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Jak ddl...

Je cas vizi, slibui a predsevzeti do 3. tisicileti nebo alesport
do pristiho stoleti. Neodvazuji se predpovédet, jak budou
Chemické listy vypadat za 100 let a jestli se viibec lidstvo
doZije 4. milénia. Obcas siv vivodniku pripomeneme dobu pred
sto lety a zjistujeme, Ze nékteré véci pretrvdvaji staleti. Pridrz-
me se proto podstatné blizsitho horizontu a také rekapitulujme
rok prdve uplynuly.

Jak jinak do nového roku nez s novou, atraktivni obdlkou.
Graficka nasi chrudimské tiskdrny ndm predloZila ldkave
ndvrhy, kterym jsme po mensich vpravdch neodolali. Posud'te
sami. Neprijemnou novinkou je bohuzel zdraZeni predplatné-
ho. Nevedla nds k nému honba za vys$sim ziskem, mimochodem
Chemické listy nejsou a ani nemohou byt ziskové, ale riist ceny
papiru a postovnich ndkladii. Musime udrZet cely systém fi-
nancovdni casopisu v chodu a proto doufdm, Ze nasi predpla-
titelé tento nepopuldrni krok prijmou s pochopenim.

Prirozenou touhou kazdého séfredaktora je, aby casopis
Jjemu svéreny byl co nejaktudlnéjsi. Chemicke listy se snaZi,
zejména ve svych bulletinovych cislech, publikovat jak aktudl-
ni témata chemicko-spolecenskd, tak odbornd. Je mnoho ak-
tudlnich témat, kterym by Chemické listy mély vénovat pozor-
nost. Nekterd byla loni zminéna a neZ se stacila rozvinout do
diskuse, je véc ziejmé uzaviena (chemickd cdst Nové maturi-
ty). Jind vdznd témata byla jen letmo pfipomenuta (populacni
pokles versus slibovany ndriist poctu vysokoskoldkii) a nékterd
zistala leZet nezvednuta (odbornd prestiZ sjezdii nasich Spo-

+vodnik

lecnosti). Jsou vsak i témata vécnd (chemické ndzvoslovi).
Odborné jsem v uplynulém roce postrddal referdt o dendrime-
rech nebo o supramolekuldrni chemii. Nicméné i letos bude
z ¢eho vybirat a myslim, Ze pan profesor Karel Preis by mél
radost. Mrzi mé viak, Ze mnoho zajimavé zpracovanych témat
zistane napsdno pouze pro grantové prihldsky a impaktovd
matematika nemotivuje autory k dotaZeni rukopisu pro Che-
mické listy.

Co bych si prdl do nového roku? Prosim, nastavujte daleko
vice zrcadlo nasSemu snaZeni neZ dosud. Diskusni rubrika
Zivori a chodbové reci ziistanou jen na chodbé.

DiileZitym organizacnim iikolem v letoSnim roce bude
obsazeni mista nové vykonné redaktorky za Ing. C. Jirdtovou,
kterd odchdzi do diichodu. Doufdm, Ze budeme mit s kolegy
privybéru Stastnou ruku. Predbézny zdjem mé presvédcuje, Ze
bude z ceho vybirat. Prdce vykonné redaktorky je totiZ pro
hladky chod casopisu klicovd.

Zdveérem mi dovolte, abych znovu citoval slova naseho
zakladatele prof. Preise z roku 1876, protoZe to jsou ta pravd,
kterd pretrvdvaji staleti: ,,Ndm podepsanym pak byl svéren
Cestny a diileZity iirad redaktorsky. Uvazujice se v Fizeni tohoto
Casopisu, obracime se zdroven k Vdm kollegové s Zdadosti
dutklivou, by jste nds vydatné a diisledné podporovali u vyko-
ndvdni vikolu naseho, zajisté dosti nesnadného!

Bohumil Kratochvil

Redakce casopisu
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1. Uvod

Materidly na bdzi oxid nachdzeji v souc¢asné dobé velice
siroké uplatnéni v fadé aplikaci, z nichZ nékteré uvadi nasledu-
jici prehled:

— skla (systém SiO,—-Al,0,-B,0,-MgO-CaO-PbO-Na,O-
KO, specidlni skla pro optiku, optickd vldkna),

— konstrukéni keramika (systém SiO,~Al,0,-MgO, zirkoni-
¢itd keramika, sialon),

— kompozitni materidly (oxidy se uzivaji jako vyztuz v ko-
vové matrici nebo jako matrice zpevnénd neoxidickymi
vlakny),

— povlaky a tenké vrstvy (ochranné vrstvy pro soucdsti ply-
novych turbin — systém ZrO,-Y,0,-CaO-MgO, dielek-
trické vrstvy v elektronice — SiO,, aktivn{ vrstvy chemic-
kych senzori — ZnO, SnO,, Fe,0,),

— materidly pro magneticky zaznam (y-Fe,0;, CrO,, smésné
ferrity (Zn,Mn,Cu)Fe,0,),

—  konstrukéni prvky palivovych ¢lanki ((La,Sr)MnO5, Y,04—
710,),

- vys021<0teplotn1’ supravodice (YBaCuO, BiSrCaCuO, HgBa-
CaCuO).

Pfi podrobném studiu procest pripravy a zpracovani téch-
to materidli je Casto uzivdna termodynamika jako ndstroj
k hlub§imu pochopeni vztahli mezi podminkami procesu, slo-
Zenim a strukturou daného materidlu a jeho uzitnymi vlast-
nostmi. Aby bylo mozné pozadované rovnovdzné vypocty

provadét, jsou pro kazdou z uvazovanych ldtek nezbytnd
vstupni termodynamicka data — obvykle hodnoty slucovaciho
tepla a moldrni entropie pfi teploté 298,15 K a koeficienty
teplotni zdvislosti izobarické molarni tepelné kapacity nebo
piimo koeficienty teplotni zdvislosti moldrni Gibbsovy ener-
gie. Pro fadu pevnych oxidd jsou tato data tabelovdna v §i-
rokém oboru teplot napi.'™ nebo dostupnd v pocitaiovych
databézich. K dispozici jsou rovnéz obsahlé datové soubory
pro silikéty a jiné oxidické pfirodni mineraly napf. *~'3

Moldrni tepelné kapacity jsou jednou ze zdkladnich termo-
dynamickych funkci pevnych litek. Pro jejich stanoveni se
uzivaji rizné kalorimetrické metody a v soucasné dobé je 1ze
méfit od velmi nizkych teplot (cca 10~ K) do teploty tani. Pro
vétsinu bindrnich oxidd byla kalorimetrickd méfen{ tepelnych
kapacit provddéna a ziskané tdaje jsou bézné¢ dostupné v lite-
ratufe. V nékterych pripadech vSak experimentdlni data dosud
chybi. Pro ziskdni chybéjicich dat anorganickych sloucenin
v pevném stavu byla navrZena celd fada empirickych metod
jejich odhadu. Rada téchto metod je popsdna v piehlednych
pracich napi.®1%!

Cilem ptedlozené préce je shrnuti dosud navrzenych me-
tod, které 1ze uZit pro odhad moldrnich tepelnych kapacit oxid@
v pevném stavu, ovéfeni jejich vérohodnosti a posouzeni
spolehlivosti takto ziskanych ddajt pfi rovnovéaznych vypoc-
tech v oxidickych systémech. V prdci jsou diskutovany meto-
dy pouzitelné pro odhad termodynamickych vlastnosti jedno-
duchych (bindrnich) oxidd. Ackoliv byly pro témét vSechny
tyto oxidy vérohodné experimentdlni hodnoty termody-
namickych funkci publikovdny, je porovndni a posouzeni
jednotlivych metod vyznamné s ohledem na skutec¢nost, Ze
nékteré z nich byly pozdg&ji roziifeny i pro oxidy smésné’.

2. Tepelna kapacita

Tepelna kapacita C je obecné definovana vztahem

C= lim £ (1)

- AT%OE

kde Q je teplo potiebné k ohiati homogenniho systému o infi-
nitesimdln{ pfiriistek teploty d7. JelikoZ mnoZzstvi dodaného
tepla zdvisi na cesté (tedy na podminkdch, za jakych k ohrati
dochdzi) je nutné v definici tepelnych kapacit tyto podminky
jednoznacné specifikovat. Prakticky vyznamné jsou tepelné
kapacity za stdl¢ho tlaku C, a stdlého objemu Cy, definované
vztahy

oH
G = (ﬁ] 2

*  Pod pojmem smésny oxid zde rozumime jak ternarni a vyssi slouCeniny kysliku s dvéma ¢i vice riiznymi kationty a anionty o* (napf.
podvojné oxidy se strukturou spinelu nebo perovskitu), tak i takové slouceniny, v jejichz struktuie Ize rozlisit komplexni anion tvofeny atomy
kysliku a elektronegativnéjsiho prvku, které 1ze povazovat za soli kyslikatych kyselin (napf. chromany a wolframany) a to i v pfipadé, ze
tyto anionty vytvareji fetézce, rovinnou sif ¢i prostorovy skelet (napi. kiemicitany).
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kde H resp. U je entalpie resp. vnitini energie uvazovaného
homogenniho systému. Izobarické tepelné kapacity pevnych
latek 1ze vyjadfit jako sumu piispévki

Cp =C,y+Cpyy+C,y+ Cmg (4)

Vibrac¢ni piispévek C,,, je projevem tepelnych kmiti krys-
talové miizky a teoreticky jej 1ze vyjadrit na zdkladé Einstei-
nova nebo Debyeova modelu krystalulg. Prispévek Cy; je
umeérny té Casti prijatého tepla, které je pfi izobarické expanzi
krystalové miizky pfeménéno na objemovou préci. Prispévek
volnych elektront C se projevi pouze u kovii a pfispévek C,,,
u latek, u kterych dochdzi pfi zahfivani ke zméné magnetické-
ho uspotdddni — z feromagnetického nebo antiferomagnetic-
kého na paramagnetické (z bindrnich oxidu to jsou napt. CoO,
CuO, Fe,0;, MnO nebo NiO). Do magnetického pfispévku
k C  lze zahrnout i tepelné excitace uspofddané miize spind
(magnony) s charakteristickou nizkoteplotni zavislosti 7%
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Obr. 1. Teplotni zavislost vibra¢niho prispévku C , vypoctend z
Debyeova modelu a experimentdlné ziskané standardni molarni tepel-
né kapacity Cgm pro pevny MgO (cit.”)
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Obr. 2. Teplotni zdvislost vibra¢niho prispévku C ; vypoctend
z Debyeova modelu a experimentdlné ziskané standardni moldrni
tepelné kapacity Cgm pro pevny Fe,O, (cit.)

Referaty

a’l pro feromagnetické respektive antiferomagnetické uspo-
faddni.

Teplotni zdvislost C, Ize kvalitativné odvodit z teplotni
zdvislosti jednotlivych pfispévki. V rdmci Einsteinova i De-
byeova modelu krystalu je C,; monoténné rostouci funkci
teploty s limitou 3R pro T — oo (vztaZzeno na 1 mol atomi).
Rovnéz prispévek Cy, = TV(XZ/B (o je koeficient objemové
teplotni roztaznosti a B je koeficient stlacitelnosti) je rostouci
funkci teploty, a tak u nekovl beze zmény magnetického
usporadani je Cp monoténné rostouci funkci teploty. Na obr. 1
je pro ilustraci zndzornén priibéh teplotni zdvislosti C,;, vy-
poctené z Debyeova modelu a experimentdlné ziskaného C
pro pevny MgO (cit."). Teplotni zdvislost magnetického pii-
spévku vykazuje maximum pii Curieové teploté 7. resp. Née-
lové teploté Ty, které se projevi i na teplotni zdvislosti C,.
Teplotni zdvislost moldrni tepelné kapacity Fe,O,, u kterého
dochdzi pfi T. =848 K (cit.”%) ke zméné magnetického uspo-
faddni je zndzornéna na obr. 2.

3. Popis metod

Pro odhad tepelnych kapacit bindrnich oxidi v pevném
stavu se uzivaji empirické prispévkové metody, v ramci kte-
rych je pozadovand termodynamickd funkce (standardni mo-
larn{ tepelnd kapacita pii teploté 298,15 K, Cgm (298,15 K),
resp. konstanty teplotni zdvislosti Cgm (7)) pocitdna jako suma
prispévki jednotlivych atomt nebo iontii. Hodnoty prispévka
byvaji vyhodnocovany optimalizaénim postupem (metodou
nejmensich Ctvercil) z experimentdlnich tdaji pro rizné sou-
bory latek.

Prvni prispévkovou metodu pro odhad tepelnych kapacit
navrhl Kellogg”. Na zdkladé dostupnych experimentdlnich
hodnot CJ, (298,15 K), pro slouceniny s pievazné iontovou
vazbou vyhodnotil pfispévky pro jednotlivé kationty a anionty
(jedno- i viceatomové). Hodnoty kationtovych piispévki ne-
zdvisely na jejich valenci, avsak hodnoty aniontovych piispév-
ki zdvisely na valenci kationtu v dané slouceniné. Vyslednd
hodnota Cgm (298,15 K) pro pevny oxid A, O, je pak ddna
rovnict

Cpn =m.C(A) + n.C(O%) (5)

Kubaschewski a Unal*® na zakladé vétsiho souboru dat
(cca 250 14tek) aktualizovali pfispévky kationtti 49 prvki a pro
ptispévky aniontd stanovili jednu primérnou hodnotu nezavis-
lou na mocenstvi kationtu. Hodnota piispévku k C]?m (298,15 K)
pro anion 0> je C(0*)=18,41J.K " .mol™), hodnoty piispév-
ki kationtd jsou uvedeny v tabulce I. Stejné jako v piipadé
pivodnich Kelloggovych kationtovych ptispévkil nezavisi ty-
to hodnoty na ndboji kationtl a lze je tedy chapat spise jako
prispévky atomarni.

Tito autofi dédle navrhli metodu pro odhad konstant jedno-
duché teplotni zdvislosti moldrnich tepelnych kapacit ve tvaru

C’ =A+B.T+C/T (6)

pm

Pro odhad konstant A a B je uzita hodnota Cr())m (298,15 K)

a teplota tan{ T”P piislusné slouceniny, hodnota konstanty C =
421K g-at™) je zobecnénd. Popsany postup lze uZit pouze

pro latky jejichz T, je mensi nez cca 2300 K.
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Tabulka I

Vybrané hodnoty iontovych/atomdrnich piispévkl pro odhad
Cgm (298,15 K) pevnych latek (kompletni seznam je k dispozi-
ci v plné verzi ¢lanku na webové strance ¢asopisu Chemické
listy)

Kation Piispévky k C]())m [J.K .mol™] pfi =298 K
[77KUB] [87KUM] [89HUA] [92HUR] [96GOL]
[98SPE]  [95MOI]
Ag*® 2573 28,60 28,60 26,63 23,64
AP 19,66 17,60 18,68 18,07 432
As* 25,10 26,70 27,00 26,63 13,49
AS 25,10 26,63 4,54
Aut 26,76 26,63
B** 6,10 5,11 10,10 -5,14
Ba>* 26,36 28,40 31,83 32,37 23,25
Be?* 9,62 12,60 12,93 12,47 2,05
Bi* 26,78 29,00 28,40 26,63 19,76
Ca®* 24,69 27,30 29,13 28,25 18,04
cd* 23,01 28,00 31,38 26,63 21,77
Ce* 2343 27,60 26,63
Ce*t 2343 31,40 31,80 26,63 19,89
Ce** 2343 28,20 26,63 15,57
Cm** 26,63 -1,60
Co* 28,03 31,30 34,18 25,71 24,95
Co* 28,03 12,40 25,71 19,53
crt 23,01 21,00 26,63 16,01
crt 23,01 29.10 39,02 26,63 17,42
crt 23,01 21,80 26,63
23,01 26,63 4,49

Obdobnou metodu pro odhad hodnot Cgm (298,15 K) na-
vrhl Kumok?. T v tomto piipadé jsou moldrni tepelné kapacity
pevnych oxidli odhadovény pomoci rovnice (5), av§ak hodno-
ty prispévki kationtti zavisi na jejich mocenstvi. Piispévky pro
108 jednoatomovych kationtd odvozenych od 68 prvki jsou
shrnuty v tabulce I. Kumokova hodnota pifispévku pro anion
0% je C(0*) = 16,7 J. K ".mol ™.

Urcitou modifikaci jednoduché prispévkové metody (5)
navrhli Huang a Xu?. Vysledna hodnota Con (298,15 K) je
ddna souctem dvou piispévkl — iontového, ktery se pocitd
aditivné z iontovych pfispévki kationtu a aniontu a pfispévku,
ktery relativnim zptisobem vyjadfuje miru ,.kovalence* vazby
v dané slouceniné. Pro vypocet Cgm (298,15 K) pevného oxidu
o stechiometrii A, O, tak plati

+m).Z
€0, = m.C(A”™) + n.C(O™) + R (n+m).2 (3,19 — AX)

8d
(7)

V této rovnici je R univerzdlni plynova konstanta, Z je
ndboj kationtu, d je hlavni kvantové ¢islo valen¢nich elektrond
kationtu a AX je rozdil Paulingovych elektronegativit atomu
ktery tvori kation a kysliku (X, = 3,44, cit.”®). Hodnota 3,19
v tfetim ¢lenu rovnice (7) odpovidd maximdlnimu rozdilu
elektronegativit v Paulingové skéle pro slouceninu CsF, kterd
byla zvolena jako referencni latka se 100 % iontovou vazbou.
Iontové pfispévky byly vyhodnoceny z publikovanych hodnot
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C]?m (298,15 K) pro 126 sloucenin ptevzatych z tabulek JANAF
(cit.?9). Prispévek pro anion (on je C(0*) =12,65J.K .mol™.
Hodnoty piispévkl pro 78 kationti odvozenych od 63 prvki
jsou uvedeny v tabulce I. Primérnd chyba odhadnutych hod-
not Cgm (298,15 K) celého souboru 126 binarnich sloucenin,
které byly uZzity pro vyhodnoceni iontovych pfispévki je 1,79
J K mol™. V souboru 32 jednoduchych oxidi je praim&rna
chyba 1,55 J.K\.mol™".

Ponékud obecnéjsi piispévkovou metodu pro odhad tepel-
nych kapacit pevnych latek navrhli Hurst a Harrison®’. Na
zdkladé této varianty jsou hodnoty Cp,, (298,15 K) pocitany
aditivné z atomdrnich piispévki, které byly ziskdny regresni
analyzou publikovanych dat celkem pro 721 anorganickych i
organickych sloucenin. Timto zptsobem byly stanoveny pfi-
spévky pro 32 prvkd. Pro kyslik byla ziskdna hodnota C(O) =
13,42 T K '.mol™', atomarni piispévky daliich prvki, které
tvori pevné oxidy jsou uvedeny v tabulce I. Pro dalsi prvky,
jejichz specifické piispévky nebyly vyhodnoceny, autofi uzi-
vaji generalizovanou hodnotu 26,63 J.K™'.mol™". Pramérna
relativni chyba odhadu Cgm (298,15 K) celého souboru 721
latek je 9,6 %, pro soubor 426 anorganickych ldtek je 9,4 %.

Pro odhad koeficienti teplotni zavislosti Cgm ve tvaru

CS, =A+B.T+CIT*+D.T° (8)

navrhli Golam Mostafa a spol.”® metodu, na zakladé které jsou
parametry rovnice (8) pocitdny aditivné jako suma prispévka
jednotlivych iontd. Z publikovanych udaji pro 664 anorganic-
kych sloucenin vétsinou pievzatych z tabulek® byly regresni
analyzou ziskdny pfispévky pro 129 kationtd a 17 aniontt.
Prispévek Pro anion O~ pri teploté 298,15 K je C(0*)=22,98
J.K '.mol™". Hodnoty kationtovych piispévki pro 298,15 K
jsou uvedeny v tabulce I. Primérnd chyba odhadnuté hodnoty
Chn (298,15 K) je 3,18 %, maximdlni odchylka je 13,63 %.
Priimérnd chyba odhadnutych hodnot se s rostouci teplotou
zvysuje.

4. Porovnani jednotlivych metod

Zcela korektni kvantitativni porovnani vySe popsanych
metod pro odhad moldrnich tepelnych kapacit pevnych oxidi
neni mozné. Hodnoty iontovych resp. atomdrnich ptispévkil
byly vyhodnoceny pro rizné soubory experimentédlnich dat,
lisici se v poctu zahrnutych latek, jejich chemickou podstatou
(anorganické slouceniny s pfevdzné iontovou nebo prevazné
kovalentni vazbou, organické slouceniny) i ve vlastnich hod-
notach C]()’m (298,15 K). Proto je tteba vedle orienta¢niho kvan-
titativniho porovnani na zdkladé priimérné chyby resp. stfedn{
kvadratické odchylky rovnéz uvdzit obecnost metody a moz-
nost predikce teplotni zdvislosti Cgm .

Z hlediska obecnosti jsou vyhodnéjsi metody zalozené
na atomdrnich piispévcich, nebof takové lze jednoduse uzit
i v pfipadé oxidu jejichz kation mé formdlné neceloCiselné
mocenstvi jako napt. Pr;,0,,, Tb,0,, Ti,O,, V305 nebo WO, ;.
V piipadé oxidu V;O5 piislusi 3 atomiim vanadu formalni
mocenstvi 10+. To 1ze vytvofit riznymi kombinacemi iontu:
VZ*_VH*_V>* nebo VZ*-VH_V* nebo V*-V3*_V* které ve-
douk riiznym vyslednym hodnotdm Cgm (298,15 K): 153,72 resp.
162,18 resp. 160,97 J.K™".mol™" pii uziti prispévki podle®.

S atomdrnimi piispévky pracuje metoda Kellogga-Kuba-
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Tabulka II
Relativni odchylky odhadnutych hodnot Cp, (298,15 K) vybranych oxidii (kompletni seznam je k dispozici na webovské strance
Chemickych listit)
Oxid Chn (298 K) Rel. chyba Cp,, (298 K) [%]
[J.K ".mol™']
[77KUB] [87KUM] [SOHUA] [92HUR] [96GOL]
[98SPE] [95MOI]
Ag,0 66,32 5.4 -11,4 -6,9 -0,5 -6,0
AlO, 79,01 -19,7 -8,0 -4.3 33 1,8
As,0O, 96,98 -8,7 6,7 -2,6 3,6 1,1
As,O; 116,56 -22,0 -3,3 -6,4
Au,0, 114,02 18,0
B,0, 62,98 1,1 1.4 4,0 6.9
BaO 47,06 4,9 4,2 4,5 2,7 1,8
BeO 24,98 -12,2 -17,3 -134 -3,6 -0,2
Bi, 0,4 112,13 3,0 3,6 11,4 16,6 33
CaO 42,42 -1,6 -3,7 -0,3 1,8 33
Cdo 44,16 6,2 -1,2 2,4 9,3 -1,3
Ce,04 117,05 12,8 35 11,3 20,1 7,1
CeO, 61,53 0.4 -0,1 13,1 0,0
Co,0, 123,42 27,8 0,4 -6,0 -26,3
CoO 55,22 15,9 13,1 12,1 29,1 13,2
Cr,0, 114,26 11,4 52 -6,3 18,2 9,2
Cr;0, 135,64 =52 7,6 1,5 -5,3
CrO, 79,12 1,1 15,5 7.2
40 toda KK a rovnéz postup navrzeny Golamem Mostafou (ddle
0 GM). Zcela zdsadnim problémem metody GM je vsak to, Ze
. CP"_'I’ teplotni zdvislost piispévku C(O*) vykazuje pii teploté cca
JK .gat” 3 1547 K maximum a ddle je klesajici. Tento fyzikdln& neredlny
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Obr. 3. Teplotni zavislosti C:,)m pro vybrané oxidy predikované na
zakladé metody navrzené Golamem Mostafouzg, 0o,. O ALO,
A Ca0, V Er,0;, & PuO,, + ThO,, x MgO

schewského (ddle KK) a metoda Hursta-Harrisona (ddale HH).
Metoda HH nabizi{ individudlni piispévky pouze pro 24 prvkd,
které vytvdreji pevné oxidy. Zobecnény piispévek pro ostatni
prvky vede naIpf. pro oxidy typu A,0; k hodnoté Cy, (298,15 K)
= 93,52 J.K~".mol™". Experimentlni hodnoty Com (298,15 K)
sesquioxidl 14 prvkil vzdacnych zemin (mimo Pm) leZ{ v roz-
mezi 102-117 J.K.mol™ a prim&rn4 chyba podhodnoceného
odhadu je 17,4 %. V piipadé metody KK byly vyhodnoceny
individudlni piispévky pro La, Ce, Pr, Nd, Sm, Gd a Ho
a primé&rnd chyba rovnéz ve viech piipadech podhodnocené-
ho odhadu je zhruba polovi¢ni, 8,1 %.

Odhad koeficientd teplotni zavislosti Cy, umoZiiuje me-

priibéh je pak zachovan i pro zavislost Cp,, (T) fady oxidii
a v nékterych piipadech (viz obr. 3), kdy byly rovnéz pro
prislusné kationty vyhodnoceny zdporné piispévky ke kon-
stant¢ D (viz rovnici (8)), je maximum posunuto do oblasti
niz8ich teplot. Dal§im nedostatkem GM metody je skutecnost,
7e v hlavnim zdroji vstupnich dat® nejsou v n&kterych piipa-
dech uvadény experimentdlné ziskané hodnoty parametrii rov-
nice (8), ale hodnoty jiz dfive odhadnuté. Jednd se napf. o data
pro oxidy PrO,, TbO,, TcO,a TcOj, které byly uzity k vyhod-
noceni piispévki pro kationty Pr**, Tb**, Tc** a Tc%,

Pro orienta¢ni kvantitativni porovnani byly pomoci vyse
uvedenych metod na zdkladé piispévki uvedenych v tabulce I
odhadnuty hodnoty Cjp,, (298,15 K) pro 111 oxid 67 prvki.
V piipadé oxidi typu A;0, (A = Co, Cr, Fe nebo Mn) byly ka-
tiontové pifspévky vypocteny jako vazeny primér z hod-
not pro A>* a A*. V ostatnich pfipadech necelo&iselného
mocenstvi kationtu nebyl odhad na zdkladé iontovych ptispév-
k6232428 provddén. Ziskané hodnoty byly porovndny s tdaji
publikovanymi. Ve vSech ptipadech se jednd o hodnoty expe-
rimentdlni, bud kalorimetrické nebo ziskané simultdnim zpra-
covanim termochemickych a rovnovdZznych ddaji. Tato da-
ta byla ve vétsiné pripadi prevzata z tabulek’. Nékteré oxi-
dy v této sbirce nejsou zahrnuty, a tak piislusné hodnoty
C]?m 3(298, ISVK) p(})ChE’lijl’ z jinych Zdr(ij.ﬁ: PuZOvi(cit.”.), Er20§
(cit.*®). V nékterych piipadech byla uzita nov&ji publikovana
data: ALO, (cit.*"), BaO, SrO (cit. ), Bi,0, (cit.*}), CaO
(cit.**), Cu,0, CuO (cit.?), In,0, (cit.”%). V nékolika dalsich
piipadech byla tabelovand data® potvrzena novéjsimi kalori-
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metrickymi ddaji: CeZO (01t ", Fe;0, (cit. 38) FeO (cit. 39)
MnO (cit.*%), Y 505 (cit.*h, Zr0O, (cit. 42) Vypoctené relativni
odchylky jsou uvedeny v tabulce 1L

Z porovndni plyne, Ze nejobecnéjsi je metoda HH, kterd
umoziiuje odhad hodnot Cgm (298,15 K) pro vSech 111 oxida
z testovaciho souboru. Tato obecnost je ale, jak by se dalo
i ocekavat, vyvdzena nejhorsi shodou s tidaji experimentalni-

— prumérnd chyba ¢ini 9,06 %. Podrobné&jsi analyza ziska-
nych udajt ukdzala, Ze Spatnd shoda je disledkem dvou fak-
torti — mnoha zobecnénych hodnot piispévkid oxidotvornych
prvki a pouzité hodnoty atomdrniho pfispévku pro kyslik.
Hodnota C(O) byla optimalizovdna na zdkladé dat jak pro
anorganické, tak organické slouceniny. PouZijeme-li pro od-
had C0 (298,15 K) pevnych oxidi modifikovanou hodnotu
C(0) = 15,3 J.K ".mol ™!, snii se prim&rmn4 chyba na 7,26 %.

Podle obecnosti pouziti (poctu odhadnutych dat) je jako
druhd metoda GM (92 oxid), kterd vykazuje nejlepsi shodu
s experimentdlnimi daty — primérnd chyba 4,27 %. Pti hod-
noceni tohoto vysledku je v§ak nezbytné zohlednit skute¢nost,
Ze v neékolika pripadech byly iontové piispévky v rémci GM
metody vyhodnoceny z jediného tudaje, a to z hodnoty C, pro
dany oxid. Jednd se o piispévky pro ctyfmocné ionty Ce‘ar Ir*
Pb*, Re*, Ru**a Sn** stanovené z dat pro oxidy AO.. Nulové
odchylky odhadnutych a tabelovanych hodnot tak sniiujl’ Vy-
slednou primérnou odchylku této metody. Pfepoctend prd-
mérnd chyba pro 86 odhadnutych hodnot je 4,57 %. Rovnéz
je nutné vzit v ivahu to, Ze GM metoda poskytuje pro kationty
B**, P>*, Pu®*, Se®* a Si** pii teploté 298,15 K zdporné piispév-
ky, coz postrada jakoukoli fyzikdlni interpretaci.

Z posuzovanych metod je nejméné obecnou procedura
navrzend Huangem a Xu?* (ddle HX). Vyhodnocené kationto-
vé prispévky umoziiuji odhad pouze 71 oxidi pfi primérné
relativm’ chybé 5,22 %. V této souvislosti se zdé diskutabilni
hrnuti korekce na stupenn kovalence vazby neprmam
o¢ekdvané zpiesnéni.

Na zdkladé provedeného rozboru lze konstatovat, Ze pro
odhad hodnot C0 (298,15 K) oxidd v pevném stavu je v sou-
casné dobé nejvhodnej 81 piispévkova metoda navrzend Gola-
mem Mostafou?, kterd je dosti obecnd i dostatecn& presnd.
Velmi problematické je vSak jeji pouziti pro predikci teplotn{
zdvislosti Cgm (T). Jeji omezeni v obecnosti souvisi s tim, Ze
je vybudovdna na iontovych prispévcich, a tedy v piipadé
oxidt s neceloéiselnym primérnym ndbojem kationtu, napf.
u nékterych oxidd v systému Pr-O, Tb—O,Ti-O, V-0, U-O
aj., je nepouzitelnd. V pripadech, kdy v rdmci metody GM
nebyl pfispévek kationtu stanoven, je mozné tento prispévek
urcit z experimentdlni hodnoty Cy,, (298,15 K) jiné slouceniny
(nejlépe izostrukturni) popf. i vice slouc¢enin obsahujici dany
kation a z pfispévku piislusného aniontu. Tento postup je vSak
omezen relativné malym poctem aniontl (celkem 17), pro
které byly piispévky vyhodnoceny, ]z)ncemi chybi data napf-.
pro chalkogenidové anionty S*-, Se*” a Te*". (Pro srovnani:
v ramci metody KK bylo stanoveno celkem 41 piispévkd pro
jedno i viceatomové anionty, Kumokova metoda poskytuje
piispévky pro 133 aniontt!)

Dale je tfeba poznamenat, Ze vSechny zde uvedené metody
poskytuji pro dany oxid o urcité stechiometrii jednu hodnotu
Cgm (298,15 K) — neni tedy mozné rozliSovat mezi riznymi
strukturnimi modlflkaceml Z porovnani kalorimetricky zis-
kanych hodnot C,, (298,15 K) pro stabilni a metastabiln{

pm
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Obr. 4. Teplotni zavislosti C m Pro vybrané 0x1dy predikované na
zdkladé metody navrzené Golamem Mostafou™, O In ,0, O SmO,
AYDbO, V PtO,

modifikace rdznych oxidi (napf. As,O;, Eu,05, Gd,0,, SiO,
nebo TiO,) vsak plyne, Ze jejich rozdil je ve vSech pifipadech
mensi nez primérnd chyba odhadovych metod, a tak lze
predikovanou hodnotu uzit pro v§echny strukturni modifikace
uvazovaného oxidu.

S. Priklad pouZiti

Popsané metody byly uZity proodhad hodnot Cy,, (298,15 K)
pevnych oxidt In,0, NdO, SmO, YbO, PdO,, PtOz, a RhO,,
pro které experimentdlni ddaje dosud chybi. Vysledky jsou
shrnuty v tabulce III, kde jsou rovnéz uvedeny (v zdvorce)
hodnoty ziskané na zdkladé nové vyhodnocenych prispévki
a ddle hodnoty doporucené. Pro oxidy In,O, SmO, YbO, a PtO,
byly ddle na zdkladé metody GM odhadnuty konstanty teplotni
zavislosti C,‘,)m (T) podle rovnice (8). Ziskané zdvislosti jsou
vyneseny na obr. 4.

Pro In,O jsou hodnoty C pm (298,15 K) ziskané na zdkladé
ruznych prispévki blizké. V ramci GM metody byl piispévek
pro kation In* ziskdn z dat pro InCl, InBr a Inl uvedenych
v tabulkdch’. Experimentalni tidaje jsou viak pouze pro InCl,
pro dalsi litky jsou zde uvedeny hodnoty odhadnuté. Pribéh
teplotni zdvislosti Cgm (7) je pro In,O akceptovatelny. V pfi-
padé NdO je k dispozici ptispévek pouze v rdmci metody KK.
Z dostupnych experlmentalmch dat — hodnot Cgm (298,15 K)
pro pevné NdS a NdTe (c1t %) a Kumokovych hodnot piispév-
kt pro amonty S* a Te® byl vypotten piispévek C(Nd*) =
26,241.K! mol’ Z néj urc¢end hodnota CO (NdO,s,298,15 K)
= 42,94 J. K" .mol™ je v dobré shodé s Vysledkem odhadu
pomoci metody KK. Odhadnuté hodnoty C pm (298,15 K) pro
SmO se vyznamné lisi. V rdmci GM metody byl pfispévek pro
kation Sm** ziskdn z dat pro tepelnou kapacitu SmCl, (cit.”),
kterd vSak byla odhadnuta. Ziskand teplotni zdvislost, kterd
prochdzi v oblasti teplot 700-900 K nevyraznym maximem
a ddle je klesaj1c1 je neredlnd. Obdobn4 situace je pro YbO.
Hodnoty C2, (298,15 K) ziskané na zdkladé Kumokovy aGM
metody se prlhs neli&i, aviak teplotni zdvislost C° (T) je z vyse
uvedenych diivodt nepfijatelnd. Pfi odhadu C(’ (298,15 K)
pro PtO byly uzity v§echny metody. Pfispévek C(Pt) =18,99
JK! mol v ramci metody KK byl ziskdn z experimentdlnich
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Tabulka IIT
Odhadnuté hodnoty CJ,, (298,15 K)
Oxid €5, (298 K) [J.K".mol™]
[77KUB] [§7KUM] [SOHUA] [92HUR] [96GOL] Doporucené
[98SPE] [95SMOI] hodnoty
In,O 66,95 64,1 66,68 67,35 67,3
NdO 42,68 (42,94) 40,05 - 42,8
SmO 43,51 52,4 40,05 51,5 51,5
YbO - 45,7 40,05 43,33 433
PdO, (56,39) (58,25) - 53,47 - 57,3
PtO, (55,81) 57,6 73,02 53,47 84,35 56,7
RhO, - - 53,47 - 55

hodnot* pro PtS, a PtTe, a pfisluSnych aniontovych piispév-
ki. Ziskané hodnoty se vyznamné li$i a rovnéZ teplotni zdvis-

lost podle GM metody je neredlnd. Piisp&vky pro kation Pt**

v rdmci GM metody byly ziskdny z odhadnutych tidaji’ pro
PtCl, a PtBr4 zZ experlmentalmch hodnot Cy, (298,15 K) pro
PdS (cn %a PdTe, (cit.*) a prislugnych amontovych prlspev-
k@ byly vypocteny prlspevky C(Pd) = 19,57 J.K~".mol™" (me-
toda KK) a 24,85 J. K".mol™! (Kumokova metoda). Tyto hod-
noty byly uzity pro odhad Cgm (298,15 K) pro PdO,. Ziskané
hodnoty jsou v dobré shodé (rozdil je cca 3,2 % vztazeno
k jejich praméru).

Pro odhad CO (298,15 K) vsech uvazovanych oxidt byla
uZita rovnéz metoda HH. JelikoZ v ramci této metody jsou pro
vSechny prvky uZivdany generalizované hodnoty piispévku,
dostavame pro oxidy typu AO a AO, stejné hodnoty moldrnich
tepelnych kapacit, které se vice ¢i méné 1isi od hodnot ziska-
nych na zdklad€ individudlnich ptispévki jednotlivych atomi
resp. kationtu.

Ziskané hodnoty tepelnych kapacit 1ze uzit pfi rznych
termodynamickych vypoctech a ndsledujici priklad dokumen-
tuje vliv chyby odhadnuté hodnoty Cgm (298,15 K) na vypoc-
tené vysledky. Uvazujme rozklad pevného oxidu AO, (A =
Pd, Pt, Rh a Ru), ktery probihd podle rovnice

AO,(s) = A(s) + O,(g)

a odhadnéme maximdlni chybu standardni reak¢ni entalpie
AH?, standardni reakéni entropie AS? a rozkladného tlaku
p(O,) pii teploté¢ 1000 K. Pfi odhadu chyby budeme piedpo-
kladat, Ze zména tepelné kapacity ACp, uvedene reakce na
teploté nezdvisi a pii vypoCtu uZijeme hodnotu AC, (298 15 K).
Relativni chybu odhadnuté hodnoty C pm (298, 15 K) oxidia
uvazujme 10 %, coz ve vSech pripadech odpovidd absolutn{
chybé cca 5,6 K .mol™!. Odhadnuté maximalni chyby reak-
Eni entalple a entropie jsou: S(AHO) 39kla B(ASO =6,8
J.KL.mol™. Pro RuO , jsou k dispozici z experimentdlnich dat
ziskané hodnoty AHO (298,15 K)=-305,0kJ a AS’(298,15 K)

= 175,5 J.K!, a lze tedy posoudit relativni vyznam chyby
tepelné kapacity, ktery s rostouci teplotou roste. V piipadé
reakeni entalpie se jednd o relativni chybu cca 1,2 %, cozZ je
srovnatelné s chybou kalorimetricky stanoveného slucovaciho
tepla oxidu pii teploté 298,15 K a tedy hodnoty AH? (298,15 K).
Chyba reakéni entropie cca 3,9 % vsak nékolikandsobné pre-

vySuje obvyklou chybu kalorimetrickych hodnot molédrnich
entropii, ze kterych je hodnota AS; (298,15 K) po¢itana.

Pfi stanoveni chyby standardni reakéni Gibbsovy energie,
a tedy rozkladného tlaku p(O,) se chyby entalpie a entropie
castecne kompenzujl Pii teploté 1000 K tak chyba S(Cof
5,6 . K"".mol! vede k relativni chybg& 8(p(0,)) =0,4 %, coz je
prakticky zanedbatelné.

6. Zavér

Z podrobného rozboru a posouzeni riznych metod, které
lze uzit pro odhad tepelnych kapacit jednoduchych oxidi
vyplyva, Ze v soucasné dobé je mozné ziskat odhadem hodnoty
Cpn (298,15 K) s primérnou chybou cca 5 az 10 %. Tato
chyba nemusi byt pfi rovnovaznych vypoctech prili§ vyznam-
nd s ohledem na jeji ¢dstecnou kompenzaci v entalpickém
a entropickém prispévku ke Gibbsové energii.

Empirickd predikce tepelnych kapacit pfi vyssich teplo-
tich neni piili§ spolehlivd a vérohodnd. Tento nedostatek
prekondvaji nékteré semiempirické vypocetni metody, napf.
postup navrzeny Inabou'®. Ten spocivd ve vypoctu Debyeovy
teploty a koeficienti objemové teplotni roztaznosti a stlacitel-
nosti z empiricky ziskanych parametrd Morseova potencidlu
a ndsledném vypoctu vibra¢niho pifspévku C,; na zdkladé
Debyeova modelu krystalu a vypoctu dilatacniho prispévku
Cyi» Vypoctené teplotni zdvislosti C]‘,)m pro fadu monooxidd,
které nevykazuji zmény magnetického uspordadani jsou v po-
mérné dobré shodé s idaji experimentalnimi.

Tato prdce vznikla za financni podpory GACR v rdmci
projektu 106/00/0568.
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J. Leitner®, P. Chuchvalec”, and D. Sedmidubsky* (“De-
partment of Solid-State Engineering, "Department of Physical
Chemistry, “Department of Inorganic Chemistry, Institute of
Chemical Technology, Prague): Estimation of Heat Capaci-
ties of Binary Oxides in the Solid State

Empirical contribution methods are described that can be
used for estimation of heat capacities of binary oxides in the
solid state, and reliability of the data obtained in equilibrium
calculations for oxide systems is assessed. On the basis of
a comparison of estimated and experimental data for 111
binary oxides of 67 elements, it can be stated that the method
proposed by Mostafa is the most appropriate for the estimation
of molar heat capacity of solid oxides at 298 K (CSm (298.15))
at present. The method is quite general and sufficiently accu-
rate (the mean error for a set of 92 oxides is 4.27 %). However,
its use for prediction of temperature dependence of Cyy, (7) is
problematical: its course shows a maximum and a pronounced
decrease in heat capacity with increasing temperature in many
cases. In calculating thermodynamic functions of solid oxides
at elevated temperatures, the error in the estimated Cgm mani-
fests in the entropy value whereas in the Gibbs energy value,
where the enthalpic and entropic terms partly compensate, it
virtually does not appear. Using the estimation methods, the
hitherto unmeasured values of C}?m (298.15) were obtained for
the oxides In,O, NdO, SmO, YbO, PdO,, PtO, a RhO,.
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1. Uvod

Ptirodni cyklosporiny jsou cyklické undekapeptidy produ-
kované biotechnologicky, napt. submerzni fermentaci hub
rodu Tolypocladium'. Nejvétsi vyznam md tzv. cyklosporin A
(CsA = cyklo(-MeBmt1-AbuZ-Sar3-MeLeu4-Va15-MeLeu6-
-Ala’-D-Ala®-MeLeu’-MeLeu'>-MeVal'l-)). Aminokyselinové
zbytky CsA, kromé achirdlniho Sar’a D-Ala®, maji L-konfigu-
raci. Ve srovndni s ostatnimi peptidy, CsA obsahuje prede-
v§im neobvyklou aminokyselinu, MeBmt' = (28,3R,4R,6E)-
-3-hydroxy-4-methyl-2-(methylamino)-okt-6-enovd  kyseli-
na’ (obr. 1).

Od roku 1978 se roztok CsA pouzivd v klinické praxi jako
revoluéni imunosupresivum pro potlaceni reakce hostitele na
tkanové transplandty a pro 1é€bu autoimunitnich chorob (1é-
kové formy Neoral ™, Novartis a Consupren®, Galena). Podle
soucasné predstavy® prochdzi CsA bunéénou membrinou do
cytoplazmy, kde se vdze pres rezidua 1, 2, 3,9, 10 a 11 na
cytosolicky protein cyklofilin A (CypA), peptidylprolin-cis-
-trans-isomerasu (EC 5.2.1.8). Ve vzniklém komplexu, CypA/
CsA (obr. 2) je k dispozici tzv. efektorova smycka (effector
loop), tvorend zbylymi rezidui (4-8), pro interakci s dal$im
cytosolickym proteinem — kalcineurinem (Cn), fosfoprotein
fosfohydrolasou (EC 3.1.3.16). Imunosupresivni tcinek této

interakce se projevi tlumenim tvorby interleukinu-2, rstové-
ho faktoru T lymfocytd, které jsou, jak zndmo, odpovédné za
imunitni odezvu v lidském organismu. VSechny detaily popsa-
ného mechanismu nejsou vsak dosud vysvétleny.

Ostatni piirodni cyklosporiny, které se od CsA 1is{ substi-
tuci jedné az dvou aminokyselin (v literatui'e se oznacuji napf.
pismeny B az Z nebo vyznacenim substituce vii¢i CsA, tab. I),
sivni dcinek nez ptivodni CsA. Dosud se vSak nepodafilo
nalézt ani pfipravit derivat, ktery by mél lep$i imunosupresivn{
vlastnosti pfi nizsich vedlejsich ucincich. Efekt sniZeni, resp.
ztrdta imunosupresivity je ze strukturntho hlediska pozoru-
hodnd, protoze cyklosporiny jsou pomérné velké molekuly
(M= 1200), ale piesto i nepatrnd chemickd a tudiZ i strukturni
zména na jedné aminokyseliné (napf. demethylace) muize
vyvolat zdsadni zménu biologické aktivity. Podle predbéz-
nych vyzkumi je mozné, Ze nékteré neimunosupresivni cy-
klosporiny by mohly byt naopak aktivni pfi Iécbé MDR (mul-
tidrug resistance)”.

Vzhledem k tomu, Ze zména biologické aktivity jedno-
znacéné souvisi s konformacni flexibilitou, 1ze ziskané vysled-
ky pouzit pfi korelacich typu struktura/aktivita a drug designu.
Tento ¢lanek mapuje soucasny stav znalosti o konformacn{
flexibilité cyklosporint, pfedevsim v krystalickém stavu, a je
jednim z mnoha podobnych, které prispivaji k feSeni rozsah-
Iého a nesnadného tikolu vysvétlit biologické déje na moleku-
larni drovni.

2. Prehled cyklosporinovych struktur

Piirodnich cyklosporind a jejich metabolitd je dnes po-
psdno okolo 100. Cyklosporiny mohou navic vystupovat jako
ligandy v komsglexech, napf. s Li (viz >, Na (viz™), Mg
(viz®), Ca (viz*®%Y), Zn (viz’%), Cu (viz’%). Na rozdil od linedr-
nich peptidi nemd cyklicky skelet cyklosporint k dispozici
volnou karboxy nebo aminoskupinu a pfitomné aminoky-
selinové zbytky jsou neutrdlni (Abu, Ala, Thr, MeVal, Val,
Nva, Sar, MeLeu, Leu, Ile a MeBmt). V ddasledku tohoto
faktu a tésné usporddané sekundarni struktury jsou cyklo-
sporiny lipofilni a hydrofobni. CsA md sedm N-methylo-
vanych aminokyselinovych zbytkt (1, 3, 4, 6,9, 10, 11) a ty-
to methylace umoziuji vznik cis/trans izomeri peptidovych
vazeb (vzdjemné postaveni methylové skupiny a atomu ky-
sliku).

Nejvice prostudovanou strukturou je samoziejmeé moleku-
la CsA, vzhledem ke svému terapeutickému pouZzivdni. Cy-
klosporin A se piivodné podafilo vykrystalovat ve formé di-
hydrétu (tetragondlni prostorova grupaP4l)2, ktery vznikd i ve
vyrobnim procesu krystalizaci CsA z acetonu. VysuSenim
dihydratu Ize pfipravit amorfni CsA. Pozdéji se podafilo pfi-
pravit i bezvody orthorombicky cyklosporin (prostorova gru-
paP 212121)6. U tak vyznamného 1éc¢iva, jakym CsA bezpo-
chyby je, byla jeho novd modifikace ihned patentovana’ a to
i presto, Ze potencidlni Iékové formy, v nichz by se krystalicky
CsA mohl uplatnit, napf. topické masti (masti uzivané lokal-
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Obr. 1. Struktura cyklosporinu v CsA dihydratu, systém intramolekuldrnich H-vazeb (nahofe), antiparalelni B-list (dole)

Obr. 2. Komplex cyklofilinu A (vlevo) s cyklosporinem A (vpravo), efektivni smycka na CsA zietelné vystupuje z povrchu proteinu
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Tabulka I

Piirodni cyklosporiny, kromé CsA, formulované jako jeho substitu¢ni derivdty

Referaty

27,28

Nazev Slozeni Nazev Slozeni

CsB [Ala’] CsA CsP [Bmt', Thr?] CsA
CsC [Thr?] CsA CsQ [Val'] CsA

CsD [Val’] CsA CsR [Leu®'% CsA
CsE [Val'l] CsA CsS [Thr?,Val*] CsA
CsF [3’—desoxy—MeBmt'] CsA CsT [Leu'’] CsA

CsG [Nva?] CsA CsU [Leu®] CsA

CsH [D-MeVal''] CsA CsV [Abu’] CsA

Csl [Val’,Leu'"] CsA CsW [Thr?,Val''] CsA
CsJ [MeLeu'] CsA CsX [Nva®Leu’] CsA
CsK [3’—desoxy—MeBmtl,Va12] CsA CsY [Nva? Leu®] CsA
CsL [Bmt'] CsA CsZ [N-methyl-2-aminooktanova kys.l] CsA
CsM [Nva®’] CsA -[Leu’®] CsA

CsN [NvaZ Leu'%) CsA -[Leu*] CsA

CsO [MeLeu', Nva’] CsA -[1le*] CsA
Tabulka Il

Ptehled cyklosporinovych struktur v krystalech stanovenych difrakénimi metodami

Naézev K6d CSD" Prostorova Systém intramole-
grupa kuldrnich H-vazeb
CsA dihydrat DEKSAN P4, typ CsA dihydrat
CsA monohydrat KEPNAU P222, typ CsA dihydrat
CsA dimethylisosorbid solvét TECRIC P2, typ CsA DMI*
CsA di-n-butylether solvt neni zatim pridélen P2, typ CsA dihydrat
CsA tetrahydrofuran solvat neni zatim pridélen P2, typ CsA dihydrat
SulthydrylCsA ZAJDUJ P222, typ CsA dihydrat
ThioCsA diethylether solvit JOKMAX 2, typ CsA DMI
IodoCsA ICSSPA P2, typ CsA dihydrat
[O-acetyl-MeBmt'] CsA neni zatim pfidélen P222, typ CsA dihydrat
[O-acetyl-m-bromo-MeBmt'] CsA neni zatim pridélen P222, typ CsA dihydrat
[3,0-Didehydro-MeBmt', Val*] CsA ZADREB P 321 typ CsA dihydrat
diisopropylether solvat hemihydrat
[3,0-Didehydro-MeBmt', Val*] CsA ZADRIF P 3,21 typ CsA dihydrat
CsE aceton solvat monohydrat SUQNUM P2, typ CsE
CsE bis(2-butanol) monohydrat neni zatim pifidélen P2, typ CsE
CsH diethylether hemisolvdt monohydrdt CCDC 139242 (predbézny kod) 12 typ CsH
Dihydro-CsA bis(tert- CCDC 153170 (ptedbézny kod) P2, typ CsA DMI
-butylmethylether) solvat
CsV bis(tert-butylmethylether) solvit CCDC 153171 (ptedbézny kod) P2, typ CsA DMI

# Dimethylisosorbid

né¢), predstavuji pouhy zlomek trhu. Neni bez zajimavosti
uvést, Ze tieti dosud zndmad krystalickd forma CsA byla popsd-
na v Cechdch a jednd se o monoklinicky CsA s riznymi
solventy (prostorova grupa P 21)8’9.

Kromé struktur CsA, krystalovanych z raznych rozpou-
stédel, byly vyfeSeny i struktury cilovych proteinovych recep-
tort s cyklosporiny. Komplex CsA s cg/clofilinem A je zndm
v nékolika formach, napt. monomeru'’ nebo dekameru'l. Jak
konformace cyklosporinového skeletu, tak vazebné misto na
cyklofilin je vSak ve vsech téchto formdch stejné. Komplex

11

cyklofilin/cyklosporin A/kalcineurin (CypA/CsA/Cn) se za-
tim nepodafilo vykrystalovat, takZe jeho RTG-struktura neni
znama. Je vSak zndma konformace CsA vdzaného na FAB
fragment monoklonalni protildtky'>.

Prehled vSech zndmych cyklosporinovych struktur je uve-
den v tabulce II a IIl. Uvedeny piehled neni a zfejmé ani
nemtize byt kompletni. V pozadi Ize hledat i dosud netispéSnou
snahu syntetizovat modifikovanou cyklosporinovou molekulu
s jesté vysSim a specifictéjSim imunosupresivnim tcinkem
a nizsi toxicitou (cyklosporin A je totiZ nezanedbatelné nefro-
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Tabulka IIT

Prehled cyklosporinovych struktur v komplexech s proteiny a s FAB fragmentem
Experimentdlni Ligand Kod PDB' Prostorova
technika grupa
RTG-difrakce FAB fragment 1IKF P222,

(imunoglobulin Ig1-x)
RTG-difrakce Cyklofilin A 1CWH P222
RTG-difrakce Cyklofilin B 1ICSN P222,
RTG-difrakce Cyklofilin A 2RMA, 2RMB P2,
RTG-difrakce Cyklofilin A IMIK, 1BCK, 1CWA, ICWB, 1CWC, P222,
ICWF, 1CWI, ICWJ, ICWM, 1ICWO

NMR Cyklofilin A ICSA, 3CSS, ICSA, 1CSB -

i1

Obr. 3. Konvence znaceni torznich wihli peptidovych vazeb podle
doporuceni IUPAC-IUB komise pro biochemickou nomenkla-
turu (J. Mol. Biol. 52, 1 (1970)). Prevzato z knihy: Fundamentals of
Crystallography (Giacovazzo C. ed.). IUCr and Oxford University
Press, New York 1992

toxicky). Lze proto predpoklddat, Ze nékteré struktury nebyly
dosud zvefejnény. V této prdaci byl proto jako srovndvaci
materidl zvolen soubor cyklosporinovych struktur obsazenych
predevsim v databdzich CSD (Cambridge Structural Databa-
se)'* a PDB (Protein Data Bank)'* a v nagich nejnovgjsich
pracich, kde kéd CSD nentf jesté pridélen.

3. Konformace cyklosporinového skeletu

Konformace neboli prostorové uspotadani cyklosporino-
vého skeletu je primdrné ddno energetickou vyhodnost{ systé-
mu. V tomto systému se vytvaii intramolekuldrni vodikové
vazby, které jsou ddny jednak poctem donord a akceptort pro-
tont, které md skelet k dispozici, a déle jejich prostorovou
orientaci. Napi. sekundarni struktura CsA v krystalickém stavu®
ma tvar antiparalelniho slozeného B-listu se ¢tyfmi intramo-
lekuldrnimi vodikovymi vazbami: D-Ala®NH...COMeLeu®,
Ala’NH...COMeVal'!, Abu’NH...COVal’, Val’NH...COAbu’,
(viz obr. 1). Kvalitativni informaci o ur¢ité konformaci po-
skytuje obrazek tvaru molekuly, kvantitativnim vyjadienim
jsou hodnoty konvencnich torznich dhli (znacenych ¢, y, ®)
peptidovych vazeb, obr. 3, tab. IV.

U CsA lze rozlisit tfi zdsadni konformace cyklosporinové-
ho skeletu (obr. 4):
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Obr. 4. Tri zasadni konformace cyklosporinového skeletu; a — ve
volné formé v krystalech (pro ilustraci nakreslen piekryv Cs-skelett
v DEKSAN, JOKMAX, KEPNAU, TECRIC, SUQNUM, ZAJDUJ
—viz tab. II), b — v komplexech s cyklofilinem A (piekryv Cs-skelett
v 2RMA, 2RMB - viz tab. III), ¢ — s FAB fragmentem

Konformace ve volné formé v roztoku a v krystalech
Konformace v komplexech s cyklofilinem

Konformace pfi navazani na FAB fragment monoklondlni
protildtky
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Obr. 5. Systém intramolekularnich H-vazeb ve struktuie CsA dimethylisosorbid Kklatratu
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Obr. 6. Systém intramolekuldrnich H-vazeb ve struktuie CsE

3.1. Konformace cyklosporinid ve volné

formé v roztoku a v krystalech

Konformace CsA v nepolarnich rozpoustédlech (benzen,
chloroform) je velmi podobna jeho konformaci v krystalovych
formdch (viz tab. II). V poldrnich rozpoustédlech vsak existuje
nékolik konformaci. Podobné se chovd i vétSina ostatnich
piirodnich cyklosporind. Tfi rdzné konformace CsA byly na-
lezeny i v pevném stavu a ackoli jsou velmi podobné, lze i zde
nalézt zajimavé rozdily. Napf. struktura CsA dihydrdtu® (viz
typ CsA dihydrat, tab. II) obsahuje Ctyfi intramolekuldrni
vodikové vazby (viz obr. 1), pfi¢emz atom kysliku a methylo-
vd skupina peptidové vazby mezi MeLeu’a MeLeu'’ jsou vici
sobe v uspofdddni cis. Struktura CsA dimethylisosorbid kla-
tratu® (viz typ CsA DMI, tab. II) obsahuje rovnéz &tyfi intra-
molekuldrni vazby, ale ve srovndni s CsA dihydratem tfi stejné
a jednu odlignou (obr. 5): MeBmt'OH...COSar’, Ala’NH...
COMeVal'!, Abu?NH...COVal®, Val’NH...COAbu?. Stejnou
sit intramolekularnich H-vazeb ma i CsV (Ala’ je zde substi-
tuovano za Abu’) a dihydro-CsA (oba viz").

V cyklosporinu E, obsahujicim Val'! (misto MeVal'!
v CsA) je k dispozici skupina NH valinu, coz davd vzniknout

13

MeLeu4
CH,
MeLeu6 Val$
MeBmt! Abu2
/CH3
N
Sar3
0
.. -._ -0
N—CH

\H/S\Meh:u4

MeLeu6 Vals

nové intramolekuldrni vodikové vazbé Val''NH...D-Ala*CO.
Struktura CsE aceton solvitu monohydratu'® (viz typ CsE,
tab. I) obsahuje celkem pét intramolekuldrnich H-vazeb (obr. 6).
Srovnani tvar molekul CsA, CsE ukazuje, Ze smycka reziduf
8-11 je u CsE vlivem piitomnosti nové H-vazby (Val''NH. ..
D-Ala®CO) podstatné vice ,,zaskrcena® (zhruba ze 4 A u CsA
na 3 A u CsE). Pétd vodikové vazba podstatné piispiva ke
stabilit¢ konformace a CsE md pouze jednu identickou kon-
formaci v nepoldrnich i poldrnich rozpoustédlech.

CsH poskytuje v roztoku celou fadu konformerd, jejichz
strukturu se dosud nepodatilo tspésné rozsifrovat'”. U CsH
v pevném stavu H-vazby D-Ala®NH...COMeLeu®a Ala’NH...
COMeVal'! zanikaji a misto nich se vytvdii nova Ala’NH...
COVal’ (obr. 7). Diference mezi torznimi ﬁhly v CsA dihy-
dritu a v CsH (tab. IV) jsou Vysledkem opacnych prostoro-
vych orientaci smycky D-Ala®-MeLeu’-MeLeu'*-MeVal'(p-
-MeVal'') v cyklosporinovém skeletu a jemnych rozdilii mezi
rezidui MeBmt' Val® a MeLeu®(obr. 8). Z tohoto diivodu mize
CsH byt povazovan za samostatny konformacni typ (tab. II).
Presto, Ze je molekula CsH velmi flexibilni nevykazuje zad-
nou imunosupresivni aktivitu, nebof neni schopna vytvofit
konformaci umoziujici vazbu na cyklofilin. CsH vSak vyka-
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Obr. 7. Systém intramolekularnich H-vazeb ve struktui‘e krystalického CsH
Tabulka IV
Srovndni torznich thll peptidovych vazeb aminokyselinovych zbytkt u vybranych cyklosporind
Torzni CsA dihydrat CsH.DEM* CsA.DMI® CsE.AM® CsA/CypA
thel [°]
0, v, o, -84 122 -175 -103 105 -177 -93 156 167 -103 159 167 -109 171 -178
0, v, ®, -120 90 -177 -105 107 -173 -118 99 -167 -118 97 -167 -116 93 -179
O3 Y5 0 71 -128 173 61 -132 176 68 —-133 172 68 -130 170 128 -72 173
O,y 0 -99 22 -180 -105 23 176 -98 9 -177 -100 9 -179 -108 103 -177
05 Y5 05 -113 125 167 -121 155 174 -85 134 176 -78 134 174 -76 122 -176
O Wg -90 100 -165 99 8 -173 -79 128 -174 74 122 -175 96 168 179
0, ¥, 0 -83 52 178 -157 142 164 -98 -5 180 -104 -13 179 -63 156 173
g Yy g 88 —-125 -167 67 -128 -175 150 -133 -173 163 -162 -166 100 -141 178
Oy Yy 0y -119 100 -6 -102 120 -7 -120 99 -1 -109 110 -8 -123 72 -178
010 Wip Oy -139 65 -167 -146 70 178 -139 64 -178 -119 87 -167 -108 170 174
O V0 -103 125 173 127 -86 170 95 142 166 -123 137 171 -123 83 -179

* Diethylether hemisolvat monohydrat, ® dimethylisosorbid, € aceton solvat monohydrat

zuje n&které zajimavé biologické aktivity'”, které vsak nepro-
bihaji pres jeho vazbu na cyklofilin, ale pravdépodobné na
jiné, ndm dosud nezndmé, vazebné struktury.

3.2. Cyklosporinové klatrdty

Pojem cyklosporinové klatrdty byl poprvé pouzit Jegoro-
vem a spol.” a pravdépodobné se jednd o prvni popis klatratt
tvofenych peptidy. Molekuly cyklosporind jsou v krystalech
uspofdddny tak, Ze se mezi nimi vytvaif rizné velké a riizné
orientované dutiny neboli kavity. Zatim v§ak nebyl pozorovin
ptipad, Ze by molekula solventu vstoupila dovniti cyklospori-
nového skeletu, jako napi. u cyklodextrind pfi separaci enan-
tiomert'®. Tvar a objem kavit 1ze vypocitat a graficky mode-
lovat, obr. 9 (napf. grogramem PLATON" nebo programem
MarchingCubeELD?’). Tak Ize pro riizné cyklosporinové kla-
traty stanovit maximdlni pocet nevodikovych atomd, které 1ze
do kavity sméstnat. Cyklosporinovy klatrat vSak zddrné kry-
staluje i molekulou rozpoustédla, kterda obsahuje i polovinu
maximdlniho poctu nevodikovych atomi teoreticky umistitel-
nych do kavity.

14

Chiralita samotného cyklosporinového skeletu, disymetrie
kavit a moznost vytvareni vodikovych vazeb s hostujici mole-
kulou solventu nabizi i moznost vyuziti preferencni krysta-
lizace k separaci riiznych enantiomert. Husdk a spol.” testo-
vali inkorporaci celkem tif typd chirdlnich molekul. Byly
syntetizovany nesymetrické chirdlni ethery, avsak nepodafilo
se nalézt vhodny analyticky systém pro separaci enantiomerd.
Inkorporace (R,S)-2-butanolu do CsE prokdzala, Ze tato mole-
kula je pfili§ mald a v kavité byly nalezeny oba enantiomery.
Kazdy z téchto enantiomert vSak zaujima specifickou pozici,
coz podporuje potencidlni moznost diskriminace vétsich chi-
rdlnich molekul. Jako dalsi byl testovan (R,S)-butyl-laktat,
avsSak i zde bylo u klatratu CsE nalezeno zastoupeni obou
enantiomerd v poméru 1:1. I tato molekula s 10 nevodikovymi
atomy je zjevneé pfili§ mald vzhledem k velikosti kavity. Bylo
prokdzano, ze diverzita cyklosporini potencidlné umoziuje
modifikaci nejen velikost kavity, ale i symetrii inkorporace
hostujici molekuly. Napf. v klatratech dihydro-CsA a CsV
s tert-butylmethyletherem md jedna z molekul fert-butylme-
thyletheru zcela odli$nou orientaci v kavité.

Dile bylo zjiSténo, Ze relativné velkd konformacni stabilita
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Obr. 8. CsH (vlevo), CsA dihydrat (vpravo)
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Obr. 9. Modelovani kavity v CsA dimethylisosorbid klatratu pro lokalizaci dimethylisosorbidu

cyklosporinovych molekul v krystalickém stavu zptlisobuje
preferenci urcitého symetrického uspotaddni. Z tohoto hledis-
ka byla identifikovdna dvé vyrazné preferovand usporadani
a sice symetrie monoklinické prostorové grupy P 2,a symetrie
orthorombické prostorové grupy P 2,2,2,. Pro typ P2, a poet
vzorcovych jednotek v elementarni buiice Z = 2 je charakte-
ristickd pravé piitomnost velkych kavit (az 562 A%), pro typ
P2,2,2, pfitomnost malych kavit (okolo 20 A3), které nejsou
obsazeny bud zZddnym solventem (napf. acetyl-CsA nebo ace-
tylbromo-CsA (oba viz 22) nebo pouze molekulou vody (napf.
CsA dihydrat).

Konformace cyklosporint v klatrdtech se 1isi od konfor-
mace cyklosporinu A v dihydratu v zdsadé pouze orientaci po-
stranniho fetézce rezidua MeBmt!, pficemz samotnd rezidua
1-5 jsou, podobné jako u CsA dihydratu, v uspordddni nesouh-
lasné orientovaného B-sklddaného listu a rezidua 7-11 tvoii

otevienou smycku s peptidovou cis-vazbou mezi rezidui 9-10.

Vzhledem ke snadné tvorbg, tvaru i kvalité krystalt pred-
stavuje postup krystalizace cyklosporinti ve formé izostruktur-
nich klatratd i vybornou metodu jak pfimét ke krystalizaci
nezndmé cyklosporiny. Tato metoda byla napt. ispésné pouzi-
ta pro primdrni identifikaci CsV. Postup byl testovdn i pro
rizné metabolity cyklosporinu a podafilo se takto vyfeSit
strukturu dihydro-CsA (dihydro-metabolity vznikaji pravdé-
podobné zpétnou resorpci ze stieva v diisledku plisobeni stiev-
ni mikroflory).

3.3. Konformace cyklosporint
v komplexech s cyklofilinem

Vazba cyklosporini na cyklofilin piimo koreluje s je-
jich immunosupresni aktivitou®. Pii interakci volného cyklo-
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Obr. 11. Trajektorie konformaé¢ni zmény: volny CsA (vlevo) — receptorové-vazany CsA (vpravo) (pievzato a upraveno z cit.”)

sporinu A s cyklofilinem A se razantné méni konformace
cyklosporinového skeletu. Pivodni ¢tyfi intramolekuldrni H-
-vazby ve volném CsA (viz obr. 1) se redukuji na jednu
(MeBmt'OH...COMeLeu*) v CsA vdzaném v komplexu
s CypA (obr. 10). Ddle je podstatné, Ze pfi této interakci se
meéni i vzdjemné postaveni atomu kysliku a methylové skupiny
peptidové vazby mezi MeLeu’ a MeLeu'® z konfigurace cis
(volny CsA) na trans (vizany CsA). Kock a spol.24 modelovali
molekuldrni mechanikou konformacni pfechod: volny CsA
(v chloroformu, resp. v tetrahydrofuranu) — vazany CsA (v kom-
plexu s receptorem). Zjistili, Ze ke konverzi dojde béhem
nékolika desitek ps. Trajektorie této konverze zahrnuje proto-
&eni postrannich fetézct MeBmt'a Val® a jiz zmin&nou zménu
izomerie cis/trans (obr. 11).

Kallen a spol.3 porovnali RTG-struktury desiti komplext
ruznych cyklosporini s cyklofilinem A. Zjistili, Ze vSechny
komplexy jsou izomorfni, krystalizujici v prostorové grupé
P2,2,2, s velmi blizkymi miiZkovymi parametry, s jedinou
vyjimkou CypA/[D-MeSer’] CsA, ktery krystaluje v grupé
P2,2,2. Méfeni imunosupresivni aktivity téchto analogi (pro-
dukce interleukinu-2) potvrdilo, Ze zZddny nevykazuje veétsi
aktivitu nez CypA/CsA. Vazebnou doménu CsA pro interakci
s cyklofilinem tvoii vzdy fetézec MeLeu’-MeLeu'®-MeVal''-
-MeBmt'-Abu*-Sar’

3.4. Konformace cyklosporinu A
vidzaného na FAB fragment
monoklondlni protildtky

Zatimco mechanismus imunosupresivniho tic¢inku cyklo-
sporint je zprostiedkovan jejich vazbou na cyklofilin, neni to
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zdaleka jediny protein, ktery je schopen cyklosporiny vazat.
Kromé struktur s cyklofilinem byla RTG difrakci studovdna
konformace CsA navdzaného na FAB fragment monoklondlni
protildtky, zejména pro lepsi pochopeni mechanismu rozpoz-
néni antigenu (cyklosporinu) protildtkou. Nalezend konforma-
ce CsA je velmi oteviend a neobsahuje ani jednu intramoleku-
larni H-vazbu, ¢imz se vyrazné lis{ od struktur volného CsA
i jeho komplexu s cyklofilinem. Predstavuje tudiz tieti, vyraz-
né odlisny typ konformace CsA (viz obr. 4c). Dal§im protei-
nem schopnym vdzat cyklosporiny je napt. P-glykoprotein
podilejici se na transmembranovém transportu cyklosporinu
(a mnoha dalSich latek) a vzniku MDR, kdy molekuly 1é¢iv
jsou exportovdny ven z bunék a tak neni mozné dosdhnout
jejich dcinné koncentrace. Vazba cyklosporint nijak neko-
reluje s jejich imunosupresivni aktivitou a P-glykoprotein
se vdZe na doménu CsA tvofenou fetézcem aminokyselin
MeLeu*-Val>-MeLeu®-Ala’-D-Ala®, tj. &4st rozpozndvanou rov-
n&Z kalcineurinem®. NejucinnéjSimi moduldtory jsou napf.
[3,0—didehydr0—MeBmt1, Valz] CsA a acetylcyklosporin A,
jejichz struktura byla rovnéz vyfesena RTG difrakci 226,

4. Zavér

Cyklosporiny jsou piekvapivé rigidni molekuly preferujici
ve volné formé v krystalech symetrické uspotfadani prostorové
grupy P 2, a ve vazbé na cyklofilinovy receptor prostorovou
symetrii P2,2,2,. Konformace cyklosporinii v kapalindch od-
povidaji konformacim nalezenym v krystalech. Predpokladem
biologické aktivity cyklosporint je konformacni flexibilita
jejich cyklického skeletu. Ve volné formé v krystalech cyklo-
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sporiny zaujimaji t&snou konformaci antiparalelniho B-listu,
pfi vazbé na proteinovy receptor se cyklosporinovy skelet
otvird. Tato konforma¢ni zména je -charakterizovdna
sniZenim pocCtu intramolekuldrnich vodikovych vazeb ze Ctyt
na jednu a zménou konfigurace peptidové vazby mezi MeLeu’
a MeLeu'’ z cis (volny CsA) na trans (vazany CsA). Tim jsou
splnény sterické naroky pfi vazbé CsA (ptes jeho rezidua 1, 2,
3,9, 10 a 11) na proteinovy receptor cyklofilin A. Energetické
ndroky konformacni zmény CsA (volny) — CsA(vdzany) jsou
uhrazeny z konformac¢nich zmén receptoru.

Seznam nekddovanych aminokyselin

MeBmt  (4R)-4-((E)-but-2en-1-yl)-4,N-dimethyl-L-threonin
Bmt (4R)-4-((E)-but-2en-1-yl)-4-methyl-L-threonin
Abu 2-aminobutanovd kyselina

Sar sarkosin, N-methylglycin

MeLeu  N-methylleucin

MeVal  N-methy-valin

Nva norvalin

Tato prdce byla podporena Ministerstvem mlddeZe,
Skolstvi a télovychovy (vyzkumny zdmér ¢. CEZ: MSM
223100002). Vyhleddvdni v databdzi CSD bylo umoznéno
na zdkladé grantu GA CR 203/99/0067.
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B. Kratochvil®, M. Husdk? and A. Jegorov® (“Depart-
ment of Solid State Chemistry, Institute of Chemical Techno-
logy, Prague,”Galena Co., Research Unit, Ceské Budéjovice):
Conformational Flexibility of Cyclosporins

This review summarizes the present knowledge of confor-
mations of cyclosporins mainly in the solid state. A very small
chemical change of the cyclosporin backbone causes a signifi-
cant change in biological properties. The mechanism of im-
munosuppressive activity of cyclosporin A is explained on the
basis of conformational flexibility of the cyclosporin skeleton.
Cyclosporin A adopts three main conformations: the tightly
folded one of free cyclosporin in crystals and solution, the
open one in the receptor-bound state in cyclosporin complexes
with cyclophilin A and the very open one in the cyclospo-
rinFAB (fragment of antibody) complex. A conformational
comparison of variously solvated cyclosporin A with its non-
immunosuppressive derivatives (cyclosporins E and H) shows
some small differences in the system of intramolecular H-
-bonds of cyclosporin skeletons. The inclusion effect of
packed cyclosporin molecules in crystalline cyclosporin clath-
rates enables preferential crystallization of cyclosporins with
various chiral molecules of organic solvents.
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1. Uvod

Vyhodné vlastnosti siborov mikroelektrdd s interagujuci-
mi difiznymi vrstvami' ich robia populdrnymi v elektroana-
lytickej chémii. Je to najmé kvoli velmi redukovanej kapacit-
nej zlozke pridovej odozvy kolektorového segmentu, ktord je
navyse pri vhodnej polarizacii amplifikovand redox cyklova-
nim. Tento jav predurcuje tieto mikroelektrédy na selektivne
detegovanie elektrochemicky reverzibilngch latok po ich se-
parécii v prietokovych systémoch HPLC” a na iné voltampé-
rometrické aplikdcie®*.

V poslednom obdobi sa zacinaji objavovat prdce, v kto-
rych sa opisuje analytické vyuzitie efektov interdigitovanych
suborov (IDA) vyplyvajucich z tesného usporiadania samo-
statne polarizovatelnych mikroelektrédovych segmentov.

Na jednom segmente IDA moZno galvanostaticky genero-
vat ldtku, ktord sa ampérometricky deteguje na druhom segmente
po transporte cez medzeru vylu¢ne difiznym spdsobom. Vy-
sokd zberna uc¢innost tohto procesu urcitym spdsobom zvadza
k analdgii s rotacnou diskovou elektrédou s prstencomS’8 (RRDE).
Pridova odozva RRDE je sice zosilnend konvekciou analytu
za hydrodynamicky stabilnych podmienok®'% avsak zbernd
ucinnost'*'* na prstenci pre produkty elektrédovej reakcie,
prebiehajucej na disku je podstatne mensia oproti IDA mikro-
elektrédam. Naviac Sum, ktory prislicha mechanickym vibra-
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ciam'>"¥je vysoky. Iny podstatny rozdiel IDA mikroelektréd

v porovnani s RRDE je vzdjomné ovplyvnenie diftiznych
vrstiev. V pripade IDA mikroelektrédy mozno zamenit detek-
tor s generdtorom, kym pri RRDE je ovplyvnend len difizna
vrstva prstenca, a to elektrédovymi reakciami na disku.

2. Stanovenie litok titraciou v difiiznej vrstve
IDA mikroelektrody elektrochemicky
generovanym titrantom

Ako sa v tivode spomenulo, mozno urobit analégiu me-
dzi IDA mikroelektrodami a rotacnou diskovou elektrédou
s prstencom (RRDE), ktord sa Casto vyuziva v analytickej
chémii na stanovenie elektroinaktivnych ldtok titrdciou v di-
fiznej vrstve'>?°. Pri tejto metdde sa vyuziva rychla a kvanti-
tativna reakcia produktu elektrolyzy s titrovanou ldtkou, ktord
je na povrch kolektora (prstenca) transportovand vynitenou
konvekciou. Ak sa z roztoku generuje na disku konStantnym
pridom titrant®!, prud na prstenci sa zvid¢Suje priamotmerne
diskovému pridu, pricom potencidl prstenca musi byt nasta-
veny na hodnotu, ktord zodpoveda limitnému diftiznemu pru-
du opacnej elektrédovej reakcie k reakcii prebiehajicej na
disku. Ak sa do roztoku pridd ldtka (titrand), ktord bude rychlo
a kvantitativne reagovat s generovanym titrantom, titrant sa
nedostane k prstencu a nespdsobi na nom prid. Prid zacne
vzrastat az vtedy, ked rychlost generdcie titrantu (dand pru-
dom na disku) bude vécsia ako rychlost transportu titrandu
k rotujicemu povrchu (miestu titracnej reakcie). Toto posunu-
tie zacCiatku vzrastu prstencového pridu (,titracnd* zbernd
ucinnosf) sa vyuziva na stanovenie koncentricie priddvanej
latky (titrandu).

Pri IDA mikroelektrédach mozno teda jeden segment sto-
toZnit s diskom a druhy s prstencom. Pri RRDE ldtka mozZe byt
generovand len na disku, hoci principidlne je mozna generacia
titracného cinidla aj na prstenci, ale konvektivny transport ho
nikdy netransportuje na disk, ¢o znemozni jeho detekciu.
Podstatny rozdiel je vSak v zbernych dc¢innostiach. Pokial na
RRDE mozno dosiahnut zbernd uc¢innost cca 40 %, na IDA
mikroelektrédach je tdto hodnota omnoho vyssia a zavisi od
geometrie IDA mikroelektrédy. Tento fakt vyrazne ovplyvilu-
je citlivosf merania. Dalej mozno kontatovat, Ze ¢im je irka
medzery medzi segmentmi IDA mikroelektrody vicsia, tym
su poziadavky na rychlost reakcie mensie. Je to ur¢itd analdgia
s uhlovou rychlostou otdc¢ania RRDE.

2.1. Stanovenie As(IIl) a tiosiranu
elektrochemicky generovanym
jédom

Zberna ucinnost sa Studovala pomocou pomocou elektro-
chemického redox systému I5/I", pretoZe na platinovej elek-
trode sa spravareverzibilne. Elektrochemickd oxiddcia prebie-
ha prakticky so 100 % tcinnostou v Sirokom rozsahu prido-
vych hustot.

Zberna uc¢innost je smernica zavislosti kolektorového pru-
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Obr. 1. Titracné krivky titracie As(IIl) v diftiznej vrstve IDA
mikroelektrédy elektrochemicky 5generovanym j(idomzz; objemo-
vé koncentracia As(IIl): 7 —7,5.10° mol.dm™, 2 - 1,5.10* mol.dm™,
3-2,25.10" mol.dm >, 4—3,0.10* mol.dm >, 5 —3,75.10"* mol.dm >,
zlozenie roztoku: 0,01 M-KI a 1 M-NaHCOj,, objem roztoku 10 ml

du (/) pri potencidli limitného difizneho pridu redukcie
j6du od pridu generdtora (I,,), ktory sa vnucuje galvanosta-
ticky pri merani ,,bod po bode* alebo velmi pomalym prido-
vym scanom 1 nA.s™,

Prenos jodu na kolektor sa ovplyvni, ak sa do roztoku prida
As (IID) (cit.??). Toto ovplyvnenie sa prejavi zmenou zdvislosti
I, 0d 1, As (D) je elektrochemicky inaktivny pri potenciali
generdcie jodu. KedZe reakcia arzénu s jodom je rychla a kvan-
titativna, povrchovd koncentrdcia jodu na generdtore bude
nulovd dovtedy, kym je tok odchadzajiceho jédu vacsi ako
tok prichddzajiceho arzénu. Tvar zdvislosti /., od 1., je
funkciou koncentracie arzénu a tito zmena sa moZe pouzif na
jeho stanovenie, ktoré je zalozené na rovnici:

AsOy +1; +H,0 - O +3T +2H"

Rovnovdha tejto vratnej reakcie moze byt posunutd dopra-
va viazanim vodikovych proténov s HCO;. Preto sa ako
zdkladny elektrolyt pouziva 1 M-NaHCO,.

Zavislost I, od I, je vlastne titracnd coulometrickd
krivka titracie v difdiznej vrstve, ked generdtor produkuje
titrant a kolektor sa sprava ako ampérometricky detektor ekvi-
valentného bodu. Titra¢né krivky pre rozne koncentrécie arzé-
nu su na obr. 1. Extrapoldciou linedrnej Casti titracnej krivky
s hodnotou zvyskového pridu na kolektore sa ziska hodnota
pridu generdtora v ekvivalentnom bode I, ., ktory je linear-
nou funkciou koncentracie As(IIl). Ak v objemovej faze roz-
toku neprebieha ziadna ind chemickd reakcia, ,titrdcia“ sa
moZe opakovat mnohokrit s velmi dobrou reprodukovatel-
nostou tvaru titra¢nej krivky. Statistickou analyzou zavislosti
IgenE od koncentrdcie, ktord je vlastne kalibrac¢nou krivkou,
metddy vychddza podla trojsigmového kritéria odhad detek-
¢ného limitu 2.107° mol. dm™. Pri danych experimentdlnych
podmienkach (objem vzorky 10 ml) to predstavuje 5 g As.

Medza stanovenia absoltitneho mnoZstva arzénu sa moze
eSte znizit zmenSenim analyzovaného objemu. Ak sa podari
znizif mnozstvo analyzovaného roztoku na 10 pl, ¢o je v su-
Casnosti Tahko dosiahnutelné, potom mozno ocakdvat medzu
stanovenia na Urovni nanogramov.
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Na stopovu analyzu vzoriek arzénu sa pouZivaju aj iné
analytické metddy. Medza stanovenia atdmovej spektrometrie
zavisi od pouZitej techniky. Medza stanovenia IDA met6dy je
porovnatelna s hydridovou metédou ICP (cit.”) a s klasickou
AAS (cit.**). Je dokonca citlivej§ia ako plametiovd AAS,
titrdcia v diftiiznej vrstve RRDE alebo ako metdda rdadioakti-
vécie®. Aviak Ziadna z tychto met6d nedosahuje taka citlivost
ako elektrochemickd rozpustacia analyza As na zlatej elektro-
de? alebo atémova absorpénd analyza s elektrotermickou
atomizaciou”’.

Na podobnom principe je zaloZené aj stanovenie tiosiranu.
Chemicka reakcia tiosiranu s jdédom

L,+2 5,05 -»21 +S,0%

jerychla a kvantitativna. Vyhodnotenie vysledkov je obdobné
ako pri stanoveni arzénu. Odhad detekéného limitu je 2.107
mol.dm™ Na,S,0;. Pri objeme vzorky 10 ml to predstavuje
1 ng tiosiranu sodného, ¢o je asi 350 krdt menej v porovnani
s RRDE titrdciou nakolko tok ldtky je za hydrodynamickych
podmienok omnoho vys$si nez na IDA mikroelektrédu. Tomu
zodpovedd aj nizSia medza stanovitelnosti RRDE v pripade
stanovenia tiosiranu sodného. Avsak 1000 ndsobné zniZenie
analyzovaného objemu moze vykompenzovat aj tento handi-
cap IDA titracie Na,S,0; v diftiznej vrstve. Takto sa moze
stanovif obsah tiosiranu resp. latok reagujtcich s jédom v napr.
v &istych chemikdlidch jodidu draselného?.

2.2. Stanovenie alylalkoholu
elektrochemicky generovanym
bromom

Pri pouziti roztoku 0,18 mol.dm= KBrv 1,13.10 mol.dm™

HCIO, sa namerala hodnota zbernej ti¢innosti 0,84. Potencidl

kolektora bol fixovany na hodnote 0,1 V vs. SCE, ktord

zodpovedd opacnej elektrochemickej reakcii nez na genera-
tore

Br,+2e — 2Br

Dynamicky charakter titracie v diftiznej vrstve na RRDE
vyZzaduje nielen velkud hodnotu rovnovaznej konstanty, ale aj
vysokd rychlost chemickej reakcie. Ak bude v roztoku alylal-
kohol, ktory spotrebiva vygenerovany brom nastane kompli-
kovanejSia situdcia ako v pripade titracie As (III) a Na,S,0;,
lebo adicia bromu na dvojitd vdzbu nenasytenych uhlovodi-
kov je ovela pomalSia. Na rozdiel od titrdcii As (III) a Na,S,0,
koncentrdcia brému a alylalkoholu na hranici ich dominant-
nych oblasti bude rdzna od nuly. Brém bude zasahovat do
dominantnej oblasti alylalkoholu a naopak. Pociato¢né stipa-
nie titracnej krivky je teda pozvolnejsie ako v pripade kinetic-
ky rychlych reakcii. U kineticky pomalych reakcii nameriame
,.Kineticki* zbernu dc¢innost, ktord je funkciou uhlovej rych-
losti otd¢ania RRDE (cit.?®"). Tito zdvislost mozno vyuzit
na stanovenie rychlostnej konstanty titracnej reakcie

CH,=CHCH,OH + Br, — BrCH,BrCHCH,OH
Tito konstanta™ je rovna 2.107° dm®.mol Ls' a je v dobrej

zhode s hodnotou ziskanou potenciometrickou metédou?’.
Titra¢né krivky na IDA mikroelektréde namerané pri roz-
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nych koncentrdcidch alylalkoholu maju v§ak rovnaky tvar ako
pri titrdcii arzénu a tiosiranu a nevykazuju Ziadne zakrivenie
v mieste vzostupu kolektorového pridu ako je to v pripade
RRDE. Absencia zakrivenia titracnej krivky titracie alylalko-
holu v difiznej vrstve IDA mikroelektrédy elektrochemicky
generovanym brémom umoziuje také isté vyhodnotenie vy-
sledkov ako tomu bolo v pripade As(III) a Na,S,0; a predsta-
vuje istd vyhodu oproti technike na RRDE. Odhad detek¢ného
limitu je 4,5.107° mol.dm™ alylalkoholu, ¢o predstavuje 3 ug
stanovovanej litky v objeme 10 ml (cit.>*).

2.3.Stanovenie amoniaku a jodidov
elektrochemicky generovanym
broémnanom

Brémnan sa generoval tak ako aj ostatné titracné ¢inidld
galvanostatickou polarizdciou generdtorového segmentu IDA
mikroelektrédy. Kolektorovy segment sa polarizoval kon-
Stantnym potencidlom 0,0 V vs. SCE, zodpovedajticim limit-
nému difiznemu pridu brémnanu. Jeho detekcia je zalozend
na reakcii

BrO™ +H,0 — Br +2 OH"

Aj v tomto pripade je hodnota zbernej tucinnosti (0,849)
omnoho vysSia nez zbernd uc¢innost namerand na RRDE.

Katién NHj je elektroinaktivny a prenos bromnanu z gen-
erdtora na kolektor bude ovplyvneny tak ako v pripade As(III),
lebo jeho titracnd reakcia je kvantitativna a velmi rychla.
Potom zdvislosti 1 vs. Igen (titratné krivky) budui dobre
reprodukovatelné a budu mat rovnaky tvar ako v predchadzaj-
dcich pripadoch. Mozno ich teda pouzif na stanovenie amén-
nych soli zaloZené na chemickej reakcii

3BrO"+2 NHj > N,+3Br +2H"+3 H,0

1 2345
4000 b
I, DA
2000 b
0 : N "l I |
0 2000 4000 6000
1., NA

gen>

Obr. 2. Titra¢né krivky titracie jodidu v difiiznej vrstve IDA
mikroelektrédy elektrochemicky generovanym brémnanom™,
objemova koncentrdcia jodidu: 7 -0, 2 — 1.10° mol.dm'3, 3-2.107
mol.dm™, 4 3.10” mol.dm >, 5 — 4.10~> mol.dm >, zloZenie roztoku:
1 M-KBr s pridavkom tetraboritanu sodného pH 7.9, objem roztoku 10 ml
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Odhad detekéného limitu podTla trojsigmového pravidla je
2,4.10° mol.dm™, ¢o zodpoveda pri objeme vzorky 10 ml asi
0,40 nug amonnej soli. Touto metddou sa stanovoval amoniak
v riecnej vode™®.

Pri stanovent jodidov sa titracné krivky (obr. 2) brémnanu
(zdvislost I od I,,) zmenili po pridavku iénov I" pre nizke
hodnoty 7, , zatialCo pre stredné hodnoty sa vzrast kolektoro-
vého pridu spomaluje a zavislost vykazuje inflexny bod. Po
tomto bode zdvislost je uz podobna titracnej krivke bez jodidu.

Pomerne komplikovany tvar titracnej krivky pri titrdcii
jodidu elektrochemicky generovanym bromnanom je dosled-
kom elektrochemickej tvorby jodu z jodidu. J6d je katodicky
aktivny na kolektorovom segmente IDA mikroelektrédy na-
viac v slabo alkalickych roztokoch podlieha disproporcio-
nécii:

L+20H ="= 10 +I +H,0

Rovnovizna konstanta® tejto reakcie je rovna K, = [I07][I"]/
[L,]JOH] = 30. Reakcia je rychla®” (k,;= 1.10'° dm’.mol".s™).
Za normdlnej teploty vzniknuty jodnan reaguje dalej:

K

==

3107 2T + 103

Rovnovidzna konstanta tejto reakcie K, = 10% spdsobuje
tvorbu jodidu a jodi¢nanu. Avsak v roztoku bromidu je stabi-
lita I(I) vysSia, a preto sa moze tvorit IBr (pri pH 7,9 je
prevldadajica forma I(I) HIO s hodnotou pK 11). A preto je
rovnovidha reakcie

IBr+ OH™ — Br + HIO

posunutd doprava. Pri vyssich hodnotdch /., bromnan vznik-
nuty na generdtore reaguje s katodicky aktivnym HIO za
tvorby elektroinaktivneho 105.

HIO + 2 HBrO + 30H — 105 +2 Br + 3 H,0

A7 po celom premeneni jodidu na jodi¢nan sa elektroche-
micky generovany bromnan redukuje na kolektore (rastica
cast tiracnej krivky pri vys$Sich hodnotdch I,, na obr. 2).
Hodnota I, sa ziska ako priesecnik linedrnej Casti titratnej
krivky a zvyskového pridu kolektora.

V mierne zasaditom prostredi sa jodidy oxidujui elektro-
chemicky generovanym brémnanom podla rovnice

I'+3BrO” — 105 + 3 Br~

Optimdlne pH titrdcie je podla coulometrickych experi-
mentov v oblasti 8,7 az 9,0. Presné vysledky sa dosiahnu aj pri
pH 7.9. Velky nadbytok chloridov a jodi¢nanov nerusi stano-
venie. Odhad detek&ného limitu je 5.107 mol.dm™. Pri objeme
vzorky to predstavuje 0,8 pg jodidu draselného.Metdda je
preto vhodna na stanovenie jodidov v kuchynskej soli a v Cis-
tych chemikalidch jodi¢nanu®>-33,

4. Zaver

Vysoku zbernd dcinnost IDA mikroelektrédy mozno vy-
uzif na stanovenie latok titrdciou v diftiznej vrstve namiesto
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RRDE. Na jednom segmente mozno galvanostaticky genero-
vat titracné ¢inidlo a na druhom indikovat bod ekvivalencie.
Z elektrochemicky generovanych titrantov sa vzhladom na
stabilitu IDA systému osvedcil jod, brom a bromnan, ktory
vznikd disproporciondciou brému generovaného z bromidu
v slaboalkalickom prostredi. Takymto spdsobom mozno sta-
novit elektroinaktivne latky, rychlo reagujice s titrantom (ar-
z€n, tiosiran, amoniak) alebo s pomalSou titracnou reakciou
(allylalkohol), pripadne elektroaktivne latky (jodidy). Detek-
&né limity si v oblasti 10°°~10~7 mol.dm™ a vzhladom na maly
rozmer IDA systému prichddza do tvahy aj mikroanalytické
vyuZitie.

Tdto prdca bola podporend Grantovou agentiirou Sloven-
skej republiky, VEGA (grant ¢. 1/6103/99).
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P. Tom¢éik?, D. Bustin®, and L. Novotny® (“Department of
Analytical Chemistry, Faculty of Chemical Technology, Slo-
vak Technical University, "Department of Microelectronics,
Faculty of Chemical Engineering, Slovak Technical Univer-
sity, Bratislava, Slovak Republic): Microelectrode Arrays
with Interacting Diffusion Layers: Special Applications

The review deals with special applications of interdigitated
array (IDA) microelectrodes. A high collection efficiency in
comparison with RRDE (rotatory ring disc electrode) can be
used for the determination of species by titration in the diffu-
sion layer of an IDA system. The titrant (iodine, bromine, and
hypobromite) is galvanostatically generated on one IDA seg-
ment and another segment serves as an amperometric detector
with constant potential, which corresponds to the opposite
reaction to that of titrant electrochemical generation. The
method is simple, sensitive to the species (ammonium, arsenic,
thiosulfate, allyl alcohol, iodide) and can also be used in
microanalysis.



Chem. Listy 95, 22 — 27 (2001)

Referaty

MORFOLIN-2,5-DIONY - JEJICH PRIPRAVA A VYUZITI

JARMILA VINSOVA

Farmaceutickd fakulta, Karlova Univerzita, Heyrovského
1203, 500 05 Hradec Krdlove

Doslo dne 10.1.2000

Klicova slova: morfolin-2,5-dion, depsipeptid, hydroxykyse-
lina, aminokyselina

Obsah

Uvod
2. Cyklizace tvorbou esterové vazby
2.1. Cyklizace N-(o-halogenacyl)-o-aminokyselin
2.2. Cyklizace N-(o-hydroxyacyl)-oi-aminokyselin
2.3. Vnitini reesterifikace
2.4. Mitsunobuova metoda
2.5. Pouziti pevné faze
2.6. Dalsi ptipravy
3. Cyklizace (aminolyza) O-aminoacyl-o-hydroxykyselin
4. Farmaceutické vyuziti morfolin-2,5-diont
4.1. Priprava polymert
4.2. Transportni systémy lécivych latek
4.3. Jiné

—_

1. Uvod

Morfolin-2,5-diony jsou depsipeptidova analoga cyklodi-
peptidt, derivéti piperazin-2,5-dionti. Cyklodipeptidy jsou
pripravovdny bez obtiZi, tvoii se vét§inou spontdnné, ¢astec-
nou aktivaci karboxylu pfislusného linearniho dipeptidu, napf.
esterifikaci. V cyklodipeptidech jsou obé amidové vazby
uspordddny cis. V tomto pfipadé termodynamickd stabilita
6-Clennych cykli kompenzuje energii pozadovanou pro cis—
trans presmyk, pii némz je tfeba pfekonat bariéru Castecné
dvojného charakteru amidové vazby'. Morfolin-2,5-diony se
mohou tvorit analogicky k piperazin-2,5-dionim uzavirdnim
cyklu tvorbou amidové nebo esterové vazby. Z toho vyplyva

R1

0
H,,
%;V/C\X + //i\coo
» H,N

\

OH
1

o R
H.,
%;V/M\NHJ\COO
2

Na*

O/

R

1)NaOH  x

Celit A

- sublimace

dvoji obecny pfistup k cyklizaci a rovnéz rozdilna piiprava
linedrniho depsipeptidu, ktery je bud O-aminoacyl-o-hydro-
xykyselina nebo N-(a-hydroxyacyl)-o-aminokyselina.

Uplatnuji se predevsim jako stavebni jednotky pro piipra-
vu polymernich analogli peptidd a polylaktidd, s cilem nalézt
leps$i vlastnosti biomateridld lehce vstiebatelnych v organis-
mu. Vzhledem k rozdilnému $tépeni amidové a peptidové
vazby se studuje jejich pouzitelnost jako nosict aktivni ldtky,
proléciv, jsou rovnéz pouzivany jako substraty proteolytic-
kych enzymd.

2. Cyklizace tvorbou esterové vazby

2.1. Cyklizace
N-(o-halogenacyl)-o-aminokyselin

Prvni zminka tykajici se pfipravy 6(R,S)-methylmorfolin-
-2,5-dionu je v praci Chadwicka a Pascu®. Autofi vychazeli ze
sodné soli N-(2-bromopropanoyl)glycinu. Vakuovou destilaci
pii tlaku 0,2 kPa a teploté 150 °C odsublimoval cyklicky
depsipeptid, ktery snadno hydrolyzoval ve vodném prostied{
na laktylglycin. Podobné Cook, Cox a Farmer® a n&ktefi dal$i
autofi*® pfipravili 3-, 4- nebo 6-alkylsubstituované morfolin-
-2,5-diony sublimaci z odpovidajicich soli N-(o-halogenacyl)-
-o-aminokyselin (7).

Fung a Glowaky’ popsali syntézu 3-substituovanych morfo-
lin-2,5-dionti cyklizaci N-(a-chloracyl)-o-aminokyselin v N,N-
-dimethylformamidu a triethylaminu ve velkém zfedéni. Bar-
rera a spol.® cyklizuji o-(halogenacyl)-oi-aminokyseliny za
refluxu v chloroformu za piitomnosti ethyl(dipropyl)aminu.

In’t Veld a spol.” pfipravili cyklické depsipeptidy s funké-
nimi skupinami v postrannim fetézci také touto cestou. Vyho-
dou této metody je snadny piistup k prekursoru acylaci o--ami-
nokyseliny a-halogenacylchloridy. Nevyhodou ovSem je, Ze
béhem cyklizace dochdzi k racemizaci. Morfolin-2,5-dionové
derivity byly pfipraveny suchym zahfivinim za sniZzeného

2
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tlaku na matrici celitu, z niZ byl cykloderivat odsublimovén®.
Pridanim celitu se zvétsi povrch reakéni smési, tim se umozni
snazsi sublimace (2).

Cyklizace N-(2-halogenacyl)-aminokyseliny s triethyl-
aminem nebo uhli¢itanem cesnym v N,N’-dimethylformami-
du pti 100 °C, nebo oxidu stéfbrného v 1,4-dioxanu pii 20 °C
po dobu 2 dni vede k nizkym vyt&zkim'.

2.2. Cyklizace
N-(o-hydroxyacyl)-o-aminokyselin

Hartwig a Schollkopf!! jako prvni popsali kysele kataly-
zovanou cyklizaci N-(o-hydroxyacyl)-oi-aminokyselin za
bezvodych podminek a pfitomnosti methansulfonové kyseli-
ny. Vzhledem k tomu, Ze v této intramolekuldrni cyklizaci jsou
zahrnuta stereocentra, bylo ocekdvano, Ze bude ziskan z op-
ticky ¢istého prekursoru enantiomerné ¢isty morfolin-2,5-dio-
novy derivat. Experimentdlni vysledky ovS§em potvrdily nizky
stupeti racemizace na C-6. Nebylo zji§téno, zda k racemizaci
dochdzi v cyklizaénim kroku nebo pti syntéze meziprodukta,
za pouziti aktivacnich a chranicich skupin (3).

Jorres se spol.!? prezentuji novy synteticky piistup u n&hoz
neni tfeba ani chrdnicich skupin ani aktivace. Patentovany
pristup k opticky aktivnim N-(o-hydroxyacyl)-a-aminoky-
selindm vychazi z esteru hydroxykyseliny, ktery je michdn pii
80 °C se sodnou solf aminokyseliny po dobu 18 a vice hodin
za azeotropniho odstranéni vody na molekulovém situ'®. Cy-
klizace opticky aktivnich morfolin-2,5-dionl je provddéna
piimo z hydroxykyselin nebo jejich ethylesterti. Ze sodné soli
N-(o-hydroxyacyl)-a-aminokyseliny byla uvolnéna hydroxy-
aminokyselina na iontoménici a cyklizovdna v dichlormetha-
nu za katalyzy methansulfonové kyseliny. Spontdnni cykliza-
ce za snizeného tlaku a zvySené teplot 5y po dobu 6 dni je
popsana rovnéz v nékolika piipadech'*"”,

K cyklizaci jak makrocykld tak i hydroxyacylaminokyse-
liny bylo pouZito s ispéchem téz ¢inidlo BOP (benzotriazol-
-1-yl-oxy-tris(dimethylamino)-fosfonium hexafluorofosfat!®.
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2.3. Vnitini reesterifikace

Vzhledem k obtizné rozpustnosti hydroxyaminokyseliny
v organickém rozpoustédle z né¢hoz lze odnimat vznikajici
vodu, byla tato prevedena (nékolikahodinovou) esterifikaci na
pfislusny ester a ester cyklizovdn vnitfni reesterifikaci ve
smési toluen-chloroform za katalyzy silné kyselého iontomé-
ni¢e (Amberlyst) nebo methansulfonové kyseliny v Soxhleto-
vé extraktoru naplnéném molekulovym sitem 4A po dobu
76 hod.

Japonsky autor Katakai'’ pouzival dichloracetyl (Dca)
skupinu jako vhodnou chrénici skupinu pro hydroxyskupinu
hydroxykyselin a 2-nitrofenylsulfenyl-N-karboxy-a-amino-
anhydridy (Nps-NCAs)'® jako vysoce reaktivni aminokyseli-
nové derivaty k acylaci hydroxysloucenin. Deprotekce téchto
skupin neovliviiuje esterové ani amidové seskupeni (4).

Depsipeptidovy monomer byl rovnéz pfipraven za pouziti
(Nps-NCA)-o-aminokyseliny s hydroxykyselinou bez chra-
néni OH-skupiny ', Tvorba depsipeptidové vazby mezi ami-
nokyselinami obsahujicimi nepoldrni vedlejsi fetézec a kyse-
linou mlé¢nou muze byt provedena N,N’-karbodiimidazolem
(CDI), ktery umoziiuje spojeni karboxylové skupiny N-chra-
néné aminokyseliny s hydroxyskupinou benzylesteru kyseliny
mlécné. Benzylesterovd skupina se odstrani v dal$im kroku
katalytickou hydrogenaci. Kondenzace N,N’-dicyklohexyl-
karbodiimidem (DCC) a chrdnéni karboxylové skupiny pfeve-
denim na benzylester nelze pouZzit v syntéze depsipeptidd ob-
sahujicich glutamovou kyselinu, lysin nebo methionin (a jiné
sirné aminokyseliny). Proto byl navrZen alternativni postup
syntézy zahrnujici kondenzaci bez chrdnéni koncové C-karbo-
xylové skupiny. Aktivni ester pouzivajici N-hydroxysukcin-
imid (ONSu) je pro kondenzaci s hydroxykyselinou nedcinny.
Hydroxyskupina je méné nukleofilni nezli aminoskupina ami-
nokyseliny. Proto bylo s tspéchem vyuzito aktivace pomoci
NCAs.

Nakamura®' popsal cyklizaci N-(o-hydroxyacyl)-o-ami-
noesterti v roztoku tetrahydrofuranu nebo toluenu na kataly-

" Lo 7°
g7 cov ¥ @C_C OSi(CH,), T @
NH, NH OH
¢o- lCHR
H o 0 oX (3)
L
e
o~ NH X = H, COCH,
Y = OH, ClI
RZ
cl o R’ © R1
I ) NaOH
H—C—C—0—CH-COOH + -N_ § == Ho- CH-CONH-CHR®-COOH
cl Y (4)
NO, O
(Nps-NCA)
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NH _COOH
Rﬁr

EtOOCN=NCOOEt/Ph,P
(5)
OMe NH OMe

CH,
(0]
=
c” J/i
NH OC,H, benzen

Tl—CHZCI
@)
P05
xylen N CH,

CH,CI

(6)

zdtoru pii 150-350 °C. Syntéza meziprodukti vychdzela z a-
-hydroxykyselin a hydrochloridi esterti oi-aminokyselin za
pouziti DCC jako aktiva¢niho ¢inidla pro kondenzaci.

Goodman se spolupracovniky? pouzili pentachlorofenyl-
estery jako aktivni estery a ty intramolekuldrni transeste-
rifikaci poskytly morfolin-2,5-dionové derivdty. Tato meto-
da nevedla k racemizaci, obé centra zlstala opticky aktivni.
Jeji nevyhodou je v§ak pouziti pomérné komplikovanych ak-
tivacnich a chrdnicich skupin a hlavné velice nizké vytéz-
ky (4-10 %). Nizké vytézky, vSeobecné pozorované pfi cy-
klizacich, jsou ddny pravdépodobné vysokou trans/cis barie-
rou pro nealkylovanou amidovou vazbu Barlera rotace kolem
C-N vazby je priblizng 90 kJ.mol™" (cit.? %).Ve vétsing acy-
klickych amidd je predominantni trans-konfigurace CONH-
-skupiny, proto je potfebi drastickych podminek pro tvorbu
morfolin-2,5-diond (vysoka teplota, tlak, dlouhd reakéni do-
ba).

2.4. Mitsunobuova metoda

Cyklizace N-hydroxyacylaminokyseliny za podminek Mi-
tsunobuovy metody probihd Sy 2 mechanismem za inverze
konfigurace. Reakce probihd za nizké teploty pod argonem.
N-Hydroxyacylaminokyselina reaguje s trifenylfosfoniovou
soli vzniklou reakci trifenylfosfinu s diethylazodikar-
boxyldtem v absolutnim tetrahydrofuranu (5) (cit.24).Vznikly
trans- -izomer je ¢istén chromatografii.

Cbz-Leu + HO-CH-COO-t-Bu

2.5. Pouziti pevné fdze

Pevnd fdze se stala rutinni zédlezitosti pro syntézu biopoly-
meri jako jsou peptidy®, nukleotidy a oligosacharidy. Pro
depsipeptidy je obecnd metodika v soucasné dobé teprve
vyvijena. Na nosici byla tvofena pouze peptidovd vazba a es-
terovd vazba byla tvofena v roztoku®. Kuisle a spol.”’ pre-
zentuji novou automatickou syntézu depsipeptidd na pevné
fdzi na Wangové pryskyfici. K chrdnéni o-hydroxyskupiny
pouZili jeji pfevedeni na tetrahydropyranylester (THP). Uvol-
néni depsipeptidu z nosic¢e bylo provedeno p-toluensulfono-
vou kyselinou. Pfi této metod¢€ nebyla zjisténa ani racemizace
ani deprotekce béhem syntézy. K cyklizaci byla pouzita Mi-
tsunobuova reakce®.

2.6. Dalsi pifipravy

3-Benzyl-3-methylmorfolin-2,5-dion byl pfipraven v niz-
kych vytézcich rovnéz Bischlerovou-Napieralskeho reakci
z ethyl-o-methyl-o-chloracetamido-B-fenylpropionatu®. Za-
hrati ve vroucim xylenu za pfitomnosti oxidu fosfore¢ného
vedlo k isochinolinu (6).

3. Cyklizace (aminolyza)
0O-aminoacyl-o-hydroxykyselin

Piiprava esterti N-chrdnénych aminokyselin kondenzaci
pomoci DCC je ve srovndni s piipravou peptidové vazby méné
snadnd. Doporuduje se piitomnost chloridu médného nebo
pyridinu®'. Tak N-benzyloxykarbonylleucin (Cbz-Leu) byl
pridan ke smési ferc-butylesteru hydroxykyseliny, napt. o-
-hydroxyisovalerové kyseliny a DCC v etherickém roztoku
pyridinu. Hydrogenolyzou se odstranila Cbz-skupina a ester
depsipeptidu se destiloval za pomalé cyklizace na 3,5-diiso-
propylmorfolin-2,5-dion*? (7).

Jinym zpisobem je piiprava N-chranéného depsipeptidu,
ktery se prevede na N-hydroxysukcinimidester, ten po od-
bourdni benzyloxykarbonylové skupiny plisobenim bromo-
vodiku v kyselin€ octové a ndslednou deprotonizaci vzniklého
hydrobromidu triethylaminem (TEA) cyklizuje v Zadany pro-
dukt. (Alternativni zptsob cyklizace je pomoci DCC.)

DCC _ Cbo-Leu-O-CH-COO-tBu—=

pyridin

CH(CH,),

BG4
Pd/C

CH(CH,),

CH(CH,),

(7)
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Glykoldtové a laktatové estery aminokyselin byly pfipra-
veny esterifikaci N-chranénych aminokyselin podle ndsledu-
jictho schématu (8).

Bylo zjisténo, Ze v pfitomnosti methanolu a vody, nebo
triethylaminu a }3)3yr1d1nu dochazi k hydrolyze esterové vazby
uvnitf molekuly™.

Shemiakin a spol.* pfipravili morfolin-2,5-diony intramo-
lekuldrni kondenzaci chloridd O-(o-aminoacyl)-a-hydroxy-
kyselin jako prekursori.

Esterovad vazba hydroxykyselin byla také vytvorena z piis-
Iusnych N-karboxyanhydridi anebo z pentachlorfenylesteru
Nps-aminokyseliny, deblokace byla provedena za standard-
nich podminek (HCl/dioxan) (9).

Nissen, Gilon a Goodman?®* piipravili tyto aktivni penta-
chlorofenylester hydrochloridy, které prevedli na trifluorace-
tdty a ty na matrici celitu zahfivali na teplotu 90 °C ve vakuu
(10° Pa). Cyklizaci na polystyrenové pryskyfici obsahujici
oximové funkce® vyjadfuje ndsledujici schéma (10).

Referaty

K cyklizaci lysyl-(2- 3ydroxyproplonyl)fenylhydralzldu byla
pouzita azidova metoda™. Hydrogenace cyklo(lysyl(Cbz)-
-hydroxypropionylfenyl) v obvyklych alkoholickych nebo
vodnych rozpoustédlech vede k nizkym vytézkim vzhledem
k nestabilité Sesti¢lenného laktonového kruhu.

4. Farmaceutické vyuziti morfolin-2,5-diont

4.1. Pfiprava polymert

Morfolin-2,5-diony jsou pouzivany predevsim jako mono-
mery pro syntézu opticky aktivnich poly(depsip 3}3t1du) Do-
chdzi k otevirani cyklu a k ndsledné polymeraci’ . Biode-
gradabilni polymery pouzivané jako biomateridly jsou prevaz-
né slozeny z latek, které jsou bézné ptitomné v lidském téle,
jako je kyselina mlécnd, aminokyseliny apod. Nevyhodou
pouzivanych polylaktidi, které se pouzivaji jako Sici material,

Cbz-NH-CH-COOH + Br-CI:H-COOCZH5 i Cbo- NH CH- CO? -CH-COOC,H,
R R? EtOAc R’
(8)
+
f PUC H,N-CH-COO-CH-COOC,H, + (COOH), —= (GO0, (H;N-CH-COO;CH-COOC,H,),
R R R'" R’
o
(0] \/
\/
R’ °
|
HO—CHCOOH 4 S—N_ & —> Nps-NH-CH-CO-O-CH-COOH _1OFeP
No, O
\/ \/
HCI
> 9)

Nps-NH-CH-CO-O- CH COO-Pcp

HCI.NH,-CH-CO-O- CH COO-Pcp

H
Boc-ProOH + HO-L-Lac-OBn M Boc-Pro-Lac-OBn 2
DIC/DMAP TFA

Boc-Pro-LacOH + pryskyfice

PyBrop/DIEA

Boc - terc-butyloxykarbonyl

TPP - trifenylfosfin

DEAD - diethylazodikarboxylat

TFA - trifluoroctova kyselina

PyBrop - bromotripyrrolidinofosfonium hexafluorofosfat
DIC - diisopropylkarbodiimid

Pro-Lac-pryskyfice

(10)

DMAP - N,N-dimethylaminopyridin
DIEA - diisopropyl(ethyl)amin
Lac-OBn - benzylester kyseliny mlééné
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Lt T

Sn( Oct)2

pfi fixaci fraktur a jako tzv. transportni systémy 1éCiv (drug
delivery system — DDS), je jejich kiehkost a nizkd biodegra-
dabilita. Proto byly syntetizovdny polymery z 3,6-dimethyl-
-2,5-morfolindionu a studovdny jejich termické a mechanické
vlastnosti***’. Bylo zji§téno, Ze se snadno 3tépi piisobenim
cholesterolesterasy (z Pseudomonas species) a proteinasy K
(z Tritirachium album). Proteinasa K rovnéz vykazuje vyssi
specifitu vici opticky aktivnim kopolymertim, obsahujicim
L-alanin. RovnéZ kopolymery 3,6-dimethyl-2,5-morfolindio-
nu s 3,6-dimethyl-2,5-dioxanonem pfipravené dle ndsleduji-
ciho schématu (/1) vykazuji vyssi biodegradabilitu nezli sa-
m(iliny homopolymer ziskany z 3,6-dimethyl-2,5-dioxano-
nu.

4.2. Transportni systémy lécivych latek

Jedna z dilezitych aplikaci polydepsipeptidd jako bioma-
teridld je transportni systém lé¢ivych latek pro fizené uvoliio-
véni 16¢ivé latky*. V tomto systému je biodegradacni proces
soutéZi mezi pisobenim esteras a proteas™*. Z obecného
hlediska jsou esterasy méné selektivni nez proteasy, peptidic-
kd vazba je v dlisledku vedlejsich vazeb (C*-zbytkii) rozmani-
t&jS1 (sterické zdbrany, elektrostatické interakce). Tato hle-
diska lze stru¢né charakterizovat v zdkladnim rozdéleni pro-
teas na a) serinové, b) aspartitové, ¢) SH-dependentni, d)
metaloenzymy. Proto je biodegradace polymert a zvlasté
kopolymert striktné podfizena typu enzymu, ale i vestavénym
piislusnym zbytkim hydroxykyselin a aminokyselin, takze
biodegradace kopolymerl v zdvislosti na typu enzyma zdvisi
na kvalit¢ monomerd. Je pochopitelné, ze se zde uplatiiuji
rovnéz konformacni vlivy na §tépeni kopolymeru.

Napfi'. pokusy degradace in vitro ptisobenim proteas a es-
teras ukazuji pozoruhodné odlisné chovani podle druhu
apuvodu enzymu. Snizujici se aktivita v fadé papain>trypsin>
elastasa>thermolysin>pepsin>karboxypeptidasa A ukazuje na
mensi aktivitu esteras v zdvislosti na slozeni depsipeptidu®’.
Yoshida a spol.*® pripravili polydepsipeptidy typu poly[(Ala), -
-Glu(OEt)-Lac], které pouzili jako nosice agonisty releasing
faktoru luteiniza¢niho hormonu (LH-RF) tzv. Luliberinu.

Snaha o uc¢inny design DDS je velmi sledovanou oblasti
novych 1é¢iv a toto Usili se promitd prakticky do vSech klinic-
kych systému (gastroenterologicky, kardiovaskuldrni, respi-
racni a nervovy).

4.3.Jiné

Depsipeptidy s postrannimi funkénimi skupinami mohou
slouzit téz jako kyselé prekursory hydrolyzy®. Dile byly
sledovdny jako modelové slouceniny pro studie vztahti mezi
strukturou a rychlosti hydrolyzy*’, substraty proteolytickych
enzymu — [3—1a1<ta111as48’49 trypsinové a chymotrypsinové sub-
straty!'¥7% jako trypanocida’®'.

130 °C; 8h
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H,CH; 0
NH)\’WOVKO%
o (11)

o

Sn(Oct), - oktanolat cinaty

Prdce byla podporena grantem UK 24/1998BCH/FaF
a MSM 111600001.
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J. VinSova (Faculty of Pharmacy, Charles University,
Hradec Krdlové): Morpholine-2,5-diones — Their Prepara-
tion and Exploitation

Morpholine-2,5-diones are depsipeptide analogues of cy-
clic dipeptides, derivatives of piperazine-2,5-diones. In con-
trast to cyclodipeptides, which are formed by spontaneous
cyclization, preparation of cyclodidepsipeptides is not easy.
Two main ways are used for cyclization of depsipeptides.
Cyclization by the formation of ester bond seems more effi-
cient than cyclization via the amide bond formation. The
review deals briefly with all known methods of syntheses of
morpholine-2,5-diones but attention is also paid to their bio-
logical activity. They are of great interest for biomedical
applications. Optically active morpholine-2,5-diones are used
as monomers for synthesis of biodegradable polymers, as
prodrugs of bioactive amino acids and, most recently, in drug
delivery systems.
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1. Uvod

Maleinanhydrid a kyselina maleinova su polyfunkéné che-
mikdlie, ktoré su svojim komerénym vyuZitim v centre pozor-
nosti uZ mnoho rokov. Doposial sd délezitymi surovinami
najmé v nepotravindrskych segmentoch priemyslu a to vo
vyrobe alkydovych a polyesterovych Zivic, povrchovych na-
terov, prisad do maziv, zmikcovadiel, kopolymérov a rozli¢-
nych polnohospoddrskych chemikdlii. S rozvojom biotech-
noldgii sa zvysuje snaha vyuzivat netradicné, lahko dostupné
suroviny na biosyntézu potravindrsky a farmaceuticky vy-
znamnych latok. V poslednom obdobi sa uvazuje o anhydride
kyseliny maleinovej ako o dobrom Startovacom materidli pre
chemicku a biotechnologicku pripravu viacerych organickych
kyselin s roz§irujicim sa uplatnenim najmi v potravinarskom
a farmaceutickom priemysle. Sti¢asné moznosti vyuzitia ma-
leinanhydridu na syntézu, resp. biosyntézu tychto latok su
schematicky zndzornené na obr. 1. Niektoré kyseliny je mozné
pripravit mikrobidlne priamo z kyseliny maleinovej (kyselina
D-jabl¢nd, kyselina L-jabl¢nd, kyselina fumarovad), iné sa daji
pripravit zatial len kombindciou chemickej a mikrobidlnej
syntézy (vSetky izoméry kyseliny vinnej), pripadne iba che-
mickou syntézou (kyselina cis- a trans-epoxyjantarova). Ne-
ustdle vSak silnie snaha nahrddzat chemické postupy mikro-
bidlnymi fermentdciami.

2. Kyselina epoxyjantdrova

Tato kyselina bola doposial velmi mdlo pouzivanou suro-
vinou v priemyselnych odvetviach. V 80. a 90. rokoch bola
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popisand priprava roznych derivdtov tejto kyseliny a ich vy-
uzitie vo farmaceutickom priemysle. Vyhodou tychto zlicenin
je ich extrémne nizka toxicita. V roku 1983 bolo synteti-
zovanych niekolkych derivdtov Kyseliny trans-epoxyjantd-
rovej, ktoré sa ukdzali byt dobrymi inhibitormi tiolprotedzovej
aktivity'. Priaznivy u&inok bol potvrdeny aj pri lie¢be svalo-
vych chorob?. Kyselina trans-epoxyjantarova sa Tahko trans-
formuje na kyselinu B-hydroxy-L-aspardgovu, ktord md vyni-
kajtice antibakteridlne i¢inky a pouziva sa na pripravu (3-lak-
tdmovych antibiotik’.

Kyselina epoxyjantdrova sa vyskytuje v dvoch konfigu-
rdcidch, a to ako cis- a trans-forma. Obidve je mozné pripravit
z malefnanhydridu, resp. kyseliny maleinovej. Kyselina cis-
-epoxyjantdrovd sa pripravuje zatial iba chemickou syntézou
— oxiddciou kyseliny maleinovej za pritomnosti katalyzdtora.
Ako katalyzdtor boli spociatku pouzivané rozpustné soli pa-
lddia alebo vanddu. Oxidujicim ¢inidlom bol kyslik, mednaté
soli, kyselina dusi¢nd, pripadne dusi¢nany alkalickych kovov.
Takouto oxiddciou sa v minulosti pripravovala kyselina D,L-
-vinna, pricom ako medziprodukt vznikala kyselina cis-epo-
xyjantdrovd. Vhodnou tipravou reakénych podmienok je vsak
mozné ziskat velmi Cistd kyselinu cis-epoxyjantairovﬁ4. Ma-
lefnanhydrid sa zmieSa v destilovanej vode s CaCOj,, peroxi-
dom vodika a katalyzdtorom — wolfrimanom, resp. molybdé-
nanom sodnym. Maleinan vdpenaty ndsledne konvertuje na
cis-epoxyjantaran vdpenaty pri teplote 60-70 °C a hodnote pH
4-6 v priebehu 4 hodin. Vytazok reakcie je 96 %. Takto
pripraveny cis-epoxyjantaran sa dalej pouZzivana vyrobu kyse-
liny vinnej. Neskor bol popisany postup pripravy vysoko-
¢istych soli kyseliny cis-epoxyjantdrovej z maleinanhydridu,
ked epoxiddcia prebiehala vo vodno-alkoholickom roztoku
(30-90 % vodny roztok alkoholu — metanolu, etanolu, propa-
nolu a pod.)’.

Kyselina cis-epoxyjantdrovd sa pripravuje iba chemickou
syntézou, doteraz nie je zndmy mikroorganizmus, ktory by
dokdzal syntetizovat tito kyselinu, prip. jej soli.

Kyselinu trans-epoxyjantdrovu je mozné pripravit dvoma
sposobmi, bud epoxiddciou kyseliny fumarovej (D,L-forma)
alebo mikrobidlnou cestou (L-forma). Priebeh epoxiddcie je
podobny ako pri priprave cis-formy tejto kyseliny, zdsadny
rozdiel je iba v mnozstve pridaného katalyzatora. Na dosiah-
nutie 80-86 % konverzie je potrebnd 5-ndsobne vyssia kon-
centrédcia wolframanu, resp. molybdénanu®. Teplota je udrzia-
vand v rozmedz{ 65-75 °C.

Mikrobidlne sa kyselina trans-epoxyjantarova pripravuje
z glukdzy alebo etanolu pomocou vldknitych hib Paecilomy-
ces varioti, Penicillium vineferum, Aspergillus fumigatus’.
Stidia mechanizmu biosyntézy ukazali, Ze kyselina trans-
-epoxyjantdrova je syntetizovand z dvojuhlikatych zlicenin
cez cyklus glyoxalovej kyseliny a uhlikovd kostra fumaranu
je transformovanad na trans-epoxyjantaran. Epoxidovy kyslik
trans-epoxyjantaranu sodného pochddza priamo z moleku-
lového kyslika®. Fermentaénou pripravou kyseliny trans-L-
-epoxyjantdrovej sa zaoberala aj japonskd pracovnd skupina
Yamaguchi a kol. V prdci boli pouzité nové kmene vlaknitych
hub Aspergillus clavatus, A. fumigatus, Neosartorya fischeri,
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kyselina kyselina kyselina Arthrobacter kyselina kyselina
L-vinna D,L-vinna D-vinna Ustilago L-jabl¢nd D,L-jabl¢na
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kyselina
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chemickd
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+ kyselina L-vinna mezo-vinna

Obr. 1. Moznosti pripravy kyseliny epoxyjantiarovej, fumarovej, vinnej a jablénej z anhydridu kyseliny maleinovej

Paecilomyces elegans, Talaromyces wortamannii a Bysso-
chlamys nived’.

Obe formy kyseliny trans-epoxyjantarovej (D,L- aj L-for-
ma) je v stcasnosti mozné pouzit na chemicku alebo mikro-
bidlnu pripravu kyseliny mezo-vinne;.

3. Kyselina fumarova

Kyselina fumarova je prirodzenou latkou, pritomnou v mno-
hych mikroorganizmoch, rastlinich i zivo¢ichoch. Je pome-
novand podla rodu Fumaria. Spolu s kyselinou jabl¢nou je
sicastou Krebsovho cyklu a cyklu kyseliny glyoxdlovej. Po-
uziva sa v potravindrstve ako prisada do prdaskovych ndpo-
jovych zmesi, do Zelatinovych dezertov, pudingov a naplni do
koldcov. V misovom priemysle sa pridava do konzervované-
ho mésa a do hydinovych produktov na urychlenie stabilizdcie
farby. V nepotravindrskych odvetviach sa pouziva kyselina
fumarova pri vyrobe polyesterovych zZivic, naterov na nabytok
a rychloschntcich farieb. Okrem toho je vychodiskovym ma-
teridlom pre priemyselnu produkciu kyseliny L-jabl¢nej a ky-
seliny L-aspardgovej. Komercne sa kyselina fumarova pripra-
vuje chemicky-katalytickou izomerizdciou kyseliny malei-
novej od roku 1932. Mikrobidlne moze byt produkovand
z glukézy pouzitim vldknitych hib z rodu Rhizopus. Za po-
tencidlnych producentov mozno povazovat hlavne dva druhy
Rhizopus arrhizus a R. nigrigans. Mikrobidlne bola kyselina
fumarovd vyrabana v 40. rokoch firmou Pfizer (4000 ton/rok),
ale ekonomicky vyhodnejsia chemickd syntéza postupne do-
nuitila tito firmu zastavit fermentaéni vyrobu'®. Okrem sacha-
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ridickych substrdtov pre priamu konverziu na fumaran su
v literatire zmienky o moznom vyuziti odpadovych sulfito-
vych vyluhov'!, resp. etanolu'>. V roku 1986 vyslo doposial
najucelenejsie vysvetlenie biochemizmu syntézy kyseliny fu-
marovejlz.

Kyselina fumarovd mozZe byt pripravovand z Kyseliny
malefnovej nielen chemicky ale aj mikrobidlne prostrednic-
tvom baktérii rodov Arthrobacter, Pseudomonas a Alcalige-
nes. Z kmena Arthrobacter sp. TPU 5446 bola izolovand
a charakterizovand maledt cis-trans-izomeraza. Tento enzym
bol velmi nestabilny a pri jeho purifikacii doslo k vysokej
strate aktivity”.

V roku 1997 bol uskutoc¢neny screening baktérif utilizuju-
cich kyselinu maleinovu zo 600 Pédnych vzoriek odobratych
na roznych miestach Japonska'®. 20 z nich bolo schopnych
premienat kyselinu malefnovi na iné organické kyseliny. 4 znich
mali zvySenu aktivitu maledt cis-trans-izomerdzy, teda enzy-
mu, ktory katalyzuje izomerizdciu maleinanu na fumaran.
Najvyssiu aktivitu vykazoval kmen Pseudomonas alcaligenes
XD-1, u ktorého bol moldrny vytazok kyseliny fumarovej
priblizne 70 % po Siestich hodindch inkubdcie. Na druhej
strane, za tento Cas vzniklo asi 18,4 % kyseliny L-jabl¢nej ako
vedlajSieho produktu. Koncentrdcia kyseliny maleinovej mus{
byt vsak niz§ia ako 100 g™, pri vyssich koncentricidch
dochddza k inhibicii produkcie kyseliny fumarovej. Autori
uvadzajd, ze produktivita kyseliny fumarovej bola az 27x
vysS§ia v porovnani s vysledkami produkcie kyseliny fumaro-
vej fermentdciou s vldknitymi hubami rodu Rhizopus'®. Vy-
skumy v tejto oblasti stdle pokracuju a v budicnosti moze byt
tento spdsob pripravy kyseliny fumarovej velmi atraktivnym.
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4. Kyselina jabl¢na

Kyselina jabl¢nd je dikarboxylova kyselina vyskytujica sa
v troch modifikdcidch — D(+)-, L(—)-formy su opticky aktivne
a D,L-forma je opticky inaktivna. V prirode sa nachddza iba
L-forma a to hlavne v jablkach, melénoch, Ceresniach, grape-
fruitoch, slivkéch, brokolici, mrkve a v dalSich druhoch ovocia
a zeleniny. Kyselina jabl¢na (D,L-forma) sa pouziva v potravi-
narskom priemysle ako okyslovadlo nealko-ndpojov a prirod-
nych §tiav. Na dosiahnutie pozadovanej kyslosti sa priddva aj
do roznych potravin ako napr. kandizované ovocie, Zelatina,
jogurty, pudingy a $alatové ndlevy. Vo farmdcii sa pouziva do
prostriedkov proti kaSlu a na liecbu hyperanémie. Kyselina
jabl¢nd sa priddva aj do umelych sladidiel, ¢im sa potldca ich
horkd chut. V kozmetike sa mieSa spolu s AHA-kyselinami do
krémov na vyhladzovanie vrdsok a tieZ sa pouZiva vo vyrobe
tazkych sladkych parfémov. V nepotravinarskych odvetviach
sa pouziva kyselina jablénd pri vyrobe zmikcovadiel; jej
chelatac¢né vlastnosti sa vyuzivaju pri odstranovani hrdze a ne-
ziaddcich kovovych iénov.

Kyselina jabl¢nd sa pripravuje chemickou syntézou (race-
mickd zmes) alebo mikrobidlnou cestou (bud D- alebo L-forma
v zdvislosti od pouzit¢ého mikroorganizmu). Chemicky sa
kyselina jabl¢nd syntetizuje hydratdciou kyseliny maleinovej
alebo fumarovej za vysokého tlaku a teploty. Cena kyseliny
D,L-jabl¢nej je porovnatelnd s cenou kyseliny citrénovej. Preto
nové technoldgie pocitaji s moznostou pouzivania kyseliny
D,L-jabl¢nej ako ndhrady kyseliny citréonovej v ndpojov a po-
travindch. Na druhej strane, rastici trend pouZivania prirod-
nych potravindrskych zloziek by mohol zvySsif dopyt po pri-
rodnej L-forme kyseliny jabl¢nej, pripravovanej biotechno-
logickymi postupmi. Kyselinu jabléni je mozné pripravit
fermentacne alebo biokonverziou kyseliny fumarovej16.

Fermentacnym spdsobom je mozné pripravif kyselinu L-
-jabl¢énd zo sacharidickych substratov (glukéza, sacharéza
a pod.) hlavne pomocou vldknitych hib rodov Aspergillus
(Aspergillus flavus, A. oryzae a A. parasiticus)"”. S kmefiom
A. flavus boli dosiahnuté vytazky okolo 50 % (z teor. vytazku).
V roku 1991 Batat a kol. uskuto¢nili dopliiujicu optimalizadciu
niektorych zloziek fermenta¢ného média a podarilo sa im
zvysit produktivitu z 0,3 g1".hod™" na 0,59 g hod™" a aj
vytazok na 60 % (cit.'®). Ako autori porovnavaji z 1 mol
glukézy vznikd teoreticky 268 g k?/seliny L-jabl¢nej, pricom
kyseliny citrénovej iba 192 g (cit.'”). Okrem sacharidickych
substrdtov bola popisand u vldknitych hib aj tvorba kyselin
L-jablénej fermenticiou etanolu (Schizophyllum commune)™,
n-parafinov, acetdt (Paecilomyces varioti)*'. Nevyhodou po-
stupov pripravy kyseliny jabl¢nej je v§ak dlhy ¢as fermentdcie,
vznik vedlajsich produktov (napr. polyolov), ktoré stazuju
samotnu izoldciu produktu. Okrem toho je zndme, Ze skupina
vldknitych hib Aspergillus flavus je zndma tvorbou mykoto-
xinov.

Podstatne vyhodnej$im spésobom pripravy tejto kyseliny
je konverziou kyseliny fumarove;j.

Sved¢i o tom aj fakt, Ze v sucasnosti sa 13 % s celkovej
svetovej produkcie kyseliny jablénej pripravuje enzymovou
konverziou kyseliny fumarovej prostrednictvom baktérii Bre-
vibacterium flavum imobilizovanych do k-karagénanu'®. Jed-
nou z nevyhod tejto konverzie je tvorba vedlajsieho produktu
— kyseliny jantdrovej. Tu je vSak mozZné uspes$ne zastavif
inkubovanim buniek pred imobilizdciou v roztoku fumaranu
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s pridavkom Zl¢ového extraktu®”. Tym dojde nielen k inhibicii
jantarandehydrogendzy ale aj k niekolkondsobnému zvySeniu
aktivity fumardzy. Dobré vysledky v potld¢ani tvorby kyseliny
jantdrovej sa dosiahli aj pri pouziti kyseliny cholovej, deoxy-
cholovej a inych detergentov. Biokonverzia prebieha na 80—
86 % a nezreagovany fumaran je naspit recyklovany. Okrem
rodu Brevibacterium je produkcia kyseliny jabl¢nej popisand
aj u druhov Lactobacillus™>*, Corynebacterium25 a Escheri-
chia®. Aviak posledné price v tejto oblasti sa venuju rodu
Brevibacterium, zvySovaniu aktivity fumardzy u tychto kme-
fiov a imobilizacii do vhodnych nosi¢ov>"*®. Konverzia kyse-
liny fumarovej na kyselinu L-jabl¢nu bola popisand aj u nie-
ktorych rodov kvasiniek. Nag]'viac prestudované su kvasink
Saccharomyces cerevisiae®° a kvasinky rodu Candida®"**.
U kvasiniek je tvorba kyseliny jantdrovej u¢inne potld¢ana
pridavkom kyseliny malénovej*. Podobne ako u baktérii aj
u kvasiniek je mozné zvysit aktivitu fumardzy pridavkom
detergentov. Na zvySenie permeability membrdny kvasiniek
S. cerevisiae bol ispesne pouZity dodecylsiran sodny a aktivita
fumardzy imobilizovanych buniek sa zvysila az 60x (cit.*")
oproti povodnej aktivite 0,94 mmol.hod'.g™" imobilizova-
nych buniek?. Zvy3end aktivita fumardzy bola pozorovand aj
u kvasiniek rodu Dipodascus, pricom v priebehu konverzie
fumaranu na jablénan nedochddza k tvorbe kyseliny jantdro-
vej. Aktivita fumardzy intaktnych aj dezintegrovanych buniek
bola 8—10x vyssia v porovnani s kvasinkami S. cerevisiae™.

Okrem konverzie kyseliny fumarovej na kyselinu L-jabl¢-
nu sd zndme mikroorganizmy, ktoré konvertuji priamo kyse-
linu maleinovd na kyselinu L-jabl¢nu (rod Alcaligenes) alebo
na kyselinu D-jablénu (rody Pseudomonas, Ustilago, Arthro-
bacter), pripadne dokazu selektivne utilizovat L-formu z race-
mickej zmesi kyseliny jabl¢nej (Acinetobacter, Serratia, Co-
rynebacterium).

Konverzia kyseliny maleinovej na kyselinu L-jabl¢nt bola
podrobne Studovand u baktérii Alcaligenes sp. T501 (cit.*).
Moldrny vytazok konverzie 20 % roztoku malefnanu vdpena-
tého na jabl¢nan vdpenaty bol 98,4 % a po precisteni bol
moldrny vytazok cistej kyseliny L-jabl¢nej 83,1 %. Zistilo sa,
Ze tdto transformadcia si vyZaduje u mikroorganizmov pritom-
nost dvoch enzymov a to maledtizomerdzy a fumardzy. V pr-
vom stupni je kyselina maleinovd konvertovand na kyselinu
fumarovdu a ta je ndsledne d¢inkom fumardzy trasformovand
na kyselinu L-jablénd. Enzym, ktory by bol schopny katalyzo-
vaf priamu konverziu maledtu na L-jabl¢nan bez tvorby fuma-
ranu ako intermedidtu, nebol ndjdeny. Doteraz bol tento en-
zym (maledthydratdza) detegovany iba u Pseudomonas sp.
a v cicavéich oblickach. Hydrata¢nym produktom bola vS§ak
kyselina D-jabl¢n4.

O priprave kyseliny D-jabl¢nej z kyseliny maleinovej pro-
strednictvom baktérii bolo publikovanych niekolko prac. Ttto
schopnost maju baktérie rodov Brevibacterium, Corynebacte-
rium, Acinetobacter. V roku 1993 bola urobend stidia, v ktorej
boli ndjdené prvy krat aj eukaryotické mikroorganizmy schog-
né konvertovat kyselinu maleinovii na kyselinu D-jabléni”’.
Vysoku aktivitu maledthydratazy vykazovali kmene rodov
Ustilago, Saccharomycopsis a Rhodotorula. Najlepsi z nich,
kmen Ustilago sphaerogena S402, bol schopny konvertovat
roztok malefnanu disodného na 50 %, po pridavku 1 % Tritonu
X-100. Okrem toho sa zistilo, Ze tento kmen dokaze konver-
tovat kyselinu fumarovu na kyselinu L-jabl¢nu, avSak nie je
schopny premienat maleinan na fumaran. Nevyhodou tohto
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sposobu pripravy D-formy kyseliny jabl¢nej nie je len nizky
stupen konverzie ale aj velmi nizka opticka Cistota produktu
a potreba pridavku drahého induktora do kultiva¢ného média.

Schopnost konvertovat malefnan na jabl¢nan s 50-70 %
moldrnym vytazkom majud aj kmene Sg)orosarcina ureae, My-
coplana dimorpha, Vibrio tyrogenes>".

Kyselinu D-jabl¢énd je mozné pripravit aj z racemickej
zmesi kyseliny jabl¢nej a to pomocou mikroorganizmov, ktoré
utilizuju L-formu tejto kyseliny. Do tejto skupiny radime bak-
térie rodov Klebsiella, Acinetobacter, Serratia, Pseudomo-
nas®. Aviak ani touto metédou nedosiahneme uspokojivé
vytazky a Cistotu produktu.

Doteraz najefektivnejsi sposob mikrobidlnej pripravy ky-
seliny D-jabl¢énej konverziou kyseliny maleinovej bol
popisany v roku 1993, ked boli na konverziu pouzité bunky
Arthrobacter sp.*’. Vytazky boli 70-72 % kyseliny D-jabl¢nej
a optickd cistota bola 100 %.

5. Kyselina vinna

Tato dikarboxylova organickd kyselina sa radi do skupiny
dolezitych ldtok s rozsirujicim sa pouzitim najmi v potravi-
narskom a farmaceutickom priemysle. Vyskytuje sa v Styroch
roznych modifikdcidch, ako L-, D-forma, mezo-forma a D,L-
-forma. V prirode sa prirodzene vyskytuje iba L-forma tejto
kyseliny a to najmé v ovoci.

Najviac sa kyselina vinna vyuZiva v potravindrstve, kde
slizi ako acidifikacné ¢inidlo do dzisov, praskovych napojov
a inych potravindrskych produktov (zelatina, cukrovinky, pu-
dingy, ...). V pekdrenstve sa pouZiva vo forme tzv. datem
esterov (diacetyl ester monoglyceridov mastnych kyselin),
ktoré zlepSuju kvalitu muky a tym aj celkovi chuf peciva. Vo
farmaceutickom priemysle su soli kyseliny vinnej dolezitymi
intermedidtmi pri priprave antacid, antibiotik a chirdlnych
zlicenin. Technickd kyselina vinna sa pouziva hlavne vo
fotografickom, metalurgickom a keramickom priemysle.

Prirodnd L-forma kyseliny vinnej sa ziskava izoldciou
z vinneho kameria a kalu ako vedlajsi produkt pri vyrobe vina.
vacsim vindrskym priemyslom (Taliansko, Francizsko, Por-
tugalsko). Z vinneho kamena sa pripravuje vinan vapenaty,
z ktorého sa izoluje kyselina vinna. Nevyhodou tejto zatial
jedinej komer¢nej vyroby kyseliny vinnej je sezonnost zdklad-
ného materidlu, ¢im je mnozstvo vyrobenej kyseliny limitova-
né. Preto bola snaha vyvintf iné ¢i uz chemické alebo mikro-
bidlne sposoby produkcie tejto kyseliny. Jednym z chemic-
kych spdsobov je aj epoxiddcia kyseliny maleinovej resp.
kyseliny fumarovej pricom vznikd kyselina D,L-, resp. mezo-
-vinna. Do reakcie vstupuje peroxid vodika, CaCOj; (alebo
NaOH v zavislosti od pripravovanej soli) a katalyzator, ktorym
si najéastejsie wolframany alebo molybdénany*'. Reakcia
prebieha pri teplote 60-75 °C a pH 4,5-5,5. Vytazok kyseliny
D,L-vinnej je 95-97 %.

Doposial este nie komer¢ne pouzitym sposobom pripravy
kyseliny vinnej je fermentacnd vyroba. V nej maju z mikroor-
ganizmov vyznam iba niektoré druhy baktérii. VSeobecne ich
mdzno rozdelif do Styroch skupin v zdvislosti od formy kyse-
liny vinnej, ktord chceme pripravit (obr. 2).

Jednou z moznosti pripravy kyseliny L-vinnej je fermen-
tacia zo sacharidickych substratov, najcastejsie z glukodzy,
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prostrednictvom baktérii z rodu Acetobacter. V roku 1972 bol
ukdzany pravdepodobny biochemizmus tvorby kyseliny vin-
nej u tychto baktérii. Glukdza je oxidovand na kyselinu 5-keto-
-D-glukonovd, ktord sa premiena dalej na kyselinu 1,2-dihy-
droxyetylhydrogénvinnu*?. Z nej vznik4 kyselina L-vinna. Re-
akcia moze byt urychlend pridavkom katalyzatora — vanadic-
nych soli. Nevyhodou tohto postupu sd vSak malé vytazky
kyseliny vinnej a tvorba vedlajsich produktov (hlavne kyseli-
na glykolovd). V 80. rokoch boli pripravené mutantné
kmene Acetobacter suboxydans, ktoré produkovali dvo-
jndasobné mnozstvo Kyseliny vinnej v porovnani s povodnym
kmenom®.

Klasen a kol. poukdzal vo svojej praci na neschopnost
kmeda Gluconobacter oxydans produkovat kyselinu vinnu**,
Tento kmen oxiduje gluk6zu na kyselinu D-glukénovi a z nej
dalej tvori kyselinu 5-keto-D-glukénovi a kyselinu 2-keto-D-
-glukénovd, ktoré su vylucované do média. Kyselina 2-keto-
-D-glukonovd je dalej konvertovand na kyselinu 2,5-diketo-D-
-glukénovd. Predchddzajice Stidie ukdzali, Ze kyselina 5-
-keto-D-glukénovd je vhodnym prekurzorom pre tvorbu kyse-
liny L(+)-vinnej. Vysledky tejto prace vSak ukdzali, Ze kmen
G. oxydans, hoci produkuje kyselinu 5-keto-D-glukénov, nie
je schopny produkovat samotnu kyselinu L(+)-vinnu.

Dalgie experimenty s kmefiom G. oxydans boli zamerané
na sledovanie vplyvu koncentriacie sorbitolu a kvasni¢ného
extraktu v kultivatnom médiu na produkciu kyseliny vinnej*.
Zistilo sa, Ze pre rast baktérii a produkciu kyseliny vinnej je
optimdlny obsah sorbitolu v médiu 20 g.l’1 a kvasni¢ného
extraktu 2 g.I™".

KedZe ani vysledky kontinudlnej pripravy kyseliny vinnej
zo sacharidickych substratov nepriniesli ocakdvané zlepsenie
vo vytazkoch a navySe dochddzalo k tvorbe vedlajSich pro-
duktov, stal sa tento proces pre priemyselné vyuZzitie ekono-
micky madlo atraktivny.

Atraktivnej$im sposobom pripravy prirodnej, L-formy ky-
seliny vinnej je biokonverzia kyseliny cis-epoxyjantarovej,
resp. jej soli na kyselinu vinnu pomocou niektorych dru-
hov baktérii rodov Rhizobium, Agrobacterium, Acinetobacter
a Nocardia. Biokonverzie prebiehaju v nesterilnych podmien-
kach, pri teplote 10-50 °C, hodnote pH 6-10, v batch-rezime,
semikontinudlne alebo kontinudlne. Velmi dobré vytazky boli
dosiahnuté u kmenov Rhizobium validum, ktoré sa pohybovali
v rozmedzi 80-85 % s Cistotou produktu 98 % (cit.***". Este
lepsie vysledky boli dosiahnuté u kmenov Nocardia tartari-

fermentdcia zo sacharidickych zdrojov

/ (Acetobacter)
L-izomér
\‘ biokonverzia cis-epoxyjantaranu
(Rhizobium, Nocardia)
biokonverzia cis-epoxyjantaranu
(Alcaligenes, Achromobacter)
D-izomér

N

utilizdcia L-formy z racemickej zmesi
(Klebsiella, Trichosporon)

mezo-forma —— fermentdcia z trans-expoxyjantaranu
(Flavobacterium)

Obr. 2. Moznosti mikrobiilnej pripravy izomérov kyseliny vinnej
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cans ATCC 311 90 a ATCC 311 91, kde boli vytazky 95 az
99,5 % (cit.***.). Bunky su po kultivécii separované z kulti-
vacného média, premyté a kontaktované s kvapalnym rozto-
kom cis-epoxyjantaranu sodného (pripadne inej soli). Reak-
¢nd rychlost je ovplyviiovand pridavkom roznych detergentov
(Tween 80, Triton X-100, SDS a pod.), pricom nevznikd
ziadny vedlaj§i produkt*®. Na biokonverziu je mozné pouzit
intaktné, dezintegrované alebo imobilizované bunky, pripad-
ne ¢isty enzym cis-epoxyjantaranhydroldzu. V poslednych
rokoch sa pracuje intenzivne s kmenom N. tartaricans SW
13-57, ktory bol imobilizovany do Zelatiny. Dosiahnuté mo-
larne vytazky boli 92-93 % a po 9-tich opakovanych konver-
zidch nebola pozorovand strata enzymovej aktivityso’s% Bun-
ky N. tartaricans ATCC 311 91 imobilizované do pektatového
gélu vykazovali po 450 ditoch este cca 30 % pdvodnej aktivity
cis-epoxyjantaranhydrolazy>>. Pri pouZiti baktérii z rodov Al-
caligenes a Achromobacter sa vytazky pohybuju v rozmedz{
91-93 % (cit.™).

Priprava kyseliny vinnej konverziou kyseliny cis-epoxy-
jantdrovej bola odskuisanad aj u kmenov Acetobacter a Coryne-
bacterium, ale vyt’aikg/ kyseliny vinnej boli vel'mi nizke a ¢as
konverzie prili§ dlhy*>? 6

Okrem L-izoméru je mozné ucinkom enzymu D-vinan
epoxiddzy pripravit biokonverziou kyseliny cis-epoxyjantdro-
vej aj D-izomér kyseliny vinnej. Tejto reakcie sa zicastiiuju
baktérie z rodov Alcaligenes a Achromobacter. Podmienky
konverzie si podobné ako v pripade L-formy kyseliny vinnej
a vytazky D-izoméru sa pohybuji v rozmedzi 91-93 % (cit.*®).
V 80. rokoch bol popisany sposob pripravy kyseliny D-vinnej
zalozeny na utilizdcii L-formy tejto kyseliny z racemickej
zmesi t¢inkom mikroorganizmov z rodov Klebsiella, Tricho-
sporon, Cryptococcus a Pseudomonas®’. Koncentrécia kyseli-
ny D,L-vinnej v kultivaénom médiu je 30-150 g.I"". Po skon-
Ceni fermentdcie su baktérie odseparované z média a do zmesi
je pridany chlorid vdpenaty, ¢im sa vyzrdza D(-)-vinan vd-
penaty. PouZitim kmena Trichosporon cutaneum sa ziskalo
2 36,4 g.1I"" kyseliny D,L-vinnej 19,3 g kyseliny D-vinnej, pri
kmeni Cryptococcus laurentii sa ziskalo z 72,2 17" kyseliny
D,L-vinnej 45,1 g kyseliny D-vinne;j.

Kyselinu mezo-vinnu je mozné pripravit chemickou syn-
tézou alebo mikrobidlne biotransformdciou kyseliny frans-
-epoxyjantdrovej ucinkom enzymu trans-epoxyjantaranhy-
droldzy, ktorej zvySend aktivita bola ndjdend u baktérif Flavo-
bacterium sp.’ Tieto baktérie dokdzu premienat nizke koncen-
tracie soli kyseliny trans-epoxyjantdrovej (6 g.l’l) namezo-vi-
nan s vytazkom 100 %. Na konverziu sa vSak pouzivaju iba
bezbunkové extrakty enzymu, pretoze pri pouziti intaktnych
buniek bola pozorovand dlhd pociatocnd fiza reakcie. Pre
priemyselnu vyrobu kyseliny mezo-vinnej je v§ak tento spdsob
madlo perspektivny, pretoZe pri vysSich koncentracidach sub-
stratu je reak¢ny ¢as velmi dlhy.

6. Zaver

Chemické sposoby pripravy roznych litok sd postupne
nahrddzané novymi biotechnologickymi postupmi. Maleinan-
hydrid, resp. kyselina maleinovd je perspektivnym zdrojom
pre biotechnologicku pripravu niekolkych organickych kyse-

foriem kyseliny vinnej a jabl¢nej. Oblast pouZitia tychto ky-
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selin a ich derivdtov sa v poslednom case velmi rozsirila.
Kyselina jabl¢nad je uz z Casti vyrdband mikrobidlne a je iba
otdzkou ¢asu kedy bude zavedend mikrobidlna vyroba kyseli-
ny vinnej. Vyhoda biotechnologického sposobu pripravy tych-
to kyselin spoc¢iva v jednostupniovej konverzii substratu na
produkt v nerastovych, Casto nesterilnych podmienkach po-
mocou volnych, permeabilizovanych buniek, pripadne enzy-
mov z nich izolovanych. Tieto jednoduché biotransformacné
reakcie st idedlnym modelom pre imobilizaciu producenta, co
vyrazne zleSuje stabilitu buniek a umoziiuje kontinualizdciu
procesu. VSeobecne biotransformacné reakcie sa pre svoju
jednoduchost, efektivnost stdvaji v stcasnosti predmetom
zvy$eného zdujmu vyskumnej aj vyrobnej sféry.

Tdto prdca bola uskutocnend s prispenim grantu VEGA
evid. ¢. 1-6252/99.
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Maleic anhydride is a suitable and easily available sub-
strate for preparation of organic acids for pharmaceutical and
food industries. The paper describes preparation, based on
maleic acid, of tartaric, malic, fumaric and epoxysuccinic
acids by chemical synthesis or microbial transformation. In
biotransformations, pure cultures of microorganisms, immo-
bilized cells, enzyme solutions or immobilized enzymes are
used. Production of tartaric and malic acids can be accom-

plished by typical biotransformations with immobilized cells
in high yields.
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Nomenklatura a terminologie

NOMENKLATURA A TERMINOLOGIE

DOPORUCENI IUPAC
Definitions Relating to Stereochemically Asymmetric
Polymerizations

Asymmetric polymerization has been the interest of many
academic and industrial polymer scientists, but no reference
has been made by IUPAC explicitly to definitions of reactions
involving the asymmetric synthesis of polymers. Hence, this
document presents definitions concerned with asymmetric and
related polymerizations, with examples included to clarify the
meaning of the definitions. Asymmetric polymerizations em-
brace two main categories, ‘“asymmetric chirogenic polymeri-
zations” and “asymmetric enantiomer-differentiating polym-
erizations”.

Otiskujeme synopsi ndzvoslovného ndvrhu z oboru makromo-
lekuldrni chemie, ktery pfipravila komise IUPAC pro makromo-
lekuldrni nomenklaturu. Ndvrh je urcen k posouzeni a kritice che-
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mické vefejnosti. Zdjemci o blizsi informace ¢i o text ndvrhu se
mohou obritit na adresu Narodniho stfediska IUPAC v Ceské repub-
lice:

Ing. Jaroslav Kahovec, CSc.

Ustav makromolekuldrni chemie AV CR

Heyrovského ndm. 2, 162 06 Praha 6

tel. (02) 20403322, fax (02) 35357981, e-mail kah@imc.cas.cz

Pripominky k ndvrhu je tfeba zaslat do 30. dubna 2001 na adresu:

Prof. Maximo Baron

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales
Universidad de Belgrano

Villanueva 1324

1426 Buenos Aires

Argentina

e-mail: baron@ub.edu.ar
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Laboratorni pfistroje a postupy

LABORATORNI PRISTROJE A POSTUPY

JEDNODUCHA METODA PRO STANOVENI
RELATIVNICH RYCHLOSTI RUSTU
JEDNOTLIVYCH PLOCH KRYSTALU
JAROSLAV NYVLT

Ustav anorganické chemie, Akademie véd Ceské republiky,
250 68 Rez u Prahy

Doslo dne 5.X1.1999

Klicovd slova: krystalizace, rychlost riistu krystald, tvar krystald

Uvod

Rust krystalt se uskuteciiuje postupnym nardstanim jejich
individudlnich ploch. Tyto plochy obecné rostou rdznymi
rychlostmi a relativni rychlost ristu jednotlivych ploch urcuje
kone¢ny tvar krystalu: pomalu rostouci plochy v krystalu
prevladaji, zatimco rychle rostouci plochy postupné z tvaru
krystalu vymizi. Nabizi se proto moznost z pozorovaného
tvaru krystalu zpétné usuzovat na relativni rychlost rtstu
jednotlivych ploch.

Teoreticka ¢ast

Krystaliza&ni rychlost Ize charakterizovat fadou zptisobi',
z nichZ jediné rychlost ristu jednotlivych ploch umoziiuje
vyjddieni pomoci rtstovych teorii. Zptisob méfeni rychlosti
ristu jednotlivych ploch zdvisi mj. na velikosti méfeného
krystalu. Pro krystaly o velikosti nad 5 mm je nejvhodnéjsi
metoda, pfi niZ je krystal fixovdn v proudicim presyceném
roztoku a pomoci méfictho mikroskopu se sleduje posun indi-
vidudlni plochy v zdvislosti na &ase™’. Presngji Ize definovat
hydrodynamiku systému za pouziti rotujiciho disku; tento
zpusob stanoveni umoznuje i presné stanoveni rychlosti ristu
jednotlivé plochy vazkovou metodou®.

Mensi krystaly (v rozmezi 1 aZ 5 mm) lze proméiovat
v rtznych typech aparatur opét tak, ze fixovany krystal je
umistén v proudu presyceného roztoku®®. Kone&né rist velmi
malych krystalt 1ze sledovat pod mikroskopem, pficemz lze
méfit rychlost rastu ploch kolmych na podlozni sklicko, na
kterém krystal volné spoc¢ivd. Rychlost ristu krystald 1ze jako
celkovou rychlost riistu (overall growth rate) stanovit nékterou
z vazkovych metod!”, a z ni 1ze za jistych predpokladi poéitat
i rychlost riistu jednotlivych individudlnich ploch®’,

Tvar krystald je uréovén relativnimi rychlostmi rdstu jed-
notlivych ploch. Je tedy mozno z pozorovaného tvaru krystald
usuzovat na individudlni rychlosti ristu ploch. Jiz v roce 1901
Wulff' poukdzal na to, 7e rovnovazny tvar krystalu je uréovan
povrchovou volnou energif jednotlivych ploch a Ze jednotlivé
plochy rostou rychlosti imérnou jejich povrchové energii. Ta

zavisi nepiimo na hustoté miizky odpovidajici dané ploSe,
takZe plochy s nejvétsi mezirovinnou vzdalenosti rostou nej-

Obr. 3. Mikrofotografie siranu amonného s primési Mn**
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pomaleji a tedy dominuji v habitu krystalu. Vypocet meziro-
vinnych vzdélenosti a tedy morfologické vyznamnosti jednot-
livych ploch krystalu je uvadén v pracfch”’”. Vzdélenost

[
o

Obr. 4. Simulovany tvar krystalu — zdkladni tvar

——

Obr. 5. Simulovany tvar krystalu — ¢isty siran amonny

Obr. 6. Simulovany tvar krystalu — s pfimési Cu’*

Obr. 7. Simulovany tvar krystalu — s péimési Mn**

Laboratorni pfistroje a postupy

jednotlivych ploch od stfedu krystalu je pak imérnd relativnim
rychlostem jejich riistu. Jestlize tedy simulujeme tvar krystalu
tak, aby vysledné schéma odpovidalo jeho mikroskopickému
zobrazenti, a centralni vzddlenosti ploch vztdhneme na centrél-
ni vzddlenost morfologicky nejvyznamnéjsi plochy, ziskdme
piimo relativni rychlosti ristu jednotlivych ploch'*'.

s w2

Experimentalni ¢ast a simulace habitu

V diskontinudlni vakuové laboratorni odparce byla sledo-
vana krystalizace siranu amonného z ¢istého roztoku, za pfi-
tomnosti 0,5 % Cu** (cit.'®) a 1 % Mn** (cit."”) pii teplot& 60 °C,
intenzivnim michani (1200 ot.min"") a pomalé rychlosti odpa-
fovani (470 g/320 minz 2 dm’ roztoku). Byly ziskdny krystaly
zndzornéné na obr. 1 (bez pfimési), 2 (primés Cu2+) a3 (ptimeés
Mn?).

Morfologickd analyza programem Morang'2 byla prove-
dena pro nasledujici parametry'®:

krystalovd soustava orthorhombickd, prostorovd grupa D)
(typ mfizky K,SO,)

a=5951A,b=10,53A,c=7729A
s vysledkem uvedenym v tabulce I.
Pro simulaci tvaru krystald jsou kromé tidaji morfologic-

ké analyzy potiebné individudlni vzddlenosti ploch od stiedu

Tabulka I
Morfologickd analyza siranu amonného

Morfologicka Millerovy Multi- Mezirovinna
vyznamnost indexy plicita vzddlenost, A
1 010) 2 10,53
2 oon 2 7,73
3 o1-1) 4 6,23
4 (100) 2 5,95
5 020) 2 5,26
6 (1-10) 4 5,18
7 10-1) 4 4,72
8 02-1) 4 4,35
Tabulka II

Simula¢ni parametry (vzddlenosti ploch od stfedu krystalu)

Plocha  Indexy Zdkladni® Piimés”
bez Cu*  Mn*
1 010) 1 1 0,7 1
2 (((XOR))] 1 1 0,7
3 ©11) 1 1
4 (100) 1 1 0,7 0,5
6 (110) 1 1
8 (11 1 1 1

2 Obr. 4, ® bez — obr. 5, Cu** — obr. 6, Mn** — obr. 7
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krystalu, které jsou imérné rychlosti rtistu odpovidajici plo-
chy. Ty je nutno zkusmo volit tak, aby se simulovany tvar
krystalu co nejvice blizil tvaru pozorovanému pod mikrosko-
pem. Vysledné parametry jsou uvedeny v tabulce II a odpovi-
dajici simulované tvary krystald jsou zndzornény na obr. 4
az 7. Relativni rychlosti ristu jsou vztaZzeny na jednotkovou
rychlost rstu plochy (1 1 1); plochy, jejichz centrdlni vzddle-
nosti v tabulce II nejsou uvedeny, se na mikroskopickych
snimcich bud nevyskytuji nebo je nebylo mozno vyhodnotit.

Zavér

Popsand metoda umoziuje orientacni odhad relativni ry-
chlosti rdstu jednotlivych ploch krystalu z vyhodnoceni jeho
habitu. Z uvedeného piikladu je mozno napt. usoudit, Ze pii
krystalizaci siranu amonného piisada Cu** pon&kud snizuje
rychlost rtstu ploch (0 1 0), (00 1) a (1 0 0), ptisada Mn**
podstatné redukuje rychlost ristu plochy (1 0 0).

Za podporu této prdce dékuji Grantové agentuie CR, ¢islo
grantu 203/99/1222.
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J. Nyvlt (Institute of Inorganic Chemistry, Academy of
Sciences of the Czech Republic, Rez near Prague): A Simple
Method for Determination of Relative Growth Rates of
Individual Crystal Faces

A method for rough estimation of relative growth rates of
individual crystal faces by simulation of its habitus is pro-
posed. Application of the method is shown on an example of
ammonium sulfate crystals obtained from a pure solution or
in the presence of small amounts of admixtures.



Chem. Listy 95, 38 — 40 (2001)

STUDIUM VYLUHOVATELNOSTI _ o
ANORGANICKYCH SLOUCENIN SIRY Z POPILKU
POMOCI pH-STATICKEHO VYLUHOVACIHO TESTU
PAVEL JANOS a MICHAELA WILDNEROVA
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400 01 Usti nad Labem, e-mail: pavel.janos @vuanch.cz
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Uvod

Popilek je pevny odpad vznikajici pfi spalovacich proce-
sech zejména pri spalovani hnédého uhli v tepelnych elektrar-
ndch, ale i ve spalovndch spalujicich rizné typy odpadi. Velké
mnozstvi popilku je dosud ukldddno na skladky, nicméné jeho
nezanedbatelnd Gdst je vyuZivdna napf. ve stavebnictvi', jako
piidavek do betonu?, a je zkoumsdna i moZnost vyuZiti popilku
pro stabilizaci &istirenskych kal&®. Vzhledem k obrovskym
produkovanym mnozZstvim vyZaduje veskeré nakladdni s po-
pilky diikladné posouzeni s tim spojenych environmentalnich
rizik. K tomu je tfeba zndt nejen idaje o chemickém sloZeni,
ale zejména o schopnosti popilku uvoliovat toxické prvky,
pripadné jiné Skodlivé slozky, do Zivotniho prostiedi.

Pro hodnoceni pevnych odpadi je u nds zaveden vyluho-
vaci test podle Metodického pokynu MZP CR*; jeho aplikace
na popilky byla pfedmétem predchozich sd&leni™. Pfi tomto
testu se vzorek louZzi destilovanou nebo deionizovanou vodou,
a proto je vyluhované mnozstvi ddno predevsim vlastnostmi
zkoumaného materidlu. To vSak nemusi odrdZet dostatecné
vérné podminky, jimz je materidl vystaven v pfirodé¢, napt. vliv
kyselych desti. Pro podrobnéjsi studium vlastnosti odpadd
byla navrzena fada riznych vyluhovacich testi vyuzivajicich
rtznych louzicich ¢inidel. Kvalifikovany ptehled vyluhova-
cich testi pro odpady, sedimenty a kontaminované zeminy
zpracovali Kol¢ava a Toman’. Jednim z testii v posledni dobg&
Casto pozivanych ke studiu vyluhovatelnosti jak anorganic-
kych, tak organickych kontaminanti®'! je tzv. pH-staticky
test, pfi némz se provadi louzeni pfi konstantni hodnoté pH
(upravované obvykle kyselinou dusi¢nou). Tento typ testu
(CEN TC 295 WG6) je ptipravovan k harmonizaci v zemich
Evropské unie a neddvno byly zvefejnény pfedbézné vysledky
rozsdhlého projektu zaméfeného na sledovdni vyluhovatel-
nosti t&7kych kovii z riiznych typt odpadi'%. Obsah vyluho-
vatelnych forem dalsich anorganickych polutantt v odpadech
byl zkoumdn méné Casto, nebot jde z hlediska vlivii na zivotn{
prostiedi o slozky vétSinou méné nebezpecné. V piipadé dal-
§tho vyuziti odpadu je vSak Casto tieba zndt celkové obsahy
a vyluhovatelnost nékterych makroslozek. Jako priklad je
mozno uvést jiz zminénou aplikaci popilku jako piisady do
betonu, kdy je nutno sledovat obsah a vyluhovatelné formy
sloucenin siry, nebot tyto slouceniny zptsobuji degradaci
betonu?®.

V této prici byl pH-staticky vyluhovaci test pouzit ke
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sledovdni vyluhovatelnosti anorganickych sloucenin siry z riz-
nych typt popilkd.

Experimentalni ¢ast
Materidl a chemikdlie

K vyluhovacim testiim byly pouzity tfi typy popilki ozna-
c¢ené CW-6, CW-10 a CW-11. Popilek CW-6 byl zachycen na
odlucovacich ve spalovné komundlniho odpadu v Mildné,
Itdlie, popilky CW-10 a CW-11 byly ziskany z elektraren
spalujicich hnédé uhli ze Slovenska, resp. z Madarska. Vzorky
o hmotnosti nékolika desitek kilograml byly vysuSeny pii
pokojové teploté, rozemlety, piesitovdny pres sito s velikosti
ok 90 um a homogenizovany v misicim bubnu po dobu dvou
tydnt. Vzorky byly pfipravovdny v Joint Research Centre,
Ispra, Itdlie, za pouziti standardnich postup pro ptipravu
referencnich materiala'>. Hlavni krystalické faze identifikova-
né v popilcich rentgenovou difrakéni analyzou a obsahy hlav-
nich prvku stanovené semikvantitativni rentgenovou spek-
trdlni analyzou jsou uvedeny v tabulce I. Z rentgenové analyzy
déle vyplyvd, Ze sira je v popilcich vdzana prevazné ve formé
oxidickych slou¢enin, nikoliv ve formé sulfidd.

K vyluhtim a piipravé roztoku byla pouzita deionizovand
voda. K tipraveé pH byla pouzita kyselina dusi¢nd ¢istoty p. p.
nebo hydroxid sodny, p. a. (Lachema, Brno).

Tabulka I
Chemické a fazové slozeni popilki CW-6, CW-10 a CW-11

Prvek [%] CW-6 CW-10 CW-11
Na 10,6 0,64 0,34
K 7,6 1,71 0,49
Ca 13,5 3,85 35,2
Mg 0,67 1,19 2,26
Al 3,56 9,70 3,98
Si 4,76 28,2 6,31
Fe 0,80 5,67 2,82
Cl 20,0 <DL? <DL*
S 4,26 0,60 8,01
Hlavni identifikované fdze
NaCl Sio, CaSO,
KCl1 Fe,0, CaO
Ca,ALSiO, Fe,0,
CaSO,

* Detek¢éni limit
Vyluhovaci test

Byl pouzit postup vychazejici z testu piipravovaného k har-
monizaci technickou komisi CEN TC 292, modifikovany a oveé-
feny v Ente per le Nuove Tecnologie, I’Energia e I’ Ambiente
(ENEA), Rim, Ttalie'*. Zakladni charakteristiky testu jsou:
pomér kapalné a pevné faze 10 : 1, celkova doba louzeni 24 hod.
louzen{ se provad{ vodou pfi konstantni hodnoté pH udrzované
pridavkem kyseliny dusi¢né nebo hydroxidu sodného.
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Opakovatelnost a reprodukovatelnost pH-statického testu vyluhovatelnosti siry z popilku CW-6

Hodnota Vyluhované Smeérodatnd Varia¢ni Smérodatnd Varia¢ni Sy

pH mnozstvi odchylka koeficient odchylka, koeficient [mg.kg™]
[m g.kg’l] opakovatelnosti, opakovatelnosti, reprodukovatelnosti, reprodukovatelnosti,
s, [mg.kg™] V. [%] sg [mg.kg™'] Vi [%]

3 6050 525 8,68 665 10,99 378

5 5850 222 3,79 233 3,98 190

11 12847 858 6,68 910 7,08 329

N° 12648 591 4,67 591 4,67 116

Vnitrolaboratorni opakovatelnost dosaZend na pracovisti autord této préce, ® louzeni vodou bez tipravy pH (,,pfirozend* hodnota

pH, pro popilek CW-6 asi 10,5)

Postup zkousky: K 5 g popilku se piida 40 ml deionizované
vody, smés se michd pomoci magnetického michadla po dobu
10 min. a potom se upravi pH na poZadovanou hodnotu
piidavkem 5 mol.I"" HNO;nebo 1 mol.I"' NaOH. Objem smési
se doplni vodou na 49 ml a pokracuje se v michdni po dobu
21 hod., pricemz se udrzuje pozadovanda hodnota pH. Po
21 hod. se ukon¢i regulace pH a pokracuje se v michani dals{
3 hod. Potom se filtraci oddéli pevnd faze a filtrdt se analyzuje.
Béhem testu se zaznamendvd mnozstvi pidané kyseliny, pfi-
padné hydroxidu.

Vyluhy popilkti byly provddény v polypropylénovych ka-
dinkdch uzavfenych folii. pH bylo méfeno kombinovanou
sklenénou elektrodou OP-0808P (Radelkis, Budapest, Madar-
sko), jako pH-stat byl pouzit laboratorn{ reaktor LF 3 (Vyvo-
jové dilny CSAV, Praha). pH bylo udrzovéno s piesnosti 0,2
jednotky. K filtraci byly pouzity membranové filtry 0,45 um
(Millipore, Bedford, USA). Vyluhovaci testy byly provadény
pii laboratorni teploté 22+2 °C.

Opakovatelnost a reprodukovatelnost vyluhovaciho testu
byla ovéfena pomoci mezilaboratorni studie v ramci projektu
ANALEACH' za ti¢asti esti laboratoif z riiznych zemi. Vy-
sledky dosazené pfi méfeni vyluhovatelnosti siry z popilku
CW-6 jsou uvedeny v tabulce II. Vysledky mezilaboratorni
studie byly vyhodnoceny podle normy CSN ISO 5725-2,
i kdyZ pocet zicastnénych laboratoii byl ponékud nizsi nez
doporucuje uvedend norma'>. Je vidét, Ze vyluhovaci test se
vyznacuje velmi dobrou opakovatelnosti i reprodukovatelnos-
ti i piesto, Ze v rtznych laboratofich byly pro stanoveni siry
pouzity riizné metody (gravimetrie, iontovd chromatografie,
ICP-OES).

Analyzy vyluht

Metodou iontové chromatografie'® a klasickymi fotome-
trickymi postupy bylo prokazdno, zZe sira je ve vyluzich pfi-
tomna ve formé siranti. Jiné anorganické slouceniny siry, napf.
sulfidy ¢i sific¢itany, nebyly zjistény. Metodou plynové chro-
matografie s hmotnostné spektrometrickou detekci byly ve
vyluzich identifikovany nékteré organické slouceniny ob-
sahujici siru a molekuldrn{ sira'®, oviem jejich koncentrace
byly mnohondsobné nizsi, nez koncentrace anorganickych
sloucenin siry. V této praci bylo celkové mnozstvi siry ve
vyluzich stanovovdno metodou optické emisni spektrome-
trie s induk¢né€ vdzanym plazmatem (ICP-OES) spektrome-
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trem Optima 3000 (Perkin-Elmer, Norwalk, USA) pii vinové délce
180,669 nm.

Vysledky a diskuse

Vyluhovatelnost siry z popilki CW-6, CW-10 a CW-11
byla méfena pii nékolika hodnotidch pH v rozmezi asi 3—11.
Vysledky prepoctené na navdzku vzorku jsou uvedeny na
obr. 1. Je vidét, ze vyluhovatelnost siry ze vzorku CW-10 je
nizsi, nez z ostatnich popilkd, a prakticky nezavisi na pH. Je
to ddno na jedné strané nizkym celkovym obsahem siry v po-
pilku (viz tabulku I) a na druhé strané odolnou matrici tvore-
nou z velké ¢asti krystalickym oxidem kfemicitym. Vyluho-
vatelnost siry z popilku CW-11 se zvysuje s rostouci hodnotou
pH. Sira v tomto popilku je pfitomna pfevazné ve formé siranu
vapenatého. V pripadé popilku CW-6 vyluhovatelnost siry
v kyselém prostiedi mirné klesd s rostoucim pH, v alkalické
oblasti naopak vyluhovatelnost stoupd. Tento tvar zdvislosti
Ize povazovat za charakteristicky pro vyluhovatelnost nékte-
rych kovl (Zn, Cr) z urcitych typl materidli (sedimenty,
kontaminované zeminy, popel)'%. Vysvétlit pribéh této zavis-
losti neni snadné vzhledem ke sloZitosti dé&ji probihajicich
béhem louzeni. Lze pfedpoklddat, Ze hodnota pH jednak ovliv-

15 T T T
E10°,
mgke”
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s L J
0 Il 1 1 1 Il
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Obr. 1. Zavislost vyluhovaného mnozstvi siry na pH louZeni pii
pH-statickém testu, ® CW-6, ¢ CW-11, B CW-10
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Obr. 2. Mnozstvi kyseliny dusi¢né potrebné na udrzeni prislusné
hodnoty pH pti pH-statickém testu, ® CW-6, ¢ CW-11, BCW-10

fiuje rozklad matrice zkoumaného materidlu, a ddle ovliviiuje
slozity soubor ndslednych (vedlejsich) reakci probihajicich ve
vyluhu (napt. tvorbu komplexii, nebo oxida¢né-redukéni rov-
novahy).

Z mnozstvi kyseliny dusi¢né spotiebované na udrzeni
pozadované hodnoty pH béhem testu Ize vypocitat kyselino-
vou neutralizacni kapacitu (KNK) zkoumaného materidlu.
Tato veli¢ina vyznamnym zpdsobem ovliviiuje vyluhovatel-
nost t€zkych kovl a dalSich kontaminantl z odpadi, jak je
diskutovano v préci'’, kde Ize také najit standardizovany po-
stup méfeni KNK pevnych odpadi. Hodnoty KNK zkouma-
nych popilki méfené pro rtizné hodnoty pH pomoci pH-sta-
tického testu jsou uvedeny na obr. 2.

Zavér

Z analyz a vyluhovacich testi plyne, Ze nékteré typy
popilkl obsahuji zna¢né mnozZstv{ siry, kterd je v zavislosti na
podminkdch louzeni vice ¢i méné snadno uvoliiovana ve for-
mé siranovych iontli v takovych mnoZstvich, ze mize dojit
k piekroceni limitnich hodnot stanovenych Metodickym po-
kynem MZP CR* N aptiklad pro popilek CW-6 byly koncen-
trace siranii ve vyluzich v rozmezi asi 1700-3700 mg.l’l,
a tedy ve vsech pripadech (i pfi louZeni vodou) prekracoval
limitn{ hodnotu tfidy vyluhovatelnosti I/II, kterd je 250 mg.I"".
Schopnost popilkil uvoliiovat slouceniny siry je vSak tieba vzit
v dvahu predevsim v piipadech, kdy popilky slouzi jako
suroviny pro dalsi praimyslové vyuziti.

Tato prdce vznikla v ramci projektu ANALEACH — Deve-
lopment and harmonisation of analytical procedures to quan-
titate leaching of inorganic and organic contaminants from
fly ash (projekt INCO-Copernicus ERB-IC15-CT96-0811),
licast v projektu je podporovina téz z grantu MSMT (OK 296).
Mezilaboratorni studie pro urceni opakovatelnosti a reprodu-
kovatelnosti testu se ziicastnila ndsledujici pracovisté: Insti-
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tute for Environmental Studies, Amsterdam, Entre per le Nuo-
ve Tecnologie, I’Energia e I’Ambiente, Rim, Environmental
Institute, Kos (Slovensko), University of Vesprém, University
for Horticulture and Food Industry, Budapest.
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P. Jano§ and M. Wildnerova (Research Institute for
Inorganic Chemistry, Usti nad Labem): Study of Extractabi-
lity of Inorganic Sulfur Compounds Using a pH-stat Lea-
ching Test

A pH-stat test was used to assess extractability of inorganic
sulfur compounds from fly ashes. The tests were performed in
the pH range 3—11. Constant pH values were maintained by
addition of dilute nitric acid or sodium hydroxide solutions.
The only inorganic sulfur-containing species identified in the
extracts was sulfate. The method showed excellent precision:
relative standard deviations of repeatability and reproducibi-
lity were in the ranges 4.67-8.68 % and 4.67—10.99 %, respec-
tively.
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Recenze

RECENZE

M. Meloun, J. Militky:
Statistické zpracovani experimentilnich dat
East Publishing, Praha 1998. Stran 839.

Kniha Statistické zpracovani experimentdlnich dat je po-
kracovdnim predchozi pfiblizné desetileté publikacni fady
dvojice M. Meloun a J. Militky. Posledni vyddni navazuje na
knihu Meloun M., Militky J.: Statistické zpracovani experi-
mentdlnich dat, Plus, Praha 1994 a obsahuje fadu dprav a hlav-
né rozsiteni o ulohy k samostatnému procvicovani.

Obsah a zaméfeni knihy vyjadiuje nejvystiznéji podtitul
knihy — statistické zpracovani experimentalnich dat v chemo-
metrii, biometrii, ekonometrii a v dal§ich oborech pfirodnich,
technickych a spolecenskych véd. Hlavni kapitoly knihy jsou
vénovany identifikaci chyb instrumentdlnich méfeni, prizku-
mové a statistické analyze dat, analyze rozptylu, linedrni a ne-
linearni regresni analyze, korela¢ni analyze, interpolaci a apro-
ximaci funkcfi a experimentdlnich dat. Soucdsti knihy jsou také
dodatky o derivaci a integraci namétenych dat nebo odvoze-
nych modeli a zdkladni informace o pocitaovém programu
pro statistické zpracovani dat ADSTAT. Zavér kazdé kapitoly
tvoii strucny, avSak velmi prakticky prehled literatury.

K procvicovidni, k snadnéjsimu pochopeni vysvétlované
latky i k urcité vzorové predloze pro feseni vlastnich tloh
nabizi kniha velké mnozZstvi feSenych piikladi teoretického
charakteru i z béZné laboratorni praxe.

Kniha je bezesporu vhodnou pomtickou pro vysokoskol-
ské studenty, pracovniky vysokych §kol, vyzkumnych ustavi,
kontrolnich laboratofi a zkuseben. Pro studenty je vSak obtizné
v nékterych pasazich knihy encyklopedického charakteru ro-
zeznat, co je vice nebo méné dileZité, co md pouze okrajovy
vyznam pro praktickou, optimédlni formu prezentace vysledkd
zpracovani experimentdlnich dat.

Zdenék Bélohlay

T. D. W. Claridge:

High-Resolution NMR Techniques in Organic Chemistry,
Tetrahedron Organic Chemistry Series, Volume 19
Pergamon, Elsevier Science, Amsterdam 1999, ISBN 0-08-
-042798-7. Stran 384; cena 49,50 USD.

Nukledrni magnetickd rezonance (NMR) dnes nepochyb-
né predstavuje nejuniverzdlnéjs$i spektroskopickou metodu
poskytujici detailni informace o struktufe a dynamickych
vlastnostech organickych i anorganickych ldtek a biomakro-
molekul v kapalném a pevném stavu. Vyuzivani NMR spek-
troskopie je soucasti kazdodenni prace v moderni vyzkumné
chemické laboratofi. Metoda se stdle rychle vyviji, zejména
v oblasti experimentdlnich technik. V odborné literatufe jsou
uvedeny stovky technik, popisovanych odbornym Zargonem
a Casto oznac¢ovanych akronymy. Pro nespecialistu v oboru tak
miZe byt obtizné se v zdplavé technik orientovat a rozhodnout
jaky typ experimentu volit pro efektivni feSeni daného chemic-
kého problému. Kniha T. D. W. Claridge si klade za cil podat
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troskopie v kapalné fdzi, vysvétlit jaké informace jednotlivé
techniky poskytuji, popsat jak funguji a také poradit s jejich
praktickym provadénim.

Kniha je rozdélena do deviti kapitol. Uvodni kapitola
kratce popisuje vyvoj NMR spektroskopie, nomenklaturu pul-
snich sekvenci a poddvd stru¢ny prehled modernich NMR
technik a jejich pouziti.

Druhd kapitola zavadi vektorovy model popisu NMR tech-
nik a popisuje chovani chemickych posunt a interakénich
konstant béhem pulsnich experimenti. Pomoci tohoto modelu
pak popisuje relaxaci jader, jednotlivé relaxa¢ni mechanismy
a metody méfeni relaxacnich rychlosti.

Treti kapitola je vénovédna praktickym aspektim NMR
experimentd. Strucné a srozumitelné popisuje zdkladni ¢dsti
a funkce NMR spektrometru, akvizici a zpracovani dat (exci-
taci jader a detekci signdlu, fazovdni, pouziti vazicich funkcf,
linearni predikci), spravnou piipravu vzorku (volbu rozpou-
Stédla a standardu, objemu vzorku a velikosti kyvety, filtraci
a odplynéni) a pfipravu NMR spektrometru pred méfenim
(ladéni sondy, lokovani, optimalizaci homogenity pole, kali-
braci rf pulsi a dekapleru, pouziti gradientl a provedenti testi).
Popis ptitom neni zdvisly na typu NMR spektrometru.

Ctvrtd kapitola popisuje zakladni , jednorozmé&rmé* NMR
experimenty a homo- i heteronukledrni dekaplink. Diskutuje
metody pro zvyseni citlivosti zaloZené na pienosu polarizace,
techniky editace '*C spekter podle po¢tu piimo vézanych
vodikd a specidlni pozadavky a postupy pro pozorovani §iro-
kych signdld jader s kvadrupélovym momemtem.

Princip 2D NMR spektroskopie je uveden v paté kapitole,
kterd se ddle zamétuje predevsim na homonukledrn{ korelacn{
2D techniky, zalozené na detekci homonukledrnich spin-spi-
novych interakci. Ddle je vysvétlen princip a pouziti gradientd
magnetického pole.

Heteronuklearni korelac¢ni techniky, principy koherence,
jejiho prenosu a vicekvantovych filtraci jsou obsahem Sesté
kapitoly. Jeji tézisté predstavuji tzv. inverzni metody, vyuZzi-
vajici vyrazné vyssi citlivosti vodikt k nepiimé detekci hete-
rojader a pouziti pulsnich gradientti magnetického pole k po-
tlaceni nezddoucich signald.

Sedma kapitola je zaméfena na hetero- a homonukledrni
techniky, umoziiujici separovat ve spektrech chemické posuny
od interakcnich konstant (2D-spektra rozlisena podle J) a je-
jich aplikace.

Interakce jader pres prostor v podobé nukledrniho Over-
hauserova efektu (NOE) a chemickd vyména jader jsou pred-
métem osmé kapitoly. Po vysvétleni principu jevi ndsleduje
popis 1D a 2D NMR technik pouzivanych k detekci NOE
v laboratornim nebo rotujicim soufadném systému a pozo-
rovani vyménnych procest. Na fadé konkrétnich piikladd je
demonstrovdno pouziti uvedenych technik pfi feSeni konfigu-
racnich a konformacnich problémti.

Posledni devita kapitola popisuje specidlni prostfedky,
které se objevuji jako elementy fady modernich pulsnich
sekvenci. Jednd se o slozené pulsy, spinlock, selektivni exci-
taci a tvarované pulsy, potlaceni signdlu rozpoustédla, méfeni
spekter vzorki rotujicich pod magickym uhlem (analyza pro-
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dukti vdzanych na polymerni nosi¢ v pevné fazi) a techniky
separace spekter slozek smeési podle rychlosti jejich difuze
v roztoku. Kazdd kapitola obsahuje vlastni soubor odkazii na
pivodni price a specializované monografie. Kniha je dopl-
néna slovni¢kem akronymu nejéastéji pouzivanych v odborné
NMR literatufe.

Autor pracuje v laboratofich Dyson-Perrins v Oxfordu,
stejné jako A. E. Derome, jehoz kniha Modern NMR Tech-
niques for Chemistry Research z roku 1987 si ziskala velkou
popularitu a oblibu mezi zdjemci o NMR ztad chemikt. Kniha
T. D. W.Claridge se ji svym obsahem, formou i srozumitel-
nosti vykladu podobad a navic reflektuje prudky rozvoj NMR
metodologie, ke kterému doSlo béhem zhruba deseti let od
vydani knihy A. E. Deroma. Vynikajici je grafickd droven
knihy s velkym mnoZstvim ndzornych obrazkti a NMR spekter.

Knihu mohu doporucit nejen v§em chemiktim, kteff aktiv-
né nebo pasivné vyuzivaji NMR spektroskopii ve své praci
a vysokosSkolskym studenttim chemickych obord, ale i NMR
specialistim napf. pro pfipravu kursd. Pfi popisu NMR jevi
a technik autor pouzivd disledné nematematicky piistup, coz
jisté pfivitd fada ¢tendit. Z Siroké plejady technik jsou — podle
zkuSenosti recenzenta — velmi citlivé vybrany pouze ty, které
nachdzeji obecnéjsi uplatnéni pfi feSeni struktur, zejména
organickych sloucenin. Jak vyplyva z vySe uvedeného obsahu
jednotlivych kapitol, kniha neobsahuje detailni popis zdklad-
nich NMR parametri — chemickych posuni a interak¢nich
konstant — ani podrobnou diskusi jejich vztahu k chemické
struktufe. Tento typ informaci stejné jako soubory NMR dat
riznych typu latek miZe Ctendf najit v mnoha jinych NMR
monografiich.

Milo$ Budésinsky

R. Panico, W. H. Powell, J.-C. Richer
(hlavni redaktor):

Priivodce nazvoslovim organické chemie podle TUPAC.
Doporuceni 1993

Do ceského ndzvoslovi prevedli Jaroslav Kahovec, Frantisek
Liska a Oldrich Paleta

Academia, Praha 2000, ISBN 80-200-0724-5. Stran 220; cena
179,- K¢.

Nejdokonalejsim zndzornénim struktury organické slou-
Ceniny je samoziejmé trojrozmérny model. Nemize bohuzel
slouzit jako jediny sdélovaci prostiedek pro pisemnd sdélent,
kterd vyzaduji vyjddfeni struktury slovy, ndzvem a toto nd-
zvoslovi md nutné fadu konvenci, kterych s prohlubujicim se
poznavanim a rostoucim poétem organickych sloucenin stéle
pribyva.

Od povéstného Zenevského kongresu v r. 1892, na kterém
prvni pravidla formulovala Mezindrodni komise pro nomen-
klaturu, pfesla tato prace v r. 1919 na nové vytvoienou Mezi-
ndrodni unii pro Cistou a uzitou chemii, kde se z nasSich
odbornikl podilel nejprve E. Votocek a pozdéji K. Bldha. Po
nékolika postupnych krocich byla vysledkem Nomenklatura
organické chemie Pravidla IUPAC 1979. Zatim poslednim
krokem je Priivodce ndzvoslovim organickych sloucenin podle
TUPAC Doporuceni 1993, ktery zahrnuje i zmény od roku 1979.

Diskuse ¢eského prevodu nomenklatury [UPAC zacala jiz
v roce 1965, pokracovala na strankdch Chemickych listi a vy-
ustila posléze v postupné troji vydani Nomenklatury organic-
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ké chemie v letech 1965-1985. Recenzovand kniha je ¢eskym
pfevodem zminéného posledniho elabordtu IUPAC, a byla
zpracovdna opét velmi peclivé a zodpovédné v tradici pied-
chdzejicich ¢eskych ndzvoslovnych prevodi.

Nas ,.aktivni i pasivni* uzivatel organické nomenklatury
si tedy na nedostatek literatury nemize stéZovat. V recenzo-
vané prirucce najde i posledni zmény a tedy vlastné i posledn{
stav vyvoje. Zmény nejsou zdsadni, vét§inou jen pravopisné
anenf jich mnoho. Uvedu jen stru¢né jejich podstatu, neopisu
text Priivodce.
piipony -in pro vyjddfeni trojné vazby na -yn, bude tedy
obecné alkyn misto dosavadniho alkin. Ddle je to pfesun
lokantl ndsobnych vazeb, volnych valenci a hlavnich skupin.
Tedy ne jiz 2-buten a 2-propanol, ale but-2-en a propan-2-ol.
V souvislosti s podrobné&ji popsanym zavedenim ndzvi dal-
Sich jednojadernych hydridd (napf. azan NH;, sulfan SH, aj.)
neni naddle vhodny ndzev merkapto- a methylthio-, ale sul-
fanyl- a methylsulfanyl-.

Dalsi zmény vyplyvaji az v pfevodu z pravopisnych roz-
dild mezi Cestinou a anglictinou. Tak ndzvy esterd a ketoni
jsou v anglictiné viceslovné (phenyl acetate, ethyl methyl
ketone), coz je pro CeStinu nepfijatelné. Dosavadni pievod
pouzival proto jednoho slova a jen pfi nesrozumitelnosti zavo-
rek. Recenzovany Priivodce zavddi nyni u esterd spojovnik
(propyl-acetdt) u ketontli zdvorky (ethyl(methyl)keton). Nej-
Castéji se uzivatel jisté setkd s dalsi zménou v pravopisu esterd.
Pripomenime, Ze dosavadni pievody nepoklddaly nomenkla-
turni vyrazy za soucdst ceského jazyka a disledné v nich proto
neoznacovaly délku diakritickymi znaménky. Byl tedy butan,
ale i acetat. To prvni zlstdva, ale ty zfejmé nejvice Cesky
znéjici estery dostdvaji nyni svoji vyjimku. Naddle bude tedy
zcela legdlni acetdt. Viechny zmény schvdlila jiz Ceska komi-
se pro nomenklaturu organické chemie.
hy jeho uzivatel s nelibosti. Ale co d€lat, jen s jejich respek-
tovdnim muZe jeho rukopis byt skute¢né na vysi doby. Proto
nekon¢im recenzi zprofanovanou frazi ,,... kniha je cennym
prirGstkem nasich knihoven®. Naopak: jako pfiru¢ka by méla
byt skute¢né pii ruce kazdého organického chemika, ktery
s nomenklaturou aktivné pracuje.

Jiri Gut

W. Steglich, B. Fugmann,

S. Lang-Fugmann (Eds):

Romp Encyclopedia, Natural Products

G. Thieme Verlag, Stuttgart 2000, ISBN 3-13-117711-X.
Stran 750; cena 498,— DEM.

V roce 2000 vydalo nakladatelstvi Georg Thieme Verlag,
Stuttgart prepracované vydani némecké verze encyklopedie
z roku 1997. Kniha vznikla kompilaci pfednich némeckych
chemik zabyvajicimi se pfirodnimi ldtkami. Tato encyklope-
die prinasi ndzorny pohled na krdsy a strukturni rtiznorodost
ptirodnich latek. Zabyva se informacemi o chemické struk-
tufe, stereochemii, biologickych a fyzikdlnich vlastnostech,
biologické dostupnosti popsanych latek a jejich moznym 1é-
karskym vyuzitim. Témét 6 000 litek je popsdno (i pies to, Ze
kniha md 39 autort) koncizné a koherentné, tak, ze i clovék,
ktery nemd velkou zkuSenost v oboru nacerpa potiebné infor-
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mace. Kniha je moderni jak zpracovdnim, tak tématy a hesly,
které popisuje.

Pro zachovdni rozumného objemu knihu byly pojednany
margindlné makromolekuldrni slouCeniny, peptidy a bilkovi-
ny. Pfi vybéru hesel zarazenych do encyklopedie byl kladen
diraz na biologickou aktivitu a zaméfuje se na sekunddrni
metabolity. Mezi nimi vybira z 170 tisic zndmych sekundar-
nich metaboliti ty, které spliuji vyse uvedené kriterium. En-
cyklopedie ilustruje svét antibiotik, aklaloidd, feromont, fla-
vonoidd, ionofort ale i drog, ndvykovych litek a mnoha
dalsich skupin. Primarni metabolity jsou zafazeny pouze ty

Literatura je pokryta do roku 1999 a je uvadéna u kazdého
hesla zvlast. Nékteré Casté citace jsou uvadény zkratkovité,
seznam zkratek je uveden na zacdtku. V ramci literatury jsou
citovdna registracni ¢isla CAS. Encyklopedii dopliiuje rejstiik
sumdrnich vzorci a rejstik latinskych jmen pojednanych specii.

Sazba je provedena velmi piehledné, informace jsou velmi
ucelné odliSeny a v knize se hledd velmi jednoduSe. U dile-
zitych hesel se encyklopedie zabyvd vyskytem, sloZenim,
detekei, pouzitim, synonymy, metabolismem, chemickou eko-
logii, fyziologii, toxicitou, biosyntézou, historif, aktivitou i prt-
myslovou vyrobou a vyuzitim. U druhovych pojmt (skupi-
novych hesel) se zabyva i zobecnujicimi pozndmkami, které
vsak nejdou do zbyte¢nych detailti. Pouzité vzorce jsou struk-
turniho typu s vyznacenou stereochemif, takze poskytuji kva-
litnf informaci ,,na prvni pohled*. Zda se, Ze je spravné, ze
vSechny vzorce nakreslily dvé ilustratorky a ne 39 autord.

Dnesnimu ¢tenafi asi prijde lito, Ze takové dilo neni zdro-
veti v elektronické podobé, prohleddvatelné pomoci parcidlnich
vzorcl anebo vSeobecnych dotazd. Snad se toho dockdme brzy.

Velmi kvalitni prirucku lze doporucit do knihovnicky
vSech organickych chemikd, biochemikt, uciteld i dal$im
zdjemcim. Asi by neméla chybét v zadné chemické knihovné.

Pavel Drasar

P. J. Kocienski:

Protecting Groups, Corrected Edition

G. Thieme Verlag, Stuttgart 2000, ISBN 3-13-137002-5. Stran
260; cena 99,— DEM.

V roce 2000 vydalo nakladatelstvi Georg Thieme Verlag,
Stuttgart nové vydani knihy, kterd poprvé vysla v roce 1994.
Jde o ptepracovanou a doplnénou piiruc¢ku s doplnénou litera-
turou, kterd je uvedena na konci kazdé kapitoly. Ve skutec-
nosti nejde o ,,druhé vydani®, ale o reinkarnaci prvniho. Jak
uvdadi celd fada chemikd, ponékud odlisny pristup této knihy
ji ¢ini velmi vhodnym komplementdrnim materidlem k jinym
ptiruckdm o chrdnicich skupindch.

To co je na knize ponékud odlisné, Ze jeji vyklad se otevird
objasnénim koncepce ortogonality chrdnicich skupin. Celd
prva kapitola pojedndvd o chrdnicich skupindch z pohledu
chemika, ktery je pfed problémem tyto skupiny odstépit. Kapi-
tola se zabyva i otdzkou docasného chrdnéni a problémem
Ucasti chranicich skupin na probihajicich reakcich. Dalsi kapi-
toly uvddi systematiku chranéni hydroxylové skupiny, diold,
karboxylu, karbonylu a aminti. Knizka se, vzhledem k svému
rozsahu, pfiliS nezabyvd obSirnym vyjmenovdvdnim okra-
jovych moznosti ani excesivnimu vyjmenovavani moznych
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chrénicich skupin. Poslouzi velmi dobie tam, kde jde o ptimo-
carou chemii s ,,vyzkouSenymi* parametry.

Kde je tieba, tam je syntetickd informace doplnénai o dalsi
chemické informace a pfipadné i fyzikdlné-chemicky komen-
taf. Vétsinou je diskutovdna zmeéna protonového NMR po
zdafilém pfipojeni chrdnici skupiny.

Epilog se zabyvd praktickou syntézou (9S)-dihydroery-
throlidu A, na které autor pfedvadi prakticky ,.krdsu a velikost*
chemie chranicich skupin.

Knizka je vybavena kvalitnim rejstiikem a na predsadce
zjednoduSenym piehledem chranicich skupin se strdnkovymi
odkazy. Text provazi na 500 strukturnich vzorca.

Pavel Drasar

T. W. Greene, P. G. M. Wuts:

Protective Groups in Organic Synthesis

Wiley Interscience, New York 1999, ISBN 0-471-16019-9.
Stran 780; cena 58,50 GBP.

Hovoiime-li o srovnani ¢ehokoliv s knihou o chranicich
skupindch nemtizeme pominout klasicky bestseller o polovinu
rozsiteny od vydani minulého, ktery ,,témétr* vycerpdvajicim
zpusobem piindsi informace o 1050 nejuzivanéjsich chrani-
cich skupindch s 5350 odkazy na literaturu. Deset pfehlednych
tabuli s 28 tisici informacnimi vstupy srovndva reaktivitu
hlavnich 270 chrdnicich skupin s 108 reagenciemi.
ndch rozdélenych do Sesti skupin, hydroxyl, amin, karboxyl,
karbonyl, sulthydryl a fosfdt, plus chrdnéni alkynového CH.
Pfindsi informace i o modernich trendech jako jsou enzy-
matické metody a podobné.

»Theodora® nemiize chybét v zZddné laboratofii, kterd to
s organickou chemii mysli vdzné.

Pavel Drasar

G. van Look, G. Simchen, J.
Sylilating Agents, Derivatization Reagents,
Protecting-Group Reagents, Organosilicon Compounds,
Analytical Application, Synthetic Applications

Fluka Chemie AG, Buchs 1995, ISBN 3-905617-07-2. Stran
200, zdarma.

Heberle:

Doplnéni knihovnicky o cennou piirucku aniz to jejiho
majitele bude stdt ,.korunu* je vZdy a v§ude ocentovdno. Do-
volim si proto doplnit recenze knih o chrdnicich skupindch
doporucenim této, i kdyz nevysla , letos*.

Kuvalitni pfirucka, vybavend —jak ndleZi — citacemi a schématy
prindsi ,,téméft vse* o chranicich skupindch obsahujicich kie-
mik, véetné kapitoly o silanizaci povrchi (napf. skla). Prinasi
i tabulky srovndvajici ¢inidla i nékteré teoretické podklady pro
riznou stabilitu odlisnych trialkylsilylovych chranicich skupin.

Knizka je, a proto je distribuovdna zdarma, na svych
zavérecnych 70 stranach vybavena informaci o tom, co vSech-
no pro nds miize na poli odpovidajicim ndzvu piirucky udélat
spolecnost Fluka.

Velmi kvalitni prirucku lze doporucit do knihovnicky
vsech organickych chemiki i dal§im zdjemctm.

Pavel Drasar
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Diskuse

DISKUSE

Zavedeme nazvoslovnou policii?

Nemohu nereagovat na ¢ldnek kolegy Kahovce', v némz
kritizuje pouzivani ,,nesprdvnych* chemickych ndzvi v uceb-
nicich, populdrnich i védeckych publikacich, v casopisech
v§eho druhu, v encyklopediich, tabulkdch, patentovych spi-
sech, legislativnich dokumentech a atd. Reaguji ani ne tak
kvtli ndzvoslovi samotnému, které je velmi vdéénym tématem
pro nekonec¢né diskuse. Tuto skutecnost si uvédomoval uz
V. Safatik? kdy7 si postézoval: Nerad zmiriuji se o ndzvoslovi
chemickém, ponévad? vim, Ze v té véci nejméné vyhovéti
poZadavkiim vSem, namnoze primo si odporujicim. Reaguji
proto, Ze pri hleddni pfi¢in pouzivani nespravného nazvoslovi
dochézi autor ¢lanku' k zavéram, s nimiz nemohu souhlasit.

Predevs$im si nemyslim, Ze je situace v pouzivani ,,sprav-
ného* ndzvoslovi tak ,.tristni. Neni o nic smutné&jsi, nezli
tomu bylo pted 1éty. A uz viibec neni pravda, Ze ,,spravnému
ndzvoslovi se neziidka neu¢i ani na chemickych vysokych
Skoldch ... a neznaji ho ani vyucujici...*.

Co vsak kolega Kahovec povazuje za ,,spravné* chemické
nazvoslovi? Z obsahu ¢lanku vyplyvd, Ze to jsou pravidla pro
tvorbu ndzvl zpracovand Komisi pro ndzvoslovi organické
chemie Mezindrodni unie pro ¢istou a uzitou chemii, kterd pro
knizni vydani z roku 1993 zpracovali Panico, Powell a Richer”.
Tato prirucka novelizuje dosavadni pravidla a upozoriuje na
pfipadné zménsy oproti ptivodnimu kompendiu* z roku 1979.
Cesky preklad”’ (prevod) této prirucky provedli Kahovec, Lis-
ka a Paleta a se schvdlenim Ceské komise pro nomenklaturu
organické chemie (predseda O. Cervinka) vysel s finanéni
podporou AV CR v nakladatelstvi Academia za¢dtkem roku
2000.

To vSak znamend, Ze az do této doby byla ¢eskd chemicka
vefejnost odkdzdna na pravidla shrnutd v knize Nomenkla-
tura organické chemie® z roku 1985. Nelze se proto divit, Ze
zmény, ke kterym doslo, nejsou uz obsaZeny v knihdch, tabul-
kach apod.

S chystanymi zménami oproti poslednimu vydani Nomen-
Klatury® byli viak seznamovani uéitelé i studenti nejen na
nasem Ustavu, ale i na katedrdch organické chemie ostatnich
fakult uz v dobé prekladu Pravodce® do cesStiny. Zdkladni
informace dostdvali priibézné i ucitelé chemie na nizsich
stupnich skol”®.

Vseobecnou toleranci chemik k ,,nespravnym ndzvim®,
pokud vibec existuje, nevidim v tom, Ze by se ve §kole neudili
pravidlim platnym v dané dob¢, ale v tom, Ze vykonné che-
miky vzdy zajimd hlavné zpisob piipravy danych ldtek a jejich
struktura, z niz vyctou vic informaci nezli z ¢asto dlouhého
nazvu. Bylo by smutné, kdyby pfestali ,,vafit“ z obavy, Ze
vznikly produkt nepojmenuji spravné.

Narozdil od kolegy Kahovce nepovazuji ptipony vyjadiu-
jici formdlni oxidaéni stupen centrdlniho atomu v anorganic-
kych sloucenindch (-ny, -naty, ...-icely) jenom za ,cCesky
folklor s nepatrnym vyznamem...“. Myslim, Ze je to ndzor
prilis prikry. Zminéné piipony nepotiebuji advokata. Svoji roli
a svij vyznam pii vyuce i v komunikaci mezi ¢eskymi chemi-
ky prokazuji po nékolik generaci. To v§ak neznamend, aby se
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i v ceském ndzvoslovi nepfipustily také alternativni pocestelé
nazvy anglické.

Jak se vypofddat s fonetickymi tvary ndzvi organickych
sloucenin, které jsou obsazeny v Akademickém slovniku? Je
nékolik moznosti. Smifit se s nimi, bojovat proti nim, nebo
prejit na foneticky pfepis ndzvi i ostatnich organickych slou-
&enin podobné jako to uéinili kolegové’ na Slovensku, nebo
vychdzet z toho, Ze chemické ndzvoslovi je jazykem pro
védeckou komunikaci a psdtje v,,JUPAC tvaru“iv ucebnicich
na nizSich stupnich $kol. Pfimlouval bych se za tu posledni
variantu uz proto, Ze studenti navstévuji sice ¢eské prednasky,
ale uz za¢inaji studovat z doporucenych a dostupnych anglicky
psanych ucebnic. Je $koda, Ze si véda neponechala latinu
aspoil pro odbornou terminologii a tak se musime podiidit
anglictiné — ,,latiné soucasnosti‘.

Prizndm se, Zze mne fonetické tvary nazvia typu glukoza,
fruktéza a pod. v ¢lancich novinovych i populdrné védeckych,
neurazeji, jsou-li pouzivany v ramci ¢ldnku, Casopisu disled-
né. K jejich miSeni s ,.,tvary podle [UPAC* by vsak dochdzet
nemélo. Tviréi ¢innosti redaktora takového Casopisu vsak
nezabrani Zddna ndzvoslovnd cenzura ani instituce typu ndzvo-
slovné policie. Ostatné, ani nazvoslovnd komise ITUPAC ne-
prezentuje zminénd pravidla jako zdkonnou normu, ale jenom
jako . Recommendations*> a jako ,,Doporuéem’“4 jeuvadii ces-
ky preklad.

Ten, kdo touzi po nazvech jedinecnych, se musi obratit na
nazvoslovi, které pouzivd Chemical Abstracts Service'? (CAS)
a které je rovnéz spravné; vyvijelo se paralelné¢ v obecném
souladu s pravidly IUPAC aupravuje je pro specifické potieby
vysoce organizovaného abecedniho rejstitku. Zatimco pra-
vidla IUPAC umoziluji vytvdret jeden i vice sprdvnych alter-
nativnich ndzvi ke slouceniné dané struktury, coz necinf
komplikace pfi komunikaci mezi chemiky, pro rejstiiky Che-
mical Abstracts se musi vytvaret ndzvy jednoznacné, jedi-
necné a zcela reprodukovatelné. Proto povazuji ndsilné pre-
vadéni ,,abstraktovych* ndzvi sloucenin, opatfenych navic
tzv. ,,CAS Registry Numbers®, na ndzvy ,,spravné* za zby-
te¢nou a kontraproduktivni ¢innost, zejména u seznamu pie-
biranych riznymi institucemi v rdmci globaliza¢nich aktivit.
Postaci prevést je z anglického pravopisu na pravopis cesky.
,Privodce a upozornit ho na zmény, k nimz doslo oproti
Nomenklatuie® z roku 1985. Ve srovnani s Nomenklaturou
organickych slougenin®, kterd je stdle dostupnd v prodejndch
Academia, je uvedeny Privodce’ spie ndvodem na to, jak
tvofit nazvy organickych sloucenin, nezli vyCerpavajicim po-
pisem tvorby ndzvi jednotlivych t¥id sloucenin.

Kniha je rozdélena do deseti kapitol a zahrnuje definice
zdkladnich pojmu, obecné principy organického ndzvoslovi,
prehled zdkladnich hydridd a od nich odvozenych substi-
tuentd, pfehled charakteristickych (funkénich) skupin a tvorbu
ndzvi jednotlivych tiid sloucenin. Jsou rovnéz uvedeny kapi-
toly vénované stereochemickému oznaceni, izotopové modi-
fikovanym sloucenindm a prehledu trividlnich a semisyste-
matickych nazvd, které se zachovévaji. Prekladatelé zaradili
prehled ¢lankt o ¢eském chemickém nazvoslovi a chemické
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terminologii, jakoZ i pfehled ndzvoslovnych norem ze vSech
oblasti chemie, které pievzali z Casopisu Helv. Chim. Acta'.

Preklad je kompromisem mezi nutnym respektem k dopo-
ruc¢enym pravidlim IUPAC a snahou o maximdlni formdlni i
terminologickou podobu ceské a anglické formy ndzvu orga-
nické slouc¢eniny, jakoZ i snahou o minimdlni pocet zmén vici
predchdzejicimu vydani Nomenklatury®.

S nejvétsimi rozpaky bude asi pfijimdna zdsada umisfovat
lokanty pred pfipony, které vyjadfuji pfitomnost dvojnych
vazeb a funkcnich skupin resp. volnych valenci, jako napt.
but-1-en misto dfivéjstho 1-buten, podobné cyklohexa-1,4-
-dien, butan-2-ol, benzen-1,2,4-triol, butan-2-on, pentyl lze
vyjadfit také jako pentan-1-yl, 1-methylbutyl jako pentan-2-
-yl. Vznikaji tak ,,koktavé* nazvy, jejichz nevyhoda se bude
projevovat spiS v projevu mluveném nezli v psaném. V ndzvo-
slovi CA vsak ziistdva 1-buten, 2-propanol atd.

Patrné nejvyraznéjsi gramatickou zménou je vyjddieni
trojné vazby piiponou -yn misto dosavadni piipony -in, napt.
alkyn, ethyn, but-1-yn.

V ndzvech polycyklickych a spirocyklickych sloucenin se
¢isla oznacujici velikost jednotlivych kruhd neoddéluji ¢dr-
kou, ale teckou, napt. bicyklo[2.2.2]oktan, spiro[3.4]oktan.

Zvlastni upozornéni si zaslouzi nazvoslovi esterti a soli
kyselin. Na rozdil od piedchdzejici normy® se misto kratké
pripony -at vracime k piiponé -dt a kation, alkyl, pfipadné
proton oddélujeme v nazvu spojovnikem, napf. ethyl-acetat,
natrium-acetdt, natrium-hydrogen-ftaldt, ethyl-hydrogen-fta-
l14t. Lze akceptovat i ndzvy octan ethylnaty a octan sodny,
nelze vSak akceptovat ndzvy jako napf. acetdt ethylnaty nebo
acetdt sodny. Navrat k dlouhym pfipondm -dt, pouZivanym
diive'?, je ddn tim, Ze se nevzily a i proto, Ze dlouhé piipony
-4t se pouzivaji v biochemii v ndzvech soli a esterd a také
pripravovany pieklad Nomenclature of Inorganic Chemistry,
Recommendations 1990, ed. G. J. Leigh (Blackwell Science)
bL113de stejnou zdsadu akceptovat v alternativnich ndzvech so-
i

Spojovnik se zavadi také v ndzvech oniovych soli k od-
déleni kationtu a aniontu, napf. tetramethylamonium-bromid,
a k oddéleni morfému ferc- a sek- misto dosavadnich ferc.
a sek.

Z formdlnich zmén si zaslouzi zminku zavedeni kulatych
zavorek k odliSeni alkyld v ¢eskych funkénich skupinovych
nazvech etherti, amint, ketond, sulfidt, peroxidi, sulfoxidd,
atd., napt. ethyl(methyl)propylamin, ethyl(methyl)ether, bu-
tyl(ethyl)sulfoxid.

Pro pojmenovani jednoduchych hydridd se zavadéji také
alternativni ndzvy, jako napf. azan (NH;), diazan (NH,-NH,),
diazen (NH=NH), oxidan (OH,), sulfan (SH,), ale i fluoran
(FH), chloran (CIH) atd.

Jako derivaty azanu Ize pojmenovat alkyl- resp. arylaminy,
napf. ethylazan vedle tradi¢niho ndzvu ethylamin nebo ethan-
amin, ale i imidy jako diacylazany (RCO-NH-COR) a N-acyl-
imidy ((RCO);N) jako triacylazany.

Dochdzi rovnéz ke zméné predpon ndzvu nékterych funk-
¢nich skupin jako napiiklad sulfanyl (-SH) misto merkapto,
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Diskuse

alkylsulfanyl (-SR) misto alkylthio (CA alkylthio
ponechdvaji), halogenkarbonyl (-COCI) misto halogenformy]l.

Hydroperoxidy lze alternativné pojmenovévat jako deri-
vty dioxidanu (napf. fenyldioxidan C;H;-OOH) a slouceniny
s disulfidickou vazbou jako derivaty disulfanu (napf. ethyl-
disulfan C,H;-SSH a ethyl(fenyl)disulfan C,H;-SS-C(Hs).

Uvedené a dalsi zmény, které ptinasi Privodce’, by mély
byt respektovany redaktory odbornych Casopist a autory noveé
vyddvanych ucebnic, skript a knih. To v§ak neznamend, Ze by
se méla voda nahrazovat hned oxidanem. Pfechod od sirovo-
diku k sulfanu byl by vsak zcela bezbolestny. Pii tvorbé nazvi
asymetricky substituovanych azoldtek a azoxylatek urcité oce-
nime, mtzeme-li je nazvat jako derivdty diazenu, napt. (Z)-1-
-fenyl-2-(4-methylfenyl)diazen-1-oxid.

Zmény nepochybné proniknou i do vyuky na vSech stup-
nich kol nejprve tak, Ze na né budou ucitelé upozortiovat.
Nemohou a nesmi byt diivodem k tomu, aby se ihned prepi-
sovaly stdvajici uCebnice a uz vibec ne k tomu, aby studenti
byli klasifikaci postihovdni za to, Ze jimi vytvofeny ndzev
neodpovidd ,,up to date* pravidlim, zvlasté kdyz vede k jed-
noznacné spravné strukture.

Nakonec odpovim na otdzku v nadpise tohoto pfispévku:
,,JTo snad ne.*

Frantisek Liska
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STRUCTURE AND INTERACTIONS
OF AN ANTIBODY INHIBITING HIV PROTEASE

PAVLINA REZACOVA?, JIRI BRYNDA?,
JULIEN LESCAR", MILAN FABRY?,

MAGDA HOREJSI?, RENATA STOURACOVA?,
GRAHAM BENTLEY?, and JURAJ SEDLACEK®

“Department of Gene Manipulation, Institute of Molecular
Genetics, Academy of Sciences of the Czech Republic, 166 37
Prague, Czech Republic, PESRF, BP220, F-38043 Grenoble,
France, “Unité d’Immunologie Structurale, Department d’Im-
munologie, Institut Pasteur, 75724 Paris, France

The HIV protease (HIV PR) is a homodimeric enzyme
belonging to the family of aspartic proteases. This enzyme
plays an essential role in the life cycle of HIV, namely in
proper virion assembly and maturation. Thus, HIV PR is one
of the most attractive targets for design of specific inhibitors.
Some substrate-based inhibitors of HIV PR are currently in
use as therapeutic agents against AIDS but problem in deve-
lopment of drug resistance caused by point mutations in HIV
PR is usually encountered after several months of treatment.
Novel and alternative, non-active-site, inhibitors of HIV PR
are thus necessary.

With the aim to design potent inhibitors directed to functio-
nally important parts of the enzyme other than the active site,
we have raised monoclonal antibodies (mAbs) against HIV-1
PR and selected those with inhibitory effect on the catalytic
activity.

We have previously described mAb F11.2.32 with inhibi-
tion capacity towards HIV-1 PR. The crystal structure analysis
of the Fab fragment in complex with epitope peptide (residues
36-46) allowed to propose a plausible inhibition mechanism'.

Another mAb, designated 1696, although raised against
HIV-1 PR, inhibits the catalytic activity of both the HIV-1
and HIV-2 PRs; the epitope recognised is the N-terminus of
each subunit (residues 1-8). Functional characterisation, in-
cluding three-dimensional structure of its derived Fab frag-
ment has recently been described”. The antibody seems to

Fig. 1. Comparison between the structure of unliganded variable
domains of Fab1696 (gray) and the structure of scFv1696 in complex
with epitope peptide PQITLWKRR (black). Hypervariable regions
(CDRs) are marked, the large arrow shows where the peptide is bound
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inhibit activity of HIV PR by destabilising the dimeric form
required for the enzymatic activity.

In the present work we report a 3D structure of a complex
of recombinant single-chain fragment (scFv) of 1696 antibody
with its epitope peptide PQITLWKRR (corresponding to the
N-terminus of HIV-1 PR). The construction of scFv, its ex-
pression in E. coli, isolation and purification were reported
elsewhere®.

Diffraction data from a needle-shaped crystal of the com-
plex grown by hanging drop method were obtained on the
ID14 EH1 Beamline at the ESRF (Grenoble, France). The
space group is P2, (monoclinic) with unit cell dimensions a =
455A,b=57.1A,c=91.0A, B =97.1° with two molecules
per asymmetric unit. Overall completeness of processed data
was 96.7 % between 30.0 to 2.7 A resolution, overall R
10.5 % (40.4 % within the last resolution shell).

The initial model for scFv1696 was obtained by molecular
replacement using variable domain of Fab1696 (PDB code
1CL7, Ref.?) as the search model. Initial rigid body refinement
of the two molecules in asymmetric unit yielded a model with
R =33.9 % for 11,202 reflections in the measured resolution
range. The refined model gave an R =22.9 % (R;,..=27.6 %);
the structure refinement is still in progress. Seven N-terminal
residues of the bound epitope peptide have been built into
a well-defined electron density in both molecules in asymme-
tric unit, weak electron density for residues Arg-P8 and Arg-P9
is observed probably due to their high mobility in the structure.

Comparison of this partly refined model with the structure
of unliganded Fab1696 shows that hypervariable loop CDR
H3 undergoes significant structural changes upon binding of
the peptide into the antibody binding site (Fig. 1). At this stage
of refinement peptide residues Pro-P1, GIn-P2 and Trp-P6 can
be traced as bound most deeply within the cavity of binding
site and are recognised as probably being essential for the
antibody recognition and binding.

To confirm this and to determine the structural basis of
inhibitory effects and observed cross-reactivity of mAb1696
to HIV-1 and HIV-2 PRs, refinement of the present structure
is to be continued. Further structural work, aimed at determin-
ing structures of complexes of scFv1696 with the HIV-2 PR
N-terminal peptide as well as with the whole molecule of both
types of HIV protease is also planned in connection with
antibody-structure-based design of a new HIV PR non-active-
site inhibitors.

merge

This work was supported by grant 203/98/K023 of the
Grant Agency of the Czech Republic.
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X-RAY STRUCTURE ANALYSIS OF AN MUTANT
OF HUMAN v -p-CRYSTALLIN: A UNIQUE
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JIRI BRYNDA?, STANISLAV KMOCH?,
BEFEKADU AWSAV®, KAREL BEZOUSKA®,
PETR NOVAKY, PAVLINA REZACOVA?,
LENKA ONDROVAP, MARTIN FILIPECS,
MILAN ELLEDER®, and JURAJ SEDLACEK?®

“Department of Gene Manipulation, Institute of Molecular
Genetics, Academy of Sciences of the Czech Republic, bInsti-
tute of Inherited Metabolic Diseases, 1st Faculty of Medicine
and University Hospital, “Department of Biochemistry, Facul-
ty of Science, Charles University, “Institute of Microbiology,
Academy of Sciences of the Czech Republic, ‘Ophthalmologic
Clinic, Charles University, 1st Faculty of Medicine and Uni-
versity Hospital, Prague, Czech Republic

We describe a 5-year old boy with unique congenital
cataract caused by deposition of numerous birefringent, pleio-
chroic, macroscopically prismatic crystals. Crystal analysis
with subsequent automatic Edman degradation and MALDI-
-TOF mass spectrometry have identified the crystal-forming
protein as y-D-crystallin (CRYGD) lacking the N-terminal
methionine. Sequencing of the CRYGD gene has shown a he-
terozygous C—A transversion in the position 109 of the in-
ferred cDNA (36R—S of the processed, N-terminal methion-
ine lacking CRYGD. The lens protein crystals were X-ray
diffracting up to 2.25 A. We solved the structure of human
R36S mutated CRYGD by molecular replacement using the
known structure of bovine CRYGD (Ref.") as search model.
The unit cell dimensions at 100° K were a=54.24 A, b=81.98
A, ¢ = 105.54 A; the space group was P2,2,2, with two
molecules of CRYGD per asymmetric unit (termed A and B).
The structure is presently refined to R/R, . 26.5 %/29.5 %. The
model lacks the C-terminal amino acids 172 and 173, where
the electron density is poor. “Omit” density maps clearly
indicate the presence of serine side-chains in both molecules
at amino positions 36, and make it obvious that the bulky
arginine side-chains cannot be accommodated there in any
rotamer position. While the protein fold of the mutated human
CRYGD is almost identical to that of bovine CRYGD, the
respective molecular contacts differ substantially. In crystals
of bovine CRYGD (Ref.") the side chains of arginine 36 do
not point towards neighbouring protein molecules. The struc-
ture determined for R36S human CRYGD shows that the
Ser-36 side chain of molecule A interacts with Asn-24 of
molecule B, and the Ser-36 side chain of molecule B points to
Asn-24 of the symmetry related molecule A’ (SerOyto AspNd
distances being 3.0 A and 2.7 A, respectively). It is believed
that many structural features determine the relative orientation
of molecules in crystal lattices, the distribution of the surface
charges being prominent among them. The absence of the
Arg-36 charge could be seen as the factor promoting the
resultant orientation of the molecules and, in turn, the crystal
formation (and pathogenesis). At least, with all caveats of the
complicated theory of mechanisms and kinetics of crystal
formation, the missing charge can be seen as the feature that
decreases the solubility of the R36S mutated protein. Protein
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crystallography, however, gives also the most solid and clear-
cut clue to the pathogenic crystal formation: the crystals
cannot form with wild-type protein (either as the major, or as
an admixed component) because of steric hindrances imposed
by the bulky arginine 36 side chains. It is tempting to extend
such line of reasoning also for comprehension of the domi-
nance of the mutant allele. Then, in qualitative terms, the steric
hindrance could prevent the protein product of the normal
allele from bringing sufficient perturbations into the formation
of crystals of the pathogenic product. This is the first described
case of human cataract caused by crystallisation of a protein
in the lens. Itinvolves the third known mutation in the CRYGD
gene but offers for the first time a causative explanation of the
phenotype.

This work was supported by grant No. 203/98/K023 of the
Grant Agency of the Czech Republic.
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Introduction

Nitric oxide (NO) is a free radical gas that acts as a major
messenger molecule regulating immune functions, blood ves-
sel dilatation and serving as a neurotransmitter. Recent studies
suggest a functional role for nitric oxide (NO) in the modula-
tion of thermal/inflammatory hyperalgesia'. Peripheral nerve
injury may produce an increased excitability of spinal cord
neurons (central sensitization) through activation of nocicep-
tive afferents, leading to activation of N-methyl-D-aspartic
acid (NMDA) receptors” and subsequent production of spinal
NO, which in turn enhances the release of excitatory amino
acids. This can cause hyperactivity of spinal cord neurons as
manifested by exaggerated responses to innocuous stimuli
(allodynia), an abnormal sensation state referred to as neuro-
pathic pain. To examine the possible role of NO in central
sensitization, we mapped neuronal NO synthase (nNOS) ex-
pression in the spinal cord of rats with tactile allodynia due to
a chronic constriction injury (CCI).

Material and methods

Male adult Wistar rats (n = 6; 300 g body weight) were
used in present study. Peripheral neuropathy was induced
under halothane anaesthesia (0.8 %) in a 1:1 mixture O, and
N,O. The common sciatic nerve was exposed and loosely tied
with 4 ligatures with about 1mm spacing (4.0 chromic gut)’.
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Mechanical sensitivity was measured as the 50 % response
threshold (grams) using von Frey filaments. Two weeks post
surgery rats were perfused intracardially with saline followed
by 4 % paraformaldehyde, frozen transverse sections of lum-
bar spinal cord segments (L4-L5) were processed for nNOS
immunocytochemistry and quantitative analyses. Free-float-
ing tissue sections were incubated with monoclonal antibodies
against rat brain nitric oxide synthase (1:1000 dilution, Sigma)
followed by ABC Vector staining procedure. In parallel con-
trol sections, the primary antibody was omitted from the
staining procedure and there was no detectable positive stain-
ing.

The number of nNOS-IR positive cells in contralateral and
ipsilateral dorsal horn sides (L4-L5 spinal cord segments) was
counted under a light microscope. Statistical analyses were
performed using the unpaired Student’s t-test, p < 0.05.

Results and discussion

All rats displayed mechanical allodynia (treshold <2.8-3
grams) on the ipsilateral side from 4-14 days after nerve
injury. The allodynia peaked at day 6 and lasted for at least 2
weeks. The hind paw withdrawal treshold (PWT) on the
contralateral-nonligated side was significantly higher PWT
>14 gm. All experimental animals tend to reveal a charac-
teristic positioning (ventroflexed toes) of the ligated paw.

The number of nNOS positive neurons in ipsilaterel side
of dorsal horn (laminae I-II) was reduced (23.2 %). Total
number of nNOS-IR neurons in spinal cord segments L4-L.5
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contralateral: 24.6+3.75, ipsilateral: 18.4+3.5. However, the
density of the ipsilateral nNOS positive nerve fibers located
in the dorsal horn was following ligation slightly increased.

This experimental study shows, that chronic constriction
injury was associated with alterations in mechanical nocicep-
tive processing. Unilateral sciatic nerve ligation leads to pain
syndrome manifested by tactile allodynia (PWT <3 gm). Thus,
pathways controlling neuropathic pain states are functional
and activated in these nerve-ligated animals.

The immunocytochemical procedure revealed ipsilateral
down-regulation of local nNOS positive neurons in the super-
ficial laminae I-II of the spinal cord segments L4-L5. How-
ever, the down-regulation of spinal nNOS positive neurons is
in contrast with a higher density of nNOS-immunoreactive
fibers seen in outer as well as inner lamina II. Therefore, only
an increased transport of enzyme through the central branches
of sensitive neurons into the afferent nerve endings in the
superficial dorsal horn might suggest a potential role of sup-
raspinal and spinal nNOS in a mediating nociceptive transmis-
sion in chronic pain model.

This experimental work was supported by the VEGA Grant
No. 2/7222/ 2000.
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