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Uvodnik

Biotechnology is the integration of natural sciences and engineering sciences in order to achieve the application of organisms,
cells, parts there of and molecular analogues for products and services (Definice schvdlend na valném shromédzdéni EFB, 1989)

Chemici a biotechnologie

Chemici byly vzdy spojeni s tzv. tradicnimi biotechnologie-
mi, zejména fermentacnimi procesy a riiznymi biotransforma-
cemi, takZe kromé biochemiki, to byli predevsim chemicti
inZenyri, kteri aktivné vstoupili do éry modernich biotechno-
logit a zaslouZili se o praktickou realizaci uspésné tovdrni
produkce rady vyznamnych biologicky aktivnich ldtek vyvi-
nutych technikami genového inZenyrstvi. Vznik modernich
biotechnologii byl umoznén diislednou aplikaci molekuldr-
nich principii pri studiu biologickych procesii a tedy vlastné
absolutnim prosazenim chemického pohledu ve vyzkumu
v hranicnich disciplindch jako je mikrobiologie, biologie, ge-
netika, farmacie aj. Velké mnoZstvi poznatkii nahromadénych
v poslednich desetiletich vytvorilo predpoklady pro jejich
praktické vyuZiti, ale zdroven prineslo i nebyvalé mnoZstvi
prekdZek, které musi byt pred realizact kaZdé nové technologie
prekondny. Na zavedeni novych technologii je treba ¢im ddl
tim vic volnych financnich prostiedkii, a proto jsou v tomto
zdpase o trhy zvyhodnény velké firmy. V biotechnologiich vSak
nejde jen o produkty genového inZenyrstvi (zejména farma-
ceutika a nyni tolik diskutované geneticky modifikované orga-
nismy, v§eobecné pouZivand zkratka GMO), ale o ohromnou
plejddu dalsich produktii a aplikact. Urcitou predstavu o ap-
likacnim rozsahu biotechnologii ddvd v zdhlavi uvedend defi-
nice Evropské federace biotechnologii (EFB), i kdyZ i tato
definice nent zrejmé zcela vycerpdvajici. Napt. se nezmiriuje
o uplatnéni chemickych materidlii v biotechnologiich, coZ je
pro chemika problém velice diileZity a zdvazny.

Dnesni vivodnik jsem viak zacal psdt proto, abych cleny
nasi spolecnosti strucné sezndmil s postoji nasi stresni organi-
zace IUPAC k biotechnologiim. O vyznamu biotechnologii pro
chemicky priimysl a jeho dalsi rozvoj neni pochyb. Ostatné
stdle se zvysujici zisky, zejména nékterych americkych spolec-
nosti, z biotechnologickych produktii jsou toho nezvratnym
ditkazem. IUPAC vidi v biotechnologiich prileZitost (cha-
llange) pro chemii, ale predstava jak rozvoj biotechnologii
stimulovat se v poslednich létech nékolikrdt ménila, tak jak
dochdzelo ke zméndm v ndzorech na novou organizacni struk-
turu jednotlivych orgdnii IUPAC.

Komise pro biotechnologie byla piivodné soucdsti Divize
aplikované chemie.

Pri reorganizaci divizi na valném shromdZdéni IUPAC
v Guilfordu (UK) v r. 1995 byla Komise pro biotechnologie
(COB) podrizena primo byru, a bylo uvazovdno nékolik alter-
nativ od vytvoreni samostatné divize pro biotechnologie az pro
prirazeni COB k nekteré z nové vytvorenych divizi. Na zdklade
loriského jedndni berlinského valného shromdZdeni IUPAC se
v letosni ,,modré knize“ (IUPAC Handbook 2000-2001) ob-
jevila COB jako souddst Divize Il — Organickd a biomoleku-
ldrni chemie pod evidencnim cislem Ill. 4 (str. 37).

Jednou z vyznamnych a trvalych cinnosti COB IUPAC je
pordddni biotechnologickych sympozii ve ctyrletych interva-
lech, a to programové v riiznych kontinentech svéta. Posledni
sympozium se konalo v australském Sydney (1996).V letosnim
roce, tj. 3.—8.9.2000 se porddd jiZ 11th International Biotech-
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nology Symposium v Berliné (podrobnosti Ize ziskat na inter-
netové adrese http://dechema.de/biotechnology2000.htm.

Na sympozium jste vSichni srdecné zvdni. Jsme si vSak
védomi toho, Ze pomérné vysoké vloiné nasazené némeckymi
organizdtory bude prekdzkou iicasti mnoha potenciondlnich
zdjemcii.

Sympozium se za Ctyri roky uskutecni na jihoamerickém
kontinenté v Santiago de Chile. (Pro uplnost pripomindm, Ze
biotechnologickd sympozia Federace evropskych biotechno-
logii se konaji ve dvouletych intervalech a nekryji se s akcemi
IUPAC.)

V minulych létech se COB vénovala radé projekti, jejichz
vysledkem byla publikace prehlednych cldankii v oficidlnim
casopise IUPAC ,, Pure and Applied Chemistry“. Cilem bylo
seznamovat chemickou verejnost s aktudlnimi tématy biotech-
nologii. 'V tomto duchu se nesly i dalsi publikacni aktivity
(napt. slovnik biotechnologickych terminii — ,, Biotechnology
Glossary ) a pravidelnd predndskovd odpoledne konand v do-
bé valnych shromdzdeni IUPAC (kaZdé dva roky). COB pra-
videlné spolupracuje s jinymi orgdny IUPAC zejména v oblas-
ti tvorby ndzvoslovi.

V soucasné dobé se COB snazi o vytvoreni informacniho
systému o biotechnologiich, resp. alespori o kompletaci inter-
netovych adres v riznych zemich svéta. Neni to zdleZitost
Jjednoduchd, protoZe pocet clenii COB je velice omezeny.

Pokud se tykd nast republiky, miizeme zdjemciim o biotech-
nologie doporucit tii internetové adresy, a to:

Biotechnology navigator: http://staff.vscht.cz/bio/bionavig.
html (Prosime o pomoc, pri zarazeni dalsich adres podnikii
a spolecnosti podnikajicich v oblasti biotechnologii. Tato da-
tabdze bude soucdsti databdze IUPAC.)

Czech Biopages pripravené kolegy z Masarykovy univer-
zity v Brné: http://orion.chemi.muni.cz/indexh.htm

Biotrin spolecnosti Biotrend, instituciondlniho ¢lena Bio-
technologické spolecnosti: http://www.biotrin.cz

Komise pro biotechnologie IUPAC pracuje v soucasné
dobé ve sloZeni:

Tituldrni ¢lenoveé: prof. Milton T.W. Hearn (Australie) — pred-
seda, Dr. Michelle Browner (USA) — mistopredseda, prof. Jan
Kds (CR) — sekretdr, Dr. Mark Dibner (USA), Dr. Takashi
Nara (Japonsko), prof. Rolf Schmid (Némecko) a prof. Daniel
Thoma (Francie) — ¢lenové.

Ndrodni delegdti: prof. Alois Jungbauer (Rakousko), prof.
Murray Moo-Young (Kanada), prof. Inger Mollerup (Ddn-
sko), prof. Bela Sevella (Madarsko), prof. C.M. Gupta (Indie),
prof. Terence G. Watson (Jizni Afrika) a prof. Patrik Adler-
creutz (Svédsko).

Ndmeéty pro cinnost COB a spoluprdci se ¢leny a pracov-
nimi skupinami ceskych chemickych spolecnosti je velmi vitd-
na, zejména pri kompletaci podnikii a spolecnosti pracujicich
v oboru biotechnologit.

Tésime se na spoluprdci.

Jan Kds
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Uvod

Voda je prakticky vSudypfitomnad, je jednim z nejbéznéj-
Sich analytl a pro jeji stanoveni existuje fada klasickych
i instrumentalnich metod'™>. Specificky analyticky piistup vy-
zaduje stanovovdni obsahu vody, vlhkosti, v plynném pro-
sttedi. Vlhkost plynu, tj. mnozstvi vodni pdry, kterou plyn
obsahuje, lze vyjadfit absolutné hmotnosti vody v urcitém
objemu plynu, ® = m/V (napf. v g.m"), bezrozmérnou mérnou
vlhkosti, ¢ = m/m,, kde m je hmotnost vody v ur¢itém objemu
plynu a m je hmotnost téhoz objemu plynu suchého, piipadné
parcidlnim tlakem vodni pary ¢i teplotou rosného bodu. V pra-
xi je obsah vody v plynu velice Casto vyjadfovan relativné jako
tzv. relativni vlhkost, RH. Relativni vlhkost se rovnd podilu
absolutni vlhkosti daného plynu a absolutni vlhkosti tohoto
plynu, ktery je za stejné teploty a tlaku vodni parou nasycen,
tj. RH = ®/®_ ; relativni vlhkost je veli¢inou bezrozmérnou
a zpravidla se uddva v procentech.

Podobné, jako tomu jei v piipadé jinych chemickych ldtek,
vyznamnym ndstrojem pro detekci a stanoveni vody se stavaji
senzory*®. Diivodi pro to je n&kolik:

— senzor mize v fadé piipadl nahradit drahy piistroj a slozity
experimentdlni postup pii provadéni analyzy,

— potieba méfit vlhkost prudce roste s rozvojem fady pri-
myslovych odvétvi, kde jsou vyuZivdany ndro¢né speciali-
zované technologie,

— automatizované a tzv. inteligentni pracovni ndstroje maji
zna¢né naroky na mnozstvi informaci o stavu a vlastnos-
tech pracovniho prostiedi v némz vykondvaji urcitou ¢in-
nost a tyto ndroky je nutno uspokojit mnozstvim senzort,
jimiz jsou na své pracovni prostfedi napojeny,

— v neposledni fadé je méfeni vlhkosti dilezité i pii zajisto-
vani lidského komfortu klimatizovanim pracovniho, spo-
lecenského i domdciho prostiedi.

Z ptehledu v tabulce I je zfejmé, Ze oblast pouZziti senzord
vlhkosti je velice Siroka a tudiz jsou na né kladeny nejrozma-
moderni senzory vlhkosti spliiovat nékolik zakladnich poza-
davkd:

— dostatecnou citlivost v Sirokém intervalu vlhkosti,

rychlou odezvu,

reprodukovatelnost odezvy a malou hysterezi,

nezdvislost na teplotg,

— nezavislost odezvy na slozeni plynu,

— mechanickou odolnost a dlouhou Zivotnost,

— kompatibilitu se souc¢asnou mikroelektronikou,

— jednoduchou konstrukci a odtud i malou pofizovaci hod-
notu.

Ve snaze vyhovét pokud mozno vétsing téchto pozadavki
jsou vyvijeny a testovany senzory vlhkosti rizného mechanic-
kého uspordddni, které vyuzivaji k detekci vlhkosti riznych
principt. K dispozici jsou senzory vyuZzivajici klasické prin-
cipy méfeni vlhkosti, tj. senzory zaloZené na méfeni rosné-
ho bodu, dilataci ptirodnich nebo umélych vldken ¢i psychro-
metry. Z divodli kompatibility s moderni elektronikou jsou
oblibené senzory zalozené na méfeni zmén elektrickych vlast-
nosti (permitivita, odpor) riznych materidlti majicich urcitou
afinitu k vodé€. Zde, vedle anorganickych litek (Al,O5, TiO,-
-V,0s, SiO,-oxid kovu, MgCr,0,-TiO, a mnoho dalSich),
které byvaly v neddvné dobé dominantnimi materidly pro
konstrukce senzort vlhkosti, nachdzeji velké uplatnéni pravé
polymerni materialy’. Tyto materidly jsou téZ vyznamnym
konstrukénim prvkem ampérometrickych ¢i potenciometric-
kych tuhych senzori riiznych plynt®®, Zatimco v téchto sen-
zorech je zména vlastnosti polymeru zptisobend zménou vlh-
kosti analyzovaného plynu nezadouci, v senzorech vlhkosti je
s vyhodou vyuzivdna (viz porekadlo ,,Sum pro jednoho je
vyuzitelnym signdlem pro druhého*). Tento ¢lanek je vénovan
vyuziti riznych polymera pravé v senzorech vlhkosti. Je dal-

Tabulka I
Piiklady aplikacnich oblasti senzor na méfeni vlhkosti plynd

Odvétvi Oblast pouziti

Pramysl
a energetika

klimatizace vyrobnich a skladovych hal
technologické plyny

susici a zvlhcovaci zafizen{
chladici zafizen{

ochranné plyny pfi svéafeni kovi
vysokonapétové spinace
skleniky

hydroponické péstovdni rostlin
haly Zivoci$né vyroby

sila na obili, seniky

sterilizatory

inkubadtory

respirdtory

boxy s fizenou atmosférou
biokultivétory

testovani senzorli plynnych latek
meteorologie

uchovdvani uméleckych predmétd
zhotovovani fotografif
klimatiza¢ni jednotky
mikrovinné trouby

susicky pradla

Zemédélstvi

Medicina
Vyzkum
Lidské

spolecenstvi

Domacnost
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Priklady polymert testovanych v impedanénich senzorech pro stanoveni relativni vlihkosti

Typ polymeru®

Poznamky

Cit.

Nafion

Kompozit Nafion/SiO,
Poly(vinylalkohol) (PVA)
Nafion Si-ftalocyanin

Poly(vinylpyridin) (PVP)

HMPTAC prokiizeny s EGDMA

DMDAAC
Kompozit poly-(o-fenylendiamin)
+PVA

Poly(propargylalkohol)

Poly(vinylalkohol)

AMPS

Organopolysiloxany

Viologen

Poly(chlormethylstyren)

RH 0-100 %; kompozit (1:3) vykazoval delsi linedrni dynamicky rozsah,

ale nizsi citlivost detekce nez samotny Nafion.

RH 0-100 %; pocet OH— skupin na strukturni jednotku rizné¢ modifikovaného
PVA ¢i kopolymeru polyethylen-PVA a typ protiiontu (H*, Li* a Na*) v Nafionu
a ionizace modifikovaného Si-ftalocyaninu ovliviiuji vlastnosti senzoru. Nejlepsi
odezvu poskytoval Li-Nafion.

testovdny rizné zptisoby kopolymerace hydrofilniho kvarternizovaného PVP

s hydrofobnim polymerem (prok¥iZenim ¢i roubovdnim). Nejlepsich vysledkd
dosaZeno se senzorem obsahugl’cfm PVP naroubovany na PTFE nebo prokiiZzeny
s dibrombutanem; viz téz!116%4

vzdjemné se prostupujici polymerni sit hydrofilntho (HMPTAC) a hydrofobniho
(EGDMA) polymeru je stabilni, zména impedance je asi pét fdda pii zméné RH
od 0 do 90 %. Tyz hydrofilni polymer naroubovany na polyethylen byl
testovan®.

polymer pouzit v ¢tyfelektrodovém planarnim senzoru, nelinedrni zdvislost

na RH v oblasti 12-80 %. Vyraznd zdvislost na RH byla pozorovdna

u kompozitu tohoto polymeru se syntetickym silikdtem®” Laponite RD.

linedrni zdvislost na RH (25-98 %) ddna acidobazickymi zménami v kompozitu,
viz t62°°. Obdobné chovéni bylo pozorovano u kompoziti PVA

s poly(aminofenolem)’" a poly(anilinem)’?.

iontova vodivost polymeru dopovaného kyselinou sirovou exponencialné roste

s RH. Zavislost vodivosti polymeru obsahujiciho vodu (60 %) na RH byla
studovana v cit.”*

impedance filmu PVA klesala s rstem RH. Pridavek sodnych soli kyselin
chlorovodikové, p-styrensulfonové ¢i m-benzendisulfonové vyrazné prispél

k citlivosti senzoru (zména vodivosti o ¢tyfi fddy v oboru RH 15-95 %).
Prokfizeni polymeru ptisobenim argonové plazmy mélo pfiznivy vliv na stabilitu
filmu.

polymer naroubovany na mikroporézni film poly(ethylenu).

film organopolysiloxant obsahujicich hydrofilni skupiny typu —-NH,,
—N(CHj;);Cl, a —=SO;H naroubované na silikagelu nebo sintrovaném oxidu
hlinitém.

film poly(hexanviologen)'PF; je vyhodny k detekci niz$ich hodnot RH

(0-35 %). Interferuji pary nizsich alkohold a organofosfity.

odolnost polymeru pro senzory pouzitelné v prostiedich o vyssi RH (odolavajici
pfipadné i kratkodobému kontaktu s vodou) bylo dosazeno sou¢asnym
prokiiZzenim a kvarternizaci pfi reakci s TMHDA.

17

14

12

66

68

73

75

76

77

78

79

80

# HMPTAC - poly(2-hydroxy-3-methakryloxypropyltrimethylammoniumchlorid); EGDMA - poly(ethylenglykoldimethakry-
lat); DMDAAC - poly(dimethyldiallylammoniumchlorid); AMPS — poly(2-acrylamido-2-methylpropansulfondt); TMHDA —
N,N,N’,N’- tetramethyl-1,6-hexandiamin

$im pokracovanim volné série referdtd vénovanych chemic-
kym senzortim publikovanych v tomto Easopise®'’.

Polymery pouzivané pro konstrukce senzoru
vlhkosti

V senzorech vlhkosti jsou pouzivany polymery, které mo-
hou v disledku absorpénich ¢i adsorp¢nich procest vymérnovat
se svym okolim vodu. Zména obsahu vody v polymeru se md-
Ze projevit riznymi zménami jeho vlastnosti, které 1ze pro sta-
noveni RH vyuzit. Jsou to hlavné jiZ zminéné vlastnosti elek-
trické, ale i vlastnosti optické, mechanické ¢i zména hmotnosti.
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Bez ohledu na to, v jakém typu senzoru je polymer pouzit,
musi mit dvé dilezité vlastnosti — musi byt ve vodé nerozpust-
ny (pfi zachovéni svych hydrofilnich vlastnosti) a chemicky
stdly. Piiprava novych polymeri pro senzory RH je do zna¢né
miry orientovdna na vylepSovdni téchto vlastnosti. Ve vodé
nerozpustnych a stabilnich struktur se dosahuje zpravidla pro-
kiiZenim fetézcti polymeru kopolymeraci vhodnych monome-
ri (postup bézny pii vyrobé klasickych iontoménicli) nebo
naroubovanim (graft — polymerization) hydrofilnich skupin na
chemicky stabilni, hydrofobni polymerni kostru. Obé tyto
metody umoziuji strukturu polymeru modifikovat tak, aby
jeho vysledné chovidni bylo optimdlni pro pouziti v konkrétn{
situaci "%
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Obr. 1. Piiklady nejéastéjsich konstrukénich uspoiadéani RH senzori zalozenych na méieni impedance (a), kapacity (b) a usporadani
pouZzitelné v obou piipadech (c); 1 —inertni podlozka s vodivostnimi elektrodami, 2 — mikroporézni kovova elektroda, 3 — polymer, 4 — pfivodn{

vodice

Z vyse uvedenych divodd jsou v senzorech RH casto
vyuzivany polymery ménici se zménou RH své elektrické
vlastnosti —relativni permitivitu nebo iontovou, pfipadné elek-
tronovou vodivost. Podle toho, kterd z téchto vlastnosti je
meéfena a vyhodnocovdna jako mira vlhkosti analyzovaného
plynu, jsou senzory rozdélovany na impedanc¢ni (odporové)
nebo kapacitni’. Velice intenzivné jsou viak vyvijeny i senzo-
ry pracujici na principu zmén hmotnosti polymeru ¢i jeho
zmén rozmérovych. Vyznamné jsou senzory optické vyuziva-
jici jako zdroje zéfeni svétloemitujici diody (LED) nebo lase-
rové diody (LD), optickd vldkna jako vodice zareni a polovo-
dicové detektory samostatné piipadné v souborech (detekto-
rovd pole). Jde o tzv. solid-state instrumentaci, kterou lze
charakterizovat chemickou odolnosti, odolnosti proti interfe-
rencim externich elektrickych poli (na rozdil od senzord sni-
majicich zmény elektrickych veli¢in), malymi rozméry a niz-
kou cenou. Svymi vlastnostmi a technologii pfipravy jsou
pouzitelné jako detek¢ni systémy integrovanych a inteligent-
nich senzort.

Impedanc¢ni (odporové) senzory

V téchto senzorech se vyuzivd polymerd, které obsahuji
s polymerni kostrou pevné vdzané hydrofilni ionty, jejichz
ndboj je kompenzovan protionty. Pfi vzristu RH analyzova-
ného prostiedi tyto hydrofilni skupiny absorbuji vodu do
svych hydrata¢nich obald, pfi poklesu RH ji uvoliuji. Podle
obsahu vody v polymeru se protionty uvoliuji disociaci, napt.:
R-SO; H" + H,0 = R-SO;5 + H,0", takZe iontovd vodivost
polymeru zdvisi na RH analyzovaného prostredi. Typickym
polymerem majicim tyto vlastnosti je Nafion (obchodni nazev
firmy DuPont, USA, pro kopolymer ?oly(tetraﬂuoroethylenu)
s poly(sulfonylfluorvinyletherem))'”. Jde o katex s pevn& vi-
zanymi sulfoskupinami, protionty byvaji zpravidla vodikové
ionty; v senzorech vlhkosti byl zkousSen i Nafion obsahujic{
lithné ¢i sodné protiiontym. Podobné polymernf struktury byly
téZ piipraveny roubovanim napf. sulfonovaného polystyre-
nu na poly(tetrafluoroethylen)' ', Fluorované polymery jsou
obecné chemicky stdlé, a protoze fluor md mensi iontovy
polomér nez vodik, maji kompaktnéjsi strukturu a jsou tak
odolngjsi viici rozmérovym zméndm (botndni) pfi zméné ob-
sahu vody. Z toho vyplyvd vyssi stabilita polymeru a dels{
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doba Zivota senzoru. Piiklady dalSich polymert testovanych
pro pouziti v impedancnich senzorech vlhkosti jsou v tabul-
ce IL.

Zdkladnim usporddanim impedancniho RH senzoru je tzv.
plandrni uspofddani (obr. 1a). Na inertnim substratu (kerami-
ka, sklo) je vakuovym napafenim ¢i sitotiskem vytvofena
dvojice platinovych nebo zlatych vodivostnich elektrod, zpra-
vidla hiebinkového tvaru (interdigital electrodes), které jsou
prekryty filmem polymeru. Film je obvykle pfipravovan po-
krytim elektrod roztokem polymeru ve vhodném rozpoustédle
za rotace (spin coated), po jehoz odpafeni se na elektrodach
vytvoii film polymeru pozadované tloustky. Tloustka filmu
ma zdsadni vliv na rychlost odezvy senzoru; ¢im je film tenci,
tim rychleji se pfi zméné RH ustavi rovnovdha mezi obsahem
vody v analyzovaném plynu a v polymeru. Tloustky filmd jsou
fddu desetin az stovek wm.

V nékterych konstrukcich byla pouZzita membrana z hyd-
rofobniho polymeru (napf. z poly(tetrafluoroethylenu) i poly-
ethylenu) na némz byla naroubovana vrstvicka hydrofilnitho
polymeru (napi. kvarternizovany vinylpyridin). Vodivostni
elektrody byly v tomto pfipadé napateny piimo na polymer'®;
tloustka elektrod musi byt dostate¢né mald (fddové desitky az
stovky nm), aby byla umoZnéna vyména vodni pdry mezi
polymerem a analyzovanym prostfedim.

Impedance polymeru se méfi za podminek obvyklych pii
méfeni vodivosti, kdy senzorem prochazi sttidavy proud o fre-
kvenci desitek az tisici Hz. Méfend impedance se v rozmezi
RH od ca 0 do 100 % méni o nékolik fadl a je zpravidla na
RH nelinedrné zavisla. Jednou z pfi¢in nelinedrni zdvislosti je
nepochybné komplexni charakter méfené impedance. Ta ob-
sahuje prispévek dany odporem filmu polymeru a pfispévek
reak¢ni impedance vznikajici na rozhrani kovova elektroda/
polymer. Podle obsahu vody v polymeru se na celkové impe-
danci jednotlivé piispévky podileji rGznou mérou, coZ se
projevuje v nelinearité zavislosti'” méfeného signdlu na RH.
Priznivéjsi vlastnosti z hlediska linearity odezvy by mohly mit
kompozitni materidly, jak bylo pozorovano v pfipadé kompo-
zitnich filma'’ Nafion+SiO,.

Nezddouci vlastnosti senzord je hystereze odezvy, souvi-
sejici s rychlosti vymény vody mezi polymerem a analyzo-
vanym plynem. Bylo zji§téno, Ze hysterezi lze potlacit po-
uzitim bifunk¢nich polymerd v nichZ je nahrazena ¢ast silné
kyselych hydrofilnich skupin (S O3 H*) skupinami slabé& kyse-
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Priklady polymert testovanych v kapacitnich senzorech pro stanoveni relativni vlhkosti

Typ polymeru

Poznamky

Cit.

Poly(methylmetakrylat)
(PMMA)

Poly(ethylentereftalat)

Poly(vinylcinnamat)

Poly(vinylbenzodt)
Poly(vinylmethakryldt)
Poly(vinylkrotonat)
Poly(vinylcinnamat)

Polyimidy

Fluorované polyimidy

PMMA prokiizeny s divinylbenzenem ¢i n€kterymi estery kyseliny
dimethakrylové. Zavislost kapacity na RH (10-99 %) je linedrni, mald
pozorovand hystereze odezvy je ddna malym mnoZstvim adsorbované vody (ve
srovndni se senzory zaloZenymi na derivdtech celulosy®)), viz t6z%%

senzor s elektrodami pfimo napafenymi na film (50 pum silny) byl pouZzit jako
frekvenci urcujici kondenzator v elektronickém oscilatoru (555). Linedrni
zavislost frekvence na RH (12-97 %); zména frekvence v uvedeném oboru RH
byla asi 3kHz.

studovén vliv stupné prokfizeni polymeru na sorpci vody i na sorpci par
organickych latek (alkoholy, aceton). Adsorpce vody (a odtud i citlivost senzoru)
roste se stupném prokiizeni do ca 95 %. Stupen prokiizZeni, pii némz dochazi

k nejvétsi sorpci par organickych latek zavisi na velikosti jejich molekul.
polymery tvorici prokfiZzené struktury, poly(vinylmetakrylat)

a poly(vinylcrotonadt), jsou pro kapacitni RH senzory vhodnéjsi. Jsou rovnéz
odolnéjsi vici rozmérovym zméndm pfi expozici prostiedi obsahujici pary
organickych ldtek (acetonu). Podil kapacit pti RH 90 a 0 % byl asi 1,35;
staciondrni hodnoty pri zméné RH je dosazeno za asi 30 s, teplotni koeficient byl
0,1 % RH/°C, hystereze max. 2 % RH.

testovdny rizné formy oligomerd a polymerti odvozenych od polyimidu; viz
t62%%7. v cit.® jsou porovndvany vlastnosti senzort s prokiizenym polyimidem,
fluorovanym polyimidem a PMMA.

stabilni polymerni materidl pro RH senzory, hystereze 0,5 % RH, rychlost

21

24

83

84

88

89

dosazeni 90 % stac. stavu 30 s, teplotni koeficient 0,1 % RH/°C, lineédrni
zavislost odezvy na RH v oboru 10-90 %, dlouhodoba stdlost parametri,
ca =2 % RH/1000 hodin; viz t7%.

Polysulfon

linedrni zdvislost kapacity na RH (10-90 %), hystereze 0,5 % RH, rychlost 90

odezvy pii vzristu i poklesu RH 30 s, teplotni koeficient (10-40 °C) 0,1 %
RH/"C, dlouhodobg stabilni parametry.

lymi (COO H"), které maji mensi tendenci zadrzovat absorbo-
vanou vodu ve struktufe polymeru vodikovymi vazbami'®,
V piipadé Nafionu bylo zjiﬁténolg, Ze voda pfi vzrastu RH
plynné faze vstupuje do Nafionu mnohem rychleji nez z néj
pfi snizeni RH vystupuje. To rovnéZ mize vést k hysterezi
odezvy, pokud je méfeni provedeno pied dosazenim rovno-
vazného obsahu vody v polymeru.

Kapacitni senzory

V kapacitnich senzorech je polymer dielektrikem konden-
zatoru. Vyuzivéa se zde polymerl spiSe hydrofobnich (veétsi
obsah vody v polymeru mtize vést k vytvareni klastri molekul
vody projevujicich se hysterezi odezvy***'), mechanicky ri-
gidnich (rozmérovd nestdlost se projevuje velkou teplotni
zdvislosti a ¢asovou nestabilitou odezvy), jejichz relativni
permitivita je ve srovndni s permitivitou vody mald. Proto jiz
malé mnozZstvi vody adsorbované na povrchu ¢i ve strukture
polymeru vyrazné zméni jeho permitivitu a tim se zmén{
i kapacita kondenzdtoru. MnoZstvi adsorbované vody zdvisi
na RH analyzovaného prostfedi, proto je i zména kapacity
umérnd RH; zavislost kapacity na RH je u téchto senzort
v podstaté linedrni.

Typické polymery pouzivané v kapacitnich senzorech jsou
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odvozeny od polyimidu nebo derivatd celulosy (relativni per-
mitivita polymerd je asi 3—6, relativni permitivita vody je asi
78); piehled dalsich polymeri testovanych v kapacitnich sen-
zorech je v tabulce III. Struktura polymeru by méla zajistit
dostate¢né velky povrch na némz mize byt voda adsorboviana.
Ke zvétSeni povrchu se osvédcily metody, pfi nichz je v poly-
meru vytvofena sit mikrotrhlinek Sirokych fadové desetiny um
(cit.***). Zvétseni povrchu se piiznivé projevuje na rychlosti
vymény vody mezi polymerem a analyzovanym plynem a od-
tud na statickych i dynamickych vlastnostech senzoru, tj. zvy-
Suje se citlivost detekce, rychlost odezvy a sniZuje hystereze.

Typické struktury kapacitnich senzort jsou na obr. 1b, c.
V senzoru na obr. 1b je na inertnim substrdtu vytvorena délend
(spodni) elektroda (napf. platinovd), na ni je film polymeru
silny fadové jednotky wm a na jeho povrch je naparena (horni)
spolecna elektroda (napf. zlatd). Tloustka této elektrody je,
podobné jako v piipadé impedancnich senzorti, mald, aby
umoziovala vyménu vodni pdry mezi analyzovanym plynem
a polymerem (lze ji povazovat za mikroporézni). Toto uspo-
fadani predstavuje dva kondenzdtory v sérii a je vyhodné
z toho dtivodu, Ze eliminuje problémy s pfivodnim kontaktem
k horni mikroporézni elektrodé. V senzoru na obr. 1c jsou
elektrody napafené na dvé protilehlé strany polymerni mem-
brany silné fadové desetiny az setiny mm (sandwich-type
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kHz, byvd fddove desetiny aZ jednotky pF/%RH (je tedy tfeba
dbdt na spravné pripojeni senzoru k méticimu piistroji, protoze
kapacita pfivodl znacné ovliviiuje odezvu).

Ve srovnani s impedan¢nimi senzory vlhkosti jsou kapa-
citnf senzory sndze piizplisobitelné mikroelektronickym struk-
turdm. V nejjednodussim ptipadé mohou byt zapojeny jako
externi kondenzdtor fidici frekvenci integrovaného oscildto-
ru®* (napf. v b&zném typu 555) nebo lze piimo k jejich piipravé
vyuzit fady technologickych postupti béznych pii vyrobé inte-
grovanych obvodi. Kapacitni senzory 1ze vytvaret na kiemi-
kovém cipu vcetné napf. zaintegrované diody pro méfeni
teploty. Polymery pouzivané v kapacitnich senzorech mohou
byt pouzity rovnéz jako chemicky citlivé vrstvy na fidici
elektrodé tranzistoru fizeného polem, viz przice25 (polyimid),
sdéleni®® (cellulose acetate butyrate) a citace>?’.

Senzory zaloZené na elektrolyze
(ampérometrické senzory)

Stanoveni vlhkosti v t€chto senzorech je zaloZeno na Fara-
dayové zdkoné elektrolyzy. Voda je absorbovana ve filmu
hydrofilniho polymeru: H,O(plyn) = H,O(polymer), ktery je
v kontaktu s dvéma elektrodami; pfislusnou rovnovahu cha-
rakterizuje konstanta k(abs). Je-li na elektrody vloZeno potie-
bné napéti, je absorbovand voda elektrolyticky rozloZena:
H,O(polymer) — H, + 1/2 O,; rychlost elektrolyzy 1ze charak-
terizovat konstantou k(el). Mirou obsahu vlhkosti je velikost
elektrolytického proudu. Pokud je na elektrody vlozeno dosta-
tecné vysoké stejnosmérné napéti, tak aby k(el) > k(abs), je
elektrolyticky proud fizen rychlosti vstupu vody do polymeru
a ta je za dané teploty pfimo umérna obsahu vody v analyzo-
vaném plynu.

Senzory tohoto typu, v nichZ je na misté polymeru film
oxidu fosfore¢ného, byly popsény jiz pred lety”®* a jsou
doposud pouzivany pro méfeni velmi nizkych drovni vlhkosti.
Jsou velmi citlivé, ale v prostfedich s vyss$i vlhkosti maji
kratkou Zivotnost. Ndhradou filmu P,O5 filmem polymert
typu Nafionu®® byl problém se stélosti senzoru vyfesen, aviak
za cenu ztréty citlivosti. V praci®! byl popsan senzor s kompo-
zitnim polymerem tvofenym smési Nafionu a P,O, (¢i H;PO,),
ktery kombinuje vyhody obou materidld — nizky detek¢ni limit
(jednotky ppm vody) a stdlost v prostiedich o vyssi RH. Se
stanovenim vlhkosti interferuji pary nizsich alkoholt natolik,
Ze senzoru by bylo mozno pouzit jako detektoru pii separaci
smési alkohold plynovou chromatografii>’.

Kromé Nafionu se v téchto senzorech testuji i jiné poly-
fluorosulfonované ionexy odvozené napr. od 1,1,2,2-tetrafluor-
-2-((trifluorethenyl)oxy)ethansulfonové kyseliny firmy Dow
(od 600) nez Nafion (od 1100) a jsou tudiz hydrofilné;si.

Priklad konstruk¢niho uspordddni ampérometrického sen-
zoru vlhkosti je na obr. 2. Zdkladem je zde injekéni jehla
z nerezové oceli s upravenym koncem, jejiz vnéjsi stény jsou
chranény teflonovou trubickou. Stiedem jehly, izolované od
stén, prochdzi platinovy dritek. Celni plocha tohoto systému
je zabrouSena do roviny a elektrody jsou pfekryty filmem
polymeru. Jehla je v senzoru katodou, platinovy drdtek ano-
dou. Protoze film polymeru ma pomérné velky odpor (MC2),
byvd napéti na elektroddch fadu desitek voltt, aby byl tibytek
napéti na tomto odporu vykompenzovan.
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Uvedené senzory 1ze pouZiti pro stanoveni vody v riiznych
rozpoustédlech (aceton, acetonitril, diethylether, toluen, he-
xan, dichlormethan, benzen) pokud je polyfluorosulfonovany
polymer ochrdnén pred pfimym stykem s rozpoustédlem pie-
krytim vhodnym ochrannym polymerem, ktery vSak umoz-
fiuje transport vody. Testovany byly kompozitni polymery na
bézi poly(vinylalkoholu) a derivati celulosy*>.

Senzory zaloZené na méreni zmén mechanickych

vlastnosti

Jsou-li v polymeru, napt. v hydroxyethylcelulose33 ¢i po-
ly(vinylalkoholu)**, rozptylena vodivé zrnka (zpravidla uhli-
kov4d), pak v disledku rozmérovych zmén polymeru pti zméné
obsahu vody, dochdzi ke zméné ohmického odporu mezi
vodivymi zrnky (princip uhlikového mikrofonu); jde o tzv.
swelling-type senzory. Jejich nevyhodou je zna¢nd hystereze
odezvy, ale na druhé strané odezva je mdlo zdvisld na teploté
ak méfeni 1ze pouZit stejnosmérny proud. Tyto senzory nachd-
zi pouziti v meteorologii.

V uvedenych senzorech je sice informac¢nim signdlem
zména elektronové vodivosti, ale nikoli vodivosti polymeru
samého, ale elektronového vodice, ktery je s polymerem v kon-
taktu. Jde tedy o senzory vyuzivajici ke stanoveni RH mecha-
nickych, nikoli elektrickych vlastnosti polymeru. Polymery
s vlastni elektronovou vodivosti (odvozené od napft. polyace-
tylenu, polyanilinu atd.), které se rovnéz pro pouZziti v senzo-
rech vlhkosti testuji, nejsou do tohoto piehledu zahrnuty.

Mechanickych (rozmérovych) zmén v polymerech zptiso-
benych zménou vlhkosti je ddle vyuzivano v piezorezistoro-
vych senzorech. Film polymeru (napf. polyimidu) je nanesen
na pruzné kiemikové membrané na niZ jsou vytvoreny piezo-
rezistory. Mechanické napéti zptisobené deformaci filmu po-
lymeru je pfendSeno na membrdnu a snimdno jako zména
odporu piezorezistori®¢, viz obr. 3. Tyto senzory, podobn&
jako senzory kapacitni a senzory zaloZzené na méfeni zmén
hmotnosti (viz dédle) je mozno vyrabét ve formé kompatibilni
s integrovanou elektronikou.

Senzory zaloZené na méreni zmén hmotnosti

Vstup vody do polymeru méni nejen jeho elektrické a me-
chanické vlastnosti, ale zménf i jeho hmotnost. Zmény hmot-

Obr. 2. Priklad reseni ampérometrického senzoru vlhkosti; 1 —
injek¢ni jehla (katoda), 2 — Pt dratek (anoda), 3 — PTFE trubicka. Celo
senzoru je piekryto filmem polymeru. Podle™
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RH (2) > RH (1)

Obr. 3. Princip piezorezistorového senzoru RH; 1 — pruznd mem-
brdna, 2 — film polymeru (polyimid), 3 — piezorezistory (pfi méfeni
jsou zapojeny napf. ve vétvich Wheatstoneova mastku)

nosti jsou snimdny piezoelektrickymi senzory. Piezoelektric-
kym senzorem je piezoelektrikum, napt. vybrus kiemenného
krystalu, pokryty filmem polymeru. V uspofdddni znamém
jako CPC — coated piezoelectric crystal (nebo QCM — quarz
crystal microbalance, pfipadné BAW — bulk acoustic wave
senzor) se zména hmotnosti filmu polymeru projevi zménou
rezonancni frekvence krystalu. V uspofdddni zndmém jako
SAW —surface acoustic wave, se méni frekvence povrchového
vInéni postupujiciho po povrchu piezoelektrika od vysilacich
elektrod k elektroddm pfijimacim. Tyto senzory maji fadu
velice priznivych vlastnosti, napi. jsou malé, levné, velice
citlivé (zmény frekvence lze méfit s vysokou presnosti), maji
velky dynamicky rozsah, lze je vytvdfet (pfedevSim SAW
senzory) metodami pouzivanymi pfi vyrobé mikroelektronic-
kych obvodi a principidlné je 1ze zaintegrovat do kfemikové-
ho ¢ipu i s obsluznou elektronikou. Posledné jmenovana vlast-
nost je vyznamnad, protoze piezoelektrické senzory jsou pouzi-
vany pro detekci mnoha plyni a par riznych litek a jsou
Castymi komponentami multisenzorovych systémi zndmych
jako elektronicky nos*’*°. Zména RH deformuje obraz odezev
téchto senzort, takZe v souboru senzori byvd jeden urcen pro
méfeni RH analyzovaného plynu; pro piipravu viech senzord
v souboru tak 1ze pouZzit stejné technologie.

Konstrukéni uspofdddni hmotnostnich senzorti RH je na
obr. 4, jde o usporddani obdobné, jako pfi detekci par jinych
latek. Frekvence oscildtoru jsou fadu jednotek az stovek MHz,
zmény frekvence zpisobené zménou hmotnosti polymeru
jdou fddové do jednotek kHz; spolehlivé 1ze méfit zmény
frekvence fadu desetin Hz. SAW senzory umoziuji pouzit
vyssich frekvenci, coz je z hlediska detekénich limitd piizni-
ve&jsi, protoze zména frekvence na jednotkovou zménu hmot-
nosti je pfimo umérnd frekvenci oscildtoru.

Jako pfiklad CPC senzord RH je moZno uvést senzor
s chemicky modifikovanym nitrovanym polystyrenem (citli-
vost detekce 40 Hz/% RH)*, senzor s Langmuirovym-Blod-
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Obr. 4. Senzory RH zaloZené na méreni zmén hmotnosti; a — dvoji-
ce SAW senzort, senzor RH je opatien filmem polymeru, referencni
senzor je od analyzovaného prostiedi izolovan; 1 — piezoelektricky
substrdt, 2 — film polymeru, 3 — vysilaci a pfijimaci elektrody (IDT
— interdigital transducers), 4 — akusticky absorbér, 5 — oscildtor—vysi-
la¢, 6 — prijimac rozdilové frekvence; b — BAW senzor; 1 — kiemen-
ny vybrus, 2 — elektrody, 3 — film polymeru, 4 — oscildtor a méfic¢
frekvence

getové filmem palmitoyl celulosy*!, senzory s filmy vytvaie-
nymi plazmovou polymeraci fady monomerd, acetonitrilu,
dinitrilu kyseliny ftalové ¢i malonové, hexamethydisiloxanu
(citlivost jednotky az desitky Hz/% RH)*. Jako piiklad SAW
senzoru Ize uvést dvojity senzor pro soucasné stanoveni*’ CO,
a RH. Systém pro detekci vlhkosti obsahoval metodou spin-
coated vytvoreny film (40 nm) poly(vinylpyrrolidonu), systém
pro detekci CO, film (370 nm) polyimidu. Vhodnym chemo-
metrickym zpracovdnim odezev z obou systémi bylo mozno
soucasné stanovit RH (10-60 %) a obsah CO, (0,03-97 %).
Dal$imi polymery pouzivanymi v SAW senzorech byly napt.
polyimid44, poly(fenylacetylen)45 R poly(ethylenimin)46. Vyraz-
ného zlepseni vlastnosti senzoru (rozsifeni oboru RH na 0 az
100 %) bylo dosazeno vytvofenim filmu kovu mezi piezoe-
lektrickym vybrusem a polymerni vrstvou*’. Z uvedenych
piikladi je patrnd rozmanitost materidlti testovanych pro sta-
noveni obsahu vlhkosti i spektrum metod pouZivanych k vy-
tvdreni jejich filmi na piezoelektrickém substratu.

Optické senzory

V optickych senzorech RH jsou tuhé polymery vyuzivany
jako hydrofilni matrice litek, jejichz optické vlastnosti se
méni se zménou vlhkosti. Klasickym piikladem jsou senzory,
v nichZ je vyuzivdno zndmé zmény zabarveni chloridu kobalt-
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natého; CoCl, byl imobilizovdn v zelating*®, poly(vinylpyro-
lidonu)® & v celulose a v jejich derivatech 0 Reverzibilni
reakce vody s trifluoracetofenonem imobilizovanym v poly-
(vinylchloridu), kterd je s]pojena se zménou absorpéniho spek-
tra, byla vyuZita v praici5 . K méfeni RH bylo vyuZito i rever-
zibilni zmény optické propustnosti samotné hydroxypropylce-
lulosy®>. Zména obsahu vody v polymeru pii zméné RH
v nékterych pripadech méni jeho solvatochromni vlastnosti,
coz se projevi zménou optickych vlastnosti barviv, tvoricich
s polymerem kompozit. Tygick}fm ptikladem je kompozit Na-
fion— methylenova modi>>°; pfi hodnotich RH blizkych nule
je kompozit Zluty, s rostouci vlhkosti pfibyvd modré formy
barviva. Dal§im piikladem je kompozit Reichardtova barviva
(pouzivaného k indikaci pritomnosti vody v organickych roz-
poustédlech) s poly(methylmetakryldtem) nebo poly(ethylen-
oxidem)®"*%. K optickému zjistovani RH je vyuzivano i vlivu
molekul vody na fluorescenci nékterych latek. Napft. intenzita
fluorescence rhodaminovych barviv v kompozitu s zelatinou™
nebo hydroxypropylcelulosou60’6' klesd s rostoucim obsahem
vody v kompozitu, naopak, intenzita fluorescence metalo-
chromniho indikatoru methylcalceinu v poly(ethylenoxidu) ¢i
v kyseliné polyakrylové s ristem RH roste®’. Dali piiklady
1ze nalézt v paci®.

Optické senzory, v nichZ je zdfeni od zdroje k analyzova-
nému mistu a odtud k detektoru zdfeni vedeno optickymi
vldkny, tzv. optody (nebo optrody), jsou Casto pouzivany pro
detekci latek v kapalném i plynném 3prostfed1’ a lze je pouzit
té pro méfeni relativni vihkosti*®4%333573963 Cast4 jsou dvé
zdkladni uspofdddni optického senzoru. Kompozit polymer—
aktivni latka (CoCl,, barvivo), miZe byt nanesen piimo na ¢dst
optického vldkna, kterd je zbavena ochranného obalu (obr. 5a).
Pii vhodné zvolenych parametrech experimentu nedochdzi
k totdlnimu odrazu svétla na rozhrani vldkno — kompozit, ale
az na rozhrani kompozit — analyzovany plyn, takze prochdze-
jici zareni je modulovano optickymi zménami, k nimz dochdz{
v kompozitu jako disledek zmény RH analyzovaného plynu.
V druhém usporddani (obr. 5b) je jednim optickym vldknem
privadéno zareni od zdroje k filmu kompozitu, ktery je nane-
sen na reflexni podlozce. Zdfeni se odrazi od reflexni podloz-
ky, pficemz dvakrét prochdzi kompozitem a druhym vldaknem
je vedeno k detektoru zdfeni.

V senzorech s optickymi vldkny je vyhodné, aby ke zméné
optickych vlastnosti kompozitu dochdzelo ve viditelné (pii-
padné blizké infracervené oblasti), kdy lze pouzit levnych
optickych vldken z plastickych hmot, instrumentace je nend-
ro¢nd a pouzivand barviva jsou chemicky stdld; UV zdfenim
se vétSinou rozklddaji. V téchto oblastech zdfeni lze jako
zdroji pouzit svétloemitujici diody. Potfebnd instrumentace
je v tomto piipadé velice jednoduchd, takze lze detegovat
zmény optickych vlastnosti kompozitu souc¢asné pti nékolika
vlnovych délkich a ziskané signdly vhodnym chemometric-
kym zplsobem zpracovat, napt. pouZit je jako vstupni signaly
umélych neuronovych siti (ANN — artificial neuron network).
Takto bylo dosaZeno podstatného zlepSeni vlastnosti senzoru
RH s kompozitem Nafion-methylenovd modi®.

Kromé klasickych optickych vldken bylo pro stanoveni
vlhkosti vyuzito i plandrnich svétlovodi (IOW — integrated
optical waveguide). Vrstva plandrniho svétlovodivého mate-
ridlu byla pokryta filmem erythrosinu B imobilizovaného
v polysiloxanu. V pfitomnosti vodni pary se méni optické
vlastnosti rozhrani svétlovodic¢/film indikatoru tak, ze se méni
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T A
S/Z\/s\v/\/\/

Obr. 5. Senzory RH s optickymi vlakny; a — senzor s aktivni vrstvou
pifmo na optickém vldkné; 1 — jddro optického vldkna, 2 — izolace, 3
— kompozit polymer — aktivni ldtka, 4 — analyzované prostiedi; b —
senzor v reflexnim usporadani; 1 — pfivod od zdroje zafent, 2 — vystup
k detektoru zafent, 3 — polymer s aktivni latkou, 4 — reflexni podlozka,
5 — optickd izolace detekéniho prostoru s otvory umoziujicimi vstup
analyzovaného plynu

intenzita svétla prochdzejiciho svétlovodicem. Zménu inten-
zity zéfeni Ize korelovat s RH analyzovaného plynu*’. Vyho-
dou tohoto uspofddani je relativné velka plocha senzoru expo-
novand analyzovanému prostiedi (fddové cm?), takZe analyt
se do aktivni vrstvy dostdvd z vétsiho objemu analyzovaného
plynu a stanoveni je tak citlivé.

Zavér

Stdle rostouci vyznam polymert nejriznéjsich druhd po-
uzivanych v senzorech vlhkosti (a nejen v nich) je nepochyb-
ny, diivody byly zminény na riiznych mistech v tomto ¢lanku.
Polymery jsou tvarnym materidlem, jejich vlastnosti 1ze urco-
vat jak vybérem zdkladnich komponent, monomert, tak i zpQ-
sobem polymerace a dal$im zpracovdnim, napf. tepelnym.
Perspektivnimi materidly jsou rovnéz kompozity organickych
aanorganickych latek, jimZ byla, pokud jde o senzory vlhkosti,
doposud vénovdna mald pozornost. Neni proto divu, Ze poly-
mery jsou v problematice senzorli materidlem oblibenym
a hledéni jejich novych typd, které by umoznovaly pfipravo-
vat senzory s vlastnostmi stdle vice se blizicimi tém poza-
dovanym, neni prakticky v Zddném ohledu limitovédno.
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P. Hrnéirova and F. Opekar (Department of Analytical

Chemistry, Faculty of Science, Charles University, Prague):
Sensors with Solid Polymers for Determination of Relative
Humidity of Gases

Relative humidity sensors in which various kinds of solid

polymers are used as humidity-sensitive materials are re-
viewed. Sensors based on various operation principles, namely
measuring impedance, capacitance, optical, weight and di-
mensional changes and on amperometry are discussed.
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1. Uvod

Zwitterionicky charakter, ale najmi absencia chromof6-
rov, fluoroférov, alebo elektroférov v molekuldch vicsiny
aminokyselin' (AA), ktoré by umoznili ich citlivi a selektivnu
detekciu, maju za ndsledok, Ze AA sa technikami kapildrnej
elektroforézy (CE) analyzuju prevazne vo forme derivdtov
(vid napriklad prehladné prace z posledného obdobia®”). Vy-
ber derivatizacnej reakcie, vhodnej CE techniky (kapildrna
zonova elektroforéza (CZE), miceldarna elektrokineticka chro-
matografia (MEKC), kapildrna elektrochromatografia (CEC),
kapildrna izotachoforéza (CITP)) a sposobu detekcie (predko-
I6nov4d, pokolénovd, alebo spojend s reakciu priamo v koldne)
su vzdjomne uzko previazané.

Derivatizdcia AA priamo v CE koléne (in-column deriva-
tizdcia*>®1) je velmi atraktivna (derivatizdcia a separdcia
prebiehaju stcasne, jednoduché experimentdlne usporiadanie
a znizené naroky na manipuldaciu so vzorkou). Na druhej
strane, reprodukovatelnost derivatizdcie realizovanej tymto
spdsobom je ovplyvnend injektdZou vzorky a ¢inidla, apliko-
vanym napitim, reakénym casom a inymi menej zdvaznymi
faktormi”'". Derivatizdcia v on-line kombindacii s CE separd-
ciou je prakticky nevyhnutnd v monitoringu rychlych zmien
AA vo vzorkdch odobratych zo Zivych organizmov'Z

V tejto préci je venovand pozornost derivatizacnym reak-
cidm AA najmi z hladiska reakénych podmienok, chemicke;j
povahy vznikajicich derivdtov a ich detekcie navézujicej na
CE separdciu.

347

2. Charakterizacia derivatiza¢nych reakcii

a metéd

Prevazna Cast derivatizacnych ¢inidiel pouzivanych v CE
aminokyselin (tabulka I) poskytuje derivaty, v ktorych je
prislusnéd funkénd skupina naviazand na aminoskupinu AA.
Tym zanikd zwitterionicky charakter vacSiny AA a derivaty
s volnou karboxylovou skupinou st separovatelné v anionic-
kom rezime. V mensej miere sa v CE aminokyselin vyuZzivaju
derivatiza¢né reakcie, ktorych sa zicastnuje karboxylova sku-
pina AA (vznik esterov) a rekcie veduce k vzniku elektrone-
utrdlnych derivatov (tiohydantoin derivéty). Pre pokolénovi
detekciu mdzu byt aplikované aj Cinidld tvoriace s rdznymi
AA identicky produkt.

2.1. Tvorba izoindolov

V CE aminokyselin sa najcastejSie vyuZzivajui derivatizac-
né reakcie AA poskytujice izoindoly (schéma (7) na obr. 1).
Najcastejsie vyuzivanym derivatizacnym ¢inidlom patriacim
do tejto skupiny je dialdehyd kyseliny o-ftalovej (OPA). OPA
pri laboratdrnej teplote, v zdsaditom prostredi a v pritomnosti
tiolu reaguje prakticky okamzite s primarnymi AA (tabul-
ka II), za vzniku 1-alkyltio-2-alkyl-substituovanych izoindo-
lov'®. Reakciu sprevddza len obmedzend tvorba detekciu ru-
Siacich interferentov a preto md predpoklady na vyuzitie k de-
rivatizdcii AA priamo v separacnej kapilzireg’g’“’14 v spojeni
s velmi citlivou fluorescen¢nou alebo elektrochemickou de-
tekciou.

Nizsia stabilita derivdtov, tvorba zmesnych a viacndsobne
derivatizovanych produktov a nepouzitelnost k detekcii se-
kunddrnych AA (cit."'®) si obmedzujiice faktory pouzitia
OPA v CE. K zvySeniu stability vznikajicich produktov sa
vyuZzivaju nukleofily alternativne k 2-merkaptoetanolu (kyse-
lina 3-merkaptopropiénova, N-acetyl-L-cystein, Boc-L-cyste-
in, N-acetyl-D-penicilamin, N-izobutyryl-L-cystein, 2,3.4,6-
-tetra-O-acetyl-1-tio-B-D-glukopyranéza, HSO5 , CN»)!!+1317
RieSenim je aj ndhrada OPA novymi ¢inidlami (naftalén-2,3-
-dikarboxyaldehyd (NDA); 3-(4-karboxybenzoyl)-2-chinolin-
-karboxyaldehyd)'®%.

2.2. Tvorba tiokarbamyl/tiohydantoin
derivdtov

Skupina ¢inidiel poskytujica tiokarbamyl a ndsledne tio-
hydantoin derivaty AA (schéma (2) na obr. 1) md v molekule
reaktivnu izotiokyanatovi funkénd skupinu. Cinidl4 reaguji
nielen s volnou aminoskupinou, ale aj s OH™ i6nmi, priCom
rychlostné konstanty oboch reakcii st podobné*'*2 Désled-
kom tohoto su relativne dlhé reakcné Casy a praktickd vyuzi-
telnost len v pripadoch, ak vzorka obsahuje AA v relativne
vysokych koncentraciach®. Aj ked je pracovny postup cha-
rakteristicky pre tito skupinu derivatiza¢nych Cinidiel dost
zdlhavy, v pripade derivatizdcie optickych izomérov moze byt
jednoduchsi a rychlejsi ako pri pouziti ¢inidiel prindleziacich
do inych skupl’n24’25. Na rozdiel od ¢inidiel tvoriacich s AA izo-
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Tabulka I
Derivatiza¢né ¢inidld pouZzivané v CE analyze aminokyselin

Referaty

Charakteristika reakcie

Derivatizacné ¢inidlo®

Tvorba izoindolov
Tvorba tiokarbamyl/tiohydantoin derivétov

OPA’, NDA', CBQCA®, IDA!
PITC?', DABITC’*, FITC??, GITC**, NPITC”, SNEIT?, SAMBI?, PAPITC™,

ILITC?®, DBD-NCS*, PDITC”’, CDITC’®, AITC?®, BITC?®, BEITC?, PEITC?,
TCITC?, TRITC?, NBD-PyNCS”

Tvorba sulfonamidov

Tvorba amidov
(i) Stiepenie sukcinimidyl esteru
(ii) Reakcia acyl — halogenidu
(iii) Reakcia anhydridu

Tvorba uretdanov

Tvorba N-aryl aminokyselin

Iné derivatiza¢né reakcie

Dns-CI**, Dbs-CI*°, BANS-CI*

SINC*, SET*®, DCCS*®, SEDC*, SETC?, NAS®, AQC*, SEP* CFSE*
DNB-CI*, ARC-CI®, CRA-CI*®, CRP-CI¥

DBT’!, DAT®', AKC®!

FMOC-CI’%, FLEC-CI>?, AEOC-CI¥?, APOC-CI®

DNFB®, DNFB-L-Ala*, NBD-F*, FDNDEA®’, TNBS®?

fluorescamin®, MDF*’, DTNB®, pyridoxal®’, PQQ®, HLTE®’, alkoholy (estery

AA)™, Cu** cheldt’, N-terc-butyloxykarbonyl derivaty’

#Zoznam pouzitych skratiek

indoly moze byt pracovny postup komplikovany aj potrebou
izolovat nadbytok ¢inidla a vedajsie reakéné produkty®>*®. Na
druhej strane, reaktivitu izotiokyandtovej skupiny charakte-
rizuje dobrd selektivita k primdrnym a sekunddrnym amino-
skupindm (fenolické hydroxyly ani imidazolové skupiny AA
nereaguju). Izotiokyanaty do molekil AA vnasaju fluoroféry
(fluorescein, tetrametylrodamin), ktoré majui vysoké moldrne
absorptivity a vysoké kvantové vytazky fluorescencie aj v po-
rovnani s derivatmi takych cCinidiel ako si OPA, NDA, alebo
danzyl (Dns)-Cl. Detek¢né limity AA derivatizovanych fluo-
rescein izotiokyanaitom28 a tetrametylrodamin izotiokyana-
tom?’ st na drovni 10! mol (1072 moL.I'Y). Spojenie takejto
extrémnej detekénej citlivosti s vysokou selektivitou ddva
predpoklady pre ich vyuzitie v ultrastopovej analyze AA aj
v zlozitych biologickych matriciach®®. Prinajmengom dve z -
nidiel vyuzivajucich tvorbu tiohydantoin derivdtov maju oso-
bitné postavenie v ramci celého siboru derivatizacnych metod
pre AA apeptidy. St to fenyl izotiokyanat®' (PITC) a 7-[(N,N-
-dimetylamino)sulfonyl]-2,1,3-benzoxadiazol-4-yl izotiokya-
nat*?, ktoré umoznuju spolahlivi sekvencnu analyzu protei-
nov a peptidov (Edmanov sekvencny postup). Druhé zo spo-
minanych ¢inidiel je alternativou k PITC a jeho prednosfou je
tvorba intenzivne fluoreskujuicich derivatov.

2.3. Tvorba sulfonamidov

Tvorbu sulfonamidov charakterizuje reakéna schéma (3)
na obr. 1. Derivaty AA st vo vSeobecnosti stabilné a v CE
dobre detegovatelné>*** Derivatizaény postup je jednoduchsi
arychlejsi (hoci v niektorych pripadoch st poZadované vyssie
teplot;/), napriklad v porovnani s pripravou tiohydantoin deri-
vétov™. Potreba odstranit potencidlne interferenty (nadbytok
¢inidla a jeho hydrolytické produkty) viak zostiva™, pretoze
treba uvazovat riziko spontdnnej reakcie nadbytku cinidla
(napriklad Dns-Cl) s AA derivatmi za vzniku fluoreskujiiceho
amidu (Dns-amidu). Nevyhodou je nizsia reakéna selektivita
sulfonylchloridov. Tieto, okrem primdrnych a sekundarnych
aminoskupin, reaguju aj s fenolickymi hydroxy- a imidazolo-
vymi skupinami AA, pricom reak¢éné vytazky velmi zdvisia
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od koncentricie ¢inidla. V kontexte s tvorbou sulfonamidov
je potrebné poznamenat, Ze danzyldcia je jedinou beZnou
derivatiza¢nou reakciou, ktord je vhodnd na spolahlivu detek-
ciu a stanovenie cystl’nu37.

2.4. Tvorba amidov

Deriviaty AA vyznacujuice sa amidickou vizbou AA na
¢inidlo su velmi stabilné™ a ich priprava je obvykle jedno-
duchd. V literatiire bola opisand priprava amidov prinajmen-
Som tromi spdsobmi: (i) Stiepenim sukcinimidyl esteru v mo-
lekule ¢inidla pri reakcii s AA, (ii) reakciou acyl-halogenidu
a (iii) reakciou esteru s AA.

Cinidld s reaktivnou sukcinimidyl esterovou funkénou
skupinou su najcastejsie vyuzivané latky viazice fluorofér na
AA amidickou vizbou (schéma (4a) na obr. 1). Ich hydroly-
ticka stabilita je dand povahou fluoroféru naviazaného na ester
a napriklad, sukcinimidyl estery trikarbocyaninovych farbiv
hydrolyzuju velmi lahko, kym ich izotiokyandty su podstatne
stabilnej§i627. V pripade fluoresceinu je situdcia obratena®. Vo
vSeobecnosti je pre sukcinimidyl estery a ich AA derivaty
charakteristickd hydrolyza pri vyssich hodnotach pH (cit.*).
Na druhej strane, ich reak¢né rychlosti s aminoskupinami su
o viac ako jeden dekadicky poriadok vyssie v porovnan{
s koreSpondujicimi izotiokyanatmi (napriklad v pripade fluo-
resceinu) a tieto ¢inidld derivatizuju AA obsiahnuté vo vzorke
aj na nanomoldrnej koncentratnej drovni®® (o tri dekadické
poriadky niZ8ie koncentricie v porovnani s prisluSnymi izo-
tiokyandtmi*®). Niektoré ¢inidld tejto skupiny sa vyznacuju
prakticky okamZitou reakciou s AA (6-aminochinolyl-N-hy-
droxysukcinimidoyl karbamat*' a sukcinimido o-naftylkarba-
mat*?). Celkovy derivatizaény postup s uvedenymi ¢inidlami
je jednoduchy, pretoZe produkty rychlo hydrolyzujiceho nad-
bytku ¢inidla (vzhladom na ich nizku fluorescenciu) nie je
potrebné z reakcnej zmesi odstrafiovaf. Na druhej strane,
interferencie hydrolytickych produktov si vyznamné pre vic¢-
Sinu ostatnych derivatiza¢nych reakcif prinaleziacich do tejto
skupiny***. Prostrednictvom sukcinimidyl esteru sa za mier-
nych reakénych podmienok vndsaji do molekil AA velmi
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citlivo detegovatelné fluorofory (cyanl’nové27’40, pyrom’nové“,

Derivity vznikajice reakciou acylhalogenidu s AA (sché-
tiazinové™®, rodaminové a fluoresceinové® farbiva).

ma (4b) na obr. 1) sa vyznacuju velmi dobrou stabilitou. De-

$-(CH,)-OH
COH C
R 7 \_R
- SH-(CH,),-OH -
DET + NHyCH-COOH ———22""5 DET -CH-COOH (1)
COH \lc/
H
R ' HE R
DET—N=C=s + NH,-CH-CooH 21~ DET —N-C-NH-CH-COOH
S
I(I:
/" ONNH u (2)
DET-N l
C/CH—R
I
0
R R
DET—S0,Cl + NH,-CH-COOH — DET —S0,-NH-CH-COOH (3)
o)
¢ 0
o]
i/ NcH, R PR
DET—-C-o-N | + NH,-CH-COOH —» DET —C-NH-CH-COOH (4a)
\C _~CH,
Il
o]

i R ? R
DET—c-cl + NHyCH-cooH — DET —C-NH-CH-COOH (4b)
DET Q DET o R
—— C~ R ——C-NH-CH-COOH
O + NH,-CH-COOH —> (4c)
__h;/ _lcl_OH
DET o] DE’P/ o}
R
Cl _CH-
Vs R /NH CH-COOH
C\TO T NHyCH-COOH —> C\TO (5)
o—DET 0—DET
R R
DET—F +

NH,-CH-COOH ——» DET —NH-CH-COOH (6)
Obr. 1. Skupinové reakéné schémy charakterizujice derivatizacné reakcie aminokyselin v CE. (/) Tvorba izoindolov; (2) tvorba
tiokarbamyl/tiohydantoin derivatov; (3) tvorba sulfonamidov; (4) tvorba amidov: a) Stiepenim sukcinimidyl esteru v c¢inidle, b) reakciou
acyl-halogenidu, c) reakciou anhydridu; (5) tvorba uretdnov; (6) tvorba N-aryl aminokyselin. DET = detek¢ne aktivna ¢ast molekuly
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Tabulka II

Charakterizdcia derivatiza¢nych reakcii najcastejSie pouzivanych v CE aminokyselin
Cinidlo Rychlost® Teplota® Derivatizacny Derivatizdcia Stabilita

rezim® 2°AA¢ derivdtu®

OPA +++ lab pre, post, in - +
NDA ++ lab pre - +/++
CBQCA ++ lab pre, in - ++
PITC ++; 48 lab/+ pre + ++
FITC ++1: 48 pre + ++
Dns-C1 ++ lab/+ pre + ot/
Dbs-Cl ++ + pre + +++/++
AQC +++ lab pre + ++/+
SEDC ++H/+++ lab pre + ++/+
FMOC-C1 +++ lab pre + +++
AEOC-Cl1 +++ lab pre + +++
DNFB ++ lab pre + +H4H/++
NBD-F +++ pre, post + +++
Fluorescamin +++ + pre, post, in - ++

# Skala rychlosti reakcie: +++ = sekundy aZ mintity, ++ = desiatky miniit az hodina, + = viac ako hodina; ® reakéna teplota: + =
zvy3end, lab = laboratérna; © derivatizdcia: pre = predkolénovd, post = pokolénovd, in = priamo v koléne; ¢ reakcia so
sekunddrnymi AA: + = ¢inidlo reaguje, — = ¢inidlo nereaguje; © stabilita derivdtov v roztoku: +++ = dlhodobd (dni), ++ =
krétkodobd (hodiny), + = nizka (mintity); | tiokarbamyl; € tiohydantoin

tek¢nd citlivost novsie pripravenych fluorogénnych deriva-
tov**® a UV Ziarenie absorbujticich dinitrobenzoyl deriva-
tov*’ (DNB) je len priemernd. V pripade DNB je pozoruhodnd
derivatizdcia ¢inidlom naviazanym na pevny polymérny no-
si¢*®, Tento sposob derivatizdcie moze byt vyznamnym pri-
nosom v celkovom zjednoduseni pracovného postupu, pretoze
eliminuje purifikdciu reakénej zmesi.

Zdihavy a naro¢ny pracovny postup (reakcia v nevodnom
prostredi*~") moze byt dovodom, preco sa na pripravu ami-
dickych derivitov AA pouzivaji anhydridy len zriedkavo
(schéma (4c) na obr. 1).

2.5. Tvorba uretdnov

Skupinu ¢inidiel, ktoré reaguji s AA za vzniku uretinov
(schéma (5) na obr. 1) charakterizuje prakticky okamzitd re-
akcia a velmi mierne reakéné podmienky” >, Najznamejsim
¢inidlom patriacim do tejto skupiny je 9-fluorenylmetylchlo-
roformdt (FMOC-CI). Vytazok reakcie pre toto Cinidlo je
konstantny v Sirokom intervale moldarneho pomeru cinidla
k analytu™, pricom detekénd citlivost derivatov vo fluores-
cen¢nom rezime optickej detekcie je podobnd aku maju izo-
indoly. Citlivost v absorpénom rezime je vyssia a napriklad
absorptivita antracénového fluoroféru 2-(9-antryl)etyl chloro-
formatu (AEOC-CI) pri vinovej dizke Ijeho absorpéného maxi-
ma (256 nm) je az 180000 L.mol.em™ (cit.>) (pravdepodobne
najcitlivejSia UV absorb¢nd fotometrickd detekcia AA). Na
rozdiel od izoindolov, uretdny su vytvdrané reakciou primar-
nych aj sekunddarnych AA. Této skuto¢nost bola vyuzitd pri
selektivnom stanoveni sekunddrnych AA vedla primdrnych
kombinaciou OPA a FMOC-CI (cit.”). Dal§im vyznamnym
rozdielom v porovnani s izoindolmi je mimoriadna stabilita
uretdnov. Uvedené vlastnosti podmienuju Siroké praktické
vyuzitie tohto derivatiza¢ného pristupu®*~°. Jeho najvaznejsia

nevyhoda suvisi s tendenciou nadbytku ¢inidla vytvarat hy-
drolytické produkty interferujice v detekcii. Nadbytok ¢inidla
moze v niektorych pripadoch spontdnne reagovat s derivatmi
AA a so svojim hydrolytickym produktom v reakénej zme-
si>"%® Preto v pracovnom postupe musi byt zahrnuté odstra-
nenie interferentov extrakciou, alebo reakciou nadbytku ¢inid-
la s vhodnym aminom>. Poziadavky na minimélnu koncen-
trdciu analytu vo vzorke® (107 mol.I'") a nizsia selektivita
reakcie (reakcia s imidazolom histidinu a s fenolickym hydro-
xylom tyrozinu) su dalSie, avSak aj pre vacSinu derivatizac-
nych metdd typické obmedzenia.

2.6. Tvorba N-aryl aminokyselin

Aromaticka nukleofilnd substiticia (schéma (6) na obr. 1)
je klasickou reakénou schémou v derivatizacii AA. Cinidla
patriace do tejto skupiny su charakterizované vysokou stabi-
litou produktov60 a reak¢nou rychlostou ktord ich predurcuje
k pouzitu len v predkolénovom derivatiza¢nom rezime. Spe-
cificita derivatizacnej reakcie mdze zdvisiet od stupnia sub-
stiticie aromatického systému cinidla (napriklad, 2,4-dini-
trofluérbenzén®’ (DNFB) na rozdiel od 2,4,6-trinitrobenzén-
sulfénovej kyseliny62 (TNBS) reaguje okrem tiolovych aj
s imidazolovymi skupinami a fenolickymi hydroxylmi AA).
Osobitné postavenie DNFB v rdmci tejto skupiny je dané jeho
schopnostou §tiepit koncovii AA v proteinoch a peptidoch®.
Optickad a elektrochemickd detekcia produktov ,.klasickych*
¢inidiel tejto skupiny (DNFB a TNBS) je selektivna, ale mdlo
citlivd v porovnani s fluorescen¢nou detekciou AA vo forme
ich izoindolov, uretinov alebo amidov ak su fluoroférmi
cianin, rodamin alebo fluorescein.

7-Flu0r0-4-nitr0benzo-2,1,3—0xadiazol(’4 (NBD-F) je vhod-
nou alternativou k DNFB a TNBS, pretoze okrem vysokej
detekcnej selektivity a citlivosti intenzivne fluoreskujicich
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Tabulka III

Detekcia v CE najcastejSie vyuzivanych derivatov aminokyselin
Cinidlo Deteké¢na technika® Citlivost® Selektivita® DI¢
OPA FD (325-350 nm), AD (UV), ED +++,+H/++,++ ++,+/++,++
NDA FD (442-488 nm), AD (420 nm), ED +++,++H 4+ A =
CBQCA FD (442 nm) +++/++ +++/++ -
PITC AD (UV), ED +,+/++ +,++ +
FITC FD (490 nm) +++ +++/++ +
Dns-Cl FD, AD (325 nm) ++,+/++ ++,+/++ +
Dbs-Cl1 AD (458 nm) ++/+ ++/+++ +
AQC FD, AD (UV) ++,+/++ ++,+/++ —
SEDC FD (667 nm) +++ +++ +
FMOC-CI FD, AD (248-265 nm) ++/+++,+H/++ ++,+ +
AMOC-CI FD, AD (256-386 nm) +++/++, -+ ++ ++,++ +
DNFB AD (UV, VIS), ED +,++ ++/+++,++ +
NBD-F FD (464-488 nm) ++ +++ -
Fluorescamin FD (780 nm) - - +

#FD — fluorescen¢nd, AD — absorpénd, ED — elektrochemicka detekcia; b skdla citlivosti detekcie: +++ = amol-ymol, ++ = fmol,
+ = pmol; © $kdla selektivity detekcie: +++ = vysokd, ++ = dobrd, + = nizka; * detekéné interferencie (DI): — =nevyznamné, + =
vyznamné v désledku nadbytku ¢inidla a/alebo tvorby vedlajsich reakénych produktov; © ZIty precipitat; | laktény

AA derivdtov umoziiuje aj jednoduchy a rychly pracovny
postup pre pred- a pokolénovy derivatizacny rezim, nakolko
samotné C¢inidlo nefluoreskuje. Vyhodou vnesenia mélo ob-
jemného substituenta do molekuly AA (napriklad tvorba N-
-aryl AA) su dobré elektroforetické vlastnosti derivétov®.

2.7. Menej pouzivané derivatizacné
reakcie

V tejto Casti su diskutované derivatizacné reakcie, ktoré
neprindlezia do vyssie uvedenych skupin a sd pouzivané v spo-
jeni s CE separdciami AA len sporadicky.

Fluorescamin sa v CE aminokyselin nepouZzival pre jeho
nevyhody (nereaguje so sekunddarnymi AA, pracovny postup
musi zohladiiovaf nestabilitu ¢inidla a jeho nizku rozpustnost
vo vode, vznik vedlajSich produktov, ako aj poziadavku na
zvySenu teplotu)35. Pouzitim novych detekénych pristupov
(lasery s vysokou intenzitou svetelného toku) vSak boli spoz-
nané prednosti tohto &inidla® (mimoriadne vysokd detek¢nd
citlivost a selektivita v dosledku neobvyklej vlnovej dizky
pouzitej v excitdcii (vid tabulka IIT) a derivatizacie AA obsiah-
nutych vo vzorkdch aj na velmi nizkej koncentracnej drovni).

Z dalsich cinidiel si zasluhuje pozornost 2-metoxy-2,4-
-difenyl-3-(2H)-furan6n (MDF), ktory na rozdiel od svojich
derivatov AA nefluoreskuje®. Velmi pecifické uréenie ma
reakcia pyridoxalu s NaBT;, ktorou sa pripravuju derivaty
detegovatelné extrémne selektivnou radiometrickou detekci-
ou®>. Na druhej strane, hydrochinény®” a chinény (a ich sub-
stituované analégy®®) mozu v analyze AA kombinovat vyhody
elektrochemickej aj optickej detekcie.

Riesenie praktickych tloh ¢asto vyzaduje vysoku reakénd
selektivitu ¢inidla. V tomto ohlade je prikladom 5,5 -ditio-
bis[2-nitrobenzoovd kyselina] (DTNB), ktord umoziuje $pe-
cificku detekciu tio-AA (cit.”"). Osobitnym pripadom je po-
uzitie kovovych iénov k velmi selektivnej detekcii AA. Bolo
zistené, ze AA tvoriace s Cu(Il) stabilné chelaty (napriklad

351

histidin) mozu byt v tejto forme aj velmi selektivne detego-
vané’

CE separdcie esterov AA sa spdjaju s vyuZitim negativne
nabitych chirdlnych selektorov, ako su derivaty cyklodextri-
nov’! a crown éteryn. N-terc-butyloxykarbonyl derivaty AA
(prekurzory v syntéze peptidov) boli pripravené za tucelom
Stidia rozdielov interakcii N-blokovanych a nativnych AA
S teicoplaninom73.

3. Zaver

Derivatizacné Cinidld a postupy v stucasnosti Studované
v spojeni s analyzou AA technikami CE vychddzajd najmi
z prac venovanych kvapalinovej chromatografii AA. Ich im-
plementdcia do CE vyzaduje obvykle len mensiu modifikdciu
syntetickych postupov. Na druhej strane CE pontika do analy-
zy AA isté vyhody suvisiace, napriklad s vysokou separacnou
dcinnostou CZE a MEKC a zniZenymi ndrokmi na mnoZzstvo
analyzovanej vzorky a derivatiza¢ného ¢inidla. Skdla deriva-
tizatnych c¢inidiel pouzivanych v CE sa v8ak v porovnani
s HPLC vyznamnejSie nezizila. Je to dané tym, ze kazda
z derivatizacnych reakcii md svoje Specifikd a doposial nebolo
ndjdené Cinidlo, ktoré by splnilo vsetky, casto rozporné, ana-
lytické poziadavky. Napriklad, tvorba izoindolov md prednos-
ti v rychlosti reakcie a v minime interferencii spojenych s pri-
tomnosfou Cinidla v reakcénej zmesi. Na druhej strane tdto
skupina Cinidiel reaguje vylu¢ne s primdarnymi AA. Niektoré
z izotiokyandtov (napriklad PITC) su aplikovatelné pri urco-
van{ sekvencie AA v proteinoch a peptidoch pouZzitim CE aj
ked zo vSeobecného pohladu nepredstavujui skupinu vhodnu
pre univerzdlne vyuzitie (zdlhavy derivatizatny postup, po-
ziadavka kladend na velkost vzorky, interferencie Cinidla,
derivatizacia amino aj karboxylovej funkcnej skupiny AA).
Tvorba uretdnov splita mnohé z poziadaviek ,,idedlnej* deri-
vatizacnej metody pre AA. Interferencie pochddzajice od
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nadbytku cinidla a niz$ia reakénd selektivita limituju jeho
aplikovatelnost. AEOC-derivity AA mdZeme pravdepodobne
povazovat za alternativu vedicu k najcitlivejsej detekcii AA
beznymi fotometrickymi technikami zaloZenymi na absorbcii
svetla. Na druhej strane, niektoré derivatizacné ¢inidlda (DNB-
-Cl) poskytuju derivaty AA, ktorych detekéné vlastnosti sa
navzdjom liSia (absorpéné maximd primdrnych a sekundar-
nych DNB-derivétov su vzdjomne posunuté o 26 nm). Touto
cestou sa dd vniest do detekcie AA prvok selektivity. Sukci-
nimidyl estery si vhodné na vndsanie fluoroférov do molekul
AA, ktoré vedu k ich extrémne citlivej detekcii. Fluorescamin
eliminuje nedostatok drvivej vicsiny derivatizacnych postu-
pov, ktorym su ndroky na relativne velké mnozstvo derivati-
zovanej vzorky. Iné z derivatizaénych cinidiel, DTNB, ma
potencidlne vyznamné aplikacné moznosti v selektivnej de-
tekcii tio-AA, zatial ¢o reakcia AA s Dns-Cl je v stucasnosti
pravdepodobne jedinou beznou derivatizacnou reakciou, kto-
rd umoziuje spolahlivi detekciu a stanovenie cystinu. Dinit-
rofenyl derivaty maju velmi dobré elektroforetické vlastnosti
a syntéza umoznuje pripravu analyticky dobre definovanych
produktov. Radioaktivne znaCenie v spojeni s pouZitim pyri-
doxalu umoziiuje vysoko citlivi a extrémne selektivnu radio-
metricku detekciu AA. Z uvedeného je zreteInd potreba pouzi-
vania vic¢Sieho poctu derivatizacnych ¢inidiel a postupov v CE
aminokyselin, ale aj vyzva na vyvoj funk¢ne cielenych ¢ini-
diel.

Tdto prdca bola financne podporend Slovenskou granto-
vou agentiirou pre vedu (projekt No. 1/4138/97).

Zoznam pouzitych skratiek
pre derivatizac¢né c¢inidla

AEOC-Cl1 2-(9-antryl)etyl chloroformat

AITC alylizotiokyandt

AKC anhydrid kyseliny citrakénovej

APOC-C1 (+)/(-)-1-(9-antryl)-2-propyl chloroformat

AQC 6-aminochinolyl-N-hydroxysukcinimidoyl kar-
bamat

ARC-Cl akridén-N-acetyl chlorid

BANS-CI 5-di-n-butylaminonaftalén-1-sulfonyl chlorid

BEITC but-3-enyl izotiokyanat

BITC benzyl izotiokyanat

CBQCA 3-(4-karboxybenzoyl)-2-chinolin-karboxyalde-
hyd

CDITC (1S/1R,28/2R)-N-[(2-izotiokyanato)cyklohexyl]-
-6-metoxy-4-chinolinylamid

CFSE 5-karboxyfluorescein sukcinimidyl ester

CRA-CI karbazol-9-yl-acetyl chlorid

CRP-CI karbazol-9-yl-propionyl chlorid

DABITC dimetylaminoazobenzén izotiokyanat

DAT (+)-0,0"-diacetylanhydrid kyseliny L-vinnej

DBD-NCS 7-[(N,N-dimetylamino)sulfonyl]-2,1,3-benzo-
xadiazol-4-yl izotiokyanat

Dbs-Cl1 4-dimetylaminoazobenzén-4-sulfonyl chlorid

DBT (+)-0,0"-dibenzoylanhydrid kyseliny L-vinnej

DCCS sukcinimidyl ester 7-(dietylamino)kumarin-3-
-karboxylovd kyselina

DNB-CI 3,5-dinitrobenzoyl chlorid

DNFB 2,4-dinitrofluérbenzén
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DNFB-L-Ala 1-fluoro-2,4-dinitrofenyl-5-L-alanin

Dns-Cl 5-dimetylaminonaftalén-1-sulfonyl chlorid

DTNB 5,5 -ditiobis[2-nitrobenzoova kyselina]

FDNDEA N,N-dietyl-2,4-dinitro-5-fluoroanilin

FITC fluorescein izotiokyandt

FLEC-CI (+)-/(=)-1-(9-fluorenyl)etyl chloroformat

FMOC-C1 9-fluorenylmetyl chloroformat

GITC 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-glukopyranozyl izo-
tiokyanat

HLTE gama-lakton tetrahydropyranyl éter

IDA 1-metoxykarbonylindolizin-3,5-dikarboxyal-
dehyd

ILITC izoluminol izotiokyandt

MDF 2-metoxy-2,4-difenyl-3-(2H)-furanén

NAS N-acetoxysukcinimid

NBD-F 7-fluoro-4-nitrobenzo-2,1,3-oxadiazol

NBD-PyNCS R-(-)/S-(+)-4-(3-izotiokyanatopyrolidin-1-yl)-
-7-nitro-2,1,3-benzoxadiazol

NDA naftalén-2,3-dikarboxyaldehyd

NPITC 4-nitrofenyl izotiokyanat

OPA dialdehyd kyseliny o-ftalovej

PAPITC p-fenylazofenyl izotiokyanat

PDITC (18,2S8)-N-[(2-izotiokyanato)-cyklohexyl)-pi-
valinoyl]amid

PEITC fenyletyl izotiokyanat

PITC fenyl izotiokyandt

PQQ redoxny koenzym pyrolochinolin chinén

SAMBI (8)-1-fenyletylizotiokyanat

SEDC sukcinimidyl ester dikarbocyanin

SEP sukcinimidyl ester pyronin

SET sukcinimidyl ester tiazin

SETC sukcinimidyl ester trikarbocyanin

SINC sukcinimido o-naftylkarbamadt

SNEIT (8)-1-(1-naftyl)etyl izotiokyanat

TCITC trikarbocyanin izotiokyanat

TNBS 2,4,6-trinitrobenzénsulfénova kyselina

TRITC tetrametylrodamin izotiokyanat
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Capillary Electrophoresis of Amino Acids

The article deals with derivatization reactions employed
in capillary electrophoresis (CE) of amino acids (AA). Cur-
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rently preferred reactions are classified into seven groups
according to their reaction mechanisms and schemes. Many
of them were originally developed for liquid chromatogra-
phy of AA and their implementation in CE usually requirer
minor modifications of the working conditions depending
on specificities of the process. So far, more than fifty deri-
vatization reactions of AA have been reported in the literatu-
re in the context of CE. This apparently reflects not only
different reactivities of AA with different derivatization agents
but also different envisaged applications of CE. Therefore,
in some instances, requirements for high reaction rates deter-
mine the choice (e.g., post-column derivatizations of AA,
in vivo monitoring of AA in microdialysates from biologi-
cal processes). On the other hand, a need for the detection
of amol-zmol amounts of AA may be often better met by
the reactions characterized by lower reaction rates. Some of
the derivatization agents provide very selective detections of
a specific class of AA, e.g., detection of sulfanyl amino acids
based on their reactions with 2,2’-dinitro-5,5’-disulfonyl-di-
benzoic) acid. So far, only a limited number of the derivatiza-
tion reactions is applicable in the AA sequenations of peptides
and proteins by CE. Here, phenyl isothiocyanate, 7-(N,N-
-dimethylsulfamoyl)-2,1,3-benzoxadiazol-4-yl isothiocyana-
te and 1-fluoro-2,4-dinitrobenzene appear to have a prominent
position.
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1. Uvod

V oblasti chemie nukleosidlii zaujimaji vyzna¢né misto
purinové derivaty modifikované v poloze C-8. Nékteré z nich
maji vyznamné biologické d¢inky', napf. 8-aminoadenosin
vykazuje vyraznou inhibici nddorovych bunék sarkomu 180
a rezistenci vii¢i adenosindeaminase”. 8-Aminoderivdty puri-
novych nukleosidi pritahuji zdjem z divodu jejich strukturn{
podobnosti se saxitoxinem, paralytickym toxinem vysky-
tujicim se u moiskych obrnének (Dinophyceae)**. 8-Ami-
noderivaty guaninu vyznamé inhibuji purinnukleosidfosfo-
rylasu, kli¢ovy enzym Kkatabolismu purini™®. 8-Merkapto-
guanosin md vyrazné imunomodulacni ucinky, 7-alkyl-8-
-oxoguanosin (loxoribin) je studovan pro sviij aktivacni vliv
na proliferaci B-lymfocyt a aktivaci pfirozenych zabijecd
(NK-bun&k)”*.

Cyklonukleosidy se li§i od béznych nukleosidii tim, Ze
kromé glykosidické vazby navic maji kovalentni vazbu (bud
pfimo vychdzejici z uhlikového atomu nebo pies atom jiny,
napft. kyslik) mezi uhlikovym atomem 2’°, 3’ nebo 5’ cukerné
¢asti a uhlikem nebo dusikem purinového (popt. pyrimidino-
vého) skeletu.

Na tomto misté je potfeba zminit se o nomenklatufe 8-cy-
klonukleosidt. Tak napf. 8,5’-O-cykloadenosin (/, obr. 1), coz
je trividlni ndzev, mize byt pojmenovdn jako 8,5’ -anhydro-9-
-(B-D-ribofuranosyl)-8-hydroxyadenin, nebo také (8R)-4-ami-
no-8,9,10,11-tetrahydro-7H-8r,11c-epioxido-<1,3>0xazocino-
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<3,2-e>purin-9¢,10c-diol. Z diivodu piehlednosti a srozumi-
telnosti pouzivdm v této praci smési trividlniho nazvoslovi
andazvoslovi odvozeného od cukrt, bézné pouzivaného v che-
mii nukleovych kyselin.

Prvni cyklonukleosid byl pfipraven roku 1951 Lordem
Toddem a jeho kolegy’. Nasledng se cyklonukleosidy staly
sttedem zdjmu vyzkumu mnoha svétovych pracovist. Obecné
jsou povazovdny za univerzalni meziprodukty pfi pfipravé
biologicky dilezitych nukleosidt a pro svou rigidni strukturu
také za velmi vhodny ndstroj pro jejich konformacni studie.

Cilem této prace je podat prehled o syntéze a vyuziti
cyklonukleosidt a jejich derivdtd. Zaméfil jsem se pouze na
purinové 8-cyklonukleosidy, které obsahuji v poloze C-8 atom
skupiny VI A periodické soustavy prvkd, tj. kyslik, siru, popf.
selen. Nezabyvdm se zde purinovymi 8-N-cyklonukleosidy,
jejichz chemie je také dosti bohatd (moznost dalsi substituce
na atomu dusiku N-cyklonukleosidu)!%'> Dile se nezabyvam
8-C-cyklonukleosidy, u nichz je atom uhliku cukerné ¢ésti
vézan piimo k uhliku C-8 purinové baze!'®?!

2. Purinové O-cyklonukleosidy

Slouceniny, které zapadaji do této kategorie zahrnuji 8,2’-,
8,3’-a8,5’-cyklonukleosidy odvozené od adenosinu, guanosi-
nu a inosinu (popf. dalSich derivat purinu).

Obecné mutze k tvorbé O-cyklonukleosidu dojit dvéma
zpusoby (obr. 2). Bud hydroxyskupina na bazi v poloze C-8
atakuje elektrofilni uhlik cukerné ¢dsti molekuly, nebo naopak
hydroxyskupina na cukru atakuje elektrofilni uhlik baze.

I
Obr. 1.
N X
N N S

HO— || x—< N

V/ N N7’ /_J< N N)
XHC o HOH,C

HO OH HO OH
Obr. 2.
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Vyznamnou osobnosti chemie nukleosidl a nukleotidd je
Japonec Morio Ikehara, ktery se také zabyval pfipravou a che-
mickymi i fyzikdlnimi vlastnostmi cyklonukleosidt®*. Jeho
pracovni skupina v roce 1966 piipravila 8,2’-anhydro-9-(B-
-p-arabinofuranosyl)-8-hydroxyadenin® (VII), prvni purino-
vy cyklonukleosid obsahujici O-anhydro vazbu (schéma 1).
2°,3’-O-Isopropylidenadenosin (/I) byl bromovan N-broma-
cetamidem v chloroformu®®, a po acetylaci, kyselém odstra-
néni isopropylidenové funkce, tosylaci a ndsledné deacetylaci,
byl bromderivdt V pfeveden na hydroxyderivat VI reakei s oc-
tanem sodnym v kyseliné octové?, Cyklonukleosid VII byl
ziskdn zahi{vanim 8-hydroxyderivdtu VI s benzodtem sodnym
v DMF (cit.*).

Obecné je tedy pfi syntéze cyklonukleosidd prvnim kro-
kem halogenace (pfevdzné bromace) nukleosidu. Bromace
miiZze byt provedena u derivatli guanosinu bromem v kyse-
lin€ octové v pfitomnosti octanu sodného®*, u derivatd ade-
nosinu N-bromacetamidem v chloroformu®*, nebo, v pripa-
dé obou purinovych nukleosidd smési brom—dioxan v pfi-
tomnosti uhli¢itanu vdpenatého®”?® VytéZek bromace byl

podstatn& zvysen pouzitim vodného acetitového pufru®-

Chloraci purinovych nukleosidt do polohy 8 lze provést
za pouZiti tetrabutylammonium jodtetrachloridu®! nebo ferc-
-butylhypochloritu®?, atkoliv vytézky jsou nizké. Lepsiho vy-
sledku bylo dosazeno pouzitim m-chlorperoxybenzoové kyse-
linjy v DMF nebo DMA v pfitomnosti kyseliny chlorovodiko-
vé>. Chlor derivat IX velmi snadno podléha intramolekularni
cyklizaci na 8,2’-anhydro-9-(B-D-arabinofuranosyl)-8-hydro-
xyadenin (VII) v pfitomnosti bdze nebo i adsorpci na silikagel
a naslednou eluci (schéma 2).

8-Hydroxyadenosin, jako vychozi litka pro intramole-
kuldrni cyklizaci, mGze byt pripraven reakci 8-bromadenosi-
nu s340ctanem sodnym v kyseling octové® nebo v acetanhyd-
ridu™.

Pro pocateéni potize s cyklizaci 8-hydroxy-9-(3-O-tosyl-
-B-D-ribofuranosyl)adeninu z diivodu velké sterické distorze
byl jako vychozi litka pouZit derivat 2’-deoxyadenosinu®.
Jako dobre odstupujici skupiny na cukerné ¢dsti molekuly
mohou byt pouzity napf. triisopropylbenzensulfonyl*>, p-
-methylbenzensulfonyl (tosyl)?*7¥ cyklické karbonity (2°,3’-
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-karbondt)***. 8-Bromadenosin (X) (popt. 8-bromguanosin)
miZe byt tosylovan na 2’-hydroxylu pres 2°,3’-O-dibutylcin
derivat XI (schéma 3) (cit.*"). Ndslednd cyklizace derivatu X111
na cyklonukleosid VII probihd ptisobenim bdze (napi. hydro-
xidem sodnym, amoniakem). Stejné 1ze tosylovat i 8-bromde-
I'i\:étt 5’-deoxyadenosinu na smés 2’-tosyl- a 3’-tosylderivé-
.

Pii reakci 8-brom-9-(2,3,5-tri-O-acetyl-3-D-arabinofura-
nosyl)adeninu s pomérné bazickym nukleofilem, jako je me-
thoxid sodny a amoniak, dochdzi k intramolekuldrni vyméné
bromu za vzniku 8,2’-anhydro-8-hydroxy-9-(B-p-arabinofu-
ranosyl)adeninu“. Je-li k reakci pouzito méné bazickych nu-
kleofild, napt. thiomocoviny nebo azidu sodného, dojde k pfi-
mé vymeéné bromu za nukleofil za vzniku 8-thio- popft. 8-azi-
doderivatu. V pfipadé 8-brom-9-(2,3,5-tri-O-acetyl-B-D-xylo-
furanosyl)adeninu dojde k pfimé substituci atomu bromu pii-
slusnym nukleofilem (neutrdlnim i bazickym) aniz by doslo
k intramolekularn{ reakci za vzniku 8,3’-cyklonukleosidu.

Syntéza prvniho O-cyklonukleosidu guanosinu byla po-
psdna v roce 1967 Ikeharou™. Z 9-(5-O-acetyl-B-D-ribofura-
nosyl)-8-hydroxyguaninu (X/V) byl pfipraven 2’,3’-di-O-me-
sylderivat XV, ktery zahfivanim na 100 °C v DMF s octanem
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sodnym poskytl derivat 8,2’-O-cykloguanosinu XVI (sché-
ma 4). Z toho lze usuzovat, zZe 2’-O-mesylskupina podléhd
cyklizaci snadnéji nez ta v poloze C-3’. Pri pokusu ziskat timto
postupem derivdt 8,5’-cykloguanosinu byl zahfivdnim 8-
droxy-2’,3’-O-isopropyliden-5’-O-mesylguanosinu ziskdn
N-,5’-cyklonukleosid.

Jednoduchym zptsobem piipravy 8,5 -O-cykloadenosinu
(I) je cyklizace bromderivatu XVII hydridem sodnym v bez-
vodém dioxanu**° nebo kyanidem draselnym v DMF (cit.*’)
a ndsledné deblokovdni cukerné ¢dsti 1 M vodnym roztokem
kyseliny sirové (schéma 5). Stejné lze cyklizovat 8-brom-
-2°,3’-O-isopropylideninosin a 8-brom-2’,3’-O-isopropyli-
denguanosin®®. Pokus o cyklizaci nechran&ného 8-bromade-
nosinu (X) stejnym zptisobem vsak nebyl Lispéﬁnyw.

V roce 1992 byla japonskymi autory popsdna elegantni
metoda pripravy derivétu 8,5’-O-cycloadenosinu XVIII oxida-
tivni cyklizaci 2°,3’-O-isopropylidenadenosinu (/) s octanem
olovic¢itym (schéma 5) (cit.”). Kromé octanu olovicitého’!
mohou byt k cyklizaci pouzita dalsi oxidacni ¢inidla, jako
chlorid médnaty®”, N-halogensukcinimid® nebo ozafovéni
400 W vysokotlakou rtutovou lampou (> 355 nm) v piitom-
nosti pyrimido[5,4-g]pteridintetraon N-oxidu®**°. Tato intra-



Chem. Listy 94, 355 — 370 (2000)

Referaty

1

II R=H, Pb(OAc)4/benzen Avir
Schéma 5 XVII R =Br, NaH/dioxan
NHBz [ HO o ]
OH
k > NaOMe k >
HO
NNy
K 73 k % <1
NN
L ‘XX'I NHZ_
HO
¢}
OH 1.BF2, Hzo
2. vodny NaOH
N N§|
N | N
NH,
Schéma 6 XXIT
NH, NH,
| >—8r NH | >o
~ 3
kN N MeOH KN N
AcO o HO 0
OAc CH,
AcO OAc HO OH
Schéma 7 XXTIT XX

molekuldrni reakce poskytuje novou metodu pro chemickou
modifikaci derivéti adenosinu.

Pro hladkou konverzi 2’,3’-O-isopropylidenadenosinu (1)
na derivat cykloadenosinu XVIII je potfeba pouzit 1,2 ekviva-
lentu octanu olovic¢itého. Vytézek reakce provedené v reflu-
xujicim suchém benzenu pod argonem byl 93 %. Nechranény
adenosin za stejnych podminek neposkytl cyklicky produkt.
Dile je ziejmy vliv N°-substituentu na priibéh reakce. Snad-
nost oxidativni cyklizace klesd v fadé¢ 2°,3’-O-isopropyliden-
derivati N°- -benzoyladenosinu, adenosinu, N°- methyladenosi-
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nu a N°,N®-dimethyladenosinu. Vyrazny substituéni efekt N°-
benzoylskupiny je vysvétlovan zvysSenim nukleofility dusiku
N’ v imidazolovém kruhu a tim jeho vétsi koordinaéni schop-
nosti vii¢i olovi¢itému iontu, jehoz koordinace v N’-poloze je
prvnim krokem oxidativni cyklizace.

V roce 1968 byla popsdna syntéza o-cyklonukleosidu
8,2’-anhydro-8-hydroxy-9-(o-D-xylofuranosyl)adeninu (XX1I)
(cit.%), vychdzejici z9-(o-D-xylofuranosyl)adeninu (XX1), bro-
maci a cyklizaci pomoci hydridu sodného (schéma 6) (cit.Y).

Ptes odpovidajici 8-bromderivat XXIII byl ptipraven 8,1°-
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-anhydro-8-hydroxy-9-(2-B-D-psik ofuranosyl)adenin (XX1V),
co# je v podstaté typ 8,1°-cyklonukleosidu (schéma 7) (cit.”®).

O-Cyklonukleosidy odvozené od hypoxanthinu a 6-mer-
kaptopurinu 1ze kromé derivatizace odpovidajicich cykloade-
nosind pripravit cyklizaci ptislusnych 2’- nebo 3’-TPS-deri-
vati (2,4,6-triisopropylbenzensulfonylderivéty) 8-hydroxy-
nukleosidt v pfitomnosti baze™.

Reakcei 8-hydroxymethyl derivdtu XX VI s terc-butoxidem
draselnym ve smési ferc-butanolu a DMF byl ptipraven 8,2’-
-anhydro-9-(B-D-arabinofuranosyl)-8-hydroxymethyladenin
(XXVII, schéma 8) (cit.*)

V posledni dobé byly pfipraveny anhydroderivaty odvoze-
né od karbocyklickych analogii purinovych a pyrimidinovych
nukleosidi®’. Dile byly piipraveny cyklonukleosidy, u nichz
je pyrimidinovy kruh purinového skeletu nahrazen substituo-
vanym benzenovym jadrem®,
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3. Purinové S-cyklonukleosidy

S-cyklonukleosidy purinovych bdzi jsou vyznamnymi pre-
kursory v syntéze nukleosidovych analogt a predev§im deo-
xynukleosidl desulfuraci Raneyovym niklem.

Prvni cyklonukleosid tohoto typu byl pfipraven v roce
1963, a to také (jako v pi. prvniho O-cyklonukleosidu) v Ja-
ponsku®. Kondenzace bédze a cukru Davollovou metodou®*
poskytla derivat XXVIII, ktery byl pfeveden na 8-thioderivdt
XXIX reakci s thiomocovinou v n-butanolu (schéma 9). 8,2°-
-Anhydro-9-(B-D-arabinofuranosyl)-2-chlor-8-merkaptoadenin
(XXXI) byl ptipraven z thioderivatu XXIX za refluxu v me-
thanolu v pfitomnosti methoxidu sodného. Desulfurace 8,2’-
-S-cyklonukleosidu XXX/ Raneyovym niklem a ndslednd hy-
drogenace nad palladiem na uhli poskytla2’-deoxyadenosin™.

Tosylaci 5’-O-acetyl-8-bromadenosinu byly po deacetyla-

5
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ci a déleni ziskdny 2’-O-tosyl-, 3’-O-tosyl- a 2’,3’-di-O-tosyl-
derivat 8-bromadenosinu®. Reakce 3’-O-tosylderivatu XXXII
s thiomocovinou v butanolu (popi. s hydrogensulfidem sod-
nym v DMF (cit.*”)) poskytla derivat XXXIII a nésledna desul-
furace 3’-deoxyadenosin (Kordycepin, XXXV, schéma 10),
v piipadé 2’-O-tosyl- a 2°,3’-di-O-tosylderivitu byl ziskdn
2’-deoxyadenosin. Vyjde-li se z derivatu 5’-deoxyadenosinu,
Ize takto pfipravit 2°,5’-dideoxyadenosin a 3”,5’-dideoxyade-
nosin*2. Jako dobie odstupujici skuglnu 1ze také pouzit 2,4,6-
-triisopropylbenzensulfonyl (TPS)®. Ta byla pouzita i v piipa-
dé cyklizaci N°-dimethylderivatii adenosinu®

K syntéze S-cyklonukleosidi 1ze pouil’t také cyklické
2’,3’-karbondty. 8-Merkaptoadenosin (XXXV) poskytne za-
hfivanim s difenylkarbondtem a hydrogenuhli¢itanem sodnym
v DMF 8,2’-S-cykloadenosin (XXXVII, schéma 11) (cit.”),
nebo lze nejprve pripravit cyklicky 2°,3”-karbondt 8-bromade-
nosinu a ten nasledné cyklizovat thiomo¢ovinou v butanolu®
Stejné lze postugovat i v pfipadé 2°,3’-O- sulfmyldenvatu
8-bromadenosinu’™

Difenylkarbonait, jako cykliza¢ni ¢inidlo, byl pouzit k cy-
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klizaci dalsich nukleosidd, obsahujicich jako purinovou bézi
8-merkaptoguanin, 6,8-dimerkaptopurin, 2-amino-6,8-dimer-
kaptopurin, 8-merkaptoxanthin a 8- merkaptohypoxanthm71 7

8-Methylthioderivat o-ribosidu XXXVIII poskytl pusobe-
nim methoxidu sodného nebo hydroxidu sodného 8,3’-cyklo-
nukleosid XXXIX za odstépeni methanthiolu (schéma 12).
Prislusné B-ribosidy za totoznych podminek cyklonukleosidy
netvori’*.

Bromaci a ndslednym chranénim 9-(B-D-xylofuranosyl)-
adeninu byl pfipraven 3’°,5’-O-isopropylidenderivat XL, ktery
po tosylaci poskytl reakei s hydrogensulfidem sodnym 8,2’-
-anhydro-9-(3,5-O-isopropyliden- B D-xylofuranosyl)-8-mer-
kaptoadenin (XLII, schéma 13) (c1t M.

Adenosin 5’-monofosfat (AMP) a jeho 8-bromderivat XLIII
jsou v alkalickém prostiedi prednostné tosylovany do 2’ po-
lohy”¢. V piipadé bromderivatu XLIII lze tosylaci a nasled-
nou reakci se sirovodikem v pyridinu, popt. s hydrogensulfi-
dem sodnym ve smési voda—DMF pfipravit 8,2°-S-cyklonu-
kleotid XLV, po jehoZ desulfuraci se ziskd 2’-deoxyadenosin
5’-monofosfat (XLVI, schéma 14).
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Podobnym zptisobem byl pfipraven 5°-deoxyguanosin®’.
8-Bromguanosin byl mesylchloridem v pyridinu pfeveden na
2°,5’-di-O-mesylderivit, ten reakci s thiomocovinou poskytl
8,5’-S-cyklonukleosid, ktery po desulfuraci Raneyovym ni-
klem a po alkalickém $tépeni 2’-mesylové skupiny dal 5’-de-
oxyguanosin. Vhodnéjsi vychozi latkou pro cyklizaci se jevi
8-brom-2",3’-0-isopropylidenguanosin’’.

Z 8-brom-9-(2-mesitylensulfonyl-B-D-ribofuranosyl)gua-
ninu lze reakci s hydrogensulfidem sodnym pfipravit prislusny
8,2’-S-cyklonukleosid a jeho ndslednou desulfuraci 2’-deoxy-
guanosin78.

Pro ptipravu 8,5 -S-cykloadenosinu (/L) byl jako vychozi
latka pripraven 8-bromderivat XLVII (schéma 15) (cit.”). Ten
byl rozpustén v pyridinu a sirovodik byl probubldvdn timto
roztokem za laboratorn{ teploty. Ziskany cyklonukleosid XLVIII
poskytl zahiivdnim v 98 % kyselin€ mravenci 8,5’ -S-cyklo-
adenosin (/L), jehoz desulfuraci byl pripraven 5’-deoxyadeno-
sin. K cyklizaci 1ze pouzit také smés pyridinu a vodného
roztoku hydrogensulfidu sodného za chlazeni®™. Také lze nej-
prve reakci brom derivdtu XVII s hydrogensulfidem sodnym
v ethanolu pripravit 8-merkaptoderivat, ktery nasledné za pod-
ml’nglk tosylace poskytne piislusny cyklicky derivat XLVIII
(cit.”").
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8,5’-S-Cyklonukleosidy je mozno také pripravit tak, Ze se
nejprve vytvoii 8,5’-S-anhydro vazba reakci 8-merkaptoade-
ninu (L), resp. jeho sodné nebo draselné soli s vhodné chra-
nénym cukrem (napf. derivat LI), a teprve pak se vytvoii
N’-glykosidickd vazba®>33 Takto byl pfipraven i cyklonukleo-
sid LIV (schéma 16). Timto postupem se zamezi vzniku N°,5’-
cyklickgych derivéti adeninu, které se jinak tvoifi pomérné
snadno44:8485

Obecné miZe byt hydroxylova skupina nahrazena Sirokou
fadou nukleofilii za podminek reakce dle Mitsunoba®. 8,5
-Anhydro-9-(2,3-O-isopropyliden--D-ribofuranosyl)-8-mer-
kaptoadenosin (XLVIII, 68 %) byl ptipraven pfikapanim 1
ekvivalentu trifenylfosfinu a diethylazodicarboxyldtu (DEAD)
v suchém DMF k roztoku 8-merkaptoderivatu LV v DMF
(schéma 17) (cit.87). JelikoZ aminy za téchto podminek tvoii
N-fosfinfosfa-A>-azeny (cit.*®), reaguje vznikly cyklonukleo-
sid ndsledné s prebytkem trifenylfosfinu na N-[8,5’-anhydro-
2’,3’-0-isopropyliden-8-merkaptopurin-6-yl]trifenylfosfa-A’-
-azen (LVI). Ten vznikd ve vysokém vytézku (87 %), pouziji-1i
se 2 ekvivalenty trifenylfosfinu a diethylazodicarboxylatu.

8,2’-S-Cykloadenosin (XXXVII) Ize ptipravit reakci 3°,5’-
-O-(tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)derivatu LVII s trifenyl-
fosfinem a diethylazodicarboxylatem (DEAD) v THF za pod-
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minek dle Mitsunoba® a naslednym odchranénim tetrabutyl- 5. Reakce purinovych nukleosidi

ammonium fluoridem (TBAF) (schéma 18) (cit.¥).

4. Purinové Se-cyklonukleosidy

Chemie purinti substituovanych v poloze 8 atomem selenu
neni piili§ bohatd. Pres analogické prvky chemie siry a selenu
je tfeba se slouceninami obsahujicimi selen zachdzet velmi
opatrné z divodu jejich zna¢né toxicity. Jako prvni cyklonu-
kleosid obsahujici atom selenu byl pfipraven 2,2’-cyklo-2-se-
lenocytidin®.

8-Selenoadenosin (LIX) mtze byt ptipraven reakci 8-brom-
derivdtu X s diselenidem sodnym Na,Se, v ethanolu v pfitom-
nosti ethoxidu sodného’' nebo se selenomocovinou v absolut-
nim ethanolu (schéma 19) (cit.gz). 8-Selenoadenosin (LIX)
reakci s 2-acetoxyisobutyrylchloridem v acetonitrilu za labo-
ratorni teploty a ndslednou reakci s methanolickym roztokem
chlorovodiku poskytl 8,2’-Se-cykloadenosin (LX) v 54 % vy-
t&zku™.
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Jak jiz z vySe uvedeného cdstecné vyplynulo, cyklonu-
kleosidy mohou byt vyhodné pouzity jako meziprodukty k pfi-
pravé rizné modifikovanych derivdtd nukleosidi a nukleo-
tidd, napf. transformace ribonukleosidti na deoxynukleosidy
nebo arabinonukleosidy atd.

S-Cyklonukleosidy mohou byt snadno desulfurovany po-
uZitim Raneyova niklu na odpovidajici deoxynukleosidy”*. Na
zdkladé téchto pozorovani byl vysloven i pfedpoklad o mozné
transformaci ribonukleosidd na piislusné deoxyderivaty v Zi-
vych buiikach®.

Desulfurace tedy poskytuje alternativni syntézu piirodni-
ho antibiotika Kordycepinu (3’-deoxyadenosinu, XXXIV)
(cit. %895 pFipraveného nékolika jinymi postupy®’ %

Pouzije-li se jako vychozi latka 2’-deoxyadenosin, lze
pripravit 8,3’-S-cykloderivat, ktery po desulfuraci poskytne
2’,3’-dideoxyadenosin’®, Reakce lze provadét i s adenosin-5’-
-monofosfitem’”.

Purinové S-cyklonukleosidy jsou stdlé vici mirné kyselé
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hydrolyza vede ke Stepeni jak S-anhydro vazby, tak i glykosi- tomu ke $tépeni O-anhydro vazby purinovych nukleosidd
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dochazi snadno za mirnych podminek'”***?7 Napf. kyseld
hydrolyza 8,2’-anhydro-9-(B-D-arabinofuranosyl)-8-hydroxy-
adeninu (VII) poskytne 8-hydroxyderivat arabinofuranosyl-
adeninu LXI, reakci s benzodtem sodnym v DMF se ziskd
derivdt 8-hydroxyadenosinu (LXII, schéma 20). Tedy kysele
katalyzovand reakce zachovava konfiguraci na C-2’ uhliku,
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atakem benzodtovym aniontem dochdzi k inverzi konfigurace.
V piipadé S- a N-cyklonukleosidi dochazi pti kyselé hy-
drolyze pfevdZzné ke Stépeni N-glykosidické vazby, zatimco
u O-cyklonukleosidd jsou Stépeni N-glykosidické vazby a 5°,8-
-anhydro vazby reakcemi konkurenénimi .
Zahiivanim 8,2’- (VII) nebo 8,5’ -anhydro-9-(B-D-arabino-
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furanosyl)-8-hydroxyadeninu (LXII]) ve vodném 0,01 M roz-
toku hydroxidu sodného dochazi k vytvotreni rovnovazné smeé-
si obou, tj. smési 8,2’- a 8,5’ -cyklonukleosidt (VII:LXIII, 3:2,
schéma?21) (cit.!®). 8,2’-Cykloadenosin (VII) piisobenim 1,25 M
roztoku hydroxidu sodného ve smési DMSO a voda poskytuje
2’ 3’-anhydroderivat LXIV (cit.'*). Za mirng alkalickych pod-
minek Ize opét ziskat vychozi 8,2’-cykloadenosin (VII).

Pii zahfivani ochrdnéného 8,2’-anhydro-9-(B-D-arabino-
furanosyl)-8-hydroxyadeninu LXV v pyridinu s piebytkem
sirovodiku byl pfipraven 8—merka1i)t0derivét arabinofurano-
syladeninu LXVI (schéma 22) (cit.'”), pii jeho zahfivani ve
smési pyridinu a kapalného amoniaku v autokldvu vznika
smés 8-amino-9-(B-D-arabinofuranosyl)adeninu a 8,5’ -anhy-
dr0—9—([S—D—arabinofuranosyl)—8—hydr0xyadeninu106’107 8,2’-
a 8,3’-0-Cyklonukleosidy adeninu mohou byt tosylovdny na
5’-hydroxylu a tyto tosylderivdty poskytnou zahfivanim s hy-
drogensulfidem sodnym v DMF pfislusné 8,5-S-cyklonu-
kleosidy'%,

Je-li 8,2’-O-cykloadenosin zahfivan s riznymi aminy popf.
s hydrazinem, poskytne pfislusné 8-amino, po&)f. 8-hydrazino
derivéty 9-(B-D-arabinofuranosyl)adeninu®®'%”,

Byla také popsdna pfemeéna S- na O-cyklonukleosid, kon-
krétné 8,3’ -anhydro-8-merkapto-9-(B-D-xylofuranosyl)adeni-
nu (XXXIII) na 8,5°-O-cyklonukleosidy LXIX a LXXI pres
sulfoxidovy meziprodukt LXVII (schéma 23) (cit.""%. Oxidace
cyklonukleosidii na cyklické 8-sulfoxidy se provadi N-brom-
sukcinimidem nebo kyselinou peroxymravenéi''!. Stépeni S-
-anhydro vazby cyklonukleosidu miize také probihat pies
sulfoniovy meziprodukt!'2

Pii zahifivani ochrdanéného 8,5°-O-cykloadenosinu XVIII
s chloridem sodn})?m vDMSOna 130-140 °C pod dusikem dojde
k presmyku na N°,5’-cyklonukleosid LXX/I (schéma 24) (cit.®).

365

Reakce 8,5’-anhydro-8-hydroxy-9-(2,3-O-isopropyliden-
-B-D-ribofuranosyl)adeninu (XVIII) s piebytkem hydridu sod-
ného v DMF poskytne slouc¢eninu LXXIII (schéma 25), kterd
obsahuje exocyklickou dvojnou vazbou®. Tato slou¢enina se
strukturné podobd antibiotiku angustmycinu A (decoyinin,
LXXIV) (cit.!'13119),

Podobné jako byly pii tvorbé internukleotidové vazby
pouzity pyrimidinové cyklonukleosidy' 15119 bylo vroce 1968
popsano vyuziti derivdtu 8,5’-cyklonukleosidu k pripravé di-
nukleosidfosfatu*®. Dochdzi k ataku nukleosidfosfitového ani-
ontu na uhlik C-5" cyklonukleosidu. Tak byl za refluxu 2°,3’-
-O-isopropylidenderivétu 8,5’ -O-cycloadenosinu s tri-n-buty-
lammonium-3’-uridyldatem v DMF pripraven uridyl-(3’-5")-8-
-hydroxy-2’,3’-O-isopropylidenadenosin.

Metoda pro fosforylaci pfirozenych ribonukleosidd, vyvi-
nutd v roce 1969 Yoshikawou'?’, byla vyuzita k syntéze 5
mono a 5’-difosfdtd 8,2’-S-cyklonukleosidti pouzitych pro
enzymové studie'?". Chemickou fosforylaci byly déle piipra-
veny 5’-monofosféity 8,2’- a 8,3’-O-cyklonukleosidd, taktéz

pouzité ke studiu substratové specifity nekterych enzymﬁm’m.

6. Transformace purinové baze
v cyklonukleosidech

Reakei  8,2’-anhydro-9-(B-p-arabinofuranosyl)-8-hydro-
xy-6-merkaptopurinu s methyljodidem lze pfipravit pfislusny
cyklonukleosid 6-methylmerkaptopurinu a ten desulfuraci Ra-
neyovym niklem pievést na cyklonukleosid purinu®’.

Cykloinosiny a jejich deriviaty mohou byt kromé piimé
cyklizace pripraveny také deaminaci piisluSnych cykloadeno-
sind kyselinou dusitou v 80 % kyseliné octové pti 40 °C



Chem. Listy 94, 355 — 370 (2000)

NH

N
l\N N@OH

LXXvII

Schéma 27

(cit.**>). Podobné byly deaminaci 8,2’-anhydro-9-(B-D-ara-
binofuranosyl)-8-merkaptoadeninu, 8,3’-anhydro-8-merkap-
t0-9-(B-D-xylofuranosyl)adeninu a 8,5 -anhydro-8-merkapto-
-9-(B-D-ribofuranosyl)adeninu s dusitanem barnatym v Kyse-
lin€ octové ziskdany odpovidajici S-cykloinosiny. Ty byly ddle
transformovdny na piislusné 8-S-cyklonukleosidy 6- merkag
topurinribosidu pomoci sulfidu fosfore¢ného v pyridinu'
popt. na S-cyklonukleosidy odvozené od nebularinu [9-(- D-
-ribofuranosyl)purinu] bud cestou zahrnujici katalytickou re-
dukci 6-chlorderivati, nebo oxidativni desulfuraci 6-thiode-
rivati'?

K modifikaci cyklonukleosidi 1ze vyuzit i Dimrothova
piesmyku'%. 8,5°-S-Cykloadenosin (IL) byl nejdiive methy-
lovin do polohy N! adeninu piebytkem methyljodidu v DMF
za laboratorni teploty a ziskany methylderivat LXXV za pod-
minek Dimrothova pfesmyku (vodny roztok o pH 8-9) poskytl
Né-nll(ﬁthylderivzit 8,5’-S-cykloadenosinu LXXVI (schéma 26)
(cit. ).

Oxidaci 8,2’-, 8,3’- a 8,5’-S-cykloadenosinu kyselinou
monoperoxyftalovou byly piipraveny piislusné N'-oxidy cy-
kloadenosinu'?

7. Fyzikdlni vlastnosti purinovych

cyklonukleosidii
Byly studovény chiroptické vlastnosti cyklonukleosidt 128-130
U B-cyklonukleosidi odvozenych od adeninu vzristd hodnota
rotacni sily v fadé 8,2°- < 8,3’- < 8,5’- jak u O-cyklonukleo-
sidi, tak i u jejich S-analogi'®'. Viechny tyto litky vykazuji
v absorpénim maximu pozitivni Cottontiv efekt. U a-cyklo-
nukleosidt plati totéz, pokud jde o hodnoty rotacni sily, ale
Cottondv efekt je negativni.
8,5’-Anhydro-9-(2,3-O-isopropyliden-B-D-ribofuranosyl)-
-8-merkaptoadenin (XLVIII) byl krystalovdn ze smési buta-
nol-voda a poskytl bezbarvé jehlicovité krystaly, hexago-
ndlni, patfici do P6, prostorové grupy . Atom siry je lokali-
zovan na protilehlé strané atomu kysliku furanosy (na strané
2’- a 3’-vodikovych atomi). Tento S-cykloadenosin md také
fixovdnu anti konformaci a torzni uhel cukr — baze je kolem
60°.

Hmotova spektra purinovych 8-cyklonukleosidt jsou cha-
rakteristickd nejen pritomnosti intenzivniho piku molekulo-
vého iontu, ale také pikd odpovidajicich 8-hydroxy- popf.
8-merkaptoadeninu a jejich protonovanych forem'*.

NH;

366

Referaty

>—o
\ NH2
L)O(VIII
+

NH,

N
>0
N

N+
“y

LXXIX

8. Acyklické analogy purinovych
cyklonukleosidi a cyklonukleotidu

Analogy nukleosidu, které maji cukerny zbytek nahrazen
fetézcem nesoucim hydroxylové funkce, tzv. acyklické analo-
gy nukleosidd, ptitahuji velky zdjem proto, Ze se v této skupiné
vyskytuji slouceniny s vysokym biologickym dc¢inkem, napt.
VlI‘OStatlka acyclov1r (Zovirax)"**!* nebo ganciclovir (Cyto-
vene)'*. Pro sviij protivirovy ucinek i dalsi efekty na prolife-
rujicich systémech byl studovan dal$i ze skupiny acykhck?/
analogt, 9-(5)-(2,3-dihydroxypropyl)adenin (DHPA) (cit.

VétSina nukleofilnich reakci v imidazolovém kruhu adem—
nové baze substituované bromem v poloze C-8 provedenych
u derivétt s blokovanymi hydroxylovymi funkcemi probihd
stejné jako u nukleosidd, tj. se vznikem sloucenin substituo-
vanych v poloze C-8 piislusnym nukleofilem. Tak probihaji
i reakce s amoniakem za vzniku 8-aminoderivatu. Ukdzalo se
vsak, Ze u latek s volnymi hydroxyskupinami ma4 tato reakce
anomdlni pribéh. Reakce s amoniakem nebo primdrnim ami-
nem probihd za vzniku 8-hydroxyadeninového derivdtu ne-
souciho amino (pogpr substituovanou amino) skupinu na po-
strannim fetézci . Tato reakce je spojena se vznikem
acyklického analogu nukleomdu ktery se otevie nukleofilnim
atakem ze strany acyklického fetézce a poskytne 8-hydroxy-
derivit s nukleofilni skupinou na postrannim fetézci. Tak byla
napt. amonolyzou 9-(3-hydroxypropyl)-8-bromadeninu (LXXVII)
ziskdna smés 8-hydroxyderivdatu LXXVIII a cyklického deri-
véatu LXXIX (schéma 27) (cit.'**).

Jako model pro intramolekuldrni cyklizace acyklickych
analogl cyklonukleosidii byla zvolena skupina 9-(2,3,4-tri-
hydroxybutyl)derivdtd 8-bromadeninu LXXXI (schéma 28),
specificky blokovanych v polohédch 2 a 3 postranniho fetézce
tvorbou 1,3-dioxolanu (isopropylidenderivatu). K cyklizacim
byla pouzita riznd ¢inidla, jako vodny amoniak, ferc-butoxid
draselny, hydrid sodny a 1,8-diazabicyklo(5,4,0)undec-7-en
(DBU) (cit."*). Podobné jako u nukleosidd lze také piimo
cyklizovat 9-(2,3,4-trihydroxybutyl)adeniny LXXX pomoci oc-
tanu olovi¢itého v benzenu nebo toluenu®. Byly studovdny
chiroptické vlastnosti vSech Ctyf opticky aktivnich stereoizo-
mert LXXXII.

Pro své farmakochemické ucinky byla studovédna skupina
acyklickych analogti S-cyklonukleosidii, kde atom sir ly je do
polohy 8 purinové baze vizan pres alkylovy mistek'*".

Bylo pfipraveno mnozstvi derivatd, u nichz je N- -poloha
(popt- N’ purinové bdze spojena s atomem kysliku, siry nebo
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i dusiku v poloze C-8 spojena alkylem, ktery nenese zZadnou
hydroxyskupinu'**'4®% Takové slou¢eniny viak jiz nelze po-
vazovat za analogy nukleosidli v pravém slova smyslu, nebot
i ptipadnd jedind hydroxyskupina v fadé O-cyklickych latek
je vdzdna anhydro vazbou.

Bylo pfipraveno mnoho acyklickych analogti nukleotidd.
Dvé vyrazné skupiny litek byly detailné studovdny pro své

367

antivirové in vitro a in vivo u¢inky: N-(2-fosfonomethoxy-
ethyl) (PME) a (S)-N-(3-hydroxy-2- fosfonomethoxypropyl)
(HPMP) derivaty heterocyklickych bazi'4148 7 diisopropyl-
esteru (§)-8-brom-9-(3-hydroxy-2-fosfonomethoxypropyl)ad e-
ninu LXXXIII byl reakci s hydridem sodnym v DMF pripra-
ven Prlslusny cyklicky HPMPA derivat LXXXIV (schéma 29)
(cit.
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9. Polynukleotidy obsahujici purinové
cyklonukleosidy

Podle imluvy se polynukleotidové sekvence kresli svym
5’-koncem vlevo, 3’-koncem vpravo. Triplet adenylyl-3’,5’-uri-
dylyl-3",5’-guanosin miize byt zkrdcené zapsdan jako ApUpG
(nebo jen AUG) (cit.'%). Strategie chemické syntézy oligo-
nukleotidl je podobnd syntéze polypeptidi. Vhodné chranény
nukleotid je pfipojen k rostoucimu konci oligonukleotidového
fetézce, odstrani se chranici skupina a déj se opakuje.

Tak naptiklad dinukleosidmonofosfat O-cykloadenosinu,
8,2’-anhydro-9-(B-p-arabinofuranosyl)-8-hydroxyadeninfos-
foryl-(3’,5°)-8,2’-anhydro-9-(B-D-arabinofuranosyl)-8-hydro-
xyadenin (LXXXVII, zkrdcené AOpAO, horni index O znaci, Ze
se jednd o O-cyklonukleosid), byl pfipraven z 5’-monome-
thoxytritylderivdtu 8,2’-O-cykloadenosinu LXXXV a vhodné
ochranéného 8,2’-anhydro-9-(B-D-arabinofuranosyl)-8-hydro-
xyadenin-5’-fosfdtu LXXXVI za pouziti N,N’-dicyklohexyl-
karbl(S)gliimidu (DCC) jako kondenzac¢niho ¢inidla (schéma 30)
(cit.™”").

Byla pfipravena a studovana fada dalSich dinukleosidfos-
fatd obsahujicich 8,2’-0-cykloadenosin152, 8,2’-S-cykloade-
nosin'**'>*(jeho desulfuraci Ra-Ni lze ;Jﬁpravit dinukleosid-
fosfit odvozeny od 2’-deoxyadenosinu'>%), dinukleosidfosfity
ASpU°a Uog)As (horni index S znaci, Ze se jednd o S-cyklo-
nukleosid)'*°, dinukleosidfosfity obsahujici 8,2’-S-cykloade-
nosin a 8,2’-S-cykloinosin]57 a mnoho dalsich'*® a byly stu-
dovany jejich chemické a fyzikalni vlastnosti'>.

Syntetizovédna byla ddle fada trinukleotidt a dalsich oligo-
a polynukleotidﬁ]éo’]69 obsahujicich cyklonukleosidy a bylo
stu](g?\llé‘no jejich tvofeni komplexl s rdznymi polynukleoti-
dy > %

Jiz bylo zminéno, Ze konformace molekuly v purinovych
cyklonukleosidech je do znacné miry fixovdna. Totéz plati
o cyklonukleosidech tvoficich soucdst oligonukleotidového
fetézce. To umoziuje studovat vztah mezi konformaci a bio-
logickou funkci. Napf. byly pfipraveny analogy tripletu AUG,
ktery je rozezndvan jako iniciacni nebo vnitini kodon amino-
kyseliny methioninu pii proteosyntéze'®’, kde adenosin byl
nahrazen 8,2’—0—cyk10adenosinem166, 8,5’-0-cykloadenosi-
nem'®’, 8,2’-S-cykloadenosinem, 8,5’-S-cykloadenosinem (popf.
formycinem a dal$imi nukleosidy s modifikovanou adenino-
vou bazi, ). Tyto analogy se lisi torznimi tihly modifikova-
nych adeninovych bazi kolem glykosidické vazby, ¢ehoz bylo

vyuzito pfi studiu simulace vazby Met-tRNA k ribosomu'®’.
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Z. Janeba (Institute of Organic Chemistry and Bioche-
mistry, Academy of Sciences of the Czech Republic, Prague):
Purine 8-0- and 8-S-cyclonucleosides — Synthesis and Pro-
perties

8-Cyclonucleosides derived from purine bases can be pre-
pared by a number of reactions starting from appropriately
modified nucleosides or their 8-substituted (most frequently
bromo, hydroxy and sulfanyl) derivatives. The 8-cyclonu-
cleosides are compounds suitable for studying configurations
and conformations of purine nucleosides, also useful as inter-
mediates in the synthesis of many biologically interesting
compounds. Although the interest in 8-cyclonucleosides cul-
minated in the sixties and seventies, many papers return to
them at present and utilize them in various syntheses.
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1. Uvod

Kolagen je rozsifen v celé fisi zivych organismu s vyjim-
kou jednobunéénych a patfi mezi technicky nejdilezité&jsi
vldknité bilkoviny. Je hlavni slozkou pojivovych tkdni, kterym
zajistuje spravnou funkci, zejména v souvislosti s jejich me-
chanickymi vlastnostmi'. To je ddno jeho specifickou struktu-
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rou, charakteristickou vysokym stupném vnitini organizace
molekul. Kolagen predstavuje 25-30 % vsech bilkovin v téle.
Tvofi hlavni organickou slozku ktize, kosti, chrupavek, §lach
a vaziva. Je rovnéz vyznamnou soucdsti cévnich stén, bazdl-
nich membran a rohovek. M4 opérnou a ochrannou funkci
a patfii, zejména jako slozka mezibunééné hmoty, ke klicovym
proteintim zivotnich pochodi ve zdravém i v nemocném orga-
nismu.

Kolagen je obnovitelnou surovinou a jeho zdroje jsou
témér neomezené. Je proto snaha neustdle zdokonalovat pre-
pardty z ného vyrabéné a hledat nové moznosti jejich zpraco-
vani a vyuziti. Kromé toho, Ze je kolagen hlavni surovinou
kozedéIného primyslu pro vyrobu usni (ro¢né se zpracuji asi
4 mil. tun kolagenu®), vyuzivd se v fadé dalsich obori. Piehled
vyuziti je uveden v tabulce I. Cetné aplikace vyplyvaji z ,,fy-
ziologické blizkosti* nebo dokonce identité aplikovaného ko-
lagenu s télesnym kolagenem, resorbovatelnosti a schopnosti
zadrzovat vodu.

2. Makromolekularni charakter

2.1. Struktura a slozeni

Charakteristickou vlastnosti molekuly kolagenu je pev-
nost a trojfetézcova helikdlni (spirdlovitd) struktura. Tti kola-
genové polypeptidové makromolekuly, nazyvané a-fetézce
(z nichz kazdy obsahuje kolem 1000 aminokyselinovych zbyt-
ki (AMK) a méfi asi 280 nm), se spole¢né staceji do pravidel-
né pravoto&ivé supersroubovice (obr. 1). Upln4 oticka trojité
spirdly obsahuje 30 AMK zbytki{i. SuperSroubovice tak tvoii
kolagenovou molekulu s délkou asi 300 nm a primérem
1,5 nm. oi-Retézce jsou spirdlovité stodeny ve sméru od N-kon-

Tabulka I
Strukturni hierarchie kolagenu a pfifazené obory pouziti

Strukturni rovina Obor pouZiti / produkty

Pletivo vldken/plocha  vyroba usni, kryti ran, ndhrada pokoz-
ky (kozni implantdty), ndhrada cév
stifvka z kolagenovych past, obalové
folie, membrany, hemostyptika, pra-
Sek na rdany

biokompatibilni plastové nebo kera-
mické materidly, kostn{ a Celistn{ chi-
rurgie

nativni kolagen, atelokolagen, desa-
midokolagen pro kosmetiku a medi-
cinu

Zelatina, klih, hydrolyzéty kolagenu,
expandéry plasmy, kapsule, Zelati-
nac¢ni prostfedky, tensidy, emulgéto-
ry, zahu$fovadla, krmiva, hnojiva

Vlakna

Fibrily

Makromolekuly

Polypeptidy
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Typ I
Gal-Glu  Gal-Glu Gal Gal-Glu Gal-Glu
o
a
a‘l
Gal Gal-Glu Gal-Glu Gal-Glu Gal-Glu
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Gal-Glu

Obr. 1. Schéma ti'i typi kolagenu. Je patrné rozdilné zasto%)em’ jednotlivych typt polypeptidovych fetézcl a rizny stupen glykosylace.
Disulfidové sifovani je naznaceno jen u typu III (pfevzato z cit.” s laskavym svolenim Wiley & Sons, Inc., Copyright 1987)

cové skupiny k C-koncové skupiné a jsou levotocivé. Mole-
kuly jsou extrémné bohaté na glycin (26 az 28 %) a prolin (nad
15 %). Z prostorovych divodi lezi glycinové zbytky uvnit
trojité spirdly (jsou dostatecné malé pro obsazeni vnitfniho
prostoru) a tim umoziluji, aby se tii a-fetézce tésné semkly do
konec¢ného kolagenového superhelixu. Prolin, diky své kruho-
vé struktufe, umoznuje vytvofit levoto¢ivou konformaci kaz-
dého o-fetézce, s tiemi AMK zbytky na otacku®. Prehled
proteinogennich AMK shrnuje tabulka II.

Polypeptidovy fetézec tvoii opakujici se jednotky tripep-
tidt: (Gly-X-Y),, kde X a Y jsou jakékoliv AMK, zpravidla je
jednou z nich prolin. Oblasti, tvoiené AMK s nizkou molarn{
hmotnosti, je moZno povazovat za krystalické, vysoce oriento-
vané dseky. Naopak oblasti s nashromazdénymi vysemoleku-
larnimi poldrnimi AMK (napf. Asp, Glu, Lys, Arg) nemaji
prisné usporddanou stavbu, jsou méné orientované az amorfni.
Pro jejich konformacni volnost a piitomnost polarnich skupin
je lze povazovat za reaktivni mista kolagenové molekuly”.
Toto rozlozeni poldrnich a nepoldarnich AMK ma vztah k pii-

Tabulka II
Primérné zastoupeni aminokyselin v kolagenu z hovézich
kizi®

Aminokyselina  Hodnota Aminokyselina  Hodnota
Hydroxyprolin 116,0 Methionin 6,5
Kyselina asparagovd 44,0 Isoleucin 10,0
Threonin 15,0 Leucin 24,0
Serin 36,0 Tyrosin 2,0
Kyselina glutamovd 70,0 Fenylalanin 12,0
Prolin 122,0 Hydroxylysin 6,5
Glycin 321,0 Lysin 30,0
Alanin 105,0 Histidin 4.5
Valin 20,0 Arginin 47,0

* Data vyjddiena jako AMK zbytky/1000 zbytki
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¢nému pruhovini kolagenovych fibril, pozorovanému elektro-
novym mikroskopem.

Existuje nékolik typt kolagent, navzdjem se liSicich pre-
devsim slozenim AMK (tabulka III).

2.2. Biosyntéza

Kolagen je vyluc¢ovan zejména bunikami pojivovych tkéni.
Samotné kolagenové polypeptidové fetézce jsou syntetizovd-
ny na hrani¢ni membrané ribosomt (jednotlivé AMK se spo-
juji do fetézl kondenzaci za odStépeni vody) a ndsledné trans-
portovany do bun&né dutiny endoplasmatického retikula®
(ER) jako velké prekursory, nazyvané pro o-fetézce. Tyto
prekursory obsahuji jednak krdtké aminolumindlni ,,signalni
peptidy*, nutné pro transport vyluCovanych proteini pies
membrdnu ER, a také dalsi AMK, nazyvané propeptidy, vy-
skytujici se na aminovém a karboxylovém konci. V bunécné
dutiné ER jsou prolin a lysin hydroxylovany na hydroxyprolin
(Hyp) a hydroxylysin (Hyl). Kazdy pro o-fetézec se spojuje
se dvéma dalSimi prostfednictvim H-vazeb, vznikd trojSrou-
bovicova struktura zvand prokolagen. Vodikova vazba vznikd
mezi kyslikem karbonylové skupiny jedné peptidové vazby
a vodikem iminoskupiny druhé peptidové vazby. Vylucované
fibrildrni kolageny (kromé typu I) jsou v mimobunécném
prostoru prevedeny, odstranénim propeptidd, na kolagenové
molekuly. Kolageny jsou vylu¢ovdny s nehelikdlnimi pro-
dlouzenimi na obou koncich®. Témto odstépitelnym cdstem
polypeptidi, extrémné bohatym na aromatickou AMK tyro-
sin, se fikd telopeptidy.

4-Hydroxyprolinové a 5-hydroxylysinové zbytky jsou ziid-
ka pfitomny v jinych proteinech. Hydroxylové skupiny hy-
droxyprolinu tvofi mezifetézcové H-vazby pomdhajici sta-
bilizovat trojfetézcovy helix® (okolnosti zabraiiujici hydro-
xylaci prolinu, jako nedostatek kyseliny askorbové, inhibuji
tvorbu prokolagenu). Z poslednich studif vSak vyplyva, Ze vice
nez H-mistky md na stabilitu molekuly vliv indukéni efekt
Hyp v Y-pozici’. Hydroxylované lysinové zbytky jsou neza-
stupitelné pti neobvyklé glykosylaci lysinu a jsou rozhodujici
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Tabulka IIT
Typy a charakteristika zndmych kolagent

Referaty

Typ Retézce Charakteristika Vyskyt
1 o, (D), oy(T) nejcastéjsi vyskyt, malo hydroxylysinu kosti, $lachy, kiiZze, zubovina,
vazivo, déloha, cévy
1 o, (D vyS$si obsah 3- a 4-hydroxyprolinu a 5-hydroxylysinu nddorové ttvary a zanicend
Trimer loziska
II o, (ID Casty vyskyt, relativné bohaty na hydroxylysin chrupavky, sklivec oka
a karbohydraty
III o, (1I0) bohaty na hydroxylysin obsahujici mezifetézcové kidze, cévy, déloha, retikulin
disulfidické vazby
v o, (IV), a,(IV) bohaty na hydroxylysin, obsahuje rozsahlé globuldrni bazdlni membrany
regiony
A% 0, (V), 0,(V), 0i5(V) stejny jako typ IV spojovaci tkdné
VI o, (VD), 0, (VD), 05(VI) mikrofibrily spojovaci tkdné
VII dlouhé fetézce zpeviujici fibrily
VIII o, (VIII) Sroubovice zarazené za sebou nékteré endotelické bunky
IX o, (IX), o, (IX), 0 (IX) vedlejsi protein chrupavek, nese glykosaminoglykany chrupavky
X o, (X) kratké fetézce hypertrofické chrupavky

pro rozsdhlé sifovani kolagenovych molekul, které se tvoii
béhem shromazdovani kolagenu v mimobunécném prostoru.
Zbytky hydroxylysinu s navdzanymi sacharidy se podili na
tvorbé intra- a intermolekuldrniho kovalentniho pii¢ného si-
fovani’.

Kolageny jsou neustdle, i kdyZ pomalu, degradovany spe-
cifickymi mimobunéénymi enzymy, tzv. kolagenasami. Po
vylouceni jsou propeptidy prokolagenovych molekul odstra-
nény specifickymi proteolytickymi enzymy mimo buiiku. Ty-
to pfeménuji prokolagenové molekuly na molekuly kolagenu,
také nazyvaného tropokolagen (1,5 nm v priméru), které se
spojuji v mimobunécném prostoru za tvorby rozmérnéjsich
kolagenovych fibril (10-300 nm v priméru). Hnaci silou
tvorby fibril je do jisté miry tendence kolagenu k samosesku-
povani. Propeptidy maji alesponi dvé funkce: /) usmérnuji
vnitrobunécnou tvorbu trojfetézcovych kolagenovych mole-
kul, 2) protoZe jsou odstranény aZ po sekreci, zabranuji nitro-
bunécné tvorbé velkych kolagenovych fibril, kterd by mohla
byt pro buriku fatdlni. Pfi pozorovini izolovanych kolageno-
vych fibril v elektronovém mikroskopu se ukazuje t€sné uspo-
faddni kolagenovych molekul ve fibrilach a posunuti soused-
nich molekul o 67 nm, coz je téméf 1/4 jejich délky. Tak
vznikaji, mezi po sob& jdoucimi molekulami v fadg, mezery®
o velikosti 35 nm. Toto usporddani pravdépodobné zajistuje
agregdtim velkou pevnost v tahu. Také ryhovand struktura
kolagenovych molekul, viditelnd v elektronovém mikroskopu,
je ddna posunem molekul a vznikem mezer.

Po vytvoteni kolagenovych fibril v mimobunécném pros-
toru ndsleduje jejich vnitfni zpevnéni zesifovanim, tj. tvorbou
kovalentnich vazeb mezi lysinovymi zbytky zdkladnich kola-
genovych molekul. Sitovani probihd v nékolika krocich: 7)
lysinové a hydroxylysinové zbytky jsou deaminovany mimo-
bunéénymi enzymy (lysyloxidasami), ¢imz se zvySuje reakti-
vita tvorbou aldehydovych skupin, 2) vzniklé aldehydy spon-
tdnné reaguji s jinymi lysinovymi, nebo hydroxylysinovymi
zbytky za tvorby kovalentnich vazeb; nékteré z téchto vazeb

jsou nestabilni a ddle modifikovany tvofi stabilngjsi zesitova-
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nf; vétSinou zesitovani vznikd mezi kratkymi nehelikdlnimi
konci molekul kolagenu.

Organizace kolagenovych fibril v mezibuné¢né hmoté je
prizpisobena potfebdm tkdné. Fibrily maji rizné praméry
a jsou v rtznych tkdnich odlisné organizovany. V sav¢i kiizi
napf. jsou ,,tkdny* tak, aby odoldvaly napéti ve vS§ech smérech.
Ve §lachéch jsou organizovdny do paralelnich svazki podél
hlavni osy napéti piisobiciho na §lachu®. U dosp&lé kosti
a rohovky vytvdreji pravidelné vrstvené struktury podobné
preklizce, pficemz jednotlivé vrstvy jsou na sebe kolmé. Poji-
vové tkdné samy urcuji velikost a usporadani kolagenovych
fibril. Bunikky mohou provést expresi jednoho nebo vice genil
pro rtizné typy fibrilarnich prokolagenovych molekul a mohou
také regulovat jejich rozmisténi po sekreci. Nakonec je stupen
zesitovani kolagenu vétsi nebo mensi podle pozadované pev-
nosti v tahu.

Syntéza kolagenovych fibril a jejich shromazdovdni se
daji strucné popsat v ndsledujicich krocich: /) procesy probi-
hajici uvniti buriky: syntéza pro o-fetézce, hydroxylace a vy-
bér prolind a lysint, glykosylace vybranych hydroxylysint,
tvorba trojhelikdlni formace ze tif pro o-fetézci; 2) sekrece
pres plazmatickou membranu: prokolagenova molekula; 3)
procesy vné buriky: roz§tépeni propeptidi, vznik kolageno-
vych molekul, jejich shromazdovini do fibril, agregace kola-
genovych fibril do kolagenovych vldken.

2.3. Nebilkovinné komponenty

Povrch kolagenovych fibril hraje dtlezitou roli ve stavbé
a funkci pojivovych tkdni. Jackson” pozoroval, Ze chondroitin
sulfat a jiné glykosaminoglykany (GAG), vdzané solnymi
mistky nebo vodikovymi vazbami, se podileji na stabilizaci
kolagenu ve Slachdch. Vysoce ¢istény kolagen i po nedegra-
dujici extrakci obsahuje mald mnoZstvi jednoduchych sacha-
ridd, a to pentos a hexos. Hoérmann® zjistil, Ze hexosou pfitom-
nou v kolagenu rozpustném v kyselém prostiedi je glukosa
(3.8 jednotek na 1000 AMK zbytkil), zatimco v nerozpustném
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kolagenu se vyskytuje jak glukosa tak i galaktosa (celkem 3,5
jednotky na kolagenové vlakno). Rozpustné frakce déle obsa-
huji mannosu, fukosu, rhamnosu a ribosu. Sacharidické slozky
se vdzou prostfednictvim hydroxylysinového zbytku.

2.4 .Fyzikdlné chemické vlastnosti
2.4.1. Polyelektrolyticky charakter

Kolagen, podobné jako i jiné bilkoviny, md charakter
amfoterniho polyelektrolytu®. Jeho iontové reakce probihaji
v zdvislosti na pH prostfedi. To znamend, ze ¢dst skupin
postrannich fetézcid se ionizuje v alkalické a Cést v kyselé
oblasti pH. Naboj kolagenové molekuly se méni se zménou
pH; v silné kyselé oblasti ma kladny ndboj, v silné alkalické
oblasti zdporny. Izoelektricky bod nativniho kolagenu je pii
pH 7. Mirnymi dc¢inky chemikalii se méni v rozsahu pH 4,5
az 8,0. Vétsina fyzikdlné chemickych vlastnosti vykazuje
v této oblasti extrémni hodnoty. Jako izoiontovy bod je ozna-
¢ovdna hodnota pH, pfi niZ pocet protond pripojenych ke
skupindm —NH, bilkoviny se rovnd poctu protonti oddisocio-
vanych ze skupin -COOH. Proto se bilkovina ¢isti dialyzou,
aby neobsahovala zddné jiné ionty. Hodnota pH se potom
charakterizuje jako izoiontovy bod.

2.4.2. Botndni

Z fyzikdlné chemického hlediska patii kolagen k prechod-
nym koloidnim soustavam — gelim. Jejich nejdtlezitéjsi vlast-
nosti je schopnost botnat. Po ponofeni do vody vldkno kola-
genu omezené botnd (exotermni proces); pfitom dochdzi ke
zméné objemu, délky a pruznosti vldkna. Cést vody obsaZené
v nabotnalém kolagenu tvoii tzv. botnaci voda, kterou lze
mechanickym uc¢inkem odstranit, druhou ¢dst tvori voda hy-
dratacni, koloidné vdzand, odstranitelnd jen susenim.

Z hlediska mechanismu lze rozliSit botnani osmotické
(ndbojové) a lyotropni. Pfi osmotickém botndni pronikd voda
sty¢nou plochou mezi pevnou latkou a rozpoustédlem ndsled-
kem gradientu osmotického tlaku. Ten je ddn rozdilem kon-
centraci vSech pohyblivych iontll ve vnitini fazi (gelu) a ve
vnéjsi fazi (roztoku). Po urcité dobé se ustavi rovnovaha —tzv.
Donnanova membrdnova rovnovdha, kdy botnaci tlak je prave
vykompenzovan pevnosti makromolekularni sité*, Rozruseni
stabilizujicich vazeb (ptisobenim extrémni hodnoty pH nebo
lyotropnich ¢inidel) sniZi protitlak pevné fdze proti priniku
vody a rovnovédhy se dosdhne pfi vySSim stupni nabotndn{
(Iyotropni botnéni). Slouc¢eniny zptsobujici tento druh botnd-
ni maji schopnost stépit vodikové vazby a v extrémnim pfipa-
deé az rozpoustét kolagen.

2.4.3. Denaturace a renaturace

Vlivem nékterych chemikalii nebo tepelnym tcinkem ztra-
ceji bilkoviny své ptivodni nativni vlastnosti — denaturuji.
Denaturaci kolagenu vznikd Zelatina. Orechovi¢ a Spikiter
zjistili, Ze produktem denaturacni reakce vodného roztoku
tropokolagenu jsou dva §tépy lisici se molekulovou hmotnosti,
a oznatili je jako komponenty o a B (viz'®). Komponentu f 1ze
ddle rozstépit na dvé komponenty o. Vznikaji tedy tfi St€py
odpovidajici trojité spirdle molekuly kolagenu. Mechanismus
denaturace tropokolagenu je dvoustupiiovy proces. Nejdfive
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nastane zborceni trojité spirdly a makromolekula tropokolage-
nu se stahne do statistického klubka, v némz jsou jednotlivé
fetézce navzdjem jesté spojeny. V druhém stupni se tato klub-
ka rozpaddvaji na tfi frakce: frakci o tvofici jeden polypepti-
dicky fetézec pGvodni spirdly, frakci B tvofici dva dosud
spojené fetézce a frakci vy, kterou tvofi tfi fetézce v nezménéné
formé statistického klubka. Ztistane-li denaturovany roztok
tropokolagenu stdt delsi dobu pii nizké teploté, probihd z&asti
proces renaturace, tj. zpétnd rekonstrukce spiralové konfigu-
race.

2.4.4. Hydrotermdlni stabilita

Pti zahtivani kolagenovych vldken ve vodé dochdzi k je-
jich zkrdcenf asi o 1/3 vldkna ve sméru osy. Tato termickd
kontrakce je charakterizovana teplotou smrsténi 7. Pfi¢inou
smrsténi je $tépeni intermolekuldrnich pticnych vazeb a rov-
néz intramolekuldrnich vazeb (kdy nastdvd denaturace kolage-
nu), které udrzuji trojité spirdly v nativnim kolagenovém
vlakné v nataZeném stavu. 7, kolagenu se povaZuje za tdni
kolagenu v krystalickych oblastech. Rovnéz lyotropni ¢inidla,
Stépici vodikové vazby, zpisobuji kontrakci kolagenového
vldkna a sniZuji hodnoty 7. K urcenf stability trojhelikdlni
struktury se vyuZiva obvykle méfeni teploty T, tj. denatura¢ni
teploty prechodu kolagen — Zelatina (viz odst. 2.4.6), ktery
jako fazova preména prvniho fddu md kladné a vyrazné AH.
Hodnoty obou teplot I1ze v uréitém rozsahu zvysit zesitovanim
kolagenu' I tak napft. u kolagenu vycinéného glutaraldehydem
jsounachdzeny hodnoty 7, kolem 70 °C, naproti tomu u nativ-
niho kolagenu 37 °C.

2.4.5. Hydratace kolagenu

Proteiny obsahuji dva typy hydrofilnich center schopnych
vazat vodu elektrostatickymi silami a vodikovymi vazbami:
I) poldrni skupiny piitomné v bocnich fetézcich nékterych
AMK zbytkd, 2) dusik a kyslik peptidické vazby'% Pro udrzeni
fyzikdlnich vlastnosti kolagenu je nutnd asociace urcitého
minimdlnitho mnozstvi vody, tvoficiho pfiblizné 20 % jeho
hmotnosti. V plné hydratovaném stavu kolagenu se uvoliiuje
pohybové omezeni peptidovych fetézcl protofibril, typické
pro suchy stav, ¢imz se vysvétluje elementdrni funkce vody
pro fyzikdlni vlastnosti proteinu. Vzddlenost mezi sousednimi
polypeptidovymi fetézci suchého kolagenu je 1 nm, hydratac{
se tato vzdalenost zvySuje na 1,5 az 1,6 nm.

2.4.6. Preména na Zelatinu

Zahiivanim kolagenu ve vodném prostredi vznikd Zelati-
na. Z hlediska teoretickych pfedstav pfemény kolagenu na
Zelatinu rozezndvame tfi pochody: 7) §tépeni pricnych kova-
lentnich intermolekuldrnich vazeb na tdrovni kvarterni struk-
tury, 2) denaturace na trovni tercidrni struktury, 3) hydroly-
tické Sté€peni peptidickych vazeb polypeptidovych fetézci na
molekuldrni drovni. Zdsah do struktury polypeptidového fe-
tézce ma charakter degradace, depolymerace a je jevem neza-
doucim: ¢im méné téchto vazeb je rozstépeno, tim lepsi fyzi-
kalné chemické vlastnosti Zelatina ma.

Typickou vlastnosti zelatiny je prechod sol-gel. Gel Zela-
tiny jevi tixotropii, zahfdtim na urcitou teplotu ,taje* a precha-
zi na sol. Je to pfeména inverzni, nikoli vSak vratna:
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gel —34C 5 sol sol —=€ gel

Z hlediska slozeni AMK je mozné Zelatinu povazovat za
chemicky velmi Cistou formu kolagenu. Jsou odstranény ne-
vldknité bilkoviny, mukopolysacharidy a tuky'’. U Zelatiny
pripravené alkalicky dochdz{ k poklesu koncentrace argininu,
tyrosinu a amidicky vdzaného dusiku. Kysele pfipravenad Ze-
latina se proto vice blizi AMK slozeni kolagenu.

2.5. Roztok kolagenu

Jiz na pocatku stoleti bylo zjiSténo, Ze nékteré kolageny
I1ze rozpustit ve studeném zfedéném roztoku kyseliny octové.
Fyzikdlné chemické studie rozpustnych kolagenti (rozptyl
svétla, osmometrie, viskozimetrie, dvojlom svétla) umoznily
bliZe charakterizovat tropokolagen'4. V dostatecné nizké kon-
centraci existuje rozpustny kolagen ve zfedénych roztocich
organickych kyselin ve formé protahlych tenkych ty¢inek'
o délce 280 nm, priméru 1,6 nm a relativni molekulové hmot-
nosti podle riiznych autort od 265 000 do 300 000. Pozdé&ji
byla popsdna dalii tiida rozpustnych kolagend'> ! ziskanych
extrakci ve studenych, slabé alkalickych roztocich soli nebo
neutrdlnich roztocich soli s hypertonickou a fyziologickou
iontovou silou. V nativni formé je mozné rozpustit jen agre-
gacni formy kolagenu, které jesté neobsahuji intermolekularn{
pri¢né kovalentni vazby'. Nerozpustny kolagen z tkdni star-
Sich jedincd lze rozpustit po predchozi tpravé, pii niZ se
rozstépi Cast intermolekuldrnich pfi¢nych vazeb a nastane
Castecnd nebo celkovd chemickd nebo tepelnd denaturace.
Rozpustnost kolagenu také zdvisi na stupni zralosti tkdné.
Z tkani mladych jedinct je mozné rozpustit 10 aZ 15 % kola-
genu; strnutim vaziva rozpustnost klesa*. Posledni vyzkumy
ukazuji, Ze pro pouziti kolagenu jako biomateridlu je alkalickd
uprava u¢innéjsi nez kyseld, protoze pozitivné ovliviiuje ter-
madlni stabilitu kolagenu a znemoziuje tvorbu fibril pfi neu-
tralnim pH ve fyziologickych podml’nkeichls.

3. Degradace

3.1. Hydrolytickd degradace

Kolagen v roztoku podléhd progresivni hydrolytické de-
gradaci doprovdzené ztritou mnoha fyzikdlnich vlastnosti.
Rychlost tohoto procesu je zdvisld na teploté, pH systému
a v mensi mife na vnitfnim tlaku roztoku a povaze dalSich
rozpoustédel, které mohou byt pfitomny. S teplotou rychlost
hydrolyzy roste. Pfi neutrdlnim pH postupuje degradace po-
maleji, s pohybem na obé strany rychlost roste. Kromé hy-
drolyzy pti¢nych kovalentnich, pievdzné esterovych vazeb,
probihd soucasné §tépeni peptidickych vazeb v polypeptido-
vém fetézci. Pri alkalické hydrolyze je toto Stépeni mirnéj-
§1; $tépf se sedmndctkrat méné peptidl nez esterovych vazeb®*.
Pii kyselé hydrolyze je St€peni obou typl vazeb pfiblizné
stejné.

3.2. Enzymatickd degradace

Neékteré studie ukdzaly, Ze nativni kolagen je vici ptisobe-
ni béznych proteolytickych enzymu odolny, s vyjimkou ur-
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¢itych enzymu bakteridlniho nebo hmyziho ptvodu, tzv. ko-
lagenas, které specificky Stépi peptidové fetézce nativniho
kolagenu'g. Patfi mezi n€ napf. enzymy izolované z bakte-
rif Clostridium perfringens a Cl. histolyticum. Jind situace
vSak nastdva pfi vyssi teploté, kdy se v roztoku rozpada
sekunddrni struktura kolagenu. Kazdy peptidovy fetézec je
pak schopen zaujmout vétsi pocet konformaci s pfiblizné
stejnou energif a nemd stdlou orientaci. Tehdy mohou pepti-
dové segmenty prizplisobit svou orientaci aktivnimu centru
enzymu a stdt se tak pristupné téméi vSem proteolytickym
enzymlim. Ty pfednostné hydrolyzuji vazby s aromatickymi
zbytky, nékteré, jako trypsin, Stépi peptidové vazby, estery a
amidylg.

3.3. Oxidac¢ni Stépeni

Oxidacni $té€pent je sloZitéjsi nez hydrolytickd degradace.
Studium vlivu oxidacnich ¢inidel, jako je napt. peroxid vodi-
ku, jodistan sodny, bromnan sodny a Zelezokyanatan sodny,
ukdzalo, Ze se jejich reakce s kolagenem navzdjem znacné lisi.
Degradace je zaloZena na ataku prislusného ¢inidla na sachari-
dy obsazené v kolagenu®>. Stépeni kyselinou jodistou je do-
provdzeno mirnym tbytkem volnych aminoskupin (van Sly-
kova analyza) a prudkym poklesem obsahu hexosy. Ztra-
ta aminoskupin odpovidd sniZenému obsahu hydroxylysinu
v kysele rozpustném kolagenu.

4. Chemicka modifikace

S vyjimkou reakci thiolovych skupin se k modifikaci
vlastnosti a chovani kolagenu pouzivd celd fada reakct, které
je mozné rozdelit do ndsledujicich kategorii: /) pfimd reakce
bocnich funkénich skupin s monofunkénimi reagenty nebo 2)
s polyfunk¢nimi reagenty, vedouci k polymerizaci; 3) oxidac-
ni nebo reduk¢ni reakce ménici povahu fetézcl (rozstépent
peptidickych vazeb nebo odbouréni sacharidd asociovanych
s kolagenem); 4) omezend enzymatickd degradace, kterd ne-
chdvd strukturu hlavniho fetézce neporusenou. Vyjma téch
pripadd, kdy je degradace Zddouci, jsou reakéni podminky
voleny tak, aby hydrolytickda degradace béhem chemické mo-
difikace byla minimdlni.

4.1. Reakce s monofunkcé¢nimi reagenty
4.1.1. Acylace

Uplnou acetylaci aminoskupin kolagenu acetanhydridem
vznikd vicendsobny N-acetylderivat a pfislusny pocet molekul
kyseliny octové'®. Reakce je doprovdzena ¢dstecnou (77 %)
acetylaci hydroxylovych skupin. Uplné acetylace lze dosa-
hnout s pouzitim smési anhydridu kyseliny octové a ethylace-
tatu s pfidavkem malého mnozstvi kyseliny mravenci jako
katalyzatoru. Selektivni N- a O-acetylace je moznd pouze
jednostranné. Napt. pii kompletni N-acetylaci Zelatiny acetan-
hydridem, pti pH 9,5-10,5 ve vodném roztoku pii O °C, se
dosahuje pouze 2 % O-acetylace®. Je nutno pamatovat na
skutecnost, Ze po acetylaci na bazi anhydrid kyseliny octové
— silnd kyselina dochdzi k degradaci hlavniho polymerniho
fetézce. Dalsi moznou vedlejsi reakci je transesterifikace,
kterd ndsledné zptisobuje sitovani kolagenu.
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Obr. 2. Reakéni schéma deguanidinace

4.1.2. Esterifikace

Af uz se jednd o esterifikaci dimethylsulfdtem, bezvodym
methanolem, nebo jinymi ¢inidly, je teplota smrstén{ esterifi-
kovaného kolagenu totoZnd s hodnotami 7, naméfenymi u na-
tivni formy, ale vzdy se podstatné méni pribéh kiivek botnan{
kolagenu®. Esterifikovany kolagen na rozdil od nativni formy
nevykazuje v oblasti pH 6-9 minimum, ale prochdzi maxi-
mem. V silné kyselé (pH 2) a silné¢ alkalické (pH 11) oblasti
jsou hodnoty T, shodné. I pies vysokou schopnost botnat
zUstava esterifikovany kolagen nerozpustny a, jak ukazuji
méfeni T, zachovdvd si svoji strukturni integritu. To naznacu-
je, Ze pivodni intermolekuldrni sitovéani neni ovlivnéno reak-
¢nimi podminkami. Vysoky stupeil nabotndni po esterifikaci
je Cdstecné prisuzovén polyelektrolytovému efektu, jelikoz sit
kolagenovych vldken je pievedena na kationtovou formu s hu-
stotou ndboje nejméné jeden kationtovy bocni fetézec na
kazdych 10 aminokyselinovych zbytk.

4.1.3. Deaminace

Deaminace vede k pfeméné volnych aminoskupin na hy-
droxylové skupiny. Pro dosazeni kompletni deaminace se
uziva smeés obsahujici dusitan sodny a ledovou kyselinu octo-
vou®. Deaminovany kolagen si zachovava pivodni T, ale
stejné jako u esterifikace se méni kfivky botndni. Kyselé
botndni je snizeno v mife odpovidajici poklesu kladného na-
boje sité. V rozmezi pH 4-7 je objem absorbované vody
identicky u nativniho i deaminovaného kolagenu. Avsak v al-
kalické oblasti dochdzi k podstatnému ndrdstu objemu roz-
poustédla, coz je pozoruhodné vzhledem k Donnanové rovno-
vaze a elektrostatickému efektu. Dochazi ziejmé k poklesu
vnitini koheze mezi vlakny.

4.1.4. Deguanidinace

Arginin mizZe byt deguanidinovdn alkdliemi za vzniku
ornitinu a moc¢oviny, nebo také citrulinu a amoniaku (obr. 2).
Reakce probihd pomalu a je vyznamnd jen v pozdéjsim stupni
alkalické degradace kolagenu®".

4.2. Reakce vedouci ke tvorbé
sifovaného gelu

Sifovany kolagen md vyssi modul pruznosti (Youngiv
modul), vétsi odolnost viici plisobeni proteas a niz$i stupen
nabotndni neZ protein nezesitovany>*>. JelikoZ je vyhodné,
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Obr. 3. Aldehydova kondenzace

aby kolagenové preparaty mély co moznd nejlepsi chemické,
fyzikdlni i materidlové vlastnosti a minimdln{ reaktivitu s vo-
dou, v jejimz prostfedi se obvykle nachazeji, jsou sitovaci
techniky Casto vyuZzivany. Zesitovani kolagenu mize byt doci-
leno jednak chemickou tpravou, napi. s aldehydy, jako je
formaldehyd, akrolein, glutaraldehyd, glyoxal, déle s kyseli-
nami (kyselinou chromovou), oxida¢nimi ¢inidly (jodistany),
jednak fgzikélm’mi vlivy, napf. gama zdfenim, UV zdfenim
a jinymi o,

4.2.1. Aldehydovd kondenzace

Schopnost aldehyd stabilizovat a sitovat AMK a proteiny
byla potvrzena jiz v 50. letech na pfikladu derivdtti aminoky-
selin pfipravenych reakci s formaldehydem, které vedly ke
vzniku aminomethylol derivatd primarnich aminoskupin, s nd-
slednou kondenzaci se sekunddrnimi aminy, amidy, nebo guani-
dinovymi skupinami za tvorby methylenovych miistki' (obr. 3).

Sifovdni je docileno s mono- i bifunkénimi aldehydy,
jejich reakce se vsak znac¢né lisi. Dialdehydové skroby a ali-
fatické dialdehydy, jako je glutaraldehyd (GTA), modifikuji
kolagen tvorbou mistkii za vzniku dvojité Schiffovy baze®”*8
(R,—C-N=C—(C),—-C=N-C-R,). GTA reaguje pfednostné s &-
-aminoskupinami lysinovych zbytk fetézct, ale byly ziskdny
také reakce s N-koncovymi aminoskupinami peptidd, SH
skupinami cysteinu a imidazolovymi kruhy histidinu®. Ze
spektralni charakteristiky a relativni molekulové hmotnosti
reakénich produkti je patrné, ze GTA reaguje s e-NH, skupi-
nami za tvorby madlo stabilntho aminu s moldrni hmotnost{
priblizn& 200 g.mol ' a absorpci pii 300 nm (cit.®). v pritom-
nosti nadbytku GTA nastdva rychld konverze na vySemoleku-
larni meziprodukt, ktery silné absorbuje pri 265 nm. Stabilita
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Obr. 4. Syntéza kopolymeru kolagen-glycidylmethakrylat

vzniklé Schiffovy bdze ukazuje, Ze takto fixovany kolagen je
mnohem vice odolny vici kyselé nebo vysokoteplotni hydro-
lyze nez produkt modifikovany za stejnych podminek, ale
pomoci formaldehydu. Pii nizké koncentraci tvoiif GTA intra-
molekuldrni sitovani, pfi vysSs$i vznikaji dlouhé polymerni
fetézce zpasobujici intermolekularni fixaci.

4.2.2. Oxidace jodistanem

Tato metoda propujcuje kolagenu pozadované biologické
a/nebo fyzikdlni vlastnosti, jako jsou mechanickd pevnost,
biostabilita, antiimunogenicita a dals{, a eliminuje tak nutnost
pouziti GTA jako sifujictho Cinidla. Hydroxylovd skupina
vzdcnéjs$i aminokyseliny vyskytujici se v polypeptidovych
fetézcich kolagenu, 5-hydroxylysinu, mize byt oxidovdna
jodistanem®! za vzniku aldehydové skupiny, ktera reaguje se
sousednimi aminoskupinami lysinovych zbytk a tvofi tak sit.
Vznikajici iminové skupiny jsou pak redukovdny mirnym
redukénim ¢inidlem, jako je napft. hydridoboritan sodny nebo
aminoborany.
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4.3. Reakce se syntetickymi polymery -
povrchovd imobilizace

Jednim z dtivodl pro imobilizaci kolagenu na povrchu
syntetickych polymernich materidld je zvySeni biokompatibi-
lity medicinskych implantdtt s mékkymi tkanémi a sniZen{
rizika tvorby nddorovych ttvart utvarejicich se v lidském téle
po implantaci polymernich ndhrad. Jako piiklad slouzi pota-
Zeni porézniho polyethylenu (PE) kolagenem vdzanym k povr-
chu chemicky, pies kovalentni vazbu®~. Plazmatickou tipravou
a ndslednym naroubovanim kyseliny akrylové byly na povrch
PE zavedeny karboxylové skupiny. Poté mohl byt na povrchu
materidlu imobilizovan kolagen prostiednictvim amidové vaz-
by vznikajici reakci mezi karboxylovymi skupinami a amino-
skupinami molekul kolagenu. Timto zpGsobem je vrstva kola-
genu pevné fixovana na modifikovany povrch polyolefinu,
aniz by dochdzelo k jejimu oddélovani v pfitomnosti vlhkosti.
Mnozstvi navdzaného kolagenu bylo stanoveno ninhydrino-
vou metodou, ktera poskytla hodnotu 1,5 pg.cm™

Jinou moznosti ukotveni je modifikace kolagenu roubova-



Chem. Listy 94, 371 — 379 (2000)

ci polymeraci s akrylovymi monomery. Jako pitklad mtze
slouzit dvoustupriovd vyroba kopolymert kolagenu s glyci-
dylmethakrylatem? (obr. 4).

Oxidac¢ni metodu pro ukotveni biomolekul k povrchu sub-
stratd vyvinul Keogh®'. Metoda spoéivd v oxidaci 2-aminoal-
koholovych skupin jednoho materidlu jodistanem za tvorby
aldehydovych skupin, reagujicich v dal§im kroku s aminosku-
pinami druhého materidlu za vzniku iminové vazby, kterd dédle
po redukci poskytuje aminovd vazebnd spojeni, schematicky:

RCH(O) + -NH, — -N=CHR
redukénf &inidlo + -N=CHR — -NH-CH,—R

Materidlem obsahujicim 2-aminoalkoholovou nebo ami-
novou skupinu miize byt biomolekula nebo povrch polyolefi-
nu. IOy se pouzivd bud ve formé kyseliny jodisté nebo jejich
solf (Na, K a jiné alkalické kovy). V piipadé oxidace biomo-
lekul je reakce vedena ve vodném pufru pfi pH 4-9 (6-8 pro
pH senzitivni biomolekuly) a teploté 4-37 °C. Polyolefiny
mohou byt snadno aminovany plazmochemickou tpravou
s NH,.

5. Biomedicinské aplikace

Pouziti kolagenu md sviij pavod ve ,,fyziologické blizkos-
ti“ nebo dokonce identité aplikovaného kolagenu s télesnym
kolagenem ,,piijemce*, v jeho resorbovatelnosti, kterd se da
fidit sitovacimi reakcemi, a ve vysoké absorp¢ni schopnosti,
kterd je podporovand znacnym vnitinim povrchem (nékolik
m?%/cm?) a snadno piistupnymi reakénimi skupinami. Vyhodou
je, Ze se dd vyrobit velmi Cisty, coz plati zejména pro rozpustné
kolageny. Ukazuje se, Ze pouZiti kolagenu md vice pfednosti.
Jako nespecificky polymer, nachdzejici se ve stejné formé
u rtiznych druhfi savci, vykazuje velmi nizkou antigenitu,
nevyvoldva tvorbu protildtek organismu?. Pfi piisobeni speci-
fickych enzymu na molekuly kolagenu se odstrani telopeptidy
z konct fetézcl a antigenita se potlaci jesté vice. Kolagen
mize byt i nosiCem 1é¢iv nebo stimulujicich ldtek, které se
lokdlné dostdvaji do rany a postupné se béhem hojeni uvoliu-
ji*3. O tuto skupinu biomateridld je proto v souasnosti mimo-
faddny zdjem. Nevyhodou systému na bazi kolagenu je jejich
nizkd odolnost vici enzymatické degradaci. Proto je nutné
kompozitni systémy stabilizovat, napf. pfidavkem rdznych
typt zhdsecl nebo lapaci reaktivnich radikdlovych mezipro-
duktd enzymatickych reakci.

Je dcelné seradit mnoZzstvi kolagenovych lékarskych pre-

pardtl nezdvisle na vychozim materidlu a vyrobnim postupu
podle druhi a pouziti (tabulka IV).
k chirurgickému nacini. Pies rostouci vyznam syntetickych
Sicich vldken, napf. na bazi polyamidu, polyesteru nebo po-
lymerd kyseliny mlécné, kterd nejsou absorbovatelnd nebo
jsou zpozdéné resorbovatelnd, fyziologicky jsou absolutné
indiferentni a vétsinou levnéjsi, ma catgut své pevné misto na
operacnim sdle. Jeho resorbovatelnost se fidi zesifovanim
solemi chromu.

Kolagenové plochy se v mediciné pouzivaji bud jako
prirodni vldkenné pletivo (koZnf $tipenky), jako netkané tex-
tilie nebo fixované pény, pricemz cesta k obéma posledné
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jmenovanym kategoriim vede bud pies mechanické rozmél-
néni vldkenného pletiva nebo pres rekonstituci z roztoku.
Koznf Stipenky, zbavené nekolagenovych soucdsti do zna¢né
miry alkalickou, kyselou nebo enzymatickou tpravou, vysu-
Sené zmrazenim a sterilizované radiacné-chemicky, se pouzi-
vaji k zakryti ran, predevsim popélenin34. Rovnéz disperze
kolagenovych vldken formované do membran se hodi k do-
casnému zakryti rdny. V kolagenovych membrdndch mohou
byt inkorporovdny i baktericidni{ ptisady a latky, které podpo-
ruji rast kosti. Praskovy kolagen byl zpracovan do spreje, ktery
1ze nastiikat na rany jako banddz. Membrdny z atelokolagenu
(kolagen enzymaticky zbaveny koncovych rozvétvenych ¢asti
molekul, tzv. telopeptidll) se pouZivaji nejen na zakryvani ran,
ale i k opravé cév, ndhradé Slach a pro péstovani bunéénych
kultur in vitro. Obavanému vysuseni ran zakrytych kolagenem
je mozno zabranit mj. kombinaci s plastovou folif, kterd po-
kryvd povrch a je prody$nd (napf. Goretex nebo Poromeriks).
Netkané textilie z kolagenu se uzivaji pro zastaveni krvdceni.
Hemostyptika na bdzi kolagenu dnes patfi k zakladnimu vy-
baveni pii hojeni operacnich ran, patfi sem napf. vyrobky
firmy HYPRO, Otrokovice. Resorbovatelnost kolagenu se dd
fidit situjicimi reakcemi, napt. reakci s jiz zmifiovanym gluta-
raldehydem. Houbovité resorbovatelné polymery, napf. na
bazi kyseliny mlécné, je mozné plnit atelokolagenem z vepio-
vé kitZe a pouzivat jako nahradu pokozky®.

I kdyZ v soucasné dobé stdle vice prevladaji syntetické
cévni a orgdnové protézy, presto se vzdy uvazuje kombinace
s rozpustnym kolagenem, aby se optimdlné redukovala pro-
pustnost cév, podnitil rtist bunék a zlepsila biokompatibilita
protéz s Zivou tkdni. Navrhuji se nové latkové kombinace:
napf. vytlacované teflonové hadice s velkou pérovitosti mo-
hou byt opatfeny ,,vnitfnim vylozenim* smési chitosanu a ko-
lagenu, nebo roubovaci polymerace kolagenu na polyterefta-
litové protézy pomoci kyseliny akrylové®. Kolagenova vldkna
kombinovand s fosforecnanem vdpenatym se s vyhodou po-
uzivaji jako ndhrada kosti a zub**’. P¥idavek zydermu (vstfi-
kovaného kolagenu) k fosfore¢nanu vdpenatému podporuje 1é-

Tabulka IV
Kolagenové medicinské prepardty podle druhu a oboru pouZiti

Vyrobky Pouziti

Sici vldkna — catgut chirurgicky Sici material
zakryvdni ran/lécenf ran
zastavovani krvaceni
(hemostatika)

nahrada pokozky
ndhrada cév/vyklddani cév
orgdnové implantaty
plniva pro implantaty

Kolagenova vldkna — z roztokd
— ze suspenzi
—z membrin

Kolagenové plochy
prirozend pokozka
membrdny, banddze
netkané textilie
pény/ houby

Cévy/organy vazivové opravy

lepeni tkan{

proliferace bunék

Kolagenové préasky, lepidla, péce o plet

pudry a spreje
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¢eni kosti vice nez pouhd vyplil z hydroxyapatitu. Jako piiklad
mize slouzit kompozitni materidl obsahujici hydroxyapatit
a atelokolagen, uréeny na vyplné riznych kostnich defekt®®,
vyvinuty na Chemickotechnologické fakult¢ STU v Bratisla-
vé pod ndzvem BIOVAK. Atelokolagen v kompozitu vyvold
rychlejsi prortistdni implantdtu novou kosti a potlacuje tvorbu
fibrézni vrstvy na jejich rozhrani. Dalsi aplika¢ni vyhodou
takového kompozitu je jeho tvarovatelnost pfi soucasném
zachovani kompaktnosti.

Nejnovéjsi vyvoj léceni ran se tykd pouziti mikrokapsli
(fibrilovany kolagen v podobé koacervdtu), upravenych roz-
toky polysacharidi a ristovymi bunéénymi faktory. Zdjem si
zasluhuje vyroba kolagenovych ¢astic v rozsahu mikro- a na-
nometrQ, které jsou ,,napustény* dcinnou ldtkou a daji se
vstiikovat. V chirurgii ziskava stdle vétsi vyznam lepeni misto
§itf. K tradi¢nim fibrinovym lepidlim se nyni pfidruzuji kola-
genovd lepidla, kterd se pfipravuji reakci kolagenu s kyselinou
antrachinon-1,5-disulfonovou a anhydridem kyseliny glutaro-
vé. Znacnd pozornost je u medicinskych aplikaci kolagenu
vénovana také zabrané alergickych reakci. Aktudlni je jiz
zminované potahovani syntetickych polymernich nahrad a pfi-
prava kontaktnich ¢ogek v kombinaci s polyakrylaty™.

Autori povaZuji za milou povinnost podékovat za financni
podporu tohoto vyzkumu MSMT CR (granty VS 96108, CZT
90015, CZ 690019).
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P. Peterkova® and L. Lapéik, Jr.” (“Institute of Physical
and Consumer Chemistry, Chemical Faculty, Technical Uni-
versity, Brno, “Institute of Physics and Materials Engineering,
Technological Faculty, Zlin, Technical University at Brno):
Collagen — Properties, Modifications and Applications

Chemical modifications for obtaining specific and the
most efficient chemical, physical and material properties of
the collagen-based matrices were reviewed. Possible chemical
reactions of collagen with functional reagents (acylation, este-
rification, deamination and deguanidination) and polymeri-
zation reactions (aldehyde condensation, periodate oxidation)
were discussed. Finally, several technological procedures for
the surface immobilization of collagen on synthetic polymers
were summarized.
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1. Uvod

Biotechnoldgie vyuZzivajice imobilizované systémy za-
znamenali v poslednych pitndstich rokoch prudky rozvoj.
Imobilizicia ako proces ukotvenia bioaktivneho komponentu
md v porovnani s klasickymi metédami vyuZivajicimi volné
enzymy, bunky, bunkové organely a tkanivd mnoho vyhod.
Pri pouziti imobilizovanych buniek odpadd nutnost separova-
nia biomasy z fermenta¢ného média, je mozné jej opakované
pouzitie v dalSej fermentdcii, Casto v omnoho vyssej koncen-
trécii ako pri pouZiti volnych buniek'. Nasadenie imobilizo-
vanych buniek moze v zna¢nej miere prispiet ku kontinuali-
zdacii celého fermentacného procesu.

Tento ¢ldnok si ddva za tdlohu definovat najzndmejSie
imobiliza¢né metddy, popisat materidly vyuzivané jednotlivy-
mi technikami a charakterizovat interakcie biokomponent —
nosic¢. V zdvere ponuka orientaény prehlad aplikdcii imobili-
zovanych systémov v potravindrskych i nepotravindrskych
technoldgidch.

2. Bioaktivna ¢ast imobilizovanych systémov

Ako prvé bioaktivne komponenty boli v imobilizovanych
systémoch pouzité enzymy. Prvd zmienka o pouZiti imobili-
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zovaného biokatalyzdtora pochddza z roku 1908, ked Michae-
lis a Ehrenreich imobilizovali invertdzu a proteolytické enzy-
my na drevné uhlie a niektoré anorganické nosice®. Po tejto
pionierskej préci sa dalSie prace objavuju az v polovici pétde-
siatych rokov. Referencie o pouziti imobilizovanych biokata-
lyzdtorov na biotechnologické produkcie su staré takmer 30
rokov?. Dnes st viak ako biokomponenty omnoho atraktivne;j-
Sie celé bunky, kde odpadaju ndklady na izoldciu a purifikdciu
enzymu. Ako dalSie mozné varianty pripadaju do dvahy sub-
celularne organely, huby, rastlinné pletivd a Zivoc¢isne tkaniva.
Velmi tcinnd je imobilizdcia viacerych biokatalyzdtorov su-
Casne, ktorej hovorime koimobilizdcia. Nasledovné odstavce
stru¢ne charakterizuju jednotlivé typy biokomponentov a uva-
dzaju niekolko prikladov ich aplikdcie.

Pouzitie enzymov v imobilizovanych systémoch ma oproti
inym bioaktivnym komponentom niekolko vyhod, z ktorych
najdolezitejsie su ich Specificita, nendkladné ziskavanie pro-
duktu a jednoduché prevadzkové vlastnosti. DalSou, nie ne-
podstatnou vyhodou si menSie ndroky na objem reaktora
(z dovodu, Ze na rozdiel od buniek nie je pritomnd nekataly-
tickd biomasa) a niZSia citlivosf na kontaminaciu reak¢ného
prostredia. Medzi dolezité aplikdcie imobilizovanych izolova-
nych enzymov patri pouzitie lipdz na produkciu monoacylgly-
cerolov* alebo §trukturalnych lipidov obsahujiicich esencidlne
mastné kyseliny’, produkcia réznych sacharidov ako L-fruk-
téza alebo L-mandza za pouZitia imobilizovanych enzymové,
¢i uplatnenie imobilizovanej aminoacyldzy na produkciu L-fe-
nylalaninu’.

Celé bunky v imobilizovanych systémoch v poslednej
dobe takmer nahradili pouzitie enzymovych preparatov z do-
vodu uz spominanej redukcie ndkladov na izoldciu enzymu.
Navyse sa enzymy v celych bunkdch vyznacuju vysSou stabi-
litou ako enzymy imobilizované v cCistom stave. Preto sa
vicsina prdc z tejto oblasti zaoberd imobilizovanymi bunkami
¢i uz baktérif alebo kvasiniek. Za celu plejadu aplikdcii imo-
bilizovanych buniek mozno spomentit produkciu etanolu bun-
kami Saccharomyces cerevisiae®, Kluyveromyces marxianus’
a Zymomonas mobilis'® alebo produkciu organickych kyselin
(kyseliny glutdmovej bunkami rodu Brevibacterium , citr6-
novej kvasinkami Candida guilliermondii'?, kyseliny mlie¢-
nej mliecnymi baktériami Lactobacillus casei subsp. rhamno-
sus'>, propiénovej'* a octovej'® baktériami rodu Propionibac-
terium).

Pouzitie mikroskopickych hiib sa spdja hlavne s produk-
ciou organickych kyselin (kyselina gluk(’)nové16, citrénovd'’,
fumarova'® s vyuzitim hub rodu Aspergillus alebo Rhizopus)
a antibiotik (cefalosporiny'®, peniciliny®” ). Huby st tieZ vy-
znamnymi producentmi enzymov, napr. amyléz”.

Farmaceutikd, dochucovadld a farbiva rastlinného povodu
sd zndme uz dlhy ¢as. Dovodom, prec¢o nedoslo k masovejsie-
mu rozsireniu rastlinnych pletiv vimobilizovanych systémoch
je obtiazne ziskavanie produktu z rastlinnych buniek. Napriek
tomu su zmienky o pouziti imobilizovanych pletiv vyssich
rastlin na produkciu antrachinénu® alebo skopolinu®.

Vyuzitie imobilizovanych zivoc¢iSnych buniek prindSa este
viacej problémov spojenych hlavne s potrebou komplexnej-
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Obr. 1. Najpouzivanejsie imobiliza¢né techniky (a — adsorpcia na
pevny nosi¢, b — flokuldcia, ¢ — uchytenie do gélu so sietovanim, d —
uchytenie do gélu, e — kovaletné viazanie, f — zadrzanie za membranu)

Sieho média, citlivych buniek a ich pomalého rastu. Napriek
tomu mozno ndjst v literatire odkazy s pouZzitim prevazne
cicav¢ich buniek v imobilizovanych systémoch na produkciu
imunoglobuh’nov24 alebo monoklondlnych protilaitokzs.

3. Metody a nosice pre imobiliziciu

Imobilizdcia je proces, v ktorom sa za pouZitia jednej
z imobilizacnych metdd zabrani biologickému materidlu po-
hybovat sa nezdvisle od svojho okolia. Rozozndvame pit
zdkladnych typov imobilizacnych metéd, z ktorych mozu
vzniknit dalSie ich vzdjomnou kombindciou a modifikdciou
(obr. 1):
— uzavretie do nosica,
viazanie na povrch nosica,
kovalentné uchytenie,
zadrzanie za membréanou,
flokulécia.
Nakolko sa jednotlivé imobilizaéné metédy liSia mecha-
nizmom i samotnou podstatou imobilizdcie, je velmi fazké ich
navzdjom porovndvat. Kazdd z metdd je v§ak charakteristickd
ur¢itymi vlastnostami. Uspe$nost metédy je viak v znalnej
miere zdvisld na spradvnom vybere nosi¢a”. Preto sa pouZzitie
imobiliza¢nych materidlov posudzuje podl'a mnohych kritérif,
zktorych najdolezitejSie sd pevnost, tvar, stabilita, hydrofilita,
pérovitost, reaktivita, obnovitelnost a ekonomicka narocnost>’.
Vyhody a nevyhody jednotlivych imobiliza¢nych metdéd zhr-
uje tabulka L.

3.1. Uzavretie biokomponentu do nosica

Uzavretie, zvidcSa do matrice gélu, je v podstate ,,uvizne-
nie“ molekiil enzymu alebo buniek do trojrozmerného matri-
xu, ktorého pdry st mensie ako enzym, prip. bunka. Uzavretie
do gélu kvdli jeho nendroc¢nosti na pripravu, miernosti a §iro-
kej pouzitelnosti je pravdepodobne najpouzivanejSou zo vse-
tkych imobilizacnych metdd. V origindlnej anglickej literatire
sa tento typ ¢asto oznacuje ako ,.entrapment*.

Pre imobilizdciu metédou uzavretia je k dispozicii Sirokd
paleta nosi¢ov zo skupiny polysacharidov, proteinov alebo
syntetickych polymérov.
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Tabulka I

Hlavné vyhody a nevyhody réznych imobiliza¢nych technik
(A-NN - adsorpcia/neutrdlny nosi¢, A-NN — adsorpcia/nabity
nosi¢, F — flokuldcia, U-PP — uzavretie/prirodny polymér,
U-SP — uzaveretie/synteticky polymér, KV — kovalentné via-
zanie, UM — uzavretie za membranu)

Klasifikdcia A-NN F U-SP U
A-CN U-PP KV
Vyhody
jednoduchost X X X x  (x) X
miernost X X X X X
nizka cena X
obnovitelnost X X X
trvacnost X
Nevyhody
uvolnovanie buniek X X
difizne limitdcie X X X X
vysokd cena X X X
toxicita X X

X

citlivost na zmeny pH

Tabulka IT
Prehlad materidlov pouZivanych pre uzavretie biokomponen-
tu do gélu

Typ Typické materidly

Jednoduché makromolekuly
gelujuice zvysenim alebo zni-
Zenim teploty

agar, agardza, chitozan, zela-
tina, vajecny bielok, glyoxi-
lagaréza

Tonotropné gély a makromo-

lekuly s bi- a multivalentny-
mi kationmi

algindt, pektdn, K-karagénan

Syntetické polyméry pripra-
vované chemickou alebo fo-
tochemickou geldciou

epoxidové Zivice, polyakry-
lamid, polymetakrylamid, po-
lyuretan

Matrica, do ktorej sa bunky uzavieraju, je zvycajne ozna-
¢ovand ako gél. Je jasné, Ze gél, v ktorom je biokomponent
imobilizovany, vytvdra difdznu bariéru pre prienik substrdtu
a produktu. Preto je nutné vzhladom na ich rozmery zvolit aj
spravny typ gélu. Difizne limiticie mdzu byf niekedy aj vy-
hodou, ked pory gélu zamedzia pristupu neziadicej vysoko-
molekulovej litky k bioaktivnemu komponentu. Avsak aj
bunky samotné predstavuju bariéru pre pristup substrdtu. Su
nou bunkové steny alebo plazmatické membrany, ktorych
permeabilizdciou moézeme dosiahnuf zvySenie permeability
imobilizovaného systému.

Materidly pouZité pre imobilizdciu typu ,,entrapment* mo-
zeme rozdelit na 3 zdkladné skupiny rovnako, ako to prezen-
tuje tabulka II.

Jednotlivé typy pouzitych gélovych nosi¢ov budu podrob-
nejSie popisané v nasledovnych odstavcoch.
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Agar

Agar je prirodny polymericky komplexny polysacharid
ziskavany z r6znych rodov morskych rias. Je priamo dostupny
v predajnej sieti zdsobujtice mikrobiologické laboratérid. Prie-
mernd cena 1 kg agaru pre potravinarske ucely bola v roku
1993 19,72 USD, ¢im je najdrah$im z beznych hydrokoloid-
nych gélov?®. Pre imobilizaciu sa pouziva 2—4 % roztok agaru
rozpusteného pri zvySenej teplote (zvycajne okolo 50 °C),
ktory po vychladeni stuhne na gél. Existuje niekolko sposobov
pripravy agarovych imobilizdtov: vyliatie agaru so suspenziou
buniek na platiu v potrebnej hribke a narezanie na malé
kocky, pripadne kvapkanie suspenzie do ladového tlmivého
roztoku. Vo vSeobecnosti sa vSak agarové gély vyznacuji
pomerne nizkou mechanickou pevnostou.

Prikladom pouZitia agaru ako imobiliza¢ného materidlu
moZze byt produkcia termostabilnej a-amyldzy imobilizovany-
mi baktériami Bacillus brevis®® alebo konverzia D-xylézy na
xylitol bunkami Saccharomyces cerevisiae™.

Agaroza

Agardza je jednou zo zloZiek agaru. Pri separdcii a purifi-
kacii su odstranené niektoré esterové skupiny. Je dostupnd v
roznych stupnoch €istoty s prislusnymi fyzikdlnymi vlastnos-
tami. Spracovdva sa podobne ako agar.

Agaréza bola napriklad pouzitd na imobilizdciu glutamat-
racemdzy pri produkcii D-glutamdtu z L-glutamaitu31 alebo pri
produkcii y-dekalaktonu imobilizovanymi bunkami Sporidio-
bolus salmonicolor’".

K-Karagénan

k-Karagénan je podobne ako agar komplexny polysacha-
rid izolovany z morskych rias. V poslednej dobe sa karagénan
stdva materidlom Coraz oblubenejsSim, lebo oproti agaru je
mozné ho tepelne sterilizovat. Karagénan je pouZivany v po-
travindrskom priemysle aj ako zahustovadlo a gélotvorny
prostriedok. V géli byva zvycajne zastipeny v koncetracii
okolo 4 %. Spracovdva sa podobne ako agar kvapkanim do
Tadovej vody. Samotny karagénan md vak velmi nepriaznivé
mechanické vlastnosti, preto byva zvycajne stabilizovany vhod-
nou koncentréciou draslika (2—4 %).

Guli¢ky k-karagénanu o velkosti 1,2-2,5 mm s koimobi-
lizovanymi bunkami Zymomonas mobilis a glukoamyldzou
boli pouZité pri etanolovej fermentdcii skrobu®>. Gély s kon-
centrdciou K-karagénanu 2, 4 a 6 % boli pouZité na imobilizd-
ciu buniek Propionibacterium freudenreichii subsp. sherma-
nii pri produkcii kyseliny propiénovej**.

Proteiny

Prirodné proteiny vdaka schopnosti koagulovat sliZzia tiez
ako materidly pre uzavretie biokatalyzatora do svojej Struk-
tiry. Z proteinov je mozné na imobilizacné ucely pouZit
napriklad kolagén alebo vaje¢ny bielok. Dal$im z prirodnych
proteinov vyuzivanych pre ucely imobilizdcie je Zelatina.
NakoTIko proteiny v dosledku svojej Struktiry obsahuju velké
mnozstvo karboxylovych a aminoskupin, umoziujui lahko na-
viazat biokomponent prostrednictvom kovalentnej vizby. Jed-
nym zo sposobov pouZitia je pokrytie pevného nosica vrstvou
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Zelatiny aktivovanej sietovacim ¢inidlom a nédsledného navia-
zania enzymu alebo buniek™.

Algindt

Alginat sa uz dlhé roky pouziva ako gelujice c¢inidlo
v pudingoch, ovocnych plnkdch, dezertnych résoloch a struk-
turovanych potravindch, ako litka viazica vodu v mrazenych
potravindch, emulgdtor v Saldtovych dresingoch a stabilizdtor
v pive, ovocnych dzisoch, Stavdch a oméckach®. Po chemic-
kej stranke je to kyselina alginovd, respektive jej sodnd sol.
Kyselina alginova je heteropolymér L-glukurénovej a L-ma-
nurénovej kyseliny, ale pomer jednotlivych kyselin koliSe
v zdvislosti od zdroja. Struktiru manurondt-glukuronatového
komplexu znazoriuje obrdzok 2.

Tonotropna geldcia algindtu sodného s multivalentnym
katiénom, zvyc¢ajne vdpenatym, je pravdepodobne najpouzi-
vanejSou metdédou imobilizdcie. lonotropnd geldcia je na rea-
lizdciu velmi nendro¢nd. Prakticky sa uskutoCriuje tak, Ze
suspenzia biokomponentu v roztoku algindtu sodného (1-4 %)
sa kvapkd do roztoku chloridu vdpenatého (s koncentraciou
0,125-0,5 mol.dm™). Této metéda poskytuje velmi jednodu-
chi pripravu gulic¢iek o velkosti 0,5-3 mm, avSak chelatujice
¢inidla (citratové alebo fosfatové timivé roztoky) dicinne roz-
ruSujd Struktiru buniek. Pomerne slabd Struktira gélu tiez
zapri¢inuje unik buniek, hlavne pri dlhotrvajicom procese
spojenom s rastom buniek. Bunky su tiez pri mieSani nachylné
na mechanické poskodenie. Jednoduchou metédou na zvyse-
nie stability je vysusenie gulic¢iek, pri ktorom ddjde k nevrat-
nému zmenseniu ich objemu. Urcité zvySenie stability bolo
dosiahnuté tieZ pouZitim trivalentnych katiénov?’. Aplikdciou
dusi¢nanu hlinitého sa dosiahlo dvojndsobné zvySsenie stabili-
ty gélu. Vytvrdenie guli¢iek je mozné dosiahnut aj aplikdciou
bivalentného ¢inidla, napriklad glutardialdehydu™.

Algindt moze byt pouzity na imobilizdciu akéhokolvek
typu buniek zo zachovanim maximadlnej biokatalytickej akti-
vity. Bol pouzity na imobilizdciu baktérii, kvasiniek, hub
a vyssich rastlin. V literatire existuje nespocetné mnoZzstvo
odkazov na pouzitie algindtu ako imobilizacného materidlu.
Za vsetky mozno spomentif napriklad sekunddrnu fermentdciu
pri vyrobe $umivého vina s imobilizovanymi kvasinkami®,
produkciu halofilnej o-amyldzy imobilizovanymi bunkami
Halobacterium salinarium™, produkciu xylitolu rekombinan-
tnym kmeiiom Saccharomyces cerevisiae*', produkciu L-ala-
ninu baktériami z rodu Pseudomonas42, alebo etanolovu fer-
mentaciu kvasinkami Saccharomyces cerevisiae®™™.

HOOC

OH
HO

0
OH

COOH
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n

Obr. 2. Struktiira manuronat-glukuronztového bloku tvoriaceho
algindtovy polymér. Kyselina glukurénovd (vlavo) je v komplexe
viazand 1,4-glykozidovou vizbou, rovnako ako kyselina manurénova
(vpravo)
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Pektdt

Pektat patri do skupiny pektinovych biopolymérov, ktoré
nachddzaju svoje uplatnenie aj v potravindrskom priemysle
ako Zelirujuice latky v dZemoch a marmelddach. Na rozdiel od
algindtu, pektdty maju rastlinny povod a vyrdbaju sa deesteri-
fikdciou pektinov — rastlinnych polysacharidov?’. Rovnako
ako alginat, aj pektdt je svojim principom ionotropnej geldcie
velmi nendro¢ny a pomerne lacny. Ako materidl posobi pri
imobilizdcii na biokatalyzdtor velmi mierne, takmer tplne bez
negativnych biochemickych, resp. fyziologickych zmien. Pek-
tat vapenaty nie je len alternativou algindtového gélu. V po-
rovnani s nim vykazuje aj lepSie mechanické vlastnosti, je
menej citlivy na chelatujice i6ny a dalSie chemické latky
rozrusujuice Struktiru gélu. Mozno preto byva operacna stabi-
lita pektatovych imobilizdtov vyssia v porovnani s algindto-
vymi gélmi **4.

Napriek svojim vlastnostiam nie je zdaleka tak rozsireny
ako algindt. Pektdtovy gél bol pouzity na imobilizdciu buniek
Kluyveromyces marxianus ako zdroja B-galaktozidazy pri hy-
drolyze laktézy*® alebo na imobilizdciu baktérii mlie¢neho
kvasenia s koncentrédciou az 10'* buniek /1 gélu pri fermentacii
50 zvysenou aktivitou tvorby laktatu®®.

Chitozan

Alternativnym pristupom k pouzitiu polyaniénov (alginit,
pektat) je pouzitie polykationov s ndslednym siefovanim poly-
valentnym aniénom. Umoziuje riesit problémy spojené s che-
laciou vdpnika v géloch algindtu vdpenatého. Biokomponent
je primiesany do viskézneho chitozanu rozpusteného v zrie-
denej kyseline octovej a kvapkany do 1,5 % roztoku poly-
fosfore¢nanu sodného. Nezanedbatelny je vplyv pH na stabi-
litu a kvalitu guli¢iek. Dalsie zvy3enie stability chitozanového
gélu mozno dosiahnuf siefovanim glutaraldehydom.

Chitozan ako nosi¢ bol pouzity napriklad pri produkcii
v-dekalakténu z ricinolénovej kyseliny bunkami Sporidiobo-
lus salmonicolor®.

Polyakrylamid

Polyakrylamidy su syntetické polyméry, ktoré sa vyrdbaju
so Sirokym rozmedzim vlastnosti zdvislych na kvalite zloziek
apodmienkach pocas ich pripravy. Podobny typ gélu sa pouzi-
va napriklad pri elektroforetickej separdcii molekul. Pri pri-
prave gélu reaguje monomér s polyfunkénym sietovacim ¢i-
nidlom. Monomér je zvycajne akrylamid, hoci niekedy je
mozné pouzif aj metakrylamid. Bifunk¢énym ¢inidlom je oby-
¢ajne N,N’-metylén-bis-akrylamid, skrdtene BIS. Po§kodeniu
buniek mdZeme Ciastocne zamedzit pouzitim tetrametylety-
Iéndiaminu (TEMED) a peroxosiranom sodnym (SPS) alebo
amoénnym, ktory je inicidtorom polymerizacie. SPS zvysi rych-
lost polymerizdcie a skrdti dobu styku biokomponentu s toxic-
kym monomérom akrylamidom. Polymerizacia sa uskutoc¢iiu-
je vzdy v pritomnosti vhodného tlmivého roztoku. Struktira
polyakrylamidu (PAA) obsahuje dutiny schematicky zndzor-
nené na obrazku 3, do ktorych sa pri imobilizdcii uchyti
biokatalyzator.

2 % siefovany polyakrylamidovy gél bol pouzity na imo-
bilizdciu bakteridlneho kmena Bacillus mycoides pri produkcii
alkalickej protedzy®, 10%-ny PAA pri produkcii celobidzy
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imobilizovanou kultirou Aspergillus m’ger50 alebo na zvySe-
nie produkcie lipazy kvasinkami Candida rugosa™.

Dalsie syntetické polyméry

Z dalsich syntetickych polymérov mozno este spomentit
pomerne rozsireny polyuretdn, pripadne 2-hydroxy-etylme-
takryldat (HEMA), ktory polymerizuje posobenim Y Ziarenia.
Znacnu pozornost si v poslednej dobe ziskal polyvinylalkohol,
ktory ¢i uz po pdsobeni chemickych ¢inidiel, foto-siefova-
nim>* alebo zmrazenim (kryogél)’ predstavuje kvalitny nosi¢
pre imobilizaciu.

3.2. Viazanie na povrch nosica

Imobilizdcia adsorpciou je proces zaloZeny na vytvoreni
vzdjomnej vizby nosi¢—bunka, resp. nosic—enzym. Z vizieb
sa najcastejSie uplatiluji ionové a vodikové vizby, obycajne
znacne slabsie ako kovalentné vézby. Elektrostatické sily su
vyznamné hlavne v pociatocnej fdze adsorpcie — vonkajsi
povrch buniek je zvyCajne nabity a spravidla obsahuje aj
mnoZstvo ionizovatelnych skupin. Z dévodu, Ze ako nosice sa
pouzivaji najmi prirodné alebo inertné materidly, vyvoldva
tento typ imobilizdcie len velmi nizke poskodenie biologické-
ho materidlu, a preto sa imobilizdcia adsorpciou povazuje za
jednu z najmiernejsich imobilizacnych metdd. Je vSak meto-
dou pomerne neSpecifickou, a tak jednak kvalita nosica i stav
biokomponentu majti na jej G¢innost zna¢ny vplyv. Daliim
z problémov pri viazani na nosi¢ je postupné uvoliiovanie
buniek z jeho povrchu. Tieto mézu spdsobit vazne problémy
dané zniZovanim biokatalytickej u¢innosti imobilizdtu i kon-
tamindciou systému. Prudké mieSanie alebo intenzivna pro-
dukcia plynnej fizy mozu tiez spdsobif vyznamnu straty na
aktivite v dosledku uvoliiovania biokatalyzatora.
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Obr. 3. Schematické zndzornenie Struktiry akrylamid-N,N’-me-
tylén-bis-akrylamidového kopolyméru (PAA) a jeho Struktiir-
nych charakteristik
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V porovnani s uzavretim do gélu mozno jednoduchou
adsorpciou pojat na gram nosica omnoho menej biokatalyza-
tora. NavySe u porovitych nosicov musi byt velkost pérov
zvolend vhodne k pouzitému bioaktivnemu komponentu. Ma-
teridly pouzivané na imobilizédciu adsorpciou mozeme rozdelit
na 3 hlavné skupiny: anorganické nosice, organické materialy
a ionovo-vymenné Zivice.

Imobilizdcia zvicsa na anorganické nosice sa moze usku-

tocnit v troch modifikdcidch:
adsorpciou bioaktivneho katalyzdtora priamo na povrch
nosica,
kovalentné naviazanie biokatalyzatora na nosic,
pokrytie povrchu nosi¢a polymérom.
Samotnd absorpcia umoziuje len pomerne slabud vizbu
biokatalyzdtora na nosi¢. Ziadiice su preto nosi¢e s velkym
poctom funkénych skupin, aby sa predchddzalo neziadicemu
uvolfiovaniu buniek z povrchu nosica.

Na kovalentné naviazanie sa pouZivaju bifunkéné a poly-
funk¢né ¢inidld, ktoré cez svoju molekulu zabezpecia navia-
zanie biokomponentu k nosicu. Najpouzivanej$im z nich je
glutardialdehyd®® (GDA). Sposob naviazania enzymu na nosi¢
pomocou GDA je znazorneny na obrdzku 4.

Na tucely pokrytia nosica vrstvou polyméru bolo odskusa-
né pouzitie organickych silanov, polyetyléniminu”'?, polytri-
metylpropdntriakryldtu alebo poly-(N-benzyl-4-vinylpyridi-
niumchlorid-ko-styrénu)**.

Anorganické nosice

Vyhody anorganickych nosi¢ov ako zna¢nd mechanickd
odolnost, rezistencia voc¢i rozpusfadlam a biologickému po-
Skodeniu, ich dostupnost a pomerne nizka cena z nich spravili
najatraktivnejSie materidly pouZivané pre imobilizdciu ad-
sorpciou. Zvoleny nosi¢ musi byt v reakénom prostredi inert-
ny, lahko manipulovatelny, regenerovatelny a ekonomicky
nendkladny. Anorganické materidly su zvycajne velmi rigid-
né, preto st odolnejsie voci obrusovaniu a deformécii. Z lite-
ratiry je zndmych mnoho materidlov ako kremenové a korun-
dové nosice, uhli¢itan vdpenaty, porovité sklo, siran vapenaty,
difosforecnan vdpenaty, keramika, sklend vata, sinterézne sklo
a oxidy a hydroxidy kovov?’.

Kremen, v pdvodnej literatire oznacovany aj ako ,,silica“
sa nachddza v dvoch forméch: v prirode ako krystalicky mi-
nerdl a synteticky pripraveny amorfny materidl. Prave jeho
amorfnd forma sa pouziva ako materidl pre imobilizdcie. Jed-
notlivé typy sa moZu od seba vyznamne liSit velkosfou pérov,
ako aj poctom hydroxylovych skupin, ktoré sa uplatiiujd pri
samotnej imobilizdcii. Jeho pouzitie bolo zaznamenané na-
priklad pri produkcii koenzymov imobilizovanou NAD*-kind-
zou>>, & na imobilizdciu glyoxaldzy pri 6produkcii S-laktoyl-
glutatiénu z metylglyoxalu a glutatiénu™.

Sklo si pre svoju inertnost ziskalo svoje miesto v imobi-
lizovanych systémoch, hlavne vo forme s uniformnou vel-
kosfou pérov, oznacovanou ako controlled-pore-glass (CPG).
Na trhu je dostupnd $irokd paleta CPG s nomindlnou velkos-
fou pérov 75-3000 A (Sigma, 1998). Dostupné st aj skld
nestce funkéné skupiny. Pérovité sklo bolo pouzité napri-
klad na imobilizdciu pululandzy a aminoglukozidazy®’ alebo
na imobilizdciou cykldextringlykozyltransferdzy na produk-
ciu B-cyklodextrinu zo skrobu™. Osvedgilo sa aj na imobi-
lizdciu buniek, o ¢om sved¢i viazanie buniek Phanerochae-
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te chrysosporium za icelom produkcie lignl’nperoxidézySS.

Keramické nosice, podobne ako sklo, boli pouzité na
imobilizdciu enzymov aj buniek v Sirokej palete foriem a tva-
rov. Najcastejsie su vSak pouzivané v tvare guliciek s vysokym
Specifickym povrchom. Ako priklady pouzitia mozu slizif
produkcia $trukturovanych lipidov imobilizovanou lipazou’
avyroba séjovej omdacky za pouzitia imobilizovanych baktérii
mlie¢neho kvasenia®. Duté keramické gulicky s priemerom
50-75 um boli pouZzité aj pri vyvoji novej metddy imobilizicie
buniek ozna¢ovanej ako hydrodynamicka depozicia®.

Znacnu pozornost ziskali aj sol-gély, materidly prevazne
na baze kremika, ktoré zaujali hlavne svojou mechanickou
pevnostou a odolnostou vogi otieraniu®'. Z dalsich anorganic-
kych materidlov je zndme pouzitie aluminy (oxidu hlinité-
h0)59'°2’63’uhliéitanu vapenatého, siranu vdpenatého, difosfo-
re¢nanu vapenatého®, pérovitého vulkanického mineralu kis-
sirisu® alebo pérovitej nehrdzavejiicej ocele®.

Organické nosice

Pouzitie organickych materidlov pre imobilizdciu uz nie
je natolko rozsirené, ako to bolo v pripade materidlov anorga-
nickych. Z ich pouzitia plynie mnozstvo nevyhod. Spravidla
nie st dplne inertné a nie sui odolné voci mikrobidlnej degra-
décii. Avsak v zdvislosti na svojom povode su zvycajne po-
merne lacné.

Z organickych materidlov pouzivanych pre imobilizdciu
treba na prvom mieste uviest celulézu. Je to polydisperzny
polymér rastlinného pdvodu, ktorého zakladnou jednotkou je
glukéza. Derivadty celuldzy viaZu enzymy priamo iénovymi
vizbami, ale umoznuji aj kovalentné viazanie, pri ktorom
nosic¢ interaguje s aminoskupinami enzymu. Hydroxylové
skupiny zabezpecujui hydrofilny charakter nosi¢a, a tym chra-
nia imobilizovany enzym?®’. Mimo celul6zy®®®® si v imobili-
zovanych systémoch vyuzivané aj jej derivdty ako karboxy-
metylcelul6za, dietylaminoetylcelul6za®, trietylaminoetylce-
luléza’® a nitroceluléza’". Z daliich moZno spomentit pouZitie
drevenych kociek’? alebo hoblin* ako nosic¢a pre imobilizaciu
kvasiniek Saccharomyces cerevisiae pri produkcii etanolu,
piliny na imobilizdciu kvasiniek Candida guilliermondii na
produkciu kyseliny citrénovej alebo semend obilnin na imo-
bil7iféciu mycélia Aspergillus niger pri produkcii glukoamyla-
zy'™".

3.3. Kovalentné uchytenie

Z teoretického hladiska je medzi kovalentnym viazanim
biokomponentu na nosic a sietovanim napr. buniek navzdjom
zdsadny rozdiel. V praxi to vSak uz nie je také jednoznacné,
lebo sa m6zu bunky viazat na nosi¢ prave tak ako navzdjom
medzi sebou. V literatire je mnozstvo odkazov na kovalentné
viazanie enzymov, avSak ani viazanie celych buniek nie je ni¢
mimoriadne. Kovalentné viazanie ma vsak jednu nevyhodu:
¢i uz sa viazu enzymy alebo bunky, su vystavované reaktiv-
nym skupindm, ktoré sa Casto vyznacuju toxickym efektom.
Preto pri kovalentnom viazani spravidla dochddza k zniZeniu
biokatalytickej aktivity. Ako je zndme, samotné bunkové ste-
ny obsahujui mnozstvo reaktivnych skupin, ktoré sa potencidl-
ne mdzu podielaf na vytvoreni kovalentnych vizieb.

Z ¢inidiel pre kovalentné naviazanie sa najcastejSie pouziva
glutardialdehyd™ a 1-etyl-3-(3-dimetyl-aminopropyl)-karbo-
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diimid’, pouzité vSak boli aj bisdiazobenzidin-2,2’-disulfé-
novd kyselina, N-etyl-5-fenylizoxazélium-3’-sulfondt, tolu-
én-2-izokyandt-4-izotiokyandt, hexametyléndiizokyanat ale-
bol,5-difluoro-2,4-dinitrobenzén. Z mnozstva reakcif, ktoré
sa pri kovalentnom viazani uplatiiuji, spomenieme len nasle-
dovné”. Reakéné mechanizmy jednotlivych technik sd uve-
dené na obrdzku 5.

kyanogénbromidova technika,

karbodiimidovad metdda,

vizba cez acylové skupiny poésobenim hydrazinu a kyse-
liny dusitej,

viazanie s pouzitim kyanurochloridu,

vizba cez diazéniové skupiny z aromatickych aminosku-
pin,

naviazanie cez tiolové skupiny.

Alternativnym sposobom viazania je vyuzitie koordinac-
nych vlastnosti kovov. Prikladom je dprava povrchu materidlu
chloridom titani¢itym, kde pri imobilizdcii vznikne sendvico-

Z
_
Z
_

i

Obr. 4. Schematicka vizba aminoskupiny enzymu na aminosku-
pinu anorganického nosic¢a prostrednictvom glutardialdehydu
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vy cheldt medzi nosicom a biologickym materidlom prostred-
nictvom atomu titdnu. Védzbu medzi enzymom a povrchom
popisal vo svojej praci Cabral a je zndzornend’ ® na obrazku 6.

3.4. Dalsie imobilizad¢né metddy

Za dalgie imobiliza¢né metédy mozno spomendf zadrza-
nie biokatalyzdtora za membrdnou (obrazok 1f). Zatial ¢o
tento typ imobilizdcie je velmi bezny pri konstrukcii biosen-
zorov, v biotechnolégidch vyuzivajicich imobilizované sys-
témy sa vyskytuje len ojedinele. Membrany byvajui vi¢Sinou
zlozené z polymérov (napr. polyvinychlorid, polypropylén,
polysulfén). Membrany mdzu mat podobu platov alebo zasob-
nikov s dutymi vldknami. Zasobniky s dutymi vldknami po-
skytuju membranam vys$$iu mechanicku stabilitu a vyssi po-
mer povrch—objem””.

Modifikdcia tejto metddy s pouzitim gélovych materidlov
sa nazyva enkapsuldcia. Je to metdda, pri ktorej sa biokataly-
zdtor, zvycCajne v tlmivom alebo stabiliza¢nom roztoku obal{
tenkou semipermeabilnou membréankou gélu”’.

Uz dlho je zndme, Ze niektoré kmene liehovarnickych
a pivovarskych kvasiniek maju zvySenu schopnost flokuldcie.
Flokuldcia sa povaZzuje za pasivnu formu imobilizdcie, pri
ktorej sa jednotlivé bunky naadsorbuiji jedna na druhd’® (ob-
razok 1b). Furuta predstavil produkciu glukoam grlazy flokulu-
jlicimi kvasinkami Saccharomyces diastaticus”. Dalsich roz-
Sirenim flokula¢nych moznosti je aplikdcia polyelektrolytov
alebo inych povrchovo aktivnych latok na vyvolanie umelej
flokuldcie™.

gé:o c—NH—@

R’
|

| i "
¢+ HN—E) — C—NH—@+§N:0+H

|
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1 HN—® %O_(NYCI
No N
T
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Obr. 5. Reakcie uplatiiujice sa pri kovalentnom uchyteni enzymu na povrch nosic¢a
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Obr. 6. Sendvicovy komplex enzym-skleny nosi¢ vytvoreny pro-
strednictvom atému titanu

4. Aplikacie imobilizovanych systémov
v biotechnolégii

Oblasti pouzitia imobilizovanych systémov mdzu byt roz-
delené do dvoch hlavnych skupin: potravindrske a nepotravi-
ndrske aplikdcie. Prvd skupina zahffia produkciu fermentova-
nych potravindrskych produktov ako pivo, vino, etanol, miso,
mlieko a mlie¢ne vyrobky. Druhd skupina pokryva produkciu
$pecifickych metabolitov vrdtane alkoholov, antibiotik, orga-
nickych kyselin, aminokyselin, sacharidov a enzymov, ktoré
moZu ndjst svoje uplatnenie vo farmaceutickom, chemickom
i potravinarskom priemysle.

4.

1. Potravindrske aplikdcie

imobilizovanych systémov

Co sa tyka pivovarnickeho priemyslu, potencidl technol6-
gif imobilizovanych buniek zaznamenal v minulosti pozornost
pri mnohych prilezitostiach. Od roku 1987 sa na ne zamerala
aj Eurépska konvencia pre pivovarm’ctvo81 (EBC). V posled-
nom ¢ase bolo publikovanych mnoZstvo prac o implementdcii
imobilizovanych kvasiniek do tradi¢nych pivovarnickych pro-
cesov primdrnej a sekunddrnej fermentacie®* ™

Napriek tradi¢nj povahe vina, technoldgia imobilizova-
nych buniek si nasla svoje uplatnenie aj na tomto poli. Imobi-
lizované systémy mozu z gsn uc¢innost alkoholickej a jablc-
no-mlie¢nej fermentdcie®®*®’. Niektoré prace popisuju flagovi
fermentaciu Sumivého vina s vyuzitim imobilizovanych bu-
niek®. Kriticky pohlad na produkciu vina imobilizovanymi
systémami pontka prehladovy ¢lanok autorského kolektivu
Diviés a kol.®

Udrzanie urcitej kvality mésa a médsovych vyrobkov moze
byt nevedomky alebo zimerne ovplyvnené mikrobidlnou akti-
vitou bud prirodzenej mikrofléry alebo vybranych typov mi-
kroorganizmov. AvSak len neddvno technoldgia imobilizova-
nych buniek nasla svoje uplatnenie aj v méidsospracujicom
priemyslegg. McLoughlin a Champagne pontkajui vycerpdva-
juci prehl'ad moznosti vyuzitia imobilizovanych buniek v pro-
cese spracovdvania mésa. Ide najmi o imobilizaciu startova—
cich kultdr pri vyrobe fermentovanych mésovych produktov

Imobilizované bunky mdzu ndjst svoje uplatnenie aj v pro-
cese vyroby mlieka a mlie¢nych vyrobkov. Na tomto poli sa
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imobilizované bunky pouZzivajui na predipravu surového mlie-
ka, produkciu mliecnych Startovacich kultir, vyrobu jogurtov
a syrov, fermentdciu smotany a mrazenych dezertov s alebo
bez obnovy bunkovej biomasy”’".

4.2. Ostatné biotechnoldgie
vyuzivajice imobilizované systémy

Mnohé imobilizované systémy nasli svoje uplatnenie pri
produkcii sacharidov a ich derivatov. Patri sem vyroba vyso-
kokoncentrovanych fruktézovych syrupov®*®, glukézy a ga-
laktézy hydrolyzou laktézy*®. Mnoho pric sa tieZ zaoberd
produkciou enzymov, napr. amylolytickych®, protedz®, li-
paz’! alebo kataldzy®. Aminokyseliny ako délezité farma-
ceutické a krmovindrske aditiva si tiez vyrdbané vyuzitim
imoiblizovanych systemov Patri sem produkcia 5ysehny as-
pardgovej™, glutz’lmoveg alaninu®, tryptofanu®, lyzinu®,
serinu’’ alebo argim’nu Ag orgamcke kyseliny zaznamenah
mnohé pripady aplika(:1e 3 99’10(.) Dal§ie préace popisuju tiez
produkciu glycerolu'' a sorbitolu'” aromatlck}?ch latok, po-
lysacharidov, alkaloidov alebo plgmentov' 3

5. Zaver

Tato prdca pribliZzuje spdsoby a metddy zavddzania imo-
bilizovanych systémov vyuzivajicich enzymy alebo celé bun-
ky do jednotlivych odvetvi potravindrskeho i nepotravindrske-
ho priemyslu. Jej zimerom bolo charakterizovat najznamejsie
metddy imobilizdcie spolu s materidlmi, pre jednotlivé metédy
typickymi. Kapitoly o metédach imobilizdcie sa neobmedzuju
len na suché vymenovanie pouzivanych materidlov, ale nazna-
¢uju aj ich pdvod, princip pouzitia a dalSie parametre spolu
s prikladmi praktickych aplikdcii v biotechnologickych pro-
dukcidch.

V prvej Casti ¢lanku sd naznacené biologické materidly,
pouzivané pri realizdcii technolégii s imobilizovanymi sys-
témami. Druhd, najobsiahlejsia Cast je venovand metodam
a hlavne najpouzivanej$im materidlom pri jednotlivych imo-
biliza¢nych technikéch. Tretia, zdverecnd Cast je velmi struc-
nym prehladom zavddzania imobilizovanych systémov do
technologickej praxe.

Tdto prdca bola podporovand financnymi zdrojmi z gran-
tov EU ¢. 2/5059/98, 1/7347/20 a 1/6252/99.
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M. Navritil and E. Sturdik (Department of Biochemical
Technology, Faculty of Chemical Technology, Slovak Tech-
nical University, Bratislava, Slovak Republic): Chemical As-
pects of Immobilized Systems in Biotechnologies

Biotechnological applications using immobilized systems
have recorded fast development in last years. The paper tries
to deal with chemical aspects of immobilized biotechnologies.
It is aimed primarily at definition of immobilization tech-
niques and their modifications. For every method, the prin-
ciple of immobilization and the most frequently used carriers
are described. The appropriate matrix materials such as agar,
agarose, K-carrageenan, alginate, pectates, protein carriers,
chitosan, polyacrylamide and other synthetic carriers are char-
acterized more in detail. Basic principles of covalent coupling
are presented as chemical equations. Several examples of
applications of immobilized systems in both food and non-
food biotechnological processes are mentioned.
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1. Uvod

Precipitace byly v pocdtcich chemie bilkovin jedinymi
dostupnymi metodami pro jejich separaci z komplexnich smé-
si. Prestoze patii k nejstarSim a nejjednodus$sim metoddm
nelze jejich vyznam podcenovat ani v souc¢asné dobé. Klasické
precipitacni metody pfi pouziti neutrdlnich soli, organickych
rozpoustédel nebo organickych polymert maji totiz fadu vy-
hod. Lze je snadno pfevést z laboratornich podminek do
poloprovozniho ¢i provozniho méfitka, mohou byt zarazeny
jako pocdtecni purifikacni krok pfi praci s hrubymi extrakty

vazba

+
separovana bilkovina

bis-ligand

precipitace

Referaty

a vysledku je pfitom dosaZeno v relativné kratkém case. Jejich
vétsimu vyuziti v§ak brani nedostatek selektivity. Tento pro-
blém napomdhd odstranit kombinace afinitnich interakci
a precipitace do jediné metody — metody afinitni precipitace.
Prestoze byla poprvé popsdna jiz v roce 1979 Larssonem
a Mosbachem’, jeji vyznam narlstd aZ nyni, a to i diky rozvoji
jinych mechanismi nez pouzili ve své préci Larsson a Mos-
bach. Cilem tohoto sdéleni je podat ucelenou informaci o této
slibné metodé purifikace bilkovin.

2. Metody afinitni precipitace

Pro afinitni precipitace bilkovin byly pouzity tfi zakladni
mechanismy. Prvni mechanismus zahrnuje vytvareni sitového
komplexu mezi polyvalentni bilkovinou a bi- nebo polyligan-
dem. Za vhodnych podminek dochdzi k trojrozmérnému na-
rustdni tohoto komplexu, ktery se postupné stavd nerozpust-
nym, a dochdzi k jeho precipitaci (obr. 1). Tato metoda je
oznaCovdna jako afinitni precipitace pomoci homobifunk-
¢nich ligandi a v své podstaté je identickd s imunoprecipitaén{
reakci protilatky s antigenem.

V ptipadé druhého mechanismu dojde nejprve k vytvoreni
rozpustného komplexu mezi bilkovinou a ligandem, ktery je
navdzan na polymeru. K vlastni precipitaci komplexu pak
dochdzi sniZovanim rozpustnosti tohoto polymeru, a to bud
zménou fyzikdlné chemickych vlastnosti roztoku nebo piidav-
kem c¢inidla, které tento polymer zesitovdava a vyvolava tak
jeho precipitaci (obr. 2). Tato metoda je oznacovdna jako
afinitni precipitace pomocf heterobifunkénich ligandd. Vzhle-
dem ke skutecnosti, Ze vétSina v souc¢asné dobé publikovanych
praci vyuzivd pravé tohoto mechanismu, bude hlavni cast
tohoto sdéleni vénovdna této modifikaci metody afinitni pre-
cipitace.

Se zcela novou metodou afinitni precipitace pomoci mo-
difikovanych fosfolipidt piisli Kilpatrick a spol.? Fosfolipidy
s navazanym ligandem jsou rozpustény ve vodném roztoku
neiontového detergentu. Tento roztok je priddn k roztoku
purifikované polyvalentni bilkoviny. Pfitom dochdzi k nava-
zani konjugdtu ligand—fosfolipid na bilkovinu a soucasné se
snizuje diky zfedéni vychoziho roztoku modifikovanych fos-
folipid koncentrace detergentu. Tim se obnaZ{ nepolarni al-

komplex (bilkovina - bis-ligand),,

nerozpustny

Obr. 1. Princip metody afinitni precipitace pomoci homobifunkénich liganda
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kylové fetézce fosfolipidl, dochdzi mezi nimi k hydrofobnim
interakcim a vysledkem je precipitace komplexu bilkovina —
ligand—fosfolipid (obr. 3).

3. Afinitni precipitace pomoci
homobifunkénich ligandi

Afinitni precipitace pomoci homobifunk¢nich ligandt by-
vd také oznacovdna jako ,,pravd®, nebof vlastni precipitace je
skute¢né vyvoldna tvorbou afinitnich interakci mezi ligandem
a bilkovinou. Primarni podminkou pro tuto metodu afinitn{
precipitace je multivalentnost piislusné bilkoviny a pouzitého
ligandu. V pripadé bilkoviny je tato vlastnost ddna jeji struk-
turou a nelze ji tedy ovlivnit. U ligandu je uvedené skutecnosti
dosazeno spojenim dvou molekul ligandu prostfednictvim
raménka, vytvofenim tzv. bis-ligandu. Délka raménka mad
pritom podstatny vliv na precipita¢ni vlastnosti daného systé-
mu bilkovina — bis-ligand. Pokud je raménko pfili§ kratké,
bis-ligand nedokdZe spojit vazebnd mista na riznych moleku-
lach bilkoviny. Je-1i naopak raménko prili§ dlouhé, miize se
bis-ligand navdzat na vazebnd mista identické molekuly bil-
koviny. V obou piipadech nedojde k precipitaci.

Dalsi dilezitou podminkou pro tspésnou aplikaci této
metody afinitni precipitace je optimdlni pomér koncentraci
intereagujicich slozek. Stejné jako v systému protildtka —
antigen je maximalniho vyté€zku precipitace dosazeno pfi po-
méru ligand : vazebné misto rovnému 1. Proto je nutné pied
provedenim precipitace provést orientacni precipitacni expe-
rimenty pii riznych pomérech koncentraci obou slozek.

S metodou afinitni precipitace poprvé piisli Larsson a Mos-
bach, ktefi jako homobifunkéni ligand pro purifikaci laktdtde-
hydrogenasy z hovéziho srdce pouzili bis-NAD"*. Jednd se
o dvé molekuly NAD* kovalentné spojené pomoci dihydrazi-
nu kyseliny adipové. Obdobné derivaty NAD™ byly piipraveny
karbodiimidovou kondenzaci®. Bis-NAD* neni monospecific-
kym ligandem, v hrubém homogendtu s nim budou interagovat
vSechny NAD* dependentni dehydrogenasy, i kdyZ ridznou
silou. Specifitu afinitni precipitace pro danou dehydrogenasu
1ze zvysit ptidavkem substratového analoga, ktery zvysuje silu
interakce. Tato skutec¢nost plati pfedevSim u enzymi s uspo-
fadanym sekvencnim mechanismem. Afinitni precipitaci tak
Ize v pfipadé glutamdtdehydrogenasy vyvolat ptidavkem glu-
tardtu, u laktatdehydrogenasy pfidavkem oxaldtu a v piipadé

Tabulka I
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alkoholdehydrogenasy pfidavkem pyrazolu. Irwin a Tipton
dokonce vypracovali metodu afinitni precipitace, pomoci kte-
ré 1ze diky ptidavku rizného substratového analoga rozsepa-
rovatjednotlivé izoenzymy laktaitdehydrogenasy4. Prorozpus-
téni vzniklého precipitdtu je mozné pouzit NADH, ktery se na
uvedené dehydrogenasy véze silné&ji nez bis-NAD*. Obdobné
Beattie a spol.’ piipravili pro purifikaci fosfofruktokinasy
z hovéziho srdce bis-ATP. V tomto piipadé slouzi ke zvySeni
specifity precipitace citrdt, ktery u tohoto enzymu vystupuje
jako allostericky inhibitor.

NAD" a ATP jsou vSak velmi nestdlé latky, coZ samoziej-
me plati i o jejich bis-derivatech. Nezanedbatelnd je rovnéz
jejich cena. Proto byly k identickému tcelu, stejné jako v pfi-
padé afinitni chromatografie, pouzity jako pseudoafinitni li-
gandy derivdty triazinovych barev — Cibacron Blue F3GA
(cit.>) a Procion Blue H-B (cit.®?), které vykazuji obdobnou
afinitu vi¢i dehydrogenasam a jinym bilkovindm.

Poslednf aplikacf afinitni precipitace pomoci homobifun-
kénich ligandd je precipitace pomoci tzv. bis-cheldt '’ — ethy-
lenglykoltetraoctové kyseliny — EGTA a polyethylenglykol-
bisiminodioctové kyseliny — PEG(IDA), s navdzanymi kovo-
vymi jonty Cu** nebo Zn**. Tato metoda je pouZitelnd pro
bilkoviny s vice vazebnymi misty pro koordinacni vazbu
kovovych iontd, pfedevsim s povrchové dostupnymi hystidi-
nylovymi zbytky. Vzhledem k tomu, Ze kratsi polyhistidiny-
lové fetézce jsou Casto vyuzivdny v rekombinantnich techno-
logiich pro usnadnéni purifikace rekombinantnich bilkovin,
nabiz{ se zde aplikace pravé této metody1 !

Identické precipitacni chovani jako bis-ligandy vykazuji
rovnéz tzv. polyligandy, které ve své molekule obsahuji vice
nez dvé molekuly ligandu. Morris a spol.'? pouzili biotin
navdzany na polyakrylamidovém fetézci jako polyligand pro
avidin. Jednalo se v§ak pouze o pfedbézné experimenty pro-
vadéné na modelovych smésich a neni mozné objektivné
posoudit potencidlni vyhody tohoto uspotdddni.

Jak je patrné, metoda afinitni precipitace pomoci homo-
bifunkénich ligandi md fadu problematickych mist a nejednd
se tedy o metodu univerzdlni. Nevyhodou je rovnéz dlouha
inkubacni doba potfebnd pro precipitaci, kterd u nékterych
systémi dosahuje az 20 hodin. Tento mechanismus je vSak
vhodny predevsim pro bilkoviny citlivé na zmény fyzikdl-
né chemickych vlastnosti roztokt. Piehled aplikaci afinitn{
precipitace pomoci homobifunk¢nich ligandi je uveden v ta-
bulce 1.

Prehled vyuziti afinitni precipitace pomoci homobifunkénich ligandd pro purifikaci bilkovin

Bilkovina Ligand Zdroj Cit.
Laktdatdehydrogenasa bis-NAD* hovézi srdce 1,4,13-15
Glutamatdehydrogenasa bis-NAD" hovézi a krysf jatra 13-15
Alkoholdehydrogenasa bis-NAD* kvasni¢ni 13,15
Fosfofruktokinasa bis-ATP hovézi srdce 5
Laktdtdehydrogenasa bis-Cibacron Blue F3GA kralic¢i svaly 6,7
Sérovy albumin bis-Cibacron Blue F3GA hovézi sérum 6,7
Laktdtdehydrogenasa bis-Procion Blue H-B kralic¢i svaly 8,9
Hemoglobin (Zn2+)2EGTA lidsky 10
Myoglobin (Cu*),PEG(IDA), velrybi 10
Galaktosadehydrogenasa (Zn2+)2EGTA rekombinatni 11
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Tabulka II
Prehled polymert pouzitych pii afinitnich precipitacich
Polymer Precipita¢ni podminky
rozpustny nerozpustny
Prirodni polymery
Chitosan <pHS5,5 >pH 8,5
Alginat Ca*
Dextran Concanavalin A
Galaktomannan B,03%"
Syntetické polymery
Hydroxypropylmethylcelulosa <pH4)2
Kopolymer methylmethakryldt-methakrylova kyselina Eudragit S100 >pH 5.5 <pH4,7
Kopolymer N-isopropylakrylamid-N-akryloxysukcinimid NIPAM-NASI >34°C
Kopolymer N-isopropylakrylamid-glycidylmethakryldit NIPAM-GMA >27°C

Poly(N-vinylkaprolaktam) PVCL > 45 °C
Polyethylenimin PEI

k. polyakrylovd PAA

4. Afinitni precipitace pomoci
heterobifunkénich ligandi

Jak jiz bylo uvedeno, v piipadé metody afinitni precipitace
pomoci heterobifunk¢nich ligandti neni precipitace ve skutec-
nosti vyvoldna pifmo tvorbou afinitni interakce mezi bilkovi-
nou a ligandem. Za precipitaci je odpovédny polymer, ktery
zmeénou své rozpustnosti reaguje na cilené zmény ve vlastnos-
tech okolniho roztoku.

4.1. Ligandy pouzivané pfi afinitnich
precipitacich

Pro metodu afinitn{ precipitace pomoci heterobifunkénich
ligandt Ize v principu pouZzit identické ligandy jako pfi afinitn{
chromatografii. U chromatografie md vSak bilkovina pfi pri-
chodu chromatografickou kolonou vice pfileZzitosti pro vytvo-
feni afinitni interakce s imobilizovanych ligandem, coz samo-
zfejmé neplati pfi afinitni precipitaci, kde k interakci dochdz{
primo v roztoku. Ligandy pouzité pfi afinitni precipitaci tedy
musi vykazovat silnéjsi interakce nez ligandy pouZzivané v afi-
nitni chromatografii. Navic je nutné brdt v ivahu, Ze po vazbé
ligandu na polymer dochdzi k jejimu zeslabeni.

4.2. Polymery pouzivané pti afinitnich
precipitacich

Pro potfeby afinitni precipitace jsou vyuzivany polymery
rozpustné ve vodnych roztocich, které jsou schopny reagovat
i na malé zmény ve vlastnostech roztoku. Tyto zmény vyvo-
ldvaji tvorbu nové faze v dosud homogennim roztoku, tj. vznik
trojrozmérné struktury. Zména potiebnd pro prechod mezi
rozpustnou a nerozpustnou formou polymeru by méla byt
mirnd a nesmi mit vliv na samotné afinitni interakce. Idealn{
polymer pro afinitni precipitace by mél ptritom spliiovat néko-
lik dalsich pozadavki: (i) mél by obsahovat volné skupiny pro
vazbu ligandu, a to v odpovidajicim poctu pro dosazeni dosta-
tecné vazebné kapacity; (it) mél by vykazovat minimdlni
nespecifické interakce; (iii) mél by vytvaret kompaktni preci-
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pitat vhodny pro dalsi manipulace s minimem koprecipitova-
nych necistot; (iv) mél by byt opakované pouZzitelny; (v) mél
by byt levny a dostupny a (vi) nemél by byt toxicky.

V tabulce II je uveden piehled polymert, které byly dosud
pouzity pri afinitnich precipitacich. Jak je patrné, k afinitnim
precipitacim byly pouZity jak pfirodni tak syntetické polyme-
ry. Syntetické polymery vykazuji vySsi tcinnost precipitace,
nebot na rozdil od polymeri pfirodnich nejsou polydisperzni.
Za zminku stoji nékteré aplikace pfirodnich polymert chito-
sanu a alginatu, které slouzi nejen jako polymery nezbytné pro
precipitaci, ale soucasné i jako ligandy pro pfislusné bilkoviny
— lektin z pSenice'® a celulasu'’, respektive endopolygalaktu-
ronasu .

Zadny z doposud pouzitych polymeri nespliiuje viechny
uvedené pozadavky. Hlavnimi nedostatky jsou nekompletni
precipitace, nespecifické hydrofobni interakce a zachycenf
balastnich bilkovin ve struktufe precipitdtu. Uvedené problé-
my se pokusili odstranit Sun a Zhou vyuzitim polymerizova-
nych liposomi pro afinitni precipitace'”. Liposomy pfipravené
z fosfolipidii s diacethylenovymi zbytky jsou dostate¢né stdlé
a maji hydrofilni povrch bez nespecifickych interakci, jejich
precipitaci lze jednoduse vyvolat osmotickym Sokem zpiso-
benym piidavkem soli do roztoku.

4.3. Vazba ligandu na polymer

Pro vazbu ligandu na polymer Ize obecné pouzit reakce,
jez jsou pouzivany pro syntézu sorbentl pro afinitni chroma-
tografii ¢i imobilizaci enzymui. Volba reakce bude zdviset na
dostupnych funk¢nich skupindch polymeru a ligandu. Pfi této
reakci nesmi dochdzet k zesitovdni polymeru, nebot by se
snizila dostupnost ligandu pro bilkovinu a rozpustnost modifi-
kovaného polymeru. Ziskany konjugdt ligand—polymer si pfi-
tom musi zachovat afinitu viici piislusné bilkoviné a schopnost
precipitace. U precipitacni zdvislosti vSak po navazani liganda
na polymer dojde k ur¢itym posuniim, které se jeSté vice
prohloubi po vazbé bilkoviny.

Ligand je moZné vazat pfimo na aktivovany polymer, pfi-
padné ho lze navazat na monomer a ten pouzit jako kopolymer
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Tabulka IIT
Prehled aplikaci afinitni precipitace vyvolané zménou pH

Referaty

Bilkovina Polymer-ligand pH interakce pH precipitace Cit.
Trypsin NAABA-p-aminobenzamidin 8,0 4.0 20
Protein A HPMC-IgG 7,2 4,2 21
Protein A Eudragit S100-1gG 7,0 4,5 22
L-LDH Eudragit S100-CB 7,6 5,1 23
D-LDH Eudragit S100 5,5 43 24
L-LDH Eudragit S100-CB 55 4,9 25
Xylanasa Eudragit S100 5,6 43 26
Lektin ze sdji Eudragit S100-N-Ac-D-GalNH, 5,2 27
MADb Eudragit S100-lipasa 4.8 28
Lektin z pSenice chitosan 5,5 8.5 16
Celulasa chitosan 5,0 8,0 17
Trypsin chitosan — STI 55 8,5 29

L-LDH - L-laktdtdehydrogenasa, N-Ac-D-GalNH, — N-acetyl-D-galaktosamin, MAb — monoklondlni protilditka, HPMC —
hydroxypropylmethylcelulosa, STI — inhibitor trypsinu ze s6ji, NAABA — N-akryloyl-aminobenzoov4 kyselina, CB — Cibacron

Blue 3GA

Tabulka IV

Prehled aplikaci afinitni precipitace vyvolané piidavkem polyvalentnich iontt

Bilkovina Polymer-ligand Situjici ¢inidlo Cit.
Trypsin alginat-STI Ca** 30
Endogalakturonasa algindt Ca® 18
L-LDH Eudragit S100-CB 50 mM Ca** + 40 °C 31
Pyruvitkinasa Eudragit S100-CB 50 mM Ca** + 40 °C 31
ADH Eudragit S100-CB 50 mM Ca** + 40 °C 32
1eG galaktomannan-protein A B,0% 33

L-LDH - L-laktdtdehydrogenasa, ADH — alkoholdehydrogenasa, STI — inhibitor trypsinu ze s¢ji, CB — Cibacron Blue 3GA

pfi syntéze polymeru. K vazbé ligandu se nepouZzivd raménko,
nebof modifikovany polymer je pfi inkubaci se vzorkem v roz-
pustném stavu a jeho fetézce jsou natolik flexibilni, ze ramén-
ko neni nutné. Po reakci je nezbytné dikladné odstranit nezre-
agovany ligand, a to opakovanou precipitaci modifikovaného
polymeru.

4.4. Precipitacni mody

Metoda pouzitelnd k precipitaci komplexu bilkovina —
ligand—polymer bude pfedevsim zdviset na daném polymeru,
nezanedbatelné jsou vSak rovnéz vlastnosti roztoku, ze které-
ho md byt precipitace provddéna.

Precipitace vyvoland zménou pH. Polymery, které ve své
struktufe obsahuji jak ionizovatelné, tak i hydrofobni skupiny,
jsou pfi ur¢itém pH nabité a budou rozpustné v roztoku, pii
jiném pH naopak ndboj ztraceji a pak prevladaji jejich hydro-
fobni vlastnosti a dochdzi k precipitaci. Tohoto efektu je pravé
vyuzivano pii afinitnich precipitacich. Inkubace bilkoviny
s konjugdtem ligand—polymer se provadi pfi takovém pH, pfi
kterém je polymer rozpustny, ndsledné je zménou pH vyvold-
na jeho precipitace. Prehled nékterych aplikaci precipitace
vyvolané zménou pH je uveden v tabulce IIIL.
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Precipitace vyvoland pridavkem polyvalentnich iontii. Pri-
davek opacné nabitych polyvalentnich iontd k roztoku nabité-
ho polymeru vyvoldva tvorbu komplexu, ktery postupné na-
riistd a ndsledné precipituje. U&innost precipitace je pritom
z4visld na daném iontu. Typickym piikladem takového poly-
meru je algindt, ktery precipituje po pfidavku dvojmocnych
nebo trojmocnych iont napi. Ca**. Eudragit S100, ktery je
obvykle precipitovan zménou pH, 1ze rovnéz precipitovat pii-
davkem Ca®* v kombinaci se zvysenou teplotou. Na identickém
principu je rovnéZ zaloZena precipitace galaktomannamu pomoci
iontu B 405' . Prehled nékterych aplikaci precipitace vyvolané
pridavkem polyvalentnich iontd je uveden v tabulce IV.

Precipitace vyvoland pridavkem opacné nabitého polyme-
ru. Precipitaci nabitého polymeru Ize vyvolat piidavkem opac-
né nabitého polymeru, vznikly polyeletrolytovy komplex je
ndsledné precipitovan zménou pH. Pii jediné doposud publi-
kované aplikaci uvedeného zptisobu precipitace pouzili Dis-
sing a Mattiasson®* pro afinitn{ precipitaci laktdtdehydrogena-
sy z hovéziho srdce jako konjugdt Cibacron Blue 3GA navé-
zanou na polyethyleniminu a kyselinu polyakrylovou jako
opacné nabity polymer.

Precipitace vyvoland zménou teploty. Charakteristickym
parametrem nékterych polymert je tzv. bod zdkalu, coz je te-
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Tabulka V
Prehled aplikaci afinitni precipitace vyvolané zménou teploty
Bilkovina Polymer-ligand Precipitacni teplota Cit.
Trypsin PVCL-STI 45°C 35
Alkalickd proteasa NIPAM-p-aminobenzamidin 50 °C + 0,94 % NaCl 36
Trypsin NIPAM-NASI-p-aminobenzamidin 42 °C + 3, % (NH,,SO, 37
Trypsin NIPAM-GMA-p-aminobenzamidin 34 °C+ 3,8 % (NH,),SO, 37
Protein A NIPAM-GMA-IgG 34 °C+ 3,8 % (NH,),S0, 37
Antigen NIPAM-GMA-MAb 31°C 38
1gG NIPAM-NASI-protein A 37°C 39
Inhibitor trypsinu VCL-VI-Cu* 45°C 40
NIPAM-VI-Cu** 35°C
Inhibitor a-amylasy NIPAM-IDA-Cu?* 35°C 41
NIPAM-VI-Cu** 35°C
Anti-BSA IgG PST-NIPAM-GMA-BSA 30°C 42
PST-NIPAM-MMA-BSA 40°C
Antigen NIPAM-IgG 32°C 43
C reaktivni protein NIPAM-GMA-APPC 32°C + Ca** 44

BSA - hovézi sérovy albumin, PVCL — polyvinylkaprolaktam, STI — inhibitor trypsinu ze s6ji, NIPAM — poly-N-isopropylak-
rylamid, NASI — N-akryloxysukcinimid, GMA — glycidylmethakryldt, MAb — monoklondlni protildtka, VCL — vinylkaprolaktam,
VI - vinylimidazol, IDA — iminodioctova kyselina, PST — polystyren, MMA — methakrylovad kyselina, APPC — aminofenylfos-

forylcholin

plota pfi které se pivodné homogenni roztok polymeru sepa-
ruje do dvou fazi — vodné fdze a faze polymeru. Tento fazovy
prechod je zptisoben asociaci polymeru do vétsich agregatd
prostfednictvim hydrofobnich interakci. Pokud tento teplotn{
prechod lezi v rozsahu teplotni stability piislusné bilkoviny,
1ze polymer pouzit k afinitni precipitaci. K danému dcelu byly
pouzity predevsim syntetické polymery na béazi poly(N-iso-
propylakrylamidu) — NIPAM nebo poly(N-vinylkaprolakta-
mu) — PVCL. Pfehled nékterych aplikaci precipitace vyvolané
zménou teploty je uveden v tabulce V.

Precipitace vyvoland pridavkem situjici bilkoviny. K pre-
cipitaci komplexu bilkovina — ligand—polymer lze také pouzit
situjictho efektu jiné polyvalentni bilkoviny. Piikladem mutze
byt precipitace komplexu laktdtdehydrogenasa — Cibacron
Blue 3GA-dextran pomoci lektinu concanavalinu A (cit.45).
Jednd se vlastné o vyuziti dvou riznych afinitnich interakei
pro afinitni precipitaci.

4.5. Postup precipitace

Purifikace bilkovin metodou afinitni precipitace pomoci he-
terobifunkénich ligandd probihd v nékolika ndslednych krocich:
vazba bilkoviny — heterobifunkéni ligand je pfiddn ke
vzorku za podminek, které jsou vhodné pro vytvofeni
afinitn{ interakce, vznikly komplex bilkovina —ligand—po-
lymer zGstavd v rozpustném stavu,
precipitace komplexu — nékterou z vySe uvedenych metod
je vyvoldna precipitace komplexu, precipitdt je poté z roz-
toku oddélen centrifugaci. Rychlost a vytézek precipitace
je mozné v nékterych piipadech zvysit pfidavkem nemo-
difikovaného polymeru, ktery napomahd vytvafeni preci-
pitacnich center v roztoku,
promyti — pokud je precipitace provddéna z hrubého homoge-
ndtu, dochdzi pfi ni k koprecipitaci nespecificky vdzanych
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balastnich bilkovin. Cst balastnich bilkovin je rovnéz za-
chycena ve vnitini struktufe precipitatu. Pro zvySeni spe-
cifity je nezbytné tyto bilkoviny z precipitdtu odstranit, coz
je mozné provést rozpusténim precipitatu a jeho opétov-
nym vysraZzenim, ptipadné pfimym promytim precipitatu,
disociace purifikované bilkoviny a odstranéni konjugdtu
ligand—polymer — pfi afinitni precipitaci je purifikovana
bilkovina navdzand nejenom na vnéj$im povrchu precipi-
tatu, ale i v jeho vnitin{ struktuie. Vzhledem k této skutec-
nosti byly testovdny dva pfistupy disociace bilkoviny
z komplexu, a to bud piimo z precipitovaného komplexu
nebo po jeho rozpusténi. V prvém piipadé zlstdva konju-
gdt ligand—polymer v precipitovaném stavu, coz je vyhod-
né pro jeho odstranéni z roztoku separované bilkoviny.
V druhém piipadé musi byt ze stejného diivodu konjugat
opétovné precipitovan. Konkrétni metoda disociace bude
zdviset na daném systému bilkovina—ligand,

regenerace konjugdtu ligand—polymer—primarni podmin-
kou pro ekonomicky efektivni metodu afinitni precipitace
je opakované pouziti konjugdtu ligand—polymer. Pfedtim
je nezbytné z konjugdtu odstranit nejenom vSechny nava-
zané necistoty, ale i ¢inidla pouzita k disociaci.

4.6. Specidlni modifikace metody
afinitni precipitace pomoci
heterobifunkc¢nich ligandi

Jednim z probléml metody afinitni precipitace pomoci
heterobifunkénich ligandi jsou nespecifické interakce balast-
nich bilkovin se samotnym polymerem, které sniZuji specific-
kou aktivitu purifikovanych bilkovin. Aby pfedesli tomuto
problému, vypracovali Shu a spol. tzv. sekvenéni precipitacni
proceduru“, pri které jsou za sebou provedeny nespecifickd
a afinitni precipitace. Tuto metodu aplikovali pfi purifikaci
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D-laktdtdehydrogenasy z bakterie Leuconostoc mesenteroides.
Pri nespecifické precipitaci byl k hrubému extraktu pridan
nemodifikovany polymer — Eudragit S100, pficemz doslo
k precipitaci balastnich bilkovin a D-laktdtdehydrogenasa zi-
stala v roztoku. Ziskany supernatant byl po dpravé pH podro-
ben vlastni afinitni precipitaci s konjugdtem Cibacron Blue
3GA-Eudragit S100. Pomoci této metody doslo nejenom ke
zvySeni specifické aktivity vysledného enzymového prepara-
tu, nezanedbatelnou vyhodou je rovnéZ moznost pouZit pro
purifikaci pffmo hruby extrakt, neboft pfi prvnim precipitaénim
kroku dochdzi k odstranéni zbyvajicich fragmentt bakteridl-
nich bunék.

Kombinaci metody afinitni precipitace s metodou dvoufd-
zovych separaci vyuzili pro purifikaci laktatdehydrogenasy
z prasecich svald Guoquiand a spol.25 Vysli pritom ze skutec-
nosti, Ze pti dvoufdzovych separacich v systému polyethylen-
glykol — dextran se Eudragit S100 separuje z vice nezZ 98 %
v horni polyethylenglykolové fazi. Hruby extrakt byl nejprve
podroben dvoufdzové separaci v systému 6 % polyethylengly-
kol 8000 — 8 % dextran T250, pricemz LDH se separovala do
dolni dextranové faze. Horni polyethylenglykolova faze byla
nahrazena novou, do které byl navic ptidan konjugat Cibacron
Blue 3GA-Eudragit S100. Tim doslo ke zméné distribu¢niho
koeficientu laktatdehydrogenasy a ta se separovala do horni
polyethylenglykolové faze. Komplex laktatdehydrogenasa —
Cibacron Blue 3GA-Eudragit S100 byl z polyethylenglykolo-
vé faze precipitovdn snizenim pH.

5. Afinitni precipitace pomoci modifikovanych
fosfolipidi

Také u této metody neni precipitace vyvoldna pfimo tvor-
bou afinitni interakce mezi piisluSnou bilkovinou a konjuga-
tem ligand—fosfolipid. K precipitaci vzniklého komplexu do-
chdzi diky hydrofobnim interakcim mezi alifatickymi fetézci
jednotlivych fosfolipidovych molekul. Tyto fetézce byly pa-
vodné komplexovany molekulami neiontového detergentu,
avsak po piidavku roztoku fosfoslipidu v neiontovém deter-
gentu do roztoku purifikované bilkoviny dochdzi ke snizeni
koncentrace detergentu a fetézce prestdvaji byt chranény proti
vzdjemnym hydrofobnim interakcim. Tim se tato metoda afi-
nitni precipitace 1i${ od metody, kterd vyuZziva heterobifunkcni
ligandy, nebot pro vyvoldni precipitace neni nutnd zména
fyzikdlné chemickych vlastnosti vysledného roztoku. Jak afi-
nitni interakce, tak i hydrofobni interakce jsou totiZ inicializo-
vany prostym smichdnim roztoku bilkoviny s roztokem fosfo-
lipidt. Kilpatrick a spol. pouzili pfi svych experimentech
synteticky fosfolipid — dimyristoylfosfatidylethanolamin, na
ktery navazali jako ligand biotin, a oktaethylenglykol-n-dode-
cylether jako neiontovy detergent. Uvedeny konjugdt biotin—
fosfolipid byl vyuzit pro purifikaci avidinu z vaje¢ného bilku?,
respektive pro purifikaci polyklondlnich a monoklondlnich
protildtek proti biotinu®’.

6. Zavér
Metoda afinitnich precipitaci kombinuje d¢innost a jedno-

duchost klasickych precipita¢nich metod se selektivitou danou
metoddm zaloZenym na afinitnich interakcich. Jejimi hlavni-
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Z. Glatz (Department of Biochemistry, Faculty of Science,

Masaryk University, Brno): Affinity Precipitation of Pro-
teins

Affinity precipitation combines high performance and sim-

plicity of precipitation methods with high selectivity achieved
in affinity methods of protein purification. The affinity pre-
cipitation could have a great potential as an alternative or
complement to affinity chromatography, mainly in down-
stream processes. Basic principles and characteristics of the
method are given. In addition, the paper describes some special
applications of affinity precipitation in protein purification.
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Laboratorni pfistroje a postupy

LABORATORNI PRISTROJE A POSTUPY

PRISTROJ PRO KONTINUALNI MERENI
ROZTAZNOSTI POLYMERNICH FOLIt

TOMAS BARTOVSKY? a LIDMILA BARTOVSKA"

“Ustav fyziky a méFici techniky, "Ustav fyzikdlni chemie, Vy-
sokd Skola chemicko-technologickd, Technickd 5, 166 28 Pra-
ha 6, e-mail: bartovsl@vscht.cz

Doslo dne 30.IX.1999

Klicova slova: roztaznost, polymerni f6lie, botnan{

1. Uvod

V ramci studia sorp¢nich vlastnosti polymernich mate-
ridlt, pouzivanych pfi membranovych separa¢nich procesech,
byl vyvinut pfistroj pro sledovani jejich roztaznosti v kapali-
ndch. Tento pfistroj, umoziujici kontinudlné méfit rozméry
vzorku polymerni félie, ponofeného v kapaling, byl testovdn
méfenim roztaznosti izotropnich i anizotropnich materidld
v aromatickych, linedrnich alifatickych a alicyklickych uhlo-
vodicich, v alkoholech a ve smésich uhlovodiki nebo ve
smésich uhlovodik + alkohol. Z ddaji o zménéch linedrnich
rozmérl 1ze za urcitych predpokladi ziskat informace o obje-
movém botndni. Obvykle pouzivané metody pro sledovan{
botnani polymert' nebyvaji kontinulni a jejich pouZiti pro
tenké félie, zvlasté z materidld mdlo botnajicich, mtze byt
problematické®*.

2. Popis pristroje

Zékladem pfistroje, jehoz blokové schéma je uvedeno na
obr. 1, je plochd nddobka pro kapalinu, v niZ vzorek botnd.
Rez méfici kyvetou ukazuje obr. 2. Nddobka md teflonovy rdm

2

4
N

a sklenéné dno, aby bylo moZno optickymi prostiedky snimat
vnéjsi obrysy vzorku, seshora je kryta sklenénou deskou,
jejimz ukolem je sniZit rychlost odpafovdni kapaliny. To je
vyznamné pfedev$im u smési, jejichZ slozky maji rozdilnou
tenzi par.

Vzorek, jehoz tvar je patrny z obr. 3, je do kyvety pfistroje
vkldddn v draténé miiZce, kterd dovoluje roztahovani métfené
folie ve vSech smérech, ale brani jejimu krouceni, k némuz
dochdzi nerovnomérnou zménou objemu v riznych ¢dstech
folie, predev§im na horni a spodni strané. Nerovnomérné
botndni miiZe byt zpisobeno bud nehomogenitou vzorku nebo
rtznou dobou kontaktu kapaliny s povrchem félie, pfi¢emz se
rozdil okamziku smoceni riznych ¢dsti povrchu nemusi vy-
razné projevit v celkové zméné rozméru, ale mize zpusobit
kroucenti.

Vnitfni rozméry nddobky jsou 80x80 mm. Vzhledem k to-
mu, Ze ¢ast vnitiniho prostoru zaujima draténa miizka, mohou
byt nejvetsi rozméry vzorku po nabotndni pfiblizné 75x75 mm.
Vychozi rozméry vzorku je pak nutno volit podle roztaznosti
materidlu — pfi zkusebnich méfenich byly pocatecni rozméry
50x50 mm.

Pro zvyseni spolehlivosti snimdni konce félie optickym
¢idlem se na okraje félie pfipeviiuje lehkd znacka z tenkého
plechu (tloustka 50 um). Zptsob pfipevnéni je patrny z obr. 4.
V piipadech, kdy je félie méné prtihledné nebo je rozdil indexu
lomu félie a kapaliny vyrazny, je optické ¢idlo schopno zjistit
okraj félie ptimo. U prihledné félie s indexem lomu blizkym
indexu lomu kapaliny jsou koncové znacky nezbytné.

Okraj félie se snimd optickym systémem s fototranzisto-
rem a svételnou diodou (LED). LED je zdrojem svétla a pre-
ruSeni paprsku mezi LED a fototranzistorem indikuje okraj
vzorku (znacky). Nosi¢ fototranzistoru a LED ve tvaru leza-
tého U se pohybuje po vodicich ty¢ich, pticemz pohon zaji-
Stuje Sroub pohdnény krokovym motorkem. Stoupdni Sroubu
a thlovy krok motorku urcuji vysledny linedrni krok, ktery
¢ini 0,0125 mm. Tato hodnota je rozhodujici pro presnost
méfeni.

Krokovy motorek je fizen jedno¢ipovym mikropocitacem.
Zdkladni poloha obou snimacii je urcena koncovymi kontakty.
Ze zdkladni polohy se oba snimace postupné pohybuji napfic¢
nddobkou. Nejprve se pohybuje snimac v jednom sméru; kdyz

N

N
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¢ RS232 PC. .E
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Obr. 1. Blokové schéma mériciho rFetézce; 1 — kyveta (vnitini rozméry 80x80 mm), 2 — krokové motorky, 3 — fotosnimace, 4 — vodici tyce,
5 —rdam kyvety, 6 — fizeni krokovych motorkii, 7 — signdl z fotosnimact, 8 — fidici obvod s jedno¢ipovym mikropocitacem, 9 — rozmérové tdaje
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Obr. 2. Rez méfici kyvetou a snimacim systémem; 1 — pohybovy §roub, 2 — vodici tyée, 3 — fotosnimag, 4 — sklenéné viko, 5 — teflonovy ram

kyvety, 6 — méfend folie, 7 — sklenéné dno, 8 — svételna dioda

Obr. 3. Vzorek folie umistény v draténé klicce; 1 — vzorek fdlie, 2 —
koncovd znacka, 3 — drdténd mfizka, X — smér po obvodu rukdvu
polyethylenové félie, Y — smér osy rukdvu polyethylenové félie (smér
vyfukovdni)

Obr. 4. Upevnéni znacky na vzorek félie; A — znacka — Ctvercovy
plisek 10x10 mm (vlevo pfed upevnénim na rameno vzorku, vpravo
pripevnénd na vzorku), B —koncova ¢ast jednoho ramene vzorku fdlie,
jehoz tvar je ukazan na obr. 3. Znacka se nastfihne do hloubky 5 mm.
Dily 2 a 3 se ohnou kolmo k dilim 1 a provléknou otvorem, natiz-
nutym v rameni vzorku ve vzdalenosti 5 mm od konce. Dil 3 se pak
ohne ve sméru $ipky, dily 2 smérem opacnym

zajede do krajni polohy, uvolni drdhu pro pohyb druhého
snimace v kolmém sméru. Rychlost pohybu je 2 mm.s™, takze
prejeti celého méficiho pole jednim snimacem trvd 78 s a cel-
kovd doba jednoho cyklu méfent je 157 s.

Jednocipovy mikropocita¢ zaznamendvd potradové Cislo
kroku, ve kterém se zménilo osvétleni fototranzistoru a pfi-

slusny udaj prepocteny na délkové jednotky vysild jako sé-
riovy signdl v normé RS232 k dal§imu zpracovani v osob-
nim pocitaci. Pro vysledné vyhodnoceni je dalezity rozdil
mezi nejvzdalenéjsimi okraji fdlie, resp. koncovych znacek
na félii. Pfipadny maly posuv félie nema na vysledek méfeni
vliv.

Pfistroj je tfeba umistit na vodorovnou podlozku. Hladina
kapaliny v nddobce musi byt rovnobéZnd s hranami méfici
cely. Mirny sklon aparatury (do 2°) v§ak neovlivituje vysledky
méfeni. Méfeni je provddéno pii teploté¢ mistnosti nebo ve
vzdu$ném termostatu.

ZkuSebni méfeni

Postup mereni: Vzorek félie opatfeny koncovymi znac-
kami se v draténé miizce vlozi do suché méftici nadobky, zapne
se méfici systém a asi 5 minut jsou zaznamendvany rozmeéry
suchého vzorku. Poté je méfici cela naplnéna kapalinou a mé-
feni probihd az do ustdleni signdlu.

Protoze pfistroj umoziiuje méfit rozméry ve dvou na-
vzdjem kolmych smérech, mohou méfeni na vzorcich vyfiz-
nutych z félie postupné v riznych smérech poskytnout infor-
mace o piipadné anizotropii materidlu.

Jako typicky anizotropni materidl byl zvolen nizkohustot-
ni polyethylen (hustota 0,919 g.cm™) ve tvaru félie o tloustce
0,1 mm.

Izotropni chovani (obr. 6) vykazovaly félie pripravené
z impranilu DLH (40 % vodna disperze anionaktivniho alifa-
tického polyesterurethanu — fa Bayer AG) litim na sklenénou
desku. Félie méla tloustku 0,225 mm, hustotu 1,1227 g.cm’3.

Vysledky méfeni roztaznosti, vyjadiené relativnim pro-
dlouzenim, Al , = (I, — D/, jsou pro systém polyethylen v bi-
ndrnich smésich toluen + 1-butanol uvedeny na obr. 5, pro
systém Impranil v bindrnich smésich toluen + cyklohexan
na obr. 6. V obou pifpadech je ukdzdna casova zdvislost rela-
tivntho prodlouzeni i zdvislost relativniho prodlouZeni na
slozen{ kapaliny, v niZ vzorek botnd, vyjadfeném moldrnim
zlomkem.

Pri zkuSebnich mérenich byla zjisténa reprodukovatelnost
stanoveni zmény linedrnich rozmérta 0,04 mm.
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Obr. 5. Vysledky méreni roztaznosti polyethylenu v binarnich
smeésich toluen + 1-butanol; nahote: zavislost relativniho prodlouze-
ni Al na dobé€ trvdni experimentu T (min), dole: zdvislost relativniho
prodlouZeni Al , na sloZeni kapalné smési, udané moldrnim zlomkem
cyklohexanu (x.), O smér X, AsmérY
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Z udaji o zméndéch linedrnich rozméri 1ze ziskat za urci-
tych predpokladt informace o objemovém botndni. Pfi testo-
vani pfistroje byl vypocten objemovy stupeii nabotndni (Qy, =
AVIV ,kde AV=AX.AY.AZ je zména objemu vzorku, V, objem
suchého vzorku) pro Impranil za pfedpokladu, ze zména tie-
ttho rozméru AZ je stejnd jako zména v méfenych smérech X
a Y. Pro polyethylen byla mikrometrickym Sroubem zméfena
tloustka vrstvy 10 f6lif pfed a po nabotnani v kapaliné.

Protoze v literatufe nebyla nalezena podobna data, bylo
botndni obou polymeri pro porovndni méfeno také metodou
vazeni a metodou méreni ubytku kapaliny.

Metoda vdZeni. Pti obvyklém postupu pouzivaném v che-
mii polymert je zvdZzen nejprve suchy polymer a pak, po
vyjmuti z kapaliny a osuseni, polymer nabotnaly. Reproduko-
vatelnost tohoto zpiisobu méfeni je v§ak u tenkych f6lii nedo-
state¢nd; proto byl vypracovén tento postup vdzeni: do va-
Zenky, jejiz dno i vnitini stény byly vyloZeny filtracnim pa-
pirem, byl po vyjmuti z kapaliny umistén kruhovy vzorek
nabotnalé félie tak, aby se filtracniho papiru dotykal pouze
hranami. Asi po jedné hodin€, kdy papir odsdl piebytecnou
kapalinu (tato doba byla zjisténa opakovanymi pokusy), byla
vazenka s folif zvazena, pak byla folie rychle vyjmuta a uzav-
fend vdzZenka se zbylym obsahem znovu zvdzena. Tento zpi-
sob umoznil stanovit mnozstvi sorbované kapaliny napf.
u systému polyethylen + toluen (systém s malym stupném
nabotndni) se stfedni odchylkou 3 %.

Objem kapaliny pohlcené polymerem byl méten Dogatki-
novym piistojem’ > Naméfené hodnoty bylo pii méfeni impra-
nilovych félif nutno korigovat na mnozstvi kapaliny ulpivajic{
v hornich partiich pfistroje. U polymert s velkym stupném
nabotndni je toto mnoZzstvi proti objemu pohlcené kapaliny
zanedbatelné. Pro polyethylenové félie nebyl tento zpisob
pouzitelny, nebof slepé pokusy ukazaly, ze korekce by byla
o fad v&tsi nez tibytek kapaliny, zptisobeny sorpci®.

Aby bylo mozno porovnat hodnoty naméfené rdznymi
metodami, byl Q,, ziskany ze zmény linedrnich rozmérd,
prepocten na hmotnostni stupeil nabotndni:

_Am_arp,

Qm 0 Vﬂ'pS

m,

kde Am je zména hmotnosti vzorku v disledku sorpce kapa-
liny, m_ pocdte¢ni hmotnost suchého vzorku, p, hustota kapa-
liny, p, hustota suchého polymeru. Tento pfepocet je moz-
ny pouze tehdy, je-li splnén predpoklad aditivity objemd.
Pro systém Impranil + toluen se maximdlni stupeii nabotnd-
ni zjistény ze zmény rozméri lisil od Q,, ziskaného vdzenim
o +1,5 %, od Q,, zjisténého méfenim objemu pohlcené kapa-
liny o =3 %. U systému polyethylen + toluen ¢inil rozdil
mezi hodnotami Q, ze zmény rozmérli a vaZzenim —6 %.

Zavér

Piistroj je vhodny ke sledovani botndn{ polymerti ve tvaru
tenkych f6lii, zv14§ts pro anizotropni materialy. Udaje o zmé-
ndch linedarnich rozmérti mohou byt za urcitych predpokladii
vyuzity k vypoc¢tu objemového stupné nabotndni. Ze zdznamu
1ze také ziskat informace o kinetice botndni. Reprodukovatel-
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Obr. 6. Vysledky méreni roztaznosti Impranilu DLH v bindrnich kapalnych smésich toluen + cyklohexan; vlevo: zdvislost relativntho
prodlouZeni Al ; na dobé€ trvani experimentu T (min), vpravo: zavislost relativniho prodlouzeni Al  na sloZeni kapalné smési, udané moldrnim

zlomkem toluenu (x,), O smér X, Asmér Y

nost méteni zmeény linedrnich rozmérd je 0,04 mm, minimaln{
chyba méfeni je 0,01 mm.
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T. Bartovsky® and L. Bartovska® (“Institute of Physics
and Measuring Techniques, "Department of Physical Che-
mistry, Prague Institute of Chemical Technology): An Appa-
ratus for Continuous Measurement of Polymeric Foil Ex-
pansion in Liquids

In the framework of the study of sorption properties of
polymers used in membrane separation processes, an appa-
ratus was designed for continuous measurements of polymer
expansion. The apparatus was tested by measuring expansion
of isotropic and anisotropic materials in aromatic, linear ali-
phatic, and alicyclic hydrocarbons, in alcohols, and in hydro-
carbon and hydrocarbon — alcohol mixtures.
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Uvod

V soucasné 1ékarské praxi je otrava olovem obvykle pro-
kazovédna chemickou cestou' mé&fenim koncentrace olovna-
tych jontd v krvi a v moci, ptipadné ve stolici (povétSinou
atomovou absorpcni voltametrii (AAS)), stanovovanim kyse-
liny &-aminolevulové (ALA) (UV/VIS spektrometrii) v moci
a porfyrini (UV/VIS spektrometrii) v moci. Stav intoxikace
pacienta se charakterizuje pomoci vSech téchto indikatord
soucasné.

Provadéni vsech uvedenych analyz podle predepsanych
postupﬁz’3 je znacné Casové i instrumentdlné narocné. Urcité
zjednodusen{ 5pfedstavuje volametrické stanoveni olova navr-
Zené v praci’. V predkladané praci byla pouzitelnost této
metody ovéfena pii riznych zptisobech intoxikace

s vz

Experimentalni ¢ast

Pro voltametrickd méfeni byl pouZit jednak polarograficky
analyzdtor PA-3 se statickou rtutovou elektrodou SMDE-1
v rezimu visici rtutové kapkové elektrody HMDE (vs. refe-
rentni nasycend argentochloridovd a pomocna platinova elek-
troda), ve spojeni se zapisovacem XY 4105 (vSe Laboratorni
pristroje, Praha), jednak pocitacem fl’zenj Eco-Tribo Polaro-
graf (Polaro-Sensors, spol. s r. 0., Praha)”.

Pracovni metodou byla diferen¢ni pulsni anodickd roz-
poustéci voltametrie v rezimu ,fast scan®. Pro odstranéni
vzdusného kysliku slouzilo vybubldni dusikem.

Pii fotometrickych stanovenich byl uzit spektrofotometr
Spekol 11 (Carl Zeiss Jena). Mineralizace odebranych vzorkt
byla provadéna za pomoci topného hnizda a vodni 1azné.

Pfi urcovani, zda mezi ndhodnymi experimentdlné urco-
vanymi proménnymi je néjakd zavislost, byla posuzovana jeji
tésnost pomoci tzv. korela¢niho koeficientu p resp. jeho od-
hadu r (cit5’7). Ten charakterizuje tésnost zdvislosti dvou nd-
hodnych veli¢in pro pifipad, Ze jde o zdvislost linedrni. Jeho
vypocet a zptsob aplikace vcetné ovéreni tzv. nulové hypoté-
zy je podrobné zpracovan v cit.’
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Mineralizace

Télni vzorky (krev, moc i stolice) byly pfed analyzou
mineralizovany predepsanym postupem'. Konkrétni postup
véetné homogenizace byl popsan hlavng v cit."*3 V nasem
piipadé byl pii mineralizaci krve, moci i stolice pouZit postup
popsany v nasem sdélent.

Voltametrické stanoveni olovnatych
iontd

10 ml mineralizatu bylo prevedeno do voltametrické nado-
by aokyseleno 0,1 ml koncentrované HCI. Méfeni bylo provddéno
metodou katodické diferen¢ni pulsni voltametrie na visici rtutové
kapkové elektrodé v dvouelektrodovém zapojeni s pocatec-
nim potencidlem E, = -200 mV a kone¢nym E; =-500 mV
vs. nasycend kalomelova elektroda SKE, rychlosti polarizace
20 mV.s™. Pik olova byl registrovan u =375 mV vs. SKE. P¥i
vyhodnoceni voltametrickych méfeni byla pouzita metoda
standardniho ptidavku. Kazdé méreni bylo tfikrat opakovano.

Stanoveni porfyrind a kyseliny
d-aminolevulové

Stanoveni moc¢i a Kyseliny 8-aminolevulové bylo prova-
déno spektrofotometricky podle postupl popsanych v nasem
predchozim sdélent’.

Charakteristika sledovanych osob
a) Perordlni otrava

Pacientka (17 let, vdha 51 kg, vyska 163 cm) umyslné
pozila vétsi mnozstvi (cca 700 ks) olovénych diabolek, s cilem
omezit chut k jidlu (perordlni otrava).

b) Otrava s kombinovanou cestou vstupu

Pacient (32 let, vdha 89 kg, vyska 182 cm) byl zaméstnan
pfi montdzi licich automatti na olovo. Na jeho pracovisti byly
méfeny soustavné vyssi hladiny koncentrace olova ovzdusi

(5 az 25krdt), nez pripousti norma coz bylo pri¢inou chronické
intoxikace olovem.

c) Inhalacni otrava

Pacient (38 let, vdha 84 kg, vyska 172 cm) byl zaméstndn
jako tavi¢ olova u Sachtové pece. Na jeho pracovisti byly
soustavné zjiStovany (3 aZ 85krdt) vyssi hodnoty hladiny olova
v ovzdusi, nez pripousti norma. Pfi¢inou hospitalizace byla
profesiondlni intoxikace olovem.

Vysledky a diskuse

Vysledky stanoveni indikdtord otravy

Pii stanoveni olova v moci byla standardni relativni od-
chylka samotného méfeni pod 1 %. Reprodukovatelnost za-
znamu byla lepsi nez =1 %. Mezilaboratorni reprodukovatel-
nost stanoveni se pohybovala v rozmezi +15 %. Obdobné



Chem. Listy 94, 401 — 403 (2000)

hodnoty reprodukovatelnosti i mezilaboratorni reprodukova-
telnosti byly dosazeny i pfi stanoveni ostatnich sledovanych
indikdtort otravy.

Vyhodnocovina byla stanoveni jak absolutniho mnozstv{
vyse uvedenych latek vyloucenych z téla za jeden den (kyse-
liny d-aminolevulové, semikvantitativnich porfyrind, olova
v moci a v krvi) (viz napf. obr. 1), tak jejich koncentrace v krvi
a v moci (kyseliny 8-aminolevulové, olova v moci, v krvi a ve
stolici) (viz napf. obr. 2). Pokud byl odbér provadén vicekrat
za den, byl proveden u absolutnich mnozstvi soucet a u kon-
centraci vypocet vdzeného priiméru.

Vzhledem k tomu, Ze u pacientky s peroralni otravou bylo
priblizn€ zndmo, jaké mnozstvi olovénych broki poziela, bylo
voltametricky sledovano i celkové mnozstvi vylouc¢eného olo-
va v moci (obr. 3).

Optimalizace poctu a druhu méteni

Pro optimalizaci méfeni byly korelovany koncentracni
vysledky i absolutni mnozstvi vylouc¢enych latek ndsledovné:

1. Bez pouZiti antidot: a) Vysledek ze dne d vs. vysledek ze
dne d; b) vysledek ze dne d vs. vysledek ze dne d + 1; ¢)
Vysledek ze dne d vs. vysledek ze dne d — 1;

2. PriuZiti antidot: a) Vysledek ze dne d vs. vysledek ze dne

d; b) Vysledek ze dne d vs. vysledek ze dne d + 1; ¢)

Vysledek ze dne d vs. vysledek ze dne d — 1; d) Vysledek

ze dne d + 1 vs. vysledek ze dne d + 1.

Cilem porovndni bylo zjisténi pfipadnych casovych sou-
vislosti mezi analyzovanymi slozkami v pribéhu metabolic-
kych procest.

Z literatury je zndmo, Ze dosahované korelace jsou ze
statistického pohledu, velmi nizké. Napt. podle cit.” u sledo-
vanych pracovnikli exponovanych olovu po delsi dobu byly
zjistény korelacni koeficienty mezi vysledky jednotlivych sta-
noveni max. 0,8, bézné vsak kolem 0,3-0,5.

Srovndni vysledkd jednotlivych typt
otrav

Kombinovand cesta vstupu

Zminény pacient nebyl 1écen antidoty. Vybérové parové
korelacni koeficienty dosahovaly pouze relativné nizkych
hodnot (nejvyssi » u absolutnich mnoZstvi nedosahovalo ani
0,3 a u koncentra¢nich mnozstvi 0,4), coz vSak odpovida
poznatktim dle cit.’ Tyto vysledky neodpovidaji ocekdvané
profesiondlni otrave, ale naznacuji, Ze ke vstupu kovu do téla

doslo vice cestami.
Inhalacni otrava

Také tento pacient nebyl 1éen antidoty. Korelace mezi
vysledky stanoveni absolutniho mnozstvi d-aminolevulové
kyseliny a semikvantitativné stanovovanych porfyrinti z jed-
noho dne hospitalizace d dosahovaly hodnot pouze okolo r =
0,56, avsak korelace vysledki ze dne hospitalizace d s vysled-
ky ze dne hospitalizace d — 1 (resp. d + 1) téchto ldtek jiz
dosahovala r = 0,92 az 0,98. Korelace mezi koncentracemi
téchto latek ze stejnych dnt byly o néco nizsi, avSak presto
dosdhly vyznamnych hodnot (r = 0,88-0,89).
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Obr. 1. Absolutni mnozstvi olova v mo¢i pacientky s peroralni
otravou béhem lécby
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Obr. 2. Koncentrace semikvantitativné stanovovanych porfyrini
[ (mg.I'')v moci pacientky s peroralni otravou béhem lécby

<[ <[=]=[=] = §| = % Hx
= Sl=| =] = = = = =
O] OO | O O @] @) @)
[
60 H g e
Pb, mg H m—MAM
A

40 H /MM“ 1
Ho|#

20 e -
: il

O 1 1 1

17.4.96 7.5.96 27.5.96 16.6.96 6.7.96

datum

Obr. 3. Celkova suma vyluc¢ovaného olova v moci béhem lécby
pacientky s peroralni otravou; $ipky oznacuji pouziti Antidot: ChX
— Chelintox a ChM — Chemet

Zaroven doslo ke zvyraznéni korelaci mezi koncentraci
d-aminolevulové kyseliny a olova v mo¢i (z cca r = —0,02 na
-0,55).

Perordlni otrava
Korelace absolutnich mnozstvi sledovanych latek ve dnech

bez poddvani antidot byly porovnany s obdobnymi hodnotami
pri jejich aplikaci; dosdhly hodnoty az r = 0,69 (absolutn{
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mnozstvi kyseliny 8-aminolevulové vs. absolutni mnoZstvi
semikvantitativné stanovovanych porfyrini). Pii korelovani
absolutnich mnozstvi vylou¢enych indikatori otravy v jednot-
livych dnech 1écby, kdy byla poddvdna antidota, se dnem
ndsledujicim byly hodnoty r nevyznamné (r < 0,30).

Srovndni korelaci koncentra¢nich hodnot ze vSech dnt
hospitalizace pii poddvani antidot vykazala nejvyssi korelaci
dvojice: koncentrace 8-aminolevulové kyseliny vs. semikvan-
titativné stanovované porfyriny (r = 0,74), obdobné jako kon-
centrace semikvantitativné stanovovanych porfyrini vs. kon-
centrace olova v krvi (r=-0,68). Korelace s koncentraci olova
v moc¢i byla ponékud nizsi (r = 0,55).

Pokud byly korelovédny jen koncentrace analytti ve dnech
podani antidot, byly obdrzeny absolutné nejvyssi korelace (r =
—0,54) u dvojice olovo v moci vs. olovo v krvi, (i kdyz ze
statistického hlediska mdlo vyznamné); u této dvojice doslo
k podstatnému zvySeni oproti dniim bez poddni antidot (r =
-0,03).

Obecné lze konstatovat, Ze vybérové pdrové korelacni
koeficienty pochdzejici z korelaci dnii ndsledujicich po dnech
podéni antidot byly vyssi, i kdyZ nedosahovaly obdobnych
hodnot ze stejnych dnti odbéru.

Ostatnf korelace koncentracnich hodnot i absolutnich mnoz-
stvi byly zanedbatelné.

Ptipad perordlni otravy se jevil vhodnym pro provedeni
srovndni jednotlivych ukazateld otravy, nebof bylo mozZno
predpoklddat, Ze pro relativné nizky veék pacientky (17 let)
a pobyt v zivotnim prostiedi znec¢isténém olovem pod hygie-
nickymi normami, byl jeji organismus pfed otravou zatiZzen
pouze béZnym pozadim sledovaného olova. Nebylo zndmo, Ze
by dfive pacientka trpéla chorobou, kterd by mohla vysledky
stanovovanych slozek zkreslit. Korelace byly relativné nizké,
nebof organismus z ¢dsti teprve vytvdrel depozitum olova.

Zavér

Provedend méfeni plné prokazala, ze voltametrie je z hle-
diska ¢asové a investi¢ni ndro¢nosti i presnosti vhodnou me-
todou pro urcovéni vSech typl otravy organismu olovem. Po
provedené mineralizaci vzorkd, kterd je stejnd jako pfi uZziti
AAS, 1ze voltametrické metody, predevsim pak DPV, apliko-
vat ke stanoveni koncentrace (resp. absolutniho mnoZstvi)
olova v krvi, v moc¢i i ve stolici.

Diéle byl proveden pokus o optimalizaci poc¢tu a druhu
provddénych stanoveni prostfednictvim vypoctl vybérovych
parovych korelacnich koeficientti mezi jednotlivymi ukazateli
u vSech zpisobt otravy olovem. Bylo jisténo, Ze s délkou doby
expozice olovu rostou i korelace mezi jednotlivymi indikatory
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otravy. U osob s delsi dobou expozice (a tim pddem i s tzv.
vyS$$im depozitem) dochdzi po poddni antidot ke zvySenému
vylucovani indikdtord otravy.

Z vypoctenych vysledkt vyplynulo, Ze nejvyssi hodnoty
parovych korela¢nich koeficientti byly nalezeny mezi koncen-
traci, resp. absolutnim mnozstvim kyseliny 8-aminolevulové
a ostatnimi indikdtory. Pro potvrzeni tohoto zavéru bude vsak
tieba provést srovnani vétstho poctu vzorkl od riznych pa-
cientl pfi riiznych typech otrav.

AutoFi dékuji za financni podporu grantu GA CR reg. ¢
203/98/P239.
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T. Navritil’, Z. Dlaskova”, D. Pelclova®, and L. Novot-
ny® (‘“UNESCO Trace Element Satellite Centre, J. Heyrovsky
Institute of Physical Chemistry, Academy of Sciences of the
Czech Republic, "Toxicological Laboratory, Clinic for Occu-
pational Diseases, First Medical Faculty, Charles University,
Prague): Use of Voltammetric Methods for Investigation
of Lead Content in Organism in Various Intoxications

Applicability of voltammetric methods to lead determi-
nation in various intoxications was verified. The measure-
ments proved that voltammetry is, from the viewpoints of time
and investment demands as well as accuracy, an appropriate
method for diagnosis of all types of lead intoxications.
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AZEOTROPICKY NASTAVEC PRO ESTERIFIKACE
V ROZPOUSTEDLECH LEHCICH NEZ VODA,
MODIFIKOVANY PRO POUZITI
MOLEKULOVEHO SITA
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1. Uvod

Azeotropické ndstavce se béZné pouzivaji pii organickych
preparacich ' pii kterych se uvoliiuje reakéni voda, napf. pii
esterifikacich, provddénych v rozpoustédlech tvoficich s vo-
dou azeotropickou smés. Nékdy se vSak stavd, Ze vrouci
rozpoustédlo s sebou strhavd mald mnozstvi néjaké latky,
napf. nékteré z reak¢nich komponent, kterd mize ptisobit jako
kompatibilizator smési organické rozpoustédlo—voda, a misto
ostfe oddélenych fazi se v ndstavci tvoii emulze. V nékterych
piipadech se tento problém da obejit tak, Ze pfimo do reakéni
smési vlozime aktivované molekulové sito, které reakéni vodu
vaze (v takovém piipadé se 1ze obejit i bez ndstavce, pouze se
zpétnym chladi¢em), ale tento postup neni univerzdlni a mize
mit za ndsledek nezanedbatelné ztraty produktu. Podle uspo-
fadani navrzeného v tomto prispévku je molekulové sito umis-
téno tak, aby nepfislo do styku s reagujici smési.

2. Technické provedeni

V nasi laboratofi se pro malé objemy reakéni smési a pro
rozpoustédla leh¢i nez voda osvédcila ndsledujici konstrukce
azeotropického nastavce, ktery kombinuje oddélovani vody
z azeotropu s jejim zachycovdnim v molekulovém situ mimo
vlastn{ reak¢ni smés. Aparat dovoluje i provadéni reakei pod
inertni atmosférou. Jeho funkce je zfejmd z obr. 1: baika
s reak¢ni smési se umistuje na zdbrus a, do prostoru nad fritu
b se nasype aktivované molekulové sito; zdbrus c-1 mutze
slouZit k pfipojeni teploméru nebo délici ndlevky, zabrus c-2
pak k umisténi probublavacky s vhodnou nédplni pro kontrolu
pruchodu inertniho plynu, ptivddéného trojcestnym kohoutem
d; trubice e nemad funkci kolony, nybrz slouzi k vyvedenf{ par
nad droven molekulového sita s co nejmensimi tepelnymi
ztratami (evakuovany pldst je vyhodny, ale 1ze jej samoziejmé
nahradit jinou izolaci); pdry se po kondenzaci vodnim chla-
dicem fa zachyceni vody sitem vraceji zpét do barnky sifonem
g; tlakovy gradient, ktery vzdy vznikd mezi prostorem nad
sitem a pod fritou b, je nutné vyrovnavat trubici h. (Frita b
mize nékdy ,;rozrazet” eventudlni stékajici emulzi, takZe se
Ize v nékterych pifpadech obejit bez molekulového sita a vzni-
kajici vodu oddélit kohoutem i.)
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Obr. 1. Azeotropicky nastavec: Vsechny zdbrusy (a, c-1, ¢-2) jsou
NZ-14; b je vtavena frita s velkou porozitou (S-0), d trojcestny kohout
pro piivod inertniho plynu, e evakuovany izolaéni plast, f vodni
chladic, g sifon pro zpétny tok rozpoustédla, 4 trubice pro vyrovnavani
tlakového rozdilu, i teflonovy kohout (napf. Rotaflo) pro event. vy-
pousténi reakeni vody, j otvor ve stonku

3. Priklady pouziti

Uvedena aparatura byla s tspéchem pouzita pro nasledu-
jici dvé esterifikace, vyzadujici Setrné podminky: i) pfiprava
6-sulfanylhexyl-3-(3,5-di-terc-butyl-4-hydroxyfenyl)propanod-
tu z kyseliny 3-(3,5-di-ferc-butyl-4-hydroxyfenyl)propanové
a 6-sulfanylhexan-1-olu, ii) ptiprava 3-(3,5-di-terc-butyl-4-
-hydroxyfenyl)propyl-3-sulfanylpropanoatu z 3-(3,5-di-terc-
-butyl-4-hydroxyfenyl)propan-1-olu a kyseliny 3-sulfanylpro-
panové. V obou piipadech bylo pouZito molekulové sito (typ
4A, 8x12 mesh, Union Carbide) aktivované v proudu dusiku
pri 300 °C, benzen jako rozpoustédlo a kyselina 4-methylben-
zen-1-sulfonovd jako katalyzdtor. (Thioly jsou vSeobecné cit-
livé vici vzdusnému kysliku, a proto byly obé esterifikace
provadény pod argonem.)
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Laboratorni pfistroje a postupy

J. PodesSva (Institute of Macromolecular Chemistry, Aca-
demy of Sciences of the Czech Republic, Prague): An Azeo-
tropic Adapter Designed for Small-Scale Esterifications
Using Solvents Lighter than Water

A glass apparatus has been designed for performing small-
-scale esterifications in solvents such as benzene. To prevent
formation of solvent/water emulsion, water released is trapped
by an active molecular sieve which is located outside the
reaction mixture. The adapter can also be used for reactions
under inert atmosphere. Two application examples are given.
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Recenze

RECENZE

Miroslav Raab:

Materidly a ¢lovék

(Netradi¢ni tivod do soucasné materidlové védy)
Encyklopedicky diim, Praha 1999. Stran 228; cena 290,— K¢.

Materidlovd véda je ndzev oboru v cestiné dosud malo
pouzivany, ackoliv jde o vyznamnou védni disciplinu, jezZ se
vyrazné konstituovala v druhé poloviné 20. stolet{ jako ,,ma-
terial science‘a patfi k nejprogresivnéjSim védeckym a tech-
nickym obortim posledni doby. Pod ndzvem nauka o materidlu
byl tento obor u nds jiz dlouho uzndvan a mél svou tradici
zejména na vysokych Skoldch strojntho zaméfeni. Pozndni
Sirsich souvislosti, plynoucich z ndstupu novych typid materid-
14 (zejména organickych polymernich, novych materidld ke-
ramickych aj.), zdGraznilo potiebu posileni ucelené discipliny
integrujici poznatky fyziky, chemie a aplikovanych véd pod
nahofe uvedenym ndzvem.

V ceské odborné literatuie jiz delSi dobu zfetelné chybéla
soubornd price, jez by se zabyvala vSemi typy materidlt
a ukdzala ndzorn€, Ze materidlovd véda je vyhranénym oborem
zasluhujicim zvySenou pozornost. Tuto mezeru vypliiuje sym-
bem nejen dnesni odborny pohled na materidly tradi¢ni i mo-
derni, ale uvadi také souvislosti s vyvojem lidské civilizace,
v niz materidly hraly od praddvna vyznamnou roli. Jestlize lze
knihu oznacit za popularizujici, pak to neznamend jeji nizkou
ndro¢nost ani potlaceni védeckych aspektd. Knihu oceni ze-
jména Ctendfi, usilujici o ucelenou informovanost o trendech
védy a techniky, a také pracovnici materidlovych obort, jimz
uz8i odborné zaméfeni a specializované prostiedi nékdy nesky-
td mnoho podnétti k tomu, aby uvazovali o zobecnéni specidl-
nich poznatkd nebo o jejich umisténi do SirsSiho kontextu.

Uvodni stati knihy se zamysleji nad historii materidlt
a revoluénimi zménami v jejich vyvoji az po dnesek, a také
nad perspektivami dal$tho vyvoje. Na tyto ivahy pak navazuji
kapitoly o poznatcich, jez tvofi zdklad materidlové védy.
Predevsim jsou to otdzky podstaty hmoty, latek a materidld
z pohledu chemické vazby a krystalové struktury (v¢. latek
amorfnich). Materidl je zde definovan jako to, z Ceho je
udéldno néco fyzického (hmotného) a uZite¢ného (str. 49), coz
je zuzend definice béZného vicevyznamového slova materidl,
a tak je tento pojem chdpan v materidlové véde. Snad by bylo
mozno tuto definici doplnit zdlraznénim pevné konzistence
a prevazujici fyzikdlni funkce materidld. Jak autor uvadi, jeho
zamérem bylo soustfedit se hlavné na materidly konstruként,
atomu odpovidd zafazeni pomérné rozsahlé kapitoly o mecha-
nice materidld a mechanickych vlastnostech, zatimco o jinych
fyzikdlnich vlastnostech se pojedndvd pozdé&ji v souvislosti
s jednotlivymi typy materidlt a jejich vyuzitim, ¢asto v sou-
vislosti s realizaci novych vyrobnich postupli nebo novych
fyzikédlnich objevl. Autor vénuje pozornost také materidlim
kompozitnim, o nichZ se pojedndava z pohledu dominujicich
mechanickych vlastnosti, v souvislosti s typem jednotlivych
fazi kompozitu, az po tzv. nanokompozity, jez jsou dnes
intenzivné studovény.
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Dalsi kapitoly se zabyvaji podrobnéji jednotlivymi ty-
py materidld, jez jsou rozdéleny obvyklym zplisobem na ma-
teridly kovové, anorganické nekovové a organické polymerni.
Tyto partie uvadeji v priméfené proporci historické udaje
a mezniky ve vyvoji materidld, na nichZ lze dobfe demon-
strovat vyvoj ndzor(l na strukturu a vztah k vlastnostem. Ve-
dle tradi¢nich materidli jsou akcentovany progresivni typy
a sméry vyvoje (napf. kovovd skla, keramické supravodice,
optickd vldkna, kapalné krystalické polymery, hydrogely aj.).
Zejména kapitola o polymernich materidlech dava autoro-
vi prilezitost ukdzat poutavym zplsobem sled objevi, jez
tento obor pfivedly k dne$ni urovni a k dneSnimu vyzna-
mu. Stati o anorganickych materidlech rovnéz dobfe vystihu-
ji podstatné rysy a pestrost této skupiny materidld, i kdyz
obsahuji nékteré neptesnosti. To je dosti obvykly idél auto-
rl, usilujicich o postiZeni Sir§ich souvislosti a obecné&jsi in-
terpretace v oblastech, jeZ jsou jejich aktivnimu plisoben{
vzddlenéjsi (tdZ nesndz postihuje ovSem i recenzenta takové
prdce).

K nejzajimavéjsim statim knihy nélezi kapitola o piirod-
nich materidlech, jez vzdy byly, a dosud jsou pro vyjimecné
mechanické vlastnosti inspiraci pro dal$i vyvoj materidlovych
obort (dfevo, kosti, ulity a lastury, pavouci vldkna aj.). Zaveé-
recné kapitoly pojedndvaji o reologickych aspektech materia-
lové védy, o starnuti a inavé materidll, krdtce také o jejich
korozi a degradaci. Materidly pro tiet{ tisicileti se budou patrné
vyvijet zejména ve sméru materidli kompozitnich, biomime-
tickych (napodobujicich pfirodni materidlové principy) a tzv.
inteligentnich (chytrych) materidlt reagujicich zménou vlast-
nosti na vné&jsi podnéty.

Zavérem lze konstatovat, Ze materidlova véda se jako obor
pivodné formovala na zdkladé prevazné fyzikalniho pohledu,
kdy spole¢nym jmenovatelem materidldi, bez ohledu na che-
mickou podstatu, jsou fyzikdlni vlastnosti mechanické, optic-
ké, elektrické aj., jez urcuji funkci a pouZiti daného materidlu.
Vyznam chemickych piistupli se projevil v plné mife s ndstu-
pem organickych polymerd, kde je zv14st zietelné, Ze struktura
a vysledné vlastnosti jsou zdlezitosti chemickych procesi
pripravy materidlti, cozZ plati ov§em i pro materidly anorganic-
ké, kovové i nekovové. V chemickém pohledu se vSak zvyraz-
fiuje rozdil mezi hlavnimi skupinami materidld v tom smyslu,
Ze polymerni materidly navazuji hlavné na makromolekularn{
chemii, zatimco anorganické materidly vyuZivaji, vedle kla-
sické anorganické chemie, specifické discipliny jako je che-
mie pevnych ldtek, vysokoteplotni chemie aj. Pojednani o ma-
teridlech v jednoticim pohledu fyziky a chemie je vsak v kaz-
dém piipadé uzitecné a podnétné.

Autorovi se podatilo znamenitym zpsobem ptibliZit ma-
teridlové obory §ir$i odborné vefejnosti, Kniha si zaslouZz{
vielé doporucent jak pro svoji védeckou a odbornou hodnotu,
tak i pro zajimavé a ctivé poddni. MiiZe také byt vyznamnou
pomickou pii rozhodovéni absolvent stiednich §kol i vyso-
koskoldki o dal§im sméru studia.

Jan Hlavdc
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Osobni zpravy

OSOBNI ZPRAVY

K Sedesatinam RNDr. Vaclava Machacka, DrSc.

RNDr. Machacek, narozeny 28.6.1940, absolvoval Vyssi
prumyslovou $kolu chemickou v Mosté se zaméfenim na
vyrobu paliv a ¢isténi odpadnich vod. Jiz pfi studiu inklino-
val k pfemyslivé prici, proto ho vice zaujala analytickd a fy-
zikdlni chemie nez technologické predndsky. Po maturité do-
stal umisténku do tehdejsich Stalinovych zavodd. Zde ovsem
nevydrzel dlouho, protoZe ocelovd monstra na néj pusobila
depresivné. Presel do zdavodu Reagencie v Kralupech nad
Vltavou — laboratorni vyroba a analyza ¢istych chemikalii.
Po ukonceni vlastenecké povinnosti v armadé zastal ve vo-
jenském sportovnim oddile a nastoupil do vojenskych labo-
ratofi. Zde si ho vSimnul dr. Mali¢ky, byvaly asistent prof.
Tomicka, pro jeho preciznost a samostatnost v laboratorni pra-
ci. Doslova ho dotlacil k ddlkovému studiu na jeho byvalé
,-alma mater* — PfF UK, se zaméfenim na analytickou chemii.
Zde se poprvé setkal s takovymi veli¢inami jako byli profesofi
Zyka, Suk, Dolezal, Maldt a dalsi, které predtim znal jen
z literatury. Studium ukoncil v roce 1969, téma jeho diplomo-
vé prdce bylo ,,Kinetické studium bromace organickych sulfi-
dd pomoci coulometrie s biamperometrickou indikaci*, pod
vedenim prof. Zyky a pak prof. Dolezala. Béhem studia nav-
Stévoval i diskusni krouzky toxikologické a farmaceutické
analyzy prof. Skramovského. Rigorézni préci obhdjil v roce
1974 na téma ,,Vyuziti modernich metod v analyze psycho-
tropnich latek*. Slozil atestaci z farmaceutické analyzy a
spolupracoval s Vojenskou technickou akademii v Brné a
Vojenskou lékatskou fakultou v Hradci Kralové. Pak mu ale
bylo jako nestranikovi znemoZnéno pracovat ddle v této ob-
lasti, a na doporuceni prof. Zyky nastoupil do analytické la-
boratofe ve Vyzkumném tstavu rostlinné vyroby (VURV)
v Praze. V roce 1975-78 absolvoval postgradudlni studium
modernich analytickych metod na VSCHT v Praze. Ve VURV
se vénoval modernizaci a automatizaci laboratofi pro sériové
analyzy pud a rostlin. Zacal fesit piidni dynamiku fosforu ve
vztahu k vyzivé rostlin. Byl inicidtorem tuzemskych kruho-
vych testil a zapojeni i do testli mezindrodnich. Kandidatskou
diserta¢ni praci obhdjil za necelé tfi roky, v roce 1981, na PfF
UK v Praze na téma ,Extrakéné spektrofotometrické sta-
noveni fosforu v ptde, rostlinich a vodé pomoci tenzidd*
pod vedenim prof. Maldta. Tato prace méla po publikaci v M-
icrochemical Journal velky ohlas ve svété (54 Zadosti o sepa-
rdt) a kromé pozvanek na rtizné konference dostal autor i po-
zvanky na stdZe. Bohuzel musel pozvani vZdy sluSné od-
reknout...

Po roce 1989 zacal jubilant pomyslet na doktorskou diser-
taci. Po ovéfeni starSich vysledkil a ziskdni novych teoretic-
kych poznatkt zacal v roce 1994 se sepisovanim prdce na téma
,,VyuZzit{ statickych a kinetickych metod pro stanoveni pfi-

stupného fosforu v ptidé“. V oboru ,,Obecnd produkce rostlin-
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na* obhdjil praci v kvétnu 1997 a védeckou radou CZU v Praze
mu byla udé€lena védeckd hodnost: Doktor zemédélsko-lesnic-
kych véd.

RNDr. Machécek pracuje aktivné i mimo svou vlastni
védeckou experimentdlni ¢innost. Od roku 1979 byl ¢lenem
Komise ptidni chemie a agrochemie pii Ceskoslovenské aka-
demii zemédéelskych véd, od roku 1982 jako ¢len predsednic-
tva této komise a zarovei predseda pracovni skupiny ,,Analy-
tické metody*, az do jejiho rozdéleni v roce 1993 na CAZV
a SAPV. Byl odbornym garantem 5 analytickych seminéia.
Soucasné byl kooptovan do Komise vyZivy rostlin odboru
rostlinné vyroby CAZV. Na mezinarodnim poli byl od roku
1985 hlavnim fesitelem za CSSR v mezindrodni komisi RVHP
pro studium pidniho fosforu, za coz mu bylo udéleno i cestné
uzndni. V roce 1987 byl odbornym garantem mezindrodni
konference v Praze s timto tematickym zaméfenim. Je dopi-
sujicim clenem svétové organizace pro fosfor IMPHOS se
sidlem v Casablance a ¢lenem Evropské agronomické spolec-
nosti. Nyni je ¢lenem védecké rady pro vyzivu rostlin VURV.
Kromé dlouholetého &lenstvi v Ceské spolecnosti chemické je
i ¢lenem Ceské pedologické spolecnosti. V sou¢asnosti pracu-
je ve funkci vedouciho Oddéleni soustav hnojeni Odboru
vyzivy rostlin VURV.

Vysledky své védecké prace RNDr. Machicek, DrSc.
publikoval sim nebo jako spoluautor ve 32 zavérecnych a dil-
¢ich zpravach a ve 48 publikacich ve védeckém a odborném
tisku; 53 praci je uvedeno ve sbornicich riznych mezindrod-
nich a tuzemskych konferenci a semindid. Publikace mély
velky ohlas ve svété, coz potvrzuje ptes 200 zadosti o separaty,
nejvice z USA a z Némecka. Byla mu udélena tfi ,,Autorskd
osvédceni na analytické metody stanoveni pidniho fosforu
pomoci iontoménicl a jejich vyuziti pro vyzivu rostlin. Jeho
prace jsou uvddény v piehlednych sbornicich jako Soil and
Fertilizers, Field Crop Abstract, Referativnyj Zurnal, Revision
Bibliografia Metodes de Extraccion and Abano. Pedagogické
préci se systematicky nevénoval, byl v§ak konzultantem riz-
nych praci na CZU — Praha, MZLU — Brno a Jihoceské
univerzité — Ceské Budgjovice.

Spolupracovnici RNDr. Machdcka oceniuji jeho vstficnost,
otevienost, kolegialitu a dnes silné opomijeny filozoficky
nadhled nad ,,vSespasitelnym* materialistickym konzumnim
myslenim. Stéle si zachovava sportovni optimismus, a to nejen
na teoretické urovni, nybrZ i prakticky: prohdni horské kolo
a pii své dobré fyzické kondici jezdi v kategorii veterdnd
nékolik maratént ro¢né!

Sirokd rozvétvend rodina rostlinnych vyzivaia a pedologii
mu ke ,.kulatému® Zivotnimu jubileu srde¢né gratuluje a pieje
mu do dalsich let neutuchajici energii a aktivitu v pracii v sou-
kromi. At Ti to, Vdclave, jesté dlouho dobfe Slape!

Jaroslav Prugar
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