk˘mi atomy exis-

tují takové, jejichÏ zpracování není snadné, ale to je uÏ pfií-

pad pfiesahující zamûfiení tohoto ãlánku.

Dal‰í bod je (a bude!) perlou v na‰í koláÏi. T˘ká se van

der Waalsov˘ch (zkrácenû vdW) interakcí, které se v literatufie

oznaãují téÏ jako slabé ãi nekovalentní. Jde o interakce mezi

permanentními, indukovan˘mi a ãasovû promûnn˘mi elek-

trick˘mi multipóly, jeÏ jsou spjaty s interagujícími moleku-

lami; interakce dipól-dipól ãasto pfiedstavuje nejvût‰í stabili-
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kési „bible“ pro zaãínající kvantové chemiky. Pokud jde

o Hellmannovu monografii, nutno dodat, Ïe v r. 1937 ne-

mûla nadûji na vydání v nacistickém Nûmecku. Nûmeckou

verzi se v‰ak podafiilo uplatnit ve Vídni22 v té dobû je‰tû ne-

obsazené.

Dfiíve neÏ umístíme celou koláÏ do virtuální sínû slávy,

je na místû pokus o zafiazení Hellmannova pfiíbûhu do kon-

textu 20. století. Od doby osvícenství v 18. století lze sle-

dovat cestu  rozmachu  k politick˘m, hospodáfisk˘m a soci-

álním rysÛm demokracie 20. století. V‰ichni ov‰em víme,

Ïe na odvrácené stranû tohoto století jsou dvû války, války

hrÛzné rozsahem a brutalitou. A letitá válka studená. A dvû

surové a bestiální diktatury, jeÏ své metazloãiny páchaly

v rámci hnûdé a rudé verze socialismu: dohromady to stálo

Ïivot okolo 80 miliónÛ lidí. Vynikající uãenec Hans Hell-

mann byl jedním z onûch 80 milionÛ. Bylo to navíc také

století emigrací a emigrantÛ.

Ve 20. století do‰lo také k dfiíve netu‰enému rozmachu

vûdy a vyspûlého prÛmyslu. Do‰lo k objevÛm, jeÏ zmûnily

ná‰ pohled na vesmír a na svût, v nûmÏ Ïijeme. Role fyziky,

chemie, biologie (v ‰irokém slova smyslu) a lékafiství byla

pfievratná. Pokud bych smûl zmínit jen jeden jedin˘ z tûch

velk˘ch objevÛ, tak bych uvedl kvantovou mechaniku; je to

nejen pro mne jeden z nejvût‰ích triumfÛ lidského ducha23

s dÛsledky pro fundamentální teorii fyziky (hlubok˘ prÛnik

do svûta elementárních ãástic a souãasné úsilí o spojení

s obecnou teorií relativity) a pro vznik molekulov˘ch vûd

(je jejich spoleãn˘m teoretick˘m jmenovatelem). Koneãnû

myslím, Ïe by bylo ‰koda neupozornit na vliv kvantové teo-

rie na v˘tvarné umûní 20. století24.

Pfied uzavfiením svého krátkého pfiíspûvku rád konsta-

tuji, Ïe v posledních letech vzrostl pronikavû v odborn˘ch

kruzích zájem o Hellmannovo dílo i o jeho osud jak v Nû-

mecku, tak v Rusku. V Nûmecku je v ãele tûchto snah prof.

W. H. Eugen Schwarz na univerzitû v Siegenu. On také v˘-

znamnû pfiispûl ke vzniku dvou vynikajících pfiíspûvkÛ o H.

Hellmannovi25,26.

Sv˘m dílem si Hellmann vytvofiil pomník, kterému ne-

hrozí zvûtrávání a koroze. Mysle na velkého uãence, jed-

noho z 80 milionÛ lidí, jejichÏ Ïivoty byly zmafieny, pfieji si,

aby mladá generace nebyla lhostejná k minulosti a historii

vÛbec, nejen k historii vûdy. Pokud by tomu tak nebylo,

hrozila by totiÏ recidiva. Na to nás uÏ pfied lety upozornil

americk˘ filozof ‰panûlského pÛvodu, George Santayana

(1863–1952): „Who does not remember the past, is con-

demned to repeat it“. Na nás seniorech je, abychom na to

taktnû, av‰ak houÏevnatû upozorÀovali mlad‰í generace.
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R. Zahradník (J. Heyrovsk˘ 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, (ii)
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, 
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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-

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. Úvod

Pyridoxal-5’-fosfát (PLP) a pyridoxamin-5’-fosfát

(PMP) jsou formy vitaminu B6, které se mohou jako kofak-

tor úãastnit metabolick˘ch pochodÛ spojen˘ch s pfiemûnami

aminokyselin. Struktura PLP umoÏÀuje jeho vyuÏití jako

katalyzátoru velmi rozmanit˘ch reakcí, zahrnujících napfií-

klad transaminaci, racemizaci, α-dekarboxylaci, aldolové

‰tûpení a β- a γ-eliminaci1. Taková univerzálnost není u or-

ganick˘ch slouãenin vyuÏívan˘ch jako kofaktory enzymÛ

pfiíli‰ bûÏná. Ve v‰ech v˘‰e zmínûn˘ch pfiípadech je pro ka-

tal˘zu vyuÏívána aldehydová skupina PLP. Pyridinov˘ kruh

usnadÀuje prÛbûh reakcí díky aromatickému charakteru

a schopnosti odtahovat elektrony z Cα uhlíku substrátu

a stabilizovat Schiffovu bázi vzniklou po navázání sub-

strátu. Tím dojde k nezbytné labilizaci vazeb vycházejících

z Cα uhlíku. 

2. Pyridoxalfosfát jako katalyzátor
neenzymov˘ch reakcí

Bylo prokázáno, Ïe samotn˘ PLP je schopen katalyzo-

vat nûkteré reakce ve vodn˘ch roztocích, napfiíklad kon-

verzi nûkter˘ch aminokyselin na pfiíslu‰né oxokyseliny, ra-

cemizaci nûkter˘ch aminokyselin2, dekarboxylaci amino-

kyselin nebo eliminaãní3,4 reakce (serin → pyruvát + amo-

niak, serin → glycin + formaldehyd). Jako katalyzátory

tûchto reakcí mohou kromû PLP pÛsobit i dal‰í slouãeniny

obsahující dusíkat˘ heterocyklus, volnou fenolovou a for-

mylovou skupinu1, jako napfiíklad 3-hydroxypyridin-4-al-

dehyd nebo 3-hydroxypyridin-2-aldehyd. Obdobné slouãe-

niny bez heterocyklu, jako napfiíklad salicylaldehyd nebo

m-nitrosalicylaldehyd, nejsou schopné uvedené reakce ka-

talyzovat. 

PrÛbûh reakcí katalyzovan˘ch voln˘m PLP je v˘znam-

nû ovlivnûn teplotou a pH a pfiítomností nûkter˘ch iontÛ5,

jako napfiíklad Cu2+, Fe2+, Fe3+, Al3+, které zde mohou mít

nûkolik funkcí. Mohou napomáhat vzniku komplexu PLP

a aminokyseliny ve vodn˘ch roztocích, depolarizovat nabi-

tou karboxylovou skupinu nebo se mohou podílet na odta-

hování elektronu z Cα uhlíku aminokyseliny tvorbou che-

látÛ, které podporují vznik planární konformace aldimino-

vého komplexu. V‰echny tyto funkce jsou pfii enzymové

katal˘ze zaji‰Èovány aminokyselinov˘mi zbytky proteinu.

JiÏ v padesát˘ch letech byl pro reakce katalyzované vol-

n˘m PLP navrÏen základní mechanismus vzniku komplexu

PLP-aminokyselina6, jeho stabilizace kovov˘mi ionty

a byly objasnûny jednotlivé kroky vedoucí k racemizaci,

transaminaci, dekarboxylaci a vzniku glycinu, acetaldehydu

a threoninu. Pozdûji se ukázalo, Ïe enzymovû katalyzované

reakce probíhají shodn˘mi mechanismy (obr.1 na následu-

jící stranû). Je zajímavé a celkem oãekávatelné, Ïe reakce

katalyzované „neenzymov˘m“ PLP mají nízkou reakãní

specifitu, a mÛÏe tedy souãasnû probíhat nûkolik typÛ re-

akcí.

3. Pyridoxalfosfát v enzymov˘ch reakcích

V ‰edesát˘ch letech bylo objeveno a izolováno mnoÏ-

ství enzymÛ obsahujících PLP jako kofaktor. Porovnáním

meziproduktÛ reakcí byl prokázán shodn˘ mechanismus

u enzymov˘ch i neenzymov˘ch reakcí1. Pfii enzymové ka-

tal˘ze se vliv vnûj‰ích podmínek (teplota, pH, pfiítomnost

kovov˘ch iontÛ, koncentrace substrátÛ aj.) sniÏuje, zároveÀ

dochází k v˘znamnému zv˘‰ení reakãní rychlosti a reakãní

specifity.

Hlavní odli‰nost v mechanismu enzymov˘ch reakcí je

ve tvorbû aldiminového meziproduktu. PLP je v enzymech

vázáno v aktivním místû k ε-aminoskupinû lysinového

zbytku apoenzymu jako Schiffova báze (interní aldimin),

5’-fosfátová skupina je fixována aÏ devíti vodíkov˘mi vaz-

bami. PMP je v aktivním místû ukotven zejména pomocí

5’-fosfátové skupiny. Tvorba externího aldiminu se substrá-

tem pak probíhá transaldiminací za vzniku aldaminu jako

meziproduktu, namísto karbinolaminu pfii neenzymov˘ch

reakcích7. Schéma klíãov˘ch meziproduktÛ v reakcích ka-

talyzovan˘ch PLP-dependentními enzymy je na obr. 1.

V‰echny reakce vychází z protonovaného interního aldi-

minu mezi PLP a lysinem z aktivního místa enzymu. Ve

vût‰inû pfiípadÛ je dusíkov˘ atom pyridinu protonován

PYRIDOXALFOSFÁT – KATALYZÁTOR P¤EMùN AMINOKYSELIN
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Obr. 1. Schéma moÏn˘ch reakcí kataly-
zovan˘ch PLP-dependentními enzymy.

Reakce vÏdy zaãíná pfiemûnou interního

aldiminu (struktura oznaãená jako 1) na

externí. Druh kovalentní zmûny je nazna-

ãen nad ‰ipkou10.

Pfii enzymov˘ch reakcích je PLP obklopeno aminokyse-

linov˘mi zbytky apoenzymu, které se mohou podílet na re-

akci jako donory nebo akceptory protonÛ v nûkter˘ch me-

zikrocích a ovlivÀovat tak substrátovou specifitu pfiizpÛso-

bením se konkrétnímu substrátu. Proteinová ãást enzymu

tak zodpovídá za substrátovou specifitu, reakãní specifitu

a ovlivÀuje reakãní rychlost. Pfii nedostateãném potlaãení

vedlej‰ích aktivit enzymu pak mÛÏe docházet k vedlej‰ím

reakcím, které ve vût‰inû pfiípadÛ zpÛsobí inaktivaci en-

zymu8. Pfiíkladem je vedlej‰í reakce katalyzovaná dekarbo-

xylasami, kdy dojde zároveÀ k transaminaci. Vznikl˘ PMP

je k apoenzymu vázán velmi slabû, a proto velmi rychle di-

sociuje. Ve vût‰í mífie k tûmto vedlej‰ím reakcím dochází

u reakcí s analogy substrátÛ, které mohou zpÛsobit odli‰nou

konformaci meziproduktÛ.

a hydroxylová skupina deprotonována. Transaldiminací

vzniká externí aldimin. Na jeho konformaci záleÏí, která

z reakcí bude umoÏnûna. Jedna ze tfií skupin vázan˘ch k Cα
uhlíku (H+, COO–, R) je fixována kolmo k rovinû pyridino-

vého kruhu. Ta je pak v následujícím kroku odtrÏena za

vzniku chinoidního produktu. OdtrÏení COO– je krokem

dekarboxylaãní dráhy, odtrÏením postranního fietûzce sub-

strátu vzniká glycin a tohoto kroku vyuÏívají serin:hydro-

xymethyltransferasa a α-synthasy. Meziprodukt vznikl˘ od-

trÏením protonu je typick˘ pro racemasy, aminotransferasy,

β- a γ-synthasy a pro enzymy katalyzující β-eliminaci. 
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4. Prostorové struktury 
PLP-dependentních enzymÛ

Vztah prostorové struktury a funkce je v souãasné dobû

jednou z priorit v˘zkumu pyridoxalfosfátov˘ch enzymÛ.

PfiestoÏe první struktura PLP-dependentního enzymu9 byla

publikována jiÏ v roce 1980, vût‰í mnoÏství prostorov˘ch

struktur bylo vyfie‰eno aÏ v posledních osmi letech10 díky

moderním krystalografick˘m metodám, které umoÏnily ur-

ãit strukturu i pro molekuly vût‰í neÏ 90 kDa, mezi které

PLP-enzymy ve vût‰inû pfiípadÛ patfií. Pro známé enzymy

je pomocí substrátov˘ch analogÛ a cílené mutageneze sle-

dován vliv jednotliv˘ch aminokyselinov˘ch zbytkÛ na me-

chanismus reakce. U publikovan˘ch struktur byly nalezeny

mnohé podobné strukturní znaky. V souãasné dobû je

obecnû pfiijímáno rozdûlení PLP-enzymÛ do ãtyfi základ-

ních rodin nazvan˘ch podle jejich charakteristick˘ch zá-

stupcÛ jako aspartátaminotransferasová, tryptofansyntha-

sová, alaninracemasová a rodina aminotransferasy d-ami-

nokyselin10,11.

4 .1 .  Aspar tá tamino t rans fe rasová  rod ina

Aspartátaminotransferasa (AAT) je nejvíce prostudova-

nou aminotransferasou1,12, její vlastnosti i struktura byly

podrobnû popsány. PfiestoÏe nejvíce pozornosti bylo vûno-

váno praseãí mitochondriální AAT, struktura byla urãena

i pro enzymy z jin˘ch organismÛ13-16, obratlovcÛ i bakterií.

Shoda ve strukturách je natolik velká, Ïe je moÏné poznatky

o vlivu jednotliv˘ch aminokyselinov˘ch zbytkÛ na mecha-

nismus praseãího enzymu aplikovat i na AAT z prokaryot-

ních zdrojÛ. 

Aspartátaminotransferasa je kompaktnû uspofiádan˘ ho-

modimer s dvouãetnou osou symetrie, podjednotky o mole-

kulové hmotnosti pfiibliÏnû 45 kDa obsahují tfii domény

(centrální váÏící PLP, C-koncovou a N-koncovou). Cent-

rální doména je tvofiena otevfienou α/β strukturou s jedineã-

n˘m uspofiádáním sedmifietûzcového β-sheetu agfedbc, ve

kterém jsou kromû g v‰echny fietûzce paralelní. Lysin váÏící

PLP se nachází ve smyãce mezi fietûzci f a g. Aktivní místa

se nacházejí na rozhraní podjednotek a domén a podílejí se

na nich aminokyselinové zbytky z obou podjednotek. Vazba

substrátu vyvolává v enzymu v˘znamné strukturní zmûny,

které v obdobném rozsahu nebyly pozorovány u Ïádného

dal‰ího PLP-enzymu.

Do této rodiny enzymÛ patfií i ornithinaminotransferasa,

γ-aminobutyrátaminotransferasa, glutamát-1-semialdehyd-

aminomutasa, ω-aminokyseliny:pyruvát-aminotransferasa,

ornithindekarboxylasa, dialkylglycindekarboxylasa, tyro-

sin:fenollyasa, tryptofan:indollyasa a cystathionin β-lya-

sa10. První dva jmenované enzymy jsou homodimery se

strukturou velmi blízkou AAT a dialkylglycindekarboxy-

lase. Glutamát-1-semialdehydaminomutasa17 (GSAT) se

skládá ze dvou podjednotek o shodném aminokyselinovém

sloÏení, ale rozdílné prostorové struktufie podjednotek,

jedna z nich obsahuje PMP namísto obvyklého PLP váza-

ného pfies lysin a vstup do aktivního místa je blokován tfii-

cet aminokyselin dlouhou smyãkou. Tyrosin:fenollyasa18

a tryptofan:indollyasa19 jsou vzájemnû velmi podobné tet-

ramerní enzymy (50% identita sekvencí). V obou dvou hrají

v˘znamnou roli pfii katal˘ze draselné ionty, pokud se na-

hradí sodn˘mi ionty, enzym ztrácí aktivitu. Cystathionin 

β-lyasa20 je také homotetramer a je ze v‰ech enzymÛ této

rodiny nejménû podobná AAT. PfiestoÏe PLP-vazebná 

i C-koncová doména jsou podobné AAT, N-koncová se li‰í

jak ve své struktufie, tak i v poloze vÛãi ostatním doménám.

Vstup substrátu do aktivního místa vyvolává podobné kon-

formaãní zmûny jako u AAT, av‰ak v men‰ím rozsahu, stu-

dované inhibitory nejsou schopné tuto zmûnu vyvolat.

4 .2 .  Tryp tofansyn thasová  rod ina

Tryptofansynthasa21 je enzym o podjednotkovém slo-

Ïení (αβ)2, kde dimery αβ jsou schopné katalyzovat reakci,

av‰ak vazbou na druh˘ dimer se zvy‰uje molární aktivita

komplexu. Enzym katalyzuje syntézy L-tryptofanu z indo-

lylglycerolfosfátu a L-serinu, kde α-podjednotka katalyzuje

vznik indolu a glyceraldehyd-3-fosfátu z indolylglycerol-

fosfátu a β-podjednotka vznik tryptofanu z indolu a serinu.

Pouze β-podjednotka obsahuje PLP. Aktivní místa jsou spo-

jena 2,5 nm dlouh˘m hydrofobním tunelem, kter˘ se vy-

tvofií pouze za pfiítomnosti substrátÛ a draselného iontu,

sodn˘ iont tvorbu kanálu blokuje.

Kromû tryptofansynthasy patfií do této rodiny je‰tû thre-

onindeaminasa a O-acetylserinsulfhydrylasa. Podobnost

mezi enzymy v této rodinû je v˘znamnû men‰í neÏ u aspar-

tátaminotransferasové rodiny. Threonindeaminasa22 je ho-

motetramer, jehoÏ podjednotky se skládají z katalytické 

N-koncové a regulaãní C-koncové domény. Katalytická do-

ména obsahuje PLP a je podobná β-podjednotce tryptofan-

synthasy, regulaãní doména je strukturou podobná fosfogly-

cerát dehydrogenase.

O-Acetylserinsulfhydrylasa23 je dimer s vysokou struk-

turní, av‰ak nízkou sekvenãní homologiií s β-podjednotkou

tryptofansynthasy, oproti které je v˘znamnû zkrácena 

v N-koncové oblasti.

4 .3 .  Rodina  amino t rans fe rasy  d -aminokyse l in

DAAT (cit.24) je homodimer, kter˘ se od AAT li‰í veli-

kostí a orientací PLP v enzymu. Oproti AAT je krat‰í

o zhruba 100 aminokyselin, na tvorbû aktivního místa se

podílejí opût aminokyselinové zbytky z obou podjednotek

a PLP je vázán k proteinu shodn˘mi vodíkov˘mi vazbami.

Na rozdíl od AAT je rozpou‰tûdlu vystavena A-strana ko-

faktoru (v ostatních rodinách to je vût‰inou B-strana9), díky

tomu se pfii vzniku externího aldiminu dostane Cα vodík do

blízkosti aminoskupiny lysinového zbytku zodpovûdného

za deprotonaci Cα aldiminu a protonaci C4’ chinoidního

meziproduktu. Karboxylová skupina aminokyselinového

substrátu je fixována tvorbou iontového páru s argininov˘m

zbytkem. Tím je zaruãena specifita pro D-aminokyseliny.

Velikost aktivního místa umoÏÀuje vstup i relativnû vût‰ích
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Tabulka I

Pfiehled reakcí katalyzovan˘ch PLP-enzymy se známou strukturou

Název enzymu Substráty Produkty

Aspartátaminotransferasová rodina

Aspartátaminotransferasa L-aspartát oxalacetát

α-ketoglutarát L-glutamát

Ornithinaminotransferasa L-ornithin L-glutamát-5-semialdehyd

α-ketoglutarát glutamát

γ-Aminobutyrátaminotransferasa γ-aminobutyrát sukcinát semialdehyd

α-ketoglutarát L-glutamát

Glutamát-1-semialdehydaminomutasa glutamát-1-semialdehyd 5-aminolevulinát

ω-Aminokyseliny:pyruvát-aminotransferasa β-alanin 2-oxopropanoát

pyruvát alanin

Ornithindekarboxylasa L-ornithin putrescin 

CO2

Dialkylglycindekarboxylasa 2,2-dialkylglycin dialkylketon

pyruvát CO2

L-alanin

Tyrosin:fenollyasa L-tyrosin fenol

H2O pyruvát

NH3

Tryptofan:indollyasa tryptofan indol

H2O pyruvát

NH3

Cystathionin β-lyasa cystathionin L-homocystein

H2O pyruvát

NH3

Tryptofansynthasová rodina

Tryptofansynthasa L-serin L-tryptofan

1-(indol-3-yl)glycerol 3-fosfát glyceraldehyd-3-fosfát

H2O

Threonideaminasa L-threonin 2-oxobutanoát

H2O NH3

H2O

O-Acetylserinsulfhydrylasa O-acetyl-L-serin L-cystein

H2S acetát

Rodina aminotransferasy D-aminokyselin

Aminotransferasa D-aminokyselin D-alanin pyruvát

α-ketoglutarát D-glutamát

Aminotransferasa vûtven˘ch aminokyselin L-leucin 4-methyl-2-oxopentanoát

α-ketoglutarát L-glutamát

Alaninracemasová rodina

Alaninracemasa L-alanin D-alanin
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substrátÛ a vysvûtluje pomûrnû malou substrátovou speci-

fitu enzymu.

Kromû DAAT je do této rodiny fiazena i aminotransfe-

rasa vûtven˘ch aminokyselin25. Je to homohexamer sloÏen˘

ze tfií katalytick˘ch dimerÛ uspofiádan˘ch do tvaru trojbo-

kého hranolu. PfiestoÏe i tento enzym má u kofaktoru odha-

lenou A-stranu, je specifick˘ pro L-aminokyseliny. To je za-

ji‰tûno pomûrnû malou zmûnou v aktivním místû, kdy kar-

boxylová skupina aminokyselinového substrátu interaguje

s NH-skupinami peptidového fietûzce na opaãné stranû ak-

tivního místa.

4 .4 .  Alan inracemasová  rod ina

Alaninracemasa26 se vyskytuje jako homodimer, na kaÏ-

dou podjednotku se váÏe jedno PLP. Monomer se skládá ze

dvou domén, N-koncové tvofiené β-soudkem a C-koncové

tvofiené pfieváÏnû β-strukturami. Podjednotky jsou ve velmi

tûsném uspofiádání a smyãka z druhé podjednotky se podílí

na tvorbû aktivního místa první podjednotky. PLP je vázán na

rozhraní domén a podobnû jako u DAAT má obnaÏenou 

A-stranu. Ze získané struktury samotného enzymu v‰ak za-

tím nebylo moÏné urãit, které aminokyselinové zbytky se po-

dílejí na reakci, ani jeden z dosud vytvofien˘ch modelÛ plnû

nevyhovuje sterick˘m a kinetick˘m poÏadavkÛm. 

Vedle alaninracemasy lze do této skupiny zafiadit i or-

nithindekarboxylasu, diaminopimelátdekarboxylasu a argi-

nindekarboxylasu; pfiestoÏe u tûchto enzymÛ nebyla dopo-

sud experimentálnû urãena prostorová struktura, jejich mo-

dely vykazují shodné znaky s alaninracemasou10.

5. Závûr

PLP je schopn˘ katalyzovat mnohé reakce i samotn˘ ve

vodném prostfiedí, av‰ak bez zásadního praktického vyuÏití.

V Ïiv˘ch systémech je to v‰ak nezastupitelná sloÏka, která

se podílí na katal˘ze mnoha zásadních reakcí v buÀce. Pfie-

stoÏe je schopn˘ katalyzovat pfiemûnu jednoho substrátu na

nûkolik rÛzn˘ch produktÛ, peptidová ãást enzymÛ zaruãí, Ïe

bude probíhat témûfi v˘hradnû reakce jediná. ZároveÀ je

tato ãást zodpovûdná i za substrátovou specifitu, která je ve

vût‰inû pfiípadÛ pomûrnû úzká.

V souãasné dobû jiÏ bylo urãeno znaãné mnoÏství pro-

storov˘ch struktur PLP-enzymÛ a u vût‰iny z nich byl navr-

Ïen a pozdûji i potvrzen vliv jednotliv˘ch aminokyselino-

v˘ch zbytkÛ na mechanismus reakce. PfiestoÏe PLP-enzymy

jsou schopné katalyzovat ‰irokou ‰kálu reakcí, rozdíly v je-

jich struktufie jsou relativnû malé. V‰echny mají jako zá-

kladní katalytickou jednotku dimer (i kdyÏ se nûkteré vy-

skytují jako tetra- nebo hexamery) o molekulové hmotnosti

kolem 90 kDa (obr. 2) a v‰echny mají velmi kompaktní

strukturu, aktivní místa se pak ve vût‰inû pfiípadÛ vyskytují

na rozhraní podjednotek. Do jedné rodiny pak mohou patfiit

enzymy schopné vyuÏívat jak D-, tak L-aminokyseliny a pfii-

tom jsou jejich aktivní místa velmi podobná. U mnoha en-

zymÛ s pomûrnû malou sekvenãní homologií je aÏ pfiekva-

pující shoda ve struktufie nejen enzymu jako celku, ale

i v umístûní a struktufie aktivního místa.

Studium vztahu struktury a funkce PLP-enzymÛ vyvo-

lává v souãasnosti i fiadu dal‰ích otázek. Proã napfiíklad exi-

stují v˘znamné rozdíly v interakcích apoenzymu s PLP,

kdyÏ cíl – fixace PLP v aktivním místû – je shodn˘. Dal‰í

neznámou je pfiíãina odli‰n˘ch nárokÛ na uzavfiení aktiv-

ního místa pfii reakci a fixaci substrátu; byly popsány en-

zymy vyÏadující úplné uzavfiení aktivního místa a zabránûní

vstupu vody, ale i enzymy, kdy se vstup do aktivního místa

po vstupu substrátu nezmûní a molekuly vody mohou i na-

dále do aktivního místa vstupovat. Stejnû tak jsou známé

enzymy, které pro zdárn˘ prÛbûh reakce vyÏadují zcela ri-

gidnû fixovan˘ substrát a naopak enzymy, u kter˘ch je sub-

strát v aktivním místû drÏen pouze velmi volnû. Zcela ne-

znám˘ je dÛvod, proã se od sebe strukturou li‰í sekvenãnû

shodné podjednotky dimeru GSAT a proã je v tomto pfií-

padû vázáno na jednu podjednotku PLP a na druhou PMP.

Odpovûdi na tyto otázky mohou b˘t odhaleny pomocí

souãasn˘ch molekulárnû biologick˘ch metod umoÏÀujících

cílené mutace v enzymov˘ch strukturách a sledování jejich

vlivu na prostorovou strukturu a funkci enzymÛ. Také vyfie-

‰ení dal‰ích struktur pfiíbuzn˘ch enzymÛ a identifikace no-

v˘ch, dosud neznám˘ch PLP-enzymÛ, mÛÏe pfiinést mnohé

pfiekvapující odpovûdi, které by mohly b˘t zajímavé

i z obecnû enzymologického hlediska.

a

aspartátaminotransferasa

aminotransferasa D-aminokyselin

tryptofansynthasa

alaninracemasa

b

c d

Obr. 2. StuÏkové diagramy zástupcÛ jednotliv˘ch strukturních
typÛ; podjednotky jsou rozli‰eny odstíny ‰edi, (a) aspartátamino-

transferasa (PDB ãíslo 7AAT), (b) tryptofansynthasa (PDB ãíslo

1TTQ), (c) aminotransferasa D-aminokyselin (PDB ãíslo 1DAA),

(d) alaninracemasa (PDB ãíslo 1SFT)
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Seznam zkra tek

PLP pyridoxal-5’-fosfát

PMP pyridoxamin-5’-fosfát

AAT aspartátaminotransferasa

DAAT aminotransferasa D-aminokyselin

GSAT glutamát-1-semialdehydaminomutasa

M. Marková and B. Králová (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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Úvod

Ke zlep‰ení Ïivotního prostfiedí pfiispívá i hodnocení od-

padÛ v‰ech kategorií, zejména mají-li b˘t ukládány na

skládkách. V souãasné dobû se stále pracuje na normalizaci

postupÛ pro stanovení charakteristik odpadÛ a to nejen

v âeské republice, ale i v celoevropském mûfiítku. Obecnû

jednou z nejv˘znamnûj‰ích charakteristik odpadu je vylu-

hovatelnost toxick˘ch sloÏek. Kromû sledování toxick˘ch

prvkÛ a dal‰ích parametrÛ ve vodn˘ch v˘luzích, pfiiprave-

n˘ch rÛzn˘m postupem, se ãasto studuje vyluhovatelnost

i v jin˘ch ãinidlech za úãelem zji‰tûní zpÛsobu vazby urãi-

tého polutantu v odpadu. Nejznámûj‰í postupy jsou po-

psány napfi. v pracech1-3. Pfiehled publikací popisujících vy-

luhování polutantÛ z popílkÛ je napfi. v práci Jaro‰, Hod-

slavská a Ditz4. V âeské republice se nûkolik let pouÏívala

pro hodnocení odpadÛ vyhlá‰ka MÎP ã. 338/1997 Sb. jako

pfiíloha k Zákonu o odpadech ã. 125/1997 Sb.5 Po vydání

metodické pfiíruãky se postupy pfiípravy vodného v˘luhu

i metody stanovení sledovan˘ch parametrÛ sjednotily podle

poÏadavkÛ zmínûné vyhlá‰ky. Jak ukázala práce Jaro‰e

a Hamalové6, pfii stanovení nûkter˘ch parametrÛ se v‰ak

v˘raznûji projevuje vliv mezilaboratorní variability. Nove-

lizovaná vyhlá‰ka 383/2001 Sb.7 pfiinesla zmûny pfiedev‰ím

v hodnocení organick˘ch polutantÛ, nikoli v metodû pfií-

pravy v˘luhu pro stanovení kovÛ. 

V r. 1986 byl v USA rozpracován test pro hodnocení ri-

zikov˘ch materiálÛ, kter˘ byl posléze zahrnut do metodik

US EPA pod oznaãením „Toxicity characteristic leaching

procedure“, zkracováno TCLP (metoda US EPA 1311, cit.8).

Jde o speciální proceduru, která slouÏí nejen k získávání v˘-

luhÛ stabilních sloÏek, ale také tûkav˘ch látek. Pro realizaci

testu je poÏadována speciální tlaková nádoba oznaãována

ZHE (zero headspace extractor). V této nádobû je provádûno

vyluhování pod tlakem. ZHE umoÏÀuje primární separaci

kapaliny od tuhé fáze, extrakci a finální filtraci extraktu bez

toho, aby byla nádoba otevírána. Je-li odpad hodnocen z hle-

diska jin˘ch neÏ tûkav˘ch kontaminantÛ, mÛÏe se k pfiípravû

extraktu pouÏít libovolná extrakãní nádoba, u níÏ je voln˘

prostor nad extraktem. Pro anal˘zu anorganick˘ch látek je

doporuãována nádoba z plastu nebo borosilikátového skla.

Podle postupu uvedeného v tomto pfiedpisu se zkouman˘

vzorek materiálu extrahuje v jednom ze dvou extrakãních

roztokÛ po dobu 24 hodin. Po 18 hodinách míchání uvede-

n˘m zpÛsobem se smûs nechá 6 hodin sedimentovat. Mí-

chání se provádí na rotaãním zafiízení rychlostí 24 otáãek za

minutu. K pfiípravû extraktu se pouÏije vzorek odpadu s ve-

likostí ãástic men‰í neÏ 1 cm nebo s velikostí povrchu niÏ‰í

neÏ 3,1 cm2.g-1. Obsahuje-li odpad kapalnou fázi, provede

se pfied vlastní pfiípravou extraktu separace kapalné fáze tla-

kovou filtrací. Z tuhé fáze se pfiipraví extrakt smícháním

vzorku s dvaceti násobkem su‰iny tuhé fáze. U odpadÛ ne-

obsahujících Ïádnou kapalnou fázi se rovnou pfiidá dvaceti

násobek extrakãního ãinidla. Po extrakci se k filtraci netûka-

v˘ch kontaminantÛ vyuÏívá tlakové filtraãní zafiízení, do

kterého se vkládají filtry z borosilikátov˘ch sklenûn˘ch vlá-

ken bez vazebného materiálu o efektivní velikosti pórÛ

0,6–0,08 µm nebo 0,7 µm (napfi. firmy Whatman). Nedopo-

ruãuje se pouÏít pfiedfiltrace. Pfii hodnocení mobility kovÛ se

filtr pfied pouÏitím opláchne kyselinou dusiãnou o koncent-

raci 1mol.l-l a tfiikrát redestilovanou vodou. 

V této práci je provedeno srovnání vylouÏeného mnoÏství

vybran˘ch polutantÛ z elektrárensk˘ch popílkÛ vznikl˘ch spa-

lováním rÛzného uhlí v klasick˘ch ro‰tov˘ch kotlích v prostfiedí

vody a extrakãních ãinidel podle vyluhovací procedury TCLP. 

Experimentální ãást

PouÏ i té  mate r iá ly

K experimentálním pracem bylo pouÏito 6 vzorkÛ popílkÛ.

Jde o prÛmûrné roãní sesypy vzorkÛ popílkÛ z elektráren, které

spalují rÛzné typy uhlí. Vzorek ã. 1 je popílek vznikající pfii

spalování lignitu v elektrárnû Hodonín, vzorky ã. 2 aÏ 4 jsou

popílky z elektráren spalujících rÛzné druhy hnûdého uhlí (vzo-

rek ã. 2 pochází z elektrárny Mûlník spalující smûs hnûdého

uhlí, vzorek ã. 3 z elektrárny Chvaletice spalující hnûdé uhlí

z Mosteckého revíru, vzorek ã. 4 z elektrárny Tisová spalující

hnûdé uhlí ze Sokolovského revíru s vy‰‰ím obsahem titanu

a berylia), vzorky ã. 5 a 6 pocházejí z elektráren spalujících

ãerné uhlí (vzorek ã. 5 pochází z elektrárny Pofiíãí spalující

ãerné uhlí z kladenského revíru a z Polska, vzorek ã. 6 z elekt-

rárny Dûtmarovice spalující ãerné uhlí z OKD a Polska).

CHEMICK¯ PRÒMYSL
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Tabulka I

Chemické sloÏení vzorkÛ popílkÛ

Analyt Jednotka Koncentrace analytu ve vzorku popílku ã.

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 24,9 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-1 107 28,8 167 54,3 187 86,1

V mg.kg-1 253 354 347 431 194 238

Cr mg.kg-1 209 175 175 273 128 224

Co mg.kg-1 <25 <25 <27 <28 24,2 28,7

Ni mg.kg-1 131 121 124 117 88,1 121

Cu mg.kg-1 132 129 108 193 107 136

Zn mg.kg-1 150 225 209 163 327 184

Cd mg.kg-1 <0,1 1,4 1,2 1,0 2,5 1,4

Ba mg.kg-1 900 730 794 1220 743 1140

Pb mg.kg-1 31,0 50,0 44,0 94,0 210 92,6

V‰echna uhlí byla spalována klasick˘m granulaãním postupem

a popílek byl odebírán z elektrofiltrÛ. Chemické sloÏení, které

bylo stanoveno rentgenovou fluorescenãní anal˘zou (pfiístroj

Spectro X-Lab), je uvedeno v tabulce I. Vlhkost stanovená gra-

vimetricky byla u v‰ech vzorkÛ niÏ‰í neÏ 0,5 %.

K pfiípravû extraktÛ podle v˘‰e uvedené metodiky byly

pfiipraveny dva typy extrakãních roztokÛ. Extrakãní roztok

I (pH 4,93 ± 0,05) byl pfiipraven rozpu‰tûním 5,7 ml bezvodé

kyseliny octové v 500 ml demineralizované vody a pfiidáním

64,3 ml hydroxidu sodného o koncentraci 1 mol.l-1. Získaná

smûs se nafiedila demineralizovanou vodou na objem 1 litr.

Extrakãní roztok II (pH 2,88 ± 0,05) byl pfiipraven rozpu‰tû-

ním 5,7 ml bezvodé kyseliny octové v litru demineralizované

vody. K pfiípravû vodn˘ch v˘luhÛ a extrakãních roztokÛ byla

pouÏita demineralizovaná voda a chemikálie ãistoty p. a. 

Urãen í  ex t rakãn ího  roz toku

Podle metodiky TCLP se pfied vlastní extrakcí urãí

vhodn˘ extrakãní roztok, ve kterém se provede extrakce

podle následujícího postupu: 5 g vzorku, u kterého byla zre-

dukována velikost ãástic pod 1 mm, se pfienese do Erlen-

mayerovy baÀky o objemu 500 ml. Pfiidá se 96,5 ml demi-

neralizované vody, pfiikryje se hodinov˘m sklíãkem a mí-

chá se po dobu 5 minut magnetick˘m míchadlem. Po 5 mi-

nutách se zmûfií pH. Je-li pH men‰í neÏ 5,0 pouÏije se k ex-

trakci netûkav˘ch sloÏek z odpadu extrakãní roztok I. Je-li

pH vût‰í neÏ 5 pfiidá se ke smûsi 3,5 ml roztoku kyseliny

Tabulka II

pH extraktÛ pfii urãení vhodného extrakãního ãinidla 

pro proceduru TCLP

âíslo pH

vzorku po prvním stupni po druhém stupni

(vodn˘ extrakt po 5 min) (po pfiídavku HCl)

1 11,2 1,8

2 5,3 1,2

3 11,4 2,3

4 6,3 1,6

5 11,7 3,8

6 7,5 1,9
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Tabulka III

Parametry pH a konduktivita (mS.m-1) vodn˘ch extraktÛ A a B

âíslo 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

Obr. 1: VylouÏen˘ podíl sledovan˘ch prvkÛ z popílku po spá-
lení lignitu (vzorek ã. 1), ◆Mn, ■ Zn, ▲ V, o Cu

Obr. 2: VylouÏen˘ podíl sledovan˘ch prvkÛ z popílku po spá-
lení hnûdého uhlí (vzorek ã. 2), ◆Mn, ■ Zn, ▲ V, o Cu

dusiãnou o ãistotû p.p. KaÏd˘ vyluhovací test byl proveden

minimálnû dvakrát vedle sebe. Stanovení vybran˘ch kovÛ

bylo provedeno metodou atomové emisní spektroskopie

s indukãnû vázan˘m plazmatem (pfiístroj JY 24, fy Jobin

Yvon). V extraktu typu A byly stanoveny v‰echny prvky

definované tfiídou vyluhovatelnosti I vyhlá‰ky ã. 338/1997

Sb. Pro dal‰í studium byly vybrány pouze Fe, Mn, Zn, Cu

a V, u kter˘ch chyba stanovení pouÏitou technikou je men‰í

neÏ pfiedpokládaná zmûna v dÛsledku rozdílného postupu

pfiípravy extraktu. Uvedené prvky byly stanoveny v pfiipra-

ven˘ch extraktech i slep˘ch vzorcích. V extraktech

A a B bylo sledováno také pH a vodivost. 

V˘sledky a diskuse

pH a konduktivitu vodn˘ch extraktÛ A a B uvádí ta-

bulka III, koncentrace sledovan˘ch prvkÛ v jednotliv˘ch

extraktech vzorkÛ jsou uvedeny v tabulce IV. 

chlorovodíkové o koncentraci 1 mol.l-1. Smûs se protfiepe,

pfiikryje hodinov˘m sklíãkem, zahfieje na teplotu 50 oC, na

které se smûs udrÏuje 10 minut. Je-li pH tohoto roztoku po

ochlazení na laboratorní teplotu niÏ‰í neÏ 5,0, pouÏije se ex-

trakãní roztok I, je-li pH vût‰í neÏ 5, pouÏije se extrakãní

roztok II.

P fi íp rava  ex t rak tÛ  a je j i ch  ana l˘za

V˘sledky mûfiení pH pfii urãování typu extrakãního ãi-

nidla jsou uvedeny v tabulce II.

Z tabulky II vypl˘vá, Ïe k posouzení ‰kodlivosti v‰ech

zvolen˘ch vzorkÛ popílkÛ se podle metodiky TCLP pfii-

praví extrakt v extrakãním ãinidle I (pH 4,93 ± 0,05). Pro

srovnání vlivu pH na vyluhování vybran˘ch prvkÛ z elekt-

rárensk˘ch popílkÛ bylo provedeno vyluhování v obou ex-

trakãních ãinidlech. Z jednotliv˘ch vzorkÛ byly pak pfiipra-

veny ãtyfii typy extraktÛ:

A) Vodn˘ v˘luh pfiipraven˘ podle postupu uvedeného

ve vyhlá‰ce MÎP ã. 338/1997 Sb. o podrobnostech s naklá-

dání s odpady, pfiíloha ã. 4. 

B) Vodn˘ v˘luh pfiipraven˘ postupem podle TCLP. Po-

mûr tuhé a kapalné fáze byl 1 : 20. Smûs byla míchána po

dobu 18 hodin otáãením o 360o rychlostí 24 otáãek za mi-

nutu a 6 hodin sedimentovala. Následnû byla filtrována.

C) Extrakt pfiipraven˘ postupem podle TCLP v extrakã-

ním ãinidle I.

D) Extrakt pfiipraven˘ postupem podle TCLP v extrakã-

ním ãinidle II.

Po ukonãení doby styku kapalné a tuhé fáze byla prove-

dena separace extraktu. Filtrace v˘luhu A byla provedena

membránov˘mi filtry o velikosti pórÛ filtry 0,40 mm (Pra-

gochema, s.r.o.). Extrakty B – D byly filtrovány tlakovou

filtrací filtry s velikosti pórÛ 0,6–0,8 µm (Millipore). Zís-

kané filtráty byly konzervovány koncentrovanou kyselinou
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Srovnání sledovan˘ch parametrÛ u v˘luhu typu A s li-

mitními hodnotami podle vyhlá‰ky ã. 383/2001 Sb. vede

k závûru, Ïe ve v‰ech sledovan˘ch parametrech vzorky vy-

hovují tfiídû vyluhovatelnosti I. Tûmto limitním koncentra-

cím vyhovují i koncentrace sledovan˘ch analytÛ ve v˘luhu

typu B. Pokud se zohlední nejistota stanovení jednotliv˘ch

prvkÛ a pfiíspûvek celého postupu pfiípravy v˘luhu k celko-

vému rozptylu experimentálních dat, znamená to, Ïe zmûna

postupu pfiípravy v˘luhu pfii zachování stejného ãinidla

– vody – nemá na mnoÏství prvku pfiecházejícího do extraktu

u sledovan˘ch vzorkÛ rozhodující vliv. Závûr potvrzují také

hodnoty pH a konduktivity v˘luhÛ typu A a B. Ze srovnání

v˘luhu pfiipraveného podle vyhlá‰ky 338/1997 Sb. (v˘luh A)

a postupu TCLP s odpovídajícím extrakãním ãinidlem (v˘-

luh C) vypl˘vá, Ïe u v‰ech prvkÛ a typÛ popílkÛ nedo‰lo

k v˘raznûj‰ímu vyluhování v extraktu podle TCLP. 

Z koncentrací sledovan˘ch prvkÛ v extraktu byl vypo-

ãten vylouÏen˘ podíl polutantu podle vztahu: 

Tabulka IV

Koncentrace sledovan˘ch prvkÛ v pfiipraven˘ch extraktech popílkÛ 

Analyt Limitní âíslo Koncentrace analytu [µg.l-1] v extraktu typu

konc. tfi. I 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

V 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
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Obr. 6: VylouÏen˘ podíl sledovan˘ch prvkÛ z popílku po spá-
lení ãerného uhlí (vzorek 6), ◆Mn, ■ Zn, ▲ V, o Cu
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Obr. 3: VylouÏen˘ podíl sledovan˘ch prvkÛ z popílku po spá-
lení hnûdého uhlí (vzorek ã. 3), ◆Mn, ■ Zn, ▲ V, o Cu

Obr. 5: VylouÏen˘ podíl sledovan˘ch prvkÛ z popílku po spá-
lení ãerného uhlí (vzorek ã. 5), ◆Mn, ■ Zn, ▲ V, o Cu

Obr. 4: VylouÏen˘ podíl sledovan˘ch prvkÛ z popílku po spá-
lení hnûdého uhlí (vzorek ã. 4), ◆Mn, ■ Zn, ▲ V, o Cu

(1)

kde wl [hm.%] je koncentrace vylouÏeného polutantu do

roztoku po pfiepoãtu na tuhou fázi, ws [hm.%] pÛvodní kon-

centrace polutantu v su‰inû vzorku. Srovnání vylouÏeného

podílu Mn, Zn, V a Cu z jednotliv˘ch vzorkÛ pfiipraven˘ch

postupem popsan˘m v metodice TCLP (v˘luhy B, C a D)

na pH extrakãního ãinidla uvádûjí obr. 1 aÏ 6. Na grafic-

k˘ch závislostech není uveden vylouÏen˘ podíl Fe, protoÏe

se ve v‰ech pfiípadech blíÏí nule. RovnûÏ vyluhování V ze

vzorkÛ popílkÛ vznikl˘ch spálením hnûdého uhlí (vzorky 2-

4) není v˘razné u Ïádného z pouÏit˘ch extrakãních ãinidel.

U vzorkÛ popílkÛ vznikl˘ch spálením ãerného uhlí vylou-

Ïen˘ podíl V dosahoval aÏ 20 % v pfiípadû pouÏití extrakã-

ního ãinidla o pH 2,88. Vyluhování zinku a manganu jed-

noznaãnû u v‰ech typÛ popílkÛ závisí na pH extrakãního ãi-

nidla a vylouÏen˘ podíl v˘raznû vzrostl s pouÏitím kyselej-

‰ího extrakãního ãinidla. Vliv pH extrakãního ãinidla na vy-

luhování mûdi se v˘raznûji projevil jen u vzorkÛ popílkÛ

z hnûdého uhlí. 

Závûr

V pfiedloÏené práci bylo porovnáno mnoÏství vylouÏe-

n˘ch vybran˘ch anorganick˘ch polutantÛ z elektrárensk˘ch

popílkÛ zachycen˘ch na elektrofiltrech. Popílky vznikly

spálením lignitu, rÛzného hnûdého a ãerného uhlí v elekt-
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Ve dnech 16. – 18.3. 2004 se konají v Norimberku v˘-

znamné odborné veletrhy a mezinárodní kongresy. Bude se

jednat o tfii dny hektického veletrÏního dûní. Souãasnû bude

totiÏ probíhat mezinárodní veletrh pro mechanické procesní

technologie a analytiku POWTECH 2004 spolu s mezinárod-

ním odborn˘m veletrhem pro v˘voj, v˘robu a anal˘zu far-

maceutick˘ch, kosmetick˘ch a dietetick˘ch v˘robkÛ i pro-

duktÛ pro zdravou v˘Ïivu TechnoPharm 2004 a mezinárod-

ním odborn˘m veletrhem pro tematiku zabezpeãení proti ex-

plozím a bezpeãnost zafiízení ExploRisk 2004. Veletrh POW-

TECH má jiÏ po léta vedoucí postavení pro tematiku techno-

logií sypk˘ch, prá‰kov˘ch a granulátov˘ch materiálÛ a po-

skytne aktuální pfiehled o v˘voji oboru, ve kterém se v˘roba,

zpracování a testování mikro-, submikro- a nanoãástic vy-

znaãuje krátk˘mi inovaãními cykly. Na tomto veletrhu se

oãekává úãast více neÏ 500 vystavovatelÛ.  TechnoPharm je

oznaãován jako nejdÛleÏitûj‰í evropsk˘ veletrh pro pracov-

níky v˘voje, v˘roby a analytiky kosmetick˘ch a dietetick˘ch

produktÛ. Kromû odborného veletrhu s více neÏ 200 vysta-

vovateli se souãasnû koná  mezinárodní kongres International

Meeting of Pharmaceutics, Biopharmaceutics and Pharmace-

utical Technology 2004. Veletrh ExploRisk nabízí v˘robky

a sluÏby pro zabezpeãení proti explozím a doplÀuje vhodnû

nabídku ostatních dvou veletrhÛ.

SoubûÏnû s tûmito veletrhy se koná svûtová konference

s tematikou úzce navazující na veletrÏní program. Kongres

PARTEC 2004 je jiÏ dlouhá desetiletí svûtov˘m setkáním pro

v‰echny, ktefií se zab˘vají problematikou technologie ãástic.

Jsou to nejen badatelé a experti na ãástice, ale pfiedev‰ím uÏi-

vatelé pigmentÛ, moderních filtrÛ, multifunkãních ãástic, ka-

talyzátorÛ, farmak ãi keramick˘ch a biotechnologick˘ch v˘-

robkÛ. Nedílnou souãástí tematického spektra kongresu

PARTEC jsou i nanotechnologie. Právû tûmto technologiím

je vymezen na kongresu znaãn˘ prostor a budou obsahem

hlavních pfiedná‰ek, více neÏ dvou set posterÛ a dal‰ích ãet-

n˘ch odborn˘ch pfiedná‰ek. Podrobnûj‰í informace o jednot-

liv˘ch akcích lze nalézt na internetov˘ch stránkách

www.powtech.de, www.technopharm.de, www.explorisk.de

a www.partec2004.de.

Pavel  Chuchvalec 

rárnách vybaven˘ch ro‰tov˘m zpÛsobem spalování. Po-

pílky byly louÏeny podle pfiedpisu 338/1997 Sb. a metodi-

kou popsanou v pfiedpisu TCLP. Podle postupu pfiedpisu

TCLP byly pfiipraveny vodné extrakty a extrakty s v˘cho-

zím pH 2,88 a pH 4,93. Bylo sledováno vyluhování Fe, Mn,

Zn, V a Cu. Z proveden˘ch experimentÛ vypl˘vá:

– srovnáním postupu pfiípravy v˘luhu podle vyhlá‰ky

383/2001 a metodiky TCLP, kdy byla pouÏita voda jako

extrakãní ãinidlo, nebyla prokázána závislost mezi vy-

louÏen˘m mnoÏstvím prvku a metodou pfiípravy,  

– aplikací vyluhovací procedury TCLP nebylo u Ïádného

typu popílku a sledovan˘ch prvkÛ dosaÏeno v˘raznûj-

‰ího vylouÏeného podílu, coÏ svûdãí o existenci stabil-

ních slouãenin sledovan˘ch prvkÛ, 

– mnoÏství sledovan˘ch polutantÛ uvolnûn˘ch do ex-

trakãního ãinidla urãuje typ popílku a tedy i uhelné

hmoty, jehoÏ spálením popílek vznikl. 

Autofii práce dûkují grantové agentufie (grant ã. CEZ
279 000017) za finanãní podporu.
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J. Seidlerová, M. Nováãková, and Z. Weiss (Institute
of Materials Chemistry, Technical University, Ostrava):
Assessment of Fly Ashes by TCLP Leaching Test 

Leaching of iron, manganese, zinc, vanadium and copper

from fly ashes from lignite, black and brown coal in power

stations with grate combustion was compared. The ashes

were leached according to the regulation 338/1997 by the

method described in a US EPA directive, with aqueous and

reagent extracts at pH 2.9 and 4.9. The performed experi-

ments proved that the method of preparation of aqueous ex-

tracts has no influence on the amount of a leached metal. The

amounts of a metal leached by the toxicity characteristic lea-

ching procedure (TCLP) in dependence on pH of the extrac-

tion reagent differ for the studied metals and fly ashes types.

B¤EZNOV¯ NORIMBERK VE ZNAMENÍ CHEMICK¯CH VELETRHÒ

ZPRÁVY
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