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ViBuCh Zadéani 3. série (12. ro¢nik)

Vzd&lavaci ikurz pro budouci chemiky

Uvodnik

Drazi (po)zustali ViBuCh fesici,

nebudeme mainstream a neza¢neme posledni ivodnik slovy ,Rok se s rokem sesel“, protoze to
délaji na konci roéniku vsichni a my jsme too cool for that. Ale doopravdy, rok se s rokem seSel.
Rok. . .spi§ tak sedm meésicu, které ubéhly od doby, kdy jsme vas vitali do zacitku podzimu.
A ano, je to flashback na prvni sérii.

Kazdopadné v té treti, a pro letoSek posledni, vas opét ¢eka pét velice kvalitnich tloh. My
orgové i soviska milujeme memes, takze jak zapocit konec ro¢niku? Pfece pravé s memes. Pak
vas ¢eka néco fakt super a to suprahrdinové nekovalentnich interakci. Samoziejmé nezertujeme.
Tentokrat to neni zadny aprilovy zertik, a tak vam nebudeme slibovat zadné dinosaury, ale fakt
ultra mega namakané moderni enzymborce. Kazdopadné jak April, tak Velikonoce uz jsou za
nami a nic tak radostného nas uz do léta nec¢ekd. OvSem s 1étem pfichazi i podzim a s podzimem
dyné. Zatimco budete ¢ekat na ty opravdové a s nimi i zadani prvni série dalsiho roéniku, muzete
se pobavit NMR spektry chemickych dyni. Ale ted zcela vdZné a bez vSech Zertil, uz se vam
podarilo vypatrat toho Analytika?

Pokud ne, nezoufejte. I kdyz by se to mohlo zdat, tato série neni vasi posledni Sanci. Prihlaste
na Letni soustfedéni ViBuChu a ptijed'te ve dnech 7.-13. 8. 2022 do Brna. © A kam Ze médte
posilat prihldsky? Bedlivé sledujte nas FB a IG, kde se véas vSechno dozvite. ©

A nezapomeiite, soustfedko je tu jen pro ty nejlepsi z Vs, tak nazhavte mozkové buiiky a pustte
se do feSeni posledni série. Piejeme vam hodné stésti (a hlavné zabavy)!

Za ViBuCh orgtym

Maru a Hanka.
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S5 — A prece se kryji! (pata tivodni tloha)

Autorka:  Anna Matéjkovd (e-mail: anna-matejkova@seznam.cz) 6 bodu

Venniv diagram, nebo také Euleriv-Vennuv diagram predstavil v roce 1881 profesor John Venn
z Anglie. Vy jste se s nim nejspise setkali, kdyz jste se ve Skole ucili o mnozindch, a v memech.
Zndazornuje vztahy nékolika mnozin a jejich prvki.

Sovicka, tak jako asi v8ichni, miluje memy. Ale snad jesté radsi ma piirodni védy — ma-
tematiku, fyziku, biologii a pfedevsim chemii. Neni tedy divu, Zze se rozhodla spojit memes
s Vennovym diagramem a chemii. Pomozte ji vySperkovat jeji vzdélavaci meme.

Ukol 1: Z nabidky doplite prvky, slou¢eniny ¢i slitiny na spravnd mista diagramu. Jestli
si nejste jisti, uved’te struéné zdivodnéni umisténi dané latky. A pokud je ¢lovék opravdu na
pochybéch, vyplati se zacit s GHS symboly.

Toxicky

Nabidka: aceton, AssOg, Bry, CCly, Cly, Cr, Dural, Elektrum, Galinstan, Gd, Hg, HyO, Hy0s,
ch—COOH, KCN, K20r207, NaK, PH3, Ru, TI.

Ukol 2:
a) Pojmenujte nabizené prvky a slouceniny pomoci systematického nézvoslovi.
b) Napiste, ze kterych hlavnich prvka se skladaji uvedené ¢tyii slitiny.

c) Vyberte si ¢tyti z nabizenych latek a ke kazdé napiste dva mozné zpusoby vyuziti.

Ukol 3: Do kazdé z nasledujicich oblasti naseho Vennova diagramu vymyslete pravé jednu
dalsi chemicky c¢istou latku:

a) zelend

b) fialova

c) oranzova
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S6 — A prece se drzi (Sesta Gvodni tloha)

Autor:  Matis Chvogka (e-mail: mchvojka@mail.muni.cz) 7 bodu

Krome toho, Ze jsou atomy vdzdny v molekuldch pomoci kovalentnich vazeb, existuje i néekolik
dalsich zpisobi, jak spolu mohou atomy a molekuly interagovat, af uZ intramolekuldrné, nebo
intermolekuldrné. Vétsina téchto interakct je zpusobend vzdjemnym pritahovdnim kladnijch a zd-
porngch ndboju, které mohou byt docasné, nebo trvalé. Mnoho nekovalentnich interakci na-
jdeme naptiklad v proteinech, kde jsou zodpovédné za vznik sekunddrni a tercidrni struktury.
Par prikladi takoviych nekovalentnich interakei si predstavime a ukdZeme v této iloze.

Snad nejznaméjsi a nejcastéji se objevujici nekovalentni interakci je vodikova vazba. Pokud
je atom vodiku kovalentné navazany na jiny atom, ktery ma vyrazné vyssi elektronegativitu
(napiiklad kyslik nebo dusik), potom se na atomu vodiku nachézi oblast se snizenou elektro-
novou hustotou (donor vodikové vazby). Tato oblast pritahuje ¢ésti jinych molekul s vysokou
elektronovou hustotou (akceptory vodikové vazby), jako jsou napiiklad volné elektronové pary
nebo anionty. Uhel X0~—H%* . ..A~ vodikové vazby je pomérné flexibilni — muze byt v rozmezi
90° az 180°. Energeticky mize byt vodikova vazba pomérné slabd — piiblizné 1-2 kJ mol~! —
zéroven ale jiné vodikové vazby dosahuji az hodnot kolem 160 kJ mol~!, napiiklad mezi mole-
kulami hydrogenfluoridu (HFY ).

Ukol 1: Tato hodnota (160 kJ mol~!) piesahuje vazebné energie nékterych kovalentnich vazeb.
Uved'te pifklad kovalentni vazby, kterd mé energii nizsf nez 160 kJ mol~!.

Trochu méné tradiénim donorem vodikové vazby muze byt i C-H vazba, pokud je do-
statecné polarizovand a elektronova hustota je lokalizovana spiSe na uhliku pfitomnosti elek-
tronakceptornich skupin v molekule.

Ukol 2: Nakreslete /vymyslete analog methanu (jiny nez na obrazku 1), ktery bude vhodnym
donorem vodikové vazby.

Podobny charakter jako vodikové vazby maji i vazby halogenové. V tomto piipadé je polari-
zovanym atomem, na kterém je misto se snizenou hustotou, brom nebo jod. Chlor a fluor se jako
donory halogenové vazby pouzit nedaji, protoze jsou malé a tim padem i Spatné polarizovatelné.
Halogenova vazba se od vodikové lisi tim, ze je silné geometricky orientovand — prakticky se
setkdme jen s pripady, kdy m4 thel R9~-I%F . ..A~ velikost 180°. Rozsah energif je podobny jako
pro vodikovou vazbu, typické jsou hodnoty v rozmezi 10-200 kJ mol~!. Na obrazku 1 si mizete
porovnat rozlozeni elektronové hustoty trifluormethanu (vlevo) a jodtrifluormethanu (vpravo).
Vsimnéte si, ze oblast s nizkou elektronovou hustotou okolo atomu vodiku je o mnoho vétsi nez
ta na atomu jodu.

200
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Obr. 1: Vypomtane elektrostatické potencidly trifluormethanu (vlevo) a jodotrifluoromethanu
(vpravo). Cervenou barvou jsou zndzornéna mista s vysokou elektronovou hustotou a modrou
barvou s nizkou elektronovou hustotou.
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Halogenové vazby se také oznacuji jako interakce se o-dirou, jelikoz jsou to interakce s nizkou
elektronovou hustotou (tj. dirou) na o-vazbeé.

Ukol 3: Existuje vice typu interakei se o-dirou. Nejdéte jejich ndzvy a ke kazdé uved'te piiklad.
Sipkou vyznacte, kde budou interagovat s akceptorem.

Interakce s m-vazbami jsou dalsi kategorii nekovalentnich interakci. Ruznymi substituenty
v blizkosti 7 vazeb je muzeme polarizovat (tj. pFesunout elektronovou hustotu pfevézné na je-
den z atomu, které tuto vazbu tvoii) nebo jejich elektronovou hustotu zvysit nebo snizit. S
elektronové bohatymi m-vazbami ¢asto interaguji kationty nebo kovy. Mnoho téchto interakci je
prvnim krokem v reakcich katalyzovanych komplexy pfechodnych kovi. V ptipadé elektronové
chudych vazeb bude vyhodna jejich interakce s ¢asticemi, které obsahuji mnoho elektronu, jako
napiiklad anionty. Sila takovych interakci muze byt riznd — od 1-2 kJ mol™! az po vice nez
100 kJ mol~'. Smér interakci zalezi na konkrétnim rozlozeni elektronové hustoty obou intera-
gujicich latek.

Ukol 4: Nakreslete, jak spolu mohou interagovat dvé molekuly benzenu a jak jedna molekula
benzenu s jednou molekulou hexafluorbenzenu. Vyuzit k tomu muzete obrazek 2.

S$eoa

Obr. 2: Vypocitané elektrostatické potencidly benzenu (vlevo) a hexafluorbenzenu (vpravo).
Cervenou barvou jsou zndzornéna mista s vysokou elektronovou hustotou a modrou barvou
s nizkou elektronovou hustotou.
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Samoziejmé velikost vSech vySe zminénych interakei bude zaviset na okolnim prostfedi. Jinak
silné budou vzajemné interagovat napiiklad boéni fetézce lysinu a kyseliny glutamové na povrchu
proteinu nez uvniti néj.

Ukol 5:  Serad'te nasledujici prostiedi vzestupné podle toho, jak silné v nich budou elektrosta-
tické interakce:

voda, dimethylsulfoxid, vodny roztok NaCl, chloroform, vakuum, hexan, methanol, tetra-
hydrofuran

Zajimavym zpusobem, jak spojit dvé ruzné molekuly bez toho, aby spolu viibec néjak inte-
ragovaly, je vytvofit mechanickou vazbu. Napiiklad dva spojené kruhy se nazyvaji katenany. Na
obrazku 3 vidite jeden takovy piiklad.

Obr. 3: Dva kruhy spojené mechanickou vazbou.
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Ukol 6: Jak se daji tyto kruhy oddélit? Jak velkd energie na to bude potieba?
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A3 — Malé, ale sikovné! — Cesta za superenzymy

Autor:  Daniel Pluskal (e-mail: pluskal.daniel@gmail.com) 12 bodu

Jejich revirem je prostiedi s vice nez 50% obsahem organickijch rozpoustédel. Jejich katalytické
schopnosti jsou vraZedné. Jejich protivnict jsou pro béiné enzymy inertni molekuly, nizkd se-
lektivita a dalsi evoluci dané limity. Stabilni a plné funkéni pri teplotdch prekracujicich bod
vary vody. InZenyrské enzymy jsou vyvijeny ve dne v noct — jejich ukolem je byt katalytickym
ndstrojem nasi budoucnosti.

T dud dud didddd. . .

InZzenyrské enzymy, tzn. enzymy cilené navrzené

¢i upravené c¢lovékem, jsou nedocenitelnymi ndstroji Enzym Inzennyky enzym
snad v kazdém odvétvi moderniho biotechnologického divokeho typu &
prumyslu, od potravinaistvi a zemédélstvi pies vyrobu .
lé¢iv ¢i biopaliv az po piimé aplikace, napf¥. bioremedi- :

ace. Cilem proteinového inzenyrstvi je tak priprava “‘L ‘ p
enzymu §itych na miru pro jakykoliv predstavitelny ot A As

ucel. Inzenyrsky enzym muze mit oproti divokému  Alené, pHkleslo 00.01, Vydrzim viechno, dovedu
t 1E| lepd teplotni stabilit tol . jak mam za takovych cokoliv a kdyZ mi feknete,
ypu'| enzymu vylepSenou teplotni stabilitu, toleranci bodminek pracoval? orozeru se treba zdil
vuci organickym rozpoustédlim, zdokonalené kataly-

tické schopmnosti ¢i selektivitu anebo muze mit dokonce

vlastnosti zcela nové, evoluéni limity zaSlapat do zemé a katalyzovat v piirodé se vibec nevy-
skytujici reakce za vyuziti pro piirodni enzymy nedotknutelnych substratu.

Ukol 1: Pod pojmem mutace se rozumi zména v nukleotidové sekvenci DNA. Nasledkem
jedné nebo vice mutaci v kodujicim genu pak muze dojit ke zméné aminokyselinové sekvence
kédovaného proteinu, ¢ehoz se v proteinovém inzenyrstvi hojné vyuziva. Jaky je rozdil mezi
substitucni a indelovou bodovou mutaci? Ke kterému z téchto typu mutace dochézi v prirodeé
castéji a proc?

Ukol 2: Biochemik povédél svému kolegovi, genetikovi, ze objevil novou mutantni formu he-
moglobinu, ve kterém je jedno residuum lysinu nahrazeno aspartatem. Genetik byl objevem
znacné piekvapen a poslal svého pritele zpatky do laboratofe, aby zjisténi jesté ovéril. Proc
genetik pochyboval o zminéné zdméné aminokyselinového residua? Jaké jiné zameény (Lys — ?)
by pro genetika byly uvétitelnéjsi?

Cesta za superenzymy, inzenyrsky zdokonalenymi biokatalyzatory, je malokdy pfimocara.
Casto se musi vyzkouset vice postupil, vracet se na predchozi rozcesti a zkouset jiné sméry, nez
nakonec natrefime na ten spravny. Jednim ze zpusobu, jak tuhle pout podstoupit, je tzv. de novo
design, kdy je inzenyrsky enzym navrzeny od zdkladu az po stfechu clovékem. Tento pfistup
je vsak jesté v plenkdch a co se analogie k cestovani tyce, ,sice je to dél, zato horsi streka,“
kdy vysledky jsou zatim spise skromné. V soucCasnosti nejcastéjsim postupem je proto iterativné
vylepSovat to, co uz v pfirodé néjak funguje. Tak odpadaji starosti se stavbou zékladu, jenom
Soupneme tohle sem a tamto zase jinam, zaclonky zrusime a po mirnych Upraviach mame tuplné
jiné staveni. S tim se ale poji to, ze abychom mohli néco upravovat, musime to napfed znat.

'Pod pojmem ,divoky typ“ se oznacuje takova forma molekuly/organismu, které se bézné vyskytuje v piirods.
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Za ucelem zisku informaci o novych enzymech se vyuzivaji metagenomické pristupy, kdy
odebereme biologicky vzorek z vybraného prostiedi, z néj izolujeme veskerou DNA (oznac¢ovanou
jako eDNA | tzv. environmentalni DNA) a tu sekvenujeme tzv. ,shotgun“ metodami — zkratka, co
nam neutece, to je bez milosti osekvenovano. Pro tyto ucely jsou obzvlasté atraktivni extrémni
prostfedi, jako odpadni voda z povrchovych dola, hlubokomoiska viidla, horka, kyseld puda
okolo vulkdnu, antarkticky permafrost, extrémné sland jezera a dalsi prazdninové lokality.

Ukol 3: Pro¢ jsou lokality s extrémnimi podminkami tak atraktivnim zdrojem eDNA?

Vysledkem metagenomickych metod jsou kolosalni databaze sekvenci nukleovych kyselin
i proteinu, které je z divodu ohromného objemu dat nutné zpracovavat strojové. Jednim z nej-
vyuzivanéjsich zpusobu in silico analyzy sekvenci biopolymeru je tzv. alignment (= prikladani
¢i zarovnani) aneb ,najdi sedm rozdilu“. Pfi tomto postupu, ktery je typicky provddén pomoci
heuristickych algoritmu (napf. BLAST anebo FASTA) jsou sekvence porovnavény pro nalezeni
podobnosti na zakladé definovanych pravidel a limitl, kdy je mozné na zakladé urcité sekvence
v databdazi dohleddvat sekvence piibuzné, ale tfeba s pozménénymi vlastnostmi ¢i funkei.

Ukol 4: J aky je rozdil mezi enzymy homolognimi a analogickymi z hlediska jejich funkce a pii-
buznosti sekvence? Na zakladé kterého z téchto vztahu detekuje podobnost sekvenci algoritmus
BLAST?

Jakmile mame k dispozici vhodny vychozi enzym, muzeme se zamyslet nad tim, co bychom
si prali, aby vysledny inzenyrsky enzym dovedl. ,Mily Jezisku, pfal bych si, aby muj enzym byl
néjakd grantova agentura. Pak nicméné dochazi na laméni chleba — jak naseho vysnéného cile
dosahnout?

Prvnim ze zpusobu vyvoje inzenyrskych enzymu je fizend evoluce (= directed evolu-
tion). Tento piistup je vlastné glorifikovanou metodou ,pokus-omyl“ dotazenou do extréma.
Vezmeme gen pro vychozi enzym a ten riznymi zpusoby ndhodné promutovavame, ¢imz vytvaii-
me rozsahlé mnoziny, tzv. knihovny mutantnich variant vychoziho genu, lisicich se od néj ve zpra-
vidla 1-5 nukleotidech resp. 1-3 aminokyselinach translatovaného enzymu. 7 téchto knihoven pak
vybirame mutanty, u kterych doslo k nejvyznamnéjsimu posunu funkce kyzenym smérem a pro
né postup opakujeme — mutageneze, produkce, vybér nejlepsich mutantu. . . — a tak to déldme tak
dlouho, dokud nemame gen pro enzym pozadovanych kvalit. Mimikujeme tak vlastné pfirozeny
proces evoluce, az na to, ze kritéria, na zakladé kterych dany gen ,piezije“ a je predan dalSim
generacim, si vybirame dle libosti. Vzhledem k tomu, ze, slovy Cave Johnsona ,hazime védou
proti zdi, abychom gzjistili, zda se néco prilepi“, pro tento pfistup neni nutna prakticky zadna
znalost struktury ¢i reakéniho mechanismu puvodniho enzymu. Metoda je to nicméné extrémné
pracna; mutantni knihovny jsou velice rozsahlé, a proto pro jejich procesdvani potiebujeme
vysoce vykonné a robustni metody.

Ukol 5: Dvéma zakladnimi piistupy pro vybér mutantnich variant enzymu s vylepSenymi
vlastnostmi jsou screeming a selekce. Jaky je mezi témito pristupy rozdil? Jaké jsou vyhody
a nevyhody téchto pfistupu?

Ukol 6: Uvazujte vychozi protein o délce 320 aminokyselinovych residui (prumérné délce pro-
karyotniho proteinu). Pokud bychom chtéli provést vzdy pravé dvé aminokyselinové substituce
kdekoliv na jeho fetézci, kolik ruznych variant proteinu muzeme ziskat? Kolik ruznych polypep-
tidovych fetézcu o délce 320 aminokyselin teoreticky existuje? Pokud bychom zvladli analyzovat
2500 mutantnich variant proteinu za sekundu (vykon state-of-the-art mikrofluidickych metod),
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jak dlouho by trvala analyza prvni (mutagenezni) a druhé (kompletni) knihovny variant? V obou
piipadech predpokladejte, ze pracujete se sadou 20 standardnich proteinogennich aminokyselin.

Nedocenitelnym pomocnikem molekularnich biologu je PCR, tedy polymerasova retézova
reakce (= polymerase chain reaction resp. ,Pipette — Cry — Repeat®), kterd umoziuje
amplifikaci, neboli zmnozeni libovolného regionu templiatové DNA. Pii PCR cyklicky opaku-
jeme tfi kroky: prvnim z nich je denaturace, kdy se od sebe vlivem vysoké teploty (cca 95 °C)
oddeéluji dva fetézce dvousroubovice templatové DNA. Druhym krokem je hybridizace, kdy na
sekvenci DNA pii nizsi teploté (cca 50-65 °C) specificky nasedaji tzv. primery, kratké syntetické
fragmenty jednotetézcové DNA (ssDNA = single-stranded DNA), kterymi vymezujeme oblast
templatové DNA pro amplifikaci. Poslednim krokem je syntéza, kdy na naSe primery nasedd
DNA polymerasa, ktera pii cca 72 °C primery prodluzuje a syntetizuje tak fetézec DNA kom-
plementarni k templatu. Pro ndhodnou mutagenezi se vyuziva varianta PCR, tzv. error-prone
PCR (epPCR; PCR nichylna k chybam), pii které naschval déldme vsechno ,Spatné“:
nastavujeme neidealni podminky, podporujeme nedokonalosti metody, pridavame nepfirozené
piimeési, pipetujeme se zavazanyma oc¢ima, nespime zdravych osm hodin denné. .. A tak docilime
toho, co pfi bézné PCR rozhodné nechceme: aby pii replikaci DNA nastavaly chyby.

Ukol 7: Uved'te pét konkrétnich piikladu toho, co se pii epPCR déla oproti bézné PCR
LSpatné“ a strucné vysvétlete, na jakém principu kazda z téchto zmén prispiva ke zvyseni chy-

bovosti PCR.

Dalsim z piistupl tvorby inzZenyrskych enzymu je racionalni design. Oproti fizené evo-
luci, kde o sebe mlatime kamenim a obcas vylétne jiskra, pfi raciondlnim designu provadime
v sekvenci enzymu zmény vysoce individualizované. Zavadime tak jen hrstku pfesné defino-
vanych mutaci na pfedem precizné vytipovanych mistech, pro které jsme piredpovédéli vysokou
pravdépodobnost toho, Ze nas enzym vylepsi presné tak, jak chceme. Tyto specifické mutace
zpravidla opét provadime pomoci PCR metody mistné cilené mutageneze za vyuziti mu-
tantnich primeru. Abychom ale mohli postupovat takto vysoce sofistikované, musime mit dany
enzym dukladné prostudovany z hlediska struktury i funkce a dokonale chapat, jakou roli kterd
aminokyselina hraje; volba mutaci je tedy naprosto klicova pro uspéch metody.

Ukol 8: Proteolyticky enzym vymyslenasa katalyzuje hydrolyzu peptidové vazby, a to speci-
ficky za tryptofany, fenylalaniny a tyrosiny substratového polypeptidu. Aktivni misto vymys-
lenasy (nize) se totiz sklddd z mista vazebného (a), které rozpoznavé a vaze pouze tyto tii
aminokyseliny a teprve po dspésné vazbé muze katalytické misto (b) fetézec za rozpoznanou
aminokyselinou ustiihnout. Pokud byste aktivni misto vymyslenasy inzenyrsky upravili do po-
doby A, B nebo C, které aminokyseliny byste predpokladali, ze bude vymyslenasa rozpoznavat?
Kterd aminokyselina, pokud by nésledovala bezprostiredné za tou rozpoznavanou, by mohla
¢innost vymyslenasy narusit a proc¢?
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myslenasa
o

/5 (9] NH

Casto se stavd, ze se z hlediska pochopeni daného enzymu nachézime nékde uprostied.
Sice uz néco vime, ale ne dost na to, abychom se pokusili o jeho racionalni design. Zaroven
toho ale vime dostatek, aby se ndm nechtélo piplat s pracnou fizenou evoluci. A to kyselo je
moc kysely a brambordk moc bramborovej. A pravé v téchto situacich pfichézi ke slovu treti
z piistupti proteinového inzenyrstvi: semi-racionalni design. Pomoci toho, co uz o daném
enzymu vime, a prediktivnich algoritmi, kterymi doplnujeme chybéjici stiipky na zakladé vlast-
nosti podobnych enzymt, vytipovavame konkrétni aminokyseliny ¢i regiony v aminokyselinové
sekvenci, které nejpravdépodobnéji ovlivni funkci naseho enzymu. Pak opét provadime ndhodnou
¢i saturaéni mutagenezi (kdy danou aminokyselinu zkusime vyménit za vSechny ostatni amino-
kyseliny), tentokrat ale cilenou na vytipované regiony, coz oproti fizené evoluci nejenze zvysuje
pravdépodobnost zdokonalujicich mutaci, ale i vyznamné zmenSuje mutantni knihovny, a tak
usnadniuje jejich analyzu. AvSak ani tento pifistup neni zcela blbuvzdorny: neni mutace jako
mutace.

Ukol 9: Glycin je aminokyselina, kterd byva pii evoluci proteinu ¢asto vysoce konzervovana.
Proc?

Ukol 10:  Mutace, kterd vedla k zdméné residua alaninu uvniti struktury enzymu vydumanasy
na isoleucin (Ala — Ile), vedla ke ztraté vydumanasové aktivity. Pokud vsak soucasné s touto
mutaci nastane druha mutace na jiné pozici v fetézci, ktera zméni aminokyselinu valin na glycin
(Val — Gly), aktivita vydumanasy se obnovi. Jak by tato druhd mutace mohla vést k obnoveni
aktivity vydumanasy?

Ukol 11: Proteinovy inzenyr dostal za kol vylepsit globularni enzym tomatasu pro in vitro
produkci rajské omacky. Cely nadseny a srsici napady si vSechny rozumné piistupy zapsal do
svého zapisniku. Kdyz skoncil, dostal ze vSech téch myslenek na rajskou hlad, a tak se Sel
naobédvat. Ale ouha, co se nestalo, zapisnik se béhem tficetiminutové obédpauzy stal predmétem
promyslené prumyslové sabotaze Spionem najatym spole¢nosti Kopr a. s., které by velkovyroba
rajské lezla do ziskl z prodeje vlastni koprovky. Kdyz se proteinovy inzenyr vratil do kanceléte,
nestacil se divit: ndpadu v zdpisniku pfes obéd néjak pribylo! Pomozte proteinovému inzenyrovi
zjistit, které napady jsou jeho, a mohly by vést k vylepseni tomatasy, a které mu do zapisniku
pripsal zlomyslny Spion. Sva rozhodnuti stru¢né zduvodnéte:

1. Saturacni mutageneze residua histidinu, které je vysoce konzervované napfic vSemi enzymy
pribuznymi tomatase, za ticelem vylepSeni tomatasové aktivity
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2. Zaména residui asparaginu a glutaminu tomatasy za jiné aminokyseliny za tcelem vy-
lepSeni stability a aktivity tomatasy za vyssi teploty

3. Zaména dvou cysteinu, které jsou v sekvenci tomatasy vzdélené, ale v trojrozmérné struk-
tufe tomatasy se nachézeji blizko sebe, za seriny, za ticelem obecného vylepseni stability
tomatasy (predpoklddejte, ze tomatasa je extracelularni enzym)

4. Inzenyrstvi geometrie aktivniho mista tomatasy pro zesileni vazby produktu a zeslabeni
vazby transitniho stavu tomatasové reakce za tcelem vylepSeni tomatasové aktivity

5. Zaména fenylalaninu vystaveného na povrchu trojrozmérné struktury tomatasy za serin
za Ucelem zvySeni rozpustnosti tomatasy ve vodé

6. Saturacni mutageneze regionu aminokyselin s vysokou hodnotou krystalografického B-
-faktoru (Debye-Wallerova faktoru) za tc¢elem vylepseni stability tomatasy za vyssi teploty

Tak jsme si nastinili strategii proteinového inzenyrstvi. Pristup fizené evoluce pro situ-
ace, kdy moc nevime, racionalniho designu pro ptipady, kdy naopak vime, a nakonec semi-
-racionalniho designu pro ptipady, kdy toho vime tak akorat, abychom védéli, ze toho zase tolik
nevime. Také jsme si predstavili alignment a nakousnuli prediktivni vypocetni metody, jejichz
ultimatnim cilem je presnd predikce struktury a funkce daného oligopeptidu ab initio, tedy
pouze na zakladé aminokyselinové sekvence a ni¢eho jiného, hotova hudba budoucnosti; to vse
v souéasnosti zazivd velky boom. A byt je proteinové inzenyrstvi stale jesté v pifsloveénych
plenkéach, jiz dnes nezpochybnitelné plati, ze:

wZatimco v minulosti byly procesy zaloZené na cinnosti enzymi designovdny na zdkladé li-
mitaci dangch enzymy, dnes jsou inZenyrské enzymy Sité na miru, aby presné splnovaly ndroky
dané procesem.”
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B3 — Straslivé malé magnety

Autorka:  Petra Pikulovd (e-mail: |pikulova@mail.muni.cz) 13 bodu

Chemici s oblibou vyuzivaji ke studiu molekul spektroskopickych metod, a jednou z téch,
které maji nejradéji, je nuklearni magnetickd rezonance. NMR spektroskopie vyuziva toho, ze
jadra s nenulovym spinem maji magneticky moment. Ten interaguje s vnéjsim magnetickym
polem spektrometru a s vnitinimi magnetickymi poli v molekule a lze s nim manipulovat pomoci
pulzu radiofrekvenéniho zéfeni, coz ndm umoziiuje mérit spektra a ziskdvat z nich chemicky
zajimavé informace. V této tloze se nebudeme do detaili zabyvat tim, jak NMR fungujeE]
Misto toho se zaméiime na zakladni veli¢inu, kterd popisuje signdl ve spektru, chemicky posun.
A protoze nas zajimaji paramagnetické latky, ukazeme si hlavné to, co s chemickym posunem
dovede udélat pritomnost neparového elektronu v molekule.

Magneticky moment jadra je pfimo imérny jeho spinovému momentu hybnosti

-
—

w=I, (1)

kde i je magneticky dipdlovy moment jadra, I je spinovy moment hybnosti, a v je gyromag-
neticky pomér, konstanta charakteristickd pro dany izotop. Velikost tohoto vektoru pak bude

lul = |v[A/I(1 + 1), (2)

kde I je spinové kvantové ¢islo. V NMR spektroskopii se nejéastéji vyuzivaji jadra se spinem
1= %, mezi néz patif napt. 'H, 3C, PN.

Méri se frekvence, s niz magnetické momenty jader ve vzorku vykondvaji precesni pohybE]
kolem vektoru magnetického pole spektrometru. Larmorova precesni frekvence jadra v molekule
zavisi na gyromagnetickém pomeéru, velikosti vnéjsiho pole a chemickém okoli daného jadra

wi = —YBioe,i = —v(1 — 04) By (3)

kde By je vnéjs{ magnetické pole spektrometru a Bj,.; je lokdlni magnetické pole pocitované
jadrem i. To, jakym zpusobem se od sebe tato pole lisi, je popsano stinici konstantou o. Stinici
konstanta se lisi pro ruzné jadra ve stejné molekule, pokud nejsou chemicky ekvivalentni, proto
napi. v 'H NMR spektru ethanolu budeme pozorovat tii signdly o mirné odlisnych frekvencich,
jeden pro -CHj skupinu, druhy pro -CHs- skupinu a tiet{ pro -OH skupinu.

Stinici konstanta vyjadfuje zménu oproti holému jadru a neni snadno experimentalné do-
stupna. V experimentalni NMR spektroskopii se k vyjadieni naméfenych frekvenci obvykle
vyuziva jiné bezrozmérné veli¢iny zvané chemicky posun

5 = Wi T~ Wref 10 ppm = w x 10% ppm, (4)

Wref — Oref
kterd vyjadiuje relativni zménu frekvence vici referenénimu signalu. Velikost chemického posunu
na rozdil od rezonanc¢ni frekvence w nezavisi na vnéj$im magnetickém poli a tedy na pouzitém
spektrometru. Jako referenéni slouéenina se pro jadra 'H a '3C vyuzivé tetramethylsilan. Mizete

2Pokud jste o NMR spektroskopii jesté nikdy neslyseli, lze jako struény tivod doporuéit vasi pozornosti studijni
text vypracovany Dr. Zdenikem Moravcem pro jeden z predchozich roéniki ViBuChu. Naleznete jej na odkazu
http://vibuch.math.muni.cz/upload/zadani/2015/Z2-NMR.pdf

SPrecese neni zadna vysada spinu, kterd by byla dédna jeho “kvantovosti”. Jde o piiklad precese momentu
hybnosti okolo vnéjstho pole, které na néj pusobi momentem sily. V klasické fyzice snadno najdeme analogii
v pohybu gyroskopu v tthovém poli Zemé - viz napi. https://www.youtube.com/watch?v=7aRKAXD4dAg
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si vSimnout, Ze nejhezci volbou reference v rovnici 4] by bylo holé jadro, pro néz je oy rovno
nule, pak bychom dostali absolutni chemicky posun, pro néjz plati §; = —o;.

Jelikoz rozdily lokalnich poli a proto i frekvenci jsou velice malé, udava se chemicky posun
obvykle jako parts per million.

Ukol 1: Jaky je chemicky posun v ppm, pokud resonanéni frekvence sledovaného jadra 'H mé
hodnotu 400,0010 MHz a resonancni frekvence reference ma hodnotu 400,0004 MHz?

Ukol 2: To, ze se v molekule rezonancni frekvence odliSuje od holého jadra, je zpusobeno
piitomnosti elektront. Struéné vysvétlete fyzikalni mechanismus, jimz elektrony ovliviiuji rezo-
nanc¢ni frekvenci jadra (v pripadé diamagnetickych létek).

U diamagnetickych latek jsou chemické posuny jednotlivych typu funkénich skupin dobie
znamé a lze je najit v tabulkdch. U paramagnetickych molekul, které zajimaji nés, je to ale
komplikovanéjsi, signdly se objevuji v tézko predvidatelnych oblastech, které tabulkovym hod-
notam vibec nemuseji odpovidat. Signdl se dokonce nemusi ani nachézet v bézné mérené oblasti,
a pak je problém jej viibec detekovat. Puvodcem téchto efektt je interakce mezi spinem sledo-
vaného jadra a neparového elektronu. Podobné jako jaderny spin je i elektronovy spin doprovazen
magnetickym momentem, ktery je mu piimo imeérny s konstantou 7.

Ukol 3: Kolikrat je magneticky moment elektronu vétsi nez magneticky moment jadra 'H?
|v(*H)| = 2.675222 x 10® rad-s" T, |y.| = 1.760859 x 10! rad-s"t-T-1. Jak velky (vétsi - stejny
- mensf) magneticky moment maji v porovnani s 'H dalsi bézné métend jadra, jako je C, 1°N?

Jak lze vytuSit z feSeni tikolu 3, muze byt vliv magnetického momentu elektronu na magne-
ticky moment jadra dosti velky (pfispévek k lokalnimu magnetickému poli muze byt i mnohem
vétsi nez prispévek mechanismu z tikolu 3). V obrazku 1 naleznete 'H a '*C NMR spektra para-
magnetického komplexu Ru(III), ktery je strukturné piibuzny slou¢eniné NAMI-A. Elektronova
konfigurace odpovida dubletu.

“ 303 K

\\ 273 K

\ \H2 243K

0 5 -10 -15 [ppm) 140 120 100 80 [ppm] RU I—A

Obr. 1: Cést 'H a *C NMR spektra molekuly na obrazku pfi riiznych teplotach (DMF-dy,
700 MHz). Piky oznacené Sedé nélezi uhlikim protiontu, jimz je 4-kyanopyridinium. [1]

Ukol 4: Jaky je typicky rozsah chemickych posuntt v 'H NMR spektrech diamagnetickych
latek? V jaké oblasti chemickych posunt se obvykle objevuji signaly uhliki aromata?

V NMR spektrech paramagnetickych molekul se chemicky posun déli na dva piispévky

6tot — 5orb + 5hf (5)
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Prvni orbitdlni piispévek si muzeme predstavit jako chemicky posun, jaky by sledované jadro
meélo v diamagnetickém analogu studované latky. Do druhého hyperjemného ptispévku se pak
schova cely efekt neparového elektronu.

Jisté jste si vSimli, ze chemicky posun ve spektrech z obrazku 1 se silné méni s teplotou.
Piispevek 6"/ je totiz teplotné zévisly. V piiznivém piipadé, jakym je ten nas, mé tato zévislost
tvar Curieho zékona

A
5tot(T) — 6orb + ? (6)

kde 897 je tisek na ose y a A je smérnice zavislosti.

Ukol 5: Vyuzijte spekter z obrazku 1 k sestaveni Curieho zavislosti pro signaly H3, Me, C2,
C3 a CN. Jak na to:

1. Z NMR spektra odectéte chemicky posun signalu pfi tfech ruznych teploté‘chﬁ Odectené
posuny uved'te ve svém feseni, napi. formou tabulky.

2. Pro signél vyneste do grafu zévislost chemického posunu d na reciproké teploté 1/T" (v grafu
budou jen tii body) a prolozte body piimkou.

Tyto grafy uved'te v feSeni véetné zjisténé rovnice pifmky.

Ukol 6: Na zikladé porovnani vami ziskanych rovnic s rovnicemi [5] a |6f doplite tabulku.
Odpovidaji ziskané 6°™° tomu, co byste ¢ekali od diamagnetického analogu dané l‘citky

H3 | Me | C2 | C3 | CN

(Sorb

6" (293 K)
5t (293 K)

Hyperjemny posun nemusi byt jen jakési nezajimavé ¢&islo, které ndm ztrpéuje interpretaci
NMR spekter. Obsahuje v sobé informace o neparovém elektronu a struktufe studované molekuly.
Tradi¢né se déli na dva prispévky

5hf — 5fc_’_5pc7

kde prvni se nazyva Fermiho kontaktni a druhy pseudokontaktni. Kontaktni piispévek je zpuso-
ben spinovou hustotou piimo v misté jadra a aby byl tento mechanismus efektivni, je zapotiebi
propojeni sledovaného jadra s paramagnetickym centrem (v nasem piipadé Ru) pfes maly pocet
chemickych vazeb, coz je pro jddra molekuly RuLA splnéno.

Spinova hustota charakterizuje rozlozeni elektronového spinu v molekule a je definovana jako

spin _ 3

p p* = .

Kladna hodnota znamena, ze je v daném misté vétsi hustota pravdépodobnosti nalezeni elektronu
se spinem «, a zapornd hodnota zase vySsi hustotu pravdépodobnosti nalezeni elektronu se
spinem (. Nase molekula obsahuje jeden neparovy elektron a rozlozeni spinové hustoty do velké
miry kopiruje podobu orbitalu SOMO. Spinova hustota je veli¢ina, kterou lze modelovat pomoci
kvantové-chemickych vypocéti. Vysledek vypoctu pro anion RulLA naleznete v obrazku 2.

4Doporucuji si spektra vytisknout a chemicky posun odeéist pomoci pravitka. Nebude to nijak piesné, ale
pokud budete postupovat peclivé, mélo by to stacit k tomu, aby vam vychazely rozumné hodnoty.

5Pokud nevite, dopomozte si tabulkami chemickych posunt. Také by vAm mohlo pomoci si znovu prohlédnout
spektrum z obrazku 1.

15



Zadéani 3. série (12. ro¢nik)

0.001 a.u. 0.0001 a.u. 0.00001 a.u

Obr. 2: Spinova hustota aniontu RuLA zobrazena pfi ruznych isohodnotach, modra =
prebytek spinu «, ¢ervend = prebytek spinu 8. Vypocitdno v programu ADF [2]

Ukol 7: 'V jakém typu orbitalu centrdlnfho atomu Ru (s/p/d/f) se nachézi neparovy elektron
v aniontu RuLLA?

Ukol 8: Pro atomy uhliku zhodnotte, zda koreluje znaménko hyperjemného posunu, které jste
urcili ze spektra, se spinovou hustotou v obrazku 2.

Nyni se vrhneme na uplné jinou situaci, kdy je naopak piispévek pies vazby zanedbatelny
a dominuje pseudokontaktni piispévek, ktery pusobi pies prostor. Budeme se zajimat o nekova-
lentni interakce paramagnetickych komplexu Ru(III) s kavitandem cucurbit[7]urilem, které lze
studovat pomoci NMR ]

V obrazku 3 je zobrazeno NMR spektrum samotného cucurbit[7]urilu a NMR spektrum
vzorku, ktery vznikl smichdanim cucurbit[7]urilu a paramagnetického komplexu RuL.B v poméru
1:1. Druhé spektrum tedy nalezi supramolekule RuLBQCB7. Pov§imnéte si, ze v tuto chvili se uz
nedivdme na jadra komplexu RuLB, ale na jadra cucurbit[7]urilu, kterd s paramagnetickym cent-
rem nejsou nijak spojena chemickou vazbou, protoze RuLB se do kavity CB[7] vaze nekovalentné.
Zménu chemického posunu mezi volnou a vdzanou formou cucurbi[7]urilu (Ad = dypazana — Ovolna)
interpretujeme jako pseudokontaktni posunm

Ukol 9: Vysvétlete, proc¢ jsou signaly Ha a Hb dublety. Také vysvétlete, pro¢ se v NMR, spektru
supramolekuly RuLBQCB[7] objevuje pét ruznych signalu cucurbit|7]urilu, kdyz v NMR spektru
samotného cucurbit|7]urilu jsou signédly pouze tii.

SNMR studiu supramolekuldrnich interakei se v jednom z piedeslych roénika ViBuChu blize vénovala Jana
Lapesovéa ve svych tlohdch o bambusurilech, pokud vas to zajim&, doporucuji nahlédnout do studijniho textu
http://vibuch.math.muni.cz/upload/zadani/2018/B4-studmat.pdf

‘Zanedbdvdme tim zménu orbitdlniho ptispévku v dusledku navdzdni RuLB do kavity, tato zména by ale
neméla byt velikd, protoze protony sméfuji vné kavity a nejsou v tésném kontaktu s navdzanym hostem.
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CB[7] z
a+a’ b+b'
: y
Ha X
RuLB@CB7 ‘
c Hb ~ 3
Hc i \ )
g a b'b Hb' - “
,___,HL Ha'
6.0 55 50 40 [ppm] CB[7] RuLB
Obr. 3: NMR spektrum volného cucurbit[7]urilu a supramolekuly RuLB@QCBJ7] (700 MHz,
D,0, 298 K) [3]

Ukol 10: Z NMR spektra v obrdzku 3 odeététe pseudokontaktn{ chemické posuny pro atomy
Ha, Hb, He, Hb’, Ha’ cucurbit[7]urilu a dopliite je do tabulky.

Ha | Hb | He | Hb’ | Ha’

AG = §%°

V piiloze na strankach ViBuChu naleznete zip se tfemi soubory .xyz. Jedna se o tii hypote-
tické struktury supramolekuly RuLBQCB([7]. Pfilozeny jsou také tii soubory .txt, v nichz byly
z .xyz souboru vybrény a setiizeny soufadnice atomu Ha, Hb, He, Hb’, Ha’ cucurbit[7]urilu.
Data jsou ve formatu typ_atomu : x : y : z. Soufadnice jsou v jednotkéch A.

Ukol 11:  Oteviete .xyz soubory v grafickém programu, ktery umi vykreslovat chemické struk-
tury (doporucuji napt. Avogadro). U kazdé struktury si ulozte pékny obrazek a pfilozte jej
k Tesend.

Ukol 12: Uz z pohledu na navrzené struktury vam muze byt jasné, ze nékteré z nich jsou
vice prijatelné nez jiné. Zkuste si je vSechny potfadné prohlédnout a vysvétlete, proc¢ si myslite,
ze jsou realistické, piip. nerealistické. (Pfemyslejte nad tim, zda nejsou nékteré atomy v prilis
tésném kontaktu, nad tim, ze experiment probiha ve vodé...)

Pseudokontaktni prispévek pochazi z primé dipol-dipélové interakce magnetického momentu
elektronu a jadra pies prostor. Jeho velikost zavisi na poloze jadra vuci paramagnetickému
centru a na magnetické susceptibilité charakterizujici dané paramagnetické centrum. Magne-
tickd susceptibilita je materidlova veli¢ina, kterd popisuje, jakou magnetizaci v latce vyvola
vnéjsi magnetické pole. Makroskopickd magnetizace vznika Castecnou orientaci magnetickych
momentl, v nasem piipadé jde o jakysi iidaj o primérném magnetickém momentu elektronu.

Magneticka susceptibilita molekuly neni ve vSech smérech stejna. Pokud bude vnéjsi magne-
tické pole mifit podél vazby Ru-Cl, bude vznikly magneticky moment jiny, nez kdyz bude mifit
podél vazby Ru-S. Proto neni magneticka susceptibilita charakterizovana jen jednim ¢islem, ale
hned tfemi ¢isly (. charakterizuje magnetickou susceptibilitu ve sméru x, podobné pro y a z)
a orientaci tif odpovidajicich os va¢i molekule.

Rovnice pro pseudokontaktni posun ve specialnim piipadé, kdy je model molekuly piizniveé
orientovan v prostoru (to je nas pripad) ma tvar
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1
§Pe — 53 |:AX(I$ (3 cos? 9 — 1) + gAth sin? ¥ cos 2¢ (7)
kde
Xzz + X
Aan = e - X200 A = Xew Y ®)

Rovnice [7] je vyjddrena ve sférickych soufadnicich r, 9, . Jiz jste se s nimi setkali v prvnf
sérii, kde poslouzily pro vyjadieni problému atomu vodiku a jeho feSeni v podobé atomovych
orbitali. Pro dalsi ilohu se vam budou hodit vztahy pro prevod z kartézskych soufadnic z, y, z
do sférickych?]

r= a2+ y?+ 22 ¥ = arccos <E> © = arctg2(y, x). 9)
r

Pro molekulu RulLB z kvantové-chemického vypocétu vychézi vlastni hodnoty magnetické
susceptibility yae = 0,039970 A°, y,,, = 0,038891 A” a x.. = 0,025020 A°,

Ukol 13: Pomoci rovnice EI vypocitejte ze zadané magnetické susceptibility pseudokontaktni
posuny signalu Ha, Hb, He, Hb’, Ha’ pro tii hypotetické struktury. Jak na to:

e Vyuzijte svého oblibeného programu, navrhuji tabulkovy procesor Excel. Nejprve si pfi-
pravte funkce pro prevod kartézskych soutradnic na sférické a funkci pro vypocet pseu-
dokontaktniho posunu. Pak uz do prislusnych bunek pouze vepiSete kartézské souradnice
a FExcel vam vrati pseudokontaktni posun.

e Nezapomeiite posun uvadét v ppm (tedy ¢iselnou hodnotu vynésobit 10).

e V souborech .txt jsou pohromadé vzdy soufadnice jednoho typu jader v dané supramo-
lekule. Pres tyto ekvivalentni atomy je tfeba pseudokontaktni posun priamérovat.

e Do Excelu lze snadno importovat data v podobé CSV (zdlozka Data - Natist data - Ze
souboru - Z Text/CSV), coz by mél byt snesitelny zpusob, jak dostat vsechny kartézské
souradnice z .txt souboru do své excelovské tabulky.

e At budete postupovat jakkoliv, sviij postup dikladné zdokumentujte, naptiklad piilozte
k feseni primo tabulku v Excelu, v niz jste posuny pocitali. Tabulka shrnujici zprumérované
vysledky bez postupu nestaci.

e Pokud piece jen nevite, jak vypocet provést efektivné pro vSechny zadané atomy, uvedte
v TeSeni alespon rucni vypocet pro konkrétni pripad prvniho atomu typu Ha v souboru
cb7_at_ru hydrogens.txt. Dostanete body za tlohu 13, ptipravite se vSak o tlohu 14.

8Funkce arctg2 fesf problém nejednoznacnosti samotné funkce arctg, kterd vraci hodnoty pouze od —5 do 3

a nerozliSuje mezi (z,y) v prvnim a tfetim nebo druhém a ¢tvrtém kvadrantu. Napifklad v Excelu je tato funkce
dostupnd, ¢ehoz muzete vyuzit k feseni tkolu 13.
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Ukol 14: Na zdkladé vypocitanych pseudokontaktnich posunt rozhodnéte, kterd z poloh kom-
plexu RulLB v kavité cucurbit[7]urilu je konzistentni s naméfenymi posuny. Nezaleknéte se toho,
7e posuny nesedi ¢iselné zcela dokonale a soustied’te se radéji na znaménka.

Rovnice[7], pripadné jejtho obecnéjsiho tvaru, se vyuzivd i mnohem kvantitativnéji, nez jsme
to provedli my. Pokud je ke studované molekule pfipevnéna paramagnetickd znacka, u niz je
znama magnetickd susceptibilita y, a povede se namérit pseudokontaktni posuny pro mnoho
jader, pak tyto posuny lze pouzit jako vazné podminky pro urceni struktury. Jelikoz kazdy
pseudokontaktni posun zavisi na poloze jadra vuci paramagnetickému centru (r, 9, ¢), sada
naméfenych pseudokontaktnich posunt implicitné obsahuje informace o polohach jader vuci
sobé. Tohoto se napiiklad vyuziva pfi studiu struktur biomakromolekul.

Tim kondi tfeti a posledni tiloha o kvantové chemii, NMR spektroskopii a paramagnetickych
molekulach. Tésim se na vase feSeni a doufam, ze s nékterymi z véds se setkdm na letnim
soustiedéni ©
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C3 — A mame té!

Autorky: Zuzana Bilkovd a Simona Rozdrka Jilkovd 12 bodu
(e-mail: rozarka.jilkova@recetox.muni.cz)

,...aneaneanel*
Doporucujeme vyuzit tabulkového editoru.

Na Analytika jsme se jiz poradné pfipravili. Vybrali jsme vhodnou metodu a také jsme
si ovérili, jestli nase metoda bude na odhaleni Analytika fungovat. A uz se kone¢né dostdvame
k hledani, kde vSude se skutecné Analytik schovava. V prvni tloze jsme si fikali, ze pro Analytika
je v HPLC metodé typicky retenéni ¢as, podle kterého muzeme urcit, zda tam Analytik je, nebo
neni.

Ukol1: J aky se pro tento typ stanoveni pouzivé vyraz? (Ndpovéda: Typ stanoveni, kdy chceme
zjistit, ,co to je za latku®.)

Druhym typem stanoveni jsme schopni urcit, jaké mnozstvi Analytika se v jednotlivych
slozkéch zivotniho prostiedi nachézi.
Ukol 2: J aky bude vyraz pro toto stanoveni?
Ukol 3: Které parametry chromatogramu se meéni v zavislosti na mnozstvi Analytika ve
vzorku? Pokud si nejste jisti, ndpovédu vam zajisti druhd tloha o Analytikovi (C2).

Abychom zjistili, kolik Analytika ve vzorku méame, muzeme pouzit napi. metodu vnéjsiho
standardu a sestrojit kalibra¢ni kfivku. Budeme analyzovat sérii standardu o znamé, ale ruzné,
koncentraci StandAnalytika. V idedlnim piipadé ziskdme linedrni zdvislost abundance neboli
intenzity signdlu (zévislda proménnd, A) na koncentraci (nezavisld proménnd, c).

Ukol 4: Nacrtnéte, jak by mohl vypadat vySe popsany graf pro linedrni zavislost véetné
spravného oznaceni os podle uvedenych veli¢in.
Ukol 5: Napiste matematicky predpis pro:

a) obecnou rovnici linedrni kalibra¢ni piimky

b) rovnici pro vypocet koncentrace (s dosazenim pro abundanci)

V naSem ptipadé jsme vytvorili kalibraéni roztoky Stand Analytika o koncentracich 5, 10, 50,
100 a 500 ng ml .

Ukol 6: Pro piipravu kalibra¢nich roztoku o objemu 1,00 ml méte zasobni roztok StandA-
nalytika o koncentraci 1000 ng ml~'. Navrhnéte postup piipravy danych roztoku tak, abyste
nepipetovali méné jak 100 pl. Navrzené feseni podlozte vypocty. Uvédomte si, ze pracujete
s velmi nizkymi koncentracemi, takze muzete zanedbat kontrakci objemu.

Vytvorené kalibraéni roztoky jste zméfili a po pouziti softwaru jste ziskali jednotlivé abun-
dance (Tabulka 1).
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Ukol 7:  Z naméfenych hodnot (tabulka 1) vypocitejte smérnici kalibraéni piimky a vytvorte
konkrétni rovnici kalibra¢ni primky.

Tab. 1: Koncentrace a abundance Stand Analytika

Abundance
c (ng ml™1) (relative response)
(4)
) 834288
10 1744373
50 8288430
100 17161428
500 83903816

Kalibrace je hotova, ted uz zbyva zméfit redlny vzorek a zjistit, kolik tam toho Analytika je.
Na obrazku 1 je chromatogram Analytika. Na ose x je uveden retenc¢ni ¢as (Acqisition Time), na

ose y abundance (Counts) a u piku, ktery odpovidd nasemu Analytikovi, je uveden jeho retenéni
¢as a jeho abundance.

Ukol 8: Z rovnice kalibraéni primky vytvorené v tkolu 7 a z informaci ziskanych na obrazku
1 vypocitejte koncentraci Analytika ve vzorku.

+ MRM (308.2 - 70.0) 13.d

x10 B+ 10.05 min.
9684485

Counts

1.8

1.6

144

1.2

14

0.8+

0.6

0.4

0.2

0

97 98 99 10 101 102 103 104 105 106 107 108 109 11 111 112 113 114

Acquisition Time {min)

Obr. 1: Chromatogram Analytika.

Analytiku, uz té mame a muzeme si s tebou hrat. Kolik té je v pidé na mé zahradce?

Jako extrakéni metoda je v dnesni dobé hojné pouzivand metoda QuEChERS (pro vice
informac{ mrknéte na video https://youtu.be/21JxT-tAgpk). V zdsadé jde o to, ze se ke vzorku
prid4 extrakéni roztok a soli. Vznikly extrakt se odebere, a bud se jesté piecisti (pridaji se dalsi
reagenty jako soli nebo aminy), nebo vzorek muze byt rovnou analyzovan.
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Ukol 9: K suchému vzorku 5,27 g pudy priddame 5,00 ml vody, 5,00 ml acetonitrilu a smés soli.
V prubéhu extrakce vSechen Analytik pfechézi do acetonitrilu. Odebereme 3,00 ml acetonitrilu
a zakoncentrujeme jeho objem na 0,50 ml. Pro zlepSeni chromatografické separace se finalni
extrakt pred analyzou na kapalinovém chromatografu zfedi vodou v poméru 1:1, celkovy objem
vzorku je tedy 1,00 ml. Jaky bude hmotnostni zlomek Analytika v pudeé, jestlize byla naméiena
abundance 128141797

Postupujte dle nasledujicich korkt:

a) Pouzijte kalibracni kfivku z tlohy 7

b) Nezapomente do vypoctu zahrnout odebrani pouze 3,00 ml acetonitrilu

1

c¢) Vypoctéte hmotnostni zlomek a vysledek uved'te v poméru ug kg=! s jednim desetinnym

mistem

Analytika se Vam povedlo vypétrat. Gratulujeme! Jak takovy vyvoj metody redlné vypadd
na piistroji si budete moci vyzkouSet na letnim soustiedéni. T'ésime se na V4s!
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Sovicko, T4 SE CHYSTAS NA Dovoenuy
JE SNAD PRO VIBUCH ‘
VSECHNO  HOTovE 2

ANO, VEECHNY TR SERIE VYSLY. 2IMN) SOUSTREDEN!
JSHE 2VLADL) A LETMI 2 SE TAKM CHUSTA .

SMcm‘ |
PROC 4c1 OMDLELAZ

e m“i*‘

A PRIDESTE ¢E K ORGANIZACNIMU TIHU VIBUCHY !
Vite informac” u vakeho bl bencho  organon.
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