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FYZIKA

Prani jako véda

Andrea Stépdnkovd, Zdenek Pala, KIPL, FJFI CVUT, Praha

Abstract. The article deals with an interesting field of material structure inves-
tigation by means of X-ray diffraction. After a brief introduction mentioning
big names of this field, basic conceptions of solid state structure and X-ray
radiation are presented. The core is formed by two areas of structure analysis:
the application of diffraction in material science and engineering during the
development of new progressive materials of made-to-measure properties, and
the use of diffraction in an attractive environment of protein crystallography.

Fakt, Ze vsechno souvisi se vsim, si overujeme od malicka, a o tom,
ze je prani skutecnd véda, nepochybujeme. Ale jak souvisi prani s rent-
genem?

Rentgenové paprsky jsou Sirokym vrstvdm nedospélého i dospélého
obyvatelstva znamy predevsim jako nepostradatelny nastroj lékarek a
lékaru pri odhalovani zlomenych ¢i nasStiplych kosti. Jejich vyuziti je
ovsem v modernim svété daleko Sirsi. Kromé lékatstvi jsou fyzikalni me-
tody pracujici s rentgenovym zafenim nepostradatelné v kriminalistice
pfi odhalovéani padélanych obrazil, v materidlovém inZenyrstvi nejen pii
vyvoji novych nékdy takika zézra¢nych materiali, ale také naptiklad pfi
feseni nechténého prohybani valcovanjch plechfi. Zadna z farmaceutic-
kych firem se neobejde bez rentgenové laboratore, stejné jako cementarny
a dilni spolecnosti. Pro¢, k ¢emu a jak se rentgen v téchto oblastech po-
uziva, se vam pokusime zodpovédét v tomto ¢lanku. Zacénéme vSak od
Adama. . ., tedy spise od Rontgena.

Na konci predminulého stoleti objevil vyznamny némecky fyzik
Wilhelm Conrad Réntgen (1845-1923) novy druh zafeni. O tom, Ze ob-
jev paprsku X, jak bylo tehdy rentgenové zafeni oznacovano, byl z ¢asti
dilem $fastné ndhody a z ¢asti experimentitorova nadseného badani,
se doc¢itame vSude. Ani vlastnosti tohoto zafeni uz nejsou neznamé. Vi
se, ze se jedna o elektromagnetické zareni o vinové délce 0,01-10 nm,
coz odpovida energiim fotont 120 eV —120 keV, prochézi hmotou, v niz
se Castecné absorbuje. Mnozstvi absorbovaného zafreni zavisi na slozeni
hmoty (na protonovém ¢isle, hustoté a tlousfce materidlu) a na kva-
lité zareni. Rentgenové zareni s energiemi do 12 keV oznacujeme jako
mékké, pokud maji fotony zafeni energii vétsi nez 12 keV, je to zareni
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tvrdé. Nechme se ted ohromit prehledem, k ¢emu vSemu jsou paprsky X
nezbytné.

Hned po svém objevu se zacaly rentgenové paprsky vyuzivat v me-
diciné a technické defektoskopii. Neztstalo vSak jen u tohoto vyuZiti.
V roce 1912 Max von Laue a Paul Knipping ozarili krystal skalice modré
rentgenovymi paprsky a pozorovali jejich interakci s krystalickym mate-
ridlem. V nékterych smérech se §ifila rozptylena energie, v jinych docha-
zelo k vyhasindni. A tak byly poloZzeny poc¢atky nové védni discipliny —
strukturni krystalografie, zaloZené na interferenci rentgenového zareni
s krystaly.

Piimou souvislost mezi interferenénim obrazcem (difrakénim snim-
kem) a krystalovou strukturou si jako prvni uvédomil William Laurence
Bragg (1890-1971) a za pomoci svého otce Williama Henryho Bragga
(1862-1942) urcil prvni krystalové struktury nékolika prvka (diamatu,
grafitu) i jednoduchych sloucenin (chloridu sodného a draselného, pyritu,
kalcitu, korundu). Rentgenové paprsky a jméno otce a syna Braggovych
patii nerozlucné k sobé a tzv. Bragguv zakon patii mezi nejkrasnéjsi a
nejjednodussi vztahy mezi zkoumanym objektem a néastrojem, kterym
se na néj nahlizi.

Nez ¢tenare zasvétime do pocatkl strukturni krystalografie u nas a do
dalsiho vyuzivani rentgenu v materidlovém inzenyrstvi a proteinové krys-
talografii, dovolime si malou odboc¢ku do ivodu strukturni krystalografie
jako takové. Je mnohem piijemnéjsi nechat se okouzlit moznostmi a vy-
sledky strukturni krystalografie, kdyz si vysvétlime principy difrakénich
experimenti zkoumajicich , krystalovou strukturu“ metodou ,,difrakce“.

Svét muzeme rozdélit do étyf skupenstvi — pevného, kapalného, plyn-
ného a plazmatu. Staif Rekové, respektive Aristoteles, k témto GtyFem
kych zalezitosti se radéji poustét nebudeme a nasi pozornost zaméfime
pouze na skupenstvi solidni, a tedy pevné, které je dvou druhid — krysta-
lické a amorfni. Amorfni latky jsou z hlediska aplikac¢niho i fyzikalniho
velmi zajimavé a v jistém obdobi piedstavovaly dokonce tématiku lehce
se blizici dnesnimu boomu vseho zac¢inajiciho na ,nano“. My se jim vsak
mlcky vyhneme a déle se budeme vénovat jen latkam krystalickym. Po-
kud bychom tyto latky méli dostatecné pfesné a spolehlivé popsat, zacali
bychom zfejmé nejprve u atomi, ze kterych jsou slozeny, a jejich vzajem-
ného usporadani. S upofdadanim se jiz v 19. stoleti vypoiradal Auguste
Bravais, ktery vsechny krystalické latky rozdélil do 14 tzv. Bravaisovych
miizek. Ty predstavuji mozné kombinace jednoho ze sedmi krystalogra-
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fickych systémt (triklinicky, monoklinicky, ortorombicky, tetragonalni,
romboedricky, kubicky, hexagondlni) a typu m¥izky (primitivni, bazalné,
plo$né a prostorové centrovand). Zbyvéa pouze kazdému uzlovému bodu
Bravaisovy mtizky priradit tzv. bazi neboli rozlozeni strukturnich jedno-
tek. Samotnéa baze muze byt tvofena jen jednim atomem, jako je tomu
v pfipadé Zeleza v modifikaci alfa, neboli feritu, dvou atomu v pfipadé
kuchynské soli, nebo také nékolika set tisic atomi jako v pfipadé nékte-
rych proteind.

Diky pravidelnému usporadani se krystalicka latka p¥i interakci s rent-
genovym zarenim chova podobné jako znamaé optickd mrizka pii interakci
s viditelnym svétlem, tj. na stinitku dochazi ke vzniku interferenc¢niho
obrazce, na kterém pozorujeme mimo jiné konstruktivni interferenci.

-

Obr. 1. Difrakéni snimek (tzv. lauegram) proteinového monokrystalu, na kte-
rém lze pozorovat mnohem vice difrakénich stop ve srovnani s malou mole-
kulou. Proteinova krystalografie se dnes neobejde bez synchrotronu — zdroje
intenzivniho a laditelného rentgenového zafeni, tento snimek byl pofizen na
synchrotronu ESRF v Grenoblu, ktery ¢esti krystalografové hojné navstévuji.
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Jedna z moznych definic difrakce nam ¥ika, Ze difrakce je pravé onou
konstruktivni interferenci. Stejné jako z interferenc¢niho obrazce od op-
tické mrizky mutzeme urcit jeji konstantu, tak z difrakéniho obrazce krys-
talické latky miizeme urcit vzajemnou vzdalenost atomti neboli para-
metry miizky. Zbyva zfejmé zodpovédét dilezitou otazku: ,Proc je to
mozné?* Odpoveéd je piekvapivé jednoduchd. Vzdalenost mezi atomy
v pevné latce je fadu 107 m a vlnova délka rentgenového zéieni se
pohybuje ve stejné oblasti.

K difrakénimu experimentu potiebujeme v zasadé toliko tii véci —
zdroj rentgenového zareni, zkoumany material a vhodny detektor a to
vSe pevné umisténo na polohovacim zafizeni zvaném difraktometr. Zdro-
jem rentgenového zafeni je v béznych laboratornich podminkach vaku-
ova trubice emitujici rentgenové paprsky, vinovou délku charakteristické
Casti spektra rentgenky urcuje material anody, ve které dochazi mimo
jiné k zarivym prechodim v elektronové slupce atomt. Vzniklé fotony
prochézeji pres malo absorbujici, ovSem jedovaté a karcinogenni beryli-
ové okénko a mohou byt dile usmérnovany a fokusovany systémem clon
a zrcadel. Dopadaji na analyzovanou oblast vzorku, ktery tyto tzv. pri-
maéarni fotony difraktuje. Tyto difraktované fotony jsou zachyceny na de-
tektoru. Detektorem miiZe byt tradi¢ni fotograficky film, modernéjsi scin-
tila¢ni detektor nebo velmi moderni pfistroj s CCD ¢ipem, pfitomnym
v kazdém digitalnim fotoaparatu. Vysledkem celého snazeni je difrakéni
obrazec (piiklady ziskdvanych obrazcid jsou uvedeny na obr. 1 a 2), jenz
kvalifikovani krystalografové fundované a detailné analyzuji na zakladé
desitek ba stovek fyzikalnich metod a poznatki.

Uloha krystalografa nékdy konéi stanovenim struktury dosud nezna-
mého a nepopsaného materidlu. Nicméné tito krystalografové jsou svét-
Iymi vyjimkami v této nemalé komunité. Laboratofe rentgenové difrakce
nejhojnéji zasobuji své studenty a chlebodarce dodateénymi informa-
cemi o fazovém slozeni, neboli o tom, jaké faze (fazi se rozumi takova
oblast materidlu, kterd mé stejné chemické a fyzikalni vlastnosti) se ve
zkoumané latce vyskytuji (poptipadé kolik je které faze), o orientaci mo-
nokrystali, a také o tzv. rediné struktute.

Krystal bez defektti neexistuje, nebot to neni z termodynamického
hlediska vyhodné. Vakance, intersticidly, sroubové a hranové dislokace,
vrstevnaté chyby, zbytkovd napéti, textura — vSechny tyto pojmy vy-
vstanou krystalografovi na mysl, kdyZz prijde na pretfes otazka realné
struktury, neboli odchylek od dokonalého krystalu. Parametry realné
struktury nékdy az prekvapivé vyznamné ovliviuji optické, elektrické,
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ale zejména mechanické vlastnosti pevnych latek. Pfitomnost textury
(pfednostni orientace krystalk®) v polykrystalickych kovech muzZe vést
ke zméné tvaru finalnich vyrobkd, coz je finan¢né i technologicky na-
rocné teSitelna obtiz, naopak v pfipadé tranzistorovych plechu ¢i tyci
pro ulozeni palivovych tablet v jaderné elektrarné je jisty typ textury
pfimo nezbytny.
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Obr. 2. Difraktogram pofizeny na laboratornim praskovém difraktometru v La-
boratofi strukturni rentgenografie na FJFI. Zkoumanym materidlem je bézna
plastelina a fazova analyza ziskanych difrakénich dat odhalila pritomnost ka-
olinitu Aly(SizO5)(OH)4, kfemene SiOg a vapence CaCOg.

Zbytkova napéti (pnuti) v povrchové vrstvé predstavuji vyznamny
faktor ovliviiujici korozi ¢i vznik a Sifeni trhlin jako nasledek dynamic-
kého namahani kovovych konstrukci. Diky nepfiznivym zbytkovym napé-
tim dochézelo u nejmenovanych $védskych stihacek k odpadavani kiidel,
na druhou stranu pfizniva tlakova napéti v povrchu cCasti dopravnich
stroju, casti jadernych elektraren ¢i turbin mohou vyrazné prispét ke
zvyseni jejich zivotnosti a bezpecnosti. Kdyz v prvni poloviné 20. stoleti
predni ceska fyzicka Adéla Kochanovska-Némejcova fesila ve vyzkum-
ném tstavu Skodovych zavodi problematiku praskani nabojnic, zjistila,
ze k nezaddoucimu jevu dochazi vlivem nepfiznivych zbytkovych napéti.
Svym vyzkumem polozila zdklad rentgenové tenzometrie, ve kterém po-
kra¢uje Laborator strukturni rentgenografie na FJFI. VSechny vyse zmi-
néné parametry realné struktury lze urcit metodami vyuzivajicimi rent-
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genovou difrakci, coz svéd¢i nejen o jeji nezbytnosti, ale predevsim o jeji
pritazlivosti pro materialové inzenyry, ktefi se pokousi vyrabét nové ma-
teridly takfka na miru, ¢i sméfuji své snazeni k nalezeni novych progre-
sivnich metod pfipravy a zpeviiovani povrchu.

Dalsim odvétvim, které se bez rentgenu neobejde, je proteinova krys-
talografie. Tato pomérné mlada védni disciplina Fesi otazku, jak vy-
pada atomarni struktura bio-makromolekuldrnich latek. Pojem bio-
makromolekuly naznacuje, Ze ptijde o velké molekuly. Ale jak velké? Ve
skutecnosti byva prumeér kulovych proteint v fadech jednotek az desitek
nanometri. Cedulku makro nosi proto, Ze se skladaji z velikého poctu
atom — jednu jedinou molekulu — makromolekulu tvoii tisice az dese-
titisice atomu. Predpona ,,bio* zduraznuje, ze se jednd o latky obsazené
v zivych organismech. Ted si umi kazdy ¢tenar predstavit, co je pred-
meétem zkoumani proteinové krystalografie. Jsou to bilkoviny, nukleové
kyseliny, ale také polysacharidy nebo viry.

Nobelova cena za chemii byla v roce 1962 udélena dvéma molekular-
nim biologiim Johnu Cowderyovi Kendrewovi (1917-1997) a Maxi Fer-
dinandu Perutzovi (1914-2002) za prvni vyfeSené struktury bilkovin —
hemoglobinu a myoglobinu. V témze roce obdrzeli toto prestizni ocenéni
v oboru ,fyziologie nebo medicina® i dalsi dva molekularni biologové,
James Dewey Watson (nar. 1928) a Francis Crick (1916-2004), za svij
objev molekularni struktury DNA. Taktéz pomoci rentgenové difrakce
dokéazali, Ze molekula DNA ma tvar dvousroubovice.

Uz na pocatku minulého stoleti se védélo, Ze nékteré biologické makro-
molekuly mohou krystalizovat. Kazdy jisté ptisel do styku s krystaly
riznych anorganickych latek, ale asi jesté nikdy s krystaly biologickych
latek. Jejich priprava je slozity proces citlivy na fadu parametrt. Proto
se proteinové krystaly pripravuji v laboratofich za kontrolovanych pod-
minek. Vzhled a vlastnosti bilkovinnych krystalt se od krystalt soli 1isi.
Bilkovinné krystaly jsou mnohem mensi, dortstaji do velikosti desetin
milimetru, pozoruji se pod mikroskopem a jsou velmi citlivé na mecha-
nické poskozeni, proto jakdkoli manipulace s nimi musi byt velice opa-
trné. Velmi casto se tedy uchovévaji zamrazené v kapalném dusiku, a tak
jsou prenaseny ke zdroji zareni pred vlastnim méfenim. I jejich vnitini
struktura je odliSna. Néco jiného je, kdyz si na sebe maji pravidelné po-
sedat atomy nebo malé molekuly, a néco jiného, kdyz to jsou obrovské
molekuly. KdyZ se makromolekuly usporddévaji do krystalové miizky
(viz vyse), vznikaji mezi nimi velké kanaly, kterymi mizou proudit mo-
lekuly vody. Tuto vlastnost krystaly anorganickych soli nemaji.
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Usporadani difrakéniho experimentu je obdobné jako vyse popsané —
bilkovinny krystal je ozafovan svazkem rentgenového zafeni, nejéastéji
synchrotronového, a rozptylené zareni je detekovano za krystalem na
plosném detektoru. V pribéhu méfeni je krystal kvili své citlivosti na
okolni vlivy velice ¢asto udrzovan na nizkych (kryogennich) teplotéch
v parach kapalného dusiku. Vysledkem meéfeni je pak soubor stovek
difrakénich snimka podobnych tomu na obr. 1. Ty se pak zpracova-
vaji specialnimi vypocetnimi programy s cilem ziskat informaci, ktera
nas zajimé — mapu elektronové hustoty. Jinymi slovy: vime, kde jsou
v prostoru elektronové obaly atomil. Ale znat polohu elektronti znamena
znat polohu atomu! A tady uZ je vyhrano, nebot je vyfeSena prostorova
struktura bio-makromolekuly.

Takovou praci si dal proteinovy krystalograf, aby zjistil strukturu
makromolekuly. Ale k ¢emu vlastné? A jak to souvisi s tim pranim?

Bio-makromolekuly plni v organizmech rizné funkce — stavebni, re-
gula¢ni, ochranou a obranou, funguji jako biokatalyzatory a podobné.
Jsou to takovi mali Sikovni roboti, Ze se ¢asto hodi, aby pusobili i jinde,
nez jen v daném organizmu. Odbornici z primyslu napriklad pfisli na
to, ze kdyz se enzymy amylasy, které dokazi v organismech $tépit Skrob
na jednodussi cukry, ptfidaji k béznému pracimu prostiedku, daji se pri
prani snaze odstranit skvrny tifeba od ¢okolddy. No a skvrny od oleje
nebo jinych tuka? Pfiddme jesté lipasy (tedy enzymy, které dokdzi $té-
pit tuky)! A na dalsi skvrny zase dalsi enzymy, a tak praci prostfedky
v dnesni dobé nejsou uz jen mydla, ale chytrd smés latek na vsSechny
mozné skvrny.

Tim, ze proteinovy krystalograf urcil strukturu dané makromolekuly,
zacind takzvané proteinové inzenyrstvi, proces zabyvajici se pozménovéa-
nim struktury bilkovin s cilem zlepsit jejich vlastnosti pro konkrétni pri-
myslové vyuziti. Bio-makromolekuly totiz pracuji jen za urcitych podmi-
nek — v tzkém intervalu teplot nebo pH nebo pfi dané koncentraci soli
¢i jinych pro protein dulezitych latek. A v prumyslovych aplikacich by se
¢asto hodilo, aby protein pracoval i za jinych podminek — napfiklad v Sir-
$im teplotnim intervalu. Pak by praci prasek byl stejné i¢inny pfi prani
jak na 30 °C tak na 60 °C. Ze znalosti prostorové struktury muze protei-
novy krystalograf navrhnout takové zmény ve strukture, které zptisobi
pozadované zmény vlastnosti (obr. 3).

A tak diky objevu Wilhelma Conrada Réntgena a usilovnému a na-
mahavému badani stovek dalSich védcti dnes nejenze nemame problémy
s pranim, ale muzeme si byt jisti, ze letadlim neupadnou kfidla.
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Obr. 3. Prostorova struktura enzymu o-amylasa. Je to jeden z enzymi, které se
pouzivaji v pracich prostiedcich. Enzymy se velice ¢asto zobrazuji timto zpiuso-
bem — smycky, listy a Sroubovice, protoze kdybychom je nakreslili jako soubor
tecek, reprezentujici jednotlivé atomy, nikdy bychom si nedokézali predstavit
jejich prostorové uspotradani.
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