
Dlouh· cesta k novÈmu lÈku

Naöe chemick· ve¯ejnost jistÏ zaznamenala, ûe p¯i p¯Ìleûi-
tosti st·tnÌho sv·tku 28. ¯Ìjna 2002 udÏlil prezident V·clav
Havel medaili Za z·sluhy RNDr. AntonÌnu HolÈmu, DrSc.,
Dr.h.c., z ⁄stavu organickÈ chemie a biochemie Akademie vÏd
»eskÈ republiky jako ocenÏnÌ jeho vynikajÌcÌch vÏdeck˝ch
v˝sledk˘. O ˙spÏönÈ v˝zkumnÈ pr·ci vyznamenanÈho informo-
valy sdÏlovacÌ prost¯edky v souvislosti s uvedenÌm novÈho
lÈku proti hepatitidÏ B, zaloûenÈho na prepar·tu s generic-
k˝m n·zvem adefovir, kter˝ byl objeven pr·vÏ v laborato¯i
Dr. A. HolÈho. Je vöak nutno uvÈst, ûe zmÌnÏn˝ nov˝ lÈk proti
hepatitidÏ B s n·zvem HepseraTM je jiû t¯etÌm protivirov˝m
lÈËivem, poch·zejÌcÌm ze spolupr·ce skupiny Dr. A. HolÈho
na ⁄OCHB, kolektivu profesora E. De Clercqa z Rega Insti-
tutu KatolickÈ univerzity z belgickÈho Leuvenu a americkÈ
farmaceutickÈ firmy Gilead Sciences.

K tÏmto v˝znamn˝m praktick˝m uplatnÏnÌm v˝zkumn˝ch
v˝sledk˘ Dr. A. HolÈho doölo v poslednÌch nÏkolika letech,
jejich spoleËn˝m z·kladem je vöak jeho dlouhodob· systema-
tick· a ˙spÏön· vÏdeck· pr·ce. O jejÌ podstatÏ a o sloûitosti
a ˙skalÌch cesty od objevu ˙ËinnÈ l·tky ke schv·lenÈmu lÈku
je vhodnÈ uvÈst na str·nk·ch Chemick˝ch list˘ nÏkterÈ bliûöÌ
˙daje.

Dr. A. Hol˝ se zab˝v· v˝zkumem nukleosidov˝ch a nukleo-
tidov˝ch antimetabolit˘ od öedes·t˝ch let. Tyto l·tky jsou
studov·ny pro moûnÈ uplatnÏnÌ jako lÈËiva p¯edevöÌm proti
n·dorov˝m a virov˝m onemocnÏnÌm, mohou vöak p˘sobit i na
vnitrobunÏËn· stadia parazit˘. Funkce tÏchto antimetabolit˘
je zaloûena na takovÈ zmÏnÏ struktury, kter· jim na jednÈ
stranÏ umoûnÌ vstupovat do procesu syntÈzy molekul n·dorovÈ
nebo virovÈ DNA na mÌstÏ p¯irozen˝ch nukleotid˘, ale na
stranÏ druhÈ zp˘sobÌ inhibici enzym˘ syntÈzy DNA nebo pro-
dukci nefukËnÌch nebo nekompletnÌch fragment˘ takto modi-
fikovanÈ DNA. NalezenÌ strukturnÌch zmÏn s tÌmto ide·lnÌm
d˘sledkem nenÌ jednoduchou z·leûitostÌ. Na z·vadu Ëasto b˝v·
vysok· toxicita v˘Ëi hostitelsk˝m buÚk·m (m·lo selektivnÌ ˙Ëi-
nek), rychlÈ odbour·v·nÌ v organismu nebo nevhodnÈ vlast-
nosti pro transport do cÌlovÈ buÚky.

Na poË·tku osmdes·t˝ch let dospÏla skupina Dr. A. HolÈ-
ho k velmi ˙spÏön˝m strukturnÌm modifikacÌm p¯irozen˝ch
nukleotid˘. K v˝znamn˝m strukturnÌm zmÏn·m pat¯ilo nahra-
zenÌ cukernÈho pentosovÈho cyklu vhodn˝m acyklick˝m frag-
mentem. D·le se uk·zalo velmi v˝hodnÈ zavÈst mÌsto fosfory-
lovanÈ hydroxylovÈ skupiny etherovÏ v·zanou fosfonomethyl

skupinu, kter· nem˘ûe b˝t enzymy odbour·v·na. Z velkÈ sÈrie
tÏchto fosfon·t˘ acyklick˝ch nukleosid˘ jich cel· ¯ada vyk·-
zala vysokou antivirovou ˙Ëinnost.

PrvnÌ skupina tÏchto l·tek je ˙Ëinn· na DNA viry, kterÈ
zp˘sobujÌ opary, p·sov˝ opar, oËnÌ infekce, mononukleosu,
genit·lnÌ herpes, cytomegalovirovÈ infekce, virov˝ papilom
a dalöÌ choroby. Sem pat¯Ì prepar·t cidofovir, kter˝ je z·kla-
dem lÈku VistideTM, schv·lenÈho v roce 1996 p˘vodnÏ k lÈËenÌ
cytomegalovirovÈ retinitidy u pacient˘ s AIDS. Ten je navÌc
nynÌ st¯edem novÈho z·jmu pro svÈ vynikajÌcÌ ˙Ëinky proti viru
varioly (prav˝ch neötovic) ñ moûnÈho n·stroje bioterorismu.

Druh· skupina l·tek se vyznaËuje ˙Ëinky proti DNA vir˘m,
retrovir˘m a viru HBV, studuje se i moûnost jejich pouûitÌ jako
cytostatik. Do tÈto skupiny pat¯Ì prepar·t adefovir, ˙Ëinn·
forma lÈku HepseraTM, nynÌ novÏ schv·lenÈho pro obecnÈ
pouûitÌ k lÈËenÌ hepatitidy B.

Do t¯etÌ skupiny pat¯Ì slouËeniny ˙ËinnÈ p¯edevöÌm proti
AIDS (retroviru HIV). Jejich p¯edstavitelem je prepar·t teno-
fovir, ˙Ëinn· sloûka lÈku proti AIDS VireadTM, uvedenÈho do
lÈËebnÈ praxe v roce 2001.

Jsou p¯ipraveny i dalöÌ skupiny deriv·t˘ tohoto struktur-
nÌho typu, kterÈ jsou nynÌ v r˘zn˝ch f·zÌch biologickÈho testo-
v·nÌ.

Vraùme se vöak k novÈmu lÈku proti hepatitidÏ B. Adefo-
vir, kter˝ je jeho ˙Ëinnou sloûkou, byl publikov·n poprvÈ
v roce 1986 (De Clercq E., Hol˝ A., Rosenberg I., Sakuma T.,
Balzarini J., Maudgal P. C.: Nature 323, 464 (1986)), kdy byla
prezentov·na jeho vysok· antivirov· ˙Ëinnost. N·slednÏ byly
uvedeny podrobnosti jeho syntÈzy (Hol˝ A., Rosenberg I.:
Collect. Czech. Chem. Commun. 52, 2801 (1987); Hol˝ A.,
Rosenberg I., Dvo¯·kov· H.: Collect. Czech. Chem. Commun.
54, 2190 (1989)). Datov·nÌ publikacÌ ukazuje, jak dlouhÈ bylo
obdobÌ od objevu ˙ËinnÈ l·tky k nynÌ novÏ schv·lenÈmu lÈËivu.
P¯itom kdybychom pro tento konkrÈtnÌ p¯Ìpad chtÏli vyj·d¯it
dobu od etapy z·kladnÌho v˝zkumu aû po uplatnÏnÌ v˝sledk˘
v praxi, museli bychom p¯ipoËÌtat i roky v˝zkumu p¯ed obje-
vem adefoviru, ve kter˝ch se skupina Dr. A. HolÈho propra-
covala k ˙spÏön˝m nukleotidov˝m antimetabolit˘m  tohoto
strukturnÌho typu.

Cel˝ v˝voj novÈho lÈku st·l v tomto obdobÌ ËeskÈ, belgickÈ
i americkÈ partnerskÈ strany znaËnÈ ˙silÌ a bylo vynaloûeno
nesmÌrnÈ mnoûstvÌ finanËnÌch prost¯edk˘ (¯·dovÏ stovek mi-
lion˘ dolar˘), investovan˝ch p¯edevöÌm farmaceutickou fir-

N

N

NH
2

O

O P

O

OH

OH

OH

cidofovir
S( )-HPMPC

N

N N

N

NH
2

O P

O

OH

OH

adefovir
PMEA

N

N N

N

NH
2

O P

O

OH

OH

CH
3

tenofovir
R( )-PMPA

Chem. Listy 97, 81 ñ 82 (2003) ⁄vodnÌk

81



mou Gilead Sciences. Organizace a finanËnÌ a materi·lovÈ
zabezpeËenÌ vöech f·zÌ klinick˝ch zkouöek jsou obecnÏ natolik
finanËnÏ n·roËnÈ a p¯itom rizikovÈ, ûe nebylo moûnÈ hledat
spolupracujÌcÌ farmaceutickou firmu v »eskÈ republice. V p¯Ì-
padÏ adefoviru se jasnÏ projevila mÌra rizika, kterÈ musÌ far-
maceutick· firma vyvÌjejÌcÌ nov˝ prepar·t unÈst. Adefovir byl
p˘vodnÏ uvaûov·n jako prost¯edek pro lÈËenÌ AIDS. Vöechny
etapy testov·nÌ probÏhly ˙spÏönÏ a aû v z·vÏreËnÈ f·zi se
uk·zalo, ûe u nÏkter˝ch pacient˘ vyvol·vajÌ pot¯ebnÈ d·vky
lÈku neû·doucÌ vedlejöÌ reakce. Prepar·t byl proto z klinick˝ch
zkouöek staûen a dosud vynaloûenÈ ˙silÌ a finanËnÌ prost¯edky
se zd·ly b˝t ztracenÈ. Jen dÌky komplexnÌmu studiu jeho anti-
virovÈ aktivity byl prepar·t Ñp¯ekvalifikov·nì a ˙spÏönÏ pro-
öel vöemi etapami zkouöek jako lÈk proti hepatitidÏ B. Z·vÏ-
reËnÈ otev¯enÈ klinickÈ zkouöky podle  p¯ÌsnÈho protokolu
provedla firma Gilead Sciences u 2000 pacient˘ s jednoznaËnÏ
kladn˝m v˝sledkem.V˝hoda toto lÈku spoËÌv· v jeho ˙Ëinnosti
i p¯i lÈËenÌ chronickÈ formy tohoto onemocnÏnÌ, kdy se Ëasto
vytv·¯Ì u pacient˘ mutantnÌ HBV viry, rezistentnÌ v˘Ëi do-
sud nej˙spÏönÏjöÌmu prepar·tu lamivudinu. V d˘sledku vy-
sokÈ ˙Ëinnosti proti viru hepatitidy B postaËuje jeho malÈ
d·vkov·nÌ, kterÈ pacienty nezatÏûuje, a neû·doucÌ vedlejöÌ
˙Ëinky jsou tak minimalizov·ny. Ani po 48 t˝dennÌ terapii
nebyl zjiötÏn v˝skyt mutantnÌho viru rezistentnÌho v˘Ëi novÈmu
lÈku.

Objevitelsk˝ vklad Dr. A. HolÈho, jeho kolektivu na praû-
skÈm akademickÈm ˙stavu a spolupracujÌcÌch belgick˝ch ko-
leg˘ byl ˙silÌm pracovnÌk˘ Gilead Sciences vysoce zhodnocen.
Vöechny t¯i l·tky, kterÈ byly jiû na poË·tku spolupr·ce vybr·ny
pro dalöÌ v˝voj, se staly z·kladem lÈk˘ proti nebezpeËn˝m
virov˝m chorob·m. Tuto skuteËnost hodnotÌ Dr. A. Hol˝ jako
mimo¯·dn˝ ˙spÏch podmÌnÏn˝ öùastnou volbou partnerskÈ
farmaceutickÈ firmy.

Tato ˙spÏön· spolupr·ce m· i podstatn˝ ekonomick˝ efekt
ve formÏ licenËnÌch poplatk˘, kterÈ dost·v· ⁄stav organickÈ
chemie a biochemie a formou danÏ i Ëesk˝ st·t. DÌky tÏmto

prost¯edk˘m bylo moûno podpo¯it z·kladnÌ v˝zkum na tomto
˙stavu znaËn˝mi  investicemi  do n·kladnÈho p¯ÌstrojovÈho
vybavenÌ a d·le nap¯Ìklad do poËÌtaËovÈ sÌtÏ a audiovizu·lnÌ
techniky. Vedle finanËnÌho a lÈËebnÈho p¯Ìnosu pro celou naöi
spoleËnost je nutno uvÈst i mor·lnÌ profit. Ten se snad projevÌ
zv˝öenÌm spoleËenskÈ prestiûe vÏdeckÈ pr·ce a dokonce i po-
sÌlenÌm obecnÈho obËanskÈho sebevÏdomÌ p¯ed vstupem na-
öÌ republiky do EvropskÈ unie. Proto je ned·vnÈ ocenÏnÌ Dr.
A. HolÈho st·tnÌm vyznamen·nÌm vysoce zaslouûenÈ.

Projekt v˝zkumu nukleotidov˝ch analog˘ zamÏ¯en˝ na
terapii virov˝ch onemocnÏnÌ, leukÈmie a zhoubn˝ch n·dor˘ je
nad·le jednÌm z p¯ednÌch v˝zkumn˝ch z·mÏr˘ ⁄stavu orga-
nickÈ chemie a biochemie AV »R. Podstatn· Ë·st tohoto
v˝zkumu se stala souË·stÌ komplexu, kter˝ byl v roce 2001
ocenÏn prestiûnÌ Descartovou cenou EvropskÈ unie. SkuteË-
nost, ûe se tohoto projektu ˙Ëastnilo celkem 6 evropsk˝ch
laborato¯Ì, je dokladem v˝znamu mezin·rodnÌ  spolupr·ce
v z·kladnÌm v˝zkumu.

V˝voj nukleotidov˝ch antimetabolit˘ byl v poslednÌch le-
tech podporov·n Grantovou agenturou »R, InternÌ grantovou
agenturou Ministerstva zdravotnictvÌ, mÏl zahraniËnÌ finanËnÌ
podporu od americkÈ agentury AmFAR, od EvropskÈ unie
v programech PECO a COST a v souËasnosti je podporov·n
jako cÌlov˝ projekt GA AV »R a formou t¯ÌletÈho grantu
spojenÈho s Descartovou cenou. M˘ûeme tak doufat v objevenÌ
nov˝ch ˙Ëinn˝ch prepar·t˘. Moûn· ani uvedenÌ dalöÌho novÈ-
ho lÈku z laborato¯e Dr. A. HolÈho na sebe nenech· dlouho
Ëekat, protoûe nÏkterÈ novÏ objevenÈ ˙ËinnÈ l·tky jiû majÌ kus
dlouhÈ cesty ke schv·lenÌ novÈho lÈku za sebou.

Autor p¯ÌspÏvku dÏkuje Dr. AntonÌnu HolÈmu, DrSc.,
Dr.h.c., s nÌmû ho pojÌ spoleËnÈ akademickÈ pracoviötÏ a sho-
dou okolnostÌ i stejnÈ p¯ÌjmenÌ, za poskytnutÈ podkladovÈ
materi·ly a vÏcnou diskusi k problematice.

P. Hol˝
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1. ⁄vod

V poslednÌch t¯iceti letech je vysokomolekul·rnÌ poly-
ethylen (UHMWPE) hlavnÌm materi·lem pouûÌvan˝m pro
v˝robu r˘zn˝ch komponent kloubnÌch endoprotÈz (poprvÈ byl
implantov·n jako kyËelnÌ kloub v roce 1964). AËkoli byl
vybr·n z ostatnÌch typ˘ polyethylenu jako nejvhodnÏjöÌ po
str·nce chemickÈ i fyzik·lnÌ i pro svou dobrou biokompatibi-
litu, uk·zalo se, ûe komponenty ortopedick˝ch implant·t˘
z UHMWPE majÌ pomÏrnÏ kr·tkou ûivotnost v biologickÈm
prost¯edÌ lidskÈho tÏla (in vivo). Doch·zÌ k ˙navÏ a opot¯ebenÌ
materi·lu (deformace povrchov˝ch vrstev, vznik trhlin) a k os-
teol˝ze. N·sledkem toho jsou po relativnÏ kr·tkÈ dobÏ nutnÈ
reoperace pacient˘. U vyoperovan˝ch implant·t˘ byly zjiötÏ-
ny zmÏny mechanick˝ch, fyzik·lnÌch i chemick˝ch vlastnostÌ.
Tyto zmÏny jsou zp˘sobeny kombinacÌ oxidaËnÌ degradace p¯i
zpracov·nÌ i sterilizaci p¯ed pouûitÌm a mechanickÈ degradace
a biodegradace v ûivÈm organismu.

2. Vliv sterilizace na degradaci polyethylenu

JednÌm z nejd˘leûitÏjöÌch proces˘ je degradace γ-z·¯enÌm
p¯i sterilizaci p¯ed lÈka¯sk˝mi aplikacemi. Tento zp˘sob ste-
rilizace je v praxi pouûÌv·n nejËastÏji (v˝jimeËnÏ se sterilizuje
ethylenoxidem). Obvykle se pouûÌv· zdroj z·¯enÌ 60Co, d·vky
z·¯enÌ 2,5 Mrad a rychlosti 0,2ñ1,5 Mrad.hñ1 (cit.1). Vliv oza-
¯ov·nÌ na molekulovou strukturu, morfologii krystal˘ a me-
chanickÈ vlastnosti UHMWPE byl nÏkolikr·t studov·n s r˘z-
n˝mi v˝sledky v z·vislosti na velikosti d·vek z·¯enÌ, rychlosti
oza¯ov·nÌ, expoziËnÌch Ëasech, teplotÏ a sterilizaËnÌm prost¯e-
dÌ2. Podle dosavadnÌch poznatk˘ m˘ûe b˝t implant·t steriliza-
cÌ znehodnocen tak, ûe se po nÏkolika letech rozpad·.

P¯i expozici polymeru γ-z·¯enÌ je iniciaËnÌ reakcÌ homo-
lytickÈ ötÏpenÌ vazeb CñH nebo CñC za tvorby radik·l˘:

RH → Rï + Hï

RñR → Rï + Rï

kde R p¯edstavuje polymernÌ ¯etÏzec. Radik·ly Hï majÌ kr·t-
kou ûivotnost a okamûitÏ zanikajÌ. PolymernÌ radik·ly  Rï

(prim·rnÌ alkylradik·ly) mohou reagovat mnoha dalöÌmi zp˘-
soby, nap¯. rekombinacÌ,  disproporcionacÌ nebo p¯enosem
¯etÏzce3ñ5. RekombinacÌ se obnovuje p˘vodnÌ molekula poly-
ethylenu, disproporcionace zp˘sobuje ötÏpenÌ polymernÌch
¯etÏzc˘ a vznik dvojn˝ch vazeb, p¯enos vede k sÌùov·nÌ. V p¯Ì-
tomnosti kyslÌku rozpuötÏnÈho v polymeru nebo kyslÌku, kter˝
pronik· difuzÌ zvnÏjöku, probÌhajÌ oxidaËnÌ reakce radik·l˘ Rï

za tvorby peroxyradik·l˘, alkoxyradik·l˘ a hydroperoxid˘:

Rï + O2 → ROOï

ROOï + RH → ROOH + Rï

ROOH → ROï + ïOH

RH + ïOH → Rï + H2O

RH + ROï → Rï + ROH

TerminaËnÌmi reakcemi vznikajÌ dialkylperoxidy a z·ro-
veÚ zanikajÌ radik·ly:

ROOï + Rï → ROOR

ROOï + ROOï → ROOR + O2

Hydroperoxidy a dialkylperoxidy jsou nest·lÈ a snadno
reagujÌ na karbonylovÈ slouËeniny (aldehydy, ketony, kyseli-
ny, estery), kterÈ jsou koneËn˝mi produkty tÏchto reakcÌ. P¯i
tom se tvo¯Ì novÈ alkylradik·ly reagujÌcÌ d·le ¯etÏzov˝m me-
chanismem. S Ëasem se zvyöuje jak rozsah oxidace, tak rozsah
ötÏpenÌ ¯etÏzc˘.

OxidaËnÌ reakce probÌhajÌ ve velkÈm rozsahu p¯i oza¯ov·-
nÌ a skladov·nÌ na vzduchu, v menöÌm rozsahu i p¯i v˝robÏ,
kdy do polymeru volnÏ difunduje atmosfÈrick˝ kyslÌk. Protoûe
mobilita polymernÌch ¯etÏzc˘ p¯i vysokÈ molekulovÈ hmot-
nosti UHMWPE (4 miliony) je velmi mal·, vzniklÈ makrora-
dik·ly p¯etrv·vajÌ v aktivnÌm stavu v materi·lu po mnoho let
a jsou schopnÈ kdykoli za vhodn˝ch podmÌnek, nap¯. p¯i styku
s difundovan˝m kyslÌkem, reagovat. D˘sledkem jsou zmÏny
fyzik·lnÌch a mechanick˝ch vlastnostÌ polymeru, kterÈ jsou
projevem postradiaËnÌho st·rnutÌ. ätÏpenÌ polymernÌch ¯etÏz-
c˘ zvyöuje mobilitu molekul a vede k n·slednÈ krystalizaci.
Zvyöuje se hustota, sniûuje molekulov· hmotnost, vznikajÌ
karbonylovÈ skupiny, mÏnÌ se napÏùovÈ vlastnosti a dalöÌ
mechanickÈ vlastnosti ñ jako lomivost, tvrdost, odolnost v˘Ëi
teËenÌ (creepu), ˙navÏ materi·lu apod. Zvyöuje se i mnoûstvÌ
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nÌzkomolekul·rnÌch extrahovateln˝ch sloûek, zatÌmco jejich
molekulov· hmotnost se sniûuje. LimitujÌcÌm faktorem tÏchto
postradiaËnÌch proces˘ je difuze atmosfÈrickÈho kyslÌku do
hmoty polymeru.

3. Anal˝za produkt˘ degradace

HlavnÌ Ë·st literatury z poslednÌch let se t˝k· pr·vÏ studia
mechanismu postradiaËnÌho st·rnutÌ implant·t˘ z UHMWPE
sterilizovan˝ch γ-z·¯enÌm a anal˝zami oxidaËnÌch produkt˘
vznikajÌcÌch p¯i postradiaËnÌch reakcÌch. Tyto reakce probÌha-
jÌ jiû p¯ed pouûitÌm p¯i skladov·nÌ (nÏkdy i po ¯adu let) na
vzduchu. P¯itom doch·zÌ k z·sadnÌm degradaËnÌm zmÏn·m.
Studiem radik·l˘ s dlouhou ûivotnostÌ p¯i postradiaËnÌm st·r-
nutÌ pomocÌ ESR spektroskopie se zab˝v· literatura6,7. Tato
technika se pouûÌv· k monitorov·nÌ vzniku a ûivotnosti ra-
dik·l˘, ke studiu jejich p¯emÏn apod. K detekci peroxyl·tek
byla pouûita Ramanova spektroskopie8,9. InfraËerven· spek-
troskopie (I») s technikami Fourierovy transformace a odra-
zovÈho mÏ¯enÌ je öiroce pouûÌv·na ke studiu oxidaËnÌ degra-
dace polymer˘. HlavnÌ oblasti v I» spektrech pro detekci
vzniku produkt˘ a sledov·nÌ zmÏn jejich koncentrace bÏhem
st·rnutÌ jsou oblast voln˝ch a asociovan˝ch skupin OH hy-
droperoxid˘ (3190ñ3640 cmñ1), oblast karbonyl˘ (1670ñ
1785 cmñ1), oblast dvojn˝ch vazeb (p¯ibliûnÏ 1645 a 850ñ
1000 cmñ1), z toho oblast vinyl˘ (909 a 995 cmñ1), vinyliden˘
(888 cmñ1) a vinylen˘ (965 cmñ1) (cit.1,3ñ5,10ñ18,26,31). StupeÚ
degradace charakterizujÌ v I» spektrech indexy absorpËnÌch
p·s˘ definovanÈ jako pomÏr absorbance studovanÈho p·su
k absorbanci referenËnÌho p·su (jeho velikost se nemÏnÌ bÏ-
hem degradace a odpovÌd· tlouöùce vzorku) poËÌtanÈ buÔ
z v˝öky nebo plochy odpovÌdajÌcÌch pÌk˘. Pro UHMWPE jsou
uv·dÏny referenËnÌ p·sy (absorbance CH skupin jak v amorf-
nÌ, tak v krystalickÈ oblasti PE) s vlnoËty 1360ñ1370, 1458,
1468 a 2020 cmñ1 (cit.1,4,5,11,26,31). Pro vzorky UHMWPE
s nÌzk˝m aû st¯ednÌm stupnÏm oxidace je absorbance refe-
renËnÌho p·su relativnÏ nez·visl· na rozsahu oxidace a je
p¯Ìmo ˙mÏrn· tlouöùce vzork˘. Pro znaËnÏ zoxidovanÈ vzorky
nebo pro velmi tenkÈ a naopak velmi tlustÈ vzorky vöak toto
p¯esnÏ neplatÌ a m˘ûe dojÌt ke znaËn˝m nep¯esnostem v kvan-
titativnÌm vyhodnocenÌ rozsahu oxidace26. NejËastÏji je pro
kvantitativnÌ anal˝zy uûÌv·n tzv. karbonylov˝ index CI, kter˝
charakterizuje zmÏny v oblasti karbonyl˘ (nap¯. CI = A1720/
A1370) (cit.9) a hydroxylov˝ index HI. Ten se nemÏ¯Ì p¯Ìmo
z absorbance peroxyl·tek (nÌzk· öirok· maxima), ale po p¯e-
mÏnÏ na nitr·ty s absorpËnÌmi p·sy 1276 a 1632 cmñ1 pro
ROOH (cit.32). Touto metodou lze z·roveÚ zjistit zmÏny krys-
talinity jako pomÏr absorbance ÑkrystalickÈhoì a ÑamorfnÌhoì
p·su (A1894/A1303 nebo A1473/A1463) (cit.8,10,14,31 ) v kombinaci
s metodou DSC (cit.1,14,19,20 ). ZmÏny morfologickÈ struktury
byly studov·ny pomocÌ elektronovÈ mikroskopie10,12,14,16,21.
Mechanick˝mi zmÏnami se zab˝v· literatura20,22ñ24.

Z mÏ¯enÌ I» spekter2,4,15 bylo zjiötÏno, ûe p¯i dlouhodo-
bÈm skladov·nÌ (nÏkolik let) s Ëasem prudce roste koncentrace
karbonylov˝ch skupin. ZpoË·tku se tvo¯Ì karbonyly jen na
povrchu, pozdÏji byly zjiötÏny i v podpovrchov˝ch vrstv·ch.
»asem vzr˘st· podpovrchov· koncentrace karbonyl˘, takûe
v urËitÈ f·zi je jejich koncentrace pod povrchem (jeden a vÌce
mm) vyööÌ neû na povrchu. Maximum koncentrace karbony-
l˘ je v hloubce 2 mm. N·zory na to, proË je v tÈto hloub-

ce CI maxim·lnÌ, se r˘znÌ 9,32. Tvo¯Ì se p¯ev·ûnÏ ketony (p¯i
1713 cmñ1 absorpce dialkylketon˘). Nap¯. po 285 dnech st·r-
nutÌ vzrostla koncentrace  karbonylov˝ch  skupin  ze 7.10ñ5

na 1,1.10ñ3 skupin CO na monomernÌ jednotku (cit.3). V ob-
lastech polymeru s vÏtöÌ koncentracÌ karbonyl˘ (tzv. ÑbÌlÈ
p·syì) roste hustota a krystalinita. Po nÏkolika letech doch·zÌ
v tÏchto  mÌstech k ˙plnÈ ztr·tÏ p˘vodnÌch mechanick˝ch
vlastnostÌ,  tj.  ke  zk¯ehnutÌ  a prask·nÌ materi·lu. PodobnÈ
zmÏny probÌhajÌ i bÏhem implantace v lidskÈm tÏle1,25,26, kdy
se tyto procesy kombinujÌ s chemick˝mi a mechanick˝mi vli-
vy biologickÈho prost¯edÌ. S dobou implantace se d·le zvyöuje
hustota. Zv˝öenÌ je niûöÌ na vnÏjöÌ stranÏ jamky, kde je menöÌ
kontakt se synovi·lnÌ kapalinou. ZmÏny z·visejÌ i na velikosti
nam·h·nÌ. Minim·lnÌ zmÏny hustoty byly zaznamen·ny upro-
st¯ed hmoty jamek. S dobou implantace se zvyöuje i kon-
centrace nÌzkomolekul·rnÌch l·tek. Z I» spekter jsou patrnÈ
n·r˘sty koncentrace vazeb CñO  (1172  cmñ1) a karbonyl˘
RCOOR (1715 cmñ1), C=O (1720 cmñ1), RCHO (1733 cmñ1),
COOR (1740 cmñ1). NejvÌce roste aldehydov˝ p·s19,27,28. ZmÏ-
ny jsou opÏt menöÌ na vnÏjöÌ stranÏ jamek. S tÏmito zmÏnami
souvisÌ i n·sledn· krystalizace a pokles pr˘mÏrnÈ molekulovÈ
hmotnosti. SnÌûenÌ molekulovÈ hmotnosti v povrchovÈ vrstvÏ
vyoperovan˝ch implant·t˘ je aû desateron·sobnÈ11. P¯ÌËinou
r˘znÈ oxidaËnÌ rychlosti ve vnÏjöÌ a vnit¯nÌ Ë·sti kloubnÌ jamky
a r˘znorodosti oxidaËnÌch produkt˘ je pravdÏpodobnÏ vliv
agresivnÌho prost¯edÌ synovi·lnÌ kapaliny, kter· obsahuje pe-
roxidy, nap¯. H2O2, a jejÌû sloûenÌ se u r˘zn˝ch pacient˘ liöÌ.

4. Z·vÏr

Ze studiÌ prov·dÏn˝ch jednak na modelov˝ch systÈmech,
jednak na implant·tech po vyjmutÌ z lidskÈho tÏla vypl˝v·, ûe
celkov˝ rozsah oxidace znaËnÏ kolÌs· v z·vislosti na typu
a zp˘sobu zpracov·nÌ polymeru, na atmosfÈ¯e, dobÏ a inten-
zitÏ oza¯ov·nÌ, na dobÏ a zp˘sobu skladov·nÌ (zp˘sob balenÌ
a teplota) a dobÏ pouûitÌ in vivo.

V  poslednÌ dobÏ  je  proto  vÏnov·na  znaËn·  pozornost
zlepöenÌ odolnosti medicin·lnÌho UHMWPE v˘Ëi oxidaËnÌ
degradaci neklasick˝mi zp˘soby (UHMWPE totiû v tÏchto
p¯Ìpadech nelze stabilizovat klasick˝mi chemick˝mi antioxi-
danty, v˝jimkou je pouze pouûitÌ vitaminu E jakoûto p¯Ìrod-
nÌho stabiliz·toru33). NejrychlejöÌ cestou ke zlepöenÌ odolnosti
UHMWPE pro lÈka¯skÈ aplikace, tj. ke snÌûenÌ koncentrace
radik·l˘ ve sterilizovan˝ch vzorcÌch, je zah¯Ìv·nÌ materi·lu na
vyööÌ teplotu. TÌm se dos·hne zv˝öenÌ pohyblivosti ¯etÏzc˘
polymeru a sÌùov·nÌ. Pro vztah mezi reakËnÌ teplotou a rych-
lostÌ platÌ Arrheniova rovnice. Toto tzv. ztuûov·nÌ teplem
(annealing) popisuje literatura4,6. V˝sledky z·visejÌ na dobÏ
a podmÌnk·ch tohoto procesu. Ve vzduchu je proces rychlejöÌ
neû ve vakuu. Nap¯. zah¯Ìv·nÌm sterilizovanÈho UHMWPE na
85 ∞C na vzduchu po dobu 120 h byly zniËeny vöechny volnÈ
alkylradik·ly6. ModernÌ metody vyuûÌvajÌ kombinace zah¯Ì-
v·nÌ vzork˘ (aû do teploty t·nÌ) ve vakuu a pak dalöÌ sterilizace
ethylenoxidem k ochranÏ proti znovuvytvo¯enÌ radik·l˘, pop¯.
doplnÏnÈ jeötÏ vymraûov·nÌm29,30. DalöÌ moûnostÌ, jak zv˝öit
odolnost, je zabr·nÏnÌ p¯Ìstupu vzduchu k implant·t˘m z vy-
sokomolekul·rnÌho polyethylenu p¯i sterilizaci a skladov·nÌ.
Byly vyvinuty speci·lnÌ vakuovÈ obalovÈ folie nepropust-
nÈ pro kyslÌk, do kter˝ch se souË·stky zatavujÌ uû p¯ed steri-
lizacÌ 9.
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J. Rotschov· (Institute of Macromolecular Chemistry,
Academy of Sciences of the Czech Republic, Prague): Postir-
radiation Ageing of High-Molecular-Weight Polyethylene
Implants

The review summarizes literature data on degradation
changes of UHMWPE prosthetic implants during γ-radiation
sterilization, storage and implantation in human body. Exten-
sive oxidative changes may reduce the resistance of implants
to wear, provoke osteolysis and shorten clinical life of prosthe-
ses. Therefore the extent of oxidation must be characterized
by special analytical methods.
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1. ⁄vod

Pokrok v ¯eöenÌ analytick˝ch problÈm˘ v biochemii, mo-
lekul·rnÌ biologii, chemii ûivotnÌho prost¯edÌ, farmakologii
i pr˘myslu je podmÌnÏn vyuûitÌm modernÌch separaËnÌch me-
tod. Mezi nÏ pat¯Ì tÈû kapil·rnÌ elekrochromatografie (capilla-
ry electrochromatography, CEC). Tato relativnÏ nov· metoda
se v souËasnÈ dobÏ prudce rozvÌjÌ, o Ëemû rovnÏû svÏdËÌ
exponenci·lnÏ vzr˘stajÌcÌ poËet publikovan˝ch pracÌ.

CEC je vysoko˙Ëinn· separaËnÌ metoda, zaloûen· na spo-
jenÌ kapalinovÈ chromatografie (HPLC) a kapil·rnÌ zÛnovÈ
elektroforÈzy (CZE). ZatÌmco HPLC vyuûÌv· ke generov·nÌ
toku rozdÌlu tlaku, v CEC je pohyb kapalnÈ mobilnÌ f·ze
zprost¯edkov·n elektrick˝m polem, kterÈ zp˘sobuje elektro-
osmotick˝ tok (electroosmotic flow, EOF). CEC si p¯itom
zachov·v· v˝hody obou metod, ze kter˝ch vzeöla: vyööÌ ˙Ëin-
nost a jednoduchost instrumentace poch·zejÌcÌ z CZE a vyööÌ
selektivitu a kapacitu kolony danou interakcÌ se stacion·rnÌ
f·zÌ jako v HPLC. K separaci analyt˘ doch·zÌ u CEC p¯ev·ûnÏ
dvojÌm mechanismem. Elektroneutr·lnÌ i ionizovanÈ l·tky
jsou stejnÏ jako v chromatografii separov·ny na z·kladÏ roz-
dÌln˝ch interakcÌ se stacion·rnÌ f·zÌ, respektive na z·kladÏ
sÌtovÈho efektu v p¯ÌpadÏ gelovÈ permeaËnÌ chromatografie.
L·tky ionizovanÈ se navÌc pohybujÌ v elektrickÈm poli rych-

lostÌ danou jejich efektivnÌmi mobilitami, coû takÈ p¯ispÌv·
k vÏtöÌ selektivitÏ vlastnÌ separace.

PrvnÌ experiment, p¯i nÏmû bylo v kapalinovÈ chromato-
grafii aplikov·no elektrickÈ pole, provedl jiû v roce 1939
Strain1,2. Tuto metodu pouûil pro separaci barviv a dok·zal, ûe
kombinacÌ elektroforÈzy a adsorpËnÌ chromatografie lze do-
s·hnout v˝raznÈho zlepöenÌ selektivity. TermÌn elektrochro-
matografie zavedl v roce 1943 Beraz3, a to p¯i popisu uspo¯·-
d·nÌ papÌrovÈ elektroforÈzy. ElektrickÈ pole vyuûil v roce
1949 k transportu l·tek gelovou strukturou takÈ Tisselius4.
PodobnÈ pokusy prov·dÏli v roce 1952 Mould a Synge5. Ve
svÈ pr·ci se zab˝vali p˘sobenÌm elektrickÈho pole v tenkovr-
stvÈ chromatografii (TLC) a v roce 1954 pak publikovali pr·ci6

vÏnovanou separaci polysacharid˘. Aplikaci elektrickÈho pole
na chromatografickou kolonu se v roce 1974 podrobnÏji vÏ-
noval Pretorius7. Jako prvnÌ pouûil EOF k migraci nenabit˝ch
l·tek n·plÚovou kolonou o vnit¯nÌm pr˘mÏru 1 mm. Jeho
v˝sledky uk·zaly velmi zajÌmavÈ moûnosti, kterÈ nabÌzÌ po-
uûitÌ EOF v chromatografii. D˘leûit˝m meznÌkem ve v˝voji
CEC byla pr·ce Jorgensona a LukacsovÈ8. Ti v roce 1981
uk·zali moûnosti uplatnÏnÌ EOF v n·plÚov˝ch kapil·rnÌch
kolon·ch. Provedli separaci 9-methylantracenu a perylenu na
kolonÏ o vnit¯nÌm pr˘mÏru 170 µm naplnÏnÈ 10 µm Ë·sticemi
Partisil ODS-2 za pouûitÌ mobilnÌ f·ze obsahujÌcÌ acetonitril,
napÏtÌ 30 kV a fluorescenËnÌ detekce, tj. za velmi podobn˝ch
podmÌnek, za jak˝ch se v CEC pracuje dodnes. Tato jejich
pr·ce a pr·ce Knoxe a Granta9,10, kte¯Ì pouûÌvali 5 µm Ë·stice,
uk·zaly, ûe EOF je atraktivnÌ alternativou k hydrodynamickÈ-
mu tlaku vyuûÌvanÈmu v HPLC.

CÌlem tohoto Ël·nku je kr·tkÈ sezn·menÌ s problematikou
kapil·rnÌ elektrochromatografie, struËn˝ popis teoretick˝ch
z·klad˘, pouûÌvanÈ instrumentace a moûn˝ch aplikacÌ. Po-
drobnÏjöÌ informace lze nalÈzt v ¯adÏ p¯ehledn˝ch Ël·nk˘11ñ20

a takÈ ve t¯ech monografiÌch, kterÈ vyöly v ned·vnÈ dobÏ21ñ23.

2. Elektroosmotick˝ tok

JednÌm ze z·kladnÌch jev˘, kter˝ se spolupodÌlÌ na separaci
v CZE, je elektroosmosa, respektive EOF. Jde o tok elektrolytu
v separaËnÌ kapil·¯e zp˘soben˝ p¯ÌtomnostÌ nabit˝ch skupin
v jejÌ stÏnÏ. K¯emenn· kapil·ra, kter· je nejËastÏji pouûÌva-
n˝m typem kapil·ry v CZE, obsahuje ve svÈ stÏnÏ ionizova-
telnÈ silanolovÈ skupiny SiOH. V p¯Ìtomnosti  z·kladnÌho
elektrolytu p¯i pH > 2 doch·zÌ k jejich disociaci:

SiOH → SiOñ + H+

a stÏna kapil·ry tak zÌsk·v· z·porn˝ n·boj. Ten p¯itahuje
kladnÏ nabitÈ ionty z·kladnÌho elektrolytu, kterÈ u stÏny kapi-
l·ry vytv·¯ejÌ stabilnÌ elektrickou dvojvrstvu. ZatÌmco vrstva
kationt˘ v tÏsnÈm kontaktu se stÏnou kapil·ry je fixov·na
(Sternova vrstva), kationty vzd·lenÏjöÌ vytv·¯ejÌ pohyblivou
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difuznÌ (Guyovu-Chapmanovu) vrstvu (obr.1). Pokud je na
kapil·ru p¯ivedeno stejnosmÏrnÈ elektrickÈ napÏtÌ, kationty
difuznÌ vrstvy zaËnou migrovat k z·pornÈ elektrodÏ ñ katodÏ.
Jelikoû jsou solvatov·ny, zaËne se ke katodÏ pohybovat i elek-
trolyt p¯Ìtomn˝ v kapil·¯e. Tento pohyb je oznaËov·n jako EOF.

Jak jiû bylo zmÌnÏno, v CEC je pohyb mobilnÌ f·ze d·n
EOF. U kapil·rnÌch kolon pro CEC, plnÏn˝ch silikagelov˝mi
mikroË·sticemi, p¯ispÌv· k EOF kromÏ n·boje stÏny kapil·ry
takÈ povrchov˝ n·boj Ë·stic. U kolon polymernÌch a povrcho-
vÏ modifikovan˝ch musÌ stacion·rnÌ f·ze pro tvorbu EOF ve
svÈ struktu¯e obsahovat ionogennÌ skupiny, neboù povrchov˝
n·boj kapil·ry je eliminov·n. DÌky tomu, ûe EOF je generov·n
v celÈm objemu kapil·ry, je jeho rychlostnÌ profil tÈmÏ¯ pÌs-
tov˝, na rozdÌl od toku p˘sobenÈho rozdÌlem tlaku (obr. 2).
Rychlost EOF p¯itom tÈmÏ¯ nez·visÌ na pr˘mÏru kapil·ry.
Doch·zÌ tÌm k menöÌmu rozm˝v·nÌ zÛn analyzovan˝ch l·tek,
coû p¯ispÌv· k vyööÌ ˙Ëinnosti separace.

Line·rnÌ rychlost elektroosmotickÈho toku vEOF lze vy-
j·d¯it Hunterovou rovnicÌ11:

vEOF =

kde ε0 je permitivita vakua; εr permitivita, c koncentrace a η
viskozita mobilnÌ f·ze, respektive z·kladnÌho elektrolytu, E
intenzita elektrickÈho pole; σ n·bojov· hustota na povrchu
rozhranÌ, F Faradayova konstanta, R univerz·lnÌ plynov· kon-
stanta a T absolutnÌ teplota. Z v˝öe uvedenÈho vztahu vypl˝v·,
ûe EOF z·visÌ na mnoha faktorech, kterÈ mohou mÌt vliv,
respektive mohou b˝t vyuûity pro optimalizaci vlastnÌ separa-
ce jak v CZE, tak i CEC.

3. Kolony pouûÌvanÈ
v kapil·rnÌ elektrochromatografii

Z hlediska umÌstÏnÌ stacion·rnÌ f·ze existujÌ v CEC dva
z·kladnÌ typy kapil·rnÌch kolon: n·plÚovÈ a povrchovÏ modi-
fikovanÈ. U n·plÚov˝ch kolon je kapil·ra naplnÏna p¯Ìsluönou
stacion·rnÌ f·zÌ zcela nebo po detekËnÌ okÈnko, p¯iËemû podle
typu stacion·rnÌ f·ze se n·plÚovÈ kolony d·le rozdÏlujÌ na
kolony plnÏnÈ mikroË·sticemi jako v p¯ÌpadÏ HPLC a kolony
plnÏnÈ kontinu·lnÌ (monolitickou) stacion·rnÌ f·zÌ.

PouûitÌ kolon plnÏn˝ch mikroË·sticemi v souËasnÈ dobÏ
p¯evaûuje. MikroË·stice nesou chemicky v·zanou stacion·rnÌ
f·zi a jsou v kolonÏ zadrûov·ny vstupnÌ a v˝stupnÌ fritou.
NejËastÏji jde o silikagelovÈ sorbenty pro HPLC o velikosti
Ë·stic 1,5ñ5 µm. Na trhu jsou vöak jiû dostupnÈ stacion·rnÌ
f·ze vyr·bÏnÈ speci·lnÏ pro CEC, jsou to nap¯Ìklad CEC 3 µm
ODS1 (Phase Separation) a CEC 3 µm C18 (Hypersil). Vnit¯nÌ
pr˘mÏr kolony se zpravidla pohybuje mezi 50 aû 135 µm.
MikroË·sticovÈ kolony pro CEC jsou jiû komerËnÏ dostupnÈ,
jejich cena je  vöak zatÌm  pomÏrnÏ vysok·, a  tak vÏtöina
laborato¯Ì si p¯ipravuje kolony vlastnÌ.

NejpouûÌvanÏjöÌ metodou pro plnÏnÌ kolon je plnÏnÌ tlako-
vÈ, kdy je suspenze stacion·rnÌ f·ze v organickÈm rozpouötÏd-
le plnÏna z rezervo·ru do kolony HPLC pumpou24ñ26. D·le je
moûnÈ k naplnÏnÌ kolony pouûÌt27 superkritickÈho CO2, od-
st¯edivÈ sÌly28 nebo gravitace29. Pro elektrokinetickÈ plnÏnÌ

kolon byl rovnÏû ˙spÏönÏ vyuûit EOF (cit.30). AËkoli se meto-
dami plnÏnÌ kolon zab˝v· velkÈ mnoûstvÌ publikacÌ, je tato
operace pomÏrnÏ obtÌûn·. DalöÌm z praktick˝ch problÈm˘,
kter˝ se vyskytuje p¯i pouûitÌ kolon plnÏn˝ch mikroË·sticemi,
je tvorba bublinek, kterÈ mohou vznikat mj. na rozhranÌ frity
a n·plnÏ. P¯edch·zet vzniku bublin lze tlakov·nÌm obou elek-
trodov˝ch n·dobek, chlazenÌm kapil·ry, d˘kladn˝m odply-
nÏnÌm mobilnÌ f·ze, uûitÌm nÌzk˝ch koncentracÌ elektrolyt˘
(nebo elektrolyt˘ s nÌzkou vodivostÌ) a kapil·r s menöÌmi
vnit¯nÌmi pr˘mÏry. ProblÈmem je takÈ skuteËnost, ûe kapil·ry
jsou v mÌstÏ frity velmi k¯ehkÈ, snadno m˘ûe dojÌt k jejich
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Obr. 1. Princip elektroosmotickÈho toku EOF v k¯emennÈ kapil·-
¯e, jejÌû stÏna m· z·porn˝ n·boj

Obr. 2. Srovn·nÌ rychlostnÌch profil˘ toku mobilnÌ f·ze u n·plÚo-
v˝ch kolon pro CEC a HPLC
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ulomenÌ, a tÌm ke zniËenÌ kolony. Byla publikov·na ¯ada
metod p¯Ìpravy tohoto typu kolon a byly diskutov·ny vlivy
velikosti Ë·stic a problÈmy spojenÈ s tvorbou bublinek v mo-
bilnÌ f·zi31ñ44.

DalöÌ moûnostÌ je pouûitÌ kolon s monolitick˝mi poly-
mernÌmi n·plnÏmi45ñ53. Tyto kolony obsahujÌ souvislÈ porÈznÌ
loûe organickÈho Ëi anorganickÈho polymeru. To je v kapil·¯e
buÔ kovalentnÏ uchyceno na vnit¯nÌ stÏnu, nebo je v kapil·¯e
udrûov·no adhezÌ polymeru. DÌky tomu nejsou u monolitic-
k˝ch kolon zapot¯ebÌ zadrûovacÌ frity a je zmenöeno nebezpeËÌ
tvorby bublinek. P¯Ìsluön· stacion·rnÌ f·ze je polymerov·na
in situ, tj. p¯Ìmo v kapil·¯e. Obsahuje jednak chemickÈ skupiny
pro dan˝ chromatografick˝ mÛd a d·le skupiny ionizovanÈ,
odpovÌdajÌcÌ za vznik EOF ñ zpravidla sulfoskupiny. PlnÏnÌ
je podstatnÏ jednoduööÌ neû u n·plÚov˝ch kolon, protoûe ne-
vyûaduje vysokÈ tlaky. K syntÈze organopolymernÌch mono-
lit˘ je nejËastÏji vyuûÌv·na radik·lov· polymerace. ZmÏnami
sloûenÌ prepolymeraËnÌ smÏsi lze zÌskat monolity o r˘znÈm
chemickÈm sloûenÌ a poûadovanÈ morfologii. V˝voj tÏchto
kolon je teprve v poË·tcÌch a v souËasnÈ dobÏ se intenzivnÏ
rozvÌjÌ54.

Do skupiny  polymernÌch kolon pat¯Ì  takÈ tzv. sol-gel
monolitickÈ n·plnÏ. Tyto monolity jsou p¯ipravov·ny z alko-
xysilan˘ procesem, kter˝ zahrnuje jejich hydrol˝zu a n·sled-
nou polykondenzaci. KoloidnÌ roztok je nejprve p¯eveden na
hydrogel a pak je termicky pozmÏnÏn za vzniku sÌtÏ xerogelu
uchycenÈho na vnit¯nÌ stÏnu kolony. Proces sol-gel m˘ûe b˝t
pouûit takÈ pro vytvo¯enÌ monolitu slepenÌm jiû naplnÏn˝ch
silikagelov˝ch mikroË·stic.  P¯Ìprava monolitick˝ch n·plnÌ
sol-gel je pops·na v nÏkolika pracech55ñ61. DalöÌ alternativou
polymernÌch kolon  je pouûitÌ  tzv. Ñmolecularly imprinted
polymersì, tj. polymer˘ s molekul·rnÌmi otisky. Tyto polyme-
ry jsou p¯ipravov·ny v p¯Ìtomnosti molekuly p¯ÌsluönÈho ana-
lytu, kter· p¯i polymeraci d·v· v polymeru vznik specifick˝ch
dutin komplement·rnÌch tvarem i chemickou funkËnostÌ. Je-
jich aplikace p¯edevöÌm v oblasti chir·lnÌch separacÌ jsou
uvedeny v nÏkolika pracÌch a p¯ehledn˝ch publikacÌch62ñ64.

Druh˝m typem kolon jsou povrchovÏ modifikovanÈ kolo-
ny (open tubular, OT), jeû p¯edstavujÌ, co se t˝Ëe p¯Ìpravy
a stability, nejjednoduööÌ typ kolon pro CEC (cit.65ñ67). Jde
vlastnÏ o obdobu kolon pro plynovou chromatografii, u kte-
r˝ch stacion·rnÌ f·ze tvo¯Ì pouze tenkou vrstvu na vnit¯nÌ stÏnÏ
kapil·ry. Pro dosaûenÌ vyööÌho pomÏru objemu stacion·rnÌ
a mobilnÌ f·ze je nutnÈ pracovat s kapil·rami o vnit¯nÌm
pr˘mÏru menöÌm neû 25 µm, coû se vöak odr·ûÌ  v niûöÌ
citlivosti detekce. DalöÌho zv˝öenÌ mnoûstvÌ stacion·rnÌ f·ze,
a tÌm i vyööÌ z·drûovÈ kapacity lze dos·hnout speci·lnÌmi
metodami, nap¯. lept·nÌm.

4. Instrumentace

Instrumentace, pot¯ebn· k prov·dÏnÌ anal˝z CEC je po-
dobn· CZE a je v principu velmi jednoduch· (obr. 3). CEC je
vÏtöinou prov·dÏna v k¯emenn˝ch kapil·rnÌch kolon·ch (viz
v˝öe). Oba konce kolony jsou pono¯eny do elektrodov˝ch
n·dobek obsahujÌcÌch mobilnÌ f·zi, kam je tÈû p¯iv·dÏn elek-
trick˝ proud z vysokonapÏùovÈho zdroje platinov˝mi elektro-
dami. MobilnÌ f·ze jsou vodnÈ roztoky pufr˘ s r˘zn˝m obsa-
hem organick˝ch rozpouötÏdel mÌsiteln˝ch s vodou (acetoni-
tril, methanol) pro ¯ÌzenÌ retence. VÏtöinou se pracuje p¯i

alkalickÈm pH, p¯i kterÈm je na stacion·rnÌ f·zi dostateËn·
koncentrace ionizovan˝ch skupin nezbytn˝ch pro konstantnÌ
EOF. Byly vöak publikov·ny i separace CEC za pouûitÌ ne-
vodn˝ch mobilnÌch f·zÌ38. Vzorky jsou stejnÏ jako u CZE
d·vkov·ny elektrokineticky nebo tlakovÏ. Reprodukovateln·
anal˝za vyûaduje  p¯esnou kontrolu pracovnÌch parametr˘,
jako jsou separaËnÌ napÏtÌ a teplota kapil·rnÌ kolony.

NejËastÏji pouûÌvan· detekËnÌ metoda je UV-VIS spektro-
fotometrie, kdy optickou dr·hu tvo¯Ì vnit¯nÌ pr˘mÏr kapil·ry.
Nev˝hoda zde spoËÌv· v nÌzkÈ citlivosti, danÈ kr·tkou optic-
kou dr·hou. Naopak velmi citliv· je fluorimetrick· detekce,
zvl·ötÏ pokud je jako excitaËnÌ zdroj pouûit laser o vhodnÈ vl-
novÈ dÈlce (LIF ñ laser-induced fluorescence)68,69. JistÈ ome-
zenÌ zde p¯edstavuje pomÏrnÏ mal˝ poËet p¯irozenÏ fluores-
kujÌcÌch l·tek. ÿeöenÌm je pak derivatizace studovan˝ch ana-
lyt˘ pomocÌ reaktivnÌch fluorescenËnÌch znaËek, kter˝ch je
v souËasnÈ dobÏ velk˝ v˝bÏr. Instrument·lnÏ n·roËnÈ je spo-
jenÌ CEC a hmotnostnÌ spektrometrie70ñ72, m· ovöem z·sadnÌ
v˝hodu ve schopnosti identifikovat jednotlivÈ analyty.

V souËasnÈ dobÏ jsou pro prov·dÏnÌ anal˝z CEC Ëasto
vyuûÌv·ny komerËnÌ i v laborato¯i sestavenÈ p¯Ìstroje pro CZE.
Ty sice splÚujÌ z·kladnÌ poûadavky, tak jak byly pops·ny
v p¯edchozÌm odstavci, a umoûÚujÌ i automatickÈ d·vkov·nÌ
vzorku, ale z·roveÚ p¯edstavujÌ jist· omezenÌ. NejvÏtöÌ pro-
blÈm spoËÌv· ve skuteËnosti, ûe bÏûnÈ techniky CZE nevyuûÌ-
vajÌ programovanou zmÏnu z·kladnÌho elektrolytu, a proto
tato funkce nenÌ v elektroforeografech instalov·na. Naopak
pro CEC je gradientov· eluce velmi d˘leûit·, neboù umoûÚuje
podstatnÈ zrychlenÌ anal˝zy, zvl·ötÏ v p¯ÌpadÏ separace smÏsÌ,
obsahujÌcÌch analyty s öirok˝m rozsahem polarit. Byla proto
navrûena cel· ¯ada metod, kterÈ tento nedostatek ¯eöÌ73. Nej-
jednoduööÌ z nich je krokov· zmÏna sloûenÌ mobilnÌ f·ze74,75,
kter· m· ale pouze omezenou pouûitelnost. Pro vytv·¯enÌ
kontinu·lnÌch gradient˘ mobilnÌ f·ze byly pops·ny v z·sadÏ
dvÏ moûnosti, publikovanÈ v r˘zn˝ch obmÏn·ch. P¯edevöÌm
je to pouûitÌ gradientovÈ HPLC pumpy, ze kterÈ se p¯iv·dÌ
mobilnÌ f·ze o mÏnÌcÌm se sloûenÌ na vstup CEC kapil·ry76ñ79,
a d·le uûitÌ dvou zdroj˘ vysokÈho napÏtÌ ¯Ìzen˝ch poËÌta-
Ëem80,81. ObÏ naposledy popsanÈ metody majÌ spoleËnou ne-
v˝hodu v instrument·lnÌ n·roËnosti, kter· je v silnÈm protikla-
du k principi·lnÌ jednoduchosti CEC. NejnovÏji byla pops·na
velmi jednoduch· metoda, vyuûÌvajÌcÌ pro p¯Ìpravu kontinu-
·lnÌch gradient˘ mobilnÌ f·ze turbulence, ke kterÈ doch·zÌ
v mÌstÏ n·hlÈho zvÏtöenÌ pr˘mÏru p¯ÌvodnÌ kapil·ry82.

Obr. 3. SchÈma instrumentace pro kapil·rnÌ chromatografii
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Tabulka I
P¯ehled charakteristick˝ch aplikacÌ CEC v n·plÚov˝ch mikroË·sticov˝ch kolon·ch

Analyt Stacion·rnÌ f·ze MobilnÌ f·ze Lit.

PolycyklickÈ aromatickÈ uhlovodÌky 3 µm Nucleosil C18 acetonitril/2 mM bor·t (80:20) 110
TriazinovÈ herbicidy 3 µm Hypersil C18 acetonitril/25 mM octan sodn˝, pH 8 (50:50) 111

3 µm Hypersil C8
Steroidy 3 µm Hypersil C18 acetonitril/2 mM fosf·t, pH 7,8 (80:20) 32
Kanabinoidy 3 µm Hypersil C18 acetonitril/25 mM fosf·t, pH 2,57 (gradient) 112
Triglyceridy 3 µm Hypersil C18 50 mM octan amonn˝ v acetonitril/

isopropylalkohol/n-hexan (57:38:5) 113
Vitaminy ñ estery retinolu 7 µm Nucleosil C18 2,5 mM octan lithn˝ v N,N-dimethylformamid/ 114

acetonitril/methanol (20:70:10)
Thalidomid a jeho deriv·ty 5 µm LiChrospher C18 acetonitril/5 mM octan amonn˝, pH 6 (60:40) 115
PTH deriv·ty aminokyselin 5 µm Zorbax ODS acetonitril/5 mM fosf·t, pH 7,55 (gradient) 78
Cyt c ñ tryptickÈ ötÏpenÌ 1,5 µm Polymicro ODS 1,5% TFA/acetonitril (gradient) 116

SouËasn˝ rozvoj v molekul·rnÌ biologii a biochemii p¯e-
devöÌm v souvislosti s projekty studia genomu, proteomu
a metabolomu s sebou p¯inesl pot¯ebu anal˝zy velkÈho mnoû-
stvÌ vzork˘ o velmi mal˝ch objemech. JednÌm z ¯eöenÌ toho-
to problÈmu je miniaturizace a automatizace st·vajÌcÌch se-
paraËnÌch analytick˝ch metod, coû vedlo k v˝voji mikrofluid-
nÌch za¯ÌzenÌ, respektive za¯ÌzenÌ na b·zi mikroËip˘83. I kdyû
nejËastÏji vyuûÌvanou metodou je v tomto p¯ÌpadÏ CZE, ob-
jevily se jiû prvnÌ zpr·vy o spojenÌ tÏchto technik s CEC
(cit.84).

5. Aplikace

P¯estoûe CEC byla vyvinuta pro separaci neutr·lnÌch l·tek,
jejÌ aplikaËnÌ potenci·l se v souËasnÈ dobÏ neomezuje pouze
na nÏ. Aplikace zahrnujÌ l·tky organickÈ i anorganickÈ, nÌzk-
omolekul·rnÌ i vysokomolekul·rnÌ, l·tky syntetickÈ Ëi p¯Ìrod-
nÌho p˘vodu. CEC tedy m˘ûe najÌt uplatnÏnÌ v celÈ ¯adÏ ob-
lastÌ, jako jsou farmakologie, biochemie, biotechnologie, or-
ganick· chemie, chemie ûivotnÌho prost¯edÌ atd. P¯evl·dajÌcÌm
chromatografick˝m mÛdem je p¯itom chromatografie s obr·-
cen˝mi f·zemi, CEC vöak byla rovnÏû prov·dÏna v uspo¯·d·-
nÌ s norm·lnÌmi f·zemi85ñ88, jako ionexov·88ñ96 nebo gelov·
permeaËnÌ chromatografie48,97ñ99, a dokonce jako adsorpËnÌ
chromatografie na hydroxyapatitu100. Je vöak nutnÈ zd˘raznit,
ûe s ohledem na amfifilnÌ charakter stacion·rnÌ f·ze v CEC
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Obr. 4. P¯Ìklad separace extraktu schisandry ËÌnskÈ (Schisandra
chinensis) metodou CEC (a) na monolitickÈ polyakrylamidovÈ
C12 kolonÏ a HPLC (b) s obr·cen˝mi f·zemi ñ A: schisandrin, B:
gomisin A, C: gomisin N, D: wuweizisu C (p¯evzato z pr·ce109

s laskav˝m svolenÌm vydavatelstvÌ Elsevier)
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Tabulka II
P¯ehled charakteristick˝ch aplikacÌ CEC v monolitick˝ch polymernÌch kolon·ch

Analyt Stacion·rnÌ f·ze MobilnÌ f·ze Lit.

Enantiomery aminokyselin polymethakryl·t acetonitril/kys.octov·/voda (80:10:10) 117
(molekul·rnÌ otiskov·nÌ)

Peptidy polyakrylamid C12 acetonitril/10 mM Trisñ15 mM bor·t, pH 8,2 (47:53) 47
Steroidy polyakrylamid C12 acetonitril/voda/mravenËan, pH 3 (55:40:5) 118
éluËovÈ kyseliny polyakrylamid C12/NH2 acetonitril/voda/mravenËan, pH 3 (55:40:5/ 60:35:5) 53
Lignany polyakrylamid C12 acetonitril/10 mM Trisñ15 mM bor·t, pH 8,2 (70:30) 109

Tabulka III
P¯ehled charakteristick˝ch aplikacÌ CEC v povrchovÏ modifikovan˝ch kolon·ch

Analyt Stacion·rnÌ f·ze MobilnÌ f·ze Lit.

Tetracyklinov· antibiotika C18 methanol/30 mM citr·tñ24,5 mM β-alanin, pH 3,0 (40:60) 119
Varianty laktoglobulin˘ A a B DNA aptamery 25 mM Trizma, pH 7,3 10 mM fosf·t, pH 7,3 120
Benzodiazepiny cholesterol acetonitril/10 mM TrisñHCl, pH 7,3 (gradient) 121
Aminokyseliny deriv·ty porfyrinu 0,1 M fosf·t, 50 mM Tris, pH 2,1 50 mM bor·t, pH 9,7 122

jde Ëasto o kombinaci tÏchto mÛd˘. CEC byla tÈû aplikov·na
p¯i separaci chir·lnÌch l·tek101ñ104, a to za pouûitÌ chir·lnÌch
stacion·rnÌch f·zÌ nebo p¯Ìdavku nÏkterÈho z chir·lnÌch selek-
tor˘ do mobilnÌ f·ze. Rozs·hlÈ uplatnÏnÌ zde naöla jiû zmiÚo-
van· technika molekul·rnÌho otiskov·nÌ.

Vzhledem k mnoûstvÌ pracÌ zab˝vajÌcÌch se aplikacÌ tÈ-
to metody, nenÌ moûnÈ uvÈst jejich kompletnÌ p¯ehled, a pro-
to jsou v tabulk·ch I aû III uvedeny jen pr·ce dokumen-
tujÌcÌ jejÌ aplikaËnÌ z·bÏr. P¯ÌpadnÌ z·jemci jsou odk·z·ni
na ¯adu p¯ehledn˝ch Ël·nk˘, vÏnovan˝ch danÈ problemati-
ce13ñ16,19,21ñ23,105ñ108.

Jako typick˝ p¯Ìklad m˘ûe p¯itom slouûit anal˝za tetrahy-
drocyklookta[1,2:3,4]dibenzenov˝ch lignan˘ (viz schÈma 1)
v extraktu lÈËivÈ rostliny schisandry ËÌnskÈ (syn. Klanopraö-
ka) Schisandra chinensis109 (obr. 4). Pro srovn·nÌ je uvedena
anal˝za stejnÈho extraktu HPLC s obr·cen˝mi f·zemi. Jak je
z obr·zk˘ z¯ejmÈ, CEC dosahuje vyööÌ ˙Ëinnosti, a tÌm i vyö-
öÌho rozliöenÌ analyzovan˝ch l·tek.

6. Z·vÏr

CEC je unik·tnÌ elektromigraËnÌ separaËnÌ metoda, kte-
r· se v poslednÌch pÏti letech intenzivnÏ rozvÌjÌ. Lze oËek·-
vat, ûe v budoucnu zÌsk· velkou d˘leûitost pro svou vyso-
kou separaËnÌ ˙Ëinnost, rychlost anal˝zy, nÌzkÈ n·roky na
mnoûstvÌ vzorku a relativnÏ nÌzkou finanËnÌ n·roËnost. Z je-
jÌho v˝voje lze usuzovat, ûe CEC bude uûÌv·na v laborato¯Ìch
jako moûn· alternativa st·vajÌcÌch separaËnÌch metod HPLC
a CZE. V souËasnÈ dobÏ je vöak potenci·l CEC omezen ce-
lou ¯adou problÈm˘. MusÌ b˝t vy¯eöena reprodukovateln· p¯Ì-
prava kolon, aù jiû na b·zi mikroË·sticov˝ch Ëi polymer-
nÌch stacion·rnÌch f·zÌ. DalöÌm v˝znamn˝m omezenÌm je ne-
existence komerËnÏ dostupnÈ instrumentace. Po vy¯eöenÌ

tÏchto problÈm˘, kterÈ si vyû·d· v nejbliûöÌch letech nemalÈ
˙silÌ, m· CEC öanci st·t se rutinnÏ pouûÌvanou metodou.

Tato pr·ce byla podpo¯ena Grantovou agenturou »eskÈ
republiky (grant Ë. 203/02/1447) a Programem podpory cÌle-
nÈho v˝zkumu a v˝voje Akademie vÏd »eskÈ republiky (grant
Ë. S4031202).
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L. KvasniËkov·a, Z. Glatzb, and V. Kahlec (aDistrict
Public Health Department, UherskÈ HradiötÏ, bDepartment of
Biochemistry, Faculty of Science, Masaryk University, Brno,
cInstitute of Analytical Chemistry, Academy of Sciences of the
Czech Republic, Brno): Capillary Electrochromatography

Capillary electrochromatography (CEC) can be conside-
red a hybrid of capillary electrophoresis and high performance
liquid chromatography (HPLC). The growing interest in this
technique is reflected in an increasing number of relevant
scientific publications. CEC uses an electrically driven flow
to transport the solutes through the chromatographic column.
Separation can be achieved by differential interaction with
stationary phase, differential electromigration, or a combina-
tion of both. The main features of CEC are presented, inclu-
ding basic principles and a literature overview on the practical
approaches used.
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1. ⁄vod

BÏhem poslednÌho desetiletÌ doölo k rychlÈmu rozvoji
a velkÈmu rozöÌ¯enÌ iontov˝ch zdroj˘ pracujÌcÌch za atmosfÈ-
rickÈho tlaku, tj. ionizace elekrosprejem (Electrospray Ionisa-
tion ñ ESI), p¯Ìp. chemickÈ ionizace za atmosfÈrickÈho tlaku
(Atmospheric Pressure Chemical Ionisation ñ APCI). Tyto
techniky umoûÚujÌ kontinu·lnÌ zav·dÏnÌ kapaln˝ch vzork˘ do
iontovÈho zdroje a jsou vhodnÈ pro anal˝zu l·tek od st¯ednÏ
pol·rnÌch aû po iontovÈ. TakovÈ vlastnosti je (vedle staröÌch
technik Fast Atom Bombardment ñ FAB a Liquid Secondary

Ion Mass Spectrometry ñ LSIMS) ËinÌ mimo¯·dnÏ vhodn˝mi
pro anal˝zu nÌzkomolekul·rnÌch metabolit˘. HmotnostnÌ de-
tektor a p¯ÌpadnÈ on-line spojenÌ se separaËnÌ technikou (vy-
soko˙Ëinnou kapalinovou chromatografiÌ nebo kapil·rnÌ elek-
troforÈzou) zajiöùujÌ dostateËnou selektivitu stanovenÌ v tak
komplexnÌch matricÌch, jako jsou moË, krev, plazma nebo
sÈrum. Pro ¯adu skupin p¯edevöÌm pol·rnÌch analyt˘ (nap¯.
aminokyseliny, acylkarnitiny) je technika ESI/MS/MS, p¯Ìp.
APCI/MS/MS vhodnÏjöÌ neû GC/MS, kter· v takov˝ch p¯Ìpa-
dech vyûaduje n·roËnÏjöÌ p¯Ìpravu vzork˘. ModernÌ ionizaËnÌ
techniky dovolily vyvinout systÈmy schopnÈ analyzovat nÏ-
kolik stovek vzork˘ za den a automaticky vyhodnotit zÌskan·
data1.

DÏdiËnÈ metabolickÈ poruchy (DMP) jsou vz·cnÏ se vy-
skytujÌcÌ onemocnÏnÌ ñ incidence se pohybuje od cca 1 : 10 000
v p¯ÌpadÏ nap¯. fenylketonurie aû k 1 : 500 000 u velmi vz·c-
n˝ch poruch; jejich kumulativnÌ incidence je 1 : 500. KlinickÈ
p¯Ìznaky jsou Ëasto natolik nespecifickÈ, ûe vËasnÈ stanovenÌ
koncentrace p¯Ìsluön˝ch metabolit˘ v r·mci screeningovÈho
programu bÏhem nÏkolika prvnÌch dnÌ po narozenÌ m˘ûe b˝t
jedinou cestou, jak urËit diagnÛzu d¯Ìve, neû nastanou nevratnÈ
patologickÈ zmÏny v organismu pacienta. Tato diagnostika
vyûaduje stanovenÌ ¯ady analyt˘  ve velkÈm poËtu vzork˘
(¯·dovÏ desÌtky aû stovky tisÌc roËnÏ). DostateËnÈ selektivity
a prostupu vzork˘ lze dos·hnout pouûitÌm MS (cit.2).

Tento p¯ehledn˝ refer·t se zamÏ¯uje na DMP, kterÈ lze
diagnostikovat na z·kladÏ stanovenÌ aminokyselin, acylkarni-
tin˘, organick˝ch kyselin (karboxylovÈ kyseliny C3 aû C6
a jejich hydroxy- a ketoderiv·ty), vyööÌch mastn˝ch kyselin,
ûluËov˝ch kyselin a purinov˝ch a pyrimidinov˝ch l·tek. Vy-
uûitÌ ESI/MS/MS a APCI/MS/MS pro tyto skupiny metabolit˘
zjednoduöilo anal˝zu oproti tradiËnÌm GC/MS nebo jin˝m
metod·m, coû v nÏkter˝ch vyspÏl˝ch st·tech umoûnilo roz-
bÏhnout rozs·hlÈ screeningovÈ programy.

2. DÏdiËnÈ metabolickÈ poruchy
z hlediska biochemie a molekul·rnÌ biologie

P¯ÌËinou DMP jsou mutace gen˘ slouûÌcÌch jako p¯ed-
loha p¯i proteosyntÈze. Vznik· abnorm·lnÌ protein s pozmÏ-
nÏnou sekvencÌ aminokyselinov˝ch zbytk˘. Jeho funkËnost
(nejËastÏji katalytick· aktivita) m˘ûe b˝t zcela nebo z velkÈ
Ë·sti zachov·na, pokud se zmÏna sekvence vyskytuje mimo
vazebn· mÌsta substr·tu a koenzymu. V opaËnÈm p¯ÌpadÏ je
aktivita enzymu podstatnÏ snÌûena nebo je nulov·. Aktivi-
tÏ abnorm·lnÌho enzymu u konkrÈtnÌho jedince odpovÌd· öi-
rok· ök·la klinick˝ch projev˘ DMP od asymptomatickÈho
pr˘bÏhu aû po tÏûkÈ poökozenÌ tk·nÌ, selh·nÌ org·n˘ a p¯ed-
Ëasnou smrt.

P¯eruöenÌ metabolickÈ dr·hy na mÌstÏ odpovÌdajÌcÌm ne-
funkËnÌmu enzymu zp˘sobÌ hromadÏnÌ substr·tu a nedostatek
produktu enzymovÈ reakce. Nevyuûit˝ substr·t m˘ûe b˝t me-
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Tabulka I
Poruchy odbour·v·nÌ mastn˝ch kyselin

DMP Diagnosticky v˝znamnÈ metabolitya Lit.

Poruchy transportu acyl-CoA do matrix mitochondriÌ:

Deficience karnitinpalmitoyltransferasy II
nebo karnitinacylkarnitintranslokasyb,c

acylkarnitiny C14, C16:1, C16, C18:2, C18:1, C18 5ñ7

Poruchy β-oxidace:

Deficience dehydrogenasy acyl-CoA
s kr·tk˝m ¯etÏzcem acylkarnitiny C2, C4, C5 1,7
se st¯ednÌm ¯etÏzcem acylkarnitiny C2, C6, C8, C10:1, C10 1,7ñ9
s dlouh˝m ¯etÏzcem acylkarnitiny C14:2, C14:1, C16, C18:1, C18 1,7,10

Deficience peroxisom·lnÌ dehydrogenasy
acyl-CoA s velmi dlouh˝m ¯etÏzcemd

mastnÈ kyseliny C20, C22, C24, C26 11

Deficience dehydrogenasy hydroxyacyl-CoA
s dlouh˝m ¯etÏzcem

3-hydroxyacylkarnitiny C16, C18:1, C18, acylkarnitiny C14:1, C14 7,12

Porucha vÌce acyl-CoA dehydrogenas
(glutarov· acidurie II)

acylkarnitiny C2, C3, C4, C5, C6, C8, C10, glutaryl- 1,7

aUvedeny jsou i metabolity, kterÈ jsou pouûity k vyhodnocenÌ n·lezu porovn·nÌm koncentrace akumulovanÈho a ÑreferenËnÌhoì
metabolitu, b nelze rozliöit jen na z·kladÏ stanovenÌ acylkarnitin˘10, c existuje i deficience karnitinpalmitoyltransferasy I, je ale
mnohem vz·cnÏjöÌ, d mastnÈ kyseliny s velmi dlouh˝m ¯etÏzcem (C20 a vyööÌ) jsou katabolizov·ny v peroxisomech modifiko-
vanou formou β-oxidace

tabolizov·n jin˝m enzymem za vzniku odliönÈho produktu.
Patologicky m˘ûe p˘sobit hromadÏnÌ substr·tu i p¯Ìtomnost
alternativnÌho produktu (nebo vÌce produkt˘), stejnÏ jako ne-
dostatek produktu zastavenÈ reakce.

2 . 1 . P o r u c h y o d b o u r · v · n Ì
m a s t n ˝ c h k y s e l i n 3,4

Katabolismus mastn˝ch kyselin, zn·m˝ jako β-oxidace, se
odehr·v· p¯edevöÌm v mitochondriÌch, i kdyû podobnou enzy-
matickou v˝bavu obsahujÌ i peroxisomy. DMP katabolismu
mastn˝ch kyselin mohou b˝t d˘sledkem poruchy transportu
mastn˝ch kyselin do mitochondri·lnÌ matrix nebo poruchy
vlastnÌ β-oxidace. Pro diagnostiku se vyuûÌv· stanovenÌ acyl-
karnitin˘ v plazmÏ nebo plnÈ krvi (resp. krevnÌch skvrn·ch na
filtraËnÌm papÌ¯e, viz d·le). V tabulce I jsou uvedeny jednot-
livÈ poruchy a jim odpovÌdajÌcÌ diagnosticky v˝znamnÈ me-
tabolity spolu s citacemi odkazujÌcÌmi na jejich detekci nebo
stanovenÌ hmotnostnÌ spektrometriÌ.

2 . 2 . P o r u c h y o d b o u r · v · n Ì
a m i n o k y s e l i n 13

Katabolismus aminokyselin se skl·d· z odstranÏnÌ α-ami-
noskupiny transaminacÌ a z n·slednÈho odbour·nÌ uhlÌkovÈho
¯etÏzce na prekurzory nebo meziprodukty citr·tovÈho cyklu.
DMP se mohou t˝kat jak enzym˘ katalyzujÌcÌch odbour·nÌ
uhlÌkovÈho ¯etÏzce aminokyselin, tak enzym˘ moËovinovÈho
cyklu. Pro diagnostiku se vyuûÌv· stanovenÌ aminokyselin,
acylkarnitin˘, acylglycin˘ (detoxikaËnÌch produkt˘) a orga-
nick˝ch kyselin v plazmÏ a moËi. JednotlivÈ poruchy a odpo-
vÌdajÌcÌ diagnosticky v˝znamnÈ metabolity jsou uvedeny v ta-
bulce II.

2 . 3 . P o r u c h y m e t a b o l i s m u
û l u Ë o v ˝ c h k y s e l i n

éluËovÈ kyseliny jsou biosyntetizov·ny v peroxisomech
z cholesterolu. To mimo jinÈ zahrnuje zkr·cenÌ postrannÌho
¯etÏzce tri-, resp. dihydroxycholestanovÈ kyseliny β-oxidacÌ
za vzniku cholovÈ, resp. deoxycholovÈ kyseliny. Proto je
stanovenÌ r˘zn˝ch ûluËov˝ch kyselin a jejich konjug·t˘ (nej-
ËastÏji s glycinem a taurinem) pouûitelnÈ v diagnostice pero-
xisom·lnÌch poruch.

K diagnosticky v˝znamn˝m metabolit˘m pat¯Ì glykotri-
hydroxycholov·24, taurocholov·25, taurotrihydroxycholov·24,
taurotetrahydroxycholov·24, taurotrihydroxycholestanov·24,25

a taurotetrahydroxycholestanov· kyselina24ñ26a C29-dikarbo-
xylov· ûluËov· kyselina25,26. StanovenÌ uveden˝ch metabolit˘
se prov·dÌ v moËi24,26,27, plazmÏ nebo sÈru25,26 a ve ûluËi26.

2 . 4 . P o r u c h y o d b o u r · v · n Ì p u r i n o v ˝ c h
a p y r i m i d i n o v ˝ c h b · z Ì a n u k l e o s i d ˘ 13

Lidsk˝ organismus katabolisuje hlavnÌ purinovÈ nukleosi-
dy adenosin a guanosin aû na kyselinu moËovou, kter· je
vyluËov·na v moËi. PyrimidinovÈ nukleosidy uracil, resp.
thymin jsou odbour·v·ny na β-alanin, resp. β-aminoisom·sel-
nou kyselinu (dalöÌ katabolismus vede p¯es malonaldehyd,
resp. methylmalonmonoaldehyd k malonyl-CoA, resp. sukci-
nyl-CoA, coû jsou metabolity zapojenÈ do biosyntÈzy mast-
n˝ch kyselin, resp. do citr·tovÈho cyklu).

HmotnostnÌ spektrometrie v diagnostice poruch spojen˝ch
s touto skupinou metabolit˘ p¯edstavuje relativnÏ nejmÈnÏ
propracovanou oblast. Metabolity se stanovujÌ v moËi. V ta-
bulce III jsou uvedeny konkrÈtnÌ poruchy a jim odpovÌdajÌcÌ
metabolity.
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Tabulka II
Poruchy odbour·v·nÌ aminokyselin

DMP Diagnosticky v˝znamnÈ metabolitya Lit.

Poruchy odbour·v·nÌ uhlÌkovÈho ¯etÏzce:

Hyperfenylalaninemieb Phe, Tyr 1,14ñ16
Deficience systÈmu odbour·vajÌcÌho
glycin (neketotick· hyperglycinemie)

Gly 1

Deficience dehydrogenasy 2-ketokyselin
s rozvÏtven˝m ¯etÏzcem (nemoc
javorovÈho sirupu)

Leu, Ile, Val, Phe 1,17

Deficience fumarylacetoacet·thydrolasy
(tyrosinemie I)

Phe, Tyr 1,16

Deficience jaternÌ tyrosintransaminasy
(tyrosinemie II)

Phe, Tyr 1,16

Deficience isovaleryl-CoA-dehydrogenasy acylkarnitiny C2, C5 1,6,10
(isovalerov· acidurie) v moËi: isovalerylglycin, 3-hydroxyisovalerov· kyselina 18,19

Deficience 3-hydroxy-3-methylglutaryl- hydroxyacylkarnitin C5, methylglutarylkarnitin 1
-CoA-lyasy (3-hydroxy-3-methylglutarov·
acidurie)

v moËi: 3-hydroxyisovalerov· kyselina, 3-hydroxy-3- 18
-methylglutarov· kyselina, 3-methylglutakonov· kyselina,
3-methylglutarov· kyselina

Deficience glutathionsynthetasy pyroglutamov· kyselina, Phe 1
(pyroglutamov· acidurie) v moËi: pyroglutamov· kyselina 20

Deficience histidinamoniaklyasy
(histidinemie)

v moËi: His 20

Deficience homogentis·toxidasy
(alkaptonurie)

v moËi: homogentisov· kyselina 20

Deficience glutaryl-CoA-dehydrogenasy
(glutarov· acidurie I)

glutarylkarnitinc 1,6,10

Deficience cystathionin-β-synthasy
(homocystinurie)

Met 1

Deficience prolindehydrogenasy/
glutam·t-5-semialdehyddehydrogenasyd

(hyperprolinemie)

Pro, Phe 1

Deficience β-ketothiolasy acylkarnitiny C5:1, hydroxy-C5 1
VÌcen·sobn· deficience karboxylas acylkarnitiny C2, C3, hydroxy-C5 1
Deficience 3-methylkrotonyl-CoA-
-karboxylasy

hydroxyacylkarnitin C5 6

Deficience propionyl-CoA-karboxylasy acylkarnitiny C2, C3 1,10,21
(propionov· acidemie) v moËi: methylcitronov· kyselina, tiglylglycin, 18

propionylglycin
Methylmalonov· aciduriee methylmalonov· kyselina, acylkarnitiny C2, C3 1,10,21,22

v moËi: methylmalonov· kyselina, methylcitronov· kyselina 18,22

Poruchy cyklu moËoviny:

Deficience ornithinkarbamoyltransferasy v moËi: orotov· kyselina, uracil 23
Deficience argininsukcin·tsynthetasy
(citrulinemie)

citrulin, Phe, Tyr 1

Deficience argininsukcin·tlyasy citrulin, Tyr 1
(argininsukcin·turie) v moËi: argininjantarov· kyselina 18

a StanovenÌ v krvi nebo plazmÏ, pokud nenÌ uvedeno jinak; uvedeny jsou i metabolity, kterÈ jsou pouûity k vyhodnocenÌ n·lezu
porovn·nÌm koncentrace akumulovanÈho a ÑreferenËnÌhoì metabolitu, b existujÌ hyperfenylalaninemie z deficience fenylanin-
hydroxylasy a deficience enzym˘ biopterinovÈho metabolismu, c ostatnÌ acylkarnitiny majÌ norm·lnÌ hodnoty ñ odliöenÌ od
glutarovÈ acidurie II, d citovan· publikace nespecifikuje, o kter˝ z enzym˘ jde, e existuje nÏkolik enzym˘ jejichû deficience
zp˘sobuje methylmalonovou acidurii: methylmalonyl-CoA-mutasa a d·le enzymy zodpovÏdnÈ za tvorbu adenosylkobalaminu,
coû je koenzym uvedenÈ mutasy
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Tabulka III
Poruchy odbour·v·nÌ purinov˝ch a pyrimidinov˝ch b·zÌ a nukleosid˘

DMP Diagnosticky v˝znamnÈ metabolity Lit.

Deficience adenosindeaminasy adenosin, deoxyadenosin 23
Deficience purinnukleosidfosforylasy inosin, deoxyinosin, guanosin, deoxyguanosin 23
Deficience xanthinoxidasy xanthin, hypoxanthin 23
Deficience molybdenovÈho kofaktoru xanthin 23
Deficience adeninfosforibosyltransferasy adenin, dihydroxyadenin 23
Deficience adenylsukcinasy sukcinyladenosin 23
Deficience dihydropyrimidindehydrogenasy uracil, thymin, 5-hydroxymethyluracil 23,28
Deficience orot·tfosforibosyltransferasy orotov· kyselina 23

anebo orotidyl·tdekarboxylasy

3. P¯ÌstrojovÈ vybavenÌ a postupy
pro hmotnostnÏ spektrometrickÈ
stanovenÌ metabolit˘

3 . 1 . O d b Ï r k l i n i c k È h o v z o r k u

Jak jiû bylo naznaËeno, pro ˙Ëely diagnostiky DMP se
odebÌr· buÔ moË anebo krev, kter· se d·le m˘ûe zpracovat na
plazmu nebo sÈrum. KromÏ klasickÈho zp˘sobu odbÏru Ñdo
zkumavkyì se zejmÈna pro screeningovÈ programy uplatÚuje
odbÏr moËi a plnÈ krve na kartu filtraËnÌho papÌru. Na kartÏ je
vyznaËeno koleËko, do nÏjû se nech· nas·knout nÏkolik kapek
moËi nebo krve. DalöÌ moûnostÌ je prouûek filtraËnÌho papÌru
umÌstÏn˝ do plenek novorozence, p¯ÌpadnÏ pono¯en˝ do n·-
dobky s odebranou moËÌ. Po nas·knutÌ vzorkem se karta nebo
prouûek nechajÌ vysuöit. Vzorek na filtraËnÌm papÌ¯e m· ¯adu
v˝hod: stabilita analyt˘ v pevnÈ f·zi, snadn· technika odbÏru,
pohodln· manipulace a transport.

V klinickÈ laborato¯i je z karty na p¯ÌsluönÈm mÌstÏ spe-
ci·lnÌm p¯Ìstrojem vyraûeno koleËko p¯esnÈho pr˘mÏru a umÌs-
tÏno do vialky nebo jamky mikrotitraËnÌ destiËky, ve kterÈ
probÌh· dalöÌ zpracov·nÌ. Prouûky nas·klÈ vzorkem jsou zpra-
cov·v·ny celÈ nebo se vezme jejich definovan· Ë·st. Objem
krve nebo moËi p¯ipadajÌcÌ na urËitou plochu papÌru je stano-
ven p¯edem nap¯. takto29: vytvo¯Ì se dvÏ skvrny vzorku se
standardnÌm p¯Ìdavkem analytu. Druh· skvrna musÌ obsaho-
vat definovan˝ objem vzorku (V). Z prvnÌ skvrny se vyrazÌ
koleËko o p¯esnÈ ploöe (S), druh· se vyst¯ihne cel·. Provede
se stanovenÌ analytu v obou vzorcÌch. Objem vzorku p¯ipada-
jÌcÌ na jednotkovou plochu filtraËnÌho papÌru (VS) je pak de-
finov·n takto:

VS = (m1.V) / (m2.S)

kde m1, resp. m2 jsou stanovenÈ hmotnosti analytu v Ë·sti prvnÌ
skvrny o ploöe S, resp. v druhÈ skvrnÏ.

Nutnou podmÌnkou tedy je, aby k anal˝ze odebran˝ papÌr
byl kompletnÏ napuötÏn˝ vzorkem ñ tak je moûnÈ dos·hnout
postaËujÌcÌ p¯esnosti a spr·vnosti stanovenÌ.

3 . 2 . P ¯ Ì p r a v a v z o r k u k a n a l ˝ z e

V p¯ÌpadÏ vzork˘ na filtraËnÌm papÌ¯e je nutnÈ analyty
nejd¯Ìve p¯evÈst zpÏt do roztoku extrakcÌ vodou14 nebo smÏsÌ
vody a methanolu23 za podpory sonikace nebo t¯ep·nÌ.

StanovenÌ koncentrace analyt˘ se prov·dÌ metodou p¯Ì-
davku isotopovÏ znaËen˝ch standard˘ (viz 3.6.). Tyto stan-
dardy b˝vajÌ nejËastÏji p¯id·ny do rozpouötÏdla, kter˝m se
extrahuje papÌr, p¯ÌpadnÏ jeötÏ p¯ed vlastnÌ extrakcÌ je defino-
van˝ objem roztoku standard˘ napipetov·n na prouûek papÌru
napuötÏn˝ vzorkem23,28.

Po extrakci je vzorek podroben odst¯edÏnÌ, p¯Ìp. filtraci
a supernatant (filtr·t) je p¯eveden do ËistÈ vialky nebo jamky
mikrotitraËnÌ destiËky. Takto p¯ipravenÈ vzorky se buÔ p¯Ìmo
analyzujÌ, anebo se prov·dÌ derivatizace.

Ke kapaln˝m vzork˘m moËi nebo plazmy se p¯id·v· roz-
tok isotopovÏ znaËen˝ch standard˘ a po p¯ÌpadnÈ deproteini-
zaci acetonitrilem a centrifugaci se zpracov·vajÌ podobnÏ jako
extrakty z papÌru.

Metody stanovenÌ acylkarnitin˘ a vÏtöina metod stanove-
nÌ aminokyselin vyuûÌvajÌ derivatizace analyt˘ na butyleste-
ry. EsterifikujÌ se karboxyly aminokyselin, karnitinu a acyl˘
s dvÏma karboxylov˝mi skupinami. Blokov·nÌ tÏchto skupin
zabraÚuje  v˝skytu  analyt˘ ve  formÏ  neutr·lnÌch  amfiont˘
a (v p¯ÌpadÏ slouËenin se dvÏma nebo vÌce karboxylov˝mi
skupinami) z·pornÏ nabit˝ch iont˘ jiû v roztoku. To v˝raznÏ
zvyöuje podÌl kladnÏ ionizovan˝ch molekul analytu v ionto-
vÈm zdroji. Zv˝öenÌ ˙Ëinnosti ionizace m· za n·sledek snÌûenÌ
detekËnÌho limitu metody2.

P¯ed derivatizacÌ se extrakt odpa¯Ì do sucha v proudu
dusÌku. K odparku se p¯id·v· 3 M-HCl v butan-1-olu p¯Ìp. smÏs
acetylchloridu a butanolu. Esterifikace probÌh· 15 aû 30 minut
p¯i teplotÏ 65 ∞C. Pak se p¯ebyteËn˝ butanol a HCl odpa¯Ì
v proudu dusÌku. Nakonec se odparek rozpustÌ v rozpouötÏdle
vhodnÈm pro dalöÌ anal˝zu (viz 3.3.).

éluËovÈ kyseliny se ze vzorku moËi, krve, plazmy nebo
i ûluËi izolujÌ extrakcÌ pevnou f·zÌ na C-18 kolonk·ch24,26,27.
Jin˝ postup25 je zaloûen na p¯Ìdavku roztoku isotopovÏ znaËe-
n˝ch standard˘ a acetonitrilu k plazmÏ. Po centrifugaci se
supernatant odpa¯Ì k suchu, odparek se rozpustÌ a analyzuje.

PurinovÈ a pyrimidinovÈ metabolity se pouze extrahu-
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jÌ z prouûk˘ filtraËnÌho papÌru bez dalöÌ derivatizace23,28.
Metoda pro stanovenÌ mastn˝ch kyselin s velmi dlouh˝m

¯etÏzcem vyuûÌv· jejich p¯evedenÌ na dimethylaminoethyles-
tery11.

3 . 3 . Z a v · d Ï n Ì v z o r k u , s p o j e n Ì
s v y s o k o ˙ Ë i n n o u k a p a l i n o v o u
c h r o m a t o g r a f i Ì
a k a p i l · r n Ì e l e k t r o f o r È z o u

NejvÏtöÌ p¯Ìnos zejmÈna pro screening lze p¯ipsat aplika-
cÌm, kterÈ se obejdou bez p¯edchozÌ separace vzorku na chro-
matografickÈ kolonÏ. Do tohoto stadia byly dopracov·ny nÏ-
kterÈ metody stanovenÌ acylkarnitin˘, aminokyselin a mast-
n˝ch kyselin s dlouh˝m ¯etÏzcem. K tomu p¯ispÏla zejmÈna
skuteËnost, ûe mÏkkÈ ionizaËnÌ techniky poskytujÌ jednoduchÈ
pseudomolekul·rnÌ ionty analyt˘, a ne fragmenty, tak jako
elektronov· ionizace. SystÈm pro anal˝zu bez on-line separace
se skl·d· z HPLC Ëerpadla, automatickÈho d·vkovaËe a hmot-
nostnÌho spektrometru, kterÈ jsou zapojeny v sÈrii. »erpadlo
zajiöùuje kontinu·lnÌ pr˘tok v ¯·du desÌtek µl.minñ1. SloûenÌ
ÑmobilnÌ f·zeì je podobnÈ jako v p¯ÌpadÏ chromatografie na
reverznÌ f·zi (viz nÌûe). Automatick˝ d·vkovaË v pravideln˝ch
intervalech dvou aû pÏti minut nast¯ikuje vzorky (5 aû 20 µl)
ñ jedn· se tedy o pr˘tokovou anal˝zu.

SpojenÌ HPLC/MS/MS je nutnÈ vyuûÌt zejmÈna tehdy, kdy
je pot¯eba rozdÏlit isomery nerozliöitelnÈ ani tandemovou
hmotnostnÌ spektrometriÌ (coû jsou v r·mci diagnostiky DMP
v˝jimeËnÈ p¯Ìpady), nebo je ˙Ëinnost ionizace pro danÈ ana-
lyty sniûov·na souËasnou p¯ÌtomnostÌ sloûek matrice v ionto-
vÈm zdroji a sign·l se ztr·cÌ v öumu23,28. HPLC se pak realizuje
na bÏûn˝ch analytick˝ch kolon·ch C-18 dÈlky 100ñ250 mm,
nÏkdy i kratöÌch22,25. Pracuje se isokraticky nebo gradientovou
elucÌ, pH mobilnÌ f·ze (smÏs methanolu nebo acetonitrilu

a vody) b˝v· upraveno p¯Ìdavkem kyseliny (mravenËÌ, octo-
v·, trifluoroctov·) anebo tÏkav˝m pufrem (mravenËan, octan
amonn˝).

Pokrok v rozvoji elektroforetick˝ch metod a jejich spojenÌ
s hmotnostnÌ spektrometriÌ p¯es elektrosprejovÈ rozhranÌ s se-
bou p¯in·öÌ i diagnostickÈ aplikace techniky CE/ESI/MS/MS
(cit.20), kterou je moûnÈ povaûovat za alternativu spojenÌ HPLC/
MS/MS. V˝hodou CE je pr·ce s mal˝m objemem vzorku,
minim·lnÌ pot¯eba jeho p¯ed˙pravy a nÌzk· spot¯eba chemik·-
liÌ. RutinnÌmu vyuûitÌ tÈto techniky zatÌm br·nÌ technickÈ
obtÌûe jejÌho spojenÌ s hmotnostnÌ spektrometriÌ, nev˝hodou
je rovnÏû vysok· koncentraËnÌ mez detekce.

3 . 4 . I o n t o v È z d r o j e

V souËasnosti je elektrosprej (obr. 1a) nejpouûÌvanÏjöÌ
iontov˝ zdroj v oblasti hmotnostnÌ spektrometrie nÌzkomole-
kul·rnÌch metabolit˘. Je vhodn˝ pro st¯ednÏ pol·rnÌ aû iontovÈ
l·tky. Ionizace nast·v· odpa¯ov·nÌm nabit˝ch kapiËek roztoku
vzorku rozpraöovanÈho proti vstupnÌ ötÏrbinÏ spektrometru
z tzv. ESI jehly (kovovÈ kapil·ry) p¯ipojenÈ na vysok˝ poten-
ci·l 3ñ5 kV. ESI zdroj je vhodn˝ pro pr˘toky od jednotek do
nÏkolika m·lo stovek µl.minñ1, proto se v p¯ÌpadÏ spojenÌ
s HPLC vyuûÌv· dÏliËe toku, aby bylo dosaûeno optim·lnÌho
pr˘toku elu·tu do iontovÈho zdroje. P¯i spojenÌ s CE se naopak
pr˘tok zvyöuje pomocnou kapalinou (methanol apod.) na nÏ-
kolik µl.minñ1 (p¯i pouûitÌ nanospreje se pracuje bez tÈto
pomocnÈ kapaliny).

RozhranÌ pro chemickou ionizaci za atmosfÈrickÈho tlaku
(obr. 1b) je alternativou elektrosprejovÈ ionizace. KomerËnÌ
p¯Ìstroje b˝vajÌ obvykle vybaveny obÏma typy ionizace, je-
jichû z·mÏna je snadn· a netrv· vÌce neû nÏkolik minut.
ObecnÏ je APCI vhodn· pro mÈnÏ pol·rnÌ l·tky neû ESI, i kdyû
oblasti vhodnÈ polarity analyt˘ se u obou technik do znaËnÈ

Obr. 1. Zjednoduöen· schÈmata ESI (a) a APCI (b), uspo¯·d·nÌ s vyh¯Ìvanou kapil·rou
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mÌry p¯ekr˝vajÌ. V rozhranÌ APCI se roztok vzorku zmlûuje
do  vyh¯ÌvanÈho prostoru cylindrickÈho odpa¯ov·ku. SmÏs
hork˝ch par a plyn˘ pak proudÌ oblastÌ koronovÈho v˝boje
u öpiËky jehly, kterou proch·zÌ proud o velikosti nÏkolik µA.
V˝boj ionizuje molekuly rozpouötÏdla a zmlûujÌcÌho plynu
(dusÌku), a tyto ionty p¯ed·vajÌ n·boj molekul·m analyt˘.
APCI je v diagnostice DMP pouûÌv·na daleko mÈnÏ neû ESI.
D˘vodem je nap¯. vyööÌ spot¯eba rozpouötÏdel a vzorku: dolnÌ
hranice optim·lnÌho pr˘toku pro bÏûn· rozhranÌ APCI je asi
200 µl.minñ1.

V˝vojovÏ staröÌ mÏkkÈ ionizaËnÌ techniky FAB a LSIMS
(obr. 2) jsou zaloûenÈ na aplikaci roztoku vzorku na sondu
vkl·danou do iontovÈho zdroje. Na sondu je zamÏ¯en paprsek
rychl˝ch atom˘ Xe (FAB) nebo iont˘ Cs+ (LSIMS). Dopad
rychl˝ch Ë·stic zp˘sobÌ ionizaci molekul vzorku a jejich p¯e-
vedenÌ z kapalnÈ do plynnÈ f·ze. RozpouötÏdlo musÌ obsaho-
vat glycerol, zajiöùujÌcÌ obnovu kapalnÈho filmu na sondÏ, aby
mÏl sign·l dostateËnou dobu trv·nÌ. ExistujÌ pr˘toËnÈ modi-
fikace tÏchto technik (continuous flow) urËenÈ pro spojenÌ
s HPLC; i v tomto p¯ÌpadÏ je nutn˝ p¯Ìdavek glycerolu do
mobilnÌ f·ze.

Vöechny v˝öe uvedenÈ mÏkkÈ ionizaËnÌ techniky posky-
tujÌ nejËastÏji pseudomolekul·rnÌ ionty [M+H]+ a [MñH]ñ.
NÏkdy doch·zÌ i k tvorbÏ adukt˘ s jin˝mi kationty, jako jsou

nap¯. [M+Na]+, [M+NH4]
+, [Mñ2H+Na]ñ a klastrov˝ch iont˘,

nap¯. [M+M+H]+, [M+M+Na]+, [M+MñH]ñ.

3 . 5 . A n a l y z · t o r i o n t ˘ , s k e n o v a c Ì r e û i m y

V diagnostice DMP se tÈmÏ¯ v˝hradnÏ pouûÌv· trojit˝
kvadrupÛl (uspo¯·d·nÌ QQQ). PrvnÌ a t¯etÌ kvadrupÛl (Q1 a Q3)
slouûÌ jako analyz·tory iont˘ podle pomÏru hmotnosti a n·boje
(m/z), druh˝ kvadrupÛl (Q2) plnÌ funkci koliznÌ cely. V pro-
storu Q2 podlÈhajÌ pseudomolekul·rnÌ ionty kolizÌ indukovanÈ
disociaci (CID). KoliznÌm plynem b˝v· inertnÌ plyn (Ar, Xe,
He, N2) pod tlakem desetin Pa a koliznÌ energie se pohybuje
v ¯·du desÌtek eV.

R˘zn˝mi kombinacemi funkcÌ Q1 a Q3 se nastavujÌ n·sle-
dujÌcÌ reûimy skenov·nÌ:

Sledov·nÌ vybranÈho dce¯inÈho iontu
(Selected reaction monitoring, SRM)

Q1 i Q3 jsou nastaveny na ionty se specifick˝m m/z, tzn. ze
vöech iont˘ vznikl˝ch ve zdroji se vybere jeden (Q1) a po
fragmentaci v Q2 se pomocÌ Q3 vybere jeden jeho fragment
(vÏtöinou ten s nejvÏtöÌm zastoupenÌm), kter˝ proch·zÌ aû do
detektoru. Takto se postupuje u vöech analyt˘ obsaûen˝ch ve
vzorku. SRM se mj. pouûÌv· v p¯Ìpadech stanovenÌ vÌce ana-
lyt˘, z nichû kaûd˝ fragmentuje jin˝m mechanismem. V r·m-
ci diagnostiky DMP to jsou purinovÈ a pyrimidinovÈ l·tky
a mastnÈ kyseliny s dlouh˝m ¯etÏzcem.

Sledov·nÌ dce¯in˝ch iont˘ (Product (daughter) ion scan)

Q1 je nastaven na ion se specifick˝m m/z, Q3 skenuje urËit˝
interval m/z, tzn. ze vöech iont˘ vznikl˝ch ve zdroji se vybere
jeden (Q1) a po fragmentaci v Q2 se pomocÌ Q3 sledujÌ vöechny
jeho fragmenty. Tento reûim se pouûÌv· zejmÈna p¯i v˝voji
metody, protoûe poskytuje nejvÌce informacÌ o struktu¯e l·tky
a o pr˘bÏhu jejÌ fragmentace.

Sledov·nÌ mate¯sk˝ch iont˘ (Precursor (parent) ion scan)

Q1 skenuje urËit˝ interval m/z, Q3 je nastaven na ion se
specifick˝m m/z, tzn. ûe Q1 postupnÏ vybÌr· ionty z danÈho
intervalu m/z a Q3 sleduje, zda a v jakÈ mÌ¯e z nich vznik·
fragment s nastavenou hodnotou m/z. Sken se vyuûÌv· p¯i

Obr. 2. ZjednoduöenÈ schÈma FAB a LSIMS

Obr. 3. KolizÌ indukovan· disociace butylester˘ acylkarnitin˘8,21

(a) a aminokyselin16,17(b)
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sledov·nÌ skupiny strukturnÏ p¯Ìbuzn˝ch analyt˘ s podobnou
fragmentacÌ, v p¯ÌpadÏ diagnostiky DMP jsou to acylkarnitiny
poskytujÌcÌ fragment m/z = 85 (obr. 3a).

Sledov·nÌ neutr·lnÌ ztr·ty (Neutral loss scan)

Q1 skenuje interval m/z. Q3 z·roveÚ skenuje interval s m/z
niûöÌ o urËitou konstantnÌ hodnotu, tzn. Q1 postupnÏ vybÌr·
ionty z danÈho intervalu m/z a Q3 sleduje, zda a v jakÈ mÌ¯e p¯i
fragmentaci ztr·cejÌ ze svÈ struktury neutr·lnÌ Ë·st danÈ hmot-
nosti. StejnÏ jako Ñprecursor ion scanì se Ñneutral loss scanì
pouûÌv· pro strukturnÏ p¯ÌbuznÈ analyty; pro diagnostickÈ ˙Ëely
jsou to p¯edevöÌm aminokyseliny, kterÈ odötÏpujÌ butylestero-
vou skupinu a vodÌk jako butyl-formi·t (∆ m/z = 102, obr. 3b).

3 . 6 . Z p r a c o v · n Ì a v y h o d n o c e n Ì
p r i m · r n Ì c h d a t

DiagnostickÈ metody smÏ¯ujÌ ke stanovenÌ koncentracÌ
metabolit˘. Pro hmotnostnÌ spektrometrii neplatÌ û·dn˝ jedno-
duch˝ vztah mezi absolutnÌm sign·lem detektoru a koncentra-
cÌ analytu, koncentrace analyt˘ se proto stanovuje na z·kladÏ
kalibrace sign·lu analytu v˘Ëi sign·lu vnit¯nÌho standardu.
Jako vnit¯nÌ standardy se v hmotnostnÌ spektrometrii s v˝ho-
dou uûÌvajÌ isotopovÏ znaËenÈ molekuly samotn˝ch analyt˘.
ZnaËenÌ se prov·dÌ stabilnÌmi isotopy 2H, 13C nebo 15N. Stan-
dardy obsahujÌ alespoÚ t¯i atomy tÏchto nuklid˘, aby jejich
sign·l nebyl zvyöov·n p¯ÌspÏvkem pÌk˘ majÌcÌch p˘vod v p¯i-
rozenÈm v˝skytu tÏûöÌch isotop˘ H, C, N, O a S v molekul·ch
analytu.

Sign·lem danÈho iontu se rozumÌ v˝öka, p¯ÌpadnÏ plocha
pÌku u p¯ÌsluönÈ hodnoty m/z integrovan· p¯es vöechny skeny
vÏnovanÈ sledov·nÌ tohoto iontu. Koncentrace analytu je pak
zjiötÏna z kalibraËnÌ z·vislosti pomÏru sign·lu analytu a sig-
n·lu vnit¯nÌho standardu na koncentraci analytu p¯i konstantnÌ
koncentraci vnit¯nÌho standardu. Sestrojit kalibraËnÌ z·vislost
je nutnÈ zejmÈna v p¯Ìpadech, kdy pro nÏkterÈ analyty nejsou
isotopovÏ znaËenÈ standardy dostupnÈ, a stanovenÌ se pak
prov·dÌ pomocÌ standardu podobnÈ struktury.

KromÏ koncentrace jednotliv˝ch metabolit˘ jsou Ëasto
uûiteËnÈ i dalöÌ ukazatele, jako jsou pomÏry koncentracÌ nebo
i jen prostÈ pomÏry sign·l˘ dvou metabolit˘. RozhodnutÌ
o diagnÛze se uËinÌ jejich porovn·nÌm s referenËnÌmi hodno-
tami stanoven˝mi jako urËit˝ kvantil souboru hodnot charak-
terizujÌcÌch zdravou populaci.

V˝znamn˝m aspektem p¯edevöÌm screeningov˝ch metod
je vyuûitÌ v˝poËetnÌ techniky pro automatickÈ vyhodnocenÌ
namÏ¯en˝ch dat. SystÈmy analyzujÌcÌ aû nÏkolik stovek vzor-
k˘ za den shromaûÔujÌ tak obrovskÈ mnoûstvÌ dat, ûe jejich
Ñmanu·lnÌì posuzov·nÌ je v podstatÏ nemoûnÈ. ÿeöenÌm je
poËÌtaËovÈ vyhodnocov·nÌ ñ na z·kladÏ p¯ednastaven˝ch re-
ferenËnÌch hodnot se vzorky rozdÏlÌ na klinicky vyhovujÌcÌ
a na vzorky, kterÈ mohou vypovÌdat o metabolickÈ poruöe a je
pot¯eba  se jimi d·le  zab˝vat. Takov˝  algoritmus detailnÏ
popisuje nap¯. Rashed a spol1.

4. Z·vÏr

V uplynul˝ch deseti letech doölo k v˝znamnÈmu posunu
v diagnostice DMP. P¯echod od spojenÌ GC/MS s klasickou

ionizacÌ elektronem k modernÌm ionizaËnÌm technik·m umoû-
nil vyvinout metody s velmi vysokou prostupnostÌ vzork˘.
Ionizace za atmosfÈrickÈho tlaku (ESI, APCI) v oblasti dia-
gnostiky DMP nahrazuje i staröÌ mÏkkÈ ionizaËnÌ techniky
FAB a LSIMS.

P¯ednost modernÌch metod je nutno vidÏt zejmÈna v moû-
nosti prvotnÌho z·chytu jedinc˘ s DMP, i kdyû definitivnÌ
diagnÛza je v kaûdÈm konkrÈtnÌm p¯ÌpadÏ ovÏ¯ov·na a potvr-
zov·na nez·visl˝mi metodami (stanovenÌ aktivity enzymu
spojenÈho s danou poruchou, anal˝za p¯ÌsluönÈho genu aj.).
Ploön˝ screening je v souËasnosti prov·dÏn jen v nÏkter˝ch
vyspÏl˝ch st·tech (nap¯. USA, Nizozemsko, SRN); v budouc-
nosti vöak lze oËek·vat v˝znamnÈ rozöÌ¯enÌ screeningu DMP
tandemovou hmotnostnÌ spektrometriÌ i do dalöÌch st·t˘.

S e z n a m p o u û i t ˝ c h z k r a t e k

APCI chemick· ionizace za atmosfÈrickÈho tlaku
CE kapil·rnÌ elektroforÈza
CID kolizÌ indukovan· disociace
CoA koenzym A
DMP dÏdiËnÈ metabolickÈ poruchy
ESI ionizace elektrosprejem
FAB ionizace n·razem rychl˝ch atom˘
GC plynov· chromatografie
HPLC vysoko˙Ëinn· kapalinov· chromatografie
LSIMS hmotnostnÌ spektrometrie s ionizacÌ z kapalnÈ matri-

ce n·razem rychl˝ch iont˘
MS/MS tandemov· hmotnostnÌ spektrometrie

Pr·ce vznikla za podpory MäMT »R (grant MSM
153100013).
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bolic Disorders, Department of Clinical Chemistry, Medical
Hospital, Olomouc): Diagnostics of Some Inherited Meta-
bolic Disorders by Mass Spectrometry Using Modern Io-
nisation Techniques

The review deals with the progress in the diagnostics of
inherited metabolic disorders by mass spectrometry in the last
decade. It is focused on the atmospheric pressure ionisation
techniques, i.e. electrospray ionisation and atmospheric pres-
sure chemical ionisation. The first part of the article describes
very briefly the molecular causes of inherited metabolic disor-
ders, such as disorders of metabolisms of fatty acids, amino
acids, bile acids, purine and pyrimidine and related metabo-
lites. The other part describes the procedures from sampling
over the analysis itself to the raw data evaluation.
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1. ⁄vod

Degradace  organick˝ch ökodlivin  zamo¯ujÌcÌch  ûivotnÌ
prost¯edÌ je moûn· s vyuûitÌm tzv. pokroËil˝ch oxidaËnÌch
proces˘ (advanced oxidation processes)1, zaloûen˝ch na tvor-
bÏ hydroxylov˝ch radik·l˘. Tyto reaktivnÌ Ë·stice napadajÌ
organickÈ molekuly, kterÈ jsou pak v nÏkolika n·sledn˝ch
reakËnÌch krocÌch za ˙Ëasti kyslÌku mineralizov·ny aû na CO2,
H2O a p¯ÌsluönÈ miner·lnÌ kyseliny. Dvojice nÏkter˝ch orga-
nick˝ch l·tek vz·jemnÏ p¯Ìhodn˝ch strukturnÌch vlastnostÌ
vytv·¯ejÌ tzv. supramolekul·rnÌ komplexy typu hostitelñhost
(inkluznÌ komplexy). Vzhledem k jejich rostoucÌmu prak-
tickÈmu vyuûÌv·nÌ v r˘zn˝ch chemick˝ch a biologick˝ch pro-

cesech, nap¯. p¯i v˝robÏ lÈk˘, katal˝ze analogickÈ p˘sobenÌ
enzym˘, p¯i v˝voji molekul·rnÌch senzor˘, v genetickÈm inûe-
n˝rstvÌ2 atd., je d˘leûitÈ posoudit, jak vznik takov˝ch kom-
plex˘ ovlivÚuje reaktivitu jejich jednotliv˝ch sloûek. Proble-
matikou degradace supramolekul·rnÌch komplex˘ se dosud
zab˝valo jen nÏkolik autor˘3,4.

V tÈto studii byly pro roli host˘ vybr·ny dvÏ slouËeniny,
jejichû zv˝öen˝ v˝skyt v ûivotnÌm prost¯edÌ je neû·doucÌ, a to
naftalen a 4-chloranilin. V naöÌ laborato¯i5,6 byla studov·na
jejich degradace fotoindukovan· trojmocn˝m ûelezem. Jako
hostitel naftalenu byl zvolen α-cyklodextrin (I), jehoû sche-
matick˝ vzorec je na obr·zku 1. Jejich inkluznÌ komplexy jsou
stabilizov·ny van der Waalsov˝mi silami. Tetrasulfonova-
n˝ deriv·t kalix[4]arenu (II) (cit.7) v deprotonovanÈ formÏ
(obr. 1) p¯edstavoval vhodnou hostitelskou molekulu pro pro-
tonovan˝ 4-chloranilin. Stabilitu tohoto systÈmu pak zajiöùo-
valy p¯ev·ûnÏ elektrostatickÈ p¯itaûlivÈ sÌly mezi opaËnÏ nabi-
t˝mi sloûkami8.

VodnÈ roztoky solÌ trojmocnÈho ûeleza podlÈhajÌ hydro-
l˝ze za vzniku r˘zn˝ch hydroxokomplex˘ a oligomernÌch
rozpustn˝ch agreg·t˘9, jejichû fotochemickÈ reakce vedou
k produkci hydroxylov˝ch radik·l˘. NejvyööÌ fotoaktivita by-
la zjiötÏna u komplexnÌho iontu [Fe(H2O)5OH]2+ (zkr·cenÏ
oznaËovanÈho jako Fe(OH)2+). Jeho fotol˝zu lze popsat rov-
nicÌ:

Fe(OH)2+ Fe2+ + ïOH

éeleznatÈ  ionty  jsou  v pr˘bÏhu  reakce  za p¯Ìtomnosti
kyslÌku reoxidov·ny na Fe3+ (cit.10ñ12).

2. Experiment·lnÌ Ë·st

Naftalen (scintillation grade, Eastman Kodak Company
N.Y.), α-cyklodextrin (Fluka), 4-chloranilin (98 %, Aldrich),
sodn· s˘l tetrasulfonovanÈho kalix[4]arenu (cit.7) a kyselina
chlorist· (p.a., Merck) byly pouûity bez dalöÌho p¯eËiötÏnÌ.
Roztoky Fe3+ byly p¯ipravov·ny rozpuötÏnÌm chloristanu ûe-
lezitÈho Fe(ClO4)3 . 9H2O (>97 %, Fluka) v deionizovanÈ vodÏ
(Millipore αQ).

Pro kontinu·lnÌ fotoindukovanou degradaci byla pouûita
dvÏ r˘zn· experiment·lnÌ uspo¯·d·nÌ. V prvnÌm p¯ÌpadÏ byl
vzorek umÌstÏn do mikrofotoreaktoru tvo¯enÈho standardnÌ

hv →

I II

Obr. 1. SchematickÈ vzorce α-cyklodextrinu (I) a tetrasulfono-
vanÈho deriv·tu kalix[4]arenu (II)
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k¯emennou spektroskopickou kyvetou (optick· dÈlka 1 cm)
a oza¯ov·n vysokotlakou rtuùovou v˝bojkou (Osram HBO
200 W) s v¯azen˝m monochrom·torem (Bausch and Lomb).
V druhÈm p¯ÌpadÏ byl reakËnÌ roztok (objem do 100 ml)
oza¯ov·n ve v·lcovitÈm fotoreaktoru z k¯emennÈho skla st¯ed-
nÏtlakou rtuùovou v˝bojkou (Mazda MAW typ 125 W), emi-
tujÌcÌ z 93 % p¯i 365 nm (viz obr. 2). Roztok ve fotoreaktoru
byl chlazen vodou protÈkajÌcÌ pl·ötÏm z k¯emennÈho skla.
Intenzita vstupujÌcÌho z·¯enÌ byla stanovena ferrioxal·tov˝m
aktinometrem13. P¯i uûitÌ metody nanosekundovÈ spektrosko-
pie byla excitace prov·dÏna excimerov˝m laserem (Lambda
Physics) nebo laserem Nd:YAG (Quanta-Ray DCR-1).

Pro mÏ¯enÌ  absorpËnÌch UV/VIS spekter byly pouûity
spektrofotometry Cary 3 (Varian) a Lambda 19 (Perkin-El-
mer). 1H-NMR spektra byla zÌsk·na na p¯Ìstroji Bruker AC400
p¯i frekvenci 400 MHz v prost¯edÌ D2O okyselenÈ p¯Ìdavkem
CD3COOD (1,0.10ñ2 mol.lñ1).

Pro anal˝zy HPLC byly pouûity sestavy Waters 510 (auto-
sampler Waters 717 a DA detektor Waters 996) a Merck
(L-6200A Intelligent Pump, UV-VIS absorpËnÌ detektor L-
-4250 a integr·tor D-2500), v obou p¯Ìpadech s chromato-
grafickou kolonou s reverznÌ f·zÌ Lichrospher RP 18 (Merck)

o dÈlce 250 mm, vnit¯nÌm pr˘mÏru 4,6 mm, naplnÏnou Ë·sti-
cemi o pr˘mÏru 10 nm tvo¯ÌcÌmi kulovitÈ shluky o pr˘mÏru
5 µm. DetailnÌ podmÌnky jednotliv˝ch anal˝z jsou pops·ny
v pr·ci Belh·ËovÈ5.

3. V˝sledky a diskuse

3 . 1 . I n k l u z n Ì k o m p l e x n a f t a l e n u
s α - c y k l o d e x t r i n e m

3.1.1. UV/VIS absorpËnÌ spektroskopie ñ stechiometrie,
rovnov·ûnÈ konstanty a konformace komplexu

Na z·kladÏ zmÏn v absorpËnÌm spektru vodnÈho roztoku
naftalenu (1,13.10ñ4 mol.lñ1), k nÏmuû byl p¯id·v·n α-cyklo-
dextrin v koncentracÌch od 0 do 0,5 mol.lñ1, byla studov·na
termodynamick· rovnov·ha p¯ÌsluönÈho inkluznÌho komple-
xu (obr. 3). P¯i koncentracÌch α-cyklodextrinu p¯esahujÌcÌch
3.10ñ3 mol.lñ1 se ve spektrech naftalenu z¯etelnÏ objevily iso-
sbestickÈ body, vibraËnÌ struktura byla zv˝raznÏna a absorpËnÌ
p·sy se posunuly k delöÌm vlnov˝m dÈlk·m, typick˝m pro
naftalen v nepol·rnÌch rozpouötÏdlech. PozorovanÈ spektr·lnÌ
zmÏny byly v souladu s p¯edpokladem, ûe dutina α-cyklodex-
trinu p¯edstavuje nepol·rnÌ prost¯edÌ14.

Termodynamick· rovnov·ha inkluznÌho komplexu nafta-
lenu s α-cyklodextrinem byla analyzov·na s pouûitÌm experi-
ment·lnÌ z·vislosti absorbance na koncentraci α-cyklodex-
trinu, a to pro vybranÈ vlnovÈ dÈlky, u nichû byla zmÏna
absorbance nejvÏtöÌ. Byly navrûeny 3 modely, p¯edpokl·dajÌcÌ
i) vznik komplexu s pomÏrem naftalenu k α-cyklodextrinu
1:1, ii) n·slednou tvorbu komplex˘ 1:1 a 1:2 a iii) p¯Ìmou
tvorbu komplexu 1:2. Pro kaûd˝ z tÏchto model˘ byla meto-
dou neline·rnÌ regrese proloûena experiment·lnÌmi daty teo-
retick· k¯ivka (obr. 4). ZatÌmco k¯ivky odpovÌdajÌcÌ model˘m
i) a iii) nevystihovaly skuteËnÈ hodnoty zcela p¯esnÏ, model
(ii) pro n·slednou tvorbu komplex˘ 1:1 a 1:2 vyk·zal velmi
dobrou shodu.

Hodnoty rovnov·ûn˝ch konstant K1 = 2,8±0,5 molñ1.l

Obr. 4. Z·vislostabsorbance(A)vodnÈhoroztokunaftalenu (1,13.10ñ4

mol.lñ1) p¯i vlnovÈ dÈlce 298,75 nm na koncentraci α-cyklodextrinu
(cα-CD) a k¯ivky proloûenÈ touto z·vislostÌ na z·kladÏ model˘ rovno-
v·ûnÏ tvorby inkluznÌho komplexu 1:1 (......); n·slednÈho vzniku
komplex˘ 1:1 a 1:2 (óó); a p¯ÌmÈ tvorby komplexu 1:2 (- - - -)

Obr. 2. SchÈma fotoreaktoru

chlazenÌ

Obr. 3. AbsorpËnÌ spektra vodnÈho roztoku naftalenu (1,13.10ñ4

mol.lñ1) bez α-cyklodextrinu (tuËn· k¯ivka) a obsahujÌcÌho α-cyklo-
dextrin o koncentraci: 0,625; 2,5; 3,75; 4,38; 16,25; 50; 62,5; 93,7;
125; 137,5; 150; 175; 187,5; 250; 312,5; 375; 437,5 a 500.10ñ3 mol.lñ1
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(odpovÌdajÌcÌ tvorbÏ komplexu 1:1) a K2 = 850±200 molñ1.l
(pro  n·sledn˝ vznik komplexu  1:2) byly  zÌsk·ny souhrn-
n˝m zpracov·nÌm experiment·lnÌch z·vislostÌ pro devÏt vybra-
n˝ch vlnov˝ch dÈlek modelem ii) (obr. 5). Srovn·nÌ obou
hodnot ukazuje, ûe komplex 1:2 je stabilnÏjöÌ neû komplex
1:1, jehoû zastoupenÌ dosahuje nejv˝öe jen nÏkolika procent
(obr. 6).

Grabner a spol.15 studovali konformaci a fotofyzik·lnÌ
chov·nÌ komplex˘ naftalenu s cyklodextriny. V p¯ÌpadÏ α-
-cyklodextrinu rovnÏû popsali komplex 1:2, p¯iËemû souËin
konstant K1.K2 zÌskan˝ dvÏma r˘zn˝mi postupy byl roven
3200 molñ2.l2 a 3800 molñ2.l2. Auto¯i rovnÏû zjistili p¯evaûu-
jÌcÌ zastoupenÌ komplexu 1:2 a odhadli, ûe konstanta K2 je
o nÏkolik ¯·d˘ vyööÌ neû konstanta K1.

Na z·kladÏ kvantovÏ chemick˝ch v˝poËt˘ byla navrûena
konformace komplexu 1:2. Nejprve byly semiempirickou me-
todou AM1  optimalizov·ny geometrie jednotliv˝ch mole-
kul. PomocÌ molekul·rnÌ mechaniky s vyuûitÌm silovÈho pole

MM+ pak byla minimalizacÌ potenci·lnÌ energie vypoËtena
nejpravdÏpodobnÏjöÌ konformace inkluznÌho komplexu nafta-
lenu s dvÏma molekulami α-cyklodextrinu (obr. 7).

3.1.2. Nanosekundov· laserov· fotol˝za ñ
reaktivita molekuly naftalenu

Reaktivita naftalenu rozpuötÏnÈho ve vodÏ a v·zanÈho
v komplexu se dvÏma molekulami α-cyklodextrinu byla po-
rovn·na  sledov·nÌm  z·niku  jeho  tripletovÈho stavu  meto-
dou nanosekundovÈ laserovÈ fotol˝zy. VodnÈ roztoky nafta-
lenu jak bez α-cyklodextrinu, tak v jeho dostateËnÈm nadbyt-
ku, byly oz·¯eny nanosekundov˝m laserov˝m pulsem (λ =
308 nm), kter˝ excitoval naftalen do prvnÌho singletovÈho
stavu. Ten se zË·sti rychlou reakcÌ transformoval na dÈle ûijÌcÌ
stav tripletov˝, jehoû z·nik byl sledov·n p¯i vlnovÈ dÈlce
odpovÌdajÌcÌ maximu triplet-tripletovÈ absorpce (412 nm pro
voln˝ naftalen a 416 nm pro jeho komplex s α-cyklodextri-
nem). Roztoky byly nasyceny buÔ kyslÌkem, nebo argonem.
Tripletov˝ stav inkludovanÈ molekuly naftalenu zanikal mno-
hem pomaleji (obr. 8), a to jak za p¯Ìtomnosti, tak i nep¯Ìtom-
nosti kyslÌku.

PozorovanÈ vlivy byly detailnÏ analyzov·ny s vyuûitÌm
kinetickÈho modelu paralelnÌch reakcÌ prvnÌho a druhÈho ¯·-
du. Na z·niku tripletovÈho stavu se podÌlely t¯i soubÏûnÈ
reakce, a to intramolekul·rnÌ deaktivace (s rychlostnÌ konstan-
tou prvnÌho ¯·du k1) a dva intermolekul·rnÌ procesy, triplet-
-tripletov· anihilace a zh·öenÌ kyslÌkem (s rychlostnÌmi kon-

Obr. 5. Z·vislost absorbance (A) vodnÈho roztoku naftalenu
(1,13.10ñ4 mol.lñ1) na koncentraci α-cyklodextrinu (cα-CD) pro
vlnovÈ dÈlky 261 nm (¡), 266,5 nm (o), 268 nm (∆), 272,25 nm (*),
276,25 nm (p), 278,5 nm (+), 283,5 nm (◊), 286,25 nm (∇),
289,75 nm (l)

Obr. 6. Procentu·lnÌ zastoupenÌ (α) jednotliv˝ch sloûek komplexu
naftalenu (1,13.10ñ4 mol.lñ1) s α-cyklodextrinem v z·vislosti na
koncentraci α-cyklodextrinu (cα-CD); naftalen (- - - -), komplex 1:1
(.....), komplex 1:2 (óó)

Obr. 7. Konformace inkluznÌho komplexu 1:2 tvo¯enÈho naftalenem
(vyznaËen ËernÏ) a α-cyklodextrinem (atomy H jsou vyznaËeny bÌle,
C svÏtle öedÏ, O tmavÏ öedÏ) navrûen· na z·kladÏ kvantovÏ chemic-
k˝ch v˝poËt˘
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Tabulka I
RychlostnÌ konstanty z·niku tripletovÈho stavu naftalenu volnÈho a v inkluznÌm komplexu 1:2 s α-cyklodextrinem

Prost¯edÌ Plyn kTñT k2 [O2] + k1 k1 k2 [O2]
[l.molñ1.sñ1] [sñ1] [sñ1] [sñ1]

Voda Ar 2,1.109 a (3,3±0,1).104 3,3.104 b 0
vzduch 2,1.109 a (7,9±0,1).105 3,3.104 b 7,6.105

O2 2,1.109 a (1,14±0,04).106 3,3.104 b 1,1.106

Dutina α-cyklodextrinu Ar (9,6±0,3).107 (5,2±0,1).103 5,2.103 b 0
vzduch 9,6.107 b (1,46±0,01).105 5,2.103 b 1,4.105

O2 9,6.107 b (2,16±0,01).105 5,2.103 b 2,1.105

a Cit.15, b hodnota vypoËten· pro roztok nasycen˝ Ar

stantami druhÈho ¯·du kTñT a k2). RychlostnÌ konstanty vöech
t¯Ì  reakcÌ byly  vyhodnoceny pro  naftalen  voln˝ i  v·zan˝
v dutinÏ tvo¯enÈ dvÏma molekulami α-cyklodextrinu (tabul-
ka I). V d˘sledku vzniku komplexu byly vöechny rychlostnÌ
konstanty snÌûeny.

Pozorovan˝ pokles reaktivity hosta inkludovanÈho v duti-
nÏ hostitele p¯i vlastnÌ bimolekul·rnÌ reakci i p¯i reakci s ma-
lou molekulou (zh·öenÌ kyslÌkem) je v˝znamn˝m zjiötÏnÌm
s moûnou souvislostÌ s reaktivitou hydroxylovÈho radik·lu
s obÏma sloûkami komplexu v pr˘bÏhu jejich fotoindukovanÈ
degradace (viz d·le).

3.1.3. RychlostnÌ konstanty reakcÌ s hydroxylov˝m radik·lem

Celkov· kinetika fotoindukovanÈdegradace je ¯Ìzena rych-
lostÌ vzniku hydroxylovÈho radik·lu a jeho n·slednou pri-
m·rnÌ reakcÌ s organickou l·tkou, tzv. OH-atakem16. Rych-
lostnÌ konstanta reakce druhÈho ¯·du hydroxylovÈho radik·lu
s danou organickou slouËeninou tedy p¯edstavuje d˘leûitou

veliËinu, korelujÌcÌ s form·lnÌ rychlostnÌ konstantou prvnÌho
¯·du fotoindukovanÈ pseudomonomolekul·rnÌ degradace tÈto
organickÈ l·tky.

RychlostnÌ konstanta reakce hydroxylovÈho radik·lu s naf-
talenem, kN = 1,2.1010 molñ1.l.sñ1, byla p¯evzata z literatury17.
RychlostnÌ konstanta reakce hydroxylovÈho radik·lu s α-cyk-
lodextrinem byla stanovena metodou popsanou Macounovou
a spol.18, zaloûenou na nanosekundovÈ laserovÈ fotol˝ze vod-
n˝ch roztok˘ obsahujÌcÌch K4[Fe(CN)6] a zkoumanou orga-
nickou slouËeninu a souËasnÏ nasycen˝ch N2O. Vyhodno-
cenÌm experiment·lnÌch kinetick˝ch k¯ivek odpovÌdajÌcÌch
r˘zn˝m koncentracÌm α-cyklodextrinu byla zÌsk·na hodnota
rychlostnÌ konstanty reakce α-cyklodextrinu s hydroxylov˝m
radik·lem, kCD = (4,5±0,2).109 molñ1.l.sñ1.

Hodnoty rychlostnÌch konstant reakcÌ obou sloûek kom-
plexu s hydroxylov˝m radik·lem byly n·slednÏ vyuûity p¯i
kinetickÈ anal˝ze fotoindukovan˝ch proces˘, tj. pro srovn·nÌ
reakËnÌ rychlosti degradace naftalenu volnÈho a v·zanÈho
v inkluznÌm komplexu s α-cyklodextrinem.

3.1.4. Degradace fotoindukovan· Fe3+

Kinetika fotoindukovanÈ degradace naftalenu za p¯Ìtom-
nosti α-cyklodextrinu byla sledov·na s pouûitÌm mikrofoto-
reaktoru (popsanÈho v experiment·lnÌ Ë·sti) bÏhem kontinu·l-
nÌho monochromatickÈho oza¯ov·nÌ (λ = 365 nm). Rozto-
ky obsahovaly 1.10ñ4 mol.lñ1 naftalenu, r˘znÈ koncentrace α-
-cyklodextrinu a 3.10ñ4 mol.lñ1 Fe(ClO4)3 (50 % Fe(OH)2+)
(cit.5,10). ZmÏna koncentrace naftalenu v pr˘bÏhu degradace
byla stanovov·na chromatograficky. Za ˙Ëelem kvantifika-
ce poË·teËnÌ reakËnÌ rychlosti byly nÏkolika prvnÌmi experi-
ment·lnÌmi body prokl·d·ny kinetickÈ k¯ivky prvnÌho ¯·du
(obr. 9).

ZÌskanÈ rychlostnÌ konstanty kexp jsou shrnuty v tabul-
ce II a porovn·ny s hodnotami hypotetick˝ch rychlostnÌch
konstant kvyp vypoËten˝ch pro reakËnÌ soustavu naftalenu (N)
s α-cyklodextrinem (CD) za modelovÈho p¯edpokladu, ûe tyto
komponenty spolu netvo¯Ì inkluznÌ komplexy a ûe jsou degra-
dov·ny nez·visle. V tomto modelu pak obÏ sloûky pouze
kineticky soutÏûÌ o hydroxylovÈ radik·ly a podlÈhajÌ nez·vis-
l˝m transformacÌm indukovan˝m OH-ataky, kterÈ ¯ÌdÌ celko-
vou kinetiku jejich dÌlËÌch degradacÌ. P¯ÌsluönÈ form·lnÌ rych-
lostnÌ konstanty degradace naftalenu a α-cyklodextrinu jsou
pak p¯Ìmo ˙mÏrnÈ rychlostnÌm konstant·m druhÈho ¯·du je-
jich dÌlËÌch reakcÌ s hydroxylov˝m radik·lem (viz Ë·st 3.1.3.).

Obr. 8. »asov· z·vislost z·niku tripletovÈho stavu naftalenu vol-
nÏ rozpuötÏnÈho (absorbance mÏ¯ena p¯i vlnovÈ dÈlce 412 nm)
a v komplexu 1:2 s α-cyklodextrinem (mÏ¯eno p¯i 416 nm) ve
vodn˝ch roztocÌch nasycen˝ch O2 resp. Ar; voln˝ naftalen, O2
(óó); naftalen v komplexu, O2 (.....); voln˝ naftalen, Ar (- - - -);
naftalen v komplexu, Ar (-.-.-.-). Experiment·lnÌmi Ëasov˝mi z·vis-
lostmi absorbance (slabÈ Ë·ry) byly na z·kladÏ kinetickÈho mode-
lu paralelnÌch reakcÌ prvnÌho a druhÈho ¯·du metodou nejmenöÌch
Ëtverc˘ proloûeny teoretickÈ k¯ivky (silnÈ Ë·ry)
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Na tomto z·kladÏ lze formulovat jednoduch˝ kinetick˝ mo-
del. ReakËnÌ rychlost vzniku hydroxylovÈho radik·lu ( ) je
˙mÏrn· intenzitÏ svÏtla (Iabs) absorbovanÈho Fe3+:

= ΦOH . Iabs (1)

kde ΦOH je p¯Ìsluön˝ kvantov˝ v˝tÏûek. ReakËnÌ rychlost
z·niku hydroxylovÈho radik·lu ( ) je d·na souËtem dvou
p¯ÌspÏvk˘:

= kN [ïOH] [N] + kCD [ïOH] [CD] (2)

Za ust·lenÈho stavu, tj. = , m˘ûe b˝t fotostacio-
n·rnÌ koncentrace hydroxylov˝ch radik·l˘ vypoËtena s vyuûi-
tÌm vztah˘ (1) a (2):

[ïOH] = (3)

Pokud je tato hodnota konstantnÌ, lze pro matematick˝
popis degradace naftalenu uplatnit kinetiku 1. ¯·du (4):

= kN [ïOH] [N] = kexp [N] (4)

kde kexp p¯edstavuje form·lnÌ konstantu prvnÌho ¯·du zÌskanou
anal˝zou experiment·lnÌch dat pro rozklad naftalenu (obr. 9).
IntegracÌ vztahu (4) se obdrûÌ v˝raz pro mol·rnÌ koncentraci
naftalenu jako funkci doby oza¯ov·nÌ τ:

[N] = [N]0 (5)

Tento vztah byl p¯i zpracov·nÌ experiment·lnÌch dat (obr. 9)
pouûit k v˝poËtu hodnot rychlostnÌch konstant kexp, uveden˝ch
v tabulce II. Pro p¯Ìpad nulovÈ koncentrace α-cyklodextrinu,
[CD] = 0, lze vyËÌslit reakËnÌ rychlost vzniku hydroxylov˝ch
radik·l˘ a nezn·m˝ faktor ΦOH Iabs. S vyuûitÌm vztahu
(4) pak byla vyËÌslena rovnÏû fotostacion·rnÌ koncentrace
hydroxylov˝ch radik·l˘, tj. [ïOH] = 8,3.10ñ15mol.lñ1, a n·sled-

Tabulka II
Experiment·lnÌ kexp a vypoËtenÈ kvyp rychlostnÌ konstanty fo-
toindukovanÈ degradace naftalenu (1,0.10ñ4 mol.lñ1) za ne-
p¯Ìtomnosti a p¯Ìtomnosti α-cyklodextrinu

α-Cyklodextrin Naftalen kexp kvyp
[mol.lñ1] v komplexu [sñ1] [sñ1]

[%]

0 0,0 (1,0±0,1).10ñ4 1,0.10ñ4

0,0006 8,0 (6,5±0,3).10ñ5 3,1.10ñ5

0,006 50,6 (4,7±0,3).10ñ5 4,3.10ñ6

0,03 89,1 (1,2±0,2).10ñ5 8,8.10ñ7

nÏ z upravenÈho vztahu (3) tÈû faktor ΦOH . Iabs = 1,0.10ñ8

mol.lñ1.sñ1.
Rychlost vzniku hydroxylov˝ch radik·l˘ nez·visÌ na kon-

centraci odbour·van˝ch organick˝ch l·tek, a proto mohou b˝t
hodnoty zÌskanÈ za nep¯Ìtomnosti α-cyklodextrinu pouûity
takÈ k v˝poËt˘m pro reakËnÌ soustavy za jeho p¯Ìtomnosti.
KombinacÌ vztah˘ (3) a (4) lze odvodit vztah pro form·lnÌ
rychlostnÌ konstantu prvnÌho  ¯·du  degradace  naftalenu  za
p¯Ìtomnosti α-cyklodextrinu:

kvyp = (6)

Tento vzorec byl pouûit k v˝poËtu hodnot kvyp uveden˝ch
v tabulce II. Srovn·nÌ hodnot kexp a kvyp uk·zalo, ûe s rostoucÌ
koncentracÌ α-cyklodextrinu, tj. s niûöÌm zastoupenÌm nafta-
lenu volnÈho a  vyööÌm podÌlem  naftalenu inkludovanÈho,
vzr˘st· pomÏr odpovÌdajÌcÌch konstant kexp a kvyp (viz ta-
bulka II). Degradace naftalenu tedy probÌhala ve skuteËnosti
rychleji, neû by se dalo oËek·vat  u systÈmu, v nÏmû by
nedoch·zelo ke vzniku supramolekul·rnÌch komplex˘ ani in-
terakcÌm organick˝ch sloûek s radik·lov˝mi meziprodukty
vznikajÌcÌmi p¯i degradacÌch indukovan˝ch ataky hydroxy-
lov˝ch radik·l˘.

Na rozdÌl od ochrannÈho efektu α-cyklodextrinu, pozoro-
vanÈho p¯i z·niku tripletovÈho stavu naftalenu, byla fotoindu-
kovan· degradace hosta inkludovanÈho hostitelsk˝mi mo-
lekulami urychlena. Tento fakt je v souladu s p¯edstavou
o existenci n·sledn˝ch radik·lov˝ch reakcÌ, p¯i nichû kr·tce
ûijÌcÌ  radik·lovÈ meziprodukty, vznikajÌcÌ prim·rnÌm OH-
-atakem molekuly α-cyklodextrinu, reagujÌ n·slednÏ s inklu-
dovanou molekulou naftalenu, a tak druhotnÏ indukujÌ jejÌ
vlastnÌ degradaci.

3 . 2 . I n k l u z n Ì k o m p l e x 4 - c h l o r a n i l i n u
s k a l i x [ 4 ] a r e n e m

3.2.1. UV/VIS absorpËnÌ a 1H-NMR spektroskopie:
stechiometrie, rovnov·ûn· konstanta
a konformace komplexu

V˝öe uvedenÈ ovlivnÏnÌ reaktivity inkludovanÈho hosta
hostitelskou molekulou bylo zkoum·no takÈ pro supramole-
kul·rnÌ komplex protonovanÈ formy 4-chloranilinu s depro-
tonovan˝m tetrasulfonovan˝m deriv·tem kalix[4]arenu. Ten
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Obr. 9. Z·vislost koncentrace naftalenu (cN) na dobÏ oza¯ov·nÌ (τ)
v pr˘bÏhu jeho degradace fotoindukovanÈ Fe(ClO4)3 (3,0.10ñ4 mol.lñ1,
50 % Fe(OH)2+) za p¯Ìtomnosti α-cyklodextrinu o koncentracÌch 0
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se od komplexu naftalenu s α-cyklodextrinem odliöuje charak-
terem hostitelskÈ molekuly, iontov˝mi interakcemi uplatÚu-
jÌcÌmi se p¯i stabilizaci komplexu a sloûitÏjöÌm mechanismem
degradace hosta. ZatÌmco hlavnÌmi degradaËnÌmi cestami naf-
talenu byly jeho monomolekul·rnÌ transformace5, p¯i fotoin-
dukovanÈ oxidaËnÌ degradaci 4-chloranilinu dominovala jeho
oligomerace6.

UV/VIS absorpËnÌ spektra komplexu i jeho jednotliv˝ch
sloûek, tj. 4-chloranilinu a deriv·tu kalix[4]arenu, byla mÏ¯ena
v roztocÌch obsahujÌcÌch kyselinu chloristou o koncentraci
1,0.10ñ2 mol.lñ1 (obr. 10). Za tÏchto podmÌnek byl 4-chlora-
nilin (pKb = 4,0) tÈmÏ¯ kvantitativnÏ protonov·n a z·roveÚ
vöechny Ëty¯i sulfoskupiny kalix[4]arenu deprotonov·ny. ObÏ
l·tky absorbovaly v tÈûe spektr·lnÌ oblasti, coû znesnadnilo
anal˝zu termodynamickÈ rovnov·hy komplexu.

Vzhledem k p¯ekr˝vajÌcÌm se spektr˘m obou sloûek byla
pro zjiötÏnÌ stechiometrie komplexu a stanovenÌ jeho rovno-
v·ûnÈ konstanty pouûita Jobova metoda zaloûen· na spek-
troskopickÈm mÏ¯enÌ roztok˘ obsahujÌcÌch vûdy konstantnÌ
souËet mol·rnÌch koncentracÌ obou sloûek. Od kaûdÈho spek-
tra bylo pak odeËteno hypotetickÈ spektrum vypoËtenÈ pro
p¯Ìsluön˝ roztok o stejnÈm sloûenÌ za p¯edpokladu, ûe mezi
4-chloranilinem a kalix[4]arenem nedoch·zÌ k tvorbÏ kom-
plexu. Nejv˝raznÏjöÌ zmÏny absorbance byly pozorov·ny p¯i
vlnovÈ dÈlce 272,4 nm. Z·vislosti jejich hodnot na pomÏrech
koncentracÌ obou sloûek jsou znazornÏny na obr. 11. Maxi-
m·lnÌ rozdÌl skuteËnÈ a vypoËtenÈ absorbance odpovÌd· sloûe-
nÌ inkluznÌho komplexu 1:1. ProloûenÌm teoretickÈ k¯ivky
odpovÌdajÌcÌ experiment·lnÌ z·vislosti byla vyËÌslena rovno-
v·ûn· konstanta (5,8±4,3).102 l.molñ1. Velk· statistick· chyba
je d·na skuteËnostÌ, ûe Jobova metoda je prim·rnÏ urËena ke
zjiöùov·nÌ stechiometrie komplex˘, a tudÌû poskytuje mÈnÏ
p¯esnÈ hodnoty rovnov·ûn˝ch konstant.

P¯i charakterizaci inkluznÌch komplex˘ tvo¯en˝ch deri-
v·ty kalixaren˘ je Ëasto vyuûÌv·na takÈ NMR spektroskopie.
Vznik komplexu 4-chloranilinu s kalix[4]arenem byl dopro-
v·zen negativnÌ zmÏnou chemickÈho posunu vöech proton˘,
a to v ¯·du setin aû tisÌcin ppm (tabulka III). Arena a spol.8

pozorovali zmÏny chemick˝ch posun˘ ¯·dovÏ v desetin·ch
ppm u proton˘ tÏch Ë·stÌ molekul aromatick˝ch host˘ (kat-
ionty N,N,N-trimethylanilinium a benzyltrimethylamonium),

kterÈ byly zano¯eny hloubÏji v dutinÏ deriv·tu kalix[4]arenu,
a v setin·ch ppm u proton˘ vnÏ dutiny.

KvantovÏ chemick˝mi v˝poËty byla takÈ studov·na kon-
formace komplexu protonovanÈho 4-chloranilinu s deproto-
novan˝m tetrasulfonovan˝m deriv·tem kalix[4]arenu. Nejpr-
ve byly semiempirickou metodou AM1 optimalizov·ny geo-
metrie jednotliv˝ch molekul. PotÈ byly pomocÌ molekul·rnÌ
mechaniky s vyuûitÌm silovÈho pole MM+ nalezeny t¯i moûnÈ
konformace inkluznÌho komplexu odpovÌdajÌcÌ lok·lnÌm mi-
nim˘m energie, a to struktura a s atomem chloru 4-chloranili-
nu smÏ¯ujÌcÌm do dutiny kalix[4]arenu, struktura b s protono-
vanou aminoskupinou smÏ¯ujÌcÌ do dutiny, struktura c s mo-
lekulou 4-chloranilinu orientovanou nap¯ÌË dutinou. Pro tyto
t¯i konformace byly d·le provedeny v˝poËty simulujÌcÌ vodnÈ
prost¯edÌ (p¯edstavovanÈ trojrozmÏrn˝m kv·drem o rozmÏ-
rech 15◊15◊20  molekul vody). Energie optimalizovan˝ch
struktur byly srovn·ny s v˝öe uveden˝mi hodnotami ve vakuu
(tabulka IV). SolvataËnÌ p¯ÌspÏvky dos·hly podobn˝ch hodnot
pro vöechny t¯i konformace.

OptimalizovanÈ geometrie ve vodnÈm prost¯edÌ byly d·le
podrobeny simulaci molekul·rnÌ dynamiky, p¯iËemû konfor-
mace a byla v d˘sledku vz·jemnÈho odpuzov·nÌ atomu chloru
a negativnÏ nabit˝ch sulfoskupin nestabilnÌ. Konformace c by

Tabulka III
ZmÏny chemick˝ch posun˘ v d˘sledku vzniku komplexu 4-
-chloranilinu s kalix[4]arenem. HCl: aromatick˝ proton 4-chlor-
anilinu v meta-poloze k aminoskupinÏ; : aromatick˝
proton 4-chloranilinu v ortho-poloze k aminoskupinÏ; Harom:
aromatick˝ proton kalix[4]arenu; Hmethylen: proton metylenovÈ
skupiny kalix[4]arenu

4-Chloranilin: HCl Harom Hmethylen
kalix[4]aren

14:1 ñ0,005 ñ0,006 ñ0,015 ñ0,010
3:10 ñ0,026 ñ0,014 ñ0,010 ñ0,009

HNH2

HNH2

Obr. 11. Z·vislost zmÏny absorbance (∆A) na vz·jemn˝ch po-
mÏrech koncentracÌ 4-chloranilinu (c4-CA) a kalix[4]arenu (cK)
v d˘sledku vzniku inkluznÌho komplexu; experiment·lnÌmi body je
proloûena teoretick· k¯ivka pro komplex 1:1

Obr. 10. AbsorpËnÌ spektra 4-chloranilinu (0,93.10ñ3 mol.lñ1, óó)
a tetrasulfonovanÈho deriv·tu kalix[4]arenu (0,99.10ñ3 mol.lñ1,
- - - -), p¯i pH 2,0
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mÏla v NMR spektrech vyk·zat Ëty¯i r˘znÈ sign·ly pro aro-
matickÈ protony 4-chloranilinu v d˘sledku jeho asymetrickÈ
orientace vzhledem k dutinÏ kalix[4]arenu, coû nebylo zjiö-
tÏno. Jako nejstabilnÏjöÌ lze proto povaûovat konformaci b
s protonovanou aminoskupinou 4-chloranilinu smÏ¯ujÌcÌ do
dutiny kalix[4]arenu (obr. 12). V d˘sledku relativnÏ nÌzkÈ
rigidity kalix[4]arenovÈho cyklu je vöak pravdÏpodobn· exis-
tence dalöÌch konformacÌ, kterÈ mohou patrnÏ snadno p¯e-
ch·zet jedna v druhou.

3.2.2. Reakce s hydroxylov˝mi radik·ly

RychlostnÌ konstanty reakce hydroxylovÈho radik·lu s 4-
-chloranilinem (4-CA) a kalix[4]arenem (C) byly urËeny me-
todou nanosekundovÈ laserovÈ fotol˝zy. Roztoky, obsahujÌcÌ
zkoumanou organickou l·tku, Fe(ClO4)3, kyselinu chloristou
(0,01 mol.lñ1) a r˘znÈ koncentrace ethanolu, byly oz·¯eny
laserov˝m pulsem o vlnovÈ dÈlce 355 nm. Absorpce vzniklÈho
OH-aduktu byla snÌûena ˙mÏrnÏ koncentraci p¯idanÈho etha-
nolu. VyhodnocenÌm experiment·lnÌch dat metodou neline·r-
nÌ regrese byly zÌsk·ny hodnoty rychlostnÌch konstant reakce
hydroxylovÈho radik·lu s 4-chloranilinem, k4-CA = 6,7.109

l.molñ1.sñ1, a s kalix[4]arenem, kK = 7,3.109 l.molñ1.sñ1.

3.2.3. Degradace fotoindukovan· chloristanem ûelezit˝m

Kinetika fotoindukovanÈ degradace 4-chloranilinu, a to
jak za nep¯Ìtomnosti kalix[4]arenu, tak i v p¯Ìtomnosti je-
ho trojn·sobnÈho p¯ebytku byla sledov·na ve fotoreaktoru
druhÈho typu (popsanÈho v experiment·lnÌ Ë·sti). Roztoky
obsahovaly 5,0.10ñ4 mol.lñ1 4-chloranilinu, 1,5.10ñ3 mol.lñ1

Fe(ClO4)3 (hydrol˝za Fe(OH)2+ byla potlaËena p¯Ìdavkem ky-
seliny chloristÈ o koncentraci 0,01 mol.lñ1) a ve druhÈm p¯Ìpa-
dÏ navÌc 1,5.10ñ3 mol.lñ1 kalix[4]arenu. Koncentrace 4-chlor-
anilinu a jeho degradaËnÌch produkt˘ byla sledov·na chroma-
tograficky. Za ˙Ëelem kvantifikace poË·teËnÌ reakËnÌ rychlosti
byly nÏkolika prvnÌmi experiment·lnÌmi body proloûeny teo-
retickÈ kinetickÈ k¯ivky prvnÌho ¯·du.

VyËÌslenÈ hodnoty rychlostnÌ konstanty kexp jsou shrnuty
v tabulce V, kde jsou z·roveÚ porovn·ny s hodnotami hypo-
tetickÈ rychlostnÌ konstanty kvyp, vypoËten˝mi ze vztah˘ (3),
(4) a (6) (s pouûitÌm hodnot [ïOH] = 6,2.10ñ15 mol.lñ1, ΦOH.Iabs
= 2,1.10ñ8 mol.lñ1.sñ1). PodobnÏ jako v p¯ÌpadÏ inkluznÌho
komplexu naftalenu s α-cyklodextrinem probÌhala degradace

4-chloranilinu za p¯Ìtomnosti kalix[4]arenu rychleji, neû by se
dalo oËek·vat v soustavÏ, v nÌû by nedoch·zelo ke vzniku
supramolekul·rnÌch komplex˘ ani k jin˝m interakcÌm mezi
obÏma sloûkami.

P¯i anal˝ze oza¯ovan˝ch vzork˘ 4-chloranilinu pomocÌ
HPLC byla pozorov·na ¯ada oligomernÌch i monomernÌch
degradaËnÌch produkt˘6. HlavnÌ degradaËnÌ cesta vedla k tri-

Tabulka IV
Energie optimalizovan˝ch struktur inkluznÌho komplexu pro-
tonovanÈ formy 4-chloranilinu s deprotonovan˝m tetrasul-
fonovan˝m deriv·tem kalix[4]arenu vypoËtenÈ ve vakuu a ve
vodnÈm prost¯edÌ (15◊15◊20 molekul)

Prost¯edÌ Konformace [kcal.molñ1]

aa bb cc

Vakuum 38,48 36,69 33,39
Voda 44,75 42,94 39,57

a Atom chloru 4-chloranilinu smÏ¯ujÌcÌ do dutiny, b amino-
skupina smÏ¯ujÌcÌ do dutiny, c molekula 4-chloranilinu orien-
tovan· nap¯ÌË dutinou

Tabulka V
RychlostnÌ konstanty experiment·lnÌ kexp a vypoËtenÈ kvyp
fotoindukovanÈ degradace 4-chloranilinu (5,0.10ñ4 mol.lñ1) za
nep¯Ìtomnosti a p¯Ìtomnosti kalix[4]arenu

Kalix[4]aren 4-Chloranilin kexp kvyp
[mol.lñ1] v komplexu [sñ1] [sñ1]

[%]

0 0 4,2.10ñ5 4,2.10ñ5

1,5.10ñ3 86 1,8.10ñ5 9,8.10ñ6

Obr. 12. Konformace supramolekul·rnÌho komplexu protonova-
nÈho 4-chloranilinu (vyznaËen ËernÏ) s deprotonovan˝m tetrasulfo-
novan˝m deriv·tem kalix[4]arenu (atomy H jsou vyznaËeny bÌle,
C svÏtle öedÏ, O ËernÏ a S tmavÏ öedÏ) navrûen· na z·kladÏ kvantovÏ
chemick˝ch v˝poËt˘

Obr. 13. Z·vislost integrovan˝ch ploch chromatografick˝ch p·s˘
(S) monomernÌho a trimernÌho produktu na dobÏ oza¯ov·nÌ (τ) v
pr˘bÏhu degradace 4-chloranilinu (5,0.10ñ4 mol.lñ1) fotoinduko-
vanÈ Fe(ClO4)3 (1,5.10ñ3 mol.lñ1, 100% Fe(OH)2+, pH 2,0) za nep¯Ì-
tomnosti, resp. p¯Ìtomnosti kalix[4]arenu (1,5.10ñ3mol.lñ1); monomer,
bez kalix[4]arenu (¡), monomer; s kalix[4]arenem (∆); oligomer, bez
kalix[4]arenu (p); oligomer, s kalix[4]arenem (o)
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mernÌmu produktu, a to substituovanÈmu benzochinondiimi-
nu 4-chlor-3-[(4-chlorfenyl)imino]-6-[4-hydroxyfenyl)imino]-
cyklohexa-1,4-dien-1-aminu, jehoû prekurzorem byl dimernÌ
meziprodukt, deriv·t difenylaminu. ZastoupenÌ monomernÌch
a oligomernÌch degradaËnÌch produkt˘ 4-chloranilinu bylo ex-
periment·lnÏ sledov·no jak za nep¯Ìtomnosti, tak i p¯Ìtomnos-
ti kalix[4]arenu. Z·vislost koncentrace vybranÈho monomer-
nÌho a trimernÌho deriv·tu na Ëase byla analyzov·na pomocÌ
modelu n·sledn˝ch reakcÌ prvnÌho ¯·du5 (obr. 13). Za p¯Ìtom-
nosti kalix[4]arenu byla rychlost tvorby obou produkt˘ snÌ-
ûena.

RychlostnÌ konstanta degradace 4-chloranilinu (kexp) klesla
za p¯Ìtomnosti trojn·sobnÈho p¯ebytku kalix[4]arenuz 4,2.10ñ5 sñ1

na 1,8.10ñ5 sñ1, tj. p¯ibliûnÏ 2,3◊ (tabulka V). RychlostnÌ kon-
stanta tvorby monomernÌho produktu, vypoËten· pomocÌ mo-
delu n·sledn˝ch reakcÌ prvnÌho ¯·du, se snÌûila za p¯Ìtomnosti
kalix[4]arenu z 8,9.10ñ6 sñ1 na 3,0.10ñ6 sñ1, tj. p¯ibliûnÏ t¯ikr·t,
kdeûto rychlostnÌ konstanta tvorby trimernÌho deriv·tu klesla
vÌce neû dvan·ctkr·t (z 1,0.10ñ5 sñ1 na 8,5.10ñ7 sñ1). Pozorovan·
inhibice tvorby trimeru m˘ûe b˝t d·na do souvislosti s odstÌ-
nÏnÌm hosta dutinou hostitele, coû se projevuje snÌûenou reak-
tivitou hosta p¯i bimolekul·rnÌch reakcÌch, vedoucÌch ke vzni-
ku oligomernÌch produkt˘.

4. Z·vÏr

V tÈto pr·ci byla studov·na reaktivita host˘ ve dvou supra-
molekul·rnÌch komplexech, a to jednak naftalenu s α-cyklo-
dextrinem, jednak protonovanÈ formy 4-chloranilinu s depro-
tonoan˝m tetrasulfonovan˝m deriv·tem kalix[4]arenu. Foto-
indukovan· oxidativnÌ degradace naftalenu i 4-chloranilinu
probÌhala za p¯Ìtomnosti p¯ÌsluönÈho hostitele rychleji, neû by
se oËek·valo u obdobnÈ reakËnÌ soustavy, u nÌû by jejÌ sloûky
netvo¯ily inkluznÌ komplexy a byly degradov·ny nez·visle.
Toto urychlenÌ bylo vysvÏtleno moûnou existencÌ n·sledn˝ch
radik·lov˝ch reakcÌ, p¯i nichû je rozklad hosta druhotnÏ indu-
kov·n kr·tce ûijÌcÌmi radik·lov˝mi meziprodukty vznikl˝mi
transformacemi hostitele po jeho prvotnÌm napadenÌ hydroxy-
lov˝m radik·lem.

P¯i studiu komplexu naftalenu s α-cyklodextrinem metodou
nanosekundovÈ laserovÈ fotol˝zy se vöak projevil ochrann˝
vliv dutiny hostitele na molekulu hosta, neboù intermolekul·r-
nÌ reakce naftalenu v tripletovÈm stavu byly zpomaleny. V d˘-
sledku vzniku komplexu byla potlaËena tvorba oligomernÌch
produkt˘ degradace hosta, jak bylo pozorov·no p¯i fotoindu-
kovanÈ degradaci komplexu 4-chloranilinu s kalix[4]arenem.
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L. Hykrdov· (J. Heyrovsk˝ Institute of Physical Chemi-
stry, Academy of Sciences of the Czech Republic, Prague):
Degradation of Supramolecular HostñGuest Complexes
Induced by Hydroxyl Radicals ñ Effect of the Host on the
Guest Reactivity

The article deals with photoinduced degradation of two
supramolecular hostñguest complexes of naphthalene with
α-cyclodextrin and of 4-chloroaniline with tetrasulfonated
calix[4]arene. The properties of both the complexes were
studied by UV/VIS and NMR spectroscopy and also theoreti-
cally using quantum-chemical calculations. Degradation of
both the guests induced by attack of hydroxyl radicals was
accelerated due to the formation of the complexes. It can be
assumed that transient products formed after the initial attack
induce secondary decomposition of other guest molecules in
consecutive radical reactions. The protective effect of α-
-cyclodextrin manifests itself by slowing down reactions of
naphthalene in triplet state (oxygen quenching, triplet-triplet
annihilation). In addition, in the case of the 4-chloraniline ñ
calix[4]arene complex, an influence of the host on the popu-
lation of individual degradation products was observed: while
the reactions leading to the formation of oligomeric products
were inhibited, transformations of the host were accelerated.
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ANAL›ZA PEPTIDŸ POMOCÕ HMOTNOSTNÕ
SPEKTROMETRIE MALDI-TOF
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MALDI-TOF MS, PSD

⁄vod

V˝znam metody hmotnostnÌ spektrometrie s laserovou
desorpcÌ a ionizacÌ za ˙Ëasti matrice (MALDI) v poslednÌ dobÏ
neobyËejnÏ vzr˘st·. D˘vodem je schopnost tÈto techniky ioni-
zovat za ˙Ëasti matrice i velkÈ biomolekuly (>1 000 000 Da)
a detegovat vzniklÈ ionty v analyz·toru mÏ¯enÌm doby letu
(TOF), coû d·v· metodÏ nezastupitelnou roli zejmÈna v ana-
l˝ze lidskÈho proteomu, v souËasnosti nejrozs·hlejöÌm v˝-
zkumnÈm projektu v oblasti p¯ÌrodnÌch vÏd.

KromÏ molekulovÈ hmotnosti je metoda MALDI-TOF
MS schopna poskytnout ˙daje i o struktu¯e peptid˘. Zv˝öenÌm
v˝konu laseru je moûnÈ dos·hnout nadmÏrnÈ excitace mole-
kul analytu, kterÈ se v d˘sledku p¯ebytku energie rozpadajÌ na
menöÌ fragmenty (obr. 1), z jejichû molekulov˝ch hmotnostÌ
lze odvodit Ë·st sekvence aminokyselin nebo celou strukturu
peptidu. Sledov·n m˘ûe b˝t rozpad molekul peptidu p¯Ìmo
v iontovÈm zdroji metodou ISD/ISF (in-source decay/frag-
mentation ñ rozpad/fragmentace ve zdroji) nebo bÏhem letu
v analyz·toru TOF metodou PSD (post-source decay ñ rozpad
za iontov˝m zdrojem).

P¯i PSD jsou laserov˝mi pulsy zÌsk·ny molekulovÈ ionty
vöech peptid˘ z analyzovanÈ smÏsi, zvolen˝ peptid je pak od
ostatnÌch separov·n pomocÌ tzv. iontovÈ br·ny (ion gate, viz
obr. 2). BÏhem letu se Ë·st iont˘ rozpad·. Kinetick· energie
tÏchto iont˘ se distribuuje na vznikajÌcÌ fragmenty v z·vislosti
na jejich hmotnosti. V reflektronu potÈ doch·zÌ k separaci
iont˘ na z·kladÏ r˘znÈ kinetickÈ energie. Metoda PSD byla
˙spÏönÏ aplikov·na pro urËov·nÌ struktury peptid˘ izolova-
n˝ch z ûivoËiön˝ch tk·nÌ1, p¯i studiu exprese gen˘2 nebo pro
identifikaci protein˘ urËenÌm malÈ Ë·sti jejich struktury3. S jejÌ
pomocÌ lze lokalizovat posttranslaËnÌ modifikace jako nap¯Ì-
klad radik·lovou nitraci4 nebo fosforylaci5. Metoda ISD se
pouûÌv· mÈnÏ Ëasto kv˘li nutnosti p¯edchozÌ separace analy-
zovanÈho peptidu, navÌc lze s jejÌ pomocÌ zÌskat informaci jen
o Ë·sti struktury peptid˘6.

P¯Ìtomnost urËit˝ch druh˘ peptid˘ v mozku m· spojitost
s Alzheimerovou chorobou. Vedle tzv. β-amyloid˘ a prese-

nilin˘, kterÈ poökozujÌ mozkovÈ synapse, byl v ned·vnÈ do-
bÏ objeven peptid nazvan˝ humanin7,8, kter˝ naopak neuro-
ny chr·nÌ p¯ed neurotoxick˝mi ˙Ëinky patologick˝ch pepti-
d˘. Jde o peptid s molekulovou hmotnostÌ 2686,3 a struk-
turou Met-Ala-Pro-Arg-Gly-Phe-Ser-Cys-Leu-Leu-Leu-Leu-
-Thr-Ser-Glu-Ile-Asp-Leu-Pro-Val-Lys-Arg-Arg-Ala.Mecha-
nismus jeho neuroprotektivnÌho p˘sobenÌ nebyl doposud ob-
jasnÏn, jeho biologick· ˙Ëinnost m˘ûe b˝t v˝raznÏ ovlivnÏna
substitucÌ nÏkterÈ z aminokyselin.

Experiment·lnÌ Ë·st

C h e m i k · l i e a p ¯ Ì s t r o j e

Pro p¯Ìpravu vöech roztok˘ byla pouûita voda redestilo-
van· v k¯emennÈ aparatu¯e od fy. Heraeus (NÏmecko), aceto-
nitril a kyselina trifluoroctov· byly dod·ny firmou Merck

Obr. 2. SchÈma principu funkce iontovÈ br·ny; ionty jsou bÏ-
hem pr˘letu mezi destiËkami iontovÈ br·ny vychylov·ny napÏtÌm Vp.
V okamûiku, kdy iontovou br·nou proch·zejÌ ionty zvolenÈho peptidu
(Ëas tp ), je napÏtÌ Vp vypnuto, a pouze tyto ionty pokraËujÌ d·le do
reflektronu

Obr. 1. Struktura a n·zvoslovÌ fragment˘ vznikajÌcÌch rozpadem
peptid˘, struktura vnit¯nÌho fragmentu
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(NÏmecko). Jako matrice pro MALDI byla pouûita kyselina
α-kyan-4-hydroxysko¯icov· (CHC ñ 3-(4-hydroxyfenyl)-2-
-kyanpropenov· kyselina) od firmy Sigma-Aldrich (NÏmec-
ko).

Anal˝zy byly provedeny na hmotnostnÌm spektrometru
MALDI-TOF Axima-CFR (Kratos Analytical Shimadzu Cor-
poration, Anglie).

P ¯ Ì p r a v a v z o r k ˘

Pro anal˝zu byl pouûÌv·n nasycen˝ roztok matrice CHC

ve smÏsi 0,1% trifluoroctovÈ kyseliny a acetonitrilu 1:1. Bylo
postupov·no tak, ûe 1 µl roztoku matrice byl s 1 µl vzorku
smÌch·n p¯Ìmo na destiËce spektrometru a smÏs byla potÈ
suöena proudem vzduchu p¯i laboratonÌ teplotÏ.

V˝sledky a diskuse

Metodou PSD bylo analyzov·no nÏkolik peptid˘ s mole-
kulov˝mi hmotnostmi 1000ñ2500, p¯iËemû u vöech byl po-
zorov·n vznik iont˘ typu a, b a y, fragment˘ vytvo¯en˝ch

Obr. 4. NalezenÌ Ë·sti sekvence aminokyselin v nezn·mÈm peptidu; koncentrace peptidu 10 µmol.lñ1,matrice CHC, namÏ¯eno v reflektronovÈm
pozitivnÌm mÛdu se zpoûdÏnou extrakcÌ a iontovou br·nou nastavenou na 1610ñ1635 Da, v˝kon laseru 2,33 mW; 1 ñ Gly, 2 ñ Ala, 3 ñ Ser, 4 ñ
Pro, 5 ñ Val, 6 ñ Cys, 7 ñ Leu/Ile, 8 ñ Asn, 9 ñ Lys/Gln, 10 ñ Met, 11 ñ His, 12 ñ Arg, 13 ñ Trp, 14 ñ CO-Met-NH3, 15 ñ [M+H]+

Obr. 3. PSD spektrum lidskÈho luteinizaËnÌho a vyluËovacÌho hormonu (struktura pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH2);
koncentrace peptidu 10 µmol.lñ1, matrice CHC, namÏ¯eno v reflektronovÈm pozitivnÌm mÛdu se zpoûdÏnou extrakcÌ a iontovou br·nou
nastavenou na 1170ñ1190 Da, v˝kon laseru 1,67 mW; 1 ñ a1, 2 ñ b1, 3 ñ SY, 4 ñ WS, 5 ñ y3-NH3, 6 ñ y3, 7 ñ SYGL-28, 8 ñ a2, 9 ñ b2, 10 ñ y4,
11 ñ a3, 12 ñ b3-H2O, 13 ñ y5, 14 ñ b3, 15 ñ SYGLR-NH3, 16 ñ a4, 17 ñ y6, 18 ñ b4-H2O, 19 ñ b4, 20 ñ b5, 21 ñ y7, 22 ñ a6, 23 ñ b6, 24 ñ y8, 25 ñ
a7-NH3, 26 ñ a7, 27 ñ b7-NH3, 28 ñ b7, 29 ñ [M+H]+
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odötÏpenÌm vody nebo amoniaku od tÏchto iont˘ a vnit¯nÌch
fragment˘ (p¯Ìklad jednoho z namÏ¯en˝ch PSD spekter je
uveden na obr. 3).

U r Ë e n Ì s t r u k t u r y Ñ n e z n · m È h o ì p e p t i d u

V tomto p¯ÌpadÏ byl analyzov·n peptid o Ñnezn·mÈì struk-
tu¯e, jejÌû urËenÌ popÌöeme jako uk·zku. Monoizotopick· re-
lativnÌ hmotnost tohoto peptidu byla zjiötÏna anal˝zou ve
smÏsi se Ëty¯mi jin˝mi peptidy se zn·m˝mi hmotnostmi, kterÈ
slouûily jako vnit¯nÌ kalibraËnÌ standardy. V˝sledn· hodno-
ta molekulovÈ hmotnosti Ñnezn·mÈhoì peptidu byla urËena

s p¯esnostÌ 23 ppm (1618,851±0,037). S pouûitÌm vyööÌ ener-
gie laseru pak byla provedena anal˝za pomocÌ PSD. P¯i vy-
hodnocov·nÌ spekter bylo vyuûito skuteËnosti, ûe se mole-
kulovÈ hmotnosti iont˘ typu a a b liöÌ o 28 Da. Z takto
identifikovan˝ch moûn˝ch iont˘ typu b se poda¯ilo urËit Ë·st
sekvence aminokyselin (obr. 4). Vöechny zjiötÏnÈ ˙daje byly
potÈ zaps·ny do programu ProteinProspector MS-Seq (cit.9),
ve kterÈm byl v datab·zi OWL (aktualizace 7.2.2001) nalezen
pouze jeden peptid odpovÌdajÌcÌ zadan˝m parametr˘m. älo
o peptid bombesin, kter˝ m· monoizotopickou molekulovou
hmotnost 1618,815 a strukturu pGlu-Gln-Arg-Leu-Gly-Asn-
-Gln-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-Met-NH2.

Obr. 5. HmotnostnÌ spektrum smÏsi vzniklÈ p¯i syntÈze deriv·tu neuroprotektivnÌho peptidu; vodn˝ roztok o koncentraci 0,1 mg.mlñ1,
matrice CHC, mÏ¯eno v reflektronovÈm pozitivnÌm mÛdu se zpoûdÏnou extrakcÌ, v˝kon laseru 1,57 mW; srovn·nÌ teoretickÈho modelu molekuly
C108H186N32O29S + H+ (ve v˝¯ezu naho¯e) s detailnÌm pohledem na pÌk hlavnÌho produktu (ve v˝¯ezu dole)

Obr. 6. PSD spektrum deriv·tu neuroprotektivnÌho peptidu; matrice CHC, namÏ¯eno v reflektronovÈm pozitivnÌm mÛdu se zpoûdÏnou
extrakcÌ a iontovou br·nou nastavenou na 2420ñ2450 Da, v˝kon laseru 3 mW; 1 ñ y3, 2 ñ b4-NH3, 3 ñ y4, 4 ñ a6-NH3, 5 ñ a6, 6 ñ b6-NH3, 7 ñ b6,
8 ñ y5, 9 ñ y6-NH3, 10 ñ b7-NH3, 11 ñ y6, 12 ñ y7-NH3, 13ñ b8-NH3, 14 ñ y7, 15 ñ y8, 16 ñ y9, 17 ñ y10, 18 ñ y11, 19 ñ y12-NH3, 20 ñ b13, 21 ñ a14,
22 ñ y13, 23 ñ b14, 24 ñ b15, 25 ñ y15-H2O, 26 ñ b16, 27 ñ y16, 28 ñ a18, 29 ñ b18, 30 ñ a19, 31 ñ b19, 32 ñ y19, 33 ñ b20, 34 ñ y20, 35 ñ [M+H]+
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A n a l ˝ z a s m Ï s i p e p t i d ˘

PomocÌ metody MALDI-TOF byla analyzov·na smÏs vznik-
l· p¯i pokusu o syntÈzu deriv·tu neuroprotektivnÌho peptidu
humaninu. CÌlem anal˝zy bylo potvrzenÌ struktury hlavnÌho
produktu a pokus o urËenÌ sloûenÌ fragment˘ peptidu obsaûe-
n˝ch v prepar·tu. Na z·kladÏ struktury p¯edpokl·danÈho produk-
tu syntÈzy (Ala-Arg-Gly-Phe-Gly-Cys-Leu-Leu-Leu-Leu-Thr-
-Gly-Glu-Ile-Asp-Leu-Pro-Val-Lys-Arg-Arg-Ala) byla vypo-
ËÌt·na jeho teoretick· molekulov· hmotnost a isotopov˝ vzor je-
ho molekulov˝ch pÌk˘, kterÈ byly srovn·ny s namÏ¯en˝m spek-
trem (obr. 5). Metodou PSD byla potvrzena struktura hlavnÌho
produktu (obr. 6) a nalezena struktura dalöÌch dvou peptid˘.
Z deseti mÏ¯enÌ intenzit pÌk˘ vöech ionizovan˝ch produkt˘
bylo odhadnuto zastoupenÌ hlavnÌho produktu na 30,9±3,1 %.

D e r i v a t i z a c e p e p t i d ˘ a j e j i c h a n a l ˝ z a

JednÌm z mnoha Ëinidel, kter· by mohla slouûit k urËov·-
nÌ struktury protein˘, je komplex oxid osmiËel˝ñbipyridin
(OsO4-bipy), kter˝ podle literatury10,11 reaguje v peptidov˝ch
¯etÏzcÌch p¯edevöÌm s tryptofanem a ze sterick˝ch d˘vod˘ nenÌ
schopen pronikat do vnit¯nÌch Ë·stÌ struktur protein˘. Na obr. 7
je uvedeno srovn·nÌ spektra peptidu bombesinu derivatizova-

nÈho OsO4-bipy s modelem vytvo¯en˝m na z·kladÏ p¯edpo-
kl·danÈho mechanismu reakce.

Z·vÏr

Byla vytvo¯ena a provÏ¯ena metodologie urËov·nÌ mole-
kulov˝ch hmotnostÌ a struktury peptid˘ metodou MALDI-
-TOF MS. ZÌskanÈ zkuöenosti byly ˙spÏönÏ aplikov·ny p¯i
urËov·nÌ sekvence aminokyselin v peptidech a p¯i kontrole
Ëistoty a potvrzenÌ struktury novÈho deriv·tu neuroprotek-
tivnÌho peptidu humaninu. Demonstrov·na byla principi·lnÌ
moûnost ionizace peptid˘ derivatizovan˝ch OsO4-bipy.

NÏkterÈ peptidy byly laskavÏ poskytnuty prof. RNDr. Emi-
lem PaleËkem, DrSc., z Biofyzik·lnÌho ˙stavu AV »R, Brno.
Tato pr·ce je souË·stÌ projektu Ministerstva ökolstvÌ, ml·de-
ûe a tÏlov˝chovy »eskÈ republiky, projekt Ë. CEZ: J 07/98:
143100011.
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O. äedo and J. Havel (Department of Analytical Chemi-
stry, Faculty of Science, Masaryk University, Brno): Analysis
of Peptides by MALDI-TOF Mass Spectrometry

The MALDI-TOF MS method can be used for the exact
determination of molecular weight of peptides. Detailed study
of fragmentation of metastable ions after leaving the ion source
(post-source decay, PSD) makes it possible to determine also
the sequence of amino acids in peptides. If complete primary
structure cannot be reliably determined due to the complexity
of PSD spectra, the missing part of the sequence can be found
in Internet bases. Because of a simple preparation of samples
and short analysis times, MALDI-TOF MS is an extraordina-
rily suitable method for checking purity of peptide prepara-
tions. It can be also used for study of peptide derivatization.
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⁄vod

2-Methyl-4,6-dinitrofenol (MDNF) je pr˘myslovÏ vy-
r·bÏn jako insekticid, fungicid, herbicid a defoliant. Je pro-
d·v·n pod r˘zn˝mi obchodnÌmi n·zvy jako Antinonnin,
Detal, Dinitrol a u n·s Nitrosan 25 (cit.1). Jeho pouûitÌ jako
kontaktnÌho insekticidu je omezeno pouze na obdobÌ vege-
taËnÌho klidu, obzvl·ötÏ u ovocn˝ch strom˘, jako je jabloÚ Ëi
broskvoÚ. Je silnÏ fytotoxick˝ pro dvoudÏloûnÈ plevely, proto
byl vyuûit jako kontaktnÌ herbicid k jejich regulaci v obi-
lovin·ch a k odlisùov·nÌ brambor a luskovin p¯ed skliznÌ2.

Toxicita tÈto l·tky pro ËlovÏka je dob¯e prostudov·na3.
NejpravdÏpodobnÏjöÌ je inhalaËnÌ a derm·lnÌ kontaminace
l·tkou p¯i aplikaci post¯ik˘4. Opakovan˝ akutnÌ kontakt s l·t-
kou m˘ûe vyvolat p¯ecitlivÏlost, astma Ëi chronickou bronchi-
tidu. Jsou takÈ potvrzeny jeho genotoxickÈ ˙Ëinky5, ale podÌl
na vzniku rakoviny nebyl dosud studov·n.

Vysok· akutnÌ toxicita vedla v roce 1991 EPA (Environ-
mental Protection Agency) k zah·jenÌ jedn·nÌ o zruöenÌ regis-
trace tohoto pesticidu v USA (cit.6). Dnes nenÌ 2-methyl-4,6-
-dinitrofenol za¯azen mezi povolenÈ pesticidy ani v »eskÈ
republice7. 2-Methyl-4,6-dinitrofenol se objevuje jako mezi-
produkt p¯i syntÈz·ch fungicid˘ a bioaktivnÌch slouËenin,
barviv a lÈËiv a takÈ jako inhibitor radik·lov˝ch polymeracÌ
vinylaromatick˝ch slouËenin8,9.

PolarografickÈ a voltametrickÈ vlastnosti nitroskupiny na
aromatickÈm kruhu byly jiû studov·ny mnoha autory za r˘z-
n˝ch podmÌnek na ¯adÏ slouËenin. I tÈto slouËeninÏ a jÌ podob-
n˝m l·tk·m byla v tomto smÏru vÏnov·na pozornost v nÏko-
lika Ël·ncÌch10ñ16. CÌlem pr·ce bylo ovÏ¯it pouûitelnost moder-
nÌch polarografick˝ch a voltametrick˝ch metod pro sledov·nÌ
submikromol·rnÌch koncentracÌ tÈto l·tky a urËit meze stano-
vitelnosti p¯i pouûitÌ jednotliv˝ch technik.

Experiment·lnÌ Ë·st

R e a g e n c i e

Z·sobnÌ roztok 2-methyl-4,6-dinitrofenolu v methanolu
o koncentraci 1.10ñ3 mol.lñ1 byl p¯ipraven rozpuötÏnÌm 0,0099 g
l·tky v 50 ml tohoto rozpouötÏdla. Z·sobnÌ roztok 2-methyl-
-4,6-dinitrofenolu ve vodÏ o koncentraci 1.10ñ4 mol.lñ1 byl
p¯ipraven rozpuötÏnÌm 0,0099 g l·tky v 500 ml deionizovanÈ
vody. Roztoky o niûöÌch molarit·ch byly p¯ipravov·ny p¯es-
n˝m ¯edÏnÌm z·sobnÌho roztoku p¯Ìsluön˝m rozpouötÏdlem.
Vöechny roztoky byly uchov·v·ny ve tmÏ za laboratornÌ tep-
loty. D·le byla pouûita kyselina borit·, kyselina octov·, kyse-
lina fosforeËn·, hydroxid sodn˝, chlorid draseln˝ a methanol
(vöe Ëistoty p.a., Lachema, Brno, »esk· republika). Brittono-
vy-Robinsonovy (BR) tlumivÈ roztoky o p¯ÌsluönÈm pH byly
p¯ipraveny obvykl˝m zp˘sobem17. pH tÏchto roztok˘ i pH
jejich smÏsÌ s methanolem bylo kontrolov·no digit·lnÌm pH-
-metrem Jenway (Jenway Ltd., Essex, Velk· Brit·nie) s kom-
binovanou sklenÏnou elektrodou, kalibrovan˝m na standardnÌ
vodnÈ roztoky pufr˘. Pro p¯Ìpravu vodn˝ch roztok˘ byla po-
uûÌv·na deionizovan· voda (Millipore Milli-Q plus systÈm,
Millipore, USA). PouûÌvanÈ roztoky byly uchov·v·ny ve skle-
nÏn˝ch n·dob·ch.

A p a r a t u r a

Byl pouûÌv·n Eco -Tribo polarograf s ¯ÌdicÌm programem
PolarPro verze 4 (Polaro-Sensors, Praha, »esk· republika)
pracujÌcÌm v operaËnÌm systÈmu Windows 98 (Microsoft,
USA). Bylo pracov·no v t¯ÌelektrodovÈm zapojenÌ s referenË-
nÌ argentchloridovou elektrodou (1 mol.lñ1 KCl) a platinovou
pomocnou elektrodou. P¯i DC tast polarografii (DCTP) a di-
ferenËnÌ pulznÌ polarografii (DPP) byla pouûÌv·na klasick·
rtuùov· kapkov· elektroda (DME), rychlost polarizace 4 mV.sñ1,
elektronicky ¯Ìzen· doba kapky 1 s a v˝öka rtuùovÈho rezer-
vo·ru 49 cm. P¯i tÈto v˝öce rezervo·ru mÏla pouûit· DME
dobu kapky τ = 5,1 s (mÏ¯eno v 0,1 mol.lñ1 KCl p¯i vloûenÈm
nulovÈm napÏtÌ) a pr˘tokovou rychlost m = 1,15 mg.sñ1. P¯i
diferenËnÌ pulznÌ voltametrii (DPV) a adsorpËnÌ rozpouötÏcÌ
voltametrii (AdSV) byla pouûÌv·na visÌcÌ rtuùov· kapkov·
elektroda (HMDE) typu UMµE (Polaro-Sensors, Praha, »esk·
republika). Velikost kapky byla d·na otev¯enÌm ventilku po
dobu 200 ms. Pokud nenÌ uvedeno jinak, byly p¯i pulznÌch
technik·ch na elektrody vkl·d·ny pulzy o öÌ¯ce 100 ms a mo-
dulaËnÌ amplitudÏ ñ50 mV. P¯i technice DPV byla vûdy po-
uûita rychlost n·r˘stu potenci·lu 20 mV.sñ1.

P r a c o v n Ì p o s t u p y

P¯i polarografick˝ch  a voltametrick˝ch mÏ¯enÌch  bylo
postupov·no n·sledujÌcÌm zp˘sobem: Do 10 ml odmÏrnÈ baÚ-
ky bylo odpipetov·no p¯ÌsluönÈ mnoûstvÌ roztoku 2-methyl-
-4,6-dinitrofenolu (0,1ñ1,0 ml) v methanolu o pot¯ebnÈ kon-
centraci, byl p¯id·n methanol do 1 ml a roztok byl dopl-
nÏn Brittonov˝m-Robinsonov˝m pufrem o p¯ÌsluönÈm pH po
znaËku.
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P¯i p¯ÌpravÏ vodn˝ch roztok˘ neobsahujÌcÌch methanol
pro mÏ¯enÌ metodou AdSV bylo postupov·no n·sledujÌcÌm
zp˘sobem: Do 10 ml odmÏrnÈ baÚky bylo odpipetov·no p¯Ì-
sluönÈ mnoûstvÌ roztoku 2-methyl-4,6-dinitrofenolu (0,1ñ1,0 ml)
v deionizovanÈ vodÏ o pot¯ebnÈ koncentraci, byla p¯id·na
voda do celkovÈho objemu 1 ml a roztok byl doplnÏn Brit-
tonov˝m-Robinsonov˝m pufrem o p¯ÌsluönÈm pH po znaËku.

Takto p¯ipraven˝ roztok byl po promÌch·nÌ p¯eveden do
polarografickÈ n·dobky a zbaven kyslÌku pÏtiminutov˝m pro-
bubl·v·nÌm dusÌkem. P¯ed vstupem dusÌku do n·dobky byla
za¯azena prom˝vaËka obsahujÌcÌ smÏs vody a methanolu ve
stejnÈm pomÏru jako analyzovan˝ roztok. PotÈ byl proveden
z·znam polarografickÈ Ëi voltametrickÈ k¯ivky. P¯ed kaûd˝m
dalöÌm z·znamem byl roztok 30 s probubl·v·n.

P¯i AdSV byla akumulace prov·dÏna v mÌchanÈm roztoku,
po skonËenÌ akumulace bylo mÌch·nÌ vypnuto a po 10 s byl
v ust·lenÈm roztoku proveden z·znam. Vöechny k¯ivky byly
mÏ¯eny pÏtkr·t.

Vöechna mÏ¯enÌ byla prov·dÏna za laboratornÌ teploty.
Mez stanovitelnosti (LQ) byla poËÌt·na pomocÌ programu

ADSTAT (TriloByte Statistical Software, Pardubice, »esk·
republika), kter˝ ji poËÌt· jako nejmenöÌ hodnotu sign·lu, pro
kterou je relativnÌ smÏrodatn· odchylka predikce z kalibraË-
nÌho grafu dostateËnÏ mal·, rovn· hodnotÏ 0,1 (cit.18).

V˝sledky a diskuse

Jak je patrno z tabulky I a obr. 1, poskytuje 2-methyl-4,6-
-dinitrofenol p¯i DCTP na DME v celÈ studovanÈ oblasti pH
dvÏ vlny. P¯i pH 2 lze na zmÏ¯en˝ch polarogramech rozliöit

Tabulka I
Vliv pH na DCT polarogramy 2-methyl-4,6-dinitrofenolu (c =
1.10ñ4 mol.lñ1), mÏ¯eno v prost¯edÌ BR pufrñmethanol (9:1);
pH(a) ñ pH pouûitÈho BR pufru, pH(f) ñ v˝slednÈ pH smÏsi BR
pufrñmethanol, E1/2

1 ñ p˘lvlnov˝ potenci·l prvnÌ vlny, Ilim
1 ñ

limitnÌ difuznÌ proud prvnÌ vlny, E1/2
2 ñ p˘lvlnov˝ potenci·l

druhÈ vlny, Ilim
2 ñ limitnÌ difuznÌ proud druhÈ vlny, E1/2

3 ñ
p˘lvlnov˝ potenci·l t¯etÌ vlny, Ilim

3 ñ limitnÌ difuznÌ proud t¯etÌ
vlny

pH(a) pH(f) ñE1/2
1 ñIlim

1 ñE1/2
2 ñIlim

2

[mV] [nA] [mV] [nA]

2,0 2,1 12 868 171 825a

3,0 3,2 61 780 237 688
4,0 4,2 116 854 298 705
5,0 5,1 190 934 355 789
6,0 6,2 269 955 425 834
7,0 7,2 343 918 499 882
8,0 8,3 387 903 584 971
9,0 9,3 432 987 740 1330

10,0 10,1 475 1063 848 1452
11,0 11,1 519 1064 894 1326
12,0 12,0 562 1018 930 1297

a P¯i tomto pH byla patrna jeötÏ 3. vlna (E1/2
3 = ñ490 mV, Ilim

3 =
ñ187 nA)

jeötÏ t¯etÌ, v˝raznÏ niûöÌ vlnu. V silnÏ alkalickÈm prost¯edÌ
(v˝slednÈ pH vodnÏ-methanolickÈ smÏsi pH(f) = 12,0) je druh·
vlna silnÏ irreverzibilnÌ a v podstatÏ se rozpad· na nÏkolik po
sobÏ n·sledujÌcÌch vln. PomÏr prvnÌ a druhÈ vlny je v oblasti

Obr. 3. Voltamogramy2-methyl-4,6-dinitrofenolu(c = 1.10ñ5 mol.lñ1);
mÏ¯eno technikou DPV na HMDE v prost¯edÌ BR pufrñmethanol (9:1)
o v˝slednÈm pH(f) 2,1 (1); 4,2 (2); 5,1 (3); 6,2 (4); 8,3 (5); 10,1 (6);
12,1 (7)

Obr. 2. Polarogramy 2-methyl-4,6-dinitrofenolu (c = 1.10ñ4 mol.lñ1);
mÏ¯eno technikou DPP na DME v prost¯edÌ BR pufrñmethanol (9:1)
o v˝slednÈm pH(f) 2,1 (1); 4,2 (2); 6,2 (3); 7,2 (4); 9,3 (5); 11,1 (6);
12,0 (7)

Obr. 1. Polarogramy 2-methyl-4,6-dinitrofenolu (c = 1.10ñ4 mol.lñ1);
mÏ¯eno technikou DCTP v prost¯edÌ BR pufrñmethanol (9:1) o v˝-
slednÈm pH(f) 2,1 (1); 4,2 (2); 6,2 (3); 8,3 (4); 10,1 (5); 12,0 (6)
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Tabulka II
Vliv pH na DP polarogramy a DP voltamogramy 2-methyl-4,6-dinitrofenolu v prost¯edÌ Britton˘v-Robinson˘v pufrñmethanol
(9:1); pH(a) ñ pH pouûitÈho BR pufru, pH(f) ñ v˝slednÈ pH smÏsi BR pufrñmethanol, Ep

1 ñ potenci·l prvnÌho pÌku, Ip
1 ñ proud

prvnÌho pÌku, Ep
2 ñ potenci·l druhÈho pÌku, Ip

2 ñ proud druhÈho pÌku, Ep
3 ñ potenci·l t¯etÌho pÌku, Ip

3 ñ proud t¯etÌho pÌku

pH(a) pH(f) DPP (c = 1.10ñ4 mol.lñ1) DPV (c = 1.10ñ5 mol.lñ1)

Ep
1 Ip

1 Ep
2 Ip

2 Ep
3 Ip

3 Ep
1 Ip

1 Ep
2 Ip

2 Ep
3 Ip

[mV] [µA] [mV] [nA] [mV] [nA] [mV] [nA] [mV] [nA] [mV] [nA]

2,0 2,1 ñ22 ñ1,630 ñ170 ñ1483 ña ña 45 ñ120 ñ151 ñ101 ña ña

3,0 3,2 ñ47 ñ1,445 ñ247 ñ988 ña ña ñ38 ñ218 ñ215 ñ205 ña ña

4,0 4,2 ñ104 ñ1,391 ñ301 ñ1655 ña ña ñ99 ñ209 ñ267 ñ257 ña ña

5,0 5,1 ñ192 ñ1,601 ñ360 ñ1548 ña ña ñ167 ñ294 ñ327 ñ283 ña ña

6,0 6,2 ñ268 ñ1,988 ñ424 ñ1440 ña ña ñ243 ñ372 ñ382 ñ267 ña ña

7,0 7,2 ñ336 ñ2,156 ñ492 ñ1355 ña ña ñ306 ñ359 ñ447 ñ233 ña ña

8,0 8,3 ñ384 ñ1,914 ñ560 ñ960 ña ña ñ351 ñ345 ñ525 ñ178 ña ña

9,0 9,3 ñ424 ñ1,937 ñ661 ñ642 ñ789 ñ592,5 ñ382 ñ322 ñ618 ñ119 ña ña

10,0 10,1 ñ467 ñ1,854 ña ña ñ831 ñ1045,6 ñ423 ñ289 ñ685 ñ43 ñ802 ñ68
11,0 11,1 ñ513 ñ1,796 ña ña ñ867 ñ761,0 ñ462 ñ281 ña ña ñ858 ñ96
12,0 12,0 ñ560 ñ1,455 ñ797 ñ451 ñ873 ñ417,7 ñ501 ñ248 ña ña ñ877 ñ79

a PÌk nenÌ patrn˝

pH 2ñ8 prakticky 1:1, zatÌmco t¯etÌ vlna odpovÌd· asi 20 %
prvnÌ Ëi druhÈ vlny.

V oblasti pH  3ñ5  se na k¯ivce objevuje vÌ¯ivÈ maxi-
mum, kterÈ lze potlaËit p¯Ìdavkem ûelatiny. P˘lvlnov˝ poten-
ci·l obou vln se s rostoucÌm pH posouv· k z·pornÏjöÌm hod-
not·m.

Lze p¯edpokl·dat, ûe prvnÌ dvÏ vlny odpovÌdajÌ Ëty¯elek-
tronovÈ redukci skupiny ñNO2 na skupinu ñNHOH a p¯ÌpadnÈ
dalöÌ vlny n·slednÈ dvouelektronovÈ redukci skupiny ñNHOH
aû na skupinu ñNH2.

Z obr. 2 a 3 i z tabulek I a II je patrno, ûe chov·nÌ 2-
-methyl-4,6-dinitrofenolu p¯i DPP na DME Ëi DPV na HMDE
v podstatÏ odr·ûÌ jeho chov·nÌ p¯i tast polarografii. Z obr. 1 aû
3 je patrno, ûe nejlÈpe vyvinutÈ a nejsn·ze vyhodnotitelnÈ vlny
p¯i DCTP na DME byly zÌsk·ny p¯i pH(f) 10,1. Naproti tomu
optim·lnÌ pÌky p¯i DPP na DME byly zÌsk·ny v prost¯edÌ
o pH(f) 7,2 a p¯i DPV na HMDE v prost¯edÌ o pH(f) 6,2. U vöech
metod byla lÈpe vyhodnotiteln· prvnÌ vlna (pop¯. pÌk). Kali-
braËnÌ z·vislosti pro vöechny tyto techniky byly promÏ¯eny
u obou vln (pÌk˘) ve smÏsi Britton˘v-Robinson˘v pufrñmetha-
nol (9:1). Parametry promÏ¯en˝ch koncentraËnÌch z·vislostÌ
jsou uvedeny v tabulce III, z nÌû je patrna znaËn· citlivost
zejmÈna pulznÌch metod.

D·le byla vÏnov·na pozornost moûnosti dalöÌho zv˝öenÌ
citlivosti pomocÌ adsorpËnÌ akumulace 2-methyl-4,6-dinitro-
fenolu na povrchu HMDE. Jelikoû p¯Ìtomnost methanolu ne-
gativnÏ ovlivÚuje adsorpci l·tky, byl jako z·kladnÌ elektrolyt
pouûit roztok Brittonova-Robinsonova pufru pH 6,0 s p¯Ì-
davkem z·sobnÌho roztoku stanovovanÈ l·tky v deonizovanÈ
vodÏ. Vliv potenci·lu akumulace na v˝öku pÌku byl promÏ¯en
v rozmezÌ +50 aû ñ150 mV p¯i koncentraci 2-methyl-4,6-di-
nitrofenolu 2.10ñ7 mol.lñ1. Roztok byl p¯i akumulaci mÌch·n
a doba akumulace byla 60 s. Jako optim·lnÌ potenci·l akumu-
lace byla zvolena hodnota ñ50 mV, p¯i nÌû byly zÌsk·ny
nejvyööÌ, snadno vyhodnotitelnÈ a dob¯e reprodukovatelnÈ
pÌky (viz obr. 4). Na z·kladÏ promÏ¯enÌ vlivu doby akumulace

Obr. 4. Z·vislost proudu pÌku Ip
1 2-methyl-4,6-dinitrofenolu (c =

2.10ñ7 mol.lñ1) na potenci·lu akumulace Eak; mÏ¯eno  technikou
AdSV na HMDE v mÌchanÈm roztoku BR pufru pH 6,0 p¯i dobÏ
akumulace tak = 60 s

Obr. 5. Voltamogramy 2-methyl-4,6-dinitrofenolu; mÏ¯eno tech-
nikou AdSV na HMDE v BR pufru pH 6,0, potenci·l akumulace
ñ50 mV, doba akumulace 60 s, c(MDNF) = 0 (1), 1.10ñ9 (2), 2.10ñ9

(3), 4.10ñ9 (4), 6.10ñ9 (5), 8.10ñ9 (6), 1.10ñ8 (7) mol.lñ1
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Tabulka III
Parametry kalibraËnÌch p¯Ìmek pro stanovenÌ 2-methyl-4,6-dinitrofenolu modernÌmi polarografick˝mi a voltametrick˝mi meto-
dami

Technika Prost¯edÌ c [mol.lñ1] 1. vlna nebo 1. pÌk 2. vlna nebo 2. pÌk

smÏrnice ˙sek korelaËnÌ LQ
a smÏrnice ˙sek korelaËnÌ LQ

a

[nA.molñ1.l] [nA] koef. [mol.lñ1] [nA.molñ1.l] [nA] koef. [mol.lñ1]

DCTP/DME BR pufr pH 10 (2ñ10).10ñ5 ñ1,12.107 ñ5,1 0,9964 ñ ñ8,09.106 ñ7,4 0,9976 ñ
ñ methanol (1ñ10).10ñ6 ñ1,09.107 0,4 0,9996 1.10ñ6 ñ1,22.107 0,2 0,9994 2.10ñ6

(9:1, pH(f) 10,1)

DPP/DME BR pufr pH 7 (2ñ10).10ñ5 ñ2,02.107 ñ178 0,9953 ñ ñ1,21.107 ñ42,2 0,9994 ñ
ñ methanol (2ñ10).10ñ6 ñ2,52.107 1,14 0,9982 ñ ñ1,42.107 5,97 0,9995 ñ
(9:1, pH(f) 7,2) (1ñ10).10ñ7 ñ2,51.107 0,33 0,9994 1.10ñ7 ñ1,47.107 0,03 0,9998 4.10ñ7

DPV/HMDE BR pufr pH 6 (2ñ10).10ñ6 ñ3,65.107 ñ43,18 0,9912 ñ ñ2,66.107 ñ29,49 0,9977 ñ
ñ methanol (2ñ10).10ñ7 ñ4,49.107 0,27 0,9969 ñ ñ3,64.107 ñ1,13 0,9995 ñ
(9:1, pH(f) 6,2) (1ñ10).10ñ8 ñ4,19.107 0,03 0,9994 1.10ñ8 ñ3,40.107 ñ1,34 0,9988 3.10ñ8

AdSV/HMDEb BR pufr pH 6 (2ñ10).10ñ8 ñ4,52.108 ñ0,016 0,9999 ñ ñ3,76.108 0,859 0,9996 ñ
(1ñ10).10ñ9 ñ4,24.108 0,013 0,9998 1.10ñ9 ñ3,91.108 0,376 0,9993 4.10ñ9

a LQ ñ mez stanovitelnosti, b Eak = ñ150 mV, tak = 60 s

na v˝öku pÌku byla pro koncentraËnÌ rozmezÌ (1ñ100).10ñ9

mol.lñ1 zvolena jako optim·lnÌ doba akumulace 60 s. P¯i tÈto
dobÏ akumulace byly pÌky dob¯e vyvinutÈ a dostateËnÏ vysokÈ
a dalöÌ prodluûov·nÌ doby akumulace jiû nebylo ˙ËelnÈ. Pa-
rametry kalibraËnÌch p¯Ìmek promÏ¯en˝ch za tÏchto podmÌnek
jsou uvedeny v tabulce III, odpovÌdajÌcÌ voltamogramy jsou
zn·zornÏny na obr. 5. ProdlouûenÌ doby akumulace v mÌcha-
nÈm roztoku na 180 s nevedlo p¯es zvÏtöenÌ pÌk˘ ke zv˝öenÌ
citlivosti metody.

Z·vÏr

Byly nalezeny podmÌnky umoûÚujÌcÌ dosaûenÌ co nej-
niûöÌch mezÌ stanovitelnosti na pouûit˝ch rtuùov˝ch elektro-
d·ch. Jako nejcitlivÏjöÌ se uk·zala dle p¯edpoklad˘ technika
AdSV na HMDE. Tato metoda vykazuje daleko vyööÌ n·roky
na Ëistotu z·kladnÌho elektrolytu neû ostatnÌ metody a je
znaËnÏ citliv· na p¯Ìtomnost interferujÌcÌch l·tek. Proto byla
p¯i praktick˝ch stanovenÌch pouûita technika DPV na HMDE
(cit.19). JejÌ v˝hodou je vedle znaËnÈ citlivosti i rychlost mÏ-
¯enÌ.

Auto¯i dÏkujÌ za finanËnÌ podporu Fondu rozvoje vysok˝ch
ökol (grant 2291/2002).
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Chemistry, Charles University, Prague): Determination of

Trace Amounts of 2-Methyl-4,6-dinitrophenol Using Mo-
dern Polarographic and Voltammetric Methods at Mercu-
ry Electrodes

Optimum conditions are described for the determination
of 2-methyl-4,6-dinitrophenol using tast polarography (limit
of determination LQ = 1◊10ñ6 mol.lñ1) and differential pul-
se polarography (LQ = 1◊10ñ7 mol.lñ1) at a classic dropping
mercury electrode and differential pulse voltammetry (LQ =
1◊10ñ8 mol.lñ1) and adsorptive stripping voltammetry (LQ =
1◊10ñ9 mol.lñ1) at a hanging mercury drop electrode.
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IZOLACE TERPENŸ
DESTILACÕ JEHLI»Õ SMRKU ZTEPIL…HO
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⁄vod

Studium v˝skytu a sloûenÌ terpenick˝ch l·tek v jehliËna-
nech bylo p¯edmÏtem mnoha studiÌ. KromÏ porovn·v·nÌ r˘z-
n˝ch druh˘ jehliËnan˘ m˘ûe b˝t jejich cÌlem i monitorov·nÌ
vlivu ûivotnÌho prost¯edÌ na rostliny. K izolaci terpenick˝ch
l·tek z rostlinnÈho materi·lu pro analytickÈ ˙Ëely je pouûÌv·na
¯ada metod. Mezi nejrozöÌ¯enÏjöÌ pat¯Ì destilace1ñ4, paralelnÌ
destilace a extrakce5,6, extrakce rozpouötÏdlem1ñ9 (SE) a ex-
trakce superkritickou kapalinou3,5 (SFE). IzolaËnÌm postup˘m
se podrobnÏ vÏnuje studie HolubovÈ, ChvÌlÌËkovÈ a Kub·nÏ1,
kte¯Ì srovn·vali r˘znÈ metody izolace monoterpen˘ z jehliËÌ
smrku ztepilÈho (Picea abies) a smrku omorika (Picea omo-
rica). J¸ttner7 zjiöùoval zmÏny koncentracÌ terpen˘ v jehliËÌ
smrku ztepilÈho rostoucÌho ve zneËiötÏnÈm prost¯edÌ. Mnoû-
stvÌ nejvÌce zastoupen˝ch terpen˘ (v µg.gñ1 jehliËÌ) izolova-
n˝ch tÏmito autory z jehliËÌ smrku ztepilÈho jsou uvedena
v tabulce I.

VÏtöina monoterpen˘ jsou l·tky opticky aktivnÌ. KromÏ
st·ËenÌ roviny polarizovanÈho svÏtla se tyto l·tky projevujÌ
i v infraËervenÈ oblasti ve spektrech vibraËnÌho cirkul·rnÌho
dichroismu (VCD). Touto metodou by proto mohlo b˝t sle-
dov·no sloûenÌ terpenick˝ch l·tek v jehliËÌ s p¯Ìpadn˝m vy-
uûitÌm p¯i monitorov·nÌ vlivu prost¯edÌ na jejich tvorbu. Ne-
v˝hodou metody VCD je to, ûe pot¯ebuje pomÏrnÏ velkÈ
mnoûstvÌ vzorku (¯·dovÏ jednotky aû desÌtky mg ve 100 µl

Tabulka I
MnoûstvÌ terpen˘ izolovan˝ch z jehliËÌ smrku ztepilÈho (µg.gñ1

ËerstvÈho jehliËÌ) v z·vislosti na metodÏ izolace

Metoda izolace α-Pinen Limonen Kamfen Lit.

SE 44,4 53,9 84,1 1
SFE 44,3 50,2 78,7 1
Destilace 14,0 22,8 31,9 1
SEa 131 120 241 7

a U tÈto metody pouûit jin˝ zp˘sob zpracov·nÌ jehliËÌ

rozpouötÏdla), a proto je t¯eba zpracovat nav·ûku nÏkolika de-
sÌtek gram˘ jehliËÌ. To je pomÏrnÏ snadno proveditelnÈ meto-
dou destilace z vodnÈho prost¯edÌ. Tato pr·ce se proto zab˝v·
nÏkolika r˘zn˝mi variantami destilace se snahou dos·hnout
uspokojivÈ v˝tÏûnosti postupu p¯i souËasnÈm zakoncentro-
v·nÌ izolovan˝ch l·tek v co nejmenöÌm objemu rozpouötÏdla.
Tyto varianty byly studov·ny na mesitylenu (1,3,5-trimethyl-
benzenu) jako modelovÈ l·tce. Jako perspektivnÌ z tÏchto va-
riant se jevila destilace z vodnÈho prost¯edÌ spojen· s p¯Ìm˝m
zakoncentrov·nÌm destil·tu na tuhÈm sorbentu. Tento postup
byl pak pouûit pro izolaci terpen˘ z jehliËÌ. Pro porovn·nÌ byly
nÏkterÈ aspekty izolace terpenick˝ch l·tek studov·ny i meto-
dou p¯ÌmÈ extrakce rozpouötÏdlem.

Experiment·lnÌ Ë·st

P o u û i t È p ¯ Ì s t r o j e

AbsorpËnÌ spektra v UV oblasti byla mÏ¯ena na spektro-
fotometru Cary 50 (Varian) v rozsahu vlnov˝ch dÈlek 200ñ
400 nm. Obsah mesitylenu v modelov˝ch pokusech byl vyhod-
nocen z rozdÌlu absorbance p¯i vlnovÈ dÈlce 272,5 nm (vlnov·
dÈlka absorpËnÌho maxima mesitylenu) a 285 nm (pozadÌ).

K separaci kapalinovou chromatografiÌ byla pouûita skle-
nÏn· kolona 150◊3 mm plnÏn· sorbentem Separon SGX C18,
7 µm (Tessek, Praha). Methanol jako mobilnÌ f·ze byl Ëerp·n
rychlostÌ 0,4 ml.minñ1 Ëerpadlem LCP 4000 (Ecom, Praha).
K fotometrickÈ detekci p¯i vlnovÈ dÈlce 202 nm slouûil spek-
trofotometrick˝ detektor Knauer (NÏmecko), nebo byla zazna-
men·v·na spektra elu·tu v rozsahu 190 aû 360 nm detektorem
s diodov˝m polem SM 5000 (LDC Analytical, USA). NamÏ-
¯enÈ chromatogramy byly zpracov·ny programem CSW (Data
Apex, Praha).

Anal˝zy plynovou chromatografiÌ byly prov·dÏny na chro-
matografu Varian 3350 na kapil·rnÌ kolonÏ 25 m ◊ 0,32 mm
s NB-54 stacion·rnÌ f·zÌ (Nordion), s dusÌkem jako nosn˝m
plynem a plamenov˝m ionizaËnÌm detektorem. PoË·teËnÌ te-
plota kolony byla 45 ∞C po dobu 2 min, potom byla zvyöov·na
rychlostÌ 10 ∞C.minñ1 na teplotu 180 ∞C a p¯i nÌ byla kolona
udrûov·na dalöÌ 4,5 min. Injektor a detektor byly vyh¯·ty na
teplotu 200 ∞C.

Spektra VCD byla mÏ¯ena ve st¯ednÌ infraËervenÈ oblasti
na spektrometru s Fourierovou transformacÌ IFS-66/S (Bru-
ker, NÏmecko) vybavenÈm modulem PMA 37 (Bruker, NÏ-
mecko). Metoda mÏ¯enÌ byla detailnÏ pops·na d¯Ìve10.

D e s t i l a Ë n Ì p o s t u p y

P¯i destilaci modelov˝ch vzork˘ s mesitylenem bylo ke
400 ml destilovanÈ vody v 0,5 l varnÈ baÚce p¯id·no 200 µl
mesitylenu. SmÏs byla destilov·na po dobu 45 aû 60 mi-
nut. K zachycen˝m frakcÌm destil·tu bylo p¯id·no dostateËnÈ
mnoûstvÌ methanolu (nÏkolik ml) tak, aby se mesitylen p¯Ì-
tomn˝ ve frakcÌch rozpustil. Po skonËenÌ destilace byla desti-
laËnÌ aparatura rozebr·na a jejÌ jednotlivÈ Ë·sti opl·chnuty
methanolem do p¯ipraven˝ch banÏk. P¯i pouûitÌ polyuretha-
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novÈ pÏny byly po skonËenÌ destilace polyurethanovÈ v·leËky
promyty methanolem. Ve frakcÌch i extraktech byl obsah
mesitylenu stanoven absorpËnÌ spektrometriÌ.

Destilace byla prov·dÏna s pÏti variantami destilaËnÌch
aparatur:
Aparatura Ë. 1 byla tvo¯ena destilaËnÌ baÚkou a sestupn˝m

chladiËem o dÈlce 50 cm.
Aparatura Ë. 2 se od aparatury Ë. 1 liöila pouze destilaËnÌ

baÚkou s postrannÌm otvorem, jÌmû byl v pr˘bÏhu desti-
lace vst¯ikov·n ethanol.

Aparatura Ë. 3 byla tvo¯ena destilaËnÌ baÚkou, lÌmcovkou
s postrannÌ trubicÌ pro odbÏr destil·tu a zpÏtn˝m chla-
diËem.

Aparatura Ë. 4 byla shodn· s aparaturou Ë. 3, pouze do po-
strannÌ trubice pro odbÏr destil·tu byly umÌstÏny t¯i v·leË-
ky z polyurethanovÈ pÏny.

Aparatura Ë. 5 (obr. 1) byla tvo¯ena destilaËnÌ baÚkou s na-
sazenou redukcÌ NZ 32-14, do nÌû byl zasunut vodou
chlazen˝ trn osazen˝ v·leËky z polyurethanovÈ pÏny. Na
obr·zku jsou vyznaËena mÌsta, kde byly v·leËky umÌstÏny.

V˝sledky a diskuse

M o d e l o v È p o k u s y

Postupy, jako je destilace s vodnÌ parou, jsou Ëasto s v˝ho-
dou pouûÌv·ny p¯i izolaci tÏkav˝ch sloûek z matrice vzorku.
Postup je obtÌûnÏjöÌ pro l·tky, kterÈ jsou velmi m·lo rozpustnÈ
ve vodÏ. Tato skuteËnost je sice p¯Ìzniv· pro urychlenÌ p¯e-
chodu l·tky do plynnÈ f·ze, avöak zkondenzuje-li tato l·tka
jako oddÏlen· f·ze v chladiËi nebo na jin˝ch mÌstech apara-
tury, pak je jen velmi pomalu transportov·na p¯edestilovanou
vodou do p¯edlohy. To se velmi z¯etelnÏ projevilo p¯i mode-
lovÈm pokusu s destilacÌ mesitylenu v aparatu¯e Ë. 1, kter· se
jinak v laborato¯Ìch k destilacÌm bÏûnÏ pouûÌv·. V sestupnÈm
chladiËi aparatury se velmi rychle vytvo¯ily kapiËky mesity-
lenu, kterÈ dlouho ulpÌvaly na jeho stÏn·ch, takûe do prv˝ch
70 ml destil·tu se dostalo pouze 37 % vnesenÈho mnoûstvÌ
mesitylenu. HlavnÌ nev˝hodou aparatury Ë. 1 je tedy velk˝
objem destil·tu pot¯ebn˝ k p¯edestilov·nÌ mesitylenu s dosta-
teËnou v˝tÏûnostÌ (tabulka II).

Ve snaze urychlit vymytÌ zkondenzovanÈho mesitylenu
z aparatury byl v dalöÌm pokusu s aparaturou Ë. 2 p¯id·n bÏhem
destilace do varnÈ baÚky postrannÌ trubicÌ ethanol. V˝raznÈ-
ho urychlenÌ destilace mesitylenu se ale tÌmto zp˘sobem nedo-

Tabulka II
Celkov˝ objem destil·t˘ a extrakt˘ vzork˘ VC a v˝tÏûnost RV
mesitylenu p¯i pouûitÌ r˘zn˝ch destilaËnÌch aparatur

Aparatura VC [ml] RV [%]

1 213 74,9
2 211 81,2
3 32 81,0
4 34 84,6
5 22 89,8

s·hlo. ⁄spÏönÏjöÌ byla destilaËnÌ aparatura Ë. 3; dÌky jejÌm
menöÌm rozmÏr˘m bylo 63 % mesitylenu obsaûeno v prv˝ch
10 ml destil·tu. PomÏrnÏ znaËn˝ podÌl (asi 13 %) mesitylenu
z˘st·val v postrannÌ trubicÌ pro odbÏr destil·tu.

Vzhledem k tendenci mesitylenu ulpÌvat na stÏn·ch apa-
ratury se nabÌzÌ moûnost vyuûÌt tÈto skuteËnosti k jeho zachy-
cenÌ na vhodnÈm materi·lu p¯Ìmo v destilaËnÌ aparatu¯e. P¯i
prvÈm pokusu v tomto smÏru byla aparatura Ë. 3 upravena tak,
ûe do postrannÌ trubice byly vloûeny t¯i v·leËky z polyure-
thanovÈ pÏny, takûe odebÌran˝ destil·t protÈkal tÏmito v·leËky
(aparatura Ë. 4). Zachytilo se v nich 57 % mesitylenu, v pro-
teklÈm destil·tu o celkovÈm objemu 25 ml bylo nalezeno 39 %
mesitylenu. ⁄Ëinnost z·chytu v polyurethanov˝ch v·leËcÌch
je v tomto p¯ÌpadÏ sniûov·na vysokou teplotou destil·tu, kter˝
jimi protÈk·. Proto byla v destilaËnÌ aparatu¯e Ë. 5 polyure-
thanov· pÏna navlÈknuta ve t¯ech segmentech p¯Ìmo na chla-
dicÌ trn umÌstÏn˝ nad vroucÌ kapalinou (obr. 1). Po 30 mi-
nut·ch varu a vychladnutÌ aparatury bylo v segmentech po-
lyurethanovÈ pÏny nalezeno 90 % mesitylenu, okolo 3 %
mesitylenu bylo nalezeno ve vodÏ zbylÈ v destilaËnÌ baÚce.
DostateËnÏ vysok· v˝tÏûnost byla zjiötÏna i v p¯ÌpadÏ, ûe do
vody bylo kromÏ mesitylenu p¯id·no 50 g jehliËÌ. V tomto
p¯ÌpadÏ extrakty z polyurethanov˝ch v·leËk˘ obsahovaly kro-
mÏ mesitylenu p¯Ìliö mnoho jin˝ch l·tek absorbujÌcÌch v UV
oblasti spektra, a proto byl mesitylen stanoven kapalinovou
chromatografiÌ.

D e s t i l a c e j e h l i Ë Ì

P¯i prvÈm experimentu se zpracov·nÌm jehliËÌ bylo v apa-
ratu¯e Ë. 5 va¯eno ve 400 ml vody 5 g ËerstvÈho jehliËÌ po dobu
30 minut. JehliËÌ bylo jen minim·lnÏ poökozenÈ p¯i oddÏlo-
v·nÌ ze smrkovÈ vÏtviËky. Po t˝dnu byl t˝û vzorek destilov·n
znovu. MethanolickÈ extrakty t¯Ì v·leËk˘ z polyurethanovÈ
pÏny byly analyzov·ny kapalinovou chromatografiÌ s fotome-
trickou detekcÌ. Ze sloûek patrn˝ch na chromatogramech bylo
moûno porovn·nÌm se standardy identifikovat t¯i monoter-
peny, jejichû celkovÈ mnoûstvÌ nalezenÈ v jednotliv˝ch v·leË-
cÌch polyurethanovÈ pÏny je uvedeno v tabulce III. P¯ekvapivÏ
bylo po t˝dnu izolov·no vÏtöÌ mnoûstvÌ monoterpen˘ neû p¯i
prvÈ extrakci. Je patrnÈ, ûe terpeny jsou z nepoökozenÈho
jehliËÌ extrahov·ny jen velmi pomalu, a ani teplota varu vody
nestaËÌ k jejich uvolnÏnÌ. To se potvrdilo i dalöÌm pokusem,
p¯i kterÈm bylo zpracov·no 15 g jehliËÌ a polyurethanovÈ
v·leËky byly pro ˙Ëely VCD extrahov·ny tetrachlormetha-
nem. Po z¯edÏnÌ hexanem byl roztok analyzov·n plynovou
chromatografiÌ. Tabulka IV ud·v· celkovÈ mnoûstvÌ izolova-

Obr. 1. DestilaËnÌ aparatura Ë. 5; ËÌsla 1, 2 a 3 oznaËujÌ umÌstÏnÌ
polyurethanov˝ch v·leËk˘
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n˝ch monoterpen˘ ze vöech t¯Ì polyurethanov˝ch v·leËk˘,
tabulka V distribuci celkovÈho mnoûstvÌ monoterpen˘ mezi
jednotlivÈ v·leËky. OpÏt je po t˝dennÌm st·nÌ patrn˝ n·r˘st
mnoûstvÌ izolovan˝ch monoterpen˘.

Tabulka III
CelkovÈ mnoûstvÌ izolovan˝ch monoterpen˘ (α-pinenu, li-
monenu a kamfenu) z jehliËÌ smrku ztepilÈho (µg.gñ1 ËerstvÈho
jehliËÌ) zÌskanÈ destilacÌ 5 g jehliËÌ v aparatu¯e Ë. 5 a ana-
lyzovanÈ kapalinovou chromatografiÌ

V·leËek 1. destilace 2. destilacea

1 51 89
2 23 64
3 21 33

Celkem 95 186

a Destilace opakov·na t˝den po prvnÌ destilaci

Tabulka IV
MnoûstvÌ izolovan˝ch monoterpen˘ z jehliËÌ smrku ztepilÈho
(µg.gñ1 ËerstvÈho jehliËÌ) zÌskanÈ destilacÌ 15 g jehliËÌ v apa-
ratu¯e Ë. 5 a analyzovanÈ plynovou chromatografiÌ

Destilace Limonen Borneol Kafr
α-Pinen Kamfen Terpinol Celkem

1 1,3 4,5 3,7 9,5 15 15 49
2a 32 87 94 11 11 27 262

a Destilace opakov·na t˝den po prvnÌ destilaci

Tabulka V
Distribuce celkovÈho mnoûstvÌ terpen˘ (µg.gñ1 ËerstvÈho je-
hliËÌ) v jednotliv˝ch v·leËcÌch z polyurethanovÈ pÏny zÌska-
n˝ch destilacÌ 15 g jehliËÌ v aparatu¯e Ë. 5

V·leËek 1. destilace 2. destilacea

1 18 179
2 21 50
3 10 33

Celkem 49 262

a Destilace opakov·na t˝den po prvnÌ destilaci

Tabulka VI
MnoûstvÌ jednotliv˝ch monoterpen˘ (µg.gñ1 ËerstvÈho jehliËÌ)
v hexanov˝ch extraktech stanovenÈ plynovou chromatografiÌ

Destilace Limonen Borneol Celkem
α-Pinen Kamfen Terpinol

RozdrcenÈ 210 420 430 31 64 1155
NepoökozenÈ 9,2 21 22 16 17 85,2

V˝znam naruöenÌ povrchu jehliËÌ pro uvolnÏnÌ monoter-
pen˘ byl sledov·n plynovÏ-chromatografickou anal˝zou he-
xanov˝ch extrakt˘. Ve dvou vialk·ch s 1 ml hexanu byly po
dobu 12 hodin extrahov·ny t¯i jehlice, p¯iËemû v jednÈ vialce
byly jehlice na poË·tku extrakce pod hladinou hexanu rozdr-
ceny sklenÏnou tyËinkou. MnoûstvÌ extrahovan˝ch monoter-
pen˘ uv·dÌ tabulka VI.

I v dalöÌ sÈrii experiment˘ nebylo v hexanov˝ch extraktech
nepoökozen˝ch jehlic nalezeno v˝znamnÈ mnoûstvÌ terpen˘,
a to ani tehdy, jestliûe byla extrakce hexanem podpo¯ena
mikrovlnn˝m oh¯evem. Mikrovlnn· energie nenÌ absorbov·na
hexanem, ale pouze jehliËÌm, kterÈ se tak intenzivnÏ zah¯Ìv·,
aËkoliv hexan p¯itom z˘st·v· pomÏrnÏ chladn˝. Oh¯ev byl
ukonËen, kdyû jehliËÌ ztratilo jasnÏ zelen˝ odstÌn; p¯itom se od
jehliËÌ oddÏlila povrchov· vrstva vosk˘. V hexanu ale ani
v tomto p¯ÌpadÏ nebyly terpeny nalezeny ve v˝znamnÈm mnoû-
stvÌ. Jak jehlice zpracovanÈ mikrovlnn˝m oh¯evem v hexanu,
tak i jehlice ËerstvÈ byly extrahov·ny hexanem. V jednÈ ¯adÏ
pokus˘ byly 3 jehlice rozdrceny v 1 ml hexanu sklenÏnou
tyËinkou, v druhÈ byly rozdrceny v kulovÈm ml˝nku za teploty
kapalnÈho dusÌku. Hexan byl k jehlicÌm p¯id·v·n jeötÏ p¯ed
ochlazenÌm na teplotu kapalnÈho dusÌku a drcenÌm. Pokud byl
p¯id·n aû po rozdrcenÌ jehlic, byly nalezeny podstatnÏ niûöÌ
obsahy monoterpen˘, protoûe bÏhem temperace a dalöÌ ma-
nipulace s jemnÏ rozdrcen˝m vzorkem znaËn· Ë·st monoter-
pen˘ ze vzorku vytÏkala.

V˝sledky  anal˝z jsou pro dva aû t¯i paralelnÌ pokusy
uvedeny v tabulce VII. NalezenÈ obsahy se (na 5% hladinÏ
v˝znamnosti) neliöÌ ani podle zp˘sobu rozdrcenÌ jehlic, ani p¯i
porovn·nÌ Ëerstv˝ch jehlic s jehlicemi p¯edbÏûnÏ extraho-
van˝mi hexanem s mikrovlnn˝m oh¯evem.

P o u û i t e l n o s t p o s t u p u p r o V C D a n a l ˝ z u

Ukazuje se, ûe i destilaËnÌ postup izolace terpen˘ z jehli-
ËÌ s aparaturou Ë. 5 m· pro praktickÈ pouûitÌ ve VCD spektro-

Tabulka VII
MnoûstvÌ jednotliv˝ch monoterpen˘ (µg.gñ1 ËerstvÈho jehliËÌ)
nalezenÈ v hexanov˝ch extraktech pro r˘znÈ zp˘soby zpra-
cov·nÌ jehlic

Zpracov·nÌ Limonen Borneol Kafr
jehlica α-Pinen Kamfen Terpinol Celkem

CR 155 138 284 84 65 163 890
118 105 220 81 72 180 776
164 146 312 90 70 191 972

CD 236 200 423 109 71 194 1234
131 120 260 69 49 114 743

MR 211 200 385 89 63 224 1171
120 113 226 67 50 174 751
156 131 276 64 42 154 824

MD 202 195 388 91 75 189 1141
137 117 266 63 53 126 762

89 102 175 53 37 102 559

a C ñ ËerstvÈ jehliËÌ, M ñ jehliËÌ podrobenÈ mikrovlnnÈmu
oh¯evu, R ñ jehlice rozdrcenÈ v hexanu sklenÏnou tyËinkou, D ñ
jehlice drcenÈ v kulovÈm ml˝nku za teploty kapalnÈho dusÌku
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metrii ¯adu nev˝hod. K extrakci monoterpen˘ z polyuretha-
nov˝ch v·leËk˘ je t¯eba pouûÌt pomÏrnÏ velk˝ objem tetra-
chlormethanu (celkem asi 1,5 ml na jeden v·leËek). SpojenÈ
extrakty zÌskanÈ zpracov·nÌm 15 g jehliËÌ byly proto po vysu-
öenÌ bezvod˝m sÌranem sodn˝m zakoncentrov·ny odpa¯enÌm
p¯ebyteËnÈho tetrachlormethanu proudem dusÌku. To bylo
nevyhnutelnÏ doprov·zeno ztr·tami monoterpen˘. Spektrum
VCD odpa¯enÈho extraktu o v˝slednÈm objemu asi 100 µl je
na obr. 2. Ve spektru je z¯eteln· p¯Ìtomnost opticky aktivnÌch
l·tek v extraktu. Sign·ly jsou slabÈ, ale dob¯e odliöenÈ od öumu
p¯Ìstroje. Je jich pomÏrnÏ znaËn˝ poËet. Porovn·nÌm s dostup-
n˝mi standardy nenÌ moûno jednoznaËnÏ urËit, kter˝m l·tk·m
sign·ly p¯ÌsluöÌ. V extraktu byla z¯ejmÏ obsaûena p¯Ìliö sloûit·
smÏs opticky aktivnÌch l·tek. PravdÏpodobnÏ bude v dalöÌm
postupu t¯eba zÌskanou smÏs rozdÏlit na jednoduööÌ skupiny
l·tek. TakÈ bude t¯eba ovÏ¯it, zda ztr·ty terpenick˝ch l·tek p¯i
odpa¯ov·nÌ extraktu bude moûno udrûet v p¯ijateln˝ch mezÌch.

Tato pr·ce byla ¯eöena v r·mci grantu MäMT »R, Ë. MSM
223400008 a grantu MéP »R, Ë. VaV 340/1/01. Auto¯i dÏkujÌ
Ing. VladimÌru SetniËkovi za zmÏ¯enÌ VCD spektra.
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P. ÿezanka and J. F‰hnrich (Department of Analytical
Chemistry, Institute of Chemical Technology, Prague): Isola-
tion of Terpenes from Norway Spruce Needles by Distilla-
tion

A novel approach to isolation of semivolatile organic
compounds from aqueous media is proposed based on com-
bined distillation and solid phase extraction. A model com-
pound, 1,3,5-trimethylbenzene, was concentrated with good
yield on polyurethane foam coating of a cooler positioned
above the boiling aqueous mixture. It was found that terpenes
are released very slowly from intact Norway Spruce (Picea
abies) needles even at the boil. Also microwave-assisted ex-
traction with hexane was inefficient. The vibrational circular
dichroism spectrum of compounds isolated from the needles
by distillation and solid phase extraction was too complex to
be easily interpreted.

Obr. 2. VCD spektrum tetrachlormethanovÈho extraktu jehliËÌ; 1
ñ VCD spektrum, 2 ñ öum (k hodnot·m je p¯iËtena hodnota 3.10ñ5)
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OSOBNÕ  ZPR¡VY

RNDr. PhMr. Ladislav Novotn˝, DrSc., osmdes·tnÌkem

Doktor Novotn˝, b˝val˝ dlouholet˝ vÏdeck˝ pracovnÌk
⁄stavu organickÈ chemie a biochemie AV »R a nynÌ st·le jeötÏ
plnÏ zamÏstnan˝ a sympaticky nakaûlivou vitalitou opl˝vajÌcÌ
farmaceut, oslavil v prosinci 2002 svÈ osmdes·tÈ narozeniny.
My vöichni, kte¯Ì naöeho jubilanta zn·me dlouh· lÈta, s rados-
tÌ konstatujeme, ûe jeho r·zn˝ a rychl˝ krok se jen velmi
mÌrnÏ zkr·til, ûe jeho oËi z·¯Ì st·le stejn˝m nadöenÌm jako
d¯Ìv, kdyû mluvÌ o svÈ pr·ci, rodinÏ, nov˝ch lÈcÌch, dobrÈm
jÌdle a dalöÌch p˘vabech ûivota. Jeho velkou vitalitu a vûdy
dobrÈ zdravÌ jsme obdivovali nejenom jako dar ûivota, ale takÈ
trochu i jako plod jeho ûivotnÌ a farmaceutickÈ moudrosti. Aù
tak nebo tak, p¯ejeme mu, aby mu oba tyto zdroje bohatÏ
slouûily i nad·le.

Doktor Novotn˝ se narodil 26.12.1922 v T¯emeönÈ u T·-
bora. Sv· gymnazi·lnÌ studia zaËal v LitomÏ¯icÌch a po jejich
z·boru v r. 1938 pokraËoval v TerezÌnÏ a Nymburce a studia
ukonËil v r. 1942 v T·bo¯e. JeötÏ tÈhoû roku se v r·mci
tot·lnÌho nasazenÌ ocitl aû ve VÌdni. V roce 1945 pak nastoupil
do lÈk·rny jako aspirant farmacie a po dvouletÈ praxi odeöel
studovat farmacii na P¯ÌrodovÏdeckou fakultu UK v Praze. Po
ukonËenÌ farmaceutick˝ch studiÌ v r. 1949 (PhMr.) pokraËoval
ve studiu chemie a promoval v r. 1952 (RNDr.). Pak byl p¯ijat
do tehdy jeötÏ ⁄st¯ednÌho ˙stavu chemickÈho, jenû se stal
vz·pÏtÌ ⁄stavem organickÈ chemie a biochemie »SAV. Tam
se podÌlel na vzniku, rozvoji, ˙spÏchu i na r˘zn˝ch transfor-
macÌch oddÏlenÌ p¯ÌrodnÌch l·tek ve vöech pozicÌch od vÏdec-
kÈho aspiranta (CSc. v r. 1961) p¯es vÏdeckÈho pracovnÌka
(DrSc. v r. 1970) aû po vedoucÌho oddÏlenÌ. V oddÏlenÌ a takÈ
v r˘zn˝ch vedoucÌch funkcÌch ⁄OCHB pracoval aû do r. 1989,
kdy odeöel do d˘chodu.

Odborn˝m zamÏ¯enÌm Dr. NovotnÈho byla chemie p¯Ìrod-
nÌch l·tek rostlinnÈho p˘vodu. Samoz¯ejmÏ, ûe ze vöeho ne-
jvÌce se vÏnoval tradiËnÌm lÈËiv˝m rostlin·m, od devÏtsil˘
(rod Petasites) p¯es starËky (rod Senecio) aû po cel˝ okruh
rostlin subtribu Senecioneae. V tÏchto rostlin·ch objevil a pak
vÏtöinu svÈho odbornÈho ˙silÌ vÏnoval furoeremofilan˘m, ter-
penoid˘m chemotaxonomicky typick˝m pro tento subtribus ñ
l·tk·m zodpovÏdn˝m  za mnohÈ z lÈËiv˝ch ˙Ëink˘ tÏchto
rostlin. Jeho badatelsk· pr·ce, zve¯ejnÏn· ve vÌce neû stovce
publikacÌ, a tÌm i jeho pracoviötÏ, dosahovaly mezin·rodnÌho
uzn·nÌ a mnoha plodn˝ch a zajÌmav˝ch spolupracÌ.

Dr. Novotn˝ se po cel˝ Ëas svÈ odbornÈ Ëinnosti zajÌmal
takÈ o farmacii a farmakologii. Byl aktivnÌm Ëlenem v˝boru
sekce p¯ÌrodnÌch lÈËiv »eskÈ farmaceutickÈ spoleËnosti. Dlou-
hodobÏ externÏ spolupracoval s Farmaceutickou fakultou UK
v Hradci Kr·lovÈ, kde byl kontinu·lnÏ Ëlenem r˘zn˝ch komisÌ.
Vedl a vychov·val ¯adu dom·cÌch i zahraniËnÌch aspirant˘
a st·ûist˘ v oboru p¯ÌrodnÌch l·tek a jeötÏ vÌce diplomant˘
pr·vÏ z oboru farmacie. Nebyla snad v »ech·ch v˝znamnÏjöÌ
lÈk·rna, kde by Dr. Novotn˝ nemÏl alespoÚ jednu svoji b˝va-
lou diplomantku, a to navÌc s duöÌ vdÏËnou a p¯·telsky sp¯Ìz-
nÏnou. A co vÌc, nynÌ existuje lÈk·rna ÑU sv. AntonÌnaì
v Praze 7, kde pracuje s·m Dr. Novotn˝. Svoji Ëinorodost,
pracovitost, dobr˝ vztah k lidem a k farmacii p¯enesl totiû n·ö

jubilant hned po odchodu do d˘chodu na lÈk·renskou praxi.
A to naplno, jako u vöeho, co mÏl a m· r·d. V roce 2001, tedy
ve sv˝ch 79 letech, sloûil atestaci 1. stupnÏ, a uzav¯el tak svÈ
curiculum farmaceuticeae obraznÏ i doslova, od aspiranta
v lÈk·rnÏ ÑU AndÏla str·ûceì aû po lÈk·rnÌka ÑU sv. AntonÌ-
naì. Jeho curiculum vitae je ovöem st·le jeötÏ koöatÏ otev¯enÈ
tak, ûe i my o generaci mladöÌ mu to jen s obdivem z·vidÌme.
U p¯Ìleûitosti jubilea mu vöichni gratulujeme a p¯ejeme do
dalöÌch let vöe nejlepöÌ a i nad·le nezlomnÈ zdravÌ a neutucha-
jÌcÌ ûivotnÌ el·n.

Juraj Harmatha

Prof. Ivan PavlÌk sedmdes·tilet˝

Tempora labuntur tacitisque senescimus annis
(Ovidius)

Dne  18. ˙nora 2003 slavÌ svÈ sedmdes·tÈ narozeniny
kolega a z·roveÚ i uËitel mnoha n·s, absolvent˘ VäCHT
Pardubice i dneönÌ Fakulty chemicko-technologickÈ Univerzi-
ty Pardubice, prof. Ing. Ivan PavlÌk, CSc.

Vöichni jej zn·me p¯edevöÌm jako zakladatele vÏdeckÈ
ökoly chemie organokovov˝ch slouËenin na VäCHT v Pardu-
bicÌch. Jeho vÏdeck· pr·ce je orientov·na tak¯ka v˝hradnÏ na
chemii metallocen˘, tedy na oblast chemie teoreticky i expe-
riment·lnÏ velmi n·roËnou, kter· pro v˝voj chemie anorga-
nickÈ, organickÈ, a v souËasnÈ dobÏ i makromolekul·rnÌ, se-
hr·la a dosud sehr·v· mimo¯·dnÏ v˝znamnou ˙lohu jak po
str·nce teoretickÈ, tak i praktickÈ. TÈto problematice se dnes
vÏnuje ¯ada öpiËkov˝ch vÏdeck˝ch t˝m˘ a svÏtovÏ proslul˝ch
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vÏdeck˝ch pracovnÌk˘ a skuteËnost, ûe prof. PavlÌk v tÈto kon-
kurenci obst·l, je dokladem jeho hlubok˝ch znalostÌ a schop-
nostÌ. ⁄ctyhodn˝ poËet p˘vodnÌch vÏdeck˝ch pracÌ, p¯edn·-
öek a poster˘ na konferencÌch a sympoziÌch a citaËnÌch ohlas˘
na nÏ je vöak jen jednou str·nkou, charakterizujÌcÌ osobnost
kolegy PavlÌka. Vöichni jej zn·me i jako v˝bornÈho pedagoga,
kter˝ vychoval kolem 120 diplomant˘ i ¯adu vÏdeck˝ch aspi-
rant˘  a dneönÌch doktorand˘. R·d vzpomÌn·m na cviËenÌ
z anorganickÈ chemie v prvnÌm roËnÌku v roce 1960, kdy n·s,
tehdy jako odborn˝ asistent, cviËil v chemickÈm n·zvoslovÌ
a dodnes v duchu slyöÌm jeho ÑbishafniËitan bismutit˝ì. Za
svoji p¯Ìkladnou pedagogickou pr·ci zÌskal ¯adu ocenÏnÌ.

Prof. PavlÌk je vynikajÌcÌm odbornÌkem a vynikajÌcÌm
pedagogem, avöak p¯edevöÌm je velmi vzdÏlan˝m a noblesnÌm
ËlovÏkem s obrovsk˝mi zkuöenostmi a znalostmi historie,
mechanism˘ a tradic akademickÈho prost¯edÌ. Tuto str·nku
jeho osobnosti jsem mohl ocenit zejmÈna v obdobÌ, kdy se
mnou po dobu öesti let ˙zce spolupracoval jako prodÏkan fa-
kulty chemicko-technologickÈ pro vÏdu a pedagogiku. V ob-
dobÌ na poË·tku devades·t˝ch let, kdy jsme na fakultÏ postup-
nÏ mÏnili Ëty¯letÈ studium na pÏtiletÈ a poslÈze zav·dÏli kre-

ditov˝ systÈm s prvnÌ a druhou st·tnÌ zkouökou, zav·dÏli
doktorskÈ studium, formulovali novÈ studijnÌ a zkuöebnÌ ¯·dy
fakulty, zav·dÏli novÈ studijnÌ obory biochemickÈho a bioana-
lytickÈho zamÏ¯enÌ a provedli fakultu akreditaËnÌmi ¯ÌzenÌmi,
to byl pr·vÏ on, kdo se jako p¯Ìsluön˝ prodÏkan o tyto v˝znam-
nÈ ˙spÏchy fakulty osobnÏ zaslouûil. Jeho v˝znamn˝m p¯Ì-
nosem bylo i obnovenÌ tradice uûÌv·nÌ akademickÈho jazyka,
jazyka latinskÈho, p¯i akademick˝ch ob¯adech a rovnÏû vypra-
cov·nÌ nov˝ch, univerzitnÌho prost¯edÌ d˘stojn˝ch, scÈn·¯˘
akademick˝ch ob¯ad˘ p¯i imatrikulaci, bakal·¯skÈ sponzi, in-
ûen˝rskÈ a magisterskÈ promoci, promoci doktor˘ i Ëestn˝ch
doktor˘ Univerzity Pardubice. Vöichni, kdo se tehdejöÌch aka-
demick˝ch ob¯ad˘ z˙ËastÚovali, je velmi vysoce hodnotili
a r·di na nÏ vzpomÌnajÌ.

Prof. PavlÌk, aË dnes jiû sedmdes·tnÌk, je st·le velmi
aktivnÌ, duöevnÏ svÏûÌ a podÌlÌ se na ¯eöenÌ programu v˝zkum-
nÈho centra fakulty i na v˝chovÏ student˘ specializace a dok-
torand˘. P¯ejeme mu do dalöÌch let zdravÌ, neutuchajÌcÌ el·n
a duöevnÌ svÏûest.

JaromÌr äÚup·rek
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1. ⁄vod

Kaûd· spoloËensk· zmena je charakterizovan· zmenou
hodnotovÈho systÈmu spoloËnosti, ale aj jednotlivca. Odr·ûa
sa to aj v ökolskom systÈme pri preferovanÌ vyuËovacÌch
predmetov. PlatÌ to aj pre chÈmiu. VednÈmu odboru aj vyuËo-
vaciemu predmetu chÈmia klesaj˙ preferencie s porovnanÌm
povojnovÈho obdobia, ktorÈ povaûujeme za obdobie rozma-
chu chemickej v˝roby, chemickÈho priemyslu. Zmena hodno-
tovÈho systÈmu vyûaduje aj zmenu orient·cie uËiva. Nie je
ûiad˙ce, aby chemickÈ uËivo na z·kladn˝ch a stredn˝ch ne-
chemick˝ch ökol·ch, kde sa chÈmia vyuËuje ako vöeobecno-
vzdel·vacÌ predmet, bolo aj naÔalej orientovanÈ na techno-
lÛgiu v˝roby a spracovanie surovÌn.

Podæa predst·v J. A. KomenskÈho, ale aj s˙Ëasn˝ch hu-
manizaËn˝ch trendov v ökolskom systÈme, je potrebnÈ pri
chemickom vzdel·vanÌ vöeobecnÈho charakteru uprednost-

Úovaù tie inform·cie, ktorÈ mÙûe kaûd˝ Ëlovek, bez ohæadu na
svoje zamestnanie, vyuûiù vo svojom ûivote. T˝mto smerom
s˙ zameranÈ aj ciele uËebn˝ch osnov pre z·kladnÈ ökoly1

a gymn·zi·2,3, ktorÈ nadobudli platnosù 1.9.1997.

2. Metodika a v˝sledky v˝skumu

Sme presvedËenÌ, ûe medzi inform·cie vyuûiteænÈ v beû-
nom ûivote moûno zaradiù aj poznatky o hodnot·ch pH æud-
skÈho organizmu. Po dvoch rokoch platnosti spomenut˝ch
uËebn˝ch osnov chÈmie sme realizovali na z·kladn˝ch öko-
l·ch (9. roË.) a stredn˝ch ökol·ch (2. roË.) prieskum schopnosti
vyuûÌvaù chemickÈ poznatky v beûnom ûivote jednotlivca.
Prieskum bol realizovan˝ dotaznÌkovou formou s v˝berov˝mi
a voæn˝mi odpoveÔami na predloûenÈ ot·zky.

V˝sledky v˝skumu uk·zali, ûe vyuËovanie chÈmie sa orien-
tuje st·le veæmi v˝razne na osvojovanie teoretick˝ch poznat-
kov a len okrajovo na zÌskavanie schopnosti vyuûÌvaù osvojenÈ
poznatky na rieöenie situ·ciÌ, problÈmov kaûdodennÈho ûivota
s˙Ëasnosti i bud˙cnosti.

Pozornosù sme zamerali aj na poznatky o pH prostredÌ.
Tento pojem je v öirokej verejnosti pouûÌvan˝ najm‰ v s˙vis-
losti s kysl˝mi daûÔami. My sme vöak orientovali pozornosù
na æudsk˝ organizmus. Respondentom sme poloûili nasledu-
j˙ce ot·zky:
ñ IÛny sodÌka Na+ a draslÌka K+ sa z˙ËastÚuj˙ na udrûiavanÌ

acidob·zickej rovnov·hy v æudskom organizme. AkÈ hod-
noty pH m· u zdravÈho Ëloveka krv?

ñ M·te na v˝ber tri toaletnÈ mydl·, ktorÈ sa lÌöia svojÌm pH:
a) pH 5,5; b) pH 7,0; c) pH 9,5. KtorÈ by ste si vybrali na
um˝vanie a preËo?
Prieskumu sa z˙Ëastnilo 521 respondentov stredn˝ch ökÙl

nechemickÈho zamerania. Boli to ötudenti druh˝ch roËnÌkov
gymn·ziÌ (G), stredn˝ch priemyseln˝ch ökÙl (SPä), stredn˝ch
zdravotn˝ch ökÙl (SZä) a obchodn˝ch akadÈmiÌ (OA). Pred-
pokladali sme rozdielnu ˙speönosù respondentov z dÙvodu
nerovnakÈho postavenia chÈmie v uËebn˝ch pl·noch stred-
n˝ch ökÙl. Na gymn·zi·ch je chÈmia zaraden· medzi matu-
ritnÈ predmety, na stredn˝ch priemyseln˝ch ökol·ch je zaËle-
nen· medzi vöeobecnovzdel·vacie (nie odbornÈ, profiluj˙ce)

Tabuæka I
V˝ber hodnÙt pH krvi zdravÈho Ëloveka

Odpovede Vyjadrenie respondentov podæa typu ökÙl [%]

SZä G SPä OA

Bez odpovede 37 79 77,3 83
Spr·vne 27,8 0,8 0 2,3
Nespr·vne 35,2 25,2 22,7 14,7
pH 7,0 24,1 12,6 4,8 3,4
pH > 7,0 3,7 1,7 6,0 1,1
pH < 7,0 7,4 10,9 11,9 10,2
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Tabuæka II
V˝ber mydla podæa hodnoty pH pre zdrav˙ pokoûku

Odpovede Vyjadrenie respondentov podæa typu ökÙl [%]

SZä G SPä OA

Bez odpovede 1,9 3,4 4,8 1,1
pH 5,5 92,5 81,5 83,3 94,4
pH 7,0 3,7 13,4 9,5 3,4
pH 9,5 1,9 1,7 2,4 1,1
Spr·vne 63,0 57,1 44,0 56,8
zdÙvodnenie

predmety a na obchodn˝ch akadÈmi·ch sa predmet chÈmia ani
nevyuËuje. NiektorÈ chemickÈ tÈmy s˙ zaradenÈ do vyuËova-
cieho predmetu Tovaroznalectvo. Predpokladali sme, ûe res-
pondenti stredn˝ch zdravotn˝ch ökÙl bud˙ naj˙speönejöÌ pri
rieöenÌ ot·zok zameran˝ch na æudsk˝ organizmus. Mali tvoriù
porovn·vaj˙cu vzorku. V˝sledky zÌskanÈ z prieskumu s˙ zhr-
nutÈ v tabuæke I a II.

Prv· ot·zka, ako sa vyjadrili mnohÌ respondenti pÌsomne,
okrem respondentov zo SZä, ich prekvapila. Aû do preËÌtania
ot·zky sa nikdy nezam˝öæali nad t˝m, ûe aj æudsk· krv m·
nejakÈ hodnoty pH. Tento stav zaprÌËinilo nedostatoËnÈ inte-
grovanie uËiva biolÛgie, vöeobecnej a anorganickej chÈmie,
ale aj minim·lna orient·cia aplik·cie chemick˝ch vedomostÌ
na æudsk˝ organizmus. Neuvaûovali nad zmenou hodnoty pH
krvi vplyvom metabolick˝ch procesov (prijÌmanÌm potravy),
svedËia o tom aj ˙daje v tabuæke I. V inej pozÌcii boli respon-
denti stredn˝ch zdravotn˝ch ökÙl. Takmer tretina (27,8 %)
respondentov  SZä urËila spr·vne hodnotu  pH v intervale
7,36ñ7,44. To, ûe 24,1 % respondentov SZä uviedlo pH 7,0,
s˙visÌ pravdepodobne s t˝m, ûe nevedeli presn˙ odpoveÔ, ale
pam‰tali si, ûe je to hodnota blÌzka neutr·lnemu prostrediu 7,0.
Medzi nespr·vnymi ˙dajmi sa vyskytovali rÙzne hodnoty pH,
ale najËastejöie sa objavila hodnota 5,5. D· sa predpokladaù,
ûe respondenti boli inöpirovanÌ Ôalöou poloûenou ot·zkou,
ktor· sledovala problematiku pH mydiel.

Len zanedbateænÈ mnoûstvo respondentov neodpoveda-
lo na druh˙ poloûen˙ ot·zku, na rozdiel od predch·dzaj˙-
cej ot·zky (3/4 respondentov neodpovedalo), hoci obe sledu-
j˙ hodnoty pH prostredia. Prevaûn· v‰Ëöina odpovedaj˙cich
si vybrala mydlo s pH  5,5. Pri  zdÙvodÚovanÌ  v˝beru  vo
vöetk˝ch typoch ökÙl respondenti upozornili, ûe rozhodnu-
tie urobili na z·klade reklamy mydla. V‰Ëöiu ˙speönosù res-
pondentov zdravotn˝ch ökÙl a obchodn˝ch akadÈmiÌ moûno
vysvetliù t˝m, ûe v triedach poËtom prevaûuj˙ nad chlap-
cami dievËat·, ktorÈ sa zaujÌmaj˙ o kozmetickÈ v˝robky. T˝m
ale netvrdÌme, ûe chlapci nevedeli spr·vne odpovedaù. Od-
povede na t˙to ot·zku n·s ale upozornili na nedostatoËnÈ
vedomosti o hodnot·ch pH roztokov, pretoûe 12,7 % respon-
dentov tvrdilo, ûe pH 5,5 je neutr·lne prostredie. Najhoröie s˙
na tom respondenti z obchodn˝ch akadÈmiÌ, ktorÈ v r·mci
tovaroznaleckej chÈmie problematike pH roztokov ned·vaj˙
priestor. Pri vyhodnocovanÌ tejto ot·zky n·s napadlo, Ëi by
bola tak ˙speöne zodpovedan·, keby sme sa p˝tali na pH
pokoûky.

3. ºudsk˝ organizmus a pH roztokov

S urËovanÌm pH roztokov sa ûiaci stret·vaj˙ vo vyuËovanÌ
chÈmie v 8. roËnÌku z·kladnej ökoly. Podæa uËebn˝ch osnov1

maj˙ zÌskavaù zruËnosù vyuûÌvaù indik·tory na urËovanie hod-
noty pH roztokov. V uËebnici chÈmie4 sa upozorÚuje na kyslÈ
daûde, ÑktorÈ ökodlivo pÙsobia nielen na organizmy, ale aj na
stavby a priemyselnÈ zariadeniaì. V uvedenej uËebnici chÈ-
mie pre z·kladnÈ ökoly4 sa v motivaËnom texte uËiva Kys-
losù a z·saditosù vodn˝ch roztokov zaËÌna nasleduj˙cou vetou:
ÑVöetky deje v organizmoch prebiehaj˙ vo vodn˝ch rozto-
koch.ì Viac sa text roztokom v æudskom organizme nevenuje.
Inak je to v najnovöej uËebnici Z·klady chÈmie pre gymn·zi·
s osemroËn˝m öt˙diom5, v ktorej je upozornenie na hraniËnÈ
hodnoty pH  æudskej krvi.  Odpor˙Ëame myölienku o vod-
n˝ch roztokoch v organizme (æudsk˝ organizmus obsahuje
65ñ80 % H2O) Ôalej rozvÌjaù za pomoci obr·zkov zn·zorÚu-
j˙cich æudsk˙ postavu s vyznaËen˝mi org·nmi, v s˙vislosti
s ktor˝mi mÙûme uv·dzaù hodnoty pH v æudskom organizme.
Ide predovöetk˝m o tr·viaci systÈm ñ sliny, ûal˙doËn· öùava,
ûlË, pankreatick· öùava (obr. 1), vyluËovacÌ systÈm ñ moË, pot
(obr. 2), krvn˝ systÈm a koûu (obr. 3).

3 . 1 . ⁄ s t n a d u t i n a

Na z·klade v˝sledkov v˝skumu by bolo vhodnÈ zruËnosù
urËovania pH pomocou indik·torov zÌskavaù pri urËovanÌ hod-
nÙt pH mydlovÈho roztoku, öampÛnu, ale aj slÌn po vyËistenÌ
zubov zubnou pastou, bezprostredne po konzum·cii jedla, po
kr·tkodobom, Ëi dlhodobom ûuvanÌ ûuvaËky a pod. Ak bu-
deme sledovaù hodnoty pH ˙stnej dutiny aj od Ëasu, mÙûeme
zistiù, do akej miery je pravdiv· reklama o vplyve pÙsobenia
ûuvaËky na pH v ˙stnej dutine. Sliny tvorÌ asi 99 % vody a ich
pH je okolo 7,0. UËivo chÈmie moûno aktualizovaù aj reakciou
na reklamu, ktor· upozorÚuje na uvoæÚovanie iÛnov Ca2+ zo
zubov v ˙stnej dutine. Je potrebnÈ potvrdiù skutoËnosù, ûe
v·pnik viazan˝ v zuboch sa v kyslom prostredÌ uvoæÚuje, ËÌm
sa zniûuje kvalita zubov. UvoæÚovanie v·pnika zo zubov je
vöak v˝raznÈ aû vtedy, ak pH v ˙stnej dutine klesne pod
hodnotu 5,5 (cit.6,7). Pri norm·lnych hodnot·ch pH slÌn (okolo

sliny pH 7,0

ûal˙doËn· öùava
ñ pr·zdny ûal˙dok pH 7,0
ñ pri tr·venÌ pH 1,0ñ1,7

pankreatick· öùava pH 8,5

ûlË
ñ v ûlËovode pH 7,1ñ7,3
ñ v ûlËnÌku pH 6,99ñ7,7

Ërevn· öùava
ñ dvan·stnik pH 6,0
ñ bedrovnÌk pH 8,0

Obr. 1. Hodnoty pH v tr·viacej s˙stave
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7,0) s˙ sliny v ˙stnej dutine nas˝tenÈ v·pnikom, zuby preto
v·pnik do slÌn neuvoæÚuj˙6,7.

V·pnik sa v zuboch nach·dza vo forme uhliËitanov ( ),
fosforeËnanov ( ) a fluoridov (Fñ). Inform·ciu o rozpust-
nosti CaCO3 v kyslom prostredÌ moûno demonötrovaù poku-
som.

Postup experimentu: Do Petriho misky na dve miesta
nasypeme tenk˙ vrstvu rozomletÈho v·penca CaCO3; mÙûu
byù aj rozdrvenÈ ulity ûivoËÌchov (slim·kov, ustrÌc a pod.), na
ktorÈ kvapneme zriedenÈ roztoky kyseliny chlorovodÌkovej
(pH < 5,5) a kyseliny octovej, napr. ocot (pH > 5,5). Po-
zorovanÈ reakcie premietneme pomocou sp‰tnÈho projektora.

Z pokusu jasne vypl˝va, ûe v kyslejöom prostredÌ sa uhli-
Ëitan v·penat˝ CaCO3 rozklad· r˝chlejöie (pozorujeme v˝raz-
nejöie öumenie spÙsobenÈ uvoænen˝m CO2).

CaCO3 + 2 HCl → CaCl2 + H2O + CO2

CaCO3 + 2 CH3COOH → (CH3COO)2Ca + H2O + CO2

V slin·ch je obsiahnut˝ aj enz˝m α-amyl·za, ktor˝ ötiepi
ökrob na oligosacharidy. Podæa z·sad racion·lneho stravo-
vania m·me pokrm v ˙stach podrûaù urËit˝ Ëas (25◊ poûuù
kaûd˝ hlt), aby rozklad ökrobu zaËal uû v ˙stnej dutine. Amy-
l·za slÌn m· optim·lnu aktivitu pri pH 6,7 (cit.8). Tr·venie
ökrobu α-amyl·zou prebieha aj v ûal˙dku, avöak len dovtedy,
k˝m sa enz˝m neinaktivuje kyslou ûal˙doËnou öùavou.

3 . 2 . é a l ˙ d o k

V pr·zdnom ûal˙dku sa vyluËuje len malÈ mnoûstvo ûal˙-
doËnej öùavy s neutr·lnym alebo alkalick˝m pH. PrijÌmanÌm
potravy sa pH zniûuje, dosahuje pribliûne hodnotu 1,0. Po
premieöanÌ ûal˙doËnej öùavy s potravou sa kyslosù zriedenÌm
zniûuje (hodnota pH sa zvyöuje) na v˝slednÈ pH s hodnotou
pribliûne 1,7. Pri tomto pH je aktivita enz˝mu pepsÌn (rozklad
bielkovÌn) najvyööia. Tr·venie bielkovÌn z mlieËnych potravÌn
ovplyvÚuje enz˝m gastriksÌn, ktorÈho optim·lne pH je vyööie
ako pre pepsÌn (okolo pH 3).

NiektorÌ  æudia po  konzum·cii  urËitÈho druhu potravÌn
(rajËiakov· polievka, Ëierny chlieb a pod.) maj˙ zv˝öenÈ vy-
luËovanie ûal˙doËn˝ch ötiav a pociùuj˙ p·lenie z·hy. Nie je to
u æudÌ stav zriedkav˝, niektorÌ ho pociùuj˙ Ëastejöie, inÌ len
ojedinele. Ako odstr·niù tieto neprÌjemnÈ pocity v tr·viacej
s˙stave? T˙to ot·zku klad˙ aj autori ˙loh z chÈmie pre Zä
(cit.9). éiakom je poskytnut˝ch na v˝ber 5 moûnostÌ a jednou
z nich je aj konzum·cia mandlÌ. Je moûnÈ realizovaù pokus na
dÙkaz vplyvu mandlÌ na hodnotu pH.

Postup experimentu: Pomocou papierikov s univerz·lnym
indik·torom zmerajte pH slÌn. Potom dÙkladne pohryzte 4ñ5
mandlÌ a eöte pred prehltnutÌm op‰ù zmerajte pH slÌn.

Mandle spÙsobia zv˝öenie hodnoty pH slÌn (z·saditÈ pros-
tredie). Po experimente moûno nechaù ûiakov uvaûovaù nad
t˝m, ako sa p·lenie z·hy odstr·ni pomocou mandlÌ. Po zistenÌ,
ûe mandle mÙûu pomÙcù pri odstraÚovanÌ p·lenia z·hy, by
niekto mohol reagovaù tak, ûe zje naraz v‰ËöÌ poËet mandlÌ
(viac ako 4ñ5) s oËak·vanÌm r˝chlejöieho a v˝raznejöieho
˙Ëinku. Tento postoj by nebol spr·vny, pretoûe pri v‰Ëöom
poËte konzumovan˝ch mandlÌ sa mÙûu prejaviù nepriaznivÈ
˙Ëinky na æudsk˝ organizmus. Z amygdalÌnu, obsiahnutÈho
v mandliach, sa v ûal˙dku mÙûe uvoæniù jedovat˝ kyanovodÌk.

Smrteæn· d·vka pre dospelÈho Ëloveka je asi 60 hork˝ch
mandlÌ, pre deti 5ñ10 hork˝ch mandlÌ. Tepelnou ˙pravou
(varenÌm, peËenÌm) sa jedovatosù jadier str·ca10.

3 . 3 . P a n k r e a t i c k · ö ù a v a

Pankreatick· öùava je vyluËovan· podûal˙dkovou ûæazou
do dvan·stnika. Na rozdiel od ûal˙doËnej öùavy m· pankrea-
tick· öùava v˝razne z·sadit˙ reakciu a jej pH sa pohybuje
v intervale 7,4ñ8,3. Jednou z ˙loh pankreatickej öùavy je zni-
ûovaù kysl˙ reakciu tr·veniny uvoæÚovanej zo ûal˙dka do
dvan·stnika.

Organizmus m· veæa mechanizmov, ktor˝mi zabezpeËÌ
poûadovanÈ hodnoty pH v danom prostredÌ. Ak je v dvan·st-
niku pH niûöie ako 4,5, uvoæÚuje sa zo sliznice dvan·stnika
do krvi hormÛn sekretÌn, ktor˝ podnecuje vyluËovanie pan-
kreatickej öùavy bohatej na alk·lie, ale chudobnejöej na en-
z˝my.

3 . 4 . é l Ë

Denne peËeÚ vyl˙Ëi 500ñ700 cm3 ûlËe, ktorej pH je slabo
alkalickÈ (7,1ñ7,7). PeËeÚ produkuje ûlË kontinu·lne a jej
hodnota pH je 7,1. V ûlËnÌku sa ûlË mierne zahusùuje a menÌ
aj hodnoty pH (6,99ñ7,7) (cit.6ñ8).

3 . 5 . » r e v n · ö ù a v a

»revn· öùava m· v˝znamn˙ ˙lohu pri dokonËovanÌ tr·-
venia, hoci jej tr·viaca ˙Ëinnosù je menöia ako pankreatickej
öùavy. »revn· öùava je slabo z·sadit· tekutina, v dvan·stniku
m· pH 6,0 a v Ôalöej Ëasti (v bedrovnÌku), kde uû natoæko
neovplyvÚuje prostredie ûal˙doËn· öùava, je pH 8,0.

3 . 6 . M o Ë

Hodnota pH moËu je premenliv·, nekles· vöak pod hod-
notu 4,4. Pri sedavom zamestnanÌ sa telo okysæuje. Po piatich
hodin·ch pr·ce v uzavretej miestnosti mÙûe pH moËu klesn˙ù
zo 7,5 na 5,0. Pohyb na Ëerstvom vzduchu napomÙûe k aci-
dob·zickej rovnov·he organizmu. Zmizne pocit ˙navy, zlepöÌ

CO3
2ñ

PO4
3ñ

pot pH 4,0ñ5,5

moË pH > 4,4

ochrann˝ pl·öù
koûe pH 4,5ñ6,0

Obr. 2. Hodnoty pH vo vyluËovacej s˙stave
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sa celkov· n·lada. Alkalick· reakcia moËu mÙûe byù zaprÌ-
Ëinen· aj vysokou sekrÈciou ûal˙doËn˝ch kyselÌn11.

3 . 7 . P o t

Potom organizmus vyluËuje prebytoËnÈ kyseliny. Pre zdra-
vie Ëloveka je prospeönÈ, ak sa kaûd˝ deÚ zapotÌme pohybom
(pr·ca, cviËenie). PotnÈ ûæazy objavil J. E. PurkynÏ 1833.
V koûi s˙ asi 2 miliÛny potn˝ch ûliaz dlh˝ch 2,3 mm. Ich
celkov· dÂûka je pribliûne 5 km. VyluËovacia Ëinnosù potn˝ch
ûliaz je rytmick·, vyluËuj˙ pot s frekvenciou 5ñ15 cyklov za
min˙tu, priËom pH potu sa pohybuje v intervale 4,0ñ5,5. Pot
obsahuje kyselinu urok·nov˙, ktor· m· ochrann˝ v˝znam
pred ultrafialov˝m ûiarenÌm.

Aj v tomto prÌpade mÙûeme reagovaù na reklamu koz-
metickej firmy, ktor· poukazuje na rozdielnosù pH potu ûeny
a muûa. Je vhodnÈ overiù pon˙kan˙ inform·ciu indik·torov˝m
papierikom na spoten˝ch dlaniach tak, ako to prezentuje re-
klama. Ak m·me k dispozÌcii indik·torovÈ papieriky s moû-
nosùou jemnÈho odlÌöenia pH v kyslej oblasti, zistili by sme,
ûe pH potu dievËat (chlapcov) v triede nie je rovnakÈ, pretoûe
na zloûenie potu vpl˝va veæa faktorov. Okrem zdravotnÈho
stavu (telesnÈho, psychickÈho) je to aj zloûenie prijÌmanej
potravy.

3 . 8 . K o û a

Ochrann˝ pl·öù koûe (voda, bielkoviny, lipidy) m· kysl˙
reakciu. Hodnota pH sa pohybuje v intervale 4,5ñ6,0. Kysl·
reakcia ochrannÈho pl·öùa koûe sl˙ûi ako tlmiaci roztok proti
˙Ëinku slab˝ch kyselÌn a z·sad, aj proti napuËiavaniu rohovi-
novej vrstvy koûe. Ak ochrann˝ pl·öù koûe nadobudne neu-
tr·lnu, alebo slabo alkalick˙ reakciu, je koûa citlivejöia na
pÙsobenie plesnÌ, kvasiniek a baktÈriÌ. Je to najm‰ pod pazu-
chou, v okolÌ genit·lu a an·lneho otvoru.

NapuËiavanie buniek (keratÌnu) v alkalickom prostredÌ
pozorujeme aj pri um˝vanÌ vlasov öampÛnmi na b·ze sapo-
n·tov a mydiel. Prirodzen˝ obal vlasu (kutikula) je tvoren˝
strieökovite usporiadan˝mi ploch˝mi odumret˝mi bunkami,
ktorÈ na seba priliehaj˙. V alkalickom prostredÌ keratÌn v bun-
k·ch kutikuly prijÌma znaËnÈ mnoûstvo vody, Ëo spÙsobuje,
ûe bunky kutikuly na seba nepriliehaj˙. Zvieraj˙ s osou vlasu
v‰ËöÌ uhol. To je prÌËinou toho, ûe susednÈ vlasy sa odöke-
ren˝mi doötiËkami zakliesnia, dÙsledkom toho sa vlasy zle
rozËes·vaj˙. Tento nedostatok sa d· odstr·niù tak, ûe sa vlasy
po zm˝vanÌ opl·chnu slabo kysl˝m roztokom (octovou vo-
dou).

3 . 9 . K r v

V zdravom æudskom organizme m· krv veæmi dÙleûitÈ
funkcie, ktorÈ si vyûaduj˙ st·lu hodnotu pH. Krv m· veæmi
slab˙ alkalick˙ reakciu, krv v tepn·ch m· hodnotu pH 7,40±
0,04 (t.j. 7,36ñ7,44), v ûil·ch m· krv kyslejöiu reakciu. Ako
sme uû uviedli, organizmus m· niekoæko mechanizmov na
udrûanie acidob·zickej rovnov·hy, pri ich zlyhanÌ sa rovno-
v·ha nar˙öa, Ëo sa prejavÌ ochorenÌm organizmu. Ak hodnota
pH krvi klesne pod hodnotu 7,36 (pH < 7,36) nast·va preky-
slenie organizmu ñ acidÛza, ak pH krvi narastie nad hodnotu
7,44 (pH > 7,44) vznik· alkalÛza. V ûivom organizme by
nemala hodnota pH krvi prekroËiù interval 7,0ñ7,8. Hodnoty

pH krvi mimo tento interval s˙ nezluËiteænÈ  so  ûivotom.
Zmena hodnoty pH v krvi vpl˝va na pevnosù v‰zby kyslÌka na
hemoglobÌn7.

ºudskÈ telo musÌ byù schopnÈ vyrovn·vaù sa s veæk˝mi
presunmi iÛnov H+, ktorÈ t˙to hodnotu pH ohrozuj˙ z obid-
voch str·n. Napr. len CO2 tvoriaci sa metabolizmom v æud-
skom organizme je prÌËinou tvorby 13 mol H+ za deÚ12,13,
navyöe v metabolizme eöte vznikaj˙ aj niektorÈ kyseliny (fos-
foreËn· a sÌrov·) v mnoûstve okolo 70 mmol H+. Na acidob·-
zick˙ rovnov·hu v˝razne pÙsobia zloûenie stravy, lieËiv·, aj
konzum·cia miner·lnych vÙd. Kaûd· potrava, ktor˙ str·vime,
zanech·va v naöom tele zvyökov˝ Ñpopolì, ktor˝ je kysl˝,
z·sadit˝ alebo neutr·lny. Z uvedenÈho dÙvodu delÌme potravi-
ny na kyselinotvornÈ a z·sadotvornÈ. Pojem kyselinotvornÈ
a z·sadotvornÈ sa nezhoduje automaticky s chuùou potraviny,
ale vyjadruje fyziologickÈ pÙsobenie potravy na organizmus
po metabolizme. NaprÌklad citrÛn chutÌ veæmi kyslo, ale je
z·sadotvorn˝.

V prijÌmanej potrave by mal byù mierne prevyöuj˙ci podiel
z·sadotvornej potravy nad potravou kyselinotvornou, aby or-
ganizmus Ëo najmenej vyuûÌval mechanizmy acidob·zickej
rovnov·hy. Ak je hladina kyselÌn v tele vyööia, ako je opti-
mum, zaprÌËiÚuje to nielen znÌûenie odolnosti organizmu voËi
chorob·m, ale aj mnohÈ ochorenia (dna, obliËkovÈ a ûlËovÈ
kamene, reumatizmus a pod.).

4. SystÈmy na udrûanie acidob·zickej
rovnov·hy v krvi

ºudsk˝ organizmus m· zabezpeËenÈ mechanizmy na udr-
ûanie acidob·zickej rovnov·hy, ich moûnosti s˙ vöak obme-
dzenÈ. Ak s˙ hodnoty pH mimo interval 7,0ñ7,8, zlyh·vaj˙
mechanizmy na udrûanie acidob·zickej rovnov·hy, v organiz-
me nast·vaj˙ v˝znamnÈ patologickÈ zmeny, ktorÈ za urËit˝ch
podmienok mÙûu vyvolaù smrù. Prehæad tlmiv˝ch systÈmov je
v tabuæke III.

HydrogenuhliËitanov˝ systÈm ñ tvorÌ ho kyselina uhliËit·
H2CO3 a hydrogenuhliËitan sodn˝ NaHCO3 v pomere 1:20
(cit.8). Tento systÈm predstavuje viac ako polovicu celkovej
tlmivej kapacity, z Ëoho na plazmu pripad· 35 % a na erytro-
cyty 18 %. V lek·rskych publik·ci·ch6,8 sa stret·vame s n·-
zvom hydrogenkarbon·tov˝ systÈm. Podæa n·öho n·zoru je
potrebnÈ na gymn·zi·ch upozorniù na t˙to skutoËnosù i napriek
tomu, ûe pouk·ûeme na nedodrûiavanie chemickÈho n·zvo-
slovia v in˝ch vedn˝ch odboroch.

krv pH 7,40±0,04

Obr. 3. Hodnoty pH v cievnej s˙stave
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Tabuæka III
Podiel jednotliv˝ch tlmiv˝ch systÈmov na tlmivej kapacite
krvi14

Tlmiv˝ systÈm Plazma [%] Erytrocyty [%]

HemoglobÌn ñ 35
/H2CO3 35 18

PlazmovÈ bielkoviny 7 ñ
Fosf·ty anorganickÈ 1 1

organickÈ ñ 3
Celkom 43 57

AcidÛza ñ hodnoty pH < 7,36, v prostredÌ je nadbytok
iÛnov H+, ktorÈ s˙ zachyt·vanÈ iÛnmi , ËÌm sa ich
koncentr·cia v roztoku znÌûi. Vzniknut· kyselina uhliËit· sa
rozloûÌ na vodu a oxid uhliËit˝, ktor˝ je d˝chacÌm systÈmom
uvoæÚovan˝ do okolitÈho prostredia.

+ H+ → H2O + CO2 (pæ˙ca)

AlkalÛza ñ hodnoty pH > 7,44, v prostredÌ je nedostatok
iÛnov H+, ich zv˝öenie sa zabezpeËÌ t˝m, ûe sa iÛny H+ uvoænia
z kyseliny uhliËitej.

H2CO3 → H+ +

HemoglobÌnov˝ systÈm ñ hr· ˙lohu tlmiËa v erytrocytoch.
Intracelul·rne maj˙ ako hemoglobÌn, tak aj oxyhemoglobÌn
charakter kyseliny s hodnotami pKa = 7,71 a 7,16. Oxyhemo-
globÌn je teda silnejöia kyselina a t·to vlastnosù urËuje tlmiacu
vlastnosù krvnÈho farbiva.

V pæ˙cach ñ hemoglobÌn sa oxiduje na oxyhemoglobÌn
a uvoæÚuje iÛny H+ (menöia disoci·cia hemoglobÌnu v zrov-
nanÌ s oxyhemoglobÌnom bola uû vysvetlen·), ktorÈ spolu
s iÛnmi zreaguj˙ na kyselinu uhliËit˙ H2CO3, ktor· sa
rozloûÌ na H2O a CO2, ktorÈ sa odstr·nia d˝chanÌm.

HHb + O2 → HHbO2 → + H+

V tkaniv·ch ñ oxyhemoglobÌn odovzd· O2 a je schop-
n˝ prijaù iÛny H+. Z tkanÌv do krvi prestupuje oxid uhliËit˝
CO2, vzniknut˝ metabolizmom, hydrat·ciou ktorÈho vzni-
k· kyselina uhliËit· H2CO3. Kyselina uhliËit· disociuje na H+

a . IÛny H+ sa viaûu na hemoglobÌn. HemoglobÌnov˝
systÈm tvorÌ 35 % celkovej tlmivej kapacity krvi.

→ Hbñ + O2

Hbñ + H+ → HHb

PlazmovÈ bielkoviny ñ tlmiv˙ schopnosù maj˙ aj niektorÈ
bielkoviny plazmy, ale ich kapacita je pomerne mal·. Tvoria
sa v peËeni. Viaûu na seba iÛn H+. Pri zmenen˝ch hodnot·ch
pH sa z bielkovÌn uvoæÚuje iÛn H+ a z bielkovÌn vznikaj˙
proteÌnovÈ aniÛny. Bielkoviny krvnej plazmy sa tak uplatÚuj˙
ako v˝znamn˝ tlmiv˝ systÈm, ktor˝ udrûuje st·le hodnoty pH
krvi.

Fosf·tov˝ systÈm ñ m· menöiu tlmiv˙ schopnosù ako hy-

drogenuhliËitanov˝ systÈm. Fosf·tov˝ systÈm tvoria dihydro-
genfosforeËnanovÈ iÛny (NaH2PO4) a hydrogenfos-
foreËnanovÈ iÛny (Na2HPO4) v pomere 1:4. Tento
systÈm m· veæmi v˝znamn˙ ˙lohu v intracelul·rnej tekutine.
Pri prekyslenÌ systÈmu (znÌûenÌ hodnoty pH) hydrogenfos-
foreËnanovÈ iÛny s˙ akceptorom iÛnov H+ za vzniku
iÛnov . Vzniknut˝ nadbytok NaH2PO4 sa vyl˙Ëi ob-
liËkami. Pri bazicite (zv˝öenÈ hodnoty pH) sa pH prostredia
upravuje t˝m, ûe iÛny uvoæÚuj˙ iÛny H+ za vzniku
iÛnov .

AcidÛza + H+ →

AlkalÛza → + H+

Porucha acidob·zickej rovnov·hy sa vyskytuje pri rÙz-
nych klinick˝ch situ·ci·ch, preto medzi z·kladnÈ vyöetrenia
ak˙tne chor˝ch pacientov patrÌ aj stanovenie hodnÙt pH, kon-
centr·cie (tlaku) CO2 a iÛnov v krvi. KeÔûe s t˝mto
typom vyöetrenÌ sa mÙûu ûiaci stretn˙ù aj v rÙznych filmoch,
ûiadalo by sa, aby vedeli v r·mci vöeobecnÈho vzdelania nieËo
aj o vplyve pH krvi na æudsk˝ organizmus. Na doplnenie
moûno uviesù aj prv˙ pomoc pri ˙prave pH krvi v æudskom
organizme. Pri poklese pH pod hodnotu 7,2 sa pod·va intra-
venÛzne (r˝chla ˙prava pH), alebo peror·lne (pomalöia ˙prava
pH) NaHCO3 (cit.11). Pri alkalÛze sa pouûÌva chlorid amÛnny
NH4Cl, ale iba peror·lne, intravenÛzne nie, pre toxicitu
v krvi. IÛny sa po absorpcii z Ëreva metabolizuj˙ v peËeni
na moËovinu a HCl zniûuje pH (cit.11).

Pri uËive o hodnot·ch pH roztokov je moûnÈ pouvaûovaù
nad postupmi pri konzervovanÌ ovocia a zeleniny. V˝sledkom
˙vah by malo byù poznanie, ûe v kyslom prostredÌ s˙ ob-
medzenÈ, nevhodnÈ podmienky na rozmnoûovanie mikroor-
ganizmov. Aby konzervovanÈ ovocie alebo zelenina neples-
neli, nekvasili, uchov·vaj˙ sa v kyslom prostredÌ. Pri konzer-
vovanÌ ovocia a zeleniny sa najËastejöie pouûÌvaj˙ kyselina
citrÛnov· (C6H8O7, E 330), jablËn· (C4H6O5, E 296), octov·
(CH3COOH, E 260) (cit.15ñ17). V kyslom prostredÌ (pH 2,5 aû
4,0) sa uplatÚuje aj optim·lny konzervaËn˝ ˙Ëinok kyseliny
benzoovej (C6H5COOH, E 210), ako aj kyseliny sorbovej
(C6H8O2, E 200) (cit.17). Uv·dzanie oznaËovania kyselÌn v po-
travin·ch m· svoje opodstatnenie pri zÌskavanÌ vöeobecnÈho
chemickÈho vzdelania.

5. Z·ver

Ak by sme chceli do ËasovÈho priestoru vymedzenÈho vo
vyuËovacom procese na jednotliv˝ch typoch ökÙl (z·klad-
n˝ch, stredn˝ch) na uËivo o pH prostredÌ vtesnaù vöetky spo-
menutÈ inform·cie prostrednÌctvom v˝kladovej metÛdy, bolo
by to nemoûnÈ. Pre uËiteæov chÈmie, ktorÌ s˙ flexibilnÌ, krea-
tÌvni, iniciatÌvni, to vöak tak˝ nerealizovateæn˝ problÈm nie je,
pretoûe vo vyuËovacom procese vyuûÌvaj˙ aj inÈ, ako v˝-
kladovÈ metÛdy. œalöÌm dÙleûit˝m faktorom ovplyvÚuj˙cim
kvalitu a kvantitu poskytovan˝ch inform·ciÌ je skutoËnosù, ûe
uËiteæ chÈmie z·kladnej a strednej ökoly pripravuje ûiakov nie
len pre vyööÌ stupeÚ ökoly, ale predovöetk˝m pre ûivot. Preto
vöetky poskytnutÈ inform·cie nemusÌ ûiak vedieù interpretovaù
presne (sk˙öanie), predovöetk˝m m· vöak zÌskaù schopnosù
spr·vne sa orientovaù pri vyhæad·vanÌ, dopÂÚanÌ dan˝ch infor-
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m·ciÌ, na z·klade vedomostÌ prehodnocovaù inform·cie po-
skytovanÈ v reklam·ch, mÈdi·ch, Ëi s˙ to inform·cie ten-
denËnÈ, ne˙plnÈ, alebo komplexnÈ, experiment·lne overenÈ.
ätudent m· zÌskaù trval˙ vedomosù, ûe chÈmia je s˙Ëasùou vedy
o prÌrode, ûivote.

KeÔûe z·sluhou projektu Infovek sa na Slovensku kaûdo-
roËne zvyöuje poËet ökÙl (z·kladn˝ch, stredn˝ch) pripojen˝ch
na Internet, vyuËuj˙ci chÈmie by mal ötudentov informovaù aj
o prÌpadn˝ch www str·nkach s danou tematikou18,19.
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University, Bansk· Bystrica, Slovak Republic): Human Body
and pH of Solutions

Chemical education is very pronouncedly aimed at accu-
mulation of theoretical knowledge and there is only little effort
to acquire skills in using the knowledge for application to
problems of everyday life. To make chemical education more
topical, pH values in the human digestive tract, urinary system,
cardiovascular system and skin are mentioned in teaching pH
of solutions.
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