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Véda, nesmysiné krutd milenka

Ve chvilich relaxace casto hovori badatelé (vSech
moznych oborii) o véde, jako o kruté milence. V 21. stoleti
bude ziejmé nutné parafrazovat toto staré rceni a doplnit
Jje sliuvkem ,, nesmyslne “.

V poslednich mésicich se ovedé hodné hovorilo
a psalo. Pod pojmem véda vsak mysli kazdy néco jiného.
Bez naroku na spravnost lze rici, Ze prevlada ndzor, Ze
pojem véda je blizky pojmu zdkladni vyzkum. Ve spolec-
nosti se pak pouzivaji dalsi terminy: vyzkum aplikovany,
vyvoj, inovace. A tady je snad zacdtek celé Fady nedorozu-
meni. Existuje mnoho pokusii jak védu definovat. Cituji
jednu kratsi: |, Véda je nepretrzity proces lidského poznd-
vani prirody, spolecnosti, cloveka, lidského mysleni a kul-
tury. Na rozdil od bézného poznavani jde ve védé o syste-
matické raciondlni a metodické vyvozovani a zobecnovani
novych poznatkii na zdakladé abstraktniho mysleni a teore-
tické cinnosti“. Ve védeckém badani tedy nejde o vyzkum
aplikovany, ani o vyvoj, natoz o inovace. Jde o vyzkum
zakladni, ktery podle nositele Nobelovy ceny prof. Wiithri-
cha ,,nelze predem ani planovat, ani zarucit. Pokud védu
planujete, nejedna se o vyzkum zdkladni, protoze ten je
z definice néco nového. * Ostatné lapidarnéji to vyjadril jeste
pred nim jiny , nobelista”, Frederic Joliott-Currie, kdyz
rekl: ,, Zakladni vyzkum je to, kdyz nevim, co délam...

V poslednich mésicich se hodné diskutovalo ,,0 veé-
de*, misto aby se mluvilo o schopnostech védu tvorit. Ve
vede jde predevsim o vyuzivani védeckého talentu. Ten je
bohuzel dan jen nékterym lidem podobné jako talent vy-
tvarny, hudebni, sportovni aj. Prestoze je vSeobecné znd-
mo, Ze v Ceskych zemich je nemnoho skutecné védeckych
tymii, stile se hraje v Fadé instituci (s vyjimkou AV CR
a nékterych pracovist VS) ,, hra na védce . Hodnota penéz
na védu se tak logicky rozmélnuje. Pletou se penize na
vedu (vyzkum zdkladni) s penézi na vyzkum aplikovany
nebo dokonce na vyvoj a inovace. Ve skutecnosti se vedou
spory o tom, jak financovat vyzkum, vyvoj a inovace, pro-
toze az v prvni Fadé jde zase jen o penize. Typicky ceskym
zpiisobem se hledaji klicky a skuliny v nové zavadéném
systému a kvalita, kterou by mél prinést, se tak vytrdci.
Problém je noblesné halen do snahy podporovat ty projek-
ty, které penize nejen spotiebovavaji, ale jejichz reSeni je
i prinasi. To je jisté na misté, pokud se jednd o vyvoj
a inovace, ale jiz méné, jde-li o vyzkum (zdkladni, snad
i aplikovany). V pripadé vedy je vsak pouhé ekonomické
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hodnoceni komické. Véda (v prevazné vétsine oborii) pod-
léhd mezinarodnim kriteriim hodnoceni, kterd jsou ve
svych disledcich mnohdy ostrejsi, nez sledovani toku pe-
neéz urednictvem s glotovymi rukavy. Ale hlavné, opravdo-
va védecka prace je zalezitost vyjimecnych schopnosti,
souhry talentu a usilovné prdce.

Snaha smichat v jednom kotliku vse od vedy az po
inovace je tedy mdlo smysluplna. Rozhodné by prospélo
veci, kdyby se srovnavalo podobné s podobnym (jak cini
v oblasti zdkladniho vyzkumu tieba GA CR) a kdyby byly
finance rozdéleny do ruznych balickii, aby bylo ziejmé,
kolik penéz danovych poplatnikii jde opravdu na védu
a kolik jich treba mizi v cernych dirdach riznych ,,vyvojii
a inovaci “.

Pragmaticky by mélo byt financovani védy, vyzkumu,
vyvoje a inovaci zcela oddéleno a posuzovano specificky.
Lépe by se vidélo, kam a kolik penez plyne, na co se pride-
lené prostiedky vynaloZily a co viastné prinesly.

Stat by meél mit zajem na vytvareni podminek pro sku-
tecné excelentni védecké tymy vedené lidmi schopnymi
vedeckého mysleni a akceptovanymi svétovou védeckou
komunitou. Takovych center védy ostatné u nds neni mno-
ho, ale jsou vyznamné pro celou spolecnost. Nelze se vsak
potom divit, Ze nékteri Ccesti veédci radéji pusobi
v zahranici. V globalizovaném sveéte by to nemuselo vadit,
kdybychom tim neprichazeli o moznost vychovy mladych
nadéji ucit se ve Spickovych védeckych tymech.

A konecné je tu také neustale bujici byrokracie, ktera
vedu ,, Fidi“. Dobra byrokracie je nutnd, nikoliv vsak byro-
krat Skiidce ménici pokyny béhem roku, obmeénujici formu-
lare viech moznych dokumentii jak na bézicim pdsu, i kdyz
tim védu nijak nevylepsi, ale pouze ji klade nové a nové
prekazky. Je smutné, kdyz renomovany hodnotitel opako-
vané musi dokladat svoji kvalifikaci, kdyz neodbornici
vymysleji pokyny, jak opakované kdadrovat hodnotitele, kdy
samo lusténi téchto rébusi predstavuje vice prace, nez
viastni hodnoceni projektu. Sprdavny byrokrat ma byt po-
mocnikem a ne obtezovatelem. Bohuzel, takovych je po-
skrovnu.

A tak jako v bajce nakonec prichazi pouceni. Misto
abychom se v péci o védu, vyzkum, vyvoj a inovace, vydali
cestou treba Nizozemi nebo Ddanska, smérujeme nékam
uplné jinam.

Pavel Rauch.
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1. Uvod

Pivo jako napoj je zndmo uZ od praddvna. Jeho obliba
po celém svéte je velmi vysoka a neustale nartista. Spotie-
bitelé vyZzaduji kvalitni napoj, ktery je Ciry, ma Cerstvou
chut’ a vuni, spravnou barvu a pénivost. V dnesni globalni
ekonomice se pozaduje mnohdy aZ ro¢ni garantovana tr-
vanlivost'” piva, a proto je jednim z hlavnich problémt
zajisténi odpovidajici stability vSech jeho parametrd. Pivo
je slozity koloidni roztok, ktery obsahuje az nékolik tisic
ruznych latek. V tomto systému staci nepatrné zmény, aby
vysledny produkt byl odlisny od ptedeslé Sarze vyrobku ¢i
se v ¢ase zménily jeho vlastnosti.

I kdyz pivo je na vystupu z pivovaru ¢iré, mize
vném z riznych divodi nasledné vzniknout zékal, ktery
indikuje zmény v koloidnim systému a je spotiebitelsky
nepiijatelny. Diky modernim technologiim mikrofiltrace ¢i
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pasterace je nebezpeci infekce a tvorby zakalti zpisobe-
nych pomnozenim mikroorganismi (biologické zékaly)
dnes jiz pomeérné vzacné, ale tvorb¢é nebiologickych
(koloidnich) zakald vznikajicich v priibéhu jeho starnuti
zcela zabranit nelze' ™.

Cilem vSech vyrobci je ztechnologického hlediska
provést takové zésahy, které pfi minimalnim senzorickém
ovlivnéni piva zékaly omezi — tj. provést optimalnim zpu-
sobem jeho stabilizaci. Pro kontrolni ucely je potfebna
metoda, ktera by na daném vyrobku koloidni stabilitu
atim i jeho trvanlivost dostatecné¢ rychle a spolehlivé
predpovédéla.

2. Koloidni stabilita piva

Bez ohledu na barvu ma byt pivo (kromé nékterych
specidlnich znacek) na pohled ciré. V pribéhu casu vSak
dochdzi ktomu, Ze molekuly pivodné rozpusténé
vroztoku se shlukuji ve vétsi celky, na nichz dochazi
k rozptylu svétla — vznika zakal.

Pro definici pojmu koloidni stabilita ¢i trvanlivost
neni doposud kritérium, které by bylo jednoznacné pfriji-
mané. Z obecného hlediska jde o Casovy interval, ktery
uplyne od stoceni piva k okamziku, kdy je jiz koloidni
systém piva detegovateln¢ odliSny od piivodniho.
Z pivovarského pohledu to znamena, ze pivo jiZz nema
akceptovatelnou Cirost — je zakalené. V rlznych pivovar-
skych skupinach se vSak pro tuto hranici pouZzivaji rizné
hodnoty. Nejcastéji se jako hrani¢ni berou hodnoty trvalé-
ho zakalu mezi 1-2 jednotkami EBC (European Brewery
Convention), ale napt. O'Neill’ definoval koloidni trvanli-
vost jako dobu od stoceni k dosazeni celkového zakalu
2,5j.EBC pii teplot¢ 0°C. Stanoveni akceptovatelné
hranice zédkalu neni jednoznaéné i vzhledem k tomu, Ze
vizualni hodnoceni ne vzdy souhlasi s vysledky objektivni-
ho méfeni na zakalometru. Subjektivni vnimani zakalu je
ovlivnéno nejen koncentraci, ale i velikosti pfitomnych
zakalotvornych castic a soucasné i barvou piva. Jinou
moznosti je definovat dobu koloidni stability jako oka-
mzik, kdy na kiivce vyvoje zakalu piva v ¢ase dochazi ke
zlomu a ptivodné neménny zékal za¢ina prudce nardstat®.

2.1. Zakal piva a jeho kvantifikace

Zakal, ktery je v pivu z hlediska spotiebitele prede-
v§im optickym vjemem, se objektivné meéfi pomoci pii-
stroji nazyvanych zakalometry ¢i turbidimetry.

V zakalometru se méfi svétlo rozptylené ve vzorku
pod jistym thlem a intenzita tohoto svétla se porovnava
s intenzitou svétla rozptyleného v piisluSném zikalovém
standardu. Diive se pouzivaly rizné zakalové standardy,
v soucasné dob€ se vSak pouZiva prevazné zédkalové sus-
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penze formazinu (N,N’-dimethylenhydrazin), ktery po
pfipravé za definovanych laboratornich podminek pfedsta-
vuje bilou suspenzi ve vodném roztoku, které se uzancné
pfipisuje nomindlni zdkalova hodnota. Stile vSak existuji
ruzné jednotkové stupnice. V pivovarstvi se pouzivaji
v Evropé pfevazné jednotky EBC (European Brewery
Convention) a zejména v USA jednotky ASBC (American
Society of Brewing Chemists) ¢i fid¢eji jednotky podle
Helma (1 j. EBC =40 j. Helma = 69 j. ASBC) a u pfistroji
NTU (Nephelometric Turbidity Unit) nebo FTU
(Formazine Turbidity Unit), kde 1 NTU = 1FTU =
0,25 j. EBC.

Vyvojem se ustanovily nejobvyklejsi geometrie
usporadani detekce zékalu a to bud’ z atlumu primarniho
svételného svazku proslého vzorkem (turbidimetrie) ¢i
z méfeni intenzity svazku rozptyleného pod thlem 90°
(nefelometrie) nebo pod relativné malym thlem 11-25°
(doptedny rozptyl). Vzhledem k tomu, Ze uhlova charakte-
ristika rozptylu zavisi vyrazn€ na velikosti Castic, jsou
i zakaly méfené pod odlisSnymi thly zavislé na velikostni
distribuci pfitomnych castic. Zhruba lze fici, ze zakaly
v tthlu 90° jsou citlivéjsi k velmi malym ¢asticim submik-
ronové velikosti (v pivovarstvi nékdy tzv. neviditelny za-
kal — bilkoviny, koloidy) a zikaly méfené v dopfedném
thlu jsou citlivejsi k casticim radové velikosti 3—15 pum
(viditelny zakal — kvasinky, vylouc¢ené ¢astecky kalu nebo
kiemeliny). U dobfe filtrovaného Cirého svétlého piva je
proto zékal zmeéteny v dopfedném sméru o 0,1 az 0,3
j. EBC nizsi nez pfi méfeni pod Gthlem 90° (cit.”®), kde se
obvykle pohybuje mezi 0,25-0,5 j. EBC.

Metody sledovani stability piv uvedené v pivovar-
skych analytikdch jsou ve vétSin€ piipadll zaloZeny na
nefelometrickych méfenich zakalu. Soucasné méreni zaka-
It ve dvou smérech rozptylu svétla’ (nefelometrickém
i dopifedném) vSak umoznuje minimalné¢ kvalitativné roz-
li§it  vpivu zékaly tvofené pievazn€ Casticemi
z rozmérovych pasem pod a nad hranici jednoho az dvou
mikrometrd.

Nebiologické zékaly v pivu jsou teplotné zavislé —
s rostouci teplotou prakticky vzdy klesaji jako dusledek
rozpadu  Castic  vézanych  slabymi  interakcemi.
Z praktického hlediska se v pivu uzanéné definuji zakaly
pfi dvou teplotach — tzv. trvaly (permanentni) zékal, ktery
je v pivu pfitomen pfi laboratorni teploté 20 °C a chladovy
zakal, ktery se tvofi navic pfi ochlazeni piva na teplotu 0 °C.
(Dané teploty jsou vSak spiSe véci analytické dohody
abyly historicky definovany i sohledem na praktické
moznosti jejich realizace v laboratofi). Zakal, ktery se
realné mé&fi pii teploté 0 °C se nazyva celkovy zakal a je
déan souctem zékalu chladového a trvalého.

Chladovy zakal se pti ohfati na laboratorni teplotu
rozpousti a je ze znacné cCasti reverzibilni. Pfijima se, Ze
vznika slabou vazebnou interakci typu vodikového must-
ku mezi nizkomolekularnimi polyfenoly a proteiny. Obje-
vuje se v pivu podstatné diive nez zakal permanentni,
v ktery postupem &asu prechazi'. Je proto indikatorem
v predikci vyvoje koloidniho systému piva. Koloidni ¢4s-
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tice chladového zdkalu byvaji téméf kulovitého tvaru
a jejich pramér se pohybuje fadové v rozmezi od 0,1 do
1 um. Jejich molekulova hmotnost byva v rozsahu 10 000
az 100 000 (cit.™'%).

Permanentni zakal je také zplisoben pfevazn¢ interak-
ci mezi polyfenoly a bilkovinami, vazebné sily jsou vSak
siln&j$i a prechazi az do kovalentnich vazeb. Cast zakalu
se dale rozpousti pfi zahtati na vyssi teploty (40 az 70 °C).
Velikost ¢astic, které jsou jiz nepravidelného tvaru, se
v tomto piipadé pohybuje od 1 do 10 um (cit.'”) a je pro-
to jednim z dulezitych kritérii pti laickém posuzovani lah-
vovych piv. Na vzniku trvalého zakalu se podili kromé
dalsich fyzikalnich vlivii zejména teplota a pfitomnost
kysliku'.

I kdyz hlavnimi pivodci nebiologickych zakald jsou
bilkoviny a polyfenoly, existuji i dalsi slozky piva charak-
teristické pro tvorbu nékterych typa zakali, jako jsou poly-
sacharidy, kovové ionty, kiemigitany a dalsi''™">.

3. Principy a rozdéleni metod predpovédi
koloidni stability piva

Pro ptedpovéd koloidni stability piva bylo v posled-
nich padesati letech vyvinuto velké mnozstvi fyzikalnich
i chemickych metod'*'’, z nichz pouze n&které se pouzi-
vaji v praxi. Jiz tato skutecnost je jistym znamenim, ze
ikdyZ fada z nich byla kodifikovana i v pivovarskych
analytikach™'®, 7adna neni dostate¢né univerzalni a spo-
lehliva.

Vsechny piedpovédni testy miizeme rozdélit do dvou
hlavnich kategorii.

a) Umelé zrychleni procesu starnuti piva vyvolané bud’
fyzikalnimi (teplotni cyklovani) nebo chemickymi
(napf. pusobenim oxidacnich ¢inidel) postupy dopro-
vazené méfenim zmen Cirosti. Na tomto principu jsou
zalozeny tzv. Sokovaci testy.

Urceni obsahu slozek, které se na tvorbé zakalu podi-
leji (zakalotvorné prekurzory) a jejich schopnosti
vzajemné reagovat a vytvaret zakal. Do této skupiny
patii napt. zakalové precipitani testy, alkoholovy
chladovy test, imunochemické postupy ¢i nabojova
titrace.

b)

3.1. Sokovaci testy

Cilem teplotniho Sokovani piva, kdy je pivo stiidavé

ohtivano (40-60 °C) a chlazeno (obvykle 0 °C), je urychlit

procesy, které pii laboratorni teploté probihaji pomalu. Pfi

teplych dnech® jsou zrychleny chemické pochody pfi star-

nuti, pfi ,,dnech studenych* je vyvolan chladovy zakal'>".
Zkousky koloidni stability piv tepelnym cyklovanim

vvvvvv

avpraxi jsou i nejéast&ji pouzivané®'"'®. Existuje cela

fada provedeni metody, které se lisi teplotou a dobou ohte-
vu vzorku a tim, zda se jako parametr sleduje permanentni
¢i chladovy zédkal. Nejbéznéjsi metody teplotniho Sokova-
ni udava tabulka I. Je mozné je navic kombinovat i s me-
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Tabulka I

Nejbéznéjsi metody teplotniho Sokovani

Metoda Provedeni

Pivodni EBC 7 dni pti 40 °C a 1 den pii 0 °C (cit.')
test

Schildiv test 7 dni p#i 60 °C a 1 den pii 0 °C (cit.'”)
Soucasny EBC 1 den pfi 0 °C, 2 dny pfi 60 °C, 1 den pfi
test 0 °C (cit.'%)

Metoda dle Ba- 6 h pii 0 °C, 16 h pti 66 °C, 6 h pti 0 °C
safové a Kahlera (cit.")

Analytika 1 den pii 40 °C (60 °C), 1 den pii 0 °C

Mebak r. 1979

Podle Savla
a Prokopové

(cit.h)

24 h pti 0 °C — zm¢fi se zékal, 6 dni pti
50 °C, 24 h pti 0 °C — zméfi se zékal

a Sokovaci cyklus se opakuje, dokud zakal
nepieséhne 2 j. EBC (cit.")

chanickymi a optickymi vlivy”"”.

Kritéria vyhodnoceni se pro jednotlivé postupy Soko-
vani li8i. ZkuSenosti pfi testovani napt. v pivovarech skupi-
ny Guiness ukazuji, ze jeden tyden pii teploté 37 °C je ekvi-
valentni mésicnimu skladovani pfi bézné teploté (18 °C).
Z testovani jiné varianty (2 dny pii 60 °C nasledované
jednim dnem pii -2 °C) vychazi, ze jeden kompletni cyk-
lus je ekvivalentni 6 tydnim normalniho skladovani.
Z téchto hodnot je vidét, ze k predpovédi, zda pivo vydrzi
po cely rok pti skladovani, jsou zapotiebi testy, které trvaji
pomérné dlouho.

Maloktery pivovar si vSak muze dovolit takovy kom-
fort, aby byl schopen jiz sto¢ené pivo ponechat ve svych
prostorach, dokud se tyto testy nevyhodnoti. Snaha
o urychleni oxida¢nich procesti, které se znacnou mérou
podileji na tvorbé zékalu v pivu, vedla k pokusiim pouzit
v kombinaci s teplotou jako oxidacni ¢inidla i n€které che-
mické latky. Tak se napt. do lahvi , které pak byly podro-
beny $okovéni piidaval persiran draselny & amonny?’.

K vyhodam Sokovacich zkousek patii skutecnost, Ze
je lze provadeét s relativné jednoduchym pfistrojovym vy-
bavenim (vhodny termostat a laboratorni zakalometr, ktery
je obvykle v pivovarskych laboratofich nutny jiz pro vy-
stupni kontrolu ¢irosti). Navic pokud jsou realizovany
v komer¢nich uzavienych lahvich pfimo z vyrobni linky,
mohou postihnout i defekty, k nimz mize dochazet pravé
az na plnici lince. Vzhledem ke slozitosti procesu starnuti
se vSak doporucCuje tyto modelové testy u konkrétnich
znacek piv a vyrobnich postupl korelovat s vysledky dlou-
hodobych testli koloidniho starnuti za ptirozengjsich pod-
minek odpovidajicich blize skladovani a transportu.

3.2. Precipitacni testy
Dutraz na zkraceni doby ptedpovédnich testi vede

vSak stale Ccastéji k pouzivani podstatné rychlejSich
(vysledky v casovych intervalech desitek minut az n¢koli-

88

Referat

ka hodin) testi a rozbord, i kdyZz jejich korelace
s praktickou trvanlivosti je mnohdy mensi neZ u Sokova-
cich zkousek.

V zakalovych precipitacnich testech se po piidani
vhodného ¢inidla evokuje vylouceni zékalotvornych latek.
Nejcastéji se jednd o vysraZeni bilkovinnych, polyfenolo-
vych ¢i bilkovino-polyfenolovych komplext. Méfi se vzni-
kajici zékal a parametrem pro hodnoceni je bud’ hodnota
zakalu nebo mnozstvi pfidaného ¢inidla pro vyvolani dané
hodnoty zékalu.

Srazeni siranem amonnym

Tzv. siranovy test poskytuje informaci o stabilité roz-
pusténych bilkovinnych slozek v pivu. Pouziva se proto
zejména k posouzeni predpokladané trvanlivosti a sledova-
ni Gc¢innosti stabilizace pii stabililizacnich zésazich tykaji-
cich se proteinovych slozek piva.

K testovanému odplynénému vzorku piva se (pii 20 °C)
postupné pridava nasyceny roztok siranu amonného
(znamé ¢inidlo pro izolaci — precipitaci bilkovin). Po poca-
te¢ni fazi, kdy se zakal neméni ¢i mirné klesa (efekt vsolo-
vani), zacne zakal prudce narustat, jak dochazi
k postupnému vysolovani bilkovinnych sloZek.

Subjektivné 1ze hodnotu siranového testu urcit posou-
zenim néstupu viditelného zdkalu ve vzorku podle hodno-
ceni pozorovatelem. Objektivni metoda vyuzivd moznost
stanoveni prahové hodnoty z grafu zavislosti méteného nefe-
lometrického zékalu na koncentraci pridaného &inidla®'.

Hodnota siranového testu se urcuje v ml spotfebova-
ného roztoku siranu amonného do dosazeni prahu (bodu
zlomu na kiivce vyvoje zdkalu) pro dany objem vzorku.
Cim vy$3i je hodnota prahu, tim je pivo stabilngjsi a tim
delsi je jeho predpokladana trvanlivost™”'®. Obvyklé hod-
noty prahu (v ml nasyceného roztoku (NH4), SO4na 10 ml
piva) jsou 0,5-0,75 pro nestabilizovana piva, 0,75-1,1 pro
mirngé stabilizovana piva a > 1,1 pro dobfe stabilizovana
piva’.

Srazeni siranem horecnatym, srazeni kyselinou
trichloroctovou

Testy jsou obdobné testu se siranem amonnym. Na
zakladé velikosti vzniklého zakalu (resp. obsahu precipita-
tu) se kvantifikuje obsah zakalotvornych proteint. Lisi se
ponékud odlisnou citlivosti vzhledem k jejich molekularni
hmotnosti.

Testy v8ak nejsou prili§ rozsifené, protoze z hlediska
predikce koloidni stability neposkytuji zasadné vyznam-
n&j3i vysledky'.

Precipitacni index kyseliny pikrové (Esbachitv index)
Esbachovo ¢inidlo je smési pikrové a octové kyseli-
ny*. Srazi predevsim vysoko molekuldrni a &astené
i sttedné molekularni bilkoviny. Pfidava se do piva rozpus-
téného v destilované vodé. V roztoku se tvoii zakal — ma-
xima dosahuje  pfi 20 °C po cca 6 hodinach. Mnozstvi
precipitatu se kvantifikuje prostfednictvim nefelometrické-
ho zékalu" nebo ve spektrofotometru z poklesu transmi-
tance® . Jde o metodu, ktera se pouzivala zejména pro pred-
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povéd koloidni stability piv stabilizovanych bentonitem®
(v soucasnosti velice fidky ptipad).

Stanoveni citlivych proteinii

Ne vSechny proteiny resp. jejich fragmenty v pivu se
podileji na tvorbé zakalu. Pouze ta skupina proteint, ktera
vstupuje do vazebné interakce se svymi polyfenolovymi
22326 je aktivni — citliva k tvorbé zékalu. Tyto
,zakalove citlivé® proteiny muizeme proto z piva odstranit
jinymi polyfenoly — napf. gallotaniny. Tanin reaguje
s proteinem za tvorby nerozpustného komplexu, ktery je
vysledkem interakce mezi ketonovou skupinou taninu
a nukleofilni skupinou (—SH nebo —NH,) proteinu.

Obsah citlivych proteini v pivu muzeme definovat
pravé pres velikost zakalu vytvofeného v pivu po piidani
jistétho mnozstvi taninu. Principem metody je postupné
pridavani definovaného mnozstvi taninu do vzorku odply-
néného piva. Tanin reaguje s proteiny v pivu a srazi je.
Mnozstvi srazenych proteinti je méfeno zakalomérem jako
narust zakalu piva. Vysledek se vyjadiuje jako rozdil ko-
neéného a pocateéniho zakalu v jednotkach EBC
(cit. 1718y,

Ke stanoveni obsahu citlivych proteini v pivu lze
pouzit i jejich sorpci na kfemicitém gelu nasledovanou
zpétnym vymytim a urcenim jejich obsahu v eluentu po-
moci vhodného barviva a spektrofotometru®’, jde viak
o nesrovnateln€ pracnéjsi a delsi postup.

Stanoveni tanoidii

Obdobné¢ jako u proteind ne vSechny polyfenolové
latky v pivu se podileji na tvorbé zakalu®™. Jako tanoidy
byly Chaponem?**' nazvéany nizko az stfedn& molekular-
ni polyfenolové latky, které reaguji se specifickymi protei-
ny v pivu za vzniku koloidniho zakalu. Jsou vyloucitelné
(adsorbovatelné) rozpustnym vysokomolekuldrnim PVP
(polyvinylpyrrolidonem) pravdépodobné pies vodikové
mustky za tvorby komplexti. Vznika zékal, jehoz intenzita
se zvySuje tak dlouho, nez se vSechny tanoidy adsorbuji.

Stanoveni spocivé v titraci piva roztokem PVP za
soucasného méfeni zakalu. Na ktivce vyvoje nefelometric-
kého zakalu se za pfitomnosti tanoidd tvofi maximum, po
jehoz dosazeni velikost zakalu s dalsim davkovanim PVP
klesa. Spotfeba PVP v mg 1™ potiebna k dosazeni maxi-
malniho zakalu udava koncentraci tanoidd v pivu.

Kombinovany zdkalovy test

Rychly test vyuzivajici kombinace pfidavku proteinu
(gliadin) a polyfenolu (catechin) do piva s jeho ohfevem
na 80 °C po dobu 20 min a naslednym méfenim celkového
zékalu po 30 min inkubaci pfi 0 °C byl vyvinut a pouzit™
k posouzeni efektu pisobeni rtiznych stabilizacnich pro-
stitedkli na pivo. Principem bylo evokovat za dostupnych
laboratornich podminek zakal v pivu tvorbou komplexd
od obou hlavnich zakalotvornych slozek soucasné. I kdyz
modifikace testu poslouzila k vyhodnoceni koloidni stabi-
lity specidlniho piva z ¢iroku™, test nenalezl $iriho uplat-
néni (nebyly ani dostate¢né eliminovany mozné interfe-
rencni faktory).
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Formaldehydovy test

Pouziva se 35% roztok formaldehydu, ktery se prida-
va (1 % objemu testovaného vzorku) do piva (provadi se
ina lahvovém pivu). Méfi se narast zakalu po temperaci
vzorku na 0 °C po jistou dobu (napt. 24 h)*'*.

Z3akal se poté pfepocitdva na trvanlivost vyjadienou
poctem tzv. teplych dni (40 °C) resp. po vynasobeni dal-
$im korekénim koeficientem na pravdépodobnou trvanli-
vost.

3.3. Alkoholovy chladovy test (ACT)

V tomto testu se provokuje vznik zakalu ve vzorku
pridavkem nékolika (3—8) procent alkoholu a naslednym
chlazenim do teplot pod 0 °C (obvykle na —5 az —8 °C).

Za laboratorni teploty se do vzorku odplynéného piva
prida aliquotni mnozstvi alkoholu a zméfi se jeho pocatec-
ni nefelometricky zakal. Vzorky jsou pak umistény do
termostatu na nizkou teplotu, kde zlstanou po definovany
Casovy interval (40—60 min). Nasledn¢ se pii této nizké
teploté zméfi celkovy konec¢ny zékal. Alkoholovy chladovy
zékal se bere jako rozdil zdkalu kone¢ného a pocatecniho.

U piva s nizkou hodnotou alkoholového chladového
zakalu se o¢ekava vyssi koloidni stabilita nez u piva s vys-
§i hodnotou'*?**%**_ Protoze hodnota vytvofeného zakalu
zavisi na celkovém obsahu alkoholu v pivu, je tfeba brat
pfi vyhodnocovani v uvahu jeho ptivodni obsah pied pfi-
danim.

Pro tento test byly vyvinuty specialni aparatury®>*°,
ale 1ze ho relativné jednoduse realizovat s obdobnym pfi-
strojovym vybavenim jako pro $okovaci testy>’.

3.4. Kvantitativni analyza koloidl piva

Pro predikci chovani koloidniho systému je zadouci
co nejlépe kvalitativné i1 kvantitativné popsat jeho mo-
mentalni stav a odezvu na modelovy impulz (tepelny, che-
micky).

Meteni zékalu predstavuje variantu  statického
kvasielastického rozptylu svétla, ktera vsak nedava kvanti-
tativni informaci o poctu a distribuci velikosti ¢astic. Ta-
kové udaje mohou v principu poskytnout metody dynamic-
kého rozptylu svétla — DLS (pod jinym nazvem fotonova
korelaéni spektroskopie — PCS), které jsou zalozeny na
analyze rozptylu svétla v disledku Brownova pohybu
Castic v roztoku. Situace je vSak zna¢né komplikovana,
protoZze pro vypocty je zapotiebi znat indexy lomu a visko-
zity matrice a v tak silné heterogennich vzorcich jako je
pivo mohou navic vétsi Castice maskovat jemnéjsi suspen-
dované latky.

Jinou metodou, s jejiz pomoci lze ziskat informace
o Casticich v roztoku, je pritokova cytometrie. Bézné se
pouziva pro hodnoceni intracelularnich komponent mikro-
organismu, ale byla aplikovana i pro hodnoceni Castic
zékalu piva. S vyhodou zde 1ze pouzit barveni fluorescenc-
nimi barvivy®, ktera jsou specifickd k bilkovindm (napf-.
fluorescein isothiokyanat) ¢i polyfenolim (fluostain I).
Specifické barveni je mozné pouZit i pro identifikaci oxa-
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latovych zakald (fura-2 pro barveni vapniku.) Tato meto-
da sice muze pomoci k charakterizaci zakalti piva, ale
prace na piipravé vzorkd je ponckud naro¢na, takze se
doposud pouziva spise pro analyzu vyslednych zakalli nez
pro ptredpovéd’ jejich vyvoje.

Obdobné konstatovani plati i pro metodu tzv. Coul-
ter-Counter, pii niz se deteguji zmény vodivosti pii pru-
chodu ¢astic v kapaliné malou Stérbinou a kterd byla
v pivu pouzita pro charakterizaci velikostni distribuce
zékalt®. Je viak limitovana velikosti Gastic a v nékterych
pfipadech navic vyzaduje rozpousténi vzorkl v roztoku
dalsiho elektrolytu.

Zpracovani vysledkd u zde vySe uvedenych metod
komplikuje vysokéd heterogenita koloidli piva. Pro pied-
béznou frakcionaci Castic byla testovana metoda frakcio-
nace tokem v poli — FFF. Jedna se v podstaté o chromato-
grafickou metodu, kde separace je ovlivnéna difuzi a eluc-
nim ¢asem. Vlastni separace probiha v dutém kanalu napl-
néném pouze mobilni fazi. Absence stacionarni faze zabra-
fiuje interakcim pevnéd latka — pevnd latka. Pro koloidy
potravin se jako vhodné ukazalo spojeni metody FFF
s detektorem MALLS (Multiple-Angle Laser Light Scatte-
ring), kdy 1ze nejen detegovat eluované Castice, ale i urco-
vat jejich velikost a molekulovou hmotnost. Takto byly
charakterizovany submikronové koloidy piva* a provede-
no porovnani vysledkti s dal$imi metodami (nefelometrie
a PCS).

Aplikace téchto modernich technik vSak byly
v pivovarstvi prozatim spiSe pokusného charakteru. Sil-
nym limitujicim faktorem pro béznou praxi je bohuzel
vyrazné vysokd cena aparatur, kterd neni doposud vyvaze-
na dostatecné spolehlivymi vysledky.

Analyza rozlozZeni elektrického naboje v koloidnim systému
— nabojovd titrace

Mnohé koloidni systémy lze 'Uspé€sné popisovat
v ramci tzv. teorie DLVO, kterd vychazi z pfedstav o roz-
lozeni elektrického naboje v nejblizsSim okoli koloidnich
Castic. Ve specialni méfici komtrce — v detektoru ¢astico-
vého naboje se na vzorcich piva méfi elektricky potencial
odpovidajici vazanému naboji v obalové vrstvé Castic. Pii
postupném fizeném ptidavani vhodného polyelektrolytu ke
vzorku se ziska charakteristicka potencialova titracni kiiv-
ka. Z porovnani parametrti kiivky z referen¢niho vzorku
piva a piva po tepelném Soku lze ziskat informaci o stavu
jeho koloidniho systému a uvazovat o mife jeho stability™'.
I v tomto pfipadé se vSak vychazi z piedstavy urychleni
procesu starnuti zvySenim teploty jako u klasickych Soko-
vacich zkouSek s méfenim zdkalu. Zhodnoceni tepelného
poskozeni a tim i zhodnoceni stability koloidniho systému
by se vsak pfi této metodé mélo dosahnou za podstatné
krats$i dobu tepelného namahani. Metoda je vsak teprve ve
stadiu vyvoje.

3.5. Analyza obsahu zakalotvornych latek

Obsah pouze jednotlivé zakalotvorné slozky muze
byt dostatecné vypovidajici o koloidni stabilit¢ pouze
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v ptipad¢ nékterych jednotlivych vyrobnich technologii.
Obecn¢ vSak podstatne vyssi pfedpovédni silu mohou mit
pouze veli¢iny — indexy, v jejichz matematické formulaci
vystupuje koncentrace minimalné dvou hlavnich zékalo-
vych slozek — zakalové citlivych polyfenoli i proteini** .
Pro pfedpovéd koloidni stability na zdklad¢ obsahu vy-
znamnych polyfenolovych latek lze tak pouzit napf. i me-
tody vysoce citlivé kapalinové chromatografie (HPLC)*,
pro zakalové aktivni proteiny nékterou z metod barveni®’.

Meéreni redoxniho stavu piva

Neékdy se pro predpovéd’ koloidni stability pouzivaji
i metody zaloZené na zjiStovani redoxnich stavd systému.
Jedna se bud’ o méteni redukeni sily roztoku a nebo o pro-
sté stanoveni redoxniho potencialu. Ackoli je zfejmé, ze
oxidace se pfi tvorbé zakall uplatiiuje jako hlavni proces,
tento typ méfeni se ukazuje byt vhodnéj$im spiSe pro sta-
noveni chutové stability nez koloidni'.

3.6. Imunochemické metody

Imunochemické metody se pouZzivaji pro charakteri-
zaci proteint, napft. k diferenciaci pénotvornych a zékalo-
tvornych proteinii*®. Zakalotvorné proteiny pochézejici
z hordeinli byly zpiva izolovany plisobenim silikagelu.
V takto izolovanych proteinech byl odhalen pomérné vy-
soky obsah prolinu a glutaminu (vice nez 30 %). Pouziti
sladii s redukovanym mnozstvim zakalotvornych proteini
se proto jevi jako potencidlné vhodna strategie
pro zvysovani koloidni stability. Byly pfipraveny polyklo-
nalni protilatky k proteinovym frakcim, které se vyuZzivaji
k posouzeni riznych sladovych proteini. Tyto protilatky
byly postupné pouzity k vybéru monoklonalnich protilatek
schopnych rozpoznat pénotvorné a zakalotvorné hordeino-
vé Stépy. Takto vybrané monoklondalni protilatky umoznily
rozsiteni metody ELISA jiz dfive pouZzivané pro charakte-
rizaci sladovych proteina***’. Imunochemické metody
byly aplikovany pro piedpovéd kvalitativnich vlastnosti
peny a zakalu piva pfimo ze sladu pouzivaného pro vyrobu
piva. Pfedpovéd’ na vyvoj koloidni stability finalniho piva
vSak prozatim opét neni dostatecné efektivni.

4. Zaveér

Na téma predpoveéd koloidni stability bylo jiz napsa-
no velké mnoZstvi praci, nebot’ se jedna o tematiku velmi
rozsdhlou a komplikovanou, kde verifikace vysledkt si
vyZzaduje vzdy dlouhou konfronta¢ni dobu s redlnou praxi
skladovani a transportu.

Postupy, které v soucasné dobé pouziva pivovarska
praxe, jsou zalozeny na puvodnich metodach, které se
vyvijeji jiz od poloviny minulého stoleti. Vlastni zlepSeni
¢i vyvoj vétsinou nespocCiva v objeveni zcela nové metody,
ale jedna se zejména o rozvoj techniky a aplikaci poznatkl
z oblasti koloidni chemie a fyziky do pivovarstvi.

Uginnost a spolehlivost (zejména rychlych) prediké-
nich testd byla podrobovana kritickym rozboram®’**2.
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Rada zvySe wuvedenych testdt provadénych jak
v manudlnim, tak poloautomatickém rezimu s vyuZitim
specialnich pfistroji byla napt. nedavno porovnana na sérii
piv s kratkou i dlouhou trvanlivosti. Vysledky testi byly
korelovany s realnou trvanlivosti — resp. hodnotami zakald
ziskanych v ¢ase na odpovidajicich pivech ve dvou teplot-
nich rezimech blizkych redlnym podminkam pfi jejich
bézném skladovani. Z této studie vyplynulo, Ze jako rela-
pouzit vysledki tepelnych Sokovacich zkousek, nebo sou-
¢inového produktu obsahu citlivych proteind a tanoidd
ziskanych z precipita¢nich zékalovych testi*.

Pro provadéni zakalovych precipitanich testii jsou
v soucasné dobé komercné dostupné 2 specializované pii-
stroje’®”, kde se méfi zmdny zdkalu ve 4 ml vzorku
v kyveté. Variantou k nim jsou moduldrni pfistrojové se-
stavy DATTS a BETA-2002 (cit.”****). Ty vychazi z labo-
ratorniho dvouthlového zakalometru pro méfeni zakalu ve
velkoobjemovych kyvetach a komercnich lahvich (pro
standardni vystupni kontrolu ¢i méfeni zakall pfi Sokova-
cich zkouskach). Zakalometr je doplnény o specialni na-
stavec pro méfeni v 5 ml vzorku ve zkumavce a je fizeny
z PC specielnim softwarem, ktery soucasné ovlada i pii-
davnou davkovaci pumpu na titrant.

I ptes vysoky pocet jednotlivych metod pouZivanych
pro predikci koloidni stability se stale nedafi najit takovou,
ktera by byla univerzalni, dostate¢né spolehliva a soucasné
téz rychla. Proto pivovarnikiim nezbyva, nez podle svych
vlastnich zkuSenosti déale hledat optimélni metodu ¢i kom-
binaci metod, ktera nejlépe vyhovuje pravé jejich vyrobku
a finanénim moZnostem.

Prdce byla podporena prostredky grantu
MSM6019369701, MSM0021620835, MSM 6046137305
a IM0570.

LITERATURA

1. Bamforth C. W.: J. Am. Soc. Brew. Chem. 57, 81
(1999).

2. Kosar K., Prochazka S.: Technologie vyroby sladu a
piva. VUPS, Praha 2000.

3. Briggs D., Boulton Ch., Brookes P., Stevens R.:
Brewing Science and Practice. CRC Press, Boca Ra-
ton 2004.

4. Ferenc M.: Diplomovd prdace. VSCHT, Praha 1993.

5. O'Neill M.: Brewer 82, 54 (1996)

6. Leemans C., Pellaud J., Melotte L., Dupire S.: Proc.
Congr. — Eur. Brew. Conv. 29, 1 (2003).

7. Sladky P., Dienstbier M.: Kvasny Pram. 47, 122
(2001).

8. Basatfova G. (ed.): Pivovarsko-sladarskd analytika.
Merkanta, Praha 1993.

9. Kébrt L.: Diplomova prace. VSCHT, Praha 1991.

10. Claesson S., Sandegren E.: Proc. Congr. — Eur. Brew.
Conv. 9, 221 (1963).
11. Basafova G., Cepicka J.: Sladarstvi a pivovarstvi.

VSCHT, Praha 1986.

91

13.
14.
15.

16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.

33.
34.

35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.

43,
44,

45.

46.

Referat

. Siebert K. J., Stenroos L. E., Reid D. S.: J. Am. Soc.

Brew. Chem. 39, 1 (1981).

Niemsch K., Heinrich T.: Brauwelt 745, 1250 (2005).
Zedek J.: Diplomovd prdace. VSCHT, Praha 2004.
Moll M., v knize: Brewing Science (Pollock J. R. A.,
ed.), sv. II, kap. Colloidal Stability of Beer. Academic
Press, London 1987.

O'Rourke T.: Brewer International 2, 41 (2002).

Analytica EBC, European Brewery Convention, 5.
vyd. Verlag Hans Carl Getranke-Fachverlag, Niirn-
berg 2005.

Methods of Analysis. Institute of Brewing, London
1997.

Hrnetkova L. Diplomovd prdce. VSCHT, Praha
1996.

Savel J., Zdvihalova D., Prokopovéa M.: Kvasny Prim.
42,11 (1996).

Sladky P., Cisafova H.: Kvasny Pram. 45, 156 (1999.
Le Corvaisier H.: Brauwissenschaft 73, 85 (1960).
De Clerck J.: Proc. Congr. — Eur. Brew. Conv. 4, 161
(1953).

Chapon L.: Monatsschr. Brauwiss. 9/10, 300 (1995).
Chapon L.: Monatsschr. Brauwiss. 1/2, 12 (1996).
Chapon L.: Monatsschr. Brauwiss. 3/4, 111 (1996).
Yang J.-1., Siebert K. J.: J. Am. Soc. Brew. Chem. 59,
172 (2001).

Li J., Siebert K. J.: J. Am. Soc. Brew. Chem. 66, 71
(2008).

Chapon L.: Brauwelt 7108, 3 (1968).

Chapon L.: J. Inst. Brew. 99, 49 (1993).

Chapon L.: Monatsschr. Brauwiss. 7/8, 263 (1993).
Schultz J., Cornelius J., Adams J., Clark D.: Tech. Q.
Master Brew. Assoc. Am. 36, 203 (1999).

EtokAkpan O. U.: Process Biochem. 40, 2489 (2005).
Chapon L., Chemardin M.: Proc. Congr. — Eur. Brew.
Conv. 11, 389 (1967).

Moll M.: J. Am. Soc. Brew. Chem. 39, 15 (1981).
http://www.pfeuffer.com , stazeno 20.4.2009.
McCarthy S. L., Melm G. D., Pringle A. T.: J. Am.
Soc. Brew. Chem. 63, 69 (2005).

Dostalek P., Fiala J., Novak J.: Kvasny Pram. 49, 90
(2003).

Leedham K.: Proc. Congr. — Eur. Brew. Conv. 16, 729
(1977).

Pellaud J., Leemans C., Carruthers A., Melotte L.:
Proc. Congr. — Eur. Brew. Conv. 30, 119 (2005).

Titze J., Ilberg V., Jacob F., Friess A., Parlar H.: Proc.
Congr. — Eur. Brew. Conv. 31, 79 (2007).
McMurrough 1., Madigan D., Kelly R., ORourke T.:
Food Technol. 53, 58 (1999).
http://www.opto-ems.de , stazeno 20.4.2009.

Vaag P.: Proc. Congr. — Eur. Brew. Conv. 31, 105
(2007).

Evans D. E., Robinson L. H., Sheehan M. C., Hill A.,
Skerritt J. S., Barr A. R., Tolhurst R. L.: J. Am. Soc.
Brew. Chem. 61, 55 (2003).

Ishibashi Y., Terano Y., Fukui N., Honbou N., Kakui
T., Kawasaki S., Nakatani K.: J. Am. Soc. Brew.



Chem. Listy 104, 86-92 (2010)

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

Chem. 54, 177 (1996).

Ishibashi Y., Kakui T., Terano Y., Hon-no E., Kogin
A., Nakatani K.: J. Am. Soc. Brew. Chem. 55, 20
(1997).

Siebert K. J., Lynn P. Y., Clark D. F., Hatfield G. R.:
Tech. Q. MBBA Commun. 42, 7 (2005).

Berg K. A., Ding L. L., Patterson R.E.: Tech. Q. MB-
BA Commun. 44, 29 (2007).

Batchvarov V., Chapon L.: Monatsschr. Brauwiss. 8,
331 (1985).

Batchvarov V., Chapon L.: Monatsschr. Brauwiss. 4,
143 (1986).

Batchvarov V., Chapon L.: Monatsschr. Brauwiss. 5,
188 (1986).

Sladky P., Dienstbier M.: Kvasny Pram. 46, 280,
(2000)

Sladky P.: Proc. Congr. — Eur. Brew. Conv. 30, 96
(2005).

92

Referat

M. Dienstbier’, L. Jankova®, P. Sladky",
and P. Dostalek” (“ Research Institute of Brewing and
Malting, Prague, ” Department of Fermentation Chemistry
and Bioengineering, Institute of Chemical Technology,
Prague, °Department of Chemical Physics and Optics,
Faculty of Mathematics and Physics, Charles University in
Prague): Methods for Prediction of Beer Colloidal Sta-
bility

Compared with most alcoholic beverages, beer is
unique due to its instability in the final package. The rate
of its deterioration depends on time, temperature, and pro-
duction batch. The most important is the colloidal stability
of beer during its shelf life; beer should not become hazy.
There are two principal methods of assessing the stability
of beer: (i) accelerated ageing of the packaged beer involv-
ing heating for several days followed by measuring turbid-
ity at a low temperature; (if) measurement of the protein or
polyphenol content to predict the shelf life of beer. The
methods used for prediction of colloidal stability of beer in
practice are reviewed.
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1. Uvod

Fytohormony neboli rostlinné hormony jsou obecné
chéapany jako endogenni signalni molekuly zodpovédné za
prenos informaci mezi pletivy a organy'. Steroidni fyto-
hormony, jmenovité brassinosteroidy (BRs) a ekdysteroidy
(ES), pak tvofi jednu z podskupin téchto latek.

Vyznam BRs pro rostlinu spoc¢iva jednak v pozitivni
regulaci jejiho rustu a jednak ve schopnosti ovlivnéni jeji
adaptace na stres vyvolany biotickymi ¢i abiotickymi fak-
tory. Bylo prokazéno, ze tyto latky jsou hormonalné aktiv-
ni%. Na rozdil od Zivo&isnych steroidnich hormond jsou
vsak v tomto piipad€ pienos signalu do buiiky a nasledna
bunééna odpovéd’ zprostiedkovany systémem receptorl
lokalizovanych na/v bunééné membran&™*. Piesny mecha-
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nismus pusobeni ovSem stale neni zcela jasny.

Funkce ekdysteroidt, dalsi ze skupiny latek
s povahou hormont, je dobfe prozkoumana u Zzivocichd,
zejména pak u hmyzu a korysa, u nichz tyto latky ovliviiu-
ji faze zakukleni a svlékani a zfejmé i syntézu nékterych
pohlavnich feromon®’, jejich vyznam pro rostliny viak
i pfes znacny obsah ES v rostlinné tkani, bohuZzel, pfili§
objasnén neni.

V souvislosti s bliz§im poznanim mechanismu puso-
beni obou vySe zminovanych skupin hormont u rostlin je
vyzkum v soucasné dobé orientovan dvéma sméry: prvni
spociva ve snaze o cilené odstranéni (knock-out) ¢i utlu-
meni (knock-down) nékterého z genti ovlivityjicich signal-
ni drahu studovanych steroidd (vznikaji tak napt. mutanty
necitlivé k paisobeni BRs)*’, druhy naproti tomu vyuziva
pfimé izolace vazebnych bilkovin ¢i samotnych receptoru,
a to bud’ pomoci molekularné-biologickych metod, nebo
s vyuzitim afinitni chromatografie.

2. Steroidni fytohormony a mechanismus jejich
ucinku

Mezi steroidni latky s povahou hormonti, které byly
v rostlinach nalezeny, patii brassinosteroidy a ekdysteroi-
dy. Jejich zakladni strukturu tvoii — podobné jako je tomu
u zivoc¢isnych hormoni — steranovy skelet. V rostlinach se
vyskytuji bud’ volné, nebo vazané. Zatimco volnou formu
predstavuji vSemozné steroly (steroidy s 3B-hydroxylovou
skupinou a 17B-alifatickym postrannim fetézcem)
a oxysteroly (steroly, jez maji atomem kysliku modifiko-
van A- ¢i B-kruh steranového skeletu, pfip. i postranni
fetézec), vazana forma je zastoupena riznymi typy konju-
gati, zvlasté estery sterolli s nasycenymi i nenasycenymi
kyselinami, méné Gasto pak glykosidy™’.

2.1. Brassinosteroidy

BRs (obr. 1) hraji v zivoté rostliny nezastupitelnou
roli. Ovliviyji tvorbu biomasy, rast a diferenciaci organt,
reguluji pocet a velikost semen i plodl a v neposledni fadé
oddaluji senescenci, tedy starnuti rostliny. Kromé toho se
téZ podileji na pfizpiisobivosti rostliny nepfiznivym Zivot-
nim podminkam, jimiZ jsou napt. nedostatek zZivin ¢i vody,
pfitomnost herbicidli, nadbytek soli, chlad, popf. napadeni
rostliny Skiidcem. Bylo zjisténo, ze BRs puisobi podobné
jako peptidové hormony u Zivo€ichi, tj. prostfednictvim
pfenosu signalu pies receptor lokalizovany na bunétné
membrang. Né&ktefi autoti védeckych praci® predpokladaji
nutnost vazby samotného steroidu na vazebnou bilkovinu
anaslednou interakci vzniklého aduktu s membranovym
receptorem, jini>'® zase usuzuji na p¥imou vazbu steroidu
na membranovy receptor.
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Obr. 1. a) Brassinolid, prvni objeveny brassinosteroid, b) kas-
tasteron, biosynteticky prekurzor brassinolidu

2.2. Ekdysteroidy

Ekdysteroidy (obr. 2) byly nalezeny jak u zivocichi
(napf. u hmyzu a né€kterych dalsich ¢lenovet), tak u rostlin
(nejhojnéji jsou zastoupeny zejména ve Spenatu a nékte-
rych kapradinach)''2. ES jsou rovndZ oznadovany jako
svlékaci hormony, a to diky vlivu na ekdysi hmyzu®. U ngj
také ovliviiuji tvorbu pohlavnich feromonli a mnohé jiné
funkce®. Zatimco vyznam ES pro Zivogichy je znam, jejich
funkce v rostlindch objasnéna neni. Byla sice navrZena
hypotéza o jejich mozném zapojeni se do obrany rostliny
proti bylozravym Sktidcim a tedy funkci jakychsi pfirod-
nich pesticidii™", ale zda je tomu tak i ve skute¢nosti, bude
nutné podlozit jesté dalSimi studiemi.

3. Zpusoby studia ptsobeni steroidnich
hormont u rostlin

3.1. Knock-out a knock-down genu

Pro studium mechanismu puisobeni steroidnich hor-
moni u rostlin se nejcastéji vyuzivaji metody zaloZzené na
knock-outu, resp. knock-downu nékterého z gend signal-
nich drah studovanych steroidd. Zatimco knock-outem
genu minime jeho Gplné odstranéni, pfip. inaktivaci (napf.
vlozenim jednoho nebo vice nukleotidii do nukleotidové
sekvence)'®, knock-down genu naproti tomu spo&iva pouze
v utlumeni jeho exprese pomoci mechanismu RNA interfe-
rence (,,ruseni® RNA, RNAi)lS’“’.
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3.2. Identifikace a izolace vazebnych bilkovin

3.2.1. Molekularne-biologické metody

Molekularné-biologické metody identifikace vazeb-
nych bilkovin rostlinnych sterolit (SBPs, zangl. sterol-
binding proteins) jsou, podobné jako je tomu v piipadé
izolace zivo¢isnych SBPs'”'®, zalozeny na piipravé kniho-
ven cDNA (z angl. complementary DNA) urcitého rostlin-
ného organismu a nasledném vyhledavani konkrétnich
genti &i sekvenci DNA v téchto knihovnach'®.

3.2.2. Afinitni chromatografie

Afinitni chromatografie je chromatografickd metoda
zalozend na specifické a soucasné vratné interakci mezi
dvéma molekulami dvou rtiznych latek. Témi mohou byt
napf. antigen a protilatka, enzym a kofaktor, inhibitor nebo
substrat, lektin a sacharid nebo ptipadné i hormon ¢i 1é¢ivo
a jeho prislusny bilkovinny receptor &i prenaged™.

V piipadé studia mechanismu pusobeni steroidnich
fytohormonli se vyuzivd afinity vazebné bilkoviny
ke steroidnimu ligandu navazanému na inertnim polymer-
nim nosi¢i. Samotné navéazani pak vychazi z klasické
Merrifieldovy syntézy na pevné fazi’', kterd viak byla
v pritbéhu let pro potieby steroidnich latek?*, resp. piimo
brassinosteroidi a ekdysteroidi®, riizné modifikovéna.

4. Bilkoviny s afinitou ke steroidnim fytohormontim
4.1. Vazebné bilkoviny brassinosteroidi

Jak bylo uvedeno vySe, mechanismus pisobeni BRs
je zalozen na prenosu signalu pres receptor lokalizovany
na bunééné membrané. K tomu muze teoreticky dochazet
bud’ pfimou vazbou steroidu na receptor, nebo nepiimo
navazanim steroidu na vazebnou bilkovinu a naslednou
interakci vzniklého aduktu s receptorem’. Vysledky
z posledni doby™'® sice ukazuji spiSe na platnost prvni
z teorii, nicmén¢ ani druhd moZznost neni jesté zcela vylou-
éena.

BRI kinasy

Na zaklad¢ genetickych studii s nékterymi mutanty
husenic¢ku (Arabidopsis thaliana) byl identifikovan prvni
gen pro receptory rostlinnych brassinosteroidt, BRI
(z angl. brassinosteroid-insensitive), dle ptivodu oznaco-
vany téz jako AtBRII (cit.”®). Tento gen byl poté
v riznych obdobach a s riznym stupném ortologie nale-
zen také u ryze (Oryza sativa; OsBRII**, rajéete
(Lycopersicon esculentum; LeBRII, resp. tBRII)*, hra-
chu (Pisum sativum; PsBRI1)*, je¢mene (Hordeum vul-
gare; HvBRII®, baviniku (Gossypium  hirsutum;
GhBRIIY® a révy (Vitis vinifera, VvBRI)*".

Produkty BRII geni — BRI1 bilkoviny — fadime
k tzv. LRR-RLKSs kinasam (z angl. leucine-rich repeats-
receptor-like kinases)** . Zakladem jejich struktury je
extracelularni cast, ktera je transmembranovou doménou
spojena s ¢asti intracelularni. U AtBRI1 tvofi extracelu-
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larni Gast celkem 25 (cit.*7), podle n&kterych praci'

24 tandemovych LRRs, pfed a za ohranicenych 2 cysteino-
vymi pary a mezi LRR21 a LRR22 pierusenych 70amino-
kyselinovym ostrivkem. Dale je zde pfitomen tzv. signalni
peptid a také motiv tzv. leucinového zipu®, jehoz existenci
Vert a spol.'’ naopak vylucuji. Intracelularni ¢ast je mj.
tvofena Ser/Thr kinasovou doménou a CTE (z angl. carbo-
Xy-terminal extension) oblasti*'*’.

Dalsi ze skupiny BR receptorti, OsBRI1 ryze, je vel-
mi podobny vySe popisovanému AtBRI1. Misto 25 zde
vSak nalezneme pouze 22 LRRs part. Aminokyselinovy
ostriivek je tvofen opét 70 aminokyselinami a je umistén
mezi LRR18 a LRR19. Bez vyrazné&jsich strukturnich
zmeén zistavaji jak Ser/Thr kinasova, tak i transmembrano-
va doména. Ptitomnost leucinového zipu zde ale prokaza-
na nebyla®*,

U rajCete (Lycopersicon esculentum) je BRI1 ortolo-
gem tBRI1. Montoya a spol.”’ klonovanim a naslednou
sekvenéni analyzou tBRI1 zjistili, Ze tento gen zde kodu-
je bilkovinu obdobnou kinase SR160, identifikované
urajéete L. peruvianum’ jako receptor pro systemin
(angl. systemin receptor 160kDa), peptidovy hormon —
nov¢jsi studie se priklangji spise k oznaceni endogenni
elicitor*® — uvoliiovany pfi mechanickém poskozeni rost-
liny ¢i jejim napadeni bylozravym hmyzem®'.

Systemin — typicky pro vétSinu zastupcu Celedi Sola-
naceae vyjma tabaku** — vyvolava systémovou odpovéd
organismu®’. Ta spogiva zejména v syntéze jasmonatu,
signalni molekuly zodpové&dné u rostlin za indukci tvorby
obrannych latek, napf. inhibitorti proteas, peroxidas ¢i
polyfenoloxidas*'*****a PR proteini*’.

Sekvenénim porovnavanim bylo zjiSténo, ze tBRII
a SR160 jsou jedna a tatadz bilkovina. Vysledky poukazu-
ji na necely 1% rozdil, ktery je pfisuzovan mezidruhové
proménlivosti (tBRI1 byl nalezen u L. esculentum, zatim-
co SR160 u L. peruvianum)****. tBRI1/SR160 je tedy
receptorem dudlnim, tj. pro brassinosteroidy i systemin
soucasn&™*’. Podobné jako je tomu v pripadé AtBRII,
1 tBRI1/SR160 obsahuje 25 LRRs dvojic a 70aminokyse-
linovy ostrivek mezi LRR21 a LRR22. Vyraznou podob-
nost nalezneme také u jednotlivych domén®’.

U hrachu (Pisum sativum) je BRIl ortologem
PsBRII. Nomura a spol.”® piedpokladaji totoznost
PsBRII genu s genem Lka, ekvivalentem AtBRII, coz
naopak Bishop a Koncz’' vyvraceji. PsBRI1 obsahuje
opét 25 LRRs pard, aminokyselinovy ostrivek vsak tvori
jen 68 aminokyselin, vnofenych mezi LRR21 a LRR22
(cit.?®).

Struktura HvBRII, BRIl ortologu u je¢mene
(Hordeum vulgare), vykazuje prvky podobnosti s jinymi
BRI1 ortology. Opét je pritomna LRR-doména se 70ami-
nokyselinovym ostrivkem, transmembranové i kinasové
domény a dva pary Cys zbytkt. Rozdil je pouze v poctu
pard LRRs — ma jich pouze 22 — a v absenci motivu leu-
cinového zipu. Tim se podoba spise OsBRI1 nez ostat-
nim doposud zmifilovanym BRI1 ortologim. Vysvétleni
rozdilnosti v po¢tu LRRs kopii a (ne)ptitomnosti Leu-
zipu lze hledat v evoluéni rozmanitosti. Husenicek,
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rajce, hrach, bavinik i vinna réva totiz patii mezi rostli-
ny dvoudé€loZné, zatimco ryze i je¢men mezi rostliny
jednod&lozné®.

BRL proteiny

Prohledanim genovych databazi (GenBank/EMBL/
DDBJ) bylo u rostlin nalezeno nékolik dalsich BRI1 ho-
mologl. Jednémi z nich jsou tzv. BRL proteiny (z angl.
BRIl1-like proteins). U husenicku se jedna o AtBRLI1
(cit.’**®), AtBRL2 — identicky s diive nalezenym VHI
(z angl. vascular highway 1) proteinem®*** — a AtBRL3
(cit.>?), u ryze o OsBRLI, OsBRL2 a OsBRL3 (cit.*®).
Z dal8ich 1ze jmenovat napf. hypotetickou bilkovinu
s oznacenim LjBRI1 (cit.>), homolog BRII z luskoviny
Lotus japonicus, resp. CrBRI1 (cit.®), BRI1 homolog
z kokosky Capsella rubella.

Zatimco exprese BRII genu je organové specific-
ka’’, BRL geny se exprimuji pfevazné v cévnich svaz-
cich®®. U huseni¢ku jsou BRL — podobné jako BRIl —
lokalizovany na plazmatické membrané. Na rozdil od
BRL2 jsou BRIl a BRI3 schopny vazat brassinolid
(obr. 1a)**>% A pravé schopnost vazby téhoz ligandu
jako u BRII i vyrazné sekven¢ni homologie s BRI (43%
jako celku, 90% mezi LRRs, resp. 93% mezi aminokyse-
linovymi ostrivky) vedly>> k vysloveni hypotézy o no-
vych BR receptorech — BRL1 a BRL3.

O BRL je znamo, Ze podporuji diferenciaci cévnich
a procévnich bun&k®®. A protoze i BRs ovliviiuji diferen-
ciaci cévnich bungk’’, lze piedpokladat, Ze se tak dgje
pravé diky interakci s BRL receptory a jimi zprostiedko-
vanou bunéénou odezvou.

BRL proteiny husenicku jsou strukturné velmi po-
dobné BRIL. N-koncova signélni sekvence je opét nasle-
dovana extracelularni doménou tvofenou 23 (u BRLI1
a BRL3), resp. 22 (u BRL2) pary LRRs a 70aminokyseli-
novym ostrivkem a spojenou transmembranovou domé-
nou s doménou intracelularni***.

Podobné jako u husenicku, tak i u ryze jsou BRL
proteiny zastoupeny nejméné 3 druhy. Nakamura
a spol.*® nalezli in silico sekven&nim porovnanim ortolo-
gt BRI1 a BRL proteiny OsBRL1, OsBRL2 a OsBRL3.
Z jejich vysledku taktéz vyplyva, Ze vazby brassinolidu
jsou schopny opét pouze OsBRL1 a OsBRL3. Kinoshita
a spol.® se domnivaji, Ze vazebné schopnosti BR recepto-
i souvisi s ¢asti sekvence (-Asp-Gly-Ser-Met-) LRR21
ostrivkové domény.

Stejné jako AtBRII, tak 1 OsBRII mize byt exprimo-
van ve viech organech?. Uréitou podobnost lze nalézt
také u BRL genl. Zatimco A¢tBRLI je exprimovan zejména
v kotenech, stoncich a cévnich tkanich a AtBRL3 pievazné
v cévnich tkanich, OsBRLI a OsBRL3 jsou exprimovany
hlavné v kofenech a OsBRL3 navic i v embryich***®.

BAKI kinasy

Bylo prokéazano, ze BRI je hlavni soucasti brassi-
nosteroidového receptoru®. Na prenosu signalu se viak
podili i tzv. BAKI1 kinasa (z angl. BRI1-asociated kinase
1), u huseni¢ku oznaCovana téz jako AtSERK3 (z angl.
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A. thaliana somatic embryogenesis receptor kinase 3)** .

BAKI je tvofena tfemi ¢astmi: mimobuné&¢nou, vnit-
robunécnou a transmembranovou, ktera obé tyto casti
propojuje. O jejich struktufe plati totéz, co bylo napsano
u BRI1, u mimobunécné ¢asti jsou vsak zjevné rozdily:
Zatimco signdlni peptid a motiv leucinového zipu
(u BAK1 je kratsi, je tvofen pouze 4 pary Leu-zbytki)
zlstavaji zachovany, aminokyselinovy ostriivek zde chy-
bi. Pocet LRRs paru je také odliSny (pouze 5) a navic je
zde piitomna doména bohata na prolin®. BAKI se tak
strukturou podoba spise SERK kinasam nez samotnému
BRII (cit.”).

Mechanismus aktivace BR-receptoru

Jak BRI, tak BAKI jsou v nepfitomnosti brassi-
nosteroidit v homodimerni — inaktivni — formé. Ma-li
vSak dojit k pfenosu signalu a nasledné bunééné odpove-
di, musi byt ob¢ kinasy nejprve aktivovany.

Spoleénym rysem aktivace vétSiny receptorovych
kinas (RK) u zivocicht je di(oligo)merizace indukovana
ligandem a nasledovana transfosforylaci tohoto di(oligo)
meru®. Zda je tomu tak i u rostlin, nebylo dosud jedno-
znacné prokazano.

Na zakladé vysledkt z posledni doby a mozné po-
dobnosti s vySe zmifiovanou aktivaci Zivo¢iSnych RK
byly pro rostlinné BR-receptory navrzeny dva modely
mechanismu aktivace: Prvni vychazi z toho, Ze navazani
BR-ligandu na extraceluldrni doménu BRI1 vyvolad vza-
jemnou interakci BRIl s BAKI1, tvorbu heterodimeru
BRII/BAK1 a naslednou transfosforylaci mezi BRI1
a BAKI (cit.”), druhy naopak ztoho, e vazba BR-
ligandu na extracelularni doménu BRI1 vyvola konfor-
macni zmény mezi kinasovymi doménami obou jednotek
BRI1-homodimeru, a teprve pak muze dojit k fosforylaci
a aktivaci BAK1 (cit.’"%).

Dle Kinoshita a spol.® je pro vazbu BR-ligandu na
extraceluldrni doménu BRI1 u 4. thaliana nutny mini-
malni vazebny motiv sestavajici z22. LRR repetice
a 70aminokyselinového ostriivku. Taktéz bylo zjisténo®,
ze BRI1 muze ptfenaset signal i bez BAKI, a to pravdé-
podobné diky interakci s BKK1 proteiny (z angl. BAK1-
like kinase), dfive oznacovanymi jako SERK4. BAKI1
i BKK1 pak podle studii z poslednich let®** patii mezi
proteiny s dvoji funkci. Kromé jiz zminovaného vyzna-
mu pro BR-signalizaci je jim pfipisovéana také role regu-
latord obrannych mechanismi rostliny. Samotna regulace
je pak minéna v negativnim slova smyslu a jako nezavis-
14 na pfitomnosti BR-ligandu.

4.2. Vazebné bilkoviny ekdysteroidu

Ekdysteroidy jsou latky polarni a tedy pomérné dobte
rozpustné ve vodé. Jejich afinita k bilkovinam — ve srovna-
ni s jinymi typy steroidd — je proto také mnohem nizsi®.

Ekdysonovy receptor
U obratlovct, resp. hmyzu, je nejlépe popsan receptor
pro ekdysteroid oznacovany jako ekdyson (obr. 2). Jeho
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Obr. 2. Ekdyson, prvni objeveny ekdysteroid

struktura je obdobou struktury receptorii pro thyroidni
hormony, kdy jsou receptory vazany na specifické tseky
jaderné DNA, které se v pripadé ES oznacuji jako tzv.
EcRE (z angl. ecdysteroid response element)®.
Ekdysonovy receptor (EcR) je charakterizovan dvéma
oblastmi homologie — centraln€ umisténou DNA-vazebnou
doménou (DBD, z angl. DNA-binding domain) a blize C-
konci orientovanou doménou pro vazbu hormonu (HBD,
z angl. hormone-binding domain)”’. DBD obsahuje jako
strukturni motiv dva tzv. Cys, — Cys, zinkové prsty, pomo-
ci nichz se mize receptor vnofit mezi specifické pary basi
EcRE na DNA helixu®. HBD je oproti DBD oblasti, ktera
kromé vazby hormonu zprostiedkovava i heterodimerizaci
receptoru (viz dale) a téZ na ligandu zavislou transkripcni

Kromég jiz uvedenych casti obsahuje EcR také nékolik
proménlivych, nehomolognich usekt. K nim patii N-kon-
cova cast proteinu, ktera je cilem fosforylace a tim i sa-
motné aktivace transkripce, dale tzv. pantova oblast, ktera
slouzi jako zavés mezi DBD a HBD a kter4 navic umoziiu-
je rotaci DBD pfi vazbé receptoru na EcRE, a v neposledni
fadé téz proménliva oblast C-konce, o niz se zatim piedpo-
klada, Ze neni pro vazbu hormonu nikterak potiebna®”’”.

Jaderné receptory mohou byt pIné aktivni pouze teh-
dy, pokud dimerizuji s dalsi molekulou receptoru®.
V piipadé EcR ale neni druhym partnerem tataz molekula,
nybrz RXR, tedy receptor pro retinoid X (derivat kys. cis-
-9-retinové; oxidacni produkt retinalu). Dimerizace je pfi-
tom umoznéna hydrofébnimi repeticemi v HBD doméné
a usnadnovana jednak interakcemi mezi DNA-vazebnymi
doménami obou partnerli a jednak pfitomnosti samotného
ekdysteroidového ligandu, ktery se vaze na EcR. Teprve
vznikly heterodimer RXR:EcR je ale schopen vazat ES
s dostate¢nou afinitou®’.

U hmyzu je obdobou RXR tzv. ultraspiracle (USP)
protein’"’. Patii do skupiny receptori oznadovanych jako
sirot&i (angl. orphan)”. Toto pojmenovani je oviem notné
zavadgjici, protoze vyvolava predstavu toho, ze receptor
kdysi ligand mél, ale postupem casu jej ztratil. Pfitom se
ale mize jednat o receptor, ktery teprve ¢eka na objeveni
svého ligandu. V piipad¢é USP totiz existuji jakési ndznaky
toho, Ze by jeho vhodnym ligandem mohl byt néktery za-
stupce tzv. juvenilnich hormont (JH), latek podilejicich se
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spole¢né s ES na metamorfoze hmyzu’*. Ptikladem by
mohl byt methyl-epoxyfarnesoat (JH III), ktery pfi biotes-
tech”’® skutetn& vykazoval afinitu k USP. Ta oviem byla
mnohokrat niz§i nez je pro jaderné receptory typické.

Komplex RXR:EcR, resp. USP:EcR s navazanym
ekdysteroidem se véaze prostfednictvim DBD k EcRE
(cit.®”™"), nagez je dale aktivovan fosforylaci. Takto akti-
transkripcnich jednotek faktort TF2A a TF2D, a tim indu-
kuje transkripci cilovych gent®””.

RuBisCO

Zatimco u zivoc€icht je struktura EcR popsana pomér-
né podrobné, u rostlin je tomu naopak. Lze sice usuzovat
na jistou konzervativnost a tedy moznou podobnost s vyse
uvedenou strukturou, neni ovSem vylouceno, Ze by mecha-
nismus pisobeni ES u rostlin nemohl byt zalozen na zcela
jiném principu. Stejné jako v pfipad¢ ZivociSnych ES-
receptord, kdy je napt. DNA-vazebna doména RXR, resp.
USP proteind, vysoce konzervovana, zatimco HBD vyka-
zuje vyrazné evoluéni rozdily’®, tak i u rostlin na riznych
vyvojovych stupnich se mohou receptory, resp. piimo
jejich strukturni prvky , vzdjemné odliSovat.

Macek a spol.”® ve vztahu k vazebnym bilkovinam
ekdysteroidi u rostlin zminuji ribulosa-1,5-bisfosfat-
karboxylasa/oxygenasu (RuBisCO), jeden zklicovych
enzymi Calvinova cyklu. Vyznam tohoto enzymu tkvi
hlavné ve schopnosti fixovat a poté zabudovavat vzdusny
CO; do struktury organickych molekul, tedy karboxyla-
ci. Pfi ni dochazi k pfeméné ribulosa-1,5-bisfosfatu na
3-fosfoglycerat, jeho redukci na glyceraldehyd-3-fosfat
aten pak slouzi jako vychozi latka pro tvorbu sacharosy,
skrobu a dalsich slougenin”*’. Macek a spol.”® dale pou-
kazuji na moznost pozitivni regulace enzymové aktivity
RuBisCO pomoci nékterych druht ekdysteroidnich latek.
Jak ptesné¢ k ovlivnéni dochazi a ptip. na jaké misto na
jeho molekule se tyto latky mohou vazat, je predmétem
dal$ich experimentu.

Ze ma smysl se timto problémem vibec zabyvat, je
ziejmé jiz ze samotné podstaty temnostni faze fotosynté-
zy, tj. spotfeby CO, a jeho vyuziti k tvorbé sacharidd,
mastnych kyselin ¢i aminokyselin, tedy zakladnich slozek
rostlinného organismu. Jakékoliv vyraznéjsi zvySeni akti-
vity vySe zminované¢ho enzymu ¢i zvySeni jeho obsahu
v rostlinach tak miZze vést jednak ke snizovani piebytkl
CO, zovzdusi a jednak ke zvySeni tvorby biomasy pro
energetické ¢i potravinové ucely. Problematika vazeb-
nych bilkovin fytoekdysteroidt tak diky mozné spojitosti
s fotosyntézou prechazi z urovné ryze teoretické na tro-
ven praktickou.

5. Zavér

Jak presné funguje to ¢i ono, k ¢emu to vlastné rostli-
na ma, ¢i jak to souvisi stim a onim? I to jsou otazky,
kterymi se nyni musime zabyvat. Z vySe uvedené¢ho je
zfejmé, Ze se na poli studia steroidnich fytohormont neza-
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hali, leC i pfes intenzivni snahy je tato problematika stale
zahalena mnoha nejasnostmi a domnénkami. Prvni recep-
tory pro brassinosteroidy, resp. prvni vazebné bilkoviny
ekdysteroidil u rostlin tak nelze nazvat jinak nez ,stfipky
mozaiky, které bude nutné jesté néjak poskladat”. Zda se
nam to podafti ¢i nikoliv, uk4ze az Cas.

Tato prace vznikla v ramci reseni projektii 1M06030
a Z40550506.
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In plants, steroid hormones serve as endogenous sig-
naling molecules. Brassinosteroids act as positive growth
regulators or as compounds responsible for plant stress
tolerance. Phytoecdysteroids probably show an antifeedant
activity. It is assumed that the brassinosteroid signal trans-
duction is mediated by the membrane receptor system
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1. Uvod

Tento ptispévek se zabyva legalizaci pocitacovych
vysledki o nebezpecnosti chemickych sloucenin pro le-
gislativni pouziti. Co je zapotiebi, aby takové vysledky
byly stejné¢ pouzitelné jako vysledky tradi¢nich testl
in vivo a in vitro? Pro chemické bezpecnostni listy, legisla-
tivni posuzovani nezavadnosti chemickych ptipravki
a potravin mame novy druh udaju, a to odhady vypoctem
in silico. Cast détstvi v historii QSAR (z angl. Quantitative
Structure — Activity Relationbships, kvantitativni vztahy
mezi chemickou strukturou latek a jejich biologickou téin-
nosti), zacinajici koncem 50. let a v 60. letech, tak konci.

V listopadu 2002 na jednani 34. spolecné schiize or-
ganizaci Chemicals Committee a Working Party on Che-
micals, Pesticides and Biotechnology v Patizi bylo dohod-
nuto ustaveni skupiny expertii pii Organizaci pro hospo-
datskou spolupréci a rozvoj OECD (Organization for Eco-
nomic Co-operation and Development), ktera se nyni za-
byva problematikou legalizace vysledkd modelit QSAR.
Nasledovala dalsi setkani v Ispte (Italie), ktera organizova-
lo Evropské centrum pro validaci alternativnich metod pfi
Spojenych  vyzkumnych tstavech Evropské komise
ECVAM/JRC EC (European Centre for Validation of Al-
ternative Methods / Joint Research Centre at European
Committee) v roce 2003 a dalsi opét v Pafizi v zari 2004.
Toto posledni setkani organizoval sekretariat OECD spolu
s JRC EC/ECVAM. Projednavala se legalizace vysledku
analyzy QSAR jako alternativni metody pro testovani toxi-
city in silico v ndvaznosti na jednani dalsich skupin o bez-
pecnosti expozice chemickym latkdim a hledani principt
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validace metod in vitro, které probihalo ve mésté Setubal
v Portugalsku v roce 2002 (odtud nazev Setubalské princi-
py). Zavérem byl formulovan névrh principti validace me-
tod (Q)SAR (tzn. metod QSAR i SAR), které musi byt
splnény, aby vysledky odhadem pomoci modeli QSAR
byly pfijaty stejné jako vysledky alternativnich metod,
spocivajicich na vyuZziti niz§ich organism, tkani, bun¢k
apod.

Tato schtizka byla pro dalsi vyvoj legalizace vysledki
modely QSAR velmi vyznamna. Sesli se zde pravnici,
ufednici statnich a vladnich sprav z nadnarodnich i soukro-
mych organizaci s odborniky na vypocetni modely pro
odhad toxicity vypoctem (jak zni cely termin), chemiky
a toxikology. Staty byly zastoupené v celém spektru
OECD, ale i mimo ngj: od Kanady pies Evropskou unii, po
Japonsko a Koreu. Byly hledany a vybirany alternativni
metody rychlejsi nez metody klasické, zaroven nejméné
stejné informativni a levné, jiz dobfe propracované, pozna-
né a vyvinuté.

Po bouflivé diskusi se podatilo zformulovat pét krite-
,»QECD principy“. Je vhodné upozornit, Ze i v takovéto
diskusi se projevily obchodni a politické motivy. Principy'
v tom pofadi, jak jsou uvadény, zni:

1. Musi byt presné definovany ucinek, jehoz velikost je
odhadovéna.

Potiz je v tom, Ze odhadovany ucinek miize byt meren
podle riiznych experimentdlnich protokoli a za riiz-
nych experimentalnich podminek.

Musi byt jednoznac¢né uveden algoritmus, ktery byl
k tvorbé modelu pouZzit.

Je zndmo, Ze u mnohych komercnich modelu tato in-
formace neni, firmy ji nepodavaji a verejné pristupna
neni. Bez této informace viak nemiize byt model nezd-
visle ovéren. To miize byt omezujici pri prijeti vysled-
kit pro pravni ucely.

3. Musi byt definovana oblast pouzitelnosti.

OSAR modely jsou bezprostiedné spojeny s typy che-
mické struktury, fyzikdalné-chemickymi vlastnostmi
nebo mechanismem ucinku, pro které byly tyto modely
vytvoreny. Nejde jen o skupiny chemickych latek,
o rozsah velikosti fyzikalné-chemickych vlastnosti,
experimentdlni podminky, ale pri méreni velikosti
biologického ucinku i o presné vymezeny biologicky
objekt, véetne pohlavi, véku, podminek méreni, jako je
teplota a tlak.

Musi existovat vhodné miry statistického hodnoceni
dobré shody, robustnosti a schopnosti odhadovat
(predictivity).

Jde o vnitrni i vnejsi validaci. O tomto bodu existuje
Jiz Fada studii, mnoZstvi navodit a privvodcii, obsahuji-
ci i doporucované statistické indexy a zpusoby valida-
ce” (kiizova validace — cross validation, kiZovy
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korelacni koeficient Q a jeho kvadrat, korelacni koefi-
cient r a jeho kvadrat, indexy schopnosti odhadu, jako
Jjsou PRESS = X[(exp — cal)(exp — cal)] Predictive
REsidual Sum of Squares a PRESD = (PRESS/n)”
Predictive REsidual Standard Deviation, coz jsou
standardni chyba a standardni rozptyl odhadu,
apod.).

5. Uvést mechanistickou interpretaci méteného ucinku,
pokud ji 1ze najit.
Toto kriterium nema za ucel vyclenit modely bez inter-
pretace ucinku, ale prinutit k zamysleni, jaky mohou
mit vztah pouzité molekulové deskriptory k mérenému
ucinku, at’ jde o fyzikalné-chemické indexy nebo mole-
kulové fragmenty a Ze tato skutecnost (zamysleni) je
dokumentovdna.

2. (Q)SAR Application Tool Box a jeho vyvoj

Na zakladé téchto principi se zacalo s vyvojem
,.nastroje”, ktery se nazval (Q)SAR Application Tool Box*
(dale bude v textu pro zkraceni uvadén jen jako Tool Box).
Jde o softwarovou aplikaci, ktera by méla byt vyuzivana
vladnimi ufedniky, ifedniky chemického primyslu a dalsi-
mi pracovniky, ktefi potiebuji ke své Cinnosti znat udaje
o toxickych a ekotoxickych vlastnostech chemickych slou-
¢enin a to i pro slouceniny, které testovany nebyly. Tool
Box je soubor nastroji pro tvorbu validovanych modeld
QSAR, ktery bude tvotfen ve vice etapach. Prvni verze byla
zvefejnéna v bieznu 2008, aby byl provéfen koncept toho-
to nastroje a prvni upravena verse 1.1 v prosinci 2008.
Tvorbé komplexniho systému pro vyhledani potfebnych
toxikologickych udaji bylo vénovano jiz hodné Gsili’.

Duivodi, pro¢ hledat alternativni metody pro testovani
toxicity chemickych sloucenin bylo hned nékolik. Byl to
pozadavek ukotveny v direktivé 86/609/EEC o ochrané
zvitat proti tyrani. Impulsem byla prace, kterou publikova-
li Burch a Russell®. Ta obsahovala pozadavek 3R (tii er),
z angl. Reduction, Refinement, Replacement, tedy snizit,
zlepsit, nahradit pokusna zvirata pfi ziskavani informaci
o ucincich sloucenin na zdravi. Dale to bylo pravni natize-
ni 0o omezeni testovani kosmetickych pripravkl na zvira-
tech (76/768/EEC/EEC). V neposledni fad¢ to je program
chemické bezpecnosti REACH (Registration, Evaluation,
Authorisation and Restriction of Chemicals) ¢. 1907/2006/
EC. Ten uklada obchodnikiim a primyslovym pracovni-
kiim nejen pravidla o zachazeni a distribuci chemickych
sloucenin, ale pozaduje snizeni testovani na obratlovcich.
Tomu maji odpomoci nejen alternativni metody, ale i sdi-
leni vysledkl toxikologického testovani vsemi, ktefi je
pozaduji, aby nebylo testovani téze latky nebo pfipravku
provadéno vicekrat, nez je nutné.

Modely (Q)SAR a jiné metody pro odhad toxickych
ucinki vypoétem byly vysvétlovany v nékolika kurzech.
Ty byly zaméfeny zejména na pracovniky ze statniho apa-
ratu a z prumyslu clenskych zemi EU, ktefi se zabyvaji
pravnimi predpoklady pro pfijeti vysledku testovani toxici-
ty. Prvni kurz byl organizovan v Sofii v fijnu 2005 a byl
zaméfeny na teorii i vyuziti modeld pro odhad toxicity
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vypoctem — in silico technika. Druhy kurz, kterého se zu-
Castnilo jiz 39 posluchacii z 13 zemi, ndsledoval v ¢ervenci
2006 v Ispte (Italie). Ve tietim kurzu, ktery probehl opét
v Ispfe v ¢ervnu 2007, byly tymem z European Chemical
Bureau predstaveny softwarové systémy, expertni systém
a datovy soubor AMBIT a organizacemi CEFIC (European
Chemical Industry Council, European Committee, Brusel)
a OECD navrzeny a vyvinuty Tool Box. Tool Box je sa-
mostatny pocitaCovy program pracujici pod Windows,
vyzaduje procesor pracujici pti 2 GHz nebo rychleji, 8 Gb
mista na pevném disku a 1 Gb pro operaéni RAM. Je
k dostani bez poplatkil, protoze jeho vyvoj byl hrazeny
Evropskou unii. Verzi 1.1 (prosinec 2008) lze nalézt na
adrese www.oecd.org/env/existingchemicals/qsar  spolu
s navodem na instalaci nebo ptes vyhledavac Internetu pod
heslem QSAR Tool Box, kde najdete vysvétleni jeho funk-
ce a jsou uvedeny nejnovéjsi informace a verze.

Smyslem projektu Tool Box je, aby validace a vyuzi-
vani modeld QSAR byly snadno dostupné, transparentni
a pro administrativni pracovniky pochopitelné, a zaroven
méné¢ nakladné. Tool Box vyuziva informace a néastroje
z riznych zdroja tim, Ze jsou do ného zabudovany a spoje-
ny do logického celku. Jsou to tdaje toxikologickych dato-
pokusy na zvifatech nebo pokusy in vitro, datovy soubor
a expertni vyhledavajici program AMBIT (CEFIC) a tuda-
je, které dosud v souborech zahrnuty nejsou. Rada organi-
zaci se zabyva tim, Ze je vyhledava v literatuie a tvofi no-
vé toxikologické datové soubory (rozsiteny AMBIT)
(granty podporované OECD a CEFIC). Této prace se zl-
Castnilo vice pracovnich skupin, nejenom z OECD. Tak
spolupracovaly napt. European Chemical Bureau, danska
EPA, US EPA, Environment Canada, NITE Japan, Euro-
pean Chemical Industry Council i velké organizace che-
mického primyslu, které poskytovaly experimentéalni uda-
je jimi drive ziskané, jako jsou ExxonMobil, Unilever
a dalsi.

3. Kategorie chemickych sloucenin

Klicova ¢ast ¢innosti Tool Boxu je schopnost sesku-
povat chemické latky do chemickych kategorii. Chemicka
kategorie je skupina chemickych sloucenin, jejichz fyzi-
kalné-chemické, toxikologické, ekotoxikologické vlastnos-
ti nebo jejich osud v zZivotnim i pracovnim prostiedi je
podobny nebo se chovaji podle spolecného vzoru jako
vysledek strukturni podobnosti.

4. Vyuziti Tool Boxu

Uzivatel mize Tool Box vyuzivat nejen pro popis
chemické struktury slouceniny, ale i pro nalezeni vhod-
nych experimentalnich vysledkl, pro vyhledavani, zda
slouenina jiz neni vnarodnich seznamech nebo
v existujicich chemickych kategoriich nebo zda nebyla
hodnocena néjakou jinou organizaci. Tool Box vyhleda
v seznamech mozné analogy, seskupi slouceniny podle
mechanismu G¢inku nebo na zakladé strukturni podobnosti
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a podle spolecného metabolitu. Z téchto skupin vybere
chemické slouceniny s anomdalnim metabolismem nebo
anomalnim mechanismem toxického ptisobeni.

Chybéjici udaje v kategoriich doplni pomoci modelt
QSAR, analyzy trendi nebo pomoci techniky ,read-
across“ mnebo pomoci knihovny modeli QSAR.
V kategoriich nemusi byt Gdaje pro vSechny méfené ucin-
ky sloucenin, které jsou v kategorii obsazené, ale ostatnich
musi byt dostatek, aby chybé&jici mohly byt odhadnuty.
Tool Box usporada odpovédi i pro tisk nebo export svych
vysledku.

Tool Box tak dovoluje uzivateli systematicky katego-
rizovat chemické slou¢eniny do skupin podle jednotlivych
ucinkl pro vSechny ¢leny kategorie za predpokladu obec-
ného chemického nebo toxického ucinku nebo typu tcinku
nebo strukturni podobnosti nebo spole¢ného metabolitu.
Stejnym zptisobem je Tool Box schopen rychle vyhodnotit
obecné toxikologické chovani pro vSechny ¢leny kategorie
nebo odhadnout shodné trendy mezi dilezitymi Ucinky,
a to i pro legislativni pouziti.

Technika kategorizace v Tool Boxu ptinasi moznost
soustiedit se na vlastnosti chemickych latek, jako je toxic-
ky efekt nebo typ mechanismu U€inku, dovoluje provést
odhad pro vSechny ¢leny kategorie, aniz by vSechny poza-
dované udaje existovaly. Tim Setfi ndklady finan¢ni, ¢aso-
vé 1 pokusna zvifata. Spolehlivy odhad nebezpecnosti che-
mickych slou¢enin umoZziuje mechanistickym porovnava-
nim analogl bez nutnosti dal$ich pokust.

To je umoZznéno tim, Ze Tool Box obsahuje velké
mnozstvi datovych souborl a experimentalnich i odhadnu-
tych vysledkli fyzikalné-chemickych vlastnosti sloucenin,
udaji o osudu latek v zivotnim i pracovnim prostiedi
a o toxikologickych i ekotoxikologickych tcincich slouce-
nin. Tool Box je otevieny systém, do které¢ho 1ze importo-
vat dal$i datové soubory v piipadé, Ze jsou pro ucely Tool
Boxu poskytnuty. Cerpa vyhody z piispévki experti ve
vladach, statnich i soukromych organizacich, ale i nevlad-
nich neziskovych organizaci, jako jsou riiznad obcanska
sdruzeni, ekologické organizace nebo nadace. Tim je spl-
néna i podminka, aby systém byl rychle vefejné ptistupny
a pouzitelny.

5. Budoucnost systému Tool Box

Druhé faze Cinnosti spojenych s QSAR Tool Boxem
bude probihat po Ctyfi roky v letech 2008 az 2012 a nové
verze 2.0 a 3.0 se poskytnou vefejnosti vroce 2010
a2012. Budou nalezeny na jiz vySe uvedené adrese
www.oecd.org/env/existingchemicals/qsar. Cinnost bude
zaméfena na vyvoj potfebnych informacnich technologii,
na roz$ifeni a vyvoj novych schopnosti systému, na dopl-
novani datovych soubort, na vytvofeni (Q)SAR knihovny
a expertniho systému na vyhledavani dat a zejména na
osvétu, Skoleni, kurzy a vyuku o jeho vyuZivani pro le-
gislativni ucely pro potfebné pracovniky. Dlouhodobym
cilem je zajiSténi techniky kategorizace pro dopliiovani
udaji o vSech organickych slouceninach a pro vSechny
toxické ucinky, které legislativa pozaduje. Pii OECD se
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proto tvofi samostatna skupina, zabyvajici se rozvojem
a vyuzitim Tool Boxu.

6. Zavér

V ptispévku je popsan zpusob, jak dospét k validaci
vysledkti modeld Quantitative Structure —Activity Relati-
onships (QSAR) pro legislativni tcely. Zakladni impuls
k vytvoreni systému QSAR Application Tool Box ptisel
od OECD. Jde o otevieny systém, ktery umoznuje vytvaret
modely QSAR validované pro legislativni pouziti a ktery
bude dale rozvijen.

Tato prdace byla podporena granty GA CR
203/06/1265, IGA MZ CR NS/9647-4 a MSMT 2B008075
a Statnim zdravotnim ustavem v Praze.

OSAR Tool Box byl vyvinut v Laboratory of Mathe-
matical Chemistry, University ,,Prof. Assen Zlatarov®,
Burgas, Bulharsko za podpory OECD, CEFIC, European
Chemical Bureau, danské EPA, US EPA, Environment
Canada, NITE Japan jako zdrojii informaci a kryti ndkla-
dii.
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Zaver

1. Uvod

Prirodné produkty sa oddavna pouzivali ako ucinné
prostriedky na liecenie r6znych chordb ¢i uz v tradi¢nej
alebo v dne$nej novodobej medicine. V stiCasnosti sa Coraz
viac do popredia dostdvaju tazko liecitelné civilizacné
choroby ako napr. rakovina. Preto sa vedci intenzivne za-
oberaju vyvojom novych lieCiv a inSpiraciu Castokrat hla-
daju v prirode. Mnohé farmaceuticky vyznamné latky boli
izolované z rastlin, zivo¢ichov, hiib, morskych organizmov
a mikroorganizmov. Aj diterpenoidné taxany s hlavnym
zastupcom paclitaxelom boli objavené pri Studiach viac
ako 12 000 prirodnych latok s protirakovinovou aktivitou.

Sktimania fytochemického profilu extraktov kory
Taxus sp. (tis) viedli k izolécii cytotoxickych diterpéno-
vych taxanov, spomedzi ktorych najucinne;jsi je paclitaxel.
V poslednom desatroci je paclitaxel signifikantnym prino-
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som v chemoterapii malignych ochoreni. Je Uinny na
rozne druhy nadorov, Specialne vajecnikov a prsnikov.
Skuma sa aj ako potencialne lieCivo voci sklerdze multi-
plex, psoriaze, reumatoidnej artritide. Doteraz je znamych
viac ako 300 taxdnov (prirodnych aj semisyntetickych),
z nich mnohé st dnes v preklinickom vyskume ako poten-
cidlne protirakovinové lie€ivd. Farmaceuticky vyznam,
intenzivny vyskum anizky obsah tejto zlozitej latky
vrastline (do 600 ppm vsuchych castiach) viedli
k hl'adaniu moznosti biotechnologickej produkcie, pretoze
priemyselne zatial dominuje finanne ndrocnd chemicka
semisyntéza spojena s izolaciou z medziproduktov rastlin
Taxus sp. Alternativne produkcné systémy pre taxany su
najmd rastlinné bunky Taxus sp. a mikroorganizmy.
V tejto suvislosti boli zacaté intenzivnejsie Stidie endofy-
tickych a epifytickych fungalnych a bakterialnych komunit
hostitel'skych farmaceuticky vyznamnych rastlin.

2. Charakterizacia taxanovych diterpénov

Diterpény st velkou podskupinou terpénov, ktoré
tvoria jednu znajvacsich skupin prirodnych produktov.
Viac ako 30 000 zltc¢enin patriacich do tejto skupiny zaht-
na aj medicinsky vyznamné latky ako vitaminy, hormoény
a cytostatické lieciva.

Taxany st vo vode malo rozpustné diterpény, ktorym
sa v poslednej dobe venuje vela pozornosti, pretoze su
ucinnymi protinadorovymi latkami. Paclitaxel, komplexny
amidovy diterpénovy derivat izolovany z pacifického tisu
(Taxus brevifolia), bol popisany Narodnym rakovinovym
institatom (NCI) v USA v roku 1962. V devétdesiatych
rokoch 20. storo¢ia bol spolo¢nostou Bristol-Myers
Squibb patentovany obchodny nazov paclitaxelu Taxol®.
V stcasnosti je povazovany za jeden z najdolezitejSich
protirakovinovych prostriedkov'. Zaujem o paclitaxel za-
¢al okolo roku 1962, ked’ extrakt z kdry Taxus brevifolia
bol testovany v rastlinnom skriningu NCI (National Can-
cer Institute, USA). Klinicky vyskum paclitaxelu bol vSak
oneskoreny pre t'azkosti, ktoré suviseli s jeho toxicitou, ur-
Cenim presnej chemickej Struktiry ahlavne vyskytom
v prirodnych zdrojoch vo vel'mi malych mnozstvach. Diter-
pénovy pseudoalkaloid so sumarnym vzorcom Cy7Hs;NO,4
a molekulovou hmotnostou 852 Da bol prvykrat ziskany
v Cistej forme v roku 1969 a jeho komplikovana Struktira
bola publikovana v roku 1971 (cit.?). Historia paclitaxelu
je prehladne sumarizovand v tabul’ke I.

2.1. Biologicka aktivita a terapeutické vyuzitie
analogov paclitaxelu

Taxanové zluceniny disponuju viacerymi funkciami
priaznivymi ale aj nevhodnymi pre organizmus. Toxicita
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Tabulka I
Historia paclitaxelu (Taxolu®) ako protirakovinovej latky’
Rok Udalost’
1963 Objavenie protirakovinovej aktivity extraktu kory Taxus brevifolia pocas
skriningu 35 000 rastlin.
1971 Identifikécia paclitaxelu ako aktivnej sucasti protinadorovej aktivity extraktu.
1979 Zistenie unikatneho mechanizmu paclitaxelu na stabilizaciu tubulinu.
1983 Zahajenie klinickej skusky bezpecnosti a G¢innosti paclitaxelu voci roznym
typom rakoviny (NCI).
1989 Dosiahnutie 30 % uspesnosti liecby rozvinutej rakoviny vajecnikov.
1991 Spolocnost’ Bristol-Myers Squibb je vybrana ako komerény partner NCI vo vyvoji injek¢nej formy
a aplikacii paclitaxelu.
1992 Uradné schvalenie pouZivania paclitaxelu na lie¢bu tazko liegitelnej rakoviny
vajecnikov. Klinické testy ukdazali, ze toto liecivo je G€inné aj na pokrocilé
Stadium rakoviny prsnikov.
1993 Spolocnost’ Bristol-Myers Squibb kon¢i s tazbou Taxus brevifolia pre vyrobu paclitaxelu a zacina skimat’
iné obnovitel'nejsie zdroje tejto zluceniny.
1994 Uradné schvélenie pouzivania paclitaxelu na lie¢bu rakoviny prsnikov v §tadiu,
ked’ pociatocnad chemoterapia po Sest mesacnej lieCbe nebola ucinna alebo na
liecbu metastazujucej rakoviny prsnikov, ktora sa neda liecit’ chemoterapeutickou kombinaciou.
Prehodnocovanie schvélenia pouZivania semisyntetickej formy paclitaxelu.
1995 Uradné schvélenie pouzivania semisyntetického paclitaxelu na lie¢bu Kaposiho
1997 sarkomu spojeného s AIDS v druhej linii lie€by. Schvalenie produkcie paclitaxelu pomocou rastlinnych
bunkovych kultar Taxus sp. v Korei a dovoz do inych krajin spolo¢nostou Samyang Genex.
1998 Uradné schvélenie pouZivania semisyntetického paclitaxelu v kombinacii
s cisplatinou na liecbu rozvinutého karcinomu vaje¢nikov v prvej linii liecby.
1999 Uradné schvélenie pouZivania semisyntetického paclitaxelu v kombinacii
s cisplatinou na liecbu rakoviny pl'ic u pacientov, ktori nie st vhodni kandidati na operaciu alebo radiote-
rapiu.
2000 Zisk z predaja paclitaxelu dosiahol 1,6 miliardy USD.
2001 Patent na vyrobu a predaj semisyntetického derivatu paclitaxelu docetaxelu
(obchodny nazov Taxotere, firma Sanofi-Aventis).
2005 Povolenie pouzivania Abraxanu (paclitaxel naviazany na albumin) na liecbu
rakoviny prsnikov.
Stcasnost’ Produkcia paclitaxelu firmou Phyton pomocou explantatovych kultar Taxus sp.

rastlin Taxus bola uz dlho znama, pripisovali ju hlavne
taxinom, zmesi l4tok ziskanej z ich ihli¢ia prvykrat v roku
1856. Neskor sa ukdzalo, ze taxiny su zmesou siedmich
alkaloidov a k toxicite tisu prispievajii nemalou mierou aj
odli$né cytotoxické diterpénové taxany. Aj mnohé iné viac
roz8irené rastliny s bohaté na taxiny, ktoré mézu byt
alternativnymi Startovacimi latkami pre semisyntézu
paclitaxelu®.

NajdolezitejSiou vlastnostou taxanov je ich cytotoxic-
ky ucinok. Touto vlastnostou sa vyznacuje hlavny zastup-
ca paclitaxel a niekol’ko jeho prirodnych isemisyntetic-
kych derivatov s postrannym C-13 ret'azcom v taxdnovej
molekule (docetaxel, 7-epitaxol alebo IDN 5109). Taxany
su v dnesnej dobe prototypom novej triedy chemoterapeu-
tik. Ich biologicka aktivita bola dokdzana uz davnejsie na
viacerych modeloch rakovinovych buniek: L1210, Walker
256, P 1534, P 388 a B 16 (cit.”).

Podaktoré taxany vykazuju antifungalnu aktivitu, su
schopné inhibovat’ rast niektorych parazitickych hab, napr.
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Plasmodium falciparum, alebo Toxoplasma gondii®. Taxa-
ny maju d’alej vyznam pri ochrane rastlin Taxus sp. pred
patologickymi zmenami korena spdsobenymi fytomycéta-
mi Pythium a Phytopthora. Hoci rastl pri mociaroch
a jazerach, velmi zriedka trpia hnilobou korefiov’.

Schopnost’ zastavit’ rast nddorovych buniek m4 nie-
kolko taxoidov. St vhodné a vel'mi ucinné najméd voci
rakovine prsnikov a vaje¢nikov. Vyskumy ukézali, Ze ich
biologicka aktivita sa prejavuje ina bunkach rakoviny
hrdla (regresia tumoru 20—40 %), zaludka a koze®’. Dnes
sa uz uspesne aplikuju lieCivé preparaty, ktoré obsahuju
docetaxel (taxotere), semisynteticky ¢len taxanovych zlu-
¢enin. Efektivne pdsobi pri lieCbe pacientiek s pokrocilou
(lokélnou i metastazovou) rakovinou prsnikov
s u¢innost'ou 54-69 % v prvej linii monoterapie'®. V stadiu
vyskumu je jeho pouzitie pri liecbe d’alsich ochoreni, napr.
pokrocilého stadia rakoviny zaltdka, hrubého ¢reva (HCT
116) alebo mo&ovych ciest'' ™.

Pripravok TAXOL je indikovany na liecbu nasleduju-
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13-dehydrobaccatin Ill

baccatin llI

Obr. 1. Struktiry najznamejSich taxanov (paclitaxel a jeho za cytotoxicitu zodpovedny retazec na 13. uhliku a oxetanovy kruh na

4. a 5. uhliku)

cich ochoreni:

Karcindbm ovarii: aplikuje sa samostatne alebo
v kombinacii s cisplatinou v pokroc¢ilom §tadiu ocho-
renia. Pri sekundarnej lieCbe sa pouziva na terapiu
metastazujuceho karcindmu vajecnikov po zlyhani
Standardne;j terapie.

Karcindm prsnikov: nasadzuje sa po zlyhani Stan-
dardnej terapie alebo v adjuvantnej liecbe karcinomu
prsnika s metastaizami do uzlin po predchéadzajucej
Standardnej kombinovanej terapii.

Nemalobunkovy karcindbm plac: vyuziva sa
pri liecbe pacientov, u ktorych primarne nie je moz-
né uskutocnit’ radikalny sposob liecby (chirurgicky
vykon alebo oziarenie).
Kaposiho  sarkom:

u pacientov s AIDS',
Z farmaceutického hl'adiska vyznamnymi derivatmi
paclitaxelu st 7-epitaxol alebo derivat 14-hydroxy-10-de-
acetylbaccatinu III oznaceny ako IDN 5109, ktory vykazu-
je vysokil ucinnost na bunky karcindmu vajecnikov

ide o sekundarnu terapiu
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(modely 1A9, HOC 18), pri¢om sposobuje 90-100% na-
dorovu regresiu. Navyse je zatial jedinym taxanom, ktory
by bol vhodny i na peroralnu aplikaciu’.

Protinadorové derivaty paclitaxelu sa mozu aplikovat’
bud’ ako jedina terapeuticka zlozka (monoterapia) alebo
spolu s niektorymi inymi cytostatickymi latkami, ako su
doxorubicin, vinblastin, vinkristin atd’. Napriklad boli za-
znamenané Uspechy pri sledovani inhibicie rastu buniek
rakoviny prostaty na modeloch LN Cap a PC-3, kedy sa
pouzila kombinacia paclitaxelu so selénom".

Paclitaxel ma predpokladané terapeutické vyuzitie aj
pri lieCbe psoriazy, reumatoidnej artritidy, Alzheimerovej
choroby ako aj pri lie¢be polycystickej autozomélnej cho-
roby obli¢iek. Okrem uvedenych aktivit sii zname aj jeho
antiproliferaéné a protizdpalové vlastnosti. Styri taxanové
zliCeniny izolované z Taxus baccata L. taxusin, baccatin
VI, baccatin III a 1-hydroxybaccatin I maju protizapalova
a antinociceptivnu aktivitu'®. Chemické vzorce najznamej-
Sich taxdnov st uvedené na obr. 1.
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2.2. Mechanizmus ucinku taxanovych zlacenin

Vroku 1979 Fuchs aJohnson popisali biologicky
aktivne taxany ako latky pdsobiace antimitoticky na
bunky'’ a v tom istom roku Horwitz objasnil, Z¢ napoma-
haju ireverzibilnému zhlukovaniu tubulinu, ktory je sucas-
tou mikrotubulov'®.

Chemicka Struktura jednotlivych taxanov zodpoveda
za ich, ¢i uz vacsiu alebo mensiu, biologick ucinnost’.
Dokazalo sa, Zze je to predovSetkym oxetanovy kruh
a postranny retazec na C-13 (obr. 1), ktoré st nevyhnutné
pre zabezpecenie ich cytotoxicity. Oxetanovy kruh je nie-
len akceptorom proténov, ale zaistuje aj pruznost’ tetra-
cyklického jadra taxdnového skeletu, ¢im st taxany schop-
né zapojit do reakcie sproteinmi bocné retazce
v polohach C-2, C-4 a C-13 (cit.").

Mikrotubuly s vnuatrobunkové polymérne ttvary,
ktorych dynamika ma rozhodujucu tlohu v tvorbe mitotic-
kého vretienka, pri kontrole mitdzy a v pohybe chromozo-
mov. Predpoklada sa schopnost’ paclitaxelu potlacit’ dyna-
miku mikrotubil atym inhibovat mitéozu v bunkovom
cykle, ¢ize aj proliferaciu. Zistené to bolo na dvoch dru-
hoch l'udskych nadorovych buniek, konkrétne vajecniko-
vych Caov-3 a oblickovych A-498. Mitotické vretienko
bolo abnormalne u 30 % buniek Caov-3 z celkového poctu
aaz 58 % vpripade A-498 buniek po aplikacii pacli-
taxelu®.

Biologicka aktivita taxanov spociva v schopnosti
navzajom putat’ tubulinové vldkna a iniciovat’ koagulaciu
mikrotubulov, ¢o znemoziuje ich depolymerizaciu spét’ na
tubulin. Tak vznikaju nefunkcné, abnormdlne proteinové
Struktary, ktoré zapriCinia zastavenie bunkového cyklu
v G/M faze, o inhibuje rast nadorovych buniek. Paclita-
xel je jednym z mala zltcenin, ktoré sa vyznacuju takymto
cytotoxickym uginkom®'.

2.3. Formy aplikécie taxdnov v liecbe

Pri vyvoji a vyrobe lieCiv na baze taxanov sa stretava-
me s dvoma vaznymi problémami. V prvom rade je to ich
velmi slaba rozpustnost’ vo vode (priblizne 4 pg ml™), ¢o
sposobuje znacné tazkosti s aplikaciou pacientom pri liec-
be. Druhym problémom je vycerpatelnost prirodného
zdroja, nizke vytazky avysoka naroCnost pripravy
v purifikovanej forme vyhovujucej klinickym potrebam’.
Taxény pouzivané v medicine sl 3 aZ 10x menej rozpustné
ako iné latky s podobnym u¢inkom (doxorubicin, daunoru-
bicin). Pretoze ich funkéné skupiny su ionizované
vrozmedzi hodn6t pH nevhodnych pre farmaceutické
pouzitie, zmenou pH sa rozpustnost nezmeni. Vyskumy
zamerané na zvySovanie solubility zahfnali aplikacie roz-
nych komplexov (kladne alebo zaporne nabitych), pripravu
ich soli, atd’. Pozitivnejsie vysledky priniesli pokusy che-
micky modifikovat’ polohy C-2 a C-7, ¢im vznikli synte-
tické derivaty taxdnov nazyvané ako ,,prodrugs®. Takéto
zli¢eniny uz mali dostatocnll rozpustnost’ a tym primerané
farmaceutické vlastnosti, vyhovujice prisnym poziadav-
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kam na pouzitie v humannej medicine. Tieto derivaty ne-
vykazovali biologickll aktivitu, avSak po aplikécii do orga-
nizmu sa hydrolyzovali za vzniku pdvodného uc¢inného
taxanu®’. Skiima sa d’alej naviazanie xylozylovych, gluko-
zylpyranozylovych, sukcinatovych, glutaratovych zvys-
kov, pripadne ich esterov a soli, niektorych aminokyselin
v polohe C’-2. Velka pozorost’ sa venuje v dneSnej dobe
konjugétu kyseliny glutimove;j s paclitaxelom v polohe C-2
(paclitaxel poliglumex, nazyvany tiez XYOTAX). Je to
inaktivny, dostatoCne rozpustny komplex, paclitaxel sa
z neho uvolnuje po posobeni proteazy katepsinu B, ktora
sa vo vidcSej miere nachadza v rakovinovych bunkéch
atym je zaruCeny ucinok paclitaxelu len na nadorové
bunky?®.

Druhé generacia taxoidov bola pripravena systematic-
kou modifikaciou na C-2, C-10 a C-3’N poziciach a bol
Studovany vztah ich Struktary a biologickej aktivity. Vyvi-
janie taxdnov s lepSimi farmakologickymi vlastnostami
a zvySenie aktivity Specidlne proti rakovine rezistentnej na
terapeutika viedol k vyvoju tretej generacie taxoidov. Nie-
ktor¢é taxoidy tretej generacie prejavuju excelentni toxicitu
voci linii pankreatickych buniek expresiou ,,multidrug®
rezistentnych génov>**.

V sucasnosti sa tiez Studuju nanocastice s enkap-
sulovanym paclitaxelom samotnym a enkapsulovanym
paclitaxelom spolu s inhibitorom P-glykoproteinu (P-gp),
kPa¢ovym faktorom rezistencie na nadorové lie¢iva®.

Dalej sa vyskum zameral na iné latky (pripadne ich
zmesi), ktorych pritomnost’ v preparate by zvysila hydro-
filnost’ taxanov (etanol, dimetylsulfoxid, Tween 80, karbo-
xymetylceluloza, hydroxypropylceluléza, polyetyléngly-
kol, lecitin, polyoxyetylovany ricinovy olej — Cremofor
EL). Nakoniec sa ako najvhodnejsi pre klinicky vyvoj
ukdzal  polyoxyetylovany  ricinovy olej  (50%)
a dehydratovany alkohol s koncentraciou G¢inného taxanu
6 mg ml™". Bezné balenie vyvinutého preparatu obsahuje
5ml tejto zmesi. Pri aplikdcii je liek 5 aZ 20x zriedeny
fyziologickym roztokom alebo 5% roztokom dextrozy,
takze koncentricia G¢innej latky je 1,2-0,3 mg ml™". Ne-
menej vyznamnu ulohu zohravaju i fosfolipidové nosice
taxanovych lie€iv, lipozomy. Biologicky aktivny taxén,
ktory je inkorporovany do lipozomov, penetruje do nepo-
larnej &asti lipidickej dvojvrstvy?’.

Nedavno bol vyvinuty biodegradovatelny polymérny
systém na baze poly-(kyselina sebakova — kyselina ricinolejo-
va) na prenos paclitaxelu priamo do miesta proliferacie. Takto
zavedeny paclitaxel do polyméru a injektovany do vnutra
nadora bol efektivny v lietbe lokalizovanych nadorov®®.

3. Tvorba a ziskavanie taxanov z prirodnych
a alternativnych zdrojov

3.1. Biosyntéza

Dve zékladné metabolické cesty st zndme pre biosyn-
tézu izoprenoidov a to mevalonatova a ne-mevalonatova
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Obr. 2. Schéma biosyntézy paclitaxelu®
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drédha. Prvym prekurzorom mevalonatovej drahy je acetat
aktivovany ako acetylkoenzym A. Dve nasledné konden-
zacie vytvaraji acetoacetyl-CoA a 3-hydroxy-3-metyl-
glutaryl-koenzym A (HMG CoA), ktory je potom reduko-
vany na mevalonat. Reakcia je katalyzovanda HMG-CoA-
reduktazou. Dve dalsie fosforylacie mevalonatu nasledo-
vané dekarboxylaciou za ucasti ATP vedd k vzniku izo-
pentenylfosfatu, pre ktory je charakteristicky patuhlikaty
retazec vSetkych izoprenoidov. Nemevalonatova draha je
roz$irena v baktériach a vyssich rastlinach. Reakciou pyru-
vatu a glyceraldehyd-3-fosfatu cez sériu katalytickych
krokov vznikne izopentenyldifosfat (IPP). Za kIicovy
prekurzor izoprenoidov je teda povazovany IPP a nie me-
valondt. IPP vystupuje ako prekurzor izoprenoidov tak
u organizmov obsahujucich mevalonatovu, ako aj glyceral-
dehyd-pyruvatovu drahu. Z IPP d’alej vznik4 geranylgera-
nyldifosfat (GGPP), prekurzor protirakovinovych taxoid-
nych lie¢iv?’. Na objasnenie celej biosyntézy sa pouzilo
nahodné sekvenovanie cDNA kniznice buniek Taxus cus-
pidata, v ktorych bola biosyntéza taxdnov indukovana
metyljasmonatom®. KPaGovym krokom biosyntézy je
zacyklenie univerzadlneho prekurzora GGPP na taxa-4,
(5),11(12)-dién (obr. 2). Reakciu katalyzuje enzym taxa-
diénsyntaza. Z hl'adiska stereochémie mechanizmus tohto
kroku spociva v tom, ze GGPP sa uzatvara do cyklickej
formy za vzniku prechodného verticilénového intermedia-
tu, nasleduje transfer a-protonu z polohy C-11 na C-7, ¢o
iniciuje vznik B/C kruhu (vytvorena zli¢enina je taxanylo-
vy kation). Nasleduje deprotonizacia na C-5 (cit.*"). Bol
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zaznamenany vysoky stupen expresie génu pre taxadién-
syntazu (TS). Aj napriek zna¢nému mnozstvu enzymu TS
(jeho koncentracia je najvySSou zo vsetkych enzymov
biosyntézy taxanov), cyklizacia GGPP je pomaly krok
tvorby taxdnov. V dalSom formovani molekuly taxdnov
zohravaju dolezita lohu cytochrom P450 oxygenazy.
Prislusné oxygendcie zahfnaji takmer polovi¢ny pocet
reakcii taxdnovej biosyntetickej drdhy. Katalyzuje ich
skupina enzymov, ktora v Taxus cuspidata obsahuje 2a.-,
50-, 7B-, 10B-, 130~ a 14a- hydroxylazy**. Acylacia hyd-
roxylovych skupin patri do d’alSej série Gprav postrannych
retazcov taxdnov. CoA dependentné acyl- a aryl-
transferdzy su tiez dolezitou sucastou biosyntézy paclita-
xelu. Katalyzujii 5 z 19 krokov drahy tvorby taxanov™>. Je
znamy vel'ky pocet taxanov, ktoré sa lisia polohou hydro-
xylov na taxdnovom jadre a tieZ typom acylu alebo arylu.
Rekombinantné transferazy umoznili pociatoénu acetyla-
ciu na C-5 taxdnového jadra, nasledne benzoylaciu na C-2,
acetylaciu na C-10. N-benzoylacia na C-13 prebieha po-
mocou fenylalaninaminomutédzy. Ostavajlce upravy retaz-
ca pozostavaju z C-1 a C-9 hydroxylacie, C-4 a C-20 epo-
xidicie. Tieto upravy vedl k vzniku baccatinu III (obr. 2,
cit.”).

3.2. Izolacia z rastlinného materialu

Taxany mozno ziskat’ priamou izolaciou z rastlinného
materidlu, ¢o je vSak najméi z ekologického hl'adiska nepri-
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pustné, pretoze dochddza k ni¢eniu vzacnych tisovych
stromov. Ziskanie 2 g Cistého paclitaxelu vyzaduje vyhu-
benie priblizne 12 velkych stromov tisu a stoji 10 000
USD (cit.”®). Vytazky taxanov ziskanych tymto procesom
su velmi nizke, pohybuji sa v rozmedzi 100-300 ppm
purifikovanej latky vzhl'adom na hmotnost’ suchého floé-
mu. Taxany sa extrahuju tiez z ihli¢iek Taxus sp., kde ich
obsah je vyssi, do 500 ppm hmotnosti suchého ihli¢ia pre
cephalomanin a baccatin III, do 480 ppm hmotnosti su-
chych ihlic pre brevifoliol a 10-deacetylbaccatin III. Prob-
1ém spojeny s izolaciu z pletiv predstavuje i fakt, ze zasta-
penie taxanov pocas jednotlivych rocnych obdobi u toho
istého druhu sa zna¢ne meni™".

Taxus sp. mdzeme najCastejsie najst na Gzemi Sever-
nej Ameriky a Euroazie, ide o vela vzacnych druhov. Vo
vSeobecnosti sa tieto ihli¢naté stromy vyskytuji vo vlh-
kom prostredi pralesov severnej hemisféry, ale rasta tiez
v subtropickom a tropickom pasme na juhu a juhovychode
Azie a Strednej Ameriky, aj na juznej pologuli na ostro-
voch Sumatra a Celebes.

Podla geografickej lokality rozoznavame niekol’ko
prirodzene sa vyskytujucich druhov:

Taxus brevifolia rastie v zapadnej Ccasti Kanady
a USA,

Taxus globosa sa vyskytuje v Mexiku, El Salvadore,
Hondurase a Guatemale,

Taxus floridana je endemickym ihlicnanom na severe
Floridy,

Taxus canadensis je rozSireny od Newfoundlandu az
k Manitobe a od lowy k Severnej Karoline,

Taxus baccata ma domov v Europe a na severe Afri-
ky,

Taxus cuspidata je typickou rastlinou v Cine, Japon-
sku, Korei,

Taxus wallichiana rastie vo vychodnom Afganistane,
Tibete, Cine.

Z d’al’Sich druhov mozno spomenut’ Taxus chinensis,
Taxus celebica, Taxus x media, Taxus yunnanensis, Taxus
maire a Taxus sumatrana’ . Na zastipenie jednotlivych
taxanov v ihlicnanoch maju vplyv okrem geografickej
lokality  iekologické  apolnohospodarske  faktory
aj podmienky skladovania. V experimente, ktory uskutoc-
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nil van Rozendaal a spol. v roku 2000, bolo analyzované
ihlicie niekol’kych druhov a kultivarov tisu metddou
HPLC. Sledovali pritomnost’ paclitaxelu, 10-deacetyl-
paclitaxelu, cefalomaninu, baccatinu III, 10-deacetyl-
baccatinu III a brevifoliolu. Z piatich roéznych lokalit
v Holandsku a vo Velkej Britanii bolo odobratych okolo
750 réznych vzoriek. Vysledky skriningu ukézali velka
variabilitu v obsahu taxdnov medzi réznymi druhmi a kul-
tivarmi. Obsah paclitaxelu a 10-deacetylbaccatinu III sa
pohyboval v rozmedzi 0-500 ppm a 0—480 ppm hmotnosti
suchého ihli¢ia. Brevifoliol sa vo vysokej koncentracii
nasiel u Taxus brevifolia. 10-deacetylpaclitaxel, cefaloma-
nin a baccatin III sa vyskytovali v koncentraciach
v rozsahu 0-500 ppm hmotnosti suchého ihli¢ia. Obsah
paclitaxelu je najviac 100 ppm v suchom ihli¢i. Storo¢ny
strom tisu obsahuje okolo 300 mg tejto zli¢eniny™®. Dal-
$im primarnym zdrojom taxanov je cyprus Taxodium disti-
chum, pre ktory je typické podobné prostredie ako pre
Taxus sp. Ide taktiez o neopadavy ihlicnan s linearnym
dvojradom ihlic, ktory preferuje vlhké podnebie. Ma vysku
3040 m a je charakteristickou drevinou v oblasti mocia-
rov na juhovychode USA*.

3.3. Semisyntéza

Semisyntéza je v si€asnosti jednym z hlavnych postu-
pov, ktorymi sa pripravuju taxany. Tento proces zahiha
limitované mnoZzstvo syntetickych krokov (napr. pripoje-
nie C-13 postranného retazca) potrebnych na konverziu
taxdnovych intermediidtov extrahovanych z rastlinnych
pletiv Taxus sp. na 10-deacetylbaccatin III. Tato zlti¢enina
je potom pouZzitd na pripravu findlnych taxénovych pro-
duktov dalSimi Upravami jej postrannych retazcov za
vzniku Zelanych produktov. Vo farmaceutickej vyrobe
paclitaxelu zatial' prevlada chemicko-organicky spdsob
pripajania postrannych retazcov na zikladny taxanovy
skelet aj napriek tomu, Ze st zname biologické produkcéné
systémy, ¢o je pravdepodobne dané ekonomickym hladi-
skom.

Medzi priklady firiem pouzivajicich biologicky sys-
tém patri spoloc¢nost’ Bristol-Myers Squibb. Ide o kmen

C-13 taxolaza
_—

Obr. 3. Enzymova konverzia 10-deacetylbaccatinu III cez baccatin III na paclitaxel®®

108



Chem. Listy 704, 103112 (2010)

Tabulka II
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Produkcia taxanov roznymi bunkovymi kultirami Taxus sp. za roznych kultivaénych podmienok, bani¢kové kultivacie®

Druh Taxan Produkcia [mg I"']  Stratégia kultivacie
Taxus canadensis  paclitaxel 117 elicitacia metyljasmonatom
celkové taxany 506
Taxus media paclitaxel 110,3 elicitacia metyljasmonatom
celkové taxany 145,3
Taxus chinensis paclitaxel 153 optimalizacia média, elicitacia, dovojpasazova
celkové taxany 295 kultivacia
paclitaxel 67 preruSované pritokovanie maltozy
paclitaxel 78,5 regulacia osmotického tlaku
paclitaxel 49,6 elicitacia AgNO;
taxuyunnanin C 885,9
paclitaxel 82,4 elicitacia AgNOs; a teplotny posun
taxuyunnanin C 512,9
paclitaxel 137,5 elicitacia AgNOs a teplotny posun
taxuyunnanin C 274,4 pritokovanie sacharozy
taxuyunnanin C 527 elicitacia metyljasmonatom a teplotny posun

Tabulka III

Produkcia taxanov roznymi bunkovymi kultirami Taxus sp. za roznych kultivaénych podmienok, kultivacie v bioreaktoroch **

Druh Taxan Produkcia [mg 1™'] Stratégia kultivacie
Taxus cuspidata Paclitaxel 22 kinetick4 Studia
Celkové taxany 74 pritokované médium
Taxus chinensis Taxuyunn-anin C 229 pridavok etylénu
Taxuyunn-anin C 336 elicitacia metyljasmonatom, pritokovanie
sachardzy, pridavanie etylénu
Taxuyunn-anin C 612 opakovana elicitacia metyljasmonatom,
pridavanie sachardzy
Taxus media Paclitaxel 21,1 pouzitie prekurzorov metyljasmonatu,
Baccatin 111 56 dve pasaze
Nocardia lutenis, realizujuci biotranformaciu 10-de- vd’aka velkému mnozstvu fenolickych, lipidickych a d’al-

acetylbaccatinu III na baccatin III (obr. 3, cit.*®). Dalsia
konverzia baccatinu III na paclitaxel prebieha vo vyrobe
chemickou syntézou. V literatire st popisané aj enzymy,
ktoré nahrddzaji chemickll katalyzu 10-deacetyl-
baccatin III na paclitaxel. St to C-13 taxolaza, C-10 deace-
tyldza. Enzymy sa ziskavaju pomocou mikroorganizmov,
napr. Nocardioides albus, Moraxella sp..

Bola zistena aj biotransformacia taxanov produkova-
nych Taxomyces andreanae, ktora zahfna hydroxylaciu,
deacetylaciu, hydrolyzu, epimerizaciu, a to viacerymi hu-
bami napr. Cunninghamella echinulata, Cunninghamella
elegans, Absidia coerula, Microsphaeropsis onychuiri,
Mucor sp., Alternaria alternata a Aspergillus niger”. Na-
priek tomu, Ze proces semisyntézy je efektivny, purifikacia
prekurzorov z rastlinného pletiva je naro¢na a zdihava
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Sich kontaminantov vyskytujtcich sa v rastlinach. Nevyho-
dou pri extrakcii prekurzorov biosyntézy taxanov z rastlin-
ného materialu je aj variabilita obsahu taxanov v zavislosti
od epigenetickych a environmentalnych faktorov, ako aj
pomaly rast Taxus sp.*.

3.4. Chemicka syntéza

Ked’ze taxany su pomerne zlozité Struktary, totdlna
syntéza predstavuje finan¢ne vel'mi naro¢nu cestu ich pri-
pravy, a preto je nevyhodna. Napriek tomu uz boli navrh-
nuté vSetky kroky syntézy, ktorej principom je konver-
gentnd stratégia, ¢im sa otvorila novd moznost vyroby
taxanov*'.
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3.5. Biotechnologicka produkcia

Biotechnologicky proces pripravy taxanov je zaloze-
ny na kultivatnych postupoch s rastlinnymi bunkovymi
kultirami alebo na mikrobialnom principe, kde sa mozu
uplatnit’ i metédy génového inzinierstva, pripadne nahra-
denie niektoré¢ho kroku tvorby produktu chemickymi syn-
tézami alebo aplikaciou enzymov. VicSina takychto proce-
sov je v d’alSom $tadiu vyskumu, postupne sa vsak predpo-
klad4 aj ich vyuZitie v priemysle.

Vyuzitie explantatovych kultur

Taxanové metabolity su izolované z podkory ihli¢na-
nov procesom, ktory rastliny ni¢i. Taxus sp. nie je beznou
drevinou a rastie vel'mi pomaly. Jednou z alternativ, ¢o
riesi tento problém, je kultivécia rastlinnych buniek roz-
nych linii schopnych produkovat’ véc¢sie mnozstva taxano-
vych sekundirnych metabolitov v zévislosti od zloZenia
kultivaéného média®. Rastlinné bunkové a pletivové kulti-

Tabulka IV
Mikroorganizmy produkujiice taxany
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ry nazyvané explantaty z intaktnych rastlin sa ziskavaji
selekciou a izol4ciou Zivych rastlinnych pletiv. Prostredie
pre explantaty je prisne kontrolované, su dodrziavané
striktné aseptické podmienky, dolezité je zloZenie média
a fyzikalne faktory (teplota, svetlo, vlhkost). Pre bunkové
kultary Taxus sp. st uz vyvinuté techniky vyuZivajlce
diferencované aj nediferencované bunky. Kalusové kultary
boli uspesne vytvorené z kory, mladych kmenov a z ihli¢ia
roznych druhov Taxus. Pojem kalus predstavuje neorgani-
zovanu, mnoziacu sa masu nediferencovanych buniek.
Prenosom kalusov do vhodného tekutého zivného média sa
daju vytvorit' bunkové suspenzie. Suspenzné kultary su
vyhodné, pretoze v takomto systéme sa 'ahSie ovplyviuji
podmienky rastu a produkcie latok®. Na syntézu taxanov sa
vyuzivajui rovnako aj diferencované bunkové kultary ob-
sahujice organizované pletivd, v ktorych su zachované
interakcie medzi bunkami, pletivami a organmi, podobné
tym v intaktnych rastlinach. Diferencované bunkové kultu-
ry mozu byt vyhodné z hladiska tvorby sekundarnych
metabolitov, pretoze tu existuje predpoklad zachovania
docasnej schopnosti priestorovej expresie génov, esencial-

Metabolit Produkény mikroorganizmus HostiteI'sky organizmus
Taxany Taxomyces andreanae Taxus brevifolia™
Pestalotiopsis quepinii Wollemia nobilis*
Pestalotia heterocornis Taxus sp.*
Fusarium lateritium Taxus sp.19
Alternaria sp. Taxus sp.**
Pestalolotia bicilia Taxus sp."’
Pithomyces sp. Taxus sp.19
Paclitaxel Sporormia minima Taxus sp."’
Trichothecium sp. Taxus sp."’

Tubercularia sp.
Mucor rouxianus

Monochaetia sp.
Nodulisporium sylviforme
Seimatoantlerium tepuiense
Sporormia minima
Trichothecium sp.

Corylus avellana
Pestalotiopsis microspora
Ozonium sp.

Fusarium mairei
Pestalotiopsis terminaliae
Nodulisporium sylviform
Phyllosticta citricarpa
Fusarium solani

Phyllosticta tabernaemontanae
Chaetomella raphigera
Pestalotiopsis pauciseta
Aspergillus fumigates

. 1746
Taxus mairei

. . 49
Taxus chinensis

Taxus sp.I9

Taxus brevifolia®
Maguireothamnus Speciosus®
Taxus sp.46

Taxus wallichiana®
Taxus wallichiana®
Taxus wallichiana®
Taxus chinensis
Taxus yunnanensis®*’

Taxus chinensis var. Mairei®
Terminalia arjuna’

Taxus sp.” ?

Citrus medica®

Taxus celebica™

Wrightia tinctoria™
Terminalia arjuna’®
Cardiospermum helicacabum’’
Podocrapus™

6
6
5

0
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nych pre syntézu ziadanych latok*. Priklady produkcie
taxanov explantdtovymi kultirami Taxus sp. v banickach,
resp. v bioreaktoroch s uvedené v tab. II a tab. III.

Mikrobialna priprava taxanov

Dokaz, ze aj iny organizmus ako bunky Taxus sp.
dokaze produkovat’ taxany, bol uskuto¢neny u mikroorga-
nizmu Taxomyces andreanae, endofytickej huby, izolova-
nej z floému Taxus brevifolia. Huba patri do triedy Hypho-
mycetes (pododdelenie Deuteromycotina) a je schopna
syntetizovat’ taxanové metabolity kultivaciou na semisyn-
tetickom kvapalnom médiu. Vytazky boli povodne vel'mi
malé, 25-50 ng " (cit.**).

Stcasné poznatky naznacujii moznost’ horizontalneho
transferu génov zodpovedajucich za tvorbu taxanov, ku
ktorému moze dochddzat' medzi jednotlivymi druhmi 7a-
xus sp. 1 medzi nimi a host'ujicimi endofytmi. Prenos ge-
netickej informacie suvisi pravdepodobne s tym, Ze niekto-
ré mikroorganizmy rastlin Taxus sp. tvoria taxany, aby
mohli prezit v pletivach tychto ihliénanov®’. Jednoznaé-
nym dbékazom tohoto tvrdenia bolo objavenie endofytu
Pestalotiopsis microspora. Bol potvrdeny jeho vyskyt v
istom druhu Taxus, z ktorého bol ziskany aj produkcny
kmen Taxomyces andreanae. Rod Pestalotiopsis je zrejme
geneticky vel'mi flexibilnd skupina mikroorganizmov. Je
to evidentné tak zo znacnej variabilnosti v tvorbe produk-
tov, ako aj z ich kultivaénych charakteristik’. Okrem uve-
denych mikroorganizmov ako producentov taxanov je uz
znamych viacero dalSich, ktorych prehl'ad obsahuje
tab. IV.

4. Zaver

Rastliny produkuji Siroké spektrum chemickych la-
tok, ktoré maju velky ekonomicky vyznam. Znamych je
takmer sto tisic zlG¢enin rastlinného povodu, pricom naj-
vécsiu skupinu tvoria terpenoidy zahimajuc viac ako jednu
tretinu vSetkych poznanych latok. Najtspesnejsie prirodné
lie¢iva s protinddorovym ucinkom poslednych rokov st
rastlinné fytochemikalie paclitaxel a kamptotecin. Obje-
movo produkcia tychto rastlinnych latok pre farmaceutic-
ky priemysel je nizka. Ide o kilogramové az sto kilogramo-
vé mnozstva. Cena tychto produktov nie je stala, zavisi od
roznych cinitel'ov, ako su klimatické i pestovatel'ské pod-
mienky a je vel'mi vysoka. To vedie k zvySenému zaujmu
vyvijat’ biotechnologické procesy pre priemyselna produk-
ciu tychto lie¢iv. Existuju viaceré moznosti pre biotechno-
logickti produkciu konkrétne explantatové kultlry rastlin,
transgénne mikroorganizmy a endofytické a epifytické
mikroorganizmy. MozZnost’ rieSit’ produkciu bioaktivnych
latok rastlin mikroorganizmami je zvlast perspektivna,
nakol’ko kultivicia mikroorganizmov je jednoduchSia
a vyhodnejSia v porovnani s pestovanim vysSich rastlin,
resp. s vyuzitim explantatovych kultir alebo chemickej se-
misyntézy, ktora zatial dominuje v priemyselnom meritku.
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Paclitaxel is a valuable plant drug produced by Taxus
species, showing anticancer activity in various cancer
types. Its action consists in preventing depolymerization of
tubulin in cell division. Unfortunately, its isolation from
the bark of slow-growing yew trees is limited. Although
paclitaxel has been totally synthesized, its production cur-
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Zaver

1. Uvod

LZluté  pigmentovany Enterobacter cloacae” byl
vroce 1980 rozpoznan jako novy druh mikroorganismu’
a prejmenovan na Enterobacter sakazakii. Od té¢ doby se
tento patogen stal pfedmétem mnoha studii. Pojem Entero-
bacter sakazakii zahrnuje skupinu bakterii, gramnega-
tivnich, mobilnich, ty¢inkového tvaru, které jsou velice
pfizplisobivym patogenem. Enterobacter sakazakii zptso-
buje infek¢éni onemocnéni zv1asté u predcasné narozenych
déti a déti v prvnich tydnech zivota, kterd velmi Casto kon-
¢i amrtim. Mikrobiologicky ptehled této problematiky
piehledné zpracovaly Demnerova a Pazlarova®. V roce
2007 bylo zjisténo, ze Enterobacter sakazakii se sklada
z vice druhii s rozlisnym genotypem a fenotypem®. Zmatek
v taxonomii se stal vyzvou pro velky kolektiv autorti, ktery
hlubokou analyzou izolovanych 210 kment E. sakazakii
s vyuZitim molekularné-biologickych technik (napf. analy-
zy genu pro malou ribosomalni podjednotku 16S rRNA
a DNA-DNA hybridizace) navrhl reklasifikaci tohoto or-
ganismu do nového rodu Cronobacter, jenz podle autori®
obsahuje nejméné Sest riznych druht a fadi se mezi Ente-
robacteriaceae. Rod Cronobacter zahrnuje, podle této
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prace, Cronobacter sakazakii, Cronobacter malonaticus,
Cronobacter muytjensi, Cronobacter turicensis, Crono-
bacter dublinensis (C. dublinensis subsp. dublinensis,
C. dublinensis subsp. lausannensis, C. dublinensis subsp.
lactardi) a Cronobacter genomospecies 1.

Soucasna platna potravinaiska legislativa vychazejici
znafizeni Evropské komise vSak dosud pouZzivd nazev
Enterobacter  sakazakii, misto  Cronobacter  spp.
V literatufe se vSak zatim pouzivaji nejednotné oba nazvy,
Enterobacter sakazakii a Cronobacter spp., jako synony-
ma, mimo jiné proto, Ze zatim nejsou propracovany meto-
dy detekce Cromnobacter spp. a rovnéz neni prozkouména
patogenicita jednotlivych druhil tohoto nového rodu. Poda-
filo se viak izolovat nékolik virulentnich faktord’. Jedna se
o latky podobné enterotoxiniim, které byly také purifiko-
vany®. Kromé toho byl izolovéan protein’, ktery byl identi-
fikovan jako metaloproteasa obsahujici Zn**. Podafilo se
rovnéz ziskat proteiny z povrchu® Enterobacter sakaza-
kii. Nékteré z nich byly identifikovany’''. Jsou to: en-
zym o-glukosidasa, proteiny, které mohou vazat aminoky-
seliny a sacharidy a proteiny vné&j§i membrany (OmpA,
OmpC, Protein A). Tyto poznatky slouZzi také jako zéklad
pro vyvoj novych metod detekce Enterobacter sakazakii.

Vzhledem k nebezpecnosti Enterobacter sakazakii je
nezbytné mit k dispozici vhodné metody jeho detekce.
Vedle klasickych kultivacnich technik se postupné prosa-
zuji rychlé metody zaloZené na biochemickych a moleku-
larné-biologickych principech. V tomto prehledu je podan
jejich vycet a strucna charakteristika.

2. Legislativa

Bezpecnosti potravin se v ramci EU zabyva Evropsky
ufad pro bezpecnost potravin (European Food Safety
Authority, EFSA), vlastnimi biologickymi riziky pak vé-
deckd skupina pro sledovani biologického rizika
(BIOHAZ Panel). Do mikrobiologického rizika détské
vyZzivy byl v roce 2004 zahrnut také Enterobacter sakaza-
kii. Bylo konstatovano, ze mozny vyskyt tohoto patogenu
v détské vyzivé predstavuje pro konzumenty velké zdra-
votni riziko. Rod Enterobacteriaceae, ktery se vseobecné
vyskytuje v potravinach, mize slouzit jako indikator rizi-
ka. Proto EFSA doporucila sledovani pfitomnosti patogen-
nich mikroorganismi jak pfi vyrobé potravin, tak
v potravinaiskych vyrobcich'?.

V listopadu 2005 prtijala Evropska komise regulacni
opatteni ¢. 2073/2005, kterym se stanovuji mikrobiologic-
ka kritéria pro potraviny. Cilem tohoto nafizeni bylo snizit
mnozstvi urcitych mikroorganismti a zavést pravidla, ktera
musi vyrobei potravin dodrzovat. Toto regulacni opatfeni
Evropské komise vyzaduje nepiitomnost Enterobacter
sakazakii v 10 g vzorku suSené pocatecni kojenecké vyzi-
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vy a v suSenych dietnich potravinach pro zvlastni 1écebné
ucely urcené pro kojence do Sesti mésicti véku. Zminéné
nafizeni bylo upraveno novym regula¢nim opatienim
¢. 1441/2007 vydanym v prosinci 2007, avSak limity pro
Enterobacter sakazakii zustaly stejné. Jako referenéni
analyticka metoda'® se pouziva klasicka kultivaéni mikro-
biologicka metoda ISO/TS 22964 (2006).

3. Metody detekce Enterobacter sakazakii

V poslednich letech byla vénovana intenzivni vy-
zkumna ¢innost vyvoji metod detekce Enterobacter saka-
zakii. Hlavni obtiz pti detekci Enterobacter sakazakii,
a také jinych patogent, je potieba splnit legislativni naroky
(vizkap.2) a prokadzat jednu mikrobidlni buiku
v nékolikagramovém vzorku potraviny, resp. naopak doka-
zat, Ze se v tomto vzorku zadny patogen nevyskytuje. Pro-
to se osvédcuji zvlaste klasické kultivacni techniky, které
umozni po nékolikadenni kultivaci namnozit a izolovat
mikrobialni patogen, jehoZz identita je nasledné urcena na
zakladé morfologickych a biochemickych vlastnosti. Ta-
kovy postup trva obvykle 5 az 7 dni. Z hlediska hygienic-
kych opatieni (HACCP) je vSak potiebné védét co nej-
rychleji, zda je potravina kontaminovéna, nikoliv az
v horizontu vice dn.

Proto jsou vyvijeny tzv. rychlé metody, vyuzivajici
rizné principy detekce. Cilem je ziskat vysledek detekce
patogennich mikroorganismii'* co nejdiive, nejpozdgji za
24 az 48 h. Tyto metody by navic mély byt i uZivatelsky
snadno a lehce pouzitelné (friendly use).

AvSak ani pouZitim rychlych metod se nevyhneme
kultivaénimu kroku, ktery musi umoznit pomnozeni tieba
jediné buniky mikroorganismu v analyzovaném vzorku
o n¢kolik fadi. Mnohdy je tieba jesté mikrobialni bunky
revitalizovat kultivaci ve vhodném kultivaénim médiu'>".
Obvykle takové kultivace trvaji 24 h. Po tomto kroku casto
nasleduji izola¢ni postupy, které vedou k dal§imu zvySeni
mnozstvi mikroorganisml v analyzovaném vzorku. VyuZzi-
vé se napf. imunomagnetické separace nebo adsorbce mik-
roorganismi na vhodny nosi¢, napt. hydroxidy zirkonia'’.
Takto se ziskaji vzorky, ve kterych lze dale uvedenymi me-
todami jiz prokazat Enterobacter sakazakii v 10 g vzorku.

3.1. Kultivaéni metody

Mikrobiologické kultivacni metody pouzivané pro
detekci Enterobacter sakazakii jsou zalozeny na selektivni
kultivaci mikroorganismu po jeho kultiva¢nim nabohaceni.

Jako standardni ISO metoda akceptovana také Mezi-
narodni mlékatskou federaci (IDF) byl nedavno pfijat po-
stup (ISO/TS 22964:2006) definujici metodu detekce
E. sakazakii v mléce a mlécnych vyrobcich. Podstatou
zkousky je pomnoZeni nejprve v neselektivni (pufrovana
peptonova voda) a posléze v selektivni (tryptézova pida
s laurylsulfatem) pade. Nasleduje izolace na chromogen-
nim agaru pro Enterobacter sakazakii (Enterobacter saka-
zakii isolation agar, ESIA) a na sojovém agaru (Trypton
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soya agar, TSA). Podezielé kolonie (zluté kolonie na TSA,
modré kolonie na ESIA) z obou agarti jsou identifikovany
biochemickymi testy.

Vyhledavéani vhodnych kultiva¢nich médii vSak stale
pokracuje. Cilem je ziskat vyss$i obohaceni kultivovanych
vzorkd, lepsi specifitu detekce a snizit pocet pouzivanych
kultivaénich médii. Nedavno byly popsany postupy vyuzi-
vajici pouze jedno kultivaéni médium ™~. Dokonce byl
popsan postup umoziujici rozliSeni zivych bunék Entero-
bacter sakazakii od mrtvych®.

3.2. Chromogenni a fluorescen¢ni média

Tato média jsou pouzivana zvlasté po kultivaénim
obohaceni vzorku jako prvni kritérium vyskytu Enterobac-
ter sakazakii. Jednim z nejvyznamnéjSich znakd Entero-
bacter sakazakii je pritomnost enzymu a-glukosidasy.
Tento enzym ostatni zastupci enterobakterti nemaji*'. P¥i-
tomnost a-glukosidasy byla vyuZita pro vyvoj selektivnich
chromogennich/fluorogennich substrati pro detekci Ente-
robacter sakazakii. Mezi chromogenni substraty patii napt.
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-a-D-glukopyranosid, ktery je
pfeméniovan a-glukosidasou na pigment, ktery obarvi ko-
lonie Enterobacter sakazakii na charakteristické modro-
zelené zabarveni®’. Substrat neni selektivni a poskytuje
falesné pozitivni vysledky také s Escherichia vulneris,
Pantoea sp. a Citrobacter koseri. Jinym chromogennim
substratem, ktery muze byt pouzit pro detekci Enterobac-
ter sakazakii, je vyuziti trypsinovych $tépi sojového agaru
a a-D-glukopyranosidu. Pisobenim ptfitomné a-gluko-
sidasy vznikaji pfeménou ptidané¢ho substratu zluté zony
p-nitrofenylového hydrolyzatu®.
byly ziskany pfi pouziti selektivnich chromogennich médii
podle Druggan-Forsythe-Iversen (DFI) agaru®* a Chromo-
cult® E. sakazakii (CES) agaru fy Merck. Ptipadné falesné
pozitivni vysledky poskytuji vzorky obsahujici mikroorga-
nismy, které maji a-glukosidasu. Hledani novych médii
pro skriningové metody pokracuje®.

Nejznamnéjsim fluorogennim substratem pro detekci
Enterobacter sakazakii je methylumbelliferyl-o-D-gluko-
sid?. Pitomna o-glukosidasa pieméiiuje substrat za vzniku
tipytivych fluoreskujicich kolonii Enterobacter sakazakii.

Fluorescen¢né znafené vybrané sekvence genl pro
ribosomalni RNA Enterobacter sakazakii 1ze detegovat
soupravou VIT-E.sakazakii, fy Vermicon Identification
Technology. Fluoreskujici builky Enterobacter sakazakii
jsou viditelné pod fluorescenénim mikroskopem. Velkou
vyhodou tohoto postupu je, Ze jsou viditelné pouze vitalni
buriky s vysokym obsahem ribosomtl a Ze cela detekce trva
ménd neZ tii hodiny. Detekéni limit je 10° kolonie tvofi-
cich jednotek’” (KTJ)/ml. Fluorescen¢ni techniky vsak
zatim nedosahly vétsiho rozsiteni.

3.3. Biochemické soupravy

Mikroorganismy, které maji byt identifikovany, se
musi napfed izolovat ve vhodném kultivacnim médiu



Chem. Listy 104, 113—118 (2010)

podle standardnich mikrobiologickych technik. K detekci
Enterobacter sakazakii jsou pouzivany biochemické sou-
pravy, zalozené na prilkkazu pfitomnosti urcitych enzymi,
charakteristickych pro tento mikroorganismus. Ptikladem
takové soupravy je API 20 E panel®®. Prokazalo se viak, Ze
tato souprava poskytuje jak falesné pozitivni, tak i falesné
negativni vysledky, a proto byl test modifikovan® a poget
identifikacnich reakci rozsifen na 32. Souprava je komerc-
n¢ dostupnd pod ndzvem APIRapidID 32 E, vyrobce
firma bioMérieux SA. Tento test je standardizovany iden-
tifikac¢ni systém pro Enterobacteriaceae a dal$i gramnega-
tivni tyCinky, ktery vyuziva 32 miniaturizovanych bioche-
mickych testt a specifickou databazi. Uplny piehled mik-
roorganismi, které je mozné pomoci tohoto systému iden-
tifikovat, je uveden v identifikacni tabulce pfiloZzené
k testu. Prouzek ID 32 E sestava z 32 jamek, které obsahu-
ji dehydratované testovaci substraty. Po 24 hodinéach inku-
bace se reakce v jednotlivych jamkach vyhodnocuji bud’
pomoci piistroji ATB Expression, nebo mini API. Vysled-
ky je mozné ziskat i vizualn€. Jednou z nejvyraznéjSich
biochemickych charakteristik Enterobacter sakazakii je

Tabulka I

Seznam primert pouzivanych k detekci Enterobacter sakazakii

Referat

pritomnost a-glukosidasy. Jako substrat se pouZzivaji syn-
tetické slouceniny D-glukosy s p-nitrofenylovymi derivaty.
Produkce zlutého p-nitrofenylu odliSuje FEnterobacter
sakazakii od dal§ich druhti rodu Enterobacter.

Pro aplikaci biochemickych testd je zédkladnim poza-
davkem mit k dispozici Cistou bakterialni kulturu a zru¢né-
ho a zkuSeného pracovnika vySetifujiciho dany vzorek.

3.4. Molekularni metody

Velké nadéje jsou v poslednich letech vkladany do
tzv. molekularnich metod, tedy postupt, které v nasem
ptipad€ vyuzivaji molekuldrné-genetickych technik, které
jsou rychlejsi, spolehlivéjsi a hlavné specifictéjsi nez kla-
sické metody kultivaéni*’.

Prvni (a zatim jediny) sekvenovany genom Entero-
bacter sakazakii byl zvefejnén v druhé polovin€ roku
2007. Jednalo se o sbirkovy kmen Enterobacter sakazakii
ATCC BAA-894, ktery pochazel z infikované kojenecké
vyzivy. Jeho genom je tvofen cirkularni DNA délky
4,4 Mbp, kodujici 4277 proteinti a dvéma plazmidy”.

Nazev Sekvence primeru Cilovy usek Velikost Metoda®  Lit.

primeru 5¢-sekvence-3* produktu

Esakf GCTYTGCTGACGAGTGGCGG 16S rDNA 929 pb PCR 31

Esakr ATCTCTGCAGGATTCTCTGG

Esak2 CCCGCATCTCTGCAGGATTCTC 16S rDNA 900 pb PCR 54

Esak3 CTAATACCGCATAACGTCTACG

Sakal ACAGGGAGCAGCTTGCTGC 16S rDNA 952 pb PCR 32

Saka2b TCCCGCATCTCTGCAGGA

EsAgf TGAAAGCAATCGACAAGAAG gen zodpovédny 1680 pb PCR 27

EsAgr ACTCATTACCCCTCCTGATG za o-glukosidasovou aktivitu

SG-F GGGTTGTCTGCGAAAGCGAA usek mezi 165 a 23S rDNA 282 pb PCR 55

SG-R GTCTTCGTGCTGCGAGTTTG

SI-F CAGGAGTTGAAGAGGTTTAACT isek mezi 16S a 23S rDNA 251 pb PCR 55

SI-R GTGCTGCGAGTTTGAGAGACTC

Es-ProF GAAAGCGTATAAGCGCGATTC gen zodpoveédny za 350 pb PCR 7
Zn*" metaloproteasu

Es-ProR  GTTCCAGAAGGCGTTCTGGT

El CCCAGACGAAACTCGCCGAG ** 634 pb PCR 42

E2 GGGATAAGCAGATAATGCGATAAA

SF1 TAACAGGGAGCAGCTTGCTGCTCTG 16S rDNA 426 pb PCR, 36

RT-PCR
SR3 CGGGTAACGTCAATTGCTGCGGT
woE woE usek mezi rpsU (gen kodujici RT-PCR 56

ribosomalniprotein S21) a dnaG
(gen kodujici primasu)

*RT-PCR (real time PCR), ** data nejsou publikovana
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Vétsina  novych  detekénich  postupd  vyuziva
k prikazu Enterobacter sakazakii polymerazové fetézové
reakce (PCR). Vhodny vybér primerti na zakladé znamého
genu a-glukosidasy (glu A) umoznil specifickou detekci’’
Enterobacter sakazakii. Obvykle se v§ak pouzivaji prime-
ry zoblasti 16S rRNA (viz tab.I). Vyvinutd PCR 16S
rRNA umoziiuje velmi citlivou detekci®' Enterobacter
sakazakii (10 pg Cistétho DNA templatu). Zatimco néktefi
autofi’> popisuji 100% usp&snost detekce Enterobacter
sakazakii, jini uvad&ji niz§i procento spravné detekce®.
S vyuzitim inhibitord se podafilo sestavit detekéni PCR
rozlisujici 7ivé a mrtvé buiky™ Enterobacter sakazakii.
Bé&hem psani tohoto pfehledu se objevil prvni Gsp&Sny
pokus® o rozliseni jednotlivych druhti rodu Cronobacter
pomoci PCR.

Posledni dobou nachazeji stale castéji uplatnéni modi-
fikované metody PCR. Real-time PCR, kterd umoziluje
rychlou a specifickou detekci a kvantifikaci specifického
useku nukleové kyseliny, se stala oblibenou detekéni me-
todou mikroorganismi. Hned nékolik autor popisuje vice
nez 90% uspésnost detekce Enterobacter sakazakii touto
technikou®®. PCR, kterd vyuziva primery zaloZené na
repetitivné-extragenné-palidromnich (Rep-PCR) sekven-
cich, umoznila ziskat lepsi vysledky*®™*' v porovnani s 16S
rRNA. Osvédcila se také podobna metoda vyuzivajici en-
terobakterialné-repetitivné-integralné-souhlasnych  (Eric-
PCR) sekvenci®’.

Druhové specifickou DNA je mozné detegovat meto-
dou LAMP (loop-mediated isothermal amplification). Je to
jednoducha, rychla, specificka a nenakladna metoda, zahr-
nujici obohacovaci kultivacni krok. Je zalozena na isoter-
malni amplifikaci, pfi které se vyuZziva 4 primeri specific-
ky navrzenych tak, aby rozpoznaly 6 odliSnych oblasti
cilového genu. Autofi uvadéji citlivost detekce 1,2 KTJ
(kolonie tvofici jednotky) ve 100 g kojenecké vyzivy™.

Uspesné byla pouzita rovnéZ technika zalozena na
selektivnim pomnoZeni restrikénich fragmenti® (AFLP,
amplified fragment lenght polymorfism) z celé molekuly
DNA pomoci PCR.

Jinou moZnosti je pouziti metody detekce fluo-
rescencni hybridizace in situ (FISH, fluorescence in situ
hybridization). Tato metoda umoziuje detekci specific-
kych mist na DNA nebo mRNA. Pouzitim nové sondy
(PNA) byla detegovana, po kultivacnim pomnozeni, 1 KTJ
Enterobacter sakazakii v 10 g kojenecké vyzivy™.

Stale jsou vyvijeny dalsi vysoce sofistikované metody
umoziujici studovat genetickou pribuznost jednotlivych
kmend®. Pouzivaji se zejména pro identifikaéni studie
Enterobacter  sakazakii, resp.  Cronobacter  spp.,
v laboratofich a pro svoji narocnost na pristrojové vybave-
ni jiz méné v bézné diagnostice. Vyznamnou roli hraje
pulsni gelové elektroforéza (PFGE, pulsed field gel electro-
phoresis), ktera umoznuje analyzu velkého mnozstvi DNA
fragmentl z celého bakterialniho genomu. PFGE analyza je
pon¢kud zdlouhava, trva 2-3 dny, ale je povazovana za
vysoky standard v subtypizaci bakterii**>’.

Podobny vyznam ma multilokusova sekvenéni typiza-
ce (MLSA, multilocus sequence analysis). Genetické roz-
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dily bakterialnich kment jsou studovany na zakladé sekve-
novani nukleotidd chromosomalnich gen pro enzymy
nebo nékteré proteiny. Touto metodou autofi’' dokazali
rozlisit jednotlivé druhy Cronobacter spp.

Pro detekci Enterobacter sakazakii byla rovnéz po-
psana technika vyuZivajici oligonukleotidovych &ipt*®
(oligonucleotide array).

Intenzivni prace tady laboratofi vyustila ve vyrobu
a komer¢ni dostupnost souprav slouzicich k detekci Ente-
robacter sakazakii. Jsou to napi.. BAX® System PCR
Assay for Screening Enterobacter sakazakii, vyrobce Du-
Pont; TagMan® Enterobacter sakazakii Detection Kit,
vyrobce Applied Biosystems a Real Time PCR Assays fy
Merck KGaA. Vlastni pouziti téchto souprav je vsak
v kazdém piipad¢ podminéno dostatecné dlouhou kultiva-
ci, ktera musi obsahovat jak revitalizaci mikroorganismu,
tak i1 jeho dostate¢né pomnoZeni pred detekénim krokem.

3.5. Porovnani metod detekce

Vysledky detekce Enterobacter sakazakii ziskané
ruznymi metodami jsou velmi Casto nejednoznacné. Napi.
spolehlivost a pfesnost metod zalozenych na PCR je vaza-
na na vybér primerQ a zvoleny teplotni cyklus analytické-
ho postupu. Muze se proto stat, ze nekteré postupy PCR
jsou nedostatedns specifické”.

To vedlo pfedni svétové laboratofe, které se zabyvaji
touto problematikou, k uskuteénéni rozsahlych studii, pfi
kterych byly za standardnich podminek porovnavany rtz-
né metody detekce Enterobacter sakazakii. Byly uskutec-
nény dvé velké studie, porovnavajici osm riznych parQ
primert®®>. Cilem t&chto autord bylo vyhodnotit a porov-
nat primery navrzené riznymi autory pro detekci a identi-
fikaci Enterobacter sakazakii pti analyze realnych vzorki
pochézejicich pievazné z détské mlécné vyzivy a ze zZivot-
niho prostiedi. Navic autofi téchto studii porovnavali vy-
sledky ziskané PCR s metodou hybridizace DNA-DNA,
s metodou pouZivajici selektivni média (DFI agar, CES
agar, ESIA agar, DFIA agar a ESPM agar), s detekci a-
glukosidasy a biochemickymi soupravami (API20E
a ID32E v3.0). Takovy pfistup je nesmirné cenny a bohu-
zel v literatufe malo Casty. Studie téchto autorti predstavuji
zasadni prilom v detekci Enterobacter sakazakii.

Autofi prvni z téchto studii ziskali velmi uspokojivé
vysledky™. Zjistili, Ze viechny detegované izolaty Entero-
bacter sakazakii mély o-glukosidasovou aktivitu, chromo-
genni média pozitivné detegovala vice nez 95 % vzorkl
a biochemicky test ID 32 E v3.0 byl Gspésny v 99,5 %.
a gluA, ktera 100 % vzorkl uspésné prokazala.

Vysledky druhé, velmi rozsahlé studie, jiz tak pozitiv-
ni nejsou’’. Pedné se ukazalo, Ze nejpresngjsi identifikad-
ni metodou (98 %) je pouziti selektivnich médii vyuzivaji-
cich kultivace na DFI nebo CES agaru. U postupti zaloZe-
nych na PCR se jen u tfi dvojic primeri presnost detekce
blizi pfedchozi metodé a dosahuje max 92 %. U ostatnich
testovanych primert kolisd mezi 29—-86 %. Obdobné vy-
sledky autofi ziskali hodnocenim specifity detekce. Porov-
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nanim ziskanych pozitivné a negativné urCenych vzorkd
s DNA-DNA hybridiza¢nim standardem ma opét nejlepsi
hodnoceni technika selektivnich médii a jen dva
z testovanych primerd. Autofi tak ziskali podklady pro
tvrzeni, ze z mnoha publikovanych postupti pouze selek-
tivni agarova média (DFI a CES) a z pouZivanych primerti
(Esakf/Esakr) umoznuji ziskat vysledky s vyssi nez 90%
presnosti detekce. Proto navrhuji pouziti agarovych médii
pro vybér pozitivnich vzorkll po prvni obohacovaci kulti-
vaci analyzovanych vzorkd a v nasledujicim detekénim
kroku pak pouZiti vybranych primerd za presn€ dodrZzené-
ho protokolu PCR. Takovym postupem je mozné docilit az
92% presnosti detekce Enterobacter sakazakii.

Je tedy ziejmé, ze problematika detekce Enterobacter
sakazaki, alias Cronobacter spp. jesté neni zdaleka uzavie-
nou kapitolou, jak by se snad mohlo na prvni pohled zdat.
V soucasnosti vSak probihd v této oblasti intenzivni vy-
zkum.

4. Zavér

Velké zdravotni riziko, které ptinasi Enterobacter
sakazakii, alias Cronobacter spp., zvlasté pro kojence
a batolata, vyvolalo zvyseny zajem o vhodné metody de-
tekce tohoto patogenniho mikroorganismu. Zejména
v poslednich ¢tyfech letech bylo vyvinuto nékolik principi-
alné odliSnych detek¢nich postupll. Mezi ziskanymi vy-
sledky vsak existuje dosud znacny nesoulad.

Klasické metody detekce E. sakazakii, kterymi lze
prokazat nepfitomnost tohoto patogenu v potraving€ az za
nékolik dni, nejsou pro vyrobee potravin dostatecné rych-
1é. Je proto nezbytné vyvijet rychlejsi metody detekce,
které by dovolily ziskat informace o moZném vyskytu
tohoto patogenu zejména v détské vyzivé a umoznily kont-
rolu vyrobni technologie a monitorovani hygienickych
podminek vyroby.

V poslednich letech byl uc¢inén velky pokrok ve vyvo-
ji rychlych metod detekce patogent. Vyznamnou roli hraji
metody zalozené na vyuZziti molekularné-biologickych
technik. Pro detekci E. sakazakii bylo zatim popsano,
vedle klasickych kultivacnich technik a biochemickych
test, n€kolik hybridizacnich technik. Tyto molekularné
genetické postupy vyuzivaji nejCast€ji polymerazovou
fetézovou reakci. Z technického hlediska maji publikované
detekéni postupy fadu variant. Nejvice se zatim osvédcila
kombinace kultivace patogend na agarovych (DFI a CES)
pidach s naslednou detekci pomoci PCR (cit?™). Vyvoj
metod detekce Enterobacter sakazakii, alias Cronobacter
spp. neni vSak zdaleka ukoncen a pfinese zajemctim o tuto
problematiku, velmi pravdépodobné, jesté fadu neceka-
nych problémd.

Autori dékuji za financni podporu Grantové agenture
CR projekt 525/09/1075, Narodnimu vyzkumnému centru
2B06048 a Vyzkumnému zaméeru MSM 6046137305.
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The aim of the review is to characterize Enterobacter
sakazakii alias Cronobacter sp. as one of most dangerous
microbial contaminants in foods. The microbe is a patho-
gen causing a serious disease in premature and newborn
infants, rarely in adults. Despite a low occurrence of the
infections, a high mortality (up to 80 %) has been reported.
A survey of methods of its detection is given. Cultivation,
chromogenic/fluorogenic media, biochemical kits and
molecular genetic methods are promising in Enterobacter
sakazakii screening in foods.
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Uvod

Metoda ihlového adsorpéného koncentratora (INCAT
— inside needle capillary) je jednou z Casto pouzivanych
bezrozpustadlovych obohacovacich technik z plynnej ale-
bo kvapalnej (voda) vzorky. Pri tejto technike sa znamy
objem vzorky vedie do ihly, ktora je plnend adsorbentom
alebo jej vnutorné steny su pokryté vrstvou adsorbenta. Po
skonceni odberu vzorky sa analyty z ihly (prepichnutim
septa plynovochromatografického davkovacieho priestoru)
termalne desorbuju a z davkovacieho priestoru veda pru-
dom nosného plynu na kapilarnu kolénu a analyzuju'™.
Metoda INCAT bola verifikovand, optimalizovana, valido-
vana a porovnand s inymi technikami’™. Uréitou nevyho-
dou je rozmyvanie pikov®, potreba pouzitia hrubsich fil-
mov a viésich priemerov kapilarnych kolon®”, &o zuzuje
aplikovatelnost’ metédy len pre prchavejSie zluceniny.
Metdda sa tspesne pouziva na analyzu BTEX (benzén,
toluén, etylbenzén axylény) vplynnych a vodnych
vzorkach®™.

Ciel'om tejto prace bolo pre metédu INCAT navrhnit
nové usporiadanie davkovaciecho priestoru, zaloZzené na
priamom spojeni ihlového adsorpéného koncentritora s
kolonou, za ucelom vyuzitia plnej ucinnosti kapilarnej
kolony.
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Experimentalna cast’
Pristroj a chemikalie

Na GC-FID analyzu sa pouzil plynovy chromatograf
GC 800 Top Series, CE Instrument (Rodano-Milano, Ta-
liansko) s FID detektorom a héliom ako nosnym plynom.
Na chromatografickl separdciu sme pouzili kremenni
kapilarnu kolonu Supelcowax™ 10 (30 m x 0,25 mm x
0,25 um) s teplotnym programom 30-130 °C pri gradiente
5 °C/min a tlaku nosného plynu (hélium) 60 kPa. Pri dav-
kovani bol tlak nosného plynu 0 kPa a bezprostredne po
vsunuti ihly nastaveny na 5 kPa. Termalna desorpcia pre-
biehala pocas 1 min pri teplote inletu 230 °C a teplote
kolony 30 °C. Po skonceni desorpcie bol tlak nastaveny na
60 kPa a spusteny teplotny program. Ako adsorbent sme
pouzili 10 mg (60—80 mesh) Tenax TA (Deerfield, Altech,
USA). Injekénd ihla (Chirana Injecta, Stara Tura, Sloven-
sko) mala vnitorny priemer 0,9 mm a dizka naplne bola
40 mm. Ako modelovu vzorku sme pouzili roztok BTEX
v n-pentane (2,4-2,6 mg/100 ml), z ktorého sme pripravili
aj plynnt zmes (2,4-2,6 pg/l vzduchu). Na davkovanie
plynnej modelovej vzorky do INCAT ihly sme pouzili 1ml
celosklenenu injeként striekacku (Poulten & Graf, Wer-
theim, Nemecko) napojenti pomocou lcm hadicky na ih-
lu. Udaje sme spracovali poéitadovym programom Class-
VP7.2,SP1 (Shimadzu, Japonsko).

Benzén a toluén boli od Aldrich (Milwaukee, USA),
etylbenzén od Merck (Schuchardt, Nemecko) a xylény od
Dr. Ehrenstorfer (Augsburg, Nemecko). Na pripravu Stan-
dardného roztoku analytov sme pouzili n-pentan (Uvasol,
Merck, Darmstadt, Nemecko).

Vysledky a diskusia

Na obr. 1 je schematicky diagram nového davkova-
cieho priestoru sihlovym adsorpénym koncentratorom
v polohe davkovania a chromatografovania. Ihla pocas
chromatografovania ostava v davkovacom priestore. Kapi-
larna kolona vycnieva zo dna jamky, do ktorej je vsunuta
ihla (pritlacena septom davkovacieho priestoru), priCom
koléna siaha 1-2 mm do ihly. Spoj medzi septom a ihlou
je plynotesny avSak nie mechanicky pevny, ¢o umoziuje
vytiahnutie ihly po skonc€eni analyzy. Vyhodou tohto
usporiadania je vyradenie mitveho objemu pdvodného
davkovacieho priestoru z chromatografického systému.
Stcasnym davkovacim priestorom je vlastne ihla, ¢o sa
prejavuje potlacenim rozmyvania pikov na chromatogra-
moch. V skutoénosti ide o priame davkovanie na kolonu.



Chem. Listy 104, 119-121 (2010)

4
3
5
2\:H:
1 —= 5 6
L
7

10

Obr. 1. Schematicky diagram davkovacieho priestoru: 1 —
nosny plyn, 2 — otvor pre vstup nosného plynu do adsorbentom
vyplnenej cCasti ihly, 3 — zaslepenie (septum), 4 — injekéna ihla,
5 — septum davkovacieho priestoru, 6 — vodiaca trubicka, 7 —
adsorbentom vyplnena cast’ ihly, 8 — spoj (septum), opatreny
v hornej Casti otvorom pre vsunutie ihly, 9 — nosny plyn (5-7
ml min™"), 10 — kapilarna kolona

Rozmyvanie pikov je zapri¢inené aj zriedovanim
vzorky pridom nosného plynu pocas desorpcie. Urychlit
desorpciu je mozné zvySovanim teploty, pripadne znizova-
nim zrnitosti adsorbenta. ZvySovanie teploty je limitované
termickou stabilitou adsorbenta a znizovanie zrnitosti zase
vedie k stupaniu odporu proti prietoku nosného plynu.
V nasich pracach pouzivame zrnitost' 60—80 mesh (cit.5M.

Dalsou moznostou ako zabréanit zried'ovaniu vzorky
nosnym plynom je zniZovanie jeho prietoku pocas desor-
pcie. Preto sme chromatograficky proces rozdelili na dve
Casti, a to na Cast’ desorpcie pri nizkom prietoku a na cast’
vlastného chromatografovania pri zvySenom, optimalnom
prietoku (podla druhu kolény a pouzitého nosného plynu).
Experimentalne sme zistili, ze pre desorpciu vyhovuju
tlaky 5-10 kPa (cit.*™'").

Na rozmyvanie pikov pdsobi aj doba desorpcie, ¢im
je dlhdia, tym viac sa uplatiiuje pozdizna difazia. Doba
desorpcie, okrem uz spominanych parametrov, zavisi aj od

Tabul’ka I
Sirky pikov (min.) na chromatogramoch A, B (obr. 2)

Laboratorni pfistroje a postupy

4000

3
45 6

o
A T N U | S

3
1 2 45 6
B L M
0
5 10 15 Min

Obr. 2. A) Chromatogram BTEX ziskany klasickym davkova-
nim (1 pl) analytov v pentane injek¢nou striekaCkou pri pouziti
delica 1:10, B) Chromatogram desorbovanej (1 ml) plynnej
BTEX zmesi pouzitim upraveného podl’a obr. 1 davkovacie-
ho priestoru; piky: 1 —benzén, 2 — toluén, 3 — etylbenzén, 4 — p-
xylén, 5 — m-xylén, 6 — o-xylén

Abundance

velkosti povrchu adsorbenta, pre Tenax st postacujuce 1
az 2 min (cit.”).

Za predpokladu, ze mftvy objem ihly je kompatibilny
s mitvym objemom kolony, stava sa ihla s adsorbentom
prakticky Cast'ou kapildrnej kolony, ¢o sa prejavuje moz-
nostou plného vyuzitia Gcinnosti kapilarnej kolony.
V tychto pripadoch je mozné pouZzit' aj menSie priemery
kolon s tenkymi filmami stacionarnej fazy (bez pouzitia
kryofokusacie alebo subambietnej teploty).

Na obr. 2 je chromatogram (A) klasickym injektovanim
(1 ul) analytov v n-pentane (pri deliacom pomere 1 : 10) do
neupraveného davkovacieho priestoru a chromatogram (B)
ziskany desorpciou 1 ml plynnej modelovej vzorky z ihly
v upravenom davkovacom priestore podla obr. 1. Absolut-
ne mnoZzstva analytov na oboch chromatogramoch st
v oblasti 2,4-2,6 ng/zlozka. Porovnanim Sirok pikov n-
pentanu je vidiet, Ze jeho Uzka zo6na (obr. 2B) potvrdzuje,
ze v pripade novej metdody INCAT ide o priame davkova-
nie na kol6nu.

V tab. I st uvedené Sirky pikov z chromatogramov
(obr. 2). Porovnanim nameranych hodnét je mozné doku-
mentovat, Zze metoda umoziuje plné vyuzitie ucinnosti
kapilarnej kolony.

Statistické vyhodnotenie 5 naslednych analyz plynnej
modelovej vzorky (obr. 2B) je v tab. II, z ktorej je vidiet,
ze relativne Standardné odchylky (s,) su v rozmedzi 2,0 aZ
3,4 %, ¢o je vyhovujuce pre stopovu analyzu.

Néazov analytu Benzén Toluén Etylbenzén p-Xylén m-Xylén 0-Xylén
Chromatogram A 0,402 0,393 0,305 0,233 0,300 0,408
Chromatogram B 0,360 0,307 0,315 0,225 0,382 0,417
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Tabul’ka II

Statistické vyhodnotenie 5 naslednych analyz Standardnej plynnej zmesi

Zlucenina Plocha piku (imp.) Priemer s? 8 % (n=5)°
Benzén 4824 4973 4701 4625 4992 4823 162,1 3.4
Toluén 4619 4752 4514 4517 4837 4648 143,6 3,1
Etylbenzén 5320 5409 5283 5214 5486 5342 106,7 2,0
p-Xylén 4984 5047 4812 4715 5109 4933 164,9 33
m-Xylén 5186 5200 5047 4928 5289 5130 1423 2,8
0-Xylén 5194 5271 5118 4982 5307 5174 129,9 2,5

%5 — §tandardna odchylka, °s,— relativna §tandardna odchylka

Navrhovany plynovochromatograficky  davkovaci
priestor pre metddu INCAT je jednoduchy, odstranuje
problémy suvisiace s rozmyvanim pikov, vzorka sa davku-
je systémom na koldnu a optimalizaciou tlakov pocas de-
sorpcie a vlastného chromatografického procesu je mozné
dosiahnut’ plné vyuzitie uc¢innosti kapilarnej kolony.
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J. Hriviiak® and E. Kralovi¢ova® (“Expertise and
Analytical Services, Bratislava, "Regional Authority of
Public Health Service, Bratislava, Slovak Republic):
A New on Column Inlet for the Inside Needle Capillary
Method

The needle concentrator in the developed column
inlet was directly connected to the capillary column.
Eliminating the dead volume of the injection port, the effi-
ciency of the column could be fully exploited. A schematic
diagram of the inlet and an example of the benzene, tolu-
ene, ethylbenzene and xelenes analysis are presented.
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. Uvod

Vodik je tretim najrozSirenejS$im prvkom na Zemi,
kde sa vyskytuje predovsetkym ako voda a tiez ako sucast’
organickych zlic¢enin. Z hladiska energetického vyuzitia
moézeme vodik zaradit medzi perspektivne alternativne
paliva, o ktoré je v sGcasnosti obrovsky zaujem jednak
z dovodu ochrany Zivotného prostredia ako aj v dosledku
narastu spotreby energii, ¢im dochadza k postupnému vy-
Cerpavaniu zasob fosilnych paliv, a teda aj k narastu cien
ich derivatov. Energeticky sa vodik na Slovensku vyuZival
uz v druhej polovici 19. storocia, ked” 'udia v domacnosti
spalovali predovSetkym svietiplyn, ktory obsahoval 40 az
60 % vodika. V sucasnosti sa vodik vo svete vyuziva pre-
dovSetkym v chemickom priemysle na vyrobu amoniaku,
v petrochemickom priemysle pri rafinacii ropy a v meta-
lurgickom priemysle pri vyrobe a rafinécii kovov, €iastoc-
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Obr. 1. Sposoby vyroby vodika

ne sa vyuziva na vyrobu metanolu a len mala Cast’ sa zatial
vyuziva ako palivo. Existuju dva sposoby vyuzitia vodika
ako paliva. Jednym je spalovanie vodika, napr.
v spal’ovacich motoroch alebo kotloch a druhym je jeho
vyuzitie v palivovych ¢lankoch. V obidvoch pripadoch je
produktom ekologicky nezavadna voda alebo vodna para.
Vzhl'adom na to, Ze elementarny vodik sa v prirode nacha-
dza len v malom mnoZstve, nepredstavuje energeticky
zdroj a pre energetické Ucely sa musi vyrabat’ premenou
vhodnej suroviny s pouZitim inej energie. Vodik je teda
len nositel'om energie, ktory ma vel'mi dobru vlastnost’, ze
pomocou neho sa dé energia akumulovat’.

V stcasnosti sa vo svete az 96 % vodika vyraba ter-
mochemicky z fosilnych paliv, a to predovSetkym zo zem-
ného plynu. Z termochemickych sposobov sa na vyrobu
vodika najCastejSie pouziva parné reformovanie, ktoré
spociva v §tiepeni (reformovani) uhl'ovodikov z fosilnych
paliv vodnou parou. Na vyrobu vodika elektrolyzou vody
je potrebné zabezpecit obrovské mnozstvo lacnej alebo
prebytocnej elektrickej energie, a tak sa v stiCasnosti elek-
trolyzou vody vyrabajii len 4 % vodika (obr. 1, cit.").

Avsak vzhl'adom na nutnost’ Setrit’ primarne energe-
tické zdroje a environmentalne problémy termochemickej
vyroby vodika suvisiace predovsetkym s produkciou CO,
je mozné predpokladat’, Ze pri neustalom rozsirovani vyro-
by elektrickej energie z obnovitelnych zdrojov sa vyroba
vodika elektrolyzou vody bude ¢im d’alej tym viac roz§iro-
vat. Elektricku energiu potrebnt na elektrolyzu vody je
mozné ziskavat' z primarnych a sekundarnych obnovitel-
nych zdrojov energie, tak ako zndzoriluje obr. 2.

Z obr. 2 vidno, Ze vodik je mozné z obnoviteI'nych
zdrojov energie vyrabat' bud’ elektrolyzou vody, pricom
elektrickt energiu potrebnil na tento proces je mozné zis-
kat' premenou slne¢nej, vodnej, veternej alebo geotermal-
nej energie alebo sa vodik ziskava pri Cisteni syntézneho
plynu, ktory vznikd pri fermentacii a splynovani biomasy
alebo pri pyrolyze a splynovani odpadov. Medzi perspek-
tivne spdsoby vyroby vodika elektrolyzou vody patri vyu-
zivanie slnecnej energie, pomocou ktorej sa elektrickd
energia produkuje v Case jej nizsej spotreby, napriklad cez
deti, a tak by vyroba vodika v podstate predstavovala aku-
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Obr. 2. MoZnosti vyroby vodika za pouZitia obnoviteInych
zdrojov energie

mulaciu slnecnej energie, ktora by sa dala vyuzivat aj
v Case jej vyssej spotreby napriklad v noci.

2. Fotovoltaika ako zdroj elektrickej energie
potrebnej pre elektrolyzu vody

Premena slnecnej energie priamo na elektrickll ener-
giu sa uskutoénuje pomocou fotovoltaickych ¢lankov na
principe vnutorného fotoelektrického javu, pri ktorom
dochadza po dopade slne¢ného ziarenia k uvol'neniu viaza-
nych elektronov v polovodici. Vnutornym fotoelektrickym
javom sa sice zvysi vodivost’ polovodica, ale nikdy sa
nevytvori potencidlovy rozdiel. Potencidlovy rozdiel sa
vytvori bud’ nerovnomernym osvetlenim polovodica, alebo
vytvorenim ¢lanku, tak, ze sa spoja dva polovodice
sroznym typom vodivosti alebo spojenim polovodica
s kovom. Najpouzivanej§im polovodicovym materialom
na vyrobu fotovoltaickych ¢lankov si monokryStaly kre-
mika, priCom Gcinnost’ tychto monokrystalickych kremi-
kovych ¢lankov dosahuje hodnoty 16 % (v laboratérnych
podmienkach az 24 %). Vyroba fotovoltaickych ¢lankov z
monokryStalov kremika je drahd a energeticky narocna,
atak sa vyvoj zameral na lacnejSie technologie. Medzi
lacnejsie typy fotovoltaickych kremikovych ¢lankov patria
Clanky vyrobené z polykrystalického kremika, ktorych
ucinnost premeny slnecnej energie na elektricka sa pohy-
buje v intervale od 12 do 14 %.

V sti€asnosti sa presadzuju na trhu tieZ tenkovrstvové
fotovoltaické ¢lanky vyrobené na baze amorfného kremi-
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ka. Cisty amorfny kremik je z hl'adiska §truktary na vyro-
bu fotovoltaickych ¢lankov nevhodny, a preto sa pouziva
hydrogenovany amorfny kremik (a-Si:H). Vyhody pouzitia
hydrogenovaného amorfného kremika pre fotovoltaické
¢lanky ako lacného materialu vyplyvaji z jeho optoelek-
tronickych vlastnosti. Z porovnania zavislosti optickej
absorpénej konstanty od vlnovej dizky dopadajiiceho sl-
neéného  Ziarenia pre  monokryStalicky  kremik
a hydrogenovany amorfny kremik vyplyva, Ze hodnoty
absorpcnej optickej konstanty vo viditel'nej Casti spektra
pre hydrogenovany amorfny kremik su ovel'a vyssie ako
pre monokrystalicky kremik, ¢o znamen4, Ze vo fotovolta-
ickom ¢lanku vyrobenom na baze hydrogenovaného
amorfného kremika sa znacna cast’ dopadajuceho slnec¢né-
ho ziarenia absorbuje uz vo vel'mi tenkej vrstve polovodi-
Ca, ktora sa nanasa na lacny podklad, napr. sklo, ocel’ ale-
bo plast. Vyroba takychto fotovoltaickych ¢lankov je sice
lacnejsia  ako  vyroba  fotovoltaickych  ¢lankov
z monokrystalického a polykrystalického kremika, ale ich
ucinnost’ premeny slnecnej energie na elektricktl je nizka
a pohybuje sa len od 3 do 7 % (cit."?).

Okrem vyroby kremikovych fotovoltaickych ¢lankov
sa testujil aj iné materidly, s ktorymi sa teoreticky da do-
siahnut’ vysSia G¢innost’ premeny slnecnej energie na elek-
trick ako u kremikovych fotovoltaickych ¢lankov, avSak
v sucasnosti sa v praxi v §irSej miere nevyuzivaji. Pre
ziskanie vy$Sieho napitia alebo pridu s vyS$Sou intenzitou
sa fotovoltaické Clanky spajaji do fotovoltaickych pane-
lov.

2.1. InStalacia a princip zapojenia fotovoltaického
panela do celkovej schémy vyroby vodika

Za ucelom premeny energie slneéného ziarenia na
elektrickll energiu, ktord je nasledne potrebnd na vyrobu
vodika elektrolyzou vody je na Katedre energetickej tech-
niky Strojnickej fakulty Technickej univerzity v KoSiciach
nainStalovany fotovoltaicky panel na baze hydrogenované-
ho amorfného kremika, ktorého technické parametre dané
vyrobcom st uvedené v tab. 1.

Medzi charakteristické hodnoty fotovoltaického pane-
la patri prad nakratko (/sc) a napitie naprazdno (Upc).
Prad nakratko /¢ je maximalny prud, ktory moze fotovol-

Tabul’ka I
Technické parametre pre fotovoltaicky panel na baze
amorfného kremika

Parameter Hodnota
Maximalny vykon Py, W 51
Plocha fotovoltaického panela, m? 0,78
Napitie naprazdno Upc, V 25
Prad nakratko Isc, A 33
Maximalne prevadzkové napitie Upmax, V 17,6
Maximalny prevadzkovy prid Jomax, A 2,6
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Obr. 3. Priebeh priemernej energie slne¢ného Ziarenia dopa-
dajucej na rézne sklonené plochy orientované na juh po-
¢as roka pre KoSice pri znecisteni atmosféry Z = 3; —A—
45°, —4-30°, —— 0°, —x—15°, —— 60°, 75°,———-90°
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taicky panel pri danom oziareni dodavat’. Napitie naprazd-
no Upc je maximalne napétie, ktoré sa dosahuje, ked’ na
fotovoltaicky panel nie je pripojeny ziadny spotrebic.
Z tab. 1 vyplyva, Ze maximalny vykon, ktory mdze foto-
voltaicky panel dodavat, je 51 W. Tento dodavany vykon
sa vSak meni v z4vislosti od intenzity slne¢ného Ziarenia
dopadajuceho na fotovoltaicky panel pocas dna, pretoze
prave svetlom sa uvolfiuju elektrony pre elektricky prud.
Priebeh intenzity slneéného ziarenia dopadajiuceho na na-
inStalovany fotovoltaicky panel je merany pomocou pyra-
nometra a namerané hodnoty su zaznamenavané datovou
zbernicou systému.

Na zaklade priebehu priemernej energie slne¢ného
ziarenia dopadajucej na rozne sklonené plochy orientované
na juh pocas roka pre Kosice pri znecisteni atmosféry Z =
3, tak ako to znazoriiuje' obr. 3 bol fotovoltaicky panel
in§talovany so sklonom 45°.

Na obr. 4 je znazorneny priklad nameraného priebehu
intenzity slne¢ného ziarenia dopadajiuceho na fotovoltaic-
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Obr. 4. Priebeh intenzity slne¢ného Ziarenia dopadajiiceho na fotovoltaicky panel umiestneny na Katedre energetickej techniky

Strojnickej fakulty TU v KoSiciach pocas poloobla¢ného dia
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Obr. 5. Celkova schéma vyroby vodika; FVP — fotovoltaicky panel, P1, P2, P3 — prepinac, E — tok elektrickej energie
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ky panel na baze hydrogenovaného amorfné¢ho kremika
pocas poloobla¢ného dia.

Z obr. 4 vyplyva, ze fotovoltaicky panel je umiestne-
ny tak, Ze nafl dopadd priame slnecné Ziarenie len
v dopoludnajsich hodinach a v popoludiajsich hodinach je
v tieni budovy. V popoludiiajSich hodinéach, teda vykon
panela klesa a elektrolyza vody prebiecha pomocou elek-
trickej energie doddvanej z akumulatora. Pri experimental-
nom merani mnozstva vyrobeného vodika v zavislosti od
intenzity slne¢ného ziarenia dopadajiceho na fotovoltaic-
ky panel bola pouzita schéma zapojenia podla obr. 5, ktora
popisuje celkovy merany systém a moznosti toku elektric-
kej energie.

Tok elektrickej energie medzi fotovoltaickym pane-
lom, akumulatorom a elektrolyzérom je riadeny pomocou
solarneho regulatora. Elektrolyza vody prebieha pomocou
elektrickej energie dodanej z fotovoltaického panela do-
vtedy, kym dodavany vykon, resp. napétie na svorkach
panela neklesne pod hodnotu napitia na svorkach akumu-
latora. V danom okamihu sa zacne dodavat’ zvysna Cast’
elektrickej energie potrebnej na chod elektrolyzéra
z akumulatora. Systém zacne pracovat v kombinovanej
prevadzke a udrZi tak elektricky prad na svorkach elektro-
lyzéra na priblizne konstantnej hodnote. Naopak pri zvyse-
nom a Spickovom vykone fotovoltaického panela zabezpe-
¢i regulator maximalny prad pre elektrolyzu a zvysna cast’
ziskanej elektrickej energie sa vyuZije na dobijanie akumu-
latora. Pri dostatonom osvetleni fotovoltaického panela
alebo pri dostato¢ne nabitom akumulatore pripoji solarny
regulator do elektrického obvodu elektrolyzér. Vodik vy-
robeny elektrolyzou vody je uskladneny a nasledne vyuzi-
vany v palivovom ¢lanku.

Laboratorni pfistroje a postupy

2.2. Voltampérova charakteristika fotovoltaického
panela na baze hydrogenovaného amorfného
kremika

Pre urCenie ucinnosti premeny slnecnej energie na
elektrickll energiu pomocou nainStalovaného fotovoltaic-
kého panela na baze hydrogenovaného amorfného kremika
bola namerana jeho voltampérova charakteristika pocas
slne¢ného bezoblacného dna pri priemernej hodnote inten-
zity slne&ného Ziarenia 1047 W m 2. Schéma zapojenia pre
meranie voltampérovej charakteristiky je znazornena na
obr. 6.

Pre ziskanie voltampérovej charakteristiky fotovolta-
ického panela boli zatazené jeho vystupné svorky a bol
merany elektricky prud a napitie pri takmer konstantnej
intenzite slne¢ného Ziarenia. Ako regulovatel'na zataz bol
pouzity pradovy stabilizator s vystupnymi svorkami zapo-
jenymi nakratko. Pri merani sa znizoval celkovy ohmicky
odpor zataze, ¢im sa zvySoval pretekajtci elektricky prad.
Namerand voltampérova charakteristika je spolu s vypoci-
tanou vykonovou charakteristikou graficky znazornena na
obr. 7.

Z nameranej voltampérovej charakteristiky vyplyva,
ze pocas slnecného bezoblacného dna pri priemernej hod-

Fotovoltaicky
panel

Regulovatelna
zat'az

Obr. 6. Schéma zapojenia pre meranie voltampérovej charak-
teristiky fotovoltaického panela na baze hydrogenovaného
amorfného kremika
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Obr. 7. Voltampérova charakteristika a vykonova charakteristika fotovoltaického panela na baze hydrogenovaného amorfného
kremika; —B—voltampérova charakteristika, —A— vykonova charakteristika
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note intenzity slne&ného Ziarenia G = 1047 W m ™2 je foto-
voltaickym panelom doddvany maximdalny vykon 29,4 W.
Ukinnost’ premeny slneénej energie na elektricki energiu
vo fotovoltaickom panele vypocitame podla vztahu (1):

— IM'UM
5.G

M (1)

Z nameranych hodnét pradu /s = 2,01 A a napitia Uy =
14,6 V, ktoré odpovedaji maximalnemu vykonu fotovolta-
ického panela o ploche S= 0,78 m® pri priemernej intenzite
slneéného Ziarenia G = 1047 W m™? dostivame G&innost’
premeny slnecnej energie na elektrickd energiu vo fotovol-
taickom panele 3,6 %.

3. Vyroba vodika elektrolyzou vody

Elektrolyza vody je elektrochemicky oxidacno-
redukény dej, pri ktorom sa pomocou dodanej elektrickej
energie voda elektrolyticky rozklada na vodik a kyslik.
V procese elektrolyzy vody sa vodik vylucuje na katode
podla reakcie (2):
2H +2e = Hy(g) 2)
Na anéde sa vylucuje ekvivalentné mnozstvo kyslika (3):

H,0()=2H +2e +0,50,(g) 3)
S¢itanim reakcii (2) a (3) dostaneme sumdarnu rovnicu
rozkladu vody (4), pricom zo zmeny $tandardnej molovej
entalpie AHj,, vyplyva, ze reakcia je endotermicka:

HO () = Hy(g) + 0,5 02(g) “)

AH 3 =286 030] mol !

Zmenu $tandardnej Gibbsovej energie®’ pre reakciu (4)
vypocitame podla vzt'ahu (5):

AGS = AH %, —T.ASS ()

kde pre zmenu Standardnej molovej entropie plati:

0 0 0 ()
A = S5y (H, (@) +0.5.55,(0, (2) ~ Sh (H,0 () (7

ASS, = 163,27 JK™ mol’

Po dosadeni zmeny Standardnej moélovej entalpie A H J

=286 030 J mol™' a zmeny 3tandardnej mélovej entropie
ASJye = 163,27 TK ' 'mol™ do vztahu (5) dostivame:
AG3y =237376 T mol™ (7)

Z uvedeného vypoctu vyplyva, Ze pri elektrolyze vo-
dy sa zvysi Gibbsova energia o hodnotu 237 376 J mol™
a entropia sistavy o 163,27 JK™'. Z kladnej zmeny entré-
pie vyplyva, Ze pocas chemickej reakcie sa v sustave zni-
zuje usporiadanie, takze pri elektrolytickom rozklade vody
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sa musi sustave dodat’ energia ekvivalentna AH ,, . Podl’a
vztahu (7) je teda na elektrolyzu vody potrebné dodat’ na
vylicenie jedného moélu H, energiu 237 376 J vo forme
elektrickej energie apri izotermickom procese sa musi
z okolia priviest’ teplo 48 654 J.

Z hodnoty zmeny Standardnej Gibbsovej energie bolo
vypocitané reverzibilné napétie pri Standardnych podmien-
kach (298 K, 101 325 Pa)®:

— AGyy _

nkF

237376

- ()
192969,12

1,23V

rev

kde n je pocet vymenenych nabojov a F' je Faradayova
konstanta 96 484,56 C mol™.

Pri tomto napdti je vytazok elektrolyzy nulovy,
a preto ak maju v elektrolyzére prebichat’ elektrochemické
reakcie s urcitou pozadovanou rychlostou a ucinnostou,
musi cez elektrolyzér pretekat’ primerane velky prad,
a teda musime zvysit’ napatie ¢lanku.

Dalsou ddlezitou hodnotou napitia pre priebeh elek-
trolyzy vody v elektrolyzéroch je hodnota termoneutralne-
ho napitia. Pre hodnotu termoneutralneho napitia, pri kto-
rom elektrolyzer pracuje autotermne, teda celkova energia
doddvana vo forme elektrického priidu sa pri uvedenom
napiti vyuZije na udrZanie izotermického priebehu elektro-
lyzy pri Standardnych podmienkach (298 K, 101 325 Pa)
plati:

_AH
nkF

)

286030 1,48V
2.96484,56

tn

Pokial’ elektrolyzér pracuje pri teplote 298 K pri na-
pati v intervale 1,23 az 1,48 V, odoberd z okolia teplo,
anaopak pri vySSom napiti ako 1,48 V teplo do okolia
odovzdava a elektrolyzér alebo elektrolyt je potrebné chla-
dit.

3.1. Vypocet ucinnosti elektrolyzy vody

Uginnost elektrolyzy vody prebiehajuice;j
v elektrolyzére pri danom tlaku, teplote a intenzite slnec-
ného Ziarenia dopadajiiceho na fotovoltaicky panel moze-
me vypocitat’ ako podiel chemickej E, a elektrickej ener-
gie F potrebnej na vylacenie vodika (70):

(10)

Chemicka energia potrebné na vylicenie vodika elektroly-
zou je dana vztahom (/1):

E,, =n.AHj, (11)

kde n je mnoZstvo vylugeného vodika v méloch a AH 5
=286 030 J mol™
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Mnozstvo vylu¢eného vodika v méloch »n pri danom
tlaku a teplote vypocitame zo stavovej rovnice idedlneho
plynu:

vV
L,V

RT

(12)

kde p je atmosfericky tlak (Pa), T je pracovna teplota (K),
¥ je mnozstvo nameraného vyligeného vodika (m®) a R je
univerzalna plynova konstanta 8,314 J mol ' K™'.

Mnozstvo elektrickej energie spotrebovanej na elek-
trolyzu vody vypocitame podla vztahu (/3):

E,=Ulx (13)

kde U je napitie na svorkach elektrolyzéra (V), I je prad
dodéavany fotovoltaickym panelom a 1 je Cas trvania elek-
trolyzy (s).

Po dosadeni vztahov (1), (12) a (13) do vztahu (10)
pre ucinnost’ elektrolyzy dostavame:

_ pV.AHSy (14)

N = T UL

3.2. Voltampérova charakteristika PEM
elektrolyzéra

Pri experimentalnych skuskach vyroby vodika elek-
trolyzou vody pomocou elektrickej energie ziskanej pre-
menou slnecnej energie vo fotovoltaickom panele bol pou-
zity typ elektrolyzéra s tuhou PEM membranou (Proton
Exchange Membrane — idénomeni¢ova membrana), ktora
umoziuje priamy prevod prudu prostrednictvom protonov
H" (obr. 8). Velkou vyhodou uvedeného typu elektrolyzé-
ra s membranou je, Ze pri elektrolyze sa nepouZziva elek-
trolyt s obsahom hydroxidu draselného, ale Cista voda.
Maximalny prikon elektrolyzéra StaXX7 dany vyrobcom
je 50 W pri 14 V. Maximalna produkcia vodika je
230 ml min .

Pred experimentalnymi skuskami vyroby vodika bola
namerand voltampérovd charakteristika elektrolyzéra
StaXX7, ktory je tvoreny siedmimi anddo-katédovymi
bipolarne usporiadanymi dvojicami elektrod. Funk¢ny
povrch elektrédy mé prierez 16 cm?, ¢o pri maximalnom
prade 4 A predstavuje pradovi hustotu 25 A dm ™.

Na zaklade merania voltampérovej charakteristiky
elektrolyzéra bolo zistené, Ze obmedzujucimi hodnotami
pri elektrolyze je napitie 14 V a prad 4 A, priCom rozsah
prevadzkového napétia elektrolyzéra je 10,5 az 14 V. Vy-
roba vodika elektrolyzou vody pomocou elektrickej ener-
gie dodédvanej priamo z fotovoltaického panela prebieha
pri napati vy$som ako 10,5 V. Ak je napitie ovela vyssie
ako 10,5V, spolu s elektrolyzou vody bude nastavat’ aj
uskladnenie prebytoc¢nej elektrickej energie ziskanej pria-
mo z fotovoltaické¢ho panela do akumulatora. V pripade,
ze napitie je menSie ako 10,5 V, elektrolyza vody mdze
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Obr. 8. Schéma elektrolyzéra s tuhou PEM membranou

prebichat’ len pomocou elektrickej energie dodavanej
z akumulatora.

3.3. Experimentalne skusky elektrolyzy vody
pri rdznej intenzite slneéného ziarenia

Experimentalne skusky vyroby vodika elektrolyzou
vody pri roznej intenzite slnecného ziarenia sa uskutocnili
len pomocou elektrickej energie dodanej fotovoltaickym
panelom, ato pocas slne¢ného dna 2.7.2007 adna
4.7.2007 v case ked bolo zamracené. V obidvoch pripa-
doch sa pocas elektrolyzy vody meralo napétie na svor-
kach elektrolyzéra, elektricky prad dodavany fotovoltaic-
kym panelom, intenzita dopadajuceho slne¢ného Ziarenia,
mnozstvo vyrobeného vodika, tlak a teplota plynu. Priebeh
merani je pre jednotlivé dni zndzorneny na obr. 9 a 10 ako
zavislost’ mnozstva vyrobeného vodika, vykonu fotovolta-
ického panela a intenzity slnecného Ziarenia od casu trva-
nia elektrolyzy.
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Obr. 9. Mnozstvo vyrobeného vodika, vykon fotovoltaického
panela a priebeh intenzity slne¢ného Ziarenia pocas slne¢ného
diia 2.7.2007; — H, (1), - - - P (W), - —— = G (Wm™)
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Obr. 10. MnoZstvo vyrobeného vodika, vykon fotovoltaického
panela a priebeh intenzity slne¢ného Ziarenia pocas zamrace-
ného diia 4.7.2007; — H, (1), - - - P (W), - — — = G (W m™?)

4. Diskusia

Utinnost elektrolyzy vody podas slneéného dia
2.7.2007 a pocas zamracené¢ho dna 4.7.2007 bola vypocita-
na podl'a vztahu (/4). Vynasobenim vzt'ahu (/4) pre Géin-
nost’ elektrolyzéra a vzt'ahu (/) pre GCinnost’ fotovoltaic-
kého panela dostavame celkovia Gi¢innost’ 1 vyroby vodi-
ka elektrolyzou vody pomocou elektrickej energie ziskanej
premenou slne¢nej energie vo fotovoltaickom panele na
baze hydrogenované¢ho amorfného kremika (75):

MNcel = Nel * Mp (15)

Namerané a vypocitané hodnoty jednotlivych veli¢in
st sumarne uvedené v tab. II.

Z porovnania nameranych a vypocitanych hodnot
uvedenych v tab. II vyplyva, Ze ucinnost’ elektrolyzy vody
pocas zamraceného dna 4.7.2007 pri priemernej intenzite
slneéného Ziarenia 163 W m™ je vyssia ako ucinnost’ elek-

Tabul’ka I
Vyhodnotenie experimentalnych skuSok vyroby vodika
elektrolyzou vody pocas jasného a zamracené¢ho dna

Parameter Slnecny  Zamraceny

den den
2.7.2007  4.7.2007

p, Pa 98 800 97 900

uv 13,66 10,74

T,K 297 297

I, A 1,91 0,29

G,Wm” 931 163

T, min 30 30

Mnozstvo vyrobeného vodika 1,79 0,29

pri Standardnych podmienkach,

mls™

Ucinnost’ elektrolyzy 1., % 79 91

Celkova G¢innost’ 11, % 2.8 2.5
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trolyzy vody pocas slneéného dna 2.7.2007 pri priemernej
intenzite slneéného Ziarenia 931 W m™2.

Pri elektrolyze vody sa v elektrolyzére Cast’ elektric-
kej energie meni na teplo Q, ktoré je definované vzt'ahom

(16):

O=R-F-1 (16)
kde R je elektricky odpor, pre ktori plati
R=UI (17)

To znamena, Ze ucinnost’ elektrolyzy vody pri zamra-
¢enej oblohe pri napdti 10,74 V a prude 0,29 A je vysSia
ako je ucinnost elektrolyzy vody pri slne¢nej oblohe pri
napdti 13,66 V a prade 1,91 A nakolko v prvom pripade sa
vyvinulo 5606 J tepla, zatial’ ¢o v druhom pripade sa vyvi-
nulo az 46 963 J tepla. Celkova G¢innost’ vyroby vodika
elektrolyzou vody pomocou elektrickej energie ziskanej
z fotovoltaického panela pri vyssSej intenzite slne¢ného
iarenia 931 W m™ bola vy$3ia ako pri zamradenej oblohe,
ked' intenzita slne¢ného Ziarenia bola 163 W m™2. Pri vys-
Sej intenzite slne¢ného Ziarenia sa vyrobilo 1,79 mls™
vodika, zatial’ ¢o pri nizSej intenzite slnecného Zziarenia sa
vyrobilo len 0,29 ml s~ vodika.

5. Zaver

Energetické zdroje, ktoré ma Tudstvo k dispozicii,
a ktorymi pokryva svoje energetické potreby moézeme
v siCasnosti povazovat za velmi pocetné a relativne aj
bohaté. Aj napriek tomu, ze uhlie ako energeticky zdroj sa
vyznamnou mierou podiela na zneistovani Zzivotného
prostredia, hra ddlezitl ulohu v sucasnosti pri vyrobe elek-
trickej energie. Technicky rozvoj sice umoznil zredukovat’
emisie oxidov siry a dusika, ale neexistuje podobné riese-
nie pre oxid uhli¢ity, ktory sa vyznamnou mierou podiel’a
na zvySenom sklenikovom efekte. Zemny plyn a ropa
predstavuju o to cennejSie zdroje energie, ze su lahSie
transportovatel'né a v pripade zemného plynu je jeho ener-
getické vyuzivanie ekologickejSie ako pri pouzivani uhlia.

Vzhl'adom na to, ze zasoby fosilnych paliv sa postup-
ne vycerpavaju a v dosledku ndrastu 'udskej populacie je
mozné predpokladat’, ze spotreba energie bude neustale
rast’, vynaklada sa v sG¢asnosti znac¢né usilie na hl'adanie
novych alternativnych paliv. Tieto alternativne paliva by
mali byt adekvatnou ndhradou fosilnych paliv z hl'adiska
energetického obsahu, s minimalnym negativnym vply-
vom na Zivotné prostredie, a pritom ich zasoby by nemali
byt obmedzené. Medzi takéto energetické zdroje zarad’u-
jeme primdrne a sekundarne zdroje energie.

Vel'mi vyhodnou kombinaciou je uskladnit’ ziskant
energiu z obnovitel'nych zdrojov  vo forme vodika. Tech-
nologiu vodikovej energetiky mozno jednoducho apliko-
vat’ napr. v domoch a komerénych budovach s vyuzitim
fotovoltaickych stresnych panelov. Vodik sa moze skla-
dovat’ na neskorsie pouzitie v palivovych ¢lankoch alebo
sa moze prepravovat’ do podzemnych zasobnikov pomo-
cou existujucej plynovej distribucnej siete.

Vstupné naklady na zariadenie pre vyrobu vodika st
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vysoké, pretoze je potrebné aplikovat’ Specialne kompo-
nenty a zaviest nové technologie. Ale na druhej strane
prevadzkové naklady su minimalne. Investi¢né naklady by
mohli klesat’ s poctom inStalovanych systémov. Ocakéva
sa, ze vodik vyrabany zo slnecnej energie bude moct’ kon-
kurovat’ s ropou, a to hlavne vtedy, ak budi zohl'adnené
environmentalne aspekty a nestabilita spojena s dodav-
kou ropy.
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Laboratorni pfistroje a postupy

A. Klenovéanova, T. Brestovi¢, and 1. Imri§
(Department of Energy Technology, Faculty of Mechani-
cal Engineering, Technical University, KoSice, Slovak
Republic): Hydrogen Production by Water Electrolysis
Using Photovoltaic Solar Module

Fossil fuels as energy sources, in particular oil and
natural gas, are running out. Another problem associated
with their use is the carbon dioxide production. To avoid
the problems the methods of using and producing energy
must be changed. Attention is currently devoted to produc-
tion of hydrogen by water electrolysis in electrolyzers with
proton-exchange membranes. The required electric en-
ergy is obtained from solar photovoltaic modules with
amorphous silicon. The efficiency of the electrolysis and
total recovery of hydrogen production have been calcu-
lated. The hydrogen thus obtained can be directly used for
heat production by combustion or via fuel cells for elec-
tricity and heat production.
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ZPRAVY

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

of the European Association for Chemical and
Molecular Science)

40. vyro¢ni zasedani DAC EuCheMS probéhlo 6. zafi
2009 v Innsbrucku v navaznosti na mezinarodni konferenci
EUROANALYSIS XV, ktera se konala ve dnech 6.—10.
zati 2010 rovnéZz v Innsbrucku, a ktera patfi mezi nejvetsi
evropské analytické konference. V této souvislosti je poté-
Sitelné, Ze této vyznamné konference se zGcastnilo 36 véd-
¢t z Ceské republiky, ¢imz jsme obsadili Gestné 4. misto
v pomyslné soutézi narodnich Ucasti na této konferenci.
Lze jen doufat, Ze tento trend bude pokracovat
i v budoucich konferencich této uspésné fady. Autor toho-
to Clanku prednesl na této konferenci jako jeden z mala
Ceskych ucastnikli Gstni referat na téma “New Electrode
Materials and Arrangements for Voltammetric and Ampe-
rometric Determination of Organic Environmental Pollu-
tants”. Zasedani DAC se zcastnili zastupci 25 evropskych
chemickych spolecnosti z 21 evropskych zemi. Byly na
ném projednany otazky souvisejici s ¢innosti DAC, ptipra-
va analytické sekce na 3. Evropském chemickém kongre-
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su v Norimberku (29. srpna — 20. zafi 2010) a na 4. Evrop-
ském chemickém kongresu v Praze (26.—30.srpna 2012),
jehoZ potadanim byla povéiena Ceska spoletnost chemic-
ka, priprava konference EUROANALYSIS XVI, ktera
prob&éhne 11.—15. zari 2011 v Bélehradé a konference
EUROANALYSIS XVII, kterd se bude konat ve Var$avé
ve dnech 25.-29. srpna 2013.

Utast zastupce Ceské spoleénosti chemické na praci
DAC FECS byla umoznéna jednak grantem Ministerstva
skolstvi, mladeze a t&lovychovy Ceské republiky v ramci
projektu INGO LA 273 (2009) (Reprezentace Ceské analy-
tické chemie v Evropské asociaci pro chemické a moleku-
larni védy) a jednak laskavou podporou firem Merck s.r.o.
Praha a ChromSpec, Praha. Je milou povinnosti autora
podekovat 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 uvede-
né adrese.

Jiri Barek,

zastupce 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
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Wolfgang Sippl, Manfred Jung,
ed.

Epigenetic Targets in Drug
Discovery

Epigenetic Targets
in Drug Discovery

Vydal Wiley-VCH, Weinheim, 2009.
Cena 129 Euro.
ISBN 978-3-527-32355-5

V oblasti 1ékatské a molekularni genetiky se po néko-
lik desetileti hromadily jevy a skutecnosti, které se do kla-
sického konceptu genetiky nehodily. Nakonec se jich na-
kupilo tolik, Ze daly dohromady novy podobor — epigeneti-
ku. Klasickou epigenetickou studii je naptiklad ta, ktera
ukazala, ze hladina exprese glukokortikoidového receptoru
v mysich hypokampech je ovlivnéna mirou matetské péce,
kterou byly mysi obdafeny'. Tato pé&e ovliviiuje methyla-
ci DNA a nasledné enzymovou modifikaci histond v ob-
lasti genu pro dany receptor a tim i jeho expresi. Zaroven
tyto modifikace zistavaji urcitym zplisobem zapsany
v genetickém materialu, nikoliv vSak pfimo v sekvenci
DNA. Cilem designeri nizkomolekularnich inhibitord
takovychto enzymd neni nahrazovat mysSim matefskou
lasku, ale vyuZit jejich terapeutického potencidlu pii 1€€bé
onemocnéni, a to hlavné nadorovych. Epigenetické modi-
fikace jsou rovnéZ zajimavé z hlediska studia kmenovych
bunék a bunécné diferenciace.

Pokud v ndzvu knihy najdete slovo epigenetika nebo
epigeneticky, pak od takovéto knihy muzete ocekavat
prakticky cokoliv. Pokud je ale nazev ,,Epigenetic Targets
in Drug Discovery*, pak je obsah ziZen na enzymy, které
modifikuji DNA nebo histony. Mezi n€ patii DNA-
methyltransferasy, histonmethyltransferasy, histonacetyl-
transferasy, histondeacetylasy a histondemethylasy. Pro
chemiky se zdjmem o enzymatickou katalyzu (a katalyzu
vilbec) je jisté zajimavd rozmanitost reakci. Naptiklad
deacetylace histond muze probihat pomérné piimocare
hydrolyzou (pomoci ,klasickych® histondeacetylas) nebo
piekvapivé pfenosem acetylu na molekulu NAD" za sou-
Casného odstépeni nikotinamidu (pomoci tzv. sirtuinil).
Chemicky naro¢néjsi §tépeni vazby C—N pifi demethylaci
probiha tak, ze je methylova skupina hydroxylovana
a vznikla skupina HO—-CH,—NH- se pak spontanné rozpa-
da na formaldehyd.

Prvni dvé kapitoly knihy predstavuji biologické za-
klady a terapeuticky potencial epigenetickych cilt 1éCiv.
Dalsi kapitoly se vénuji strukturni biologii epigenetickych
cilli a pocitaCovym metodam pro vyvoj ligandl (nejprve
pfehled metod a pak piehled jejich uspésnych aplikaci
v oblasti epigenetiky). Diky tomu, Ze se epigenetické cile
1é¢iv dostaly do popredi zdjmu pomérné nedavno, je podil
virtualniho screeningu® a dal$ich po¢itatovych postupd pri
vyvoji téchto inhibitorli pomérné€ vyrazny. Nasleduje popis
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experimentalnich metod studia epigenetickych modifikaci
pomoci hmotnostni spektrometrie, in vitro a in vivo studii
a metody ChIP (imunoprecipitace chromatinu). Dalsi ¢ast
tvofi kapitoly vénované jednotlivym enzymim s jejich
detailnéjSim popisem.
Studium epigenetiky, epigenetickych cila 1é¢iv
a design jejich inhibitort jiz pfinesly fadu uspéchi ve for-
mé sloucenin, které prochdzeji klinickymi testy a jiz né€ko-
lik klinicky uzivanych 1é¢iv (pokud je mi znamo, jedna se
o0 Vidaza™ s ¢eskym rodokmenem, DacogenTM, Zolinza™
a 1éky zalozené na kyseliné valproové). Kniha editovana
Wolfgangem Sipplem a Manfredem Jungem je ur¢ena pro
kazdého, kdo si chce s touto oblasti udrzet kontakt. Pokud
je nutné knize néco vytknout, pak dle mého nézoru neni
enzymové nazvoslovi mrtvé ani v dobé databazi a uvedeni
systematickych nazvii enzymii a EC oznaceni by zvysilo
prehlednost knihy. Rovnéz by knize prospélo, kdyby uve-
dené prostorové struktury byly doplnény ¢tyfznakovymi
PDB kody, aby je Ctenaf nemusel pracné dohledavat.
Hlavni problém knihy (ktery ale neni mozné autorim
a editorim nijak vycitat) je, ze se kniha stava uz od svého
vydani zastaralou v dasledku zaplavy novych vysledkt
v této oblasti.
Vojtéch Spiwok
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Center for Cemical Process Safety (American
Institute of Chemical Engineers)

Guidalines for Developing Quantitative Safety
Risk Criteria

John Wiley and Sons, New Jersey, 2009
ISBN 978-0-470-26140-8

Kniha je zaméfena na osvétleni tilohy oficialnich le-
gislativnich kriterii pro hodnoceni rizika pro obyvatele
v okoli chemickych vyroben, kterd jsou v riiznych statech
aplikovana jako kriteria legislativni pro povolovani vyroby
v dané vyrobné (tzv. permitt) a pro planovani vystavby
obcanskych staveb v okoli vyrobny. Divodem vydani
publikace je skuteCnost, ze ve vétSing statd jsou vydany
doporucujici normy, které urcuji dvé hranice rizika proce-
su pro obyvatele v okoli:

Zanedbatelné riziko.
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logaritmus
pravdépodobné
frekvence udalosti

\

Oblast neptipustného rizika

Oblas

rizika

t

zanedbatelného

logaritmus poctu vyvolanych amrti obyvatel
na jednu havarijni udéalost

Zakladni predstava pro urceni oficialnich hranic rizi-
ka je odvozena zgrafu v logaritmickych soufadni-
cich :zavislost frekvence pravdépodobnosti vyskytu uda-
losti na jejim $kodlivém uginku. Skodlivy Géinek je cha-
rakterizovan pro vefejnost poctem vyvolanych umrti oby-
vatel v okoli, na jednu havarijni situaci. Jin¢ charakteristi-
ky ucinku havarie, napf. materialni $koda pro vyrobce ¢i
materialni Skody pro obyvatele v okoli nejsou v knize za-
hrnuty.

Legislativni hodnoty kriterii v jednotlivych statech se
1i81 jednak polohou ptimek, kterd celkové urcuje narocnost
kriterii, jednak smérnici pfimek, kterd urcuje, zda je vétsi
véha pfisuzovana malym havariim s vysokou ¢etnosti nebo
velkym havariim s nizkou Cetnosti.

Co odbornik v publikaci najde (kniha je napsdna
v angli¢tin€):

Prehled akronymii a zkratek pouzivanych v oblasti
bezpecnosti chemickych vyrob a ochrany Zivotniho pro-
stiedi, napt. zkratky veliin, instituci a dokumenti (3 stra-
ny).

Vysvétleni pojmi pouzivanych v oblasti bezpecnosti
chemickych vyrob a ochrany zivotniho prostfedi (8 stran).

Prehled legislativni literatury ve svété (15 stran).

Piehled oficidlnich kriterii kladenych na chemické
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vyroby v riznych statech a jejich porovnani (40 stran).
Obecné zkuSenosti z oboru hodnoceni rizika, napfi-
klad zkuSenosti s vnimanim rizika vefejnosti.

Co odbornik v publikaci nenajde:

Publikace predpoklada, ze charakteristiky havarii
(frekvence vyskytu havarie, disledky havarie) jsou znamy
a cilem postupu je tyto udaje zpracovat a hodnotit.
V publikaci nejsou uvedeny postupy jak tyto Gidaje ziskat:

Zpisob vyhodnocovéani pravdépodobnosti vyskytu
havarie a vyhodnocovani mozného w¢inku. Udaje o frek-
venci selhani ¢erpadel ¢i jinych zafizeni.

Statistické udaje o frekvenci havarii jistého typu.

Publikace je tedy velmi zajimava z hlediska obecné
filosofie analyzy rizik, ale neni pfimo pouZitelna jako pii-
rucka k praktické aplikaci analyzy rizika (jako napf. publi-
kace oznaCovand bézné€ nazvem ,,Purple Book*).

Zavér
Publikace je zajimavym a poucnym Ctenim pro speci-
alisty chemickych podniki v oboru bezpecnosti chemic-
kych vyrob a velmi atraktivni knihou pro pracovniky anga-
zované v legislativé bezpecnosti chemickych vyrob, napt.
na Ministerstvu zivotniho prostiedi.
Josef Horak
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