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Abstrakt

Tato bakalarska praca sa zameriava na pripravu a charakterizdciu komplexov zeleza
s aminokyselinami. Prica je v teoretickej Casti sustredend na rozobratie Zeleza ako esencidlneho
prvku v organizmoch, na jeho schopnost’ tvorit komplexy a na rozmanité biologické vlastnosti tychto
komplexov, ktoré moézu byt prirodzené az vedice k réoznym poruchdm ich metabolizmu.
PreStudovand literatura v praci sa orientuje na pripravu komplexov Fe(IIl) s aminokyselinami.
V experimentalnej casti prace sa venujeme titraCnym stanovenia zeta potencidlu a kritickej
agregacnej koncentracii, ktord bola stanovend len pri aminokyselindch L-lyzin akyseline
asparagovej. Taktiez sa venujeme zrdzacim reakciam, ktoré mali mali vytaznost vo vicSine
zvolenych aminokyselindch okrem cysteinu, ktorého mnozstvo bolo po uprave podmienok dokonca
dvojnasobné. Konstatovali sme, Ze vysledny vytazok zavisi hlavne od druhu pouzitej aminokyseliny,
tak isto aj od pouzitého rozpustadla a aj jeho mnozstva vyuzitého v syntéze.

KPiacové slova: Komplex Fe(Ill) s aminokyselinami, zeta potencidl, velkost Castic, zrazacie
experimenty, agregacia

Abstract

This bachelor thesis focuses on the preparation and characterization of iron complexes with amino
acids. The work in the theoretical part is focused on specification of iron as an essential element in
living organisms, on his abilities to build complexes and on its wide range of biological attributes
of these complexes, which can be natural or leading to various disorders of their metabolism. The
studied literature is oriented on preparation of Fe(Ill) complexes with amino acids. In the
experimental part of work we deal with titrational setting of zeta potential and critical aggregation
concentration which were set only for amino acids L-lysine and an Aspartic acid. We also deal with
coagulation reactions that had low yield in most of the selected amino acids except cystein, which
doubled its amount after the modification of the conditions. We have stated that the resulting yield
depends mainly on the type of used amino acid as well as on the used solvent and its amount used
in synthesis.

Keywords: Fe(Ill) complex with amino acids, zeta potential, particle size, coagual experiments,
aggregation
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1 UVOD

Zelezo ako ho pozname mé vieobecné vyuZitie. VAcSina z nas si ho predstavi v tlohe vyuZitia
k vyrobe vacsiny zakladnych technickych prostriedkov pouzivanych ¢lovekom. Vyznamné su
taktiez jeho zlG&eniny anorganické, organické alebo komplexné. Zelezo je tiez ddlezitym
biogénnym prvkom v organizme, ktoré sa vyskytuje v ¢ervenom krvnom farbive hemoglobin.
Vyskumu vzajomného vztahu zeleza s hemoglobinom bolo venovanych mnoho vedeckych
publikacii. K problematike produkcie komplexov zeleza moze prispiet d’alSia nevyhnutna
stavebnd jednotka organizmu ato je aminokyselina. Mozeme o nich hovorit’ ako
o bioanorganickych komplexoch, ktoré maju odlisnu stabilitu v zavislosti od aminokyseliny
a taktiez podmienok. Pri skumani komplexov vedci prisli na to, Ze vznikaji rézne nové
Struktury, ktorymi moézu obohatit’ kryStalograficki databazu a vyuzit ich vlastnosti aj
vo farmaceutickom priemysle.

Priaznivé ucinky komplexov boli potvrdené pri kombindcii s aminokyselinou glycin, ktora je
vyuzivana pri lieCbe anémie, ale tak isto ako vyzivovy doplnok. Dokonca aj pridavanie tychto
komplexov do vyZzivy rastlin dokazalo, Ze vplyvaji na lepsi rast, vyvin a vyvoj.

Pri skimani l'udského organizmu boli objavené nanocastice zeleza v mozgu pacientov
trpiacich na Parkinsonovu chorobu. Vedci hladali pri¢inu vzniku a mechanizmu tychto
nanodastic, kde s pravdepodobne zapojené aj komplexy Zeleza s aminokyselinami. Zelezo je
spojené s inymi neurodegenerativnymi chorobami, ako je Huntingtonova alebo Alzheimerova
choroba. Alzheimerova choroba je spajana so vzajomnou reakciou Zeleza s neurotransmitermi.
Mnohokrat ju mdze vyvolat’ tzv. oxidativny stres, o ma za nasledok aj rast rakovinovych
buniek.

Zistenia v mnohych vedeckych pracach naznacovali doéleziti Ulohu Zeleza v rdéznych
mechanizmoch v l'udskom tele, tak aj tato praca bude mat’ zdmer skumat’ a opisat’ interakcie
zeleza s jednotlivymi aminokyselinami.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Vseobecné vlastnosti Zeleza a jeho zlicenin

Zelezo je najrozsirenejsi kov na Zemi. V zemskej kore je vsak obsiahnuty len v podobe
zlaCenin. V hornindch tvoriacich zemsky povrch sa Zelezo v rydzom stave nachadza len vel'mi
zriedka.
Zelezo ma bezné oxidaéné stupne I1 a I11, ale st zname zli&eniny Zeleza aj s inymi oxidaénymi
stuptiami, napr. —II v Fe(CO),*, V FeO,> a VI vFeO,”. Zluteniny v tychto oxidatnych
stupnioch su vSak vel'mi zriedkavé. Zarad’ujeme ho do 8.skupiny periodickej sustavy prvkov.
Atémy Zeleza v zékladnom stave maji elektronova konfiguraciu (n-1)d®ns®. Podla
elektrénovej konfiguracie patri medzi prechodné prvky [1]. Pre relativne vysoké hodnoty
ionizaénych energii anizke hodnoty elektronegativit sa atomy zeleza v zliCeninach
nenachadzaji vo forme kationov, ale su viazané zvicsa kovalentnymi vdzbami s viac alebo
menej polarnym charakterom, ktory narastd so znizujucim sa oxidaénym ¢islom prislusného
atomu. Atomy Fe Casto vystupuju ako centralne atdémy v roznych komplexoch. Koordinacné
Cisla tychto atdmov su 4 a 6, su vSak zname zluceniny s koordinaénym ¢islom 5, 7, 8, 10.
Zelezo je prvkom, ktory ma v tuhom skupenstve pri laboratornej teplote typicku kovovi
Struktiru (o-Fe) kubicka priestorovo centrovani mriezku. Vystupuje v troch alotropickych
modifikaciach. Zelezo je pomerne mikké, Pahko sa kuje a valcuje. Chemicky je Zelezo
neuslachtily kov, ktory so zriedenymi neoxidujucimi kyselinami reaguje za vzniku
hexaakvazeleznatych kationov a divodika [2]

Fe(s) + 2H30%(aq) + 4H,0 (1) — [Fe(H;0)¢]**(aq) + Ha(g) (D
Cisté Zelezo mozno pripravit elektrolyzou vodnych roztokov Zeleznatych soli, alebo redukciou
oxidov a hydroxidov vodikom

2Fe0(OH) = Fe,04(s) + 2H,0 @)
Fe,04(s) + 3 H,(g) — 2Fe(s) + 3H,0 () 3)

V prirode je vel'mi roz8irené a mnoho minerdlov mu vdaci za svoju farbu. Za dolezité rudy
zeleza sa vSak povazuju len hematit Fe,O3, magnetit Fe;O4 a siderit FeCOs.

Pri zeleze su zname tri oxidy ideadlneho zlozenia FeO, Fe,0O3 a Fe;Oy, ktoré v skutocnosti nie
st celkom stechiometrické. Oxid Zeleznaty, tiez znamy ako Cierny prasSok, je pripraveny
zahrievanim §t'avelanu Zeleznatého za nepritomnosti vzduchu. Oxid Zelezity je znamy v dvoch
modifikaciach. Cervenohnedy a-Fe,O3 ma $truktiru korundu, v ktorej oxidacné iény su
v najtesnejSom hexagonalnom usporiadani. V druhej forme, y- Fe,O3, zaujimaju oxida¢né iény
najtesnejsie kubické usporiadanie. Cierny Fes;O4 sa vyskytuje v prirode ako mineral magnetit,
pripravuje sa aj v laboratériu zihanim oxidu Zelezitého [3].

Obr. 1 Porovnanie Struktary a-Fe,Os a FesO4[4]
Z binarnych zlicenin Zeleza a siry su vyznamné sulfid Zeleznaty a disulfid Zeleznaty. Obidva
mozno pripravit’ priamym zlu€ovanim siry a zeleza. Sulfid Zeleznaty sa pripravuje v podobe
¢iernej zrazeniny zo Zeleznatych soli zraZanym sulfidlom amoénnym. Je dobre rozpustny
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v kyselinadch. Obdobne ako oxid, aj sulfid Zeleznaty ma charakter bertolidu. Disulfid zeleznaty
FeS,, tzv. pyrit, je kubicky, v prirode velmi rozSireny mineradl. PouZiva sa najmd ako
vychodiskova surovina pri priprave kyseliny sirovej. Existuje aj ortorombicka modifikacia
disulfidu zeleznatého, tzv. markazit. Pyrit a markazit tvoria zIté krystaly kovového lesku [1].

2.1.1 Zliceniny chloridov Zeleza

Z chloridov zeleza st najzndmejsie chlorid zeleznaty a chlorid zelezity, ale ako d’alsi priklad sa
moze uviest aj hexahydrat chloridu Zelezitého.

Chlorid zeleznaty FeCl, je v bezvodnom stave ako pevna latka sivej farby. Z vodnych roztokov
krystalizuje ako tetrahydrat FeCl,-4H,O v podobe zelenych krystalov. Tato zlucenina je
pomerne reaktivna, comu nasvedcuje fakt, ze statim na vzduchu oxiduje na Cervenohnedy
chlorid Zelezity. Laboratérne ho moZzno pripravit’ reakciou Zeleza s kyselinou chlorovodikovou
v inertnej atmosfére. Avsak alternativnou metodou pripravy je reakcia chloridu zelezitého
s chlorbenzénom. V organickej chémii sa vyuZiva ako redukéné ¢inidlo a priemyselne sa
pouziva pri €isteni odpadovych vod, kde odstranuje toxické chromany [2].

Chlorid Zelezity FeCls; je svetlohneda zlucenina, ktord sa pri posobeni vlhkosti vzduchu
samovol'ne rozteka. Pripravuje sa priamou syntézou chloru a zeleza za nepritomnosti vlihkosti
a je to typicka kovalentna zluc¢enina, ktora v rozmedzi teplot 220-300°C sublimuje. Jeho pary
sa skladaji z molektl Fe,Cls. Roztoky chloridu Zelezitého sa pouzivaju v elektrotechnike,
za istych podmienok jeho kyslejSie roztoky su schopné rozpustat’ aj kovové zlato. TaktieZ sa
pouziva pri Cisteni odpadovych vod alebo sa z neho vyrabaja farbiva [1].

Dal$ou zli¢eninou je hexahydrat chloridu Zelezitého FeCls-6H,0, ktory je hnedoZltej farby.
Lahko sa rozpusta vo vode na roztok hnedastej farby, ktora pochadza od hydroxozelezitych
komplexov pritomnych v dosledku hydrolyzy. Pripravuje sa rozpustanim zeleza v kyseline
chlorovodikovej za sucasného pdsobenia chloru a naslednou krystalizaciou.

2.1.2 Komplexné zluceniny Zeleza

Najtypickej$im koordinaénym ¢&islom koordinaénych zlugenin Fe" je $est’ pri oktaédrickom
usporiadani ligandov. Zname su viak aj tetraédrické komplexy Fe", napr. niektoré komplexy
vieobecného vzorca FeX,”. Komplexné iony Fe'' sa ¢asto redukuju na analogické komplexné
iony Fe'.

MozZeme uviest’ aj priklady s tdajmi Standardnych oxidac¢no-redukénych potencidlov, ktoré
poukazuji na zavislost oxida¢no-redukénych vlastnosti komplexov od zloZenia ich
koordinac¢nej sféry.

[Fe(H,0)4]3" + e~ = [Fe(H,0)¢]%%; E° = 40,77V 4)
[Fe(CN)¢]3~ + e~ = [Fe(CN)6]*; E° = 40,36V (5)

Prikladom velkej tendencie tvorit koordinaéné zladeniny pri Fe" je wvznik
hexakyanozeleznatanového ionu [Fe(CN)g]*. Posobenim kyanidovych iénov na roztoky
zeleznatych soli ihned’ vznikd tento komplexny anion. KonStanta nestalosti tohto anionu
poukazuje na jeho vysoku termodynamicku stabilitu.

_ [Fe?**][cnT1®

- -37
nest = Jipecmel ] L ©

Vysokou stabilitou tohto aniénu mozno vysvetlit’, preco sa nepodarilo izolovat’ napr. Cisty
kyanid Zeleznaty. O vysokej stabilite anionu [Fe(CN)e]* sved& aj to, Ze v roztokoch,
obsahujucich tento anién, nemozno beznymi analytickymi postupmi kvalitativne dokazat’
pritomnost’ ani zeleznatého anidnu.

NajbeznejSou latkou v laboratdriach, obsahujicou i6n [Fe(CN)6]*, je trihydrat
hexakyanoZeleznatanu draselného K4[Fe(CN)g]-3H,0, tzv. zlta  krvna sol.
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HexakyanoZeleznatan draselny je prikladom nizkospinového oktaédrického komplexu Fe',
kde sa v dosledku silného ligandového pol'a na centralnom atoéme vytvorila konfiguracia (tzg)6
[1].

Dolezitou podvojnou solou je Mohrova sol (NH4),SO4FeSO4-6 H,O, ktora je stala
voci oxidacii vzduchom, ale aj strate vody. Pouziva sa v odmernej analyze k priprave
Standardnych roztokov dvojmocného Zeleza ajeho kalibracnych latok pri magnetickych
meraniach [5].

Aj Fe™ tvori prevazne oktaédrické komplexy a zriedkavejsie komplexy s tetraédrickou
stavbou, napr. FeCl’,. Najastejsie komplexy Fe' st také, v ktorych je centralny atom viazany
s ligandmi atomu kyslika. Pri trojmocnom zeleze je laboratorne najcastejSou draselnd sol,
ktora obsahuje hexakyanozelezitanovy anion, hexakyanozelezitan draselny Ks;[Fe(CN)¢], tzv.
ervena krvna sol. Ide o sol, ktorej komplexny anién [Fe(CN)¢]” sa vo vodnom roztoku
ionizuje len nepatrne. Na rozdiel od anionu [Fe(CN)g]*" je vysoko toxicky. Obidva anidny
reaguju  sionmi tazkych kovov za vzniku velmi malo rozpustnych zrazenin.
Hexakyanozeleznatan draselny reaguje so zelezitymi solami a hexakyanozelezitan draselny
so Zeleznatymi solami za vzniku malo rozpustnych modrych zrazenin. Prva z nich ma trivialny
nazov berlinska modra, druhé sa nazyva Turnbullova modra.

St zndme aj koordina¢né zluceniny Zeleza, ktoré su odvodené nahradou jednej kyanoskupiny
v komplexnych i6noch [Fe(CN)g]* a [Fe(CN)s]* ligandmi ako NO, NO,", H,O, SO;*, CO
ainé. Zachovava sa pritom koordinacné cislo Sest’, oktaédrické usporiadanie ligandov
a nizkospinovy charakter ~komplexu. NajznamejSou zluCeninou tohto typu je
pentakyano-nitrozylzelezitan (2-)sodny, tzv. nitroprusidsodny Na,[Fe(CN)sNO], ktory sa
ziskava posobenim asi 30% kyseliny dusicnej na hexakyanozeleznatan alebo
hexakyanozelezitan sodny. Z vodného roztoku krystalizuje v podobe tmavocervenych
krystalov. Cervenohnedé roztoky nitroprusidu sodného reagujii so sulfidovymi iénmi
za vzniku i6nu [Fe(CN)sNOS]* a v savislosti s tym sa farba roztoku meni na &ervenofialov.
Tato reakcia sa pouziva na kvalitativny dokaz sulfidov. So siri¢itanmi ddva ¢ervené sfarbenie.
Tuto reakciu mozno vyuzit’ na odliSenie siri¢itanov od tiosiranov, ktoré s nitroprusidmi takto
nereaguju [1].

2.2 Funkcia Zeleza v biosystémoch
2.2.1 Esencidlny prvok v organizmoch

Zelezo patri medzi mikrobiogénne prvky, ktoré tvoria obvykle menej nez 0,005 % hmotnosti.
V Tudskom tele sa nachadza asi 3—4 gramy zZeleza. I0ny Zeleza st nevyhnutné pre vsetky formy
zivota, lebo sa zOcCastiiuji na elektron transportnych systémoch v dychacom retazci.
U zivoCichov ma okrem zeleza ako sucast hemoglobinu a myoglobinu vyznamnt ulohu
pri reverzibilnej vizbe a uvolnovani molekulového kyslika [6].

Kym u novorodenca je celkové mnoZstvo zeleza v organizme len 0,2-0,3 g, u dospelého
&loveka 3-5 g. Denne prijima Pudsky organizmus asi 1 mg Zeleza, a to najmé vo forme Fe*”,
ktory sa resorbuje lepsie ako Fe®*. Straty Zeleza su asi 0,5-1 mg za def, u Zien vi&sie straty
1,5-2 mg maju pri¢inu v menstrudcii. Odporucand denna davka je 20 mg. Minimalny denny
prijem Zeleza nevyhnutny pre krvotvorbu je 10 az 15 mg.

Najvacsia Cast’, asi 70 %, sa nachadza v ¢ervenom krvnom farbive hemoglobine, 15-30 %
pripadd na zisobné Zelezo, ktoré je viazané na bielkoviny feritin a hemosiderin 3—4 %
v myoglobine, asi 1 % v enzymoch a 0,1 % je tzv. transportné Zelezo.

Zelezo zvysuje odolnost’ organizmu voéi chorobam, ovplyviluje latkovii premenu glukozy
v bunkéch, produkciu protilatok, detoxikéciu lieckov v peceni, premenu karoténu na vitamin A,
podporuje rast a navracia pokozke dobré napitie [7].



Poruchy metabolizmu Zeleza si vzhladom na jeho optimalne vyuZzivanie, transport
a uskladniovanie, pomerne zriedkavé. Vyskytuje sa dedi¢ny nedostatok transferinu a porucha
mobilizacie zasobnych foriem zeleza pri urCitych zdpalovych ochoreniach [6]. Anémia
z nedostatku zeleza patri medzi najcastejSiu nutricnil deficienciu na svete. Existuju rézne
faktory, ktoré zvySuju riziko nizkeho obsahu Zeleza v organizme, ako napr. zle vyvazena
vegetarianska strava alebo nedostatocné vstrebavanie zeleza v dosledku klinickych portch,
ako je celiakia. Hlavnym zdrojom Zeleza v potrave je mdso, predovSetkym vnutornosti, ako
pecen, srdce a slezina, ale aj listova zelenina, huby a niektoré ovocie ako jahody [7].

2.2.2 Bioanorganické zluceniny Zeleza

Iony Zeleza st nevyhnutné pre vsetky formy zivota, lebo sa zucastiiuju na elektron
transportnych systémoch v dychacom retazci. U Zivo¢ichov mé okrem toho Zelezo ako stcast’
hemoglobinu a myoglobinu vyznamna funkciu pri reverzibilnej vdzbe auvolnovani
molekulového kyslika. Najvicsia Cast, asi 70 %, sa nachadza v ¢ervenom krvnom farbive
hemoglobine, okolo 15 % v transportnych, resp. zdsobnych bielkovinovych komplexoch
feritine a hemosiderine, v menSich mnozstvach v cytochromoch a Fe-poryfrinovych
enzymoch, ako aj vo forme transportnej Fe-bielkoviny v krvnom sére transferine. Medzi
nehémové Fe-bielkoviny patri oxida¢no-redukéna bielkovina dychaciecho retazca
a fotosyntetického transportu elektrénov feredoxin [6].

Z velkého poctu biokomplexov modzeme uviest siderochromy, feritiny, hemoglobin,
myoglobin a Fe-S proteiny. Siderochromy sii komplexy Fe™" s velkymi hodnotami konstanty
stalosti, ktorymi sa dostdva zelezo do organizmov. Feritin sa v Zivo€iSnych organizmoch
nachddza najmid v bunkach pecene a pankreasu. Molekula feritinu sa skladd zjadra
a bielkovinového obalu. V jadre sa nachadza asi 4500 atomov Zeleza, viazanych ako Fe(O)OH
a Fe(O)H,PO,. Z obalu sa Fe"" uvol'iuje po redukcii na Fe" kyselinou askorbovou, resp. inymi
organickymi redukovadlami.

Hemoglobiny a myoglobiny st najrozsirenejSimi prendsacmi a aktivatormi molekal O,. Atomy
zeleza v komplexoch, ktoré neobsahuju molekulu O, st pentakoordinované. Okrem Styroch
donorovych atomov dusika z porfyrinového kruhu je v axidlnej polohe koordinovany atom
dusika z imidazolového kruhu histidinového zvysku bielkovinovej ¢asti molekuly.

HOOC

CO0OH

Obr. 2 Struktarny vzorec hemoglobinu [8]
Hemoglobin prenasa v organizme O; od pl'ic k svalom, kde ho odovzdava myoglobinu, ktory
ma k nemu vicSiu afinitu. Hemoglobin za pomoci aminoskupin viaze CO, vytvoreny

v organizme a prenasa ho spét’ k pl'icam [2]. Chemicky je hemoglobin tvoreny porfyrinovym
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skeletom zlozenym zo 4 pyrolovych jadier, ktorych dusikaté atomy smeruji do stredu kruhu
a komplexne viazu atéom zeleza. Hlavnym nositel'om hemoglobinu v krvi st ¢ervené krvinky.
Dolezity fakt je, ze vdzbova energia medzi atbmom Zeleza a molekulou kyslika je relativne
nizka a tak m6Ze hemoglobin v tkanivach s nizkym obsahom kyslika uvolnit’ jeho molekulu
a naopak v plucach bohatych na kyslik molekulu kyslika viazat’ a transportovat’ d’alej [7].
Hemoglobin sa taktiez moze zlucovat sCO, CN° adal$imi ligandmi, iked je
nepravdepodobné, Ze tieto molekuly atakuji atom Zeleza v rovnakej polohe ako O, zabranuju
prijmu kyslika. Dalsimi dolezitymi hemoproteinmi si cytochromy, ktoré sa od hemoglobinu
liSia sposobom substitiicie v hémovom kruhu a Struktirou bielkovin. Taktiez sa liSia funk¢ne,
lebo kyslik rychlo redukuji bez toho, aby ho prenasali, ako to robi hemoglobin [5].
Biokomplexy zeleza obsahujuce siru, Fe-S-proteiny, posobia vo vSetkych zndmych formach
zivota ako katalyzatory redoxnych reakcii. Zucastiiuji sa napr. reakcii fotosyntézy, fixacie
a redukcie dusika, redoxnych reakcii v mitochondridch. Tieto proteiny st vysokomolekulové
zltceniny, obsahujuce 1 az 8 atomov Zeleza, sulfidicku siru a siru viazanu v organickej Casti
molekuly cystein. Atom zZeleza v tychto zlicenindch ma oxidac¢né Cislo II alebo III a je
tetraédricky koordinovany atomami siry [2].

Najjednoduchsi polymetalicky systém, Fe,S, cluster, je tvoreny dvoma iénmi zeleza
premostenymi dvoma sulfidovymi i6nmi a koordinovany Styrmi cysteinovymi ligandmi alebo
dvoma cysteinmi a dvoma histidinmi. Oxidované proteiny obsahuju dva Fe’* iony, pri¢om
redukované proteiny obsahuju jeden Fe’* a Fe** ion. Tieto druhy existuju v dvoch oxidaénych
stavoch (Fem)z a Fel'Fell, Existuju aj d’alsie Struktary tychto proteinov ako napr. FesS4 , FesSy,
7Fe a 8Fe clustre v nitrogenaze [9].

Cys, Cys,
/Fe —S 2 e __/ $ .
S e SR
o Felg~ g /Fle/—S/ ‘Cys FL'/—é’ & oy
Cys Cys”
[2Fe-2S] [3Fe-4S] [4Fe-4S]

Obr. 3 Struktirne vzorce Fe-S vyskytujicich sa v roznych typoch feredoxinov [10]

2.3 Aminokyseliny
2.3.1 Vlastnosti aminokyselin

Aminokyseliny sa delia do viacerych skupin, mozno ich rozdelit’ podl'a kyslosti a zasaditosti.
Medzi zasadité patria napriklad L—lyzin a arginin, ku kyslym zarad’'ujeme kys. asparagovu
a glutdmovii. Dalej sa aminokyseliny mozu rozdelovat’ podl'a druhu postranného retazca.
KaminokyselindAm s alifatickym  postrannym retazcom patria glycin  aalanin
a ku aminokyselindm s aromatickym postrannym retazcom clenime napriklad tryptofan
a tyrozin. V praktickej Casti boli vybrany zastupcovia z kazdej spominanej skupiny.

Aminokyseliny su stavebné kamene bielkovin. V bielkovinidch sa pravidelne vyskytuje 20
rozlicnych aminokyselin. Z chemického hladiska su aminokyseliny organické kyseliny,
v ktorych je jeden alebo viac atdmov vodika nahradenych aminoskupinou -NH,. Okrem toho
sa niektoré atomy vodika v ich molekuldch m6zu nahradit’ aj inymi funkénymi skupinami,
napr. skupinou —OH, —SH, fenylovou skupinou apod. Kazd4 aminokyselina, okrem prolinu, ma
najmenej jednu kysli karboxylova skupinu —COOH a jednu zasaditi aminoskupinu —NHo.
V aminokyselindch, ktoré sa prirodzene vyskytuji, aminoskupina zvycajne nahradza vodik,
nachiddzajuci sa na uhliku susediacom s karboxylovou skupinou (a-aminokyseliny).
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Aminokyseliny, ktoré sa vyskytuji v bielkovinach, maji zo sférického hl'adiska
L-konfiguriciu, ¢o znamena, Ze priestorové usporiadanie ich atdbmov v okoli asymetrického
uhlika je také isté ako pri zdkladnej zluCenine tohto radu- L-glyceraldehyde.

Prirodné aminokyseliny su bezfarebné krystalické latky, vacsSinou dobre rozpustné vo vode.
Rozpustaji sa aj v zriedenych kyselinach a zdsadach a vznikajii soli. Monokarboxylové
monoaminokyseliny reaguji vo vodnych roztokoch neutralne, lebo ich kysld aj zisaditd
skupina je intramolekulovo neutralizovana. No v silne kyslom prostredi tieto aminokyseliny
vytvaraju kationy, lebo je potlacena disociacia karboxylovych skupin

R-CH(NH3)-CO0~ + HX —— R-CH(NH3)COOH + X~ (7)

( HX je vseobecny vzorec pre kyselinu — donor protonov ).
V silne alkalickom prostredi je zasa potlacena disociacia aminoskupin a vytvaraju sa aniony

R- CH(NH?)-CO0~ + MOH &= R-CH(NH,)-CO0"M* + H,0 (8)

( MOH je vSeobecny vzorec pre zdsadu — akceptor protonov).
Pri urcitej hodnote pH sa vroztoku nachddza v prevaznej miere neutrdlna forma
aminokyseliny, kym kationova a anionova forma sa vyskytuje len v stopovych mnozstvach.
Tuto hodnotu pH oznacujeme ako izoelektricky bod. V izoelektrickom bode je polarita
aminokyselin najmenSia a v dosledku toho maju aj najnizSiu rozpustnost vo vodnych
roztokoch [11].

2.3.2 Aminokyseliny vo funkcii ligandu s centralnym atomom Zeleza

Chovanie aminokyselin je zrete'ne ovplyvnené tvorbou zwitter-idnu v ich izoelektrickom
bode, ktory bol spominany v predoslej kapitole. V kyslom roztoku je aminokyselina
protonovand a existuje vacsinou vo forme katiénu. V bazickom roztoku je deprotonovana
a teda sa aminokyselina formuje do anionu.

Izoelektricky bod akejkol'vek aminokyseliny zavisi na jej Strukture. Péatnast’ aminokyselin
s neutralnym alebo slabym kyslym postrannym retazcom ma izoelektricky bod (pI) v skoro
neutralnej oblasti, na hranici pH od 5 az 6,5. Tri aminokyseliny s bazickou skupinou v retazci
maju pl pri vy$Som pH, kedy je potladena protonizacia druhej aminoskupiny. Izoelektricky bod
sa skladd zpriemeru dvoch disociatnych konStant v neutrdlnom zwitter-ione.
Na aminokyseliny s kyslym alebo neutrdlnym postrannym retazcom sa vztahuji najnizsie
hodnoty pKa, naopak pri aminokyselinych so zasaditym retazcom platia najvySsie hodnoty
pKa [12].

Niektoré aminokyseliny maju viac protolyticky aktivnych latok a teda sa s aminokyselinami
stretneme aj v pripade kombinovanych protolytickych rovnovah. Ako najjednoduchsi priklad
s1t mozeme uviest aminokyselinu glycin NH,CH,COOH, ktora sa d4 protonizovat’ na atome
dusika aminoskupiny za tvorby kationu "NH;CH,COOH, nasledne moze nastat’ deprotonizacia
karboxylovej skupiny za vzniku anionu NH,CH,COO". V roztoku vSak nemozno vylucit’ aj
subezny priebeh oboch dejov, kedy vznikne zwitter-ion "NH;CH,COO . Bliz$ie informAcie je
mozné najst’ v literatare [14, 15].

Protolytické rovnovahy dokazuji existenciu takych komplexov v roztokoch. Mnoho
experimentov sa upriamuje na funkciu, reakcie aj metabolizmus tychto komplexov, ked'ze
doposial’ nie st velmi objasnené [13]. Ako napriklad praca [16] venovana Zeleznym
komplexom so zmieSanym ligandom odvedenym od 8-hydroxychinolinu a aminokyselin
L-alanin a metionin, syntetizovanych pod spdtnym chladicom v alkalickom roztoku. Roztok
FeCls, 8-hydroxychinolinu v metanole a aminokyseliny bol zahrievani pri  60°C
za neustaleho mieSania pod spatnym chladiCcom. Zrazenina sa vytvorila pri pH 8 pri zmieSani
s roztokom hydroxidu sodného, ktory zvysil deprotonizaciu hydroxylovej skupiny pre vznik
chelatu. Boli skimané rozne zakladné vlastnosti tychto komplexov. Vysledky
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zo spektroskopie, elementdrnej analyzy a molarne parametre magnetickej susceptibility
ukazuju, ze geometria komplexov Zeleza je naozaj oktaédrickd. Komplexy vykazuja dobru
inhibiciu na Standardné testovacie mikroorganizmy.

V publikacii [17] boli rozoberané G€inky komplexov Zeleza s aminokyselinami glycin, arginin
a histidin ako doplnok vyzivy pre lepsi rast a vyvoj paradajok pri hydroponickom pestovani
rastlin. Roztok aminokyseliny s roztokom siranu Zeleznatého nechali voI'ne reagovat, nasledne
bol mieSany 2 hodiny pod refluxom. Po postupnom odpareni rozpustadla z roztoku dostali
hnedé¢ krystaliky.

Zwitter-i6n glycinu bol zachyteny v katene komplexu Zeleza so zelezom catena- (Oxonium
bis(n2-glycine-0,0")-hexakis(u2-fluoro-tri-iron(ii,ii,iii)). Struktara zwitter-iénu v pevnom
stave bola potvrdend meraniami neutronovej difrakcie [16].

Obr. 5 Dvojjadrovy komplex zeleza a histidinu
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Pochopenie Speciacie zeleza je rozhodujuce pre posudenie jej biologickej dostupnosti
v roznych prostrediach: Zivych buniek, vodnych a suchozemskych prostrediach. Speciacia
zeleza (III) a nepriamo aj zeleza (II) vo vodnom roztoku L-asparagovej kyseliny a zmesi
kyseliny asparaginovej s glycinom bola skimand pomocou voltametrie $tvorcovych vin
(Squarewave voltammetry-SWV) na statickej ortutovej kvapkovej elektrode. V roztoku
so zmesou aminokyselin, kyselinou asparagovou a glycinom, bol objaveny zmieSany komplex
(Fe(II)-aspartat-glycin). Pri redukénych reakciach bolo zistené, ze st reverzibilné. Vysledkom
tejto prace boli konstanty stability komplexov Zelezo-aspartat

(Fe(Asp),, FeAspOH’ a FeAsp(OH),) Zelezo-aspartat-glycin komplexov. Na zéklade
stanovenych hodnot konstant stability a distribticie pH sa ukazali tieto komplexy ako stabilné
pre zivé systémy. Samostatnd kyselina asparagova, ale aj jej zmesi s glycinom mozu
zabranovat’ hydrolyze Fe(III) [18].

2.3.3 Biosyntéza a metabolické premeny vybranych aminokyselin

Prvorady vyznam biosyntézy aminokyselin tkvie vtom, Ze tieto latky st zdkladnymi
prekurzormi pri vystavbe bielkovin. Naviac niektoré znich slizia ako prekurzory
pri biosyntéze d’alSich nevyhnutnych bunkovych zloziek, ako s hormoény, hém alebo r6zne
koenzymy. Organizmy sa liSia v schopnosti syntetizovat Siroktl paletu potrebnych
aminokyselin, a tiez v tom, ak formu dusiku pre to vyuzija.

Vyssie zivo€ichy st schopné vytvarat’ len desat z dvadsiatich aminokyselin potrebnych
k vystavbe bielkovin, to su neesencidlne aminokyseliny. Ostatné aminokyseliny, esencialne,
musi ziskat' z vonkajSich zdrojov. VysSie rastliny naopak st schopné syntetizovat’ vSetky
aminokyseliny potrebné pre tvorbu svojich bielkovin. Jednotlivé mikroorganizmy sa
v schopnosti syntetizovat’ aminokyseliny vel'mi lisia. Jednotlivé aminokyseliny nie st vSak
metabolizovane celkom izolované, ale tvoria urcité¢ skupiny, akési ,,rodiny” aminokyselin,
ktoré maju podobnu Struktaru a st mnohokrat spojené spolocnymi metabolizmami, takze mozu
medzi sebou navzajom prechadzat’ [6].

Co,
HIDEIE—EH2 +

Gesg | c— NH,
NH, +

Glyecine 'EHE_THF
HIDEIE—*"IIEH2 HDZC—*(IIH—ECHZDH
SHMT NH, NH,
THF
Ghyeine Serine

Obr. 6 Schéma metabolizmu aminokyselin serin a glycin [19]

Cystein je zdrojom vsSetkych zlucenin siry v zivo¢iSnom organizme. Je to semiesencidlna
aminokyselina, ktord sa mdze vytvarat’ len vtedy, ak ma dostatoény prisun aminokyseliny
metionin. Pri biosyntéze cysteinu je dolezity serin, dodavajici uhlikovu kostru, a metionin,
ktory je zdrojom siry. Pri tomto procese je metionin najprv spracovany na S-adenosylmetionin
anasledne premeneny na homocystein. Enzym cystathionin beta-syntdza potom prepoji
homocystein a serin za vzniku cystathioninu, z ktorého sa odstiepi amonika, a-ketoglukarat
a cystein. Degradécia cysteinu suvisi preto s celkovym metabolizmom tohto prvku. Priama
transaminacia na g-merkaptopyruvat s nasledujucou redukcénou desulfuraciou ma len vel'mi
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obmedzeny vyznam. Odburavaniu cysteinu predchddza transamindcia oxidécie sulfthydrylove;j
skupiny za vzniku cysteinsulfindtu. Transaminaciou tejto aminokyseliny vznikd
3-sulfynilpyruvat, ktory sa Stiepi na pyruvat a siri¢itanovy i6n [20].

Lyzin, kyselina diaminokapronova, aminokyselina bazického charakteru, ktora organizmus
ziskava potravou alebo Stiepenim vlastnych bielkovin. Na g-aminoskupinu lyzinovych zbytkov
v proteinoch sa viaze ubiquitin. Po inkorporacii lyzinu do peptidového retazca kolagénu
vznikd pomocou lysylhydroxylazy hydroxylyzin. Lyzin je nevyhnutny pre syntézu karnitinu,
jeho nevratnou dekarboxylaciou vznika biogénny amin kadaverin. Hlavna cesta odbtiravania
lyzinu zacina jeho kondenzaciou s a-ketoglutaratom za vzniku sacharopinu, ktory sa Stiepi na
kyselinu glutdimovua a allyzin (a-aminoadipat-6-semialdehyd). Z allyzinu vznikd oxidaciou
a-aminoadipat, ktory je vrade dekarboxylacnych a dehydrogenacnych reakcii premeneny
na acetyl-CoA [21].

Glycin vznik4 transaminaciou glyoxalatu. Oxidaciou opiat poskytuje glyoxalat. Jednym
70 spdsobov katabolizmu glycinu je oxida¢na dekarboxylacia, uvolnenie amoniaku a prenos
zvys$ného a- uhlika na kyselinu tetrahydrolistovt, pricom vznika jej metylénderivat, z ktorého
kondenzaciou s d’alSou molekulou glycinu vznika serin. Z glycinu sa syntetizuje velké
mnozstvo latok, napr. puriny, pyrolové farbiva, porfobilinogén. V mitochondridlnom matrixe
sukcinyl- CoA kondenzuje s glycinom na kyselinu d-aminolevulonova, zktorej sa tvori
prekurzor porfyrinov — porfobilinogén a z neho postupne uroporfyrinogén a protoporfyrin,
do ktorého sa pdsobenim protohemferolyazy vnesie Fe** a vznika hém [11].

Tryptofan patri medzi esencidlne aminokyseliny, ktorych biosyntéza zacCina kondenzaciou
fosfoenolpyruvatu a erytroza-4-fosfatu. Dalej cez radu medziproduktov vznika $ikimat, ktory
reaguje s dalsim fosfoenolpyruvatom na chorizmat. Z chorizmatu vznik4 atranildt a jeho
reakciou s fosforibosyldifosfdtom vzniké tryptofdn. Odburavanie tryptofanu zacina oxidacnym
Stiepenim pyrrolového kruhu za vzniku N-formylkynureninu, ktory je transaminovany
na kynurendt alebo na alanin a semialdehyd 2-amino-3-karboxymukonat. Z tohto
medziproduktu nasledne méoze dojst’ ku kompletnému oxidacnému odburaniu na CO, a H,O
cez acetyl-CoA a citratovy cyklus. Medziprodukt moze viest' aj ku spontdnnej cyklizacii
k NAD" [22].

Kyselina asparagova patri medzi glukoplastické aminokyseliny, ktoré organizmus ziskava
z proteinov potravy, rozpadom endogénnych bielkovin a syntézou oxalacetatu. Z oxalacetatu
vznik4 aspartdt transaminacnou reakciou, v ktorej je kofaktor pyridoxalfosfat a zdrojom
aminoskupiny je glutamat. Tato reakcie je taktieZ zvratna. Oxalacetat vstupuje do Krebsovho
cyklu, moze byt pouzity aj pri syntéze glukdzy. Biosyntézy kyseliny asparagovej z oxalacetatu
je vyznamnym medzikrokom pre syntézu d’alSich molekul, napriklad ako aminokyseliny
arginin, metionin, treonin [21].

2.3.4 Patobiochémia

Aminokyseliny patria medzi zakladné stavebné jednotky v 'udskom organizme. Organizmus
ich potrebuje pre spravny rast a stdlu obnovu biologickych Struktar. Pri¢inou chorobnych
procesov na molekulovej trovni st zmeny v mechanizmoch premeny jednotlivych substratov
Struktirneho, energetického a funkéného vyznamu, rézne poruchy mechanizmov a teda ich
nervovej a hormonalnej regulécie [6].

Mnoh¢ neurologické degenerativne ochorenia vznikaji narusenim kynureninovej drahy (KD),
¢o je vlastne metabolicka cesta veduca k produkcii nikotinamid adenindinukleotid (NAD+)
z degradacie esencidlnej aminokyseliny tryptofan. Nerovnovéha v absolutnych aj relativnych
urovniach KD metabolitov boli silne spojené s neurodegenerativnymi ochoreniami, ako
Huntingtonova, Alzheimerova a Parkinsonova choroba. KD sa tiez podiela na patogenéze
inych mozgovych porach, ako je schizofrénia, bipolarna porucha, rovnako niekolko
autoimunitnych chordb. Pri genetickej manipulacii tejto drdhy bolo preukdzané, ze doslo
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k zlepSeniu neurodegenerativnych fenotypov v modelovych organizmoch. Tento postup sa
ukazal ako mozny sposob pri lieCbe tychto ochoreni.

Huntingtonova choroba je autozomalne dominantné dedi¢né ochorenie, sposobené expanziou
CAG traktu v ex6ne 1 v géne huntingtin (HTT), ktory kéduje polyglutaminovy tsek v HTT
proteine. Bolo naznacované, Ze zacelenie KD moze byt relevantné pre HD. Hladiny
3-hydroxykynureninu (3-HK) a kyseliny chinolinovej (QUIN) st zvySené v kére mozgu
pacientov v skorych Stadidch progresie ochorenia. U mysi boli hladiny 3-HK a QUIN tiez
zvysené a koreluju s nastupom HD fenotypov. Redulacia z IDOI1 transkripcie bola pozorovana
v modely mysi YAC 128, kde bola ur¢ena ako pri¢ina zvySeného podielu 1-KYN/ TRP v krvi
pacientov. ZvySena aktivita kynureninovej monooxygendzy (KMO) bola taktiez zdrojom
zvysenej hladiny 3-HK u mysi. Tato kombinacia faktorov naznacuje, ze prebytok 1-KYN vedie
k vysokému toku cez 3-HK/QUIN rameno. Mozno preto predpokladat, Ze nerovnovaha
v neurotoxickych a neuroproteinovych kynureninovych metabolitoch hra kauzilnu ulohu
v patogenéze HD [23].

Mikroglie st primarnymi mediatormi pri imunitnej odpovedi CNS a ich aktivacia koreluje
s progresiou HD. Transkripéné regulacné poruchy sposobené mHTT expresiou bolo zistené, ze
aktivuji KD v mikrogliach in vivo aj in vitro. V skuto€nosti zvySena hladina 3-HK a zvySena
aktivita KMO v primarnych mikroglidch a mozgov mysi modelu R6/2 sa moéze normalizovat
pomocou deacetylazy histonu (HDAC). Su to inhibitory, ktoré modelujii expresiu génu. Okrem
toho sa zistilo, Ze HDAC inhibicia vo WT mysiach na zmiernenie zvysenej hladiny L-KYN
a 3-HK hladiny, ako aj KMO aktivity indukovanej LPS stimuléciou, nemala ziaden vplyv
na KD metabolity v nelieCenych WT mySiach. To poskytuje silni vdzbu medzi
neuroinflaméciou, aktivaciou mikroglii a transkrip¢nou dysregulaciou Huntingtonovej
choroby s ohl'adom na KD.

Stéale rastie pocet dokazov zapletenia KD metabolitov v patologii mnohych neurokognitivnych
a neurodegenerativnych portich. Nedavne genetické a farmakologické pristupy k modelovym
organizmom boli doplnené o predchadzajuce stadie pacientov, ktoré hovorili o tom, Zze
normalizovanie toku cez KD mdze byt platny terapeuticky postup pri tychto poruchach.

2.3.5 MozZnosti vyuZitia chelatov Zelezo-aminokyselina

Délezita tloha Zeleza v organizmoch bola mnohokrat dokazand, ked’ze je potrebnd pre rad
vel'mi zloZitych procesov, ktoré prebichaju kontinudlne na molekularnej Grovni a teda st
nevyhnutné pre zivot.

ZniZzeny obsah zeleza urastlin je najCastejSim nedostatkom mikrozivin. Na zvySenie
pritomnosti Zeleza v rastlinach zacali vedci pouZivat’ Fe-chelaty ako Fe-EDTA a Fe-DTPA.
Taktiez sa pouZzivaju na udrzanie Ziadlicej koncentracie tohto prvku pre rastliny v kultirach
zivnych roztokov. NajcastejSie pouZivany zdroj Fe pouzity v Zivnych roztokoch je Fe(IIl)
a EDTA. Hoci EDTA udrzuje rozpustnost Fe v hydroponickych roztokoch, po kovovom
odchyteni rastlinou sa koncentracia vol'nych ligandov zvysSuje a tym sa zvySuje aj moznost’
vytvorenia vol'nych ligandov s inymi stopovymi prvkami. Okrem toho, EDTA a DTPA chelaty
st citlivé na fotodegradéciu. Ich fotodegradacia vedie k produkcii niektorych zlacenin, ktoré su
Skodlivé pre rast rastlin a znizuje dostupnost’ Zeleza pre rastliny jeho zraZanim. Aminokyseliny
majui schopnost’ koordinovat’ kovové i6ny ich aminovou a karboxylovou skupinou. Taktiez st
menej citlivé na fotodegradaciu.

Sktimala sa salinita, ¢o je jeden z najddlezitejSich abiotickych stresov, ktoré ovplyviiuji vynos
a kvalitu pol'nohospodarskych rastlin po celom svete. M6ze mat’ vplyv na korefiovy prijem,
presun na vyhonky a fyziologické vyuzitie Fe vrastline. Chelaty zelezo-aminokyselina
zmierniuju solny stres vyvolavany oxida¢nymi Skodami na paradajkach pestovanych v zivnych
roztokoch. Tieto chelaty boli syntetizované a pouzité na urcenie ich UCinku na solné
poskodenie v paradajkach. V pokusoch boli pouzité dve odrody paradajok a Fe (II), EDTA,
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[Fe(Arg),], [Fe(Gly):], [Fe(His).], ako zdroj Zeleza na troch Grovniach slanosti. Bez ohl'adu
na odrody paradajok auroven slanosti, pridanie chelatov zelezo-aminokyselina do zivného
roztoku zvySuje obsah Zeleza a spOsobuje lepsi rast paradajok v porovnani s pouzivanim
Fe-EDTA. Podla ziskanych vysledkov sa chelaty mézu pouzit’ ako novy zdroj pre zvysenie
tolerancie voci sol'nému stresu v hydroponickych roztokoch [24].

Metabolizmus Zeleza v cicav€ich druhoch organizmov méze ovplyviovat’ vitamin C, ktory
zvySuje nehémové vstrebavanie Zeleza v Crevach a moze regulovat’ jeho prijem. Askorbat
(Asc) moduluje metabolizmus Zeleza tak, ze stimuluje syntézu feritinu a teda moze stimulovat’
mobilizaciu zeleza z endozomov do buniek. Schopnost’ Asc regulovat’ prijem Zeleza by mohlo
dopomoct’ k liecbe anémia [25].

2.4 Metody rozptylu svetla

Tieto metddy sa rozdeluju na dynamicky (DLS), elektroforeticky (ELS) a staticky rozptyl
svetla. DLS a ELS sme vyuZivali pri merani prace a teoretickymi zdkladmi tychto metod sa
budeme zaoberat’ v nasledujucich kapitolach.

2.4.1 Dynamicky rozptyl svetla

Dynamicky rozptyl svetla (DLS), rovnako nazyvany aj ako fotonova korelacna spektroskopia
(PCS), je metdoda vhodna pre meranie vel'kosti Castic v submikronovej oblasti. DLS metoda
poskytuje komplexnt analyzu dat, okrem toho je aj neinvazivna, vyzaduje minimalnu pripravu
vzorky a ziadnu predbeznu kalibraciu [26].

Zakladom tejto neinvazivnej techniky je meranie fluktuacie intenzity rozptyleného svetla
z laserového zdroja okolo jej priemernej hodnoty. Tato fluktuacia suvisi s interferenénym
zoslabovanim a zosililovanim rozptyleného svetla na nestacionarnych casticiach disperznej
fazy podliehajiicich Brownovmu pohybu. Cim rychlejsie sa ¢astica pohybuje, tym rychlejsie sa
intenzita rozptyleného svetla meni. Rychlost’ tychto zmien je teda priamo zavisld na pohybe
danej molekuly. Okamziti hodnotu fluktuacie intenzity v ¢ase t popisuje pre monodisperzny
systém autokorelacnd funkcia g(z) definovand vzt'ahom:

g(t) = exp (—TLC) )

kde 7. je relaxacny cas, ktory je charakterizovany ako potrebna doba k navratu fluktuacie
k priemernej hodnote intenzity rozptyleného svetla. Hodnota relaxa¢ného €asu je v blizkom
vztahu k difiznemu koeficientu D rozptylujicich sa castic, ktoré sa moézu vyjadrit’
prostrednictvom rovnice:

T =— (10)

kde ¢ je absolutna hodnota vinového vektoru, ktord je dana vlnovou dizkou primarneho
svetelného ziarenia A a uhlom 0, pri ktorom je merana intenzita rozptyleného svetla: g = (4n/4)
sin(0/2). Velkost ¢astic sa mdze vypocitat pomocou translaéného difuzneho koeficientu D
cez Stokesov- Einsteinov vztah:

d(H) = 37% (11)

kde d(H) je hydrodynamicky priemer castice, D je transla¢ny koeficient, k je Boltzmanova
konstanta, T je absolitna teplota a # je viskozita disperzného prostredia.

Vyhodami tejto metody je rychly ajednoduchy priebeh merania, ktory trva priemerne
od niekol’kych sekiind do 10 minut. Rozbor velkosti ¢astic potrebuje len vel'mi malé¢ mnozstvo
vzorky a meracie zariadenie je komercne dostupné s automatizaciou vratane datovej analyzy.
Velkost meranych ¢astic moze byt uz od niekol’kych nanometrov az do 2 pm.
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Kritickym krokom pri aplikacii DLS je Cistenie a plnenie meracej kyvety, do ktorej je vedena
vzorka. V roztoku sa mozu objavit’ ¢iastocky prachu alebo mikrobubliny, vtedy mdze dojst’
k naruSeniu alebo dokonca k prekrytiu signalu daného analytu a nésledne je meranie zatazené
artefaktami. Kvoli tomu je nutné, aby sa pred meranim vykondvala filtracia vSetkych
vyuzivanych kvapalin a Cistili sa taktieZ aj vSetky pouzivané kyvety [27].

Dynamicky rozptyl svetla je metédou vhodnou pre presné stanovenie velkosti cCastic
v suspenziach, emulzidch, micelach, lipozomoch, latexe a pigmentoch. Tato metdda ma Siroké
uplatnenie a vyuziva sa aj v mikrobiologickej a biologickej oblasti, ktora pracuje s materidlom,
ako proteiny, virusy, baktérie a DNA. Metdoda dynamického rozptylu svetla ma Siroku
prakticku vyuzitelnost’ [28].

2.4.2 Elektroforeticky rozptyl svetla

Pre spravne chapanie principu elektroforetického rozptylu svetla je vel'mi dolezité objasnit’
pojmy, ako elektrickd dvojvrstva a zeta potencial. Rovnako ako pri malych jednoduchych
16noch obklopenych vrstvou idnov opa¢ného naboja, tak aj okolo nabitych koloidnych €astic sa
tvoria tieto ,,obaly* protiionov, ¢o vedie ku vzniku dvoch protikladne nabitych vrstiev
na povrchu tychto Castic. Tieto dve vrstvy nazyvame elektrickd dvojvrstva. Ako prvy znazornil
model elektrickej dvojvrstvy Hermann von Helmholtz, ktory popisal, ze ide o dve rovnobezné
dosky nabitého kondenzatora, ktoré k sebe navzajom prilichaju. I6ny, ktoré sa nachadzaju
na povrchu pevnej fazy a ktoré urcuji potencial danej vrstvy, tvori jednu dosku a druht dosku
tvoria opacne nabité i6ny pochadzajiice z kvapalnej fazy. Hemholtzova predstava avsak
neuvazovala o tepelnom pohybe molekul v disperznom prostredi, takze bola o niekol’ko rokov
prepracovand Goiiym a Chapmanem. Tito dvaja vedci nezavisle od seba vypracovali tedriu
o difiznej dvojvrstve, ktora mala taktiez vel'a nedostatkov a preto ju upravil nemecky fyzik
Otto Stern. V sGcasnosti je tdto tedria povazovana za t0 najspravnejSiu. Stern tvrdil, Ze
elektricku dvojvrstvu tvoria dve zakladné Casti. V kompaktnej Casti ( Sternovej vrstve) blizSie
k povrchu castice posobia adsorpcné a elektrostatické sily, kde v difiznej vrstve dalej
od povrchu castice mozno adsorp¢né a elektrostatické sily zanedbat. Za rozhranim tychto
dvoch vrstiev sa vyskytuje oblast’ nazyvana rovina sklzu. Medzi kvapalnou fazou a povrchom
koloidnych castic sa vd’aka ich povrchovému naboju nachadza iny potencidlovy rozdiel.
Z obrazku 7 je jasné, Ze existuju tri druhy rozdielov potencidlov. Ako prvy je elektrochemicky
(povrchovy) potencial, ktory udava hodnotu rozdielu potencialu na povrchu castice a v objeme
kvapaliny. Druhy potencial (Sternov potencial) sa nachddza na rozhrani Sternovej a difiiznej
vrstvy. Poslednym je elektrokineticky potencial, oznacovany ¢ potencial (zeta potencial),ktory
je dany potencialovym rozdielom medzi rovinou sklzu a objemom kvapaliny [28].
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“roalenost od povrchu Eastice

Obr.7 Schéma elektrickej dvojvrstvy Castic podl'a Sternovej tedrie [29]

Zeta potencial zavisi na rozpustadle a jeho pH, pripadne na idnovej sile roztoku, kedze
Struktura a hrubka elektrickej dvojvrstvy je ovplyvnend koncentrdciou volnych idnov.
Po pridani elektrolytu do systému dojde k zmrsteniu difliznej vrstvy, zatial’ Co protiidony sa
budu zhromazd’'ovat’ v Sternovej vrstve. Zeta potencial sa kvoli tomu bude blizit' k nule, to
znamena, ze Castice budu bez naboja a nastane agregacia. V bode, kedy je zeta potencial rovny
0 mV, sa ustali adsopréna hodnota Ha OH™ i6nov. Tento okamih sa nazyva tzv. izoelektricky
bod. V opacnom pripade, teda pri riedeni roztoku, sa hrubka difiznej vrstvy zvacsi, bude
vzrastat’ aj zeta potencial a Castice budi mat’ mensiu tendeciu sa zhlukovat'.

Cez zeta potencial mozno urcit’ stabilitu roztoku nanocastic a koloidnych systémov, pretoze
stvisi s elektrostatickym odpudzovanim jednotlivych castic. Ak st castice od seba
v dostato¢nej vzdialenosti, posobia na ne van der Waalsove sily, zatial' ¢o odpudiva sila je
zanedbatelna. Po prekryti elektrickych dvojvrstiev sa zvac¢si odpudiva sila. Podl'a toho, ktora
z tychto sil bude prevazujuca sa Castice budi bud’ zhlukovat’, alebo naopak budu dispergovat’.
V pripade, Ze sucet energii vSetkych castic v roztoku by bol kladny, bude dochadzat
k agregacii. Ak by bola suma tychto energii zaporna, tak by sa Castice rozptylili po roztoku
a vytvorili medzi nimi tzv. energeticki bariéru, ktord znemozni ich dalSiu aglomeraciu.
Po celkovej sumarizacii mozno povedat, Ze stabilny koloidny roztok vykazuje odolnost
voci zmenam pri pdsobeni roznych sil, ako napriklad gravitacna, pritazliva, odstrediva apod.
Zeta potencidl Castic ma vysokt kladnt alebo zdporni hodnotu, a preto dochadza k ich
agregacii. Pri nestabilnych koloidnych roztokoch dochddza k maximalnemu zniZeniu volnej
energie na fazovom rozhrani, ¢o sa prejavuje agregaciou, koagulaciou alebo sedimentaciou.
Zeta potencidl takého roztoku ma vel'mi nizku absolitnu hodnotu zeta potenciilu, teda
bliziacemu sa k nule. Pre rozbor stability roztoku je medzi tymito dvoma rozdielnymi stavmi
vSeobecne dand hranica hodnot zeta potencialu £30 mV [28].
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Zeta potencial je mierou naboja roviny sklzu v difiznej Casti elektrickej dvojvrstvy. Vdaka
elektrokinetickym javom (kinetickym javom, ktoré st zapric¢inené posobenim elektrického
pol’a na koloidnii sustavu) byva &asto nazyvany ako elektrokineticky potencial. Specifikuji sa
Styri zakladné typy elektrokinetickych javov, ktorymi mozno izoelektricky potenciél stanovit’
ato elektroforéza, elektroosmoza, sedimentacny potencidl a potencial pradenia. Najviac sa
vSak aplikuje elektroforetickd metdda. Elektroforézou sa rozumie jav, pri ktorom vplyvom
elektrického pol'a dochddza k pohybu nabitych castic kvapalinou k elektrode s nabojom
opacného znamienka. Rychlost’ tohto pohybu sa oznacuje ako elektroforetickd pohyblivost'.
Zeta potencial mozno ziskat pomocou Henryovej rovnice:

_2-g-z" f(ka)
= 37
Metoda na stanovenie elektrokinetického potenciadlu pomocou elektroforetickej pohyblivosti

Castic roztoku s vyuZitim rozptylu svetla na tychto Casticiach sa nazyva elektroforeticky rozptyl
svetla (ELS), niekde je tieZ uvadzana ako laserova Dopplerova velocimetria.

E

Elektrada &

Kapilara : -0

Obr. 8 Zobrazenie kyvety vyuzivanej pri merani rozptylu svetla [29]

Pri pouziti pristroja Zetasizer Nano ZS je zeta potencial merany opticky vyuzitim laserového
ziarenia. Zo zdroja ziarenia je svetelné ziarenia d’alej smerované do delica, kde je deliacou
optikou rozlozeny na dve ziarenia, ktoré nasledne putuji odliSnymi smermi. Jeden ako Ziarenie
smerujuce ku kyvete so vzorkou a druhy ako referencné Ziarenie. Pred kyvetou sa nachadza
tzv. zoslabovac. Jeho tlohou je zniZenie intenzity Ziarenia, aby detektor, ktory rozptylené
svetlo zachycuje, nebol vel'mi pretazeny. Vyhodou tohto pristroja je to, ze vSetko funguje
automaticky. Po preniknuti ziarenia stredom kyvety dojde na casticiach vo vzorke k jeho
rozptyleniu, ktoré je snimané pod uhlom 17°. Ak sa do roztoku vlozi elektrické pole, stane sa
to, Zze snimana intenzita rozptyleného svetla bude vd’aka pohybujucim sa ¢asticiam fluktuovat’.
Frekvencia tejto fluktudcie by mala byt imerna rychlosti ¢astic. Referencné a laserové Ziarenie
d’alej putuje do zluCovacej optickej sustavy, ktora pozostava z viacerych SoSoviek. Tieto
SosSovky ho dopravuju k detektoru. Detektor doruc¢i informaciu o svetelnom ziareni
do digitdlneho procesoru signdlu a nasledne do pocitaca, kde na zdklade Dopplerového
funk¢éného posunu laserového ziarenia dojde k vypoctu elektroforetickej pohyblivosti aj zeta
potencialu. Ulohou detektora spravidla zastdvaju fotodioédy alebo fotonasobice. Pri merani zeta
potencidlu pomocou tohto pristroja sa najcastejsie vyuziva sklenend alebo kremikova kyveta,
do ktorych sa oproti meraniu velkosti a distribucie Castic a molekulovej hmotnosti mimo iné
vklada Zeta Dip cela s elektrodami [29].
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Meranie zeta potencialu pomocou elektroforetického rozptylu svetla mozno vyuzit
vo farmaceutickom priemysle. Cielom byva pripravit’ fyzikalne stabilné disperzné lieciva,
ktorych stabilita vyrazne ovplyviiuje ddvkovanie a trvanlivost. Zeta potencidl mé taktiez
dolezita ulohu v odvetvi bioldgie. Poskytuje udaje o povrchu roznych biologickych systémov,
na ktorych prebiehaju dolezité biologické deje. Napriklad zmena zeta potencidlu krvnych
elementov, cievnych stien, alebo zloziek telovych tekutin mdze vyvolat’ metabolické zmeny,
zmeny vo vlastnostiach prietoku krvi alebo bunkovi agregaciu. Okrem toho meranie zeta
potencidlu nachadza uplatnenie aj v niekol’kych d’alsich oblastiach, napriklad pri sledovani
vzdusnosti ¢i prietoku vod, popripade zadrzovani vlhkosti a zivin v pddach, ale aj pri Cireni
piva a vina.
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3 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

Tato kapitola je zamerana na sucasné rieSenie problematiky a na Stddium priprav komplexov
zeleza s aminokyseliny v r6znych vedeckych pracach.

Autori prace [30] sa zaoberali Stidiom superparamagnetickych nanocastic oxidov Zeleza
(SPIONSs). Zamerali sa na vyskum ich povrchovych vlastnosti, stabilizaciu vodnych suspenzii
v aminokyselinach. Siroké spektrum druhov aminokyselin poskytuje prileZitost na zmenu
vlastnosti tychto nanocastic, ako napriklad povrchovy nédboj. Je vSeobecné zname, ze sa
aminokyseliny spoja s oxidom Zeleza za vzniku chemickej vizby vo forme chelatu, ktory
obsahuje povrchové bazy zeleza a karboxylovu skupinu. Z aminokyselin bola vybrana kyselina
asparagova a lyzin. SPIONs boli syntetizované so Zelezom Fe** a Fe’* vo vodnom roztoku
amoniaku. Na pripravu suspenzie sa zmiesalo 2,89 g aminokyseliny a 450 ml vodného roztoku
oxidu zelezitého. Kyselina asparagova bola zmieSand s amoniakom a lyzin skyselinou
chlorovodikovou. Oba roztoky boli zriedené tak, aby ich pH sa rovnalo priblizne 2. Suspenzie
sa mieSali 5 hodin. Neskor sa pH roztoku kyseliny aspardgovej s amoniakom zvysil na hodnotu
11 aroztok lyzinu s HCI na hodnotu 4. Neabsorbovand aminokyselina bola premyta 300 ml
zriedenym roztokom s rovnakym pH ako pdvodna suspenzia. Na adsorpciu bola pripravena
hlavna suspenzia o koncentracii 2,2 mg/ml zmiesanim SPIONs s destilovanou vodou. Tato
suspenzia bola rozdelend do sklenenych skumaviek po 45 ml suspenzie obsahujucej 0,1 g
nanocastic. V tychto roztokoch boli rozpustené aminokyseliny, kde sa pH udrzovalo na urcitej
hodnote pomocou amoniaku a HCI. Celd zmes sa miesala tyzden, aby sa dosiahla dostato¢na
rovnovdha abola skiimand pomocou HPLC. Vlastnosti suspenzii boli charakterizované
pomocou zeta potencidlu metédou dynamického rozptylu svetla. Zeta potencidl sa meral
v suspenziach zriedenych s destilovanou vodou, ktoré obsahovali 0,4 mg/ml nanocastic.
Suspenzia bola titrovand s NaOH pri vy$Som pH a pomocou HCI pri nizs§ich hodnotach pH.
Na meranie DLS bol pouzity pristroj Fritsch, ANALYSETTE 12 Dynasizer. Meranie
prebiehalo pri uhle rozptylu 135° a vlnovej dizke 658 nm v tenkej vrstve suspenzie. Vedci
zistili, Ze pri stabilnej suspenzii je tvar nanocastic gulovity a merany Specificky povrch je
mensi ako predpokladali, teda len 129 m*/g. KedZe nanolastice boli syntetizovana
za pritomnosti vzduchu , Zelezo Fe** takmer uplne zoxidovalo a nano&astice mozu byt nazvané
ako magnetit. Tento predpoklad bol potvrdeny Rammanovou spektroskopiou. Obe
aminokyseliny vyuzZité v praci adsorbujii na SPIONs vo velmi vysokych povrchovych
koncentraciach. Hustota adsorpcie sa zvysSuje takmer linearne. Hodnoty zeta potencialov boli
namerané okolo -28 mV, kde obe suspenzie boli stabilné aj napriek tejto nizkej absolutnej
hodnote. Hydrodynamickd velkost merana pomocou DLS bola vic¢sia ako velkost ich
anorganickych jadier, ¢o naznaCuje dalSiu sféricki stabiliziciu suspenzie pomocou
aminokyselin pritomnych na povrchu nanocastic.

Dalsia praca [31] bola taktieZ venovana $tiidiu nanocastic oxidov Zeleza a meraniu efektivneho
nanasania aminokyselin lyzin a tyrozin na povrch nanocastic oxidov Zeleza pomocou metody
katodického elektrochemického nandSania (Cathodic electrochemical deposition-CED).
Na merania sa pripravil roztok FeCl, s FeCl3 s koncentraciou 0,005 M v pomere 1:2 a tyrozin
a lyzin boli aminokyseliny pouzité na obtiahnutie povrchu nanocastic v mnozstve 1 g. Proces
elektrosyntézy trval 30 minat. Cierna zrazenina sa premyvala destilovanou vodou, potom
etanolom na odstranenie vol'nych molekil aminokyselin. Cierna usadeniny boli dispergované
v etanole, centrifugované pri 6000 otatkach za minutu po dobu 30 minut. Cierny pragok bol
oddeleny od etanolového roztoku pomocou magnetu a vysuseny vo vakuovej peci. Pri analyze
bola vyuzitd metéda DLS pri vinovej dizke 632 nm vo vodnom roztoku a vysledky bolo
ziskané¢ pomocou teoretického indexu lomu magnetitu, ktorého hodnota je rovna 2,42.
Aminokyseliny moézu byt chemisorbované na povrchu nanocastic oxidu zelezitého Fe;O, ,
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ktoré robia tieto cCastice hydrofilnymi a dispergovatelnymi vo vode. ZvySenie velkosti
nanocastic jasne preukdzalo pritomnost’ vrstiev aminokyselin na ich povrchu. Cela praca bola
venovana hlavne vyuzitiu nového pristupu merania pomocou metédy CED, ktora sa ukazala
ako vel'mi vyhodna v procese pripravy povlaku aminokyselin na povrchu Fe;Os.

V préci [17], ktord bola zamerana na vyskum t¢inku komplexov zeleza s aminokyselinou, boli
tieto komplexy vyuzivané ako doplnok vyzivy paradajok pri hydroponickom pestovani rastlin.
Komplexy boli pripravené z aminokyselin glycin, histidin a arginin. Roztok bol pripraveny
z aminokyseliny o koncentracii 2 mM pridanej do 5 ml destilovanej vody a postupne bol
pridany roztok obsahujuci Zelezo, ktory bol pripraveny zmieSanim 2 ml destilovanej vody
a siranu Zeleznatého FeSO4 o koncentracii 1 mM. Takto pripraveny roztok bol ohrievany 2
hodiny pod refluxom za stdleho mieSania. Po odpareni rozpustadla vznikli hnedé krystaly
komplexov Fe-AK. Produkt bol premyty studenym etanolom, dietyléterom a nasledne suseny
na vzduchu pri izbovej teplote.
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4 EXPERIMENTALNA CAST

4.1 Pouzité chemikalie

e Chlorid zelezity FeCl; (Sigma-Aldrich,USA)

e Hydroxid sodny NaOH (Sigma-Aldrich,USA)

Glycin C;HsNO, (PENTA,CR)

Cystein C3H;NO,S (Lachema,CR)

Tryptofan C;;H2N»O; (Sigma-Aldrich,USA)

L-lyzin C¢H14N,0, (Sigma-Aldrich,USA)

e Kyselina asparagova C4H7NO4 (Reanal Labor, Budapest Hungary)

4.2 Pouzité meracie pristroje a pomocky

e Zetasizer Nano ZS s automatickym titrdtorom MPT-2 (Malvern,UK)
e Elektrické miesadlo s ohrevom (Heidolph MR Hei-Standard,DE)

e SevenMulti"™ pH meter (Mettler-Toledo,USA)

e Analytické vahy (Denver Instrument,USA)

e SuSiaren

e Bezné laboratorne pomocky

4.3 Postupy pripravy

4.3.1 Postup pripravy roztokov

Na experimenty boli vyuzité roztoky zeleza (III) a réznych druhov aminokyselin. Ako zdroj
zeleza sa vyuzival chlorid zelezity (FeCls). Z neho bol pripraveny zasobny roztok
o koncentracii 30 mM. Na analytickych vahach sa odvazilo vypocitané mnozstvo FeCls, ktoré
bolo zmiesané s destilovanou vodou v presnom pomere do 100 ml odmernej banky, aby
vysledny roztok mal pozadovani koncentraciu 30 mM. Na pripravu roztokov aminokyselin sa
zvolili zastupcovia z kazdej skupiny. Z bazickych aminokyselin bol vybrany lyzin a z kyslych
bola vybrana kyselina asparagova. Dalej bol vybrany glycin, ako zastupca alifatického
postranného retazca a tryptofan bol zastupcom s aromatickym postrannym retazcom.
Aminokyselina cystein bola vybrana, pretoZe obsahuje vo svojom retazci atom siry vo forme
SH skupiny. Roztoky jednotlivych aminokyselin sa pripravovali postupne a to vZdy na sadu
troch opakovani na kazdu titraciu. Rovnako ako pri zasobnom roztoku, tak aj roztoky
aminokyselin mali mat’ koncentraciu 30 mM. Presné mnozstvo bolo odvazené na analytickych
vahach a zriedené s destilovanou vodou v odmernej banke s objemom 50 ml. Vsetky roztoky
boli pripravované vzdy minimalne den pred meranim a uskladnené v chladnicke.

4.3.2 Postup merania na pristroji Zetasizer Nano ZS

Pred zaciatkom merania na pristroji sa najprv pripravila vzorka aminokyseliny, ktora bola
prefiltrovand cez mikrofilter CA 0,22 pma v mnozstve 10 ml pipetovana do plastovej titraénej
nadoby vhodnej pre pristroj. Zasobny roztok FeCls v koncentracii 30 mM bol preliaty
do rovnakej plastovej titracnej nadoby v potrebnom mnozstve. Pred kazdym meranim bol cely
systém pristroja premyvany najprv dostatoénym mnozstvom destilovanej vody, etanolu a opat
destilovanou vodou. Kazdé meranie prebiehalo dvakrat a opakované bolo trikrat pri teplote
25°C abolo urobenych 10 skenov kazdych 10 sekund . Pri lyzine sme pristroj nastavili
vrozsahu 0-10 mM s prirastkom 1 mM. Tryptofan bol merany v rozsahu 0-0,5 mM
s prirastkom 0,05 mM. Kyselina asparagova, glycin a cystein boli namerané v rozsahu 0-2,2
mM s prirastkom 0,2 mM. Pred zaciatkom merania bolo vzdy do nddobky obsahujucej roztok
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prislusnej aminokyseliny vlozené magnetické miesadlo a cela nadobka bola pripevnena
k titratoru. Do pristroja sme vlozili kyvetu vhodnu pre tento pristroj na meranie zeta potencialu.
Pocas celého procesu sme merali pH vysledného roztoku, velkost' Castic, zeta potencidl.
Zo ziskanych dat bol nasledne stanoveny izoelektricky bod, odpovedajtci pridavku FeCls,
pri ktorom bol na meranej vzorke aminokyseliny dosiahnuty nulovy naboj. Tato hodnota
indikuje pociatok agregacie systému v dosledku elektrostatickej destabilizacie.

4.3.3 Postup pripravy zrazacich reakcii

Pri zrdzacich reakciach sa pouzivali roztoky zeleza a aminokyselin v pomere 1:3. Na reakciu
bolo potrebné pripravit roztok FeCl; okoncentracii 10mM aroztoky aminokyselin
o koncentracii 30 mM. Priprava roztokov bola rovnakd ako v predchadzajucej kapitole.
V kadicke sa zmieSalo 25 ml roztoku FeCl; a25 ml roztoku aminokyseliny, vlozilo sa
magnetické mieSadlo a zmes sa ohrievala po dobu 30 minut pri teplote 60°C za staleho
mieSania. Potom sa zmes ochladila a prefiltrovala cez Buchnerovu nalevku s filtraénym
papierom. Filtrat sa premyl 25 ml destilovanej vody a bol vysuSeny v suSiarni 2 dni pri teplote
60°C. Ziskany vytazok bol nasledne zvazeny a podrobeny d’al§im analyzam

(viz Kapitola 4.3.4). Nasledne bol vytazok zvazeny, prevedeny do nadobky Eppendorf
a pripraveny na vykonanie termogravimetrickej analyzy.

4.3.4 Termogravimetricka analyza

Ziskané zrazeniny Fe-AK komplexov boli podrobené charakterizdcii pomocou
termogravimetrickej (TGA Q5000, TA Instruments) analyzy. Touto metédou bol
pri jednotlivych vzorkach zrazenin v kyslikovej atmosfére (25—1 000 °C) stanoveny obsah
popolovin (nespaliteI'né anorganické primesi).
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5 VYSLEDKY A DISKUSIA

5.1 Meranie na pristroji Zetasizer Nano SZ

Pre spravne pochopenie jednotlivych merani, spominanych v kapitole 4.3.2 sa mdze uviest’
zédkladny graf merania na Zetasizeri Nano ZS. Tento graf udava zavislost nameranych zeta
potencialov disperzného systému a velkost’ Castic, alebo inak povedané Z-priemeru velkosti
Zastic, na koncentraciu pridanych ionov Fe’* do vzorky aminokyseliny.
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Obrazok 9: Ukazkovy graf pre titraciu Fe®* do roztoku kyseliny asparagovej

V grafe mbzeme vidiet, Ze pridavkom opaéne nabitych ionov Fe** do roztoku aminokyseliny
dochadza postupne k znizovaniu nameranej hodnoty zeta potencidlu aminokyseliny smerom
k nule, teda dochadza k postupnému znizovaniu povrchového ndboja tejto aminokyseliny
v dosledku pridavku Fe’* a dochadza k destabilizacii aminokyseliny. Hodnota nulového
naboja vtomto pripade ukyseliny asparigovej bola stanovena pri koncentracii Fe’*
(1,320,4) mM. Hodnota nulového zeta potencidlu indikuje destabilizdciu aminokyseliny a
s d’alsim pridavkom by malo dochadzat’ k agregacii v systéme. V pripade tejto aminokyseliny
sa to potvrdilo, ako je vidiet, pri d’alsom pridavku Fe’* dochadza k agregacii aminokyseliny
a teda k vyraznému narastu velkosti Castic. Rovnaky priebeh bol ocakavany aj pri ostatnych
aminokyselinach pouzitych v tejto praci, avSak vo vSetkych pripadoch sa to nepotvrdilo.
Agregécia po dosiahnuti nulového zeta potencidlu (ZP) bola pozorovana aj pri aminokyseline
L-lyzin, kde prebehla este pred bodom nulového ZP. Porovnanie nameranych zavislosti vyvoja
ZP jednotlivych aminokyselin s pridavkom Fe’* iénov je zobrazeny na Obrazku 10. Vetky
aminokyseliny, ktoré boli v praci vyuzité su zhrnuté do jedného grafu okrem lyzinu. Jeho
titratné rozmedzie bolo vrozdielnom rozsahu a ztohto dovodu boli data vynesené
do samostatného grafu.
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Obrazok 10: a) Graf pre titraciu Fe** do roztoku aminokyseliny lyzin, b) Graf pre titraciu

Fe’* do roztoku aminokyselin cystein, tryptofan, glycin a kyseliny asparagovej

Rovnako ako aj v predchadzajicom grafe, tak aj v tychto so zvySujucim sa pridavkom Fe’*

do roztoku aminokyselin dochddza k znizovaniu ZP k nule atym padom k destabilizacii
vzorky. Pri glycine akyseline asparagovej je takmer linearne rastuca krivka, kde
pri aminokyseline cystein krivka rastie postupne. Namerana zavislost ZP na koncentrécii
pridanych Fe’* iénov pre tryptofan postupne rastla az do ur¢itého bodu, v ktorom sa zacali
hodnoty ustalovat’. Krivka pri lyzine réstla linearne, kde po dosiahnuti hodnoty nulového ZP
nastal nahly rast.

Dosiahnutie nulového ZP bolo pozorované najskor u aminokyseliny glycin hned’ na zaciatku
merania. Rovnaky priebeh bol sledovany pri tryptofane. Aminokyseliny cystein a kyselina
asparagova prekrogili tito hodnotu priblizne pri podobnej koncentracii pridanych Fe** ionov.
Ako poslednd aminokyselina, ktord dosiahla nulovii hodnotu ZP bol L-lyzin.

Pomocou softwaru Zetasizer Nano ZS boli urcené pre jednotlivé titracné krivky koncentracie
Fe*, pri ktorych boli dosiahnuté hodnoty nulového ZP v meranych vzorkach. Dalej boli
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namerané priemerové hodnoty vratane smerodajnych odchylok a stanovené hodnoty boli
nasledne prepocitané na 1 mol aminokyseliny. VSetky namerané udaje su zhrnuté v tabulke
(viz Tabulka 1).

Tabul’ka 1: Stthrn hodnot titracného stanovenia nulového naboja na aminokyselinach

Hodnoty nulového ZP vztiahnuté
Hodnoty nulového ZP na 1 mol AK
AK priemer odchylka priemer odchylka
(mM) (mM) (mM/mol) (mM/mol)
1-lysin 5,090 0,640 16,967 2,133
glycin 0,503 0,252 1,676 0,839
kyselina asparagova 1,319 0,388 4,397 1,294
tryptofan 0,343 0,029 1,142 0,096
cystein 1,727 0,308 5,755 1,027

Pre lepSiu nazornost’ boli stanovené hodnoty pre jednotlivé studované aminokyseliny vynesené
do grafickej zavislosti (viz Obrazok 11).
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Obrazok 11: Graf zavislosti priemeru systému nulového ZP vztiahnutého na 1 mol meranej

aminokyseliny

Podla pévodného predpokladu mali tieto hodnoty stanovenych nulovych zeta potencialov
na jednotlivych aminokyselinach odpovedat’ kritickym agregacnym koncentraciam CAC), ale
ako uz bolo opisané vyssie, agregacie po dosiahnuti nulového ZP boli pozorované len
pri aminokyseline L-lyzin a kyseline asparagovej. Z toho vyplyva, ze by bolo vhodné zvazit’
zmenu prevedenia experimentu v navizujucich pracach, venujucich sa priprave komplexov
zeleza s aminokyselinami. Na dosiahnutie lepSich vysledkov by bolo vhodné zmenit’ postup
v priprave roztokov, ako napriklad zmenit’ pomer zeleza a aminokyseliny v roztoku, zvysit' pH
celého roztoku alebo zvazit pouzitie viacero zdrojov Zeleza, porovnat’ jednotlivé vysledky
atym padom ndjst vhodny druh zluceniny Zeleza, ktory by dosahoval najlepSie hodnoty
kritickej agregacnej koncetracie.
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5.2 Realizacia zrazacich reakcii

V dalSej Casti prace bolo povodnym zamerom podla vysledkov predchadzajicej kapitoly
pripravit jednoduchou kadi¢kovou metddou zrazacie experimenty a nasledne analyzovat
vzniknuté zrazeniny. Jednotlivé vzorky boli pripravené podla postupu uvedenom v kapitole
4.3.3.

Roztoky aminokyselin so zelezom, pripravenych pre zrazacie reakcie mali tehlovohnedu farbu
takmer vo vsetkych pripadoch, len roztok saminokyselinou glycin mal pred zaciatkom
zahrievania oranzovu farbu a zmes cysteinu zIté sfarbenie. VSetky roztoky boli ¢ire, az
na cystein, ktory pred varom nebol dostatocne rozpusteny a v roztoku boli viditené biele
Castice. Po zahrievani vSetky zmesi dosiahli tmavohnedé sfarbenie. Ochladenim a filtrovanim
reakénych zmesi sme dostali meratelny vytazok len pri aminokyseline cystein, ktory bol
vo forme bieleho prasku v mnozstve 0,169 g. Pre dosiahnutie lepSich vyslednych produktov
sme sa rozhodli zvacsit mnozstvo na Snasobok a zmenit’ pH vody na hodnotu priblizne 9
pridanim 0,01 M roztoku hydroxidu sodného NaOH. Ani v tomto pripade sme nedosiahli
pozadované vytazky, ktoré by sme mohli dalej spracovat pomocou termogravimetrickej
analyzy. Naopak produkt cysteinu vazil 0,372 g, ¢o je viac nez dvojnasobok mnozstva, ktoré
bolo ziskané v prvej reakcii. To naznacuje, Zze podmienky syntézy boli pre tito aminokyselinu
dostatocné. Postup zrdZacich reakcii nie je univerzalny pri vSetkych aminokyselinach, ich
rozpustnost’ v roztoku sa taktiez liSila a je samozrejmé, Ze pri ostatnych pouzivanych
aminokyselinach je potrebna zmena podmienok reakcii. Jednou zo zmien by mohla byt aj
zmena rozpustadla alebo jeho pouzitého objemu, ktory méze mat vplyv na mnoZzstvo
ziskaného vytazku. Taktiez teplota ohrevu ma vplyv na odparenie rozpustadla z roztoku, ¢ize
pri zvySeni teploty by nastalo vyparenie rozpustadla vo viac¢Som mnozstve, ¢o by malo
za nasledok vacsi vytazok. Filtraty kazdej aminokyseliny mali tmavohnedt farbu, ktora
naznacuje, ze vacsinu produktu sme nemali rozpusteny a teda by bolo vhodné, ak by sme kazdy
filtrat nechali odstat’ a neskor opédtovne prefiltrovali cez filtracny papier s mens$imi poérmi. Ak
by ani po opédtovnom filtrovani nebol dosiahnuty vytazok, tak je zrejmé, Ze ziadna zrazenina
nevznikla. Dal$ou z moZnosti je po zahriati nechat’ zmesi odstat’ dlhsiu dobu alebo uskladnit’
do chladnicky cez noc a nasledne prefiltrovat’.

5.3 Vyhodnotenie termogravimetrickej analyzy

V tejto kapitole sme sa zamerali na vyhodnotenie zrazenin zo zrazacich reakcii pomocou
termogravimetrie, kde sme stanovili hodnoty popola. Na obrazku 12 je zobrazena vzorka
cysteinu s hmotnost'ou 0,372 g spracovana touto metodou.
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Obrazok 12: Vyhodnotenie termogravimetrie cysteinu 2

Priebeh analyzy oboch vzoriek cysteinu bol pomerne rovnaky. Na zaciatok sa zo vzoriek
vyparovala voda, ktora odchadza pri teplote do 110°C. Ako je vidiet’ z obrazku, nenastal ziaden
ubytok vahy ateda boli vzorky dobre vysuSené. Organickd hmota odchddza zo vzoriek
priblizne do 600°C. Zbytok, ktory ostal vo vzorkach je Cistd anorganickd hmota (popol).
V nasom pripade je v anorganickej hmote aj vyuzivané Zelezo, aj ked’ jeho mnoZstvo je
pomerne malé, ¢o naznacuje malé naviazanie. Stanovenie hodnoty popola cysteinu 2 je
2,892 %, Co je nizka hodnota, aj ked’ v porovnani so vzorkou cysteinu 1 je vysoka. Cystein 1
mal dvakrat mensie mnozstvo ako cystein 2, ale jeho hodnota popola je len 0,1464 %. Obe
hodnoty vzoriek len potvrdili nas§ predpoklad, Ze sa naviazalo malé mnozstvo Zeleza.
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6 Zaver

Ciel'om tejto prace bola priprava a charakterizacia komplexov Zeleza s aminokyselinami. Boli
Studované reakcie jednotlivych aminokyselin so Zelezitymi i16nmi pri urcitych
experimentalnych podmienkach s imyslom néjst’ vhodné podmienky pre urcenie kriticke;j
agregacnej koncentracie. Taktiez urc¢it’ vhodné parametre na uskuto¢nenie syntéz komplexov,
aby sme dostali dostato¢né mnozstvo produktov, ktoré by postacovalo na charakterizaciu
dostupnymi metédami. Ako zdroj zeleza bol pouzity chlorid Zelezity a zdrojom aminokyselin
boli glycin, tryptofan, cystein, lyzin a kyselina asparagova.

Meranim komplexov Fe-AK na pristroji Zetasizer Nano ZS sme zistili, ze pridavkom
zelezitych i6nov do roztoku aminokyseliny sa znizuje hodnota zeta potenciadlu az sa blizi
k nule, ¢o nasvedcuje destabilizacii aminokyseliny a nasledne dochadza k agregécii v systéme.
K agregacii doSlo len pri aminokyseline L-lyzin a kyseline asparagovej. VSetky hodnoty boli
vynesené do grafov a spracované do tabulky.

Pri zrazacich reakciach sme mali malu tspesnost’ v dosiahnuti vytazkov, az na aminokyselinu
cystein, ktora bola v dostatoénom mnozstve na prevedenie d’alSich analyz. Pri dvoch vzorkach
sme pomocou termogravimetrickej analyzy stanovili obsah popola v zrazenine, aj ked” vysli
tieto hodnoty vel'mi nizke a poukazovali na slabé naviazanie zeleza. V pripade ostatnych
aminokyselin sme navrhli zmeny v postupoch pripravy roztokov, ale aj postupov pri samotnom
prevedeni reakcii pre prevedenia navazujucich prac v priprave tychto komplexov.

V tejto praci boli vypracované postupy pripravy komplexov a ich nasledné spracovanie. Tieto
komplexy maju uplatnenie v pol'nohospodarstve, kde boli pridané do hnojiv za icelom vyssej
a kvalitnejSej produkcie. Hlavné uplatnenie maji v medicine pri skiimani réznych
neurodegenerativnych chorob.
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8 Zoznam skratiek a znaciek

I-KYN
3-HK
0

ATP
CAG
CNS
DTPA
EDTA
Gly
HD
HDAC
HTT
IDO1
KD
KMO
LPS
mHTT
NAD?*
pl
QUIN
TRP
SWV
ZpP

1-kynurenin
3-hydroxykynurenin
zlomkova koncentracia Castic
adenozin trifosfat

promotor syntézy

Centréalna nervova ststava
kyselina dietyléntriaminopentaoctova
kyselinaetyléndiaminotetraoctova
glycin

Huntingtonova choroba
deacetylaza histonu

gén huntingtin
indolamino-2,3-dioxygenaza
kynureninova draha
kynureninova monooxygenaza
lipopolysacharidy

mutant génu huntingtin
nikotinamid adenin nukleotid
izoelektricky bod

kyselina chinolinova

tryptofan

Squarewave voltammetry

zeta potencial
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