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Uvodnik

Devadesat let Piirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy

Brzy poté, co byl na pocatku dvacatého stoleti do-
staven v Praze univerzitni aredl na Albertove, se objevi-
ly prvni navrhy na zrizeni prirodovédeckeé fakulty. Fa-
kulta viak vznikla az po vzniku samostatné Ceskoslo-
venské republiky jako pata fakulta Univerzity Karlovy.
Bylo to praveé pred devadesati lety a nasi zrizovaci listi-
nou je Narizeni viady 392/1920 Sh. republiky Ceskoslo-
venské ze dne 24. cervna 1920 o rozdéleni filosofickych
fakult obou prazskych universit (jednalo se o ceskou
a neémeckou univerzitu). Tak vznikla samostatna Priro-
dovédecka fakulta Univerzity Karlovy. V prostorach
Albertova piisobilo mnoho vynikajicich osobnosti, tako-
vych, jako Jan Svatopluk Presl, Albert Einstein, Bohu-
slav Brauner, Ales Hrdlicka. Ale pro Prirodovedeckou
fakultu a pro chemii v nasi zemi ma zvlastni vyznam fo,
ze Ceskoslovenska elektrochemicka skola vznikla prave
v Chemickém ustavu Prirodovedecké fakulty, kdyz zde
po mnoho let piisobil se svymi spolupracovniky Jaro-
slav Heyrovsky, lauredt Nobelovy ceny za polarograffii.

Na Albertove se nekolikrat v déjinach kriZily cesty,
které rozhodovaly o vyvoji naseho statu. Vzpomenu
alespon dve z nich. Prvni z udalosti byl pohieb Jana
Opletala na Albertové 15. listopadu 1939 provaizeny
studentskou manifestaci, které se zucastnily tisice lidi.
Po dvou dnech, v noci na 17. listopad byly gestapem
a jednotkami SS v obsazeny vysokoskolské budovy
a studentské koleje. Devet studentskych wviidcit bylo po-
praveno, 1200 studentii zatéeno a odvezeno do koncent-
racnich taborii. Vysokoskolsky Zivot v nasi zemi se na
Sest nasledujicich let témeér zastavil. A o padesat let
pozdeji se na Albertové znovu shromdzdila studentska
demonstrace, tentokrdte proti komunistické nadvlade,
a vydala se smerem na Narodni tridu. Brutalni roze-
hnani této demonstrace zapocalo v nasi zemi sametovou
revoluci a zaradilo nas opét mezi demokratickée evrop-
ské zeme.

A jak jsme na tom dnes, ve svych devadesatinach?
Prirodovédecka fakulta nyni poskytuje vysokoskolské
vzdélani v oblasti ved biologickych, geografickych, geo-
logickych, chemickych a environmentalnich. Vzdelavani
je tristupniové — bakalarské, navazujici magisterské
a doktorské. Bakaldrské a magisterské studium je jed-

nak jednooborové, zamérené predevsim na vychovu
budoucich védeckych a odbornych pracovnikit v daném
oboru schopnych samostatné tvirci ¢innosti a rovnez
viceoborové, probihajici ve spolupraci s ostatnimi fa-
kultami Univerzity Karlovy. Vyuka probiha podle kre-
ditniho systému European Credit Transfer Sys-
tem (ECTS). Absolventi fakulty ziskavaji kromé diplomu
také celoevropsky wuznavany Dodatek k diplomu
(Diploma Supplement) v anglickém jazyce. Navic, che-
mické obory fakulty udéluji prestizni tituly Chemistry
Eurobachelor® a Chemistry Euromaster®, ¢imz se
fakulta zarazuje mezi predni evropské vzdélavaci insti-
tuce zajistujici vzdajemnou prenositelnost vzdelavani
v chemii. Spojeni univerzitni vyuky a védeckého vyzku-
mu je silnou strankou fakulty, ktera ma akreditovano
mnoho oborit a programii ve vyssich stupnich studia —
magisterskem a doktorském. Celkem na fakulté studuje
5100 studentii, z nich vice nez jedna ctvrtina jsou stu-
denti doktorského studia. Na kvalitu doktorského studia
klade fakulta velky diiraz, proto vétsina dizertacnich
praci je postavena na publikacich v mezinarodnich im-
paktovanych casopisech, casto Spickovych. Fakulta
klade diiraz na rozsirovani studentské mobility s cilem
umoznit studentum, aby stravili behem studia jeden az
dva semestry na zahranicni vysoké Skole. Studenti
k tomu vyuzivaji moznosti programu Erasmus, mezifa-
kultnich a meziuniverzitnich dohod, podporu Fondu
mobility Univerzity Karlovy a rady dalsich programii.
V hodnoceni vysledkii vyzkumu a vyvoje, které je kazdo-
rocné uverejiiovano Radou pro vyzkum a vyvoj, se Pri-
rodovédecka fakulta Univerzity Karlovy trvale radi na
Celni mista mezi fakultami vSech vysokych skol tohoto
statu.

Devadesat let je v lidském zivoté pozehnany vek,
v zivoté fakulty je to mladi. Chceme byt fakultou otevre-
nou a vstricnou, proto preji vSem chemikiim a Ctenarim
Chemickych listii, aby se jim s nasi fakultou spolupra-
covalo co nejlépe. Ze strany fakulty pro to ucinime vse.

Bohuslav Gas,
dekan Prirodovédecke fakulty
Univerzity Karlovy v Praze
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90 let Piirodovédecké fakulty UK v Praze

Uz léta si myslim, zZe je Skoda, opravdu Skoda, prehli-
Zet vyraznd vyroci lidi i instituci. Ta vyroci totiz, myslim si,
predstavuji stacionarni body na hyperplose lidi, jakoz
i instituci. Devadesatiny jsou dobré vyroci. Ovsem jiz pred
rokem 1920 probihala studia a prirodovedné prednasky na
Univerzite Karlove, avsak délo se to v ramci Fakulty filo-
zoficke.

S velkou chuti pisi toto blahoprdni z vice ditvodii;
zminim dva obecnéjsi a jeden zcela osobni. To, nac hledim
s respektem uz hodné desetileti, je kvalita pozoruhodné
vysokého procenta absolventii. Jsem nepochybné prede-
vS§im ovlivnén poméry na chemii, avSak jako letity clen
Védecké rady fakulty, jsem mél dosti prilezitosti sledovat
pomeéry ve vetsi §iri. Myslim, Ze zminéna kvalita absolven-
tii je dana odbornou a pedagogickou kvalitou, jakoz i entu-
siasmem mnoha ucitelii fakulty. To je cosi, co zasluhuje
uzndni o to vetsi, ze po mnoho let se vyuka odehrdla
v prostorach mdlo vyhovujicich, velice skromné vybave-
nych. To se zménilo postupnou prestavbou a renovaci,
ktera vsak trvala dlouho a zatéZovala ucitele i studenty
nekdy veru nemilosrdne. Navic mam pocit, Ze ta kvalita,
které si cenim, ziistava zachovana v dobé, kdy mnozi za-
svéceni pozorovatelé soudi, Ze uroven nékterych Skol
v nejednom sméru klesa.

Druhy ditvod je spjat s badatelstvim. Po léta jsem si
pral, aby vybaveni fakulty vzrostlo. Uz Fadu rokii se to tak
deje a je to dobre patrné na urovni o objemu publikova-
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nych praci. Kéz fakulta vSemi silami usiluje o udrzeni
riistu vybaveni, ac, jak vSichni vime, pres vSelika politicka
prohlaseni, dnesni doba vzdélavani, moderni vyuce a véde
prilis nepreje.

Diivod posledni je zcela osobni. V roce 1952 jsem
odchazel ze své Alma mater s posudkem velice neblahym,
ktery nedovoloval vstup na jakoukoli skolu. Navzdory tomu
mé $éf organické chemie na Albertové, docent Alois Vystr-
¢il, pozval k uspordadani kurzu o teorii chemické vazby
v organické chemii. Bylo to v roce 1959, a tak to byl, do-
mnivam se, jeden z prvmnich, ne-li prvy kurz vibec
s takovou (tenkrdt ne vSeobecné s nadsSenim prijimanou)
téematikou v Evropé. V prvé radé poslucharny sedélo pri
prvé prredndSce nékolik ctihodnych chemiki, mimo jiné
prof. O. Wichterle (tenkrat Sestactyricetilety), horlivy pod-
porovatel netradicnich postupil. A za padr let, myslim, Ze
k tomu opét prispel Alois Vystrcil, PCF UK mi ucinila ka-
valirskou nabidku, abych predlozil habilitaci. Jak bych té
Skole a mnoha uciteliim chemie nebyl za to po cely Zivot
vdécny!

SPastné vykroceni ke stému vyroci!

Rudolf Zahradnik
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1. Uvod

Porézni kiemik je material znamy od 50. let dvacaté-
ho stoleti, kdy zacala éra mikroelektronickych soucastek
na bézi kiemiku'. Zprvu piedstavoval pouze vedlejsi pro-
dukt na cesté k ultracistému kfemiku, pozd&ji se vyuzival
jako izolaéni vrstva v integrovanych obvodech?. Dulezity
meznik v zdjmu o porézni kiemik nastal zacatkem 90. let,
kdy byla pozorovana intezivni viditelna fotoluminiscence
pfi pokojové teploté. Porézni kfemik byl prvnim nano-
struktrunim materialem na bazi kifemiku, u n¢hoz byl po-
tvrzen projev kvantového rozmérového jevu®, ktery zptiso-
buje modry posuv optickych prechodi. Posuv absorpce
a luminiscence z infracervené do viditelné oblasti zasadné
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rozsifuje aplika¢ni moznosti kfemiku jak pro optoelektro-
niku, tak i dalSi oblasti, zejména optické chemosenzory.
Vysvétleni fyzikalnich vlastnosti porézniho kifemiku kvan-
tovymi jevy v nanostrukturnich casticich bylo v kratké
dobé doplnéno celou fadou dalSich jevi a mechanismu.

sledné vlastnosti porézniho kfemiku®®. Porézni kfemik
samotny ma obrovsky vniini povrch (az 600 m*g™") a po-
vrchové stavy hraji zasadni roli v zavislosti fyzikalnich
vlastnosti tohoto materidlu na typu chemickych vazeb
a pritomnosti chemickych latek. V poslednich dvaceti le-
tech byl porézni kfemik studovany prakticky vSemi do-
stupnymi experimentalnimi technikami®®, nicméng& mnoho
fyzikalnich a chemickych vlastnosti jest¢ nebylo spolehli-
vé vysvétleno.

Clanek navazuje na prehled o materidlech na bézi
kiemiku vykazujicich viditelnou fotoluminiscenci’, dopl-
fuje a rozSifuje piehledy jinych typd nanostrukturnich
materiald' ~'? a jejich aplikacich''"* publikovanych
v Chemickych listech.

2. Piiprava porézniho kiemiku

Porézni kiemik se nejCastéji pripravuje elektroche-
mickym leptanim krystalického kifemiku (vodivost p- nebo
n-typu, orientace krystalovych rovin zpravidla <100> nebo
<111>). Prvni modely elektrochemického leptani krysta-
lického kiemiku v HF pfedpokladaly vznik povrchu pokry-
tého vazbami'® Si-F. Studium infradervenych spekter po-
rézniho kiemiku prokazalo vyhradni tvorbu vazeb'® Si-H.
Srovname-li hodnoty energie vazeb Si-F (6 eV) a Si-H
(3,5 eV), je ziejmé, ze tvorba vazby Si-F ma za nasledek
odstranéni dané skupiny atomi z povrchu. Uplny mecha-
nismus elektrochemického leptani kifemiku kyselinou fluo-
rovodikovou neni dosud znam, nejpiesnéjsi popis umoziu-
ji Turneriv'” model a model Lehmanna a Géseleho'®. Oba
modely vychézeji z faktu, Ze k procesu leptani je nezbytna
pritomnost fluoridovych iontd a kladnych nositelti naboje
— dér (h") a Ze béhem rozpousténi se vyviji vodik. Model
Lehmanna a Goseleho predpoklada oxidaci povrchovych
vazeb Si zachycenim diry a nasledné odtrzeni elektronu,
coz vede k procesu leptani kiemiku, pti kterém dochazi
k vyméné dvou nosi¢i naboje (obr. 1).

3. Viditelna fotoluminiscence porézniho
kiemiku

Intenzivni viditelna fotoluminiscence porézniho kie-
miku je pozorovatelna jiz pii pokojové teploté. Divody
posunu luminiscence z infracervené do viditelné oblasti
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Obr. 1. Model rozpoustéciho mechanismu kiemiku F~ ionty v kyselém prostiredi'®

(ve srovnani s krystalickym kiemikem) a dramaticky na-
riist kvantové Géinnosti jsou vysvétleny v praci’. Fotolumi-
niscenci porézniho kiemiku 1ze pozorovat od blizké infra-
cervené oblasti az do oblasti ultrafialové. Emise v tak Siro-
kém spektralnim intervalu je déna existenci fotoluminis-
cencnich pasti odligného pavodu'®. Cerveny fotoluminis-
cencni pas, ktery byl poprvé pozorovan u porézniho kiemi-
ku v roce 1990 Canhamem’, se nazyvéa S-pas. Spektralni
pozice fotoluminiscence je zhruba v rozmezi 560—-860 nm
(viz obr. 2), dohasinani fotoluminiscence je relativné po-
malé — desitky az stovky ps pfi pokojové teploté. Tomuto
pasu je vénovana vétsina studii zabyvajici se fotoluminis-
cenénimi vlastnostmi porézniho kiemiku® a je charakteris-
ticky pro &erstvé piipraveny porézni kiemik®® a porézni
kfemik s povrchem chemicky nebo elektrochemicky modi-
fikovanym pii pokojové popt. zvysené teploté?'. Piivodné
navrzené mechanismy plvodu fotoluminiscence S-pasu
v kfemikovych strukturach — kvantovy rozmeérovy jev
a vliv povrchovych stavii*® — byly rozsifené o rekombinaci
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Obr. 2. Fotoluminiscené¢ni spektrum porézniho kiremiku. Exci-
tacni vinova délka 375 nm
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v siloxanovych derivatech®, vliv oligosilanovych fetézcl
v amorfni struktufe®® popt. mezi Si nanokrystaly®.

V soucasné dob¢ 1ze povaZovat za prokazany mecha-
nismus, kdy k absorpci budiciho zafeni dochazi
v nanokrystalech Si a k fotoluminiscenci dochdzi (pfi po-
kojovych teplotach) zejména z povrchovych stavii nano-
krystalii®®,

Modry fotoluminiscenc¢ni F-pas v oblasti 400-500 nm
s rychlou dobou dohasinani (t ~ 1 ns) byl pozorovan na
vhodné zoxidovanych vzorcich porézniho kiemiku®” . Za
nejpravdépodobnéjsi pfi¢inu modré fotoluminiscence se
povazuji nékteré defekty v SiO, na povrchu porézniho
kfemiku, popf. rekombinace na molekulovych centrech
adsorbovanych na téchto defektech®. Stejny mechanismus
se predpokladd u fotoluminiscence v UV oblasti, ktera
byla pozorovana u &asteénd oxidovaného PS (cit.>").

4. Charakterizace povrchu porézniho kiremiku

Fyzikalni a chemické vlastnosti vrstvy porézniho
kfemiku z4visi na celé fade¢ parametrﬁ z nichZ nejdilezi-
krystalografické orlentac1 kremlkoveho substratu a tloust-
ka. Uvedené parametry zavisi na vychozim materialu a na
podminkach pfipravy: krystalografické orientaci kifemiko-
vého substratu, koncentraci pfimésového prvku, proudové
hustoté, dobé leptani a koncentraci fluoridovych ionta.

4.1. Porozita

Porozita udava procentualni podil odleptaného kiemi-
ku v porézni vrstvé. Porozita se vétSinou stanovuje gravi-
metrickou metodou™, pii tomto postupu lze souasné sta-
novit tloustku vrstvy. Vysoce porézni vrstvy dosahuji
porozity vyssi nez 80 %. Alternativni zplsob stanoveni
porozity predstavuje pfimé stanoveni porozimetrem® nebo
elipsometrii**.

4.2. Morfologie porézni vrstvy

V zavislosti na podminkach piipravy lze pfipravit
makroporézni kiemik (velikost port d > 500 nm), mesopo-
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Obr. 3. Morfologie makroporézniho kiremiku. Pohled rastrovaciho elektronového mikroskopu shora (a) a z fezu (b). Vzorky byly

ptipraveny z krystalického Si p-typu, orientace <100> (cit.”®)

rézni kiemik (10 nm < d < 500 nm) a mikroporézni kiemik
(d < 10 nm). Pfi vzniku porézni vrstvy kfemiku zavisi
morfologie porG na vlastnostech pouzitétho materialu —
hustoté dopujiciho prvku ¢&i krystalografické orientaci.
Napf. u kiemiku s krystalografickou orientaci (100) vzni-
kaji pory se Ctvercovym prufezem zatimco na kiemiku
(111) péry s trojuhelnikovitym prifezem™®. Velikost pora
je urcena zejména slozenim elektrolytu a proudovou husto-
tou. Morfologie povrchu vyznamné ovliviiuje fyzikalné-
chemické vlastnosti a hraje vyznamnou roli v aplikacich.
Na obr. 3 je snimek makroporézniho kfemiku pofizeny
rastrovacim elektronovym mikroskopem (SEM).

4.3. Velikost nanokrystalitii

Fyzikélni vlastnosti porézniho kfemiku odliSuje od
vlastnosti krystalického kifemiku pfitomnost nanostruktur-
nich utvart. Hlavni metody, které umoznuji studovat kie-
mikové nanonokrystaly, jsou Ramanova spektroskopie,
rentgenova a elektronova difrakce. Pfimy zptisob zobraze-
ni pfedstavuji metody vysokorozlisené transmisni elektro-
nové mikroskopie (HR TEM) a mikroskopie atomovych sil
(AFM). Je ovSem nutné zdUraznit jeden zasadni problém
soucasnych nanotechnologii: z pozorovani jednoho (nebo
nékolika) nanokrystall nelze automaticky usuzovat na
vlastnosti celého vzorku. Na obr. 4 je snimek HR TEM
kfemikového nanokrystalu na fezu vzorku porézniho kfe-
miku.

4.4. Chemické slozeni povrchu porézniho kiemiku

Cerstvé piipraveny porézni kiemik obsahuje zejména
vazby Si-H (viz kap. 2). V prub&hu skladovani na vzduchu
dochazi k pomalé oxidaci a adsorbci organickych latek
z ovzdusi. Tyto jevy maji zasadni vliv na fyzikalni vlast-
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Obr. 4. Snimek kiremikového nanokrystalu ziskaného pomoci
vysokorozliSeného transmisniho elektronového mikroskopu
(HR TEM), oblast usporadanych rovin pfedstavuje jednotlivy
nanokrystal

nosti porézniho kfemiku, které jsou urceny pfitomnosti
nanokrystalitd. Zakladni metodou pro stanoveni chemické-
ho slozeni porézniho kfemiku je infracervena spektrosko-
pie. Z polohy charakteristickych vibra¢nich past
(nejcasteji Si-H, Si-O, C-H a C=0) lze identifikovat typ
vazeb na povrchu porézniho kfemiku a z intenzit pasi l1ze
pfiblizné odhadnout zastoupeni funkénich skupin. Relativ-
ni jednoduchost méfeni Cini z infracervené spektroskopie
zédkladni nastroj pifi sledovani funkcionalizace povrchu
vhodnymi chemickymi latkami.
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5. Funkcionalizace povrchu porézniho kiemiku

Funkcionalizaci povrchu porézniho kiemiku Ize
ovliviiovat jeho optické vlastnosti — luminiscenéni vinovou
délku, intenzitu a stabilitu luminiscence. Tato modifikace
ma silny vliv na elektronické vlastnosti vyuzitelné
v polovodicovych technologiich nebo senzorové vlastnosti
— citlivost, selektivitu ¢i operacni stabilitu.

5.1. Oxidace

Oxidace se provadi bud’ kyslikem pfi vysokych teplo-
tach nebo pouzitim vhodného oxidacniho ¢inidla za nor-
malnich teplot. Tepelna oxidace je standardni CMOS
(Complimentary Metal Oxide Semiconductor) proces
a provadi se pii teplotach nad 800 °C. Porézni kiemik
s vrstvou termalniho oxidu je vysoce stabilni a pouziva se
pro optoelektronické aplikace. Vysoce oxidovany povrch
porézniho kiemiku fotoluminiskuje v modré oblasti vidi-
telné &asti spektra®’. Pro zachovani fyzikalnich vlastnosti
(Cervena fotoluminiscence, velikost vnitiniho povrchu) se
porézni kiemik oxiduje za normalnich teplot chemickymi
¢inidly jako je peroxid vodiku nebo ozon®®. Takto uprave-
ny povrch lze pak dale funkcionalizovat silanizaénimi
reakcemi.

5.2. Halogenace

Pusobenim halogentt X; na povrch kiemiku dochazi
ke §té&peni Si-Si vazeb a vzniku vazby Si-X (cit.”®). Proces
halogenace je prostorové selektivnéjsi nez termalni oxida-
ce, modifikuje se pouze vrchni vrstva kiemikovych atomu.
Halogenovany povrch kiemiku je zna¢né reaktivni a zpra-
vidla se pouziva jako mezistupen pro dalsi reakce — napf.
reakci s alkoholy vedouci k tvorb& alkoxidovych vazeb™®.
Povrch s vazbami Si-Cl mize reagovat napf.
s Grignardovymi ¢i alkyllithiovymi ¢inidly. Vysledkem je
navézani alkylovych skupin na povrch kiemiku'', které
vyznamné zpomaluji jeho nezadouci oxidaci.

5.3. Vazba uhliku na kfemik

Vazby Si-O nebo Si-Cl jsou pevnéjsi nez vazby Si-C.

Z hlediska dlouhodobé stability jsou ovSem vazby Si-C
Casto  vyhodngjsi, jelikoz nepodléhaji  hydrolyze.
Z aplikacniho hlediska jsou reakce ndhrady Si-H vazeb
vazbami Si-C velmi vyznamné, ponévadz Ize modifikovat
povrch porézniho kiemiku navazanim organické slouceni-
ny, ktera vhodnym zplisobem méni jeho vlastnosti. Reakce
vedouci ke vzniku vazby Si-C na povrchu porézniho kie-
miku Ize dosahnout celou fadou zptisobii:

1. Radikalové iniciovana reakce. Reakce probihd po
iniciaci diacylperoxidem, z néhoz se pyrolyzou pii
teploté 90—100 °C generuje smés radikall, jez zaptici-
fuji vznik Si* radikalt na povrchu. Takto nestaly po-
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vrch reaguje s alkylovymi radikaly za vzniku piislus-
nych vazeb. V pribéhu jedné hodiny pii 100 °C je
mozno vytvorit monomolekularni vrstvu oktadeceno-
vych skupin®?.

Fotochemicky indukovana hydrosilylace. Organické
slouceniny s koncovou dvojnou nebo trojnou vazbou
reaguji s povrchem porézniho kiemiku zakonéeného
vazbami Si-H. V podstaté jde o adici vazby Si-H na
vazbu C=C nebo C=C. Reakce 1ze dosdhnout fotoche-
micky UV svétlem®. Ultrafialové zafeni zpisobuje
homolytické Stépeni vazeb Si-H za laboratorni teploty.
Schéma reakce je znazornéno na obr. 5.
K hydrosilylacni reakci dochézi v pfipad€ porézniho
kfemiku (na rozdil od kiemiku krystalického) i pfi
ozafeni viditelnym svétlem. Reakce probihd jinym
mechanismem, mala energie zafeni nedovoluje homo-
lytické stépeni vazby Si-H. Reakci v tomto ptipadé
iniciuje vznik excitonti v nanokrystalech kiemiku®*.
Termicky indukovana hydrosilylace. Vazby Si-H na
povrchu kiemiku se za teploty vyssi nez 150 °C samy,
bez piidavku radikdlového inicidtoru, homolyticky
§tépi na Si* a H* (cit.*’). Na aktivovany povrch lze
navazat napi. 1-dodecen az 1-oktadecen nebo fulleren
Ceo. U alkyni pravdépodobné dojde k reakci trojné
vazby s dvéma blizkymi atomy Si a vytvorii se uhliko-
vy mustek.

Katalyticky indukovana hydrosilylace. Reakce nenasy-
cenych sloucenin s hydrogenovanym povrchem poréz-
niho kfemiku lze katalyzovat pomoci organokovovych
slougenin jako nap¥. RhCI(PPhs);, PACLy(Pety), (cit.*),
nebo Lewisovou kyselinou (napt. EtAICL)".

Reakce s Grignardovymi Cinidly. Vazba uhliku na
kfemik mtze vzniknout reakci s Grignardovymi Cini-
dly*® nebo alkyllithiovymi slou¢eninami*’. Reakce je
provadéna s halogenovanym povrchem porézniho
kfemiku.

Elektrochemicka derivatizace. Hydrogenovany povrch
porézniho kiemiku lze derivatizovat elektrochemicky.
Kiemik je do systému zapojen jako pracovni elektro-
da, muze byt katodou i anodou, podle pozadovaného
produktu. Jako ¢inidla je mozno pouZit napt. alkylbro-
midy, alkyljodidy’, nebo alkyny”".

1V zér‘eii

Obr. 5. Hydrosilylace povrchu porézniho kifemiku UV zife-
nim



Chem. Listy 104, 1140-1147 (2010)

6. VyuZziti porézniho kiemiku
6.1. Optoelektronické aplikace

Optoelektronické prvky, které generuji svételné zate-
ni, jsou zatim na bazi III-V polovodi¢t jako napt. GaAs,
AlAs, GaAlAs;_x nebo GaN. Problém integrace mikroe-
lektronickych prvki, které jsou na bazi Si, a optoelektro-
nickych prvki predstavuje jejich vzdjemna materidlova
nekompatibilita. Jednou z cest, jak odstranit tento problém,
je vyvoj materidld na bazi kiemiku, které by vykazovaly
dostatecné intenzivni elektroluminiscenci. Intenzivni vidi-
telna fotoluminiscence porézniho kiemiku za pokojové
teploty je pouze zikladnim pfedpokladem pro jeho ucin-
nou elektroluminiscenci.

Prvni elektroluminiscence porézniho kiemiku byla
pozorovana v kapalné fazi, kdy je kontakt tvofen samot-
nym elektrolytem — nej€astéji peroxodisiranem. Tento typ
kontaktu je vzhledem k vnitinimu povrchu materialu velmi
ucinny, elektroluminiscenci 1ze pozorovat pfi nizkém kato-
dickém potencialu (od —1 V do —1,8 V) s relativné vyso-
kym kvantovym vytézkem (0,1-1 %). Spektrum elektrolu-
miniscence se posouva s rostoucim katodickym potencia-
lem do modré oblasti**.

Pro aplikace je dulezitéjsi elektroluminiscenéni struk-
tura s pevnym kontaktem. Spole¢nym rysem je p-n kontakt
realizovany bud’ rozhranim krystalicky kfemik/porézni
kfemik nebo se nejdfive vytvoii (nej€asteji dopovanim) p-
n prechod, ktery se posléze anodicky vylepta a ziska se
porézni struktura s p-n pfechodem. Byly realizovany rizné
typy kontaktti — kovovy, ITO (Indium Tin Oxide), vodivy
polymer. Kvantova ucinnost elektroluminiscence neni
zpravidla lepsi nez 107, operaéni doba Zivota bez dalsi
stabilizace struktury nedosahuje vice néz né€kolik hodin.
Nejlepsi operaéni stability se dosahlo termalni oxidaci
vrstvy porézniho kiemiku™.

Vyuziti $irsi skaly optoelektronickych prvkid vyzaduje
od kiemikovych struktur realizaci kfemikového laseru.
Jednim ze zakladnich piedpokladli pouziti libovolného
materidlu pro konstrukci laseru je pozorovani optického
zisku (,,negativni absorpce). Prvni publikovana prace
o optickém zisku na kfemikovém materidlu pochazi z roku
2000 (cit.>*) a vyvolala fadu rozpornych reakci. Odhadova-
néa hodnota optického zisku kfemikovych nanokrystali 10
az 100 cm™ je totiz na hranici méfitelnosti a diky tomu je
ovlivnéna nejriizn&jsimi artefakty™. Dalsi Sanci pro optic-
ky zisk jsou extrémné malé kiemikové nanokrystaly, které
lumineskuji v modré oblasti spektra®. Opticky zisk nadéle
zUstava intenzivné studovanou optoelektronickou proble-
matikou v kiemikovych nanostrukturach®’.

6.2. Senzory chemickych latek

Zavislost fyzikalnich vlastnosti porézniho kiemiku na
chemickém slozeni okoli, kterd v soucasnosti predstavuje
hlavni problém pro optoelektronické aplikace, je zasadni
vyhodou pro jeho vyuZiti jako senzoru chemickych latek.
Senzorova odezva porézniho kiemiku zavisi na skupenstvi
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detegovanych latek™. P¥i detekci v kapalné fazi je koncen-
trace sledovanych latek v porézni matrici urcena jejich
koncentraci v roztoku. Pti detekci v plynné fazi je primar-
nim déjem pronikani detegovanych latek do porézni matri-
ce. Vzhledem k rozmériim pori a distribuci jejich velikosti
je koncentrace latek urcena jevem kapilarni kondenzace
a v termodynamické rovnovaze je koncentrace v porézni
matrici zpravidla vys§i nez v plynné fazi. Mechanismus
chanismus odezvy ve fazi kapalné.

Pro zvySeni opera¢ni stability a zlepSeni selektivity
senzorové odezvy se povrch porézniho kifemiku modifiku-
je nejruznéjsimi zptisoby — chemickou modifikaci povrchu
(viz kap. 5.4), fyzikalni adsorpci vhodnych latek (pro de-
tekci v plynné fazi)** nebo elektrochemickou depozi-
ci®"%2. Senzorova odezva je pro latky, které mohou intera-
govat s Cinidly pouZzitymi pro povrchovou modifikaci,
zpravidla odlisnd od odezvy standardniho porézniho kie-
miku. Vzhledem k Sirokym moZnostem modifikace po-
vrchu porézniho kiemiku lze konstruovat senzoricka pole
s rizné modifikovanymi prvky, které lze pouzivat jako
elektronické nosy nebo jazyky pro plynnou resp. kapalnou
fazi. Soucasné senzory chemickych latek na bazi porézni-
ho kiemiku lze rozdélit na (1) kapacitni, (2) vodivostni, (3)
luminiscencni a (4) interferencni.

Kapacitni senzory vyuZzivaji pro detekci chemickych
latek zmeénu efektivni permitivity porézniho filmu. Vypl-
nénim pori sledovanou latkou dochazi k nartstu kapacity
vrstvy porézniho kiemiku. Kapacitni senzory byly realizo-
véany pro méfeni vlhkosti®’, pH*, organickych® a biologic-
kych® latek.

Vodivostni senzory snimaji zménu vodivosti porézni
vrstvy v pritomnosti chemickych latek a jsou vysledkem
velice komplexnich pochodil. Primarnim jevem urcujicim
zménu vodivosti je adsorpce molekul na povrchu. Disled-
kem jsou zmény v elektronové konfiguraci povrchovych
stavll kiemikovych nanokrystald, ¢imz je ovlivnéna koncen-
trace nosicli nadboje a soucasné se meni energetické stavy
povrchovych stavi. Vodivostni senzory byly realizovany
pro mé&Feni vlhkosti®’, organickych latek® a NO; (cit.”).

Luminiscen¢ni senzory byly studovany nejpodrobnéji.
Fotoluminiscence Cerstvé pfipraveného porézniho kiemiku
v pritomnosti chemickych latek klesa — mluvime o zhaSeni
luminiscence. Mira zhaSeni zavisi na koncentraci latek,
jejich schopnosti pronikat do porézni matrice a na nékte-
rych fyzikélnich parametrech (zejména na dielektrické
konstant¢). Podle typu interakce rozliSujeme reverzibilni
a ireverzibilni senzory’'. V prvnim ptipadé nedochazi pri-
marné k interakci studované latky s povrchem porézniho
kfemiku. Nejcasteji je mechanismus zh4Seni urcen jevem
dielektrického zhaseni excitonu, zhaseci schopnost zavisi
(v kapalné fazi) primarné na dielektrické konstanté detego-
vané latky’%, nékdy souvisi s paramagnetismem detegova-
né latky (kyslik)”. U povrchové modifikovaného porézni-
ho kiemiku je dal$im mechanismem zmény fotoluminis-
cence prenos energie nebo naboje’*. Reverzibilni zhaseni
bylo pozorovano pro vétSinu organickych latek, které che-
micky nereaguji s povrchem porézniho kiemiku. Ireverzi-
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bilni senzorova odezva je nejcastéji spojena s chemickou
reakci sledovanych latek s povrchem porézniho kiemiku,
nejcastéji dochazi k ¢astetné oxidaci povrchu, napf. pfi
detekei NOy &i O, (cit.™).

Interferometricka detekce chemickych latek vyuziva
moznosti pfipravy dobfe definovanych vrstev porézniho
kfemiku. Na takto definovanych vrstvach dochazi k vzniku
interferen¢nich prouzku, jejich vzdalenost maxim je urce-
na tloustkou vrstvy a jejim indexem lomu. U tenkych vrs-
tev porézniho kiemiku (~ 1 pm) ponofenych do roztoku
chemickych latek je efektivni index lomu siln€ z&visly na
indexu lomu kapalného prostiedi. Interferometricka detek-
ce je velice citliva, v kapalné f4zi umoZiiuje detekci jiz pfi
koncentracich 107 M (cit.”).

6.3. Aplikace v mediciné

Porézni kifemik se vyznacuje jedineCnymi vlastnostmi
rovnéZ z hlediska svého vyuziti v medicing. Prvni aplikace
zacCaly byt studovany po zésadnim zjisténi, ze porézni kie-
mik je — na rozdil od kiemiku krystalického — jak biokom-
patibilni, tak biodegradabilni’”’ ~”. Porézni struktura a
schopnost nejenom chemicky, ale i fyzikaln¢ vazat rtizné
typy molekul ptedurcuje vyuziti porézniho kiemiku jako
nosice biologicky vyznamnych latek. Hlavnim faktorem
uréujicim silu této vazby je morfologie porézniho kiemiku.
Vhodnou modifikaci pfipravy vychoziho materidlu lze
dosahnout prednostni adsorpce a resorpce molekul urcité
velikosti. Podrobnéji byla studovéana zavislost adsorpce na
morfologii pro lidsky sérovy albumin, fibrinogen®®®' a glu-
kosooxidasu®*.

Biokompatibilita porézniho kfemiku umoziuje jeho
vyuziti jako podptrné matrice pro kompozitni materialy
uréené pro nahradu tkani. Byly provadény ptedklinické
testy porézniho kiemiku s povrchem upravenym hydro-
xyapatitem pro stimulaci riistu kostni tkang®*. Kompozitni
materidly na bazi polykaprolaktonu a porézniho kfemiku
umoziuji soucasné fizeni pevnosti materialu, uvolovani
vhodnych latek a rychlost resorpce v tkanich™.

Jiz zminéna biokompatibilita porézniho kiemiku pfi-
mo provokuje k propojeni pevnolatkové matrice a nervo-
vého systému. Hlavnim kritériem uspé&Snosti propojeni
porézniho kifemiku s nervovym systémem je opét morfolo-
gie. Bylo prokazédno, Ze nervové vldkna funguji na meso-
poréznim kiemiku a poskytuji dostateCny signal
v ptitomnosti vhodnych ionti™. V této souvislosti nabyva-
ji na vyznamu fluorescenéni barviva, jejichz parametry
fluorescence zavisi na elektrickém poli.

V soucasné dobé¢ je porézni kiemik dodavan pro me-
dicinu pod obchodnim nazvem BioSilicon™. Hlavni v{ho-
dy jeho vyuziti v medicin€ lze shrnout nasledovné: (1) jde
o Cisté a dobte kontrolovatelné prostiedi pro vysoce Gi€inné
davkovani a uvoliovani 1é¢iv, (2) vyroba a mikroobrabéni
(micromachining) krystalického kiemiku byly prokdzany
Ctyficetiletou praxi v elektronickém primyslu, (3) obrov-
ské mnozstvi potencialnich aplikaci pro transport léciv
vcetné malych molekul, peptidd, proteini a vakcin, (4)
ucinnéd kontrola davkovéni a uvolilovani 1éCiv pomoci
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fyzikalni (a nikoliv chemické) optimalizace materialu, (5)
biodegradabilni matrice poskytuje potencialni aplikace
v ortopedii, IéCeni ran a regeneraci tkani, (6) biodegradabi-
lita, senzorové, optické a polovodicové vlastnosti pro po-
tencialni diagnostické aplikace.
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J. Dian® and I Jelinek” (“ Department of Chemical
Physics and Optics, Faculty of Mathematics and Physics,
b Department of Analytical Chemistry, Faculty of Science,
Charles University, Prague): Porous Silicon — A Modern
Nanostructured Material

Porous Si is a complex material with surprising physi-
cal and chemical properties as compared with crystalline
Si. Properties of porous Si and its characterization methods
used in the last two decades are reviewed. Surface fuction-
alization substantially extends the application potential of
porous Si; its applications in optoelectronics, chemosen-
sors and medicine are presented.
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1. Uvod

Neustale rostouci néroky na detekci a stanoveni nej-
ruznéjsich latek ve stale nizSich koncentracich a ve stale
novych detekénich metod. Vyuzivano je pfi tom nejen
nejruznéjsich standardnich méficich principt, ale i inovace
principti jiz v podstaté opusténych. Typickym piikladem je
revitalizace vysokofrekvencnich impedancnich metod
umoziujicich méfit vodivost nebo permitivitu roztoki.
Atraktivni na téchto metodach je skutecnost, ze elektrody
jsou umistény na vnéjSich sténach nadobek ¢i potrubi
z nevodivého materidlu, v nichZ je analyzovany roztok,
protoze vysokofrekvenéni signal sténami prochazi. Elek-
trody tak nejsou v pfimém kontaktu s roztokem a jejich
vlastnosti nejsou interakci s timto roztokem ménény. Na
druhé stran¢ vSak nelze vyuzivat selektivnich interakci
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mezi elektrodou a roztokem, které mohou prispivat
k citlivosti a selektivité detekce, coz je mozné v jinych
elektroanalytickych technikach.

V minulosti'? byly tyto metody vyuzivany pro dielek-
trimetrickd stanoveni nékterych analytd (napf. vody
v kapalnych ¢i tuhych materialech), predevsim vsak jako
detekéni metoda pfi tzv. vysokofrekvencnich titracich;
s vyhodou byly pouZzivany pii srazecich titracich ¢i titra-
cich v nevodném prostredi. Ztidka byly vyuzivany pro
detekci v kapalinové chromatografii, viz napt.>*, nebo
izotachoforéze™®. Rozsifeni vysokofrekvenénich metod do
praxe branily predev§im technické ditvody — vysoké pouzi-
vané frekvence, desitky az stovky MHz, kladly mimotadny
narok jak na zpracovatelskou elektroniku zaloZenou na
vakuovych elektronkach, tak i na geometrické usporadani
detekénich cel. Obtizna byla Casto i interpretace métenych
odezev, protoze zavislosti méfeného signalu na koncentra-
ci byly obecné nelinedrni, ¢asto nemonotonni a do znacné
miry empirickeé.

Na konci 90. let minulého stoleti byla publikovéna
zapojeni™® umoziujici pouzit k impedanénim méfenim
niz§ich frekvenci, rddové stovky kHz. Signal o t&chto frek-
vencich téz prochazi sténami, ale pouzivana elektronika,
polovodicové operacni zesilovace, i detek¢ni cely mohly
byt podstatné jednodussi, snadn&jsi byla i interpretace
méfenych signald. Inovovand metoda byla navrzena a je
vyuzivana predevSim pro tzv. bezkontaktni vodivostni
detekcei v kapilarni elektroforéze a v elektroforéze na Cipu
(je Gasto oznalovana jako C'D, Capacitively Coupled
Contactless Conductivity Detection), viz napf. ptehledové
referaty z posledni doby™®, ale nachézi uplatnéni
i v jinych pritokovych metodach.

Do vyvoje a vyuzivani inovovanych vysokofrekvenc-
nich impedancnich metod se intenzivné zapojila i katedra
analytické chemie na Ptirodovédecké fakulté¢ Univerzity
Karlovy v Praze. Nasledujici text shrnuje a kriticky hod-
noti vysledky ziskané na této katedie za poslednich asi
deset let a zatazuje je do kontextu celosvétového vyzkumu
v této oblasti. Vyzkum byl zaméfen piedev§im na vlivy
geometrického uspotradani detekcnich cel na charakter
odezvy a hledana byla jejich nova a netradi¢ni usporadani
vyuzitelna pro detekci latek pfi nejriznéjSich analyzach
v toku kapaliny.

2. Teoreticky zaklad metod

Bezkontaktni detekéni cely obsahuji dvé elektrody
izolované od testovaného roztoku. Na jednu z elektrod je
pfivadén stfidavy signal o vhodné frekvenci (zpravidla
sinusového prubchu), signal prosly roztokem (stiidavy
proud) je sniman elektrodou druhou, usmérnén, zesilen
a registrovan.
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Zjednoduseny (ale pro zakladni teoreticky popis vy-
hovujici) ndhradni obvod bezkontaktni impedancni cely je
na obr. 1. C jsou kapacity kondenzatort, které se vytvari
mezi elektrodou a roztokem, v nichz je dielektrikem mate-
rial oddélujici elektrodu od roztoku, R je odpor roztoku
v prostoru mezi elektrodami a Cy je parazitni kapacita
umoziujici prenos elektrického signalu mezi elektrodami
mimo roztok, tj. po povrchu ¢i uvnitf dielektrika.

Velikost méteného proudu proslého detekéni celou
(analyticky signal) zavisi na impedanci cely Z. Tu lze po-
psat obecnym vztahem

Z=R+iX (1)
kde redlna Cast, rezistance R, je funkci geometrickych pa-
rametrd cely a vodivosti roztoku. Imaginarni ¢ast impe-
dance, kapacitance X, je rovnéz funkci geometrickych
parametra cely, které s relativni permitivitou dielektrika
a roztoku urcuji kapacity kondenzatort C a Cy, a kromé
toho zavisi i na uhlové rychlosti ® vstupniho stfidavého
signalu, resp. na jeho frekvenci f (o = 2mf). Podle experi-
mentalnich podminek méfeni (geometrické usporadani
impedancni cely, charakter méfeného roztoku, frekvence
stiidavého signalu) se na celkové impedanci mize podilet
vice rezistance, pak jde o bezkontaktni vodivostni detekci,
nebo kapacitance, pak jde o dielektricka méteni, dk-metrii.

Impedanci cely z obr. 1 1ze popsat vyrazem

__ %A% (2
Zl +7Z )

kde Z; je impedance urCovana seriovou kombinaci kapacit
C a odporu R,

j 3
Z,=R-2-- (3
oC

a Z, je impedance urcovana parazitni kapacitou Cy

“)

i

Obr. 1. ZjednoduSeny nahradni obvod bezkontaktni impe-
danéni cely a jeji pripojeni ke zdroji vysokofrekven¢niho
signalu a k méridlu signalu proslého celou
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Analyticky signdl ur€uje zména impedance cely AZ

AZ=7,-27, (5)

kde Z, a Zg jsou impedance cely, v jejimz detekénim pro-
storu je analyt nebo pouze nosné médium. Analytickym
signalem je stiidavy proud /

1

oL (6)
[aZ]

1

kde U je amplituda vstupniho stfidavého signalu.

Priklady typickych geometrickych uspotadani bez-
kontaktnich detek¢nich cel jsou na obr. 2. Nejbézngjsi je
tubularni uspofadani vyuzivané predev§im v kapilarni
elektroforéze, plandrni uspofddani je vhodné pro detekci
v elektroforéze na Cipu ¢i obdobnych mikrofluidnich systé-
mech. Pro nej€astéjsi tubularni uspofddani plati pro R a C
v rov. (3)

R:lWJ“zd 7)
K A
a
_ MEEW (8)
ln(r2 /rl)

kde x je mérnd vodivost roztoku, €, a € jsou permitivita
vakua (8,85-10™2 F m™') a relativni permitivita dielektrika
tvoriciho sténu trubicky s roztokem, ostatni symboly jsou
definovany v popisku k obr. 2.

Na uvedeném teoretickém zakladé lze chovani de-
tekénich cel modelovat pro riizné experimentalni podmin-
ky. Hodnota parazitni kapacity C je zpravidla hleddna
empiricky, jeji hodnota je fadu desetin az jednotek pF.
Modelované i experimentdlni zavislosti je vyhodné pre-
zentovat v normalizované formé, aby je bylo mozno zna-
zornit v jednom grafu ¢i vzdjemné porovnat. V absolutnich
hodnotéach se modelované a experimentalni zavislosti zpra-
vidla lisi, protoze pouzity model je zjednoduseny, ale pri-
béh modelovanych zavislosti obvykle pomérné dobie od-
povida zavislostem experimentdlnim a umoziiuje tak pred-
povidat a optimalizovat chovani a vlastnosti studovaného
systému.

3. Vliv geometrickych parametri detekéni
cely na méreny signal

3.1. Tvar elektrod

Z naSich méfeni vyplyva'"'2, Ze nahrazenim nejcastéji
pouzivanych tubularnich elektrod v kapilarni elektroforéze
(obr. 2A) elektrodami semitubularnimi (obr. 2B) se para-
metry detektoru zméni zanedbatelné, ale nové usporadani
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D

Obr. 2. Priklady testovanych realizaci bezkontaktnich impedancnich cel s tubularnimi (A), semitubularnimi v konfiguraci vedle
sebe nebo proti sobé (B), planarnimi (C), izolovanymi dratkovymi elektrodami (D) a planarnimi v konfiguraci proti sobé (E).
U jednotlivych usporadani jsou vyznaceny zakladni geometrické parametry pouzivané pii teoretickém popisu cely, w — geometricka Sitka
elektrod, d — sitka mezery mezi elektrodami, », a r, — vnitini a vné&jsi polomér trubic¢ky (kapilary) s roztokem ¢i polomér dratku bez

a s izola¢nim filmem

prinasi fadu vyhod. V testovanych detektorech byly semi-
tubularni elektrody vlepeny do drazky tvaru U o priméru
rovném vnéjsimu priméru kapilary, vytvorené v desticce
z plexiskla. Kapilara byla vlozena do drazky a tésné pfitis-
téna k elektroddm pomocnou destickou. Vyhodou tohoto
usporadani je:
a) moznost snadné vymeény kapilary pfi jejim poskozeni,
b) kapilara je k elektroddm pfitiSt€na bez vzduchové
mezery mezi sténou kapilary a elektrodou. V detekto-
rech s tubularnimi elektrodami musi byt vnitini pri-
mér tubuldrnich elektrod vétsi nez vnéjsi primér kapi-
lary tak, aby ji mohla kapildra volné prochézet pii jeji
vyméné. Tim vznika mezi sténou elektrody a kapilary
vzduchova mezera a mozna zména vzdalenosti kapila-
ry od elektrody tak pfispiva k sumu detektoru’’.

Bylo rovnéz ukéazano'?, Ze prakticky pouzitelny je
i detektor s planarnimi elektrodami, obr. 2C, k nimz je
separacni kapilara pritiSténa. Konstrukce je tak velice jed-
noduchd, elektrody mohou byt vytvofeny napf. pfimo na
desticce s tisténymi spoji obsahujici elektroniku detektoru.
Citlivost je proti citlivosti detektoru s tubularnimi elektro-
dami sniZena pouze na méné neZ polovinu. Plandrni elek-
trody v8ak maji vyznam pfedevsim v elektroforéze na ¢i-
pu, kde jsou pritisknuty k vicku ¢ipu v blizkosti konce
separa¢niho kanalu. Na prvnich pracich popisujicich za-
kladni charakteristiky bezkontaktni vodivostni detekce pfi
separacich na &ipu'? i jeji praktické vyuziti pii detekci
zplodin po explozich” se podilela i katedra analytické
chemie na Pfirodovédecké fakult¢ Univerzity Karlovy
v Praze.

Pro piipravu elektrod pouzivanych ve vSech zming-
nych detektorech se osvédcila aluminiova folie o tloust’ce
10 pm. Elektrody z tohoto materialu, podobné jako elek-
trody vytvarené piimo na povrchu kapilary vodivymi laky,
maji malou tloustku, takze parazitni pfenos mezi nimi
mimo roztok je maly. V detektorech s tubularnimi elektro-
dami o vétsich tloustkach je tento paraziticky pfenos vy-
znamngjsi a byva proto snizovan vlozenim uzemnéné stini-
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ci folie do mezery mezi elektrodami'®. Detekéni cela je tak
mezi snimaci elektrodu a uzemnénou stinici folii, coz vede
ke snizeni citlivosti detekce.

3.2. Sitka elektrod

Pti studiu vlivu $itky tubularnich elektrod (obr. 2A)
na citlivost a dosazenou separacni ucinnost (Sitku piku
separovanych latek) v CE bylo zjisténo, Ze geometricka
sitka elektrod ma velmi maly vliv na velikost signalu i na
sitky pikil’. RovnéZ bylo ukézéno, Ze pii pouzivani deteké-
nich cel s uzkymi elektrodami (2 mm) je optimalni frek-
vence, pfi niZ je dosazeno nejvétsi odezvy, fadu stovek
kHz (400 az 600 kHz)*'", zatimco vhodné frekvence pro
cely s elektrodami Sirokymi 15 az 50 mm byly fadove
nizsi, 20 az 40 kHz (cit.”), &i 40 az 100 kHz (cit.'®).

Z nasich simulac¢nich studii (obr. 3) vyplyva, ze zavis-
lost impedance cely na $ifce elektrod prochazi minimem
a stfidavy elektricky proud bude prochazet detekéni celou
po trajektorii vyznacujici se nejmensi hodnotou impedan-
ce. Nemusi proto prochazet celou geometrickou Sitkou
elektrod w, ale pouze Sitkou efektivni’® weg, pro niz je
impedance minimalni.

Jak je vidét z obr. 3, efektivni Sitka elektrod se méni
s ménici se frekvenci stiidavého signalu; ¢im je vyssi pou-
zivana frekvence, tim je efektivni §itka mensi. Z toho ply-
nou tyto zavery:

a) Je-li w > weg, prochazi proud pouze ¢asti geometrické
plochy elektrody a neni zavisly na jeji celkové délce.
Tim je vysvétlen maly vliv geometrické Sitky elektrod
na velikost signalu i na §itky pikd. Délka detekéniho
prostoru je rovna 2 X wert d a tato délka urcuje efek-
tivni objem detektoru a tim i eventualni vliv detekéni-
ho objemu na separacni ucinnost. Detekéni objem se
méni se zménou frekvence. Pti vysokych frekvencich
lze pouzivat detekeni cely s uzkymi elektrodami aniz
je ovlivnéna citlivost detekce. Pii pouziti Sirokych
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Obr. 3. Modelovana zavislost impedance na Sifce elektrod pro
ruzné frekvence (uvedeny u kiivek v kHZ). Parametry modelo-
vani: kfemenna kapilara, »; = 37,5 um, r, =190 um; g, =4.3; d
=1 mm, C, = 0,1 pF (odhad); vodivost nosného elektrolytu (20
mM MES/HIS), kg = 4,62:107% S m™, vodivost zény analytu (10
pum KC), 14 =1,5-10* Sm™"

elektrod mohou byt frekvence vstupniho stfidavého
signélu nizi.

Je-li w < weg, je proud tekouci detekéni celou mensi
nez by odpovidalo vodivosti roztoku v cele a citlivost
detekce je snizena. Délka detekéniho prostoru je rovna
2 X w + d, tj. je urCovana geometrickymi rozméry
elektrod. Detekéni objem, a tim i vliv detektoru na
separacni ucinnost, bude malo zavisly na frekvenci.
Teorii efektivni Sitky elektrod potvrzuji i vysledky
v praci®’.

b)

3.3. Sitka mezery mezi elektrodami

Vliv sitky mezery mezi detekénimi elektrodami na
citlivost detekce byl studovan s detekéni celou
se semicylindrickymi elektrodami umisténymi proti sobé,
viz obr. 2B. Jedna z elektrod je pevnd, druhou elektrodou
1ze po povrchu kapilary pohybovat a ménit tak $itku meze-
ry mezi nimi “.

Z grafického znazornéni citlivosti na vzdalenosti
elektrod na obr. 4 je vidét, Ze v souladu s predpokladem,
experimentalné zjisténa citlivost detekce s klesajici vzdale-
nosti elektrod roste, protoze klesa odporova slozka impe-
dance cely. Od hodnoty asi 1 mm az k 0 mm je v mezich
intervalu spolehlivosti prakticky stejna, lze vsak predpo-
kladat mirny pokles citlivosti, jak naznacuje i modelovana
zavislost. Jakmile se elektrody za¢nou prekryvat, citlivost
vyrazné klesa, protoze se méni charakter detekce — roste
vliv kapacitni slozky impedance a klesa vliv slozky odpo-
rové. Pti uplném piekryti elektrod je odporova slozka za-
nedbatelnd a signal urcuje predevsim permitivita.
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Obr. 4. Zavislost citlivosti detekce na vzdalenosti elektrod.
Body — experiment (hodnoty vzaty z prace'?), plna &ira — mode-
lovy vypocet. Parametry modelovani: w = 1,6 mm, /= 300 kHz,
ostatni parametry viz obr. 3. Vzdalenosti oznafené zapornym
Cislem predstavuji odpovidajici prekryv elektrod

3.4. Tloust'ka dielektrika

S klesajici tloustkou dielektrika roste kapacita kon-
denzatorli C v nahradnim obvodu detekéni cely, takze
kapacitni slozka impedance prispiva mén¢ k celkové impe-
danci detekeni cely a proudovy signal roste. Tloustka sté-
ny kapilar o vn&jSim priméru 380 um a vnitinim praméru
75 pm pouzivanych v CE je nejcastéji asi 150 pum. Pfi
ztenCeni stény v misté detekce na asi 100 pum, tj. o 30 %,
a s planarnimi elektrodami bylo dosazeno zvySeni citlivos-
ti o vice nez 120 % proti detekci v neupravené kapilare'*.

Sténa kapilary byla zten¢ovana brousenim ve special-
nim pfipravku a planarni elektrody byly pfilepeny piimo
na zbrousenou kapilaru. V ¢ipové elektroforéze 1ze zvyse-
ni citlivosti dosahnout snizenim tloustky vicka mezi elek-
trodami a separa¢nim kanalem?'.

4. Vliv parametri vstupniho stiidavého

signalu na vlastnosti detektoru

Vliv frekvence a amplitudy vstupniho stfidavého sig-
nalu na méfeny signal je experimentalné snadno sledova-
telny, proto byl studovan Castéji nez vliv geometrie cely.
Na charakter signalu proslého detekéni celou ma pfi vyso-
kych frekvencich vliv i pouzita elektronika, pfedevsim typ
operaénich zesilovagt®*.

4.1. Vliv frekvence
Obecny problém pii optimalizaci detekénich paramet-

rl spociva v tom, ze vliv jednotlivych parametri detektoru
na méfeny signal, tj. predev§im geometrie cely (Sitka elek-
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Obr. 5. Modelovana zavislost odezvy detektoru na roztok
vzorku o konstantni vodivosti davkovany do roztoku mobilni
faze o riznych vodivostech a p¥i riiznych frekvencich vstup-
niho signalu (frekvence v kHz uvedena u kiivek). Pro srovnani je
uvedena i odezva v ptipadé, ze by se v detekéni cele uplatiioval
pouze ohmicky odpor roztoku (A). Parametry modelovani: vodi-
vost mobilni faze, kg je z oboru 1,5-10% az 1,5-107' S m™!
(odpovidajici asi 10 az 1072 M-KCI), vodivost analytu, ks =1,5-
10 S m™" (odpovida asi 107> M-KCI; detegovana vodivost je
rovna KgtK,), w =2 mm, ostatni parametry viz obr. 3

trod, $ifka mezery mezi nimi), frekvence a vodivost rozto-
ku, nelze vysetfovat izolované. Zména jednoho z paramet-
rl ovlivni i parametry ostatni. V podstaté pro kazdou geo-
metrickou konfiguraci detekéni cely a kazdy roztok o urci-
té vodivosti by bylo nutno hledat optimalni frekvenci, pfi
niz je pomér signal/Sum nejvyssi. Uvedenou situaci ilu-
struje obr. 5, kde je znazornéna zavislost odezvy detektoru
na nadavkovani vzorku o konstantni vodivosti do roztokl
mobilni faze o riznych vodivostech pii riznych frekven-
cich vstupniho stiidavého signalu®*. Z modelu plyne, Ze:

a) optimalni detekeni frekvence, tj. frekvence, pfi niz je
odezva nejvyssi, roste s rostouci vodivosti detegova-
ného roztoku. Cim je vodivost roztoku mensi, tim
citlivgjsi je nastaveni optimalni frekvence na zménu
vodivosti roztoku,

kalibraéni zavislosti zjistované pii konstantni frekven-
ci jsou nelineérni a v $irSim rozsahu vodivosti mohou
byt i nemonotonni, pfedevsim pti niz§ich pouzivanych
frekvencich.

Obdobné vysledky byly publikovany napf. v praci®.

b)

4.2. Vliv amplitudy

Amplituda stfidavého signalu ma na charakter odezev
bezkontaktnich impedancnich detektorti relativné maly
vliv. Obecné plati, Ze ¢im je amplituda vétsi, tim veétsi je
i méfeny signal. V literatuie byly popsany detektory pracu-
jici s amplitudou od 0,5 V (cit.'”) do 450 V (cit.*), nejéas-
t&ji je vSak pouzivana amplituda 10 az 20 V, kterou posky-
tuji bézné generatory stfidavého signalu. Bez vyrazného
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vlivu je i pouzivani stfidavych signalt jiného tvaru
(trojuhelnik, square wave) nez sinusového.

5. Méné béZna uspoiadani bezkontaktnich
impedan¢nich detektoru

Kromé standardnich detektord popsanych vyse, byla
vyvijena, testovana a vyuzivana nova, netradi¢ni, geomet-
rickd usporadani bezkontaktnich impedanc¢nich cel a nové
zpusoby zpracovani analytickych signal z téchto cel.

5.1. Detekéni cely

Konstrukce bezkontaktnich detekénich cel
s tubularnimi nebo semitubularnimi elektrodami umoznuje
pfivést do detekéni mezery mezi elektrody svétlovodnym
vlaknem zafeni z UV detektoru a zafeni proslé kapilarou
bud’ vést k detektoru dal§im svétlovodnym vladknem nebo
pfimo snimat velkoplodnou fotodiodou?’*’. Vysledkem je
dualni detektor vyuzivajici dvou riiznych detekénich prin-
cipu, pficemz k bezkontaktni vodivostni a optické detekci
dochazi v jednom misté separacni kapilary. V jinych kon-
strukcich kombinovanych detektord jsou jednotlivé detek-
tory zpravidla umistény v sérii podél kapilary, takze jejich
odezvy jsou jednak posunuty v Case a jednak odpovidaji
riznému stupni separace. Dudlni detekce byla vyuzita pfi
stanoveni nedokonale separovanych aminokyselin®.

V kapalinové chromatografii je ¢asto pouzivan tenko-
vrstvy ampérometricky detektor. Stejné geometrické uspo-
fadani bylo vyvinuto i pro bezkontaktni vodivostni detek-
ci’' a vyuZito pfi separaci a stanoveni polykarboxylato-
vych derivati cyklenu®”.

Zcela novy pristup ke konstrukeci bezkontaktni vodi-
vostni cely, v niz je tloustka dielektrika mezi elektrodou
a roztokem vyrazné sniZena, byl popsan v praci*:. Vodi-
vostnimi elektrodami jsou kovové dratky pokryté tenkym
filmem izola¢niho materialu umisténé ptimo uvnitt trubice
s testovanym roztokem, viz obr. 2D. Pfi pouziti napf. la-
kem izolovaného médéného dratu pouzivaného bézné
v elektrotechnice pro navijeni civek transformatort a elek-
trickych motort, je tloustka dielektrika mezi elektrodou
a roztokem fadu jednotek pm. Elektrody mohou byt
v trubici umistény pii¢né nebo podélné¢ vzhledem k ose
trubice. Tento typ vodivostnich cel neni realizovatelny
v kfemennych kapilarach pouzivanych pro CE, ale lze ho
vyuzit v plastovych trubicich pouzivanych v kapalinové
chromatografii, prutokové injek¢ni analyze atp. V prtto-
kové injekcni analyze byl pouzit pifi stanoveni totalniho
obsahu anorganického uhliku™.

5.2. Zpracovani signdlu

Pti bezkontaktni vodivostni detekci je analytickym
signalem stiidavy elektricky proud, jehoz velikost je urco-
vana pfedev§im odporovou komponentou impedance de-
tekeni cely. Na celkové impedanci se vSak podili i kapacit-
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ni komponenta, viz rov. (/), ktera, pokud se méni se zmé-
nou obsahu analytu ve vzorku, muze byt téz vyuzita
k detekci. Zména kapacity cely se mlze projevit napf.
zménou frekvence elektronického multivibratoru, k némuz
je cela pfipojena jako kondenzator urcujici frekvenci. To-
hoto velice jednoduchého uspofadani bylo pouzito pro
stanoveni koncentrace a relativni permitivity vodnych
roztokl riznych rozpoustédel (ethanol, methanol, dioxan)
a pro stanoveni obsahu ethanolu v automobilovém benzi-
nu®’. Detekéni celou byla dvojice planarnich elektrod od-
izolovanych od roztoku plastovou folii umisténych proti
sobé, viz obr. 2E.

Kapacitni detekéni cela muze byt téZz zapojena ve
vstupu deriva¢niho operacniho zesilovace. Pro jeho vy-
stupni napéti £ plati vztah

|E,| = rcE ©
dt

kde R je konstantni zpétnovazebni odpor derivac¢niho zesi-
lovace a C je kapacita detekéni cely. Pokud je zména
vstupniho napéti dE;/dt konstantni, napf. na vstup je priva-
déno symetrické napéti trojuhelnikového tvaru, je na vy-
stupu zesilovae napéti umérné kapacité detekcni cely.
Uvedeny zplsob zpracovani signalu z bezkontaktni de-
tekéni cely tvofené izolovanymi dratkovymi elektrodami
(obr. 2D) byl teoreticky modelovan a pouzit pro stanoveni
obsahu methanolu a dioxanu ve vodném roztoku™.

Pii bezkontaktnich impedanc¢nich méfenich je casto
pouzivano frekvenci fadu stovek kHz, které spadaji do
oblasti frekvenci stfedovinného radiového vysilani. Je tedy
ziejmé, Ze ke zpracovani stfidavého signalu ze snimaci
elektrody je mozno vyuzit elektroniky pouZzivané v radio-
vych pfijimacich. Testovan byl integrovany obvod pro
sttedovlnny piijimac, typ TDA 1072A, firmy Philips Se-
miconductors. Tento obvod, specialné navrzeny pro zpra-
covani stiidavych signald pouzivanych frekvenci, nahrazu-
je nékolikastupniovou elektroniku ve standardnim detekto-
ru — snimani proudu, usmérnéni a zesileni signalu. Detek-
tor s timto obvodem byl pouzit pro stanoveni vodivosti
pitnych vod*’?®.

6. Zavér

Bezkontaktni impedanéni metody byly vyuzity pfi
feSeni mnoha praktickych analytickych tuloh, z nichz tada
jiz byla zminéna v pfedchozim textu. Jejich hlavni vy-
znam, jak jiz bylo feceno, lezi v oblasti vodivostni detekce
iontovych latek v separac¢nich metodach. Na katedfe analy-
tické chemie, ve spolupraci s partnerskymi organizacemi,
byla bezkontaktni vodivostni detekce vyuzita dale pii elek-
troforetické separaci a stanoveni kationtli v mineralnich
vodach® a pii stanoveni fady biochemicky &i klinicky vy-
znamnych latek'*2. Byla dale aplikovana i na sledovani
reakcénich mechanismtl organickych reakei, v nichz vystu-
puji latky iontové povahy, a které probihaji ve zcela uza-
vieném prostoru bez piistupu vzduiného kysliku®.
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Zav€rem lze fici, Ze bezkontaktni impedancni metody
vyznamn¢ piispivaji k fesSeni obecného problému elektroa-
nalyzy, s nimZ se elektroanalytici potykaji od zavedeni
elektrod z tuhych materill (tedy jinych neZ rtut’ v kapajici
elektrod¢) do praktické analyzy. Jde o udrzeni stabilni
aktivity indikacni elektrody, kterd je v klasickych meto-
dach v pfimém kontaktu s analyzovanym prostiedim a tak
je vystavena nepfiznivému plisobeni matrice analyzované-
ho vzorku. Je $koda, ze bezkontaktni detekce je z principu
omezena pouze na metody konduktometrické a dielektri-
metrické.

Prace vznikla pri teSeni projektii podporovanych
MSMT CR, vyzkumny zamér MSM 0021620857 a GA CR,
grant P206/10/1231.
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1. Uvod

Cilem sedimentac¢ni analyzy provadéné pomoci analy-
tické ultracentrifugy je charakterizace sedimentujicich
¢astic z hlediska jejich molekulové hmotnosti, sedimentac-
niho koeficientu a dalSich hydrodynamickych vlastnosti.
Ze sedimentacnich dat 1ze ziskat odhad velikosti a tvaru
Castic, udaje o distribuci jednotlivych typu sedimentujicich
¢astic ve vzorku a v neposledni fad€ studovat rovnovazné
systémy, vcetné¢ urceni prislusnych rovnovaznych kon-
stant. Vztdhneme-li pojem sedimentujici ¢éstice naptiklad
na molekulu proteinu, je z vySe uvedené¢ho vyctu hlavnich
aplikaci této metody zfejmé, Ze v oblasti vyzkumu bio-
makromolekul, ptedev§im proteind a nukleovych kyselin,
muze mit sedimentacni analyza velké uplatnéni. Je to na-
vic jedna z nemnoha metod, které umoznuji urcit moleku-
lovou hmotnost ptimo, bez nutnosti kalibrace ¢i interakce
s matrici, a to pfimo ve vodném prostiedi (nejcastéji
v pufru) za fyziologickych podminek. A tak pfestoze se
jedna o metodu jiz bezmala sto let starou, nachazi stale
velké uplatnéni nejen ve védé a vyzkumu, ale i ve farma-
ceutickém primyslu. Cilem tohoto referatu je podat pie-
hled o principech a praktickych aplikacich sedimentacni
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analyzy s dirazem na analyzu biomakromolekul. Tento
referat je publikovan ve zkracené verzi, plnou verzi dvoj-
nasobného rozsahu lze stahnout ze stranek katedry bioche-
mie UK PfF, http://www.natur.cuni.cz/chemie/biochem/
sluzby.

2. Historie analytické ultracentrifugy

Historii analytické ultracentrifugy zapocal jeji kon-
struktér a objevitel metody sedimentacni analyzy Theodor
Svedberg (1884—1971)'. Rodak ze $védského Flering,
okres Gévleborg, se stal v roce 1904 studentem univerzity
v Uppsale, ktera uz také zlstala jeho hlavnim celozivotnim
pusobistém. V letech 1912-1949 zastaval na této univerzi-
té funkci profesora fyzikalni chemie. Svedbergova prace
se tykala pfevazné koloidi a makromolekularnich latek.
Spolu s ¢etnymi spolupracovniky studoval fyzikalni vlast-
nosti koloidl, zejména jejich difuzi, absorpci svétla a sedi-
mentaci, coZ mu umoznilo potvrdit, ze termodynamické
zakony plynu 1ze aplikovat také na disperzni systémy. Pro
studium sedimentace sestrojil analytickou ultracentrifugu,
s niz sledoval sedimentaci velkych molekul (proteint,
sacharidd, polymert) v roztoku a tato pozorovani uvedl do
vztahu k molekulové velikosti a tvaru sedimentujicich
molekul. Ukazal tak, Ze molekuly daného Cistého proteinu
maji vSechny stejny tvar a ze s vyuzitim analytické ultra-
centrifugy lze prokéazat pritomnost kontaminujicich latek.
Za praci na disperznich systémech mu byla roku 1926
udélena Nobelova cena za chemii.

3. Pristroj a jeho parametry

Vzhledem k tomu, Ze jiz pies padesat let se vyvoji
a vyrob¢ analytické ultracentrifugy vénuje zejména firma
Beckman Coulter, vycet technologickych moznosti meto-
dy je omezen na popis soucasného typu analytické ultra-
centrifugy ProteomeLab XL-A/XL-I tohoto vyrobce.
Z hlediska odsttedivé sily 1ze dosahovat tihového pole
v rozmezi pfiblizné 60 az 300 000 x g (min. rychlost
1000 ot min™", max. rychlost 60 000 ot min™"). Molekulové
hmotnosti castic, které tak 1ze pomoci analytické centrifu-
gy studovat, se pohybuji pfiblizné v rozsahu 100 Da az
10 GDa. Sedimentaci biomakromolekul 1ze sledovat po-
moci dvou nezavislych optickych systému, absorbanéni
(XL-A) i interferencni optiky (XL-I). Absorban¢ni optika
sestava ze zableskové xenonové lampy, monochromatoru
(200-800 nm), pohyblivé Stérbiny a fotonasobice.
V klasickém uspofadani je vzorek umistén do kyvety se
dvéma sektory. Do jednoho je umistén analyzovany vzo-
rek, druhy sektor obsahuje kontrolni vzorek, zpravidla
pufr, v némz je vzorek rozpustén, resp. do néhoz je preve-
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Obr. 1. Schéma kyvety se dvéma sektory a odpovidajiciho
sedimenta¢niho zdznamu. Roztok vzorku je umistén do jednoho
sektoru a roztok rozpoustédla (zpravidla pufru) po vzijemné
rovnovazné dialyze je umistén do druhého sektoru jako kontrola.
Sektor reference se obvykle plni o néco vice nez sektor vzorku,
aby meniskus reference nezakryval sedimentacni profil vzorku.
Vzorek plsobenim odstfedivé sily sedimentuje smérem ke dnu
kyvety a dojde tak k vytvoteni sedimenta¢niho rozhrani

den dialyzou. Svazky svétla prochazeji obéma sektory
kyvety rovnobézné s osou otaceni, Stérbina umisténa pod
kyvetou se pohybuje v radidlnim sméru (kolmém na osu
otaceni, ve sméru pusobeni odstiedivé sily), vysledkem je
tedy zavislost absorbance vzorku na poloméru otdceni
(obr. 1). Interferen¢ni optika naproti tomu pracuje se dvé-
ma Sirokymi svazky laseru, které prochazeji obéma sekto-
ry kyvety v celé jeji radialni Sifce. Po prichodu kyvetou
dochézi k interferenci obou svazkl a vzniklé interferencni
prouzky jsou optickym systémem pieneseny az na CCD
kameru. Pfi sedimentaci vzorku dochézi ke zménam inde-
xu lomu svétla oproti kontrole, coz se projevi zakfivenim
interferen¢nich prouzki a jejich posunem oproti referenci.
Tvar a posun prouzkd snimany kamerou Ize pfimo pozoro-
vat v realném Case na obrazovce fidiciho pocitace, obraz je
matematicky zpracovan metodami Fourierovy transforma-
ce a vysledkem je opét zavislost posunu interferenc¢nich
prouzkii (ktera pfimo odpovida zménam koncentraci latek
v roztoku) na poloméru otaceni. Absorbancni optika je
vhodna predev§im pro sledovani sedimentace proteinQ
(230 ¢i 280 nm) a nukleovych kyselin (260 nm), ptficemz
Ize pracovat v koncentraénim rozmezi pfiblizng 10 pg ml™
az 1 mg ml™'. Interferenéni optiku lze naopak s vyhodou
vyuzit pii studiu neabsorbujicich latek, naptiklad polysa-
charidt, nebo koncentrovanych roztoku latek absorbuji-
cich. Spotieba vzorku je typicky 400 pl pro sedimentaéni
rychlost a 110 pl pro sedimenta¢ni rovnovéhu, pii¢emz ana-
lyza je nedestruktivni a vzorek Ize po jejim ukonceni odebrat
zpét a pouzit pro jiné ucely. Posledni technickou inovaci
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celého systému a soucasnou hranici moznosti celé metody je
sledovani fluorescence vzorku, které je nyni mozné
s komeréné dostupnym optickym systémem firmy AVIV
Biomedical (Lakewood, USA, www.avivbiomedical.com).

4. Pi‘ehled aplikaci

Pii studiu chovani makromolekul hleddme ¢asto od-
povédi na nasledujici otazky’: Je vzorek homogenni? Jaka
je jeho molekulovd hmotnost? Pokud je pfitomno vice
druhtt molekul, jaka je distribuce jejich molekulovych
hmotnosti? Jaka je velikost a tvar makromolekul? Mtzeme
mezi nimi detegovat vzajemnou interakci a urcit jeji
stechiometrii a silu vazby? Méni se konformace makromo-
lekul? Odpovédi na vySe uvedené otdzky miizeme ziskat
sedimentacni analyzou v analytické ultracentrifuze, a to
provedenim dvou zékladnich typti experimentt: sedimen-
taéni rychlosti a sedimentacni rovnovahy, které poskytuji
komplementarni informace. Casto je uZitetné pouzit
k vyfeSeni daného problému obou technik zaroven.

5. Sedimenta¢ni rychlost

Mefteni sedimentacni rychlosti je hydrodynamicka
technika, kterd je citlivd k hmotnosti a tvaru makromole-
kul. Pfi pouziti dostatecné velké odstredivé sily za vyso-
kych otacek se zacnou vSechny makromolekuly stejnomér-
n¢ pohybovat smérem ke dnu kyvety. Vytvofi se tak pohy-
bujici se rozhrani (angl. termin ,,boundary*) mezi sedi-
mentujicimi makromolekulami a oblasti roztoku, ve které
se jiz nenachazeji (obr. 2). Toto rozhrani se pohybuje od
menisku smérem ke dnu kyvety a rychlost tohoto pohybu
je sledovana sérii snimkd. Vlivem difuze vSak zaroven
dochazi k rozmyvani rozhrani, coz se na snimcich projevi
zménou jeho tvaru. Z rychlosti pohybu a tvaru rozhrani tak
lze urcit sedimentacni a difuzni koeficient dané makromo-
lekuly. Sedimentacni koeficient makromolekuly s je urcen
jejimi molekularnimi parametry vyjadifenymi ve Svedber-
gové rovnici®’:

s = uw/@*r = M(1 —Vp)/Naf= MD(1 —Vp)/RT
kde je u pozorovana radialni rychlost pohybu makromole-
kuly, o ahlova rychlost rotoru, r vzdalenost od osy otade-
ni, o°r odstrediva sila, M molekulova hmotnost, ¥ parcialni
specificky objem molekuly, p hustota roztoku, Nx Avo-
gadrova konstanta, f frikéni koeficient, D difuzni koefici-
ent a R univerzalni plynova konstanta; k Gprave rovnice do
tvaru na pravé stran¢ bylo pouzito vztahu D = RT/Nuf.
Hodnota sedimenta¢niho koeficientu se b&zné udava
v jednotkach Svedberg (S), pfi¢emz 1 S odpovida 107" s.
Hodnotu frikéniho koeficientu pro hladkou, kompaktni
kulovitou ¢astici mizeme uréit pomoci Stokesova zakona
jako fo = 6mnRy, kde f; je frikéni koeficient sférické Castice,
n je viskozita roztoku a Ry je polomér koule. Mizeme pak
zkombinovat Svedbergovu a Stokesovu rovnici, v niz je
polomér koule Ry vyjadien jako (3M%/41N )" do tvaru:

Skoule = [M(1 —Vp)[/[NA6TIN(3MV/4TN 1) ]
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Obr. 2. Méfeni sedimentacni rychlosti. Soubor deseti snimkd byl zaznamendn analytickou ultracentrifugou ProteomeLab XL-I
s pouzitim absorban¢ni optiky pti 280 nm. Prvni a posledni snimek je oznacen t; a to, Casovy rozdil mezi jednotlivymi k¥ivkami ¢ini 25
min. Prvni kiivka zaznamenana po 25 min sedimentace jiz vykazuje mirné rozmyti v disledku difuze, které se zvétSuje béhem méfeni
vzorku (40 kDa rekombinantni NK buné&ny receptor rClrb, 45 000 ot min™")

Dosadime-li za vSechny konstanty ¢iselné hodnoty (n
pro vodu pfi 20 °C), ziskdme sedimentacni koeficient kou-
le vyjadfeny pouze pomoci M, Vv a p (v jednotkach:
M—-Da,s—S,v-mlg'ap—gml™):

Stoute = 0,012[M* (1 — ¥p)]¥"*

Tato hodnota sedimenta¢niho koeficientu je maximal-
ni mozna hodnota, kterou lze ziskat pro protein o dané
hmotnosti, protoze koule méa nejmensi plochu povrchu
v kontaktu s rozpoustédlem a tedy i nejmensi frik¢éni koefi-
cient fy. Pro ucely srovnani dat z riznych laboratofi ¢i riz-
nych experimentalnich podminek je tfeba pievést uréenou
hodnotu sedimentac¢niho koeficientu do standardniho stavu
vody a 20 °C s30,. Pomér maximalniho a pozorovaného
sedimentacniho koeficientu sSyoue/s20y je roven poméru
pozorovaného a minimalniho frikéniho koeficientu, f/fo,
coz udava maximalni moznou odchylku od tvaru koule.
Toho lze vyuzit pro odhad velikosti a tvaru castice, jak
bude ukazano v nasledujicim ptikladu. Pro jednoduchost
uvazujme sedimentaci pouze jednoho druhu ¢astic. Jakmi-
le byla ur¢ena hodnota s,,,, miizeme se ptat: je tato hodno-
ta konzistentni s molarni hmotnosti sekvence monomeru
proteinu? Pomoci rovnice pro vypocet Syoue mizeme urcit
maximélni hodnotu s, pro jeho monomer. Pokud je po-
zorovana hodnota s, vyrazné vyssi, protein neni mono-
merni, zatimco nizsi hodnota naznacuje protahly tvar mo-
nomerniho proteinu (vyssi ffy). Pfedpokladejme, Ze mame
protein o molarni hmotnosti 50 kDa a ziskali jsme hodnotu
sedimentacniho koeficientu s, 5,87 S. Na zakladé molar-
ni hmotnosti monomeru proteinu jsme vypocitali maximal-
ni hodnotu s;9, jako 4,93 S. Pozorovany sy, je zjevné
mnohem vyssi nez teoretickd hodnota pro monomer protei-
nu tvaru koule, coz svédéi o tvorbé vétsi Castice. Dimer
proteinu by mél teoretické sy, 7,77 S. Pomé&r Syoue/S20v
uréuje asymetrii proteinu f/fy, a pro vyse uvedeny priklad
dostavame f/fy = 1,33, coz odpovida protahlému rotacnimu
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elipsoidu s rozméry os 17,3 nm (2a) a 4,3 nm (2b).
Z jednoho experimentu tak lze ziskat pomérné velké
mnozstvi informaci, v soucasnosti i o rovnovaznych reak-
cich?.

6. Sedimentaéni rovnovaha

Sedimentacni rovnovaha je termodynamicka technika,
ktera je citlivd k hmotnosti, ale ne ke tvaru makromole-
kul**. V tomto experimentu je vzorek centrifugovan pii
nizsich otackach, rozpusténé latky sedimentuji ke dnu
kyvety a jak se zde jejich koncentrace zvysuje, difuze zaci-
na pusobit proti sedimentaci. Po jistém Case se tyto dva
protikladné procesy dostanou do vzajemné rovnovahy
a koncentracni profil se jiz dale neméni (obr. 3). Pro analy-
zu sta¢i 1-10 pg proteinu, tedy mnozstvi srovnatelné
s nandSkou na gelovou elektroforézu. Nejdikladnéjsi pii-

3 (——=p
= [ |
S| difuze o
A~ 7
c ./.
3 <—mpp ol
< ®
]
R~

polomér rotace

Obr. 3. Schématické znazornéni procest p¥i sedimenta¢ni
rovnovaze. Tok rozpusténych castic v disledku sedimentace
(Cerna Sipka) vzrusta s polomérem rotace. Tento proces je za
rovnovahy vyrovnan tokem castic vlivem difuze (bila Sipka),
ktera vzrusta s gradientem koncentrace
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stup k analyze sedimentacni rovnovahy vychazi
z termodynamiky — za rovnovahy je celkovy potencial
roztoku ve vSech mistech kyvety stejny. Z jednodussiho
mechanistického thlu pohledu nepozorujeme zadny celko-
vy tok Castic v roztoku. Lze ukazat, Ze pro jedinou, idealni,
neasociujici &astici plati*:

M =2RT/[(1 —Vp)w?] d(Inc)/dr*
kde je M molarni hmotnost Castice (v g mol™), @ Ghlova
rychlost rotoru a ¢ koncentrace &stic (v g dm™) v radialni
vzdalenosti » od osy otaceni; a tedy graf zavislosti Inc vs.
P pro jedinou, idealni ¢astici v sedimentacni rovnovaze
bude mit smérnici pfimo umérnou M.

Sedimenta¢ni rovnovaha je jedna z nejlepSich metod
uréovéani molekulové hmotnosti makromolekul®. Je pouzi-
telnd pro Sirokou Skalu molekulovych hmotnosti, od sacha-
rozy (M, = 360) az po viry (M; = mnoho milionit). Pomoci
sedimentacni rovnovahy provedené ve fyziologickych
pufrech Ize urcit molekulové hmotnosti stabilnich nativ-
nich oligomerti proteint ¢i proteinovych komplext, zatim-
co pii pouziti denaturujicich roztoki chaotropnich ¢inidel,
napf. mocoviny ¢i guanidin hydrochloridu o vysoké kon-
centraci, lze uréit hmotnost podjednotek. Pokud jsou
v roztoku navzajem neinteragujici ¢astice o rtizné moleku-
lové hmotnosti (smés né€kolika riznych proteinl), je vy-
slednd pozorovana distribuce ¢astic superpozici kiivek
rovnovazné distribuce jednotlivych slozek smési (obr. 4).
Toho lze vyuzit napt. pfi charakterizaci Cistoty a homoge-
nity proteinového preparatu. Skute¢nym vrcholem vyuziti
sedimentacni rovnovahy je studium reverzibilnich rovno-
véznych asociaénich reakei”, kdy koncentrace viech
komponent systému splni podminky jak sedimentacni, tak
chemické rovnovahy, ve vSech bodech kyvety. Lze sledo-
vat reakce vedouci k tvorbé oligomert téZe Castice (napf.
monomer-dimer) i heterogenni interakce, kdy dvé ¢i vice
Castic reverzibilné tvori komplex s definovanou stechio-
metri{g a asocia¢ni konstantou v rozpéti fadi piiblizné 10*
az 10°.

Referat

7. Analyza sedimentacnich dat

Ackoliv pokrocilé matematické teorie popisujici ex-
perimenty sedimentacni rychlosti a rovnovahy mohou byt
pomérné slozité, existuje dnes mnoho sofistikovanych
a pfitom uzivatelsky snadno pfistupnych programu, které
umoziuji analyzu dat a jejich vyhodnoceni i neodbornym
uzivateliim. Jejich ptehled spolu s popisem jejich aplikaci
lze nalézt v literatute®®. Kromé experimentalnich promén-
nych (pocet otacek, teplota) je pro piesnou analyzu nezbyt-
né znat také hustotu a viskozitu pouzitého pufru a parcialni
specificky objem analyzované makromolekuly. Obé tyto
veli¢iny lze sice stanovit experimentalné, z praktickych
divodi jsou ovSsem zpravidla aproximovany z tabelo-
vanych hodnot dle sloZeni pufru a aminokyselinové sek-
vence, nejéastéji pomoci programu SEDNTERP’. Diky
rozvoji vypocetni techniky se dnes nejvice uplatituje ptimé
prolozeni experimentalnich bodl sedimentacnich rozhrani
funkei vychazejici z feSeni Lammovy rovnice, kterd popi-
suje toky cCastic v sektorové kyveté v odstfedivém poli,
s naslednou nelinedrni regresi metodou nejmensSich ctver-
ct’. Tento piistup je zavisly na modelu — snaZime se expe-
rimentdlni data co nejlépe popsat pomoci modeli jako
jedina idealni castice, rovnovaha monomer-dimer,
A + B 5 AB, atp. a je tfeba rozhodnout, ktery model vy-
svétluje ziskana sedimentacni data nejlépe. Na naSem pra-
covidti se nejlépe osvédéila dvojice programi Sedfit®
a Sedphat’.

Jednoduchym zptsobem analyzy sedimenta¢niho
rychlostniho experimentu je pouzit vynos distribuce sedi-
mentacniho koeficientu c(s), jak je znazornéno na prikladu
analyzy pomoci programu Sedfit (obr. 5). Roztok rekombi-
nantni rozpustné formy potkanitho NK bunécného recepto-
ru NKR-P1B s FcHis kotvou (cca 110 kDa glykosylovany
kovalentni dimer proteinu) o koncentraci 1 mg ml™! byl
centrifugovan pii 20 °C a 36 000 ot min™' po dobu 5 h
a kazdych 5 min byl zaznamenén jeho sedimentacni profil
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Obr. 4. Sedimentaéni rovnovaha smési dvou riznych makromolekul. Data byla simulovana pro neinteragujici idealni ¢astice o hmot-
nosti 40 kDa a 80 kDa pfi 15 000 ot min™ a ¥ = 0,73 ml g™' pro ob& &astice. Celkovy méfeny signal smési je souétem prekryvajicich se

dil¢ich signal rovnovah jednotlivych komponent smési
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Obr. 5. Ukazka analyzy dat ze sedimentacni rychlosti programem Sedfit. Nahote: soubor zméfenych sedimenta¢nich profilti vzorku
(krouzky, pro srozumitelnost zobrazen pouze kazdy paty snimek) a vysledek jejich modelovani dle Lammovy rovnice (kfivky). Upro-
stfed: zbytkovy graf ukazujici pfesnost modelovani. Dole: distribuce sedimenta¢niho koeficientu v analyzovaném vzorku. Podrobny popis

uveden v textu

jako absorbance pii 300 nm (obr. 5, nahote, krouzky, pro
srozumitelnost zobrazen pouze kazdy paty snimek).
S timto souborem dat bylo poté v programu Sedfit prove-
deno modelovani dle Lammovy rovnice s néaslednou neli-
nedrni regresi funkce vcetn€ uplatnéni korekci pro vylou-
¢eni optickych artefaktii (obr. 5, nahote, kiivky). Parcialni
specificky objem proteinu a hustota pufru byly aproximo-
vany programem SEDNTERP. Kvalitu vysledného modelu
analyzy lze posoudit z tzv. zbytkového grafu (angl. termin
,residual plot®) ukazujiciho rozdil mezi hodnotami namé-
fené absorbance a vysledného modelu (obr. 5, uprostied),
pfi¢emz znamkou dobrého modelu je nahodné rozlozeni
hodnot kolem nuly s amplitudou odpovidajici urovni expe-
rimentalniho Sumu (pro absorban¢ni data asi 0,01) a absen-
ce systematickych odchylek u vSech ktivek. Vysledkem
celé analyzy je graf distribuce sedimenta¢niho koeficientu
c(s), ktery ukazuje zastoupeni ¢astic o daném sedimentac-
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nim koeficientu v analyzovaném vzorku s intervalem spo-
lehlivosti 95 % (obr. 5, dole). Integraci plochy pod vrcho-
lem distribuce dostaneme hodnotu pozorovaného sedimen-
tacniho koeficientu, 5,46 + 0,12 S, ktera dobfe odpovida
oc¢ekavané velikosti dimerniho proteinu.

V pfipadé sedimentacni rovnovahy je ptfimym vystu-
pem molekulova hmotnost, pro rovnovazné systémy je
tieba navic ziskat data z riiznych otacek pti riznych kon-
centracich a pomérech studovanych latek. Pro jednoduchy
systém, jakym je roztok Cistého proteinu, ktery sedimentu-
je jako idealni castice, je analyza pomérn¢ jednoducha
(obr. 6). Roztok lysozymu o koncentraci 0,15 mg ml™ byl
centrifugovan pii 20 °C postupné¢ pri 9000, 12 000,
15 000, 18 000, 21 000 a 24 000 ot min~' vzdy 18 h a poté
byla zaznamenana jeho rovnovazna distribuce pfi daném
poctu otacek jako absorbance pfi 280 nm (obr. 6, nahofte,
krouzky). S timto souborem dat byla poté v programu Sed-
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Obr. 6. Ukazka analyzy dat ze sedimentacni rovnovahy programem Sedphat. Nahote: soubor zméfenych sedimenta¢nich profilt
vzorku (krouzky) a vysledek jejich modelovani (kfivky). Dole: zbytkovy graf ukazujici piesnost modelovani. Podrobny popis uveden

v textu

phat provedena globalni analyza pro model jedné idealni
Castice s uplatnénymi korekcemi pro vylouceni optickych
artefakt (obr. 6, nahote, kfivky); parcialni specificky ob-
jem lysozymu a hustota pufru byly aproximovany progra-
mem SEDNTERP. Kvalitu vysledného modelu analyzy 1ze
opét posoudit ze zbytkového grafu (obr. 6, dole). Vysled-
kem celé analyzy je hodnota molekulové hmotnosti, ktera
byla v tomto piipadé vypoctena jako 14 163 £+ 175 Da
s intervalem spolehlivosti 95 %. Molekulovd hmotnost
lysozymu je 14 305 Da, je ovSem tieba si uvédomit, ze
vypoctend molekulovd hmotnost siln€ zavisi na predikci
parcialniho specifického objemu, a proto je tfeba uvazovat
pfesnost spiSe v fadu nekolika set Da.

Program Sedphat navic umoznuje globalni modelova-
ni vice experimentii soucasné (sedimenta¢nich rovnovah,
rychlosti i dat z dynamického rozptylu svétla), obsahuje
fadu matematickych modeli a lze ho tak pouzit k analyze i
pomérné slozitych systémi. Spravnost zvoleného modelu
lze posoudit jednak ze zbytkového grafu, kdy systematické
odchylky poukazuji napf. na probihajici rovnovaznou re-
akci, asociaci €i neidealni chovani zkoumaného systému,
a také pomoci statistickych metod**®.

8. Priklady analyz

Také jste se asi ve Skole pti hodin¢ biologie podivo-
vali, jak je moZné, Ze se naSe ribozomy sklddaji ze dvou
podjednotek, 40S a 60S, které dohromady tvofi cely ribo-
zom 80S — a nikoli 100S, jak by se dalo ze souctu
,.velikosti® podjednotek ocekavat. Toto je asi nejznamé;jsi
ptiklad vyuziti analytické ultracentrifugy, se kterym se
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jist¢ potkal téméf kazdy student piirodnich véd.
V hodnotach sedimentacnich koeficientl je totiz ukryta
informace jak o hmotnosti, tak tvaru a proto je nelze
,SCitat. 'V soucCasnosti se analyticka ultracentrifugace
uplatfiuje predev§im pii studiu biomakromolekul a jejich
komplexti na jedné strané a pii rutinni kontrole kvality
biofarmaceutik na strané druhé'. V piipadé monoklonal-
nich protilatek se jedna predevsim o kontrolu homogenity
preparatu — a pravé to je idedlni pouZiti pro metodu sedi-
mentacni rychlosti, ktera je citliva i vi¢i malému mnozstvi
pfitomnych agregati''. Navic lze méfeni provést piimo
v roztoku, v jakém bude preparat prodavan, a to i opakova-
né po jeho delsim skladovani. Z komercniho hlediska je to
nyni pro analytickou ultracentrifugu patrné dominantni
oblast vyuZiti.

Aplikace analytické ultracentrifugace ve védé a vy-
zkumu jsou nescetné, uz roku 1999 konstatuji Cole a Han-
sen ve svém vyborném piehledu’, Ze jejich kompletni se-
znam nelze zprostfedkovat, piesto vybiraji alespoi ty nej-
analytickd ultracentrifugace vyznamné pfispéla napt. ke
studiu oligomerizace tubulinu'?, ktera je dynamicky regu-
lovéna pomoci proteinfl asociovanych s mikrotubuly, stu-
dovanych analytickou ultracentrifugaci, izotermalni titrac-
ni kalorimetrii a NMR". Casté je vyuziti ve strukturni
biologii pro ovéfeni, zda oligomerni stav molekuly pozo-
rovany v krystalu je také tvofen za nativnich podminek
v roztoku, jako napf. pii studiu krystalové struktury protei-
nu m153 mysiho cytomegaloviru, ktery imituje pfirozené
MHC-I molekuly napadené buriky a ptispiva tak k tniku
viru pred imunitni odpovédi'*. Podobné i studium struktu-
ry bakteridlnich Lon proteas vyuzivda kombinace dat
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z analytické ultracentrifugy a elektronové mikroskopie,
popisujicich nativni oligomery, a z krystalovych struktur
jednotlivych zkracenych domén Lon proteas k rekon-
strukci struktury celé molekuly'’. Pékny piiklad vyuziti
sedimentacni rovnovahy pro studium protein-proteinovych
interakci nabizi prace K. F. Tothové o asociaci histonové-
ho chaperonu proteinu NAP1 (,,Nucleosome Assembly
Protein 1) a jeho komplexech s histony'®. Pfi studiu sa-
mo-asociace apolipoproteinti E3 a E4 (které jsou geneticky
spojeny s Alzheimerovou chorobou a ateroskler6zou) bylo
vyuzito série dele¢nich mutantll a sedimenta¢ni rychlosti
i rovnovahy k uréeni zavislosti deagregace téchto proteini
na piitomnosti lipida'’. Piiklad vyuziti fluorescenéniho
detekéniho systému nabizi napf. studium oligomerizace
p53 proteinu' nebo studium lipidy indukované tvorby
tetrameru apolipoproteinu C-II, vedouci k tvorbé amyloi-
dovych vlaken'.

V zaii roku 2009 se ve S§védské Uppsale konalo
u prileZitosti 125. vyro¢i narozeni Theodora Svedberga
mezinarodni symposium o analytické ultracentrifugaci
a k této piilezitosti bylo také vytvofeno specidlni Cislo
&asopisu Macromolecular Bioscience®, v némZ je mozno
nalézt mnoho aktualnich informaci a ptikladu aplikace této
metody. V nas$i laboratofi jsme vyuzili této techniky pro
objasnéni nativniho stavu leukocytarnitho antigenu
CD69*'* i dalgich nami studovanych receptort (obr. 2, 5
a o).

9. Zavér

Analyticka ultracentrifugace je velice uZzite¢na techni-
ka, kterd umoznuje charakterizovat chovani makromolekul
pfimo v roztoku za nativnich podminek z hlediska jejich
hydrodynamickych a termodynamickych vlastnosti, a to
bez nutnosti interakce s jakoukoli matrici ¢i povrchem. Po
delsi odmlce béhem druhé poloviny dvacatého stoleti pro-
ziva nyni tato metoda svou renesanci, a to diky dostupnosti
modernich pristroji a zaroven diive nemyslitelného rych-
1ého a vykonného zpracovani ziskanych dat pocitacem. Ve
spojeni se souasnymi metodami analyzy sedimentacnich
dat jsou experimenty provadéné v analytické ultracentrifu-
vat mechanismy vzniku a zaniku makromolekularnich
komplext, urcit stechiometrii podjednotek, detegovat
a charakterizovat zmény v konformacich makromolekul
a méfit rovnovazné konstanty a termodynamické paramet-
ry samo- i hetero-asociujicich systémt. Je to vhodna meto-
da pro urovani moléarnich hmotnosti za nativnich podmi-
nek a jedna z klicovych metod pro studium interakci mezi
makromolekulami, jako jsou interakce protein-protein,
protein-nukleova kyselina a protein-mald molekula. Zaslu-
hou podpory, kterou rozvoji této experimentalni techniky
vénovalo vedeni chemické sekce UK PiF v Praze, je nyni
tato experimentalni technika ve svém modernim provedeni
dostupna i pro uzivatele v Ceské republice. Piipadni za-
jemci o moZznosti vyuZiti této experimentilni techniky
mohou ziskat dalsi informace u autorti, nebo prostrednic-
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tvim webovych stranek katedry biochemie UK PiF http://
www.natur.cuni.cz/chemie/biochem/sluzby.

Zakoupeni a provoz analytické ultracentrifugy Prote-
omeLab XL-I (Beckman Coulter) bylo umoznéno financni
podporou chemické sekce Prirodovedeckeé fakulty Univer-
zity Karlovy v Praze a MSMT CR (projekty MSM
21620808 a 1M0505).
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O. Vanék® and K. Bezou$ka™ (“ Department of
Biochemistry, Faculty of Science, Charles University, Pra-
gue, " Institute of Microbiology, Academy of Sciences of
the Czech Republic, Prague, Czech Republic): Analytical
Ultracentrifuge and Its Utilization in Biochemical
Laboratory

Sedimentation analysis of macromolecules carried out
with analytical ultracentrifuge is a powerful method for the
study of proteins, nucleic acids and other polymers and
their various complexes. Monitoring sedimentation of
macromolecules in the centrifugal field allows their hydro-
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dynamic and thermodynamic characterization in solution,
i.e. in native conditions, without interactions with any
matrix or surface. This allows direct measurement of mo-
lecular weight and sedimentation coefficient of macro-
molecules, monitoring of sample purity and homogeneity,
prediction of size and shape of sedimenting species and,
last but not least, study of equilibrium reactions, including
determination of their stoichiometry and equilibrium con-
stants. In the present review, we first focused on the his-
tory of the technique and properties and potentials of
a modern instrument. Two types of experiments performed
using analytical ultracentrifuge, sedimentation velocity
and equilibrium, are discussed, together with a brief intro-
duction into sedimentation theory. In the end, sedimenta-
tion data analysis is discussed and some examples of utili-
zation of analytical ultracentrifugation are provided. Com-
bination of new instrumentation and computational soft-
ware for data analysis has led to major advances in charac-
terization of proteins and their complexes. After temporary
silence in the past decades, analytical ultracentrifugation at
presence experiences renaissance in proteomic research.
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Koordinacni chemie a chemie chelatii md na chemic-
kych katedrach Prirodovedecké fakulty Univerzity Karlovy
v Praze velkou tradici. Je tfeba vzpomenout doc. Rudolfa
Pribila z ustavu analytické chemie, ktery zahy po predsta-
veni kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA) Geroldem
Schwarzenbachem rozeznal rozsahlé moznosti téchto latek
a spolu se svymi kolegy vypracoval celou Fadu analytic-
kych metod. Na katedre anorganické chemie to byl prof.
Stanislav Skramovsky, prvni, kdo u nds zavedl koordinacni
chemii jako samostatny predmét do vyuky studentii. V té
novodobéjsi historii lze pripomenout prof. Jaroslava Pod-
lahu, ktery syntetizoval radu fosfanovych analogii amino-
polykarboxylovych kyselin (tj. ligandit kombinujicich tvrdé
a meékké donorové atomy) s cilem pripravit ligandy pro
mekké Lewisovy kyseliny. Autori chtéji uvedeny clanek
venovat témto svym predchiidciim a ukdzat na rozvoj obo-
ru koordinacni chemie a s ni souvisejici chemie chelatii
v oblasti biomedicinskych aplikaci.

1. Uvod

Lékatska diagnostika a 1ékatsky vyzkum sméfuji stale
vice od Cisté anatomického zobrazovani k ziskavani infor-
maci o biochemickém stavu urcité tkan¢ az na molekularni
urovni. Moderni diagnostické zobrazovaci metody jsou

neinvazni a jsou zalozeny na rlznych {fyzikalné-
chemickych principech. Bézné pouzivanou metodou je
zobrazovani magnetickou rezonanci (MR, v zahranici
oznacované téz MRI z anglického magnetic resonance
imaging). Je zalozeno na zméné chovani jader atomt vodi-
ku 'H (ptitomnych v molekule vody), umisténych v silném
vnéj$im magnetickém poli. Absorpci radiofrekvencniho
zateni se jadra vodiku dostanou do excitovaného stavu.
Poté se diky relaxacnim procesim vraceji do puvodniho
stavu a uvoliuji pfitom absorbovanou energii ve formé
elektromagnetického zareni, které je detegovano. Dalsi
dvé metody vyuZzivaji radioaktivni zafeni — jednofotonova
emisni pocitatova tomografie (single-photon emission
computed tomography, SPECT) a pozitronova emisni to-
mografie (positron emission tomography, PET). U obou se
ziskdva prostorova informace diky lokalizaci rozdilného
mnozstvi radioaktivity v riznych tkanich. Zareni je dete-
govano pomoci detektorti umisténych okolo téla pacienta,
podobné jako u prostorového zobrazovani pomoci RTG
zéfeni, tj. pocitacové tomografie (computed tomography,
CT). Metoda SPECT snima y-zafeni pfimo emitované
radioizotopem, zatimco PET deteguje dva kolinedrni vy-
fotony vzniklé anihilaci pozitronu emitovaného radioizoto-
pem. Metoda SPECT je schopna detegovat y-zafeni riz-
nych energii emitované mnoha riiznymi izotopy; nejcastéji
se pouziva *’"Tc. Prostorové rozliseni metody je asi
0,5 cm’. V poslednich letech se vyrazng sniZily ceny tomo-
grafii typu PET a tato metoda se stava metodou prvni vol-
by v nuklearni mediciné pro detekci nadorit a poskozeni
tkani. Tato metoda ma vysokou citlivost — je schopna dete-
govat uz pikomolarni koncentrace izotopu (4. 107 mol ")
a ma také vynikajici prostorové rozliseni (v klinickém
usporadani az 1 mm?). Proto se hodi i ke zviditeln&ni veli-
ce malych metastaz. Z izotopli vhodnych pro PET je nej-
&ast&ji pouzivany *F. Tento izotop je pomérné dost drahy,
protoze musi byt pfipravovan pomoci cyklotronu a jeho
cena je v dneSni dobé hlavnim faktorem urcujicim cenu
celé metody. V klinické praxi zatim okrajové, ale o to vice
v lékarském vyzkumu a biologii, se vyuziva také optic-
kych metod (optical imaging, optical methods, OM), zalo-
zenych na luminiscenci/fluorescenci barviva, které je vpra-
veno do buné¢k a tkani. Optické metody deteguji pomérné
nizké koncentrace barviv (méné nez mikromolarni).

U vSech vySe zminénych diagnostickych metod se
pouzivaji tzv. kontrastni latky (contrast agents, CA).
U SPECT a PET jsou nezbytné, protoze v nich piitomné
radioizotopy jsou zdrojem radioaktivniho zafeni. Stejné
tak u optickych metod je zapotiebi fluoreskujici barvivo.
Metody CT a MR poskytuji obrazy i1 bez aplikace kontrast-

* Autor je laureatem ceny Alfreda Badera za chemii bioorganickou a bioanorganickou pro rok 2009.
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nich latek; pouziti CA vSak podstatné zlepSuje kontrast
urcitych tkani nebo patologii, a tim i detegovatelnost pato-
logickych tkani. Vyhodou MR je, Ze nepouziva skodlivé
ionizujici zéfeni a poskytuje nejenom anatomickou infor-
maci, ale i data o funkénim stavu organismu. Obdobné
i radioizotopové metody umozinuji sledovat fyziologicky
stav organismu (nejznamé&jSim piikladem je pouzivani
glukosy znaGené izotopem '*F ke sledovani metabolické
aktivity tkdni pomoci PET).

Pokud jsou timto zpusobem ziskavany informace
o stavu organismu nebo tkan¢ aZ na bunécné (napf. pii-
tomnost ur¢itého typu bunék) nebo dokonce molekularni
urovni, uziva se v soucasné dob¢ pro tyto metody souhrn-
ny nazev molekularni zobrazovani (molecular imaging,
MI). Metody molekuldrniho zobrazovani se pouZzivaji
nejen v mediciné a preklinickém vyzkumu, ale i v mole-
kulérni biologii.

Dnes pouzivané kontrastni latky jsou bud’ malo Gcin-
né (MR), nebo drahé (PET), a hlavné nesleduji moderni
vyvoj, ktery sméfuje ke kombinaci pouzivanych metod.
Soucasné pouzivani rliznych zobrazovacich metod totiz
vyzaduje multimodalni kontrastni latky. Vzhledem
k vyvoji novych pfistroji pro klinickou praxi budou tyto
latky zapotiebi béhem né€kolika malo let.

V uvedenych kontrastnich latkach je nositelem efektu
ion kovu, at’ jiz se jedna o stabilni izotop Gd** pro MR
nebo o rizné radionuklidy kovii. Jedno maji spolecné —
pro pouziti in vivo musi byt tyto ionty pevné vazany
v komplexu tak, aby nedoslo k jejich uvolnéni ptisobenim
latek pfitomnych v organismu. Rozklad komplexu in vivo
miZze probihat transchelataci (vytrzenim centralniho iontu
pusobenim dal§ich ligandu, kterymi mohou byt napt. ami-
nokyseliny nebo oligopeptidy) mnebo transmetalaci
(nahrazenim centralniho iontu jinym (biogennim) iontem,
napi. Ca®*, Mg®*, Zn*" apod). Proto musi pouZivany kom-
plex vykazovat vysokou termodynamickou stabilitu (tj. mit
vysokou hodnotu konstanty stability), a zaroven byt kine-
ticky inertni (tj. mit velkou aktivacni bariéru vedouci
k disociaci, a nerozlozit se tak ani za podminek, za kterych
by z termodynamického hlediska nemél existovat). Prave
kineticka inertnost je zvlasté v ptipadé radiofarmak nejdu-
lezit&j$im parametrem — je tfeba si uvédomit, Ze vzhledem
k extrémné nizkym koncentracim pouzivanych radiofar-
mak jsou ostatni latky v organismu pfitomné v obrovském
nadbytku, coz usnadniuje moznou transchelataci i transme-
talaci. Vedle téchto zdkladnich podminek musi mit kon-
trastni latky vhodnou distribuci v organismu. U kontrast-
nich latek pro MR jsou jesté dalsi faktory, pfevazné struk-
tura komplexu, které ovliviiuji jejich Gc¢innost. Hledani
novych a efektivnéjsich kontrastnich latek je velkd vyzva
pro koordina¢ni chemiky v oblasti designu novych liganda
a studia jejich komplexda.

2. Kontrastni latky pro magnetickou rezonanci

Fyzikalni princip MR vychézi z monitorovéani rozdil-
né distribuce a vlastnosti vody ve zkoumanych tkanich
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a z prostorové variace magnetickych relaxacnich cast pro-
tontt (Casu longitudindlni — podélné relaxace 7), a Casu
transverzalni — pficné relaxace 7,). Relaxacni Casy lze
vyznamné ovlivnit (zkratit) pfitomnosti magneticky aktiv-
nich sloucenin nebo Castic. Rlizné relaxacni ¢asy pak zvy-
Suji kontrast mezi tkanémi s rGznou distribuci vody a zlep-
Suji rozliSeni vnitini struktury organt. Z fyzikalniho hle-
diska existuji dvé skupiny téchto tzv. kontrastnich latek
(CA) podle procesi, které urychluji. 7; relaxaéni ¢asy jsou
zkracovany paramagnetickymi CA a vytvaii tzv. pozitivni
kontrast, tj. pfi pouziti vhodné pulzni sekvence zvySuji
intenzitu detegovaného signalu a ,zesvétluji“ tkané,
v nichZ je pfitomna kontrastni latka. 75 relaxacni Casy jsou
zkracovany superparamagnetickymi CA a vytvaii tzv.
negativni kontrast, tj. tkdné s jejich vyskytem poskytuji
niz&i signal a jsou ,,tmavé“'. Za prvni moderni pouzivanou
CA je povaZzovan gadolinity komplex kyseliny diethylen-
triaminpentaoctové (DTPA, viz obr. 1), ktery byl schvalen
pro klinické pouziti v roce 1988. Na druhé strané, 7,-CA
byly vyvinuty pozdéji a jsou koncepcné zaloZeny na nano-
Casticich oxidi zeleza rizné velikosti od nékolika nanome-
tri do nékolika desitek nanometri%. Pro aplikace in vivo
jsou pokryty napi. dextranem nebo vrstvou silikagelu a tak
je jejich primér zvétsen az k nékolika stovkam nanometra.

Podle udaji Americké radiologické spolecnosti je
v celém svété provedeno rocné az sto miliond vySetfeni
MR a asi v 35-40 % ptipadl se pouzivaji CA. V drtivé
vetsing z nich, témét v 99 %, se pouzivaji T1-CA zalozené
na komplexech gadolinia. Struktura a vlastnosti komplexti
uréuji vlastnosti takovychto CA a tak je logické, ze se této
oblasti chemie vénuje cela fada vyzkumnych pracovist
a Ze v této oblasti byla publikovana fada monografii'**
a obecnych piehlednych &lanka® ', prehlednych &lankd
zaméfenych na fyzikalni aspekty'’, struktury v pevném
stavu!®!’, termodynamickou a kinetickou stabilitu'®2°,
prototropickou vyménu®', efekt tzv. druhé koordina¢ni
sféry®, kvantové vypoéty>, cilené CA**?’, makromoleku-
larni CA”* ™, a multimodalni CA’".

Trojmocné gadolinium méa pro uvedenou metodu
kli¢ovy vyznam. Je to ion, ktery ma nejvyS$8i mozny elek-
tronovy spin, a je tedy schopny svymi magnetickymi vlast-
nostmi ovlivnit okoli maximalnim moznym zptisobem. Ve
své hydratované podobé (pfitomné napt. ve vodnych roz-
tocich jednoduchych soli, jako je GdCL;) je ion Gd*" velice
jedovaty. Proto musi byt vazan do extrémné stalych kom-

HO,C
(COZH Hozc/\N/—\N>
H0,6” N NN o [ j
HOZC) kCOZH \_/N\/COQH
CO,H
DTPA DOTA
(Hsdtpa) (H,dota)

Obr. 1. Struktura ligandiit DTPA a DOTA
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plext. V piipadé klinicky pouzivanych latek se jedna
o polyaminopolykarboxylové kyseliny a jejich derivaty.
Dva prototypové ligandy oznacované jako DTPA a DOTA
jsou ukazany na obr. 1. Komplex musi byt stabilni natolik,
aby po nitrozilni aplikaci nedoslo v téle k jeho rozkladu
(a tedy k uvolnéni vysoce toxického Gd*"). Ve viech kli-
nicky uzivanych komplexech je kromé ligandu na centralni
ion koordinovana prave jedna molekula vody. Tato koordi-
novand molekula vody je podstatnd pro funkci komplexu
jako kontrastni latky, protoze se chemicky vyménuje
s molekulami vody v okoli komplexu a tim zprosttedkova-
va prenos magnetické informace z iontu gadolinit¢ého na
okolni vodu (kter4 je pak detegovana v MR obrazech).

Prostorova struktura komplexti [Gd(H,O)(dtpa)]
a [Gd(H,O)(dota)]” je znazornéna na obr. 2. Ligand cent-
ralni ion kovu perfektné ,,zabali“ pomoci koordinovanych
atoml dusiku a kysliku a soucasn¢ ponechdva dostatek
prostoru, aby se na ion Gd** navézala pravé jedna moleku-
la vody. Obecné lze vSak fici, Ze komplexy zaloZené na
makrocyklickém skeletu (DOTA) jsou mnohem odolngjsi
vici rozkladu nez komplexy linearnich ligandt (DTPA),
a proto jsou mnohem Setrnéj$i vii¢i pacientovi.

Utinnost kontrastnich latek je vyjadiena hodnotou
relaxivity, 7 nebo r,. Tato veliina vyjadiuje, jak se zméni
hodnota relaxacnich ¢ast 7; nebo 7, v pfitomnosti kon-
trastni latky (v praxi je — vzhledem k nejcastéji pouziva-
nym T}-CA zalozenych na gadoliniu pouZzivana pfedevsim
hodnota podélné relaxivity r, kterd je definovana jako
prevracend hodnota relaxacniho ¢asu 7; vodného roztoku
kontrastni latky o koncentraci gadolinia 1 mmol 1).
Z hlediska fyzikalni teorie relaxace je relaxivita veli€inou,
ktera zavisi na fadé¢ fyzikalné-chemickych vlastnosti mole-
kul kontrastnich latek (tzv. ,,mikroskopickych® paramet-
rech), ale i na tadé wvngjSich podminek (tzv.
,makroskopickych* parametrech), jako jsou intenzita mag-
netického pole (magnetickd indukce, B) pouzivaného
v daném tomografu a vlastnosti studovaného vzorku, napf.
teplota, viskozita roztoku atd.

Bézné kontrastni latky maji relativné nizkou relaxivi-
tu (~ 4-5 mmol ' s7'), a teorie relaxace predikuje az 20x
vys$si tcinnost. ZlepSeni ucinnosti 1ze dosahnout cilenym
»ladénim* jednotlivych fyzikalné-chemickych vlastnosti
komplext. Tyto parametry lze ovlivnit zménou struktury
ligandd, a proto jsou design a syntéza novych ligandl spo-

2—

Obr. 2. Prostorova struktura komplexi [Gd(HZO)(dtpa)]z’
a [Gd(H,O)(dota)]”
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n= f(B5 q’reaz'M!TR'")

Obr. 3. Mikroskopické parametry ovliviiujici relaxivitu gado-
linitych komplexi

lu se studiem vlastnosti jejich komplexti vyznamnym pii-
spévkem chemikd v této multidisciplinarni oblasti zaklad-
niho vyzkumu. Zkoumanim chovani komplexi se uz vice
nez 20 let zabyva fada akademickych a firemnich laborato-
i a jejich usili vedlo k postupnému zvySovani relaxivity
komplext a k vyvoji novych kontrastnich latek.

Mezi zakladni ,laditelné” mikroskopické parametry
kontrastnich latek patii piedevSsim pocet molekul vody
koordinovanych k centralnimu gadolinitému iontu (g),
rychlost jejich vymény s molekulami vody v roztoku
(vyjadfovana obvykle pfevracenou hodnotou odpovidajici
rychlostni konstanty, tzv. rezidenénim ¢asem koordinova-
né molekuly vody, Tyv), celkova hydratace molekul kon-
trastni latky, a rychlost rota¢niho pohybu celé molekuly
kontrastni latky (charakterizovana tzv. rotacnim korelac-
nim Casem 7Tg), viz obr. 3. Mimo zminéné parametry je
relaxivita zasadné ovliviiovana téz relaxacnimi Casy elek-
tronové excitovanych stavi gadolinia (t.), nicméné tento
parametr neni pfistupny pfimé modulaci (v principu se
jedna o vlastnost centralniho atomu, ktera je pro jednotlivé
kontrastni latky rtizna, ale bohuzel ji nelze predikovat,
a tudiz ani cilen€ ovlivnit volbou ligandu).

Pocet koordinovanych molekul vody ¢ je parametr,
jemuz je hodnota relaxivity pfimo umeérnd. Vsechny kon-
trastni latky pouzivané v klinické praxi obsahuji jednu
molekulu vody. Koordina¢ni slou¢eniny se dvéma koordi-
novanymi molekulami vody by mély teoreticky vykazovat
(pti stejnych hodnotach ostatnich parametri) dvojnéasob-
nou relaxivitu. Jednim z nejjednodussich ligandu je analog
DOTA nesouci pouze tii pendantni acetatové skupiny, tzv.
DO3A (obr. 4). Bohuzel bylo pozorovano, Ze za podminek
in vitro/in vivo velmi €asto dochazi k nahrazeni obou mo-
lekul vody jinym — bidentatnim — ligandem, napf. uhlicita-
novym nebo fosforeCnanovym aniontem, aminokyselina-
mi, anionty polykarboxylovych kyselin (citratem) atd.’**’
Dale bylo pozorovano, ze zmenseni vaznosti ligandu
(v8echny ligandy pouZivané v klinické praxi jsou oktaden-
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Obr. 4. Ligandy tvorici s trojmocnym gadoliniem komplexy majici koordinované dvé molekuly vody

tatni) z osmi na sedm tak, aby pfibylo nové koordina¢ni
misto pro dal§i molekulu vody (typické koordinac¢ni ¢islo
gadolinia je 9), vede k velmi vyznamnému poklesu stabi-
lity téchto komplexti za podminek in vivo a ke zna¢nému
nardstu jejich toxicity. Nicméné jsou vyvijeny nové li-
gandové systémy, z nichZ nejperspektivnéjsimi se jevi
derivaty skeletd oznafovanych jako AAZTA a HOPO
(obr. 4, cit.**?%).

Rychlost vymény vody je dalsim velmi dilezitym
mikroskopickym parametrem urcujicim ucinnost kontrast-
nich latek. Vyména molekuly vody musi byt dostatecné
rychla, aby molekula kontrastni latky zrychlila magnetic-
kou relaxaci co nejvétSsiho poctu molekul vody v okoli.
Zaroven vsak nesmi byt pfili§ rychla, aby stacilo dojit
k relaxaci magnetického momentu jader vodiku koordino-
vané molekuly vody spfazenim s elektronovou relaxaci
gadolinia. Hodnota rychlosti vymény vody — casto vyjad-
fovana hodnotou tzv. ,;rezidencniho ¢asu® Ty (obr. 3), tj.
délky primérného trvani koordinacni vazby — by tedy me-
la leZet v optimalnim rozmezi. Toto optimum je zavislé na
intenzit¢ pouzivaného magnetického pole a v ptipad€ nej-
~ 10-20 ns, pro pfistroje pracujici pii vysSich polich je
hodnota optimalniho reziden¢niho ¢asu ponékud niZsi,
~ 5 ns. V praxi pouzivané latky vyménuji koordinovanou
molekulu vody zna¢né pomaleji (typicky ~ 250—-1000 ns),
nez je toto pozadované optimum. Nicméné je pozorovatel-
ny trend ve vztahu rychlost vymeény vs. struktura komplex-
ni ¢astice, ktery umoziuje provést navrh struktury co neju-
¢inngjsich kontrastnich latek. Obecné lze fici, Ze komplex-
ni Castice by mély nést zaporny naboj — mezielektronova
repulze totiz vyznamné destabilizuje koordinaci vody.

V ptipadé¢ latek zalozenych na makrocyklickych li-
gandech pak pfistupuje jeSté¢ jeden vyznamny faktor —
komplexy ligandt typu DOTA se totiz mohou vyskytovat
ve dvou diastereoizomernich forméch, které se vyznamné
lisi rychlosti vymény vody. Vznik diastereoizomeri je
umoznén dvéma nezavislymi zdroji chirality molekuly —
diky koordinaci makrocyklického skeletu se péticlenné
chelatové  kruhy Gd-N-C-C-N  mohou vyskytovat
v konformaci A nebo 8, a koordinované pendantni skupiny
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mohou byt zato¢eny téz dvéma moznymi zpusoby (tj. mo-
hou mit riznou helicitu) — A nebo A. To vede ke vzniku
Ctyt izomernich forem, které tvoii dva diastereoizomerni
pary enantiomertt ASSSS/AAAAL a AAAAA/ASSSS (obr. 5).
Diastereoizomer A3338/AAAAN vytvari koordinaéni klec
o geometrii ¢tvercového antiprizmatu (SA, square anti-
prism, s torznimi uhly N4 a O4 rovin (®) blizkymi teoretic-
ké hodnoté 45°, obr. 6), izomer AAAAA/ASSSS vytvari
zktizené antiprizmatické okoli (TSA, twisted-square anti-
prism, torzni tthly Ny a O4 rovin (o) blizké teoretické hod-
noté 22,5°, obr. 6). Koordina¢ni dutina TSA izomeru je
ponékud vyssi nez dutina SA izomeru (obr. 6). Zarovei je

TSA (AAMAL)

SA (AMAAL)
inverze inverze
cyklu cyklu

TSA (A5585)

SA (A8555)

Obr. 5. Strukturni vztahy mezi jednotlivymi izomery lantha-
noidovych komplexi s makrocyklickymi ligandy typu DOTA
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Obr. 6. Strukturni rozdily mezi SA a TSA izomery lanthanoidovych komplexii s makrocyklickym ligandem DOTA

TSA usporadani mnohem flexibiln€jsi neZ uspofadani SA,
coz vede k fadove rychlejsi vyméné koordinované moleku-
ly vody na TSA izomeru v porovnini s SA izomerem
(diky flexibilit¢ TSA uspotadani dochazi pti vibracnich
pohybech ke sterickému branéni koordina¢niho mista vody
a k jejimu vypuzeni z koordinacni sféry; po opétovném
pferovnani koordina¢ni sféry se pak koordinuje novd mo-
lekula vody).

Koordina¢ni uspotadani TSA je preferovano vétSimi
ionty ze zacatku lanthanoidové fady, ale vzajemné zastou-
peni TSA/SA izomeri 1ze pro jednotlivé lanthanoidy mo-
dulovat i zménou struktury ligandu — protahlejsi koordi-
nacni klec typu TSA je preferovdna v ligandech majici
objemné pendantni skupiny (napft. kdyz je acetatova skupi-
na pfitomnd v ligandu DOTA nahrazena vét§i methylen-
fosfonovou nebo methylenfosfinovou skupinou, ptipadné
skupinou, ktera pfi své koordinaci vytvati Sesticlenny che-
latovy kruh, napf. propionatem). Je vsak tieba zvolit tako-
vy ligand, aby byl zajistén dostate¢ny prostor pro koordi-
naci vody. Tento prostor je charakterizovan uhlem svira-
nym mezi centralnim iontem gadolinia a protéjSimi kysli-
kovymi donorovymi atomy (thel W, obr. 6). Tento thel
musi byt vétsi nez ~ 135°.

Dal$im velmi vyznamnym parametrem ovliviiujicim
hodnotu relaxivity je tzv. rotaéni korelacni Cas tg (tj. Cas
popisujici rychlost rotace vektoru Gd—Hyg,, 0br. 3). Obec-
maleji se v roztoku pohybuji (zavislost relaxivity na rotac-
nim korela¢nim ¢asu vSak neni pfimo imérna, ale ma sig-
moidalni charakter). Molekuly komercnich kontrastnich
latek jsou relativné malé, a proto se v roztoku pohybuji
pfili§ rychle (typicky rota¢ni korelacni ¢as nizkomoleku-
larnich komplexd byva ~ 100 ps, pfi¢emz teorie vyZaduje
hodnoty fadove vyssi, alespon 3—5 ns). Proto jsou obvykle
molekuly nizkomolekularnich kontrastnich latek vhodné
substituovany tak, aby bylo umoznéno jejich navazani na
makromolekularni nebo nanokrystalicky nosi¢ — napf.
kovalentni vazbou, nekovalentni (napf. hydrofobni) in-
terakci, chemickou nebo fyzikalni sorpci apod., nebo aby
se umoznilo zakotveni komplexi v micelarnich struktu-
rach. Tim dochazi k vyznamnému zbrzdéni rotace a na-
rustu relaxivity.
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Pro kovalentni navdzani molekuly kontrastni latky —
konjugaci — na vybranou makromolekulu jsou pouzivany
tzv. bifunkéni ligandy (kromé ¢asti slouzici pro komplexa-
ci gadolinia obsahuje molekula ligandu i postranni reaktiv-
ni skupinu, kterd je vyuZita ke konjugacni reakci).

Pro dosazeni nejvyssi ucinnosti je vSak nutné soucas-
né zkratit rezidencni ¢as molekuly vody a prodlouzit dobu
rotace komplexu — pouha tprava jednoho z téchto parame-
trl z hlediska relaxivity nepfind$i vyznamny zisk. Nutnost
simultanni zmény obou parametrti dokresluje teoreticky
profil relaxivity zobrazeny na obr. 7 a 8 (cit.’).

V nasi pracovni skupiné jsme se vénovali vyzkumu
polydentatnich ligandd nesoucich pfevazné fosfonatovou
nebo fosfinatovou pendantni skupinu (obr. 9, cit.””™*).
Bylo potvrzeno, ze komplexy makrocyklickych ligand
s oxofosforovou pendantni skupinou vykazuji vyssi za-
stoupeni TSA izomeru a velmi rychlou vyménu koordino-

100

Obr. 7. Zavislost relaxivity na hodnotach reziden¢niho ¢asu
koordinované molekuly vody ty a rotaénim korela¢nim ¢asu
kontrastni latky tg. Fialovy oval znaci oblast, ve které se nalé-
zaji parametry komerc¢né pouzivanych CA
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Obr. 8. Zavislost relaxivity na hodnotach intenzity pouZzitého
magnetického pole (vyjadiené rezonanéni Larmorovou frek-
venci) pii danych hodnotach rezidenéniho ¢asu koordinované
molekuly vody Ty a rotaniho korela¢niho ¢asu Kontrastni
latky tgr. Klinicky relevantni hodnoty magnetické indukce jsou
uvedeny na horni ose

vané molekuly vody®” . Nicméng i dalsi studované ligan-
dy, nesouci jednu pyridin-N-oxidovou pendantni skupinu
(DO3Apy™©, obr. 9), které tvoii exkluzivné SA izomer,
také vykazovaly velmi rychlou vyménu koordinované
vody™*. Toto netypické chovani lze pFicist na vrub flexibi-
lit¢ koordina¢niho okoli zplisobené pfitomnosti Sesticlen-
ného chelatového cyklu — tim dojde ke zvétseni vzdalenos-
ti Ny a O4 rovin na hodnoty typické spise pro TSA izo-
mer®. V nékterych ptipadech studovanych komplexi byl
naméfen rezidenni c¢as molekuly vody, ktery lezel
v rozsahu optimalnich (pozadovanych) hodnot dle teorie.
Zarovei byla pozorovana vysoka kineticka inertnost kom-
plexti novych makrocyklickych ligandii, umoznujici poten-
cialni pouziti novych komplexii in vitro/in vivo®. Nové
ligandy s linearnim skeletem bohuzel tvoii komplexy pod-
statnd mén& stalé’’. Byly navrzeny bifunkéni derivaty,
které byly kovalentné navazany na makromolekuldrni no-
siGe, jako jsou polysacharidy (derivatizovany inulin)*,
polyamidoaminové dendrimery® 2, kalixareny™ nebo
cyklodextriny™. Bylo pozorovéano, Ze v piipadé flexibil-
nich nosi¢u (inulin, dendrimery) nedochazi k tak vyznam-
nému narustu relaxivity, jak by pfisluselo nartistu molarni-
ho objemu kontrastni 14tky, a to pfedevSim diky lok4lnim
pohybiim makromolekularniho centra, které¢ efektivné
zkracuji rotacni ¢as samotného komplexu. Oproti tomu pfi
pouziti rigidnich nosi¢u — cyklodextrinii — byl pozorovan
velmi vyznamny narist relaxivity, poskytujici kontrastni
latky s nejvyssi dosazenou hodnotou relaxivity rozpocitané
na jednotku moldrni hmotnosti (tzv. hustotou relaxivity).
Této vlastnosti 1ze vyuzit napt. pro znaceni bunécnych
kultur a nasledné sledovani osudu transplantovanych bu-
ne¢k v organismu. Proto byly pfipraveny bimodalni kon-
trastni latky typu MR-OM, nesouci kromé gadolinitého
komplexu té2 fluoreskujici molekulu®. Tato fluorescenéni
znacka pak umozZnila sledovani vstupu kontrastnich latek
do bun¢k pomoci fluorescencni mikroskopie (viz nize).
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Dalsi studovanou alternativou v nasi skuping, jak
zpomalit rotaci kontrastni l1atky, je sorpce nizkomolekular-
ni kontrastni latky na nanokrystalicky oxid titanicity.
I v tomto pfipadé byl pozorovan znacny narust relaxivity,
ktery umoznil efektivni znadeni bun&énych kultur®. Vyho-
dou této metody je mozna soucasna sorpce gadolinitého
komplexu a fluorescenéni znacky™.

3. Komplexace radionuklidi v PET

V soucasné dobé¢ je pouziti PET zavislé na radionukli-
dech "*F, ''C, *N a "0, které maji kratky polo&as rozpadu
a jsou produkovany v cyklotronu, vétSinou mimo klinicka
pracovisté. Samotné zafizeni, nutnost uziti cyklotronu
a naroky na dopravu pak fadi uvedené vysetieni k finan¢né
mimofadné naroénym. V soucastné dobé se pozornost
védet soustfed’uje na izotop **Ga, ktery je piistupny
z generatoru obsahujiciho mateisky izotop **Ge (T4, =
271 d). S poloasem rozpadu 68 minut je izotop **Ga
vhodny pro vétsinu bio-cilenych aplikaci. Cela oblast vyu-
7iti ®*Ga v PET byla shrnuta v neddvné dobé v prehledném
¢lanku®’. Gallium je ve vodném roztoku stalé jako kation
Ga’" a na rozdil od vyse zminénych radioizotopti pro PET
nemuze byt na vybranou biomolekulu véazano ptimo
(kovalentné). Pro jeho aplikace musi byt vdzano vhodnym
ligandem, se kterym bude vytvaret velmi stabilni komplex
jiz v kyselé oblasti. Zde je tfeba si uv€domit, Ze pti pH
veétsim nez 4 se tvoii nerozpustny hydroxid gallity, ktery
se pfi pH vétSim neZ 8 rozpousti za vzniku hydroxidokom-
plext. Krom¢ obecnych pozadavkd — snadna a levna syn-
téza, a dlouhodoba stalost — by mél idealni ligand pro **Ga
kombinovat nasledujici vlastnosti: a) vysledny komplex by
mél byt velmi stabilni a to jak termodynamicky, tak i kine-
ticky; b) rychla komplexace v fadu minut a to pfi teploté
niz8i nez 40 °C, pH menSim nez 4 a pfi velmi nizkych
koncentracich (nano az pikomolarnich); ¢) komplexace
musi byt viigi Ga** selektivni, selektivita je dilezita vzhle-
dem k mozné transmetalaci s biogennimi ionty, jako jsou
Ca®’, Mg*" a Zn*"; d) schopnost konjugace s biologicky
aktivnimi molekulami, které zajisti specifickou distribuci
1é¢iva (tzv. bio-targeting).

Na obr. 10 jsou znazornény nékteré piiklady studova-
nych ligandi. Triazacykly (horni fadek) vice splituji poza-
davky uvedené vySe. Na rozdil od linearnich ligandi
(dolni tadek) tvoii komplexy s vyS$si termodynamickou
a také kinetickou stalosti. Na druhé strang, linearni ligandy
komplexuji ion Ga®" mnohem rychleji, ale nemaji rigidni
dutinu (kavitu) pozadované velikosti a tak nejsou selektiv-
ni*®. Ligandy s thiolovou skupinou se ukézaly jako nejmé-
n¢ vhodné vzhledem k snadné oxidaci skupiny a také
vzhledem k naro&né syntéze™*.

Nejvetsi vyznam pro komplexaci trojmocného gallia
ma DOTA®' a ligandy typu NOTA® . Nejvice vyuzivané
jsou derivaty DOTA piedevsim pro svoji komercni dostup-
nost a dostupnost vhodnych konjugati, které byly studova-
ny jako CA pro MR a radioterapeutika®. Na druhé strané
ligandy typu NOTA vykazuji lepsi stabilitu a selektivitu
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Obr. 9. Ligandy studované ve skupiné bioanorganické a koordinac¢ni chemie na katedie anorganické chemie PfF UK v Praze

vigi Ga®" vzhledem k velikosti kavity, ktera je pro tento
ion idedlni®.

Na zaklad¢ uvedenych znalosti a nasich zkuSenosti byl
na nasem pracovisSti navrZen a syntetizovan novy ligand PrP9
(obr. 9), ktery splituje vyse uvedené pozadavky®. Vysledky
ukazaly, Ze kinetika tvorby komplexu Ga-PrP9 je za béz-
nych chemickych i radiochemickych podminek mimotad-
né rychld, rychlejsi nez analogicka reakce s DOTA nebo
NOTA. Uvedena rychlost komplexace vychazi
z predpokladu, Ze se pendantni rameno chova jako linedrni
ligand a zachyti gallity ion pomoci karboxylové skupiny,
coz vede ke vzniku tzv. ,,out-of-cage” komplexu. Ion se
tak rychle dostane do blizkosti hlavniho a energeticky
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mnohem vyhodnéjsiho chelataéniho centra a piechod do
kavity je timto urychlen. Oproti jinym ligandim kom-
plexace probiha v Sirokém rozmezi pH, jiz od hodnoty
pH 1, a ani pfi hodnoté pH 5 nebyl pozorovan vznik sraZe-
niny hydroxidu gallit¢ého. Komplexace probiha mimoradné
rychle, pfi zahtati na teplotu 60 °C a pH 3,5 je reakce
ukoncena dfive nez za 1 min a pii laboratorni teploté je
za 5 min zakomplexovano vice nez 90 % beznosic¢ového
8Ga’". V ptipadech NOTA a DOTA &ini mira komplexace
za identickych podminek 75, resp. 15 %. Na modelovych
latkach bylo pozorovano, ze karboxylové skupiny ani po
konjugaci s biomolekulami neztraci schopnost zvySovat
rychlost komplexace.
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4. Dualni kontrastni latky

Kazda ze zobrazovacich metod (MR, PET a OM) ma
své vyhody a nevyhody, které se tykaji citlivosti, rozliseni
a také ceny. Pouziti jednotlivych zobrazovacich metod je
zatim pfistrojové oddé€leno a k ziskani celkového obrazu je
tedy nutno kombinovat vysledky, které byly ziskany za
rozdilnych podminek. Také kontrastni latky jsou rozdilné
a 1isi se biodistribuci a farmakokinetikou. Dal$i vyrazné
zlepSeni je mozné dosahnout sdruzenim jednotlivych pfi-
stroji do jednoho zafizeni, které vyuziva soucasné dvé
nezavislé metody a provadi prislusna méfeni. Jiz existuji
komer¢ni tomografy kombinujici PET-CT a SPECT-CT,
a jako prototypy jiz byly pfedvedeny sdruzené piistroje
PET-MR, které kombinuji vysokou citlivost PET a vybor-
né prostorové rozliSeni MR. Velmi perspektivnim se jevi
i pouziti kontrastnich latek PET-OM, napft. pro chirurgic-
kou praxi. Problematické tkan¢ — napt. malé nadory — by
mohly byt snadno detegovany pomoci PET a nasledné pfi
chirurgickém zakroku by mohly byt zvyraznény pomoci
fluorescence. Kombinace fluorescencni a MR aktivni latky
nabizi oznaceni bunéénych kultur — napt. kmenovych bu-
nek nebo bunéénych seskupeni (napt. pankreatickych ost-
ruvkl). Vstup kontrastni latky do bunék lze potvrdit fluo-
rescencni mikroskopii, a nésledné sledovani osudu bun¢k
po transplantaci do organismu je umoZnéno metodou
MR®*7_ Vedle b&znych organickych fluorescenénich latek
je mozné pouzit napf. i smes izostrukturnich komplext
lanthanida (Eu**/Gd™) (cit.”*"").

Komplex Gd-DTPA s fluorescenéni znackou byl také
pouzit pro znaeni kmenovych bungk”®”. Vzhledem

HOZC\I HS\I

P

(Y /
CO,H R SH
R=H NOTA TACN-SH
CH,CO,H NODASA
(CH2)2COH  NODAGA
CgH4NCS NODAPA-NCS

HOZC—\ /—\ /—COZH

><_ _>< SH
HOZC Co2
Ho2 CO H

6SS

Obr. 10. Ligandy pouZivané pro komplexaci radioaktivniho gallia
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k lepsi stabilité za podminek in vivo jsou vsak pro tyto
Gcely spiSe vyuzivany makrocyklické ligandy™. Z tohoto
divodu byly studovany derivaty Gd-DOTA komplexi
s fluorescenéni znackou®!, tzv. ,kvantové teCky* (Q-dots)
(cit.*?) nebo nanoéastice zlata® modifikované komplexem
Gd-DOTA, nebo lipidické derivaty rhodaminu® a pepti-
dy oznagené Gd-DOTA/fluoresceinem® ™. Vedle t&chto
T1-CA byly ptipraveny, studovany a testovany bimodalni
kontrastni latky, které obsahovaly T5-CA. Napt. fluorescei-
nem oznacené nanocastice oxidu Zeleza byly pouzity pro
studie pankreatickych ostrivki in vivo™.

V nasi skupiné€ jsme vysli z komplexu Gd-DO3A
(obr. 9), ktery byl zakotven na per-6-amino-cyklodextrin,
a z Gd-BPPA (obr. 9) zakotvené¢ho na nanocastice oxidu
titani¢itého. V prvnim piipad¢ byl pouzit fluorescein, ktery
byl statisticky navazan spolu komplexem na cyklodextrin
(obr. 11, cit.>*). V druhém byl pouzit rhodamin obsahujici
fosfonovou skupinu, prostfednictvim které byl na nanocés-
tice ukotven*®. Oba takto piipravené materialy vykazuji jen
velmi nizkou toxicitu a jsou velmi ochotné pfijimany bun-
kami.

PABn

5. Cileni (targeting) 1é¢iv

Oblast cileni (targetingu) 1é¢iv nebo riznych terapeu-
tickych i diagnostickych radioizotopti, kontrastnich latek
a optickych sond je v popfedi vyzkumu farmaceutickych
firem i akademickych pracovist. V nasi skupiné jsme se
zam¢efili na anorganickou targetizujici skupinu, na bisfos-
fonaty. Bisfosfonaty patii mezi organofosforové slouceni-

/\cozH

COZH

N3S TAME-Hex
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Obr. 12. Srovnani PET obrazi ziskanych pomoci a) *Ga—
BPAMD a c) fluoridem '®F u pacienta s kostnimi metastizemi
rakoviny prostaty; b) prekryv ®*Ga-BPAMD PET a CT obra-
zi. Pfevzato z cit.

ny a jsou jiz vice nez pil stoleti vyuzivany k 1écbé kost-
nich chorob. Tato 1é¢iva se pevné vazi na hydroxyapatit
[fosforecnan-hydroxid véapenaty, Ca;o(PO4)s(OH),], ktery
tvofi hlavni anorganickou slozku kostni tkané (50-70 %
hmotnosti). Po navazani na povrch kosti pak bisfosfonat
ovliviiuje funkci kostnich bunék a zpomaluje tak odboura-
véani kostni tkdné. Proto také dochazi k akumulaci bisfos-
fonath pfedevsim tam, kde je aktivita kostnich bunék nej-
vétsi — v kostnich chrupavkach, mistech ristu kosti ¢i ob-
lastech patologickych zmé&n®. Bylo pfipraveno n&kolik
makrocyklickych derivati nesoucich v postrannim fetézci
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tuto skupinu (napt. BPAMD a DO3AP®", obr. 9).%* Ve
spolupraci s Erasmus Medical Center v holandském Rot-
terdamu byl komplex jedné =ze studovanych latek
(BPAMD, obr. 9) s izotopem '""Lu testovan metodou
SPECT za podminek in vivo. Vysledky ukézaly velice
rychlé navazani latek na kostni tkan s pfednostni lokalizaci
v chrupavkach a mistech riistu kosti’’. V sougasné dobg
jsou komplexy t&chto latek s izotopem “*Ga testovany na
Gutenbergov€ univerzit¢ v némeckém Mainzu pro dia-
gnostiku kostnich metastaz metodou PET**. Diky vysoké
aktivit¢ bun€k dochézi k prednostni akumulaci radiodia-
gnostika v metastazach, coz umoznuje jejich detailni zob-
razeni (obr. 12). Ve srovnani s dnes pouzivanymi diagnos-
tickymi metodami, zalozenymi hlavné na aplikaci izotopu
"F ve formé fluoridovych aniontd, je mozno ziskat za
pouziti nové vyvijenych latek snimky s vyrazné vyssim
kontrastem. To nejen zpfestiuje diagnostiku kostnich meta-
staz, ale dovoluje i pouziti nizSich davek radioizotopil
a tim omezeni negativniho vlivu zafeni na zdravi pacientd.

6. Zavér

Z uvedeného piehledu je zfejmy pokrok v uvedené
problematice, ktery vede k latkam s lepSimi vlastnostmi
a s vyS§i ucinnosti. Aplikace v huménni medicin€ je vSak
vazéana na celou fadu velice drahych preklinickych a kli-
nickych testi podobné jako pfi hledani novych 1éciv.
Z tohoto divodu je prechod od chemického a fyzikalniho
vyzkumu k redlnému vyuziti pomérné€ strastiplny a to
i u latek, které vykazuji mnohem lepsi vlastnosti nezli
latky dosud pouzivané, a navic rozhoduji pochopitelné
ekonomické faktory. Nicmén¢ zakladni vyzkum, ktery je
orientovan na nové pfistroje a obecné trendy v medicing,
je nezbytny. V soucasné dobé jiz existuje v Evropé nékolik
pfistroji, které v sobé obsahuji MR a PET skener. Kombi-
nuji tak vysokou citlivost metody PET a vyborné rozliSo-
vaci schopnosti MR. Jiny pfiklad je kombinace fluo-
rescencni a PET kontrastni cilené latky. Takova latka po-
moci PET zobrazi i velmi malé nadory a pfi jejich chirur-
gickém odstranéni na né upozoriiuje svou vyraznou fluo-
rescenci. Uvedené postupy byly vétSinou prezentovany na
zvifecich modelech, ale jiz byly zvefejnény i prvni pokusy
v humanni medicin¢.

Velky vyzkumny potencial je zaméfen na cilené (tzv.
targetizujici) CA a také na CA, které méni svoji u¢innost
v zavislosti na fyzikalnich nebo chemickych zménach.
Priklad téch cilenych CA, zamétenych na kostni tkan¢, byl
ukazan vySe. Velké usili je zaméfeno na cilené nadorové
CA, které¢ casto obsahuji oligopeptidy, napf. octreotid.
Velmi zadané jsou CA, které by reagovaly na apoptické
buniky. To by umoznilo sledovat Gispésnost 1é¢by, popt. na
zakladé ziskanych vysledki 1épe davkovat chemoterapeu-
tika. Ale i CA zacilena na zanétliva loziska by pfispéla
k Gsp&sné 1é¢bé fady onemocnéni. Zadané jsou CA, které
reaguji na zmény fyzikalnich velicin, jako je napf. teplota,
nebo zmény chemické, napf. pH, koncentrace ionti atp.
Tato oblast je velmi perspektivni pro design novych ligan-
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dd a jejich komplexda.

I kdyZ na konci tohoto vyzkumu jsou nové diagnos-

tické metody pro klinickou aplikaci, které¢ dale zlepSuji
informovanost 1ékafil, na jejim zacatku je zédkladni multi-
disciplinarni vyzkum, a ten chemicky se na tom vyznamné
podili.
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J. Kotek and 1. Luke$ (Department of Inorganic
Chemistry, Faculty of Science, Charles University, Pra-
gue): Chelates for Biomedicinal Use

Magnetic resonance imaging (MRI) and positron
emission tomography (PET) have gained a great impor-
tance in the last thirty years in medicinal diagnostics as
imaging techniques with a superior spatial resolution and
contrast. MRI has assumed a critical role in medicinal
diagnosis and applications of contrast agents (CAs),
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mostly based on Gd(IIT) complexes. For this purpose, spe-
cific CAs have been developed, changing relaxivity after
cleavage of some bonds sensitive to the presence of spe-
cific ions or metabolites. For PET applications, a new iso-
tope ®*Ga(IlII) has been proposed. In view of utilization of
toxic ions, the crucial condition for their applications in
vivo is their complexation in stable species. In this review,
the ligand types and structures of their complexes as well
as their physicochemical parameters are discussed.
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Uvod

C, cesta fotosyntetické fixace CO,
Fosfoenolpyruvatkarboxylasa PEPC
NADP-malatdehydrogenasa (oxaloacetat dekarboxy-
lacni) NADP-ME

Pyruvat, fosfatdikinasa PPDK

Kooperace nefotosyntetickych isoforem PEPC, NADP-
ME a PPDK

Zaver

L=

hd

1. Uvod

Vznik oxygenni fotosyntézy zpasobil zménu ve sloze-
ni atmosféry — snizeni zastoupeni CO, a zvysSeni O,. Tato
skute¢nost ovlivnila funkci hlavniho fotosyntetického en-
zymu ribulosabisfosfatkarboxylasy/oxygenasy (Rubisco,
EC 4.1.1.39), ktery ma vedle karboxylacni aktivity také
aktivitu oxygenasovou, vedouci k fotorespiraci a snizeni
fotosyntetické ucinnosti. Fotosyntetizujici organismy byly
tedy nuceny vyvinout mechanismus, ktery by zvysil kon-
centraci CO, v blizkosti aktivniho centra Rubisco (CCM —
CO, concentrating mechanism)'. V sinicich, fasach a vod-
nich vysSich rostlinich hraji dileZitou roli pfenaSece
HCO;™ , CO, a enzym karbonatanhydrasa (EC 4.2.1.1)*™*.
Dalsi moZnosti je tzv. C4 a CAM (Crassulacean acid meta-
bolism) cesta fixace CO,, ktera zvysuje koncentraci CO,
v blizkosti Rubisco pomoci pfidatnych metabolickych drah
katalyzovanych fosfoenolpyruvatkarboxylasou (PEPC, EC
4.1.1.31); NADP-dependentni = malatdehydrogenasou
(NADP-MDH, EC 1.1.1.82); NADP-dependentni malatde-
hydrogenasou (oxaloacetat dekarboxylacni) (NADP-ME,
EC 1.1.1.40) a pyruvat, fosfatdikinasou (PPDK,
EC 2.7.9.1)°. Cyklus byl objeven M. D. Hatchem a C. R.
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Slackem® v roce 1966, funkce fotosyntetickych isoforem
tak byla objasnéna, avSak zajem o nefotosyntetické isofor-
my jednotlivych enzymil pfitomné i v ,,obycejnych” Cs
rostlinach trva do soucasnosti. Hlavnim divodem muze
byt souvislost PEPC, NADP-ME a PPDK s obrannymi
odpovéd'mi rostlin vici stresu a rozdily ve zpasobu jejich
regulace.

2. C,4 cesta fotosyntetické fixace CO,

Nekteré rostliny se pred 85—65 miliony lety prizptso-
bily suchému, horkému prostiedi s vysokymi svételnymi
intenzitami pomoci pfidatnych metabolickych drah zna-
mych jako Hatchiv a Slackiv cyklus’. Ten pfinasi oproti
pfimé fotosyntetické fixaci CO, Calvinovym cyklem, ke
které dochazi u ptiblizné 95 % rostlin (tzv. C; rostlin),
nékolik vyhod, ackoliv na tkor dalSich energetickych na-
kladti v podobé ATP. Vyhodou PEPC je schopnost vyuzi-
vat nizs§i koncentrace CO, nez Rubisco, navic v podobé
HCO;™. C, rostlina méa nizs$i ztraty vody transpiraci a nizsi
ztraty fotosyntézy fotorespiraci oproti Cs (cit.”). V C, rost-
linach (napt. v kukufici, cukrové titing€, Ciroku, prosu)
probihd primarni fixace CO, =za katalyzy PEPC
v mesofylovych bunkach; ctyfuhlikaty metabolit L-malat
nebo L-aspartat je transportovan do bunék pochev svazkl
cévnich, kde probiha dekarboxylace pomoci NADP-ME
nebo fosfoenolpyruvatkarboxykinasy (PEPCK, EC
4.1.1.49) nebo NAD-dependentni malatdehydrogenasy
dekarboxyla¢ni (NAD-ME, EC 1.1.1.39). Uvolnény CO,
je v t&hto buiikdch znovu fixovan pomoci Rubisco jiz
obvyklym zpusobem. Ttiuhlikaty metabolit v podobé py-
ruvatu (nebo alaninu) se vraci do mesofylovych bunék a za
katalyzy PPDK je regenerovan PEP, primarni akceptor
CO, (obr. 1, cit.%).

Dulezitou podminkou pro fungovéani cyklu je prosto-
rové ¢i Casové oddéleni karboxylacni a dekarboxylacni
reakce. Prostorové oddéleni mezi bunky mesofylové
a buriky pochev cévnich svazki je u C,4 rostlin umoznéno
jejich zvlastni tzv. véncitou (neboli Kranz) anatomii listu.
V CAM rostlinach, mezi které patii pfedevS§im sukulenty,
ale také tropické rostliny, napt. nékteré orchideje, je pri-
marni a sekundarni fixace CO, oddélena casové; CO, je
vazan PEPC v pribéhu noci, kdy neni teplota okolniho
prostiedi tak vysokéd a mohou byt otevieny priduchy, aniz
by dochazelo k velkym ztratam vody. Produkt fixace CO,
L-malat je poté skladovan ve vakuole a ve dne je pak de-
karboxylovan za katalyzy NADP-ME a CO, znovu fixo-
van Rubisco™ %,

V nedavné dobé bylo zjisténo, ze C, cesta fixace CO,
mize probihat i v jedné buiice, kterd je rozdé€lena na dvé
¢asti umoznujici oddé€leni primarni fixace CO, a dekarbo-
xylace spolu s Calvinovym cyklem. Takovym piikladem je
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Referat

C,<——C, 3-PG [ Metabolismus
Atmosféricky [CO,] Export
Co, [ C,—==C, N I RuBP
1. Enzymy podilejici se 2. Enzymy 3. Rubisco
na fixaci CO, poskytufici CO,
C, cyklus C, cyklus C, cyklus
-PEPC -NADP-ME
-PPDK: regenerace PEP- -NAD-ME
substratu PEPC -PEP-CK

Obr. 1. Cy cesta fixace CO, (pfevzato z cit.® a upraveno); PEPC, fosfoenolpyruvatkarboxylasa; Cy &tyfuhlikaty meziprodukt L-malat
nebo L-aspartat; NADP-ME, NADP-malatdehydrogenasa (oxaloacetat dekarboxylacni); PEPCK, fosfoenolpyruvatkarboxykinasa; NAD-
ME, NAD-dependentni malatdehydrogenasa dekarboxyla¢ni; Rubisco, ribulosabisfosfatkarboxylasa/oxygenasa; RuBP, ribulosa-1,5-
bisfosfatem; 3-PG, 3-fosfoglycerat; C3, tfiuhlikaty meziprodukt pyruvat nebo alanin; PPDK, pyruvat, fosfatdikinasa (PPDK)

rostlina Suaeda aralocaspica, ktera ma protahlé bunkys;
v Casti priléhajici k epidermis probihéd primarni fixace CO,
za vzniku Ctyfuhlikaté slouceniny a v Casti burniky blizké
k cévnim svazkiim, ktera je bohat4 na chloroplasty, probi-
ha dekarboxylace a Calviniv cyklus. V rostliné Bienertia
cycloptera probihaji obdobné biochemické pochody, avsak
v kulovitych bunkach s velkymi mezibunéénymi prostory
probiha primarni fixace v perifernich oblastech, dekarbo-
xylace pak ve stiedu®.

3. Fosfoenolpyruvatkarboxylasa

Fosfoenolpyruvatkarboxylasa (PEPC) je cytosolovy
enzym, ktery se vyskytuje ve vSech vysSich rostlinach,
zelenych fasach a mikroorganismech, avSak nebyl nalezen
u zivoc¢ichll a hub. Katalyzuje ireverzibilni B-karboxylaci
fosfoenolpyruvatu v pritomnosti HCO;~ a dvojmocného
kationtu (Mg®*, Mn”") za vzniku oxaloacetatu a P; Tato
reakce je silné exergonicka. PEPC je citlivé regulovana na
mnoha urovnich, mezi dalezité inhibitory patfi L-malat
a aktivatory D-glukosa-6-fosfat”™"'. Dalsi zptisob regulace
predstavuje fosforylace serinového zbytku v blizkosti N-
konce. Tato fosforylace je katalyzovana specifickou PEPC
kinasou (obr. 2, cit.'?). Je to nejmensi znama proteinkina-
sa, ktera obsahuje jen katalytickou doménu bez regulac-
nich oblasti. Jeji aktivita v bufice je regulovana syntézou
de novo. V C,4 rostlinach se na této regulaci podili prede-
vs§im svétlo, v C; rostlinach je situace slozitéjsi, zalezi také
na dostupnosti CO,, dusiku a na dalSich vlivech (obr. 2,
cit.”>14.

Fosforylace PEPC znamenéd zmeénu kinetickych para-
metrt enzymu; fosforylovany enzym ma vy$si maximalni
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rychlost reakce, je mén¢ citlivy vici inhibici L-malatem
a vice citlivy vii¢i aktivaci D-glukosa-6-fosfatem'?. Tyto
zmény vSak neplati obecné, napt. fosforylovana i nefosfo-
rylovana forma PEPC z listi tabaku se nelisi v hodnot¢ Is
pro L-malat, pro PEPC ze semen kukufice byla zjisténa po
defosforylaci zména zavislosti rychlosti reakce na koncen-

Svétlo || Dostupnost || Abioticky | | Bioticky
CO,aN stres stres
PEP karboxylasa

kinasa

ATP ADP
S I 5
Mene aktivni Vice aktivni

{tma) (svétlo)

PP2A

®i H,O

Obr. 2. Regulace aktivity PEPC fosforylaci pomoci specifické
PEPC Kkinasy (pievzato z cit.'> a upraveno); fosforylace PEPC
specifickou PEPC kinasou znamena zménu kinetickych paramet-
rd enzymu; fosforylovany enzym ma vy$Si maximalni rychlost
reakce. Defosforylaci PEPC katalyzuje fosfatasa 2A (PP2A)
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traci PEP z hyperbolické na sigmoidélni'>'.

Zatimco fotosynteticki PEPC ma klicovou tulohu
v primarni fixaci CO,, pro nefotosyntetickou PEPC jsou
predpokladany nasledujici funkce: 7) dopliiovani interme-
diata citratového cyklu, i) asimilace dusiku a biosyntéza
aminokyselin, iii) malatové kvaseni, iv) spolu s NAD-
MDH udrzovani stalého pH v burice, v) udrZzovani elektro-
neutrality, vi) spolu s NAD-MDH a NADP-ME produkce
redukénich ekvivalentt NADPH, vii) opétovna fixace
respirovaného CO, (cit.''").

PEPC je v rostlinach pfitomna ve formé malé genové
rodiny'®. V C4 rostlinach je ve fotosyntetickych &astech
vysoké aktivita fotosyntetické isoformy PEPC, ve vSech
rostlinach se vyskytuji isoformy, které¢ plni anaplerotické
funkce. V C; rostlin€ husenic¢ku rolnim (4Arabidopsis thali-
ana L.) byly nalezeny tii isoformy homologické s dalSimi
rostlinnymi PEPC a jedna, kterd vykazovala vyS$si podob-
nost s bakterialni PEPC'®. Bakterialni typ PEPC byl obje-
ven také v ryzi (Oryza sativa L)', v semenech skocce
obecného (Ricinus communis L.)" a v semenech je¢mene
(Hordeum vulgare 1L.)*.

Nekteré rostliny mohou meénit typ fotosyntézy
v zavislosti na ontogenetickém vyvoji ¢i okolnich podmin-
kach. Prikladem takové rostliny je kosmatec kiistalovy
(Mesembryanthemum crystallinum), kde dochazi vlivem
zvySené koncentrace soli ke zméné metabolismu z C; na
CAM. Tato zména je provazena zvySenim aktivity PEPC
a jeji syntézou de novo**.

Poruseni vodni rovnovahy rostlin zptsobené suchem,
chladem ¢i zasolenou pidou vede rovnéz ke zvySeni akti-
vity PEPC® %, Zvyiena aktivita PEPC byla zjisténa
i v souvislosti s nedostatkem nékterych zivin ¢i esencial-
nich prvki®®; s nedostatkem fosfatu > a s nedostatkem
Fe'®™*!. Za hypoxickych podminek byla zvysena aktivita
PEPC v rostlindch ryze*?; ozon zptsobil zvyseni aktivity
PEPC v jehlicich borovice, avSak za soucasného pasobeni
sucha, kdy jsou uzavieny priduchy a ozon nepronikne
dovnitt, ke zvyseni aktivity nedoslo™.

Bioticky stres zplsobeny virovou infekci plisobi fadu
metabolickych zmén: sniZzeni fotosyntézy, snizeni aktivity
Rubisco, zvyseni aktivity antioxidacnich enzymu a také
zvySeni aktivity PEPC, a to pfedevS§im pomoci zvySeni jeji
fosforylace'**3°.

ZvySeni aktivity PEPC v rostlindch za stresovych
podminek pravdépodobné souvisi se zvySenou produkci
L-mal4tu, ktery vznikd po redukci oxaloacetatu. Malat
vedle dalsich latek pasobi jako osmolytikum, coz je dile-
zité pii vSech typech stresu, které poruSuji vodni rovno-
véahu rostliny®™™*°. Malat miize byt ve zvySené mife sekre-
tovan kofeny, je-li v rostliné nedostatek fosfatu nebo dal-
sich zivin®’~?. Stejny mechanismus pouziva rostlina
i v piitomnosti toxickych kovii v pudé®. PEPC spojuje
metabolismus sacharidi s metabolismem aminokyselin
a proteind, tato skutecnost mize byt pro rostlinu za stresu,
kdy je narok na syntézu proteint vyssi, dilezita.

Presny mechanismus zvySeni aktivity PEPC v rostling
jako reakce na stres neni znam, ale dualezitou roli hraje
zvyseni fosforylace molekuly PEPC'>,
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4. NADP-dependentni malatdehydrogenasa
(oxaloacetat dekarboxylaéni)

NADP-dependentni malatdehydrogenasa (oxaloacetat
dekarboxyla¢ni) (NADP-ME, z angl. malic enzyme)
v pfitomnosti koenzymu NADP" a dvojmocného kationtu
(nejéast&ji Mg™" nebo Mn*") katalyzuje oxida¢ni dekarbo-
xylaci L-malatu za vzniku pyruvatu, CO, a NADPH*7*®,
NADP-ME miize také katalyzovat dvé dalsi reakce. Mize
pusobit jako oxaloacetatdekarboxylasa nebo redukovat o-
oxokarboxylové kyseliny (v pritomnosti koenzymu
NADPH). NADP-ME katalyzuje také reverzibilni reakci,
v opaéném sméru se tvofi L-malat a NADP", aviak mno-
hem mensi rychlosti*’. Vyskyt NADP-ME je velmi $iroky:;
tento enzym se nachdzi v prokaryotickych i eukaryotic-
kych mikroorganismech, ve vSech typech rostlin (Cs, C,4
i CAM) a v zivocisnych tkénich véetné Clovéka. Struktura
rostlinnych i Zivo¢iSnych NADP-ME je pfevazné tetramer-
ni, s relativni molekulovou hmotnosti jedné podjednotky
62 000-67 000 (cit.***%).

Regulace fotosyntetickych isoforem NADP-ME se
uskuteciiuje inhibici nadbytkem substratu (L-malatu), ke
které naopak u nefotosyntetickych isoforem z C; rostlin
vétsinou nedochazi®®. Dalsi regulace se uskuteéiiuje pro-
stfednictvim aktivatort a inhibitorti, ke kterym patii sukci-
nat, a-oxoglutarat, oxaloacetat a fruktosa-1,6-bisfosfat®’.
NADP-ME je také regulovana pH*"**.

Regulace nefotosyntetické isoformy NADP-ME je
studovana méné. V kli¢ici C; rostlin€ Ricinus communis
byla NADP-ME aktivovana sukcinatem, koenzymem A,
acetylkoenzymem A a palmitoylkoenzymem A (cit.*").
Aktivace témito metabolity mlze souviset se syntézou
vy$Sich mastnych kyselin. V rostliné tabaku Nicotiana
tabacum L. byly jako inhibitory NADP-ME zjiStény ener-
geticky bohaté latky GTP, ATP, ADP. Intermediaty citra-
tového cyklu, latky spojené s lipogenezi a aminokyseliny
nemély na aktivitu NADP-ME vliv, metabolity glykolyzy
pouze mirny. Funkce NADP-ME v listech tabaku ma prav-
dépodobné souvislost s energetickou bilanci rostliny*.

Aktivita NADP-ME v rostlinich tabdku je rovnéz
ovlivilovana kofaktory (dvojmocnymi Kkationty kovil).
Vhodnymi kofaktory NADP-ME z listi tabaku byly Mg™"
(100 % aktivity), Mn*" (140 % aktivity), Co®" (59 %), Ni**
(54 %) a Zn’* ionty (20 % aktivity oproti Mg ")*.
V zavislosti na pfitomném kofaktoru se meénila afinita
NADP-ME vuci L-malatu, zatimco afinita NADP-ME vuci
NADP" nebyla piitomnosti riznych kofaktorii ovlivnéna®’.

Pro nefotosyntetickou isoformu NADP-ME, pfitom-
nou ve vSech rostlinach, jsou predpokladany tyto funkce:
i) poskytovani NADPH pro biosyntetické procesy (napf.
biosyntézu tukt, ligninu, fytoalexind), ii) poskytovani
NADPH jako koenzymu nékterych antioxidacnich enzy-
md, #ii) spolu s PEPC podil na udrzovani intracelularniho
pH, iv) dehydrogenace pyruvatu na acetyl-Co A a jeho
dali vyuziti*’.

Rostlinnd NADP-ME je enzym koédovany malymi
genovymi rodinami”*. V modelovych C; rostlinach se



Chem. Listy 104, 1175-1180 (2010)

znamym genomem Arabidopsis thaliana L.** a Oryza sati-
va L.” byly nalezeny geny pro tfi cytosolové a jednu plasti-
dovou isoformu NADP-ME. V tabaku i pSenici byl nale-
zen jeden gen pro cytosolovou a jeden gen pro plastidovou
isoformu™**. Exprese jednotlivych gent se lidi v riznych
organech, vyvojovych stadiich i v odpovédi na stres, stejné
jako regulace jednotlivych isoforem’ **°.

Také aktivita NADP-ME je studovana v souvislosti se
stresem. ZvySeni aktivity, popfipad€ zvySeni mnozstvi
proteinu NADP-ME bylo zjisténo v souvislosti se solnym
stresem v CAM i C; rostlinach™*"™*. Také sucho zvysilo
aktivitu a/nebo expresi NADP-ME (cit.>**"). Zvysena
aktivita NADP-ME spolu se zvySenou expresi byla pozo-
rovana v kofenech kukufice po plsobeni celulasy, jasmo-
natu a houbového elicitoru™, v listech kukufice vystave-
nych UV-B zateni®.

Bioticky stres zplisobeny virovou infekci Y virem
bramboru zpusobil v rostlinach tabaku zvySeni aktivity
(cit.”**), exprese a mRNA cytosolové isoformy NADP-
ME, zatimco chloroplastova isoforma nebyla timto stresem
ovlivnéna®.

Vyznam NADP-ME v rostlinach za stresovych pod-
minek je pfedevS§im v produkci redukénich ekvivalentt
NADPH nutnych pro biosyntézu fytoalexini a dalSich
obrannych latek, pyruvat mize byt navic vyuzit pro bio-
syntézu lipidii na opravy posSkozenych membran. NADPH

také slouzi jako koenzym antioxidagnich enzymu®',

5. Pyruvat, fosfatdikinasa

Poslednim enzymem, ktery v C, rostlindch uzavira
cyklus fotosyntetické fixace CO,, je pyruvat, fosfat dikina-
sa (PPDK). V piitomnosti ATP a anorganického fosfatu
katalyzuje regeneraci fosfoenolpyruvatu z pyruvatu. Sou-
Zasné se tvoti AMP a PP; (cit.>®). Tento enzym je pfitomen
ve vSech rostlinach, avsak v C; pouze v malém mnoZstvi>.
Fotosyntetickd  isoforma PPDK je lokalizovéna
v chloroplastech, nefotosyntetickd isoforma je pfitomna
v cytoplasm€. V C; rostlindch byla detegovéna aktivita
PPDK v chloroplastech i cytoplasmé s podobnymi vlast-
nostmi’®,

Vzhledem k tomu, ze fotosynteticky enzym limituje
rychlost celého Cy4 cyklu, je aktivita PPDK (C; i C,4 rostlin)
regulovana svétlem pomoci reverzibilni fosforylace. Jak
aktivaci defosforylaci, tak inaktivaci fosforylaci katalyzuje
bifunkéni regulagni protein PPDK (obr. 3, cit.”®). Dalsi
zvlastnosti tohoto regulacniho proteinu je skutecnost, ze
k fosforylaci vyuziva ADP misto ATP a k defosforylaci je
nutna pritomnost fosfatu, ze kterého vznika pyrofosfat
(obr. 3, cit.”™?).

Byla prokdzana souvislost PPDK se stresem;
v kofenech ryze se zvysila aktivita PPDK ptisobenim rost-
linného hormonu kyseliny abscisové, polyethylenglykolu,
hypoxie, chladu a zvy$ené koncentrace soli’2. Rovn&Z bio-
ticky stres zplsobeny virovou infekei zpiisobil zvySenou
aktivitu PPDK v listech tabaku®>~*,
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Obr. 3. Regulace aktivity PPDK fosforylaci (pievzato z cit.””);
aktivita PPDK (C; i C4 rostlin) je regulovana svétlem pomoci
reverzibilni fosforylace bifunkénim regulaénim proteinem PPDK
(RP), ktery katalyzuje jak aktivaci defosforylaci, tak inaktivaci
fosforylaci

6. Kooperace nefotosyntetickych isoforem
PEPC, NADP-ME a PPDK

Bylo zjisténo, Ze v rostlinach dochazi pti nékterych
typech stresu, jako napf. sucho, ale i v prib&hu virové
infekce, ke sniZeni rychlosti fotosyntézy a uzavirani pri-
duchil. Za té€chto podminek byla zjiSt€na zvySend aktivita
PEPC, NADP-ME i PPDK v listech i kofenech tabaku®>**.

Na obr. 4 je uveden cyklus, ktery by mohly katalyzo-
vat enzymy PEPC, NAD-MDH, NADP-ME a PPDK i v C;
rostlinidch. V tomto cyklu je sice spotfebovéna energie ve
formé ATP, avsak zaroven vznikaji redukéni ekvivalenty
NADPH na ukor NADH. Zustava otazkou, zda v Cs rostli-
nach mize tento cyklus poskytovat CO, pro Calviniv cyk-
lus, obdobné jako v C, rostlinach. Pfi uzavirani praduchii
se stava pravdépodobné pro rostlinu limitujici mnozstvi
COs,. Za téchto podminek je vSak zdrojem CO, pro PEPC
respirace nebo fotorespirace spise nez CO, z vnéjsiho pro-
stfedi. Zdrojem CO, muiZe byt také L-malat transportovany
z neautotrofnich ¢asti rostliny, ktery je dekarboxylovan
pomoci NADP-ME. L-Malat jako zdroj CO, pro Calviniv
cyklus v C; rostlinach uvazuji i jini autofi®. Pro rostlinu
muze byt vyhodné i zvySeni prutoku metabolitd jen Casti
tohoto cyklu, protoze umoziuje propojeni zakladnich me-
tabolickych drah.

7. Zavér

Regulace aktivity enzymu v buiice je dilezita nejen
za fyziologickych podminek, ale piedevsim za podminek
nefyziologickych, stresovych. Mechanismus odpovédi
rostliny na stres je v posledni dobé intenzivné studovan,
av§ak mensi pozornost je vénovana zmé€ndm v primarnim
metabolismu rostlin za podminek stresu; zména toku meta-
bolitll jednotlivymi metabolickymi drahami je dilezita, jak
uZ pro mobilizaci energetickych zdrojli pro syntézu obran-
nych latek, tak k udrzeni metabolismu ve ,,stavu nouze*.
Z dosavadnich vysledki vyzkumu vyplyva, ze enzymy
PEPC, NADP-ME a PPDK se podileji na ptizpisobeni
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Obr. 4. Predpokladané metabolické drahy v C; rostlinach vystavenych stresu; PEPC, fosfoenolpyruvatkarboxylasa; NAD-MDH,
NAD-malatdehydrogenasa; NADP-ME, NADP-malatdehydrogenasa (oxaloacetat-dekarboxylacni); PPDK, pyruvat, fosfatdikinasa; PEP,

fosfoenolpyruvat; OAA, oxaloacetat

rostlinného metabolismu stresovym podminkam. Poznani
téchto zmen je dulezité pro hodnoceni a vybér zemédélsky
vyuzivanych rostlin a jednotlivych kultivard pro péstovani
za podminek stresu.

Autori dékuji za podporu nasledujicim grantium:
MSM0021620808 a 1M0505.
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H. Ryslava and V. Doubnerova (Department of
Biochemistry, Faculty of Science, Charles University in
Prague): Enzymes of the Hatch-Slack Cycle in C;
Plants

Phosphoenolpyruvate  carboxylase (PEPC, EC
4.1.1.31), NADP-dependent malic enzyme (NADP-ME,
EC 1.1.1.40) and pyruvate phosphate dikinase (PPDK, EC
2.7.9.1) are the enzymes that participate in reactions of the
Hatch-Slack cycle in C4 plants. The isoforms of these
enzymes, which do not participate in photosynthesis, are
present in all plants including the C; plants. This review is
focused on the occurrence, gene families, regulation and
possible functions of the above mentioned enzymes. PEPC
is inhibited by L-malate, activated by D-glucose 6-
phosphate and regulated by phosphorylation catalysed
with specific PEPC kinase. Phosphorylated PEPC is char-
acterized by a higher reaction rate, higher sensitivity to
activation and lower sensitivity to inhibition. Similarly,
PPDK is regulated by a specific PPDK regulatory protein,
a most unusual bifunctional protein kinase/protein phos-
phatase. The function of PEPC in C; plants is replenish-
ment of the citric acid cycle with intermediates, thus pro-
viding carbon skeletons for amino acid synthesis. PEPC in
cooperation with malate dehydrogenase and NADP-ME
produces NADPH for biosynthesis of fatty acids and spe-
cific defence compounds such as phytoalexins. The en-
hanced activities of PEPC, NADP-ME and PPDK under
stress of various types could be a sign of their involvement
in plant response to stress.
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1. Uvod

I v dnesni dobé fascinujicich moznosti modernich
spektrometrickych a separa¢nich metod hraji moderni
elektroanalytické metody svoji nezastupitelnou roli'. Mo-
derni voltametrické metody ve vsadkovém upotradani Ci
ampérometrické metody v uspofadani pritokovém mohou
poskytnout neocenitelné sluzby, zejména pii monitorovani
biologicky aktivnich organickych sloucenin vyznamnych
z hlediska ochrany lidského zdravi. Dokazuje to cela fada
ptehlednych referati pochazejicich z nasi UNESCO labo-
ratofe elektrochemie Zivotniho prostiedi’~'7. Hlavnimi
vyhodami elektroanalytickych metod jsou nizké pofizovaci
a provozni naklady, vysoka citlivost, pfijatelna selektivita,
snadnd miniaturizovatelnost a automatizovatelnost a v ne-
posledni tad¢ snadna ptenosnost lehkych analytickych
pfistrojti umozujici jejich pouziti v terénu pfi velkoplos-
ném monitorovani riznych Skodlivych organickych latek.
Rozhodujici pro prakticky tspéch modernich voltametric-
kych a ampérometrickych metod je volba vhodné pracovni
elektrody, ktera je srdcem pfislusného pfistroje
a predurcuje parametry analytického stanoveni (spektrum
analytd, citlivost, pfesnost, mez detekce a stanovitelnosti),
ale i ptipadné obtize, zejména souvisejici s pasivaci pra-
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covni elektrody, at’ uz produkty elektrodové reakce nebo
slozkami analyzovaného roztoku. Jednim z nejvhodnéjsich
elektrodovych materialti pro stanoveni a detekci elektro-
chemicky redukovatelnych organickych sloucenin je rtut
(cit."*™1%). Avsak i tento tém&F idealni elektrodovy materi-
4l ma pochopitelné¢ ur€ité nevyhody, zejména mechanic-
kou nestabilitu komplikujici jeho pouziti pfi pritokovych
méfenich a métenich v terénu. Urcité komplikace souvisi
i s ne zcela opravnénymi obavami z toxicity rtuti'®, ktera
vSak pfi spravné provadénych méfenich nemize hrat vy-
znamngjsi roli.

Proto naSe laboratof jiz fadu let vénuje pozornost
vyuziti riznych typa stfibrnych amalgamovych elektrod
pro voltametrickd a ampérometrickd stanoveni redukova-
telnych biologicky aktivnich organickych slouenin. Rada
vysledkli bakalatskych, diplomovych a doktorskych praci
i praci stfedoskolskych studentti v ramci Stiedoskolské od-
borné &innosti (SOC)" a v ramei projekti Cesta k véds™
a Oteviena véda II (cit.?"), jejichz cilem je prilakat k védecké
praci nejtalentovanéjsi piislusniky mladé generace, je pie-
hledné shrnuta v prvni ¢asti tohoto ptispévku (viz kap. 2).

Pro stanoveni elektrochemicky oxidovatelnych orga-
nickych latek se nejéastdji pouziva skelny uhlik**.
V neddvné minulosti se vSak objevil novy, fascinujici elek-
trodovy materidl — borem dopovany mikrokrystalicky ¢i
nanokrystalicky diamantovy film, o némz bylo jiz n¢koli-
krét referovano i na strankéch tohoto &asopisu'~**. Tento
perspektivni elektrodovy material vykazuje minimalni
elektrodovych materidld, a navic parafinicky charakter
jeho povrchu nepodporuje adsorpci vétSiny organickych
analytt’, tak’e jsou zde minimalizovany problémy
s pasivaci pracovni elektrody, kterd je nejveétSim problé-
mem pii praktické aplikaci vétSiny ostatnich elektrodo-
vych materiald. Pfehled metod stanoveni stopovych mnoz-
stvi fady organickych latek vypracovanych v nasi laborato-
fi je shrnut ve druhé ¢asti tohoto piispévku (viz kap. 3).

2. Sti'ibrné amalgamové elektrody

Tyto bezpochyby uzite¢né pracovni elektrody je moz-
no pfipravit prakticky v kazdé laboratofi prostym naplné-
nim vhodné sklenéné trubicky praskovym stiibrem a jejim
ponofenim pies noc do kapalné rtuti?®°. Tim vznikne me-
chanicky stabilni a netoxicky amalgam®' ™ (jak dokazuji
staleté zkuSenosti s jeho pouzivanim na pfipravu zubnich
plomb)**. Vznikly amalgdm lze mechanicky vyleitit
a piipravit tak tzv. leSténou stfibrnou pevnou amalgédmo-
vou elektrodu (polished silver solid amalgam electrode —
p-AgSAE) (cit.”). Pro analytické ugely se viak 1épe hodi
rtutovym meniskem modifikovana stiibrna pevna amalga-
mova elektroda (mercury meniscus modified silver solid
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amalgam electrode — m-AgSAE) (cit.*), kterou Ize snadno
pfipravit kratkym ponofenim p-AgSAE do kapalné rtuti.
signalu. Vzhledem k omezenému rozsahu tohoto piispévku
odkazujeme &tenafe na podrobné prehledné prace™®!#3035737,
kde se mize dozvédét vice o priprave, vlastnostech, klasi-
fikaci i praktickych aplikacich tohoto netradi¢niho elektro-
dového materidlu. Zajimavé moznosti nabizi i dalsi typy
stiibrnych amalgamovych elektrod, napf. stiibrné amalga-
mové pastové elektrody s organickou pastovaci kapalinou
(AgSA-PE) (cit.****) &i bez ni (AgA-PE) (cit.*****), stiibr-
né amalgamové kompozitni elektrody**'** & st¥ibrné
amalgamové elektrody na bazi jediného krystalu (CAgAE)
(cit.'), které umoziiuji m&feni v jediné kapce roztoku &i
konstrukei miniaturizovanych cylindrickych elektroche-
mickych detektord pro pritokova méfeni. Omezeni rozsa-
hem ptedkladaného ptispévku se vSak v nasledujicim textu
zaméfime pouze na prehled praktickych aplikaci stiibr-
nych pevnych (m-AgSAE ¢&i p-AgSAE) a pastovych
(AgSA-PE ¢i AgA-PE) amalgamovych elektrod vyvinu-

Referat

tych v posledni dobé v nasi laboratofi. Nicméné abychom
dostali slovu ,krasa“ v nazvu tohoto ptispévku, uvadime
na obr. 1 fotografie krasnych krystalti stiibrného amalga-
mu, jenz se pouziva ke konstrukci miniaturizovanych stfi-
brnych amalgamovych elektrod'.

Jak jiz bylo feceno, jsou stfibrné amalgdmové elektro-
dy dustojnou nahrazkou rtutovych elektrod v pripadé
voltametrického ¢i ampérometrického stanoveni elektro-
chemicky redukovatelnych latek. Strukturni vzorce vybra-
nych latek studovanych v nasi laboratofi jsou zobrazeny na
obr. 2 a piislusné charakteristiky nové vyvinutych metod
jsou shrnuty v tabulce I.

3. Borem dopované diamantové filmové
elektrody

Borem dopovana diamantova filmova elektroda
(BDDFE) patii mezi nejnovéjsi typy elektrod odpovidajici

Obr. 1. Krychlové plosné centrované (a faze, obsah stfibra > 48 %), Sesterecné (p faze, obsah stfibra 33—-48 %) a krychlové pro-
storové centrované (y faze, obsah stiibra 29-32,5 %) struktury*** krystalii st¢ibrného amalgamu (A), riist dlouhych ,,jehel* krys-
tali stfibrného amalgamu na poamalgamovaném stfibrném dratu (B), detail krystali pfevazné Sesterecné struktury rostoucich
na stfibrné amalgamové pasté (C) a pripravena krystalova stfibrna amalgamova elektroda ve 2 pl pipetovaci Spicce izolovana
polystyrenovym filmem (D) (vse fotografovano pomoci Microscope Camera, Digitus, Taiwan)
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1183



Chem. Listy 104, 1181-1195 (2010)

OH

OH
NO,

NO,

2-nitrofenol 4-nitrofenol

NH,
OH Cl Cl
OCH;
O,N NO,
2-methoxy-5-nitrofenol dichloran

COOCH;
cl o) NO,
cl

bifenox

HoNO
CI/\/NTN\/\CI
0

carmustin

NH,

CHoF

3-fluoromethyl-4-nitroanilin

OH OH

oy
O,N %m

(0]

chloramfenikol

Obr. 2. Pokracovani

B) Pesticidy
OH
NO,
2,4-dinitrofenol
NO, |,
BSOGE
H,C NO, CHj
pendimethalin

COOH

F3CQOONOZ

Cl

acifluorfen

C) Létiva

o NO
N

O/ jO(N\/\G

lomustin
B
/
HSC/QN NO,

OH

metronidazol

OH CHs

H [
Dy
HO ; OHO

OH

streptozotocin

1184

OH
O,N CHj,

NO,

2-methyl-4,6-dinitrofenol

Cl

nitrofen

OCH,CHs

FgcQOONOZ

Cl

oxyfluorfen

FsC N0
H
flutamid

N
;o\
H3C/<N3\N02

Cl
OH

ornidazol
(0]

e

HO— o N° 0
N3

azidothymidin



Chem. Listy 104, 1181-1195 (2010)

Referat

H3C\ N
N =
C':I?g\/)_\s_/_ N;IZ/NO2
H

N

\

CH3

nizatidin

D) Polutanty Zivotniho prosti-edi

(0]
O/\CH3 OMCHZ O/ (CH2)3CH3 O/(CHZ)QCH3
O._CH o (O ON
R ek, (CH)sCHs (CH2)CHs
(0]
diethylftalat diallylftalat dibutylftalat didecylftalat
HOOC COOH
\—/

maleinova kyselina

E) Vybusniny
OH
O,N NO,

pikrova kyselina

Obr. 2. Pokracovani

konceptu tzv. zelené analytické chemie. Samotny diamant
se vyznacuje mimoradnou mechanickou i chemickou sta-
bilitou. Je jednim z nejlepSich ptirodnich izolatorti a pro
jeho elektroanalytické vyuZiti je nutné jej dopovat atomy
jinych prvki, nejéastdji atomy boru™®”!. Obvyklym zpiiso-
bem se BDDFE pfipravuji technikou chemické depozice
par (CVD) — tyto elektrody jsou oznaCované jako ,,as-
grown CVD films“. Na svém povrchu maji zpravidla mo-
novrstvu vodiku, ¢ehoz je dosaZeno zavadénim vodiku do
reakéni komory v zavéreCné fazi depozice. Povrch dia-
mantu s volnymi vazbami ukoncenymi vodikem je tudiz
hydrofobni a pomérné malo aktivni. Naproti tomu oxido-
vany povrch diamantu obsahuje kyslikaté funkéni skupiny,
a je tudiz hydrofilni. Hlavni vyhody, které ¢ini borem do-
povany diamant neobycejné perspektivnim elektrodovym
materialem, jsou®>%¢:

— nizké kapacita elektrické dvojvrstvy majici za nasle-

dek nizky zbytkovy proud a velmi maly Sum,

—  Siroké potencialové okno (napt. od —1,5 V do +1,5 V
v prostiedi 0,1 mol I'" kyseliny sirové, u zvlasté kva-
litnich filma se uvadi Sifka potencidlového okna az
5V),

— minimalni nachylnost k pasivaci elektrody produkty
elektrodové reakce ¢i interferenty v analyzovaném
roztoku diky parafinickému charakteru povrchu (sp®
hybridizované atomy uhliku) majici za nésledek niz-
kou adsorpci latek, coz snizuje pravdépodobnost deak-
tivace zablokovanim aktivnich center na povrchu,

— mechanicka robustnost a stabilita umoznujici vyuziti
téchto elektrod v pritokovych systémech,

—  biokompatibilita umoziujici snadnou implantaci téch-
to elektrod do zivé tkané s minimalni pravdépodob-
nosti negativni biologické odezvy.

Elektrochemické vlastnosti diamantovych filmovych
elektrod jsou ovlivnény zejména typem dopantu a jeho
koncentraci, morfologickymi vlastnostmi (pfitomnosti
povrchovych defektl), pfitomnosti necistot uhliku nemaji-
cich strukturu diamantu a druhem povrchové terminace
(atomy vodiku, fluoru, kysliku aj.). V nasi laboratofi se
nejcastéji vyuziva diamantového filmu terminovaného
vodikem. Takovy povrch ma obdobnou strukturu jako
alkany, a proto ma jen velmi nizkou tendenci adsorbovat
polarni slouceniny z roztoku. Diky tomu jsou elektrodové
procesy, které zahrnuji adsorpci intermediatu na povrch
elektrody (napt. vyvoj vodiku, kysliku nebo halogenil),
silng zpomaleny”.

Dalsi vlastnosti BDDFE ovliviwujici jejich elektroche-
mické chovani je jejich mikroskopicka ¢i nanoskopicka
hrubost, ¢ili velikost narostlych mikrokrystalkdl ¢i nano-
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Tabulka I
Ptehled voltametricky a ampérometricky stanovovanych latek na riiznych typech pracovnich stiibrnych amalgamovych elektrod
Sloucenina Pracovni Technika Prostfedi/matrice Lineérni Lo* Lit.
elektroda dynamicky  [umol ']
rozsah
[umol I™']
CHEMICKE KARCINOGENY
2-Amino-6-nitrobenzothiazol m-AgSAE  DCV BR pufr pH 4,0 — methanol (9:1) 0,2-100 0,7 45
DPV BR pufr pH 10,0 — methanol (9:1) 0,2-100 0,4 45
p-AgSAE DCV BR pufr pH 10,0 — methanol (9:1) 2-100 3 45
DPV BR pufr pH 3,0 — methanol (9:1) 2-100 3 45
2-Amino-9-fluorenon m-AgSAE  DPV BR pufr pH 4,0 — methanol (9:1) 0,1-100 0,2 —n
2,7-Dinitrofluoren m-AgSAE  DCV BR pufr pH 8,0 — methanol (1:1) 0,2-10 0,3 46
DPV BR pufr pH 8,0 — methanol (1:1) 0,2-10 0,2 46
DPV pitna voda — BR pufr pH 8,0 (9:1) 0,2-1 0,3 46
DPV ficni voda — BR pufr pH 8,0 (9:1) 0,2-1 0,5 46
2,7-Dinitro-9-fluorenon m-AgSAE  DCV BR pufr pH 4,0 — methanol (1:1) 0,2-10 0,5 46
DPV BR pufr pH 4,0 — methanol (1:1) 0,1-10 0,2 46
DPV pitna voda — BR pufr pH 4,0 (9:1) 0,2-1 0,3 46
DPV fi¢ni voda — BR pufr pH 4,0 (9:1) 0,2-1 0,4 46
1,3-Dinitronaftalen m-AgSAE  DPV BR pufr pH 10,0 — methanol (1:1) 1-100 2 47
AgSA-PE DPV BR pufr pH 6,0 — methanol (1:1) 1-100 1 48
1,5-Dinitronaftalen m-AgSAE  DPV BR pufr pH 10,0 — methanol (1:1) 1-100 1 47
AgSA-PE DPV BR pufr pH 12,0 — methanol (1:1) 1-100 2 48
1,8-Dinitronaftalen m-AgSAE  DPV BR pufr pH 10,0 — methanol (1:1)  0,25-100 0,5 47
AgSA-PE DPV BR pufr pH 8,0 — methanol (1:1) 1-100 1 48
9-Fluorenon m-AgSAE  DCV BR pufr pH 8,0 — methanol (1:1) 0,840 0,9 49
DpPV BR pufr pH 10,0 — methanol (1:1) 0,8-20 0,5 49
5-Nitrobenzimidazol m-AgSAE DCV BR pufr pH 8,0 0,2-100 0,3 50
DPV BR pufr pH 8,0 0,2-100 0,6 50
p-AgSAE DCV BR pufr pH 8,0 0,2-100 0,8 50
DPV BR pufr pH 8,0 0,2-100 0,5 50
AgA-PE DCV BR pufr pH 7,0 0,2-100 0,2 51
DPV BR pufr pH 5,0 0,2-100 0,2 51
2-Nitrobifenyl m-AgSAE  DCV BR pufr pH 6,0 — methanol (1:1) 0,2-100 0,4 52
DPV BR pufr pH 8,0 — methanol (1:1) 0,2-100 0,3 52
4-Nitrobifenyl m-AgSAE  DCV 0,25 mol 1" acetatovy pufr pH 4,8 — 0,4-100 0,2 52
methanol (7:3)
DCV pitné voda — 0,25 mol I acetatovy  0,1-1 0,2 52
pufr pH 4,8 (9:1)
DPV 0,25 mol I'! acetatovy pufr pH 4,8 — 0,4-100 0,2 52
methanol (7:3)
DPV pitna voda — 0,25 mol I acetatovy  0,1-1 0,2 52
pufr pH 4,8 (9:1)
3-Nitrofluoranthen m-AgSAE  DPV 0,01 mol I"' NaOH — methanol (1 9) 0,4-10 0,4 53
AdSDPV 0,01 mol I'' NaOH — methanol (1: 1) 0,02-1 0,03 53
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Tabulka I
Pokracovani
Sloucenina Pracovni Technika Prostiedi/matrice Linearni  Lg* Lit.
elektroda dynamicky [pmol ']
rozsah
[umol "]
2-Nitrofluoren m-AgSAE  DCV BR pufr pH 10,0 — methanol (1:1) 1-100 2 46
DPV BR pufr pH 10,0 — methanol (1:1) 0,2-100 0,2 46
AdSDPV 1-10* mol I"' LiOH — methanol 0,001-0,1 0,002 46
(1:1)
DPV pitna voda — BR pufr pH 10,0 (9:1)  0,2-1 0,2 46
DPV fi¢ni voda — BR pufr pH 10,0 (9:1) 0,21 0,4 46
2-Nitro-9-fluorenon m-AgSAE  DCV BR pufr pH 8,0 — methanol (1:1) 0,4-10 0,5 46
DPV BR pufr pH 9,0 — methanol (1:1) 0,2-10 0,4 46
DPV pitna voda — BR pufr pH 9,0 (9:1) 0,2-1 0,4 46
DPV fiéni voda — BR pufr pH 9,0 (9:1) 0,2-1 0,5 46
5-Nitrochinolin m-AgSAE  DCV 0,05 mol "' Na,B,0; pH 9,0 0,4-100 0,5 54
DPV 0,05 mol I"' Na,B,0; pH 9,0 0,2-100 0,3 54
FIA-ED (WJ) 0,05 mol I"' Na,B,0; pH 9,0 2-100 3 54
FIA-ED (WJ) pitna voda — 0,05 mol ! Na,B,O; 2-100 4 54
pH 9,0
FIA-ED (WJ]) fi¢ni voda — 0,05 mol I"' Na,B40; 2-100 2 54
pH 9,0
6-Nitrochinolin m-AgSAE  DCV BR pufr pH 7,0 0,4-100 0,6 54
DPV 0,01 mol I'' NaOH 0,2-100 0,3 54
4-Nitroindan m-AgSAE  DCV BR pufr pH 5,0 — methanol (1:1) 0,1-100 0,1 55
DPV BR pufr pH 9,0 — methanol (1:1) 0,1-100 0,1 55
1-Nitronaftalen m-AgSAE  DPV BR pufr pH 7,0 — methanol (9:1) 0,2-100 0,3 56
DPV pitné voda — BR pufr pH 7,0 (9:1) 0,4-1 0,5 56
DPV ficni voda — BR pufr pH 7,0 (9:1) 0,8-10 0,8 56
2-Nitronaftalen m-AgSAE  DPV BR pufr pH 7,0 — methanol (9:1) 0,4-100 0,5 56
DPV pitna voda — BR pufr pH 7,0 (9:1) 0,4-1 0,5 56
DPV fi¢ni voda — BR pufr pH 7,0 (9:1) 0,6-10 0,7 56
1-Nitropyren m-AgSAE  DCV 0,01 mol I NaOH — methanol (3:7) 1-100 3 57
DPV 0,01 mol I NaOH — methanol (3:7) 0,1-100 0,6 57
PESTICIDY
Acifluorfen m-AgSAE  DPV BR pufr pH 12,0 — methanol (1:1) 1-100 3 58
Bifenox m-AgSAE  DPV BR pufr pH 9,0 — methanol (1:9) 0,1-100 0,3 59
2,4-Dinitrofenol m-AgSAE  DPV BR pufr pH 4,0 0,1-100 2 60
p-AgSAE DPV BR pufr pH 5,0 0,1-100 3 60
p-AgSAE HPLC-ED 0,05 mol 1" fosfatovy pufr pH 6,0 — 102500 5 61
(TL) methanol (7:3)
HPLC-ED 0,05 mol 1" fosfatovy pufr pH 6,0 — 25-2500 10 61
(W) methanol (7:3)
2-Methoxy-5-nitrofenol p-AgSAE HPLC-ED 0,05 mol 1" fosfatovy pufr pH 6,0 — 10-2500 10 61
(TL) methanol (7:3)
HPLC-ED 0,05 mol 1" fosfatovy pufr pH 6,0 — 25-2500 25 61
(W) methanol (7:3)
2-Methyl-4,6-dinitrofenol m-AgSAE  DPV BR pufr pH 4,0 0,2-10 0,2 62
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Pokracovani
Sloucenina Pracovni Technika Prostiedi/matrice Linearni Q" Lit.
elektroda dynamicky [umol I™']
rozsah
[umol I™']
Nitrofen m-AgSAE  DPV BR pufr pH 3,0 — methanol (1:1) 0,6-10 0,9 58
2-Nitrofenol m-AgSAE  DPV BR pufr pH 8,0 1-100 1 60
p-AgSAE DPV BR pufr pH 5,0 1-100 1 60
m-AgSAE  DPV po SPE  BR pufr pH 8,0 — methanol (4:6) 0,02-1 0,02 60
(SPE z deionizované vody)
DPV po SPE  BR pufr pH 8,0 — methanol (4:6) 0,02-1 0,02 60
(SPE z pitné vody)
p-AgSAE HPLC-ED 0,05 mol "' fosfatovy pufr pH 6,0 — 10-2500 10 61
(TL) methanol (7:3)
HPLC-ED 0,05 mol I"! fosfatovy pufr pH 6,0 — 25-2500 25 61
(W) methanol (7:3)
4-Nitrofenol m-AgSAE  DPV BR pufr pH 6,0 1-100 1 60
p-AgSAE DPV BR pufr pH 6,0 1-100 3 60
AgA-PE DPV BR pufr pH 3,0 0,2-100 0,3 39
p-AgSAE HPLC-ED 0,05 mol "' fosfatovy pufr pH 6,0 — 10-2500 10 61
(TL) methanol (7:3)
HPLC-ED 0,05 mol I"! fosfatovy pufr pH 6,0 — 25-2500 25 61
(W) methanol (7:3)
Oxyfluorfen m-AgSAE  DPV BR pufr pH 12,0 — methanol (1:1) 0,2-10 0,3 58
Pendimethalin m-AgSAE  DPV BR pufr pH 7,0 — methanol (1:1) 0,2-10 0,3 53
LECIVA
Azidothymidin m-AgSAE  DPV 0,05 mol I"' Na,B,0; pH 9,0 0,4-1500 04 63
p-AgSAE DPV 0,05 mol I"' Na,B,0; pH 9,0 0,6-1500 0,6 63
Carmustin m-AgSAE  DCV BR pufr pH 7,0 2-100 0,8 64
DPV BR pufr pH 7,0 2-100 0,7 64
FIA-ED (WJ) BR pufr pH 7,0 6-100 7 64
Flutamid m-AgSAE  DCV BR pufr pH 7,0 — methanol (9:1) 2-100 5 65
DPV BR pufr pH 7,0 — methanol (9:1) 2-100 3 65
Lomustin m-AgSAE  DCV 0,05 mol I"" acetatovy pufr pH 4,0 — 2-100 3 64
methanol (9:1)
DPV 0,05 mol I"" acetatovy pufr pH 4,0 — 2-100 2 64
methanol (9:1)
Metronidazol m-AgSAE  DPV BR pufr pH 10,0 0,2-100 0,3 66
4-Nitro-3- m-AgSAE  DCV BR pufr pH 8,0 — methanol (9:1) 0,4-100 0,3 67
fluoromethylanilin DPV BR pufr pH 8,0 — methanol (9:1)  0,8-100 0,7 67
Nizatidin m-AgSAE  DCV BR pufr pH 3,0 0,2-100 0,3 — bl
DPV BR pufr pH 3,0 0,2-100 0,3 — bl
Ornidazol m-AgSAE  DPV BR pufr pH 10,0 0,2-100 0,4 66
Streptozotocin m-AgSAE  DCV BR pufr pH 6,0 0,2-100 0,4 64
DPV BR pufr pH 6,0 0,2-100 0,2 64
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Tabulka I
Pokracovani
Sloucenina Pracovni Technika Prostiedi/matrice Linearni Q" Lit.
elektroda dynamicky  [umol I"']
rozsah
[umol 1™
VYBUSNINY
Pikrova kyselina AgA-PE DPV BR pufr pH 2,0 0,2-100 0,06 68
DPV pitna voda — BR pufr pH 2,0 (9:1) 0,2-1 0,1 68
DPV fi¢ni voda — BR pufr pH 2,0 (9:1) 0,2-1 0,1 68
POLUTANTY ZIVOTNIHO PROSTREDI
Diallylftalat m-AgSAE  DPV 0,1 mol I"' TMAB v methanolu 2-100 4 69
Dibutylftalat m-AgSAE  DPV 0,1 mol I"' TMAB v methanolu 2-100 2 69
Didecyltalat m-AgSAE  DPV 0,1 mol I"' TMAB v methanolu 2-100 4 69
Diethylftalat m-AgSAE  DPV 0,1 mol I'' TMAB v methanolu 2-100 3 69
Maleinova kyselina AgA-PE DPV BR pufr pH 2,0 2-100 2 40
DPV pitné voda — BR pufr pH 2,0 (1:1) 2-100 3 40
DPV fi¢ni voda — BR pufr pH 2,0 (1:1) 20-100 7 40

* Mez stanovitelnosti, ® doposud nepublikované vysledky ziskané v ramci Stiedoskolské odborné &innosti, projektu Oteviena véda II,
projektu Cesta k v&d& & stfedoskolské odborné praxe studenty stiednich dkol: ' Tomas Moravec (Stfedni pramyslova $kola sd&lovaci
techniky, Praha), ' Jan Kostejn (Stfedni 8kola informatiky a sluzeb, Dviir Kralové nad Labem)

krystalki borem dopovaného diamantu, kterou lze ovlivnit
typem substratu a podminkami béhem procesu chemické
depozice par. S rostouci hrubosti povrchu se zuzuje do-
stupné potencidlové okno a zvySuje se diferencidlni kapa-
cita a elektrochemicka aktivita. Hrubost povrchu ovliviiuje
kinetiku sledovanych elektrodovych reakci, pfiCemz
s rostouci hrubosti se zpravidla zvysuje i jejich reverzibili-
ta. Rostouci hrubost povrchu usnadiiuje pfenos naboje
a umoznuje prechod z oblasti kinetické kontroly do oblasti
difuzni kontroly elektrodovych reakci, coz mize byt vy-
hodné z hlediska elektroanalytickych aplikaci™.

Elektrody na bazi borem dopované¢ho diamantu maji
pfed sebou slibné perspektivy dalsiho vyvoje. Piestoze
nemohou zcela nahradit elektrody na bazi rtuti ¢i skelného
uhliku, fada jejich vlastnosti je z hlediska elektrochemic-
kych senzortit mimotadné uzitecna. Tato fakta byla potvr-
zena i fadou metod (jejich vycet je prehledné uspofadan
v tabulce II), které byly s pouzitim téchto elektrod vyvinu-
ty v nasi laboratofi v poslednich letech pro stanoveni bio-
logicky vyznamnych latek. Jedna se o pestrou paletu orga-
nickych latek, jako jsou nebezpecné chemické karcinoge-
ny, pesticidy, 1éCiva ¢i vybusSniny (viz obr. 2), se kterymi
fada lidi denné¢ pfichazi do styku, a které se tak stdvaji
mnohdy nechténou, ale ¢asto i nezbytnou soucasti naseho
moderniho Zivotniho stylu. Kromé¢ neobycejné uZzite¢nosti
BDDFE se skute¢né€ jedna o krasné elektrodové materialy,
coz potvrzuji mikrofotografie mikro- ¢i nanokrystalickych
filmu v citovanych prehlednych referatech.
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4. Zavér

Obrovska rozmanitost problémi nastolovanych pied
moderni analytickou chemii vyzaduje stejnou rozmanitost
pristupti, metod a materialti pouzivanych pro jejich opti-
malni feSeni. Pfes obrovsky potencial soucasnych spektro-
metrickych a separac¢nich metod je ziejmé, Ze soudobé
elektrochemické a elektroanalytické metody, zvlast’ pokud
vyuzivaji modernich elektrodovych materiali a progresiv-
nich piistupt, mohou v fadé pfipadi predstavovat konku-
renceschopnou alternativu. Stiibrné amalgamové elektrody
i borem dopované diamantové filmové elektrody lze jiz
nyni pouzit ve velkém mnoZstvi analytickych aplikaci
a zcela jisté pred sebou maji dalsi perspektivni vyvoj. Pres
vSechnu jejich soucasnou uZitecnost i budouci védecko-
technicky potencial vSak také nesmime zapominat na krasu
pfipravovanych elektrodovych materiald, které i timto
obohacuji Zivot a praci elektroanalytickych chemiku.
I z tohoto pohledu se mizeme na na$i praci Casto divat
a k pfipomenuti tohoto pohledu by mél pfispét i tento pii-
spévek.

Seznam zkratek

AdSDPV adsorp¢ni rozpoustéci diferencni pulsni
voltametrie

AgA-PE stiibrna amalgamova pastova elektroda

AgSA-PE  stiibrnd pevna amalgdmova pastova elektroda

BR pufr Brittontiv-Robinsoniv pufr

DCV voltametrie s linearnim nartistem potencialu
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Tabulka II
Prehled voltametricky a ampérometricky stanovovanych latek na rtiznych typech pracovnich borem dopovanych diamanto-
vych filmovych elektrod
Slouéenina Pracovni  Technika Prostiedi/matrice Linearni Ly*® Lit.
elektroda dynamicky [pmol 1]
rozsah
[umol 1]
CHEMICKE KARCINOGENY
2-Aminobifenyl BDDFE® DPV, oxidace BR pufr pH 7,0 0,1-10 0,1 73
BDDFE°® DPV, oxidace  BR pufr pH 12,0 ¢ 4-10 2-3¢f 74
BDDFE ¢ HPLC-ED (TL), 0,01 mol I acetatovy pufr pH 5,0 — 0,4-10 0,2 27,75
oxidace acetonitril — methanol (40:30:30)
HPLC-ED (TL), pitna voda—0,01 mol I"" acetatovy pufr pH 0,2-10 0,2 27,75
oxidace 5,0 — acetonitril — methanol (40:30:30)
HPLC-ED (TL), fi¢ni voda— 0,01 mol I acetatovy pufrpH 0,1-10 0,2 27,75
oxidace 5,0 — acetonitril — methanol (40:30:30)
HPLC-ED (TL) 0,01 mol I"! acetatovy pufr pH 5,0 — 0,025-0,1 0,003 27,75
po SPE, oxidace acetonitril — methanol (40:30:30) (SPE
z pitné vody)
HPLC-ED (TL) 0,01 mol I"! acetatovy pufr pH 5,0 — 0,025-0,1 0,008 27,75
po SPE, oxidace acetonitril — methanol (40:30:30) (SPE
z fiéni vody)
HPLC-ED (WJ), 0,01 mol "' acetatovy pufr pH 5,0 — 0,06-100 0,04 ° 74
oxidace acetonitril — methanol (40:30:30)
3-Aminobifenyl BDDFE® DPV, oxidace BR pufr pH 8,0 0,2-8 0,1 73
BDDFE ® DPV, oxidace BR pufr pH 12,0 ¢ 4-10 2¢f 74
BDDFE °© HPLC-ED (TL), 0,01 mol I"" acetatovy pufr pH 5,0 — 0,2-10 0,3 27,15
oxidace acetonitril — methanol (40:30:30)
HPLC-ED (TL), pitna voda — 0,01 mol I"" acetatovy pufr pH 0,2-10 0,3 27,75
oxidace 5,0 — acetonitril — methanol (40:30:30)
HPLC-ED (TL), fi¢ni voda — 0,01 mol I"" acetatovy pufr pH 0,2-10 0,3 27,75
oxidace 5,0 — acetonitril — methanol (40:30:30)
HPLC-ED (TL) 0,01 mol I"" acetatovy pufr pH 5,0 — 0,0025-0,1 0,004 27,15
po SPE, oxidace acetonitril — methanol (40:30:30) (SPE
z pitné vody)
HPLC-ED (TL) 0,01 mol I"! acetatovy pufr pH 5,0 — 0,0025-0,1 0,01 27,75
po SPE, oxidace acetonitril — methanol (40:30:30) (SPE
z 1i¢ni vody)
HPLC-ED (WJ), 0,01 mol 1" acetatovy pufr pH 5,0 — 0,06-100 0,04 ° 74
oxidace acetonitril — methanol (40:30:30)
4-Aminobifenyl BDDFE® DPV, oxidace BR pufr pH 9,0 0,1-10 0,3 73
BDDFE°® DPV, oxidace  BR pufrpH 12,0" 4-10 02-03" 74
DPV, oxidace  BR pufr pH 12,0} 4-10 0,3-04"%" 74
BDDFE® HPLC-ED (TL), 0,01 mol I acetatovy pufr pH 5,0 — 0,2-10 0,5 27,75
oxidace acetonitril — methanol (40:30:30)
HPLC-ED (TL), pitna voda— 0,01 mol I"" acetatovy pufr pH 0,2—10 0,6 27,15
oxidace 5,0 — acetonitril — methanol (40:30:30)
HPLC-ED (TL), fi¢ni voda— 0,01 mol I"! acetatovy pufr pH 0,2-10 0,6 27,75

oxidace

5,0 — acetonitril — methanol (40:30:30)
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Tabulka II
Pokracovani
Sloucenina Pracovni Technika Prostfedi/matrice Lineérni Lo* Lit.
elektroda dynamicky [umol I"']
rozsah
[umol 1]
HPLC-ED (TL) 0,01 mol I"" acetitovy pufr pH 5,0 — 0,005-0,1 0,01 27,75
po SPE, oxidace  acetonitril — methanol (40:30:30) (SPE
z pitné vody)
HPLC-ED (TL) 0,01 mol I"" acetitovy pufr pH 5,0 — 0,005-0,1 0,02 27,75
po SPE, oxidace  acetonitril — methanol (40:30:30) (SPE
z 1iéni vody)
HPLC-ED (WJ), 0,01 mol I"" acetitovy pufr pH 50—  0,02-100 0,04 F 74
oxidace acetonitril — methanol (40:30:30)
3-Aminofluoranthen BDDFE ° DPV, oxidace BR pufr pH 4,0 — methanol (1:1) 0,2-10 0,2 76
BDDFE " HPLC-ED (TL), 0,01 mol I"' fosfatovy pufr pH 4,0 — 0,02-100 0,05 77
oxidace methanol (1:9)
1-Aminopyren BDDFE ' DPV, oxidace BR pufr pH 3,0 — methanol (3:7) 0,1-10 0,2 28
BDDFE' HPLC-ED (WJ), 0,05 mol I fosfatovy pufr pH 5,0 — 0,1-10 0,2 78
oxidace methanol (2:8)
HPLC-ED (WJ) 0,05 mol I"' fosfatovy pufr pH 5,0 — 0,01-10 0,03 78
po SPE, oxidace = methanol (2:8) (SPE z moci)
1-Hydroxypyren BDDFE ' DPV, oxidace BR pufr pH 5,0 — methanol (3:7) 0,1-10 0,3 28
BDDFE ' HPLC-ED (WJ), 0,05 mol I"' fosfatovy pufr pH 5,0 — 0,1-10 0,3 78
oxidace methanol (2:8)
HPLC-ED (WJ) 0,05 mol I"' fosfatovy pufr pH 5,0 — 0,01-10 0,03 78
po SPE, oxidace  methanol (2:8) (SPE z mo¢i)
3-Nitrofluoranthen ~ BDDFE ® DPV, redukce BR pufr pH 4,0 — methanol (1:1) 0,2-10 0,03 76
2-Nitrofluoren BDDFE ! DCV, redukce BR pufr pH 3,0 — methanol (1:1) 0,1-100 0,2 79
DPV, redukce BR pufr pH 8,0 — methanol (1:1) 0,1-100 0,4 79
1-Nitropyren BDDFE ' DPV, redukce BR pufr pH 3,0 — methanol (3:7) 1-100 0,8 28
PESTICIDY
Dichloran BDDFE © DCV, redukce BR pufr pH 6,0 — methanol (9:1) 0,5-100 0,5 80
DPV, redukce BR pufr pH 6,0 — methanol (9:1) 1-100 2 80
2,4-Dinitrofenol BDDFE' DPV, redukce BR pufr pH 4,0 0,4-20 0,1 81
DPV, redukce pitné voda — BR pufr pH 4,0 (1:1) 0,4-20 0,1 81
DPV, redukce ficni voda — BR pufr pH 4,0 (1:1) 0,8-20 0,6 81
DPV, oxidace BR pufr pH 10,0 2-20 0,3 81
DPV, oxidace pitna voda — BR pufr pH 10,0 (1:1) 0,8-20 0,5 81
DPV, oxidace fi¢ni voda — BR pufr pH 10,0 (1:1) 2-20 0,3 81
DPV po SPE, BR pufr pH 4,0 — methanol (1:1) 0,02-1 0,02 81
redukce (SPE z deionizované vody)
DPV po SPE, BR pufr pH 4,0 — methanol (1:1) 0,02-1 0,02 81
redukce (SPE z pitné vody)
DPV po SPE, BR pufr pH 4,0 — methanol (1:1) 0,2-1 0,2 81
redukce (SPE z ti¢ni vody)
BDDFE!  FIA-ED (WJ), 0,1 mol I'! fosfatovy pufr pH 7,0 0,1-100 04 82
oxidace
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Tabulka II
Pokracovani
Slouc¢enina Pracovni Technika Prostiedi/matrice Linearni  Lg* Lit.
elektroda dynamicky [umol ']
rozsah
[umol I"']
Fenolické latky BDDFE™  DCV, oxidace 0,1 mol I"' KC1 — methanol (1:1) ! —n 83
(celkovy obsah)
2-Methyl-4,6- BDDFE °© DCV, oxidace BR pufr pH 2,0 2-100 84
dinitrofenol DPV, oxidace BR pufr pH 8,0 2-100 0,6 84
DPV, oxidace pitné voda — BR pufr pH 8,0 (1:1) 2-100 2 84
DPV, oxidace fi¢ni voda — BR pufr pH 8,0 (1:1) 2-100 2 84
DCV, redukce BR pufr pH 5,0 2-100 0,8 84
DPV, redukce BR pufr pH 5,0 2-100 2 84
DPV, redukce pitna voda — BR pufr pH 5,0 (1:1) 2-100 1 84
DPV, redukce fi¢ni voda — BR pufr pH 5,0 (1:1) 2-100 2 84
2-Nitrofenol BDDFE'  DPV, redukce BR pufr pH 4,0 0,4-80 0,3 81
DPV, redukce pitné voda — BR pufr pH 4,0 (1:1) 0,4-200 0,2 81
DPV, redukce fi¢ni voda — BR pufr pH 4,0 (1:1) 0,8-20 0,1 81
DPV po SPE, BR pufr pH 4,0 — methanol (1:1) 0,02-1 0,02 81
redukce (SPE z deionizované vody)
DPV po SPE, BR pufr pH 4,0 — methanol (1:1) 0,02-1 0,02 81
redukce (SPE z pitné vody)
DPV po SPE, BR pufr pH 4,0 — methanol (1:1) 0,2-1 0,2 81
redukce (SPE z ti¢ni vody)
BDDFE! FIA-ED (W1J), 0,1 mol I'! fosfatovy pufr pH 7,0 0,04-10 0,1 82
oxidace
4-Nitrofenol BDDFE ' DPV, redukce BR pufr pH 6,0 0,8-200 0,1 81
DPV, redukce pitné voda — BR pufr pH 6,0 (1:1) 0,8-20 0,1 81
DPV, redukce fi¢ni voda — BR pufr pH 6,0 (1:1) 0,4-20 0,1 81
DPV, oxidace BR pufr pH 11,0 4-80 0,5 81
DPV, oxidace pitnéd voda — BR pufr pH 11,0 (1:1) 4-40 1 81
DPV, oxidace fiéni voda — BR pufr pH 11,0 (1:1) 4-20 1 81
DPV po SPE, BR pufr pH 6,0 — methanol (1:1) 0,02-1 0,03 81
redukce (SPE z deionizované vody)
DPV po SPE, BR pufr pH 6,0 — methanol (1:1) 0,02-1 0,04 81
redukce (SPE z pitné vody)
DPV po SPE, BR pufr pH 6,0 — methanol (1:1) 0,2-1 0,2 81
redukce (SPE z ti¢ni vody)
BDDFE'!  FIA-ED (WJ), 0,1 mol I'" fosfatovy pufr pH 7,0 0,06-10 0,01 82
oxidace
LECIVA
Chloramfenikol BDDFE ° DCV, redukce BR pufr pH 6,0 2-100 3 85
DPV, redukce BR pufr pH 6,0 2-100 3 85
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Tabulka II
Pokracovani
Sloucenina Pracovni Technika Prostiedi/matrice Linearni Ly*® Lit.
elektroda dynamicky [pmol I'']
rozsah
[umol I'']
VYBUSNINY
Pikrova kyselina BDDFE ° DCV, oxidace BR pufr pH 10,0 2-100 0,2 84
DPV, oxidace BR pufr pH 10,0 2-100 0,5 84
DPV, oxidace pitna voda — BR pufr pH 10,0 (1:1) 2-100 1 84
DPV, oxidace fi¢ni voda — BR pufr pH 10,0 (1:1) 2-100 1 84
DCV, redukce BR pufr pH 3,0 2-100 1 84
DPV, redukce BR pufr pH 2,0 2-100 0,5 84
DPV, redukce pitné voda — BR pufr pH 10,0 (1:1) 2-100 1 84
DPV, redukce fi¢ni voda — BR pufr pH 10,0 (1:1) 2-100 2 84

 Mez stanovitelnosti, ® nanokrystalicka ¢ © mikrokrystalickd BDDFE pfipravena chemickou depozici par na kiemikovy substrat za pouzi-
ti mikrovinného ohtevu (poskytnuté prof. Gregem M. Swainem, Michigan State University, East Lansing, MI, USA), ¢ dvouslozkova
smés 2-aminobifenylu a 4-aminobifenylu pfi ménici se koncentraci 2-aminobifenylu a konstantni koncentraci 4-aminobifenylu (postupné
4,6,8a 10 umol l’l), ¢ v zavislosti na koncentraci 4-aminobifenylu, fuveden4 hodnota udava mez detekce, ¢ dvouslozkovéa smés
3-aminobifenylu a 4-aminobifenylu pifi ménici se koncentraci 3-aminobifenylu a konstantni koncentraci 4-aminobifenylu (postupné 4, 6,
8 a 10 umol '), " dvouslozkova smés 4-aminobifenylu a 2-aminobifenylu pii ménici se koncentraci 4-aminobifenylu a konstantni kon-
centraci 2-aminobifenylu (postupné 4, 6, 8 a 10 pmol 1), ' v zavislosti na koncentraci 2-aminobifenylu, ! dvouslozkova smés
4-aminobifenylu a 3-aminobifenylu pfi ménici se koncentraci 4-aminobifenylu a konstantni koncentraci 3-aminobifenylu (postupné 4, 6,
8 a 10 umol '), * v zavislosti na koncentraci 3-aminobifenylu, ' BDDFE komeréné dostupna od firmy Windsor Scientific (Slough, Velka
Britanie), ™ BDDFE komeréné dostupna od firmy Adamant Technologies (La Chaux-de-Fonds, Svycarsko), " ptislusny parametr neni
v praci uveden
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Klicova slova: atomova absorpcni spektrometrie, elektro-
chemické generovani, t€kavé hydridy, miniaturizace, elek-
trochemicka pritokova generacni cela, atomizace, arsen,
selen

Uvod

Elektrochemické generovani tékavych sloucenin
(EcHG) je alternativni metodou k dnes b&ézné pouzivané-
mu chemickému generovani (CHG)'. Tato metoda pieko-
navé fadu komplikaci spojenych s chemickym generova-
nim. Pro redukci analytu na t€kavou slouceninu (hydrid) je
pouzit misto chemického redukcniho cinidla elektricky
proud v prostiedi pouze velmi Cistych mineralnich kyse-
lin®. Tim odpada moZnost kontaminace roztoku analytu
z redukéniho ¢inidla (popf. kontaminace interferujicimi
ionty), coz ve svém duasledku vede k dosazeni nizsich
hodnot mezi detekce a stanovitelnosti. Pfi elektrochemic-
kém generovani t€kavych sloucenin je mozné ptimo gene-
rovat teékavé slouceniny analytu obvykle i z vySSich oxi-
dacnich stavi, oproti chemickému generovani, kde je nut-
no predradit preredukéni krok pro redukei vyssich oxidac-
nich stavii na niz&i®. Uspora relativng drahého redukéniho
¢inidla patfi téZ mezi nesporné vyhody elektrochemického
zpusobu generovani. Elektrochemické generovani muze
byt, podobné jako chemické generovani, kombinovano
s riznymi analytickymi detekénimi technikami. Jednou
z nejcastéji pouzivanych je jisté atomova absorpéni spekt-
rometrie s kfemennym atomizatorem (QFAAS)*.

vvvvvv

elektrolyticka (elektrochemicka) pritokova cela pro gene-
rovani tékavych sloucenin. V této elektrolytické cele do-
chazi ucinkem prochéazejiciho proudu k redukci analytu
a tvorbé tékavé slouceniny analytu. Konstrukéné se nejcas-
t&ji jedna o klasickou tenkovrstvou prutokovou generacni
celu®, ktera dnes existuje v celé fadé modifikaci’ . Tyto
klasické cely se skladaji obvykle ze dvou ¢asti, oddélenych
od sebe iontové vyménnou membranou'’ ", sklenénou
fritou' nebo keramickou porézni trubici'>. Oba prostory
jsou vyrobené nejCastéji z plexiskla (polymethyl-
metakrylat) nebo teflonu. V obou prostorach jsou vlozeny
elektrody zhotovené z nejriznéjsich materiali (nejcastéji
olovo, uhlik, platina, slitina kovi)'®. Tontové vyménna
membrana neni nezbytnou podminkou. Existuji i pritoko-
vé elektrolytické cely bez iontové vyménné membrany'’.
Zakladnim pozadavkem, ktery by elektrolyticka cela vhod-
na pro analytické aplikace méla splilovat, je miniaturni
vnitini objem katodového prostoru. Tento objem je obecné
z4visly na konstrukénim typu elektrolytické cely a na for-
mé vlozené elektrody. Na druhé strané by pfi miniaturizaci
katodového prostoru (ptipadné celé elektrolytické cely)
nemélo dojit ke snizeni ucinnosti generovani piislusné
t€kavé slouceniny. Oba dva poZzadavky jsou vSak obvykle
protichtidné a musi byt proto nalezen vhodny kompromis.

Cilem této prace bylo vypracovani jednoduché a vy-
soce citlivé metody stanoveni arsenu a selenu v pitnych
vodach metodou elektrochemického generovani te€kavych
sloucenin ve spojeni s atomovou absorpcni spektrometrii
s kfemennym atomizatorem. Oba dva analyty jsou znamy
svymi toxickymi, arsen téz karcinogennimi ucinky. Stano-
veni obou analytd v pitnych vodach technikou elektroche-
mického generovani neni obtizné diky pomérné jednodu-
ché matrici a na toto téma jiz nékteré prace vznikly'®.

V piedkladané praci byly pro elektrochemické gene-
rovani hydridt vyuzity konstrukéné nové typy elektrolytic-
kych cel charakterizované minimalnim vnitinim objemem
katodové ¢asti a maximalni ucinnosti pfemény stanovova-
ného analytu na tékavou formu.

Experimentalni ¢ast
Pouzité typy priatokovych generacnich cel
Pro elektrochemické generovani t€kavych hydrida Se

a As byly v této praci navrzeny a zkonstruovany elektroly-
tické cely, které 1ze obecné rozdélit do tii zakladnich sku-

* Jakub Hranicek ziskal s touto praci 1. misto v souté€zi Cena Shimadzu 2009 poraddané v rdmci 61. Zjazdu chemikov,

Vysoké Tatry, Slovensko
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pin. Prvni skupinu tvofi elektrolytické cely, které neobsa-
huji nafionovou membranu (bezmembranové cely). Do
druhé skupiny patii elektrolytické cely, které jsou svoji
konstrukei podobné klasické tenkovrstvé elektrolytické
cele, ale na rozdil od ni maji odli$né uspotadani elektrodo-
vych prostor (tenkovrstvé cely). Posledni skupinu elektro-
Iytickych cel tvofi cely majici katodovy prostor umistén
uvniti anodového prostoru (tubularni cely). Celkové bylo
zhotoveno 15 konkrétnich typi elektrolytickych cel. Kazda
ze zkonstruovanych elektrolytickych cel patii do jednoho
z vySe uvedenych konstrukénich typu. V ramci jednoho
konstrukéniho typu se jednotlivé konstrukce elektrolytic-
kych cel li§i navzajem pouze velikosti nebo objemem ka-
todového prostoru, popiipadé vzajemnym usporadanim
obou elektrodovych prostord.

Elektrolytické bezmembranové cely, popsané jiz dfi-
ve'”, jsou zhotovené z jediného bloku plexiskla, v némz
jsou zhotoveny otvory pro katodovy a anodovy prostor,
véetné piivodnich a odvodnich kanalki a otvory pro uchy-
ceni elektrod. Vzijemna poloha elektrodovych prostor
a jejich tvar zavisi na konkrétnim typu elektrolytické cely.
Nekteré elektrolytické cely maji elektrodovy prostor ve
tvaru pismene V a pouze jeden kanalek pro pfivod elektro-
lytu, kterym je zavadén analyt. Elektrolyt je spole¢ny pro
oba elektrodové prostory a u téchto konstrukénich typu je
nejprve zavadén do katodového prostoru, skrze ktery cas-
te¢né protéka i do anodového prostoru, protoze oba elek-
trodové prostory jsou vzajemné propojeny. Jiné typy elekt-
rolytickych bezmembranovych cel maji elektrodové pro-
story usporadany do tvaru pismene U. Oba elektrodové
prostory jsou kolmo propojeny kanalkem a kazdy z obou
elektrodovych prostor ma svij vlastni ptivod a odvod elek-
trolytu a produkti. Anodovym prostorem proudi pouze
Cisty elektrolyt a katodovym prostorem pak elektrolyt
s analytem. Vyhodou tohoto uspotadani je rychlejsi vymy-
vani analytu po pfedchozim méticim cyklu. U bezmembra-
novych elektrolytickych cel je nutné fidit prutokovou rych-
lost elektrolytu a plynnych produktli z anodové ¢asti pro
dosazeni optimalniho proudéni -elektrolytu katodovym
prostorem.

Elektrolytické tenkovrstvé cely vyuzité v této praci se
skladaji z katodové a anodové casti, které jsou vzajemné
oddéleny iontové vyménnou nafionovou membranou ve
tvaru folie, a spojeny pomoci Sroubd nebo svérek. Navza-
jem proti sobé jsou v obou oddé€lenych castech zhotoveny
elektrodové prostory. Anodova cast je zhotovena
z plexiskla nebo teflonu a obsahuje elektrodu ve formé
dratu vlozenou do anodového prostoru. Katodova cast je
zhotovena bud’ z plexiskla nebo pfimo z elektrodového
materialu — olova. V ptipad¢ pouziti plexiskla je Pb katoda
ve formé tenkého dratu vloZena do katodového prostoru ve
tvaru tiech paralelnich kanalka®. Tento typ elektrolytické
cely se vyznacuje velkym objemem katodového prostoru.
V ptipad€ pouziti olova jako materidlu katodové Casti je
katodovy prostor zhotoven ve formé tenkého a dlouhého
zlabku nékolikrat zalomeného. V tomto pfipadé katodovy
povrch tvofi tfi navzajem kolmé stény zhotoveného zlab-
ku. Vyhodou této konstrukce (obr. 1, dale v textu oznaco-
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Obr. 1. Zlabkova elektrolyticka cela; A: horni pohled, katodovy
prostor, B: celkovy bo¢ni pohled; 1 — olovény zlabek, 2 — vstup
do katodového prostoru, 3 — vstup do anodového prostoru, 4 —
vystup z katodového prostoru, 5 — vystup z anodového prostoru,
6 — katodova cast, 7 — iontové vyménna membrana, 8 — anodova
Cast

vana jako zlabkova elektrolytickd cela) je velky povrch
katody pti zachovéani malého objemu katodového prostoru.
Katolyt i anolyt jsou samostatné pfivadény pomoci peri-
staltického cerpadla do pfislusnych elektrodovych ¢asti,
které maji téz samostatné vystupy. Do této skupiny elekt-
rolytickych cel patii i klasickd tenkovrstva cela s iontoveé
vyménnou membranou popsand jiz dfive®. Tato cela byla
pouzita pro srovnani parametrli s nov¢ pfipravenymi elekt-
rolytickymi celami.

Spole¢nou vlastnosti tubuldrnich elektrolytickych cel
je koncentrické umisténi katodové a anodové casti. Obé
Casti jsou od sebe odd€leny iontové vyménnou membranou
ve formé trubice. V této praci bylo pouzito nékolik typl
tubularnich elektrolytickych cel s katodovym prostorem
uvnitf anodového prostoru. Obecné schéma pouzivanych
tubuldrnich cel je zndzornéno na obr. 2. Katodovy prostor
prochazi napfic¢ celou konstrukci a obsahuje elektrodu ve
formé miniaturnich olovénych granuli, které jsou k sobé
natésnany tak, aby byly vodivé spojeny. Spodni ¢ast gra-
nuli je vodivé spojena s olovénym kontaktem, ktery pro-
chazi spodnim uzavérem nafionové trubice. Horni cast
granuli je upevnéna spojkou na konci nafionové trubice.
Anolyt protékd valcovym anodovym prostorem, do n¢hoz
je vlozena platinova anoda obklopujici nafionovou trubici
z riznych stran. Jednotlivé konstrukce tubularni cely se od
sebe lisily zpisobem upevnéni elektrodovych prostor. Cela
tubularni cela miize byt tvofena jedinym blokem plexiskla.
V jiném piipadé bylo plexisklo pouzito pouze jako zpev-
fujici materidl pro fixaci anodového a katodového prosto-
ru a platinovych elektrod. Dva plexisklové bloky, obsahu-
jici otvory pro pruchod nafionové trubice, elektrod a ano-
lytu, byly k sobé spojeny pomoci mosaznych Sroubti.

Vyhodou tubuldrnich uspofddani je moZznost doséh-
nout miniaturizovaného objemu katodového prostoru
a rovnomérného proudéni katolytu timto prostorem. Mrtvy
objem katodového prostoru (objem volného prostoru po
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Obr. 2. Tubularni elektrolyticka cela — obecné schéma; 1 —
anodovy prostor, 2 — katodovy prostor, 3 — Pt anoda, 4 — Pb kato-
da, 5 — pfivod anolytu do elektrodové cely, 6 — ptivod katolytu do
elektrolytické cely, 7 — odvod z katodového prostoru k sepa-
ratoru, 8 — odvod z anodového prostoru do odpadu

vlozeni elektrody) se u bezmembranovych cel podatilo
snizit na hodnotu 214 mm’, u tenkovrstvych cel na 225
mm® a u tubularnich cel na hodnotu 42 mm®. Ve srovnani
s klasickou tenkovrstvou pratokovou celou (654 mm’) se
jedna ve vsech pripadech o vyznamné snizeni.

Materiél elektrod
U bezmembranovych elektrolytickych cel byla katoda

vyrobena z olovéného dratu o priméru 1 mm a cistoté
99,999 % (Aldrich, USA). U tenkovrstvych elektrolytic-
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kych cel byla katoda zhotovena z olovéného bloku ¢istoty
99,997 % a u tubularnich elektrolytickych cel z olova ve
formé¢ dratu o priméru 1 mm nebo jemnych pilinek ¢i gra-
nuli ¢istoty 99,95 % (Aldrich, USA). Anoda pouZzivana u
vSech typt elektrolytickych cel byla vyrobena
z platinového dratu o priméru 1 mm a cistoté¢ 99,99 %
(Goodfellow, Velka Britanie).

Pro oddéleni katodové a anodové casti byla vyuzita
iontové vyménna membrana Nafion 117 (Aldrich, USA).
U tubularnich elektrolytickych cel byla pouzita trubicka
Nafion TT-110 (Perma Pure, USA).

Chemikalie

Pracovni roztoky Se a As o pozadované koncentraci
byly pfipravovany fedénim standardniho roztoku Se
o koncentraci 1,000 = 0,002 g I (Analytika, Praha) a As
o koncentraci 1,000 + 0,002 g I (Analytika, Praha). Pro
fedéni vSech roztokdl byla pouZivdna deionizovanid voda
pfipravena zafizenim Milli Qprys firmy Millipore, USA.
Kyseliny H,SO4 (96%) a HC1 (37%) byly cistoty Suprapu-
re firmy Merck, Némecko. Pro kontrolu spravnosti metody
byl pouzit referenéni materidl: NIST SRM 1643e (Trace
Elements in Water). Jako nosny plyn byl pouzit argon
o Cistoté¢ 99,998 %. Pfi chemickém generovani byl pouzit
1% NaBH, stabilizovany 0,4% NaOH pfipraveny
z pevného NaBH, (Merck).

Ptistrojové vybaveni
Pii optimalizaci pracovnich parametrti elektrolytic-

kych cel a zjisStovani zakladnich charakteristik stanoveni
Se byl pouzit atomovy absorpcni spektrometr Solaar 939
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Obr. 3. Schéma aparatury pro kontinudlni elektrochemické generovani (zde s celou BM); 1 — pfivod katolytu, 2 — piivod anolytu, 3 —
elektrolyticka cela, 4 — peristalticka pumpa, 5 — nosny plyn, 6 — elektronicky prutokomér, 7 — zdroj elektrického proudu, 8 — separator

fazi, 9 — atomizator, 10 — odpad
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s deuteriovou korekci pozadi (Unicam, Velka Britanie)
s As a Se vybojkou s vysokou zaii s vlastnim napajecim
zdrojem (Se: 18 mA, Ase = 196,0 nm; As: 15 mA, Ay, =
193,7 nm, Sitka spektralniho intervalu 1,0 nm) (Photron,
Australia). Pro Cerpani elektrolyti bylo pouzito programo-
vatelné osmikanalové peristaltické &erpadlo MasterFlex™
L/S (Cole-Parmer USA). Jako zdroj konstantniho proudu
byl pouzit laboratorni linearni zdroj LPS 303 (American
Reliance, Taiwan). Jako atomizator byl pouzit externé
vyhtivany (RMI, CR) kiemenny atomizator (délka atomi-
za¢niho ramene 170 mm, vnitini primér 12 mm).

Experimentalni zapojeni

Schéma zapojeni aparatury pro kontinudlni elektro-
chemické generovani hydridi ve spojeni s AAS detekei je
uvedeno na obr. 3. Na tomto obrazku je pouZita bezmem-
branova elektrolyticka cela. Analyt je zavadén do elektro-
lytické cely v proudu katolytu pomoci peristaltického cer-
padla. Plynné i kapalné produkty véetné ptivodniho elekt-
rolytu jsou rychle odvadény samostatnymi vystupy
z elektrodovych prostor. Vystup z anodového prostoru je
veden do odpadu pomoci peristaltického cerpadla. Vystup
z katodového prostoru je veden do miniaturniho sklenéné-
ho separatoru fazi vlastni konstrukce (objem 5 ml), kde
dochazi k oddéleni tékavé slouceniny analytu od kapalné
matrice. Nosny plyn, ktery obvykle byva zavadén do prou-
du katolytu pred vstupem do elektrolytické cely, napoma-
ha uvolnovani vzniklé t€kavé slouceniny analytu a téz
urychluje jeji transport pies separator fazi do odporové
vyhfivaného kiemenného atomizatoru (teplota atomizatoru
950 °C), ktery je umistén v optické ose atomového ab-
sorpéniho spektrometru.

Pracovni postup

Pro vypracovani metody stanoveni ultrastopovych
koncentraci selenu a arsenu v pitnych vodach bylo nejprve
nutné navrhnout a zkonstruovat vhodné elektrolytické
cely, které splituji pozadavek minimélniho vnitfniho obje-
mu katodového prostoru (rychlost odezvy celého systému
pfi zdmeéne vzorku) a zéroven poZadavek na maximdlni
ucinnost generovani hydridu (maximalni hodnota citlivos-
ti). U jednotlivych konstrukénich typu elektrolytickych cel
byla nejprve provedena optimalizace relevantnich pracov-
nich parametrd. Jako modelovy analyt byl pro tyto optima-
liza¢ni experimenty pouzit selen. Pfi optimalnich hodno-
tach experimentdlnich parametri byly zméfeny zékladni
charakteristiky stanoveni selenu. Optimalizacni experi-
menty véetné zméfeni zakladnich charakteristik byly opa-
kovany i pro arsen, a to opét u vSech konstrukénich typt
elektrolytickych cel. Na zakladné€ provedenych experimen-
ta byla z kazdého konstrukéniho typu vybrana jedna kon-
krétni elektrolyticka cela, s niz bylo dosazeno za optimal-
nich pracovnich parametr v ramci daného konstrukéniho
typu nejvyssi citlivosti. U vybranych elektrolytickych cel
vykazujicich vysokou citlivost stanoveni selenu byla také
porovnédvana dosazena citlivost s dosaZzenou citlivosti sta-
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noveni selenu metodou chemického generovani. Na zakla-
dé¢ vSech provedenych experimentl byly pro ucely této
prace vybrany dvé konstrukce elektrolytickych cel, které
se vyznaCovaly miniaturnim vnitfnim objemem katodové-
ho prostoru a zaroven vysokou citlivosti stanoveni. Sprav-
nost metody byla ovéfena analyzou referencniho materia-
Iu. Na zavér byla provedena analyza praktickych vzorku.
Vsechny experimenty byly provadény v rezimu kontinual-
ni pritokové analyzy.

Ptiprava vzorku a analyza referen¢niho materidlu

Pro piipravu vzorku byla poZita 10,00ml odmérna
barka, do které bylo pipetovano 8 ml analyzovaného vzor-
ku a ptidano 0,8 ml koncentrované HCl (37%). Odmérna
banka pak byla doplnéna po rysku vzorkem. Pfi dodrzeni
uvedené¢ho postupu lze vyslednou koncentraci analytu
ziskat vynasobenim koncentrace vypoctené z hodnoty
absorbance pres kalibracni zavislost faktorem 1,0905.

Vysledky a diskuse
Optimalizace pracovnich podminek

Nejdiive byly u vSech typu elektrolytickych cel, pou-
zitelnych pro stanoveni, optimalizovany pracovni paramet-
ry, které mohou vyraznym zplsobem ovlivnit dosazenou
citlivost stanoveni. Slo piedeviim o typ elektrolytu(t)
protékajiciho elektrolytickou celou, jeho koncentraci
a pratokovou rychlost; dale pak o pratokovou rychlost
nosného plynu, pouzity generacni proud a odtahovou rych-
lost nezreagovaného elektrolytu z anodové ¢asti (pouze v
pfipadé bezmembrinové elektrolytické cely). U vSech
experimentdl byl vyhodnocovan signal ziskany pro koncen-
traci Se 60 ng ml "

U membranovych elektrolytickych cel (tenkovrstve,
tubularni) byl analyt zavadén v prostfedi katolytu, kterym
byla shodn& u viech typa cel HCI o koncentraci 1,0 mol 1.
Zavislost ziskaného analytického signalu na koncentraci
elektrolytu méla obdobny pribéh u vsech cel, s vyraznym
maximem kolem hodnoty 1,0 mol I"'. Krom& HCI byla
zkousena také H,SO, a H;PO4 o riznych koncentracich.
V téchto piipadech byla hodna ziskaného signalu vzdy
niz8i nez hodnota signalu dosazena s HCI jako katolytem.
Jako anolyt byla pouzivdna u membranovych cel H,SO,
o koncentraci 2,0 mol I"'. Optimalizace koncentrace anoly-
jeji vliv na hodnotu ziskaného signalu je zanedbatelny,
protoze je od analytu oddélena pomoci nafionové membra-
ny. U bezmembranovych elektrolytickych cel byl pouzivan
stejny elektrolyt jak pro katodovy, tak i pro anodovy
prostor. V tomto pripadé byla jako vhodny elektrolyt vy-
brana H,SO, o koncentraci 1,0 mol ™. P pouziti HCI
jako elektrolytu byl v tomto piipadé pro roztok Se
(60 ng ml™") pozorovan nulovy signil. Divodem je
s nejvetsi pravdépodobnosti plynny chlor vznikajici na
anodé a casteCné pronikajici do katodového prostoru
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Tabulka I

Optimalni pracovni podminky pro stanoveni Se a As technikou hydridové AAS pfi pouziti jednotlivych konstrukénich typi
elektrolytickych cel

Elektrolytické cely BM* TV?® TB ¢

Analyt Se As Se As Se As
Generacni proud, A 0,4 0,5 0,2 0,3 1,0 0,7
Pritokova rychlost nosného plynu, ml min ' 10 15 80 80 60 60
Prutokova rychlost elektrolytu, ml min! 2,5 2,5 4,5 4,0 3,5 3,5
Koncentrace elektrolytu, mol dm> 1 mol dm™ HCI, 1-2mol dm3 H,SO,

Odtahova pratokova rychlost, ml min”! 5,3 5,6 - - -—- -—-

“BM — bezmembréanova cela, * TV — tenkovrstva cela, ° TB — tubularni cela

a interferujici se vznikajicim hydridem.

Nosny plyn (argon) byl u vétSiny elektrolytickych cel
zavadén do proudu katolytu pred vstupem do elektrolytic-
ké cely, coz urychlovalo pfedevS§im transport t€kavého
hydridu analytu do atomizatoru. Toto uspofadani vsak
nebylo moZné pouzit u bezmembranovych elektrolytic-
kych cel, kdy prichod nosného plynu malymi prostory
elektrolytické cely zplsoboval pferuSovéani elektrolyzy,
coz se vyrazné projevovalo na zhorSeni stability signalu.
Nosny plyn byl proto v tomto pfipad¢ zavadén tésné za
vystup z katodové casti elektrolytické cely. Optimalni
hodnota pratokové rychlosti nosného plynu se shodné pro
vSechny bezmembranové cely pohybovala kolem hodnoty
10 ml min"". V blizkosti této hodnoty se nachazelo vyrazné
maximum analytického signalu pfi soucasném dosazeni
jeho relativné vysoké casové stability. U tenkovrstvych
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1 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1
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Obr. 4. Zavislost absorbance na priitokové rychlosti nosného
plynu pro celu typu TV; genera¢ni proud 0,2 A, koncentrace
katolytu 1 mol dm™, priitokova rychlost elektrolytu 2,5 ml min™',
davkovana koncentrace selenu 60 ng ml™

pritokovych cel se optimalni pratok nosného plynu piesu-
nul do rozmezi hodnot 40-60 ml min™' (obr. 4) a u tubular-
nich elektrolytickych cel az k hodnotim 80 ml min .
V obou piipadech se jednalo o maximum pomérné nevy-
razné (zména hodnoty =ziskaného signalu byla mala
v pomérné velkém rozsahu prutokovych rychlosti).

Zavislost ziskaného analytického signélu na velikosti
pritokové rychlosti katolytu je monotonné stoupajici
u vSech elektrolytickych cel. ZvySovani ziskaného signalu
souvisi s nartstem latkového mnozstvi transportovaného
do elektrolytické cely za konstantni Casovou jednotku.
V tomto pripadé byla vyslednd pratokova rychlost kom-
promisné zvolena s ohledem na spotfebu vzorku, dosaze-
nou citlivost a zivotnost ¢erpaciho systému. Experimental-
né bylo zjisténo, ze pro kazdou elektrolytickou celu existu-
je jistd minimalni hodnota pratokové rychlosti, kterou je
nutné dodrzet. V opacném ptipadé byl pozorovan znacné
nestabilni analyticky signél s velkymi fluktuacemi, zpiiso-
beny prerusovanim elektrodovych reakci nedostateCnym
transportem elektrolytti do elektrodovych prostor cely.

Dalsim optimalizovanym pracovnim parametrem byl
vloZeny generacni proud. Nejcastéji se jedna o zavislost
charakterizovanou polohou vyrazného maxima. Pfi velmi
nizkych hodnotach genera¢niho proudu, obvykle pod
0,05 A, ke vzniku t€kavé slouceniny prakticky nedochazi.
P1i vyssich hodnotach dochazi ke strmému nardstu signalu
az k dosaZeni maximélni hodnoty. Toto maximum se po-
hybuje v rozmezi 0,2-1,0 A v zavislosti na konstrukénim
typu elektrolytické cely. Po dosazeni maxima dochdzi opét
k pozvolnému poklesu signalu.

Pii pouziti bezmembranovych elektrolytickych cel
bylo nutné nejprve ustavit hydrostatickou rovnovahu mezi
pfivadénym a odvadénym elektrolytem a plynnymi pro-
dukty elektrodovych reakci. Proto bylo nutné pouzit dalsi
peristaltické cerpadlo, kterym byla fizena rychlost vystupu
smési nezreagované¢ho elektrolytu a plynnych produkti
z anodového prostoru. Optimalni odtahova rychlost
z anodové &asti se pohybovala kolem hodnoty 5,3 ml min ™.
Nejedna se o pritokovou rychlost samotného elektrolytu,
ale jde o prutokovou rychlost smési kapalnych a plynnych
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produktli, proto je tato vySSi nez prutokova rychlost pii-
vodni.

Optimalni hodnoty pracovnich parametrii (zahrnujici
hodnotu vlozeného genera¢niho proudu, prutokovou rych-
lost nosného plynu, pritokovou rychlost elektrolytu, kon-
centraci elektrolytu a odtahovou rychlost) pro vybrané
zastupce jednotlivych skupin elektrolytickych cel jsou
uvedeny v tabulce I (modelovym prvkem byl selen o kon-
centraci 60 ng ml™"). Velmi podobné zavislosti byly ziska-
ny i pii optimalizacnich experimentech, ve kterych byl jako
modelovy prvek pouZit arsen o koncentraci 10 ng ml™". Tyto
optimalizac¢ni experimenty se tykaly pouze tfech vybra-
nych elektrolytickych cel, zastupcl z kazdého konstrukéni-
ho typu. Souhrn optimalnich hodnot pracovnich parametra
pfi pouZiti arsenu jako analytu jsou opét uvedeny v tabulce
1. Z této tabulky je patrné, Ze optimalni hodnoty jsou velmi
podobné nebo i stejné, tedy nezavislé na modelovém ana-
lytu. Tyto optimalni pracovni podminky tedy souviseji
s konstrukci elektrolyticke cely.

Zékladni charakteristiky stanoveni selenu a arsenu
technikou HGAAS s elektrochemickym
generovanim

Pti optimalnich hodnotach pracovnich parametrii pro
jednotlivé elektrolytické cely byly prométeny kalibraéni
zavislosti pro stanoveni Se a As technikou HGAAS
s elektrochemickym generovanim v rozsahu koncentraci
0,5 az 20 ng ml"a 5 a7 250 ng ml™' pro Se a 0,05 az 1,0
ng ml™a 0,5 az 100 ng ml™' pro As. Z kalibra¢nich zavis-
losti a dalSich meéteni byly zjiStény zakladni charakteristi-
ky stanoveni Se a As s vyuzitim jednotlivych konstruk¢-
nich typt elektrolytickych cel. Mezi zakladni charakteristi-
ky patii predevsim dosazena mez detekce a stanovitelnosti,
citlivost stanoveni a opakovatelnost. Hodnoty zékladnich
charakteristik stanoveni Se a As pomoci jednotlivych kon-
strukénich typd elektrolytickych cel jsou uvedeny
v tabulce II. V této tabulce jsou pro porovnani soucasné
uvedeny hodnoty zakladnich charakteristik stanoveni Se

Tabulka II

Laboratorni pfistroje a postupy

a As metodou chemického generovani hydrida.

Nejnizsi meze detekce a stanovitelnosti pro oba ana-
lyty byly dosazeny pii pouziti zlabkové elektrolytické
cely. Stanoveni arsenu vykazuje obecné vyssi citlivost nez
stanoveni selenu, pro vSechny konstrukéni typy elektroly-
tickych cel. Dosazena horsi opakovatelnost u tubularni
elektrolytické cely pravdépodobné souvisi s pomalejsi
odezvou celého systému (predevSim ve fazi vymyvani
analytu z cely a poklesu signalu).

Porovnani dosazené citlivosti stanoveni selenu
metodou elektrochemického generovani

Dosazena citlivost stanoveni selenu metodou elektro-
chemického generovani hydridii s vyuZitim jednotlivych
elektrolytickych cel byla v této praci porovnana
s dosazenou citlivosti stanoveni selenu metodou chemické-
ho generovani na zakladné porovnani smérnic kalibracnich
zéavislosti stanoveni selenu pro jednotlivé elektrolytické
cely, pracujicich za optimalnich podminek, se smérnici
kalibra¢ni zavislosti stanoveni selenu pomoci metody che-
mického generovani. Dosazena citlivost stanoveni selenu
metodou chemického generovani byla povazovana za ma-
ximalni'. Pro dodrZeni transportu stejného latkového
mnozstvi analytu za ¢asovou jednotku byla u vSech gene-
racnich cel, i u chemického generovani, zvolena stejna
priitokova rychlost 2,5 ml min' elektrolytu katodovym
prostorem. Diky tomu bylo mozné porovnat kalibra¢ni
zavislosti jednotlivych elektrolytickych cel s chemickym
generovanim. Na obr. 5 jsou znazornény kalibracni zavis-
losti stanoveni selenu pro jednotlivé konstrukéni typy elek-
trolytickych cel v€etné chemického generovani. Kazdy
konstrukéni typ je reprezentovan jednou elektrolytickou
celou.

Nejniz8§i dosazena citlivost stanoveni selenu byla
obecné pozorovana u bezmembranovych elektrolytickych
cel. Je to dano jejich konstrukci. Analyt je zavadén do
elektrolytické cely do katodového prostoru a ¢astecné pro-
niké do anodového prostoru spojujicim otvorem, a to neza-

Zakladni charakteristiky stanoveni Se a As technikou hydridové AAS s elektrochemickym generovanim pii pouziti jednot-
livych konstrukénich typu elektrolytickych cel a porovnani s chemickym generovanim

Elektrolyticka cela BM*® TV?® TB ¢ CH®
Analyt Se As Se As Se As Se As
Mez detekce, ng ml™ 0,45 0,12 0,37 0,07 0,40 0,09 0,18 0,05
Mez stanovitelnosti, ng ml™! 1,50 0,41 1,23 0,24 1,34 0,31 0,60 0,16
Citlivost . 10° , mlng"' 8,30 37,3 14,9 53,4 14,2 433 21,3 74,2
Opakovatelnost — RSD, % 0,62 1,06 0,49 0,72 1,24 1,58 0,57 0,52
Korelaéni koeficient 0,9988 0,9985 0,9993 0,9994 0,9997 0,9998  0,9965  0,9985

Linearni dyn. rozsah, ngml™"  1,50-200 0,41-50

1,23-100  0,24-20

1,34-100 0,31-20 0,60-70 0,16-15

“BM — bezmembréanova cela, ® TV — tenkovrstva cela, ° TB — tubularni cela, ¢ CH — chemické generovani
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Obr. 5. Kalibraéni zavislost stanoveni Se pro rizné elektroly-
tické cely v porovnani s chemickym generovanim; pritokova
rychlost elektrolytu pro vSechny elektrolytické cely stejna (2,5 ml
min™"). Hodnoty pracovnich parametrii shodné s optimalnimi
hodnotami. CHG — chemické generovani, TV — tenkovrstva cela,
TB — tubularni cela, BM — bezmembranova cela

visle na misté vstupu analytu do katodového prostoru. Cast
analytu se tak dostava nevyuzitd ptes anodovy prostor do
odpadu. Uginnost generovani se u téchto konstrukénich
typt cel pohybuje kolem 30 % (cit."’). Vyrazng vyssi Géin-
nost, kolem 90 %, byla pozorovana u elektrolytickych
tubuldrnich cel (89 %) a tenkovrstvych cel (94 %). Diky
velkému povrchu katody v piipadé tubularni konstrukce
dochdzi k ucinné preméné analytu na hydrid. Vysoka dosa-
zena citlivost elektrochemického generovani u zlabkové
elektrolytické cely je dana kombinaci velmi uzkého
a dlouhého katodového kanalku tvoreného piimo katodo-
vym materidlem a vysoké pratokové rychlosti nosného
plynu. Bylo pozorovano, Ze analyt v prostfedi katolytu
vstupuje do elektrolytické cely ve form¢ malych a pravi-
delnych zo6n kapaliny, které velice snadno ulpivaji na po-
vrchu katodového zlabku. Diky tomu je velmi vysoka
pravdépodobnost kontaktu veskerého analytu s povrchem
katody a naslednd pfeména na tékavou formu. Vysoka
rychlost nosného plynu vyrazné napomaha uvoliovani
vzniklé t€kavé slouCeniny analytu z povrchu katody a dale

Tabulka IIT

Analyza referen¢niho materidlu NIST SRM 1643e — Sto-
pova mnozstvi prvki ve vodé — metodou ECHG-QFAAS
(pouzita tenkovrstva elektrolyticka cela)

Prvek Certifikovana Naméfena
hodnota hodnota

Arsen, ng ml™ 60,45 £ 0,72 58,4+5,8

Selen, ng ml™! 11,97+ 0,14 11,3+2,6
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prispiva k rychlému transportu té€kavé slouceniny do ato-
mizatoru. Tento typ elektrolytické cely se tudiz vyznacuje
i velmi rychlou odezvou, tj. rychlym narstem i poklesem
signalu analytu.

Analyza referenéniho materidlu a redlnych vzorkt

Vzorky referen¢niho materialu byly pfipraveny postu-
pem uvedenym v experimentalni Casti. V téchto vzorcich
byl nasledné stanoven celkovy obsah selenu a arsenu. Vy-
sledky analyzy referencniho materidlu NIST SRM 1643e
uvadi tabulka III. Vysledky jsou v dobré shodé
s certifikovanymi hodnotami obou analytti. Nové vypraco-
vand metoda stanovni selenu a arsenu v pitnych vodach
byla vyzkousSena i pfi analyze realnych vzorkd pitnych
a povrchovych vod. Vzorky pitné vody byly ziskany
z bézn€é dostupnych Dbalenych neperlivych vod
(vyzkouseny dvé rizné znacky balenych vod). Vzorky
povrchové vody byly opakované odebrany z feky Vltava
v misté Praha — Zamky v obdobi podzim 2009 a jaro 2010.
Pro zjisténi obsahu selenu a arsenu v redlnych vzorcich
byla pouzita zlabkova tenkovrstva tubularni elektrolyticka
cela. Vzorky byly pfed provedenim analyzy upraveny
podle vySe uvedené¢ho postupu. Metodou spikovani byly
pro pitné vody nalezeny koncentrace obou analytli pod
mezi stanovitelnosti. U vzorkd povrchové vody byly pro
selen nalezeny hodnoty na Urovni meze stanovitelnosti
a pro arsen hodnoty v rozmezi 1,4-4,7 ng ml™".

Zavér

Vypracovana metoda umoziiuje stanoveni selenu
a arsenu v pitnych vodach o koncentracich fadové niZsich
nez jsou jejich pripustné limity. Spravnost metody byla ové-
fena analyzou referen¢niho materialu, ziskané hodnoty byly
v dobré shod¢ s certifikovanymi hodnotami obou analytd.
Vypracovanid metoda byla vyzkouSena pii analyze praktic-
kych vzorkii vody odebranych z feky Vltavy v Praze.

Vyznamnou ¢4sti prace bylo zhotoveni celé fady jed-
notlivych elektrolytickych cel n¢kolika konstrukéné odlis-
nych skupin, optimalizace jejich pracovnich parametri
a zjisténi zékladnich charakteristik jednotlivych elektroly-
tickych cel.

Velkym tspéchem bylo zhotoveni tubularni elektroly-
tické cely, jejiz vnitini objem se podafilo, ve srovnani
s klasickou tenkovrstvou celou, vyrazné¢ minimalizovat za
soucasného zvySeni a dosazeni prakticky maximalni moz-
né ucinnosti elektrochemického generovani.

Zavérem lze dodat, Ze nove zkonstruované elektroly-
tické pritokové cely (predev§im v tubularnim uspotadani)
bude mozné diky jejich miniaturnimu vnitinimu objemu
katodového prostoru vyuzit i pii spojeni s jinou detekéni
jednotkou nebo mohou byt soucasti derivatiza¢ni jednotky
pii speciacni analyze selenu a arsenu i jinych hydridotvor-
nych prvkll po predchozi separaci na chromatografické
kolong.
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J. Hrani¢ek, V. Cerveny, and P. Rychlovsky
(Charles University in Prague, Faculty of Science, Depart-
ment of Analytical Chemistry): Determination of Ultra-
trace Selenium and Arsenic in Drinking Water by Elec-
trochemical Hydride Generation Coupled with Quartz
Furnace — Atomic Absorption Spectrometry

The aim of this study was to develop a method of Se
and As determination in drinking water by electrochemi-
cal hydride generation coupled with AAS. Three types of
electrolytic cells were constructed and optimized for the
determination. Two cells (thin-layer and tubular) were
finally chosen for their low inner volume and a high hy-
dride generation efficiency (ca. 90 %). The limits of detec-
tion of As(II) and Se(IV) were 0.07 and 0.37 ng ml™,
respectively. The accuracy of the method was verified
using reference materials.
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Katedra organické chemie od pocatku svého pisobeni
v chemickém tustavu (1905) na Albertové pattila vzdy
mezi kvalitni pracovisté. V tomto ohledu je nutné piipo-
menout jejtho prvniho vedouciho, profesora Bohumila
Raymana, zaka Adolfa Wiirtze a Charlese Friedela, ktery
se zabyval zejména sacharidy (obr. 1). Tato problematika
je dnes, po vice nez sto letech, stale jednou z tradi¢nich
vyzkumnych oblasti. Po dobu existence katedry pusobila
na jeji padé cela fada znamych védeckych osobnosti, byt’
néktefi pouze kratce. Staci vzpomenout na profesora Fran-
tiska Sorma, ktery proslul zejména jako feditel Ustavu
organické chemie a biochemie CSAV. Jedno obdobi zde
prednasel i pozdgjsi profesor VSCHT Praha Otto Wichter-
le, ktery se stal v roce 1989 prezidentem CSAV.

Obr. 1. Profesor Bohuslav Rayman
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Obr. 2. Profesoii Cerny a Pacak na letni $kole

Z osobnosti, které cely sviij profesni zivot zasvétily
plsobeni na katedfe, je vhodné jmenovat profesory Jaro-
slava Staiika, Aloise Vystrcila, Miloslava Cerného, Josefa
Pacéka ¢i Jitiho Klinota (obr. 2). VSichni se vénovali stu-
diu pfirodnich latek, jako jsou terpenoidni slouceniny ¢i
sacharidy. Zvlast ¢innost na poli sachariddi byla velice
plodna a vedla ke svétové uznavanym vysledkiim. Duka-
zem jsou dnes jiz klasické monografie Monosacharidy
a Oligosacharidy, které ve své dob¢ slouzily jako zéakladni
uvod do této problematiky po celém svéte. Mezi vyznamné
objevy patfi prvni syntéza 2-deoxy-2-fluor-D-glukosy
(obr. 3, cit."), ktera je dnes masové vyuZivana v pozitro-
nové emisni tomografii (PET).

Jak napovida jiz sdm nazev, védecko-vyzkumna Cin-
nost na katedfe organické a jaderné chemie zahrnuje
v soucasnosti témata sahajici v souladu s vyvojovymi tren-
dy od klasické organické chemie az po vyuziti radioaktiv-
nich prvki. Mezi tradi¢ni zajem stale patii studium sacha-
ridi a terpenoidnich slouéenin, zvlast’ s ohledem na jejich
potencialni biomedicinské vyuziti. Z novych obori se jed-
na zejména o vyvoj novych reakci zprostfedkovanych
slouceninami prechodnych kovii, asymetrické reakce
a jejich vyuziti v organické syntéze. Slibn€ se rozvijejicim
oborem je supramolekuldrni chemie a jeji vyuziti pro pfi-

CH,OH

OH

F

Obr. 3. 2-Deoxy-2-fluor-p-glukosa
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pravu chemickych senzor a molekularni elektroniky. Dale
se jedna o fytoremediaci a syntézu znacenych sloucenin
pro diagnostické Gcely. Pozornost je vénovana i teoretické
a fyzikalni organické chemii. Samozfejmou soucésti vy-
zkumné Cinnosti jsou projekty zabyvajici se modernimi
analytickymi metodami, bez nichz dnes neni mozné se
obejit. Sem patii zejména nuklearni magneticka rezonance
(NMR), hmotnostni spektrometrie (MS), ¢i infracervena
spektroskopie (IR).

Sitka zabéru vyzkumu se odraZi i na &etnych kontak-
tech a spolupréci se zahrani€nimi pracovisti zabyvajicimi
se podobnou problematikou. Studenti organické chemie
tak mohou ¢ast svych diplomovych tkold vypracovat
i v zahrani¢i v rdmci programu ERASMUS, a ziskat cenné
zkusenosti pro sviij dali profesni riist. Rada ocenéni ziska-
nych studenty at’ jiz na domaci pidé (ceny fy Sigma-
Aldrich, ceny za nejlepsi prednasku O. Cervinky udélova-
nou CSCH, Hlavkova cena, atd.) &i v zahrani¢i (ceny za
nejlepsi postery na mezinarodnich konferencich) tuto sku-
teCnost potvrzuje.

Za zminku stoji i konkrétnéjsi pfedstaveni jednotli-
vych vyzkumnych skupin soustiedénych kolem clent ka-
tedry.

Studium monosacharidl a polysacharidu je soustiedé-
no kolem prof. TomaSe Trnky, Dr. Jifitho Kroutila a doc.
Jindficha Jindficha. Tym prof. Trnky zahrnuje Dr. Janu
Polakovou, Dr. Jaroslava Pecku, Dr. Viktora Bakose
a spolu s Dr. Kroutilem se zabyvaji vyzkumem monosa-
charid a to hlavné z hlediska funk¢nich pfemén a jejich
reak¢énich mechanismi. Jako konkrétni ptiklad muze slou-
zit studium Stépeni aziridinového kruhu 1,6-anhydrohexos
nukleofilnimi ¢inidly k ziskani substituovanych aminocuk-
ri. Tento projekt ma dva cile. Prvnim je zjiSténi zavislosti
reaktivity urCit¢ konfigurace sacharidu na charakteru
nukleofilu ve smyslu teorie mékkych a tvrdych kyselin
a zasad (HSAB) a vztahu k aplikovatelnosti Fiirstova-
Plattnerova pravidla®®. Druhym cilem je aplikace t&chto
poznatkll pro pfipravu fluorderivatli aminopyranos s pii-
rodni (D-glukosamin, D-galaktosamin, D-mannosamin)
1 neptirodni konfiguraci (D-ido a D-talo). Tento projekt tak
navazuje na uspé$nou syntézu a aplikaci 2-deoxy-2-fluor-
-D-glukosy. DalSim projektem je syntéza dendrimernich

Ts Ts
& -
.
| ]
(0]

Nu Nu’
(0]
NHTs
_ 0 (0]
Nu

Schéma 1. Regioselektivni
anhydrohexos nukleofily

NHTs
N

Stépeni epiminoderivati 1,6-
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polysacharidi na bazi D-glukosy, D-galaktosy, L-fukosy ¢i
jinych monosacharidi. Vzniklé polysacharidy pak maji
slouzit jako ,targeting groups® pro kontrastni latky vyuzi-
vané pfi MRI (magnetic resonance imaging) nebo radio-
diagnostice.

Nosnym programem tymu doc. Jindficha je syntéza
a vyuziti cyklodextrinil v riznych oblastech chemie. Rese-
ni je zalozeno na syntéze regioselektivné substituovanych
cyklodextrint a jejich vyuziti jako stavebnich jednotek pro
tvorbu samoskladebnych struktur a konstrukci chemosen-
zorti*. Prvni téma se tyka konstrukce konjugatti cyklodex-
trinu s makrocyklickymi ligandy vazanymi na uzsi strané
kavity, které jsou perspektivné pouzitelné v magnetické
rezonanéni tomografii. Druhé téma se zabyvda moznym
vyuzitim katalytického vlivu cyklodextrinovych derivata
na zastoupeni riznych diastereomeri vznikajicich pfi radi-
kalové intramolekularni cyklizaci chiralnich derivati jod-
alkend. Tteti a posledni oblast pokryva nanotechnologie
se zaméfenim na pfipravy molekularnich rotorti navaza-
nych na pevnou fazi. Tato koncepce je zalozena na zakot-
veni cyklodextrinli na pevnou fazi a inkluzi centralniho
rotoru do kavity cyklodextrinu (obr. 4). Je studovéna
schopnost samoskladby téchto rotort a jejich pouzitelnost
pro molekularni elektroniku.

Podobné zaméteni ma 1 dalsi projekt, tentokrat zalo-
zeny mna vyuziti sandwichovych komplexd kobaltu
v molekularni elektronice’. Centralnimi sloueninami jsou
tetraaryl(cyklobutadien-cyklopentadien)kobaltové ~ kom-
plexy (obr. 5), které jsou vhodné pro samoskladbu za tvor-
by ¢tvercovych siti. Diky vysoké hodnoté dipdlového mo-
mentu, kterd je zplisobena pfitomnosti amoniové a sulfo-

Obr. 4. Rotor

Obr. 5.
komplex

Tetraaryl(cyklobutadien-cyklopentadien)kobaltovy
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natové skupiny v molekule, maji tyto slouceniny vhodné
vlastnosti pro vyuziti v molekularni elektronice.

Na katedfe je i nové zalozena skupina Dr. DuSana
Drahoiiovského vénujici se konstituéni dynamické chemii.
Jeji doménou je studium konstituéné riznorodych dyna-
mickych systému, které prostfednictvim molekularnich
a supramolekularnich interakci reaguji na zmény vnittnich

. % komponenty
----- - ..,
 J

nékolik prikladid moZnych
kombinaci z virtualni knihovny

Ny

selelkéni podminky 1

preferovana struktura (struktury) za danych
podminek selekce

Obr. 6. Schématické znazornéni generovani virtualni dyna-
mické knihovny struktur

Rozvoj instrumentace a kateder PiF UK Praha

a vnéjsich faktorti (re)-adaptaci své konstituce. Konkrét-
né&jsi variantou konstituéni dynamické chemie je dynamic-
ka kombinatorialni chemie, jez se zabyva studiem systé-
mu, které prostfednictvim reverzibilnich spojeni kompo-
nent tvofi virtualni kombinatorialni knihovny struktur za-
hrnujici v§echny mozné kombinace vzdjemného propojeni
komponent, jaké mohou byt teoreticky generovany
(obr. 6). Z reakci, které jsou v n¢jaké podobé zkouSeny pro
ucely dynamické konstituéni chemie, je mozno zminit
tvorbu iminti (Schiffovy béze), tvorbu hydrazont, oximu,
disulfidi, esterd boronovych kyselin, acetald, Diels-
Alderovy reakce, aldolové kondenzace, Michaelovské
adice a transacylace. Zajimava se jevi téZ tvorba a stabili-
zace poloacetalll, které vznikaji reverzibilni adici alkohold
na karbonylové slou€eniny. Jako ilustracni piiklad lze
uvést vznik rozdilnych poloacetalii v pfitomnosti zine¢na-
tych ¢i olovnatych soli (schéma 2). Aplikace téchto po-
znatkd potom vede ke konstrukcim dynamickych materia-
16, jako je napf. jiz ndmi patentovany systém zaloZeny na
poloacetalech pro kontrolované uvoliiovani vonnych latek.

Laboratof Dr. Jana Veselého se zabyva hlavné vyuZzi-
tim organokatalytickych reakci v asymetrické syntéze. Jeji
podstatou je snaha piipravit z jednoduchych a snadno do-
stupnych sloucenin latky chiralni, jez mohou dale slouzit
jako stavebni jednotky napf. pro vyrobu léCiv. Vyuziti
katalytickych schopnosti malych organickych molekul
pfedstavuje komplementarni pfistup k tradi¢ni katalyze
zalozené na vyuziti ptechodnych kovl a jejich sloucenin.
Oproti tradi¢nimu postupu pfinasi organokatalyza nékteré
vyhody, napt. umoziuje syntézu farmaceutickych substan-
ci, kde je kontaminace produktu kovem nezadouci, a je
Setrna k Zivotnimu prostiedi.

Jeden z projektl je zaméfen na vyuziti konceptu orga-
nokatalyzy na alternativni syntézu vybranych antidepresiv
— paroxetinu a femoxetinu (obr. 7). Klicovym krokem je
tandemova reakce o,f-nenasyceného aldehydu s 1,3-amido-
estery katalyzovana derivaty prolinu vedouci k tvorbé asy-
metricky substituovaného Sesticlenného kruhu. Dalsi ob-
lasti vyzkumu je pifiprava enantiomerné Cistych latek obsa-
hujicich ve své molekule atom fluoru, které mohou nalézt
vyuziti v fad€ odvétvi, a to zejména v medicing, kde je
fluorace v soucasné dob¢ uZivana piedev§$im ke zvySeni
metabolické stability 1éCiv, a tim i jejich biodostupnosti.
Syntéza té€chto sloucenin je zaloZena na enantioselektivni
konjugované adici 2-fluormalonatli na aromatické a,f3-ne-

Schéma 2. P¥iklad selektivni tvorby struktur ze smési komponent
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Obr. 7. Antidepresiva (-)-paroxetin a (+)-femoxetin

nasycené aldehydy za katalyzy komercné dostupnymi deri-
véty pyrrolidinu (schéma 3, cit.%).

Skupina soustiedénd okolo doc. Stanislava Smrcka
a Ing. Sarky P$ondrové se zabyvé problematikou interakci
organickych sloucenin s biologickymi systémy. Jedna se
o multidisciplinarni obor na pomezi organické chemie,
biochemie a biologie, jehoz cilem je fytoremediace jako
metoda dekontaminace Zivotniho prostfedi od organickych
ekopolutantti. S tim souvisi jak studium zachytu kontami-
nantdl, tak i FeSeni otazky biotransformaci organickych
sloucenin v rostlinnych tkanich, pfipadné ukladani pivod-
nich kontaminantl a jejich metaboliti v rostlinach. Typic-
kou studovanou skupinu tvoii latky ohrozujici savéi endo-
krinni systém (,,endocrine disruptors®), které jsou ostie
sledovany v ekosystému jak v ramci EU tak i v USA. Ke
studovanym latkdm patii pfedev§im chlorované fenoly,
mosusové latky, které jsou soucasti vonnych komponent
pracich praskd, ¢i estrogeny z peroralnich kontraceptiv
(obr. 8). Hlavnim objektem studia je biotransformace orga-
nickych sloucenin ve tkanovych kulturdch vyssich rostlin,
kterd umoziuje blize popsat d€je probihajici na trovni
interakce rostliny s prostfedim a charakterizovat latky
z hlediska aktivace ¢i inaktivace jejich biologické aktivity.
Tato problematika tzce souvisi s analyzou organickych
sloucenin v ekosystémech jako nezbytné soucasti vSech
studii a s vyvojem novych metod stanoveni vybranych
polutantii ve vodnich systémech’.

Ve spolupraci s doc. Ladislavem LeSetickym je studo-
vana i priprava radioaktivné znacenych sloucenin pro stu-
dium osudu organickych sloucenin v ekosystému, stejné
tak jako pro studium kancerogeneze a farmakologické
ucely®. Pomoci uvedenych slouenin lze u¢inng sledovat
tvorbu metabolitt rozliénych xenobiotik a jejich inkorpo-
raci do biologickych struktur. Pfikladem mohou byt studie
s tritiem znaCenymi analogy o-anisidinu, sanquinarinu,
ochratoxinu A a aristolochové kyseliny ¢i studie osudu
pentachlorfenolu v rostlindch za pouziti '*C znageného

Et0,C.__CO,Et

* A

T

F

A CHO

Rozvoj instrumentace a kateder PiF UK Praha

Obr. 8. Sterilni hydroponicka kultura pelusky jarni (Pisum
sativum) pii fytoextrakci naproxenu a diklofenaku
z Kultiva¢niho média

pentachlorfenolu.

Velmi aktivné pusobi laboratof Dr. Jany Roithové.
Vyzkumny program je zaméfen na studium elementarnich
krokti v organickych a organokovovych reakcich pomoci
metod hmotnostni spektrometrie, iontové spektroskopie
a kvantové chemie. Cilem je prohlubovani celkového po-
rozuméni reakénim mechanismim a formulovani novych
obecnych konceptll v organické a organokovové reaktivi-
t&°. V tomtom ohledu stoji za zminku, Ze na zékladé svych
uspéchtl se letos Dr. Rothova stala nositelkou prestizniho
grantu evropského grantu ERC (European research Coun-
cil) pro mladé védce.

Hmotnostni spektrometrie ve spojeni s elektro-
sprejovou ionizaci mize byt vyuzita ke zkoumani slozeni
reakénich smési (obr. 9). Roztok se privadi pfimo do
hmotnostniho spektrometru a jednotlivé castice reakcni
smési se deteguji ve forme iontl. lonizované ¢astice muze-
me postupné hmotnostné izolovat od ostatnich sloZek smé-
si a zkoumat jejich vlastnosti. Studium monomolekuldrni
reaktivity poskytuje informace o struktuie iontli a o vazeb-
nych energiich mezi jejich komponentami. Mizeme tak
napt. zjistit energii vazby mezi organokovovym katalyza-
torem a substratem. MUzeme také studovat reaktivitu iontt
s dal§im reaktantem a zjistit kinetiku dané reakce'.

Iontova spektroskopie, nékdy nazyvana akéni spekt-
roskopie, je zalozena na detekci fragmentace iontli vyvola-
né absorpci fotontl. Pfi méfeni napt. infracervenych spek-
ter hmotnostné izolovanych iontii tedy nesledujeme ab-
sorpci foton spektrofotometricky, ale pomoci detekce
iontovych fragmentl.. Zavislost intenzity fragmentace na

P

F
H 0TMS EtOZCIC/OzEt
CHO
CH2C|2 Ar

-40 °C az 96% ee

Schéma 3. Enantioselektivni adice 2-fluormalonatu na cinnamaldehyd
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Obr. 9. Schématické znazornéni identifikace pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie
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Obr. 10. Schematické znazornéni studia a struktury reaktivnich intermediati pomoci srovnani naméienych a vypotitanych I1C

spekter

vinové délce fotonti pak odpovidé infracervenému spektru
(obr. 10). Zatimco hmotnostni spektrometrie nam poskytu-
je informace o hmotnosti iontu a jeho reaktivité, iontova
spektroskopie pfinasi informace o jeho struktuie. Kombi-
naci obou metod 1ze plné charakterizovat jednotlivé slozky
reakéni smési a identifikovat reaktivni Castice. Spojenim
experimentalnich vysledkt s detailnim teoretickym studi-
em reakce vede ke komplexnimu obrazku o dané reakci
a jejim reakénim mechanismu''.

Skupina prof. Martina Kotory je zamétfena na vyuzi-
véni reakci zprostfedkovanych stechiometrickym ¢i kataly-
tickym mnozstvim komplexti pfechodnych kovi. Téma
zahrnuje jak vyvoj a studium novych reakénich postupi,
tak jejich aplikaci v syntéze prirodnich ¢i biologicky aktiv-
nich latek. Komplexy ptechodnych kovii ¢asto v organické
syntéze umoziuji transformace, jichz nelze dosahnout
pomoci klasickych organickych postupli, a to jak
z hlediska selektivity (enantioselektivita, regioselektivita,
a diastereoselektivita) a reak¢nich podminek (nizké reak¢-
ni teploty 0—100 °C nebo tlaky okolo 1 atm), tak z hle-
diska poctu pfeménénych ¢i noveé vzniklych vazeb. Jako
typicky piiklad je mozné uvést syntézu chiralnich nesyme-
tricky substituovanych tetrahydroisochinolini ve tfech
reak¢nich stupnich z komeréné dostupné latky, kdy klic¢o-
vym krokem je cyklotrimerizace dvou alkynl a jednoho
nitrilu katalyzovana komplexy kobaltu. Vzniklé slouceni-
ny pak slouzi jako chirdlni katalyzatory pro enantioselek-
tivni allylace aldehydu za vzniku homoallylovych alkoho-
14, které se jevi jako uziteCné stavebni bloky pro syntézu
ptirodnich latek, napt. goniothalaminu (schéma 4, cit.'?).

Reakce zaloZené na aplikaci pfechodnych kovl byly
pouzity i pro vyvoj novych syntéz latek se steroidnim ske-
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letem jako je estron'®, nebo pii jejich modifikacich zavede-
nim perfluoralkylovanych, arylovych'* a karboranovych
funk¢nich skupin. Pozornost je zaméfena i na jiné typy
sloucenin, jako jsou derivaty deoxyribosy, ribosy a purind.
Z hlediska vyvoje novych reakei je cilem aktivace jedno-
duchych vazeb uhlik—uhlik, které jsou soucasti cyklického
nebo linearniho fetézce (napf. u C-allylmalonatil) nebo
Stépeni cyklobutanového kruhu bifenylent, které vede
k jejich nasledné funkcionalizaci. Cast studované proble-
matiky je i zaméfena na syntézu a reaktivitu substituova-
nych Dewarovych benzeni jako reprezentanti energeticky
bohatych organickych sloucenin (obr. 11).

Mezi dal$i ¢leny katedry patfi Dr. Martin Sticha
(hmotnostni  spektrometrie), Dr. Stanislav  Hilgard
(infracervena spektroskopie) a Dr. Iva Plutnarova (NMR),
jejichz odborné znalosti a ¢innost jsou nezbytnym fakto-
rem pro hladky priibé¢h vyzkumu na katedfte.

Dik patii i Bohuné Sperlichové a Jaroslavé Ceérdlové
(laborantky) a Ludmile Petrdkova (sekretarka), bez jejich
prace by katedra nemohla fungovat tak dobte, jak funguje.

Katedra v ramci védecké Cinnosti rozviji spolupraci
jak s ostatnimi katedrami UK, tak s celou fadou tuzem-
skych vysokych $kol (VSCHT Praha, Jiho¢eska univerzita,
Masarykova univerzita, atd.) a ustavii Akademie véd CR
(Ustav organické chemie a biochemie, Ustav molekularni
genetiky, Algologicky ustav v Tieboni) ¢i zahrani¢nimi
pracovisti (University of Glasgow, University of Sund,
University of Barcelona, GSF Mnichov, Swiss Federal
Institute of Technology Lausanne, Linkdpings Universitet
ve Svédsku, Institut de Science et d’Ingéneirie
Supramoleéculaires-Strasbourg, a dalsi).
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Schéma 4.
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Obr. 11. Konjugat ferrocenu a Dewarova benzenu
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Chemistry, Faculty of Science, Charles University in Pra-
gue): Department of Organic and Nuclear Chemistry of
Faculty of Science of Charles University in Prag

The department of organic chemistry has always been at
the forefront of research since its establishment in 1905 in
a newly constructed building at Albertov. During the span of
more than 100 years a number of leading Czech scientist in
the area of organic chemistry have spent there their whole
careers (e.g. Rayman, Cerny, Pacak, Stan&k) or were to big-
ger or lesser extent associated with it (e.g. Sorm, Wichterle,
etc.). The current research endeavors in the department en-
compass several areas: chemistry of natural products
(saccharides, polysaccharides, and their transformations),
physical organic chemistry (reaction mechanism, quantum
chemistry), macro- and supramolecular chemistry (host-guest
chemistry, self-assembly), molecular electronics (molecular
wires and nets), catalysis (transition metal catalyzed transfor-
mations, organocatalysis), organic synthesis (synthesis of
natural products and biologically active compounds), phytore-
mediation (degradation of organic compounds in Nature),
synthesis of isotopically labeled compounds for medicinal
purposes, and analysis of organic compounds (mass spec-
trometry, NMR, IR, etc,). Most of the above mentioned re-
search activities are carried out in cooperation with domestic
as well as foreign universities or research institutions.
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INFRACERVENA A RAMANOVA SPEKTROSKOPIE NA KATEDRACH CHEMIE
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1. Historie

Prvni souvislejs$i zminky o infracervenych spektrech
spadaji na Albertové do roku 1958 jako soucast pokrocilej-
Sich pfednaSek organické chemie. Externé prednasejicim
byl Dr. Milan Horak, pivodem organicky chemik, tehdy
¢len spektroskopické skupiny v Ustavu organické chemie a
biochemie CSAV, vedené prof. J. Plivou. Zadny ptistroj
v té¢ dobé ke studiu vibracnich spekter v budové chemie,
ani na univerzité nebyl.

Po brnénském veletrhu v r. 1959 se na katedie anor-
ganické chemie necekané objevily robustni bedny ze so-
vétské expozice s tajemnym obsahem. Ze zahadné zasilky
se vyklubal tiihranolovy spektrograf pro viditelnou oblast
s 2 vyménitelnymi kamerami, optickd lavice (obr. 1), re-
flektor pro méfeni spekter kombinovaného rozptylu
(,,ceKTpbl KOMOMHALIMOHHOrO paccesHus ), jinak Rama-
nova rozptylu, s pfisluSenstvim — cela soustava pod na-
zvem ISP 51 a generator jiskry a oblouku pro emisni spek-
tra.
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V druhé puli 50. let se na seminafich katedry anorga-
ho anorganického casopisu, Z. Anorg. Aligem. Chem.,
t&sily velkému zajmu obcas prezentované vysledky Rama-
novych  spekter, zejména z drazdanské Skoly
prof. A. Simona, protoZe pfinasely nové zasadni informace
o struktufe anorganickych sloucenin. Proto moznost méfit
a studovat Ramanova spektra byla na anorganice vitana,
nicméné nikdo se do nové, neznamé metody nehrnul. Na-
konec bez rozpaki a Givah, s nizddnym povédomim o spek-
troskopii, navic molekulové, jsem se do toho jako mlady
asistent pustil ja. NetuSil jsem, Ze mne bude provazet snad
dozivotné.

Pri bliz§i rekognoskaci komponent soustavy jsme
zjistili, ze ve spektrografu ze tfi hranolt v tzv. Fersterlin-
gové usporadani bylo, Zel, Abbeho pétiboké prisma posko-
zené. Reklamace zavady trvala déle jak rok. Mezitim jsem
ziskaval elementdrni informace a rady jednak od svého
spoluzaka, J. Stokra, a M. Holuba z Plivovy laboratote ,,u
Sormi“, kde za¢ali zkoumat Ramaniiv efekt o néco diiv,
jednak u emisnich spektroskopikii a zejména z literatury.
Po reklamac¢nim ndvratu spektrografu ze sovétské zemé
prvni méfeni nastala na podzim roku 1960.

Jak se méftilo? Nejprve bylo nutno sefidit §térbinu
a polohu kolimatoru, orientaci stolku s hranoly a vhodny
thel kamery s fotografickou deskou jednak vizudlné spekt-
rem rtutové vybojky, jednak fotograficky obloukovym
emisnim spektrem zeleza z optické lavice. Jako zdroj eta-
lonového spektra zeleza slouzily hieby ,krovaky*
z Rottova zelezafstvi, upnuté do jisktisté. Tzv. mekké Ze-
lezo obsahovalo ve viditelné ¢asti spektra kupodivu jen
velmi slabé stopy manganu. Aparatura byla tak pfipravena
pro méfeni Ramanovych spekter, buzenych Hg e-Carou
(435,86 nm). Pro buzeni spekter jinymi ¢arami rtut'ového

Obr. 1. Ttihranolovy sklenény spektrograf ISP 51
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spektra bylo nutno justaci spektrografu upravovat.

Vlastni méfeni Ramanovych spekter: V reflektoru
soupravy ISP 51 bylo mozno métit pouze kapalinové vzor-
ky ve valcovych sklenénych kyvetach (obr. 2) s plochym
vystupnim okénkem, na opa¢ném konci zacernénych. Ob-
jem prvnich kyvet byl 20 a 6 cm’. Kyveta se upevnila do
jednoho ohniska eliptického, vodou chlazeného reflektoru,
v druhém ohnisku byla paralelné fixovana kfemenna rtut'o-
véa vybojka PRK 2, oddélend od vzorkového prostoru chla-
dicim sklenénym pritokovym filtrem z diivodu silné tepel-
né radiace vybojky, a optickym filtrem, slouzicim k izolaci
budiciho zafeni a potlaceni ostatnich Car a pozadi rtutové-
ho spektra. Opticky filtr byl bud’ sklenény nebo kapalino-
vy (pro Hg e-¢aru pouzivan nasyceny vodny roztok dusita-
nu draselného). Intenzita svételného toku budiciho zafeni
se zvySovala naparovanim stén reflektoru oxidem hotecna-
tym. Kfemennd Hg vybojka téZ jako zdroj UV zéteni zvy-
Sovala koncentraci ozonu v laboratofi, coz se mimo jiné
projevovalo kiehnutim chladicich pryZovych hadic a dal-
Sich pfedmétt z podobnych materiald.

Priprava vzorku: V predlaserové Ramanoveé spektro-
skopii byl Gsp€sny zaznam spektra podminén jiz pfipravou
vzorku. Zkoumana latka nesméla pfijit ab initio do styku
s materialy, generujicimi fluorescenci, tedy jev o0 mnohem
vétsi intenzit¢ nez Ramanidv rozptyl. Od pocatku bylo
proto tfeba se vyhybat tukiim (napf. zabrusy), pryZovym
pfedmétiim, staniolové folii apod. Kapalina v kyveté mu-
sela byt ,,opticky prazdna“, bez prachovych nebo jinych
¢astecek, plsobicich Tyndallliv jev, rovnéz prekryvajici
Ramantv rozptyl. Proto kapaliny se bud’ destilovaly do
,bezprasné®“ kyvety v uzavieném systému, u vodnych roz-
tokl se pouzivala dvakrat destilovana voda a filtrace ptes
fritu G5 do uzavieného systému. Pfiprava vzorkd vyzado-
vala zkuSenosti, Casto rizné upravy a zpusobovala mnohé
potize.

Zaznam Ramanova spektra byl na specialni fotogra-
fické desky (vysoka citlivost a jemnozrnnost), expozice se
pohybovala od nékolika minut po desitky hodin (podle
vzorku). K fotografickému zaznamu Ramanova spektra se
zéroven snimalo emisni spektrum Zeleza, slouZzici jako
standard vlnovych délek, protoze sklenény hranolovy
spektrograf mél nelinedrni dispersi, zejména v ndmi meéte-

Obr. 2. Kyvety na kapaliny (s plochym vystupnim okénkem,
opacny konec kyvety zacernén — eliminace reflexit)
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né oblasti mezi 400490 nm. Na jednu desku bylo mozno
snimat vice spekter, po vyvolani a vysuSeni byla spektra
prom&fovana na Abbeho komparatoru, kombinovaném
mikroskopu s méfici $kalou s presnosti 10~ mm. Mgily
se vzdalenosti jednotlivych spektralnich ¢ar ke ,,vztazné®
Hg d-¢are a vypocteny posuny od budici Hg e-¢ary. Ukaz-
ka fotografického zaznamu rozptyleného svétla rtuti, Ra-
manova spektra CCl, (Stokesovy a anti-Stokesovy cary),
buzené bez optického filtru Hg e- a Hg k-Carami, tentyz
vzorek s optickym filtrem pro Hg e-¢aru a obdobné spektra
benzenu je na obr. 3. Zminén4 spektra bylo mozné pfi Sirsi
vstupni §térbin€ pozorovat v zatemnéné mistnosti pouhym
okem. Pozdé¢ji jsme pomoci Hofmannovy rovnice sestavili
tabulky s korekci na nelinearni disperzi, odpadlo tim sni-
méni spektra Zeleza, a z fotometrického zdznamu spektra
pomoci klinového fotometru ¢s. vyroby nebo rychlofoto-
metru C. Zeiss, Jena podle ,,d-Cary”“ Ramanova spektra
vyhodnocovali. Unavnd méfeni s komparatorem tak od-
padla, vlnoctova piesnost Ramanovych posuni byla za-
chovéna.

Podrobny, zdmérmé¢ zde uvedeny popis ziskdvani Ra-
manovych spekter v dobé predlaserové excitace sveédci
0 narocné a zdlouhavé, az timorné, experimentalni praci;
jistou utéchou bylo, Zze byt aparatura a dal$i komponenty
byly dost prostinké, ndm byly vesmés snadno pfistupné
k opravé, zadny ,black box“. Nicmén¢ laboratofi
s Ramanovou spektroskopii bylo pomalu.

V dubnu 1962 jsem stravil mésic na Ustavu anorga-
nické chemie Technické univerzity v Drazdanech, kde
jsem ziskaval dalsi zkuSenosti pfi méfeni Ramanovych
spekter kapalin i pevnych latek a také méfeni infracerve-
nych spekter kapalin, pevnych latek a plynti na spektrofo-
tometru UR 10 (C. Zeiss, Jena). Na drazd’anském praco-
visti jsem mimo jiné poznal, Zze nas sovétsky spektrograf je
horsi kopii Zeissova Dreiprismenglasspektrografu a kolej-
nice kopii Hilger-Watts.

Uvédomil jsem si tehdy nezbytnost studovat moleku-
lova spektra obéma metodami a zacal honbu za infracerve-
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Obr. 3. Fotograficky ziznam spekter rozptyleného zafeni
budici rtut'ové vybojky a Ramanovych spekter CCl, a benze-
nu (vice v textu)
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nym spektrometrem. Snad asi v té dobé se na organické
chemii objevil sovétsky dvoupaprskovy infracerveny spek-
trometr IKS 14, danajsky to dar. Daleko 1épe slouzil regis-
trani  spektrofotometr s jednim hranolem NaCl
z vyvojovych dilen CSAV z Brna s rozsahem od 800 cm™
do oblasti valencnich vibraci C-H, kde v8ak jeho rozliSo-
vaci schopnost byla $patna. Servisné€ na organice puisobila
Mgr. Mirka Podzimkovd, infracervena spektra zde tehdy
nebyla samostatné zkoumana.

Co jsme zacali zkoumat? Nejprve to byla méfeni Ra-
manovych spekter b&Znych kapalnych latek, napt. koncen-
trovana kyselina sirova, organické latky, ale také enantio-
mery tartaratoboritanti s velmi slozitymi spektry. Lépe
Citelnd v tomto pripadé byla infraervena spektra, jez nam
tehdy externé méfil K. Mach na Ustavu fyzikélni chemie
CSAV, nicméné tehdy studium optické aktivity ve vibrad-
nich spektrech bylo nad sily jak Ramanskych, tak infracer-
venych metod. Pomérné pekna Ramanova i infracervena
spektra poskytovalo studium sloucenin, odvozenych od
kyseliny amidosirové a sulfurylamidu, o nichz jsem refero-
val jiZz r. 1964 v Bratislavé na mezindrodn¢ vyborn¢ obsa-
zeném Symposiu o struktuie a vlastnostech koordina¢nich
sloucenin. Pozdéji se k témto sloucenindm vratil
I. Veverka ve své kandidatské dizertaéni praci (PiF UK,
Praha 1986).

Objektem detailni Ramanovské spektroskopické stu-
die byla interakce dusiénanovych &astic s kationy Sc**,
kdy se z depolariza¢niho faktoru a interpretace spekter
podatilo prokazat podminky dvoj- a jednovazné koordina-
ce nitratoskupiny'?. Vysledky studia koordinace nitrato-
a sulfatoskupiny a interakce chloristanového aniontu se
skanditymi ionty pomoci vibra¢nich spekter byly prezento-
vany v mé kandidatské dizertaci (PfF UK, Praha 1967).
Vliv lanthanoidové kontrakce na vibrace nitratoskupin
u odpovidajicich dusi¢nanit byl nasledn¢ studovan
v n¢kolika diplomovych a rigoroznich pracich.

Honba za infracervenym spektrometrem odpovidala
socialistickému planovani, protoze nejdiiv pfisel lis na
tablety, potom vibrator dle M. von Ardenne a dalsi pfislu-
Senstvi, koncem roku 1967 pak kyZeny infracerveny spekt-
rofotometr UR 20 (C. Zeiss, Jena), vazici 600 kg! Postup-
né¢ jsme piislusenstvi doplnili o dalsi kyvetové materidly
(CaF,, AgCl, KRSS5), plynovou dlouhocestnou kyvetu,
teplotni zafizeni pro snimani spekter ptfi nizSich i vysSich
teplotach, sekundarni zapisovac. Paleta spektralnich méfe-
ni se stala pestfejsi, napf. infraCervend spektra kyslikatych
slougenin jodu®.

Také Ramaniv spektrograf byl vylepSen reflektorem
Ramanleuchte (C. Zeiss, Jena) s dvéma chlazenymi niz-
kotlakymi vybojkami a kyvetkami o objemu 1,5 cm’.
Mohli jsme tak ptednést napf. rozsahlou studii vibracnich
spekter dusi¢nanti III. b skupiny a lanthanoidd v roztoku
na XV. Mezinarodni konferenci koordinac¢ni chemie
(ICCC) v Moskve (1973).

Koncem 60. let se na katedfe organické chemie infra-
cervené spektroskopie ujal S. Hilgard. Pfes moje negativni
stanovisko, aby se vedeni tamni katedry zaméfilo na mo-
derngjsi pfistroj, ptibyl, bohuzel, na organice pocatkem
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70. let dalsi UR 20! Tehdy jsem mél ve vyhledu laserovy
Ramanlv spektrometr, ptivodné americky, ale otalenim
vysSich mist a poklesem kurzu koruny vici dolaru se
v nasi laboratofi v r. 1973 objevil japonsky laserovy Ra-
manuv spektrofotometr JRS-S1 JEOL (obr. 4) s vykonnym
argonovym iontovym laserem (Coherent Radiation)
a automatickym méfenim depolarizaéniho faktoru, v té
dobé pfistroj na urovni. NaSe experimentalni moznosti se
nebyvale rozsitily, bylo moZno méfit pevné, kapalné
i plynné vzorky za vyssich i nizsich teplot, v rotujicich
kyvetach teplotné nestalé a na laserové zareni citlivé latky.
Jako budici &ary Ar" slouzily zejména vlnové délky 488
a 514,5 nm.

O digitalnich polarizaénich métenich Ramanovych
spekter nitrato-ligandu bylo referovano napf. v Belgii na
sympoziu Solute-Solute and Solvent Interactions (1974)
nebo na 1. vSesvazové konferenci o Ramanovych spekt-
rech v Kyjevé (1975). Pokracovali jsme mimo jiné ve stu-
diu vibra¢nich spekter amidosiranovych komplexi lantha-
noidd, prechodnych kovt a halogenosulfamato-komplexu.
Déle byla studovédna spektra hexaoxotellurové kyseliny
v pevnych fazich a roztocich, biologickych molekul véetné
rezonanéniho Ramanova efektu®’, acetylacetonatovych
komplext®® a pestra paleta dalsich latek. Velkému z4jmu
ve svété se t&8il clanek o Ramanové spektroskopii
v biologii’, byt byl psan v &esting.

V r. 1982 jsme ziskali infracerveny spektrofotometr
Perkin-Elmer PE 684 s data stanici (mikroprocesor Moto-
rolla 6800), systémem ,,Ratio Recording*, rozsahem 200—
4000 cm™. Byl to prvni piistroj s piimym digitalnim zpra-
covanim dat (,,on line®) v republice. Na jeho intelektual-
nim vyuziti se nemalou mérou podileli J. Pecka a S. Hil-
gard z katedry organické chemie.

Nas§ pristrojovy park a zkoumana problematika se
podilely vyznamné na vyuce. Vedle jiz zminované pted-
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Obr. 4. Laserovy Ramanuv spektrometr JRS — S1, JEOL,
Japonsko
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nasky M. Horaka s dominujicimi charakteristickymi frek-
vencemi jsem na anorganické chemii v druhé pilce 60. let
zah4djil semestralni piednaskou o vibracnich a rotacnich
projevech polyatomickych ¢astic a zékladech Ramanovy
a infraCervené spektroskopie, doplnéné praktickym cvice-
nim, nejprve méfenim Ramanovych, poté i infracervenych
spekter véetné interpretaci latek v pevném, kapalném
i plynném stavu, depolariza¢niho faktoru, izotopového slo-
Zeni, vypoctu tuhého rotoru z rota¢né-vibracnich spekter.

Prednaska je doposud soucasti studijniho programu
posluchacii anorganické chemie. V jisté dobé absolvovali
z infracervené a Ramanovy spektroskopie kratké seminare
a demonstracni exkurze posluchaci analytické chemie,
geochemie a ochrany Zivotniho prostiedi (pod patronaci
doc. I. Némcové a prof. Dolezala). Na organické chemii
vyuku v oboru po M. Horakovi plné¢ pievzal S. Hilgard.

V 70. letech jsme ve spolupraci s Ceskoslovenskou
spektroskopickou spolecnosti zacali organizovat postgra-
duélni kurzy, nejprve zamétené na metodiky méteni vib-
racnich spekter, pozd¢ji i jejich interpretace. Jiz v poloviné
80. let bylo tehdy ve spolupraci s firmou Perkin-Elmer
zatazeno méfeni na spektrometru s Fourierovou transfor-
maci (FTIR). Tyto postgradualni kurzy, pribézné inovova-
né, pokracuji uspésné kazdorocné dodnes pod zastitou
Spektroskopické spolecnosti Jana Marka Marci a ucitelé
z Albertova hraji na nich vyznamnou roli.

V ceské literatufe o vibracni spektroskopii jsem se
podilel na monografii ,Infradervena spektra a struktura
molekul*“'” kapitolami o boranech, halogenidech a anorga-
nickych kyslikatych aniontech. Do ,,Novych smért analy-
tické chemie” v edici J. Zyky jsem pfispél kapitolami
,Moznosti  laserové  Ramanovy  spektroskopie«'
a ,,Infracervena spektroskopie s Fourierovou transforma-

ci“?, jez byly vydany téz ve Spojeném kralovstvi'>.
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Na rozvoji vibracni spektroskopie se na nasem praco-
visti podilela cela plejada mych diplomantii a doktorandii,
zejména V. E. Bondybey, H. Cernd, I. Hladik, M. Semler,
J. Kubiznadk, I. Veverka, B. Vickova, J. Pasztor, A. Krcho-
vd, R. Born a spolupracovnik J. Silha.

2. Spektroskopie povrchem zesileného
Ramanova rozptylu

2.1. Princip povrchem zesileného Ramanova
rozptylu

Jev zvany povrchem zesileny Ramanlv rozptyl
(Surface-enhanced Raman scattering, SERS) ma puivod
v soucasné interakci viditelného zafeni s nanostrukturami
plasmonickych kovl, napt. s Ag ¢i Au nanocasticemi,
a s molekulami lokalizovanymi na jejich povrSich.
V tomto systému je jak dopadajici zafeni, tak i zafeni ne-
elasticky rozptylené molekulami zesileno prostiednictvim
rezonanéniho Mieova rozptylu tohoto zafeni nanocastici
zminéného kovu. Toto je ve strucnosti princip zakladniho,
tzv. elektromagnetického (EM) mechanismu SERS. Pokud
vinova délka zafeni (Aex) splituje soucasné i podminku
molekularni rezonance, pak mechanismus molekularni
rezonance rovné€Z prispiva k celkovému zesileni Ramano-
va rozptylu (obr. 5).

Podivejme se nyni podrobnéji na EM mechanismus.
Dopada-li na Ag ¢i Au nanocastici o velikosti 5-200 nm
zéfeni 0 Ae, resp. frekvenci, kterd splituje rezonancni
podminku Mieova rozptylu, pak vodivostni elektrony
v Castici se vynucen¢ rozkmitaji s frekvenci shodnou
s frekvenci dopadajiciho zafeni. Vznika tak oscilujici di-

(Resonan¢ni) Ramantiv rozptyl svétla molekulou
adsorbovanou na Ag ¢i Au nanocastici

Obr. 5. Mechanismy povrchem zesileného Ramanova rozptylu

Resonanc¢ni Mietv rozptyl svétla
Ag ¢i Au nanocastici
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pol, ktery nasledné vyzatfuje zafeni, jehoZ intenzita je
umeérna ctverci velikosti tohoto dipdlu. Ta dosahuje maxi-
malni hodnoty pravé pii splnéni rezonanc¢ni podminky
Mieova rozptylu. K tomu dojde pro systém izolovanych
Ag nanocastic ve vode (tedy pro jejich hydrosol) pfi Aexe =
390 nm, pro Au nanocastice pfi Aex. = 520 nm. V tomto
pfipadé tedy funguji zminéné nanocastice jako optické
zesilovace.

Rezonanéni excitaci zminéného oscilujiciho dipolu je
pripisovana kvazicastice nazvana lokalizovany dipolarni
povrchovy plasmon — odtud oznaceni plasmonické kovy
a plasmonika. SERS spektroskopie tak v soucasné dobé
reprezentuje spojeni molekulové spektroskopie a oboru
nanovéd nazyvaného plasmonika'*".

Nejucinngjsimi zesilovali zareni jsou takové soubory
Ag ¢i Au nanocastic, v nichz dochazi k lokalizaci plasmo-
novych excitaci do objemu cca 1 nm’. Piikladem jsou di-
méry Ag nanocastic, v nichz zesileni Ramanova rozptylu
molekul EM mechanismem dosahuje faktoru az 10"
Z dimért a malych agregatli Ag nanocastic 1ze méfit SERS
spektra na trovni jedné molekuly'*'®,

Mechanismus molekularni rezonance je oznacovan
bud’ jako SERRS (tj. povrchem zesileny rezonan¢ni Ra-
manuv rozptyl), nebo jako chemicky mechanismus SERS.
V prvém piipadé€ je molekularni rezonance dosazeno koin-
cidenci Ay s vlnovou délkou excitace dovoleného elektro-
nového prechodu v molekule, v druhém jde o koincidenci
s vlnovou délkou excitace pfenosu naboje mezi kovem
a adsorbatem v povrchovém komplexu'*'>".

SERS a SERRS spektroskopie ptredstavuji v soucasné
dob¢ rozvinuté spektroanalytické metody s fadou aplikaci
v chemické analyze, pii studiu struktury a funkce biologic-
ky vyznamnych molekul, v chemii povrchii a v dalSich
oblastech nanovéd, zejména plasmoniky. Z hlediska za-
kladniho vyzkumu pak zistavaji velkou vyzvou rizné
aspekty SERS a SERRS spektroskopie na trovni jedné
molekuly. Soucasnym plsobenim EM a molekularné rezo-
nanéniho mechanismu SERS lze totiz v soucasné dobé
dosahnout zesileni Ramanova rozptylu faktorem az 10"
(cit."").

2.2. Studovana tématika

Spoleéné s mym prvnim diplomantem Pavlem Mat¢j-
kou jsme zahdjili vyzkum na poli SERS spektroskopie
vr. 1988. V té dobé¢ jiz byly zformulovany principy obou
mechanismii SERS (cit.?*?"), nicméné stale byly vedeny
bourlivé diskuse o jejich pomérném pfispévku k tomuto
procesu. Nasim prvnim uspéSnym SERS experimentem
bylo zméfeni SERS spektra 2,2°-bipyridylu (bpy)
v systému s Ag koloidem (spravnéji hydrosolem Ag nano-
c¢astic). Bpy se ukazal byt vdécnym adsorbatem a provazel
nas po 20 let vyzkumu SERS: nejprve jako studovany
adsorbat, pozdé¢ji jako SERS spektralni sonda a rovnéz
jako ligand v komplexech s Ru(Il) (cit.***). Nakonec se
nam skutecné podafilo objasnit, pro¢ SERS spektra bpy
adsorbovaného na chloridy-modifikovanych Ag nanocasti-
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cich excitovana zafenim o Aee = 514,5 nm jsou zcela

shodna se SERRS spektry [Ru(bpy);]*" méfenymi s Aeye =

457,9 nm. Identifikovali jsme totiz povrchovy komplex

Ag(0)-bpy, v némZz dochazi k fotoindukovanému pienosu

naboje (CT) z Ag do =n* orbitalu bpy, obdobné jak je tomu

v ptipadé CT Ru(Il) — bpy(n*) v komplexu [Ru(bpy)3]2+.

Podafilo se nam tak prokazat puisobeni chemického me-

chanismu SERS v sou¢innosti s EM mechanismem

v systému s Ag nano&asticemi’>>.

Dalsi tfidou sloucenin, které nas zaujaly, tentokrat
z hlediska mechanismi a aplikaci SERRS spektroskopie,
byly a jsou porfyriny. V naSem vyzkumu piedstavuji por-
fyriny detegované analyty, prostfedniky cileného uspora-
davani Ag ¢i Au nanocastic do souborl s pozadovanou
morfologii (napf. dvourozmérnych, hexagonalné€ usporada-
nych nanoc¢asticovych filmut ¢i dimérti a malych agregatii)
a kone¢né& nové vyvijené SERRS spektralni sondy™ "

Vyznamny podil na tom, Ze se na§ vyzkum na poli
SERS spektroskopie celkem Uspésné rozvijel, maji prede-
v§im studenti, doktorandi i diplomanti, kteti v mé skupiné
pusobili ¢i pusobi. Ne&kteti z nich jsou nyni mymi spolu-
pracovniky v nasi skupingé, s nékterymi spolupracujeme
externé. Neméné vyznamnou ulohu mély a maji nase spo-
lupréace s kolegy na pracovistich v ramci CR i v zahranigi.

Zavérem uvadim stru¢ny piehled tematik feSenych
v nasi skupiné:

Vyvoj molekularnich spacerii pro detekci nativnich
forem biologicky a medicinsky vyznamnych analytii. Uko-
lem spaceru je navazat detegovany analyt k povrchu Ag ¢i
Au nanocastic bez poruseni jeho nativni struktury. Nejvét-
$1 pozornost jsme vénovali vyvoji spacerti pro porfyriny-
volné baze, u nichz pfi ptimé adsorpci na povrch Ag nano-
&astic dochazi k nezadouci metalaci®®?’.

Usporadavani Ag a Au nanocastic do soubori
s pozadovanou morfologii:

a) v piipadé 2-dimensionalnich uspofadanych soubori
vznikajicich prostfednictvim monomernich adsorbatt
nas zajimala pfedevs§im jejich vnitini struktura a me-
chanismus vzniku. K jejich objasnéni jsme vyuzili
spojeni SERS a UV-Vis spektroskopie s elektronovou
mikroskopii**?.

b) v pripadé nanokompoziti Ag a Au nanocastic
s polymery studujeme vliv polymerniho charakteru
adsorbatu na uspofddani nanocéstic a na plsobeni
mechanismu SERS a SERRS v téchto souborech®.
SERS a SERRS na urovni jedné molekuly. Nasim nej-

zajimavéjsim vysledkem je experimentalni realizace neju-
¢inngjsiho zesilovaCe zafeni, tj. diméru Ag nanocastic
spojeného molekularni spojkou, a SERS spektralni sledo-
vani dynamického chovani této spojky v jediném vybra-
ném diméru®.

Vyvoj SERS spektralnich sond. SERS spektralnich
sond jsme vyuzili napt. ke studiu mechanismt laserové
ablace Ag a Au ter¢ikli spojené s fragmentaci vzniklych
nanoéastic***” a k testovani funkcionalizace Ag nano&astic
v pribéhu laserové ablace v chemicky modifikovanych
prostiedich®’. V soucasné dobg testujeme vhodné slouceni-
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ny, napf. polypyridinové komplexy Ru(Il), jako sondy pro
detailni studium mechanismid SERRS a povrchem modifi-
kované luminiscence.

Podékovani patii vSem studentiim, kteri pisobili ¢i
piisobi v nasi skupiné: prof. P. Matéjka, Mgr. J. Simonovd,
Dr. K. Solecka-Cermdkova, doc. M. Prochdzka, Dr. O.
Sestdk, Dr. I Sloufovd-Srnovd, Dr. M. Michl, Dr. P. Smej-
kal, Dr. K. Siskova, Mgr. M. Sladkova, Mgr. L. Grohsova-
Marsalkova, Dr. Ondrej Dammer, Bc. M. Dvordkova, Be.
M. KokoSkovad, Bc. D. Spacil. Na odborném vedeni nékte-
rych z nich se spolecné se mnou podileli ¢i podileji: prof.
J. Stépanek, Dr. J. Pfleger, prof. P.-Y. Turpin, prof.
P. Pancoska, doc. P. Mojzes a doc. M. Prochazka. Spolec-
né s mymi soucasnymi kolegy Dr. P. Smejkalem a Dr.
I Sloufovou dékujeme za spolupraci prof. J. Stépankovi,
prof. V. Baumrukovi, doc. P. MojzeSovi, doc. M. Prochdz-
kovi, doc. P. Prausovi, doc. J. Bokovi a Dr. E. Kocisové
v Oddéleni fyziky biomolekul Fyzikalniho ustavu MFF,
Dr. M. Sloufovi a jeho vyzkumné skupiné (jmenovité pi
J. Hromddkové a drivéjsimu vedoucimu skupiny Dr.
F. Lednickému) a Dr. J. Pflegerovi a jeho vyzkumné skupi-
né na UMCH AVCR, prof. J. Vohlidalovi a jeho skupiné
na KFMCH Prir. fak. UK v Praze a Dr. M. Michlovi
a jeho skupiné na FJFI CVUT Praha. Ddle dékujeme za
spolupraci prof. M. Moskovitsovi, University of California
at Santa Barbara, prof. D. J. Stufkensovi(t), Universiteit
van Amsterdam, prof. LS. Butlerovi, Mc Gill University
Montreal prof. P.-Y. Turpinovi, Université Paris VI
a clenim jejich vyzkumnych skupin. Rovnez dekuji svym
uciteliim, doc. B. Strauchovi a doc. M. Hordkovi(7). Nase
podékovdni za financni podporu vyzkumu patii GACR,
MSMT, GAUK, AVCR a FRVS,

3. Spektroskopie krystalickych materialua
s vodikovymi vazbami

3.1. Obecné aspekty vodikové vazby

Vodikova vazba je unikatni fenomén, ktery hraje za-
sadni roli nejen ve fyzice, strukturni chemii a krystalovém
inZenyrstvi (tj. oblastech uzce souvisejicich s ndmi studo-
vanou tematikou), ale v neposledni tadé také
v supramolekuldrni chemii, farmacii a biologii. Nezastupi-
telnost vodikové vazby vychazi predevsim z jeji schopnos-
ti, zalozené na dostateCné sile a smeérovosti, ovliviiovat
a ridit uspotadani molekularnich jednotek.

Vodikové vazby patii mezi kliCové intermolekulérni
interakce™ pouzivané na poli krystalového inZenyrstvi,
védniho oboru, jehoz zékladnim ukolem je piiprava krys-
talického materialu s pozadovanymi vlastnostmi. Tyto
interakce lze totiz s uspéchem vyuzit’’ jako nastroje do
zna¢né miry umoznujiciho topologickou kontrolu krystalo-
vé formy, a tim i kontrolu takovych zasadnich fyzikalnich
vlastnosti, jako jsou optické vlastnosti, termalni stabilita,
rozpustnost, barva, vodivost, tvar krystali a mechanicka
odolnost. Zminénou problematikou vyuziti vodikovych
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vazeb v molekulovém designu a krystalovém inZenyrstvi
se zabyva fada autort® .

Existuje fada definic vodikové vazby, tj. interakce
X-H...A (X — donor vodikového atomu, A — akceptor vodi-
kového atomu), které byly vytvofeny od pocatku
20. stoleti, kdy se védecka vefejnost o tuto interakci zacala
hloubéji zajimat. Prvni moderni, obecné platna definice
vSak pochazi az z 60. let minulého stoleti. Pimentel
a McClellan®™ v ni definovali, Ze o vodikové vazb& mize-
me hovofit, jestlize: (a) existuji dikazy o vazb¢ a (b) exis-
tuji diikazy, Ze je tato vazba stéricky spojena s vodikovym
atomem vazanym k jinému atomu. Zpiesnéni této obecné
definice bylo provedeno Steinerem a Saengerem®, ktefi
povazuji za vodikovou vazbu kazdou soudrznou interakci
X-H...A, kde atom vodiku nese kladny a atom A z&porny
naboj (a to i jen parcialni) a naboj na atomu X je vice ne-
gativni nez na vodikovém atomu. Hlubsi klasifikaci vodi-
kovych vazeb je mozné provadét podle fady kritérii, jaky-
mi jsou napf. geometrické, energetické nebo termodyna-
mické aspekty. Velmi uzite¢nou kategorizaci vodikovych
vazeb prezentovali Desiraju a Steiner™, ktefi je d&li do ti
skupin: vazby velmi silné, silné a slabé. Piikladem velmi
silnych vodikovych vazeb jsou napfiklad interakce
[F..H..F]~, [N..H.N]" & P-OH...O=P; nejrozsiiengjsi
skupinu silnych vodikovych vazeb reprezentuji interakce
O-H...0=C, N-H...O=C a O-H...O-H; mezi slabé vodikové
vazby patfi napf. interakce C-H...O, C-H...ma C-H...N.

3.2. Vodikova vazba z pohledu vibraéni spektroskopie

Pfi studiu molekularnich a krystalickych systému
s vodikovymi vazbami je vyuzivana celd paleta experi-
mentalnich a teoretickych metod*®*'. Agkoliv je velmi
obtizné vytvofit jakékoliv pofadi ,,uzitecnosti“ jednotli-
vych metod, je zcela bez diskuse, Ze pfedni mista v tomto
poradi patii metodam vibracni spektroskopie, a proto je
zakladnim aspektim zminéné problematiky vénovan
i tento text.

Pti vzniku vSech vodikovych vazeb, které je mozné
popsat modifikovanym schématem X-H...A-Y, dochazi
k pfesunu elektronové hustoty. V piipadé¢ velmi silnych
a silnych vodikovych vazeb (bézné se o nich také hovoii
jako o standardnich ¢i klasickych vodikovych vazbach) se
predpoklada®, Ze dominantni Gast elektronové hustoty je
pfesouvana z volnych elektronovych parti nebo oblasti s 7
elektrony do o* protivazebného orbitalu vazby X-H.
Vzrist elektronové hustoty v tomto protivazebném orbita-
lu vede k zeslabovani vazby X-H, a tim i k jejimu prodlou-
zeni (viz obr. 6).

Vznik diskutovanych vodikovych vazeb je provazen
charakteristickymi vibranimi projevy, které 1ze pozorovat
jak ve stfedni, tak ve vzdalené, ale i v blizké infracervené
oblasti. Z hlediska jejich podstaty jsou klasifikovany napft.
dle Marechala®' jako vibrace intramonomerni (tj. prede-
v§im vibrace skupin X-H, ale i A-Y) a intermonomerni
(tj. valen¢ni a deformacni vibrace celé¢ho ,.komplexu®
X-H...A).
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Obr. 6. Schéma prenosu elektronové hustoty p¥i vzniku silné
vodikové vazby (upraveno podle cit.*)

Vétsina spektroskopickych studii vodikovych vazeb
je smérovana do stiedni IR oblasti, tj. oblasti vykazuji-
ci projevy intramonomernich vibraci. Charakteristické
efekty ve vibraénich spektrech spojené se vznikem klasic-
ké vodikové vazby X-H..A poprvé komplexné shrnuli
Pimentel a McClellan®® jako: (a) posun pasu valenéni X-H
vibrace k niz§im vlnoctim; (b) vzrist polositky tohoto
posunutého pasu; (c) vzrist intenzity pasu valen¢ni X-H
vibrace v IR spektru, ale ne v Ramanové spektru; (d) po-
sun pasu deformacni X-H vibrace k vy$§im vlnoctim
s malymi zménami v polosiice ¢i intenzite.

Posun pasu valenéni X-H vibrace k niz§im vino¢tim
je sice ponékud méné okazaly nez vzrist integralni inten-
zity, je to vSak obecnd vlastnost klasickych vodikovych
vazeb, kterd mize byt snadno méfitelnd a diskutovatelna.
Poloha tohoto pasu se tak stala casto pouzivanym spektro-
skopickym vystupem, ktery je predevSim korelovan
s délkou vodikovych vazeb™*. Dalii charakteristickou
zménou spojenou se vznikem vodikové vazby je znacné
roz8ifeni pasu valenéni X-H(...A) vibrace. Obr. 7 demon-
struje tento jev pro interakce typu O-H...O na n¢kolika
reprezentativnich piikladech alkohold a karboxylovych
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kyselin. Zvlastni pozornost si predev§im zaslouzi projevy
silnych vodikovych vazeb u kyselych soli karboxylovych
kyselin, kde je kromé& nejvétsiho ¢erveného posunu patrné
enormni rozsifeni diskutovaného pasu a existence submi-
nim, kterd jsou oznacovana jako ,,Evan’s holes“, pfipadné
jako ,.transmisni okna®, a jsou vysledkem Fermiho rezo-
nance s overtony deforma¢nich C-O-H vibraci.

Rozsifeni pasu valencnich X-H(...A) vibraci spolu
s pfitomnosti submaxim a subminim je moZné v zavislosti
na skupenstvi studovanych systémi interpretovat’' na za-
klad¢ celé tady efektd, které hraji v tomto procesu klico-
vou roli.

Slabé vodikové vazby, v ele s asi nejvice studovanou
interakci C-H...O, jsou v poslednich letech stfedem znac-
ného zajmu******_ Tento zdjem je spojen nejen s dlouho
diskutovanymi otdzkami existence téchto interakci, ale
i s jejich vlivem na chemické a biologické procesy. Ukazu-
j , ze kontakty typu C-H...O jsou nejen dilezitou
sekundarni interakci, ale casto maji i dominantni roli
v procesech molekularniho rozpoznavani a konformace,
pfi stabilizaci inkluznich komplexti a dokonce i z hlediska
aktivity biologickych makromolekul.

Alternativnim oznacenim pro tyto vodikové vazby je
nazev ,,nepravé vodikové vazby“ (pfipadné “blue-shifting
improper hydrogen bonds“)*, protoze na rozdil od klasic-
kych vodikovych vazeb u nich Casto dochazi k vzriustu
frekvence valencni vibrace C-H pii vzniku C-H...O in-
terakce. Ackoliv existuje cela fada praci vénovanych témto
interakcim, mechanismus zesileni C-H vazby diky C-H...
O interakci je stale pfedmétem diskuse. Je mozné konsta-
tovat®, Ze v soucasnosti existuji dva nazorové sméry vy-
svétlujici fyzikalni podstatu tohoto jevu*4>46-,

,Evan's holes*

I 1
1000 2000

3000 Vinoéget, cm™!

Obr. 7. Schématické zmény tvaru pasu valenénich O-H vibraci p¥i vzniku vodikovych vazeb typu O-H...O. K¥ivka (a) odpovida
situaci bez vodikovych vazeb (pary alkoholu), ki'ivka (b) reprezentuje vznik slabs$i vodikové vazby v kapalném alkoholu, kiivka
(c) reprezentuje vznik stiedné silnych vazeb v dimérech karboxylovych kyselin a kiivka (d) odpovida situaci pri vzniku silné
vodikové vazby u kyselych soli karboxylovych kyselin. PIné jsou zobrazeny vibraéni pasy jinych funkénich skupin (upraveno podle

cit.*")

1216



Chem. Listy 104, 1210-1219 (2010)

Vibrac¢ni chovani C-H vazeb plynouci z existence
C-H...O interakci je velmi zajimavé i z pohledu hybridiza-
ce na atomu uhliku. V piipadé C(sp)-H vazeb jsou vibracni
projevy spojené se vznikem vodikové vazby analogické
jako u silnych vodikovych vazeb — tj. dochazi k Cervené-
mu posunu pasu valenéni C(sp)-H vibrace'™*'. Vibra¢ni
chovani skupin C(sp?)-H a C(sp’)-H je vyrazné kompliko-
vangjsi a je mozné pozorovat celou skalu projevi*®*, od
modrého posunu po slaby cerveny posun péasu valencni
vibrace, bez zjevnych trendi. Tento jev je vysvétlovan®
klesajici aciditou (donorovou silou) C-H skupin v fadé
C(sp) > C(sp”) > C(sp’).

Plivodn€ dominantni vyuZiti infracervené spektrosko-
pie na poli analyzy C-H...O interakci se postupn¢ rozsifuje
i na kombinované studium s Ramanovou spektroskopii*®,
pripadné az na vyuziti Ramanovy spektroskopie jako jedi-
né spektralni metody®>>*. Zvlasté studuji-li se pfimé proje-
vy valencnich C-H vibraci, nabizi Ramanova spektrosko-
pie vétSinou vyrazné vyS$§i intenzitu a separaci vibracnich
past nez komplementarni technika infraervené spektro-
skopie.

3.3. Studované materialy

Konkrétni oblasti, které je fadu let vénovana pozor-
nost na pudé katedry anorganické chemie PfF UK Praha,
je oblast cilené ptipravy a detailniho studia novych krysta-
lickych materialt, v nichZ se zasadnim zptisobem uplatiiuji
vodikové vazby. Tato vazebnd interakce je nejen fidicim
mechanismem pii vzniku studovanych krystal, ale ma
Casto 1 klicovou roli z hlediska jejich fyzikalnich vlastnos-
ti. Fyzikalnimi vlastnostmi, které stoji v centru pozornosti
naseho materialového vyzkumu, jsou feroelektrické vlast-
nosti, protonova vodivost a v soucasnosti predevsim neli-
nearni optické vlastnosti (generovani druhé harmonické
frekvence). Ackoliv fyzikalni princip zminovanych vlast-
nosti je v zasadé odlisny, jednoticim prvkem je sama sku-
pina pripravenych krystalickych materiald. Vétsinu zastup-
cu této skupiny lze totiz obecné definovat jako soli €i
adukty (kokrystaly) organickych dusikatych sloucenin
s anorganickymi nebo organickymi kyselinami. Kromé
chemické a strukturni podobnosti je studovand skupina
zajimava i tim, Ze u ziskanych materialt se cilové fyzikal-
ni vlastnosti mohou ¢asto vyskytovat spolecné. Tyto vlast-
nosti jsou zajimavé nejen z pohledu zakladniho vyzkumu
v oblasti korelovani struktury a funkce materialt, ale pte-
devsim diky velkému mnozstvi vyznamnych technickych
aplikaci.

V nasi skupiné byla hlavni pozornost vénovana nasle-
dujicim skupindm materiala:

Soli kyseliny selenové a seleni¢ité — tyto materialy
zaloZené prevazné na bazi kyselych soli alkalickych kovi
byly studovany® >’ pro sviij potencial v oblasti feroelek-
trik typu KDP (dihydrogenfosfore¢nanu draselného).

Slouceniny aminokyselin s anorganickymi oxokyseli-
nami — hlavnim cilem pfipravy a charakterizace slouc¢enin
v této skupiné latek bylo rozsifit mnozinu potencialnich
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feroelektrickych materialti s kratkymi vodikovymi vazba-
mi typu TGS — tj. siranu glycin bis(glycinia). Byly tak
pfedevsim studovany systémy piibuznych aminokyselin
(L-alanin, B-alanin, L-valin, L-leucin) s vybranymi anorga-
nickymi oxokyselinami®**®. Nicméné slougeniny studova-
nych aminokyselin jsou zajimavé i z pohledu existence
nelinearnich optickych vlastnosti®®®.

Soli nasycenych aminti s anorganickymi oxokyselina-
mi — tato skupina latek byla a je studovana predevsim
z divodu hledani novych materialt s potencialnim uplat-
nénim na poli protonovych vodi¢t. Byly pfipraveny a cha-
rakterizovany soli alifatickych a cyklickych (piperazin,
dimethylpiperazin) diamint s oxokyselinami selenu’®™"*.

Slouceniny nenasycenych aminii s anorganickymi
a organickymi kyselinami — prvni podmnozinou skupiny
materiald, které jsou pfipravovany se zamétenim na hleda-
ni novych krystalli vykazujicich nelinearni optické vlast-
nosti, jsou slouceniny aminotriazoli s dikarboxylovymi
kyselinami”>’®. Druhou podmnoZinou jsou soli ,Y-
aromatickych® dusikatych bazi, jakymi jsou derivaty gua-
nidinu (napf. aminoguanidin, biguanid ¢i guanylurea).
V této skuping byly piipraveny a studovany soli’”’*' jak
anorganickych, tak i organickych kyselin, které kromé
generovani druhé harmonické frekvence v jednom ptipadé
vykazuji i protonovou vodivost®.

Metody vibracni spektroskopie jsou vyuzivany, kro-
mé charakterizace pfipravenych materidli za laboratorni
teploty (v soucinnosti s RTG strukturni analyzou), také ke
studiu teplotniho chovani material (od cca 90 K do teplo-
ty tani krystalil) s ohledem na pfipadné fazové prechody.
Diky detailnimu pfifazeni spekter téchto krystalickych
latek je také mozné vyuzit zavéri vibracni spektroskopie

pro diskuzi mechanisml pozorovanych fazovych ptecho-
di36477.

Na tomto misté bych chtél podékovat vSem zucastne-
nym spolupracovnikiim a studentiim katedry anorganické
chemie PFF UK v Praze, spolupracovnikum z MFF UK
v Praze a Fyzikdlniho tistavu v.v.i. AV CR, bez nichz by
vySe zminované vysledky nemohly vzniknout. V neposledni
Fadé je také tieba zdiraznit financni podporu MSMT, FR-
VS a grantovych agentur CR a UK v Praze.

4. Zavér

Jak je patrné z uvedeného historického piehledu
a dvou vybranych oblasti aktualnich vyzkumnych zamére-
ni, metodam infracervené a Ramanovy spektroskopie se na
chemické sekci Prirodovédecké fakulty Univerzity Karlo-
vy v Praze vzdy dobfe dafilo a stdle dafi. NaSim soucas-
nym cilem je tento trend nejen udrzovat, ale také moderni-
zovat a dopliiovat naSe pfistrojové vybaveni tak, abychom
dale mohli rozsifovat spektrum aplikaci vibracni spektro-
skopie nejen v chemii, ale i ostatnich pfirodnich védach.
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2.

1. Utrzky z historie rentgenové laboratoie
v budové chemickych kateder

Je ztejmé, Ze na rozdil od mnohych jinych véci, pra-
hluboky vyzkum pocatkl zkoumani hmoty pomoci rentge-
nova zateni v budové, ktera dnes patii chemické sekci
Prirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy v Praze.
A vskutku, opravnéné se tato metoda fadi k nejprednéjsim,
nebot’ v jejich pocatcich stoji sdim nejvetsi genius Ceské
védy. Bohuzel fundamentéalni, dosud neobjevené prace
Cimrmanovy v této oblasti, zlstaly neobjeveny i nadale.
Dochovala se pouze fotografie velikana (obr. 1), na niz
spolu s Frantiskem Josefem 1., jisté ne ndhodou, oteviraji
budovu nyngjsich chemickych kateder pravé deset let po
objevu paprsku X.

Jaru Cimrmana je vidét v pozadi za mocnafem ve
dvetich budovy. O pfedmétu, ktery drzi v rukou, se vedou
spory, pievazujicim nazorem je, Ze se jedna o prvni proto-
typ Cimrmanovy kyvadlové rentgenové lampy, z niz toliko
dochovany drzak byl poté patentovan jako metronom.

Slibny zacatek, predbihajici zagatky viech ostatnich’,
prerusila svétova valka, a tak dokumentované rentgenové
experimenty do budovy chemickych kateder ptichazeji az
poté, co nacismus vystval z Némecka koncem tficatych let

¢eskobudé€jovického rodaka Jana Bohma. Profesor Bohm
pracoval v oblasti rentgenové difrakce a spektrografie jiz
od konce prvni svétové valky. Spolupracoval s Karlem
Weissenbergem na konstrukci rentgenového goniometru
a vybudoval rentgenovou laboratot ve Freibergu. S jeho
pfichodem na Fyzikalné-chemicky tstav Prazské némecké
university jsou pak spojovany prvni experimenty pouziva-
jici rentgenovo zafeni.

Z té doby se bohuzel do soucasnosti také nic nedo-
chovalo, rentgenovy piistroj Siemens s Debyeovymi-
Scherrerovymi komtrkami predvalecné vyroby byl zrusen
v disledku neocekavané navstévy hygienika v roce 1959.
Tim ptisla laboratof o jediny experimentalni pfistroj a je
zéasluhou profesora Josefa Louba, Ze to nebyl konec i celé
laboratote, nybrz ze se zde naopak obor rentgenové difrak-
ce nadale rozvijel.

Jiz tfi roky po hygienické katastrofé bylo pracovisté
vybaveno dvéma rentgenovymi pfistroji s komirkami pro
snimkovani praski a Weissenbergovym goniometrem.
V témze roce zacala spoluprace s Ustavem fyziky pevnych
latek CSAV, zejména s dr. Alanem Linkem a Ing. Ctira-
dem Novakem. Diky ni ziskala laboratof nejen dalsi rent-
genovy zdroj s Weissenbergovym goniometrem z piebytki
Ustavu fyziky pevnych latek, pfedeviim viak misto, kam
je mozné se obratit o radu, jak je tomu ostatn¢ dodnes. Od
roku 1962 byla na katedfe zavedena rentgenostrukturni
analyza jako obor vyzkumu. Prvni upfesnéna struktura
Te,SO; pak byla publikovana v roce 1965 (cit.%).
(Poznamka: Struktura hexabromotelluri¢itanu draselného
stanovena o malo dfive byla prezentovana pouze v ramci
jednoho z odbornych setkani).

Roku 1965 se rentgenova krystalochemie zacala pred-
naset jako jednosemestrova prednaska a nékolik uloh se
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Obr. 1. Panovnik odchazi z Ceského chemického istavu Na
Slupi vyprovazen géniem ¢eské védy J. Cimrmanem
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stalo soucasti kurzu pokrocilych praktik. Vyvoj pracovisté
1ze dokumentovat nasledujicimi ¢isly: V letech 1962—-1985
bylo zhotoveno 13 800 snimkii nebo difraktogramti pras-
kovych vzorkid a vyfeSeno 26 struktur monokrystalli a to
pfedevsim pomoci méfeni na spratelenych ¢tyfkruhovych
difraktometrech ve Fyzikalnim tstavu a Ustavu makromo-
lekularni chemie Akademie véd. V té dobé se na katedre
strukturni analyze vénovali tfi védecti pracovnici, kromé
dr. Louba i dr. Jana Podlahovéa a dr. Bohumil Kratochvil
a laborantka, pani Vlastimila Pitterova. V oboru byla vy-
Skolena fada diplomantil, publikacni ¢innost se zamétovala
predevsim na oblast strukturni analyzy monokrystalt.

Tento stav trval v podstaté¢ az do pocatku 90. let
minulého stoleti, kdy se zdsadnim zptisobem zménilo ex-
perimentalni vybaveni laboratofe. V roce 1989 byl zakou-
pen praskovy difraktometr URD6 s generatorem IRIS
a o Ctyfi roky pozdéji se profesoru Loubovi podafilo uspét
se svym projektem u Grantové agentury CR a v roce 1994
byl zakoupen Ctyikruhovy difraktometr CAD4-MACHIII,
umoziujici zméfit experimentalni data pro jeden krystal
v pruméru béhem jednoho tydne. Potfeby chemického
vyzkumu na katedie a spolupracujicich tstavech ale brzy
vycerpaly moZnosti tohoto zafizeni a v roce 2000 bylo
proto vytvoreno, opét diky podpofe Grantové agentury
CR, metodické Centrum molekulovych a krystalovych
struktur, jehoz nejpodstatnéjsi ¢asti je difraktometr s CCD
ploSnym detektorem, diky némuz se fadové zvétsil pocet
stanovovanych krystalovych struktur na ca. 350 za rok.
V roce 2009 pak byl nahrazen jiz zastaraly praskovy
difraktometr novym difraktometrem Philips XPertPRO.

Zamétenim pracovisté je strukturni analyza mono-
krystald malych molekul, tedy latek od minerald az po
slouceniny s n€kolika sty nevodikovych atomu v zakladni
bunice, pficemz nejvétsi podil tvoii nové syntetizované
latky v zékladnim chemickém vyzkumu. Jelikoz hlavnim
cilem metodického centra bylo ucinit strukturni stanoveni
snadno a rychle dostupnym pro Sirokou védeckou komuni-
tu, jsou zde méfeny vzorky nejen z Piirodovédecké fakul-
ty, ale i z celé fady spolupracujicich univerzitnich i akade-
mickych laboratofi. PraSkové metody se pouzivaji
v kvalitativni a kvantitativni fazové analyze a ve studiu
realné struktury vzorki z materialového vyzkumu.

Sifenim vyznamu strukturni analyzy napliiuje labora-
tof genialni ideu svého véhlasného predchidce, ktera je
patrna z dochovaného utrzku dopisu velikana Albertu Ein-
steinovi, v té¢ dobé vénujicimu se studiu fotoefektu.

Psano v Praze, 18.2.1905

,r-.. pOté jsem upravil ohnisko kyvadlové lampy a zis-
kal kvanta zareni. Mohl jsem tudiz konecné dosici svého
cile nejvyssiho a osvétliti jeho strukturu, nebot struktura,
mily Alberte, jest v jadre vseho.

(Zbylé casti dopisu jsou nenavratn€ ztraceny, a tak
neni znamo, zda Cimrman urcil strukturu fotonu nebo
krystalu své oblibené latky).
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2. Piiklad aplikace strukturni analyzy
v organokovové chemii a katalyze

Vyznam a $iroké moznosti monokrystalové rentgeno-
strukturni analyzy lze demonstrovat i na piikladu studia
synteticky vyznamnych organickych reakci katalyzova-
nych komplexy piechodnych kovi. Je nutné si uvédomit,
ze vlastni katalytické Castice jsou ve vétSing piipadu prilis
reaktivni, nez aby bylo mozné je izolovat, krystalizovat
a stanovit jejich strukturu pomoci difrakce rentgenového
zafeni. Rentgenostrukturni analyza mize nicméné prinést
podstatné informace o slozeni katalytickych prekurzor(
(jako je kuptikladu stanoveni koordinacni geometrie
a zpusobu koordinace podpirnych ligandi) nebo o geome-
trickém uspofadani modelovych sloucenin, které¢ jsou
predpokladanymi katalytickymi intermediaty.

Oboji dokladaji pokusy o vysvétleni katalytickych
vysledkli dosaZenych v enantioselektivni allylové alkylaci
1,3-difenylallyl-acetatu dimethyl-malonatem (schéma 1)
provadéné v piitomnosti palladiovych katalyzatoru
s chiralnimi ferrocenovymi ligandy. Enantioselektivni
allylova alkylace’™ je nukleofilni substituci, jejiz obecné
pfijimany reakéni mechanismus (schéma 2) predpoklada
vznik n’-allylovych komplexti z allylovych substrati. Ty
jsou v dalsim kroku atakovany nukleofilem a nasledné
substitu¢ni produkt odstoupi z koordinacni sféry kovu.
Zdrojem chirality v reakci je chiralni ligand, ktery

PhWPh PdL"] Ph N Ph
B —— e
(0] Me
\n/ H2C(CO2Me)2/base MeO,C Cco,Me
(o}

Schéma 1. Asymetricka allylova alkylace 1,3-difenylallyl-
-acetatu dimethyl-malonatem

e

L~ L
N4

LoPd

Nu

Schéma 2. Predpokladany mechanismus allylové substituce
(L-L = ligand, X = odstupujici skupina, Nu = nukleofil)
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(zjednodusené¢ vyjadieno) rozliSuje terminalni allylové
uhliky. Tyto uhliky pak reaguji s odliSnou rychlosti, coz
vede ke smési obou enantiomernich produkti avsak
s rozdilnym zastoupenim. Snahou je, aby toto zastoupeni
cemické smési, v idedlnim piipad¢ 100:0 (tj. jediny iso-
mer). Z praktickych diivodu se v této reakci bézné vyuziva
katalyzatorti i nukleofilli generovanych in situ z vhodnych
stabilnich prekurzori (tj. [PdCl(r]3 -C;Hs)], + vhodny chiral-
ni ligand pro pre-katalyzator a dimethyl-malonat + baze jako
nahrada ,,definovanych® soli s aniontem CH(CO,Me), ).

Vzhledem k vySe uvedenému se pro studium vlivu
ligandii jevi vyhodné piipravit a strukturné charakterizovat
komplexni kation [Pd(n>-Ph,CsH3)(L-L)]" (Ph,C3H; =
1,3-difenylallyl, L-L = chelatujici ligand), ktery je pfedpo-
kladanym reakénim intermediatem. Tyto ionty lze
v podobé¢ soli s vhodnymi anionty ziskat pomérn€ snadno
reakci dimeru [Pd(n’-Ph,C3H;)Cl], s testovanym ligandem
a naslednym odnétim chloridového iontu stiibrnou soli,
které vede k chelataci (schéma 3). To se podafilo
i v pfipadé dvou strukturné piibuznych ferrocenovych
amidofosfinovych ligandl studovanych na nasem praco-
visti (schéma 4)'*". Ziskané latky byly izolovany
v monokrystalické podobé vhodné pro rentgenostrukturni
analyzu (obr. 2).

Ph
| Clog
AN

I/Pd—>

Ph
c
1 /
- <—Pd
2 AN
c
Ph Ph

1. L—L [
2. AgClO4 f/
- AgCl Ph

Schéma 3. PFiprava kationtovych (n’ -allyl)palladnatych kom-
plexi

Obr. 2. Struktury Kkationti v komplexech [Pd('n3-1,3-Ph3C3H3)(Ia)]ClO4~

O vPrd @ Fe
®r @
@ @c
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Schéma 4. Ligandy L-L testované v asymetrické allylové alky-
laci 1,3-difenylallyl-acetitu dimethyl-malonitem

V piipadé komplexu [Pd(n>-1,3-PhsCsHs)(Ia)]ClO,4
bylo zjisténo, ze se ligand Ia vaze jako O,P-chelatujici
donor prostiednictvim své fosfinové skupiny a amidovové-
ho kysliku. V piipadé [Pd(n’-1,3-Ph;C3Hs)(I1a)]ClO, se
ferrocenovy ligand rovnéz koordinuje jako chelatujici
donor, avSak prostfednictvim obou svych fosfinovych
funkci. Toto vysvétluje katalytické vysledky, které proka-
zaly, ze ligandy typu I poskytuji produkty s podstatné vys-
§imi enantiomernimi ptebytky nez ligandy typu II. Struk-
turni data dovoluji najit divodi hned nékolik. Zaprvé,
donory I jsou schopny diky koordinaci dvou riznych do-
norovych atomi elektronicky diferencovat konce allylové
skupiny, na kterych dochézi k substituci. V piipad€ ligan-
da 11 vznikaji viceméné symetrické P,P-chelaty a elektro-
nicka diskriminace je tak jen minimalni (to se projevuje
v délkach vazeb Pd-C(allyl), viz obr. 2). Zadruhé,
v ptipadé¢ ligandt 7 je koordinaci doveden zdroj chirality
(rovina disubstituovaného cyklopentadienylového kruhu
event. i chirdlni substituent v amidovém zbytku) do bliz-
kosti kovu, na kterém reakce probiha. V intermediatech
vzniklych z ligandl 11 je kovové centrum od roviny chira-

Me,CO (vlevo) a [Pd(n>-1,3-Ph;C;H3)(I1a)|C10, -

2 CH;CO,Et (vpravo) nakreslené programem PLATON'. Jednotlivé vzdalenosti Pd-C(allyl) (v A) jsou uvedeny p¥imo v obrazku
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lity i od amidové skupiny pomérné vzdalené a vliv substi-
tuentu v amidové Casti se tak omezi pouze na piipadné
stérické branéni.

3. Strukturni analyza v krystalovém inZenyrstvi
materiali pro nelinearni optiku

Strukturni analyza je rovnéZ zcela zdsadni metodou
studia produktd krystalového inzenyrstvi — oboru, jehoz
cilem je ptiprava krystalického materidlu s pozadovanymi
vlastnostmi. Pro ziskani takového materialu je kromé
spravné volby navrzenych molekulovych stavebnich blokt
nezbytné hloubéji pochopit i jednotlivé interakce podilejici
se na vzniku krystalu. Intermolekularni interakce vyuziva-
né na poli krystalového inZenyrstvi lze na zéklad€ jejich
typu rozd&lit"’ do nasledujicich skupin: (a) kovalentni vaz-
by, (b) iontové vazby, (c) ion-dipdl interakce, (d) dipol-
dip6l interakce, (e) kation-m interakce, (f) m-m interakce
a (g) van der Waalsovy sily. Jednotlivé interakce nalézaji
ruzné uplatnéni v materialové chemii a krystalovém inze-
nyrstvi; obecné vSak muzeme konstatovat, ze jednim
z klicovych typu intermolekularnich interakci jsou vodiko-
vé vazby, které patii mezi interakce typu dipdl-dipol.

Vodikové vazby jsou totiz s ispéchem pouzivany
jako efektivni nastroj topologické kontroly krystalové for-
my. Zasadnim zpasobem tak ovliviiuji fyzikalni vlastnosti
ziskanych krystalli a ne¢které aspekty jejich vlivu je mozné
diskutovat i s ohledem na existenci vybranych fyzikalnich
vlastnosti, v naSem piipad¢ nelinedrnich optickych (NLO)
vlastnosti — generovani druhé harmonické frekvence
(SHQG).

V centru naseho zajmu jsou konkrétné materialy vy-
chazejici z polarizovatelnych organickych molekul. V této
oblasti krystalového inzenyrstvi je predevSim vyuzita
schopnost vodikovych vazeb vhodné orientovat organické
molekuly a jejich kationty v krystalovych strukturach,
ktera umoziuje pfipravu fady novych materialti pro neline-
arni optiku'"!, jenz jsou v piipadé necentrosymetrického
uspotfadani perspektivni i pro SHG. Generovani druhé
harmonické frekvence patii mezi technicky velmi zajima-

&2 nelinearni optické vlastnosti charakterizované po-
larnim tenzorem 3. fadu. Tento typ NLO chovani miizeme
tedy ocekavat pouze u sloucenin krystalizujicich v prosto-
rovych grupach bez stfedu symetrie.

Zvlastni pozornost v diskutované skupin€é materiald
zasluhuji soli organickych molekul s anorganickymi i or-
ganickymi kyselinami. Organické polarizovatelné kationty
jsou zde nositeli NLO vlastnosti a aniontova ¢ast slouc¢enin
prispiva predevsim k teplotni a optické odolnosti krystali.
V idedlnim pifipadé¢ vodikové vazby u téchto materialti
nejen zabranuji nevhodnému (nicméné ptirodou preferova-
nému) centrosymetrickému uspofadani organickych kati-
ontl, ale i vyznamné ptispivaji k celkové mtizkové energii
krystald'’ a v neposledni fadé také k jejich NLO vlastnos-

tem25,26.

14-16

Vychozim krokem pfi ptipravé novych sloucenin
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v nasi cilové skupiné materialti je vybér vhodné organické
SHG aktivni molekuly. Idedlnim nastrojem v tomto kroku
jsou kvantové-chemické vypocty, které umoznuji kvantifi-
kaci jednotlivych slozek tenzoru polarizibility pro perspek-
tivni molekuly a jejich kationty. V nasledujicim textu jsou
diskutovany krystalové struktury Ctyf charakteristickych
zastupci GspésSnych produktd krystalového inzenyrstvi ze
dvou nami studovanych skupin materiali pro SHG.

Prvni skupinu tvofi soli derivati guanidinu — tj. dusi-
katych ,,Y-aromatickych® bazi. Konkrétné byla v této sku-
piné pfipravena a charakterizovana fada soli*’** aminogu-
anidinu, biguanidu, fenylbiguanidu a guanylmocoviny

OO OoN @e@C oH

Obr. 3. Zakladni strukturni motiv monohydratu hydrogen-L-
-tartaratu aminoguanidinia(1+) (prostorova grupa P2,2,2,)

OP 00 eN @C oH

Obr. 4. Zakladni strukturni motiv hydrogenfosforitanu gua-
nylmocoviny (prostorova grupa Cc)
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s organickymi i anorganickymi kyselinami. Ilustrativnim
ptikladem demonstrujicim vyuziti chiralnich dikarboxylo-
vych kyselin v krystalovém inzenyrstvi je monohydrat
hydrogen-L-tartaratu aminoguanidinia(1+) (cit.”®), jehoz
krystalova struktura (viz obr. 3) vychazi z 3-D sité tvofené
anionty a molekulami vody pomoci vodikovych vazeb
typu O-H...O. Izolované kationty aminoguanidinia(l+)
jsou vodikovymi vazbami typu N-H..O fixovany
v kavitach této sité.

V pripadé dalsiho velmi perspektivniho materidlu,
kterym je hydrogenfosforitan guanylmocoviny®', bylo
vhodné prostorové orientace planarnich kationtt dosazeno
(prostfednictvim vodikovych vazeb typu N-H...O) diky
vzniku anorganickych aniontovych vrstev (tvotenych hyd-
rogenfosforitanovymi fetézci s vodikovymi vazbami typu
0-H...O) (viz obr. 4).

1
1

OO ®ON @C oH

Obr. 5. Zakladni strukturni motiv hydrogenoxalitu 4-amino-
-1,2,4-triazolia(1+) (prostorova grupa P2,)

OO OoN @eC oH

Obr. 6. Zakladni strukturni motiv dusi¢nanu 4-amino-1,2,4-
-triazolia(1+) (prostorova grupa Cc)
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Druha skupina studovanych materialti je odvozena od
soli dusikatych péti- a Sesticlennych heteroaromatickych
slougenin, jakymi jsou napf. aminoderivaty triazoli®>**
nebo pyrimidinu®. Usp&inym prikladem &isté organické
soli z této skupiny je vrstevnata struktura hydrogenoxalatu
4-amino-1,2,4-triazolia(1+) (cit.**). Jak je patrné z obr. 5,
je tento material zajimavy i tim, Ze se na orientovani jed-
notlivych kationtli mezi hydrogendikarboxylatovymi fetéz-
ci podileji kromé vodikovych vazeb typu N-H...O i slabé
vazby typu C-H...O (cit.*®).

Posledni uvadény ptiklad ilustruje skutecnost, Ze ne-
centrosymetrického krystalového uspotradani lze dosah-
nout i u soli s anorganickymi anionty, jenz mohou byt
pouze akceptory vodikovych vazeb. Timto prikladem je
dusiénan 4-amino-1,2,4-triazolia(1+) (cit.*”) kde izolované
dusi¢nanové anionty vystupuji jako akceptory vodikovych
vazeb typu N-H...O (pfevazné vicestiedovych) (viz obr. 6).
Vzajemna orientace kationtll je v této struktufe ovlivnéna
i slabymi interakcemi typu C-H...N.

I pres znacné pokroky krystalového inzenyrstvi je
vSak tfeba zavérem zdlraznit, Ze k dosazeni idealné oceka-
vanych vysledkt by bylo nutné, kromé vybéru molekulo-
vych stavebnich blokti, ovliviiovat také vSechny aspekty
krystalizaéniho procesu a fidit i zapojeni jednotlivych ne-
vazebnych interakci do formovani krystalu. To je vsak
stav, ke kterému je mozno se i z objektivnich divodid pou-
ze priblizit, proto dosazeni predpokladané struktury
a vlastnosti krystalického materialu neni ani v soucasnosti
snadno splnitelnym cilem'. I vyznamni autofi na tomto
poli ptiznavaji'>, Ze docileni navrzeného krystalového
usporadani je Casto véci §tastné shody okolnosti.
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Zaver

1. Uvod

Separa¢ni metody maji své nezastupitelné misto
v analytické chemii, kde slouZi predevsim k oddéleni sloz-
ky naSeho zajmu od doprovodnych latek a k jeji nasledné
identifikaci. Separacni metody lze také vyuzit pro kvantifi-
kaci, tedy urCeni mnozstvi studované latky ve vzorku,
a v neposledni fadé pro studium fyzikalné-chemickych,
nékdy i biologickych, vlastnosti latek. Se separa¢nimi
metodami se zdaleka nesetkavame jen v oblasti analytické
chemie, o ¢emZ svéd¢i moderni a prudce se rozvijejici
oblast bioanalytického a biomedicinského vyzkumu, ale
i tradicni oblasti vyuziti separacnich metod, jako je napf.
farmaceuticky ¢i potravinaisky primysl. Separa¢ni metody
nachazeji uplatnéni i v oblasti tak specifické, jakou je fo-
renzni véda — analyza pro kriminalistické ucely.

Mezi separac¢ni (délici) metody mizeme zaradit pro-
cesy jako filtrace, dekantace ¢i srazeni, ale predevsim do
separac¢nich metod fadime metody chromatograficke, je-
jichz objev je pripisovan ruskému  botanikovi
M. S. Cvétovi, ktery v roce 1903 provedl déleni listovych
barviv, chlorofyld a karotenoidt, na sloupci sorbentu uhli-
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¢itanu vépenatého a jako mobilni fazi pouzil smés organic-
kych rozpoustédel'. V téze dobé rozdélil D. T. Day’™
také na sloupci sorbentu nékteré slozky ropy. V roce 1952
ziskali Nobelovu cenu za praci v oboru chromatografie
A. J. P. Martin a R. L. M. Synge. Principem chromatogra-
fickych metod je déleni analytu mezi dvé vzajemné nemi-
sitelné faze, z nichZ jedna je nepohybliva, tedy stacionarni,
a druha proudi, je tedy mobilni. Déleni je zaloZeno na roz-
dilné afinité slozek ve smési k mobilni a stacionarni fazi.
Chromatografii rozdélujeme podle ulozeni staciondrni faze
na sloupcovou, papirovou a tenkovrstvou chromatografii.
Podle pouzité mobilni faze d€lime chromatografii na ply-
novou, kapalinovou a fluidni. V chromatografické praxi je
nejcastéji vyuzivano kolonové neboli sloupcové usporada-
ni a pokud je mobilni fazi plyn, hovofime o plynové chro-
matografii, v pfipadé kapalné mobilni faze hovoiime
o kapalinové chromatografii. Ackoli byla plynova chroma-
tografie navrZena podstatné pozdé&ji a lze ji vyuZzit k déleni
uzsiho okruhu latek, jeji rozvoj byl velmi bouilivy oproti
chromatografii kapalinové. Plynovou chromatografii lze
separovat latky plynné nebo ty, které 1ze definované pre-
vést v plyn. Po objeveni rozdélovaci chromatografie
(stacionarni faze je kapalina) na pocatku Ctyficatych let 20.
stoleti se kolonova kapalinové chromatografie zacala roz-
vijet do své dnesni podoby. Mezi divody pomalejsiho
mechanismus separacniho déje v kapalné fazi oproti fazi
plynné, a pfedevS§im nutnost vhodné aparatury, kterd by
zaruCila dostateéné rychlou a acinnou analyzu.
V pocatcich kapalinové chromatografie byl pohyb mobilni
faze zprostiedkovan pouze gravitacni silou a pouZivané
stacionarni faze nebyly dostatecné ucinné. Se zmensSenim
Castic stacionarni faze a pouzitim bezpulznich vysokotla-
kych ¢erpadel pro pohyb mobilni faze kolonou, se vyvinu-
la soucasna podoba kapalinové chromatografie nazyvana
HPLC (vysokotlaka neboli high pressure, vysokoucinna ¢i-
li high performance nebo v nadsazce velmi draha — high-
priced liquid chromatography).

Historie a soucasnost separa¢nich metod na
Katedre analytické chemie Prirodovédecké
fakulty Univerzity Karlovy v Praze

Katedra analytické chemie Pfirodovédecké fakulty
Univerzity Karlovy v Praze (PfF UK) je nejstarsi katedrou
analytické chemie v Ceské republice, vznikla v roce 1925,
ale jeji pocatky sahaji az do roku 1842. Z historického
hlediska je Katedra analytické chemie pracoviStém
s dlouholetou a svétozndmou elektrochemickou tradici.
Toto jednoznacné zameéteni Katedry analytické chemie se
zacalo ménit v 50. letech minulého stoleti, kdy se zacaly
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objevovat publikace z tehdy nové vznikajiciho oboru ply-
nové chromatografie, kterou na katedfe zacali rozvijet
E. Smolkova-Keulemansova a L. Feltl. Od tohoto okamzi-
ku se Katedra analytické chemie PiF UK dostala do poveé-
domi nasi i svétové odborné vefejnosti i jako pracovisté
s dobrou chromatografickou povésti. E. Smolkova
a L. Feltl, spole¢né se svymi nejbliz§imi spolupracovniky
postupem casu rozsifili své pole pisobnosti z oblasti ply-
nové chromatografie i na chromatografii kapalinovou
a pozd¢ji i na oblast elektromigracnich metod. V laboratofi
E. Smolkové vznikl nidpad na vyuZiti tvorby inkluznich
sloucenin pfi separaci plynovou chromatografii. Jednalo se
o vyuziti pfedev§im cyklodextrind, a to jak v chroma-
tografii plynové, tak pozdéji v chromatografii kapalinové
a i v elektromigranich metodach, které¢ byly v té dobé
v zacatcich vyvoje. V soucasné dob¢ patii cyklodextrinové
staciondrni faze k nejprodavanéj$im komeréné dostupnym
fazim a poskytuji velice u¢inné separace enantiomerd chi-
ralnich latek.

Nasledovnici E. Smolkové a L. Feltla se intenzivné
vénovali a vénuji nejen pedagogické Cinnosti, ale samo-
ziejmé také Cinnosti védecké v oblasti separacnich metod.
V soucasnosti je na Katedfe analytické chemie PiF UK
pocetny pracovni tym separac¢nich metod Citajici profeso-
ry, docenty, odborné asistenty, védecké pracovniky a pie-
devsim posluchace doktorskych, magisterskych a bakalai-
skych studijnich programt. Tym separa¢nich metod spolu-
pracuje pii feSeni projektd také s jinymi pracovisti v ramci
Pirodovédecké fakulty, s pracovisti Akademie véd Ceské
republiky, ale také s mnoha zahrani¢nimi pracovisti.
V nedavné dobé byl tym separacnich metod uspésny
v ramci grantového projektu EAA grants ,Innovation of
Laboratories of Advanced Separation Methods for Purpo-
ses of Whole-Life Education® (tzv. Norské finanéni me-
chanismy), ktery umoznil zakoupeni tii Spickovych pii-
stroju z oblasti plynové chromatografie, kapalinové chro-
matografie, kapilarni elektroforézy a spojeni téchto sepa-
racnich technik s hmotnostni spektrometrii. Vyzkumné
zaméfeni separac¢niho tymu je znacné Siroké, od plynové
chromatografie pfes chromatografii kapalinovou a mikro-
kapalinovou az po elektromigracni metody. Zminované
metody jsou na Katedfe analytické chemie intenzivné roz-
vijeny a vyuzivany k analyze biologicky a farmaceuticky
vyznamnych sloucenin, k analyze a monitorovani vzorkl
a stavu Zivotniho prostredi, ale také ke studiu separacnich
mechanismil, popisu vlastnosti komeréné dostupnych sta-
cionarnich fazi ¢i pfimo k vyvoji a testovani novych typi
a materidlll staciondrnich fézi, jakymi jsou monolitické
kolony nebo ¢ipy pro miniaturizované separacni metody.
Pozornost je také v€novana spojeni vysokoucinnych sepa-
racnich metod s metodami elektrochemickymi a jejich
aplikaci na stanoveni latek v Zivotnim prostfedi ¢i vyuZiti
ke studiu vztahu mezi strukturou a fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi latek.
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2.1. Plynova chromatografie

Skupina plynové chromatografie (GC) se zabyva vy-
vojem novych a zdokonalovanim stavajicich metod Gpravy
vzorkl pro plynovou chromatografii, hmotnostni spektro-
metrii (MS) a jejim spojenim s GC, multidimenzionalni
plynovou chromatografii, chiralnimi separacemi, stanove-
nim cizorodych latek v  biologickém materidlu
a v Zivotnim prostredi. Tato pracovni skupina je v soucas-
nosti pro feseni svych projekti vybavena Spickovym pristro-
jem GCxGC-MS, zakoupenym z podpory EAA grantu
(Projekt FM EHP/Norsko CZ0116: Inovace laboratoii po-
kro¢ilych separacnich metod pro celoZivotni vzdélavani).

V oblasti derivatizaci pro ucely GC analyz se zabyva
vyzkumem a pouzitim alkylchlormravencant, které reaguji
velmi rychle a téméf kvantitativné s latkami obsahujicimi
aktivni vodikovy atom (napt. karboxylové kyseliny, ami-
nokyseliny, ne¢které aminy a alkoholy) jak v nevodném,
tak i ve vodném prostredi. Pfikladem jejich pouziti je vel-
mi rychla metoda stanoveni perfluorovanych organickych
kyselin, predstavujici skupinu perzistentnich polutanti
zivotniho prostiedi, metodami GC-ECD (ECD, detektor
elektronového zachytu) a GC-MS (cit.?). Dalsim piikla-
dem nového pristupu pro rychlou upravu vzorku je stano-
veni celkové zatéze ftalaty v potravindch s vysokym obsa-
hem tukd’. V neposledni fadg je velmi aktualnim smérem
vyzkum a zdokonalovani novych mikroextrakénich tech-
nik pro Ucely analyzy slozek zivotniho prostfedi. Piikla-
dem vyvoje chiralnich separac¢nich metod a spoluprace
s 1. Lékarskou fakultou Univerzity Karlovy v Praze
v oblasti forenzni chemie je metoda urceni véku osob na
zakladé chiralni GC separace kyseliny asparagové ze zub-
niho centimu®. Pracovni skupina GC se rovn&Z aktivné
zapojuje do prudce se rozvijejici techniky multidimenzio-
nalni komprehenzivni GC (GCxGC) a z tohoto duvodu
uspotadala v unoru 2010 prvni ¢esky workshop ,,Albertov
Comprehensive Days 2010%, kterého se zucastnilo pres
30 specialisti z akademické, védecké a komer¢ni oblasti a
ze statni spravy.

2.2. Kapalinova chromatografie

Skupina vysokoucinné kapalinové chromatografie
(HPLC) se zabyva vyvojem novych metod a jejich aplikaci
v biochemickém a Iékaiském vyzkumu a v environmental-
ni analyze, analyzou biologicky aktivnich latek, jako napft.
peptidii a proteind s vyuzitim chromatografickych kolon
standardnich i kolon nové generace (napt. Discovery HS
F5, Purospher STAR nebo ZIC-HILIC), sledovanim biolo-
gicky vyznamnych latek v Zivotnim prostiedi (napf. stero-
idni hormony v povrchovych a odpadnich vodach), chiral-
nimi separacemi latek v HPLC i v kapilarni kapalinové
chromatografii (CLC) a spojenim kapalinové/mikro-
kolonové chromatografie s hmotnostni spektrometrii.

Separace chiralnich latek je velmi zajimavou aplikac-
ni oblasti separacnich metod, na jejimz feSeni Katedra
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analytické chemie uzce spolupracuje s Katedrou fyzikalni
a makromolekularni chemie PiF UK, konkrétné s E. Tesa-
fovou. Vyznamna ¢ast piirodnich latek je chiralnich, vy-
skytuji se ve formée enantiomert, pfipadné diastereoisome-
ri. Enantiomery si jsou navzajem svym zrcadlovym obra-
zem, piipadné si je 1ze pfedstavit jako svou pravou a levou
ruku. Jedna se tedy z hlediska chemického o stejnou slou-
¢eninu, ale liSici se uspofadanim své molekuly v prostoru.
V nechirdlnim prostfedi maji enantiomery prakticky stejné
fyzikéalné-chemické vlastnosti jako napt. bod tani a varu
nebo rozpustnost, a proto nelze jednotlivé enantiomery
v takovémto prostfedi odlisit. V chiralnim prostfedi maji
jednotlivé enantiomery odliSné ucinky, chovaji se jinak,
a lze je tedy od sebe vzajemné rozliSit. Nejbéznéjsim chi-
ralnim prostfedim jsou Zivé organismy, pro které je dillezi-
té, s jakym enantiomerem se dostanou do kontaktu, nebot
na rovni molekulového rozpoznavéni se jednotlivé enan-
tiomery lisi svymi biologickymi a fyziologickymi funkce-
mi. Odlisnému chovani pfirodnich i synteticky pfiprave-
nych enantiomerl je tfeba vénovat nalezitou pozornost
predevsim u 1éCiv, ale také u agrochemikalii a pfi kontrole
slozek potravin. V piipadé 1éCiv se miize jednat o rozdilné
farmakodynamické a farmakokinetické vlastnosti, projevu-
jici se naptiklad rozdilnou sorpci, distribuci nebo biotrans-
formaci jednotlivych enantiomerti v Zivogisnych tkanich’.
Bézné ma jeden enantiomer pozadované vlastnosti a ten
druhy je neaktivni, mé nizsi, vyssi nebo az opacné ucinky
a neziidka byva zdravi nebezpecny, naptiklad teratogenni.
Pomeér enantiomertd jednotlivych slozek potravin vyznam-
né ovliviiuje nejenom chut’ a viini vyrobku, ale také jeho
vyzivovou hodnotu'’,

Pro separace opticky aktivnich latek se nejcastéji
vyuziva metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie,
kdy k enantioseparaci dochdzi na stacionarni fazi
s navazanou opticky Cistou latkou, tzv. chirdlnim selekto-
rem. Jako priklad vyzkumu provadéného na obou spolu-
pracujicich katedrach lze uvést vyuziti stacionarnich fazi
s navazanymi chirdlnimi selektory na bazi cyklodextrini
nebo makrocyklickych antibiotik (teikoplaninu a vanko-
mycinu) pro uspéSnou enantioseparaci strukturné odlis-
nych chiralnich sloucenin, napi. aminoalkoholt, které
funguji jako beta-blokatory (latky pouZivané k 1é¢bé vyso-
kého krevniho tlaku a nepravidelného srde¢niho rytmu),
derivatt 2-arylpropionové kyseliny (nesteroidnich protiza-
nétlivych profentt), herbicidii na bazi chlorfenoxypropio-
novych kyselin a aminokyselin s rozvétvenym fetézcem.
Jednotlivé enantiomery studovanych beta-blokatorti maji
odlisné terapeutické Ucinky, enantiomery chlorfenoxypro-
pionovych kyselin maji rozdilnou herbicidni aktivitu a D-
enantiomery studovanych esencidlnich aminokyselin jsou
povazovany za nezadouci soucast potravinovych dopli-
k' Vyzkum v oblasti chirélnich slougenin je zaméten
nejen na hledani vhodnych separac¢nich podminek, umoz-
fiujicich dostate¢né enantiorozliSeni, ale i na studium stabi-
lity jednotlivych enantiomerti, moZnosti aplikace semipre-
parativniho modu nebo sledovéani vlivu obsahu a zptisobu
navéazani chiralniho selektoru k nosi¢i na stereoselektivni
vlastnosti chiralnich stacionarnich fazi. Pozornost je véno-
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vana i testovani miniaturizovanych systémti, umoziujicich
porovnat enantioseparaci s chiralnim selektorem vazanym
ve formé chiralni stacionarni faze nebo volné ptidanym do
faze mobilni, coz je dulezité pro objasnéni stereointerakc-
nich mechanismi'.

Dalsi zajimavou oblasti vyzkumu provadéného sepa-
racnim tymem Katedry analytické chemie PfF UK je ana-
lyza a separace ligandti pro biomedicincké aplikace deriva-
th cyklenu. Polykarboxylatové derivaty cyklenu (1,4,7,10-
tetraazacyklododekan) jsou schopné koordinovat gadolini-
ty ion a vytvofit tak velmi stabilni komplex. Tento kom-
plex lze nasledn€ pouzit u pacienta s podezienim na nado-
rové onemocnéni jako kontrastni latku pro neinvazivni
vySetieni magnetickou rezonanci. Polykarboxylatové deri-
véaty cyklenu jsou pfipravovany sloZitou nékolikastupiio-
vou syntézou, proto je nezbytné vyvinout vhodnou metodu
separace syntetizovanych derivat, ktera by poskytla rych-
lou kontrolu cistoty jednotlivych derivata a piipadné byla
pouzitelnd i v preparativnim méfitku. Takovou metodu se
podatilo vyvinout. Jedna se o reverzni kapalinovou chro-
matografii ve spojeni s bezkontaktnim vodivostnim detek-
torem'*. Vyvinuta metoda reverzni kapalinové chromato-
grafie byla dale optimalizovana a porovnana s nov¢ vypra-
covanou metodou kapilarni elektroforézy v nevodném
prostiedi. Obé metody poskytly ucinné a rychlé analyzy
s celkovym c¢asem separace do 12 min, umoznily provést
kvantitativni stanoveni vybranych derivati cyklenu na
koncentraéni tGrovni 10~ az 107° mol 1™ a byly usp&iné
pouzity pro stanoveni realnych vzorkt derivatd cyklenu
bez jakékoliv ptedchozi tpravy'>.

Analyze biologicky aktivnich latek je na naSem pra-
covisti vénovana znac¢na pozornost. Pro tuto skupinu ana-
lyti vyuzivame nejen metody kapalinové chromatografie,
ale také metody elektromigracni a miniaturizované sepa-
racni metody, jak bude zminéno pozdé€ji. Vyznamnou sku-
pinu studovanych biologicky aktivnich latek tvoti bioak-
tivni peptidové hormony, které vykonavaji v lidském orga-
nismu, nebo obecné v organismu savcu, dulezité biologic-
ké funkce. Pro analyzu skupiny bioaktivnich nonapeptida
(tvofeny deviti aminokyselinami, analogy vasopresinu)
jsme uspésné vyuzili kromé standardnich chromatografic-
kych stacionarnich fazi na bazi silikagelu také moderni
reverzni stacionarni faze na bazi oxidu zirkoni¢itého. Tyto
moderni stacionarni fdze nabizeji lep$i moznosti optimali-
zace separacniho procesu v porovnani se silikagelovymi
materialy. Pfi separaci peptidd Ize s uspéchem vyuzit smi-
Seny separacni mod, ktery zirkoniové kolony nabizeji. Pfi
uspé$né separaci analogli vasopresinu na zirkoniovych
kolonach byla pouzita mobilni faze obsahujici pouze 5 %
acetonitrilu jako organického modifikatoru. Tyto vyvinuté
podminky separace jsou Setrné a umoziuji zachovani bio-
logické aktivity analytil, zaroven pfinaseji vyhody v podo-
bé financni uspory za organicka rozpoustédla. Optimalizo-
vané pracovni podminky zarucily kompletni separaci stu-
dovanych vasopresint v celkovém ¢ase do 6 min a dosaze-
ni meze detekce v fadu jednotek mikrogrami na mililitr'.

Znec€isténi zivotniho prostredi v dusledku lidské ¢in-
nosti neustale nartstd. Novym typem polutantli zivotniho
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prostiedi jsou latky, které ovliviiuji endokrinni systém
velkého mnozstvi organismu, véetné nas lidi. Ptikladem
tohoto typu polutantt jsou estrogenni hormony. Ac¢koliv se
pfirodni i synteticky pfipravené estrogeny vyskytuji
v zivotnim prostfedi ve velmi malych koncentracich
(tadovée jednotky az stovky nanogramu na litr), byl zazna-
menan jejich vliv na reprodukci volné Zzijicich zvitat
a i lidi. Tento problém difuzniho znecisténi hormony je
v nasi pracovni skupiné intenzivné studovan'’. Jde o slozi-
tou problematiku, ktera vyzaduje vyuziti vysoce citlivych
separacnich metod v kombinaci s U¢innymi technikami
upravy a zakoncentrovani vzorki.

2.3. Elektromigra¢ni metody a miniaturizované
separacni metody

Tym elektromigracnich a miniaturizovanych separac-
nich metod se zaméfuje na vyvoj a vyuziti elektromigrac-
nich metod v analyze malych 1 velkych molekul
s vyraznou biologickou aktivitou. Neméné vyznamnou
oblasti zajmu této pracovni skupiny jsou miniaturizované
chromatografické metody, predevsim kapilarni kapalinova
chromatografie (CLC) a ¢ipova nanokapalinova chromato-
grafie (chip-HPLC), a jejich nasledné spojeni s hmotnostni
detekci. Velka pozornost je také vénovéana vyvoji a charak-
terizaci kapilarnich monolitickych a napliovych kolon
a moznosti jejich aplikace ve spojeni s hmotnostni spektro-
metrii.

Elektromigracni metody 1ze vyuzit pro déleni nabi-
tych latek. K procesu déleni dochazi v elektrickém poli
o velikosti fadové jednotek az desitek kilovoltd, které je
vytvofeno mezi dvéma elektrodami. Rychlost pohybu dé-
lenych latek (v iontové forme) ve vytvoreném elektrickém
poli zavisi predevSsim na poméru velikosti jejich naboje
a hmotnosti, na tzv. elektroforetické pohyblivosti. Na na-
Sem pracovisti vyuzivame z elektromigrac¢nich metod nej-
Casté&ji kapilarni zonovou elektroforézu, a v soucasné dobé
také kapilarni gelovou elektroforézu. Separacnim prosto-
rem u obou zminénych metod je kfemenna kapilara
o vnitinim priméru desitek az stovek mikrometri, ktera je
u kapilarni zénové elektroforézy vyplnéna zakladnim elek-
trolytem, tj. vice ¢i méné sloZitou smési vodnych roztokt
pufrii, nebo v ptipadé gelové elektroforézy vhodné zvole-
nym chemickym nebo fyzikalnim gelem. Kapildrni zénova
elektroforéza byla na naSem pracovisti ispé€sné vyuzita pro
déleni 20 nederivatizovanych proteogennich aminokyselin.
Zakladni elektrolyt, ktery umoznil separaci téchto esenci-
alnich aminokyselin v riznych pfirodnich matricich jako
pivo, kvasnice, rostlinné extrakty, ale i mo¢ nebo sliny, byl
tvofen pouze kyselinou octovou o koncentraci 2,3 mol 1!
a hydroxyethylcelulosou (0,1 hm.%). Pfidavek hydroxy-
ethylcelulosy do zékladniho elektrolytu potlacil dva jevy,
Casto negativné ovliviyjici separacni proces v kapilarni
zonove elektroforéze, a to adsorpci analytu na sténu kie-
menné kapilary a elektroosmoticky tok. Elektroosmotic-
ky tok vznika v dasledku ionizace silanolovych skupin
(£Si—OH) pritomnych na vnitini sténé kifemenné kapilary.
Po aplikaci elektrického pole dochazi k pohybu nabitych
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Castic, vzniklych disociaci silanolovych skupin a tyto nabi-
té Castice pii svém pohybu strhavaji cely obsah separacni
kapilary (zékladni elektrolyt a i separované nabité analyty)
k pfislusné elektrodé€. Pti tomto vyzkumu byl navic vyuzit
typ detektoru, ktery je na nasi katedfe intenzivné vyvijen a
optimalizovan nejen pro kapilarni elektroforézu, ale také
pro kapalinovou chromatografii, a to bezkontaktni vodi-
vostni detektor. Tento typ detektoru je vyhodné pouzit pro
vizualizaci malych anorganickych a organickych iontd,
které vykazuji nizkou absorpci v ultrafialové (UV) a vidi-
telné oblasti spektra, anebo pro detekei analytil pfi pouziti
vysoce absorbujiciho zakladniho elektrolytu v UV oblas-
ti'®. Kapilarni zénova elektroforéza také umozituje uréeni
fyzikalné-chemickych charakteristik biologicky aktivnich
latek, jakymi je napf. disocia¢ni konstanta ropinirolu, po-
tencialniho 1é¢iva Parkinsonovy nemoci, a doprovodnych,
strukturné podobnych necistot pochédzejicich ze syntézy
a jejich naslednou Gc¢innou separaci a spolehlivou kvantifi-
kaci v relativné kratkém cCase (do 15 min) za minimalni
spotfeby vzorku a ostatnich potfebnych chemikalii®.

Nové se naSe pracovni skupina zaméfuje na meto-
du kapilarni gelové elektroforézy a moznosti jejiho vyuziti
v analyze bilkovin®. Metoda kapilarni gelové elektroforé-
zy je velmi perspektivni v oblasti proteomiky, do niz sa-
moziejmé analyza bilkovin patii. Tato metoda umoziluje
vhodné ménit podminky, aby co nejlépe vyhovovaly kon-
krétni problematice. Jako separacni gely lze pouzit che-
mické gely, jejichZ polymerni fetézce jsou navzajem pro-
pojeny chemickymi vazbami (tj. trojrozmérné sesitované
gely), nebo gely fyzikalni, jejichz struktura je dana fyzi-
kéalnimi interakcemi typu vodikové mistky nebo hydrofob-
ni interakce (tzv. propletené linearni gely). Aplikace fyzi-
kélnich gelt pfi kapilarni gelové elektroforéze pfindsi fadu
vyhod, pfedev§im mozZnost vymény separacniho média po
kazdé analyze. Tento krok prodluzuje zivotnost pouzité
separacéni kapilary a vyznamné zvySuje reprodukovatelnost
analyzy.

Metoda kapilarni kapalinové chromatografie a jeji
vybér pro feseni rozlicnych analytickych problémt je plné
v souladu se souCasnym trendem v mnoha védeckych
a prumyslovych oblastech, s trendem miniaturizace, a pro-
to 1 n4§ pracovni tym vénuje miniaturizovanym separac-
nim technikam nalezitou pozornost. Separa¢ni mechanis-
mus CLC je zcela totoZzny s mechanismem uplatilovanym
v klasické kapalinové chromatografii, oviem CLC vykazu-
je fadu vyhod jako je nizka spotieba vzorku a vSech ostat-
nich chemikalii vCetné organickych rozpoustédel a dra-
hych aditiv pfiddvanych do mobilni fize pifi soucasném
zachovani vysoké separacni ucinnosti, vyssi kompatibilita
s hmotnostni spektrometrii jako detekéni technikou a re-
spektovani ochrany Zivotniho prostfedi. Zminované vyho-
dy kapilarni kapalinové chromatografie se projevi zejména
pfi analyzach vzorkli v biologickych tekutinach, jejichz
mnozstvi je ¢asto znaén¢ omezené a analyzy je nutno vice-
krat opakovat, aby byla zarucena pozadovana spolehlivost
analytickych vysledkli. Na naSem pracovisti byla vyvinuta
metoda kapilarni kapalinové chromatografie aplikovatelna
napf. pro separaci a kvantifikaci nové syntetizovanych
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thioderivatl akridind, které jsou odvozeny od struktury
dibenzopyridinu. Akridiny patii do skupiny vyznamnych
chemoterapeutik s prokazanym antibakterialnim, antimy-
kotickym a ptedev§im antimalarickym ucinkem. Optimali-
zované experimentalni podminky zaruéily dobrou separaci
5 studovanych akridinti i doprovodnych necistot a umozni-
ly uréeni meze detekce a meze stanoveni jednotlivych
akridind, které se pohybovaly v jednotkach az desitkach
mikromoli na litr*'. Vypracovana metoda kapilarni ka-
palinové chromatografie byla déale optimalizovana
a dovolila separaci a kvantifikaci dokonce deseti deriva-
ti 9-(alkylthio)akridini v biologické matrici tvofené lid-
skou moéi bez jakékoliv predchozi ipravy vzorku®.
Miniaturizace separacnich kolon ve vysokoucinné
soucasnych kol v oblasti analytickych separacnich tech-
nik. Dochazi k postupnému zmenSovani vnitfniho priméru
kolon az na hodnoty 10 az 150 um v nanochromatografii.
Hlavni dlraz je pfi pfipravé miniaturizovanych separac-
nich kolon kladen na jednoduchost jejich piipravy pii sou-
¢asném zachovani vysoké separacni G¢innosti, které dosa-
huji kolony klasickych rozméri. Chromatografické kolony
na bazi monolitd se zdaji byt vhodnym feSenim tohoto
ukolu. Cely tym separacnich metod na nasi katedte se vy-
zkumu v této oblasti intenzivné vénuje uz vice nez 10 let
(cit.?®). Monolitické kolony se piipravuji zapolymerova-
nim vhodnych monomernich jednotek do bloku porézniho
polymeru, ktery vyplni vnitfek separa¢ni kolony, a plni tak
v koloné funkci stacionarni faze. Monolitické kolony lze,
na rozdil od kolon napliovych, pfipravit pomérné snadno
i v kapilarach o priméru néckolika desitek mikrometri
a navic neni tfeba monolitické kolony na koncich opatio-
vat fritami, které udrzuji zrna staciondrni faze v naplnové
kolong. Pro piipravu monolitickych kolon se pouzivaji
ruzné polymery a kopolymery. Z naseho pohledu se jako
velmi perspektivni jevi monolity na bazi methakrylatu.
Jako prvni jsme optimalizovali pfipravu methakrylatovych
monolitickych kolon v kifemennych kapilarach o vnitinim
priméru 320 pum pro jejich pouziti v kapilarni kapalinové
chromatografii**. Systematickou experimentélni praci se
podatilo vyrazné zjednodusit slozeni polymerizani smési
pro piipravu butylmethakrylatovych monolitickych kolon
v kiemennych kapilarach o vnitinim priméru 320 pm
a pfipravit tak monolitické kolony s dostate¢nou permeabi-
litou, znacnou tlakovou odolnosti (az do 30 MPa) a vybor-
nou ucinnosti pro separace malych organickych molekul.
Uginnost takto piipravenych butylmethakrylatovych mo-
nolitd byla jen zhruba dvakrat niz§i nez u konvenénich
naplnovych kolon a také reprodukovatelnost pripravy mo-
nolitti byla uspokojiva®. Pro separaci vétsich organickych
molekul, konkrétné¢ oligonukleotidi slozenych z 19 ¢i
20 deoxyribonukleosidovych bézi, kapilarni kapalinovou
chromatografii byla optimalizovana pfiprava hydroxyme-
thylmethakryldtovych monolitickych kolon v kfemennych
kapilarach o vnitinim priméru 320 pm. Pfipravené hydro-
xymethylmethakrylatové monolitické kolony byly pouZi-
vany v kapilarnim HILIC chromatografickém modu
(HILIC, chromatografie hydrofilnich interakci). Jedna se
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v podstaté o metodu normalni chromatografie, kdy voda
slouzi jako nejsilnéjsi elu¢ni ¢inidlo. Pfipravené monolitic-
ké kolony umoznily separaci oligonukleotidii o rozdilné
délce i o rozdilné sekvenci, liSici se Casto jen v jedné
nukleosidové bazi, v piijatelném case do 35 min. Znac¢na
jednoduchost pfipravy téchto monoliti, spolecné s jeji
dobrou reprodukovatelnosti, predurcuji tyto monolitické
kolony k zavedeni do analytickych, klinickych a farmaceu-
tickych laboratoti, kde je tfeba spolehlivé analyzovat vétsi
mnozstvi slozitych smési biologicky vyznamnych latek™.

3. Zavér

Z vyse uvedeného prehledu principt a aplikaci analy-
tickych separac¢nich metod pouzivanych v jednom tymu
a na jednom pracovisti je patrné, ze souCasné analytické
separaéni metody skytaji obrovsky separacni potencial
a Siroké aplikacni moznosti. Vyvoj separanich metod
jdouci cestou miniaturizace a spojeni téchto metod
s modernimi citlivymi detekénimi technikami neni zdaleka
ukoncen. Pfestoze jsou dnesni analytické separacni metody
jiz velmi citlivé, selektivni, u€¢inné a tolerantni k zivotnimu
prostiedi, analyticka praxe stale vola po jejich vétsi citli-
vosti, selektivité, GCinnosti a kompatibilit¢ se zivotnim
prostfedim. VSem analytickym chemikiim zbyva ujit jeste
kus krkolomné cesty a piesto pozadavky odbornikl
z analytické praxe nebudou nikdy plné€ a bezezbytku uspo-
kojeny. Neustalé zdokonalovani analytickych separacnich
metod musi byt vniméno jako neptetrzity, nikdy nekoncici
proces.

Autori dékuji za financni podporu norskym financnim
mechanismiim, grantovy projekt FM EHP/Norsko CZ0116,
a MSMT Ceské republiky, vyzkumny zdimér MSM
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1. Uvod

Rostouci pozadavky spolecnosti na kontrolu zdravi
obyvatelstva, zivotniho prostfedi, zemé&délskych a potravi-
narskych produktt a fady dalSich vyrobki kladou neustale
rostouci naroky na vysoce odborné vzdélané, kvalifikova-
né a teoreticky i experimentalné dobfe pripravené pracov-
niky analytickych laboratofi, které musi tyto pozadavky
tfesit. Obrovsky rozmach moderni analytické instrumenta-
ce, bez niz je fesSeni téchto pozadavkl nemyslitelné, nutné
vede k pozadavku, aby naprostd vétSina téchto pracovnikl
méla vysokoskolské vzdélani, at’ uz bakalarského i
magisterského stupné. Vysoké Skoly realizujici pripravu
téchto vysokoskolaki jsou tak postaveny pred neobycejné
obtiZny ukol z nésledujicich divodi:

— rostouci kvantita studentl pfijimanych na vysoké sko-
ly se do jisté miry neptiznivé odrazi v nizsi kvalité
uchazecl o studium analytické chemie,

—  klesajici zajem o studium technickych a ptirodovéd-
nych obor mé stejné dusledky,

— rostouci procento populace ziskavajici vzdélani stie-
doskolské se do jisté miry rovnéz nepfiznivé odrazi
v kvalité absolventi stfednich Skol navzdory sebevét-
$imu Usili stiedoskolskych uciteli.

Aby stiedni a vysoké Skoly se cti splnily své tkoly pfi
pfipravé nové a co nejkvalitnéjSi generace analytickych
chemikl, musi této problematice vénovat patficnou pozor-
nost a v maximalni mozné mitfe pouzivat nové a moderni
piistupy reagujici na vySe uvedené problémy.

Jednou z moznosti je iniciovat zajem stfedoskolskych
studenti o analytickou chemii formou StfedoSkolské od-
borné Cinnosti, riznych kurzd ¢i soutézi organizovanych
pro stfedoskolaky katedrami analytické chemie a dalSimi
netradi¢nimi akcemi. Jist¢ bude k témto ucelim mozno
vyuzit i Mezinarodni rok chemie, ktery na rok 2011 vyhla-
silo UNESCO.

Predkladany clanek je pokusem o uvahu nad t€mito
moznostmi z pohledu riznych ucastnikii procesu pripravy
vysokoskolsky vzdélanych analytickych chemikd, po¢inaje
feditelem jedné z nejkvalitngjSich chemicky zaméfenych
stiednich Skol, pfes vysokosSkolského ucitele zaméteného
na didaktiku chemie a ucitele zaméteného na elektroanaly-
tickou chemii jako jednu z oblasti moderni analytické che-
mie az po Cerstvého absolventa a zac¢inajiciho ucitele vyso-
koskolské analytické chemie.

2. Pohled stiredosSkolského uéitele

Kvalitni vyuka chemie nemiize byt jen sucha teorie,
ale musi to byt praktickéd véda, ktera zahrnuje spoustu ex-
perimentalni price a vyZaduje mnoho casu straveného
v laboratoti. Nové pojeti sttedoskolskych oborti vzdélavani
podle rdmcovych vzdé€lavacich programill sice zahrnuje
laboratorni vyuku, ale musi byt dodrZzen maximalni tyden-
ni pocet vyucovacich hodin, ktery je nepfekrocitelny. Sou-
Casny trend stfedniho vzdélavani v poslednich letech smé-
fuje v maturitnich oborech stale vice ke vzdé€lavani vSeo-
becnému, odborné vzdélavani se tak dostava do pomérné
svizelné pozice. Nutnost zvysit hodinové dotace vSeobecné
vzdélavacich pfedméti tak vede k omezovani odborné
vyuky a také ke snizeni podilu laboratornich cviceni na
vyuce. Pfes tento trend se na Masarykové stiedni Skole
chemické snazime odbornost Skoly zachovat a zejména
talentovanym zakim umoznit dal$i odborny rist.

Jednou z cest, jak vést zaky s hlubsim z4jmem o che-
mii k odborné experimentalni ¢innosti v laboratofi, je Stie-
dogkolska odborna ¢&innost (SOC). Masarykova stiedni
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skola chemickd (MSSCH) dlouhodob& spolupracuje
s celou fadou vysokych skol a vyzkumnych tstavi. Mezi
nase partnery patii napiiklad Pfirodovédecka fakulta Uni-
verzity Karlovy v Praze (PfF UK v Praze), Vysoké Skola
chemicko-technologickd v Praze (VSCHT Praha), Ustav
fyzikalni chemie Jaroslava Heyrovského (UFCH JH),
Ustav makromolekularni chemie (UMCH), Ustav chemic-
kych procesti (UCHP), Mikrobiologicky ustav a dal3i usta-
vy Akademie véd Ceské republiky, v.v.i. (AV CR). Diky
této spolupraci je mozné zapojit zaky jiz od druhého rocni-
ku do odborné ¢innosti. Je to sice Casove€ nesmirné narocna
zalezitost, ale kontakt zaku stfednich $kol s témito vynika-
jicimi védeckymi pracovisti povazujeme za velice pfinos-
ny. Vyvrcholenim dlouhodobé prace je dvoutydenni od-
borna praxe, zafazena na konci tfetiho ro¢niku, a prezenta-
ce dosazenych vysledkt na studentské odborné konferenci
(SOK) v ro¢niku ¢tvrtém. V ramci této konference, ktera je
dilezitou zavérecnou etapou odborné prace zaki, jsou
jednotlivé prace prezentovany soutézni formou pied od-
bornou porotou, ¢leny poradniho sboru skoly a auditoriem
plnym spoluzakl a ucitelti nasi Skoly. Nejlepsi prace po-
tom postupuji do soutéze SOC, ptipadné do soutéze védec-
kych a technickych projektli Asociace pro mladez, védu
a techniku (AMAVET). V minulém roce bylo v ramci
jubilejniho 10. ro¢niku SOK potadaného ve spolupraci
s Ustavem makromolekuldrni chemie AV CR prezentova-
no Sest soutéznich praci. Pro ilustraci uvadime nejen dosa-
zené poradi soutézicich, ale i nazev prace a skolitele, aby-
chom demonstrovali §irokou spolupraci nasi skoly se Spic-
kovymi chemickymi pracovisti: 1. misto ~ Vit Svoboda:
Konstrukce a charakterizace diodovych laseri pro analyzu
stopovych mnozstvi latek v plynnych vzorcich (Skolitel
Mgr. Ondiej Votava, Ph.D., UFCH JH AV CR); 2. misto ~
Ivan Kobelev: Syntéza derivatii silybinu (Skolitel Mgr.
David Biedermann, Ph.D., Mikrobiologicky ustav AV
CR); 3. misto ~ Marcela Kotasova: Voltametrické stanove-
ni chemoterapeutika metronidazolu na rtutovym meniskem
modifikované  tuhé  stFibrné amalgamové  elektrodé
(Skolitelé prof. RNDr. Jifi Barek, CSc. a Mgr. Vlastimil
Vyskocil, Ph.D., Katedra analytické chemie PfF UK
v Praze); 4. — 6. misto ~ Martina Hanyikova: Vyroba kyse-
liny 1,1’-binaftalen-2,2’-dikarboxylové a jeji Stépeni na
enantiomery (Skolitel Mgr. Roman Holakovsky, Ph.D.,
Ustav organické chemie VSCHT Praha), Jan Parolek: PFi-
prava amidinii (Skolitel Mgr. Roman Holakovsky, Ph.D.,
Ustav organické chemie VSCHT Praha), Adam Malek:
Voltametrické stanoveni 1-(3-chloro-2-hydroxypropyl)-2-
-methyl-5-nitroimidazolu na rtutovym meniskem modifiko-
vané amalgamoveé elektrodé (Skolitelé prof. RNDr. Jifi
Barek, CSc. a Mgr. Vlastimil Vyskocil, Ph.D., Katedra
analytické chemie PiF UK v Praze).

Na tomto misté se patii podékovat i odborné porote,
kterd pracovala ve slozeni prof. Ing. Jifi Svoboda, CSc.
(VSCHT Praha), prof. Ing. FrantiSek Liska, CSc.
(Pedagogicka fakulta UK v Praze), Ing. Jifi Kotek, Dr.
(UMCH AV CR), prof. Ing. Anatol Malijevsky, CSc.
(VSCHT Praha) a Mgr. Jana Dudrova (MSSCH). Dalsi
pod€kovani patii vSem =zapojenym pracovistim, ktera
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umoznila nasim zakdm tuto Cinnost realizovat, a jejich
pracovnikim, ktefi jim vénovali svlij ¢as. O Gspésny pru-
béh SOK se v neposledni fadé zaslouzila také Ing. Zita
Valentova, kterd na MSSCH organizuje SOC a zaslouzi
velké podekovani.

3. Pohled vysokoskolského ucitele didaktiky

Na ptiklon vétSiny nadané populace uvazujici o vyso-
koskolském studiu k ekonomickym, pravnim, filosofickym
¢i historickym disciplinam, ktery je v fad¢ ptipadi motivo-
véan i ekonomickymi Gvahami, je nutné reagovat populari-
zaci chemie a jejim pfiblizenim mladé generaci. Katedra
ucitelstvi a didaktiky chemie (KUDCh) a oborové katedry
chemické sekce PiF UK v Praze s timto cilem dlouhodobé
spolupracuji se stiednimi Skolami, a to jak s uciteli —
zejména pii jejich dals$im vzdélavani a konzultacnich ¢in-
nostech, tak pfimo s zaky — pfi jejich zapojovani do odbor-
nych fakultnich aktivit. V poslednich letech, diky rozvojo-
vym projektim Ministerstva Skolstvi, mladeze a télovy-
chovy Ceské republiky (MSMT CR), které ziskala
KUDCh a které byly zaméfeny na ,,podporu individualni-
ho rozvoje a vyhledavani talentovanych zaka v ptirodnich
védach®, byly v oblasti spoluprace fakulty se stfednimi
Skolami podporovény a rozvijeny predevS§im ty aktivity,
které sméfovaly pfimo k zaktum stfednich Skol. (Je skoda,
ze v ramci ruznych uspor v leto§nim roce bohuzel nebyly
v rémci rozvojovych projektt MSMT CR tyto aktivity
vysokych kol podpofeny).

Tyto aktivity byly zaloZeny na experimentalnim cha-
rakteru chemie, ktery motivuje Zéky k dalsi cinnosti
v tomto oboru. Jistou komplikaci v této oblasti je ne vzdy
dostatecné laboratorni a pfistrojové vybaveni na stfednich
rimentalnich uloh s diirazem na rychle se rozvijejici oblasti
védy a jejich aplikacni vystupy.

Pokud tedy chceme podchytit a rozvijet zajem Zak{,
kteti maji predpoklady pro tspésné studium na vysoké
Skole, o moderni chemii, musime pfedev§im sami na fa-
kulté hledat moznosti, jak navrhnout a realizovat aktivity
zaméfené k tomuto cili. Za dilezité povazujeme zejména
zptistupnéni Spickové vybavenych chemickych laboratofi
zaktm stfednich skol, osobni kontakty s vyznamnymi od-
borniky ¢i zapojeni do badatelskych tymu fakulty jiz
v pribéhu studia na stfednich Skolach. Proto jsme se roz-
hodli pfipravit a realizovat ve spolupraci se stfednimi Sko-
lami systém kurzd a dalSich aktivit orientovanych pfimo
na zaky téchto Skol. Jedna se o laboratorni kurzy pro voli-
telnou nadstandardni vyuku, vedeni odbornych praxi
v chemickych laboratotich PiF UK v Praze, zapojeni zaka
stiednich skol do feseni védeckych projektl na pracovis-
tich, at’ jiz v ramci individualnich projektt vypsanych che-
mickymi katedrami v rdmci projektu Cesta k védé nebo
vedeni odbornych praci na fakulté v ramei SOC. Zv1asts
posledni dvé uvedené aktivity piispivaji podle nasich zku-
Senosti k rozvoji vlastnosti zakl vyznamnych pro badatel-
skou ¢innost — schopnost tymové a systematické prace,
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odpovédnost za své vysledky, motivace pro dalsi badatel-
skou cinnost, sumarizace vysledki odborné ¢innosti for-
mou ¢lankd a prezentaci pro laickou i odbornou vefejnost.

Predpokladame, ze takovyto pfistup ze strany fakulty
ke stfedoskolskému chemickému vzdélavani bude mit
dopad i na zvySeni povédomi o moznostech studia chemic-
kych oborti na PfF UK v Praze a prisp&je k nahliZzeni na
chemii jako na vzrusSujici védeckou disciplinu
s perspektivou spolecensky uzndvaného profesionalniho
uplatnéni a ke zvySeni spoleCenské prestize chemie,
v soucasné dob¢ velmi negativn€ medializované.

4. Pohled vysokoskolského uditele seniora

MEéI jsem to Stésti, Ze jsem vyrtstal v dobé, kdy che-
mie patfila k populdrnim, obdivovanym a vSeobecné uzna-
vanym disciplinam. Navic v dob¢ rovnostatstvi, kdy kazdy
védél, ze at’ vystuduje cokoliv, bude mit stejny nevalny
plat a praci jisté najde. Tato negativni situace méla i jedno
nesporné pozitivum: stfedoSkolsti studenti se pfi volbé
studia vysokoskolského tidili hlavné svym zajmem a ne-
museli se ohlizet na ekonomické momenty. Diky tomu se
mi podafilo vystudovat analytickou chemii na PfF UK
v Praze v kolektivu spoluzakl stejn¢ zanicenych, jako
jsem byl ja, a pod vedenim vysokoskolskych ucitelti hod-
nych toho jména. Pomérné naro¢né piijimaci fizeni, jehoz
sitem proslo cca 20 % zédjemctl o studium, vedlo k tomu,
ze nasi ucitelé na nas mohli klast a také kladli pozadavky
v dnesni dob¢ jen obtizné predstavitelné. Ziskali jsme po-
mérné obecny piehled o celé chemii, délali statni zavérec-
nou zkousku pied skutecnymi osobnostmi reprezentujicimi
$picku tehdejsi Ceské chemie, a to ze vSech péti chemic-
kych oboril. Nebyli jsme zatizeni obrovskym poctem Uzce
specializovanych pfednasek a bylo ndm vzdy vstépovano
do hlavy, ze pro stromy nesmime pfestat videt les.

Obcas se zamyslim nad tim, co bychom méli d¢lat,
aby nas$i dnesni studenti méli za 40 let podobny pocit. Je
jasné, ze mnozstvi dilezitych informaci roste pfimo expo-
nencialné a predpovédet, které z nich budou dulezité i za
10 ¢i 20 let, je prakticky nemozné. A snazime-li se ucit
studenty fesit problémy, se kterymi jsme se setkavali my,
znamena to pfipravovat je na minulost, nikoliv na budouc-
nost. Ale jednim jsem si zcela jist — nejlepsi cestou
k vychové kvalitnich absolventt analytické chemie je pfiji-
mani kvalitnich studentti. A jedinou cestou k tomuto cili je
vénovat pozornost zakiim na stfednich Skolach, ba dokon-
ce 1 Skolach zékladnich — zaktm i jejich ucitelim. Jeding
touto cestou naplnime naSe poslucharny a laboratofe stu-
prosté proto, ze chemie je bavi, maji ji radi a chtéji ji délat
co nejlépe. A jsem presvédcen, ze prave stiedoskolska
odborna ¢innost nam muze k dosazeni tohoto cile vyrazné
pomoci. Proto Katedra analytické chemie PfF UK v Praze
vzdy ochotné piijima stfedoSkolské studenty na kratsi ¢i
delsi experimentalné zaméfené staze do svych laboratofi.
Pfi téchto stazich se Zaci seznami s modernimi analyticky-
mi metodami, s novymi pfistupy k feSeni vyznamnych
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analytickych problémt, s atmosférou v nové renovovanych
zdech starobylého Chemického tustavu. Navzdory znac-
nym ¢asovym i finan¢nim naroktim tyto akce povazujeme
za dobrou investici. Podafi-li se nam totiz nadchnout
opravdu nadané stfedoskolské studenty pravé pro studium
naseho oboru v nasi laboratofi, pak se nam to mnohona-
sobné vrati v jimi namétenych vysledcich, nebot” si musi-
me pfiznat, ze nase generace vysokoskolskych uditell jiz
vice papiruje, neZ experimentuje.

Pfiznam se, ze pri praktické realizaci nejriznéjSich
programu pro stiedoskolské studenty jsem byl prekvapen
né¢kolika skute¢nostmi. Za prvé zdjmem a pracovnim nasa-
zenim stfedoskolskych studentd, které bez problémi kon-
kuruji zajmu a nasazeni primérného studenta bakalarského
studia. A za druhé vybornymi faktickymi znalostmi nejen
chemie, ale Casto i potfebné vypocetni techniky. I v této
oblasti se nejlepsi stfedoSkolaci mohou klidné méfit
s naSimi primérnymi studenty bakalarského studia.

Dovoluji si tedy uzaviit tuto svou uvahu konstatova-
nim, ze hledani mladych talenti mezi stfedoskolaky se
Skolského ucitele, pokud bude chtit vychovavat absolventy
schopné konkurence v evropském ¢i dokonce svétovém
mefitku.

5. Pohled vysokoskolského ucitele juniora

Mym prvnim kontaktem se SOC byl mij vlastni pro-
jekt, ktery jsem vypracovaval v rdmci studia na Gymnéziu
Jititho Wolkera v Prostéjové a jehoz nazev znél Geologicka
stavba okoli mého bydlisté. V t¢ dobé¢, jest¢ jako mlady
zaniceny mineralog a geolog, jsem byl rozhodnut, ze ptjdu
studovat na vysokou Skolu obor spojeny pravé s timto
svym zdjmem. Jak jsem vSak pozoroval upadajici dulni
ginnost v ramci prakticky celé Ceské republiky, ktera kon-
cem minulého stoleti vedla k likvidaci velké ¢asti tézebni-
ho primyslu, zacal jsem sviij zrak upirat ke, z mého pohle-
du, perspektivnéjsimu, avSak od mineralogie ne toliko
vzdalenému, oboru — chemii. JelikoZ jsem jiz v t&€ dobé
v chemii daval zna¢nou prednost urcovani slozeni sesbira-
nych minerdltl pfed vyrobou roztodivnych pyrotechnic-
kych ptipravki, jak tomu bylo u vétSiny mych kolegl na
gymnaziu, rozhodoval jsem se po zapoceti studia odborné
chemie na PfF UK v Praze pouze mezi chemii anorganic-
kou, kterd stale jest€ odrazela perspektivnéj$i variantu
svéta krystali mych oblibenych mineralti, a mezi chemii
analytickou. Potud na vysvétlenou, kterak jsem nasel zali-
beni v analytické chemii. Dluzno jesté podotknout, ze pe-
dagogické nadSeni, které je pro védeckou praci na vysoké
Skole nemén¢ dileZité nez odborna zpusobilost, jsem zdé-
dil po svém otci, ktery sdm vyucuje chemii na zakladni
Skole a jehoz nespornymi pedagogickymi kvalitami jsem
byl nejen v prubéhu své dochazky do zakladni skoly, ale
i v kruhu rodinném, formovan a veden k lasce k pfirodnim
veédam.

To, co mi v dnesni dobé€ u vysokoskolskych studentii
analytické chemie chybi predevsim, je pravé ten viely
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vztah k chemii a pfirodnim védam obecné. Nasi pedagogo-
vé nas s neutuchajicim zajmem zasvécovali do taji che-
mie, fyziky a matematiky, o které Casto prohlasovali, Ze je
to kralovna mezi védnimi disciplinami, a ja jsme se k ni
také s timto respektem choval. Pfesto, ze dnesnim svétem
vladne vypocetni technika, kterd dokaze lidem pomoci pfi
teSeni slozitych matematickych operaci a vypoétt, nachazi
dnesni mladistvi ve svété informacnich technologii spise
zabavu, nez-li uzite¢ného pomocnika pro kazdodenni Zi-
vot. U studenti stfednich Skol, se kterymi mam moznost se
v poslednich letech pravidelné setkavat, vSak tento plamen
touhy po poznani opét spatfuji — nckdy prozatim jen
v malych jiskfi¢kach, avSak vétSinou v mife mnohem vétsi
nez u mnohych studentti vysokoskolskych.

Pravé z téchto diivodii spatiuji praci se studenty stfed-
nich Skol, at’ jiz pfi teoretickém feSeni problémil nebo pfi
praktickém laboratornim badéni, za oboustranné¢ pfinosnou
a pro dalsi zkvalitiovani budouci védecké populace za
nezbytnou. NaSe spoluprdce se studenty stfednich
v soucasnosti probiha na urovni tii dlouhodobych projekta
—S0C', Cesta k védé® a Oteviena véda IT’.

SOC je projektem, do kterého je nase pracovisté
(UNESCO laboratot elektrochemie Zivotniho prostiedi®)
zapojeno jiz po nékolik let. SOC je spojena predevsim se
spolupraci se studenty z MSSCH. Nékteré z témat posledni
doby byla zminéna ve vySe uvedeném vyctu lonskych
ucastnikti. Z minulych let jisté také stoji za pozornost pra-
ce SOC studentek MSSCH, Lucie Vaiikové a Lucie Maix-
nerové (ob€ letos uspésné dokoncily sva vysokoSkolska
studia na VSCHT v Praze a na PiF UK v Praze), ktera byla
téz publikovana v Chemickych listech pod ndzvem Volta-
metrické stanoveni submikromoldrnich koncentraci
3-nitrofluoranthenu a pendimethalinu na stribrné pevné
amalgdmové elektrodé’.

I v dnes$ni dob¢ se snazime vysledky studentl zapoje-
nych do SOC piedkladat Siroké védecké obci, o &emz
svedéi napt. prezentace vysledkd loiskych uéastnika SOC
(Marcely Kotasové a Adama Malka) na mezinarodni kon-
ferenci Sucasny stav a perspektivy analytickej chémie
v praxi® v kvétnu leto$niho roku v Bratislavé. Pro akade-
micky rok 2010/2011 se podafilo pro spolupraci na SOC
ziskat z MSSCH hned pét zajemct, pro které jsou piipra-
vena témata z elektroanalytické chemie environmentalnich
polutantl, pesticidll a 1€Civ, pfi jejichz feSeni budou nejen
vyvijeny nové citlivé metody stanoveni téchto latek, ale
bude téZ zkoumdana podstata jejich elektrochemickych
pfemén a jejich pozitivni ¢i negativni vliv na biogenni
struktury zivych soustav. Zaroven budou v nasledujicim
roce do soutéze SOC piihlageny prace stiedoskolskych
studentd, ktefi v naSich laboratoifich od za¢atku roku 2010
jiz vypracovavaji své prace v ramci projekti Cesta k védé
a Oteviena véda II.

Cilem projektu Oteviena véda II je zlepSeni a vzrist
lidského potencialu v dlouhodobé oslabenych védeckych
oborech®. Projekt zapocal 1. zati 2009 a potrva do 31. srp-
na 2012. V ramci tohoto projektu se do spoluprace s nasim
pracovistém zapojila fada stfednich Skol z riznych regiont
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Cech. Prvni vysledky téchto spolupraci jiz také byly pred-
staveny na mezindrodni elektrochemické konferenci
v némecké Bochumi’ v zafi tohoto roku. P¥i ptihlaovani
studentti stiednich Skol do projektu hraje dilezitou roli
jejich domaci stfedni $kola, ktera plni roli pomysiného
garanta kvality vysilanych studentii, a z vlastni zkuSenosti
mohu fict, Ze studenti s nami spolupracujici maji znacny
vSeobecny prehled a chemické znalosti a dovednosti tako-
vych kvalit, Ze by se za n¢ nemusel stydét lecktery absol-
vent $koly vysoké. Druhou a neméné dilezitou roli maji
v projektu Oteviend vé&da II jeho zakladajici slozky
(pfedeviim pak AV CR), ze kterych je cely projekt také
financovan, a to nejen na stran¢ vysokych skol, ale také
Castecné na strané studentl stfednich Skol samotnych
(projekt Oteviend véda II byl schvélen v ramci Operac¢niho
programu Vzdelavani pro konkurenceschopnost, spolufi-
nancovaného ze statniho rozpo¢tu Ceské republiky a Ev-
ropského socialniho fondu; registracni ¢islo projektu
CZ.1.07/2.3.00/09.0034)*. Touto cestou bych rad podgko-
val vySe uvedenym organizacim za podporu projektu Ote-
viena véda Il s vyslovenou nadéji, ze vynalozené prostred-
ky budou do budoucna pfetaveny v mnohem hodnotnéjsi
potencidl, nez je prvotni potencial financni, a to
v perspektivni potencial lidsky.

Jist¢ nebudu prvnim a ani poslednim, ktery budouc-
nost védy, a prakticky i celého progresivniho Skolstvi
a vzdélavani, vidi v praci s jednotlivci jiz ve véku jejich
dospivani. Na tyto v€kové skupiny by se méla predevsim
upfit snaha nejen nas, védeckych pracovnikd, ale také pe-
dagogii na stiednich a zakladnich skolach a, v neméné
vyznamné mite, také samotnych rodic¢t. Vzdyt jiz prof.
Jaroslav Heyrovsky, prvni a bohuzel zatim i jediny ¢esky
laureat Nobelovy ceny za chemii, pravil: ,,Pokrok védy
spociva predevsim na mladych lidech. Ti musi dostat vse-
mozné podnéty, aby nasli ve véd¢ svou perspektivu.*

6. Zavér

Z vyse uvedenych uvah je patrné, Ze i dnes lze nalézt
mladé lidi se zdjmem o chemii a vhodnym zptisobem sti-
mulovat tento zajem i jejich dal§i odborny rozvoj. A to
navzdory negativnimu obrazu chemie, ktery bohuzel v nasi
spolecnosti prevlada. Je na nas, ucitelich chemie na vSech
stupnich, zda dokdZeme tento negativni obraz preménit na
obraz chemie jako celospoleCensky nesmirné uzitecné,
a navic krasné a vzruSyjici discipliny. Doufejme, Ze se nam
k tomu podafii ispé$n¢ vyuzit i nastavajici rok chemie vyhla-
Seny UNESCO. Bylo by skoda této prilezitosti nevyuZzit.

Na tomto misté se slusi podékovat MSMT CR za fi-
nancni podporu projektit MSM0021620857, LC 06035,
RP 14/63 a CSM 8/3 UK 2009 ,, Podpora individudlniho
rozvoje talentovanych studentii vSech stupini a uplatnéni
mladych pracovnikii po dokonceni doktorandského studia
v prirodnich védach*, bez nichz by vysSe zminéné prace
stredoSkolskych studentit nemohly byt realizovdny.
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The article deals with possible activities in teaching
chemistry at secondary schools as presented in education
of chemistry graduates and as viewed by a secondary
school chemistry teacher and by representatives of both
old and young generation of university teachers.
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. Uvod

Bolonsky proces vedl k vytvoreni nového celoevrop-
ského prostoru pro vysokoSkolskou vyuku (European
Higher Education Area) i spole¢ného evropského vyzkum-
ného prostoru (European Research Area), pficemz chemie
je pochopitelné vzhledem ke svému vyznamu i charakteru
v popfedi téchto integracnich snah. Pedagogickd komunita
chemické sekce Prirodovédecké fakulty Univerzity Karlo-
vy v Praze na tento proces pruzn¢ zareagovala tim, Ze po
naroéném akreditaénim procesu ziskala chemicka sekce
PiF UK v Praze pravo ud€lovat prestizni titul Chemistry
Eurobachelor a Chemistry Euromaster, dokazujici kompa-
tibilitu a srovnatelnost studia chemie na PfF UK a na $pic-
kovych zapadoevropskych univerzitach'. Titul Chemistry
Eurobachelor je udélovan absolventim bakaldfského stu-
dia Chemie v pfirodnich védach, Chemie Zivotniho pro-
stiedi, Klinicka a toxikologicka analyza a jednooborového
ucitelstvi Chemie se zaméfenim na vzdélavani a titul Che-
mistry Euromaster absolventim magisterského studia ve
vySe uvedenych studijnich programech a oborech. Pracov-
nici chemické sekce PTF UK se aktivné podileji i na zaci-
najicim projektu Euro Doctor (PhD Chem)’ orientovaného
na sladovani doktorskych programi Spickovych evrop-
skych vysokych skol zaméfenych na vyuku chemie. Ak-
tivni prace zastupct chemické sekce PfF UK v European
Chemistry Tematic Network (ECTN)’ i v projektu Tuning
zam&feném na sladovani vysokoskolské vyuky obecng®
vyrazné pfispivéa k intenzivnimu rozvoji mezinarodni spo-
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luprace chemickych kateder PfF UK v oblasti védecko-
vyzkumné prace i v oblasti vyuky. V soucasné dobé je
nezbytné nutné, aby se naSi studenti dostali do pfimého
kontaktu s vyukou i vyzkumem na ostatnich evropskych
vysokych  §kolach  chemického zaméfeni. Jednou
z nejvyznamnéjsich cest k dosazeni tohoto cile je program
ERASMUS’.

2. Koncepce programu ERASMUS na PiF UK

Je nesporné, ze jakykoliv semestralni pobyt
v zahrani¢i nesmirné pfispéje k odbornému i lidskému
rozvoji studenta a obohati ho po vSech strankach. Presto se
domnivame, ze urcité formy studia v zahrani¢i jsou
z tohoto pohledu efektivnéjsi nezli formy jiné, alespon
z pohledu vysokoskolského ucitele chemie. Pres Siroké
moznosti, které program ERASMUS nabizi, se domniva-
me, ze z hlediska studia chemie je optimalni zaméfit se na
zahrani¢ni pobyty spojené s vypracovanim kvalifikac¢nich
praci (bakalarské ¢i diplomové) ¢i se zvladnutim nové
experimentalni problematiky. Zalezi vSak zejména na
zajmu a iniciativé kazdého studenta, kam a jak se vypravi
do svéta na zkuSenou. Chemicka sekce PfF UK se mu pro
to vynasnazi vytvorfit co nejlepsi podminky. Piehled vy-
branych pracoviSt, s nimiz md chemicka sekce PfF UK
uzkou a dlouhodobou spolupraci garantujici uspésny po-
byt, je uveden v tabulce L

3. Typické priklady uspéSnych programu

Jako ptiklad typickych uspésnych partnert projektu
ERASMUS (pochopitelné subjektivné ovlivnény pracov-
nim zaméfenim autorti tohoto pfispévku) lze uvést spolu-
praci s univerzitou v Regensburgu’, v Konyi’ & v Gote-
borgu® nebo v Zeneve’.

Ustav analytické chemie, chemo- a bio senzorti Uni-
verzity v Regensburgu, je nejvétsim ustavem svého typu
v némecké jazykové oblasti. Je zaméfen na vyvoj novych
analytickych metod a novych typl senzorl pracujicich na
optickych, elektrochemickych, hmotnostné-spektrometric-
kych a biologickych principech a na jejich kombinaci
s mikrofluidikou. Uzka spolupréce se skupinou elektroche-
mickych a separa¢nich metod katedry analytické chemie
PiF UK vyaustila v fadu Gspésnych pobyti nasich studenti
v Regensburgu i naopak, v fadu spole¢nych publikaci
a jejim logickym vyvrcholenim je podepsand dohoda
o spole¢ném doktorském programu (PhD) v oblasti analy-
tické chemie mezi obéma univerzitami. Tato UispéSna spo-
luprace je zalozena nejen na odbornych kvalitich obou
pracovist, ale i na geografické blizkosti a kulturné-
historické sptiznénosti obou starych mést a jejich historic-
kych univerzit. Pozitivni ,,personal chemistry a mimotad-
né dobré mezilidské vztahy mezi obéma pracovisti jisté
rovnéz usnadnuji Zivot naSim studentim v Regensburgu
a naopak.
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Tabulka I

Piehled vybranych zahrani¢nich pracovist, na nichz probéhly uspésné pobyty studenti chemickych obori

Vyuka chemie

PiF UK

v ramci programu ERASMUS ve Skolnim roce 2009/2010 a 2008/2009

Pracovisté

Obor

WwWw

Université de
Mons-Hainaut (Belgie)
Universitat de Valencia
(Spanélsko)

Selcuk Universitesi Konya
(Turecko)

University of Regensburg
(Némecko)

Université de Bordeaux
(Francie)

University of Glasgow
(Velka Britanie)

Universitat Jaume I, Castello,
(Spanélsko)

Universita degli studi di Cagliari
(Ttalie)
Chalmers University

Analyticka chemie
Analyticka chemie
Analytick4 chemie,
Anorganicka chemie
Analyticka chemie
Fyzikélni a makromole-
kularni chemie
Organicka chemie
Organicka chemie

Anorganicka chemie

Anorganicka chemie

of Technology, Goteborg
(Svédsko)

l{niversité de Genéve
(Svycarsko)

Anorganicka chemie

Commenius University
in Bratislava (Slovensko)

Analyticka chemie

http://portail.umons.ac.be/EN/Pages/default.aspx
http://www.uv.es/~webuv/
http://www.selcuk.edu.tr/english/
http://www.uni-regensburg.de/Universitaet/
welcome?2.html

http://www.univ-bordeaux.fr/
http://www.gla.ac.uk/
http://www.uji.es/UK/basic/

http://www.unica.it/index.jsp

http://www.chalmers.se/en/

http://www.unige.ch/index.html

http://www.uniba.sk/

Druhym ptikladem spiSe z opacné strany spektra je
dlouholeta uspésna spoluprace se Selcuk University ve
sttedotureckém mésté Konya’. Tato univerzita patii sice k
mlad$im, ale personalné i instrumentalné silnym a financ-
né neobycejn¢ dobie dotovanym tureckym univerzitdm,
jejichz podporu ze strany statu jim mtizeme jenom zavidét.
I v tomto piipad¢ jiz fadu let Gspésné probihd vymeéna
studenti 1 pedagogti. Moznost seznamit se nejen po odbor-
né, ale i po kulturné-historické strance s uzasnym turec-
kym prostfedim, jeho antickymi pamétkami a svébytnou
kulturou mtze byt jisté cennym piinosem pro odborny
1 lidsky rozvoj naSich studentt.

Katedra anorganické chemie je pracovi§tém mimo
jiné zaméfenym na rentgenostrukturni analyzu a difrak&ni
metody obecné. I kdyz je toto pracovisté v soucasné dobé
velmi dobfe vybaveno jak monokrystalovym, tak prasko-
vym difraktometrem, je zahrani¢ni spoluprace v tomto
naro¢ném a rychle se rozvijejicim oboru nezbytna a pfi-
nosna. Proto jsou kontakty napt. s Chalmers University of
Technolgy tak cenény. Tato univerzita pfedstavuje svéto-
vou Spi¢ku zejména v oblasti rentgenostrukturni analyzy,
a proto si velmi cenime moZnosti naSich studentti zdoko-
nalovat se na ni v tomto oboru. Spoluprace v ramci progra-
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mu Erasmus navic zahrnuje i pfednaskové pobyty zahra-
nic¢nich profesord, které jsou znaénym piinosem i pro ty
studenty, ktefi se pfimo studijnich pobyti nezicastni.

Ne vSechny latky vsak lze pfipravit ve formé mono-
krystalti. Cel4 fada materiall, které maji Siroké technolo-
gické vyuziti, je polykrystalickych. Protoze je stanoveni
struktury polykrystalickych latek velmi obtiznym tkolem,
velmi si cenime spoluprace s Univerzitou v Zenevé, jejiz
,,Laboratorf krystalografie* ptedstavuje svétovou jednicku
v tomto oboru. Z této dilny dnes pochazeji nejlepsi progra-
my k fteSeni struktur z praskovych dat. Vzhledem
k vysokym narokiim, které jsou kladeny na studium tohoto
oboru, je moznost studia na tomto prestiznim pracovisti
oteviena zejména naSim studentiim doktorského studia.

Program Erasmus umoznuje jak pobyty naSich stu-
dentli a pedagogh v zahrani¢i, tak pobyty zahrani¢nich
studenti u nas. Vedle jiz zminénych tureckych studenti
pfijatych katedrou analytické chemie je tfeba pfipomenout
studenty pfijaté napf. katedrou organické chemie ze Skot-
ska a ze Slovinska, katedrou fyzikdIni a makromolekularni
chemie ze Spanélska, Francie a Slovinska, katedrou bio-
chemie z Holandska, ¢i katedrou anorganické chemie
z Italie.
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4. Jak dal v programu ERASMUS

Pracovnici chemické sekce citi povinnost zajistit
svym studentiim optimalni start do jejich profesni kariéry
umoznénim odbornych pobytl na $pi¢kovych evropskych
pracovistich. Proto neSetii ¢as, ndmahu ani pocitace, aby
v maximalni moZné mife umoZnili vyuzivat program
ERASMUS vsem studentim chemickych obort, kteti o
néj projevi zdjem. Dobré mezinirodni kontakty, Spi¢kové
renomé chemické sekce PiF UK, ktera je podle scientome-
trickych kritérii nejlepSim pracovistém svého druhu
v byvalém vychodnim bloku, a zejména dobré mezilidské
vztahy, které na této sekci panuji, proto vytvati ty nejlepsi
predpoklady. Radi touto cestou vyzyvame vsSechny per-
spektivni zajemce o libovolnou chemickou disciplinu, aby
svou prihlaskou na na$i fakultu iniciovali fetéz udalosti,
ktery povede k jejich odborné Gspésnému, obecné zajima-
vému a lidsky pfijemnému pobytu na vybraném zahranic-
nim pracovisti.

Autori dékuji touto formou MSMT CR za financni
podporu projektic MSM 002162085 a RP 14/63, které
umoznuji rozvoj mezindarodni spoluprdace v oblasti chemie
na Spickové urovni a vytvari predpoklady pro zdjem zahra-
nicnich studentii o navstévu nasi fakulty. Dale patri nas
dik pracovnikiim Evropské kanceldie RUK, kteri nesou
hlavni dil administrativni zatéze spojené s uspésnou reali-
zaci programu Erasmus.
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J. Barek® and D. Havli¢ek” (Charles University in
Prague, Faculty of Science, * Department of Analytical
Chemistry, © Department of Inorganic Chemistry, Pra-
gue): ERASMUS Program — The Gate to Europe for
Chemistry Students at Faculty of Science of Charles
University in Prague

The opportunities and achievements of ERASMUS
program for the international exchange of chemistry stu-
dents at Charles University in Prague are outlined. Se-
lected cooperating institutions are briefly characterized
and the opportunities of chemistry study are reviewed.
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Nabizime ptilezitost zajimavé prace ve stabilni a globaln¢ operujici spolecnosti, ktera je pevné strategicky inte-
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M. R. Bleavins, C. Carini,
M. Jurima-Romet,

R. Rahbari:

Biomarkers in Drug

=~ Development: A Handbook
of Practice, Application, and

' 9| Strategy

(4 John Wiley & Sons, Inc. Hoboken,
&l New Jersey, 2010, pevna vazba, 744
8 stran, cena 128,40 Euro.

ISBN: 978-0-470-16927-8

Kniha pfednich expertli farmaceutického vyzkumu se
zabyva jednim z nejzhavéjSich témat dnesni doby, a to
pouziti biomarkerti ve vyvoji 1ékd. Vyznam biomarkerQ
v této oblasti stale vice roste zejména diky neustile se
zvySujicim pozadavkim na vys§i specifitu, bezpecnost,
ucinnost a prijatelnou cenu 1ékid. Velice p&kné graficky
vybavena kniha pfinasi zakladni informace napft. o pfipa-
dovych studiich, snizeni vyrobni ceny a vhodnéjSimu vy-
béru latek pro konkrétni ptipady. Kniha je uréena zejména
pro Kkliniky, biology a techniky zabyvajici se vyvojem
a vyrobou 1ékid zahrnujicich biomarkery.

Pfirucka je rozdélena do osmi casti, pficemz hned
v prvni kapitole se ¢tenaf dozvi néco malo o historii bio-
markerii, zejména to, Ze nejsou zrovna novym objevem.
Casti knihy jsou rozdéleny celkem do 38 kapitol, které se
pomérn¢ vyrazn€ 1i§i svym rozsahem a kazda je napsana
jinou skupinou autorti. V prvni ¢asti je detailné zpracovan
ptehled biomarkeri a jejich role ve vyvoji 1éktl. Druha ¢ast
pojednava o technologiich nezbytnych pro rozpoznani
novych biomarkeri. Nasleduji kapitoly o charakterizaci
a validaci 1€kt a diagnostickych procesech. Nechybi infor-
mace o aplikacich biomarkerti, klinickych testech
a translaéni medicing. V posledni ¢asti priruc¢ky se Ctenat
docte o personalizované mediciné a etickém kodexu. Na
knize spolupracovalo celkem 82 autort, coz svéd¢i o veli-
ce kvalitnim zpracovani jednotlivych témat.

Za velké plus této knihy se da povaZovat souhrn na
konci vétSiny kapitol, pfehlednd schémata a cetnd fada
referenci k jednotlivym tématim, ze kterych lze dale Cer-
pat. Kniha je koncipovana viceméné pro odborniky,
zejména diky fad€ ne Gplné familiarnich metod, které jsou
v kazdé kapitole zminény a velkému mnozstvi pouzitych
zkratek. Kdyz prehlédnu fakt, Ze knih podobného zpraco-
vani a stejnou tématikou existuje na trhu z posledni doby
hned nékolik, mohu diky velice kvalitnimu zpracovani
knihu urcité doporudit.

Silvie Rimpelovd

R. W. Sabnis:

Handbook of Biological Dyes
and Stains: Synthesis and
Industrial Applications

HAMN DBEOOE OF
BIOLOGICAL DYES
AND STAINS

John Wiley & Sons, Inc. Hoboken,
New Jersey, 2010, pevna vazba, 521
stran, cena 120,60 Euro.

ISBN: 978-0-470-40753-0

Kniha napsand pfednim expertem na
biologicka barviva R. W. Sabnisem je pfehlednou a velice
komplexni pfiruckou o vice nez 200 do této doby zna-
mych a dostupnych barvivech vyuzitelnych v biologii,
mediciné a v primyslu. Tato pfirucka je naprosto uni-
katni zejména diky tomu, Ze do soucasné doby na trhu
neexistovala zadna takto souhrnnad kniha o barvivech,
ktera by obsahovala informace zaroven o jejich aplika-
cich i o jejich chemickych vlastnostech, toxicité a neza-
doucich vedlejsich ucincich. R. W. Sabnis je patento-
vym agentem firmy Pfizer Inc., New Jersey a mimo jiné
je také autorem knihy ,,Handbook of Acid-base indicati-
ors”.

Co se jednotlivych barviv popisovanych v této kni-
ze tyka, jsou fazena v abecednim pofadku podle svého
nejpouzivanéj§iho nazvu a ¢tenai se o nich dozvi pomeér-
né detailni informace zahrnujici registrac¢ni ¢islo CAS
(z angl. ,,Chemical Abstracts Service®), tfidu barviva,
rozpustnost, bod tani, bod varu, pH rozsah pouziti, ba-
revné odliSnosti pfi zméndch pH, maxima absorpce
a emise, toxicitu, ale hlavné jednotlivé aplikace, a to jak
v biologii, histologii, cytologii, medicin¢, mikroskopii,
chemii ¢i v primyslu. Nechybi samozfejmé ani chemic-
ké vzorce jednotlivych latek, sumarni vzorce ¢i moleku-
lové hmotnosti. Co povazuji za zna¢nou vyhodu zpraco-
vani této pfirucky, je nesCetné mnoZzstvi referenci (az
70 odkazl pro jedno barvivo) k jednotlivym slouceni-
nam, kde se mizete doCist o syntéze vami vybrané latky,
a to jak v laboratornim, tak v primyslovém méfitku,
chemickych a fyzikalnich vlastnostech, anebo o jejim
konkrétnim pouziti pfi barveni. Dal§im unikatem této
knihy jsou jist¢ nezanedbatelné informace o rliznych
formach toxicity slouéenin, nicméné ne ve vSech pfipa-
dech jsou tato data uvedena. Zajimavosti této knihy je
také nékolik rejstfikll na jejim konci, ve kterych jsou
barviva rozdélena mimo jiné podle svého pouziti, a to
jako indikatory kovt, pH, nukleovych kyselin, jednotli-
vych organel apod. Co v knize naopak postradam, jsou
barevné prilohy konkrétniho vyuziti vybranych barviv,
napf. mikroskopické snimky, diky nimz by si Ctenar
mohl vytvotit ucelené€jsi predstavu.

Knihu 1ze rozhodné doporudit jako velice hodnotny
zdroj informaci, zejména z hlediska poctu referenci,
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o pouzivanych barvivech kazdé byt jen trochu biologic-
ky zaméfené laboratofi, 1ékaiim, chemiklim a vyuZiti
nalezne jisté i u materialovych inzenyru.

Silvie Rimpelova

Viacheslav A. Petrov:
Fluorinated Heterocyclic
Compounds — Synthesis,
Chemistry,

and Applicatipons

FLUORINATED HETERDGYGLIG
COMPOUNDS

J. Wiley & Sons 2009, 1. vydani,
516 stran, cena 109 Euro
ISBN: 978-0-470-45211-0

Fluorované slouceniny hraji dnes
nezastupitelnou tlohu v technologii
i medicin€. Zajimavou podskupinou
téchto latkou jsou fluorované heterocykly, vykazujici casto
biologickou aktivitu. Pfedkladana kniha mapuje jejich
synthesu, pfi¢emz ukazuje synthetické postupy pro tii az
sedmiclenné kruhy. Zvlastni pozornost je vénovana pripra-
vé fluorovanych pyridind. Specialni kapitoly pojednavaji
o zavadéni perfluorovanych alkylovych zbytkd na Sesti-
¢lenné kruhy a pfipravé perfluorovanych heterocykld, at’
aromatickych, nebo nearomatickych.

Podstatnou casti knihy je piehled praktického vyuziti
fluorovanych heterocyklt. Zde je duraz kladen pravé na
vyuziti biologicky aktivnich latek. Ty patfi v prvni fadé
mezi zadané latky v zeméd¢lstvi. Je zde mozné najit herbi-
cidy, fungicidy i herbicidy. V pfislusné kapitole je vénova-
na pozornost nejen jejich struktuie a praktickému vyuZiti,
ale co je z funkéniho hlediska diilezité — mistu a mechanis-
mu u¢inku. Nasledujici kapitola o farmaceutickém vyuziti
bohuzel opousti tuto koncepci — tj. rozdéleni latek podle
cile ptisobeni, ale vraci se zpét k d€leni podle struktury. To
je mozna jedind slabina této monografie. Farmaceutické
substance jsou tak predkladany nikoli podle vyuziti a pl-
sobeni, ale podle velikosti kruht. Vétsina predkladanych
latek je pak, asi malo ptekvapivé, tvofena analogy nukleo-
sidii s protivirovymi ucinky. Kniha je posléze ukoncena
pojednanim o moZznostech vyuziti fluorovanych heterocy-

Vyraznou roli v tomto ohledd hraji oxirany a oxetany,
jejichz vyroba a dalsi reakce jsou prehledné zpracovany.
Z celkového pohledu se jedna a obsahlou, piehlednou
a uzite¢nou pfirucku, ur¢enou odbornika v oboru. Pro lai-
ka, studenta nebo i jen prostého zdjemce se bude kniha
jevit jisté nepfistupna a je tieba v téchto pripadech doporu-
¢it vhodnéjsi variantu. Pro profesiondla z oboru vSak bude
kniha uzitecnym kompendiem informaci, které podstatné
zkrati ¢as pro nutné reSerSe, piipadné¢ doda fadu novych
podnétd pro vlastni praci.
Jiri Blazek
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, An, Zhiqiang (ed.):
ST ’
“',: ‘\/\(\ Therapeutic Monoclonal

I ¥

Q4 Antibodies,
THERAPEUTIC \& From Bench to Clinic
MONOCLONAL
ANTIBODIES Wiley, 2009, 1. vydani, stran 889,

From

cena 152 Euro
ISBN 978-0-470-11791-0

Bench to Clinic

Biotechnologie mély v medicing své
nezastupitelné misto jesté pred dnes-
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nim velkym zijmem o ,zelené*
postupy nejen v pripravé 1ékd. Nicméné teprve
s pochopenim souvislosti nemoci na molekularni a gene-
tické trovni bylo mozné tyto postupy vyuzit cilené a pla-
novité. Typickym piikladem je vyuziti protilatek - od prv-
nich Pasteurovych pokust s celymi antigeny, pfes vyrobu
polyklondlnich sér pro imunizaci organismu az po vyrobu
monoklonalnich protilatek pro specifickd nasazeni
v terapii, analyse a cileni 1éCiv.

Predkladana publikace si vzala za cil zmapovat stav
vyzkumu a aplikaci posledné jmenovanych — tj. monoklo-
nalnich protilatek. V osmi Siroce rozpracovanych oddilech
se zajemce muZze seznamit nejen s vyrobou a genetickym
inzenyrstvim téchto proteind, ale — a to je velmi podstatné
i pro zéjemce takiikajic mimo obor — v prvnich dvou oddi-
lech je velmi podrobné, ale pfitom ctivé predloZen teore-
ticky tivod do celé problematiky (coz u specificky zamére-
nych monografii neni vzdy zvykem).

Velka cast knihy je logicky vénovana vyrobé a cha-
rakterisaci protilatek pro terapeutické ucely. Celych pét
oddilii z uvadénych osmi predklada aspekty vSech mysli-
telnych vyrobnich postupd, jejich nevyhod i benefitti, moz-
nosti upravy struktury protilatek pro cilené pouziti
s minimalizaci risik pro pfijemce a popisuje veli€iny vyja-
diujici chovani a Cistotu produktu. Zkratka nepfijde ani
pojednani o vybéru terapeutického cile a chovani protila-
tek in vivo.

Na samotné medicinské aplikace tak piekvapivé zby-
va pouze jediny oddil. Na poslednich 200 stranach tak
Ctenaf nalezne piehledné rozdélené moznosti aplikace —
zaCinajic formulaci samotného 1éCiva, coz je i v pripadé
klasickych organickych molekul véda sama o sobé€, pokra-
Cujic vyétem jiz pouzivanych protilatek a nejvyznamnéj-
Sich kandidatt v klinickém vyzkumu a po jednotlivych
zastavenich popisujicich konkrétni aplikace, koncic u vel-
mi zajimavého vyuziti protilatek pro cileny transport 1é¢iv.

I kdyz je samotna publikace velmi obsahla a podrob-
na, rozhodné ji neni mozné doporucit pouze odbornikiim
z oblasti mediciny a biotechnologického vyzkumu. Svoji
uvodni ¢asti, velmi ilustrativni obrazovou prilohou a pie-
hlednym zpracovanim otevird tato kniha brany védéni
k tomuto oboru i ndhodnym zajemctim z fad studentu, ale
i laikd.

Jiri Blazek
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Yvonne Connolly Martin:
Quantitative Drug Design;
A Critical Introduction

Second Edition
Quantitative
_Dru

g Design
AL INTRODUCTION

S B CRC Press, Taylor & French Group

2010; 2. vydani,

|| 282 stran, pevna vazba.

ISBN 978-1-4200-7099-6

Je tomu jiz témé& 50 let, kdy
Corwin Hansch se svymi spolupra-
covniky publikovali prikopnické
prace o kvantitativnich vztazich mezi biologickou aktivi-
tou latek a jejich fyzikadlné¢ chemickymi vlastnostmi, od
nichz lze uvazovat pocatek moderni éry racionalniho pii-
stupu k navrhovani a vyzkumu novych 1é¢iv. Autorka hod-
nocené monografie Y. C. Martin je po vice nez 40 let cel-
nou predstavitelkou tohoto moderniho trendu navrhovani
1é¢iv  vyuzivajiciho veskeré moznosti vypocetni techniky
(CADD, Computer Aided Drug Design). Je tedy logické,
Ze tato autorCina Ctyficetileta zkuSenost ve vSech oblastech
kvantitativnich vztahli mezi strukturou a biologickou akti-
vitou (QSAR, Quantitative Structure-Activity Relation-
ships) se stala zakladem této knihy popisujici procesy
transformace interakci ligandii s biomakromolekulami na
modely umoziujici predpovéd ac¢innosti novych molekul.
Razeni jednotlivych kapitol ma logickou stavbu, ktera
Ctenafe seznamuje s problematikou téchto racionalnich
metod
a) charakterizaci hlavnich
v biologickych systémech,
b) pfipravou trojrozmérnych struktur molekul (pro vyuziti
v tzv. 3D QSAR metodach),
zpusoby kvantifikace, po pfipadé vypocty fyzikalné
chemickych vlastnosti molekul,
popisem biologickych dat a moznostmi jejich vyuziti,
zpracovanim relevantnich udajti pomoci riiznych mate-
matickych modelt — ptedevsim vicecetnou linedrni
regresni analyzou (MLR, Multiple Linear Regression),

YVONNE CONNOLLY MARTIN

@S,

nekovalentnich  interakci

¢)

d)
e)
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nelinearni regresni analyzou (NLR, Nonlinear Regres-
sion), analyzou castecnych nejmensich ctvercii (PLS,
Partial Least Square nebo Projections to Latent
Structures) a analyzou hlavni komponenty (PCA, Prin-
cipal Component Analysis) a

validaci téchto vztahti vyhodnocenim vhodnych statis-
tickych kritérii v€etné multivariaéni statistiky a dalSich
validacnich procedur.

V zéavéretné kapitole je vénovéana pozornost nejnovej-
$im postuptim k feseni vztahli mezi strukturou a biologic-
kou aktivitou, pfedev§im metoddm zaloZenym na hodnoce-
ni podobnosti a rozdilnosti strukturnich fragmentt a jejich
hierarchickém shlukovani a rovnéz klasifikacnim meto-
dam, které byly v oblasti navrhovani 1é¢iv pouzity, tj. line-
drni diskriminacni analyze (LDA, Linear Discriminant
Analysis), metode nejblizsich sousedii (KNN, K-Nearest
Neighbour Prodiction) a metodé SIMCA (Statistical Isoli-
near Multiple Component Analysis).

Cast monografie autorka vénovala vysledkiim své
dlouholeté aktivity ve vyuziti riznych metod QSAR napt.
v analyze antibakteridlni u¢innosti analogi erythromycinu,
ucinnosti agonistt dopaminu typu substituovanych kate-
cholaminti nebo analgetické aktivity y-karbolind. Zvlastni
pozornost je v téchto kapitolach vénovana vyuziti 3D-
OSAR metodé COMFA (Comparative Molecular Field
Analysis).

Monografie je doplnéna velmi precizné zpracovanym
rejstiikem, ktery umoziiuje rychlou orientaci pii vyhleda-
vani detailné¢ popsanych hesel. Témata, ktera dopliuji
puvodni prvni vydani, jsou doprovazena nejnovéEjSimi
literarnimi odkazy vcetné r. 2008.

Knihu 1ze doporucit odbornym pracovnikiim, ktefi se
zabyvaji navrhovanim a vyzkumem biologicky aktivnich
latek, zvlasté pak aktivnich farmaceutickych substanci,
nebot’ poskytuje uceleny a kvalifikovany vyklad jedné
z fundamentalnich metod racionalniho vyzkumu original-
nich 1éciv.

Miroslav Kuchar
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41. Zasedani Divize analytické chemie
Evropské asociace pro chemické a molekularni
védy (Division of Analytical Chemistry

of the European Association for Chemical

and Molecular Science)

41. vyroéni zasedani DAC EuCheMS probé¢hlo
29. srpna 2010 v Norimberku v navaznosti na 3rd Eu-
CheMS Chemistry Congress, cozZ je nejvetsi evropské set-
kani chemikd, které se konalo rovnéz v Norimberku ve
dnech 29.8.-2.9.2010. Autor tohoto ¢lanku pfednesl na
této konferenci jako jeden z nemnoha Ceskych chemikil
ustni referat na téma “New Electrode Materials for Envi-
ronmental Electroanalysis”. Zasedani DAC se zGcCastnili
zastupci 23 evropskych  chemickych  spolecnosti
z 19 evropskych zemi. Vzhledem k tomu, Ze vyprSelo
funk¢ni obdobi dosavadniho predsedy prof. Karlberga ze
Svédska, byl novym piedsedou DAC EuCheMS jednomy-
sln€ zvolen profesor Paul Worsfold z Plymouthu, zastupce
Royal Society of Chemistry. Dale DAC EuCheMS projed-
nala otazky souvisejici s ¢innosti DAC, pfipravu analytic-
ké sekce na 4. Evropském chemickém kongresu v Praze
(26.=30. srpna 2012), jehoz poiadanim byla povéiena Ces-
k& spole¢nost chemickd, pfipravu konference EURO-
ANALYSIS XVI, kterd probéhne 11.—15. zafi 2011
v Bélehrad€ a kde byl autor téchto fddek jmenovan cle-

nem organizacniho vyboru a byl povéfen piipravou
sekce vénované elektroanalytické chemii, konference
EUROANALYSIS XVII, ktera se bude konat ve Var$avé ve
dnech 25.-29.srpna 2013 a konference EUROANALYSIS
XVIII, o jejiz organizaci v roce 2015 projevili zdjem fran-
couzsti kolegové v Bordeaux. Je jisté vyrazem mezinarod-
niho uznani ¢eské analytické chemie a dobrého postave-
ni Ceské spole¢nosti chemické, Ze autor t&chto fadek
byl na pfisti obdobi zvolen ¢lenem fidiciho vyboru
DAC EuCheMS.

Ugast zastupce Ceské spoleénosti chemické na préaci
DAC EuCheMS byla umoZnéna jednak grantem Minister-
stva 8kolstvi, mladeze a tdlovychovy Ceské republiky
v ramci projektu INGO Projekt LA 10034 (2010)
(Reprezentace Ceské analytické chemie v Evropské asocia-
ci pro chemické a molekularni védy) a jednak laskavou
podporou firem Merck s.r.o. Praha a ChromSpec, Praha. Je
milou povinnosti autora podékovat vySe uvedenym firmam
za jejich pochopeni a podporu aktivit Ceské spole¢nosti
chemické a odborné skupiny analytické chemie. VSechny
materialy souvisejici s ¢innosti DAC EuChEMS jsou
k dispozici na nize uvedené adrese.

Jiri Barek,

zdstupce Ceské spolecnosti chemické v DAC EuCheMS
Katedra analytické chemie PFF UK, Albertov 2030, 128 43
Praha 2, tel: 221 951 224, E-mail: Barek@natur.cuni.cz

ERRATA

V referatu Derivaty paklitaxelu pro cileny transport
cytostatika autord Marie Ptibylové, Marcely Dvotakové
a Tomase Vaiika v minulém c¢isle (Chem. Listy 104, 1023
(2010)) jsme uvetejnili nespravny vzorec paklitaxelu. Za
chybu se omlouvame a uvadime spravny vzorec.

redakce
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Obr. 1. Struktura paklitaxelu
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moznost objednéani predplatného Chemickych listdl s vyznamnymi slevami,

moznost objednani ,,0sobniho baliku predplatného* Chemickych listi a ¢asopisii konsorcia EUChemSoc,

¢lenské informace o novych knihach, produktech a sluzbach i o pfipravovanych odbornych akcich na celém svéte,
informace o déni v evropskych chemickych strukturach

moznost zazadani o evropskou nostrifikaci chemického vzdélani a odborné praxe spojenou s udélenim titulu Eurchem,
platného v celé EU,

ptistup ke sluzbadm a slevdm poskytovanym ¢Elenskymi organizacemi EuCheMS pro ¢leny narodnich organizaci,
moznost pridruzeného Clenstvi v IUPAC,

moznost ziskani a doporuceni ¢lenské prihlasky do vyznamnych zahrani¢nich chemickych spole¢nosti (RSC, ACS ,
GDCh, GOCh, SFC aj.),

moznost ziskani piileZitostnych slev obchodnich firem spolupracujicich s CSCH,

moznost uplatnit informace z vlastni pracovni ¢innosti (vysledky, novinky, inzerce, tiskova oznameni aj.),
moznost zvefejnéni vlastniho oznameni v rubrice Bulletinu Chemickych listi ,,Praci hledaji®,

vedle individudlniho ¢lenstvi je mozné kolektivni ¢lenstvi firem,

a fadu dalsich sluzeb.

Jak se stat élenem CSCH

Clenska prihlaska je k dispozici na internetovych strankiach CSCH nebo na sekretariatu CSCH. Clenstvi je piistupné pro
véechny zajemce o chemii a pijeti nového ¢lena doporuéi dva ¢lenové CSCH (doporudeni je mozné nahradit odbornych
Zivotopisem), &lenstvi nabyva platnosti po schvaleni hlavnim vyborem CSCH.

Vys3i ¢lenskych piispévki a mozné slevy schvaluje na navrh predsednictva hlavni vybor CSCH.
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