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0Od prirozeného k umélému

Frekvence uzivani pridavného jména ,,umély*
v poslednim obdobi — zejména diky umeélé inteligenci —
vyrazné vzrostla. Obsahem pojmu umély je zrejmé viast-
nost, ktera vznikla na zdkladé védomého zdasahu clovéka
a nikoliv prFirodnim (prirozenym) dénim. VyuZiti tohoto
slova k popisu skutecnosti je velmi Siroké. Miizeme tak
pouzit spojeni uméld kvocna, uméla re¢, uméla kvétina,
umélé usmévy politikit atd. Nabizi se uvaha, zda ono
,umélé* nezacina v Zivote spolecnosti previddat nad tim
prirozenym. Pod slovnim  spojenim ,,uméld  hmo-
ta” (pouzivani tohoto pojmu jiz soucasnd norma nepri-
pousti, historicky byl odvozen z némeckého slova Kunst-
stoff) si zpravidla vybavujeme chemicky produkt — plast
(i kdyz napr. ,, Uméla hmota“ je i ndazev ceské undergroun-
dové hudebni skupiny).

Plasty nds doprovdzeji relativné krdatkou dobu, pri-
blizné od druhé poloviny 19. stoleti. Pripomenime si ty
z nich, které soucasné generace jiz prakticky neznaji, ale
ve své dobé vyrazné ovlivnily spotrebu v priimyslu i v do-
mdcnostech. Na svétové vystavé v Londyné roku 1862 byla
predstavena nova hmota, ktera byla pojmenovina podle
svého vyndlezce, anglického chemika Alexandra Parkese,
parkesin. Zdkladem byl nitrat celulozy a kafr v rizném
pomeéru, dale pripadné modifikovany ethanolem a barvivy.
Piivodné nahrazoval slonovinu pri vyrobé kulecnikovych
kouli, alezacaly se znéj vyrdabét i zZddané ozdoby
a predmeéty denni potieby — napr. hiebinky, obroucky bryli
atd. Na zdkladé dalSich experimentii postupné vznikl
i materidl, komercné nazvany celuloid, ktery se stal diileZi-
tym vychodiskem pro rozvoj fotografického a filmového
prumyslu. Vzpomindm si, Ze jako kluci jsme z filmového
celuloidu pripravovali ,,couddky*, coz byl svitek filmu
zabaleny do kousku novin, zapdleny a ndsledné okamzité
zaslapnuty. Protoze celuloid hori prakticky i bez pristupu
vzduchu, vyvijel ,,coudadk* k nasi radosti mnozstvi bilého
dymu. Prave snadnd horlavost celuloidu ale byla pricinou
Fady pozaru biografii po celém svété. Pod ndazvem galalit,
ktery se ziskal reakci kaseinu a formaldehydu, se od roku
1897 ziskdavala nova tvrda hmota (z reckych slov gala
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(mléko) a lithos (kamen)). Jeji nevyhodou bylo, zZe se ne-
dala dodatecné tvarovat, ale diky jeji schopnosti imitovat
riizné materidly se uplatnila v modnim a knoflikarském
prumyslu a oproti celuloidu byla nehorlavd. Prvni kom-
pletné syntetickym plastem byl pravdépodobné bakelit,
pojmenovany podle Leo Hendrika Baekelanda, ktery si jej
nechal patentovat v roce 1909. Novy plast vznikl reakci

fenolu s formaldehydem, dal se tvdret i odlévat a byl dob-

rym izolantem. Jeho vilastnosti se ukdzaly byt neocenitelné
pro elektrotechnicky a automobilovy priumysl a do padesd-
tych let minulého stoleti se jednalo o dominantni plast, se
kterym se jesté dnes miizeme setkdvat napr. ve starsi zad-
stavbé (vypinace, elektrické zdasuvky, dverni kliky).
S rozvojem petrochemie ovldadly trh nové plasty v cele
s polystyrenem, polyethylenem, polyethylentereftaldatem
atd. Postupné se zacaly uplatiovat pozadavky na pripravu
materidalit s predem definovanymi viastnostmi, které by
byly recyklovatelné, prip. biologicky odbouratelné.

Ac téma ,,umélych hmot* je stdle aktualni, ve verej-
ném prostoru rezonuje nyni predevsim jako hit uméla inte-
ligence (Al). Zda se, zZe kromé velkého potencidlu prispi-
vajictho pro dalsi vyvoj lidského spolecenstvi sebou prina-
Si i znacna nebezpedi. V Fadé aspektii se jevi ekonomictejsi
nez lidska prdce a nékteré limity pro Al jsou zcela jinde
nez limity pro biologickou inteligenci. Je rychlejsi a vyuZi-
vd vétsi ,, databdzi znalosti* nez lidsky mozek. Odbornici
ale casto varuji pred nebezpecim Al Jednd se napr.
o vytvdreni faleSnych medidlnich vystupu, schopnosti ge-
nerovat zdkerné kody, prolamovat hesla apod. Tyto obavy
vedly k tomu, Ze pouzivani Al v Evropské unii bude upra-
veno takzvanym aktem o umeélé inteligenci, prvnim kom-
plexnim zakonem o Al na sveté, ktery ma spolecnost chra-
nit pred jejimi negativnimi schopnostmi. Predpoklada se,
ze s rozvojem Al bude stoupat i jeji kreativita. V nasi re-
dakci jsme vyzkouseli, Ze ta je zatim ,,nic moc* (alespon
v ChatGPT), jak je mozné se presvédcit ctenim wuvodniku
Uméld inteligence pise pro Chemické listy', ktery vznikl
mimo jiné po zadani stati na predem zadané téma.

Pavel Chuchvalec
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Ptirodni latky produkované rostlinami ptedstavuji vyznamny zdroj novych 1é¢ivych substanci. Tento ¢lanek je zame-
fen na popis antimikrobialni, antiviralni a cytotoxické aktivity syntetizovanych derivati betulonové a platanové kyseliny,
zejména jejich oximovych derivatd. Cilem ¢lanku je poskytnout prehled zminénych aktivit téchto derivati a jejich mozné-

ho vyuziti v oblasti 1é¢by infekénich ¢i nadorovych onemocnéni.
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1. Uvod

Rostliny predstavuji rozmanity a bohaty zdroj biolo-
gicky aktivnich latek'. Lé&ivé rostliny byly pouzivany jiz
v historii v tradi¢ni humanni medicing®. Hlavni vyhodou
je, ze rostliny jsou snadno dostupnymi zdroji®. Piikladem
mize byt skupina rostlinnych triterpenoidu, syntetizovana
rostlinami v podob& sekundarnich metaboliti*. Sekundar-
ni metabolity maji rzné funkce a disponuji velkou struk-
turalni rozmanitosti**. Patii do skupiny isoprenoidd, které
jsou tvoreny zakladni jednotkou isoprenu o péti uhliko-
vych atomech a déli se podle poétu zGcastnénych jednotek
ve struktuie®. Triterpenoidy (obsahuji ve struktufe hetero-
atom, vétsinou kyslik) jsou klasifikovany na tetracyklické
a pentacyklické™”. Rozdéluji se dale na zakladé jejich
struktury na derivaty lupanu, oleananu nebo ursanu’. Za
dilezitou tiidu pifirodnich produktl jsou povazovany pen-
tacyklické triterpenoidy®. Pentacyklické triterpeny se skla-
daji ze Sesti isoprenovych jednotek, tedy ze skeletu o tfice-
ti uhlikovych atomech. Vznikaji biosyntetickou cyklizaci
2,3-oxidoskvalenu (1; obr. 1) katalyzovanou oxidoskva-
lencyklasami nebo triterpensyntasami’.

Bylo izolovdano vice mnez 20000 triterpeni
a v rostlinach se mohou vyskytovat v jejich castech (kira,
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korek, list, ovocna slupka) ve formé volnych kyselin nebo
aglykoni™’. Triterpenoidni kyseliny se v piirodnich zdro-
jich mohou vyskytovat jako polarnéjsi konjugaty s mono-
a oligosacharidy nebo estery cukri'. Do kategorie pen-
tacyklickych triterpenoidt lupanové struktury patii lupeol,
betulin (2), betulinova (3), betulonova (4) a platanova
kyselina (5) (obr. 2)*. Kira biizy b&lokoré, celed” Betula-
ceae (Betula alba L., Betula pendula) je nejbohat§im zdro-
jem betulinu [(3B)-lup-20(29)-en-3,28-diol]’. Betulin tvoii
az 30 % biezové kiry’. Dile ho lze také izolovat
z hiebitkovee (Syzygium z Geledi Myrtaceae)’. Betulinova
kyselina [(3p)-3-hydroxy-lup-20(29)-en-28-ova kyselina]
muze byt také izolovana i z jinych rostlin Celedi Betula-
ceae, av§ak v menSim mnozstvi, proto se ziskava chemic-
kou nebo enzymatickou oxidaci betulinu®. Dalsim zdrojem
mohou byt rostliny zc&eledi Rhamnaceae, Myrtaceae,
Ebenaceae nebo Paeoniaceae®. Oproti betulinové kyseling

Obr. 1. 2,3-oxidoskvalen (1)
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CrO3, H,SO,
_—
aceton, 0°C

Schéma 1. Jonesova oxidace betulinu (2) na betulonovou kyselinu (4)

se betulonova [3-oxo-lup-20(29)-en-28-ova kyselina] ky-
selina 1isi v poloze C-3, kde se vyznacuje ketoskupinou
misto B-konfigurovaného hydroxylu. Betulonova kyselina
se ziskava také z brezové kiiry extrakei organickymi roz-
poustédly (ethanol, aceton nebo chloroform), avsak jeji
obsah je nizky, takZe pro jeji ziskani se vyuzivad semisyn-
teticka oxidace betulinu — Jonesova oxidace (schéma 1)°.

Platanova kyselina [(3[)-3-hydroxy-20-0x0-30-nor-
lupan-28-ova kyselina] je pentacyklicky triterpenoid
30-norlupanového typu, vyskytujici se v rostlinach ¢eledi
Platanaceae (Platanus x hybrida Brot. a Platanus occi-
dentalis L (cit.?). Lze ji jako minoritni slozku izolovat
z rostliny balmin metlaty (Leptospermum scoparium, Cele-
di Myrtaceae)*’. Vzhledem k mensimu obsahu v rostli-
nach, platanovou kyselinu ziskdme syntetickou cestou
zalozenou na oxidaci ze snadno dostupnych triterpenoidi,
jako je betulin. Oxidace C20(29)-nenasycené vazby muze
byt provedena pomoci RuO, (m-CPBA a CHCI;) nebo
0sO,/NalO; ve vodném dioxanu’. V porovnani
s betulonovou kyselinou, ma ketoskupinu umisténou na
C-20, ktery je soucasti fetézce, napojencho
do péticlenného kruhu E (cit.%).

2. Syntéza derivati

Semisyntetické derivaty pfirodnich produkti jsou
navrhovany za ucelem zlepSeni biologické dostupnosti
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(snizeni hydrofobicity), pfekonani bunécné rezistence
a posileni terapeutického uginku®. Timto zpisobem lze
ziskat latky se zvySenou biologickou aktivitou nebo zvy-
Senou selektivitou ptisobeni'”. Triterpenoidy rostlinného
pivodu jsou dilezitym vychozim bodem pro syntézu
strukturngé rozmanitych derivati''. Komplexace s cyklode-
xtrinem a lipozomalni nanoformulace byly jednim z pfi-
stupt ke zvySeni hydrofility latek. Nejbéznéjsim moznym
feSenim v medicinalni chemii je modifikace struktury
a substituce riznymi typy skupin véetné heterocykld’.
U novych derivatii lze sledovat vztah mezi strukturou
a aktivitou. Modifikace struktury lupanu se bézné prova-
dgji na C-1, C-2, C-18, C-20, C-22 a C-29 (cit.'?). Dalsimi
cilovymi misty v upravach skeletu triterpenoidu jsou C-3
(hydroxylova/oxo skupina), C-28 (hydroxylovéa/karboxy-
lova skupina) a C-30 (allylova skupina) nebo spojeni hete-
rocykld s A kruhem. Jako raménko (linker) spojujici ske-
let s heterocykly miize byt pouzivana 1,2,3-triazolova
skupina®. Castou strukturalni modifikaci je substituce pi-
perazinem, kde dva dusikové atomy ptedstavuji vhodny
linker pro tvorbu dalsich strukturnich motivii'. Zavedenim
piperazinylové skupiny do triterpenoidnich struktur do-
chazi ke zvyseni biologickych aktivit (protinadorové, anti-
mikrobialni, antivirové, antimalarické, aj.)!'. Derivaty
mohou byt strukturné¢ modifikovany na kruhu A (C-3 a C-
2), na karboxylové funk¢ni skupiné (vznik amidového
nebo esterového postranniho fetdzce)®. Pavodni kyseliny
(betulinova nebo platanova) maji relativné nizkou cytoto-
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xicitu v porovnani s polosyntetickymi derivaty, napt. 3-O-
-acetylované amidy téchto kyselin. Derivaty benzylamidi,
(homo)-piperazinyl amidii nebo konjugaty rhodaminu B
maji cytotoxické ucinky i v nanomolarnich koncentra-
cich". Zavedeni piperidinu nebo pyrrolidin-nitroxylu po-
moci amidové vazby do polohy C-28 betulonové kyseliny
zpusobuje optimalizaci hepatoprotektivnich vlastnosti.
Pfitomnost 1,3,4-oxadiazoll pfipojenych pfes aminokyse-
linovy fetézec v poloze C-28 vykazuje in vivo protizanétli-
vy ucinek. Dal§im derivatem betulonové kyseliny vykazu-
heterocyklem 1,2,3-triazolem v C-28 poloze®. Derivéty
betulonové kyseliny s amidovymi, thiolovymi a piperidi-
novymi skupinami amplifikuji protinadorové vlastnosti
betulonové kyseliny’. Krom& syntézy aminovych a amido-
vych derivatl je popsana jako dalsi z efektivnich zptsobt
modifikace také syntéza oximovych derivati’. Piehledovy
¢lanek Bednarczyk-Cwynar a spol.'* podrobn& shrnuje
poznatky o triterpenickych oximech a oximesterech do
roku 2015, v dalsich letech se timto tématem zabyvali
napiiklad Kahnt a spol.’, Kozubek a spol.'* nebo Lombrea
a spol.’. Oximova funkéni skupina patii do skupiny imint
a je charakteristickd dvojnou vazbou mezi atomem uhliku
a dusiku, jehoz soudasti je hydroxylové skupina'®. Oximo-
vé derivaty lze syntetizovat pomoci reakce karbonylovych
sloucenin (aldehydd nebo ketonil) s ¢inidlem hydrochlori-
du hydroxylaminu za pfitomnosti nejcastéji bezvodého
organického rozpoustédla suchého pyridinu spolu
s methanolem nebo ethanolem a zahfivanim pod refluxem,
a to ve vysokych vytézcich (schéma 2)"*'""". Reakce vy-
plyva z nukleofilni adice, kde nukleofilni skupina, hyd-
rochlorid hydroxylaminu, atakuje elektrofilni misto karbo-
nylové skupiny. Reakei 1ze ziskat také smés produktu ob-
sahujici oxim jako isomer ve dvou konfiguracich syn
aanti’®. Kromé daldich moznosti mizeme oximy dale
modifikovat plisobenim acyla¢nich a alkylacnich c¢inidel
na oximestery nebo oximethery. Jednim ze zpusobu pii-
pravy oximesteri je syntéza acylhalogenidi kyselin
soximy za bé&€Znych podminek nebo reakce anhydridd
kyselin s oximy v pfitomnosti silné kyseliny*' . Dal§im
zpusobem je piima esterifikace mezi karboxylovou kyseli-
nou aalkoholem s vyuzitim karbodiimidovych ¢ini-
del (napt. EDCI) v ptitomnosti DMAP v DCM za pokojo-
vé teploty, vedouci k vysokym vytézkiim v optimalnim

gase®'?* .V piipadé syntézy oximetherovych derivatu je
realizovana nejCastéji reakce oximu s alkyl/aryl-

halogenidy, nejc¢astéji chloridy piipadné bromidy. Reakéni
podminky pak zalezi na volbé baze a rozpoustédla, napft.
NaH v DMF (cit.?).

OH
j\ NH,OH - HCI Nl/
—_—
R? R? H) pyridin, EtOH R! R2 (H)

Schéma 2. Syntéza oximovych derivati (R' a R*— riizné substi-
tuenty)
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3. Biologické aktivity

Vyzkum pentacyklickych triterpenoidii zacal jiz
vroce 1788, kdy byl poprvé extrahovan betulin
z rostlinného materialu. Na pocatku a v poloviné 20. stole-
ti byla latka hojné studovéana, avSak jeji farmaceuticky
vyznam byl zaznamenan az pozdé&ji. V roce 1995 E. Pisha
pozoroval cytotoxicky ucinek betulinové kyseliny proti
burikdm melanomu, diky némuz vzrostl zadjem o studium
téchto latek'. Po provedeni mnoha studii bylo odhaleno,
ze pentacyklické triterpenoidy disponuji fadou biologic-
kych aktivit, jako jsou protinadorova, antimikrobidlni,
ni, imunostimulaéni a antioxidacni aktivita, které lze vyu-
Zit v 16&ebné terapii’. Velkou pozornost si ziskala kyselina
betulinova, ktera je znama svymi protinadorovymi nebo
anti-HIV ucinky. Je G¢innd v mikromolarnich koncentra-
cich avykazuje vysoky stupen selektivity k malignim
nadortim, napfiklad proti burikdm melanomu. Pisobi me-
chanismem zahrnujicim permeabilizaci mitochondridlni
membrany s uvoliovanim faktoru cytochromu c, aktivato-
ru kaspasy Smac nebo faktoru AIF, aktivaci kaspas, jader-
nou fragmentaci a indukci apoptdzy®. Antihyperlipidemic-
ka aktivita byla sledovana u betulinové kyseliny pfi testo-
vani na obéznich mysich'. Betulin a betulinova kyselina
zvysuji absorpci glukosy, zvysuji sekreci inzulinu, zvysuji
vychytavani glukosy v perifernich organech a pomahaji
tak v 1écbé diabetu. Stejné jako betulin, betulinova kyseli-
na snizovala hladinu glukosy v krvi, plazmatické trigly-
ceridy a hladiny celkového cholesterolu v mysim modelu
krmeném stravou s vysokym podilem tuku. U kyseliny
betulinové byly pozorovany in vitro antioxidacni tcinky.
Bylo prokazéano, ze nékteré derivaty platanové kyseliny
jsou UCinnymi inhibitory butyrylcholinesterasy BChE
(EC 3.1.1.8)". U derivatt platanové kyseliny, které mély
C-20 karbonylovou skupinu modifikovanou na amino-
skupinu, bylo sledovano vylepseni BChE inhibi¢ni aktivi-
ty jiz v nanomolarnich rozmezich®. Ptirodni latky by tak
mohly byt aplikovany do odvétvi mediciny, kde zaroven
roste zajem o jejich pouzivani'*. Nicméng doposud se
nepodafilo zavést slouceninu z této tiidy nebo jeji derivat
do terapie. Druhé faze klinickych studii dosahl pouze
bevirimat pro své anti-HIV ucinky, avSak studie byla
vroce 2010 prerusena’. V dnesni dobé je piiblizné 50 %
vSech schvalenych 1é¢iv tvofeno nebo odvozeno
z piirodnich latek®®. Avsak limitaci pouZiti pentacyklic-
kych triterpenoidi v terapii je jejich vysoka lipofilita maji-
ci vliv na biodostupnost in vivo’. Strategie chemické mo-
difikace puvodnich struktur muze pfispét k zisku mnoha
novych derivatd, které maji vyhodnéjsi farmakolologickou
aktivitu'®',

Soucasny vyzkum v mediciné se vénuje problematice
bakteridlnich infekci. Asi nejvyznamnéjSim piikladem
patogenni bakterie mlize byt grampozitivni bakterie Sta-
phylococcus aureus® . Podle publikovanych udajo?® triter-
penoidy vykazuji antimikrobialni aktivitu proti Staphylo-
coccus aureus, Escherichia coli a Enterococcus faecalis
v koncentracich mezi 0,006-200 mg ml™'. U betulonové
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a platanové kyseliny je popsédna zejména Ucinnost proti
grampozitivnim bakteriim v porovnani s gramnegativnimi,
a to snejvetsi citlivosti vaci bakteriim Staphylococcus
aureus a Enterococcus faecalis®™®>'. Vyzkum Kazakové
aspol.>! ukazal, Ze betulonova kyselina v koncentracich
do 80 mgml' snizila rist Staphylococcus aureus
a v koncentracich 90 a 100 mg ml™" zcela potlagila rast
této bakterie. Nicméné proti Klebsiella pneumonie se uci-
nek projevil pouze snizenim ristu, nikoliv uplnym potla-
&enim ristu’'. Betulonové kyselina derivatizovana tri-Boc-
sperminem v pozici C-28 vykazuje antimikrobialni u¢inky
na Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans a Liste-
ria monocytogenes pii koncentraci 6,25 mM (cit.*?). Pou-
male a spol.”® zkoumali antibakterialni uginky platanové
kyseliny v extraktu z Dorstenia convexa. Platanova kyseli-
na zde inhibovala rust vSech zkoumanych bakterii, mezi
nimiz byly Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Escherichia coli a dalsi, jeji G¢inek je srovnatelny s betu-
lonovou kyselinou™. V dnesni dobé& je velkou vyzvou
aktivni hledani a vyvoj novych antibiotik®*. WHO prohla-
sila rezistenci k antibiotiklim za jednu ze ti{ hlavnich hro-
zeb pro vefejné zdravi'**

V tadé publikaci je u triterpenovych kyselin také
popsana antivirova aktivita. U betulinové kyseliny je
zkoumana zejména anti-HIV aktivita. Virus HIV byl popr-
vé identifikovan pied 30 lety. Betulinova kyseli-
na zabranuje dozravani viru tim, Ze nedochdzi ke Sté€peni
capsid-spacer peptidu u Gag proteinu. Betulinova kyselina
pisobi také proti Herpes simplex viru (HSV-1, HSV-2),
Epstein-Barrové viru (EBV) a proti hepatitidé B (HBV)'.
Bylo zjisténo, ze platanova kyselina a jeji derivaty vyka-
zuji znacnou aktivitu proti HIV inhibici replikace HIV-1
v buiikach H9 lymfocytda”?*%*7. Methyl-3,20-bisoximo-
platanoat (5, obr.3) vykazuje antivirové ucinky proti
HSV-1aHPV-11s ECso> 1,20 uM a 3,47 uM (cit.”).

U betulonové kyseliny byla prokdzéna antivirova
aktivita zejména proti viram HSV-1 a EBV (cit.*®). Jeji
oximovy derivat byl popsan jako u¢inny proti viru Influen-
za A (cit),

Rakovina i pres veskeré usili prevence a 1écby pred-
stavuje stale druhou nejast&jsi pficinu Gmrti na svéts®.
Hlavnimi pti¢inami pfispivajicimi k rozvoji onkologické-
ho onemocnéni mohou byt Zivotni styl, vlivy prostiedi
nebo dédi¢né vlivy. Zatimco v regionech s nizkymi ptijmy

N—OH

-

Obr. 3. Methyl-3,20-bisoximo-platanoat (5)
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je zpisoben vznik rakoviny pfedev$im virovymi
a bakteridlnimi infekcemi, tak ve vyspélych regionech je
véni tabdku, alkoholu nebo nadvéha®’. Diky sekvenovéni
genomu bylo zjisténo, ze rakovina zahrnuje dynamické
zmény v genomu™. Mutace gent ma za nasledek dysregu-
laci exprese protoonkogenui (napf. Ras) a tumorsupre-
sorovych geni (napf. p53) majicich kliCovou roli
v karcinogenezi*'"*. P¥irodni produkty a jejich derivaty se
v prubéhu historie ukazaly jako uzite¢né pii vyvoji novych
chemoterapeutik®. Pentacyklické triterpenoidy byly identi-
fikovany jako ucinné protirakovinné latky se selektivnim
cytotoxickym piisobenim®. Nejéastdjsim mechanismem
protinadorového ucinku je indukovana apoptoza probihaji-
ci saktivaci kaspas, mitochondridlni permeabilizaci
a zvysenou produkci ROS (cit.?). Bylo pozorovano, Ze
betulinova kyselina m4 také angiogenni vlastnosti. Mole-
kularni cile betulinové kyseliny pravdépodobné vyplyvaji
ze zmén v modulaci B-bunééného lymfomu (Bcl-2)
ajaderného faktoru NF-kB. Rozdily ve specifité
a mechanismu G¢inku (stimulaci apoptdézy a inhibici ki-
nas) mohou byt u betulinové kyseliny zptisobeny drobny-
mi modifikacemi ve struktute. Bylo prokazano, ze kyseli-
na betulinova redukuje nékteré projevy toxicity protinado-
rové latky doxorubicinu, ktery je silng kardiotoxicky'.
Betulinovd kyselina mé silné antiproliferativni u¢inky
proti lidskym buiikam melanomu ICso = 1,5-1,6 pgml ™',
karcinomu plic ICso = 1,5-4,2 pg ml™', karcinomu d&loz-
niho &ipku ICso = 1,8 pgml™, atd’. Zavedeni amidové
funkce v pozici C-28 vede k vytvoreni G¢innych induktora
apoptozy, vyplyva to zvysledki Shintyapina a spol.*,
kteti zkoumali inhibi¢ni GCinky na bunécné linie MT-4,
MOLT-4, CEM (T-lymfoblasticka leukemie) a HepG2
(karcinom jater). V rozmezi koncentraci 4,2-32,0 pg ml™
bylo dosazeno hodnoty 50% inhibice®’. Byly zkoumany
také di- a polyamin amidové derivaty betulinové kyseli-
ny. Nejvice cytotoxicky aktivnimi zde byly derivéaty
s piperazinem a sperminem. Derivat betulinové kyseliny
syntetizovany z diazen-1-ium-1,2-dioxalatu (6, obr.4)
pisobil antiprolifera¢né v sub-mikromolarnich koncentra-
cich na nékolika nadorovych bunécénych liniich a byl
20krat aktivngjsi nez cisplatina'.

Obr. 4. Derivat betulinové kyseliny syntetizovany z diazen-1-
-ium-1,2-dioxalatu (6)
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Schéma 3. Syntéza cytotoxicky aktivniho C-2-oximového derivatu betulonové kyseliny (8)

Amidové derivaty betulinové kyseliny na bazi poly-
aminu vazaného k C-17-COOH amidovou vazbou vykazo-
valy vysokou cytotoxicitu. Analoga vznikla kombinaci
esterové a amidové vazby na skupiné C-3-OH byla cytoto-
xickd pouze proti bunéénym liniim T-lymfoblastické leu-
kémie (CEM) a aktivita na fibroblasty byla nizka oproti
C-17 derivatim. Bylo prokazano, ze poloha substituce (o-,
m- a p-) pyridinového kruhu v cilovych amidech ovliviluje
cytotoxickou aktivitu’. Hoenke a spol."”* pozorovali nej-
vys$$i aktivitu u amidu betulinové kyseliny s trans-1,4-
cyklohexyldiaminem, ktery vykazoval cytotoxicitu ECsy=
0,6 uM proti HT29 (buiikkam adenokarcinomu tlustého
stteva)'. In vitro studie derivat betulonové kyseliny uka-
zuji cytotoxické ucinky proti nddorovym burikdm pocha-
zejicim z melanomu, lymfomu, karcinomu stfeva, plic,
jater, prostaty, vajecniku, prsu, délozniho ¢ipku nebo mno-
hoéetného myelomu, atd.**. U betulonové kyseliny byla
prokézana vysokd aktivita proti bunéénym liniim MEL-2
(melanom), KB (epidermalni karcinom), PC-3 (karcinom
prostaty) a A549 (adenokarcinom plic)***. Oximové deri-
vaty betulonové kyseliny vykazuji silnou cytotoxicitu
predevsim na buriky HelLa (karcinom délozniho cipku),
A2780 (karcinom vaje¢niki), MCF-7 (karcinom prsu)
a MOLT-4 (lymfoblasticka leukémie)*'*. V prehledovém
¢lanku Bildziukevich a spol.' je popsana syntéza 2,3-seco-
triterpenoidi zahrnujici modifikaci C-2-oximového deri-
vatu betulonové kyseliny (7) na cytotoxicky aktivni deri-
vat (8; schéma 3)'. Pii zavedeni amidové skupiny v pozici
C-28 betulonové kyseliny vznika efektivni induktor
apoptézy s protinddorovymi w&inky*. N-Ethylpipera-

Obr. 5. N-ethylpiperazinylamid (9) a /N-methylpiperazinyl-
amid (10) betulonové kyseliny
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zinylamid betulonové kyseliny vykazuje protinadorovou
aktivitu proti bunéénym kulturam CEM-13, U-937
aMT-4.

Amid betulonové kyseliny s N-methylpiperazinem je
ucinny proti SR (bunécnd linie lymfomu), NCI-H460
(karcinomu plic) a HCT-116 (karcinom tlusté¢ho stieva).
Z vysledki Giniyatullina a spol.'' bylo potvrzeno, Ze
po zavedeni C-3 oximu k amidu betulonové kyseliny
s N-methylpiperazinem je latka ucinna pouze proti leuke-
1,2,3-triazolovy heterocyklus kli¢ovy farmakofor derivati
betulonové kyseliny s protinadorovou aktivitou. Konjugat
s 3'-deoxythymin-5'-ylem byl nejucinnéjsi proti bunécné
linii SNB-19 (glioblastom) s ICsy = 0,17 uM. Pfipojenim
aminothiazolového kruhu ke kruhu A v poloze C-2 a C-3
vykazuji derivaty vyznamnou protinadorovou aktivitu
proti leukemickym bunkam CEM, karcinomu plic A549,
karcinomu tlustého stieva HCTI116, atd.’. Betulonova
kyselina substituovana piperidinem vykazuje jednu z nej-
vyssich aktivit'. Pyridinova skupina derivatd 3-pyri-
dylideno-28-oxo-allobetulonu byla aktivni proti nékolika
typim nadord vcetné leukemickych. Pii syntéze
4-pyridylideno-analoga bylo zjisténo, ze poloha dusiku ma
vliv na cytotoxicitu a selektivitu’. V piehledovém &lanku
Lombrea a spol.” je uvedeno, Ze derivét oximu betulonové

11: R'=H;R>=0H

12: R'=Bu; R*=0H

13:R'=H;R>= E_N/\j

Obr. 6. Oximové derivaty betulonové kyseliny
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kyseliny (11) mé silné G¢inky na bunécnou linii A2780,
pouzije-li se ve vyssi davce, pricemz nejsilnéjs$i aktivitu
projevoval butylimin (12) proti HeLa burikam. C-28-imi-
dazolid  3-hydroxyimino-lup-20(29)-en-28-karboxylové
kyseliny (13) inhibuje buné¢né linie karcinomu plic, tlus-
tého stfeva, prsu, prostaty, vajecnikd, bunky leukémie
a melanomu, atd. (obr. 6)°.

In vivo protinadorova aktivita nebyla zatim dostate¢-
né prozkoumana z divodu hydrofobnich vlastnosti betulo-
nové kyseliny’. N&které derivaty betulonové kyseliny kon-
jugované s trifenylfosfoniovymi solemi vykazuji lepsi
antiproliferacni u¢inky selektivné na nddorovych bunkach
zpusobené tim, ze nadorové burky lépe vstiebavaji triter-
penoidni kyseliny*. Dalsi modifikace thiomorfolinem
v pozici C-28 také prokazala dobré vysledky, methylester
v pozici C-28 po enkapsulaci do liposomu pro zvyseni
biodostupnosti vykazuje t¥ikrat lepsi cytotoxické uéinky”.
Substituce v pozici C-17 1,3,4-oxadiazolem ma za nasle-
dek mirn¢ zvySenou a stfedni cytotoxickou aktivitu ve
srovnani s betulonovou kyselinou®®, Ganaie a spol.® pozo-
rovali zvySeni cytotoxicity platanové kyseliny po syntéze
na aryl-enony. Nejvice aktivni a s vysokou selektivitou
zde byl derivat s p-tolylovou substituci, kde proti butikam
MDA-MB-231 (karcinom prsu) a A-549 (karcinom plic)
byla aktivita srovnatelna s 5-fluorouracilem®. Ve vyzkumu
Khusnutdinové a spol.” bylo u platanové kyseliny zjisténo,
ze zavedenim benzylidenovych skupin do pozice C-2 do-

,,,,,

betické aktivity. Bylo pozorovano, ze methyl-3,20-bis-
oximo-platanoat (5, obr. 3) byl citlivy vic¢i bunécné linii
karcinomu vaje¢niki A2780 s ECse= 9,14 pM (cit.”). Za-
vedeni oximu do pozice C-20 vede k mirnym protinadoro-
vym U¢inklim, pficemZ konfigurace oximii nemd vliv na
hodnoty ECsy. C-20 primarni amin platanové kyseliny
chranény methylovou skupinou na C-28 vykazuje protina-
dorové ucinky a vyvolava apoptdézu nadorovych bunck.
Chranéni aminového derivatu benzylovou skupinou
na C-28 zvysuje protinadorovou aktivitu, byla prokazana
Gi¢innost proti liniim bunék stfevniho adenokarcinomu’.
Kozubek a spol.”” zjistili, Zze cytotoxicka aktivita amidd
platanové kyseliny je vyssi nez u odpovidajicich oximu.
Amidy v pozici C-28 odvozené od ethylaminu, morfolinu
¢i homopiperazinu vykazovaly vysokou cytotoxicitu na
vSechny typy lidskych nadorovych bunék, ale také na linii
nemalignich mysich fibroblastli a lidskych embryonalnich
ledvinovych bungk'’.

4. Zavér

Ukolem moderni biologie a mediciny je hledani no-
vych vysoce ucinnych 1ék proti zminénym onemocné-
nim®. Triterpenoidy se jevi jako perspektivni a hraji tak
stale v&t3i roli pii objevovani a vyvoji novych 1éka'.
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Seznam pouzitych zkratek

A549 lidské buné¢na linie karcinomu plic

A2780 lidsk4 bunécna linie karcinomu
vajecnikl

AIF faktor indukujici apoptozu

Bcl-2 protoongogen, regulacni protein
apoptozy

BChE butyrylcholinesterasa

CD95 transmembranovy receptor

CEM bunky T-lymfoblastické leukémie

DCM dichlormethan

DMAP 4-(N,N-dimethylamino)pyridin

DMF N,N-dimethylformamid

EBV Epstein-Barrové virus

ECs polovina maximalni G¢inné koncentrace

EDCI N-[3-(methylamino)propyl]-N -
ethylkarbodiimid hydrochlorid

HBV virus hepatitidy B

HCT-116 lidské4 bunécna linie karcinomu tlustého
stieva

HeLa lidsk4 bunééna linie karcinomu
délozniho ¢ipku

HepG2 lidska bunéc¢na linie karcinomu jater

HIV virus lidské imunitni nedostate¢nosti

HPV lidsky papilomavirus

HSV Herpes simplex virus

HT29 lidska bunécna linie kolorektalniho
adenokarcinomu

TIARC Mezinarodni agentura pro vyzkum
rakoviny

IL-12 cytokin, interleukin 12

MCF-7 lidska bunécna linie karcinomu prsu

MDA-MB-231  lidsk4 bunéc¢na linie karcinomu prsu

MDR mnohocetna 1ékova rezistence

MEL-2 lidska buné¢na linie melanomu

MOLT-4 lidsk4 bunécna linie leukémie

MRSA Staphylococcus aureus rezistentni
k methicilinu

MT-4 bunky T-lymfoblastické leukémie

NCI-H460 lidska bunééna linie karcinomu plic

NF-xB transkripéni faktor

ROS reaktivni formy kysliku

Smac druhy mitochondrialni aktivator
kaspasy

SR lidsk4 bunécna linie lymfomu

TNF-a tumor nekrotizujici faktor o

U-937 lidské4 bunécna linie histiocytarniho
lymfomu

WHO Svétova zdravotnicka organizace
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Natural substances produced by plants represent an
important source of new medicinal products. This article
is focused on the description of the antimicrobial, antivi-
ral, and cytotoxic activity of the synthesized derivatives of
betulonic and platanic acids, especially their oxime-based
derivatives. It is also aimed at providing overview of
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Biotechnologicka produkce butanolu a dalSich doprovodnych rozpoustédel ma vice nez stoletou historii
a v souCasnosti predstavuje alternativni moznost produkce zadanych chemikalii z riznych odpadnich proudt v souladu
s konceptem ob&hového hospodaistvi. Tento piehledovy c¢lanek shrnuje soucasny stav mozné primyslové produkce,
ptredstavuje hlavni producenty rozpoustédel, solventogenni klostridia a jejich metabolismus spolu s hlavnimi aspekty, které
ovliviiuji fyziologické a produkéni charakteristiky. Posledni ¢ast je vénovéana substratim, které mohou byt k produkci
biobutanolu vyuzivany, zejména lignocelulose, vSudypfitomné odpadni rostlinné hmoté, do niz jsou stale vkladany velké
nadéje ve spojitosti s velkoobjemovou biotechnologickou produkei mnoha komodit.

Klicova slova: butanol, ABE fermentace, Clostridium, lignocelulosa, alternativni substraty
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1. Prumyslova produkce butanolu -
vize a skutec¢nost

Historie primyslové produkce rozpoustédel butanolu
a acetonu saha do pocatku 20. stoleti a nedavno slavila své
100. vyro¢i. Pomémé malokdo vi, Zze patiila spolu
s vyrobou lihu k jedném z nejvétSich pramyslovych bio-
technologickych aplikaci na svété. Tovarna na fermentacni
produkci butanolu stdla dokonce i na tizemi Ceské republi-
ky a to v Rajci nad Svitavou'. Pomérné zdhy po svém
rozvoji byla ale vytlaCena levnéjsi chemickou vyrobou
azazivala pouze kratkd obdobi vzristu hlavné
v souvislosti s valecnymi konflikty a nedostatkem surovin.
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V 70. letech 20. stoleti zbyvala ve svété jen torza vyrob-
nich tovaren, a to v Africe a Asii, pozd¢ji byla vyroba
ukoncena i tam.

Zacatkem 21. stoleti byla mySlenka biotechnologické
produkce rozpoustédel oprasena ve snaze produkovat Cisté
zpuisobem. Biotechnologicka produkce butanolu budila
opét velké nadégje, tentokrat jako alternativni biopalivo,
nebot jeho fyzikalné-chemické vlastnosti vyhovuji spalo-
vacim motorim pouzivanym v automobilové dopravé
dokonce vice nez dnes jiz b&n& piidavany bioethanol®.
Veédecké skupiny po celém svété zacaly hledat cesty, jak
zvysit produkei butanolu, upravovaly motory pro vyuziti
¢istého butanolu, postavily nékolik dobfe fungujicich pro-
totypti, vyrobci a dodavatelé pohonnych hmot si od buta-
nolu slibovali mnohé a zacali se pfipravovat na jeho im-
plementaci. V 1ét¢ roku 2006 oznamili dva ropni giganti
BP a DuPont spojeni svych sil ve snaze dostat na trh toto
nové aditivum a prestavét obrovské kapacity vyroby etha-
nolu na produkei butanolu®.

Biobutanol je vyrabén pfirozené, fermentacni cestou
mikroorganismy, které patfi do skupiny tzv. solventogen-
nich klostridii v procesu zndmém jako ABE fermentace
(A, B a E znaci prvni pismena hlavnich produktd primar-
niho metabolismu: acetonu, butanolu a ethanolu). Rada
téchto solventogennich klostridii ma navic velmi Siroky
utilizani potencial ve vztahu k pouzitym zdrojim uhliku
i dusiku®®, coZ jesté umociiuje jejich potencial ve vyrobé
chemikalii z obnovitelnych surovin. Bohuzel, i vy¢et ome-
zeni je pomérné rozsahly a mezi ty nejvetsi se fadi dvoufé-
zovost celého procesu, ve kterém dochazi nejprve k tvorbé
ur¢itého mnozstvi kyselin (octové a maselné), a tim ke
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ztratdm vstupni suroviny na nezadouci produkty. Hlavni
problém ale spociva v nizké koncentraci produkovanych
rozpoustédel zptisobené jejich toxicitou vici producentovi.
Prirozené¢ se koncentrace butanolu pohybuje u divokych
kmend kolem 10g1"' (vétsinou od 8 do 12 gl
a v piipadé , super-producenti® maximalng okolo 20 g 1™
s nejslibngjsimi vysledky pro Clostridium acetobutylicum
JB200, ktery je schopen tvoiit 19 gl butanolu’
a Clostridium beijerinckii BA101 (cit.*) s koncentraci az
21 g1, Veskeré snahy piimét mikroorganismy k vyssi
produkci kon¢i u jednotek ¢i desitek procent zlepSeni, coz
ale stale zlistava velmi daleko za koncentracemi dosahova-
nymi pti produkci ethanolu a za soucasné situace je izola-
ce produktu ekonomicky nerentabilni. Teoretické hodnoty
pro rentabilni primyslovou produkci se pohybuji okolo
50 g1 butanolu s produktivitou minimalng 3 gl 'h
(cit.”).

Pres velké nadéje vkladané do butanolu tak ani
v dobé¢ sepisovani tohoto textu neni ve svété zadny fungu-
jici pramyslovy provoz. Samoziejmé s pfihlédnutim
k dostupnym pramentim. Na evropské trovni byla novo-
doba komer¢ni vyroba zastoupena firmou Green Biolo-
gics, kterou zalozil v roce 2003 v Oxfordu Edward Green
a ktera stala za konstrukci nékolika pilotnich provozi ve
Velké Britanii a Spojenych statech'®. Dle dostupnych in-
formaci ale zadny z téchto provozl dnes nestavi své ko-
mer¢ni aktivity na produkci butanolu. Soucasnd snaha
nejen Evropské unie o udrzitelnost a ob&hové hospodai-
stvi, primarné vyuzivajici jiz existujici zdroje, dava mikro-
bialni produkci butanolu (ve smési s acetonem a ethano-
lem) jesté stale urcitou nadégji. Priukopniky obnovy pri-
myslové produkce ABE z odpadnich surovin je anglicka
firma Celtic Renewables, ktera pfedstavila moznost pro-
dukce biobutanolu ze zbytkli po vyrobé whisky a kterd
stavi v Caledon Green ve skotském Grangemouthu ko-
meréni zpracovatelsky zavod'!, ktery by mél zaroveii slou-
zit 1 jako demonstra¢ni jednotka.

2. Solventogenni zastupci rodu Clostridium

Rod Clostridium byl poprvé popsan vroce 1880
(cit.'”) a zahrnuje obsahlou skupinu mikroorganismi
z kmene Firmicutes (nové Bacillota"), jejichz charakteris-
tickymi znaky jsou nizky obsah GC bazi, obligatni anaero-
biosa, tvorba tyCinek s grampozitivni stavbou bunééné
stény a produkce endospor. Taxonomické studie postavené
na analyze dostupnych genomii a 16S rRNA ale ukazuji,
ze se jedna o rod zahrnujici mnohé, jen vzdalené piibuzné
organismy'* ', které pravdépodobné &eka v dohledné
dobé reklasifikace. V soucasnosti je rod rozdélen do sedmi
hlavnich klastri a nejvétsi z nich, klastr I, je jako jediny
oznaéovan jako ,prava klostridia“'®. Do tohoto klastru
spadaji vSechna dosud popsana solventogenni klostridia
spolu s celou fadou dalSich, mnohdy znaméjsich a prostu-
dovangjsich patogennich zastupct, jako jsou Clostridium
botulinum, Clostridium tetani ¢i Clostridium perfringens.
Nicméné, jak se zda, schopnost produkovat toxiny neni
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charakteristickym taxonomickym znakem a mezi jednotli-
vymi druhy byla pfedavana pravdépodobné pomoci hori-
zontalniho prenosu gend'®, coz je predani genetické infor-
mace mimo standardni (vertikalni) ptenos z rodicovské
generace na jeji potomky. Primyslové uvazované druhy
a kmeny pro produkci rozpoustédel jsou tedy sice blizky-
mi ptibuznymi klostridialnich patogend, ale geny pro pro-
dukei znamych toxint neobsahuji.

Mezi nejvyznamnéjsi primyslové uvazované druhy
patti Clostridium acetobutylicum, C. beijerinckii, C. sac-
charoperbutylacetonicum a C. saccharobutylicum. Do
téchto druhd byly mnohé kmeny zatazeny az v roce 2001,
kdy Keis a spol.'” navrhli toto tidéni na zékladé fenotypo-
vych projevi a s vyuzitim molekularné genetickych pii-
stupti véetné analyzy 16S rRNA. Ve starsi literatufe jsou
tak nékteré druhy uvedeny pod jinymi nazvy a naopak,
nékterym druhlim byl navrzen nazev novy. Fenotypova
charakteristika jednotlivych druhi je dodnes v mnohych
pripadech matouci. Z porovnani dostupnych genomi vy-
plyva, Ze jejich evoluce neni pfimocara a pfifazeni jednot-
livych kment konkrétnim druhtim vyzaduje spiSe srovnani
na celogenomové Grovni nez pouze na zakladé pritomnosti
n&kterych gend & fenotypovych znaka'®.

2.1. Centralni metabolismus solventogennich
klostridii a tvorba cilovych produkti

Hlavni intermediaty a enzymy centralniho metabolis-
mu u solventogennich klostridii jsou pomérné dobie zna-
my a popsany, nicméné nevyiesenou otazkou zistava, jak
je regulovan tok téchto latek a jejich redistribuce do roz-
vétveného schématu ABE fermentace. Metabolické sché-
ma vychazejici z glukosy zac¢ind glykolyzou a poté se
rozdéluje do dvou hlavnich smért, viz obr. 1. Prvnim je
tvorba kyselin a druhym je tvorba rozpoustédel. Nejedna
se ale o separatni metabolické cesty, nybrz o propojeny
systém, do kterého vstupuje jesté dal§i proménna a tou je
regenerace ferredoxinu a redukovanych kofaktori NADH
a NADPH a efektivni vyuziti energie stim spojené.
V neposledni fadé pak podil dvou moznych transportnich
mechanismt pro glukosu, fosfoenolpyruvat-dependentni
fosfotransferasovy systém (PTS) a ATP-dependentni pie-
nos vyuzivajici enzym glukokinasu.

2.1.1. Klasicka teorie ABE fermentace a jeji regulace
Obecné prijimana klasicka teorie vychazi ze studia
nejprostudovanéjs§iho kmene solventogennich klostridii
C. acetobutylicum ATCC 824. Uvadi, ze v prvni, expo-
nencialni fazi rdstu, dochazi k tvorb¢é kyselin octové
amaselné (v mensim mnozstvi se mize tvofit i kyselina
mlécna z pyruvatu, ta ale nepatii mezi hlavni metabolity).
Tim dochazi k rychlému okyselovani ristového média,
coz v ur¢itém bod¢ znamena pro buriky znacnou zatéz,
nebot” se vlivem nizkého pH zvySuje koncentrace nediso-
ciovanych kyselin, které mohou prechazet pies membrany,
kde v intracelularnim prostoru s vy$sim pH opét disociuji
atim okyseluji intracelularni kompartment. K udrzeni
vitalni hodnoty intracelularniho pH pak buiky musi proto-
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Obr. 1. Obecné metabolické schéma Aceton-Butanol-Ethanolové fermentace

ny za vynalozeni velkého mnozstvi energie pumpovat
ven' a hrozi nedostatek ATP i kolaps protonmotivni sily.
Aby se buiky vyrovnaly s touto nezadouci situaci,
»zapinaji“ druhou ¢ast svého centralniho metabolismu,
kterou je tvorba rozpoustédel a reutilizace vzniklych kyse-
lin, ¢imz dochazi k op&tovnému ristu pH (cit.”). Produko-
vana rozpoustédla predstavuji ale jen docasné feSeni, ne-
bot” jejich toxicita vici produkénim burikdm je vysoka
a s dosazenim pomérné nizké koncentrace buniky odumira-
ji. Z toho divodu v tom samém okamziku, kdy prechazi
kultura z tzv. acidogeneze do solventogeneze je nastarto-
van dal$i zachranny mechanismus, kterym je tvorba endo-
spor, které predchazi akumulace polysacharidu granulosy.
Akumulace granulosy vede k viditelnému rozsifovani bu-
nék, jejichz tvar, typicky pro klostridia, pak pfipomina
»doutni¢ky* (angl. cigar shape). Endospory jsou zpravidla
$irSi nez vegetativni buiiky a je pozorovan tvar podobny
vietenu (angl. spindle like), viz obr. 2. Ob¢ kli¢ové udélos-
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ti v zivotnim cyklu klostridii, tedy pfepnuti z acidogeneze
do solventogeneze a nastartovani sporula¢niho cyklu by
mél fidit globélni transkripéni reguldtor SpoOA (cit.”").
Pravdou ale je, ze skute¢ny impuls a regula¢ni mechanis-
mus jak pfechodu z acidogeneze do solventogeneze, tak
zahéjeni sporulace nebyl zatim odhalen a jejich vzajemné
propojeni je otazkou nazoru té ¢i oné védecké skupiny.
Posledni vyzkumy poukazuji na roli malych nekodujicich
RNA (cit.”?) & mezibun&éné komunikace pomoci quorum
sensing (QS)*.

Vétsina dostupnych experimentalnich dat je pro kme-
ny Clostridium acetobutylicum ATCC 824 a Clostridium
beijerinckii NCIMB 8052. Oba druhy C. acetobutylicum
1 C. beijerinckii patii do prvniho klastru klostridii, tj.
Clostridium sensu stricto, a uvedené metabolické schéma
(obr. 1) je pro oba zastupce viceméné spole¢né, nicméné
u obou druhtt mohou byt do metabolismu glukosy zapoje-
ny jiné geny, alternativni dréhy a jejich regulace je
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Obr. 2. Zobrazeni riznych morfologickych forem bakterie
C. beijerinckii v riznych stadiich Zivotniho cyklu

vmnoha piipadech také odligna®*. Zasadni rozdil je
ivlokalizaci geni pro solventogenezi. C. beijerinckii
i vétSina priamyslové uvazovanych producentd ma celou
drdhu  pro  produkci  rozpoustédel  kddovanu
v chromosomalni DNA, zatimco u C. acetobutylicum se
tato draha nachazi na megaplasmidu. Toto je pravdépo-
dobn¢ také diivod, pro¢ si mnohé studie neodpovidaji
ajedna vyvraci tvrzeni druhé. Mnohé poznatky ziskané
pro kmen ATCC 824 jsou brany jako obecné platné, ale ve
skutecnosti se ukazuje, ze jde o kmen, ktery stoji ponékud
stranou® a svymi fenotypovymi projevy se odlisuje od
ostatnich druh@ uvazovanych pro primyslovou vyrobu
rozpoustédel. V genomech obou druhti je ¢asto kédovano
nékolik izoenzymu pro vybrané reakce fermentacni drahy,
pricemz se aktivné zapojuje jen jeden, ptfipadné dochazi
k jejich vyméné bhem réiznych fazi Zivotniho cyklu®®.

I pres pretrvavajici drobné neznamé v zapojeni jed-
notlivych enzymi do ABE fermentace je proces pomérné
dobfe popsan a poznan. Je tedy s podivem, Ze se pies
vSechny pokrocilé nastroje a poznatky zatim nikomu ne-
podatilo odhalit, co skutecné lezi za zminovanym pfepnu-
tim metabolismu. Klasicka teorie nizkého pH (cit.>’) spolu
s akumulaci kyselin stavi na jednom z potencidlnich regu-
lac¢nich pilifd, ale ten sam o sob¢ urcité nestaci. Jednak
prosté pridani kyselin do média a snizeni pH nestaci pro
iniciaci solventogeneze a za druhé vedeni kultivace za
neutrdlniho pH vede taktéz k nezanedbatelné produkci
rozpoustédel*®. Dalsimi kandidaty na regulagni funkci jsou
v tomto piipadé redoxni potencial a mnozstvi ¢i pomér
NAD(P) /NAD(P)H, ADP/ATP, piipadné dalsi.
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2.1.2. Uloha redoxniho potencidlu v regulaci
solventogeneze, tvorba H,

Redukéni potencial ve formé redukovanych pyridino-
vych kofaktori NADH a NADPH spolu s ur¢itou hladinou
ATP hraje roli nejen v regulaci metabolické zmény, ale
i v fadé¢ dalsich zivotnich fazi vegetativniho i sporulac¢niho
cyklu klostridii. Z hlediska produkce zadanych metabolitti
se ukdazalo, ze zvySeni intracelularni hladiny NADH zlep-
silo rist a produkci rozpoustédel®”. Podobné tomu bylo
i v mnoha dalsich studiich, kde bylo zvyseni redukéniho
potencialu dosazeno s vyuzitim pfidavku aditivnich slo-
7ek™, ptimou dodavkou elektronti®' nebo ptidavkem elek-
tronovych mediatora (typicky neutralni Cerven, benzyl ¢i
metyl viologen)’'™*, jejichz piitomnost vede k odligné
redistribuci elektronii mezi redukované kofaktory, ferre-
doxin a vodik.

Jednim z primarnich akceptort elektronti v centralni
metabolické draze je ferredoxin. Typickou cestou jeho
regenerace je tvorba vodiku, ktery patii (vedle CO,)
k hlavnim plynnym produktim ABE fermentace. Vzhle-
dem k soucasné vizi budouci energetické udrzitelnosti
a bezemisnich biopaliv je vodik sklonovan jako jedna
z majoritnich komodit uvazovanych jako alternativni bio-
palivo. Fermentacné vyrabény vodik se proto dostava do
popfedi zajmu mnohych vyzkumnych skupin. Piestoze
takto vyrobeny H; skyta fadu nevyhod a omezeni pro vyu-
ziti ve stavajicich palivovych ¢lancich (zejména vzhledem
k pozadavku na jeho Cistotu), je dnes dalsi zadanou komo-
ditou. Diky tomu je zvySena i pozornost na regulaci jeho
produkce, identifikaci a charakterizaci vybranych hydro-
genas, pri¢emz pravé zastupci rodu Clostridium patii mezi
mikroorganismy se irokym spektrem téchto enzymt*.
Podobné jako vregulaci centralni metabolické drahy,
i v regeneraci ferredoxinu a produkci vodiku existuji po-
mémé zasadni rozdily mezi druhy C. acetobutylicum
a C. beijerinckii. Tim nejzasadnéj$im je pfitomnost mem-
branové vazaného komplexu Rnf u druhu C. beijerinckii,
ktery u C. acetobutylicum zcela chybi.

Rnf komplex je proteinova struktura, jejiz nazev vy-
chazi z prvni popsané podobné struktury u Rhodobacter —
Rhodobacter nitrogen fixation®. Jde o elektronovy trans-
portni systém asociovany s membranou, ktery neslouzi
pouze k fixaci plynného dusiku, jak by se z nazvu mohlo
zdat, ale je pfitomen i v genomech bakterii, které nejsou
schopny dusik fixovat. Rnf je Na' (pfipadn& H") transloka-
sa, ktera vyuziva zbylou energii ziskanou z oxidace ferre-
doxinu pfi redukci NAD" na pienos iontu pies cyto-
plasmatickou membranu proti jeho koncentra¢nimu gradi-
entw’™’. C. beijerinckii atada dalSich solventogennich
klostridii* takto vyuziva energie uvolnéné pii regeneraci
ferredoxinu k tvorbé elektrochemického gradientu na cy-
toplasmatické membrang. Tento gradient je pak mozné
vyuzit na tvorbu ATP za Gcasti H nebo Na'-dependentni
FoF-ATPsynthasy. Cely proces mize probihat i opacnym
smérem, kdy je naopak endergonicka redukce ferredoxinu
pomoci NADH pohanéna energii ziskanou transportem
protond®®. Naopak u C. acetobutylicum, ktery Rnf kom-
plex nema, existuji jen dvé hlavni cesty regenerace ferre-
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doxinu a redukovanych kofaktorti, a to ptes produkci vodi-
ku a redukovanych produkti metabolismu.

2.2. Sporulace jako stresova odpoveéd?

Produkce rozpoustédel je tradicné spojovana se spo-
rulaci. Buiky, které tvoii spory, vzdy tvoii i rozpoustédla,
pficemz ale rozpoustédla mohou byt tvofena i burikami,
které nesporuluji’’. Co viak piesné lezi za spusténim
i dokoncenim sporula¢nitho cyklu u solventogennich
klostridii je prozatim neznamo.

Sporulace je program asymetrického buné¢ného déle-
ni, ktery je spustén v reakci na signaly z vnéjsiho prostiedi
a jeho vysledkem je vznik diferencované podoby bakteri-
alni bunky — spory. Spora je vétSinou vysoce rezistentnim,
dormantnim stadiem, schopnym piezivat desitky let
a mozna i mnohonasobné vice. Buiika piivodni, matefska,
po ukonceni své role ve sporulacnim cyklu zanika.
U bakterii se spory tvoii uvnitf buiiky a spravné se tedy
oznacuji jako endospory, nicmén¢ bézné jsou oznacovany
jen jako spory. Morfologické znaky sporulace jsou podob-
né vSem znamym sporulujicim bakteriim a z pohledu po-
zorovatelnych a odlisitelnych znakd je lze rozdé€lit do
7 stadii, jejichz popis je soucasti mnohych mikrobiologic-
kych ucebnic a pohled na tuto ¢ast se jiz desitky let neme-
ni. To, co je zajimavé a je pfedmétem vyzkumu, je gene-
tické zazemi sporulace, jeji regulace a iniciace. Modelo-
vym organismem pro studium sporulace je Bacillus subti-
lis a tudiz se vétSina poznatkil o bakterialni sporulaci opira
o studium tohoto druhu a i v pfipadé studia klostridialni
sporulace se vychazi z nastaveného modelu. Soubor genti
souvisejicich se sporulaci se mezi rody lisi, pficemz ve
veétsing sporotvornych rodid je piitomno jen nékolik desi-
tek hlavnich gent. I v pripadé, kdy se jedna o homology,
nemusi mit u zastupct klostridii a bacilii jejich produkty
stejnou funkci*®*. U obou druhti se pak nachézi fada gend
souvisejicich se sporulaci, ale postradajici homology
v jinych rodech ¢i druzich, u téchto se predpoklada, ze zasta-
vaji pievazné funkci regulaéni*’. Z dostupnych materialii je
zfejmé, ze zejména regulace iniciace sporulace se diametral-
né lidi mezi zastupci rodu Bacillus a Clostridium™**.

Pochopeni mechanismu iniciace sporulace by jisté
napomohlo i odhaleni spoustécich mechanismt tohoto
d&je. Rada vé&dct akeeptuje dlouho zndamou teorii, Ze spo-
rulace je stresova odpovéd’ vyvoland zejména nedostatkem
zivin, ktera buitkam pomaha piekonat obdobi nepfizné az
do znovunalezeni vhodného, na ziviny bohatého prostiedi.
V piipadé klostridii je pak tim stresujicim faktorem stou-
pajici koncentrace rozpoustédel, ktera, byt jsou bunce
vlastni, piisobi na ni toxicky® a v zavéreénych fazich le-
talné. Pravdivost téchto teorii je minimaln¢ diskutabilni
a ukazuje se, Ze stres miize naopak sporulaci potlagit*® a ze
jednu z klicovych regulaénich roli by mohla mit mezibu-
n&nd komunikace v podob& quorum  sensing'’*.
Klostridia jsou pleomorfni organismy a reaguji na zmény
prostfedi mnoha morfologickymi projevy, kdy sporulace
je jednim z limitnich projevil a dalsi vizualné pozorovatel-
nou reakci na stres je naptiklad prodluzovani bungk*->’.
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3. VyuZiti alternativnich surovin k produkei
rozpoustédel

Plivodni biotechnologické vyroby ABE stavély na
snadno utilizovatelnych substratech, jako jsou bramborovy
$krob, fepna melasa ¢i §tava z cukrové titiny®’. Zadny
z téchto substrati uz ale nelze v dnesni dobé povazovat za
prijatelny, nebot’ jejich zpracovani na nepotravinarské
komodity pfimo konkuruje vyrobé potravinaiské a presto,
ze se jedna o zdroj obnovitelny, jen tézko Ize jeho masivni
zpracovani na rozpoustédla povazovat za udrzitelné. V bio
-palivaiské terminologii se jedna o suroviny tzv. prvni
generace a presto, Ze za né stale nemame zadnou adekvat-
ni nahradu, vefejna i politicka vile jasné vyjadiuje odklon
od jejich vyuzivani a budouci technologie musi stavét na
surovinach jinych. Zde se sice nabizi celda fada moznosti,
ale vSechny maji sva omezeni.

Materialem tzv. druhé generace, do kterého je vkla-
dana velkd nadéje, je odpadni lignocelulosova biomasa.
Jeji vyuziti v biotechnologiich ale neni zdaleka trivialni,
stejné jako vyuziti surovin dalSich.

3.1. Vyuziti lignocelulosy

Lignocelulosova biomasa, jak nazev sam napovida, je
slozena ptevazné z celulosy a ligninu. Dal$i vyznamnou
slozkou jsou tzv. hemicelulosy, coz jsou heteropolysacha-
ridy sestavajici z riznych druhfi monomernich jednotek
a jejich slozeni i zastoupeni je z4avislé na zdrojovém orga-
nismu. VSechny tyto komponenty jsou spolu vzijemné
velmi uzce provazany a vytvafeji strukturu, kterd je za-
kladni slozkou sekundarni bun&éné stény rostlin’'. Jako
takova je tedy téméef neomezenym obnovitelnym zdrojem,
ktery v sob& navic nese zaporny piispévek k bilanci oxidu
uhli¢itého spotfebovaného pro vlastni tvorbu rostlinné
hmoty. V souctu se tedy pravé lignocelulosa jevi jako
jasny kli¢ k uhlikové neutralité, ale... sekundarni bunécna
sténa slouzi rostlinam nejen jako strukturni komponenta,
ale také jako funk¢ni struktura k ochrané pred pisobenim
vnéjsich vliva, a to jak biotickych, tak i abiotickych. Kom-
plex téchto tii polymerd je natolik odolny, Ze je nejprve
nutné cely komplex rozvolnit za podminek, se kterymi
rostlina béhem svého dlouhého vyvoje nepocitala — tj. za
vysoké teploty, tlaku, plisobeni alkalického ¢i kyselého
prostiedi, ozonu, rozpoustédel, iontovych kapalin a dal-
$ich™. Tento, teprve prvni krok, je asto natolik energetic-
ky narocny, ze vyznamné posouva dosud neutralni bilanci
CO, aneobnovitelnych zdroji, smérem ke kladnym hod-
notam. Té&chto fyzikalnich a fyzikalné chemickych
preduprav je dnes znama a popsana cela fada a jejich vol-
ba ovliviluje vlastnosti vystupniho materialu, ktery je pak
dale zpracovavan.

Jsou-li formy ptfedupravy Setrné, je vysledkem tako-
vého osetfeni vétSinou pevna slozka bohatd na celulosu
snizSim obsahem hemicelulosy a ligninu, pficemz
v kapalném podilu jsou ptitomny rozpustné frakce hemi-
celulos, pripadné ligninu. V naprosté vétsing vSech védec-
kych praci se setkavame s tim, Ze je kapalna faze v tomto
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kroku odfiltrovana, pevnd ¢ast promyta a pfelita vhodnym
pufrem, ktery mé optimalni pH pro plsobeni nasledné
aplikované smési celulolytickych enzymui®’.

Pridavek celulolytickych enzymil je vniman negativ-
né, protoze jako jedna z nejdrazsich polozek, znacné zne-
vyhodiiuje ekonomickou bilanci. Enzymovy krok 1ze obe-
jit chemickym rozkladem a nejlevnéj$i a soucasné asi
inejvice pouzivanou metodou je rozklad kyselinou siro-
vou . Nesetrny pristup oviem vede ke vzniku mnoha roz-
kladnych produktt, které maji inhibi¢ni charakter ve vzta-
hu k produkénim organismiim.

Ve skutecnosti se ani Setrné metody neobejdou bez
tvorby tzv. inhibitord, ale samoziejmé v mensi mife. I tak
se jedna o koncentrace, které zhorSuji kultiva¢ni podmin-
ky, a tim i celkové vyt&znosti, produktivity apod.>* Nespo-
Cet védeckych publikaci je tedy zaméfen na moznosti, jak
se s témito inhibitory v biotechnologiich vyporadat.

3.1.1. Inhibitory z lignocelulosy a jejich piisobeni
na produkcéni organismy

Inhibitory vznikajici béhem zpracovani lignocelulosy
je mozné rozdélit na zaklad¢ jejich chemické struktury do
tfi skupin, jsou to jednak alifatické organické kyseliny,
dale fenolové slouceniny a nakonec furanové derivaty.
Furanové derivaty vznikaji dehydrataci pentos a hexos,
pficemz z pentos vznikd 2-furaldehyd (furfural) a z hexos
5-hydroxymethyl-2-furaldehyd (HMF)*>*. Jejich koncen-
trace v hydrolyzatech mize byt pomérné vysoka
a v mnohych studiich jsou pravé tyto latky oznacovany za
puvodce zhorSenych rdstovych a produkénich parame-
tra>”*®. Pasobeni furfuralu a jeho derivatd na buiku je
komplexni, vyvolava stresovou odpoveéd’ v podobé synté-
zy proteint teplotniho Soku (HSP), zmény v syntéze pro-
teinli mnoha klicovych drah vcéetné centralniho metabolis-
mu, ovlivnéni intraceluldrni hladiny NADH a NAD(P)H
(cit. %), motility a dalsich®. Béhem zpracovani lignoce-
lulosy mohou byt furfural i HMF déle degradovany na
kyselinu mravenci a HMF pak také na kyselinu levulovou.
Jedna se o alifatické organické kyseliny, které
v hydrolyzatech doprovazi jest¢ kyselina octova, ktera
ovsem nevznikd jako degrada¢ni produkt, ale hydrolyzou
acetylovych skupin piitomnych v hemicelulose®.

Inhibi¢ni efekt kyselin je pfipisovan schopnosti nedi-
sociovanych kyselin prochazet cytoplasmatickou membra-
nou, kde v intracelularnim prostoru vlivem vy$siho pH
opét disociuji a prispivaji k okyselovani intracelularniho
kompartmentu, coz pak klade vyssi energetické naroky na
pumpovani H" iontll opét ven z butiky ve snaze udrzet si
optimalni vnitini pH (cit.?"). Efekt je tedy stejny, jaky je
pfipisovan kyselindm madselné a octové, které jsou produ-
kovany v acidogenni fazi primarntho metabolismu
klostridii a v tomto spojeni muze byt tedy pomérné vy-
znamny aditivni efekt.

Posledni skupinou inhibitord vznikajicich pfimo
z lignocelulosy jsou latky na bazi fenolu, které vznikaji
z ligninu. Na rozdil od pfedchozich, pomérmé uzkych sku-
pin, se zde jednd o velmi Sirokou skalu aromatickych ky-
selin, aldehydt a ketont. Prozatim nejpodrobnéjsi vycet je
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dostupny v publikaci Klinke a spol. z roku 2004 (cit.*?).

Lignin je heteropolymer jehoZ zédkladnimi stavebnimi
jednotkami  jsou p-kumarylalkohol, koniferylalkohol
a sinapylalkohol, jejichZ pomér, mnozstvi i mira polyme-
race jsou zavislé na druhu rostlinného materialu. Béhem
zpracovani lignocelulosy dochazi v zavislosti na zvole-
nych podminkach k rozkladu ligninu, jeho pfevodu do
kapalné frakce a vzniku fady degrada¢nich produktl, pfi-
¢emz nejcast&jsi jsou 4-hydroxybenzaldehyd, 4-hydroxy-
benzoova kyselina, vanilin, dihydrokoniferylalkohol,
koniferylaldehyd, syringaldehyd a syringova kyselina®.
U bylinné biomasy, a to zejména obilovin a trav, je pii-
tomno zna¢né mnozstvi kyseliny ferulové a p-kumarové.

Jak ptesné skupina fenolickych inhibitorti na buriku
pusobi, neni uspokojivé popsano, ale na zakladé jejich
vy$$i hydrofobity se pifedpoklada zejména naruSeni biolo-
gickych membran, destabilizace a tim i ovlivnéni funk¢-
nosti®. Studie postavené na transkriptomice a proteomice
ukazuji, ze kazda skupina latek ovliviiuje trochu jinou
sadu gentl a jejich produkta®®, i tak se ale podobng jako
u predchozich typl inhibitord ukazuje, ze odpovéd’ bunky
na jejich pfitomnost je komplexni.

Zajimavé je, Ze pritomnost vySe zminénych inhibito-
ri v subletalnich koncentracich Casto nevede k ovlivnéni
ristu klostridialni populace jako takové®, ale zasadné
ovliviiuje produkéni profil, a to bohuzel ¢asto pravé sme-
rem k nechténému efektu, kterym je zvySena produkce
kyselin a snizena produkce rozpoustédel. Limitni situaci je
pak uplné absence solventogeneze, pticemz vlastni pro-
dukce kyselin vede v zavéru k prekyseleni extracelularni-
ho prostiedi a bunééné smrti.

3.2. Nelignocelulosové substraty

Generace tfeti pocitd s produkei a zpracovanim bio-
masy zfas: jednobun&énych ivelkych motskych®®.
(Poznamka: Od druhé generace dale je oficialné pouzivan
souhrnny nazev — ,,Advanced biofuels®, tj. pokrocila bio-
paliva. V evropské legislativé je tato skupina definovana
jako ...“biopaliva vyrobenda ze surovin uvedenych v priloze
IX casti A*... ve Smérnici Evropského parlamentu a rady
EU 2018/2001 — RED II, cit.%®.)

Obrovsky potencial fas spoc¢iva v jejich schopnosti
tvofit organickou hmotu zoxidu uhli¢itého a slunecni
energie s minimalnimi pozadavky na Zziviny, tj. zdanlivé
idedlni volba. Ta se ale komplikuje tim, Ze schopnost vyu-
zitelného zareni prochéazet vodnim prostfedim je znacné
omezena. Jednobunééné fasy tak lze efektivné produkovat
jen ve velmi tenké vrstvé nebo specializovanych reakto-
rech, coz zasadné zvysuje pozadavky na kultivacni plochu
a venkovni péstovani je zase omezeno jen na urcité klima-
tické podminky. Tyto fasy navic doriastaji do pomérné
nizkych bunéénych koncentraci® a jejich efektivni sklizeti
je predmétem intenzivniho vyzkumu’. Nékteré slibné
projekty na péstovani tzv. makrofas, které nabizi vétsi
koncentraci biomasy, probihaji i u evropskych bieha’’, ale
snaha o jejich vyuziti k vyrobé biobutanolu ¢i biolihu za-
tim nardZi na problémy s vysokym zasolenim a pon&kud
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atypickym slozenim biopolymerti”®. V neposledni fadé je
pak zésadni otdzkou, spolecnou vSem témto substratiim
i lignocelulose, jak z komplexni biomasy uvolnit a zpfi-
stupnit jednotlivé slozky vyuzitelné v biotechnologiich,
aniz by naklady na vstupy a energie n¢kolikrat neptevysily
vysledny zisk.

Dalsim alternativnim substratem je glycerol73, které-
ho je zatim nadbytek diky tomu, Ze se jedna o vedlejsi
vystupni proud z produkce bionafty. Kvili této uzké spoji-
tosti s diskutabilni oblasti produkce biopaliv na bazi esterti
mastnych kyselin z rostlinné vyroby (v CR zejména fep-
ky) je i dostupnost glycerolu v budoucnu nejista. Nicmé-
né, mezi solventogennimi klostridiemi existuji druhy, kte-
ré glycerol pomérné dobie utilizuji a hlavnimi primarnimi
produkty jsou v zavislosti na kultivacnich podminkach
hlavn& butanol a 1,3-propandiol’*”. Nejznamgj$im kme-
nem schopnym utilizace glycerolu je Clostridium pasteu-
rianum DSM 525 (cit.”®). Daldim typickym zastupcem
solventogennich klostridii vyuZzivajicim glycerol je druh
Clostridium diolis”, ktery dostal své jméno pravé podle
schopnosti produkovat vyse uvedeny diol”®.

Dalsi variantou, ktera zaziva velky rozmach, je vyuzi-
ti tzv. syntézniho plynu neboli syngasu acetogeny — mi-
kroorganismy schopnymi vyuzivat H, spolu s CO, ¢i CO
na tvorbu acetatu. Takovych mikroorganismu je cela fada
a ma zastoupeni v obou doménach prokaryotnich organis-
ma. Prvnim objevenym a popsanym acetogenem byla
pravé bakterie rodu Clostridium, konkrétné Clostridium
aceticum’. Nékteré acetogeny tvoii vyhradné acetat, ale
jiné jsou schopné vedle acetatu produkovat také ethanol,
napt. Clostridium ljungdahlii®® a Clostridium autoethano-
genum®', &i pii vhodné transformaci kmene také butyrat
a butanol*?.

Biotechnologii na podobné bazi vyuziva firma Lanza-
Tech a jeji provozy jiz bézi v Cing, kde jsou jako zdroj
uhliku vyuZivany vystupni plyny z provozu ocelaren. No-
veé byl v kvétnu 2023 zahdjen provoz i na evropské pudé
v belgickém Ghentu, projekt Steelanol®’.

4. Zavér

Biotechnologicka produkce butanolu, piipadné dal-
Sich zminovanych rozpoustédel, piedstavuje historicky
provéfenou pramyslovou velkovyrobu chemikalii, které
jsou dnes ziskdvany vyhradné z neobnovitelnych zdroju.
Hlavni piekazka lezi zejména v ekonomice procesu vyuzi-
vajiciho biologického Cinitele, ktery zlstava i ptes obrov-
ské pokroky v naSich znalostech a dovednostech obtizné
ovladatelnym prvkem. Lepsi pochopeni regulacnich me-
chanismt a fyziologickych disledkd vnéjSich zasahi by
mohlo vést ke zlepSeni rentability biotechnologické vyro-
by, kde solventogenni klostridia predstavuji velmi slibné
zpracovatele alternativnich substrati na bazi riznych od-
padnich proudd. Timto by mohly ptispét k soucasnym
snaham o ekologi¢téjsi, dlouhodobé udrzitelné technologie
v ramci ob&éhového hospodatstvi v souladu s plnénim cili
Zelené dohody pro Evropu.
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_ Vypracovano s financni podporou Grantové agentu-
ry Ceske republiky v ramci projektu 23-06941S8.
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B. Branska (Department of Biotechnology, Universi-
ty of Chemistry and Technology, Prague, Czech Repub-
lic): Biotechnological Production of Butanol

The biotechnological production of butanol and other
accompanying solvents has a history of more than a centu-
ry and currently represents an alternative to produce desir-
able chemicals from various waste streams, in accordance
with the concept of the circular economy. This review
article summarizes the current state of potential industrial
production, introduces the main solvent producers, solven-
togenic clostridia and their metabolism, together with the
main aspects that influence physiological and production
characteristics. The last part is devoted to substrates that
can be used for biobutanol production, in particular ligno-
cellulose, a ubiquitous waste plant matter, with great po-
tential in connection with the large-scale biotechnological
production of many commodities.
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lignocellulose, alternative substrates
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Tento prehlad predstavuje dostupné a pouzivané techniky na separaciu a naslednt identifikaciu prchavych organic-
kych zlacenin (VOC) z komplexnych rastlinnych matric. Prva ¢ast’ definuje VOC a ich vyuzitie v potravinarskom, farma-
ceutickom a kozmetickom priemysle s konkrétnymi prikladmi. Nasledujica Cast’ sa tyka najpouzivanejSich technik separa-
cie VOC z komplexnych matric, pricom opisané vyhody, nevyhody a porovnania sa liSia podl'a ich zakladného principu.
Spominaju sa klasické extrakéné, destilacné alebo adsorpéné metddy ako aj ,,zelené* membranové metddy. V poslednej
Casti je popisana metdda identifikacie separovanych aromatickych VOC pomocou plynovej chromatografie, komplexne;j
plynovej chromatografie, olfaktometrie a menej znameho elektronického nosa. Prehl'ad poskytuje komplexné informacie
o dostupnych metodoldgiach na ziskanie aromatickych VOC od tpravy vzorky az po analyzy a identifikaciu.

Krucové slova: prchavé organické latky, extrakcia, destilacia, membranové separacné procesy, plynova chromatografia,

olfaktometria, E-nos
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1. Uvod

Aromatické prchavé organické latky (VOC — volatile
organic compounds) zohravaji vyznamnu rolu v mnohych
odvetviach priemyslu. Typickt arému, ktora je tvorena
prave aromatickymi prchavymi latkami moZno povazovat
za kI'aCovu pri vybere kone¢ného produktu spotrebitel'om.
Taktiez dodavaju produktom a rastlindm vzacne Specifické
vlastnosti (antioxidacné, antiparazitické, antimikrobidlne)
vyuzitelné v Sirokom spektre potravinarskych, farmaceu-
tickych a kozmetickych vyrobkov. V sucasnosti je vysoky
dopyt po prirodnych prchavych aromatickych latkach zis-
kavanych z rastlinnych materialov. Doélezitou ulohou je
vyvoj metodiky na ich separaciu a naslednu identifikaciu.
Pouzivané st rdzne metddy extrakcie, najmd kvapalinova
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extrakcia, extrakcia na tuhej faze a superkritickd fluidna
extrakcia. Medzi d’alSie roz$irené metodiky mozno zaradit’
destilaciu, a tiez membranové separacné techniky ako
pervaporaciu alebo rézne druhy osmozy. Po ziskani aro-
matickych VOC je dolezitym krokom identifikacia. Medzi
najviac pouzivané metody patri plynova chromatografia
s roznymi typmi detekcie, kvapalinovda chromatografia
a olfaktometria. Cena prirodnych VOC je vyznamne vys-
Sia ako ich chemicky syntetizovanych nahrad, a preto je
prehl’ad dostupnych technik na separaciu a identifikaciu
dolezity pre vyber najvhodnejSej metody. Je potreb-
né zoptimalizovanie procesu ich ziskavania s ¢o najvyssim
vytazkom a najniz§imi nakladmi.

2. Prchavé organické latky

Prchavé organické latky (VOC) st chemické zla-
¢eniny s nizkou molekulovou hmotnostou (v rozmedzi
50-200 Da), ktorych tlak nasytenych par je 101,3 kPa pri
20 °C, a bodom varu v rozmedzi 50-250 °C. Patria sem
skupiny zli¢enin, ako su terpenoidy, sirne zlti¢eniny, alka-
ny, alkény, uhlovodiky, aromaty, alkoholy, aldehydy,
kyseliny, estery, ketony a iné'. Mozu byt emitované I'ud™-
mi, rastlinami, okolim, ¢i priemyselnymi procesmi. Listy
rastlin su povazované za hlavny zdroj VOC emitovanych
do atmosféry. V rastline st povazované za signalne mole-
kuly, ktoré umoznuju Specificki komunikaciu vo vnutor-

https://doi.org/10.54779/ch120240095
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nom systéme rastliny, ako aj komunikaciu s vonkajSim
prostredim — chréania rastlinu pred bylinoZravcami, hmy-
zom, parazitmi a hubami, vplyvmi prostredia, konkuruja
inym rastlinam, pritahuju opelovacov?. Takisto bolo preu-
kazané, ze VOC produkované rastlinami, alebo ich symbi-
otickymi baktériami dokazu modulovat’ fyziologické
a hormonalne Casti rastlin. Toto zabezpecuje mohutny rast
korena, vacsi pocet listov ¢i kvetov, ¢o vedie k bohatsej
produkcii plodov’. Tymito vlastnostami si VOC povazo-
vané za vyznamné zli¢eniny potrebné pre rozvoj agroprie-
myslu, najméd ako ekologické rieSenie na ochranu pred
skodcami’. Prikladom je indol, ktory stimuluje rast Cin-
skej kapusty Brassica rapa subsp. pekinensis a chrani
rastlinu pred napadnutim hlistoveami Nematoda®. Na pod-
poru rastu je rastlinou raj¢iaku jedlého Solanum lycoper-
sicum vyuzivany 1,3-propandiol® a rastlinou divokého
tabaku Nicotiana attenuata dimetyl-disulfid’.

Okrem funkcii prospesnych pre samotnti rastlinu ma-
ju VOC mnoho inych vyznamnych uloh a su tiez vyuziva-
né ako aditiva vo viacerych druhoch priemyslu.

2.1. Prchavé organické latky v priemysle

Mnozstvo spotrebitelov v sucasnej dobe uprednos-
tiuje potravinarske, kozmetické a farmaceutické produkty
s obsahom prirodnych aromatickych latok. Tieto st schop-
né produktom dodat’ vyhodné vlastnosti, ktorymi moézu
konkurovat’ syntetickym latkam. Chemické alternativy tiez
mozu castokrat spoésobovat’ podrazdenie pokozky, vznik
alergii ¢i defektov koze®.

Antimalariticky u¢inok esencialneho oleja ziskaného
hydrodestilaciou z Cerstvych listov citronovej travy Cym-
bopogon citratus a bazalky Ocimum gratissimummal bol
skimany po dobu 4 dni in vitro na mysiach infikovanych
parazitom rodu Plasmodium berghei, spésobujiicim mala-
riu. Hlavné zlozky esencidlneho oleja z citrénovej travy
boli tvorené aromatickymi prchavymi zli¢eninami. Vyraz-
na antimalariticka aktivita bola preukazana u oboch olejov
pri davkovani 200, 300 a 500 mg kg™ (cit.”).

VOC z rastlin st povazované tiez za perspektivne
aditiva na zlepsenie vyzivovej hodnoty potravin. Vylepse-
nie nutricného profilu chleba bolo testované pridavkom
aromatickych rastlinnych materialov ako napr. zeleného
Caju, paradajkového pretlaku ¢i koriandra do receptiry,
¢im boli vyrazne zvySené antioxida¢né a vyzivové hodno-
ty tohto produktu. Vsetky pridavky boli uskuto¢nené
v rozmedzi od 0,5 do 8 % tak, aby nebola negativne
ovplyvnena aroma chleba. Chlieb po tychto pridavkoch
vykazoval navySené antioxidacné vlastnosti takmer linear-
ne s mnozstvom pridaného rastlinného aditiva. Pridavkom
rastlinného materialu bola tiez pozmenena chut, farba aj
aréma chleba, ¢im sa moze stat’ atraktivnej$im pre spotre-
bitela'’.

Nie vzdy sa vSak aromatické VOC, vyskytujice sa
priamo v rastline, dostant az do koncového potravinarske-
ho produktu. V pripade ovocia kiwi Actinidia deliciosa
bolo v cerstvo pripravenej $tave identifikovanych
15 hlavnych VOC tvoriacich cerstvi, travnata ardému so
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zelenymi tonmi dotvorent kvetinovo-ovocnym podténom.
Cerstva $tava z kiwi bola sterilizovana dvoma spdsobmi —
tepelne a bez tepelnej upravy. Vo vzorkach po sterilizacii
bola koncentracia vSetkych VOC vyrazne nizsia
v porovnani s ¢erstvo pripravenou Stavou. Najvacsi pokles
VOC bol prave v tepelne sterilizovanej §t'ave, co poukazu-
je na termicku nestabilitu aromatickych VOC (cit."").

Celosvetova spotreba prchavych aromatickych latok
kazdym rokom rastie. V roku 2022 bola spotreba potravi-
narskych aditiv (prirodnych aj chemicky syntetizovanych)
v hodnote 38 miliard USD a do roku 2028 je oc¢akdvana
spotreba v hodnote 56 miliard USD (cit.'?). Prirodné pr-
chavé aromatické latky sa vacsinou ziskavaju z Casti rast-
linnych matric, ako st korene, kvety, listy ¢i plody. So
zvySenym dopytom, narasta aj dopyt po novych, ekologic-
kych a ekonomicky vyhodnych prostriedkoch na ich sepa-
raciu a izoldciu z rastlinnych materialov.

3. Separacia prchavych organickych latok

Separacia prirodnych aromatickych latok sa stala
v poslednych rokoch délezitou ulohou. Prirodné VOC st
v rastlindch pritomné Ccastokrat v nizkej koncentracii
a moézu byt chemicky ¢i termicky nestabilné. Samotna
analyza VOC =z komplexnych matric pozostava
z viacerych krokov — odber vzorky, prediprava vzorky,
detekcia a analyza tdajov. Vzorkovanie a preduprava
vzorky sa radia medzi najviac Casovo naro¢né kroky.
Spravnym vyberom metody na tieto kroky je znizend moz-
nost’ straty vyznamnych analytov. V stGcasnosti je
k dispozicii cely rad extrakénych metéd na zachytdvanie
aromatickych VOC z komplexnych matric a néslednu
analyzu. Ich princip je zalozeny na prchavosti, sorpénej
kapacite a rozpustnosti danych zlu¢enin">.

3.1. Extrakéné techniky

Medzi tradicne pouzivané postupy extrakcie
v systéme tuha faza — kvapalina st zaradené: maceracia,
digescia a perkolacia, ktora je vykondvana najcastejsie vo
forme Soxhletovej extrakcie (klasicka, ultrazvukovo/
mikrovinne urychlend, vysokotlakova). Pri tychto me-
todach je vSak spotrebované vel'ké mnoZzstvo organickych
rozpustadiel, su naro¢né na Cas a vytazky VOC z rastlin
st neuspokojivé'’. Preto boli vyvinuté noviie metodiky na
extrakciu VOC z komplexnych matric.

Metoda SPME (mikroextrakcia na tuhej faze) patri
medzi najrozSirenejS§ie metodiky na upravu vzorky
a naslednt analyzu VOC. Této technika bola pouzité aj pri
sledovani ndkazy lista vini¢a Skodcami. Listom vinica pri
napadnuti plesiiou Plasmopara viticola su produkované
Specifické VOC, ktoré slizia na ochranu rastliny. Pri v¢as-
nom zisteni pritomnosti tychto VOC je mozné vini¢ pred
nakazou ochranit’. List vini¢a bol upraveny homogenizaci-
ou s tekutym dusikom a nésledne extrahovany metddou
SPME. V infikovanych listoch boli obsiahnuté Specifické
VOC, zatial' ¢o v neinfikovanych listoch neboli pritom-
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né'*. Porovnanim metéd predupravy vzorky HS-SPME
(head-space mikroextrakcia tuhou fazou z priestoru nad
vzorkou), SFE (superkriticka fluidna extrakcia) s pouzitim
CO, a SDE (simultanna destilacia — extrakcia) pri extrak-
cii aromatickych VOC z bobov fazule tonka Dipteryx odo-
rata boli tiez zistené rozdiely. Pri pouziti metody
HD-SPME na predupravu vzorky a naslednou GC ana-
lyzou bolo identifikovanych az 156 VOC, pouzitim SDE
77 VOC a SFE len 36 VOC. Problémom pri SDE bola
hydrolyza esterov a tiez rozpustnost’ niektorych kyslika-
tych zlucenin vo vode. Pri SFE dochédzalo pri pouziti
vysSich teplot a tlakov ku koextrakcii véacsich molekul
s vysokou retenciou. Preto bola metéda SPME vyhodnote-
na ako najvyhovujucejsia na extrakciu mensich aromatic-
kych VOC pred GC analyzou'”.

Na extrakciu SFE je mozné pouzit’ tiez freon R134a —
1,1,1,2-tetrafluéretan. Podmienky pouzitia freonu na ex-
trakciu st stanovené smernicou Eurdpskeho parlamentu
a Rady 2009/32/S (cit.'®). Extrakcia freénom poskytuje
viaceré vyhody oproti beznym extrakénym rozpustadlam.
Freén je vysoko selektivny voéi prirodnym zluc¢eninam
najmd terpénom a ich derivatom, je chemicky odolny,
ziskané extrakty st vysoko Cisté, ma nizku viskozitu
a povrchové napiitie, je bez Specifickej chuti a zapachu, je
lahko odstranitelny z extraktu vdaka jeho nizkej teplote
varu (—47,6 °C) a extrakty st ziskavané s vysokou ucin-
nost'ou za kratky ¢as pri nizkych teplotach, takze nedocha-
dza k termickému rozkladu VOC (cit."7).

SFE frednom bola pouzita na extrakciu aromatickych
latok z roznych odrod rastliny ruze. 103 jednotlivych zla-
¢enin bolo identifikovanych s celkovym obsahom od
89,7 % do 93,7 % v Styroch odrodach ruze. Najviac zasta-
penymi zluceninami boli 2-fenyletanol, nonadekén, nona-
dekén a geraniol. Metodou SFE freénom bol ziskany vyso-
kokvalitny a Cisty extrakt v porovnani so superkritickou
extrakciou CO, a horacou stlaéenou vodou, pri ktorych
dochadza k strate analytov v dosledku pouzitia vysokych
teplot'”.

3.2. Membranové separacné techniky

Membranové procesy sa v sucasnosti povazuju za
moderné, vysoko ucinné separatné metddy zalozené na
molekularnych vlastnostiach oddelovanych zloziek. Vo
vSeobecnosti je ocakavané ¢o najlepsSie oddelenie ciel'ové-
ho produktu od primesi matrice za ¢o najefektivnejSich
podmienok. Membrany st charakteristické Gc¢innostou roz-
delenia transportovanych castic — selektivitou a mnozstvom
pretransformovanej hmoty — permeabilitou. Selektivita byva
uréen4 najmi charakterom pouZitého materiélu'®.

Osmoza je vo vSeobecnosti oznacovand za migraciu
molekul vody z hypotonického do hypertonického prostre-
dia cez selektivne priepustni membranu. Metdda priame;j
osmozy predstavuje jednoduchy a energeticky nenarocny
proces s vyuzitim prirodzenej sily osmotického tlaku. Tato
metdda je Siroko vyuzivana pri priprave ovocnych dzisov
s mnohymi vyhodami, ako napriklad zachovanie Cerstvej
ovocnej chuti a bioaktivnych zloziek, minimélna degrada-
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cia farieb, zniZené zandSanie membrany, lepSia kvalita
produktu bez tepelného namahania, v porovnani
s reverznou osmozou, nanofiltraciou a ultrafiltraciou’.

Metddy osmotického odparovania (osmotic evapora-
tion OE) a membranovej destilacie (MD) boli porovnava-
né z hladiska odstranenia vody a separdcie prchavych
VOC citralu a etylbutyratu z pomarancového dzusu, za
ucelom vytvorenia ovocného koncentratu. Ovocny kon-
centrdt zo Stiav sa povazuje za vyhodnej$i produkt
z hladiska nékladov na dopravu a skladovanie, stabilitu
produktu a vac¢sej mikrobialnej rezistencie. Procesom kon-
centracie by mala byt odstrdnend voda. BeZne sa na tento
ucel pouziva vakuové odparovanie, pri ktorom vSak
v dosledku vysokych teplot dochadza k zmene aromatic-
kého profilu vysledného koncentratu. Procesom MD bolo
odseparované len polovi¢né mnozstvo vody z pomaran-
¢ového dzhsu, pricom transport aromatickych VOC bol
vyssi — pre citral 51 % a pre etylbutyrat 49 %. Pri metode
OE bol transport VOC len na urovni 12 % pre obe zluce-
niny. Z tohto pohl'adu mozno OE urcit ako ucinnejsiu
metodu na tvorbu ovocného koncentratu so zachovanim
aromatickych vlastnosti vysledného produktu®.

Pervaporacia (PV) byva Casto pouzivana na separaciu
azeotropov, organickych zmesi a organicko-vodnych zme-
si a tiez na separaciu VOC z ovocia, ovocnych Stiav, kavo-
vych a alkoholickych napojov. Vyhodami PV su nizke
energetické néklady, vysokd selektivita, jednoduchost’
procesu a Setrnost’ k Zivotnému prostrediu®'. U&innost PV
bola sledovana pri ziskavani izoamyl-acetatu, etyl-acetatu,
izoamylalkoholu a etylalkoholu z fermentaéného média
kvasiniek Pichia fermentans cukrovej trstiny. Bola pouzita
polymérna membrana PERVAP™ 4060 na baze polydi-
metylsiloxanu (PDMS). Procesom PV bol ziskany kon-
centrovany produkt zmesi vyznamnych VOC v jednom
kroku. Obzvlast vhodny bol na izololaciu izoamyl-
acetatu, ktory tvori typicku bananovu arému. Vyslednym
produktom z tmavého kultivaéného média bola bezfarebna
kvapalina — pervaporacia bola u¢innd aj na odstranenie
zafarbenia matrice™. Medzi novsie typy membran pri pro-
cese PV sa radia viacstenné uhlikové nanotrubice
(MWCNT/PDMS), ktoré vyrazne zlepSuju separacnu
ucinnost’ pre aromatické latky. Tieto boli sledované
v porovnani s klasickymi PDMS membranami v procese
separdcie linaloolu, B-ionénu a metyl-salicylatu z vare-
ného Cierneho ¢aju. Pri vyrobnom procese instantného
¢ierneho ¢aju su Casto pouzivané technologie vyuzivajtice
vysoké teploty, napr. sterilizacia ¢i susenie. Vplyvom vy-
sokych teplot st prchavé VOC s nizkou teplotou varu
zni¢ené, Co vyrazne vplyva na zoslabenie typickej aromy
pri priprave caju. Preto bola metéda PV s MWCNT/
PDMS membranou navrhnutd na zachytavanie tychto zlu-
¢enin pred spracovanim ¢aju a ich nasledné navratenie do
koncového produktu. Miera obnovenia linaloolu, metyl-
-salicylatu a B-ionénu bola 85,8 %, 90,8 % a 83,4 %, ¢o
bolo niekol'’konasobne vyssie v porovnani s klasickou PDMS
membranou. Tento proces bol ur€eny za vhodny pre navrat-
nost’ aromatickych VOC do koncového produktu®.
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4. Izolacia prchavych organickych latok

Izola¢né a Cistiace metddy sluzia na ziskavanie prcha-
vych aromatickych latok, najmé pre potreby priemyselnej
vyroby a ich d’alSicho pouzitia. Mnohé z nich vSak maja
znacné obmedzenia, Casto su energeticky a ¢asovo naroc-
né, avSak vo viac¢Som meradle poskytuju stale vyhodné
vytazky aromatickych VOC z rastlinnych materialov?*.

Jednym z tradi¢nych sposobov izoldcie a Cistenia
aromatickych VOC je destilacia, najCastejSie vykondvana
ako HD (hydrodestilacia). Tato dobre znama technika je
pouzitelnd na velké mnozstvo rastlinnych matric
a zabezpecuje oddelenie prchavych zloziek od neprcha-
vych. Medzi vyznamné limitécie tejto techniky patria niz-
ke vytazky a tiez vysoké teploty, ktoré mozu sposobovat’
rozklad termicky labilnych VOC (cit.?*). Vytazok HD je
mozné zvysit pouZzitim sonikacie rastlinného materialu
pred procesom. Pri naruSeni semien mrkvy obecnej Dau-
cus carota sonikaciou bol vytaZzok esencialneho oleja
ziskaného procesom HD vyssi o 33 %. Hlavnymi zlozka-
mi esencialneho oleja boli karotol, sabinen, a-pinén
a daukol. Procesom sonikacie bol ziskany esencidlny olej
podobného kvantitativneho aj kvalitativneho zlozenia
(korela¢ny koeficient — 94,2 %) s rovnakymi antibakterial-
nymi ué¢inkami proti nicktorym druhom baktérii®>. Medzi
d’alSie novsie metodiky na podporu G¢innosti a skratenie
casu klasickej HD sa radi HD podporend mikrovlnnym
ziarenim (MAHD). Tato metoda bola testovana napriklad
pri ziskavani esencidlneho oleja zo zeleru vonavého
Apium graveolens. Medzi hlavné zlozky tohto oleja sa
radia limonén, cis-B-ocimén, vy-terpinén, karvakrol
a pulegonén. Pouzitim MAHD bol ¢as destilacie skrateny
z 3 h na 25 min. Vytazok z procesu HD bol 1,1 %
a z procesu MAHD bol 1,4 % (w/w). Kvantitativne
a kvalitativne zlozenie oboch olejov nevykazovalo vy-
znamné rozdiely®.

Na obmedzenie rozkladu a straty najpolarnejsich
prchavych zlicenin sa pouziva destilacia vodnou parou
(SD). Pri tejto technike v8ak moze dochadzat’ k hydrolyze
VOC. Priemerny vytazok pri destilacii vodnou parou
z rastlin predstavuje len 5 % (w/w). Velké mnozstvo vo
vode rozpustnych VOC (alkoholy, ketony, aldehydy) sa
mdze rozpustat’ v kondenzovanej vode. Opédtovné ziskava-
nie tychto =zla¢enin sa stava vyznamnou tlohou
z ekonomického a environmentélneho hl'adiska®’.

Daldou metédou na ziskavanie VOC je adsorpcia,
ktora sa radi medzi najpouzivanejSie techniky zachytava-
nia VOC rozpustenych vo vodnom odpade po destilacii®®.
Metdda HD v kombinacii so statickou/dynamickou adsor-
pciou na deviatich druhoch makroporéznych zivic bola
sledovana za ucelom ziskavania perilaldehydu z rastliny
perily krovitej Perilla frutescens. Perilaldehyd sa radi
medzi hlavné aromatické latky rastliny a je vo velkej mie-
re pouzivany v potravindrskom, parfumérskom a farmace-
utickom priemysle. HD bola pouzita ako metdda predbez-
nej izolacie VOC a nasledna adsorpcia vodného kondenza-
tu ako metdda na ziskanie produktu s vyss§im obsahom
tohto aldehydu. Adsorbenty SP-207 a XAD-4
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(modifikovany, porovity styrén-divinylbenzén) vykazovali
najlepsiu adsorpénu kapacitu. Ako elu¢né ¢inidlo bol pou-
zity etanol, nakol’ko bola zamedzena tvorba emulzie voda-
perilaldehyd®. Metodou SD je ziskavany aj geraniovy
esencialny olej z rastliny pelargonie vonnej Pelargonium
graveolens. Vo vodnej frakcii bola zistend pritomnost
vyznamnych VOC, ako geraniolu, nerolu, citronelolu,
linaloolu, menténu a izomenténu. Polymérny adsorbent
INDION 1014 MN-2 (styrén-divinylbenzén) bol pouzity
na zachytavanie tychto VOC. Po procese adsorpcie bola
zistend tiez pritomnost’ vyznamnych zloziek tvoriacich
ardbmu geraniového esencialneho oleja — f-damascendnu,
mentolu a o-terpinolu, ktoré neboli identifikované
v esencialnom oleji po SD z dévodu nizkej koncentracie®.
Metddu adsorpcie a hydrodestilacie je mozné uskutocnit’
aj v jednom kroku zostavenim vhodnej aparattry. Porov-
navana bola metoda hydrodestilacie v spojeni s adsorpciou
(HDA) v jednom kroku a klasickej HD bez kroku adsor-
pcie na separaciu vo vode rozpustnych a nerozpustnych
zlu€enin a tiez VOC, predovsetkym kyselin, monoterpé-
nov a izotiokyanatov. Ako rastlinné matrice boli pouzity
rohovnik obycajny Ceratonia siliqua, rozmarin lekarsky
Rosmarinus officinalis L. a roketa siata Eruca sativa
(rukola). V pripade HDA boli VOC rozdelené do troch
frakcii, ¢o umozniovalo dokladnejsiu detekciu — vo vode
nerozpustné zliceniny, vo vode rozpustné zliceniny boli
adsorbované na uhlikovom separatore a vysoko prchavé
zlu€eniny boli adsorbované na uhlikovom lapaci v horne;j

& s

Obr. 1. Aparatira na hydrodestiliciu v spojeni s adsorpciou;
a) kolona s aktivnym uhlim, b) vodna vrstva, c) frakcia vo vode
nerozpustnych zlucenin, d) zachytava¢ s aktivnym uhlim
(upraveny podra cit.’")
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Casti aparatiry na obr. 1. Adsorbované zliceniny boli ex-
trahované v tej istej aparatire dietyléterom po dobu 8 h.
Metdéda HDA bola u bobov rohovnika obycajného ucin-
nejsia o 88,2 % na separaciu VOC ako HD, o 12 % ucin-
nejsia u listov rozmarinu lekarskeho, u kvetov rokety sia-
tej o 104,7 % ucinnejsia a u listov rokety siatej bola u¢in-
nost’ zvysena o 27,9 % (cit.*").

5. Analyza prchavych organickych latok

Plynovii chromatografiu mozno povazovat' za naj-
vhodnej$iu a najrozsirenej$iu metddu na analyzu rastlin-
nych VOC prave z dovodu ich prchavosti. Vyvojom no-
vych typov koldn, spdsobov detekcie, usporiadania
a zavedenia vzorky je tato metdda pouzitelna pre Siroké
spektrum zlugenin®,

Casto pouZivanou metédou na identifikaciu, separa-
ciu a kvantifikaciu rastlinnych VOC je plynova chromato-
grafia s termalnou desorpciou s hmotnostnym detektorom
(TD-GC-MS). Tato metéda umoziuje aj separaciu vel'mi
podobnych chemickych zlG¢enin a izomérov s vysokou
citlivostou vdaka pociatoénému predkoncentrovaniu
vzorky. Dalsou pouZivanou alternativou na priame moni-
torovanie rastlinnych VOC v ¢ase (on-line) je hmotnostna
spektrometria v prudovej trubici s vybranymi iénmi (SIFT
-MS). Tato mékka ionizac¢na technika vyuziva chemickt
ionizaciu VOC pomocou iénov H;O', NO a O,". Ide
o metddu s vysokou citlivostou vhodna tiez na priamu
kvantitativnu analyzu®.
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Na ziskanie podrobnejsich informacii o zlozeni vzor-
ky a prekonanie limitacii jednorozmernej GC sa v sucas-
nosti dostava do popredia dvojrozmerna plynova chroma-
tografia (GC x GC) v spojeni s roznymi typmi detekcie
a prediipravy vzorky pre ¢o najkomplexnejie vysledky™.

Porovnanie jedno a dvojrozmernej GC bolo sledova-
né na vzorkach esencialneho oleja z dvoch druhov rastliny
méty Mentha spicata a Mentha piperita. Pouzita bola jed-
norozmerna GC v spojeni s hmotnostnou spektrometriou
MS s kvadrupoélovym analyzatorom a dvojrozmerny sys-
tém GC x GC s plameriovo-ionizaénym FID detektorom.
V esencidlnom oleji z rastliny Mentha piperita bolo metd-
dou GC x GC identifikovanych 89 VOC v porovnani
s 30 VOC pri GC. V rastline Mentha spicata bolo identifi-
kovanych metédou GC x GC 68 VOC oproti 28 VOC
metédou GC. Dvojrozmerny systém bol vyhodnoteny ako
efektivnej$i  na  ziskanie  aromatického  profilu
z komplexnej matrice®. Metoda GC x GC/MS bola tiez
vyhodnotena ako efektivnejSia pri analyze VOC v rastline
articoku zeleninového Cynara scolymus L. Pomocou 2D
GC bolo identifikovanych az 130 aromatickych VOC
v rastline arti¢oku, ¢o predstavovalo Styrikrat viac identifi-
kovanych VOC v porovnani s jednorozmernou GC. Na
obr. 2 st porovnané chromatogramy z analyzy listov arti-
¢oku z jednorozmernej a dvojrozmernej GC s MS detekto-
rom*.

Rozsirenym sposobom detekcie aromaticky aktiv-
nych latok na hodnotenie arém, potravin a environmentél-
nych vzoriek sa tiez stava olfaktometria. Detekciu aroma-
aktivnych latok zabezpeCuje olfaktometer, najcastejSie

(A)

(s)

A e e dhiules d bl s
300 325 350 Time (min)
(8)

0.'6.
A

FLEh

b Lib) 0 (min)

Obr. 2. Porovnanie chromatogramov z analyzy listov Arti¢oku jedlého; A) chromatogram z jednorozmernej plynovej chromatografie,
B) chromatogram z komprehenzivnej plynovej chromatografie (upraveny podrla cit.**). Farebna verzia obrazku je k dispozicii na webovej

stranke ¢asopisu Chemické listy.
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I'udsky element — nos, tato detekcia je vSak vel'mi indivi-
dudlna a ohrani¢end schopnostami 'udského faktora, pri-
¢om na detekciu vplyva velké mnozstvo podnetov?>.

Spojenim olfaktometrie s tradicnou plynovou chro-
matografiou (GC-O) je vytvoreny vhodny néstroj na iden-
tifikdciu aréma-aktivnych latok. GC-O bola napriklad
pouzitd ako doplnkova metéda na zistenie aréma-
aktivnych latok vo vzorkach vina druhu Merlot. Metédou
GC-MS bolo identifikovanych 43 prchavych VOC
a metédou GC x GC-MS az 142 VOC v rovnakej vzorke
vina. Nasledne doplnkovou metédou GC-O-MS/FID (FID
-flame ionization detector/plamenovo ioniza¢ny detektor)
bolo identifikovanych 38 aréma-aktivnych latok, ktoré pri
klasickom 1D systéme koeluovali s inymi VOC (cit.*®).
Ludsky nos je mozné nahradit’ E-nosom, systémom hete-
rogénnych elektrochemickych plynovych senzorov so
$pecifickym rozpoznévanim analytu®’.

E-nos spol'ahlivo eliminuje individuélne faktory I'ud-
ského nosa. Na vyrobu senzorov st bezne pouzivané
oxidy kovov alebo rozne typy vodivych polymérov.
Okrem vodivych materidlov st pouzivané aj optické sen-
zory, senzory povrchovo aktivnych vin, tranzistory a mik-
ro-mechanické systémy™. Dalgia délezita sucast systému
E-nosa je tvorend algoritmami rozpoznavania, ktoré su
stale vo vyvoji bud’ v samostatnom modde ucenia alebo
ucenim s dohl'adom. RozliSovaci systém E-nosu bol napri-
klad pouzity na hodnotenie kvality ryze. Procesom ne-
spravneho alebo prili§ dlhého skladovania sa aroma ryze
nepriaznivo meni. Vznikajuce aldehydy, ketony, alkoholy
a iné prchavé zluceniny boli detegované systémom che-
mickych senzorov pocas celého procesu skladovania ryze,
¢im sa stali vhodnym néstrojom na kontrolu kvality tohto
produktu®’. Pri vyvoji technologie E-nosa je kladeny vel-
ky doraz na miniaturizaciu, v sucasnosti je vSak pouzitie
limitované najmé algoritmami rozpoznavania a samotnymi
senzormi, ktorych vyvoj napreduje®.

6. Zaver a vyhliadky do budicnosti

Praca predstavuje vyuzitie aromatickych latok
v rdznych odvetviach priemyslu a ich ddlezitost. Kedze
su ceny prirodnych VOC vyssie v porovnani so syntetic-
kymi nahradami a dopyt neustale narasta, je nutné pred-
kladat’ ucinné, rychle, jednoduché a lacné metddy na ich
ziskavanie. V praci st stru¢ne zhrnuté najbeznejSie pouzi-
vané metody pre ziskavanie prirodnych aromatickych
latok z rastlinnych materidlov so zahrnutim membrano-
vych procesov. Taktiez si popisané niektoré novsie
a ucinnejsie postupy predupravy vzorky, ako napriklad
superkritickd fluidna extrakcia frednom.

Praca tieZ poukazuje na nutnost’ vyuzivat podporné
postupy, ktorymi je mozné zvysit' ucinnost’ zauzivanych
metdd, ako st napriklad hydrodestilacia. A to pouzitim
sonikacie rastlinného materidlu pred procesom, podporou
mikrovinnym Ziarenim ¢i spdjanim s inymi metodikami
ako napriklad s adsorpciou.
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Implementovanie tychto postupov do praxe vsak vy-
zaduje vySSie pociatoné investicie, dalSie Stadium
a optimalizaciu podmienok. Pokrok méze predstavovat
najmd zavadzanie membranovych separacnych procesov,
ktoré st vysoko energeticky efektivne a umoziuju izola-
ciu VOC bez nutnosti teplotného namahania.

Tato prdca bola podporend Agentiirou na podporu
vyskumu a vyvoja na zdklade zmliv ¢ APVV-17-0281,
APVV-18-0282 a APVV-20-0317, a vdaka podpore v ram-
ci Operacného programu Integrovand infrastruktura pre
projekt Zvysenie kapacit a kompetencii Univerzity Komen-
ského vo vyskume, vyvoji a inovdciach, ITMS2014+:
313021BUZ3, spolufinancovany zo zdrojov Eurdpskeho
fondu regiondlneho rozvoja.

Zoznam skratiek a znaciek

FID plamenovo-ioniza¢ny detektor (flame-
ionization detector)

FO priama osmoza (foward osmotic)

GC-O plynové chromatografia v spojeni
s olfaktometriou

HD hydrodestilacia

HDA hydrodestilacia v spojeni s adsorpciou

HS priestor nad vzorkou (head space)

MAHD hydrodestilacia podporena mikrovinnym
Ziarenim

MD membranova destilacia

ME membranova elektrolyza

MF mikrofiltracia

MWCNT mnohostenne uhlikové nanorurky

OF olfaktometria

NF nanofiltracia

OE osmotické odparovanie (osmotic
evaporation)

PDMS polydimetylsiloxan

PET polyetyléntereftalat

PV pervaporacia

RO reverzna osmoza

SD destilacia vodnou parou

SDE simultanna destilacia — extrakcia

SFE superkriticka fluidnd extrakcia

SIFT-MS hmotnostna spektrometria v pradove;j
trubici s vybranymi ionmi

SPE extrakcia na tuhej faze

SPME mikroextrakcia na tuhej faze

TD-GC plynové chromatografia s termalnou
desorpciou

TF-SPME mikroextrakcia tenkou vrstvou tuhej fazy

UF ultrafiltracia

vOC prchava organicka latka
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J. Cuchorova™ and J. Blasko® (“ Department of
Analytical Chemistry, Faculty of Natural Sciences, Come-
nius University Bratislava, Bratislava, Slovakia, * Axxence
Slovakia s.r.o., Bratislava, Slovakia): Research and
Development of New Processes for the Isolation of
Volatile Aromatic Substances from Natural Materials

This review presents available techniques used for
the separation and subsequent identification of volatile
organic compounds (VOC) from complex plant matrices.
The first part defines the plant material as well as the
VOC and their using in the food, pharmaceutical and cos-
metic industries with specific examples. The next section
relates to the most widely used techniques to separate
VOCs from complex matrices, where the advantages, dis-
advantages and comparisons described differ according to
their basic principles. Classical extraction, distillation or
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adsorption methods, as well as "green" membrane proce-
dures are mentioned. The last part describes the method of
identification of separated aromatic VOCs by gas chroma-
tography, comprehensive gas chromatography, olfactome-
try, and the lesser-known electronic nose. The review pro-
vides comprehensive information about available metho-
dologies for obtaining aromatic VOCs from sample pre-
treatment to analyses and identification.

Keywords: volatile organic compounds, extraction, distil-
lation, membrane separation, gas chromatography, olfac-
tometry, E-nose
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Hledéani optimalniho nastaveni podminek chemické analyzy je zpravidla zdlouhavy proces. Tento ¢lanek k tomuto
ucelu navrhuje vyuziti neuronovych siti, zejména ve vztahu k ur€eni optimalni podminek pro analyzu zkoumanych latek
s vyuzitim technologie LC/MS/MS a ESI ionizaci, a to na zaklad¢ znalosti jejich zakladnich vlastnosti, oznacenych jako
univerzalni deskriptory. Prace se soustfedi na nalezeni takovych podminek analyzy, kdy dochdzi k maximalizaci signalu
iontu prekurzoru. Prace se zabyva zejména otazkou, zda lze vysledky zjisténé na jednom typu analytu pouzit k neuralni
interpolacni predikci optimalnich podminek analyti podobnych.
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Uvod Cong-una s vyuzitim vhodngjsi latky VX, a to pfimo na
letisti v Kuala Lumpur na zacatku roku 2017 (cit.®).

Nervovée paralytické latky, organofosfaty, jsou jedny Uvedené udélosti vedly k potvrzeni, Ze zminéné latky
z nejtoxictéjsich synteticky ziskanych chemickych slouce- Jsou stéle hrozbou pro mezinarodni spoleCenstvi a aktivo-
nin, jaké lidstvo poznalo. Jejich primarnim pésobenim valy zpfisnéni kontrolnich mechanismi definovanych
je deaktivace acetylcholinesterasy (AChE), jakozto kli¢o- OPCW (cit.”). Do seznamii latek podléhajicich prisné kon-
vého enzymu zodpovédného za udrzovani funkéni koncen- trole byly nasledné zafazeny také latky tzv. A-série, znamé
trace neurotransmiteru acetylcholinu v postsynaptické pod nazvem novicoky, pravé na zikladé jejich vyuziti pfi
neuronové mezefe'?. Rychlost uéinku téchto latek a jejich pokusu o likvidaci Sergeje Skripala a jeho dcery Julie
smrtici efektivita vii¢i teplokrevnym organismim vedla vbieznu 2018 v mésté Salisbury ve Velké Britanii® "
statni i nestatni aktéry k jejich vyvoji s cilem zneuZit téch- s vyjadfenim nutnosti mit dostupnou identifikacni instru-
to jejich vlastnosti proti ¢lovéku. mentaci se stopovou az ultrastopovou dispozici. Prokdzala

Casovy a geopoliticky vyvoj na bojisti vedl se tak domnénka, ze témér 50 let stary sovétsky projekt
k ivaham, zda nervové paralytické latky oznagované jako tzv. latek &tvrté generace'', vznikajici v ramei studené

G-série [tabun (GA), sarin (GB), soman (GD), cyklosarin valky, je stale aktivni a jeho vysledky jsou vyuzivany
(GF)] nebo V-série (VX, VR, CVX) lze nevyhnutelné k pokusiim o likvidaci lidskych cild.

vyuZzit pouze jako bojové, nebo zda jejich potencidlni mo- Posledn¢ zminovany incident tak na Grovni vysetfo-
difikaci nelze ziskat sloudeniny vhodng&jsi, které bude vatelské katalyzoval snahy o zjiSténi piivodu téchto latek
mozné lépe vyuzit k diverznim ucelim, k likvidaci vysoce a identifikaci domnélych pachateld, ale také opodstatnil
zijmovych osob’. nutnost vyzkumu v oblasti ochrany proti témto hrozbam,

Tento posun Ize historicky vysledovat i v soucasnosti, a to zejména v oblasti analyzy, dekontaminace a vyzkumu
kdy se bojové vyuziti latky GB prokézalo v Syrské ob&an- kladoucich si za cil tyto latky strukturn€ a chemicky po-

ské valce v letech 2013 (cit.*) a 2017 (cit.’), ale také psat, definovat jejich pravd€podobné vlastnosti a toxicitu.
k cilené likvidaci nevlastniho bratra vidce KLDR Kim

Chem. Listy 778, 103—-110 (2024) https://doi.org/10.54779/ch120240103
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Absence dostate¢nych analytickych dat v souvislosti
s latkami A-série a rGznorodost v uniklych informacich
z piisné utajovaného sovétského projektu vedla vyzkumna
pracovisté k syntézam vsech jejich predpokladanych struk-
tur. Nasledné studium téchto latek tak umoznilo zhodno-
tit, zda jsou skutecné nositeli predikovanych vlastnosti
a nakolik jsou jejich analytickd data v souladu se vzorky
ziskanymi v jiz zminovaném Salisbury. Vedle struktur
popisovanych Hoenigem'” a Ellisonem" se jako nejprav-
dépodobngjsi ukazala struktura Mirzyanovova'*'*.

Vyznam latek A-série, at’ uz do bojového ¢i diverzni-
ho pouziti, je tak neoddiskutovatelny. Pro vyvoj Gc¢inné
ochrany proti nim je tfeba je podrobné studovat a nasledné
zefektiviiovat proces jejich chemické analyzy riznymi
metodami a z rozliénych matric, nejlépe jej pak nasledné
unifikovat do prehledné metodiky.

Vyuziti teorie funkcionalu elektronové hustoty
(DFT)

Teorie funkcionalu elektronové hustoty je metoda
stavéjici na mechanismech kvantové chemie, ktera na za-
klad¢ =znalosti chemické struktury organickych latek
a prostedi, ve kterém se nachazeji, dokaze optimalizovat
studovanou molekulu co do délky vazeb, jejich vibracnich
stavil, vazebnych uhl, mohutnosti elektrického potencia-
lu, aj."""". Na zaklad& vypocitanych dat lze pak efektivné
odhadovat lokaci a robustnost HOMO a LUMO orbita-
14, vytvotit 3-D pravdépodobnosti mapu hustoty elektront,
vektorovat na molekule dipdlovy moment a na téchto
kvantovanych fyzikdlné-chemickych veli¢inach provadét
relativné piesné odhady v rozliénych aplikacich®.

Carlsen'” vyuzil $iroké fady softwarovych prostredkil
vyuzivajicich také DFT jako PASS, T.E.S.T., ACD/iLab,
F.D.S.P.C, ACD/Percepta a QSAR Toolbox k vypoctim
popisujicim pravdépodobnost konkrétni biologické aktivi-
ty vybranych sloucenin a na zakladé téchto odhadi uzavi-
ra, ze je zde patrny zjevny rozdil mezi biologickou aktivi-
tou latek z V-série oproti A-sérii, a co do bojového pouziti
jejich vysledky mluvi v neprospéch A-série. Autofi sami
v dil¢im zavéru oznacuji nizkou pravdépodobnost blokace
cholinergniho pfenosu vzruchu latkami z A-série
za prekvapujici.

Khafa a spol.?! ve své praci graficky vyjadiili elektro-
novou hustotu vybranych zastupcti bojovych chemickych
latek a na tomto zaklad¢ nasledné posoudili jejich dispozi-
ce k chemickym reakcim dle vizualizaci dislokace elektro-
statického naboje na molekule.

Bhakhoa a spol.?’ metodou MO06-2X/6-311+G(d,p)
vy¢islili veli¢iny, které maji enormni vyznam na Gvahy
tykajici se reaktivity, stability a dispozic k reakcim. Tyto
veli¢iny oznacuji za deskriptory reaktivity. Na zakladé
vypocitanych energetickych bilanci na molekule autofi
tyto deskriptory dale konkretizovali s tvrzenim, Ze rozvije-
ji pfedstavu o ioniza¢nich a elektronové afinitnich vlast-
nostech molekuly. Tvrdi, Ze tyto deskriptory reaktivity
umoziuji objektivné zhodnotit celkovou stabilitu molekul
zkoumanych latek. Rozdil mezi energiemi hrani¢nich or-
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bitalll oznacuji za ukazatel stability a konstatuji, Ze tento
roste nasledovné: VX < VR < A-234 <GB.

Autofi Wang a spol.?? dale rozvijeji Givahu, Ze velkd
HOMO-LUMO energeticka mezera je ve ziejmém vztahu
s dipélovym momentem, a ve své studii se vénuji diskusi
korelace energetické bariéry s dipdlovym momentem
a dalSich veliin souvisejicich s mapovanim elektronové
hustoty molekuly.

Na zaklad¢ téchto zjisténi lze usuzovat, ze nervové
paralytické latky jsou obecné silné elektrofilni a jsou tedy
ochotné akceptovat ptichozi elektronovou hustotu od nuk-
leofilnich lozisek jako kyslik, dusik a sira, které jsou
z toho pohledu donorovymi atomy piednostné puisobici
jako elektropozitivni centra nervové paralytickych latek.

DFT analyza zkoumanych molekul, resp. jeji vystupy
ve formé rozli¢né interpretovatelnych energetickych veli-
¢in, tak vnasi zajimavy pohled na hodnoceni dispozic mo-
lekuly k reakcim, k hodnoceni jeji polarity, ioniza¢niho
potencidlu a elektronové afinity, a umoznuje analytikovi
predpokladat ptipadné komplikace, a hledat na n¢ feseni
jiz v Casti planovani experimentu. Otazkou zustava kon-
troverznost vyuziti téchto modernich metod napt. pro vy-
voj novych bojovych chemickych latek, kdy 1ze modelo-
vat jejich hypotetické vlastnosti, zkoumat dispozice
k reakcim a jejich biologickou aktivitu.

LC/MS/MS analyza vysoce nebezpecnych
organofosforovych latek

V otazce vyuziti téchto poznatk v oblasti LC/MS/
MS analyzy jsou, v pfipadé LC ¢4sti, vyuZzitelné tvahy
tykajici se pfipravy vzorkili, vhodného zvoleni piislusné
kolony a vhodné kombinace mobilnich fazi a pro vhodnou
volbu jejich modifikatordi. V1iv zminovanych deskriptori
pro hmotové identifikacni ¢éast je neoddiskutovatelna
z hlediska ur¢eni vhodnosti zkoumané latky pro ESI tech-
niku a nese s sebou informaci o volb¢ velikosti ioniza¢ni-
ho napéti z divodu mozné nezadouci fragmentace zkou-
mané molekuly jiz v této predéasti MS/MS systému.

Vyuziti LC metody pro analyzu organofosforovych
bojovych chemickych latek (BCHL) bez tandemu s dalsi
identifika¢ni metodou nelze povazovat za vyuZivany po-
stup. Je to ddno zejména hydrolytickymi predispozicemi
téchto latek, a tak pfima analyza, navic s velkymi kvanti-
tativné analytickymi ambicemi, zde nedava piili§ smysl.
Také moznosti derivatizace rozkladnych produktti tohoto
typu vzorku, toliko pro GC/MS vyuzivanymi silylacnimi
¢inidly, je u tohoto typu instrumentace principialné ne-
mozna.

Naprosto bézné se ovsem s vyhodou a vysokou citli-
vosti vyuziva tandemu LC/MS/MS k analyze rozkladnych
produktti ¢i vysokomolekularnich adukti organofosforo-
vych BCHL s afinitnimi proteiny. Oudejans® metodou
LC/MS/MS analyzoval latku VX v souvislosti s jeji stalos-
ti v poréznich materidlech po dekontaminaci. OPCW
a Lee** ozna¢uji metodu LC/MS/MS jako efektivni nastroj
k forenzni analyze environmentalnich a biomedicinskych
vzorkl, kde se da s uspéchem dosahovat v identifikaci
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rozkladnych a metabolickych produktl citlivosti fadové
1 ng ml™', resp. 0,1 ng ml™" pii praci v médu iontové selek-
ce (SIM). Tsuchihashi® nebo Katagi*® zdaraziuji vyznam
metody LC/MS/MS pii mozném zneuziti latky VX, kdy
stavéji na své historicky stale nepfilis vzdalené analytické
zkuSenosti se zneuzitim sarinu v tokijském metru.

Bryant”’ ve své studii vyuzival LC/MS/MS a zjistil,
ze degradacéni metabolické produkty téchto latek jsou
mnohem stabilngjsi, nezli jejich ,,rodice”. Jejich mnozstvi
v biologickém vzorku je tak vhodnym méfitkem intenzity
intoxikace jedince.

GC/MS je pro analyzu organofosfati velmi efektivni
metoda, nicméné ma své limity pro analyzu jejich rozklad-
nych produktti, kdy je nelze stanovovat ptimo a je tieba
vhodné derivatizovat a tudiz komplikované pievadét roz-
kladné produkty do organického rozpoustédla® >°.

Mirbabaei pii studiu®' biodegradace A-234 pouzil
triplkvadrupol Agilent 6410B. Vysledkem studie bylo
zjisténi, ze A-234 je vyznamnym urindlnim markerem
intoxikace touto latkou a byla prokazana pritomnost aduk-
ti A-234 s aminokyselinou tyrosinem a enzymem AChE.

LC/MS/MS metoda se tak stala pomérné atraktivni
formou urovani degrada¢nich produktti bojovych chemic-
kych latek vyuzivajic jejich stalosti, relativni polari-
ty, kterd umoziiuje pfimou analyzu vodnych vzorkd nebo
vodnych extrakti s jejich nevyznamnou nebo zadnou dalsi
upravou.

Neuronové sité jako nastroj pro zpracovani
objemného mnozstvi dat

Pokusy transformovat neurdlni propojeni v lidském
mozku do matematického modelu, ktery by byl schopen
slozité nelinearity postihnout, jsou zndmé jiz v pocatcich
40. let 20. stoleti. Zjistilo se, ze navrhnout strukturu mode-
lu nebude nikterak slozité, nebot’ jde jen o to zkopirovat
analogii fungovani neuronové sit¢ v mozku a vhodné ji
modifikovat. Donald Hebb*? v roce 1949 ve své prelomo-
vé monografii tak na zaklad¢ svého studia této biologické
analogie a podminénych reflexi definoval algoritmus,
ktery umoznioval ucit neuron zménou vah jeho vstupd.
Vysel tak z jednoduché myslenky, ze pokud je neuron
excitovan korektné, pak se posili spoje, které k excitaci
vedly. Naopak pokud bude excitovan nespravné, je tieba
tyto spoje oslabit. Metoda ve svych pocéatcich neumoziio-
daleko rozsahlejsi topologii neuronové sité, a tim i fadove
vy$8i naro¢nost na vypocetni vykon. Vyvoj neuronovych
siti také brzdila skute¢nost, ze nebyl dlouho definovan
algoritmus uceni vicevrstvych neuronovych siti. Ten byl
postaven az roku 1986 na principu zpétného Sifeni chyby.
S postupnym rozmachem informacnich technologii ekvi-
valentné tomu rostla i slozitost realn¢ vyuzitelnych topolo-
gii 1 pocCet aplikaci, véetné téch vyuzitelnych v oboru che-
mie®.

Piikladem budiz klasifikace vin**, ktera fesi hypote-
ticky problém, zda lze ze souboru rtiznorodych chemic-
kych deskriptori zjistitelnych jednoduchou chemickou
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analyzou odhadnout s vyuzitim neuronové sité jejich pi-
vod, tedy konkrétni vinafstvi. Byla vzata vina bez ohledu
na jejich druh ze tii riznych lokalné piibuznych vinafstvi
a byla provedena chemicka analyza 13 vlastnosti (z nejdu-

zenin, pH usazenin, obsah hot¢iku, fenolu, intenzita zbar-
veni, aj.). Ke kazdému takto popsanému vinu bylo pfifaze-
no vinafstvi. Tento soubor dat slouzil k tomu, aby se neu-
ronova sit’ o deseti skrytych vrstvach naucila s definova-
nou chybou rozeznavat, ktera vina patii jakému vinafstvi.
Gasteiger™ popisuje vyuziti neuronovych siti v riiz-
nych oblastech chemie, konkrétn€ v odhadovéani chemické
reaktivity, kde deskriptory jako totalni naboj, disociacni
energie, elektronegativita, polarita byly vstupem do sité
a vystupem byla oCekavana reaktivita. Tento model pak
Rose® realizoval na vyzkumu zabyvajicim se predikei
heterolyticky Stépicich se vazeb a odhadu reaktivity che-
mickych reakci. Cilem bylo vytvorit Sirokou databazi ele-
mentarnich reakci ve vazbé na rozdilné fyzikalné-
chemické parametry téchto reakci. Nasledné pak vyuzit

vvvvvv

zminéné databaze s myslenkou, Ze tuto znalostni databazi
1ze dale doplnovat a vysledky zlepSovat.

Tusar® pfi HPLC analyze komponentii vin $pangl-
ského pivodu sledoval zavislosti pH na obsahu alkoholu.
Podle schopnosti délit jednotlivé charakteristické kompo-
nenty vina spocital faktor selektivity SF. S pomoci mode-
lovaciho nastroje publikovaného Zupanem®’ zaloZeném na
metodé nejmensich ¢tverct promitl 3-D graf do ptdorysné
roviny a interpoloval zavislost faktoru selektivity SF na jiz
zminénych veli¢inach.

Ten samy problém nasledné modeloval s pomoci
neuronové sité, kterd se skladala ze dvou stejnych vstup-
nich deskriptorti, Sesti neuronti v jedné skryté vrstveé
a vystupem byl sledovany faktor SF. Porovnani vysledk
obou modelt 1ze nalézt v obr. 1.

Otto a spol.*® studovali vliv reak&nich podminek nit-
race benzenu na vznik jeho monosubstituovaného deriva-
tu, resp. poméru paraleln¢ vznikajictho p-nitrobenzenu
a o-nitrobenzenu a také m-nitrobenzenu. Pro optimalizaci
reak¢éni smési a podminek reakce, s cilem ziskavat pre-
vazné jeden z derivati, pouzil neuronové sité.

Vyznamné Zi aplikace neuronovych siti,
zejména v oblasti fyzikalni chemie, 1ze nalézt napt. u Ku-
lichenka a spol.*’, kde autofi propojili teorii funkcionalu
elektronové hustoty s neuronovymi sit€émi zaroven porov-
navaje efektivitu téchto metod v aplikaci na vypocet mezi-
atomarniho potencialu majiciho vliv na stabilitu studované
molekuly. Zjistili, ze vyuZiti neuronovych siti, resp. stro-
jového uceni, ma znatelny vliv na pocet ab initio iteraci
pii DFT vypoctech a tim vyznamné redukuje vypocetni
Cas a eliminuje chyby.

Experimentalni ¢ast

Na ziklad¢ potfeby unifikovat a akcelerovat postup
nalezeni optimalni metodiky vyuzitelné pro analyzu vo-
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Obr. 1. Porovnani vysledki ziskanych polynomickou interpolaci (a) a generovanych neuronovou siti (b)*’

jensky vyznamnych organofosforovych latek metodou LC/
MS/MS, aplikovatelné v mobilnich a stacionarnich labora-
tofich ACR, vyvstala snaha o navazani na soucasné trendy
v oblasti zpracovani velkého mnoZzstvi dat neuronovymi
sitémi a na soucasné moznosti modelovani desktriptorti
molekul na zakladé DFT.

Analyty

Ethyl-N-[1-(diethylamino)ethyliden]fosforamidofluori-
dat (A-234, 86 %) [CAS 2387496-06-0], S-[2-(diisopropyl-
amino)ethyl]-O-ethyl-methylfosfonothiodt (VX, 92 %)
[CAS 50782-69-9], S-[2-(diethylamino)ethyl]-O-(2-methyl-
propyl)-P-methylfosfonothioat (R-33, 73 %) [CAS 159939-
87-4] (vie VVU Brno, Ceska republika), LTQ Positive
calibration solution (Thermo Scientific, USA), tributyl-
fosfat PHR1205 Pharmaceutical standard 99,8 % [CAS
126-73-8] (Sigma-Aldrich, USA).

L T

,I\l/ N S/\/N\’/ §/\/N\|
o=p-F 0=P— 0=P—
oo Je

A-234 VX R-33

Pro analyzu byly vSechny analyty pfipraveny
v molarni koncentraci 40 pmol I, Vzhledem k nizké tenzi
par zkoumanych analytd bylo k ddvkovéani analytu zvole-
no vazeni na analytickych vahadch SAG 285 /M (Mettler
Toledo, Singapur) upravenych pro vazeni v digestofi
s vysokym tlakovym spadem.
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Rozpoustédla

Voda (Optima, USA) [CAS 7732-18-5], acetonitril
(Optima, USA) [CAS 75-05-8], methanol (Biosolve)
[CAS 67-56-1], kyselina mravenci (Optima, USA) [CAS
64-18-6], kyselina octova (Optima, USA) [CAS 64-19-7],
kyselina trifluoroctova (Optima, USA) [CAS 76-05-1] vse
v &istot¢ LCMS.

Instrumentace

Jako kapalinovy chromatograf byl pouzit Ultimate
3000 v konfiguraci sestavajici se z vysokotlakého modulu
HPG-3200SD opatieného dvéma bocnimi ventily umoz-
nujicimi méfeni na dvou kolonach zaroven, dale
z automatického davkovace vzorki WPS-3000TLS ANA-
LYTICAL a UV-Vis modulu DAD-3000. Kolony byly
temperovany v modulu TCC-3000SD. Konfiguraci byl
predstaven degasser SRD-3200 (vSe Thermo Scientific,
USA).

Jako hmotnostni detektor zapojeny v tandemu
s pfedchozi instrumentaci byl pouzit robustni LTQ XL
(Thermo Scientific, USA) systém s linearni iontovou pasti
a iontovou optikou tvofenou kvadrupdlem a oktapolem,
jako iontovy zdroj byla pouzita ESI hlava.

Rozprasovaci plyn byl vytvaren generatorem dusiku
GENIUS XE 35 (Peak, Scotland UK) s vychozim nastave-
nim tlaku 100 psi. Jako kolizni plyn bylo pouzito stlacené
hélium 5.0 (Linde, Ceska republika).

Software

K ovladani HPLC systému byl pouzit Chromeleon
7.2.10 [komer¢ni licence] a k ovladani LTQ XL XCalibur
4.5, kde vzdjemna komunikace mezi témito softwarovymi
moduly byla zajistovana serverovym rozhranim SII for
XCalibur ve verzi 1.5.0.10747 [komer¢ni licence]. Name-
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fend chromatografickd data byla interpretovana v jeho
toolboxu QualBrowser, véetné¢ snimani hmotnostnich

spekter.
K tvorbé kvantové-chemickych grafickych vystupt
avypoCtu bylo pouzito softwaru  Spartan 20’

(Wavefunction Inc., USA) [akademicka licence]. Neuron-
ové sité byly stavény s pouzitim modulu Deep Learning —
NeuralNetwork, ktery je soucasti balikn MATLAB 2023a
(MathWorks, USA) [Campus-Wide licence].
V MATLABu byly také tvofeny programové skripty pro
analyzu neuronové sité, které umoznily optimalizovat
podminky méfeni vybranych analyti.

Pro vytvareni a ovéfovani fragmentaCnich diagrami
byl vyuzivan robustni software Mass Frontier 8.0 SR 1,
kterého bylo také vyuzito k interpretaci hmotnostnich
spekter (Thermo Scientific, USA) [komer¢ni licence].

Volba deskriptori pro neuronovou sit’

Na zéaklad¢ potieby optimalizovat pomér vstupnich
parametrd LC na vystupni signal neuronové sité byly jako
,,vn&j§i“ deskriptory zvoleny slozeni mobilni faze (B),
pritok mobilni faze (Q) a intenzita prutoku mlziciho ply-
nu (E). Zaroven vsak byly, ve snaze postihnout vliv fyzi-
kaln¢ chemickych vlastnosti molekuly, doplnény dalsi
intramolekuldrni ,,vnitini* deskriptory, vychazejici z DFT
analyzy analytu. Tyto vnitini deskriptory (tab. I) zaroven
plnily funkeci rozliSujiciho markeru, ktery umozinoval neu-
ronové siti prifadit k ji analyzovanym hodnotam tu kon-
krétni latku, které tyto hodnoty patii.

Pro vytvareni neuronové sité¢ byl pouzit softwarovy
prostfedek MATLAB a jeho Deep Learning Toolbox.
Byla navrzena topologie sit¢ (obr.2) s jednou vstupni
vrstvou obsahujici sedm deskriptorti (B, Q, E, L, H, D, S)
s nasledujici skrytou neuronovou vrstvou obsahujici vice-
vrstvy perceptron o 50 vrstvach. Jako aktivacni funkce
skryté vrstvy byla zvolena hyperbolicka tangenta. Vystup-
ni vrstva obsahovala jeden target, reprezentovany intenzi-
tou signalu prekurzorového iontu.

Takto navrzena neuronova sit’ byla trénovana na 396
realné¢ namétenych vzorcich studovanych analytd tak, Ze

(" Skrytd vrstva N
b
7 + }@ -
UL I
\. 0.4

Chem. Listy 718, 103—-110 (2024)

100 % souboru méteni bylo pouzito jako data trénovaci
a nacez data klasifikovéana jako testovaci (28 dat od kazdé-
ho analytu), byla naméfena posléze a byla pouzita k ovére-
ni uspésnosti natrénované sité. Trénovani bylo provadéno
do té doby, dokud uspé$nost uceni sité na trénovacich
datech a validace takovéto sité na testovacich datech nedo-
sahla hodnoty alesponi 98 %. Jako trénovaci algoritmus
byla zvolena Bayesovska regulace.

Ziskavani experimentalnich dat

S pouzitim ovladaciho programu XCalibur byl napro-
gramovan proces davkovani vzorku tak, aby se ménily tfi
zasadni parametry méfeni — tedy slozeni mobilni faze
(B, [%]) reprezentované procentudlnim obsahem acetoni-
trilu, dale pritok mobilni faze (Q, [ul min']) a hodnota
ShGFR (sheath gas flow rate) (E, [arb]). XCalibur také
daval pokyn periferii hmotnostniho detektoru nacist pfi-
slusny soubor obsahujici ladéni iontové optiky, kterd byla
optimalizovana na TBF.

Parametr B mohl nabyvat hodnot 0, 10, 20, 30, 40,
50, 60, 70, 80, 90, 100 [%]. Parametr Q mohl nabyvat
hodnot 100, 200, 300 [u1] a hodnota ShGFR se pohybova-
la v intervalu 10-40 [arb] s krokem 10 arb, tedy mohla
nabyvat Ctyf hodnot. Celkem tak XCalibur vydal pokyn
k proméfeni 132 moznych kombinaci téchto hodnot pro
jeden analyt.

Pro realizaci méteni tributyl-fosfatu, latky VX a latky
A-235 tak bylo proméfeno 396 méfeni, ktera byla jesté
tiikrat reprodukovana z diivodu kontroly stability sledova-

Tabulka I
Veli¢iny ziskané DFT analyzou

A-234 TBF VX
LUMO, eV (L) 1,77 1,9 1,61
HOMO, eV (H) -10,18 -12,51 -9,12
Dipélovy moment, Debye (D) 7,77 5,39 3,92
S, Tmol 'K (S) 478,55 5499 540,92
(" Vystupni vrstva )

N ®
—>— W J

\. L/

Obr. 2. Navrzena topologie neuronové sité uréené pro uceni se na experimentalnich datech; b — bias (zesileni), w — weights (vahy)
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ného signalu. Mobilni fize nebyly nikterak modifikovany.
Nasttikavan byl vzdy objem 1 pl analytu. Sledovana inten-
zita hodnoty signalu prekurzorového iontu byla zazname-
navéana do souboru.

Aby bylo mozné cely proces automatizovat, byl sys-
tém nastiiku vzorku modifikovan tak, aby zajistil kon-
stantni podminky v§ech méfeni, a to pfi minimalni mozné
spotiebé analytu a mobilnich fazi. Toto bylo realizovano
tak, Zze byl vzorek z autosampleru veden mimo kolonu
a DAD, pfimo do ESI. Davkovaci jehla byla promyvéana
pfed a po nadavkovani vodou o LCMS ¢istoté. Naméfené
vysledky byly zaznamenavany do tabulky, odkud byly
nacteny neuronovou siti a vyuzity k jejimu tréningu.

Vysledky a diskuse

Byl naprogramovan skript v prostiedi programu
MATLAB, ktery umozioval fidit natrénovanou neurono-
vou sit’ a vyuzit ji kinterpolaci grafickych dat s cilem
ziskat vizualizace prib&hu experimentu o mnohem vétsim
rozliSeni umoziiujicim presnéjsi nalezeni optima parame-
tri B, Q, a E. Tento posun v interpretaci je zobrazen
v obr. 3.

Variaci proménné E, pii v§ech moznych kombinacich
proménnych B a Q, byla ziskana takova jeji hodnota, kdy
intenzita signdlu prekurzorového iontu byla maximalni
anasledné byla pfi této hodnoté odectena optimalni By,
a Qopi. V dalSim kroku byla do systému zapojena kolona
Accucore™ Ci5 2,1 mm x 150 mm x 2,6 um, kterd se

3501 |[E=10 arb 10°  |E=10 arb

a) 20~ b)

300

)

=}
£

150

2 30 I s0 0 70 80 %0 100
Obsah B-slozky mobilni fize [%]
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ukdzala jako nejvhodnéjsi pro eluci téchto skupin latek,
které byly eluovany izokraticky podle jejich zjisténych
optim v ramci simulace méfeni vyuzitim neuronové sité
(tab. II).

Nasledné byla provedena optimalizace kolizni ener-
gie tak, aby bylo mozno sejmout kvalitni ms® spektrum
latky A-234 a ulozit jej do knihovny.

S cilem zlepsit ionizaci vzorku a ziskat tim jesteé vétsi
odezvu sledovaného signalu byla vodna mobilni faze mo-
difikovana nejprve kyselinou mravenci, pak octovou,
anakonec kyselinou trifluoroctovou, vzdy v koncentraci
0,1 %. Zisk na intenzit¢ signalu ¢i jeho ubytek lze nalézt
v tab. III.

Na latce A-234 byla provedena analyza fragmentac-
nich fad svyuzitim softwaru MassFrontier (obr. 4), se
zjisténimi, ktera nachazeji shodu se studii jinych autort®.

Byla ovétena moznost vlivu hydrolyzy latky A-234
pfi kontaktu s mobilni fazi o optimalnim poméru slozky A
a B. Za ptedpokladu vyznamného nadbytku mobilni faze
vici analytu byla sledovana hydrolyza povazovéna za
reakci 1. fadu, z ¢ehoz byl odvozen polocas rozpadu 4 h
49 min a konstatovano, ze vzhledem ke kontaktu latky A-
234 s mobilni fazi v pribéhu eluce na koloné nepiekracu-
jici celkovy ¢as 30 min, Ize povazovat vliv hydrolyzy za
zanedbatelny.

V ramci studia kinetiky hydrolyzy latky A-234 bylo
zjisténo, ze optimalizaci souboru experimentd neuronovy-
mi sitémi doslo ke zvySeni odezvy analytického systému
v celkovém thrnu o 1080 %. Mezi detekce se pro latku
A-234 stala koncentrace fadové 1 pgul™, u latky VX

20 40 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Obsah B-slozky mobilni faze [%]

Obr. 3. Pivodni rozliSeni naméfenych dat (a), projekce simulace neuronové sité do 3D (b), primét do plochy Q, B (¢) vSe pii
E =10 arb u latky A-234. Barevna verze obrazku je dostupna na webovych strankach ¢asopisu Chemické listy.

Tabulka II

Optimalni hodnoty deskriptorti pro maximalizaci hodnoty signalu iontu prekurzoru

Deskriptor A-234 TBF VX R33
Obsah B-slozky mobilni faze B, % 33 51 62 38

Priitok mobilni faze, pul min™! 105 250 213 223
Hodnota ShGFR, arb 28,35 26,66 29,6 342
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Tabulka IIT
Ciselné vyjadfeni vlivu modifikatoru mobilni faze na ionizaci analytu
Mobilni faze A-234 TBF VX R33
Mravenci kyselina +23% +15% +28 % +29 %
Octova kyselina +36 % +12% +32% +30 %
Trifluoroctova kyselina -37% -28% -35% -36 %
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D. Trefilik (NBC Defence Institute, Vyskov, Czech
Republic): Use of Modern Computational Methods and
Neural Networks to Optimize Methods for LC/MS/MS
Analysis of Military-Relevant Organophosphorus
Compounds

The search for the optimal instrumental settings of
conditions in chemical analysis is typically a lengthy pro-
cess. This article proposes the use of neural networks for
this purpose, particularly in relation to determining the
optimal conditions for the analysis of substances under
study using LC/MS/MS and ESI technologies, based on
the knowledge of their fundamental properties, referred to
as universal descriptors. The work focuses on finding such
analysis conditions that maximize the precursor ion signal.
The paper specifically addresses the question of whether
the results obtained from one type of analyte can be used
for neural-interpolated prediction of optimal conditions for
similar analytes.

Full text English translation is available in the on-line
version.

Keywords: LC/MS/MS, neural networks, electron density
functional theory, novichok, organophosphates, quantum
chemistry, optimization
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Identifikace slozeni barevnych vrstev (pojiv, plniv a pigmenti) je zasadni pro praci restauratorti a v fad¢ ptipadu ji 1ze
také vyuzit pro upfesnéni datace vzniku dél moderniho uméni. K analyze modernich pigmenti se nejcastéji vyuzivaji spek-
troskopické metody, jmenovité FTIR a Ramanova spektroskopie. Obé tyto metody jsou navzajem komplementarni a spo-
le¢né poskytuji celistvy piehled o slozeni barevné vrstvy. MozZnosti obou spektroskopickych technik pro identifikaci pig-
mentl v barevné vrstvé byly studovany na sadé 24 modelovych vzorki smési pigmentu, béloby a pojiva a nasledné byly

ovéfeny analyzou realného vzorku.

Klicova slova: FTIR spektroskopie, Ramanova spektroskopie, moderni pigmenty, modelové vzorky

Uvod

V soucasné dobé& byla fada prirodnich pigmenta
a barviv nahrazena primyslové vyrdbénymi pigmenty'.
Syntézy prvnich organickych pigmenti se datuji do
2. poloviny 19. stoleti a jsou spojeny se jmény vyznacnych
chemiki — W. H. Perkina, L. Pasteura a P. Ehrlicha. Perkin
syntetizoval prvni syntetické organické barvivo na textil —
mauveine” a prvni anilinové barvy, Pasteur a Ehrlich syn-
tetizovali (piivodné pro histologické ucely) organicka bar-
viva®. Mnoho z modernich pigmenti nalezlo uplatnéni
v umélecké tvorbe€, pficemz jejich rozsifeni mezi umélce
zajistila predev§im komeréni vyroba uméleckych barev
v tubach. Tyto barvy sice obvykle nesly nazev nékterého
z klasickych mineralnich pigmentt, ve skutenosti vSak
byly smési vice pigmenti (mineralnich i syntetickych)
s bélobami, pojivem a dalSimi slozkami, které zlepSuji
kryvost, dany barevny toén, a piedevSsim snizuji cenu.
V pribéhu 20. stoleti byla syntetizovana fada novych typta
modernich pigmentl (azo, polycyklické, quinakridonové,
pyrollové, benzimidazolové atd.)' a také modernich po-
jiv, které lze velmi dobte datovat, existuji-li literarni pra-
meny o datech vyroby a jejich uvedeni na trh (pfedev$im
patenty a katalogy vyrobct). Moderni pigmenty a pojiva
I1ze identifikovat fadou analytickych metod, pficemz jed-
notlivé typy modernich pigmentl lze urcit klasickymi vy-
barvovacimi reakcemi’. Piesn&jsi specifické identifikace
pak mohou zajistit metody GC/MS (cit.®), laserové ablace’
&i rentgenové difrakce®. Castgji jsou v disledku své nein-
vazivnosti vyuzivany spektralni metody, napt. FTIR, Ra-
manova spektroskopie a rentgen-fluorescenéni analyza’.
Jelikoz syntetické pigmenty mohou poskytovat vyrazna
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Ramanova spektra, je Ramanova spektroskopie k jejich
identifikaci vyuzivana nejéast&ji'™'!. Analyza umé&leckych
barev, resp. barevné vrstvy ma fadu specifik. Jedna se
o smési pigmentd a pojiv, které po urcitou dobu starly za
neznamych podminek, za kterych probihala, ¢i mohla

probihat, fada riznych degradagnich procest'?.

7 wr

Experimentalni ¢ast
Ptiprava modelovych vzorki

Pro tvorbu modelovych vzorki byly vybrany pro nas
dostupné moderni pigmenty a nejbézné&jsi béloby, jejichz
specifikace je uvedena v tab. I. Jako pojivo byly pouzity
polymerovany Inény olej (HB-LAK, s.r.0.) a akrylatova
disperze Acrylkleber 498 HV Lascaux (Kremer Pigmente
GmbH & Co. KG). S kazdym z pigmentl byla vytvotena
sada Sesti smési podle téchto vzord: 1) pigment + pojivo,
2) pigment + kiida + pojivo a 3) pigment + zinkova béloba
+ pojivo. Jednotlivé pigmenty a béloby byly nejprve roze-
tteny v daném pojivu a poté smichany do pozadovanych
smési v pfiblizném poméru 1:1 (v/v). Pripravené smési
byly sklenénou ty¢inkou naneseny na sklenéné podlozni
sklicko a za laboratornich podminek ponechany k vy-
schnuti po dobu tii tydnu.

Ptistroje a podminky méfeni
Jednotlivda FTIR spektra byla naméfena na FTIR

spektrometru Nicolet iZ10 (Thermo Scientific, USA) tech-
nikou ATR (ATR krystal — diamant) s DTGS detektorem

https://doi.org/10.54779/chl20240111
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(detektor na bazi triglycinsulfatu) a rozlienim 4 cm .
Rozsah vino¢tit byl 525-4000 cm™ a pocet scanti 32. Pri-
mér méfené plochy byl pfiblizné 2 mm. Rozliseni bylo
zvoleno s ohledem na béznou praxi a na rozliSeni knihov-
nich spekter.

Ramanova spektra byla naméfena na Ramanové mi-
kroskopu Nicolet DXR2 (Thermo Scientific, USA) s CCD
detektorem, s diodovymi lasery o vlnové délce 532 nm
a 785 nm, objektivem 50x, miizkou full range o rozsahu
Ramanovského posunu 50-3380 cm™, rozligeni ~5 cm™
a aperturou o velikosti 25 pm ¢i 50 pm pro typ pinhole.
Vykon laserit byl dle potieby nastavovan v rozsazich
0,1-10 mW pro laser 532 nm (zeleny) a 0,1-30 mW pro
laser 785 nm (Cerveny). Doba jednoho pulzu se pohybova-
la vrozmezi 0,5-15s a pocet scantt v rozsahu 20-1000.
Primér méfeného bodu se pohyboval kolem 1 pm. Jednot-
livé pigmenty a béloby byly rozvéleny a méfeny na hlini-
kové podlozce, pojiva pak byla na této podlozce analyzo-
vana ve form¢ tenkych filmu.

Urychlené starnuti modelovych vzorkd probihalo
v laboratofi SVUOM s.r.o. v klimatické komote Binder
MKF 240 pii teploté¢ 55 °C a relativni vlhkosti 50 % po
dobu 36 dni. Béhem urychleného starnuti byla u modelo-
vych vzorkll kontrolovédna jejich celkova barevna zména
pomoci kolorimetru X-Rite RM 200 QC (X-Rite Pantone,
USA). Tato méfeni probihala vzdy ve tfech mistech
a v kazdém misté€ jako priimér ze tff méfeni za téchto pod-
minek: denni svétlo (D65), 10° tthel méteni, vyhodnoceni
v hodnotach CIELab a vypocet celkové barevné zmény AE
dle rovnice (/) (cit.'®).

AE'y, =[AL” + Aa? + A7 = [(L' ~ L)' + (a1 —a’2)' +
(b - b (1)

CIELab je barevny prostor definovany Mezindrodni
komisi pro osvétleni (zkracené CIE) v roce 1976. Veskery
barevny prostor je promitnut do barevné koule a jednotlivé
body v kouli (o soufadnicich [x,y,z], resp. [a",b",L"]) pied-
stavuji konkrétni barevné odstiny. Hodnota L° popisuje
svétlost (L°=0 Gerna az L" =100 bild), soufadnice a’
predstavuje barevnost ve $kile zelena (—a') a &ervend
(+a’), soutadnice b" popisuje barevnost ve $kale modra
(-b") azluta (+b"). Aktualni celkové barevna zména AE
jednotlivécho  modelového  vzorku byla  vztazena
k barevnosti téhoz vzorku pted urychlenym starnutim
(hodnoty L*|, a"y a b")).

Vysledky a diskuse

Specifika analyzy modernich pigmenti metodami
molekulové spektroskopie byla studovana na souboru
24 modelovych vzorkti smési pigmentu, béloby a pojiva.

Nejprve byly samostatné analyzovany jednotlivé stu-
dované pigmenty, béloby a ob¢& pojiva, a to obéma meto-
dami vibra¢ni spektroskopie.
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Charakterizace pigmentt, bélob a pojiv

Pozice jednotlivych FTIR a Ramanovych (pro oba
typy budicich laseril) spektralnich past pouzitych pojiv,
bélob a pigmentt shrnuje tab. II.

Olej 1 akrylatova disperze jsou slozené z uhlikatych
fetézcll bohatych na karbonylové skupiny (C=0), jejichz
intenzivni pas valen¢ni vibrace karbonylu (Doplnék
obr. 1) odpovida vlno&tu 1743 cm™ (olej) a 1726 cm™
(akrylat). V ptipad¢ oleje jsou majoritni i pasy valen¢nich
vibraci C—H vazeb v oblasti 2800-3000 cm™. Ob& pojiva
vykazuji na pasy bohatd Ramanova spektra (Doplnék
obr. 1).

Ramanova spektra bélob (Doplnék obr. 2) jsou chudsi
nez spektra pojiv a jsou podobna po excitaci obéma lasery.
Pro vyvolani Ramanova spektra zinkové béloby je potieba
u obou laserti vyssich vykont, které by vSak mohly spalit
ostatni analyzované organické latky. V Ramanovych spek-
trech tak byva zinkova bé¢loba identifikovana pouze jako
,,pHim&s“ malo intenzivnimi pasy o vino&tu ~438 a ~99 cm™.

Ve FTIR spektru (Doplnék obr. 2), v méfeném rozsa-
hu vIno¢tl, nevykazuje zinkova béloba zadnou specific-
kou vibraci, obsahuje pouze rostouci zakladni linii pod
800 cm '. Kiida obsahuje uhli¢itanové anionty, jejichz
majoritni spektrdlni pas odpovidd vlnoctim okolo
1390 cm™'. Dale obsahuje navic &tyfi ostré pasy, které Ize
dobfe vyuzit k jeji identifikaci: je to predev§im pas
~872cm!, a dile pasy ~712, ~1796 a ~2513 cm’
(Doplnék obr. 2).

Vsechny pigmenty vykazuji ve svych FTIR spektrech
(Doplngk obr. 3) fadu vibraénich past jak v oblasti pod
1800 cm ™', tak pii vyssich vinoétech nad 3000 cm™'; nej-
chudsi z naméfenych spekter je pak spektrum anorganické
syntetické médénky (pigment griinspan).

Ramanovo spektrum syntetické médénky (Doplnék
obr. 3) bylo ziskano pouze po excitaci zelenym laserem
(A= 532 nm) o niz&m vykonu (1-2 mW). Cervend barvi-
va poskytovala lepsi Ramanova spektra (Doplnék obr. 3)
pifi méfeni energeticky slabs§im Cervenym laserem (A =
785 nm). Ramanova spektra Cerveného barviva Oracet
pink RF (thioindigo) byla zakryta fluorescenci samotného
barviva, a to i pfi minimalnim vykonu obou laseri
(0,01 mW). Ptesto bylo mozné pfi excitaci Cervenym lase-
rem nalézt tyto spektrdlni pasy daného barviva: 1435,
1416, 1329, 1281, 649 a 241 cm ™' (Dopln&k obr. 3). Meta-
lické azobarvivo Cromophtal Yellow D 1085
a quinakridonové barvivo RT-143-D Cinquasia magenta
vykazovala Ramanova spektra po excitaci obéma lasery
(Doplnek obr. 3).

Modelové vzorky

Pripravené modelové vzorky byly podrobeny urych-
lenému starnuti. Celkova barevna zména organickych
barviv neptresahla hodnotu AE ~ 10 (Dopln¢k obr. 4), zato
syntetickd médénka (vyjma smési se zinkovou bélobou,
pojené akrylatovou disperzi) dosahovala celkové barevné
zmény v rozmezi AE ~ 20-35, pticemz celkova barevna
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Tabulka II
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Pozice spektralnich past pojiv, bélob a pigmentd, pouzitych pro tvorbu modelovych vzorka

Vzorek Metoda Spektralni pasy [cm '] ®
Olej poly- FTIR 3010vw, 2923s, 2853m, 1743vs, 1653vw, 1462w, 1376vw, 1237w, 1160s,
merovany 1098w, 1027vw, 967vw, 914vw, 866vw, 721m

Raman 532 nm 3014m, 2932vs, 2905vs, 2851vs, 2726vw, 1743vw, 1655s, 1444w, 1302w,

1264w, 1167vw, 1080vw, 1026vw, 971vw, 868vw

Raman 785 nm 2905vs, 2851vs, 1743w, 1655w, 1444s, 1302m, 1264sh, 1080w, 868w
Acrylkleber 498  FTIR 3434vw, 2956w, 2874w, 1726vs, 1449w, 1385w, 1236m, 1144s, 1066w, 990w,
HV Lascaux 961w, 843w, 755w

Raman 532 nm

2948vs, 2882m, 2737vw, 1733w, 1455w, 1305vw, 1233vw, 1122vw, 1061vw,
994vw, 967vw, 911vw, 844vw, 811w, 600vw, 362vw, 295vw

Raman 785 nm

2948vs, 2882s, 1733w, 1455s, 1305w, 1233vw, 1122vw, 1061vw, 994w, 967w,
911vw, 844m, 811m, 750vw, 600w, 484vw, 362w, 295vw

Kfida plavena

FTIR

2513vw, 1796vw, 1391vs, 1170sh, 1090vw, 872s, 712w

Raman 532 nm

1750vw, 1435vw, 1087vs, 713w, 281s, 155m

Raman 785 nm

1435vw, 1286w, 1205vw, 1087vs, 713w, 281m, 155m

Zinkova béloba  FTIR -
Raman 532 nm 1148w, 659vw, 585vw, 538vw, 438vs, 380vw, 332w, 204vw, 99vs
Raman 785 nm 585vw, 438m, 380vw, 332vw, 278vw, 204vw, 99vs
Oracet pink RF FTIR 3450w, 3299w, 3055vw, 1617m, 1585s, 1563m, 1525s, 1488m, 1467m, 1415m,
1368vw, 1331w, 1265s, 1212vs, 1174s, 1147m, 1072m, 1004m, 955m, 879m,
846s, 797s, 759m, 725vs, 691vs, 622m
Raman 532 nm — (silna fluorescence)
Raman 785 nm 1435s, 1416m, 1329m, 1281m, 649m, 241vs (silna fluorescence)
RT-143-D FTIR 3260w, 3159w, 3115vw, 3076sh, 3037vw, 3017vw, 2973vw, 2864vw, 1625m,
Cinquasia 1599s, 1575vs, 1553vs, 1495m, 1465vs, 1419w, 1335vs, 1288m, 1255m, 1177w,
magenta 1131m, 1070w, 1025vw, 959vw, 893m, 805s, 746m, 682s, 607m
Raman 532 nm 1593s, 1567vs, 1407w, 1311s, 1233w, 1199w, 1138vw, 293w, 154vw
Raman 785 nm 1654w, 1593m, 1567m, 1506vw, 1468vw, 1407vw, 1311m, 1233vw, 1199vw,
1138vw, 1030vw, 935vw, 878vw, 748vw, 709m, 627vw, 553vw, 505w, 462vw,
414vw, 354vw, 293w, 236vw, 210vw, 154w, 98vs
Griinspan, FTIR 3464w, 3367w, 3269w, 2990vw, 2942vw, 2461vw, 1650vw, 1595vs, 1442vs,
synthetisch 1418vs, 1354w, 1050w, 1033w, 687vs, 626s
Raman 532 nm 3023vw, 2981vw, 2940w, 1641vw, 1441vw, 1417vw, 1361vw, 949m, 704w,
632vw, 323vs, 254w, 226w, 184w, 107s
Raman 785 nm -
Cromophtal FTIR 3465vw, 3413vw, 3339w, 3230vw, 3109vw, 2891br,vw, 2733br,vw, 1712w,

Yellow D 1085

1582m, 1547m, 1461w, 1403vs, 1307w, 1269m, 1172w, 1054w, 884w, 810w,
776w, 750w, 680vw, 624vw, 593w

Raman 532 nm

2896vw, 1457vs, 1305vw, 1223vw, 1164vw, 1057vw, 1750vw, 936vw, 623vw,
556vw, 514vw, 465vw, 304vw, 268vw, 107vw

Raman 785 nm

1457vs, 1305vw, 1223vw, 936w, 514vw, 387vw, 304vw, 268vw, 227vw, 107w,
67w

* Intenzita a tvar pasu je oznacena ustalenymi zkratkami — vs (velmi silnd), s (silnd), m (stfedni), w (slabd), vw (velmi sla-
ba), sh (raménko), br (Siroky pas)

zména postfehnutelnd lidskym okem je pro rovnici (/) o

hodnots AE ~ 2,3 (cit.'®).

Ve FTIR a Ramanovych spektrech modelovych vzor-

vibracni pasy, piisluSejici danému pigmentu ¢i barvivu,
které nejsou prekryty vibracnimi pasy pojiv a bélob a pod-
le nichz 1ze dany pigment ve smési identifikovat.

ka pred i po urychleném starnuti byly hledany specifické
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Oracet pink RF

Ve vSech modelovych vzorcich, pojenych olejem
i akrylatovou disperzi, byly FTIR spektroskopii identifiko-
vany vSechny vibracni pasy barviva Oracet pink RF
(Doplnék obr. 5). Nejnizsi intenzitu spektralnich past
barviva Oracet pink RF vykazuje FTIR spektrum smési
barviva a kiidy, jejiz vibracni pasy jsou ve spektru majo-
ritni a prekryvaji pasy barviva. Barvivo je 1épe identifiko-
vatelné v Cerstvych vzorcich, ale je mozné je identifikovat
ivurychlené starnutych vzorcich, predevsim v oblastech
vInoc¢tlh mimo vibrac¢ni pasy akrylatového pojiva a kiidy,
a to v oblastech 3000-3500, 1500-1650 a v oblasti otisku
prstu pod 800 cm™'. V Ramanové spektroskopii vykazuje
barvivo Oracet pink RF vysokou fluorescenci (Doplnék
obr. 3), nicméné lze jej identifikovat pii excitaci Cervenym
laserem pii nejniz§im vykonu laseru, a to malo intenzivni-
mi pasy (1435 a 1329 cm™).

RT-143-D Cinquasia magenta

Barvivo RT-143-D Cinquasia magenta Ize identifiko-
vat ve vSech ptipravenych smésich FTIR spektroskopii na
zaklad¢ vibracnich pasti v oblastech vIinoctd 3000-3300,
1550—1650 a v oblasti otisku prstu pod 900 cm™ (Doplngk
obr. 6). V modelovych vzorcich pojenych akrylovym poji-
vem byly tyto pasy barviva méné¢ intenzivni a spiSe se
projevily spektralni pasy samotného pojiva a kiidy. Rama-
novou spektroskopii bylo toto barvivo identifikovano ve
vSech modelovych vzorcich bez ohledu na pouzité pojivo
a dobu starnuti. Ve spektrech byly nalezeny pasy 1593,
1567, 1311, 1233 a 1199 cm ', které mohou slouzit k jeho
identifikaci.

vzorek - oranZova vrstva
dolomit

olej

sadra

Zlut brillantgelb Kremer

absorbance

T T T
4000 3000 2000 1000

" -1
vinocet, cm
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Syntetickd médénka (pigment griinspan synthetisch)

Po excitaci zelenym laserem byly v Ramanovych
spektrech nalezeny vSechny spektralni pasy médénky ve
vSech modelovych vzorcich bez ohledu na pouzité pojivo
a stupen degradace, lokalné pak byly identifikovany i jeho
degradacéni produkty — acetaty. Ve FTIR spektru (Doplnék
obr. 7) byly nalezeny ptedevS§im spektralni pasy 3464,
3367, 3269, 1354, 1050, 1033, 687 a 626 cm™'. Ve FTIR
spektrech starnutych vzorki (Doplnék obr. 7) ptibyly pasy
degradacnich produktt zelené a pojiv. Identifikovany byly
acetaty vapenaté a zine¢naté, lokalné byl nalezen i stearat
vapenaty.

Cromophtal Yellow D 1085

Jelikoz nejintenzivnéj$i péas barviva Cromophtal
Yellow D 1085 o vino¢tu 1403 cm™ byl ve FTIR spektru
v pritomnosti kiidy prekryt pasem uhli¢itani (Doplnék
obr. 8), za signifikantni pasy barviva bylo mozné povazo-
vat vibra¢ni pasy v oblastech 3000-3500, 15001650,
550-850 a pas 1307 cm . Tyto pasy byly nalezeny ve
FTIR spektrech vSech modelovych vzorkl bez ohledu na
pouzité pojivo a stupenn degradace (Doplnék obr. 8).
V Ramanové spektrech byly nalezeny vSechny spektralni
pasy barviva ve v§ech modelovych vzorcich bez ohledu na
pouzité pojivo a stupen degradace.

Redlny vzorek

Metody FTIR a Ramanovy spektroskopie 1ze vyuzit
v urcitych piipadech také pro ovéreni datace uméleckych
dél. Na obr. 1 jsou uvedena FTIR a Ramanova spektra
pohledové oranzové barevné vrstvy moderni olejomalby

vzorek - oranZova vrstva - 785 nm

titanova béloba (rutil) - 785 nm

Irgalite yellow Go 90764FW4 PY74 - 785 nm
Irgazin orange L2990 PO73 - 785 nm

Versal ¢erveri DP3G PR254 - 785 nm
titanova béloba (anatas) - 785 nm

intenzita

T T T T T T
3000 2500 2000 1500 1000 500

. _{
Raman(v posun, cm

Obr. 1. Ukazka moznosti FTIR a Ramanovy analyzy souvrstvi z olejomalby na platné. Vlevo je FTIR spektrum oranzové vrstvy
vzorku, ktera byla pojena olejem. Ve spektru Ize identifikovat dolomitickou kiidu, boloniskou kiidu (sadru) a syntetické organické barvivo
(spektru nejvice vyhovuje standard brilantni zluté od Kremera = Hansa zlut’ PY74). Vpravo je Ramanovo spektrum téze vrstvy, ve spek-
tru 1ze identifikovat arylidové monoazobarvivo Irgalite yellow Go od firmy Ciba (= Hansa zlut’ PY74), pyrrolova barviva (PR254+P073)
a titanovou bélobu (rutilového i anatasového typu). Spektra byla normalizovana, Ramanova spektra téZ linearizovana
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na platné (souvrstvi bylo tvofeno ¢tyfmi vrstvami — svétly
podklad, svétle okrova vrstva, zlutohnéda vrstva
a pohledova oranzova vrstva), ktera byla datovana do prv-
ni poloviny 20. stoleti. Pomoci FTIR spektroskopie bylo
ve vSech vrstvach odebraného souvrstvi analyzovano poji-
vo, kterym byl, vyjma pohledové oranzové vrstvy, vinyla-
cetat. Pohledovd oranzova vrstva byla pojena olejem
a obsahuje smés dolomitické kiidy, bolonské kiidy (sadry)
a syntetického organického barviva. Pravdépodobné se
jedna o zlut brilliantgelb od firmy Kremer (arylidové azo-
barvivo PY74), ktera byla pod ndzvem Hansa brilliant
yellow uvedena na trh kolem roku 1940 (cit."”®). V Rama-
nové spektru téze vrstvy (obr. 1) byla pfitomnost barviva
PY74 potvrzena (ve spektru je zobrazen standard PY74
pod nazvem Irgalite yellow Go od firmy Ciba). Dale byla
identifikovana titanova béloba (anatasového i rutilového
typu) a dalsi syntetickd pyrrolova barviva — PO73
a PR254. Ta byla vyrabéna az v 80. letech 20. stoleti™"’.
Titanova béloba anatasového typu se vyrabéla po roce
1924 a rutilového typu aZ po druhé svétové valce'”. Kom-
binace obou spektralnich technik tak pomohla odhalit fal-
zum, které pochdzi az z druhé poloviny, resp. z konce
20. stoleti.

Zavér

Metodou FTIR spektroskopie lze v idedlnim piipadé
identifikovat v jednom kroku pojivo barevné vrstvy, jeho
degradacni produkty a fadu pigmentd a plniv. Spektralni
vibra¢ni pasy organickych barviv, kterd mivaji vysokou
kryvost a v barevné vrstvé jsou zastoupena pouze v malém
mnozstvi, byvaji velmi Casto prekryty vibraénimi pasy
bélob a pojiv. Obsahuje-li FTIR spektrum vzorku zvySe-
nou zakladni linii v oblasti vInoéti pod 800 cm™, mél by
byt vzorek analyzovéan i pomoci Ramanovy spektroskopie ¢i
pomoci FTIR spektrometru, ktery umozni analyzu pfi niz-
Sich vInoc¢tech (v oblasti blizkého infracerveného zateni).

Pomoci Ramanovy mikroskopie se podafilo identifi-
kovat v modelovych vzorcich vSechny pigmenty. Kvalit-
néj$i Ramanova spektra byla pozorovéana u vzorku, které
byly dokonale planarni a v nichz byla nalezena odhalena
zrna pigmentu. Zelené pigmenty jsou Iépe identifikovatel-
né pii pouziti zeleného laseru, Cervena barviva poskytuji
lep$i Ramandv signal po excitaci ¢ervenym laserem (jiz
pii nizkém poctu scanti vykazuji vibracni pasy vyssi po-
mér signalu k Sumu pozadi). Jelikoz Ramanova spektros-
kopie je v daném usporadani schopna fokusovat paprsek
laseru na plochu o priméru ~1 pm, Ize analyzovat pouze
samotna zrna pigmentu a jeho spektralni pasy nebyvaji
prekryty spektralnimi pasy pojiva ¢i ostatnich pigmentt
a plniv. Oproti FTIR analyze je v Ramanové spektroskopii
nezbytné hledani optimalnich podminek méfeni pro ziska-
ni co nejintenzivnéjSiho Ramanova spektra s co nejnizsi
fluorescenci. Jestlize barevna vrstva obsahuje vice pig-
mentu, pak je tfeba analyzovat kazdé barevné zrno zvlast.
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Obé metody jsou navzajem komplementarni a spolec-
né poskytuji celistvy piehled o slozeni jednotlivych barev-
nych vrstev vzorkl, které byly odebrany z uméleckych
predméta.

Internetova verze této prace obsahuje navic dopliiuji-
ci ¢ast. Pro vyhledani plné verze ¢lanku véetné piislusné-
ho Dopliiku je tieba otevtit aktualni webovou stranku Che-
mickych lista.

Autorky dékuji kolegiim z firmy SVUOM s.r.o. za
provedeni urychleného stdarnuti modelovych vzorkii. Cld-
nek vznikl za financni podpory Ministerstva kultury
v ramci instituciondlniho financovani na dlouhodoby kon-
cepcni rozvoj vyzkumné organizace Ndrodniho technicke-
ho muzea (DKRVO, MK000023299).
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E. Svobodova a 1. Kopeckd

E. Svobodova and 1. Kopecka (National Technical
Museum, Prague, Czech Republic): The Possibility of
Spectroscopic Analysis of Model Samples of Modern
Pigments

The identification of the composition of the paint
layers (binders, additives, and pigments) is essential for
the work of conservators and can also be used in many
cases to determine the date of creation of works of modern
art. Spectroscopic methods, specifically FTIR and Raman
spectroscopy, are most commonly used to analyse modern
pigments. These two methods complement each other and
together provide a comprehensive view of the composition
of the paint layer. The abilities of both spectroscopic tech-
niques to identify pigments in the paint layer were investi-
gated on a set of 24 model samples of pigment, the white,
and binder mixtures and then verified by an analysis of
a real sample.

Keywords: FTIR spectroscopy, Raman spectroscopy,
modern pigments, model samples
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Clanek popisuje synergii mezi malymi modularnimi jadernymi reaktory a nizko- a vysokoteplotni elektrolyzou pfi
produkei elektrické energie, tepla a vyrobé vodiku. Je provedeno srovnani dodavek energii z malych jadernych reaktord
s béznymi typy obnovitelnych zdroji energie. RovnéZz je uvedeno nékolik moznych aplikaci malych jadernych reaktort pro

potieby chemického podniku.

Klicova slova: malé jaderné reaktory, vodik, chemicky podnik, elektrolyza
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1. Uvod

Malé moduldrni jaderné reaktory (SMR, zkratka je
pouzivana i pro malé jaderné reaktory, které nejsou modu-
larni) maji potencial fungovat jako stabilni, nizkoemisni
a bezidrzbovy zdroj elektrické a tepelné energie. Cenou
vyrabéné elektrické energie ziejmé nebudou konkurovat
velkym jadernym reaktorim, avSak maji celou fadu vlast-
nosti, které je pfedurcuji pro nasazeni ve vyrobnich podni-
cich zpracovatelského a predevsim chemického primyslu.
Jsou jimi napf. nizsi investi¢ni naklady, rychlost vystavby
nebo jednodussi provoz. Jaderné reaktory IV. generace
(GIV) jsou pokroc¢ilymi jadernymi reaktory navrzenymi
k dosazeni vyssi bezpecnosti, uc¢innosti a snizeni produkce
jaderného odpadu ve srovnani s predchozimi generacemi
jadernych reaktor. V konstrukci se vyuziva moduldrni
technologie tak, aby bylo mozné jednotlivé komponenty
vyrabét sériové a nasledné prevézt na misto vyuziti a tam
jednoduse sestavit. ZmenSeni velikosti reaktoru navic snizi
investi¢ni naklady. Kompletni zafizeni SMR by mélo zau-
jimat méné nez desetinu plochy proti klasickému velkému
reaktoru. Klicovym rysem vysokoteplotnich reaktort je
schopnost dosahovat vysokych provoznich teplot, obvykle
nad 700 °C. To umoziiuje efektivni vyuziti tepelné energie
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pro dalsi riizné Gcely. Takto vysoké teploty umoznuji Siro-
kou Skalu aplikaci, vCetné vyroby elektfiny, pary a jeji
vyuziti pfi primyslovém vytapéni, vyrobé elektfiny, vodi-
ku a dal$ich. Existuje nékolik riznych typli vysokoteplot-
nich jadernych reaktorti, které se lisi v konstrukei, chlaze-
ni a palivu. Jednim z vysokoteplotnich reaktorti je Very
High Temperature Reactor (VHTR, reaktor s velmi vyso-
kymi teplotami), ktery mtze dosahovat vystupnich teplot
az 1000 °C. Vybér vhodného typu reaktoru zavisi na kon-
krétnich potiebach a aplikacich, jakoz i na technickych a
regulaénich faktorech. Rada vyvijenych SMR pracuje pii
zvySenych teplotach, proto ocekdvame teplotu vystupni
pary ze SMR vyssi nez z jadernych reaktord typu VVER,
ktera je 324 °C u reaktoru VVER-1000 (cit."). U reaktoru
typu VHTR jde o teplotu az 1000 °C (cit.%), para
s takovymi  parametry je v pramyslu  (jakozto
1 v energetice) velmi dobfe vyuzitelna.

Kombinace SMR a vysokoteplotni elektrolyzy (HTE,
high temperature electrolysis) mize pIn¢ nahradit zdroj
energie, zalozeny na fosilnim palivu: jaderny reaktor je
schopen dodavat kontinualné teplo a elektrickou energii,
pripojeny elektrolyzér je schopen vyrabét vodik (a kyslik).
Kombinace SMR a HTE pro vyrobu elektrické energie
atepla pfi ménicich se momentalnich (tzv. spotovych)
cenach elektrické energie pak mize zajistit jak (zadané)
kontinualni zatizeni SMR, tak prodej prebytkt elektrické
energie pii vysokych spotovych cenach, které mohou byt
zapiiinény vysokym podilem obnovitelnych zdroji
v elektrizacni soustavé. (HTE zafizeni je totiz v principu
schopné provozu v rezimu elektrolyzy, nebo palivového
¢lanku — v rezimu palivového ¢lanku vyrabi elektrickou
energii a teplo). Dalsi vyznamnou vyhodou je sniZeni na-
klada prostfednictvim lokalniho vyuziti elektrické energie,
u kterého odpada nutnost hrazeni celé fady poplatkt spo-

https://doi.org/10.54779/ch120240118
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jenych s dodavkou elektrické energie, které mohou byt
vyssi nez cena silové energie. Jedné se napiiklad o popla-
tek za distribuci elektrické energie, nebo poplatek na pod-
poru obnovitelnych zdroji energie.

Pii HTE se vodni para rozklada na vodik a kyslik pfi
pouziti elektrického proudu. Hlavnim rozdilem oproti
konvenéni elektrolyze je pouziti vysokych teplot, ¢asto
nad 800 °C, coz zvysuje uc¢innost procesu. HTE ptedstavu-
je v soucasnosti nejméné technologicky vyspélou vodiko-
vou technologii, kterd ale skytd mnohé prednosti. Vyho-
dou vysoké provozni teploty je, Ze Cast energie, ktera je
potiebna k probéhnuti elektrochemickych reakci, je doda-
na pomoci tepla, které je typicky levnéjsi nez elektricka
energie. Proto je HTE casto zmiflovana jako obzvlasté
vyhodna ve spojeni s procesy, pii kterych vznika veétsi
mnozstvi odpadniho tepla. Diky tomuto efektu dosahuje
HTE technologie vysoké ucinnosti, mérma spotieba elek-
trické energie na vyrobu vodiku se pohybuje okolo
3,7 kWhye / Nm® H, (LHV lower heating value, vyhtev-
nost) (cit.*). Nab&h z normélni na provozni teplotu viak
obvykle trva dlouho, typicky 12 hodin. Vysokoteplotni
jaderné reaktory mohou poskytovat vysokopotencialové
teplo potiebné k provozu elektrolyzy, coz zvySuje energe-
tickou efektivitu HTE a umoziuje vyrabét vodik s nizkymi
emisemi CO, (cit.’). V databazi vodikovych projektti IEA
(cit.") jsou ve fazi ,,operational“ pouze &tyfi projekty, tii
znich maji pramyslové vyuziti (vyroba zeleza a oceli,
methanolu a methanu). HTE je schopna procesu ko-
elektrolyzy, nejcastéji reakci vody s oxidem uhli¢itym.
Této kombinace se vyuziva pievazné z duvodu tvorby
syntézniho plynu, ktery je ndsledné¢ mozné vyuzit pro syn-
tézu vysSich uhlovodikl. Dalsi zkoumané ko-elektrolyzni
technologie vyuzivaji napt. smési CO, a glycerol, nebo smés
vody s dusikem, s cilem alternativni vyroby amoniaku.

Alkalicka elektrolyza je jiz komer¢né zrala a pomérné
levné technologie. V literatute’® je uvadéna méma spotieba
elektrické energie na vyrobu vodiku 5—6 kWhac / Nm® H,
(LHV). Oproti ostatnim technologiim elektrolyzy vsak
produkuje nejméné Cisty vodik a je pomérné energeticky
naro¢na. Vodikova elektrolyza s polymernim elektrolytem
(PEM, proton exchange membrane) je technologie, které
je v soucasnosti vénovano mnoho pozornosti pro jeji jed-
noduchost a dobré dynamické vlastnosti. Vyhodou je vy-
soka Cistota produkovanych plyni a kompaktni design.
M¢éma spotieba elektrické energie na vyrobu vodiku je
podobna jako u alkalické elektrolyzy. Alkalicka i PEM
elektrolyza jsou dale oznacovany jako nizkoteplotni elek-
trolyza (LTE, low temperature electrolysis).

2. Srovnani dodavek energie z malych
modularnich jadernych reaktori
a obnovitelnych zdroji energie

Pro srovnani byl jako reprezentant SMR vyuzit kon-
cept Energy Well (EW), vyvijeny v Centru vyzkumu Rez.
EW piedstavuje koncept malého modulérniho, fluoridové-
ho, konstrukéné jednoduchého jaderného reaktoru se sed-
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miletym cyklem paliva a vysokym stupném pasivni bez-
pecnosti. Je navrzen tak, aby mohl byt transportovan
s Cerstvym jadernym palivem, bez nutnosti vymény jader-
ného paliva u zakaznika. Planovana jednotka EW produ-
kuje 8 MWe a 20 MWt. Uvazovana byla konzervativné
provozni doba fetézce sestavajictho z SMR, elektrolyzéru
a navazujici technologie, ktera odpovida 90 % zro¢niho
hodinového fondu, ktery obnasi 8760 h. Technologie
1 MWe LTE produkuje ro¢né 0,16 kt vodiku, 1 MWe
HTE pak vyrobi o 50 % vice vodiku (pro to vSak spotie-
buje jesté 0,3 MW tepla ve forme pary). Uvazované mérné
spotieby elektrické energie pro vyrobu 1t vodiku jsou
55 MWh pro LTE a 37 MWh pro HTE. Srovnani vyrob
EW, fotovoltaické elektrarny (FVE) a vétrné elektrarny
(VtE) je provedeno v tab. L.

Ocekavame, ze vodik, vyrabény béhem kontinualniho
provozu SMR bude mirné levnéjsi nez vodik vyrdbény
z OZE, a to diky vysokému vyuziti elektrolyzéru ve spoje-
ni se SMR. Faktor vyuziti vykonu elektrolyzéru ma pfi
ur¢eni nakladovosti vyroby vodiku vyznam ptfedevsim pii
niz§ich cenach elektrické energie, pii ilustrativni cené
silové elektiiny 100 EUR/MWh jsou jiz naklady na odpis
elektrolyzéru zanedbatelné proti nakladim na spotiebu
elektfiny. Pro srovnani nédkladl bylo vyuzito metodiky
popsané v cit.®. Vzhledem k nedavnému vyraznému pokle-
su cen HTE elektrolyzér’ a obecné vysokym cendm silo-
vé elektrické energie ocekavame budouci masivni nasaze-
ni HTE elektrolyzérd spolu se SMR.

3. Ilustrace mozného nasazeni malych
modularnich jadernych reaktori ve stfedné
velkém chemickém podniku

SMR jsou koncipovany tak, aby pracovaly jako bez-
udrzbové. Dalsi vyhodou je dlouhodoba kontinualni do-
davka energie s ocekavanou vysokou disponibilitou vyko-
nu, kterou konzervativné odhadujeme na cca 90 %. Tako-
va disponibilita vykonu bezpe¢né pokryje potieby navazu-
jicich technologii.

Strednédobé vykyvy v dobach nizké poptavky, nebo
nizké ceny elektiiny, mohou byt vykryty fetézcem, ktery
se sklada z ¢asti: elektrolyzér, zasobnik vodiku a palivovy
Clanek. Pri pouziti nizkotlakého skladovani vodiku neni
nutné pouziti vodikového kompresoru, coz je investicné
nakladné zatizeni. Elektrolyzér miize byt nizko- ¢i vysoko-
teplotni, vysokoteplotni elektrolyzér mize velmi rychle pie-
jit do rezimu palivového ¢lanku. Vzhledem k poklesu ceny
HTE elektrolyzért a vysoké elektrické u€innosti HTE proce-
su vychdzi jejich nasazeni vyhodnéji nez nizkoteplotnich
elektrolyzérii. V nasledujicim textu predestirame nékolik
redln¢ vyuzitelnych aplikaci SMR v chemickém pramyslu.

Chlor-alkalicka elektrolyza
Elektifinu produkovanou ze SMR je mozné vyuzit

jako zdroj energie pro chlor-alkalickou elektrolyzu. Typic-
ké tuzemskd priimyslova jednotka chlor-alkalické elektro-
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Tabulka I
Srovnani Energy Well a vybranych obnovitelnych zdrojt (fotovoltaickych a vétrnych elektraren)
Parametr Energy Well OZE
Riditelnost vykonu Vykon je staly a nefiditelny. Vykon zavisi na aktudlnich pfirodnich podminkach, neni
mozné jej presn¢ predikovat ani fidit (vykon lze snizit).
Disponibilita vykonu Ocekava se vysoka, zhruba Obecné nizka, zdvisla na piirodnich podminkach. VtE
(hodin/rok) 8700 h/rok. v podminkach CR 1800-2100 h/rok. Pro ptipovrchové VtE
je mirné vyssi, bézné se neuvadi. FVE cca 1000 h/rok.
Zabor pudy pro Ocekava se 900 m*. VtE vyzaduje 1333 m? (viz poznamka 1), FVE vyzaduje
8 MWe jednotku 80 000 m®.

Nutna infrastruktura Jako pro OZE, navic nutny
vodni zdroj a pravdépodobné

vy$$i mira ostrahy objektu.

Zpevnéna cesta, oploceni pozemku, vyvedeni vykonu do
distribuéni soustavy (nejcastéji na napét'ové hlading 22 kV).

Potencial dalSiho
rozvoje v CR

Neomezeny, podle potieb trhu
a elektrizacni soustavy.

Potencial VtE do roku 2040 je 2,5-7 GW (cit °). FVE nad
100 kW — technicky potencial vystavby $pi¢kového vykonu
je 10,23 GW (cit.”).

Odhad 1000-1500 mil. K&
(cit."), viz Poznamka 2.

Investi¢ni naklady pro
8 MWe jednotku

VIE 160300 mil. K& (cit.>"), je patrny vyznamny pokles
cen predevsim turbin. FVE 100 mil K¢ (dle informaci od
investort).

Poznamka 1: Uvedeny parametr (MW/plocha) vyznamné zavisi na topologii pozemku. I kdyz existuji stale u¢inn¢jsi FV
panely i nové koncepty umisténi panell, nelze ocekavat, Ze by se potfebna plocha vyrazné snizila a ptiblizila se tak k plose,
nutné pro vystavbu EW. Plocha pro VtE vychazi z VtE Pchery, jedna turbina o vykonu 3 MWe ma zabranou plochu odha-
dem 500 m’. Vyuziti sousednich ploch ma uréitd omezeni, nejedna se viak o zabor pudy.

Poznamka 2: technologicky nejpodobnéjsi projektu EW je reaktor IMSR (300) s investi¢nimi naklady 4,05 mil. USD/MWe
(v cenach roku 2020) a s vyrazné vys$sim vykonem 195 MWe.

lyzy ma ptikon 30-50 MWe a jeji produkty tvoii vodik,
chlor a hydroxid (sodny nebo draselny). Vyhodou chlor-
alkalické elektrolyzy je urcitd variabilita ve vykonu, ¢ast
energie ze SMR lIze v pfipadé vysokych spotovych cen
prodéavat a produkci odlozit na dobu nizsi ceny elektrické
energie. U membranové chlor-alkalické elektrolyzy je
spotieba elektrické energie cca 2,3-3 MWh/t chloru'®
(uvazovano 2,5 MWh/t). Uvedena hodnota zahrnuje kro-
me elektrolyzy i néasledné operace jako suSeni, CiSténi
apod. Predpokldadame, ze v roce 2017 zruSena a nove pla-
novana vyroba (s kapacitou 135 kt/rok Cl,) v neratovické
Spolané¢ ma trzni potencial a odhadnuty nomindlni ptikon
chlor-alkalickych elektrolyzéri 43 MWe, kteryzto muze
byt dodan pomoci SMR.

Vyroba a skladovani technickych plyni

Energie a teplo ze SMR je mozné vyuzivat pro vyro-
bu, Cisténi, lahvovani a distribuci vodiku a kysliku, které
tvoii produkty elektrolyzy. Technologie 10 MW LTE
(nebo 6,7 MWe HTE) ro¢né vyrobi 1,6 kt vodiku a 12,8 kt
kysliku. Elektfinu ze SMR je mozné vyuzit pro napajeni
jednotky frakéni destilace vzduchu, jednotka na zpracova-
ni 360 t/h vzduchu ma piikon 22,3 MW. Pii pouziti
10 MWe ze SMR by bylo mozné zpracovavat zhruba 161 t
vzduchuw/h (cit.'"). Je mozné vyuzit LTE i HTE, pro vyro-
bu vysoce Cistého vodiku, napf. pro pouziti v dopravnich
aplikacich, je preferovanou technologii PEM.
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Hydrogenované rostlinné oleje

Hydrogenované rostlinné oleje (HVO, hydrogenated
vegetable oil) lze pouzit jako kvalitni soucast motorové
nafty. UvaZujeme jednu vyrobni jednotku s produkci
380 kt HVO za rok, kterd bude zpracovavat pouze fepko-
vy olej. Repkovy olej obsahuje nejvice olejové kyseliny
(C18), palmovy olej obsahuje 44 % palmitové kyseliny
(C16) a 39 % olejové kyseliny (C18). Na pfeménu 1 kt
palmového oleje na HVO je potieba 210-10° Nm’, tedy
cca 0,019 kt vodiku'2. Odhadujeme, Ze na pfeménu 1 tuny
fepkového oleje bude potieba 0,02:107 kt vodiku, ro&né
tedy jednotka spotiebuje 7,6 kt vodiku. Pro takovouto
vyrobu HVO by tedy byl potieba LTE o ptikonu 48 MWe,
nebo HTE o piikonu 32 MWe. Vzhledem k velké kapacité
arelativné ustdlenému charakteru vyroby preferujeme
pouzit HTE.

Dalsi mozné pouziti HVO je pti vyrob& cukrovinek.
V CR existuje nékolik potravinaiskych zavodi, které vyu-
zivaji HVO, ale pravdépodobné hydrogenaci oleji nevyu-
Zivaji. Celkovou roéni vyrobu cukrovinek v CR odhaduje-
me na 60 kt, pfedpokladdme primérny obsah 25 hm.%
tuku v cukrovinkéach, poméry molarnich hmotnosti vodiku
a oleje pak 2:836 (fepkovy olej, vyrobce PREOL, a.s.)
a stechiometrii 4 atomy vodiku na jednu molekulu mastné
kyseliny. S tim spojeny odhad ro¢ni produkce vodiku na
vyrobu cukrovinek produkovanych v Ceské republice &ini
0,315kt, to odpovidd nizkoteplotnimu elektrolyzéru
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o piikonu 2 MWe. Jde tedy o pomémé margindlni oblast
vyuziti vodiku, vzhledem k velikosti vyroby pfichazi do
uvahy prakticky vyhradné maly LTE, pravdépodobné PEM.

Vyroba amoniaku

Vramci vyroby amoniaku ptedpokladame vyuziti
elektrické energie ze SMR pouze na vyrobu vodiku, ktery
bude nasledné vyuzit pro Haberovu-Boschovu syntézu.
Z jedné 100 MWe SMR jednotky lze ziskat 16 kt vodiku
ro¢n¢ pomoci nizkoteplotni elektrolyzy, nebo 24 kt vodiku
ro¢n¢ pomoci HTE. Z tohoto mnozstvi vodiku Ize stechio-
metricky vyrobit 90 kt / 135 kt amoniaku roéné. Vzhledem
k charakteru a velikosti vyroby navrhujeme vyuziti HTE.
Pro srovnani, spotieba primyslové vyrobenych dusikatych
hnojiv v roce 2022 v CR byla odhadem 390 kt. Tato hod-
nota je srovnatelna s uvedenou produkci amoniaku, nebot’
typické dusikaté hnojivo uzivané v CR (mocovina, dusi¢-
nan amonny, dusi¢nan vapenaty, posledni dva s uméle
snizenym obsahem dusiku z legislativnich diivodl) ma
vy$8i molarni hmotnost i nizsi podil dusiku nez amoniak.

Vyroba anilinu

Pfi uvazované tuzemské produkci anilinu ve vysi
210 kt/rok (tato hodnota odpovida produkci spolecnosti
BorsodChem MCHZ) bude potfeba pomoci elektrolyzy
ze SMR vyrobit 13 kt vodiku ro¢né. Takovéto mnozstvi
by vyzadovalo LTE o ptikonu minimalné¢ 81 MWe nebo
HTE o ptikonu 54 MWe. Vzhledem k charakteru a veli-
kosti vyroby navrhujeme vyuziti HTE.

Doprava a rezidenéni sektor

Pro zasobovani vodikové plnici stanice pro vozidla,
ktera spotiebuje 1t vodiku denné, je nutny nizkoteplotni
elektrolyzér o ptikonu 2,3 MWe. Dodavka vodiku na plni-
ci stanice je potencialné zajimava podnikatelska prilezitost
pro chemické podniky, mj. protoze vodik na plnici stanice
je vyrazné drazsi nez vodik v pramyslu. Tato skutecnost je
dana piedevsim logistickymi naklady a ¢aste¢né naklady
na kompresi vodiku na vysoké tlaky. Logistické naklady je
mozné minimalizovat, napf. umisténim vyroby blizko
mista spotfeby, nebo vyuzitim potrubni piepravy vodiku.
Zde existuje prilezitost pro majitele velkoprostorovych
arealt, ve kterych budou umistény SMR, vyroba vodiku,
a také prodej vodiku v plnicich stanicich. Je pravdépodob-
né, ze v oblasti vodikové logistiky dojde k dal§imu budou-
cimu technologickému rozvoji a k narGstu konkurence
a logistické naklady vodiku se snizi. Stejné tak ocekdvame
snizeni investi¢nich nakladi na vysokotlaké vodikové
kompresory, vhodné pro vysoce Cisty vodik. Pfi vyrobé
suchého vodiku s vyuzitim PEM elektrolyzéru neni nutna
dal$i chemicka tuprava vodiku, pii vyuziti alkalického
genace. Vzhledem ke specifickym pozadavkiim na kvalitu
vodiku navrhujeme vyuziti LTE, konkrétné¢ PEM techno-
logie. Jedna vodikova plnici stanice predstavuje pfilis
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maly odbér pro nasazeni jednotky EW, plnici stanice pfed-
stavuje spiSe dopln€k k jiné elektrolyzni technologii. Dalsi
moznosti je vybudovani velkokapacitni plnici stanice,
napiiklad v misté¢ ocekdvané vysoké spotieby, typicky
v intermodalnich uzlech, kombinujicich rizné formy do-
pravy, napf. silni¢ni, Zelezni¢ni a lodni.

Ko-elektrolyza

Dalsi moznosti je vyroba chemickych latek procesem
vysokoteplotni ko-elektrolyzy. Bez vyjimky jde o zajima-
vé ale malo komerén¢ zralé technologie. Vyuzitelna je
napf. pro vyrobu amoniaku ko-elektrolyzou dusiku a vody
nebo vyrobu uhlovodikli ko-elektrolyzou smési oxidu
uhligitého a vody'*.

4. Zavér

Pokrocilé malé modularni jaderné reaktory maji ob-
rovsky potencial pro nasazeni v chemickém primyslu jako
staly, spolehlivy, bezudrzbovy a prakticky bezemisni
zdroj. Cena vyrobené elektrické energie je z jejich fyzikal-
ni podstaty vyssi nez u velkych jadernych reaktorti a vy-
razné se lidi podle pouzitych konceptii SMR (cit."%). Uvadi
se typické investi¢ni ndklady 4 mil. USD / 1 MWe, coz
pro 8 MWe jednotku predstavuje investicni naklady
768 mil. K&, v cenach roku 2023 uvazujeme s investi¢nimi
naklady pro 8 MWe jednotku 1-1,5 mld K& (cit."?).

Vzhledem k urcité vykonové variabilit¢ chemickych
procest ocekavame, ze bude mozné SMR vyuzivat tak,
aby bylo maximum dodavek elektrické energie dodano
v dobach vysokych cen elektrické energie. Dalsim benefi-
tem nasazeni SMR v chemickém primyslu je zajisténi
lokalni spotfeby tepla a predevsim elektrické energie
a s tim souvisejici vyznamna uspora poplatkd za distribuci
elektrické energie.

Pro nasazeni SMR je tfeba zjednodusit souvisejici
legislativu, pfedev$im zakon 263/2016 Sb, atomovy za-
kon, ktery v soucasné dobé nerozliSuje mezi SMR a velky-
mi jadernymi reaktory. Dale je nutné legislativné zakotvit
logicky fakt, ze vodik vyrobeny elektrolyzou ve spojeni
s jadernym zdrojem je vodikem nizkouhlikovym.

Ocekavame, Zze v ¢ase komeréniho spusténi budou
v kombinaci se SMR vyuzivany piedev§im HTE elek-
trolyzéry. Cena HTE elektrolyzérti neustale klesa a pokles
se oekava i ve vyhledu let 2030 az 2050 (cit.'®). Do roku
2030 se ocekava pokles cen elektrolyzérti nizkoteplotnich,
ikdyz ne tak vyrazny'®. Procesem ko-elektrolyzy
s vyuzitim HTE bude v budoucnu mozné efektivné vyra-
bét latky vyuzitelné jako neropnd motorova paliva nebo
hnojiva. V dobé komeréniho nasazeni SMR tak jedno
HTE zafizeni bude schopné dodat energii pro elektrolyzu,
palivovy ¢lanek, nebo pro ko-elektrolyzu, coz znacné zvy-
§i variabilitu vyuziti zafizeni. Ocekdvame, Ze instalace
SMR do chemickych podnikii a lokalni vyuziti elektrické
energie a vyrobené¢ho vodiku bude mit v chemickém pri-
myslu fadu dal$ich aplikaci.
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Prezentované vysledky byly realizovany v ramci Insti-
tucionalni podpory Ministerstva priimyslu a obchodu CR.
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SOUTEZ

na logo Skoly hmotnostni spektrometrie — 2. kolo

Sekce hmotnostni spektrometrie SSIMM vyhlasuje souté? na navrh loga Skoly hmotnostni spektrometrie.

Skola hmotnostni spektrometrie:

O} {0

ks,

Vyukova akce poradana Spektroskopickou spolecnosti Jana Marka Marci uréena pro zacinajici i zkusené
odborniky v oblasti hmotnostni spektrometrie.

Podminky soutéze:

— Pouzita grafika musi mit jasnou souvislost s hmotnostni spektrometrii (napf. spektrum, piky, elektrosprej,
kvadrupdl apod.). Grafiku (jeji vhodnost pro logo, souvislost s hmotnostni spektrometrii apod.) Ize béhem
pfipravy navrhu konzultovat se Zadavatelem.

—  Néazev lze pouzit ve formé ,Skola hmotnostni spektrometrie®, , Skola MS“, nebo (nejméné preferovana varianta)
,MS Skola“.

— Nebudou pouzity barevné prechody.

—  Pokud bude navrh v barevném provedeni, bude zpracovdna i Cernobild verze.

—  Logo musi byt univerzalné pouZzitelné v riiznych velikostech (web, tasky, propagacni predméty...).

Logo by podle Géastniki 24. Skoly MS mélo byt:

Jednoduché, minimalistické, zapamatovatelné, srozumitelné, rozpoznatelné, nadcasové, elegantni, vystizné — na
prvni pohled souvisejici s hmotnostni spektrometrii, barevné, ale ne pfilis.

Format:

Ndvrh bude odevzddan v elektronické podobé ve formé vektorové grafiky a soucasné ve formé ndhledu v pdf
souboru, kde bude logo zobrazeno ve dvou velikostech (velké, v priiméru aspori 15 cm, a malé, v priméru cca 2
cm). Pokud je barevné feseni jiné nez ¢ernobilé, odevzdd soutézici taktéz cernobilou mutaci loga.

Termin:

Soutézni navrhy je nutno dorucit na adresu tajemnika Spektroskopické spole¢nosti IMM Tomase Vasiny
(immss@spektroskopie.cz) nejpozdéji do 29. inora 2024.

Cena pro vitéze:
Penézita odména 20 000,- K¢.
Dalsi podminky:

Vyhlasovatel si vyhrazuje pravo nevybrat Zzadny z predloZenych navrhi a neudélit cenu.
Autor vitézného navrhu davd SSIMM souhlas k plnému vyuZziti dila a pfenechava jim veskera prava z dila plynouci.
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Veletrh analytica 2024 ukazuje laboratorni svét zitrka R
Veletrhu se zGé&astni vsichni lidFi trhu & ana IYtlca
Vysoky narist poc¢tu vystavovatell ze zahranici

Nabity doprovodny programu s konferencemi a odbornymi féry

Top témata veletrhu: digitalizace a udrzitelnosti

Ve dnech 9. aZ 12. dubna se mezinarodni laboratorni prdmysl znovu
sejde na veletrhu analytica v Mnichové. Predni svétovy veletrh laboratorni
techniky, analytiky a biotechnologie pokryva celé spektrum laboratofi v
prdmyslu a vyzkumu a klade velky ddraz na vyménu odbornych znalosti pro
védu a praxi.

Reditelka veletrhu pani Susanne Grédl poskytla nahled na inovace,
hlavni body a vrcholy akce:

Pani Grédl, jak probihaji registrace vystavovatelt na analytica 2024?

Prihlaseno je jiz kolem 800 vystavovatell a opét se Ucastni vSichni ndrodni a mezinarodni lidfi na trhu. Jsme
svédky vysokého rlstu, zejména vystavovatelll z Ciny, tito jsou jiz na Urovni pred pandemii. Velky zajem
zaznamenavame také ze strany inovativnich start-upl a mensich firem, které dosud na analytice nevystavovaly.
Nebudou chybét ani velké spolecné stanky z prednich trh( jako USA. V soudasné dobé je zfejmé, Ze zvlasté hojné
budou zastoupeny oblasti ,analytika a kontrola kvality”. Jako obvykle obsadime celkem pét vystavnich hal o velikosti
40 000m?2. Prihladeno je také 10 vystavovatell z Ceska a mam informace o tom, Ze se chystd opét spoleéna ceska
expozice.

Na jakd oborovd témata se bude letosni analytica zamérovat?

Digitalizace v laboratofi zlistava jednim z klicovych témat v oboru. Proto opét nabidneme specialni show
,DigitdIni transformace” ve spolupraci s firmou SmartLab Solutions GmbH, kde si ndvstévnici mohou vyzkouset praci
v propojené a digitalizované laboratofi na péti pripadech pouziti. Ustfednim bodem je také udritelnost v
laboratornim prostfedi: budou prezentovdna a diskutovana vhodna feSeni, napfiklad jak Ize sniZit energetické
pozadavky nebo jak Ize materialy znovu pouzit. Analyza potravin také hraje dlleZitou roli pfi dalsim zlepsovani jejich
bezpecnosti a kvality a poskytovani spolehlivych informaci pro spotfebitele o nich. V této oblasti si také troufame
nahlédnout do budoucnosti a zabyvat se alternativnimi formami potravin, a to v souvislosti s udrzitelnosti a globalni
vyZivou.

Na jaké vrcholy se miZeme tésit na veletrhu analytica 2024?

Renomovana mezindrodni konference analytica se jako vidy kond soubézné s veletrhem v kongresovém
centru na vystavisti. S priblizné 180 prednaskami zahranicnich fec¢nikd pokryva celé spektrum moderni analytiky a
podporuje pfimou vyménu mezi védou a byznysem. Ctyfi odborna féra na veletrhu jsou velmi orientovand na praxi
a poskytuji cenné tipy pro kazdodennilaboratorni préci. Forum bezpecnosti a ochrany zdravi pti praci je zde obzvlasté
oblibené, protoze svymi nékdy vybusnymi Zivymi ukdzkami jasné demonstruje nebezpeci kazdodenni laboratorni
prace. Opét nabizime také akce pro absolventy skol a pro profesni rozvoj. V neposledni fadé: Paralelné s veletrhem
analytica se kona predni mezinarodni veletrh pro keramicky primysl ceramitec, coZ vytvari dalsi synergie pro
vystavovatele a navstévniky.
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