Oponentsky posudek
disertacni prace Ing. Veroniky Podzemné
VyuZiti cipového mikrokalorimetru p¥i studiu chemickych reakct

PredloZena diserta¢ni price se zabyva testovanim nekomeréniho ¢ipového kalorimetru
zkonstruovaného na TU Freiberg a jeho vyuZitim pro méfeni reakénich entalpii
a kinetiky tri enzymatickych reakci. N&které z vysledki této prace jiZ byly publikovany:
V. Podzemna et al.: Utilization of the IC-calorimeter for study of enzymatic reaction, J.
Thermal Anal. Calorim. 101 (2010) 715-719, V. Podzemné et al.: Microcalorimeter -
essential aspects of measurement, Sci. Pap. Univ. Pardubice, Ser. A 15 (2009) 137-149
a dale ve formé nékolika prednaSek a posterli na odbornych mezinirodnich i narodnich

konferencich.

Disertacni prace ma celkovy rozsah 119 stran. V teoretické ¢asti (42 stran) jsou podany
zakladni informace o kalorimetrii, mikrokalorimetrie (aZ p¥ili§ podrobné) a mechanismu
a kinetice enzymatickych reakci. V experimentalni ¢asti (15 stran) je pospan pouzivany
kalorimetr, postup méreni a vyhodnoceni vysledki. V kapitole Vysledky a diskuze (39
stran) jsou shrnuty hlavni vysledky prace: (i) kalibrace kalorimetru a optimélni postup
méreni, (if) méreni reakénich entalpii tfi enzymatickych reakci a (iii) studium rychlosti
téchto reakci v zavislosti na podminkach (teplota, koncentrace enzymu a substratu, pH,
pouZity pufr). Zavéry prace jsou shrnuty do struéného textu, ve kterém jsou uvedeny
i dalsi naméty pro vyuZiti IC-kalorimetrie. Prace ¢erpa z 80 literarnich odkazl (véetné
webovych stranek) z let 1956-2011.

Posuzovand préace pfinasi jednak cenné metodické poznatky o postupech méfeni
v Cipovém mikrokalorimetru vlastni konstrukce (TU Freiberg), jednak nové tdaje
o reakCnich entalpiich a kinetickych parametrech tfi enzymatickych reakci. Po strance
stylistické a z hlediska grafického provedeni ma price dobrou troveii. Z vécného
hlediska mi v praci chybi predev3im jasné deklarované cile, které lze ¢tenar spise vytusit
z nékterych vét v abstraktu a zdvéru. Nékteré formulace nejsou zcela presné, napft-
str.11: ,Mérena energie se pfevede na teplo, které se zméri na zakladé zvyseni teploty
... To jisté neni principem v3ech kalorimetrickych metod (viz dile uviddény izotermni
kalorimetr Bunsenova typu resp. power compensating DSC). RovnéZ neplati tvrzeni na
str. 87: ,Pokles hodnoty ... jen logicky potvrzuje fakt, Ze u exotermnich reakci s rostouci
teplotou intenzita tepelného zabarveni klesa.“ Jako pfiklad uvadim nap¥f. exotermickou
reakci C(s) + 2 Hz(g) = CH4(g), jejiz standardni reakéni entalpie s rostouci teplotou klesa
(v absolutni hodnoté tepelny efekt roste). Obdobné se chova i reakce C(s) + 02(g) =
CO2(g), avsak tam je zména reakéni entalpie s teplotou méné vyznamna. Vliv teploty na
hodnotu reakc¢ni entalpie neni totiZ ddn znaménkem reak¢ni entalpie, ale znaménkem
zmény tepelné kapacity, ktera tuto reakci doprovazi. Analogicky efekt miiZeme
pozorovat napf. u tani prvki, tedy procesu endotermniho, ktery miiZze byt doprovazen
jak zvySenim tepelné kapacity - AnsCp > 0 a riistem hodnoty AnsH s teplotou (napt. Ag,
Cu, Ga, Ni, Zn, ...), tak sniZenim tepelné kapacity - AnsCp < 0 a poklesem hodnoty AssH
s teplotou (napft. Al, Mo, Ta, ...).

Dale uvadim nékteré formalni pripominky:

1. Styl literarnich odkaztli neni zdaleka jednotny. V nékterych pripadech chybi roénik,
nékdy je uvadéna prvni a posledni stranka textu, jindy jen prvni, u odkazu 40 chybi
nazev prace, u odkazu 63 chybi zdroj atd.




2. V textu nejsou respektovana néktera zakladni typograficka pravidla, a to jak obecn4,
napr. psani jednopismennych predloZek a spojek na konci Fadky, tak odbornd, napf.
psani symboli fyzikdlnich veli€in kurzivou nebo psani mezer pfed a za znaménkem =
v textu.

3. Terminy ,volna energie” (v seznamu symboli) ¢i ,volna entalpie v textu (str. 50)
nejsou spravné. Tato veli¢ina se symbolem G se nazyva Gibbsova energie (z anglického
Gibbs energy dle nomenklatury IUPAC).

4. Vrovnici (16) na str. 51 nema druhé a tfeti znaménko = vyznam, nebot se jedna
o rovnost a nikoli o pfibliZzné vyjadienf. Prvni pouZiti je v pofadku.

K prezentovanym vysledkiim mam nésledujici dotazy:

1. V textu na str. 86 jsou komentovany naméfené hodnoty reakéni entalpie pro reakci
ureazy s mocovinou. Vyrazné zmény s teplotou (absolutni hodnota A:H < 0 se sni%uje,
tedy hodnota A:H roste) jsou pfisuzovany pouze vlivu teploty. JelikoZ se v§ak jedna
o malou zménu teploty (zvySeni z25 °C na 37 °C, tedy o 12 °C) je toto vysvétleni
diskutabilni. Teplotn{ zavislost reakéni entalpie lze vyjadfit pfibliznym vztahem

AH (L) = AHT)+AC, (T, ~T,)

Je-li rozdil reakénich entalpii 33,1 k] (fosfatovy pufr) a rozdil teplot 12 K, pak zména
tepelné kapacity, kterd doprovazi tuto reakci je A:C, = 33100/12 = 2758 J K1, ( a tomu
prili§ nevéfim). Je moZna takto vyraznou zévislost reakéni entalpie na teploté vysvétlit
jinak?

2. Jak byly vypoclteny meze intervall spolehlivosti (hodnoty +) reakénich entalpif?

3. Na str. 89 je uvedeno, Ze obr. 58 potvrzuje pfedpoklad linearni zavislosti rychlosti
reakce na koncentraci enzymu. Linedrn{ zavislosti jsou proloZeny i experimentaln{ body
v dalsich obrazcich (59, 60, ...). Z teho vychazi piedpoklad, 7e tato zavislost je linedrni
a proc ve vyse zminéné publikaci (V. Podzemna et al.: Utilization of the IC-calorimeter for
study of enzymatic reaction, ]. Thermal Anal. Calorim. 101 (2010) 715-719) jsou v obr. 5
data pro trypsin + BApNA proloZena nelinearné?

Zavérecné zhodnoceni

Posuzovana disertacni prace Ing. Veroniky Podzemné pfinasi fadu cennych metodickych
poznatkii a plivodnich vysledkil ziskanych p¥i studiu tii enzymatickych reakci pomoci
IC-kalorimetru. Pfes vySe uvedené pripominky k praci si myslim, %e autorka prokéizal
tviirci schopnosti ve védecko-vyzkumné ¢innosti. Disertaéni price vyhovuje obecné
uznavanym poZadavkiim na doktorské disertaéni prace v p¥Fislu¥ném oboru

a doporucuji ji k obhajobé.
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Oponentni posudek disertaéni prace
VYUZITI CIPOVEHO MIKROKALORIMETRU PRI STUDIU
CHEMICKYCH REAKCI

Univerzita Pardubice, Fakulta chemicko-technologicka, katedra anorganické technologie,
2011
Védni obor:  Anorganicka technologie
Doktorand: Ing. Veronika Podzemna
Skolitel: Doc.Ing. Ladislav Sveboda, CSc.
Rozsah prace: 119 stran textu vcetné 33 tabulek, 74 obrazku a 80 citaci literatury

Posuzovana doktorska prace se soustiedi na problematiku miniaturizovanych, ,,Cipovych® IC-
kalorimetrti, které predstavuji navysost moderni vyvojovy trend soucasné kalorimetrie;
z tohoto pohledu lze préaci oznacit za prikopnickou. Cil prace je orientovan jednak na popis a
poznani aspekti, které mohou ovlivnit spradvnost ziskanych experimentalnich dat, jednak
na ovéfeni aplikaénich moznosti IC-kalorimetrie pro studium (tfi) enzymatickych reakei.
V obou téchto rovinach dosahla autorka evidentné puvodnich poznatkli, v ¢emZ spatiuji
hlavni pfinos vlastni prace.

Prace je experimentdlniho charakteru a ma odpovidajici ¢lenéni. Obrazova strdnka je vice nez
bohatd (celkem 74 obrazkt) a zejména v ivodni ¢asti prace s fotografickou prezentaci riznych
typt Cipl se dala jisté efektivné zredukovat. V textu se vyskytuji 1 ponékud ,kostrbaté*
formulace, které piikladam mensi ,,vypsanosti“ autorky; napi. ,,Termin izotermni zde neni
pouzit v pravém slova smyslu, ale znaéi predevsim to, Ze teplota v kalorimetru je konstanini*
(str. 54), ,,... co nejvice konstantni...* (str. 56) nebo ,,Reakci je moziné ukoncéit po 10 minutdach
od vyprdzdnéni mikrostiikacky™ (str. 64, ukoncit jist€ muzZzeme meéfeni, ale chemickou reakci
sotva (s vyjimkou jejiho reversibilniho provedeni)).

7 drobnéjdich pfipominek, které k praci mam, uvadim nasledujici:

e Str.11: Uvedena bilancni rovnice /1/ plati (pouze) pro adiabatické podminky, v obecném tvaru
kalorimetrickou soustavu popisuje vztah obsahujici kromé akumulaéniho ¢lenu nutné takeé
¢len vodivostni, tzv. Tian-Calvetova rovnice.

e Sir. 15, 2. odst.: ,,Tvar zavislosti AT — t je zavisly na hodnoté rovrovazné konstanty

probihajici reakce . Spravnéji patfi ,,... na rychlosti probihajici reakce™.
e Str. 18, 2. odst.: Na obrazku 5, na ktery je zde odkazovano, neni IC-kalorimetr, ale ,,pouze”
jeho ¢&ip.

e Str. 31, 2. fadek: Skute¢né€ se pii vzniku chemické vazby muze teplo pohlcovat 7

e Sir. 47. 2. odst.: U hodnot molekulovych hmotnosti chybi rozmér.

e Str. 47, pfedposledni odst.: Co se rozumi oznacenim ,,Pocatecni rychlost rovnovdiné
reakce™?

e Str. 50: Oznaceni svislé osy na obr. 36 nema byt AG, ale G.

e Str. 50, 51 a. 61: Rovnice /15/, /19/ a /23/ jsou zcela totozné (podobné vztahy /21/ a /22/).

e Str. 53, Tab. 4: ,,35% p.a.” neni vyjadfeni Cistoty latky, ale koncentrace a Cistoty (podobné
25% p.a.).

e Str. 65, 1. odst.: Fyziologické hodnoty v lidském téle se pohybuji v rozmezi 138 -400 ug/l.
Jedna se o (fyziologické) hodnoty koncentraci.

e Str. 66, 1. odst.: Je na misté oznac¢ovat smés CH;COONH, s NH,OH jako anorganicky pufr?




e Str. 73, tab. 8: Udaje o integraénich plochach A pro koncentrace 0 a 50 mM jsou vzdjemné
prehozeny.

e Str. 83, posl. odst.: Srovnavani hodnoty davkovaciho efektu (120 wJ ) s mérenym tepelnym
efektem v Fadech desitek kJ* neni korekini. Tepelné efekty v radech desitek kJ totiz nejsou
mereny, ale jsou z naméfenych hodnot (aZ nasledné) vypocteny.

e Str. 87, posl. odst.: Jak je mysleno, e ..u exotermnich reakei s rostouci teplotou intenzita
tepelného zabarveni klesd™ ?

M¢ nasledné uvadéné dotazy necht’ jsou prosim chapéany jako naméty do diskuze pii vlastni
obhajobé.

Zaujalo mne studium vlivu charakteru latky vnagené na ¢ip na vychozi hodnoty zékladni linie (kap.
5.1.4.2), kdy byl opakované zji§tén zcela odlisny (totiz klesajici) prabéh pro N,N-dimethylformamid
v porovnani s chovanim vody a hydrogenuhli¢itanu amonného s prib&hy rostoucimi (obr. 54, str. 80).
Jakou roli pfi zjisténych pritbézich hraje skuteéné charakter sledovanych latek a jak se zde projevuje
(mozny) vliv pocatecni teploty latek ?

Jako st€Zejni kvantitativni udaj ziskany analyzou kalorimetrickych kiivek byla u sledovanych
enzymatickych reakci vyhodnocovana konstanta K vyjadiujici pomér mezi maximalni reakéni
rychlosti (V,,..) a Michaelisovou konstantou (Ky). Na strance 62 je piitom uvedeno, Ze hodnotu
konstanty K Ize (také) ziskat z hodnoty Zasové konstanty kalorimetru t. Udaj o ¢asové konstanté 1
pouZzitého IC-kalorimetru jsem v praci nezaregistroval. Uvitam bliz&i vyjadfeni se k tomuto parametru
(1), ke vzdjemnému vztahu ,,obou konstant* (1, K) respektive také k navaznosti na (souvisejici) otdzku
dekonvoluce kalorimetrickych kiivek,

Z vlastni (ne IC-)kalorimetrické zkuSenosti vim, jak je pro ziskani vérohodné, spravné hodnoty
mérencho tepla diiiezita znalost (nejpravdépodobnéjiiho) pritbéhu zak!adni linie b&hem
kalorimetrického experimentu — tj. propojeni mezi ,,zadatkem a koncem* méfeni. Z textu doktorské
prace jsem vyrozumél, Ze pro vyhodnoceni pribéhu zékladni linie ze zaznamu z IC-kalorimetru je
rozhodujici ,,dob&hova® ¢ast kalorimetrické k¥ivky (viz obr. 57, str. 84). V ramci vlastni obhajoby
uvitam bliZSi pozastaveni se u této otazky vcetné , instruktaze®, jak by se pro zjisténi reakéniho tepla
vyhodnocovaly kalorimetrické kiivky zndzorn&né (napi.) na obr. 72, str.103.

Celkové hodnoceni:
Prdce se vénuje modernimu trendu soucasné kalorimetrie, totiz miniaturizaci

kalorimetrickych zarizeni s vyuzitim ,, éipovych ' IC-kalorimetrii. Velmi ocenuji autordino usili
v této prukopnické problematice a namérend experimentdini data pokladam za origindlini.

5 ohledem pravé na ,, neprobddanost moznosti IC-kalorimetrii, véetné otdzky jejich
spolehlivosti pro exakini sledovdni tepelnych efektiy, se ale domnivdam, ze byl zvolen pFilis
Siroky zaber experimentdlniho zdjmu, kdy namisto t#i sledovanych enzymatickych reakci
mohla byt pozornost detailnéji vénovdna jediné z nich.

Praci doporucuji pfijmout k obhajobé.

Tl Tpale —
Ostrava 11. srpna 2011 Boleslav Taraba (Prof.,Ing.,CSc.)
katedra chemie P{F

Ostravska univerzita

30.dubna 22, 701 03 Ostrava 1

(Oponentem ustanoven Prof.Ing. M, Trojanem, DrSc.,
pfedsedou komise pro obhajoby dis. praci ve studijnim programu
P283 na zaklad¢ dopisu ze dne 7/7/011, zn. CH-0429-C/35-11)




Oponentsky posudek

na disertacni praci Ing. Veroniky Podzemné

» Yyuziti Cipového mikrokalorimetru pii studiu chemickych reakei“

Disertaéni prace Ing. Podzemné se zabyva testovanim vsadkového typu Eipového
mikrokalorimetru  (IC-kalorimetru). Ziskané poznatky byly vyuZity ke studiu tf
enzymatickych reakci: uredzy s mocovinou, invertaizy se sacharézou a trypsinu s N-o-
benzoyl-L-arginin-p-nitroanilid hydrochoridem.

PredloZena prace ma 120 stranek. Nazev prace by mél byt konkrétngjsi, byl studovén
jen jeden typ chamic:kj;m:h reakel. Pro piehlednost by bylo lepsi zaradit nejdrive Gvod prace
s Jasn€ definovanym cilem prace (cil prace je pouze kratce zminén v abstraktu a éasteéné také
v zaveéru). Kapitoly 1-3 by mé€ly byt shrnuty do jedné teoretické ¢asti. Zarazeni kapitoly 2.3.,
tykajici se plynové mikrokalorimetrie, je zbyte¢né, protoze v praci tato technika neni pouzita.
Spravny zapis vzorce enzymu, ktery autorka pouZiva ve tvaru No-benzoyl-L-arginin-p-
nitroanihid hydrochoridem, by mél byt N-a-benzoyl-L-arginin-p-nitroanilid hydrochoridem
(/NVje psano kurzivou).

Na 49 stranach autorka popisuje funkci mikrokalorimetru a jeho hlavni méfici
Jednotku ¢ip NCM-9924. Z abstraktu vyplyva, Ze jednim z dileZitych parametrd ovliviiujicich
cithvost ¢ipu je objem reakéni smési. Objem je obvyklé znagit pismenem V, viz str. 75. V
praci je v8ak V,« oznaCovana i maximalni rychlost v v rovnici Michaelise a Mentenové, coz
je zavadéjici (rovnice 15 a dalsi). Pokud je rychlost enzymatické reakce v rovnici 15 na str. 50
definovana jako v, je pak 1 jeji véechny hodnoty, véetné maximalni, nutno znadit stale stejne,
tedy v pfipad®¢ maximalni rychlosti, vn.. Entropie, koncentrace substratu a substrat jsou
oznaceny 5. Co se tyka konstanty K ,je v praci pouzivana pod nazvem konstanta, rychlostni
konstanta a rychlostni parametr. Vzhledem k pouziti dalgich étyf konstant ozna¢enych K (str.
117), je to zavadéjici.

Dale potom:

- na str. 46, kapitola 3.3.1.3, je na obrazku 34 schéma Michaelise a Mentenové (MM), ktere
vyjadiuje rychlost enzymatickych reakei v v zavislosti na koncentraci substratu cqp. Rychlost
nejprve roste linedme (pro cqy << K,,) az do bodu daného Michaelisovou konstantou (ta je

rovna takove koncentraci substratu, pii které reakce katalyzovana enzymem probiha rychlosti,




ktera Je rovna poloving rychlosti maximélni). Nakonec dochéazi k nasyceni, MM kiivka je
tedy saturacni. Neni zde vak uvedeno, Ze se jedna o MM rovnici. To je uvedeno aZ v kapitole
3.3.2,, ktera by méla byt logicky soucasti kapitoly 3.3.1.3.

- na str. 46 je v textu koncentrace substratu oznacena cy,, na obrazku je oznacena S.

- na str.62 je uvedena jedna z nejpodstatnéjsich informaci pro celou praci, a to, Ze rychlostni
konstanta K je ziskavéana jako pfevracend hodnota t ze vztahu U = U, e a déle pouZivéna.
Tento vztah je v8ak uveden jen jako maly inset v obr. 41.

- str. 50 a dale je stejna rovnice uvedena pod ¢islem 15 a 23 a je rovnéZ uvedena jako jedna ze
dvou rovnic ve vztazich 16, 17 a 18.

- na str. 65, je uvedeno, Ze fyziologické hodnoty enzymi se v lidském téle pohybuji v rozmezi
138 - 400 pg/l. Autorka vsak v piedloZené praci uziva koncentrace od 5 - 25 mg/ml, co? je o
nékolik radi vice. Neni uveden diivod pro¢ autorka zvolila pravé tyto enzymy a jejich
koncentrace.

- na str. 85, 86 a 87, jsou v tabulkach 15, 16, 17 a 18 uvedeny i literami daje které nelze
porovnat s vysledky, kter¢ jsou ziskany v predloZené prici (jina teplota, jiné pH nebo jiny
pufr).

- na str. 89 - s odkazem na stranu 48, obr. 35 - by regresni pfimka (rovnice 30) tedy méla
prochazet pocatkem. Pokud v uvedeném piipadé regresni piimka poéatkem neprochazi,
potom pii nulové koncentraci enzymu je rychlost reakce (i bez enzymu) nenulova. To je
potieba objasnit.

- na str. 90, obr. 60, je zavislost parametru K na koncentraci enzymu klesajici. Pouzity N-¢i-
benzoyl-L-arginin-p-nitroanilid hydrochoridem se pouziva pro inhibici reakei. Je pro tento
ptipad moZno pouzit schéma zrovnice 6 srovnovaznou konstantou k., nebo se jedna o
kompetitivni inhibici?

- str. 91 ,,autolyza* je spiSe neZ ,,sebetraveni* samovolny rozklad.

- str. 104 ,hodnotu V. nelze zuvedené zavislosti uréit, jelikoZ na ose pofadnic neni
vynasena rychlost, ale pouze parametr K pfimo amémy rychlosti®. Tenhle predpoklad, mél
byt uveden a zduiraznén pro lepSi srozumitelnost prace na zacatku experimentélni ¢4sti.

- str. 104 proc¢ nebyla pro dosazeni saturace zvydena koncentrace substratu?

- str. 104 jakou matematickou funkei byla kiivka na obr. 73 fitovana a jaky je jeji fyzikalni

vyznam?




Po strance formalni 1 jazykové je prace psana bez podstatnych pieklept a v dobré
kvalité. Na stranach 11, 30 a 43 autorka uvadi citace nestandardnim zplsobem, napf. ,,pii
sepisovani této Casti disertacni prace bylo ¢erpano z prace [54-56]“. Citace je zvykem uvadét
pfimo za kazdym faktem a ne aZ za odstavcem. Autorka misty pouziva anglikanismy typu ,,co
nejvice komplexni™ (str. 30), ,,vice komplexni* (str. 35), ,,vice kompaktni kalorimetr,,. Misty
autorka pouziva laboratorni slang, napf. ,ligandovy roztok,, (str. 32) nebo ,,polykiemikova
vrstva“(str. 117).

Ziskan¢ poznatky o pouZzitém IC-kalorimetru autorka pouzila pii studiu kinetiky
enzymatickych reakci. Byly méfeny aktivované i inhibované reakce a jejich zavislost na
koncentract tfi enzymi, na koncentraci substratu, na pH a na teploté. Bylo zjisténo, Ze
rychlost enzymatickych reakcei je moZno, s jistym omezenim, nahradit konstantou K, kterou

Ize uréit z experimentalnich dat ziskanych s pouzitim IC-kalorimetru.

[ pres uveden¢ piipominky viak mohu konstatovat, Ze doktorandka prokézala orientaci
ve slozité problematice kinetiky enzymatickych reakci, schopnost samostatné védecké prace a
v neposledni rade take znacnou laboratorni zru¢nost pfi méfeni na novém typu kalorimetru.

PiedloZenou disertaéni praci proto
doporucuji k obhajobé.
Pardubice 28. 7. 2011 e WIS ) )

doc. Ing. Eva ﬁemﬂéknvé, (S0,
SLCHPL UMCH AVCR a Univerzity Pardubice
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