
Ekologicky a energeticky v˝hodnÈ mikroorganismy

SnÌûenÈ n·klady na oh¯ÌvacÌ/chladÌcÌ procesy, vysokÈ v˝-
tÏûky p¯i reakcÌch zahrnujÌcÌch termolabilnÌ sloûky, kapacita
pro monitorov·nÌ ûivotnÌho prost¯edÌ za nÌzk˝ch teplot a v ne-
poslednÌ ¯adÏ i rychlÈ a ekonomickÈ ukonËenÌ procesu mÌrn˝m
zv˝öenÌm teploty jsou hlavnÌ v˝hody, kterÈ p¯edurËujÌ boom
v pouûitÌ psychrofilnÌch a psychrotolerantnÌch mikroorganis-
m˘ v 21. stoletÌ.

Jsou to mikroorganismy, kterÈ jsou schopny r˘st a rozmno-
ûovat se za teplot blÌzk˝ch 0 ∞C. Ob˝vajÌ oblasti, kde se pr˘-
mÏrn· teplota pohybuje  pod  5 ∞C. Protoûe takovÈ  oblasti
zaujÌmajÌ vÌce neû t¯i Ëtvrtiny naöÌ planety (oce·ny, Arktida,
Antarktida, ledovce), p¯edstavujÌ mikroorganismy adaptova-
nÈ na nÌzkÈ teploty v˝znamnou skupinu organism˘.

K tomu, aby dok·zaly p¯eûÌvat v chladn˝ch prost¯edÌch si
tyto mikroorganismy vyvinuly celou ¯adu adaptaËnÌch mecha-
nism˘ u vöech sv˝ch bunÏËn˝ch sloûek, zahrnujÌcÌch membr·-
ny, systÈm zajiöùujÌcÌ energii, expresnÌ systÈm, biodegradaËnÌ
dr·hy i sloûky podÌlejÌcÌ se na p¯Ìjmu ûivin. Vöechny tyto
mechanismy lze popsat v r·mci adaptaËnÌch zmÏn jejich bu-
nÏËn˝ch protein˘ a lipid˘. V p¯ÌpadÏ protein˘ je cÌlem udrûenÌ
dostateËnÈ flexibility struktur i za nÌzk˝ch teplot, coû zajiöùujÌ
p¯edevöÌm nekovalentnÌ interakce danÈho proteinu. BÌlkovin-
nÈ katalyz·tory, enzymy, z psychrofilnÌch a psychrotolerant-
nÌch mikroorganism˘, pak majÌ na rozdÌl od sv˝ch mezofilnÌch
protÏjök˘ nÌzkÈ teplotnÌ optimum, vysokou katalytickou schop-
nost za nÌzk˝ch teplot a v neposlednÌ ¯adÏ vykazujÌ znaËnou
nestabilitu za vyööÌch teplot. Ze sloûek bunÏËn˝ch lipid˘, tvo-
¯ÌcÌch membr·novÈ systÈmy, hrajÌ rozhodujÌcÌ ˙lohu v zacho-

v·nÌ bunÏËnÈ ûivotnosti za nÌzk˝ch teplot mastnÈ kyseliny.
NejËastÏjöÌmi mechanismy, vedoucÌmi k zachov·nÌ fluidity
bunÏËnÈ membr·ny, jsou zkracov·nÌ dÈlky ¯etÏzce mastn˝ch
kyselin a syntÈza nenasycen˝ch a vÏtven˝ch mastn˝ch kyselin.
Na rozdÌl od zmÏn v bunÏËn˝ch proteinech, kterÈ jsou v˝luËnÏ
v·z·ny na genom, zmÏny ve sloûenÌ lipid˘ mohou b˝t jak
genotypovÈ tak fenotypovÈ. Mikroorganismy tak majÌ schop-
nost regulovat sloûenÌ svÈ bunÏËnÈ membr·ny p¯Ìmo v z·vis-
losti na vnÏjöÌch podmÌnk·ch, tj. p¯Ìmo reagovat na enviro-
ment·lnÌ podnÏty.

Z hlediska praktickÈho vyuûitÌ tÏchto mikroorganism˘ do-
ch·zÌ v poslednÌ dobÏ ke studiu jejich moûn˝ch aplikacÌ v ¯a-
dÏ biotransformaËnÌch a bioremediaËnÌch technologiÌ. Jejich
hlavnÌ v˝hodou je moûnost dekontaminace zneËiötÏn˝ch zÛn in
situ za  teplot pod 15 ∞C, tj. tam, kde  vÏtöina  mezofilnÌch
mikroorganism˘ vykazuje minim·lnÌ aktivity. Jako p¯Ìklad
m˘ûe slouûit biodegradace vÌcesytn˝ch alkohol˘ (ethylen-,
propylen-, diethylenglykol) uvolÚujÌcÌch se z nemrznoucÌch
smÏsÌ pouûÌvan˝ch v leteckÈm pr˘myslu a nach·zejÌcÌch se
v okolÌ letiöùnÌch drah. Avöak v souËasnÈ dobÏ jsou nejvÌce
vyuûÌv·ny enzymy izolovanÈ z tÏchto mikroorganism˘, kterÈ
dÌky sv˝m vlastnostem mohou slouûit v ¯adÏ praktick˝ch apli-
kacÌ zahrnujÌcÌ öirokÈ spektrum biotechnologick˝ch oblastÌ
(na p¯Ìklad pracÌ prost¯edky, mlÈk·rensk˝ a masn˝ pr˘mysl,
ËiötÏnÌ kontaktnÌch ËoËek).

Michal Stibor
a Blanka Kr·lov·

Chem. Listy 95, 81 (2001) ⁄vodnÌk

81



ADSORP»NÕ  ROZPOUäTÃCÕ  METODY  V  ELEKTROANAL›ZE  ñ
DATAB¡ZE  APLIKACÕ

ROBERT KALVODAa, JIÿÕ BAREKb

a MICHAL DÿEVÕNEKa

aUNESCO Laborato¯ elektrochemie ûivotnÌho prost¯edÌ,
⁄stav fyzik·lnÌ chemie J. HeyrovskÈho, Akademie vÏd »eskÈ
republiky, Dolejökova 3, 182 23 Praha 8, e-mail: Michal.
Drevinek@hornet.cz, bUNESCO laborato¯ elektrochemie ûi-
votnÌho prost¯edÌ, Katedra analytickÈ chemie, P¯ÌrodovÏdec-
k· fakulta, Univerzita Karlova, Albertov 2030, 128 43 Pra-
ha 2, e-mail: Barek@.natur.cuni.cz

VÏnov·no prof. Ing. Karlu ätulÌkovi, DrSc. k jeho 60. naro-
zenin·m

Doölo dne 2.IX.2000

KlÌËov· slova: adsorpËnÌ rozpouötÏcÌ voltametrie a chronopo-
tenciometrie, datab·ze aplikacÌ

Obsah

1. ⁄vod
2. ElektrochemickÈ adsorpËnÌ rozpouötÏcÌ metody
3. MetodologickÈ aspekty

3.1. AkumulaËnÌ proces
3.2. RozpouötÏcÌ proces

4. ZhodnocenÌ a porovn·nÌ adsorpËnÌ rozpouötÏcÌ
voltametrie a adsorpËnÌ rozpouötÏcÌ
chronopotenciometrie

5. VyuûitÌ elektrochemick˝ch adsorpËnÌch metod
6. Datab·ze aplikacÌ

1. ⁄vod

Nesporn˝m p¯Ìnosem stopovÈ anal˝ze jsou elektroanaly-
tickÈ metody pracujÌcÌ s elektrochemick˝m nahromadÏnÌm
sledovanÈ l·tky z roztoku na elektrodÏ n·sledovan˝m jejÌm
elektrochemick˝m rozpouötÏnÌm. DetekËnÌ limit p¯i tÏchto
metod·ch leûÌ v oblasti nanomol·rnÌch aû subnanomol·rnÌch
koncentracÌ. Dnes jiû klasick·, vöeobecnÏ hojnÏ pouûÌvan·
metoda anodickÈ rozpouötÏcÌ voltametrie (ASV) p¯ÌpadnÏ
anodickÈ rozpouötÏcÌ chronopotenciometrie (ASCP) pracuje
s elektrolytick˝m vyluËov·nÌm stop iont˘ kov˘ na elektrodÏ
a rozpouötÏnÌm depozitu zpÏt do roztoku polarizacÌ elektrody
ke kladn˝m potenci·lov˝m hodnot·m za voltametrickÈ nebo
chronopotenciometrickÈ kontroly. Vedle tÈto metody, vhodnÈ
zejmÈna ke stanovenÌ stopov˝ch mnoûstvÌ tÏûk˝ch kov˘ nap¯.
ve vod·ch, lze jeötÏ uvÈst katodickou rozpouötÏcÌ voltametrii
(CSV), spoËÌvajÌcÌ ve vzniku kovov˝ch iont˘ anodickou oxi-
dacÌ materi·lu elektrody, kterÈ reagujÌ se stanovovanou sloû-

kou za vzniku m·lo rozpustnÈ slouËeniny na povrchu elektro-
dy, jeû je poslÈze katodicky rozpouötÏna. V pr˘bÏhu doby byly
publikov·ny r˘znÈ dalöÌ varianty uveden˝ch metod ñ v detai-
lech je nutno odk·zat na monografickou literaturu nap¯.1ñ3.

Vedle zmÌnÏn˝ch elektrolytick˝ch zp˘sob˘ slouûÌcÌch
k nahromadÏnÌ stanovovanÈ l·tky na elektrodÏ m˘ûe b˝t vy-
uûito k tomuto ˙Ëelu i adsorpce povrchovÏ aktivnÌch l·tek na
povrchu elektrody. Jde zejmÈna o povrchovÏ aktivnÌ komple-
xy kov˘ a velk˝ soubor organick˝ch slouËenin. O tÈto metodÏ,
tedy adsorpËnÌ rozpouötÏcÌ voltametrii nebo adsorpËnÌ roz-
pouötÏcÌ chronopotenciometrii pojedn·v· tento Ël·nek, kter˝
je mÌnÏn jako informativnÌ ˙vod k datab·zi, zahrnujÌcÌ zhruba
dva tisÌce pracÌ z tohoto oboru, publikovan˝ch pracovnÌky
vöech svÏtadÌl˘. Tato datab·ze bude souËasnÏ s uve¯ejnÏnÌm
tohoto Ël·nku ve svÈ ˙plnÈ formÏ vystavena jako p¯Ìloha na
internetovÈ str·nce Ëasopisu ChemickÈ listy (http://staff.vscht.
cz/chem_listy/download/adsvi.zip).

2. ElektrochemickÈ adsorpËnÌ rozpouötÏcÌ
metody

P¯i tÏchto metod·ch se bÏhem rozpouötÏcÌho, podle anglo-
saskÈ literatury ÑstripovacÌhoì procesu, sleduje redukce Ëi
oxidace l·tky p¯edtÌm nakoncentrovanÈ na elektrodÏ adsorpcÌ.
Pro tento zp˘sob anal˝zy s vyhodnocov·nÌm voltametrickÈho
z·znamu rozpouötÏcÌ k¯ivky byl navrûen4 a je vöeobecnÏ vûit˝
n·zev adsorpËnÌ rozpouötÏcÌ voltametrie (Adsorptive Strip-
ping Voltammetry ñ AdSV). Jestliûe je k rozpouötÏcÌmu kroku
pouûito potenciometrickÈ kontroly, jedn· se o adsorpËnÌ roz-
pouötÏcÌ  potenciometrii  AdSP. (Ve  shodÏ s terminologiÌ
IUPAC by vöak mÏl b˝t pouûÌv·n termÌn adsorpËnÌ rozpouö-
tÏcÌ chronopotenciometrie ñ AdSCP). Oba tyto rozpouötÏcÌ
kroky ñ voltametrick˝ i chronopotenciometrick˝ ñ jsou vÌce-
mÈnÏ rovnocennÈ, nicmÈnÏ se p¯ece jen vyznaËujÌ urËit˝-
mi specifick˝mi vlastnostmi, kterÈ budou v dalöÌm diskuto-
v·ny.

Z historickÈho hlediska budiû uvedeno, ûe zv˝öenÌ sign·lu
v oscilografickÈ polarografii st¯Ìdav˝m proudem5 (podle ter-
minologie IUPAC by tato metoda mÏla b˝t naz˝v·na cyklic-
kou derivaËnÌ chronopotenciometriÌ) v d˘sledku redukce na-
adsorbovanÈ l·tky na elektrodÏ bylo pops·no jiû v r. 1955, a to
u studia roztok˘ element·rnÌ sÌry6. PodobnÈ efekty byly pozo-
rov·ny i u organick˝ch l·tek a p¯i adsorpci m·lo rozpustn˝ch
anorganick˝ch slouËenin, nap¯. AgI a PbSO4 (cit.7). P¯Ìklad
adsorpËnÌho nahromadÏnÌ redukovateln˝ch organick˝ch slou-
Ëenin, prov·dÏnÈho p¯i konstantnÌm napÏtÌ v ˙dobÌ p¯ed pola-
rizacÌ elektrody st¯Ìdav˝m proudem, je uveden v pr·ci8. Teo-
retickÈ z·klady adsorpËnÌ rozpouötÏcÌ anal˝zy byly pops·ny
zejmÈna v cit.9,10 podobnÏ jako experiment·lnÌ uspo¯·d·nÌ
a pracovnÌ postupy p¯i pouûitÌ r˘zn˝ch typ˘ elektrod a samo-
z¯ejmÏ takÈ nejr˘znÏjöÌ moûnosti pouûitÌ tÈto metody. V dal-
öÌm proto bude z¯etel vÏnov·n spÌöe porovn·nÌ obou nejËastÏji
pouûÌvan˝ch metod AdSV a AdSCP z hledisek jejich p¯ednos-
tÌ jak pro rychlÈ sÈriovÈ anal˝zy, tak takÈ pro z·kladnÌ v˝zkum
v elektroanalytickÈ chemii, biochemii, toxikologii aj.
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3. MetodologickÈ aspekty

ObÏ diskutovanÈ metody, AdSV i AdSCP, jsou zaloûeny
na procesu akumulaËnÌm, n·sledovan˝m procesem rozpouö-
tÏcÌm a to za potenciostatick˝ch nebo galvanostatick˝ch pod-
mÌnek.

3 . 1 . A k u m u l a Ë n Ì p r o c e s

Pro optimalizaci akumulaËnÌho procesu, kter˝ se u volt-
ametrickÈ i chronopotenciometrickÈ metody prov·dÌ poten-
ciostaticky, je nutnÈ nalÈzt nejprve nejv˝hodnÏjöÌ potenci·l
akumulace a dobu jejÌho trv·nÌ ñ vhodn˝ postup je pops·n
nap¯. v cit.9 V ¯adÏ p¯Ìpad˘ lze  vöak  sledovanÈ l·tky na
elektrodÏ nahromadit adsorpcÌ pouze jejÌm vno¯enÌm do zkou-
manÈho roztoku po urËitou dobu p¯i rozpojenÈm elektrickÈm
obvodu.

P¯ed zah·jenÌm akumulaËnÌho procesu je t¯eba vÏnovat
pozornost p¯ÌpravÏ vzorku, zejmÈna s ohledem na p¯ÌpadnÈ
interference povrchovÏ aktivnÌch l·tek (PAL) Ëasto nedefino-
vanÈho sloûenÌ. AdSCP je podstatnÏ mÈnÏ citliv· na zmÌnÏnÈ
interference ve srovn·nÌ s AdSV. P¯i pouûitÌ ASV nebo AdSV
ke stanovenÌ stop tÏûk˝ch kov˘ ve vod·ch je nutno nejprve
odstranit interferujÌcÌ PAL, nap¯. vhodn˝m zp˘sobem minera-
lizace, p¯ÌpadnÏ vhodn˝mi separaËnÌmi metodami Ëi postupy,
nem·-li  dojÌt k  neû·doucÌmu ovlivnÏnÌ (snÌûenÌ,  p¯ÌpadnÏ
i ˙plnÈmu vymizenÌ) mÏ¯enÈho sign·lu. NÏkdy lze zabr·nit
interferencÌm PAL volbou dostateËnÏ pozitivnÌho akumulaË-
nÌho potenci·lu, p¯i nÏmû jeötÏ k jejich ruöivÈ adsorpci na
elektrodÏ nedoch·zÌ. Jako p¯Ìklad takovÈ moûnosti m˘ûe slou-
ûit metoda AdSV na stanovenÌ uranu ve vod·ch bez p¯edchozÌ
˙pravy vzorku11. S eventu·lnÌ konkurenËnÌ adsorpcÌ, zejmÈ-
na p¯i pr·ci s biologick˝mi vzorky, je vöak nutno poËÌtat
i u AdSCP, jak m˘ûe b˝t demonstrov·no na p¯Ìkladu stanove-
nÌ erythromycinu v moËi12. DalöÌ v·ûnÈ potÌûe u obou metod
mohou takÈ vyvstat p¯i stanovenÌ kov˘ po jejich vazbÏ do
chel·t˘ vlivem konkurenËnÌ adsorpce ligandu, jehoû musÌ b˝t
v roztoku koncentraËnÌ nadbytek.

3 . 2 . R o z p o u ö t Ï c Ì p r o c e s

V AdSV lze rozpouötÏcÌ proces kontrolovat klasickou DC
metodou, kter· m· v˝hodu v tom, ûe umoûÚuje lepöÌ promÏ-
¯ov·nÌ v˝öky pÌku neû tomu je nap¯. u metody diferenËnÏ
pulsnÌ, vzhledem k vÌce mÈnÏ p¯ÌmkovÈmu pr˘bÏhu DC k¯iv-
ky v ÑËistÈmì z·kladnÌm elektrolytu. Zhruba stokr·t citlivÏjöÌ
metody pulsnÌ (diferenËnÏ pulsnÌ, square wave a AC metody)
sledujÌ v roztoku elektrolytu z·vislost funkce diferenci·lnÌ
kapacity na potenci·lu elektrody, projevujÌcÌ se n·r˘stem sig-
n·lu v oblasti blÌzk˝ch meznÌmu kladnÈmu a z·pornÈmu po-
tenci·lu, coû v tÏchto potenci·lov˝ch oblastech m˘ûe znesnad-
nit mÏ¯enÌ v˝öky pÌku. Proto je nÏkdy DC metoda v˝hodnÏj-
öÌ4,9. Pokud se t˝k· citlivosti pulsnÌch metod, ta b˝v· u square
wave techniky nejvyööÌ13, avöak tento efekt Ëasto z·visÌ na
typu adsorb·tu na elektrodÏ. V˝öka sign·lu je p¯Ìmo ˙mÏrn·
rychlosti n·r˘stu polarizaËnÌho napÏtÌ, coû p¯edstavuje dalöÌ
moûnost zv˝öenÌ citlivosti. V AdSCP se p¯i potenciometric-
kÈm, ale i chemickÈm rozpouötÏnÌ sleduje pr˘bÏh dt/dE vs. E
(cit.14,15), p¯iËemû pr˘bÏh tÈto z·vislosti je tvarovÏ stejn˝ jako
u bÏûnÏ pouûÌvanÈho pr˘bÏhu diferenËnÏ pulsnÌho v AdSV.
Velikost sign·lu odpovÌdajÌcÌ funkci dt/dE a tedy do jistÈ mÌry

i citlivost lze zv˝öit rychlostÌ vzorkov·nÌ klasickÈho pr˘bÏhu
z·vislosti potenci·lu na Ëase. Sign·l v AdSCP m˘ûe b˝t d·le
zv˝öen i snÌûenÌm rozpouötÏcÌho proudu, neboù p¯echodov˝
Ëas je nep¯Ìmo ˙mÏrn˝ proudu, nicmÈnÏ tento rozpouötÏcÌ
proud musÌ mÌt vûdy vÏtöÌ hodnotu neû proud nabÌjecÌ. Prin-
cipi·lnÏ lze rozpouötÏcÌ proces takÈ prov·dÏt chemicky spon-
t·nnÌ oxidacÌ depozitu vhodn˝m oxidaËnÌm Ëinidlem p¯Ìtom-
n˝m v roztoku. Jako oxidaËnÌ Ëinidlo slouûÌ nejËastÏji kyslÌk
p¯Ìtomn˝ v analyzovanÈm roztoku. Tento zp˘sob vöak b˝v·
nejËastÏji pouûÌv·n v anodickÈ rozpouötÏcÌ chronopotencio-
metrii k rychl˝m sÈriov˝m anal˝z·m. ObecnÏ platÌ, ûe v chro-
nopotenciometrick˝ch rozpouötÏcÌch metod·ch se m· up¯ed-
nostnit metoda konstantnÌho proudu k zaruËenÌ lepöÌ kontroly
vöech parametr˘.

K podstatnÈmu n·r˘stu citlivosti u obou metod (AdSV
i AdSCP) m˘ûe dojÌt v¯azenÌm katalytickÈho procesu paralel-
nÏ k procesu elektrodovÈmu uplatÚujÌcÌm se bÏhem rozpouö-
tÏcÌho kroku. Takov˝ postup byl v polarografii prvnÏ pops·n
Wiesnerem v r. 1943 (cit.16), kdy produkt elektrodovÈ reakce
reagoval se sloûkou v roztoku, regenerujÌcÌ p˘vodnÌ elektro-
aktivnÌ slouËeninu, coû se projevilo n·r˘stem p˘vodnÌho po-
larografickÈho proudu. Tento proudov˝ n·r˘st je z·visl˝ na
rychlostnÌ konstantÏ paralelnÌ chemickÈ reakce. Jako p¯Ìklad
tohoto jevu v adsorpËnÌch rozpouötÏcÌch metod·ch m˘ûe b˝t
zmÌnÏno stanovenÌ Co, Mo, Cr, Pt a jin˝ch kov˘ za p¯Ìtomnosti
chloreËnan˘, bromiËnan˘, dusitan˘ aj.17,18

4. ZhodnocenÌ a porovn·nÌ adsorpËnÌ
rozpouötÏcÌ voltametrie
a chronopotenciometrie

Jednou z v˝hod AdSCP v porovn·nÌ s AdSV je menöÌ
citlivost na ruöiv˝ vliv PAL v roztoku, protoûe potenci·l
elektrody nenÌ z·visl˝ na diferenci·lnÌ kapacitÏ elektrodovÈ
dvojvrstvy. P¯i pouûitÌ uhlÌkov˝ch elektrod lze navÌc oËek·vat
p¯i nastavenÌ vysok˝ch citlivostÌ menöÌ öum na k¯ivk·ch: ten
totiû vznik· n·razem elektron˘ na Ë·steËky uhlÌku p¯i mÏ¯enÌ
proudov˝ch sign·l˘ p¯i potenciostatick˝ch metod·ch, na roz-
dÌl od chronopotenciometrick˝ch metod, kdy se mÏ¯Ì potenci·l
elektrody. Toto jsou nespornÈ faktory p¯ispÌvajÌcÌ k vyööÌ
citlivosti chronopotenciometrick˝ch metod p¯i mÏ¯enÌ z·vis-
lost dt/dE vs. E. DalöÌm p¯Ìzniv˝m faktorem ovlivÚujÌcÌm
citlivost je jiû zmÌnÏn· rychlost vzorkov·nÌ p¯i sledov·nÌ tÈto
funkce a ev. pouûitÌ nÌzkÈ hodnoty rozpouötÏcÌho proudu
a v neposlednÌ ¯adÏ vÌcemÈnÏ p¯Ìmkov˝ pr˘bÏh z·kladnÌho
elektrolytu, kter˝ nekopÌruje pr˘bÏh z·vislosti diferenci·lnÌ
kapacity na potenci·lu, jak tomu je u pulsnÌch voltametrick˝ch
metod. V˝hodou chronopotenciometrick˝ch metod je takÈ
zhruba o 150 mV vÏtöÌ p¯epÏtÌ vodÌku na rtuùovÈ elektrodÏ,
patrnÏ v d˘sledku pomalÈ molalisace vodÌku p¯i rychl˝ch
zmÏn·ch potenci·lu elektrody. V oscilografickÈ polarogra-
fii, kde byl tento jev bÏûnÏ vyuûÌv·n, je tato rychlost ¯·du
1000 V.sñ1. TÌm je i p¯i AdSCP rozöÌ¯en potenci·lov˝ rozsah,
na kter˝ lze elektrodu polarizovat, coû lze analyticky vyuûÌt19.

PonÏkud spornou v˝hodou ñ i kdyû Ëasto citovanou ñ je
moûnost provozovat galvanostatickÈ metody za p¯Ìtomnosti
kyslÌku rozpuötÏnÈho v roztoku, coû samoz¯ejmÏ p¯ispÌv·
k rychlosti prov·dÏn˝ch anal˝z (ostatnÏ totÈû platÌ pro AdSV
p¯i pouûitÌ mikroelektrod). P¯i pr·ci v neutr·lnÌch nepufrova-
n˝ch roztocÌch vöak m˘ûe dojÌt k ruöiv˝m vliv˘m v d˘sledku
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alkalizace povrchu elektrody OHñ ionty vznikl˝mi redukcÌ
kyslÌku.

V˝öe zmÌnÏnÈ v˝hody z¯ejmÏ p¯ispÏly v poslednÌ dobÏ
k oblibÏ chronopotenciometrickÈ metody, coû tÈû ovlivnilo
v˝robu r˘zn˝ch typ˘ jedno˙Ëelov˝ch analyz·tor˘ Ëasto s pra-
covnÌ elektrodou pouze Ñna jedno pouûitÌì (cit.20). V˝znam
voltametrick˝ch metod mimo jinÈ spoËÌv· v jejich nezastupi-
telnosti v z·kladnÌm elektrochemickÈm v˝zkumu a v nalezenÌ
optim·lnÌch parametr˘ pro analytick· mÏ¯enÌ a to i metodou
AdSCP.

Vzhledem k v˝öe uvedenÈmu lze snad konstatovat, ûe obÏ
metody, voltametrick· i chronopotenciometrick·, jsou vÌce
mÈnÏ ekvivalentnÌ a ûe je pro uûivatele v˝hodnÈ, jestliûe jeho
elektrochemick˝ analyz·tor umoûÚuje pouûitÌ obou metod
tak, aby k ¯eöenÌ urËitÈho problÈmu mohla b˝t vybr·na ta
optim·lnÌ.

5. VyuûitÌ elektrochemick˝ch adsorpËnÌch
metod

Z dosud publikovan˝ch pracÌ zab˝vajÌcÌch se adsorpËnÌmi
rozpouötÏcÌmi metodami je patrnÈ, ûe jich lze v˝hodnÏ pouûÌt
ve stopovÈ anal˝ze kov˘ a to i tÏch, kterÈ se vymykajÌ bÏûn˝m
polarografick˝m Ëi voltametrick˝m metod·m, zejmÈna meto-
dÏ anodickÈ rozpouötÏcÌ anal˝zy21,22 (jde nap¯. o Al, Ba, Be,
Ca, Rh, Pt a mnoho jin˝ch). Citlivost AdSV nebo AdSCP je
navÌc Ëasto vyööÌ neû ASV, protoûe kov se nerozpouötÌ v ob-
jemu rtuti visÌcÌ rtuùovÈ kapkovÈ elektrody, ale tvo¯Ì spÌöe
monomolekul·rnÌ vrstvu komplexu na jejÌm povrch. Adsorp-
ËnÌ rozpouötÏcÌ metody sk˝tajÌ navÌc moûnost stanovovat vel-
k˝ sortiment organick˝ch slouËenin. NeËastÏji se jedn· o l·tky
biologicky aktivnÌ a o l·tky v˝znamnÈ z hlediska environmen-

t·lnÌho. Jako p¯Ìklad lze uvÈzt vyuûitÌ tÏchto metod p¯i sta-
novenÌ chemick˝ch karcinogen˘23,24 Ëi environment·lnÏ v˝-
znamn˝ch barviv25. Vedle organick˝ch slouËenin nesoucÌch
elektroaktivnÌ funkËnÌ skupinu mohou b˝t na elektrodÏ tÈû
akumulov·ny l·tky projevujÌcÌ se pouze povrchovou aktivi-
tou, kterÈ vykazujÌ tensametrick˝ efekt. Vedle problematiky
rutinnÌ anal˝zy jsou tyto metody zajimavÈ i pro specializovanÈ
aplikace nap¯. v oblasti biologie a toxikologie. Tak nap¯.
zmÏny v redox sign·lech sloûek DNA imobilizovan˝ch na
povrchu elektrody m˘ûe b˝t pouûito k indikaci poruöenÌ DNA
v d˘sledku chemickÈho nebo fyzik·lnÌho p˘sobenÌ. ÿada slou-
Ëenin interagujÌcÌch s DNA (nap¯. antrachinony, genotoxickÈ
aromatickÈ aminy aj.) mohou poskytovat v d˘sledku tÈto
vazby s DNA sign·ly vyuûitelnÈ v toxikologickÈ anal˝ze.
Biosensor vytvo¯en˝ naadsorbov·nÌm DNA na povrchu elek-
trody m˘ûe b˝t pouûit k  sledov·nÌ  specifick˝ch  sekvencÌ
¯etÏzce DNA vir˘ Ëi bakteriÌ s cÌlem diagnostiky nÏkter˝ch
chorob (AIDS, Hepatitis B, TBC). Tato detekce je zaloûena na
znalosti posloupnosti b·zÌ v DNA detegovan˝ch patogen˘ tak,
ûe na elektrodÏ je imobilizov·no vl·kno DNA majÌcÌ takov˝
sled b·zÌ, aby mohlo dojÌt hybridizacÌ ke spojenÌ s bakteri·lnÌ
Ëi virovou DNA p¯Ìtomnou ve vzorku na z·kladÏ komplemen-
t·rnosti ¯etÏzc˘. Dluûno vöak poznamenat, ûe tyto diagnostic-
kÈ metody jsou st·le jeötÏ ve v˝vojovÈm st·diu. VÌce o tÈto
tematice lze nalÈzt v cit.26 UvÈst by bylo moûno i sledov·nÌ
imunologick˝ch reakcÌ metodou AdSV. PraktickÈ aplikace
AdSV jsou pops·ny nap¯. v 9,21,22.

6. Datab·ze aplikacÌ

Rychl˝ n·r˘st poËtu pracÌ zab˝vajÌcÌch se vyuûitÌm elek-
trochemick˝ch adsorpËnÌch metod vedl k vybudov·nÌ rozs·h-

Obr. 1. P¯Ìklad formul·¯ovÈho zobrazenÌ datab·ze organick˝ch slouËenin
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lÈ bibliografickÈ datab·ze, kter· je rozt¯ÌdÏna do t¯Ì datab·zo-
v˝ch soubor˘ v programu Microsoft Access. PrvnÌ soubor
obsahuje vÌce neû 700 pracÌ popisujÌcÌch stanovenÌ jednotli-
v˝ch kov˘ pomocÌ adsorpËnÌch rozpouötÏcÌch metod, p¯iËemû
jednotlivÈ kovy jsou zde pro p¯ehlednost ¯azeny abecednÏ.
Druh˝ obsahuje vÌce neû 1200 pracÌ vÏnovan˝ch stanovenÌ
r˘zn˝ch organick˝ch slouËenin tÏmito technikami. P¯Ìsluön˝
formul·¯ odpovÌdajÌcÌ vybranÈmu z·znamu z tÈto Ë·sti data-
b·ze je pro ilustraci zn·zornÏn na obr. 1. T¯etÌ soubor obsahuje
nÏkolik desÌtek obecnÏji zamÏ¯en˝ch pracÌ t˝kajÌcÌ se obec-
n˝ch princip˘, teorie a historie elektrochemick˝ch metod vy-
uûÌvajÌcÌch adsorpËnÌ akumulace. Tato datab·ze je na vyû·d·-
nÌ k dispozici na e-mailov˝ch adres·ch autor˘ a souËasnÏ je
vystavena jako doplÚkov˝ materi·l k tÈto publikaci na inter-
netovÈ str·nce Ëasopisu ChemickÈ listy http://staff.vscht.cz/
chem_listy/download/adsvi.zip.

Auto¯i dÏkujÌ za finanËnÌ podporu Ministerstvu ökolstvÌ,
ml·deûe a tÏlov˝chovy (projekt 113100002) a GrantovÈ agen-
tu¯e »eskÈ republiky (grant 203/98/1187).
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1. ⁄vod

Kapil·rna plynov· chromatografia (CGC) patrÌ medzi naj-
v˝znamnejöie metÛdy anal˝zy opticky aktÌvnych organick˝ch
l·tok. K v˝hod·m tejto metÛdy patrÌ znaËn· separaËn· ˙Ëin-
nosù, rozliöovacia schopnosù, reprodukovateænosù ˙dajov
a pr·ca s mal˝mi mnoûstvami vzoriek.

Pri priamej separ·cii enantiomÈrov metÛdou CGC sa do-
siahol znaËn˝ pokrok najm‰ po zavedenÌ modifikovan˝ch
cyklodextrÌnov ako stacion·rnych f·z1ñ4. CyklodextrÌny s˙
cyklickÈ glukÛzovÈ oligomÈry so 6, 7 alebo 8 glukÛzov˝mi
jednotkami, ktorÈ sa vyr·baj˙ enzymatick˝m ötiepenÌm ökro-
bu cyklodextrÌn-glukanoyl transfer·zou,  alebo  synteticky2.
NatÌvne cyklodextrÌny ako stacion·rne f·zy v plynovej chro-
matografii vykazuj˙ nÌzke separaËnÈ ˙Ëinnosti bez ohæadu na
to, Ëi sa pouûÌvaj˙ ako tuhÈ f·zy v chromatografii plynñtuh·
f·za, alebo ako roztoky v chromatografii plynñkvapalina2.
SeparaËnÈ ˙Ëinnosti kolÛn sa podstatne zv˝öia, ak sa ako
stacion·rne f·zy pouûij˙ deriv·ty cyklodextrÌnov (modifiko-
vanÈ cyklodextrÌny)1ñ4. Na obr. 1 je schÈma glukopyranÛzovej
stavebnej jednotky s oznaËenÌm uhlÌkov˝ch atÛmov a substi-

tuentov, ktor˝ch charakter rozhoduje o vlastnostiach modifi-
kovan˝ch cyklodextrÌnov.

V s˙Ëasnosti sa na separ·ciu rÙznych typov organick˝ch
enantiomÈrov vyuûÌvaj˙ najm‰ kremennÈ kapil·rne kolÛny
zmoËenÈ s rÙzne modifikovan˝mi α-, β- a γ-cyclodextrinov˝-
mi stacion·rnymi f·zami1ñ4. Enantioselektivita cyklodextrÌno-
v˝ch f·z je na rozdiel od in˝ch opticky aktÌvnych stacion·r-
nych f·z univerz·lna a vhodn· na separ·ciu rozmanit˝ch typov
organick˝ch opticky aktÌvnych zl˙ËenÌn1ñ4.

Na prÌpravu kolÛn s cyklodextrÌnov˝mi stacion·rnymi
f·zami moûno vyuûiù Ëist˝ deriv·t cyklodextrÌnu, alebo jeho
roztok vo vhodnom rozp˙öùadle. Medzi najËastejöie pouûÌvanÈ
rozp˙öùadl· pre modifikovanÈ cyklodextrÌny patria polymÈrne
silox·ny, naprÌklad OV-1701 (cit.2). KolÛny pripravenÈ s ta-
k˝mito zmesn˝mi f·zami vykazuj˙ veæmi dobrÈ separaËnÈ
vlastnosti, ich enantioselektivita je vöak v dÙsledku zriedenia
chir·lnej Ëasti stacion·rnej f·zy niûöia ako enantioselektivita
kolÛn s Ëistou opticky aktÌvnou f·zou.

EnantiomÈrna selektivita zmesnej stacion·rnej f·zy z·visÌ
od typu cyklodextrÌnu, povahy substituentov a ich polohy
v molekule cyklodextrÌnu a pri zmesn˝ch f·zach aj od obsahu
cyklodextrÌnovÈho deriv·tu a polarity polysilox·nu.

V predch·dzaj˙cej pr·ci sme zhrnuli z·kladnÈ poznatky
o vyuûitÌ cyklodetrÌnov ako stacion·rnych f·z na separ·ciu
enantiomÈrov organick˝ch opticky aktÌvnych zl˙ËenÌn kapi-
l·rnou plynovou chromatografiou1. V tejto pr·ci sa hodnotia
z·kladnÈ parametre, ktorÈ ovplyvÚuj˙ plynovo-chromatogra-
fick˙ separ·ciu enantiomÈrov opticky aktÌvnych zl˙ËenÌn v ka-
pil·rnych kolÛnach zmoËen˝ch roztokmi modifikovan˝ch cy-
klodextrÌnov rozpusten˝ch v nechir·lnom polysilox·ne.

2. Zloûenie zmesnej stacion·rnej f·zy

2 . 1 . O b s a h m o d i f i k o v a n È h o
c y k l o d e x t r Ì n u v z m e s n ˝ c h f · z a c h

Vlastnosti chir·lnej stacion·rnej f·zy z·visia od viacer˝ch
faktorov. Medzi z·kladnÈ patrÌ typ cyklodextrÌnovÈho deriv·-

Obr. 1. SchÈma glukopyranÛzovej stavebnej jednotky cyklodextrÌ-
nov. GlukopyranÛzy v molekul·ch cyklodextrÌnu s˙ spojenÈ cez atÛmy
kyslÌka viazanÈ na 1 a 4 uhlÌkovom atÛme;l ñ atÛmy kyslÌka,¡ ñ atÛ-
my uhlÌka, R1, R2 a R3 ñ substituenty. VodÌkovÈ atÛmy nie s˙ oznaËenÈ
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tu a jeho obsah v polysilox·novom rozp˙öùadle. So vzrastaj˙-
cim obsahom chir·lneho selektora v stacion·rnej f·ze vzrast·
enantioselektivita kolÛny. Pre kolÛny so zmesn˝mi f·zami
v ktor˝ch sa ako chir·lny selektor pouûÌva tuh˝ (kryötalick˝)
cyklodextrÌn sa vöak zistilo, ûe enantioselektivita tak˝chto
zmesn˝ch f·z vzrast· s obsahom cyklodextrÌnovÈho deriv·tu
v polysilox·ne len po urËit˙ hranicu5ñ8. T·to hraniËn· koncen-
tr·cia sa pohybuje od 15 % do 50 % v z·vislosti od typu
polysilox·nu a cyklodextrÌnovÈho deriv·tu5,9. Na obr. 2 je
uveden· z·vislosù selektivitnÈho faktora (α) od obsahu okta-
kis(2,6-di-O-pentyl-3-O-butyryl)-γ-CD (%w) v polysilox·ne
OV-1701 nameran· pre enantiomÈry g·fru pri 80 ∞C. Navyöe
sa zistilo, ûe s rast˙cim obsahom kryötalickÈho cyklodextrÌno-
vÈho deriv·tu v zmesn˝ch f·zach kles· ˙Ëinnosù kapil·rnych
kolÛn. Ak obsah cyklodextrÌnovÈho deriv·tu vzrastie  nad
urËit˙ hodnotu, kolÛna str·ca tak separaËn˙ ˙Ëinnosù ako aj
enantioselektivitu. Tak·to stacion·rna f·za sa st·va nehomo-
gÈnnou a cyklodextrÌnov˝ deriv·t sa zo zmesnej f·zy vyluËu-
je8. Tak naprÌklad enantiomÈry pinÈnu sa separovali na stacio-
n·rnej f·ze s obsahom 10 % permetyl-β-CD. Na stacion·rnej
f·ze s obsahom 30 % permetyl-β-CD sa tieto enantiomÈry
uû nepodarilo rozlÌöiù10. S rast˙cim obsahom cyklodextrÌnu
v zmesnej f·ze vzrast· aj Ëas potrebn˝ na separ·ciu. Obsah
kryötalickÈho cyklodextrÌnovÈho deriv·tu determinuje navyöe
aj minim·lnu teplotu, pri ktorej eöte stacion·rna f·za poskytuje
symetrickÈ pÌky. S rast˙cim obsahom cyklodextrÌnu, vzrast·
aj t·to minim·lna teplota. Tak naprÌklad enantiomÈry niekto-
r˝ch diolov sa separuj˙ iba na zmesn˝ch stacion·rnych f·zach,
nie vöak v kolÛnach s Ëist˝m tuh˝m cyklodextrÌnov˝m deri-
v·tom11. Vzùah medzi obsahom kryötalickÈho cyklodextrÌnu
a enantioselektivitou zmesnej stacion·rnej f·zy sa sledoval pri
rÙznych teplot·ch. vantí Hoffove z·vislosti (ln α od 1/T) pre
jednotlivÈ kolÛny boli priamkovÈ s rÙznymi smernicami, ktorÈ
sa pretÌnali pri urËitej teplote. Nad touto teplotou sa enantio-
mÈry separovali v kolÛnach s vyööÌm obsahom cyklodextrÌno-
vÈho deriv·tu a pod touto teplotou sa separ·cia enantiomÈrov
dosiahla v kolÛnach s niûöÌm obsahom cyklodextrÌnovÈho
deriv·tu12. Bicchi so spol. ötudoval vplyv obsahu heptakis(2,6-
-di-O-acetyl-6-O-terc-butyl-dimetylsilyl)-β-cyklodextrÌnu v OV-
-1701 na eluËnÈ poradie enantiomÈrov mentolu a izomentolu.
Z kolÛny, ktor· obsahovala 50 % cyklodextrÌnovÈho deriv·tu
eluovali enantiomÈry v obr·tenom eluËnom poradÌ, ako z ko-
lÛny v ktorej bol 10%-n˝ obsah cyklodextrÌnovÈho deriv·tu.
Z kolÛny s 30 % obsahom cyklodextrÌnovÈho deriv·tu eluovali
ötudovanÈ enantiomÈry nerozlÌöenÈ13.

2 . 2 . T y p c y k l o d e x t r Ì n u

V s˙Ëasnosti sa nedarÌ predpovedaù ako ovplyvÚuje typ
cyklodetrÌnovÈho selektora (α-, β- a γ-CD) enantioselektivitu
stacion·rnej f·zy. EnantiomÈry niektor˝ch zl˙ËenÌn vyûaduj˙
pri separ·cii definovan˙ veækosù dutiny a inÈ sa separuj˙
nez·visle od pouûitÈho typu cyklodextrÌnu. SpoËiatku sa pred-
pokladalo, ûe z·kladom rozlÌöenia enantiomÈrov na cyklodex-
trÌnov˝ch f·zach je tvorba inkl˙znych komplexov a preto na
separ·ciu enantiomÈrov objemn˝ch analytov sa vyûadovali
v‰Ëöie dutiny (β- resp. γ-CD) a na separ·ciu enantiomÈrov
mal˝ch molek˙l menöie dutiny (α, resp. β-CD). V rozpore
s t˝mto predpokladom sa vöak darilo separovaù objemnÈ mo-
lekuly δ-laktÛnov na α-CD (cit.14) a malÈ molekly alifatick˝ch
uhæovodÌkov na γ-CD (cit.2,15). V niektor˝ch prÌpadoch, sa

zmenou veækosti cyklodextrÌnovej dutiny  dosiahlo  obr·te-
nÈ eluËnÈ poradie enantiomÈrov15. Tak naprÌklad Kobor so
spol.16, zÌskali na rovnak˝ch deriv·toch α-CD na β-CD ob-
r·tenÈ eluËnÈ poradie enantiomÈrov fenyletanolu. Obr·tenÈ
eluËnÈ poradie je zrejmÈ aj z obr. 3 na ktorom je chromato-
gram separ·cie enantiomÈrov O-metyl-N-trifluoroacetyl valÌ-
nu v kapil·rnej kolÛne so zmesnou f·zou {heptakis(2,6-di-O-
-metyl-3-O-pentyl)-β-CD rozpusten˝ v polysilox·ne OV-1701
v hmotnostnom pomere 3:7} (A) a {oktakis(2,6-di-O-metyl-
-3-O-pentyl)-γ-CD rozpusten˝ v polysilox·ne OV-1701 v hmot-
nostnom pomere 3:7} (B) pri 70 ∞C.

Obr·tenie eluËnÈho poradia enantiomÈrov sa pozorovalo
separ·ciou opticky aktÌvnych zl˙ËenÌn na rovnako substituo-
van˝ch CD selektoroch s p·rnym a nep·rnym poËtom gluko-
pyranÛzov˝ch jednotiek (α- a β-CD, resp. β- a γ-CD). Zmena
eluËnÈho poradia enantiomÈrov sa doteraz nepozorovala pri
separ·cii enantiomÈrov na rovnako substituovan˝ch CD se-
lektoroch s p·rnym poËtom glukopyranÛzov˝ch jednotiek17

(α- a γ-CD).

2 . 3 . P o l a r i t a p o l y s i l o x · n o v È h o
r o z p ˙ ö ù a d l a

Pretoûe cyklodextrÌnovÈ deriv·ty v z·vislosti od charakte-
ru substituentov vykazuj˙ rÙznu polaritu, na prÌpravu zmes-
n˝ch f·z sa pouûÌvaj˙ polysilox·ny s rozdielnou polaritou. Pre
pol·rne deriv·ty cyklodextrÌnov sa ako rozp˙öùadl· odpor˙Ëa-
j˙ pol·rne polysilox·ny v ktor˝ch sa tieto cyklodextrÌnovÈ de-
riv·ty lepöie rozp˙öùaj˙, Ëo umoûÚuje zv˝öiù ich obsah v zmes-
n˝ch stacion·rnych f·zach. Zv˝öenÌm obsahu chir·lneho se-
lektora v zmesn˝ch stacion·rnych f·zach sa vo vöeobecnosti
zv˝öi enantioselektivita kolÛny. Pol·rne interakcie polysilo-
x·nov a cyklodextrÌnov˝ch selektorov vöak mÙûu aj zhoröiù
enantioselektivitu zmesnej stacion·rnej f·zy18. Ak sa na prÌ-
pravu zmesn˝ch f·z pouûij˙ pol·rne polysilox·ny, vplyvom
pol·rnych interakciÌ vzrast· retencia enantiomÈrov pol·rnych
zl˙ËenÌn, Ëo pri danej teplote predlûuje Ëas anal˝zy. Preto je
v˝hodnejöie aj pre pol·rne cyklodextrÌnovÈ deriv·ty pouûÌvaù
ako rozp˙öùadl· stredne pol·rne polysilox·ny. Okrem skr·te-
nia anal˝zy sa na t˝chto zmesn˝ch f·zach spravidla zlepöÌ aj
tvar pÌkov8. Pre stredne pol·rne cyklodextrÌnovÈ deriv·ty sa
na prÌpravu zmesn˝ch f·z odpor˙Ëa pouûÌvaù ako rozp˙öùadl·
stredne pol·rne, alebo nepol·rne polysilox·ny. Pretoûe roz-
pustnosù cyklodextrÌnov˝ch deriv·tov v nepol·rnych polysi-

Obr. 2. Z·vislosù selektivitnÈho faktora (α) od obsahu oktakis(2,6-
-di-O-pentyl-3-O-butyryl)-γ-CD (%w) v polysilox·ne OV-1701 na-
meran· pre enantiomÈry g·fru pri 80 ∞C
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lox·noch je obmedzen·, na prÌpravu zmesn˝ch f·z s t˝mito
polysilox·nmi sa pouûÌvaj˙ niûöie obsahy cyklodextrÌnov˝ch
deriv·tov, alebo sa separ·cia uskutoËnÌ pri vyööej teplote16.
Zistilo sa, ûe z·vislosù enantioselektivity niektor˝ch zmesn˝ch
f·z od  polarity pouûitÈho  polysilox·nu je zloûit·, pretoûe
selektivitn˝ faktor α pre enantiomÈry niektor˝ch opticky ak-
tÌvnych zl˙ËenÌn sa so vzrastaj˙cou polaritou polysilox·nu
zvyöuje a pre inÈ zniûuje. ZnÌûenÌm polarity polysilox·nu
v zmesn˝ch f·zach, sa v‰Ëöinou znÌûi retencia enantiomÈrov,
Ëo umoûÚuje ich separovaù pri niûöÌch teplot·ch, a t˝m zv˝öiù
enantioselektivitu zmesnej f·zy (zv˝öiù hodnoty selektivit-
n˝ch koeficientov α). Pre enantiomÈry niektor˝ch analytov sa
vöak znÌûenÌm separaËnej teploty enantioselektivita zmesnej
f·zy zhoröÌ19. PouûitÌm stredne pol·rnych polysilox·nov na
v˝robu zmesn˝ch f·z sa podarilo rozdeliù enantiomÈry nie-
ktor˝ch zl˙ËenÌn, ktorÈ sa neseparovali na zmesn˝ch f·zach
s pol·rnym polysilox·nom20. ät˙diom teplotn˝ch z·vislostÌ
(naprÌklad ln α od 1/T) enantiomÈrov separovan˝ch v kolÛ-
nach v ktor˝ch sa na prÌpravu zmesn˝ch f·z pouûili rÙzne
pol·rne polysilox·ny sa zistilo, ûe zmenou polarity polysilo-
x·nu sa menia aj smernice Ëiar. Z·vislosti s˙ priamkovÈ a pre-
tÌnaj˙ sa pri urËit˝ch teplot·ch12.

2 . 4 . T y p a p o l o h a s u b s t i t u e n t o v
v c y k l o d e x t r Ì n o v ˝ c h d e r i v · t o c h

2.4.1. Charakter substituenta v polohe 3

Substit˙cia vodÌkov˝ch atÛmov v hydroxylovej skupine
viazanej na uhlÌkovom atÛme v polohe 3 rÙznymi substituen-
tami sa ötudovala najËastejöie, pretoûe charakter substituenta
v tejto polohe podstatne ovplyvÚuje enantioselektivitu cyklo-
dextrÌnovÈho selektora. Substituent v polohe 3 je takmer rov-
nobeûn˝ s osou cyklodextrÌnovÈho torusu21. Charakter tohto
substituenta v˝razne ovplyvÚuje konform·ciu cyklodextrÌnu
a navyöe, interakcie enantiomÈrov s t˝mto substituentom s˙
rozhoduj˙ce v prÌpadoch v ktor˝ch separ·cia enantiomÈrov
z·visÌ od inkl˙zie analytu do dutiny cyklodextrÌnovÈho deri-
v·tu. Voæbou tohto substituenta, moûno voliù interakcie, ktorÈ
ovplyvÚuj˙ separ·ciu enantiomÈrov. Tak naprÌklad acylov·
skupina umoûÚuje elektrÛn donor-akceptorovÈ interakcie22ñ24,
alkylov· skupina van der Waalsove interakcie24 a karbam·to-
v· skupina interakcie vodÌk˝ch v‰zieb25. Pri v˝bere tohto sub-
stituenta sa zohæadÚuje vöeobecne akceptovan˝ poznatok, ûe
pol·rne zl˙Ëeniny sa lepöie separuj˙ na pol·rnych deriv·toch,
napriek tomu, ûe enantiomÈry niektor˝ch pol·rnych zl˙ËenÌn
sa lepöie separovali na deriv·toch cyklodextrÌnov s alkylovou
skupinou v polohe 3 (cit.26,27) a enantiomÈry niektor˝ch nepo-
l·rnych analytov sa lepöie separovali na deriv·toch cyklodex-
trÌnov, ktorÈ mali v polohe 3 pol·rnu funkËn˙ skupinu.

2.4.2. Charakter substiuenta v polohe 6

Za predpokladu, ûe separ·cia enantiomÈrov vyûaduje in-
kl˙ziu do dutiny cyklodextrÌnu a ostatnÈ funkËnÈ skupiny
analytu interaguj˙ na povrchu cyklodextrÌnu so substituentami
v  polohe  2 a  3,  substituent  v polohe  6 sa bezprostredne
nez˙ËastÚuje enantioselktÌvnych interakciÌ. Charakter tohto
substituenta vöak v˝razne ovplyvÚuje tvar cyklodextrÌnovÈho
konusu a t˝m inkl˙ziu analytu do dutiny. Substit˙ciou vodÌ-
kovÈho atÛmu v OH skupine viazanej na 6 uhlÌkovom atÛ-

me tercbutyldimetylsilylovou (TBDMS) skupinou sa v˝razne
zmenÌ konform·cia cyklodextrÌnu, Ëo prispieva k enantiose-
lektivite tak˝chto deriv·tov28,29. NahradenÌm TBDMS skupi-
ny acetylovou skupinou sa konform·cia cyklodextrÌnu v˝raz-
ne nezmenÌ, enantioselektivita zÌskanej f·zy sa vöak zmenöÌ.
Pokles enatioselektivity t˝chto f·z sa vysvetæuje interakciami
acetylovej skupiny s ostatn˝mi substituentami cyklodextrÌno-
vÈho deriv·tu, Ëo zniûuje flexibilitu tohoto deriv·tu. Kim so
spol.30 zistili, ûe enantioselektivitu cyklodextrÌnov˝ch deriv·-
tov ovplyvÚuje aj hydrofÛbnosù substituenta v polohe 6.

2.4.3. Charakter substiuenta v polohe 2

V prÌpadoch, v ktor˝ch separ·cia enantiomÈrov vyûaduje
tvorbu inkl˙znych komplexov, substituent v polohe 2 ovplyv-
Úuje separ·ciu enantiomÈrov menej v˝znamne, ako substi-
tuenty v poloh·ch 3 a 6. KeÔûe substituent v polohe 2 smeruje
von z dutiny, neovplyvÚuje v˝znamne tvar cyklodextrÌnovej
dutiny a inkl˙ziu analytu. V prÌpade, ûe separ·cia enantiomÈ-
rov z·visÌ od interakciÌ na povrchu cyklodextrÌnovÈho deriv·-
tu, substituent v polohe 2 vöak mÙûe separ·ciu enantiomÈrov
v˝razne ovplyvniù.

3. PracovnÈ podmienky a ötrukt˙ra analytu

3 . 1 . C h a r a k t e r i s t i k y k o l Û n y
a m o b i l n e j f · z y

Parametre kolÛny a vlastnosti mobilnej f·zy ovplyvÚuj˙
enatiomÈrnu separ·ciu v podstatne menöej miere ako vlastnos-
ti stacion·rnej f·zy. Separ·ciu enantiomÈrov ovplyvÚuje dÂûka
kolÛny, hr˙bka filmu stacion·rnej f·zy a vn˙torn˝ priemer
kapil·ry. Pre kolÛny s dÂûkou (10 m aû 25 m) sa zistilo, ûe
dÂûka prakticky neovplyvÚuje hodnoty selektivitnÈho fakto-
ra α (cit.31). Ak je hodnota selektÌvitnÈho faktora dostatoËne
veæk·, na separ·ciu spravidla postaËuj˙ kr·tke kolÛny (60 cm

Obr. 3. Plynovochromatografick· separ·cia enantiomÈrov O-me-
tyl-N-trifluoroacetyl valÌnu v kapil·rnej kolÛne so zmesnou f·zou
{heptakis(2,6-di-O-metyl-3-O-pentyl)-β-CD rozpusten˝ v polysi-
lox·ne OV-1701 v hmotnostnom pomere 3:7} (A) a {oktakis(2,6-
-di-O-metyl-3-O-pentyl)-γ-CD rozpusten˝ v polysilox·ne OV-1701
v hmotnostnom pomere 3:7} (B) pri 70 ∞C
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aû 5 m)32. Separ·ciu enantiomÈrov v kratöÌch kolÛnach navyöe
moûno realizovaù pri niûöÌch teplot·ch, Ëo je v˝hodnÈ, pretoûe
enantioselektivita chir·lneho selektora spravidla s klesaj˙cou
teplotou separ·cie vzrast·. EnantiomÈry niektor˝ch zl˙ËenÌn
je preto v˝hodnÈ separovaù v kratöÌch kolÛnach, pretoûe poûa-
dovan· separ·cia v dlhöÌch kolÛnach by sa dosiahla za veæmi
dlh˝ Ëas. Kratöie kolÛny vöak moûno vyuûiù v˝hodne najm‰
na separ·ciu enantiomÈrov zl˙ËenÌn s niûöou prchavosùou a ak
ich netreba separovaù vo veæmi komplikovan˝ch matriciach,
pretoûe skr·tenÌm kolÛny sa zmenöuje aj jej separaËn· ˙Ëin-
nosù5. Hr˙bka filmu stacion·rnej f·zy v˝znamne neovplyvÚuje
enantiomÈrnu separ·ciu. S rast˙cou hr˙bkou filmu stacion·r-
nej f·zy v kolÛne vöak vzrast· retencia, spravidla bez v˝raznej
zmeny selektivity, napriek tomu, ûe sa pozoroval aj pokles
enantioselektivity v kolÛnach s hruböÌm filmom stacion·rnej
f·zy31. Priemer kolÛny prakticky neovplyvÚuje enantioselek-
tivitu separaËnÈho procesu. Pouûitie kolÛn s v‰ËöÌm prieme-
rom vöak umoûÚuje d·vkovaù v‰Ëöie mnoûstv·.

Mobiln· f·za ovplyvÚuje enantiomÈrnu separ·ciu najm‰
prostrednÌctvom r˝chlosti, ktorou pr˙di v kolÛne. Pri hodno-
tenÌ vplyvu  r˝chlosti nosnÈho plynu  na  enantioselektivitu
stacion·rnej f·zy boli publikovanÈ protichodnÈ v˝sledky. Za-
tiaæ Ëo Hardt so spol. zistili, ûe hodnota selektivitnÈho faktora
sa so zmenou prietoku mobilnej f·zy v kolÛne nemenÌ5, Grob
so spol. zistili, ûe zvyöovanÌm prietoku nosnÈho plynu sa
separ·cia enantiomÈrov obsahuj˙cich hydroxylov˙ skupinu
zhoröÌ, ale pre zl˙Ëeniny s in˝mi funkËn˝mi skupinami obsa-
huj˙cich atÛm kyslÌka sa zlepöÌ33. PodobnÈ v˝sledky sa do-
siahli pre vöetky najËastejöie pouûÌvanÈ mobilnÈ f·zy v plyno-
vej  chromatografii  (H2, He, N2)

33. Z t˝chto  v˝sledkov  sa
usudzuje, ûe vplyv r˝chlosti prietoku mobilnej f·zy kolÛnou
na separ·ciu enantiomÈrov z·visÌ aj od ötrukt˙ry analytu.
Pouûitie NH3 ako mobilnej f·zy sÌce nezlepöilo enantiomÈrnu
separ·ciu, avöak v porovnanÌ s ostatn˝mi nosn˝mi plynmi sa
v˝razne zlepöila symetria pÌkov opticky aktÌvnych zl˙ËenÌn,
ktorÈ obsahovali NH2 skupiny a navyöe sa znÌûila medza
detekcie34.

3 . 2 . P r a c o v n È p o d m i e n k y

Z pracovn˝ch podmienok, ktorÈ sa nastavuj˙ v plynovej
chromatografii, separ·ciu enantiomÈrov ovplyvÚuje najm‰ te-
plota kolÛny, spÙsob a teplota kondicionovania kolÛny a Ëas
skladovania kolÛny. ZniûovanÌm teploty sa spravidla hodnota
selektivitnÈho koeficienta α uvaûovan˝ch enantiomÈrov zvy-
öuje, preto sa na separ·ciu pouûÌva najniûöia teplota, pri ktorej
sa eöte akceptuje Ëas separ·cie. Minim·lna teplota separ·cie
sa volÌ s ohæadom na charakter cyklodextrÌnovÈho deriv·tu,
charakter polysilox·nu a parametre kolÛny. Vo vöeobecnosti
platÌ, ûe zmesnÈ f·zy s nepol·rnym polysilox·nom moûno
pouûÌvaù pri niûöÌch teplot·ch ako f·zy pre ktorÈ sa pouûil
pol·rny polysilox·n. Preto sa na prÌpravu zmesn˝ch f·z odpo-
r˙Ëa rozp˙öùaù cyklodextrÌnovÈ deriv·ty v najmenej pol·rnych
polysilox·noch, v ktor˝ch sa eöte rozpustÌ poûadovan˝ obsah
cyklodextrÌnovÈho deriv·tu. Teplota kondicionovania kolÛ-
ny ovplyvÚuje separ·ciu enantiomÈrov iba v t˝ch prÌpadoch
v ktor˝ch sa na prÌpravu stacion·rnej f·zy pouûije tuh˝ cyklo-
dextrÌnov˝ deriv·t. TakÈto kolÛny treba kondicionovaù pri
teplot·ch vyööÌch, ako je teplota topenia cyklodextrÌnovÈho
deriv·tu10,35. SkladovanÌm kolÛn s cyklodextrÌnov˝mi stacio-
n·rnymi f·zami rozpusten˝mi v polysilox·noch sa str·ca ich

enantioselektivita. Pravdepodobn˝m dÙvodom straty enantio-
selektivity s˙ zmeny fyzik·lnej modifik·cie cyklodextrÌnovÈ-
ho deriv·tu v roztoku, alebo jeho rekryötaliz·cia. U niektor˝ch
deriv·tov sa zistila strata enantioselektivity po skladovanÌ
dlhöom ako 2 mesiace. U niektor˝ch cyklodextrÌnov˝ch deri-
v·tov strata enantioselektivity vplyvom skladovania bola len
doËasn· a rekondicion·ciou kolÛny sa ju podarilo obnoviù36.

3 . 3 . ä t r u k t ˙ r a a n a l y t u

Medzi v˝znamnÈ parametre, od ktor˝ch z·visÌ enantiose-
lektivita chir·lneho  selektora  patrÌ charakter, konfigur·cia
a konform·cia opticky aktÌvnych zl˙ËenÌn. Medzi najdÙleûi-
tejöie fyzik·lne parametre analytov patrÌ ich prchavosù, preto-
ûe od nej z·visÌ teplota separ·cie a t˝m nepriamo aj hodnota
selektivitnÈho faktora α (cit.37). Veæmi prchavÈ analyty treba
separovaù pri nÌzkych teplot·ch. Z neprchav˝ch analytov treba
pripraviù takÈ deriv·ty aby ich enantiomÈry bolo moûno sepa-
rovaù pri teplot·ch, pri ktor˝ch je cyklodextrÌnov˝ selektor
st·ly. Separ·cia enantiomÈrov z·visÌ aj od konfigur·cie a kon-
form·cie opticky aktÌvnych zl˙ËenÌn a od charakteru funkË-
n˝ch skupÌn38,39. Pretoûe mechanizmus separ·cie enantiomÈ-
rov na cyklodextrÌnov˝ch stacion·rnych f·zach nie je zn·my,
v s˙Ëasnosti prakticky nemoûno predpovedaù typ stacion·rnej
f·zy, ktor˙ by bolo vhodnÈ pouûiù na enantiomÈrnu separ·ciu
dan˝ch opticky aktÌvnych zl˙ËenÌn. VhodnÈ stacion·rne f·zy
sa hæadaj˙ skusmo postupmi, ktorÈ s˙ zn·me ako ÑmetÛdy
pokusu a omyluì.

4. Z·ver

V Ël·nku s˙ zhrnutÈ poznatky o z·kladn˝ch parametroch,
ktorÈ ovplyvÚuj˙ plynovo-chromatografick˙ separ·ciu enan-
tiomÈrov organick˝ch opticky aktÌvnych zl˙ËenÌn v kapil·r-
nych kolÛnach zmoËen˝ch s deriv·tmi α-, β- a γ-cyklodextrÌ-
nov. Z Ël·nku vypl˝va, ûe medzi z·kladnÈ parametre, ktorÈ
ovplyvÚuj˙ enantioselektivitu stacion·rnych CD f·z patrÌ typ
cyklodextrÌnu, charakter substituentov a ich poloha v gluko-
pyranÛzovej jednotke cyklodextrÌnu. KvapalnÈ CD deriv·ty
moûno pouûiù ako stacion·rne f·zy bezprostredne. Z tuh˝ch
(kryötalick˝ch) deriv·tov sa vyr·baj˙ zmesnÈ stacion·rne f·zy
(roztoky CD deriv·tov vo vhodnom polysilox·novom poly-
mÈre). Zistilo sa, ûe enantioselektivita zmesn˝ch stacion·r-
nych f·z z·visÌ tak od obsahu CD deriv·tu v tomto roztoku
ako aj od polarity polysilox·novÈho rozp˙öùadla. Z experi-
ment·lnych podmienok ovplyvÚuje enantioselektivitu najm‰
teplota kolÛny, podmienky pri tepelnom formovanÌ kolÛny
a Ëas skladovania kolÛny.
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1. ⁄vod

PsychrofilnÌ a psychrotrofnÌ mikroorganismy ûijÌ v pol·r-
nÌch, alpsk˝ch, hlubokomo¯sk˝ch nebo jin˝ch oblastech, kde
se teplota pohybuje pod 5 ∞C. Tyto chladovÏ adaptovanÈ mi-
kroorganismy si v pr˘bÏhu evoluce vyvinuly ¯adu mechanis-
m˘, kterÈ jim umoûnily existenci za nÌzk˝ch teplot. AdaptaËnÌ
zmÏny tÏchto mikroorganism˘ zahrnujÌ jak zmÏny ve struktu¯e
protein˘ (enzymy) tak zmÏny ve sloûenÌ lipid˘ tvo¯ÌcÌch bu-
nÏËnÈ membr·ny. StrukturnÌ zmÏny protein˘ majÌ na rozdÌl od
lipidov˝ch, kterÈ majÌ genotypov˝ i fenotypov˝ charakter,
pouze genotypov˝ charakter. Enzymy, kterÈ jsou produkov·-
ny psychrotrofnÌmi a psychrofilnÌmi mikroorganismy jsou
schopny katalyzovat reakce p¯i teplot·ch blÌzk˝ch 0 ∞C. Tyto
enzymy jsou charakterizov·ny vysokou katalytickou aktivitou
p¯i nÌzk˝ch teplot·ch, ale jsou teplotnÏ labilnÌ. Vzhledem
k jejich vysokÈ specifickÈ aktivitÏ a jejich rychlÈ inaktivaci p¯i
teplot·ch, kdy jsou enzymy z mesofilnÌch mikroorganism˘
bÏûnÏ aktivnÌ, majÌ spoleËnÏ s jejich producenty velk˝ bio-
technologick˝ potenci·l. Studie srovn·vajÌcÌ strukturu tÏchto
enzym˘ s jejich mesofilnÌmi a termofilnÌmi analogy uk·zaly,
ûe molekul·rnÌ podstata jejich adaptace na teploty blÌzkÈ 0 ∞C
je z nejvÏtöÌ Ë·sti zp˘sobena snahou zachovat flexibilitu jejich
struktury. Ta u dosud studovan˝ch enzym˘ vych·zÌ z oslabenÌ
intramolekul·rnÌch interakcÌ a naopak ze zesÌlenÌ interakcÌ
s rozpouötÏdlem. Tyto modifikace jsou vöak doprov·zeny ma-
lou stabilitou za vyööÌch teplot, coû je cena za jejich vysokou

aktivitu p¯i teplot·ch, kterÈ jsou obecnÏ povaûov·ny za nÌzkÈ.
V˝öe zmÌnÏnÈ vlastnosti umoûÚujÌ jejich pouûitÌ v biotechno-
logiÌch, a to p¯edevöÌm tam, kde jsou bÏûnÈ teploty neû·doucÌ
(potravin·¯sk˝ pr˘mysl) a kde nÌzkÈ provoznÌ teploty zname-
najÌ snÌûenÌ n·klad˘ a takÈ snÌûenÈ riziko bÏûnÈ kontaminace.
Ze sloûek membr·nov˝ch lipid˘ jsou to hlavnÏ mastnÈ kyse-
liny, kterÈ se nejvÏtöÌ mÏrou podÌlejÌ na zachov·nÌ fluidity
bunÏËnÈ membr·ny. A pr·vÏ nenasycenÈ mastnÈ kyseliny
naöly uplatnÏnÌ v potravin·¯skÈm pr˘myslu a jsou dosud jed-
in˝m zn·m˝m p¯Ìkladem slouËenin nebÌlkovinovÈho p˘vodu
z chladovÏ adaptovan˝ch mikroorganism˘ s p¯Ìmou aplikacÌ.
NovÈ poznatky studia molekul·rnÌ genetiky chladovÏ adap-
tovan˝ch mikroorganism˘ umoûnily vedle p¯ÌmÈho vyuûitÌ
tÏchto mikroorganism˘ v modernÌch biotechnologiÌch i vyuûi-
tÌ nÏkter˝ch jejich bunÏËn˝ch produkt˘.

2. V˝skyt a definice psychrofilnÌch
a psychrotrofnÌch mikroorganism˘

Velk· Ë·st naöÌ planety nedosahuje ani teploty 5 ∞C, coû je
teplota p¯i nÌû ËlovÏk pociùuje chlad. Je t¯eba si uvÏdomit, ûe
t¯i Ëtvrtiny ZemÏ pokr˝vajÌ oce·ny, v jejichû hlubin·ch je
teplota nÌzk· a cel˝ jeden svÏtadÌl, Antarktida, m· chladnÈ
prost¯edÌ v pr˘bÏhu celÈho roku. Mikroorganismy schopnÈ
r˘st za nÌzk˝ch teplot jsou zn·my jiû vÌce neû 100 let a to jak
v p¯ÌrodnÌch podmÌnk·ch (mo¯e, p˘da) tak v prost¯edÌ vytvo-
¯enÈm ËlovÏkem (potraviny). Z hlediska za¯azenÌ tÏchto mi-
kroorganism˘ jiû v roce 1902 Schmidt-Nielsen1 pouûil termÌn
psychrofil a to pro bakterie schopnÈ r˘st p¯i 0 ∞C. O rok pozdÏji
Muller argumentoval, ûe mnoho bakteriÌ rostoucÌch p¯i 0 ∞C
m· optim·lnÌ teplotu r˘stu v rozmezÌ 20ñ30 ∞C, tj. v oblasti,
kde bÏûnÏ rostou mesofilnÌ mikroorganismy a navrhl pro tyto
mikroorganismy oznaËenÌ psychrotolerantnÌ2. I p¯esto, ûe se
v pr˘bÏhu let definice psychrofilnÌch a psychrotolerantnÌch
mikroorganism˘ nÏkolikr·t zmÏnila, v souËasnosti je obecnÏ
uzn·v·na definice popsan· Moritou3, kter˝ v roce 1975 popsal
chladovÏ adaptovanÈ mikroorganismy pomocÌ jejich minim·l-
nÌch, optim·lnÌch a maxim·lnÌch r˘stov˝ch teplot. Tak pro
psychrofilnÌ mikroorganismus je minim·lnÌ, optim·lnÌ a ma-
xim·lnÌ teplota <0, <15 a <20 ∞C. Na druhou stranu mikroor-
ganismy, kterÈ majÌ tyto r˘stovÈ teploty 0ñ5, >15, >20 ∞C jsou
naz˝v·ny psychrotrofnÌmi. V nÏkterÈ literatu¯e je pro tuto
skupinu mikroorganism˘ dosud pouûÌv·n termÌn psychrotole-
rantnÌ4 a pro ˙plnost je t¯eba zmÌnit, ûe p¯ed Moritovou definicÌ
byl takÈ pro tyto mikroorganismy pouûÌv·n termÌn fakultativ-
nÏ psychrofilnÌ5. P¯es jasnou a p¯esnou definici nelze vöak
p¯edpokl·dat, ûe vöechny mikroorganismy beze zbytku zapa-
dajÌ do jednÈ ze dvou skupin. PsychrofilnÌ mikroorganismy
rostou, na rozdÌl od psychrotrofnÌch, v uûöÌm rozmezÌ teplot
a jsou nejËastÏji izolov·ny ze st·le chladn˝ch oblastÌ i kdyû
nep¯edstavujÌ dominantnÌ typy6. PravdÏpodobnÏ i v tÏchto
oblastech majÌ psychrotrofnÌ kmeny urËitÈ v˝hody jako je
nap¯Ìklad dostupnost ûivin. V˝jimkou je tajÌcÌ led u b¯eh˘
Antarktidy, kde ¯ada studiÌ uk·zala, ûe hlavnÌ skupinou mi-
kroorganism˘ jsou psychrofily7. P¯estoûe je schopnost r˘st za
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nÌzk˝ch teplot öiroce rozöÌ¯en· mezi mikrobi·lnÌ florou a za-
hrnuje vöechny jejich hlavnÌ skupiny (bakterie, kvasinky, ¯asy,
houby, plÌsnÏ), v poslednÌ dobÏ byla vÏnov·na nejvÏtöÌ pozor-
nost bakteriÌm. Dosud nenÌ zn·m jedin˝ z·stupce archaeobak-
teriÌ s touto vlastnostÌ, ale je jen ot·zka Ëasu, kdy i v tÈto sku-
pinÏ mikroorganism˘ bude izolov·n psychrofilnÌ nebo psy-
chrotolerantnÌ druh. Zd· se pravdÏpodobnÈ, ûe podobnÏ jako
schopnost fotosyntetizovat, byla schopnost r˘st p¯i nÌzk˝ch
teplot·ch zÌsk·v·na v pr˘bÏhu evoluce a ¯ada mikroorganism˘
reprezentujÌcÌ öirokÈ spektrum taxonomicky odliön˝ch druh˘
si tuto vlastnost postupnÏ osvojovala. ObecnÏ lze vöak ¯Ìct, ûe
psychrofilnÌ a psychrotrofnÌ mikroorganismy se vyskytujÌ ve
dvou prost¯edÌch, v potravin·ch skladovan˝ch za nÌzk˝ch
teplot a v chladn˝ch pozemnÌch a vodnÌch prost¯edÌch.

2 . 1 . P o t r a v i n y

BÏûn˝m zp˘sobem jak prodlouûit skladovacÌ dobu Ëer-
stv˝ch nebo Ë·steËnÏ konzervovan˝ch potravin je pouûitÌ snÌ-
ûenÌ teploty8. Takto umÏle vytvo¯enÈ, energeticky bohatÈ pro-
st¯edÌ, je vhodn˝m prost¯edÌm pro psychrotrofnÌ a psychrofilnÌ
mikroorganismy9. Bakterie nemohou r˘st za teploty ñ18 ∞C
a niûöÌ, coû je teplota spr·vnÏ skladovan˝ch potravin. HraniËnÌ
teplota pro r˘st bakteriÌ je ñ12 ∞C, coû je teplota p¯i kterÈ
doch·zÌ k vnitrobunÏËnÈmu tvo¯enÌ ledu10. Pro plÌsnÏ a kva-
sinky je vöak tato teplota st·le dostaËujÌcÌ pro zachov·nÌ jejich
bunÏËn˝ch funkcÌ. Teploty mezi 0ñ5 ∞C, kterÈ slouûÌ k bÏûnÈ-
mu skladov·nÌ potravin, jsou kritickÈ pro v˝skyt mikroorgan-
ism˘, kterÈ mohou jak znehodnocovat potraviny tak i produ-
kovat toxickÈ l·tky. NejbÏûnÏjöÌ psychrotrofnÌ a psychrofilnÌ
bakterie jsou gramnegativnÌ rody Pseudomonas, Flavobacte-
rium, Alcaligenes, Escherichia a Aerobacter11, a to i p¯esto, ûe
jejich vegetativnÌ buÚky jsou zniËeny p¯i pasterizaci. Z kvasi-
nek jsou to hlavnÏ rody Candida a Rhodotorula. Vzhledem ke
schopnosti r˘st za nÌzkÈ vodnÌ aktivity jsou houby p¯Ìtomny
zvl·ötÏ v such˝ch nebo Ë·steËnÏ dehydratovan˝ch potravi-
n·ch. Jako p¯Ìklad psychrotrofnÌ plÌsnÏ je moûno zmÌnit nÏ-
kterÈ druhy rodu Penicillium izolovanÈ z potravin12. P¯estoûe
vÏtöina mikroorganism˘, kterÈ jsou p¯Ìtomny v potravin·ch
a zp˘sobujÌ jejich znehodnocenÌ, neznamen· zdravotnÌ rizi-
ko pro ËlovÏka, existuje nÏkolik v˝jimek. ZejmÈna se jedn·
o druh Listeria monocytogenes zp˘sobujÌcÌ listeriosu13 a urËitÈ
sÈrotypy druhu Yersenia enterocolitica, kterÈ zp˘sobujÌ infek-
ce vyskytujÌcÌ se p¯edevöÌm u dÏtÌ. Z dalöÌch patogenÌch druh˘
lze zmÌnit Bacillus cereus produkujÌcÌ toxiny a vyskytujÌcÌ se
nap¯Ìklad v r˝ûi. Mezi nebezpeËnÈ druhy pat¯Ì anaerobnÌ Clos-
tridium botulinum, kterÈ roste za teplot 3ñ4 ∞C a m· vedle toho
i teplotnÏ rezistentnÌ spÛry14. Jako p¯Ìklad psychrotolerantnÌ
houby lze uvÈst Cladosporium herbarum, kter· tvo¯Ì ËernÈ
kolonie na chlazenÈm mase15. »ast˝m d˘vodem proË doch·zÌ
k vlastnÌmu kaûenÌ potravin jsou lipolytickÈ a proteolytickÈ
enzymy, kter˝m lze takÈ p¯iËÌst z·pach doprov·zejÌcÌ kaûenÌ
potravin. AËkoliv je snÌûen· teplota nejbÏûnÏjöÌm prost¯edkem
pro uchov·v·nÌ potravin a prodlouûenÌ doby skladovatelnosti,
velmi Ëasto se pouûÌvajÌ i dalöÌ prost¯edky, jako nap¯Ìklad
p¯Ìdavek solÌ nebo modifikovan· atmosfÈra. I tÏmto podmÌn-
k·m se vöak dok·ûÌ nÏkterÈ mikroorganismy ˙spÏönÏ p¯izp˘-
sobit. Jako mikroorganismus, kter˝ roste za nÌzk˝ch teplot
a vedle toho je rezistentnÌ na vysokÈ koncentrace oxidu uhli-
ËitÈho a nÌzkÈ koncentrace kyslÌku, lze uvÈst psychrotolerantnÌ
bakterii Brochothrix thermophacta16.

2 . 2 . P o z e m n Ì a v o d n Ì e k o s y s t È m y

Na rozdÌl od psychrofilnÌch mikroorganism˘, kterÈ nejËas-
tÏji ob˝vajÌ st·le chladn· prost¯edÌ, psychrotolerantnÌ mikro-
organismy se nach·zejÌ v oblastech, kde doch·zÌ v pr˘bÏhu
roku k v˝kyv˘m teplot17. Jako p¯Ìklad pro v˝skyt psychroto-
lerantnÌch mikroorganism˘ lze uvÈst arktickÈ a antarktickÈ
p˘dy, kde se teplota pohybuje pod 5ñ10 ∞C (cit.18), avöak
v kr·tkÈm letnÌm obdobÌ stoup·. Naopak pr˘mÏrn· teplota
pol·rnÌch mo¯Ì je ñ1,8 ∞C, pr˘mÏrn· teplota oce·n˘ se st·le
udrûuje pod 5 ∞C a tak jsou tyto epitopy ide·lnÌmi oblastmi pro
v˝skyt psychrofilnÌch mikroorganism˘. PsychrofilnÌ bakterie
jsou nedÌlnou souË·stÌ potravinovÈho ¯etÏzce v mo¯sk˝ch hlu-
bin·ch19. Hlubok· mo¯e jsou vedle toho i oblasti s vysok˝m
tlakem vody a tak mnoho izol·t˘ zÌskan˝ch p¯i v˝zkumu
tohoto epitopu jsou takÈ barofilnÌ nebo barotolerantnÌ20. Z ev-
ropsk˝ch lokalit, kde jsou bÏûnÏ p¯Ìtomny psychrotrofnÌ a psy-
chrofilnÌ mikroorganismy, je nejzn·mÏjöÌ alpsk· oblast21. Tam
se vyskytujÌ jak v p˘dÏ tak v ledovcÌch.

Vedle p˘dy a vodnÌch ekosystÈm˘ jsou vöak tyto mikro-
organismy asociov·ny i s rostlinami a studenokrevn˝mi ûivo-
Ëichy22.

3. Izolace psychrotrofnÌch a psychrofilnÌch
mikroorganism˘

PrvnÌ bakterie schopn· r˘st za nÌzk˝ch teplot byla izolo-
van· Forstrem v roce 1887 z konzervovanÈ ryby23. Od tÈ doby
bylo publikov·no mnoho studiÌ popisujÌcÌ izolaci psychrofil-
nÌch a psychrotrofnÌch mikroorganism˘24ñ26. Vedle aseptickÈ
pr·ce nenÌ nutno p¯i izolaci tÏchto mikroorganism˘ zachov·-
vat speci·lnÌ postupy, samoz¯ejmÏ kromÏ st·lÈho udrûov·nÌ
nÌzkÈ teploty. PsychrofilnÌ nebo psychrotrofnÌ izol·ty nevyûa-
dujÌ speci·lnÌ n·roky na ûiviny kromÏ urËit˝ch skupin, kterÈ
jsou vöak systematicky odliöeny a definov·ny pr·vÏ dÌky
tÏmto n·rok˘m. P¯Ìkladem mohou b˝t rhizobia schopnÈ v·zat
plynn˝ dusÌk nebo bakterie podÌlejÌcÌ se na metabolismu sÌry26.
P¯esto je u jednÈ skupiny vÏtöinou psychrofilnÌch mikroorga-
nism˘ nutnÈ zachov·vat prost¯edÌ, z kterÈho poch·zÌ; jsou
to organismy z hlubok˝ch oce·n˘ a mo¯sk˝ch sediment˘27.
V tÏchto oblastech v hloubce dosahujÌcÌ aû 11 000 m jsou za
pomoci speci·lnÌch technologiÌ asepticky odebÌr·ny vzorky,
z kter˝ch jsou pak izolov·ny jednotlivÈ barofilnÌ a barotole-
rantnÌ kmeny28. P¯estoûe je tÏûkÈ p¯edpovÌdat, jak˝ mikrobi·l-
nÌ druh bude izolov·n z urËitÈ oblasti, lze nalÈzt nÏkolik
trend˘, z nichû nejËastÏji je zmiÚovan˝ fakt, ûe gramnegativnÌ
bakterie p¯evl·dajÌ nad grampozitivnÌmi v mo¯Ìch u Antarkti-
dy. Naopak v such˝ch antarktick˝ch ˙dolÌch p¯evl·dajÌ gram-
pozitivnÌ rody Planococcus a Micrococcus29. Tento fakt byl
takÈ pozorov·n u izol·t˘ z alpsk˝ch ledovc˘30, kdy byl izolo-
v·n velk˝ poËet zejmÈna pigmentovan˝ch kmen˘. Takto vy-
bavenÈ organismy absorbujÌ sv˝mi pigmenty radiaËnÌ z·¯enÌ,
coû jim slouûÌ jako ˙Ëinn· obrana. ZajÌmav˝m ˙dajem je
skuteËnost, ûe z 430 psychrotrofnÌch izol·t˘ z alpsk˝ch oblastÌ
bylo 77 % bakteriÌ, 20 % kvasinek a zbytek tvo¯ily plÌsnÏ30.
ÿada mikroorganism˘, p¯ev·ûnÏ bakteriÌ izolovan˝ch z mo¯-
sk˝ch oblastÌ, byla vedle schopnosti r˘st za nÌzk˝ch teplot takÈ
schopna tolerovat r˘znÈ koncentrace solÌ a tak ¯ada izolaËnÌch
postup˘ pouûÌv· pr·vÏ s˘l, nejËastÏji NaCl, jako p¯Ìdavek
v kultivaËnÌm mÈdiu31.
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4. Molekul·rnÌ adaptace

K tomu, aby mohli r˘st a rozmnoûovat se za nÌzk˝ch teplot,
si psychrotrofnÌ a psychrofilnÌ mikroorganismy vyvinuly ¯adu
mechanism˘, kter˝mi se odliöujÌ od sv˝ch mesofilnÌch a ter-
mofilnÌch analog˘. V z·sadÏ je lze rozdÏlit do dvou skupin:
zmÏny ve struktu¯e protein˘ a zmÏny souvisejÌcÌ se sloûenÌm
lipid˘ tvo¯ÌcÌ bunÏËnÈ membr·ny.

4 . 1 . S t r u k t u r a p r o t e i n ˘

PsychrofilnÌ a psychrotrofnÌ mikroorganismy obsahujÌ en-
zymy s vysokou specifickou aktivitou za teplot blÌzk˝ch 0 ∞C,
coû jim umoûÚuje p¯eûÌvat teploty, za kter˝ch jsou z·kladnÌ
ûivotnÌ funkce mesofilnÌch mikroorganism˘ zastaveny. Tyto
enzymy majÌ obvykle o 20ñ30 ∞C niûöÌ teplotnÌ optimum neû
odpovÌdajÌcÌ mesofilnÌ enzym a jsou obecnÏ thermolabilnÌ.
Lakt·tdehydrogenasa z psychrotrofnÌ bakterie Bacillus psy-
chrosaccharolyticus32 byla prvnÌm enzymem z psychrotolerant-
nÌho mikroorganismu, u nÏjû byla stanovena aminokyselinov·
sekvence. Do souËasnÈ doby byly studov·ny jak extracelul·rnÌ
tak intracelul·rnÌ enzymy a u nÏkter˝ch z nich jsou zn·my
i terci·rnÌ a kvartÈrnÌ struktury (citr·tsynthasa, α-amylasa).
JednotlivÈ enzymy spoleËnÏ se sv˝m zdrojem jsou obsaûeny
v tabulce I. Mezi extracelul·rnÌ pat¯Ì α-amylasa33 a lipasa34.
Vzhledem k existenci izoenzym˘ a tomu, ûe jsou v souËasnÈ
dobÏ zn·mÈ prim·rnÌ sekvence nÏkter˝ch enzym˘ z vÌce zdro-
j˘, je moûnÈ tvrdit, ûe se stejnÈ enzymy v˝raznÏ liöÌ sv˝mi
teplotnÌmi a kinetick˝mi charakteristikami. NejmarkantnÏj-
öÌm p¯Ìkladem je existence dvou izoenzym˘ isocit·tdehydro-
genasy (ICDH) u psychrofilnÌho kmene Vibrio sp. ABE-1
(cit35). ICDH 1 m· vÏtöÌ termostabilitu neû ICDH 2 a je takÈ
na rozdÌl od monomernÌ ICDH 2 sloûena ze dvou identick˝ch
podjednotek. DimÈrnÌ struktura ICDH 1 umoûÚuje ¯adu hy-
drofobnÌch interakcÌ coû m· za n·sledek vÏtöÌ teplotnÌ odol-
nost35. Avöak na z·kladÏ kinetick˝ch parametr˘ m· naopak
ICDH 2 70◊ vÏtöÌ aktivitu za nÌzk˝ch teplot36. DominantnÌ
charakteristika enzym˘ z psychrotrofnÌch a psychrofilnÌch
mikroorganism˘ je jejich vyööÌ katalytick· konstanta (kkat)
a vyööÌ katalytick· ˙Ëinnost37 (kkat/Km). Studiemi dosud zn·-
m˝ch enzym˘, kterÈ se poda¯ilo p¯ipravit v krystalickÈ formÏ,
se uk·zalo, ûe aktivnÌ centrum tÏchto enzym˘ je na ˙rovni
prim·rnÌ struktury identickÈ s aktivnÌmi centry odpovÌdajÌcÌch
mesofilnÌch enzym˘38, a to platÌ i o postranÌch ¯etÏzcÌch, kterÈ
k aktivnÌmu centru p¯ilÈhajÌ. Z tÏchto z·vÏr˘ vypl˝v·, ûe
unik·tnÌ vlastnosti tÏchto enzym˘ jsou zp˘sobeny aminokyse-
linov˝mi zbytky, kterÈ se p¯Ìmo ne˙ËastnÌ vlastnÌ chemickÈ
reakce. Flexibilita struktury tÏchto enzym˘ m· vöak na druhou
stranu za d˘sledek vÏtöÌ teplotnÌ labilitu. MenöÌ rigidita struk-
tur psychrotrofnÌch a psychrofilnÌch enzym˘ je zp˘sobena
p¯edevöÌm interakcÌ molekul enzymu s rozpouötÏdlem a to na
z·kladÏ nekovalentnÌch elektostatick˝ch interakcÌ jako jsou
vodÌkovÈ vazby, solnÈ m˘stky a aromatickÈ interakce37. Pro
p¯Ìklad jsou v tabulce II uvedeny z·kladnÌ rozdÌly ve struk-
tu¯e psychrofilnÌ a mesofilnÌ α-amylasy39. Z porovn·nÌ tÏchto
struktur vypl˝v·, ûe v˝raznÈ snÌûenÌ hydrofobnÌho j·dra psy-
chrofilnÌho enzymu je zp˘sobeno v˝mÏnou alaninov˝ch zbyt-
k˘ za prolinovÈ40 coû m· za n·sledek flexibilnÏjöÌ enzymovou
molekulu. Podobn˝ efekt m· ˙bytek argininov˝ch aminoky-
selinov˝ch zbytk˘, kter˝ vede k oslabenÌ intermolekul·rnÌch
interakcÌ. Z hlediska pr˘myslov˝ch enzym˘ m· v souËasnosti

Tabulka I
Enzymy z psychrotrofnÌch a psychrofilnÌch bakteriÌ u nichû je
zn·ma prim·rnÌ struktura

Enzym Bakterie Lit.

Lakt·tdehydrogenasa Bacillus psychrosaccharolyticus 43
Lipasa Moraxella sp. TA 144 44

Psychrobacter immobilis 45
α-Amylasa Alteromonas haloplanctis 46
Isocitr·tdehydrogenasa Vibrio sp. ABE-1 47
Subtilisin (proteinasa) Bacillus sp. TA 39 41

Bacillus sp. TA 41 48
Triosafosf·tisomerasa Moraxella sp. TA 137 49
β-Galaktosidasa Arthrobacter sp. B7 50,51
β-Laktamasa Psychrobacter immobilis 52
Citr·tsynthasa Moraxella sp. DS2-3R 53
Esterasa Pseudomonas sp. LS 107d2 54
Alkalick· fosfatasa kmen HK47 z mo¯skÈ vody 55

Tabulka II
Adaptace psychrofilnÌ α-amylasy z Alteromonas haloplanktis
A23 vzhledem k mesofilnÌ α-amylase39

Parametr Hodnoty [%] u psychrofilnÌho enzymu

SolnÈ m˘stky 63
AromatickÈ interakce 5
HydrofobnÌ interakce 54
Obsah prolinu 38
Obsah argininu 55

nejvÏtöÌ v˝znam subtilisin41. P¯estoûe lze ¯Ìci, ûe je psychro-
filnÌ subtilisin asi o 30ñ40 aminokyselin delöÌ neû subtilisin
z mesofilnÌch zdroj˘, odvozen· t¯Ìdimenzion·lnÌ struktura je
velmi podobn·, a to hlavnÏ v klÌËov˝ch oblastech enzymu.
U tohoto enzymu byly nalezeny velmi podobnÈ strukturnÌ
adaptaËnÌ zmÏny ñ snÌûenÌ aromatick˝ch interakcÌ, ˙bytek
soln˝ch m˘stk˘, snÌûenÌ poËtu prolinov˝ch a argininov˝ch
zbytk˘. SnÌûenÌ poËtu argininov˝ch zbytk˘ vedlo k niûöÌ afi-
nitÏ k Ca2+, kterÈ jsou pro tuto serinovou proteasu esenci·lnÌ.
Avöak kdyû byl klÌËov˝ threonin nahrazen cÌlenou mutagenezÌ
kyselinou asparagovou, aktivita tohoto enzymu se podstatnÏ
zv˝öila42. Z tohoto pokusu jasnÏ vypl˝v·, ûe molekul·rnÌm
p¯Ìstupem lze zdokonalit vlastnosti enzym˘ z psychrofilnÌch
a psychrotrofnÌch zdroj˘ p¯edevöÌm za ˙Ëelem jejich vyuûitÌ
v biotechnologick˝ch aplikacÌch.

4 . 2 . M e m b r · n o v È l i p i d y

PsychrotrofnÌ a psychrofilnÌ mikroorganismy nemajÌ uni-
k·tnÌ sloûenÌ bunÏËnÈ membr·ny a jednotlivÈ druhy si vytvo-
¯ily odliönÈ mechanismy jak si uchovat vöechny ûivotnÌ funkce
za nÌzk˝ch teplot. Z·kladnÌm rysem vöech zmÏn, a to jak zmÏn
ve sloûenÌ mastn˝ch kyselin tak ve sloûenÌ fosfolipid˘, je
snaha o zachov·nÌ fluidity membr·ny56. DÌky pomÏrnÈ jed-
noduchosti provedenÌ lipidovÈ anal˝zy byl tento problÈm studo-
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v·n velmi podrobnÏ a v souËasnosti existuje ¯ada studiÌ57,58,
kterÈ se jÌm podrobnÏ zab˝vajÌ. P¯estoûe doch·zÌ ke zmÏn·m
ve sloûenÌ jak pol·rnÌch lipid˘ tak hydrofobnÌch mastn˝ch
kyselin, kterÈ jsou uvnit¯ lipidovÈ dvojvrstvy, hlavnÌ Ë·st
adaptaËnÌch zmÏn vedoucÌch k zv˝öenÌ fluidity membr·ny
postihuje mastnÈ kyseliny57. Jednoduchost p¯i stanovenÌ mast-
n˝ch kyselin pomocÌ plynovÈ chromatografie umoûnila po-
mÏrnÏ p¯esnÏ definovat, k jak˝m zmÏn·m doch·zÌ u jednotli-
v˝ch mastn˝ch kyselin p¯i snÌûenÌ r˘stovÈ teploty. Mezi z·-
kladnÌ charakteristiky, kterÈ si mikroorganismy v pr˘bÏhu
evoluce vytvo¯ily, pat¯Ì syntÈza nenasycen˝ch mastn˝ch ky-
selin, zkracov·nÌ dÈlky  ¯etÏzce  mastn˝ch  kyselin, vÏtvenÌ
mastn˝ch kyselin a vzr˘st pomÏru anteiso/iso vÏtven˝ch mast-
n˝ch kyselin. Je t¯eba zd˘raznit, ûe kaûd· z charakteristik
m˘ûe b˝t jedinou moûnostÌ jak se jednotlivÈ mikroorganismy
p¯izp˘sobujÌ nÌzk˝m teplot·m, p¯esto vöak vÏtöina mikroorga-
nism˘ pouûÌv· vÌce typ˘ adaptaËnÌch mechanism˘58. Jako
p¯Ìklad lze uvÈst  grampozitivnÌ a  gramnegativnÌ  bakterie,
kterÈ se odliöujÌ ve sloûenÌ bunÏËn˝ch membr·n59 a tÌm v za-
stoupenÌ jednotliv˝ch mastn˝ch kyselin, takûe u nich z·konitÏ
doch·zÌ k  odliön˝m  zmÏn·m, kterÈ jsou v ˙zkÈm vztahu
k jejich sloûenÌ. GrampozitivnÌ rody obsahujÌ velkÈ procento
vÏtven˝ch mastn˝ch kyselin a tak je velmi Ëast˝ vzr˘st pomÏru
anteiso/iso vÏtven˝ch mastn˝ch kyselin60. U gramnegativnÌch
rod˘ doch·zÌ k syntÈze nenasycen˝ch mastn˝ch kyselin nebo
ke sniûov·nÌ pr˘mÏrnÈ dÈlky ¯etÏzce61. U nÏkter˝ch mo¯sk˝ch
psychrofilnÌch  izol·t˘  se zvyöuje  pomÏr trans/cis nenasy-
cen˝ch mastn˝ch kyselin, jak je nap¯Ìklad dokumentov·no
u druhu Vibrio62. P¯Ìsun ûivin je jednÌm z d˘leûit˝ch aspekt˘
zachov·nÌ viability buÚky a jak naznaËujÌ nÏkterÈ studie63,64je
tak tomu i u organism˘ schopn˝ch r˘st za nÌzk˝ch teplot.
P¯Ìkladem mohou b˝t dvÏ psychrotolerantnÌ bakterie65, z nichû
jedna m· vypracov·n lepöÌ mechanismus p¯Ìjmu ûivin a tak
roste lÈpe za teplot blÌzk˝ch 0 ∞C.

5. Genetika psychrofilnÌch
a psychrotolerantnÌch mikroorganism˘

Znalosti molekul·rnÌ biologie psychrotrofnÌch a psychro-
filnÌch mikroorganism˘ jsou v porovn·nÌ se znalostmi termo-
filnÌch mikroorganism˘ malÈ. Jako p¯Ìklad lze uvÈst, ûe v sou-
ËasnÈ dobÏ neexistuje û·dn˝ systÈm pro klonov·nÌ v psychro-
filnÌch nebo psychrotrofnÌch mikroorganismech. Dosud byly
vöechny enzymy exprimov·ny v mesofilnÌch hostitelÌch37. Do
souËasnosti se pozornost vÏnovala hlavnÏ purifikaci a n·sled-
nÈ krystalizaci enzym˘ z tÏchto mikroorganism˘. Z regulaË-
nÌch proces˘ podÌlejÌcÌch se na expresi danÈho proteinu byla
Ë·steËnÏ studov·na jen transkripce66. Z tÈto studie vypl˝v·,
ûe se snÌûenÌm teploty doch·zÌ s nejvÏtöÌ pravdÏpodobnostÌ
k produkci nÏkter˝ch enzym˘ (lipasa, kysel· fosfatasa). Jako
dalöÌ p¯Ìklad slouûÌcÌ k rozöÌ¯enÌ znalostÌ o tÏchto mikroorga-
nismech a jejich adaptaci na nÌzkÈ teploty je izolace gen˘
podÌlejÌcÌch se na syntÈze nenasycen˝ch mastn˝ch kyselin
a existence tzv. protein˘ chladovÈho öoku. Na syntÈze nena-
sycen˝ch mastn˝ch kyselin se podÌlÌ membr·novÏ v·zan˝
protein, jehoû purifikace je dÌky jeho lokalizaci velmi obtÌûn·.
PomocÌ molekul·rnÏ genetick˝ch technik bylo vöak naklono-
v·no nÏkolik gen˘ kÛdujÌcÌ tento protein67. TransformacÌ to-
hoto genu z teplotnÏ rezistentnÌ Synechocystris sp. PCC6803
do teplotnÏ senzitivnÌho kmene Anacystis nidulans byla tomu-

to kmenu umoûnÏna syntÈza nenasycen˝ch mastn˝ch kyselin
a tÌm zÌskal d¯Ìve mesofilnÌ A. nidulans schopnost tolerovat
nÌzkÈ teploty68. N·hl˝m snÌûenÌm teploty doch·zÌ k transkripci
a translaci novÈ sady gen˘, kterÈ kÛdujÌ proteiny chladovÈho
öoku (Csp). Ty jsou analogy k protein˘m exprimovan˝m p¯i
n·hlÈm zv˝öenÌ teploty69 naz˝vanÈ proteiny tepelnÈho öoku
(Hsp). HlavnÌm rozdÌlem mezi Csp a Hsp je fakt, ûe Hsp
vznikajÌ jako odpovÏÔ na öirokou ök·lu podnÏt˘ (stres˘), jako
nap¯Ìklad p¯Ìtomnost ethanolu, zv˝öen· teplota, p¯Ìtomnost
tÏûk˝ch kov˘ nebo anaerobnÌ podmÌnky70. PodobnÏ jako Hsp
jsou Csp p¯Ìtomny jak v psychrofilnÌch a psychrotolerantnÌch
tak v termofilnÌch a mesofilnÌch mikroorganismech69. NejvÌce
jsou Csp prostudov·ny u Escherichia coli a Bacillus subtilis71.
HlavnÌ Csp u E. coli, Csp A se zd· b˝t transkripËnÌm regul·-
torem ostatnÌch protein˘ chladovÈho öoku72 a syntÈza tohoto
proteinu je pr·vÏ na transkripËnÌ ˙rovnÌ regulovan· teplotou73.
Funkce dalöÌch protein˘ chladovÈho öoku nenÌ p¯esnÏ zn·ma,
ale p¯edpokl·d· se, ûe podobnÏ jako proteiny tepelnÈho öoku,
jsou Csp souË·stÌ syntÈzy protein˘ za nÌzk˝ch teplot a podÌlejÌ
se na identifikaci a odstraÚov·nÌ denaturovan˝ch protein˘74.
Vedle Csp byla u psychrofilnÌch bakteriÌ a kvasinek izolov·na
druh· skupina protein˘, kter· vöak nenÌ na rozdÌl od Csp
syntetizovan· p¯i n·hlÈm snÌûenÌ teploty, ale je syntetizovan·
konstitutivnÏ p¯i r˘stu za nÌzk˝ch teplot75. Tyto proteiny byly
nazv·ny chladovÏ aklimatizovanÈ proteiny (Cap). Bylo zjiö-
tÏno, ûe se tyto proteiny v obdobÌ, kdy doch·zÌ ke snÌûenÌ
teploty, syntetizujÌ vûdy odliön˝m mechanismem nez·visle na
Csp76. FyziologickÈ funkce nÏkter˝ch Csp a Cap jsou zn·my,
jako p¯Ìklad je moûnÈ uvÈst hlavnÌ Csp izolovan˝ z B. subtilis.
Tento enzym byl urËen jako enzym citr·tovÈho cyklu akoni-
tasa. Z hlediska praktickÈho vyuûitÌ se slibn˝m zd· b˝t p¯enos
TOL plazmidu z mesofilnÌho kmene Pseudomonas putida do
psychrotrofnÌho kmene P. putida77. Kmen obsahujÌcÌ TOL
plazmid je schopen odbour·vat toluen a po konjugaËnÌm p¯e-
nosu tohoto plazmidu do psychrotrofnÌho kmene P. putida byl
tento kmen schopen utilizovat toluen za teplot blÌzk˝ch 0 ∞C.

6. BiotechnologickÈ aplikace

PsychrotrofnÌ a psychrofilnÌ mikroorganismy p¯edstavujÌ
velk˝ potenci·l pro souËasnÈ biotechnologie, a to pr·vÏ dÌky
svÈ unik·tnÌ schopnosti ûÌt, r˘st a rozmnoûovat se za teplot,
kterÈ jsou ËlovÏkem ch·p·ny jako extremnÌ78. P¯estoûe jsou
mikroorganismy Ëasto vyuûÌv·ny v ¯adÏ v˝rob a biotech-
nologiÌch, p¯ÌmÈ pouûitÌ psychrotrofnÌho nebo psychrofilnÌ-
ho mikroorganismu nedosahuje v˝znamn˝ch aplikacÌ. Jejich
bunÏËnÈ produkty vöak jiû naöly ¯adu praktick˝ch aplikacÌ
a v souËasnÈ dobÏ je tato oblast intenzivnÏ studov·na. Pro
n·zornost jsou hlavnÌ v˝hody p¯i pouûitÌ produkt˘ z psychro-
filnÌch a psychrotolerantnÌch mikroorganism˘ uvedeny v ta-
bulce III. SnÌûenÌ energetickÈho n·roku snÌûenÌm reakËnÌ doby
vede automaticky ke snÌûenÌ n·klad˘ na cel˝ proces. K neza-
nedbateln˝m v˝hod·m pat¯Ì takÈ snÌûenÈ riziko bÏûnÈ konta-
minace za teplot, kdy mesofilnÌ produkty nevykazujÌ û·dnou
nebo minim·lnÌ aktivitu. Z hlediska praktickÈho vyuûitÌ se
nejvhodnÏjöÌmi kandid·ty jevÌ enzymy z tÏchto mikroorganis-
m˘ a p¯ehled hlavnÌch produkt˘ spoleËnÏ s moûn˝m pouûitÌm
jsou shrnuty v tabulce IV. TeplotnÌ senzitivita jak bylo nap¯Ì-
klad pops·no u alkalickÈ fosfatasy55 vedla k inaktivaci tohoto
enzymu jiû v kompletnÌm mediu a k zabr·nÏnÌ neû·doucÌch
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Tabulka III
HlavnÌ v˝hody pouûitÌ produkt˘ z psychrofilnÌch a psychro-
tolerantnÌch mikroorganism˘

RychlÈ a ekonomickÈ ukonËenÌ procesu za mÌrn˝ch
tepeln˝ch podmÌnek

VysokÈ v˝tÏûky p¯i reakcÌch zahrnujÌcÌch teplotnÏ
sensitivnÌ sloûky

OvlivÚov·nÌ (stereo)specifity u reakcÌ katalyzovan˝ch
enzymy

SnÌûenÌ n·klad˘ eliminacÌ chladÌcÌch/oh¯ÌvajÌcÌch krok˘
v procesu

Zv˝öen· kapacita p¯i on-line minitorov·nÌ
v enviroment·lnÌch podmÌnk·ch

Tabulka IV
VyuûitÌ produkt˘ z psychrotrofnÌch a psychrofilnÌch mikroor-
ganism˘

Aplikace P¯Ìklad produktu

PracÌ pr·öky proteinasy, lipasy, celulasy
Tenderizace masa proteinasy
Hydrol˝za laktosy v mlÈce β-galaktosidasa
P¯Ìdavky do potravin nenasycenÈ mastnÈ kyseliny
Enviroment·lnÌ biosenzory r˘znÈ enzymy (nap¯. oxidasy)
Bioremediace r˘znÈ enzymy (nap¯. oxidasy)
»iötÏnÌ kontaktnÌch ËoËek proteinasy
Biotransformace r˘znÈ enzymy

(nap¯. dehydrogenasy)

aktivit tohoto enzymu. K nejpouûÌvanÏjöÌm enzym˘m, kterÈ
naöly uplatnÏnÌ v potravinovÈm pr˘myslu a jako p¯Ìdavky do
detergent˘, pat¯Ì lipasy a proteasy79. Proteasy jsou pr·vÏ dÌky
niûöÌm teplot·m öiroce vyhled·vanÈ v ¯adÏ konkrÈtnÌch apli-
kacÌ (v˝roba s˝ru, ˙prava piva, peka¯skÈ v˝robky) a jejich
pouûitÌ v pracÌch prost¯edcÌch je rozöÌ¯enÈ zvl·ötÏ v Japonsku,
kde je pranÌ za nÌzk˝ch teplot tradicÌ83. Vedle proteas se do
pracÌch prost¯edk˘ p¯id·vajÌ i amylasy, celulasy a lipasy.
V pivovarnictvÌ majÌ vyuûitÌ vedle proteas i amylasy ke zrych-
leni vystÌr·nÌ sladu za nÌzk˝ch teplot. OdstraÚov·nÌ pektin˘,
zvl·ötÏ z ovocn˝ch öù·v za chladu, je jednou z moûnostÌ jak
zabr·nit zbyteËnÈmu zkracov·nÌ doby trvanlivosti84. Klasick·
hydrol˝za laktosy na glukosu a galaktosu v mlÈce probÌh· za
30ñ40 ∞C po dobu 4 hodin za katal˝zy β-galaktosidasou z kva-
sinky rodu Kluyveromyces. AlternativnÌ cestou je hydrol˝za
psychrofilnÌm enzymem za teplot 5ñ10 ∞C po dobu 24 hodin,
coû takÈ sniûuje riziko kontaminace85.

Z lipidov˝ch sloûek, kterÈ nalezly uplatnÏnÌ jako p¯Ìdavky
do potravy, jsou jedin˝m dosud zn·m˝m p¯Ìkladem vÌcesytnÈ
nenasycenÈ mastnÈ kyseliny86. Pro ËlovÏka esenci·lnÌ linolo-
v· a α-linolenov· kyselina jsou vedle toho, ûe slouûÌ jako
prekurzory dalöÌch nenasycen˝ch mastn˝ch kyselin, nezbytnÈ
pro zdrav˝ r˘st. Jsou z·kladnÌmi stavebnÌmi jednotkami pro-
staglandin˘, leukotrien˘  a dalöÌch membr·nov˝ch struktur
v mozku a zornici. DalöÌm p¯Ìkladem, kdy mÏl z·kladnÌ v˝-
zkum p¯Ìmou n·vaznost na biotechnologickou aplikaci, je

vyuûitÌ protein˘ tvo¯ÌcÌch krystaly ledu p¯i v˝robÏ zmrzliny,
umÏlÈho snÏhu a ¯adÏ dalöÌch potravinov˝ch aplikacÌ87. Tvor-
ba krystalk˘ ledu byla pozorov·na u ¯ady psychrotolerantnÌch
bakteriÌ parazitujÌcÌch na rostlin·ch88. Kmeny rodu Pseudo-
monas, Erwinia a Xanthomonas tvo¯Ì krystalky na kvÏtech
a listech za tvorby protein˘, kterÈ jsou kÛdov·ny specifick˝mi
geny89. Vytvo¯enÈ modely vysvÏtlujÌcÌ vazbu vody na tyto
proteiny a tÌm zah·jenÌ tvorby ledov˝ch krystalk˘90,91 byly
z·kladem k vyuûitÌ tÏchto protein˘ k v˝öe zmÌnÏn˝m ˙Ëel˘m.
Z v˝skytu psychrotrofnÌch a psychrofilnÌch mikroorganism˘
vych·zÌ snaha o zapojenÌ tÏchto organism˘ do proces˘ podÌ-
lejÌcÌch se na odstranÏnÌ neû·doucÌch l·tek ze ûivotnÌho pro-
st¯edÌ, k Ëemuû je mikrobi·lnÌ biodegradace velmi Ëasto vy-
uûÌv·na79. P¯Ìkladem je biodegradace motorovÈ nafty p˘dnÌmi
mikroorganismy80 a degradace uhlovodÌk˘ psychrotrofnÌ bak-
teriÌ rodu Pseudomonas81. Vhodn˝m prost¯edkem k ËistÏnÌ
odpadnÌch vod za teplot pod 15 ∞C se jevÌ pr·vÏ chladovÏ
adaptovanÈ mikroorganismy nebo jejich produkty82. K zajÌ-
mav˝m aplikacÌm nezapadajÌcÌch do mikrobi·lnÌ ¯Ìöe a z·ro-
veÚ pat¯ÌcÌch do lÈka¯stvÌ, pat¯Ì tvorba vakcÌn z chladovÏ
adaptovan˝ch vir˘ parainfluenza92. Na z·vÏr je t¯eba zd˘raz-
nit, ûe ned·vnÈ pokroky v imobilizaci enzym˘ a zejmÈna
v genetickÈm inûen˝rstvÌ, jsou v˝znamn˝m n·strojem slouûÌ-
cÌm k dalöÌmu zdokonalenÌ vlastnostÌ psychrofilnÌch a psych-
rotolerantnÌch mikroorganism˘  a jejich produkt˘  pro öiröÌ
uplatnÏnÌ v modernÌch biotechnologiÌch.
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M. Stibor and B. Kr·lov· (Department of Biochemistry
and Microbiology, Institute of Chemical Technology, Pra-
gue): Psychrophilic and Psychrotrophic Microorganisms,
Their Adaptation and Utilization in Modern Technolo-
gies

Cold-adapted (psychrotolerant and psychrophilic) micro-
organisms are distinguished from mesophiles by their ability
to grow at low temperatures. They are widely distributed in
nature and they have evolved a complex range of adaptations
enabling them to  grow  and survive in  cold environment.
Adaptation changes include both enzymes present in the mi-
croorganisms and lipids forming cell membranes. Due to their
unique properties, cold-active enzymes are used in several
biotechnological  applications (detergents, biotransformations,
contact lens cleaning, hydrolysis of lactose in milk). Of the
lipids, polyunsaturated fatty acids serve as dietary supple-
ments in food industry. Current knowledge of cold-adapted
microorganisms indicates their high biotechnological poten-
tial for the future.

Chem. Listy 95, 91 ñ 97 (2001) Refer·ty

97



MODIFIKACE  PROTEINŸ  V  PRŸBÃHU  ST¡RNUTÕ  ORGANISMŸ

JIÿÕ SAJDOKa, ANNA KOZAKa,
JARMILA ZÕDKOV¡a, PAVEL KOTRBAa,
ALEXANDER PILINb a JAN K¡äa

a⁄stav biochemie a mikrobiologie, Vysok· ökola chemicko-
-technologick·, Technick· 5, 166 28 Praha 6, b⁄stav soudnÌho
lÈka¯stvÌ, VFN v Praze, StudniËkova 4, 128 00 Praha 2

Doölo dne 21.I.2000

KlÌËov· slova: abnorm·lnÌ proteiny, D-aminokyseliny v bÌl-
kovin·ch

Obsah

1. ⁄vod
2. Spont·nnÌ zmÏny konformace protein˘
3. Oxidace aminokyselinov˝ch zbytk˘
4. Deamidace a izomerace asparaginylu a glutaminylu
5. Racemizace aminokyselinov˝ch zbytk˘ protein˘

5.1. Kyselina D-asparagov·
5.2. D-Serin a ostatnÌ D-aminokyseliny

1. ⁄vod

K nejv˝znaËnÏjöÌm modifikacÌm bÌlkovin bÏhem st·rnutÌ
v podmÌnk·ch ûiv˝ch systÈm˘ pat¯Ì vedle spont·nnÌch zmÏn
konformace protein˘ i oxidace aminokyselinov˝ch zbytk˘
(p¯edevöÌm prolylu, arginylu, lysylu a histidinylu), deamidace
aspariginyl˘, glutaminyl˘ a izomerace asparagovÈ a gluta-
movÈ kyseliny.

Akumulace abnorm·lnÌch forem enzym˘ a ostatnÌch (nap¯.
strukturnÌch) protein˘ v pr˘bÏhu st·rnutÌ buÚky a potaûmo
celÈho (mnohobunÏËnÈho) organismu je  d·na  sniûujÌcÌ se
aktivitou specifick˝ch proteas, kterÈ preferenËnÏ degradujÌ
modifikovanÈ formy danÈho proteinu nebo skuteËnostÌ, ûe se
jedn· o peptid Ëi protein, kter˝ nenÌ obmÏÚov·n a nebo nem˘ûe
b˝t degradov·n z d˘vodu konformaËnÌch a nebo jin˝ch zmÏn.
Abnorm·lnÌm (modifikovan˝m) je zde rozumÏn protein, jehoû
struktura byla pozmÏnÏna v pr˘bÏhu st·rnutÌ modifikacemi
chemickÈ struktury nebo u kterÈho doölo ke spont·nnÌ zmÏnÏ
konformace nebo racemizaci v nÏm obsaûen˝ch aminokyselin
beze zmÏny prim·rnÌ struktury. TakovÈ modifikace mohou
vÈst ke zmÏn·m, kterÈ se v d˘sledku projevÌ zmÏnou citlivosti
danÈho proteinu v˘Ëi proteolytickÈ degradaci1.

Aktivita specifick˝ch proteas, kterÈ majÌ v pr˘bÏhu ûivota
buÚky, mimo jinÈ, za ˙lohu udrûovat co moûn· nejniûöÌ podÌl
abnorm·lnÌch forem proteinu je ovlivnÏna komplexnÌm me-
chanismem regulujÌcÌm proces st·rnutÌ resp. bunÏËnou apop-
tÛzu. ObecnÏ se p¯edpokl·d·, ûe aktivita proteas zodpovÏd-
n˝ch za recyklaci protein˘ kles· s vÏkem jedince1. Gracy

a kol.2,3 uk·zali, ûe hladina kathepsinu B v ex vivo kultu¯e
lidsk˝ch fibroblast˘ kles· mezi 51. a 80. rokem vÏku donora.
DalöÌ podporu tomuto p¯edpokladu poskytuje p¯Ìm· korelace
mezi akumulacÌ abnorm·lnÌch forem glutaminsynthasy a glu-
kosa-6-fosf·tdehydrogenasy v krysÌch hepatocytech a pokle-
sem aktivity proteas s neutr·lnÌm pH optimem4.

2. Spont·nnÌ zmÏny konformace protein˘

V nÏkter˝ch p¯Ìpadech bylo zjiötÏno, ûe enzymy, kterÈ
nevykazovaly detegovatelnou zmÏnu v prim·rnÌ struktu¯e se
liöily nap¯. v teplotnÌ stabilitÏ, specifickÈ katalytickÈ aktivitÏ
nebo kinetick˝ch parametrech. Tento rozdÌl byl d·n pouze
stadiem ontogenetickÈho v˝voje organismu z nÏhoû byl dan˝
enzym izolov·n. Vzhledem k tomu, ûe bÏhem st·rnutÌ orga-
nismu, je prodluûov·n biologick˝ poloËas rozpadu protein˘
vlivem snÌûenÈ ÑproteolytickÈ aktivityì bunÏk organismu, lze
teoreticky oËek·vat zv˝öenou pravdÏpodobnost v˝skytu sa-
movoln˝ch zmÏn v konformaci protein˘5.

Prepar·ty enolasy izolovanÈ z Ñmlad˝chì a Ñstar˝chì bu-
nÏk Turbatrix aceti se liöily v teplotnÌ stabilitÏ, spektr·lnÌch
charakteristik·ch, kinetick˝ch parametrech a imunochemic-
k˝ch vlastnostech6. Oba prepar·ty byly denaturov·ny v guani-
din. HCl a po renaturaci byly zÌsk·ny proteiny, kterÈ vykazo-
valy naprosto shodnÈ charakteristiky nez·visle na st·¯Ì zdro-
jov˝ch bunÏk. PodobnÈ v˝sledky byly zÌsk·ny p¯i renaturaci
fosfoglycer·t kinas krysÌho svalu7. V obou p¯Ìpadech vykazo-
valy renaturovanÈ proteiny vlastnosti odliönÈ od charakteristik
p˘vodnÌch prepar·t˘ Ñstar˝chì (tj. abnorm·lnÌch) a Ñmlad˝chì
nemodifikovan˝ch enzym˘.

V dalöÌch studiÌch s 3-fosfoglyceraldehyddehydrogenasou
bylo uk·z·no, ûe zmÏna konformace m˘ûe b˝t in vitro zp˘so-
bena kovalentnÌ modifikacÌ (jodacÌ) Cys-149 a po restauraci
Cys zÌsk·v· 3-fosfoglyceraldehyddehydrogenasa abnorm·lnÌ
konformaci identifikovanou in vivo, jako d˘sledek st·rnutÌ
enzymu,8,9.

3. Oxidace aminokyselinov˝ch zbytk˘

ÿada protein˘ (enzym˘), konkrÈtnÏ aminokyselinov˝ch
zbytk˘ tvo¯ÌcÌch vazebn· mÌsta pro tranzitnÌ kov nebo amino-
kyselin v jeho blÌzkosti, je snadno oxidov·na enzymovÏ nebo
neenzymovÏ, coû vede ke ztr·tÏ katalytickÈ aktivity, Modifi-
kovanÈ tj. ÑoznaËenÈì ñ proteiny podlÈhajÌ proteolytickÈ de-
gradaci. Mechanismus tohoto procesu oznaËovanÈho zkratkou
MFO (z anglickÈho mixed-function oxidation), je schematic-
ky zn·zornÏn11 na obr. 1. V p¯Ìtomnosti vhodnÈho donoru
elektron˘, O2 a Fe3+ MFO katalyzuje vznik H2O2 a Fe2+ (reakce
I a II). Po vazbÏ Fe2+ na enzym nebo jin˝ protein (reakce III)
je generov·n aktivnÌ kyslÌk (reakce IV), kter˝ oxiduje speci-
fickÈ aminokyselinovÈ zbytky (reakce V). ÿada autor˘ uk·za-
la, ûe prost¯ednictvÌm MFO jsou konvertov·ny histidylovÈ
zbytky na asparaginylovÈ nebo aspartylovÈ a prolylovÈ nebo
arginylovÈ jsou p¯emÏnÏny na glutamylovÈ pop¯. glutamylse-
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mialdehyd1,11. ⁄Ëast v MFO procesu je p¯ipisov·na ¯adÏ flavo-
proten˘, p¯edevöÌm tzv. NAD(P)H oxidasam10,12, xantinoxi-
dase, k¯enovÈ peroxidase nebo glukosaoxidase13. Vedle en-
zymov˝ch jsou zn·my i neenzymovÈ systÈmy MFO jako nap¯.
systÈm zahrnujÌcÌ spolu˙Ëast merkaptan˘, O2 a Fe3+ (cit.15).

Olivier a kol.15 uk·zali, ûe v pr˘bÏhu st·rnutÌ lidsk˝ch
erythrocyt˘ je zvyöov·n podÌl oxidovan˝ch protein˘ stanove-
n˝ jako mnoûstvÌ karboxylov˝ch skupin protein˘15. Tito auto¯i
z·roveÚ potvrdili, ûe mnoûstvÌ protein˘ oxidovan˝ch prost¯ed-
nictvÌm MFO v tk·Úov˝ch kultur·ch lidsk˝ch fibroplast˘ roste
tak¯ka exponenci·lnÏ s vÏkem donor˘.

MnoûstvÌ oxidovan˝ch protein˘ nez·viselo na poËtu ex
vivo subkultivacÌ a bylo tedy ovlivnÏno pouze genetick˝mi
faktory st·rnutÌ. Tento z·vÏr navÌc potvrzujÌ koncentrace oxi-
dovan˝ch protein˘ v extraktech z fibroplast˘ pacient˘ posti-
ûen˝ch chorobami p¯edËasnÈho st·rnutÌ jako jsou progerie
nebo Wernerov˘v syndrom15.

4. Deamidace a izomerizace asparaginylu
a glutaminylu

PodobnÏ jako oxidace prost¯ednictvÌm mechanismu MFO
tak i deaminace asparaginyl˘ a glutaminyl˘ vede ke zmÏnÏ n·-
bojov˝ch vlastnostÌ proteinu vyvol·vajÌcÌch ¯adu zmÏn vlast-
nostÌ proteinu jako je termostabilita, senzitivita k proteasam,
u enzym˘ pak afinita k substr·tu nebo allosterick˝m efek-
tor˘m3. PravdÏpodobn˝ mechanismus deaminace Asn, zahrnu-
jÌcÌ vznik L-sukcinimidu, jeû je n·slednÏ hydrolyzov·n za vzniku
L-aspartylu1,16, je zn·zornÏn na obr. 2. PoloËas deamidace
protein˘ je z·visl˝ na aminokyselinovÈ sekvenci, v nÌû se dan˝
zbytek Asn nebo Gln nach·zÌ. To bylo prok·z·no sledov·nÌm
spont·nnÌ deamidace 70 pentapetid˘ s Asn nebo Gln lokali-
zovan˝ch v centr·lnÌ pozici17. PoloËas spont·nnÌ deaminace
byl podle sekvence pentapeptidu 6 dnÌ aû 9 let (!), coû naznaËuje,
ûe permisivita deaminace m˘ûe hr·t roli biologick˝ch hodin
pro obrat protein˘. NÌzk˝ biologick˝ poloËas skuteËnÏ kore-
luje s poËtem Asn a Gln v prim·rnÌ struktu¯e ¯ady protein˘17.

N·zor, ûe deamidace m˘ûe hr·t roli ve zvyöov·nÌ mnoûstvÌ
abnorm·lnÌch protein˘ v pr˘bÏhu st·rnutÌ podporuje zv˝öen˝
v˝skyt deaminovanÈ formy triosafosf·tisomerasy v extraktech
tk·Úov˝ch kultur fibroblast˘ u pacient˘ trpÌcÌch Wernerov˝m
syndromem a progerie2. Vznik kyselejöÌ a labilnÏjöÌ formy

triosafosf·tisomerasy, jejÌû akumulace je z·visl· na st·rnutÌ
jedince, je d·n postupnou deamidacÌ dvou asparaginylov˝ch
zbytk˘ (Asn 71 a n·slednÏ Asn 15).

5. Racemizace aminokyselinov˝ch zbytk˘
protein˘

SkuteËnosti, ûe biomolekuly a jejich komponenty majÌ
chir·lnÌ vlastnosti naznaËil poprvÈ Louis Pasteur v roce 1858
a Emil Fisher roku 1891 p¯edpovÏdÏl, ûe biologickÈ makro-
molekuly jsou sloûeny z L-aminokyselin a D-cukr˘18. P¯iroze-
nÈ proteiny jsou skuteËnÏ sloûeny v˝hradnÏ z L-aminokyselin.
D-Enantiomery aminokyselin jsou souË·stÌ bunÏËn˝ch stÏn
gramnegativnÌch bakteriÌ19 , celÈ ¯ady antibiotik a jed˘ pova-
hy oligopeptid˘20. SkuteËnost, ûe jsou proteiny tvo¯eny exk-
luzivnÏ z L-enantiomer˘, tedy podle p¯ÌsnÈho geometrickÈho
pravidla, pak p¯edurËuje i jejich specifitu v protein-protei-
nov˝ch interakcÌch, vazbÏ substr·tu do vazebnÈho mÌsta enzy-
mu, stereospecifitu katalyzovanÈ reakce a ¯adu dalöÌch vlast-
nostÌ.

Takov·to geometricky determinovan· selektivita mohla
b˝t demonstrov·na dÌky rozvoji chemickÈ syntÈzy peptid˘.
Dunn a kol.21 uk·zali, ûe retrovir·lnÌ proteasa HIV-1 (99 ami-
nokyselinov˝ch zbytk˘) syntetizovan· z D-enantiomer˘ ami-
nokyselin  byla schopna hydrolyzovat pouze substr·t o D-
-konformaci, nikoliv L-substr·t (p¯irozen· HIV-1 proteasa tj.
L-enantiomer, vykazuje opaËnou substr·tovou specifitu). Spon-
t·nnÌ konverze L-enantiomeru na D v molekule proteinu a aku-
mulace abnorm·lnÌch forem proteinu v pr˘bÏhu st·rnutÌ or-
ganismu m˘ûe vÈst ke ztr·tÏ nebo negativnÌ alteraci funkce
danÈho proteinu. Na druhou stranu, nÏkterÈ liter·rnÌ ˙daje22

naznaËujÌ, ûe p¯Ìtomnost nÏkter˝ch D-aminokyselin v moleku-
l·ch protein˘ se zd· b˝t nutn· pr·vÏ pro funkËnost proteinu,
opÏt s ohledem na geometrickÈ vlastnosti22.

5 . 1 . K y s e l i n a D - a s p a r a g o v ·

Zv˝öen˝ v˝skyt kyseliny D-asparagovÈ byl zaznamen·n
u krys v nÏkter˝ch Ë·stech mozku, v perifernÌch org·nech jako
nadledvinky, varlata a ledviny, ve front·lnÌm kortexu lidskÈho
mozku, mozkomÌönÌm moku, a ku¯ecÌm z·rodku23ñ27. Mnoû-
stvÌ D-Asp v jednotliv˝ch tk·nÌch je v tÏchto p¯Ìpadech spjato
s v˝vojov˝m stadiem jedince. Nap¯. v krysÌm mozku p¯edsta-
vuje D-aspartyl 8,4 % asparagovÈ kyseliny, ale tato hodnota
kles· na 0,4 % 10 dnÌ po narozenÌ23. V sÌtnici krys stoup·
zastoupenÌ D-Asp z 10 % na 29 % 7 dnÌ po narozenÌ, ale kles·
na ˙roveÚ 1 % u jedinc˘ star˝ch 15 dnÌ22.

Je z¯ejmÈ, ûe tyto p¯echodnÈ v˝kyvy v zastoupenÌ D-enan-
tiomeru kyseliny asparagovÈ souvisÌ s morfologick˝m a funk-
ËnÌm v˝vojem org·n˘22. Nep¯edpokl·d· se vöak, ûe D-enan-
tiomery jsou inkorporov·ny do novÏ syntetizovanÈho protei-
novÈho ¯etÏzce28, aËkoliv nÏkterÈ D-aminoacyl-tRNA mohou
b˝t syntetizov·ny29. P¯edpokl·d· se posttraslaËnÌ konverze
L-aspartylu na D-enantiomer a naopak. Specifick· racemasa
konvertujÌcÌ L-aminokyseliny na D-aminokyseliny vöak jiû
byla nalezena u bezobratl˝ch30. Nutnost enzymovÈ konverze
mezi jednotliv˝mi enantiomery kyseliny asparagovÈ podtrhu-
je relativnÏ nÌzk· rychlost (0,1 % rokñ1) spont·nnÌ racemizace
asparagylu pop¯. asparaginylu (mechanismus viz obr. 2) identi-
fikovan· nap¯Ìklad u β-krystalinu v lidsk˝ch oËnÌch ËoËk·ch31.

Obr. 1. SchematickÈ zn·zornÏnÌ reakcÌ zahrnut˝ch do procesu
Ñmixed-function oxidationì (MFO); RH ñ donor elekron˘ (NADPH,
askorbov· kyselina apod.), R ñ oxidovan˝ donor elektron˘, E ñ enzym
(pop¯. jin˝ protein schopn˝ v·zat Fe2+), ïOï ñ aktivnÌ kyslÌk. Po¯adÌ
(sekvenci) reakcÌ MFO je moûno nalÈzt v textu. Adaptov·no z cit.1
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D-Aspartyl byl takÈ identifikov·n v membr·nov˝ch protei-
nech erythrocyt˘32 a myelinu33,34 , v peptidech a proteinech
tvo¯ÌcÌch kosti a zuby.

5 . 2 . D - S e r i n a o s t a t n Ì D - a m i n o k y s e l i n y

D-Serin byl identifikov·n v lidskÈm, krysÌm a praseËÌm
myelinu34,35. Z fyziologickÈho hlediska jsou zajÌmavÏjöÌ volnÈ
D-enantiomery aminokyseliny jako D-Ser nebo D-Ala, kterÈ
z¯ejmÏ hrajÌ roli allosterickÈho efektoru N-methyl-D-aspart·t
receptoru. D·le je zn·mo, ûe mnoûstvÌ D-enantiomer˘ r˘zn˝ch
aminokyselin roste vlivem r˘zn˝ch onemocnÏnÌ jako jsou
nap¯. Alzheimerova choroba nebo ledvinov· nedostateËnost
(pro p¯ehled22). ÿÌzen˝ vznik  a fyziologick· role D-enan-
tiomer˘ aminokyselin v organismu z˘st·v· vöak st·le neob-
jasnÏna. Na konci roku 1999 byl ozn·men objev specifickÈ
serinisomerasy, kter· izomeruje L-serin na D-serin. Tento nov˝
objev m˘ûe posunout ˙vahy o vzniku D forem aminokyselin
v savËÌch tk·nÌch36.
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In the course of aging of organisms, various modifications
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1. ⁄vod

Interakcie sk˙man· molekula/prostredie s˙ predmetom
rozsiahleho experiment·lneho a teoretickÈho b·dania, ktorÈ sa
s˙streÔuje na konötrukcie öpecifick˝ch znaËiek1,2. Tieto in-
terakcie, ak sa prejavia v spektr·lnych vlastnostiach, s˙ veæmi
charakteristickÈ pre dan˙ molekulov˙ znaËku a tieû prostredie,
v ktorom sa t·to nach·dza. Pre charakteriz·ciu fyzik·lnych,
chemick˝ch a ötruktur·lnych aspektov prostredia cielene vy-
hæad·vaj˙, prÌpadne pripravuj˙ molekuly so öpecifickou odo-
zvou na danÈ prostredie. Experiment·lne æahko dostupnÈ s˙
spektr·lne zmeny napr. v absorpËn˝ch, emisn˝ch, polarizaË-
n˝ch a in˝ch spektr·ch v homogÈnnom izotropnom kvapal-
nom prostredÌ. Menej obvyklÈ je pouûitie molekulov˝ch zna-
Ëiek v tuhom polymÈrnom prostredÌ.

Cieæom tohoto prehæadu je zhrn˙ù prednosti a nedostatky
polymÈrov ako nosiËov resp. matrice pre spektr·lne merania.
Na z·klade porovnania niektor˝ch spektr·lnych charakteristÌk
vybrat˝ch singletn˝ch a tripletn˝ch znaËiek chceme pouk·zaù
na rozdiely medzi ötandardn˝mi rozp˙öùadlami a polymÈrny-
mi matricami. Hlavn˙ pozornosù pritom budeme venovaù moû-
nosti pouûitia niektor˝ch deriv·tov kumarÌnu ako znaËiek.
Prev·ûna Ëasù aplik·ciÌ deriv·tov kumarÌnu je zaloûen· na ich
luminescenËn˝ch vlastnostiach. V centre z·ujmu fotofyzikov
s˙ kumarinovÈ deriv·ty ako aktÌvne prostredie vo farbivov˝ch
laseroch3ñ5 a ako fotosenzibiliz·tory6,7. In· aplik·cia v biofy-
zike je zaloûen· na pouûitÌ acylovan˝ch kumarÌnov ako zna-
Ëiek pre fotoindukovanÈ enzymatickÈ öt˙die8,9, Ôalej je to
sk˙manie lipidovej dvojvrstvy a biologick˝ch membr·n10,
najm‰ pri preöetrenÌ medzif·zoveho potenci·lu v profiloch pri
rozliËn˝ch vzdialenostiach od membr·novÈho povrchu11. No-

v· oblasù aplik·cie kumarÌnov v medicÌne je znaËenie proteÌ-
nov dlhovlnne excitovateæn˝mi kumarÌnmi s elektrÛn-akcep-
tÛrn˝mi substituentami v polohe 3 alebo 4 (cit.12).

2. Vplyv polymÈrnej matrice
na spektr·lne vlastnosti molek˙l

Priehæadnosù a makroskopick· pevnosù v‰Ëöiny jednodu-
ch˝ch polymÈrov napr. polystyrÈnu (PS) a polymetylmeta-
kryl·tu (PMMA) ved˙ k z·verom, ûe tieto matrice s˙ svojim
charakterom porovnateænÈ k organick˝m a anorganick˝m
skl·m pri nÌzkych teplot·ch (obyËajne pri 77 K). Experimenty,
pri ktor˝ch malÈ molekuly boli dopovanÈ v pevn˝ch polymÈr-
nych matriciach, uk·zali, ûe pri 300 K maj˙ polymÈrne matrice
oveæa v‰ËöÌ voæn˝ objem ako jednoduchÈ organickÈ skl· pri
77 K. T˝m sa umoûÚuje molekul·rny pohyb hlavne pre malÈ
boËnÈ skupiny, aj keÔ dif˙zia hlavne pri nÌzkych koncen-
tr·ciach mal˝ch molek˙l je znaËne obmedzen·. ät˙die pohybu
a pohyblivosti tohoto druhu poskytli dÙleûitÈ poznatky ako
o ötrukt˙re organick˝ch polymÈrnych skiel, tak i o fotoche-
mick˝ch a fotofyzik·lnych procesoch prebiehaj˙cich v poly-
mÈrnom prostredÌ.

UhæovodÌkovÈ skl· sa pouûili ako matrice na öt˙dium
spektroskopick˝ch vlastnostÌ mal˝ch molek˙l pri nÌzkej tep-
lote (77 K) G. N. Lewisom a spol.13, ktorÌ vyvinuli rad zmesÌ
di(n-pentyl)Èteru s 2-metylbutanom a etanolom (zn·me ako
EPA skl·), ktorÈ boli v˝born˝mi rozp˙öùadlami a æahko tvorili
priehæadnÈ skl· pri teplote kvapalnÈho dusÌka. NeskÙr sa ÔalöÌ
v˝skumnÌci pok˙sili urobiù podobnÈ öt˙die v sklovit˝ch poly-
mÈrnych matriciach pri laboratÛrnej teplote. NaprÌklad Gea-
cintov a spol.14 pouûili viacerÈ polymÈrne matrice pre spektro-
skopickÈ öt˙die fosforescencie dibenzo[a,h]antracÈnu (ötruk-
t˙ra A) a zistili, ûe vo vöetk˝ch prÌpadoch emisia bola zh·öan·

kyslÌkom pri laboratÛrnej teplote. Toto je azda najskoröÌ dÙkaz
toho, ûe v sklovit˝ch polymÈrnych matriciach sa mÙûe dosiah-
n˙ù dif˙zia v medziach doby ûivota excitovanÈho stavu. Ak
malÈ molekuly mÙûu  difundovaù v polymÈrnom  prostredÌ
s r˝chlosùou do 5◊103 nm.sñ1, tak je jasnÈ, ûe pri dobe ûivota
fosforescencie rovnaj˙cej sa r·dovo sekund·m fosforescencia
mÙûe byù efektÌvne zh·öan· kyslÌkom. Na rozdiel od anor-
ganick˝ch a nÌzkomolekulov˝ch organick˝ch skiel, ktorÈ s˙
takmer nepriepustnÈ pre kyslÌk pri laboratÛrnej teplote15, sa
efektÌvne zh·öanie kyslÌkom vyskytuje veæmi Ëasto vo viskÛz-
nych polymÈrnych matriciach.

Vyuûitie polymÈrov ako matrÌc na rozdiel od kvapaln˝ch
roztokov prin·öa niekoæko v˝hod pre fotofyzik·lne öt˙dia:

A
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ñ pohyblivosù dopovan˝ch molek˙l je obmedzen·,
ñ mÙûu sa vyuûiù niektorÈ öpecifickÈ orient·cie dopovan˝ch

molek˙l20,21,24,
ñ polymÈrna matrica je inertn·, tj. interakcia rozpustenej

dopovanej molekuly s prostredÌm je veæmi slab·,
ñ niûöia citlivosù dopovanej molekuly na vonkajöie vplyvy

(napr. zh·öanie kyslÌkom),
ñ jednoduch· prÌprava vzoriek vo forme filmov alebo blo-

kov.
Na druhej strane treba zdÙrazniù, ûe tieto v˝hody maj˙ dosù

ohraniËen˙ platnosù. HlavnÈ problÈmy s vyuûitÌm matrÌc s˙:
ñ prÌprava vzoriek mÙûe znaËne ovplyvniù v˝sledky,
ñ pohyblivosù rozpustenej l·tky a citlivosù na vonkajöÌ vplyv

s˙ urËenÈ v˝berom matrice, zvl·öù pri teplote sklovitÈho
prechodu (Tg),

ñ mechanizmus orient·cie molek˙l nie je doposiaæ dobre
objasnen˝24,

ñ predpoklad inertnosti matrice je ohraniËen˝.
»asto sa o vplyve polymÈrnej matrice na spektr·lne vlast-

nosti molek˙l robia nie celkom opr·vnenÈ predpoklady. O vply-
ve polymÈrnej matrice na spektr·lnu charakteristiku sa pred-
poklad·, ûe:
ñ polymÈrna matrica je aj pri laboratÛrnej teplote tot·lne

inertn·, tj. nem· ûiadny vplyv na spektr·lne merania, alebo
ñ polymÈrna matrica m· na spektr·lne vlastnosti rovnak˝

vplyv ako analogickÈ nÌzkomolekulovÈ rozp˙öùadlo.
Tieto predpoklady maj˙ len ËiastoËne svoje opodstatnenie.

S˙ samozrejme limitnÈ situ·cie, kedy moûno predpokladaù, ûe
jeden z uveden˝ch predpokladov je opr·vnen˝.

Vplyv prostredia na absorbËnÈ a emisnÈ spektr· je zvl·d-
nut˝ na kvalitatÌvnej a semikvalitatÌvnej ˙rovni16ñ18. Pre zÌska-
nie spektier mnohoatÛmov˝ch molek˙l sa obvykle zvolia takÈ
podmienky, aby interakcie rÙzneho typu boli vyl˙ËenÈ resp.
zanedbateænÈ. Z tohto dÙvodu sa obvykle meria v roztoku pri
nÌzkej koncentr·ciÌ meranej l·tky. Rozp˙öùadl· sa volia takÈ,
aby pri dostatoËnej rozpustnosti interakcia rozp˙öùadlo ñ roz-
pusten· l·tka bola minim·lna.

Pri rÙznych aplik·ciach je vöak potrebnÈ pouûÌvaù l·tky
s urËit˝mi optick˝mi spektr·lnymi vlastnosùami v podmien-
kach znaËne odliön˝ch od ötandardn˝ch. PrÌkladom je pouûitie
farbÌv pre rÙzne typy vl·kien19. Fotofyzik·lne vlastnosti ta-
k˝chto systÈmov moûno sk˙maù iba v kr·tkej a ˙zkej Ëasovej
ök·le20.

Na bliûöie objasnenie t˝chto procesov s˙ dÙleûitÈ ˙daje
o rozsahu reorient·cie polymÈrnej matrice po excit·cii mole-
kuly rozpustenej l·tky. Schmidtov· a kol.19 priöli k z·veru, ûe
disperznÈ sily hraj˙ dÙleûit˙ ˙lohu pri interakcii polymÈrñroz-
pusten· l·tka. Reorient·cia solvataËnÈho obalu poËas doby
ûivota excitovanÈho stavu rozpustenej l·tky v polymÈroch
je zanedbateæn· pod teplotou sklovitÈho prechodu. Nadolski
a kol.23,25na z·klade öt˙dia solvatochromizmu 4-(dimetylami-
no)-4í-nitroazobenzÈnu v rozp˙öùadl·ch a v polymÈrnych ma-
triciach priöli k z·veru, ûe orientaËn· polariz·cia hr· dÙleûi-
t˙ ˙lohu. Znamen· to, ûe aj v polymÈroch mÙûe doch·dzaù
v niektor˝ch prÌpadoch poËas doby ûivota excitovanÈho stavu
dopovanej molekuly k reorganiz·cii solvataËnÈho obalu.

V polymÈrnych matriciach obvykle doch·dza k nehomo-
gÈnnemu rozöirovaniu absorbËn˝ch a emisn˝ch spektier. Ten-
to efekt spÙsobuje najm‰:
ñ existencia molek˙l rozpustenej l·tky v miestach s rozdiel-

nym mikroprostredÌm (o rÙznej energii),

ñ reorient·cia solvataËnÈho obalu poËas doby excitovanÈho
stavu,

ñ interakcia typu rozpusten· l·tkañrozpusten· l·tka.
Naproti tomu k nehomogÈnnemu rozöÌreniu absorbËn˝ch

a emisn˝ch spektier v polymÈrnych matriciach pri 77 K ne-
prispieva reorient·cia solvataËnÈho obalu. Pre potlaËenie ne-
homogÈnneho rozöirovania absorbËn˝ch a emisn˝ch spektier
je potrebnÈ zvoliù tak˙ matricu, v ktorej rozpusten· l·tka
zaujme len jednu definovan˙ polohu. To pr·ve umoûÚuj˙
äpolskÈho matrice, Ëo s˙ vhodnÈ uhæovodÌky resp. zmesi
uhæovodÌkov26,27pri nÌzkej koncentr·cii rozpustenej l·tky. Pre
klasickÈ äpolskÈho matrice platÌ poûiadavka, ûe najv‰Ëöie
z˙ûenie Ëiar sa dosahuje pri pouûitÌ uhæovodÌkov porovnateæ-
n˝ch rozmerov ako rozpusten· l·tka, Ëo s˙ obvykle aromatickÈ
polycyklickÈ uhæovodÌky, ktorÈ najËastejöie poskytuj˙ kvazi-
line·rne spektr·28.

In· cesta pre dosiahnutie z˙ûenia p·sov je selektÌvna ex-
cit·cia len jednÈho stavu rozp˙öùadloñrozpusten· l·tka pomo-
cou vhodne naladenÈho lasera. V prÌpade z˙ûenia fosforescen-
cie je potrebnÈ t˝mto laserom excitovaù v oblasti S0ñT1 p·su,
ktor˝ je m·lo intenzÌvny27 a to najm‰ pre prechody typu n→π*.

Prostredie bezprostredne obklopuj˙ce molekulu Ëasto ur-
Ëuje jej z·kladnÈ vlastnosti, ako s˙ rozpustnosù a optickÈ
charakteristiky. SpektroskopickÈ znaËky je tak moûnÈ pouûiù
na sk˙manie mikroprostredia makroskopicky homogÈnnych
roztokov, na  charakteriz·ciu polymÈrneho prostredia a na
korel·ciu zmien fotofyzik·lnych parametrov, ktorÈ s˙ odoz-
vou rozliËn˝ch ötrukt˙rnych modifik·ciÌ. SingletovÈ znaËky
s˙ vhodnÈ na monitorovanie procesov v nanosekundovej ob-
lasti, zatiaæ Ëo tripletovÈ znaËky sa pouûÌvaj˙ pre usporiadanÈ
prostredie29,30 a pre monitorovanie procesov v mikro- a mili-
sekundovej oblasti.

Hlavn˝mi fluorescenËn˝mi znaËkami s˙ aromatickÈ far-
biv·, ktorÈ s˙ preferenËne solubilizovanÈ v hydrofÛbnych
mikrooblastiach. Ich presn· lokaliz·cia je v‰Ëöinou nezn·ma.
Technika  fluorescenËn˝ch znaËiek bola pouûit·  na  detek-
ciu v˝skytu interakciÌ polymÈrñrozpusten· l·tka pomocou
zdanlivej mikroviskozity (ηapp) a mikropolarity Ëasto vyjadre-
nej pomocou efektÌvnej permitivity (εeff). UrËovanie abso-
l˙tnych hodnÙt ηapp a εeff je obyËajne zaùaûenÈ urËitou chy-
bou, priËom pri kvantifik·cii t˝chto hodnÙt v miceliach a v tu-
hej f·ze v porovnanÌ s hodnotami v rozp˙öùadl·ch je potrebnÈ
byù opatrn˝. Zo zmien urËit˝ch fotofyzik·lnych vlastnostÌ
pri modifik·cii rozp˙öùadla rozliËn˝mi aditÌvami je moûnÈ
zÌskaù hodnotnÈ  inform·cie. Tieto  zmeny sa mÙûu  pouûiù
na pos˙denie charakteru bezprostrednÈho okolia znaËky. Zo-
znam najbeûnejöÌch fluorescenËn˝ch znaËiek ako sa uv·dza
v prehæadnej forme v Ël·nku31 je uk·zan˝ v tabuæke I a v schÈ-
me 1.

Na charakteriz·ciu polymÈrneho prostredia pouûili sa ako
singletovÈ znaËky31,32 aj rÙzne organickÈ farbiv· a pyrÈno-
vÈ deriv·ty. Tri najbeûnejöie fluorescenËnÈ znaËky: pyrÈn
(Py), pyrÈn-1-karbaldehyd (PCA) a 8-anilÌnonaftalÈn-1-sul-
fÛnov· kyselina (ANS) maj˙  tieto  z·kladnÈ fotofyzik·lne
vlastnosti:
P y r È n : Kæ˙Ëovou vlastnosùou fotofyzik·lnych vlastnostÌ
pyrÈnu je zmena pomeru intenzÌt emisn˝ch p·sov32 spÙsoben·
rozp˙öùadlom. Tieto zmeny sa korelovali s polaritou bezpro-
strednÈho okolia znaËky, a zÌskala sa tak empirick· pyrÈnov·
ök·la polarity rozp˙öùadla. Napriek öirokÈmu pouûitiu pyrÈnu
ako znaËky, doteraz nie s˙ plne pochopenÈ molekul·rne pro-
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Tabuæka I
FluorescenËnÈ znaËky pouûÌvanÈ na charakteriz·ciu prostredia31

ZnaËka Parameter

experiment·lny mikroskopick˝

Py I1/I3(vibraËn· ötrukt˙ra emisie) polarita
PCA λem polarita
Dipyme [I1/I3 , IexcimÈr /ImonomÈr polarita, mikroviskozita
ANS λem, φem polarita
TNS λem, φem polarita
2-MetylantracÈn r (anizotropia emisie) mikroviskozita
DPH r (anizotropia emisie) mikroviskozita
Rhodamin 6G λem polarita
Proflavin λem polarita
Akridin λem polarita
Rhodamin 6G/KumarÌn 1 IRh6G/IC1 (NRET ñ bezradiaËn˝ prenos energie) veækosù klastrov
PyrÈn-1-sulfon·t/naftalÈn-2-sulfon·t IPy/INp (NRET ñ bezradiaËn˝ prenos energie) veækosù klastrov
1-MetylpyrÈn Itotal, τ (zh·öanie) Nagg ñ priem. agregaËnÈ Ë.
[Ru(bipy)2]

2+ Itotal, τ (zh·öanie) Nagg ñ priem. agregaËnÈ Ë.

cesy vz·jomnÈho vzùahu medzi pomerom intenzÌt emisn˝ch
p·sov a polaritou rozp˙öùadla34. Z·vislosù pyrÈnovej emisie od
polarity rozp˙öùadla je vyjadren· pomerom intenzÌt I1/I3 (alebo
I3/I1), kde p·s I1 zodpoved· prechodu (0ñ0) a p·s
I3 prechodu , priËom S1 je prv˝ singletov˝ exci-
tovan˝ stav a S0 je z·kladn˝ stav pyrÈnu (obr·zok 1).

Tieto hodnoty sa pohybuj˙ od ~1,9 v pol·rnych rozp˙öùad-
l·ch (1,87 vo vode) do ~0,6 v uhæovodÌkoch.

InÈ polycyklickÈ aromatickÈ zl˙Ëeniny, ktorÈ boli vyöet-
renÈ ako znaËky micel·rnych a polymÈrnych systÈmov, s˙
fenantrÈn a trifenylÈn35. Doteraz sa vöak nepouûili na preöet-
renie interakcie polymÈr-rozpusten· l·tka.
P C A : UûitoËnou vlastnosùou 1-pyrÈnkarboxylaldehydu
(PCA) v roztoku je z·vislosù jeho fluorescencie od permitiv-
ity (ε) rozp˙öùadla36. Stanovil sa empirick˝ line·rny vzùah
medzi vlnovou dÂûkou maxima emisie ( ) a permitivitou
(ε). ät˙dium emisn˝ch vlastnostÌ PCA v öirokej ök·le navrhnu-
t˝ch rozp˙öùadiel vöak ukazuje, ûe z·vislosù je oveæa zloûitej-
öia37.
A N S : Kvantov˝ v˝ùaûok fluorescencie (φF) 8-anilÌnonaf-
talÈn-1-sulfÛnovej kyseliny (ANS), definovan˝ ako pomer
poËtu emitovan˝ch fotÛnov k poËtu absorbovan˝ch fotÛnov,
vykazuje znaËn˙ z·vislosù od polarity solvataËnÈho prostre-
dia38. Na hodnotu φF mÙûe vpl˝vaù mnoûstvo ÔalöÌch faktorov.
V najvöeobecnejöom prÌpade je kvantov˝ v˝ùaûok fluorescen-
cie φF dan˝ vzùahom:

φF = (1)

priËom [Q] je koncentr·cia æubovoænÈho prÌtomnÈho zh·öadla,
kF, kQ,, kIC, kISC, kP a kET s˙ podæa poradia r˝chlostnÈ konötanty
fluorescencie, zh·öania, vn˙tornej konverzie, medzisystÈmo-
vÈho prechodu, fotochemickej reakcie v excitovanom stave
a prenosu energie39.

Vhodn˝mi tripletov˝mi znaËkami sa uk·zali aj deriv·ty
benzofenÛnu40, ktorÈ vykazovali silnejöiu emisiu pri 77 K
a slaböiu pri laboratÛrnej teplote. Na klasifik·ciu najniûöieho
singletovÈho stavu musÌ byù presk˙man˝ vplyv polarity roz-
p˙öùadla na posun najdlhovlnnejöieho p·su. BenzofenÛn vy-
kazoval najniûöÌ singlet typu n-π*. Pretoûe singlet-tripletovÈ
rozötiepenie je nÌzke, triplet je tieû typu n-π* (cit.40). Tento
z·ver nie je vöeobecne platn˝ pre benzofenÛnovÈ deriv·ty
substituovanÈ v polohe 4. Lepöie vibraËnÈ rozlÌöenie emisie sa
pozorovalo pre monoketÛny a alkylsubstituovanÈ antrachinÛ-
ny v nepol·rnych matriciach41,42. VibraËnÈ rozlÌöenie emisie
sa podstatne nezlepöilo pre benzofenÛn. Vplyv polarity roz-
p˙öùadla na absorbËnÈ spektr· sa koreloval s vplyvom polarity
polymÈrnej matrice na emisiu a jej z·nik pre monoketÛny
benzofenÛnovÈho typu40 so snahou o kvalitatÌvne pochopenie
faktorov vpl˝vaj˙cich na vibraËn˙ ötrukt˙ru emisie t˝chto
monoketÛnov. Vplyv polarity polymÈrnej matrice na dobu

]monomÈr
DP

S S1
=0

0
=0v v→

S S1
=0

0
=1v v→
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em
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Obr. 1. AbsorpËnÈ a emisnÈ spektrum pyrÈnu v cyklohex·ne; p·s
(0ñ0) v absorbËnom spektre je normalizovan˝ k emisnÈmu prechodu
(0ñ0) (cit.34), I ñ normalizovan·
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ûivota monoketÛnov benzofenÛnovÈho typu je menöÌ ako na
vibraËnÈ rozlÌöenie.

œalöÌmi vhodn˝mi tripletov˝mi znaËkami s˙ deriv·ty 1,2-
-diketÛnov. HrdloviË a Luk·Ë43 sledovali vplyv polymÈrneho
prostredia na fotofyzik·lne a fotochemickÈ procesy deriv·tov
1,2-diketÛnov. Boli vyöetrenÈ absorpËnÈ a emisnÈ spektr·
deriv·tov benzilu a 1-fenylprop·n-1,2-diÛnu v roztoku a v rÙz-
nych polymÈrnych matriciach. NajdlhovlnnejöÌ absorpËn˝ p·s
nÌzkej intenzity sa pri vöetk˝ch necyklick˝ch deriv·toch po-
s˙val hypsochrÛmne od nepol·rneho k pol·rnemu rozp˙öùad-
lu, Ëo je typickÈ pre n-π* prechod. Najviac intenzÌvny druh˝
p·s typu π-π* sa pos˙val batochrÛmne. V polymÈrnych matri-
ciach bol pozorovan˝ nepatrn˝ hypsochrÛmny posun s rozöÌ-

renÌm emisnÈho p·su. Doba ûivota fosforescencie 1,2-diketÛ-
nov leûÌ v rozsahu 2ñ5 ms a emisia zanik· monoexponen-
ci·lne. Pri laboratÛrnej teplote z·nik fosforescencie je oveæa
r˝chlejöÌ a mÙûe byù nafitovan˝ biexponenci·lou.

TripletnÈ znaËky deriv·tov 1,2-diketÛnov sa mÙûu pouûiù
ako donory, alebo akceptory tripletnej energie. Tieto procesy
mÙûu byù monitorovanÈ zh·öanÌm, alebo senzibiliz·ciou emi-
sie44,45. ChromofÛry typu nÌzkomolekulov˝ch 1,2-diketÛnov
boli viazanÈ na makromolekuly46,47a makromolekuly oznaËe-
nÈ 1,2-diketÛnmi boli pouûitÈ na öt˙dium rozliËn˝ch fotofyzi-
k·lnych a fotochemick˝ch procesov.

Ako vhodnou fosforescenËnou znaËkou sa ukazuj˙ aj de-
riv·ty 9,10-antrachinÛnu42, ktor˝ch emisia (fosforescencia) je

SchÈma 1. Chemick· ötrukt˙ra najbeûnejöÌch fluorescenËn˝ch znaËiek

Pyrén (Py) Pyrén-1-karboxylaldehyd 1-Pyrénsulfonát 1-Metylpyrén
(PCA) (1-PyS)
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ovplyvnen· polymÈrnou matricou. V nepol·rnych uhæovodÌ-
kov˝ch matriciach boli zÌskanÈ spektr· s dobr˝m vibraËn˝m
rozlÌöenÌm, priËom dominantnou bola z·kladn· vibr·cia karbo-
nylovej skupiny (1680 cmñ1). V pol·rnom poly(vinylalkohole)
vibraËn· ötrukt˙ra ˙plne zanik· a intenzita kles· 5 aû 10 kr·t.
Vysok· fotochemick· reaktivita vykazovan· 9,10-antrachinÛ-
nom a jeho deriv·tmi bola vyuûit· v rozliËn˝ch aplik·ciach,
ako napr. pri zosieùovanÌ polymÈrov, senzibiliz·cii polymÈr-
nej degrad·cie a v experiment·lnych systÈmoch na premenu
a uskladnenie sol·rnej energie. Uû dlho je jasnÈ, ûe sveteln·
stabilita niektor˝ch antrachinÛnov˝ch farbÌv v celulÛzov˝ch
vl·knach je dosù nÌzka48. Fotochemick· reaktivita 9,10-antra-
chinÛnu a jeho deriv·tov silne z·visÌ od substituentov a pro-
stredia. Ned·vno bolo uk·zanÈ, ûe polymÈrna matrica silne
vpl˝va na emisiu niektor˝ch monoketÛnov a nesubstituovanÈ-
ho 9,10-antrachinÛnu, obzvl·öù na vibraËn˙ ötrukt˙ru emisie41.

Komplikuj˙cim faktorom vyuûitia znaËiek mÙûe byù ich
pohyblivosù alebo dif˙zia, ktor· znemoûnÌ ich presn˙ a öpeci-
fick˙ lokaliz·ciu. Heppel49 uk·zal, ûe koeficient translaËnej
dif˙zie antracÈnu v roztoku nez·visÌ od prÌtomnosti polyizo-
butylÈnu, dokonca aj keÔ systÈm bol tak koncentrovan˝, ûe sa
tvoril gÈl. Na druhej strane v systÈmoch tvoriacich vodÌkovÈ
v‰zby, ako napr. glycerol, ale aj poly(vinylalkohol) (PVA),
alebo gÈl ûelatÌny, sa r˝chlosù dif˙zie znaËne zmenöuje. V prÌ-
pade makromolekulov˝ch systÈmov sa zd· pravdepodobnÈ, ûe
pre tvorbu kavÌt voænÈho objemu, do ktor˝ch sa mÙûu pre-
miestniù difunduj˙ce molekuly, je nevyhnutn˝ koordinovan˝
pohyb boËn˝ch skupÌn v polymÈri, ktor˝ je ovplyvnen˝ vodÌ-
kov˝mi v‰zbami. Buettner50 zÌskal podobnÈ v˝sledky s vysu-
öen˝mi ûelatÌnov˝mi filmami obsahuj˙cich 1-naftol. Pozoro-
val intenzitu fluorescencie po z·blesku od prÌtomnosti kyslÌka
v 1-naftol obahuj˙cej matrici a uk·zal, ûe kyslÌk by mohol byù
odstr·nen˝ z blÌzkeho okolia 1-naftolu opakovan˝m z·bles-
kom. V dÙsledku tvorby vodÌkov˝ch v‰zieb medzi peptidov˝-
mi molekulami v ûelatÌne je r˝chlosù dif˙zie kyslÌka znaËne
menöia ako v polymÈrnych esteroch, napr. v PMMA, v ktor˝ch
je veæmi mal· interakcia medzi reùazcami na ˙Ëet vodÌkov˝ch
v‰zieb. œalöÌm dÙvodom znÌûenia r˝chlosti dif˙zie v polymÈ-
roch s vodÌkov˝mi v‰zbami je, ûe napr. v ûelatÌne a v PVA
nedoch·dza k samozh·öaniu tripletov, ktorÈ bolo pozorovanÈ
pre 2-naftol alebo erytrozÌn. Toto pozorovanie naznaËuje, ûe
za t˝chto podmienok tieto molekuly nemÙûu difundovaù do
takej vzdialenosti, aby nastala medzi nimi interakcia.

3. Tepeln· histÛria a prechody v pevnej f·ze

Vöeobecne je zn·me, ûe doba ûivota fosforescencie rozliË-
n˝ch prÌmesn˝ch molek˙l v polymÈroch alebo skl·ch tvore-
n˝ch mal˝mi molekulami z·visÌ od Ëasu, uplynutÈho od vy-
tvorenia skla. Napr. Martin a Kalantar50 pozorovali, ûe do-
ba ûivota fosforescencie benzÈnu a prÌbuzn˝ch chromofÛrov
v EPA skl·ch rastie v priebehu prv˝ch 5ñ6 hodÌn od vytvore-
nia skla. Ak sa skl·m poskytla relaxaËn· doba niekoæko hodÌn
po meranÌ, nepozorovali sa ûiadne zmeny. Tento efekt sa
vyskytuje iba v tak˝ch skl·ch, u ktor˝ch sa teplota sklovitÈ-
ho prechodu nach·dza v intervale 30 ∞C od teploty merania
(77 K). V dÙsledku veækej makroskopickej viskozity polymÈr-
ne skl· sa nikdy nebud˙ nach·dzaù v termodynamickej rovno-
v·he pod teplotou sklovitÈho prechodu.

Fotofyzika prÌmesn˝ch molek˙l mÙûe ˙plne z·visieù od

teploty, pri ktorej sa tvorÌ sklo. Tento efekt vidieù v pr·ci
Franka a Harraha52, kde koncentr·cia excimÈrov˝ch centier v
PS a v polyvinylnaftalÈne rozpustenom v PS, z·visÌ od teplo-
ty, pri ktorej bol film nanesen˝ a suöen˝. Po suöenÌ mÙûu byù
merania uskutoËnenÈ pri znaËne niûöÌch teplot·ch, Ëo nevpl˝-
va na konform·ciu makromolek˙l a v˝sledn˙ koncentr·ciu
centier. Ak je teplota merania znaËne niûöia od teploty sklovi-
tÈho prechodu polymÈru, potom je m·lo pravdepodobnÈ, aby
boli moûnÈ veækÈ zmeny v konform·cii makromolek˙l a t˝m
doch·dzalo k premiestÚovaniu a prÌpadne k ËiastoËnÈmu z·-
niku excimÈrov˝ch centier.

V polymÈrnej matrici pri 77 K je ˙plne zamrznut˝ solva-
taËn˝ obal z·kladnÈho stavu rozpustenej dopovanej l·tky.
Charakter solvataËnÈho obalu z·kladnÈho stavu je dan˝ jednak
interakciou rozpusten· l·tkañpolymÈrna matrica (termodyna-
mick˝ efekt) a jednak spÙsobom prÌpravy (kinetick˝ efekt).
Pri prÌprave filmov odlievanÌm z roztoku sa pri pomalom
odparovanÌ vytvorÌ solvataËn˝ obal, ktor˝ je energeticky op-
tim·lny pre z·kladn˝ stav. Komplikuj˙cim faktorom pri ötan-
dardnej prÌprave polymÈrnych filmov odlievanÌm mÙûe byù
rÙzny stupeÚ agreg·cie dopovanej l·tky, i keÔ sa vych·dza
z homogÈnnych roztokov a fin·lne filmy s˙ opticky priehæad-
nÈ. Pri prÌprave filmov lisovanÌm z pr·öku solvataËn˝ obal
rozpusten˝ch l·tok nie je pri danej teplote v termodynamickej
rovnov·he, pretoûe prÌprava sa deje za znaËne nerovnov·û-
nych podmienok a sÌce r˝chle vyhriatie, lisovanie a r˝chle
ochladenie. Pri dif˙zii rozp˙öùanej l·tky do polymÈrneho fil-
mu obsadzuje molekula rozpustenej l·tky dostupnÈ miesta
v hmote polymÈru. Pri semikryötalick˝ch materi·loch dopant
vnik· najm‰ do amorfnej Ëasti a na rozhranie amorfnej a kryö-
talickej f·zy. Obsadenie na rozhranÌ amorfnej a kryötalickej
f·zy je urËenÈ spÙsobom prÌpravy.

Z ˙dajov pr·ce Somersalla a spol.53 vidieù, ûe fosforescen-
cia polymÈrov obsahuj˙cich boËn˙ karbonylov˙ a aromatickÈ
skupiny z·visÌ od teploty. Nespojitosù sa pozorovala na grafe
z·vislosti logaritmu intenzity emisie od prevr·tenej hodnoty
teploty v zhode s rozmrazovanÌm niektor˝ch typov molekulo-
vÈho pohybu. Zh·öanie fosforescencie kyslÌkom je v tomto
prÌpade ÔalöÌm dÙkazom toho, ûe pohyb kyslÌka a ostatn˝ch
mal˝ch molek˙l cez polymÈrne matrice je uæahËen˝ mal˝mi
rot·ciami a vibr·ciami boËn˝ch skupÌn hlavnÈho polymÈrneho
reùazca. V dÙsledku toho, ûe tieto pohyby zam‡zaj˙ pri teplote,
ktor· sa pribliûuje k absol˙tnej nule, dif˙zne koeficienty tieû
dosiahn˙ zanedbateænÈ hodnoty.

4. Vplyv orient·cie na fotoprocesy v matriciach

DÙleûit· v˝hoda polymÈrnych matrÌc v porovnanÌ s EPA
sklami pri 77 K alebo anorganick˝mi sklami pri laboratÛrnej
pozost·va v tom, ûe mÙûu byù æahko orientovanÈ mechanic-
k˝m natiahnutÌm. T·to vlastnosù bola vyuûit· na öt˙dium
optick˝ch vlastnostÌ orientovan˝ch systÈmov mal˝ch molek˙l
v rozliËn˝ch polymÈrnych matriciach. NaprÌklad, Bott a Ku-
rucsev54 ötudovali smer prechodov˝ch momentov mal˝ch mo-
lek˙l podæa spektier dichroizmu v natiahnut˝ch filmoch poly-
vinylalkoholu a polyetylÈnu (PE). Ako sondy sa pouûili malÈ
molekuly naftalÈnu, antracÈnu, chinolÌnu a akridÌnu. Spome-
nutÌ autori54 priöli k z·veru, ûe distrib˙cia molek˙l vo filmoch
podæa orient·cie nie je celkom urËen· tvarom molek˙l a vo
vöeobecnom prÌpade hodnoty vöetk˝ch troch orientaËn˝ch
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parametrov pre kaûd˙ molekulu treba urËiù separovane pre
kaûd˝ systÈm rozpusten· l·tkañpolymÈrna matrica tak, aby sa
zistil smer prechodovÈho momentu zo spektier dichroizmu.

Podobn˝ prÌstup pouûili Aviv a spol.55, ktor˝ ötudovali
fotodimeriz·ciu tetrafenylbutatriÈnu (ötrukt˙ra B) v nematic-
kom kvapalno-kryötalickom systÈme a v orientovanom po-
lyetylÈne (PE). KvantitatÌvna  dimeriz·cia  bola  dosiahnut·
v cholesterovej f·ze, zatiaæ Ëo v amorfnej tavenine je pot-
laËen·. Dimeriz·cia prebieha aj v PE, ale kvantov˝ v˝ùaûok
3◊ vzrastie v natiahnutom orientovanom stave polymÈru. Tak-
tieû sa pozorovalo, ûe fotodimeriz·cia tetrafenylbutatriÈnu (II)
neprebieha vo viskÛznych roztokoch parafÌnov˝ch olejov, ale
prebieha v amorfnej f·ze PE. Autori navrhli, ûe v polymÈrnom
prostredÌ ako v natiahnut˝ch tak i v neorientovan˝ch systÈ-
moch fotodimeriz·cia je uæahËen· pri predÂûenÌ doby ûivota
excitovanÈho stavu. Zd· sa pravdepodobn˝m, ûe pozorovanÈ
vplyvy s˙ urËenÈ preferenËnou orient·ciou v kryötalickej f·ze
polyetylÈnu a v kvapaln˝ch kryöt·loch.

5. Fotofyzik·lne vlastnosti kumarÌnu
a jeho deriv·tov

KumarÌn (2H-1-benzopyr·n-2-Ûn) a jeho deriv·ty sa hojne
vyskytuj˙ v prÌrode. Veæa prÌrodn˝ch a syntetick˝ch deriv·tov
kumarÌnu sa vyuûÌva v rÙznych aplik·ciach v chÈmii, biolÛgii,
medicÌne a fyzike. Prevaûn· Ëasù aplik·cii deriv·tov kumarÌnu
je zaloûen· na ich luminiscenËn˝ch vlastnostiach. Z tohoto
dÙvodu sa venuje st·le pozornosù prÌprave rÙzne substituova-
n˝ch deriv·tov kumarÌnu a tieû charakteristike ich spektr·l-
nych vlastnostÌ.

Povaha najniûöieho excitovanÈho stavu kumarÌnu a nie-
ktor˝ch  jeho  deriv·tov sa ötudovala56 pouûitÌm statick˝ch
a Ëasovo-rozlÌöen˝ch fluorescenËn˝ch meranÌ pri laboratÛrnej
teplote a taktieû vyuûitÌm anizotropie fluorescencie pri 77 K
v nepol·rnych a pol·rnych rozp˙öùadl·ch v spojitosti s teore-
tick˝mi ˙dajmi. V˝sledky ukazuj˙, ûe najniûöÌ excitovan˝ stav
S1 nesubstituovanÈho kumarÌnu m· n,π* charakter v rozliË-
n˝ch rozp˙öùadl·ch, Ëo vedie k nÌzkej fluorescencii. Substit˙-
cia v poloh·ch 3ñ8 vedie k zmene charakteru tohoto S1 stavu
z n,π* na π,π* a n·sledne t˝m aj k vyööej intenzite fluorescen-
cie.  Problematikou urËenia poradia elektronick˝ch stavov,
zmieöavania stavov a n·sledne fotofyzik·lnym a fotochemick˝m
vlastnostiam kumarÌnov˝ch systÈmov sa zaoberali aj skoröie
pr·ce57,58.

V s˙Ëasnosti je zn·me, ûe urËitÈ zl˙Ëeniny, ktorÈ maj˙
blÌzko leûiace excitovanÈ stavy o rozliËnej konfigur·cii, mÙûu
prejavovaù zvl·ötne vlastnosti s ohæadom na ich fotofyzik·lne
procesy. Existuje viacero prÌkladov59,60, ako je du·lna emisia
substituovan˝ch dialkylanilÌnov, s˙visiacia s relax·ciou stavu
s torzn˝m vn˙tromolekulov˝m prenosom n·boja (TICT). Me-
dzi zl˙Ëeniny, kde najniûöie singletnÈ n,π* a π,π* stavy mÙûu

silne vpl˝vaù na fotofyzik·lne vlastnosti, patria i niektorÈ
kumarÌnovÈ deriv·ty.

Ned·vno bolo uk·zanÈ, ûe luminiscenËnÈ vlastnosti 4-al-
kyl a 7-alkoxy deriv·tov kumarÌnu silne z·visia od prostre-
dia61. SpektroskopickÈ öt˙die spolu s v˝poËtami r˝chlostnej
konötanty radiaËnÈho prechodu indikuj˙, ûe 4-alkyl a 7-alkoxy
substituenty nezmenia symetriu elektrÛnovÈho oblaku kuma-
rÌnovÈho skeletu. PozorovanÈ zmeny r˝chlosti radiaËnÈho pre-
chodu a tieû polohy absorpËnÈho a emisnÈho maxima mÙûu
byù vysvetlenÈ zmenami v elektrÛnovom prechodovom mo-
mente molekuly, spÙsobenÈ slab˝m donorn˝m potenci·lom
substituentov. Stanovil sa v˝razne vyööÌ kvantov˝ v˝ùaûok
a doba ûivota fluorescencie niektor˝ch deriv·tov kumarÌnu vo
viskÛznom glycerole ako v metanole, Ëo vedie k tvrdeniu, ûe
torzn· rot·cia alkyl a alkoxy substituentov s˙visÌ s r˝chlosùou
bezradiaËnej vn˙tornej konverzie (kIC).

Fotofyzik·lne vlastnosti 3-chlÛro-7-metoxy-4-metylku-
marÌnu s˙ ovplyvnenÈ polaritou rozp˙öùadla. R˝chlostn· kon-
ötanta vn˙tornej konverzie (kIC) sa zmenÌ aû o 2 r·dy pri
prechode od nepol·rnych rozp˙öùadiel k pol·rnej vode62. Dra-
matick· zmena kIC je spÙsoben· skutoËnosùou, ûe tam je pokles
aktivaËnej energie vn˙tornej konverzie (bezradiaËn˝ch proce-
sov), pretoûe S2 (n,π*) stav je blÌzko leûiaci S1 (π,π*) stavu.
S rast˙cou polaritou rozp˙öùadla sa rozöÌri energetick· medze-
ra medzi t˝mito stavmi a kles· veækosù tohoto efektu a n·-
sledne rastie kvantov˝ v˝ùaûok fluorescencie62. Fotofyzik·lne
vlastnosti niektor˝ch deriv·tov kumarÌnu s˙ nevyhnutne urËe-
nÈ vz·jomnou lokaliz·ciou dvoch energeticky blÌzko leûia-
cich n,π* a π,π* singletn˝ch stavov, ktorÈ dovoæuj˙ v˝znamnÈ
n,π*ñπ,π* zmieöavanie, z·visiace od povahy substituenta
a rozp˙öùadla56.

NiektorÌ autori62ñ64pozorovali pokles kvantovÈho v˝ùaûku
fluorescencie pre kumarÌnovÈ deriv·ty substituovanÈ v polo-
h·ch 3ñ8 v pol·rnych rozp˙öùadl·ch v porovnanÌ s nepol·rny-
mi rozp˙öùadlami. NeobyËajne veæk˝ Stokesov posun sa po-
zoroval u deriv·tu kumarÌnu s dimetylaminovou skupinou
v polohe 3 v dÙsledku vn˙tromolekulovÈho prenosu n·boja63

(ICT). RÙzne bezradiaËnÈ mechanizmy ved˙ce k dezaktiv·cii
najniûöieho excitovanÈho stavu, ktorÈ konkuruj˙ fluorescen-
cii, s˙ vn˙tromolekulov˝ prenos n·boja63 (ICT), tvorba torznÈ-
ho vn˙tromolekulovÈho prenosu n·boja64,65 (TICT) a taktieû
zmena plan·rnej na pyramid·lnu konfigur·ciu aminovej sku-
piny v excitovanom stave64. Napriek mnoûstvu öt˙dii, ˙lo-
ha fotofyzik·lnych dezaktivaËn˝ch procesov prebiehaj˙cich
v substituovan˝ch kumarÌnoch nie s˙ st·le dobre pochopenÈ.
Taktieû sa navrhlo65, ûe tvorba vodÌkovej v‰zby mÙûe vpl˝vaù
na fotofyzik·lne vlastnosti niektor˝ch kumarÌnov˝ch deriv·-
tov v roztoku. Fotofyzik·lne vlastnosti deriv·tov 7-aminoku-
marÌnu vo vode s˙ veæmi odliönÈ od vlastnostÌ v alkoholov˝ch
roztokoch spÙsoben˝ch tvorbou öpecifick˝ch vodÌkov˝ch v‰-
zieb medzi rozpustenou l·tkou a protick˝m rozp˙öùadlom.
Tieto interakcie z·visia od stupÚa alkyl·cie aminovej skupiny
a vpl˝vaj˙ nie iba na posuny v absorpËn˝ch a emisn˝ch spek-
tr·ch, ale tieû na bezradiaËnÈ dezaktivaËnÈ procesy (tvorba
TICT stavu).

V centre z·ujmu fyzikov s˙ kumarÌnovÈ deriv·ty ako
aktÌvne prostredie vo farbiËkov˝ch laseroch3ñ5 a ako fotosen-
zibiliz·tory6,7. ViacerÌ autori charakterizovali deriv·ty kuma-
rÌnu substituovanÈ v poloh·ch 3ñ8 predovöetk˝m ako farbiv·
vhodnÈ pre lasery64,66ñ69. Naj˙Ëinnejöie ako laserove farbiv· s˙
kumarÌny substituovanÈ v polohe 7 elektrÛndonornou skupi-

B

C CCC

Chem. Listy 95, 102 ñ 110 (2001) Refer·ty

107



nou ako hydroxy, alkoxy a amino, priËom v polohe 3,4 a 6 s˙
rÙzne elektrÛnakceptornÈ skupiny. Zv˝öenie ˙Ëinnosti far-
biËkovÈho lasera sa obyËajne dosiahne cez zmenu prenosu
energie vo farbiËkovo-laserovom mechanizme69ñ71. Mecha-
nizmus prenosu energie je ovplyvnen˝ metÛdou excit·cie
a fluorescenËn˝mi charakteristikami donorovej farbiËky.

Mnoûstvo rozliËn˝ch materi·lov sa testovalo ako pevnÈ
mÈdium pre laserovÈ farbiËky, priËom polymÈrne matrice
maj˙ niekoæko dÙleûit˝ch v˝hod, ako dobr· kompatibilita
s organick˝mi farbiËkami, dobr· optick· homogenita a s˙
prÌstupnÈ k nen·kladn˝m v˝robn˝m technik·m, ktorÈ by mo-
hli uæahËiù miniaturiz·ciu a n·vrh integrovan˝ch optick˝ch
systÈmov. Ned·vno bola opÌsan· ˙Ëinn· laserov· emisia
s dobrou stabilitou pre rozliËnÈ polymÈrne matrice dopovanÈ
s rodamÌnov˝mi a kumarÌnov˝mi farbiËkami72,73. Taktieû bol
preöetren˝ vplyv rast˙cej obmedzenosti mobility farbiËko-
v˝ch molek˙l na ˙Ëinnosù laseru74. ⁄Ëinnosù laseru kles· ak
viskozita prostredia rastie, reflektuj˙c vplyv meniacej sa mo-
bility molek˙l a polarity prostredia na laserov˝ v˝ùaûok. ZÌs-
kanÈ v˝sledky naznaËuj˙, ûe pouûitie prostredia s niûöou po-
laritou pre kumarÌnovÈ farbiËky vedie k n·rastu laserovej
˙Ëinnosti. Anal˝zou v˝sledkov zÌskan˝ch pouûitÌm dif˙znej
teÛrie v izotropn˝ch l·tkach mÙûu byù zÌskanÈ dif˙zne koefi-
cienty farbiËkov˝ch molek˙l v rozliËn˝ch vzork·ch.

ZaujÌmavÈ s˙ fotofyzik·lne vlastnosti sÈrie kumarÌnov˝ch
laserov˝ch farbiËiek v prostredÌ vodnÈho roztoku polyelektro-
lytu75. KovalentnÈ viazanie farbiËky na poly(metakrylov˙ ky-
selinu) (PMAA) vo vode je uk·zanÈ cez pozorovanie v˝raz-
nÈho modrÈho posunu fluorescenËnÈho p·su a n·rastu kvan-
tovÈho v˝ùaûku emisie, doby ûivota a polariz·cie oproti
pol·rnym rozp˙öùadl·m. Systematick· zmena fluorescen-
Ën˝ch vlastnostÌ naznaËuje, ûe hydrofÛbne farbiËky sa zdrûuj˙
v pomerne nepol·rnych a vysoko viskÛznych mikrodomÈnach
vodn˝ch roztokov PMAA pri niûöom pH, pri ktorom je dÙle-
ûit· kompaktn· konform·cia elektroneutr·lneho polyelektro-
lytu. Prechod z hyperglobulovej konform·cie mÙûe byù æahko
sledovan˝ z odozvy fluorescencie kumarÌnov˝ch farbiËiek
ako vlnov· dÂûka, kvantov˝ v˝ùaûok alebo polarizaËnÈ ˙da-
je. Porovnanie fluorescenËn˝ch ˙dajov vo vodnom roztoku
PMAA s vodn˝m roztokom glycerolu ukazuje, ûe mikrovis-
kozita vo  vn˙tri  PMAA je takmer rovnak· ako  v Ëistom
glycerole (>5,0 poise pri 20 ∞C). Vplyv nÌzkopol·rneho a vy-
sokoviskÛzneho prostredia polymÈrnych domÈn zv˝öi energiu
emisnÈho ICT stavu a spomalÌ bezradiaËn˝ z·nik ICT→TICT.
Zv˝öenie fluorescencie a rozpustnosti vo vode kumarÌnov˝ch
farbiËiek kovalentne viazan˝ch na PMAA mÙûe maù praktick˝
v˝znam pri pouûitÌ t˝chto farbiËiek ako aktÌvneho prostredia
vo farbiËkov˝ch laseroch.

Ned·vno sa pozoroval v˝razn˝ n·rast intenzity fluores-
cencie (aû 7 kr·t) pre 7-(dietylamino)-4-metylkumarÌn (Ku-
marÌn 1) v obmedzenom geometrickom usporiadanÌ v pÛrovi-
t˝ch nanokompozitoch76. Zabr·nenie agreg·cie kumarÌnovej
farbiËky a zmena kryöt·lovÈho poæa v okolÌ molekuly Kuma-
rÌnu 1 v priestoroch medzi nosn˝mi piliermi v Ìlovitom pÛrovi-
tom nanokompozite zjavne vedie k zv˝öeniu intenzity fluo-
rescencie. Toto v˝raznÈ zv˝öenie v intenzite fluorescencie je
pris˙denÈ izol·cii molekuly KumarÌnu 1 v priestoroch medzi
piliermi s mal˝mi alebo ûiadnymi interakciami medzi moleku-
lami. Je jasnÈ, ûe fluorescenËn· ˙Ëinnosù je vyööia u fluores-
cenËn˝ch znaËiek s rigidnou, plan·rnou ötrukt˙rou76 a agre-
g·cia t˝chto molek˙l m· urËit˙ ˙lohu vo fluorescenËnom

zh·öanÌ. Molekuly, ktorÈ tvoria dimÈry a v‰Ëöie agreg·ty, maj˙
Ëasto zreteæne rozdielne absorpËnÈ p·sy. V niektor˝ch prÌpa-
doch  je  pozorovan·  slab· alebo  ûiadna fluorescencia. Vo
vöeobecnosti, molekuly sa agreguj˙ vo v‰Ëöom rozsahu vo
vode ako v organick˝ch rozp˙öùadl·ch. Jednou z efektÌvnych
ciest na zabr·nenie agreg·cie molek˙l je izolovaù molekuly v
matrici78,79. PozitÌvne v˝sledky s vhodn˝mi kumarÌnov˝mi
komplexami76 navrhuj˙ niekoæko moûn˝ch aplik·cii farbiËk-
ov˝ch nanokompozitov v line·rnej a neline·rnej optike.

RezonanËn˝ prenos energie bol preöetren˝ na niekoæk˝ch
donor-akceptorov˝ch p·roch80ñ82. Ned·vno sa pozoroval rezo-
nanËn˝ prenos energie medzi laserov˝mi farbiËkami odvode-
n˝ch od kumarÌnu v roztoku69,70,83. Experiment·lne a teore-
tickÈ hodnoty r˝chlostn˝ch konöt·nt bezradiaËnÈho prenosu
energie (kET) a kritick˝ch prenosov˝ch vzdialenostÌ (R0) boli
stanovenÈ v rozliËn˝ch rozp˙öùadl·ch. ZÌskanÈ v˝sledky a ne-
z·vislosù t˝chto hodnÙt od viskozity rozp˙öùadla naznaËuj˙,
ûe rezonanËn˝ prenos energie je dominantn˝m mechanizmom.
Molekulov· ötrukt˙ra t˝chto laserov˝ch farbiËiek sa zd· hr·
dÙleûit˙ ˙lohu v ˙Ëinnosti procesov prenosu energie. Na sÈrii
kumarÌnov˝ch farbiËiek, ktorÈ boli kovalentne viazanÈ vo vo-
do-rozpustnom polymÈri (poly(metakrylov· kyselina), PMAA),
boli prezentovanÈ charakteristiky rezonanËnÈho prenosu ener-
gie84. ⁄Ëinn˝ prenos singletnej energie sa uskutoËÚuje medzi
kumarÌnov˝mi farbiËkami kovalentne viazan˝mi na kompakt-
n˙ alebo globulov˙ formu PMAA vo vode. Viazanie v me-
dziach polymÈrnych mikrodomÈn sa zd· urËuj˙cim faktorom
na uskutoËnenie prenosu energie. ⁄daje prenosu energie s˙
zÌskanÈ zo zh·öania fluorescencie donora, n·rastu fluorescen-
cie akceptora a v˝znamnej depolariz·cie akceptorovej emisie.

Fotofyzik·lne vlastnosti vybran˝ch kumarÌnov˝ch zna-
Ëiek ako fluorescenËnÈ maximum, kvantov˝ v˝ùaûok, polari-
z·cia alebo prenos energie, ktorÈ s˙ voænÈ alebo kovalentne
viazanÈ na polymÈri, n·s mÙûu informovaù o mikroskopickej
polarite a viskozite polymÈrnych mikrodomÈn. Z tohoto dÙvo-
du kumarÌnovÈ deriv·ty ako znaËky priùahuj˙ pozornosù na
monitorovanie rozliËn˝ch aspektov prostredia.

6. Z·ver

PolymÈrne matrice vykazuj˙ öpecifickÈ zvl·ötnosti, ktorÈ
maj˙ svoje prednosti najm‰, Ëo sa t˝ka pohodlnej manipul·cie,
dlhodobÈho uskladÚovania vzoriek, öpecifickÈho usporiada-
nia a obmedzenia vplyvu kyslÌka. KvalitatÌvne a kvantitatÌvne
postihnutie t˝chto öpecifick˝ch zvl·ötnosti bude hrat dÙleûit˙
˙lohu pri pouûitÌ polymÈrnych matrÌc napr. ako nosiËov pre
laserovÈ farbiËky, alebo pri konötrukcii senzorov rÙznych
typov. Na prÌklade kumarÌnov˝ch deriv·tov, substituovan˝ch
v polohe 3, sme uk·zali v˝razn˙ z·vislosù fotofyzik·lnych
procesov od prostredia a moûnosti vyuûitia t˝chto efektov.
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P. HrdloviË and M. Kaholek (Polymer Institute, Slovak
Academy of Sciences, Bratislava, Slovak Republic): Use of
Luminescence  Probes for  Spectral Characterization of
Polymer Matrices

Main features of polymers as supports for spectral measu-
rements are summarized. Spectral characteristics of selected
singlet and triplet probes, such as absorption and emission
maxima, quantum yield and lifetime of emission, their aniso-
tropy and energy transfer, are evaluated with respect to their
use in common polymer matrices. Photophysical processes of
3-substituted coumarin derivatives are analyzed and their suit-
ability for application as singlet probes in polymer matrices is
evaluated.
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NOMENKLATURA  A  TERMINOLOGIE

DOPORU»ENÕ IUPAC
NMR Nomenclature: Nuclear Spin Properties
and Conventions for Chemical Shifts

A unified scale is recommended for reporting the NMR
chemical shifts of all nuclei relative to the 1H resonance of
tetramethylsilane. The unified scale is designed to provide
a precise resonance frequency X in a magnetic field in which
the 1H resonance of TMS in dilute solution (<1 % by volume)
in chloroform is exactly 100 MHz. Referencing procedures are
discussed, including matters of practical application of the
unified scale. Secondary reference samples are recommended
for each nucleus, and the relevant values of X are listed, many
of which are the results of new measurements.

Some earlier recommendations relating to the reporting of
chemical shifts are endorsed, though a minor change to the
definition of the δ scale is suggested. Relations between the
Unified scale and recently published recommendations for
referencing in aqueous solutions (for specific use in biochemi-
cal work) are mentioned, as well as the special effects of
working in the solid state with magic-angle spinning. In all,
nine new recommendations relating to chemical shifts are
made. Standardized nuclear spin data are presented in tabular
form for the stable (and some unstable) isotopes of all elements
with nonzero quantum numbers. The information given in-

cludes quantum numbers, isotopic abundances, magnetic mo-
ments, magnetogyric ratios, receptivities, and, where appro-
priate, quadrupole moments and linewidth factors.

Otiskujeme synopse n·zvoslovn˝ch n·vrh˘ z oboru chromato-
grafie, kterÈ p¯ipravila komise IUPAC pro molekul·rnÌ strukturu a
spektroskopii. N·vrhy jsou urËeny k posouzenÌ a kritice chemickÈ
ve¯ejnosti. Z·jemci o bliûöÌ informace Ëi o texty n·vrh˘ se mohou
obr·tit na adresu N·rodnÌho st¯ediska IUPAC v »eskÈ republice:

Ing. Jaroslav Kahovec, CSc.
⁄stav makromolekul·rnÌ chemie AV »R
HeyrovskÈho n·m. 2
162 06 Praha 6
tel. (02) 20403322, fax 35357981
e-mail: kah@imc.cas.cz

P¯ipomÌnky k n·vrh˘m je t¯eba zaslat do 30. Ëervna 2001 na adresu:

Prof. Robin K. Harris
Department of Chemistry
University of Durham
South Road
Durham DH1 3LE, United Kingdom
tel. +44 191-374-3121, fax +44 191-386-1127
e-mail: r.k.harris@durham.ac.uk

DÏkan p¯ÌrodovÏdeckÈ fakulty Univerzity Karlovy

vypisuje

konkurs na p¯ijetÌ do doktorskÈho studia

Studium bude zah·jeno 1. ¯Ìjna 2001 v oborech

biologick˝ch, ekologick˝ch, chemick˝ch, geologick˝ch a geografick˝ch

PodmÌnkou p¯ijetÌ je absolvov·nÌ Vä ve shodnÈm nebo blÌzkÈm oboru.

P¯ihl·öky a podrobnÈ informace na adrese:

P¯F UK, odd. vÏdeckÈ v˝chovy

Albertov 6, 128 43 Praha 2

tel. 02/21952419,  21952244

P¯ihl·öky se p¯ijÌmajÌ do 30.4.2001
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»esk·  komise  pro  makromolekul·rnÌ nomenklaturu* p¯edkl·d· se souhlasem »eskÈho  komitÈtu pro  chemii ËeskÈ  znÏnÌ
dokumentu Mezin·rodnÌ unie ËistÈ a uûitÈ chemie (IUPAC)** z roku 1994 jako vhodnou pom˘cku pro grafick˝ popis polymer˘
v bÏûnÈ chemickÈ praxi a p¯i publikov·nÌ v˝sledk˘ z·kladnÌho i aplikovanÈho v˝zkumu. Dokument uv·dÌ reprezentativnÌ paletu
p¯Ìklad˘ vöech druh˘ polymer˘, vËetnÏ jejich n·zv˘ zaloûen˝ch na struktu¯e i n·zv˘ zaloûen˝ch na n·zvech monomer˘.
V n·zvech jsou jiû uplatnÏny ned·vnÈ zmÏny v n·zvoslovÌ organickÈ chemie.

GRAFICK¡ ZN¡ZORNÃNÕ (CHEMICK… VZORCE) MAKROMOLEKUL
(DoporuËenÌ IUPAC 1994)

Ubi materia, ibi geometria
J. Kepler (1571ñ1630)

Souhrn

JednoznaËnÈ grafickÈ zn·zornÏnÌ molekul je zvl·ötÏ d˘leûitÈ u makromolekul, neboù ty Ëasto vykazujÌ vÏtöÌ poËet strukturnÌch
znak˘ neû molekuly o nÌzkÈ molekulovÈ hmotnosti. Nap¯Ìklad vzorec kopolymeru by mÏl p¯Ìmo naznaËovat, zda zn·zorÚuje
kopolymer blokov˝ nebo kopolymer s nespecifikovan˝m po¯adÌm monomernÌch jednotek. Tak dvojblokov˝ kopolymer, sloûen˝
z bloku majÌcÌho p monomernÌch jednotek A a bloku obsahujÌcÌho q monomernÌch jednotek B se zn·zornÌ vzorcem
zatÌmco odpovÌdajÌcÌ nahodil˝ kopolymer se popÌöe vzorcem (óA ñ / ñ Bó)n, p¯i Ëemû p + q = n.

SouhrnnÏ ¯eËeno, dokument uv·dÌ pravidla a p¯Ìklady pro grafickÈ zn·zornÏnÌ opakujÌcÌch se konstituËnÌch jednotek,
monomernÌch jednotek, regul·rnÌch a iregul·rnÌch polymer˘ s jednoduchou i sloûitou strukturou, a to vËetnÏ homopolymer˘
organick˝ch i anorganick˝ch, kopolymer˘ st¯Ìdav˝ch a periodick˝ch, kopolymer˘ statistick˝ch, nahodil˝ch a s neurËenou
strukturou, kopolymer˘ blokov˝ch a roubovan˝ch, vËetnÏ hvÏzdicov˝ch polymer˘. NavrûenÈ grafickÈ zn·zornÏnÌ chemick˝ch
vzorc˘ polymer˘ je vhodnÈ pro grafickÈ poËÌtaËovÈ programy.

⁄vod

Grafick· zn·zornÏnÌ (chemickÈ vzorce) makromolekul jsou öiroce pouûÌv·na ve vÏdeckÈ literatu¯e o polymerech, vËetnÏ doku-
ment˘ IUPAC o n·zvoslovÌ makromolekul1. P¯edloûen˝ dokument stanovÌ pravidla pro jednoznaËnÈ zn·zornÏnÌ struktury makro-
molekul chemick˝mi vzorci. Pravidla se v z·sadÏ t˝kajÌ syntetick˝ch makromolekul. Pokud je to moûnÈ, jsou tato pravidla v souladu
se vzorci v dokumentech IUPAC1ñ6a se vzorci iregul·rnÌch makromolekul7, molekul kopolymer˘1ñ3,8a hvÏzdicov˝ch makromolekul.

Ve srovn·nÌ s chemick˝mi vzorci molekul o nÌzkÈ molekulovÈ hmotnosti musÌ b˝t chemickÈ vzorce polymer˘ navÌc schopny
zn·zornit, ûe se konstituËnÌ jednotky v makromolekule opakujÌ a r˘zn˝m zp˘sobem spojujÌ.

TermÌn konstituËnÌ jednotka2,3 se v celÈm textu pouûÌv· jak pro opakujÌcÌ se konstituËnÌ jednotku2,3, tak pro monomernÌ
jednotku2,3; jeden z tÏchto typ˘ konstituËnÌch jednotek by mÏl b˝t pouûit vûdy, kdykoliv je to moûnÈ a vhodnÈ.

ChemickÈ vzorce makromolekul by se v z·sadÏ mÏly ps·t jen v tÏch p¯Ìpadech, kdy je struktura konstituËnÌch jednotek zn·m·.
Danou strukturu lze vöak pro zd˘raznÏnÌ specifick˝ch strukturnÌch rys˘ napsat r˘zn˝mi zp˘soby; takovÈ alternativnÌ struktury
nemusÌ nezbytnÏ odr·ûet po¯adÌ uv·dÏnÌ n·zv˘ podle pravidel n·zvoslovÌ zaloûenÈho na struktu¯e4.

1. Obecn· pravidla

Pravidlo 1.1: Zn·zornÏnÌ konstituËnÌ jednotky vzorcem m· b˝t ve shodÏ se zvyklostmi v organickÈ9,10 a anorganickÈ chemii11

a s pravidly IUPAC pro n·zvoslovÌ polymer˘1ñ8.
Pravidlo 1.2: Po¯adÌ uv·dÏnÌ konstituËnÌch jednotek ve vzorcÌch je v souladu se strukturou makromolekuly libovolnÈ, a proto

nemusÌ vyhovovat pravidl˘m udan˝m v cit.4

Pravidlo 1.3: PomlËky zn·zorÚujÌcÌ chemickÈ vazby se mohou vynechat, aby vzorec byl co nejsev¯enÏjöÌ. Na koncÌch opakujÌcÌch
se konstituËnÌch jednotek musÌ b˝t pomlËky p¯ipojeny.
Pozn·mka 1.3: UpuötÏnÌ od jednÈ Ëi vÌce pomlËek u chir·lnÌho nebo prochir·lnÌho atomu nebo pomlËek u atom˘ spojen˝ch
dvojnou vazbou znamen·, ûe konfigurace odpovÌdajÌcÌho mÌsta stereoizomerie nenÌ zn·ma nebo se ˙myslnÏ nespecifikuje1ñ3,5.

Pravidlo 1.4: PostrannÌ skupiny nebo substituenty obsahujÌcÌ vÌce neû jeden symbol atomu a napsanÈ na stejnÈm ¯·dku jako hlavnÌ
¯etÏzec makromolekuly se d·vajÌ do z·vorek, obvykle kulat˝ch.

Pravidlo 1.5: Z·vorky a indexy vyznaËujÌ opakov·nÌ konstituËnÌ jednotky. Z·vorky jsou kulatÈ nebo hranatÈ a mohou b˝t pouûity
libovolnÏ s v˝jimkou anorganick˝ch polymer˘, pro nÏû se doporuËuje uûÌvat k tomu ˙Ëelu v˝hradnÏ kulatÈ z·vorky, aby
se zabr·nilo z·mÏnÏ za hranatÈ z·vorky, oznaËujÌcÌ koordinaËnÌ struktury.

Pravidlo 1.6: Indexy n, p, q, r atd. vyznaËujÌ n·sobnost polymernÌch sekvencÌ, indexy a, b, c atd. vyznaËujÌ mnohon·sobnost
oligomernÌch sekvencÌ. Indexy by mÏly b˝t vytiötÏny kursivou. NenÌ-li kursiva k dispozici, mÏly by b˝t indexy podtrûenÈ.

Pravidlo 1.7: Jsou-li koncovÈ skupiny zn·my, mohou se jejich vzorce p¯ipojit k vazb·m na koncÌch konstituËnÌch jednotek vnÏ z·vorek.
Pravidlo 1.8: ⁄daje o hmotnostnÌm zlomku (w), mol·rnÌm zlomku (x), mol·rnÌ hmotnosti (M), relativnÌ molekulovÈ hmotnosti

—(A)—(B)—p q
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(Mr), polymerizaËnÌm stupni (DP) nebo o jejich pr˘mÏrn˝ch hodnot·ch lze vyj·d¯it tak, ûe se p¯ÌsluönÈ hodnoty zapÌöÌ
v kulat˝ch z·vork·ch za vzorcem makromolekuly obdobn˝m zp˘sobem, jak˝ se doporuËuje pro pojmenov·nÌ kopolymer˘8.

PouûitÌ obecn˝ch pravidel je objasnÏno v n·sledujÌcÌch oddÌlech.

2. Regul·rnÌ polymery

Pravidlo2.1:Regul·rnÌpolymer(cit.2,3, definice3.1) sopakujÌcÌ sekonstituËnÌ jednotkou(cit.2, definice3.3)óRósezn·zorÚujevzorcem

a v p¯Ìpadech, kde jsou zn·my koncovÈ skupiny Eí a Eíí, vzorcem

Pozn·mka 2.1: ChemickÈ vazby spojujÌcÌ opakujÌcÌ se konstituËnÌ jednotky se zn·zorÚujÌ pomlËkami protÌnajÌcÌmi z·vorky.

P¯Ìklady*,**

2-E1: poly(1-fenylethylen)
polystyren

2-E2: syndiotaktick˝ poly(1-fenylethylen)
syndiotaktick˝ polystyren

Pozn·mka: AnalogickÈ vzorce mohou b˝t nakresleny pro ostatnÌ taktickÈ makromolekuly5.

2-E3: poly(but-1-en-1,4-diyl)
1,4-polybutadien

nebo nebo

2-E4: poly(1-methyl-trans-but-1-en-1,4-diyl)
trans-1,4-polyisopren

2-E5: poly[1-(methoxykarbonyl)-1-methylethylen]
poly(methyl-methakryl·t)

2-E6: poly(oxyethylenoxytereftaloyl)
poly(ethylen-tereftal·t)

— — — —R nebo Ra f n n

E’—R E’’nebo E’—R E’’a f— —n n

ó )ó(CH = CHCH CH2 2 n ó(CH CH = CHCH2 2)ón óó(CHCH CH CH)óó2 2 n

C

C6H5

HCH2

n

nebo CH2 CH

n

nebo [ CH(C6H5) CH2 ]
n

C

C6H5

H

CH2 C

C6H5

H

CH2 nebo C

C6H5

H

CH2 C

C6H5

H

CH2

n n

CH2

CH2

CH3

C

C

H

CH3

CH2

C CH

CH2

nebo

n

n

nebo

CH2

HC

CH2

C

CH3 n

C

COOCH3

(CH3) CH2

n

OCH2CH2O C

O

C

O
n

—OCH2CH2OOC CO—

n

nebo
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* Nejprve se uv·dÏjÌ systematickÈ  n·zvy  zaloûenÈ  na struktu¯e1,4ñ6,12 a pak n·sledujÌ n·zvy odvozenÈ od n·zv˘ monomer˘, n·zvy
semisystematickÈ nebo n·zvy trivi·lnÌ1,4ñ6,12, pokud existujÌ. (Viz cit.10, pokud jde o zmÏny od doby vyd·nÌ cit.9)

** ZobrazenÈ vzorce opakujÌcÌch se konstituËnÌch jednotek nejsou jedinÈ moûnÈ.



2-E7: poly[imino(1-oxohexan-1,6-diyl)]
poly(ε-kaprolaktam), poly(hexano-6-laktam)

2-E8: poly[thio-(R,R)-1,2-dimethylethylen] nebo poly[thio-(S,S)-1,2-dimethylethylen]
poly[cis-(R,S)-dimethylthiiran]

Pozn·mka: P¯i enantioselektivnÌ polymerizaci cis-(R,S)-2,3-dimethylthiiranu m˘ûe vznikat poly[thio-(R,R)-1,2-dime-
thylethylen] nebo jeho enantiomer.

2-E9: poly{1-[({5-[(4í-kyanbifenyl-4-yl)oxy]pentyl}oxy)karbonyl]ethylen}

2-E10: α-hydro-ω-hydroxypoly(oxyethylen)
poly(ethylenglykol)

2-E11: poly(5-oxaspiro[3.5]nonan-2,7-diyl)

2-E12: poly[imino(2-isobutyl-1-oxoethylen)imino(1-oxoethylen)]
poly(glycylleucin)

2-E13: poly(cyklopentan-1,3-diylethen-1,2-diyl)
polynorbornen

2-E14: poly(but-1-en-1,4:3,2-tetrayl) (cit.12)
ladder-poly[methyl(vinyl)keton] (cit.12)

Pozn·mka: N·zev tohoto ûeb¯ÌkovitÈho polymeru, odvozen˝ od monomeru, ud·v· v˝chozÌ monomer pro syntÈzu, kter·
spoËÌv· ve vÌcestupÚovÈ reakci zahrnujÌcÌ kondenzaci a cyklizaci.

CH
C

CH
CH2

n

—N

H

C

O

(CH2)5—

n

nebo ( NHCOCH2CH2CH2CH2CH2 )
n

——S C

H

CH3

——C

H

CH3

——

n

——S C

H

CH3

——C

H

CH3

——

n

nebo

CH

O=C

(CH2)5

O

O CN

CH2

n

( OCH2CH2 )
n

OHH

O

n

NHCO C

CH2CH(CH3)2

H NHCOCH2 nebo NHCH2CONHC

CH2

HCO

(CH3)2CH
n n

CH=CH nebo CHCH

n n
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2-E15: catena-poly[(difenylsilicium)-µ-oxo] (cit.6) nebo
poly[oxy(difenylsilandiyl)] (cit.4,9)
poly(difenylsiloxan)

2-E16: catena-poly[(diethoxofosfor)-µ-nitrido] (cit.6) nebo
poly[nitrilo(diethoxyfosforanylyliden)]

2-E17: catena-poly{cesium[kupr·t-tri-µ-chloro](1-)} nebo
catena-poly{cesium[kupr·t(II)-tri-µ-chloro]}

2-E18: α-ammin-ω-(ammindichlorozinek)-catena-poly[(amminchlorozinek)-µ-chloro]

3. Iregul·rnÌ polymery2,3,7

Pravidlo 3.1: Iregul·rnÌ polymer (cit.2,3, definice 3.2) nebo iregul·rnÌ blok (cit.2,3, definice 3.16), obsahujÌcÌ konstituËnÌ jednotky
ñ U ñ, ñ V ñ, ñ W ñ, atd., se popisuje vzorcem

( ñ U ñ / ñ V ñ / ñ W ñ /Ö)n nebo [ ñ U ñ / ñ V ñ / ñ W ñ Ö]n

Pozn·mka 3.1.1: ÿada teËek naznaËuje p¯Ìtomnost dalöÌch konstituËnÌch jednotek.
Pozn·mka 3.1.2: Po¯adÌ konstituËnÌch jednotek ve vzorci je libovolnÈ.
Pozn·mka 3.1.3: äikmÈ lomÌtko mezi konstituËnÌmi jednotkami znamen·, ûe po¯adÌ tÏchto jednotek je nepravidelnÈ nebo
nezn·mÈ.
Pozn·mka 3.1.4: PomlËky na koncÌch vzorce se zakreslujÌ uvnit¯ z·vorek, protoûe nemusÌ znamenat koncovÈ chemickÈ
vazby makromolekul*.
Pozn·mka 3.1.5: Spr·vnost v˝bÏru konstituËnÌch jednotek by mÏla b˝t vûdy provÏ¯ena jejich opakov·nÌm ve vzorcÌch,
tedy vytvo¯enÌm vzorc˘ o delöÌch sekvencÌch. TÌmto zp˘sobem lze vylouËit kombinace konstituËnÌch jednotek, kterÈ se
v makromolekul·ch nevyskytujÌ.

P¯iklady**

3-E1: poly(1-chlorethylen/2-chlorethylen)
(iregul·rnÌ polymer odvozen˝ od vinylchloridu , jehoû jednotky jsou spojeny hlava k patÏ i hlava k hlavÏ),

ÖóCHClñCH2ñCHClñCH2ñCH2ñCHClñCHClñCH2ñCH2ñCHClóÖ

s monomernÌmi jednotkami: óCHClñCH2ó, óCH2ñCHCló

S

C6H5

C6H5

i O O S

C6H5

C6H5

i

nn

nebo

P

OC2H5

OC2H5

N=P

C2H5O

C2H5O

N nebo

n n

Cl

Cl

Cl

1-Cs+

Cu

n

Z

NH2

Cl

n Cl

n

Z

NH2

Cl

n ClH3N
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* Pozn·mka »eskÈ komise: PomlËky u kaûdÈ konstituËnÌ jednotky se pÌöÌ dlouhÈ (stejnÈ jako pomlËky vyznaËujÌcÌ propojenÌ blok˘), neboù
kter·koliv z nich m˘ûe znamenat chemickou vazbu na konci bloku.

** Nejprve jsou uvedeny n·zvy zaloûenÈ na struktu¯e7 a potom vysvÏtlenÌ (v z·vork·ch), je-li nutnÈ. Pak n·sledujÌ vzorec segmentu
makromolekuly, monomernÌch nebo konstituËnÌch jednotek nutn˝ch k popisu ˙plnÈ struktury a navrhovan˝ vzorec. (Viz cit.10, pokud jde
o zmÏny od doby vyd·nÌ cit.9)



(óCHClñCH2ó / óCH2ñCHCló)n

Pozn·mka: ÿada teËek vyznaËuje pokraËov·nÌ makromolekul·rnÌho ¯etÏzce.

3-E2: poly(chlormethylen/methylen)
(chlorovan˝ polyethylen, kter˝ neobsahuje dichlormethylenovÈ jednotky)

ÖóCH2ñCHClñCH2ñCH2ñCH2ñCHClñCHClñCH2ñCH2ñCH2óÖ

s monomernÌmi jednotkami: óCH2ó, óCHCló

(óCH2ó / óCHCló)n

Viz pozn·mka k 3-E1.

3-E3: poly(chlormethylen/dichlormethylen/methylen)
(chlorovan˝ poly(vinylchlorid) s hmotnostnÌm zlomkem chloru 0,65),

ÖóCCl2ñCH2ñCHClñCH2ñCCl2ñCCl2ñCHClñCH2ñCHClñCHClñCH2ñCCl2ó

s konstituËnÌmi jednotkami: óCCl2ó, óCH2ó, óCHCló

(óCCl2ó / óCHCló / óCH2ó)n (w(Cl) = 0,65

Viz pozn·mka k 3-E1.

3-E4: poly(but-2-en-1,4-diyl/1-vinylethylen/2-vinylethylen)
(iregul·rnÌ polymer obsahujÌcÌ jednotky vzniklÈ polymerizaci buta-1,3-dienu 1,4- a 1,2-adicÌ ):

ÖóCH2ñCH=CHñCH2ñCHñCH2ñCH2ñCH=CHñCH2ñCH2ñCHóÖ
| |

CH=CH2 CH=CH2

s monomernÌmi jednotkami: óCH2ñCH=CHñCH2ó, óCHñCH2ó
|

CH=CH2

Viz pozn·mka k 3-E1.

3-E5: poly(karbonyl/hydroperoxymethylen/methylen/ethen-1,2-diyl) (oxidovan˝ polyethylen):

ÖóCH2ñCH=CHñCH2ñCñCH2ñCH2ñCH2ñCH(OOH)ñCH2ñ CH=CHóÖ
||
O

O
||

s konstituËnÌmi jednotkami: óCH2ó, óCH=CHó, óCó, óCH(OOH)ó

Viz pozn·mka k 3-E1.

3-E6: poly(iminohexan-1,6-diyliminoadipoyl/iminobutan-1,4-diyliminoadipoyl)
(polyamid odvozen˝ od adipoylchloridu a smÏsi hexan-1,6-diaminu a butan-1,4-diaminu),

ÖóNHCOñ(CH2)4ñCONHñ(CH2)4ñNHCOñ(CH2)4ñCONHñ(CH2)6ñNHCOñ(CH2)4ñCONHñ(C H2)6ñÖ

s konstituËnÌmi jednotkami: ñNHñ(CH2)4ñNHCOñ(CH2)4ñCOó, óNHñ(CH2)6ñNHCOñ(CH2)4ñCOó

óCH ñ CH CH ñ CH ó / ó CH ñ CH ó / ó CH CH ó
| |

CH CH CH CH

2 2 2 2

2 2

=

= =

F

H
G

I

K
J

n

óCH ó / ó CH = CH ó / ó C ó / ó CH ó
| |

O OOH

2
|

F

H
G

I

K
J

n
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Viz pozn·mka k 3-E1.

3-E7: poly[poly(1-kyanethylen)/poly(1-fenylethylen)/poly(1-vinylethylen)] (iregul·rnÌ polymer sloûen˝ z regul·rnÌch blok˘
polyakrylonitrilu, polystyrenu a 1,2-polybutadienu s nespecifikovan˝m po¯adÌm blok˘*

,

Pozn·mka: Volba konstituËnÌch jednotek je diktov·na pravidlem 1.1 a pravidly v cit.1,4, nap¯. 1-kyanethylen m· p¯ednost
p¯ed jednotkou 2-kyanethylen.

4. Kopolymery

4 . 1 . A l t e r n u j Ì c Ì a p e r i o d i c k È k o p o l y m e r y

Pravidlo 4.1.1: AlternujÌcÌ a periodickÈ kopolymery jsou, pokud je to moûnÈ, pokl·d·ny za regul·rnÌ polymery.
Pravidlo 4.1.2: PseudoperiodickÈ kopolymery, nap¯Ìklad takovÈ, v nichû se jen nÏkterÈ konstituËnÌ jednotky opakujÌ pravidelnÏ,

se povaûujÌ za iregul·rnÌ polymery (viz pozn·mka k p¯Ìkladu 4.1-E1) nebo za nespecifikovanÈ kopolymery (viz p¯Ìklad
4.1-E3).

P¯Ìklady**

4.1-E1:poly(styren-alt-maleinanhydrid)
poly[2,5-dioxotetrahydrofuran-3,4-diyl)(1-fenylethylen)]

Pozn·mka: V p¯Ìpadech, kdy jsou p¯Ìtomny jednotky 1-fenylethylenu i 2-fenylethylenu v mÏ¯iteln˝ch mnoûstvÌch,
pouûije se vzorec pro iregul·rnÌ polymer:

4.1-E2:poly(formaldehyd-per-ethylenoxid-per-ethylenoxid)*** nebo poly(oxymethylenoxyethylenoxyethylen)

OCH2OCH2 CH2OCH2 CH2

4.1-E3:poly[ethylenglykol-alt-(tereftalov· kyselina; isoftalov· kyselina)]
poly(ethylen-tereftal·t)-co-ethylen-isoftal·t)

óNH ñ CH ñ NH ñ C ñ CH ñ NH ñ C ó / ó NH ñ CH ñ NH ñ C ñ CH ñ C ó
|| || || ||
O O O O

2 4 2 4 2 6 2 4
b g b g b g b gL

N

M
M
M

O

Q

P
P
Pn

óCH CN ñ CH ó óCH C H ñ CH ó a óCH CH CH ñ CH ó2 6 5 2 2 2b g b g b gp q r, =

ó( )ón

C

CN

H CH2 / C

C6H5

H CH2 / C

CH=CH2

H CH2

nrqp

O
CO

CH

OC

CH C

C6H5

H CH2

n

O
CO

CH

OC

CHC

C6H5

H CH2 /

O
CO

CH

OC

CHCH2 CH
H5C6

n

—OCH2CH2O C

O

C

O

— / —OCH2CH2O C

O

C

O

—

n
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* Pozn·mka »eskÈ komise: srov. Pravidlo 4.3.2.
** Nejprve se uv·dÏjÌ n·zvy kopolymer˘ zaloûenÈ na n·zvech monomer˘1,4,8, pak systematickÈ n·zvy zaloûenÈ na struktu¯e, pokud existujÌ,

a n·sleduje navrûen˝ vzorec. (Viz cit.10, pokud jde o zmÏny od doby vyd·nÌ cit.9)
*** Pozn·mka »eskÈ komise: N·zev monomeru Ñethylenoxidì by mÏl b˝t nahrazen n·zvem Ñoxiranì v souladu s doporuËenÌm IUPAC

k n·zvoslovÌ organick˝ch l·tek.



4 . 2 . S t a t i s t i c k È , n a h o d i l È a n e s p e c i f i k o v a n È k o p o l y m e r y

Pravidlo 4.2.1: StatistickÈ, nahodilÈ a nespecifikovanÈ kopolymery se povaûujÌ za iregul·rnÌ polymery.

P¯Ìklady*

4.2-E1:poly(styren-stat-buta-1,3-dien)

Pozn·mka: Buta-1,3-dien je zabudov·n 1,4-adicÌ, to vöak n·zev zaloûen˝ na n·zvu monomeru nenÌ schopen postihnout.

4.2-E2:poly[(6-aminohexanov· kyselina)-stat-(7-aminoheptanov· kyselina)]

[óNH(CH2)5COó / óNH(CH2)6COó]n

4.2-E3:poly(ethylen-ran-vinyl-acet·t)

4.2-E4:poly[(4-hydroxybenzoov· kyselina)-co-hydrochinon-co-tereftalov· kyselina)]

a = 0, 1, 2, Ö

Pozn·mka: V tomto grafickÈm zn·zornÏnÌ se p¯edpokl·d·, ûe se uplatÚujÌ jen esterifikaËnÌ reakce.

4.2-E5:poly(styren-co-methyl-methakryl·t) (75:25 hmot. %; 1.106 )

(75:25 hmot. %; 1.106 )

4.2-E6:α-methyl-ω-hydroxy-poly(ethylenoxid-co-propylenoxid)**,***

Pozn·mka: PomlËky zn·zorÚujÌcÌ vazby koncov˝ch skupin neprotÌnajÌ z·vorky ve vzorci polymeru, protoûe vzorec
nespecifikuje, kter· koncov· skupina je p¯ipojena ke kterÈ monomernÌ jednotce.

4.2-E7:α-butyl-ω-karboxy-poly[styren-co-(4-chlorstyren)]
α-(1-fenylhexyl)-ω-[2-(4-chlorfenyl)-2-karboxyethyl]-poly[styren-co-(4-chlorstyren)] (cit.8)

Viz pozn·mka k 4.2-E6.

Mr,n

Mr,nóCH ñ CH / C CH ñ CH ó
| |

C H COOCH

2 3 2

6 5 3

b gL

N

M
M

O

Q

P
P

n

—C

C6H5

H CH2— / —CH2CH=CHCH2—

n

—CH2 CH2— / —C

OCOCH3

H CH2—

n

O C

O

/ O O C

O

O C

O

C

O

a n

CH3— —OCH2CH2— / —OC

CH3

HCH2— — OH

n

CH3(CH2)3CH2 C

C6H5

H —CH2 C

C6H5

H— / —CH2CH—

Cl

—CH2 CH COOH

Cln
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* Nejprve je vûdy uveden n·zev kopolymeru zaloûen˝ na n·zvech monomer˘1,8, pak n·zev zaloûen˝ na struktu¯e, pokud existuje, nakonec
pak navrûen˝ vzorec. (Viz cit.10, pokud jde o zmÏny od doby vyd·nÌ cit.9)

** Podle cit.10 by mÏl b˝t n·zev Ñpropylenoxidì nahrazen n·zvem Ñ2-methyloxiranì.
*** Pozn·mka »eskÈ komise: Podle cit.10 by mÏl b˝t i n·zev monomernÌ jednotky Ñethylenoxidì nahrazen n·zvem Ñoxiranì).



Pozn·mka: Vzorec je p¯esnÏjöÌ neû ud·v· prv˝ z uveden˝ch n·zv˘, neboù ukazuje, ûe koncov· skupina butyl je p¯ipojena
v poloze 2 skupiny 1-fenylethyl a koncov· karboxylov· skupina je nav·z·na v poloze 2 skupiny 2-(4-chlorfenyl)ethyl.

4 . 3 . B l o k o v È k o p o l y m e r y

Pravidlo 4.3.1: Vzorce blokov˝ch kopolymer˘ (cit.2,3, definice 3.35) tvo¯en˝ch sledem regul·rnÌch blok˘ (cit.2,3, definice 3.15),
a spojovacÌch jednotek (pokud jsou zn·my; viz8, pravidlo 5.5) ve zn·mÈm po¯adÌ se zapisujÌ nap¯. takto:

kde A, B, C atd. jsou opakujÌcÌ se konstituËnÌ jednotky regul·rnÌch blok˘ A , B , C atd. a ñXñ, ñYñ
atd. jsou spojovacÌ jednotky, kterÈ se nepovaûujÌ za souË·sti blok˘.

Pozn·mka 4.3.1: ÿada teËek vyznaËuje p¯Ìtomnost dalöÌch konstituËnÌch jednotek nebo blok˘ nebo jednotek i blok˘.

Pravidlo 4.3.2: Vzorce blokov˝ch kopolymer˘ tvo¯en˝ch sledem regul·rnÌch blok˘ a spojovacÌch jednotek, pokud jsou zn·my,
v nezn·mÈm po¯adÌ, se zapisujÌ tak, ûe se vzorce blok˘, a spojovacÌch jednotek oddÏlÌ öikm˝m lomÌtkem. Nap¯Ìklad
vzorec

zn·zorÚuje blokov˝ kopolymer tvo¯en˝ nezn·m˝m po¯adÌm regul·rnÌch blok˘ A , B , C atd. a

zn·zorÚuje blokov˝ kopolymer tvo¯en˝ nezn·m˝m po¯adÌm regul·rnÌch blok˘ A , B a C se spojovacÌmi
jednotkami ñXñ nebo ñYñ p¯ipojen˝mi k A , respektive B .

Pozn·mka 4.3.2: ÿada teËek vyznaËuje p¯Ìtomnost dalöÌch konstituËnÌch jednotek nebo blok˘ nebo jednotek i blok˘.

Pravidlo 4.3.3: Blokov˝ kopolymer, tvo¯en˝ sledem iregul·rnÌch blok˘, se popisuje vzorcem

(ñAñ / ñ B ñ / Ö)p (ñUñ / ñ V ñ/ Ö)q

kde A, B atd. a U, V atd., jsou opakujÌcÌ se konstituËnÌ jednotky iregul·rnÌch blok˘ (ñ Añ / ñ B ñ / Ö)p (ñ Uñ / ñ V ñ / Ö)q.

Pozn·mka 4.3.3.1: ÿada teËek vyznaËuje p¯Ìtomnost dalöÌch konstituËnÌch jednotek nebo blok˘ nebo jednotek i blok˘.
Pozn·mka 4.3.3.2: Vazby smÏ¯ujÌcÌ od prvÈ a poslednÌ konstituËnÌ nebo spojovacÌ jednotky iregul·rnÌho bloku se pÌöÌ
uvnit¯ z·vorek, kdyû nenÌ zn·mo, ke kter˝m jednotk·m iregul·rnÌho bloku jsou ostatnÌ bloky nebo koncovÈ skupiny
p¯ipojeny. Tak

A (ñ B ñ / ñ C ñ )q D

zn·zorÚuje blokov˝ kopolymer, v nÏmû je iregul·rnÌ blok ñ B ñ / ñ C ñ)q (viz pravidla 3.1 a 1.6) je zapojen mezi regul·rnÌ
bloky A a D zatÌmco

Eíñ (ñ A ñ / ñ B ñ)pó X C Eíí

zn·zorÚuje blokov˝ kopolymer, v nÏmû je iregul·rnÌ blok (ñ A ñ / ñ B ñ)p p¯ipojen jednÌm koncem ke koncovÈ skupinÏ
Eí a druh˝m koncem prost¯ednictvÌm spojovacÌ jednotky ñ X ñ k regul·rnÌmu bloku C s koncovou skupinou Eíí.

P¯Ìklady*

4.3-E1:oligostyren-block-oktakis(methyl-akryl·t)

ó(A)óó(B)óó(C)óp q r …

ó(A)óX ó(B)óó(C)óp q r …

ó(A)ó X ó(B)ó Y ó(C)óp q r …

ó( )óp ó( )óq ó( )ór

[ó(A)ó / ó(B)ó / ó(C)ó /p q r n…]

ó( )óp ó( )óq ó( )ór

[ ]ó(A)ó X / ó(B)ó Y / ó(C)óp q r n

ó( )óp ó( )óq ó( )ór

ó( )óp ó( )óq

ó( )óp ó( )ór

ó( )óp ó( )ór

ó( )óq

ó( )óq

C

C6H5

H CH2 C

COOCH3

H CH2

a 8
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* Uvedeny jsou n·zvy zaloûenÈ na n·zvech monomer˘ a navrhovan˝ vzorec. (Viz cit.10, pokud jde o zmÏny od doby vyd·nÌ cit.9)



4.3-E2:polystyren-block-1,4-polybutadien-block-polystyren

4.3-E3:tris[polystyren-block-1,4-oligobutadien-block-poly(methyl-methakryl·t)]

4.3-E4:poly[poly(methyl-methakryl·t)-block-polystyren-block-poly(methyl-akryl·t)]

4.3-E5:poly(styren-stat-buta-1,3-dien)-block-polystyren-block-1,2-polybutadien

Viz pozn·mka k 4.2-E1.

4.3-E6:polystyren-block-dimethylsilandiyl-block-1,4-polybutadien

4 . 4 . R o u b o v a n È k o p o l y m e r y

Pravidlo 4.4.1: Vzorec roubovanÈho kopolymeru tvo¯enÈho hlavnÌm polymernÌm ¯etÏzcem monomernÌch jednotek A, k niû je
ve zn·m˝ch poloh·ch p¯ipojen k nÏkter˝m monomernÌm jednotk·m A nezn·m˝ poËet blok˘ monomernÌch jednotek B
(roub˘), se zapisuje takto*

kde Aí oznaËuje monomernÌ jednotku A, kter· je modifikov·na substitucÌ roubem.

Pravidlo 4.4.2: Vzorec roubovanÈho kopolymeru tvo¯enÈho hlavnÌm polymernÌm ¯etÏzcem monomernÌch jednotek A, k nÌû je
v nezn·m˝ch mÌstech p¯ipojen k nÏkter˝m monomernÌm jednotk·m nezn·m˝ poËet blok˘ monomernÌch jednotek B
(roub˘), se zapisuje takto:

kde vodorovn· ˙seËka pod nemodifikovanou monomernÌ jednotkou** znaËÌ, ûe poloha p¯ipojenÌ roubu nenÌ zn·ma.

Pozn·mka: Je-li hlavnÌ ¯etÏzec roubovanÈho kopolymeru s·m kopolymerem tvo¯en˝m monomernÌmi jednotkami A a B
a nenÌ-li zn·mo, ve kterÈm mÌstÏ a ke kterÈ z jednotek A, B jsou rouby C p¯ipojeny, zapÌöe se vzorec takto:ó( )óp
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* Pozn·mka »eskÈ komise: Uveden je obecn˝ vzorec iregul·rnÌho polymeru, avöak pravidlo lze vyuûÌt i pro regul·rnÌ polymery (alternujÌcÌ
a periodickÈ kopolymery, blokov˝ kopolymer s regul·rnÌmi bloky ve zn·mÈm po¯adÌ).

** Pozn·mka »eskÈ komise: Ve vzorci urËitÈho kopolymeru se form·lnÏ zakresluje nemodifikovan· monomernÌ jednotka, aËkoliv ve
skuteËnosti jde o substituovanou monomernÌ jednotku.



Pravidlo 4.4.3: Je-li zn·m, zapisuje se pr˘mÏrn˝ poËet roub˘ v molekule kopolymeru (i) v z·vork·ch za vzorcem

Viz Pravidla 4.4.1 (pro Aí) a 4.4.2.

P¯Ìklady*

4.4-E1:1,4-polybutadien-graft-polystyren
(a: bloky polystyrenu naroubovanÈ na jednotky but-2-en-1,4-diyl v nezn·m˝ch poloh·ch)

(b: bloky polystyrenu naroubovanÈ na jednotky but-2-en-1,4-diyl ve zn·mÈ poloze s tÌm, ûe na jednom konci hlavnÌho
¯etÏzce je koncovou skupinou chlor a na druhÈm trichlormethyl a na volnÈ konce blok˘ polystyrenu jsou nav·z·ny jako
koncovÈ skupiny vodÌky.

4.4-E2:1,4-polybutadien-block-(polystyren-graft-oligoakrylonitril)
(rouby polyakrylonitrilu v·zanÈ na dvojblokovÈm kopolymeru 1,4-polybutadienñpolystyren ve zn·mÈ poloze nÏkter˝ch
monomernÌch jednotek odvozen˝ch od styrenu.

4.4-E3:poly(buta-1,3-dien-stat-styren)-graft-polyakrylonitril
(polyakrylonitril naroubovan˝ na statistick˝ kopolymer buta-1,3-dienñstyren v nespecifikovan˝ch poloh·ch)

Viz pozn·mka k 4.2-E1.

4.4-E4:polystyren-block-[1,4-polybutadien-graft-poly(styren-co-akrylonitril)]
(kopolymer styrenu a akrylonitrilu naroubovan˝ na dvojblokov˝ kopolymer 1,4-polybutadienñpolystyren v nespecifiko-
van˝ch poloh·ch nÏkter˝ch jednotek but-2-en-1,4-diylu)

4.4-E5:polyakrylonitril-tris(-graft-polystyren)
(t¯i rouby polystyrenu v·zanÈ na jednÈ molekule polyakrylonitrilu v nespecifikovan˝ch poloh·ch monomernÌ jednotky
z akrylonitrilu)

(3 rouby na molekulu)
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* Nejprve jsou uvedeny n·zvy zaloûenÈ na n·zvech monomer˘, pak vysvÏtlenÌ v z·vork·ch a poslÈze navrûen˝ vzorec. V pozn·mk·ch
k p¯Ìklad˘m 4.4-E6 a 4.4-E7 jsou uvedeny n·zvy hvÏzdicov˝ch kopolymer˘ zaloûenÈ na struktu¯e. (Viz cit.10, pokud jde o zmÏny od doby
vyd·nÌ cit.9)



4.4-E6:deka(buta-1,3-dien)-block-(methylsilantriyl-graft-polystyren)-block-pentadeka(buta-1,3-dien)
(hvÏzdicov˝ kopolymer, v nÏmû na centr·lnÌ methylsilanovou jednotku jsou nav·z·ny polystyren a dva ¯etÏzce oli-
go(buta-1,3-dienu))

Pozn·mka: Buta-1,3-dien se navazuje v˝hradnÏ 1,4-adicÌ, coû nelze vyj·d¯it v n·zvu zaloûenÈm na n·zvech monomer˘.
N·zev zaloûen˝ na struktu¯e7 znÌ:
[deka(but-2-en-1,4-diyl)][pentadeka(but-2-en-1,4-diyl)][poly (2-fenylethylen)]methylsilan.

4.4-E7:polystyren-block-{silantetrayl-bis[-graft-poly(buta-1,3-dien)]}-block-polystyren nebo
poly(buta-1,3-dien)-block-[silantetrayl-bis(-graft-polystyren)]-block-poly(buta-1,3-dien)
(hvÏzdicov˝ kopolymer, kde na centr·lnÌ Si atom jsou nav·z·ny dva ¯etÏzce polystyrenu a dva ¯etÏzce poly(buta-1,3-dienu))

Pozn·mka: Buta-1,3-dien se navazuje v˝hradnÏ 1,4-adici, coû nelze vyj·d¯it v n·zvu zaloûenÈm na n·zvech monomer˘.
N·zev zaloûen˝ na struktu¯e7 znÌ:
bis[poly(but-2-en-1,4-diyl)][poly(1-fenylethylen)][poly(2-fenylethylen]silan.
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LABORATORNÕ  PÿÕSTROJE  A  POSTUPY

STANOVENÕ OBSAHU LASALOCIDU V KRMIVECH
METODOU HPLC S FLUORESCEN»NÕ DETEKCÕ
PRO OBSAHY MENäÕ NEé 5 mg/kg

MICHAL DOUäA

⁄st¯ednÌ kontrolnÌ a zkuöebnÌ ˙stav zemÏdÏlsk˝ Brno; Regio-
n·lnÌ laboratornÌ oddÏlenÌ PlzeÚ, Slovansk· alej 20, 317 60
PlzeÚ

Doölo dne 18. XI.1999

KlÌËov· slova: HPLC, lasalocid, krmivo

⁄vod

Lasalocid (obr. 1), ionofornÌ polyetherick· monokarboxy-
lov·  kyselina,  se  pouûÌv·  jako  ˙ËinnÈ antikokcidikum  ve
v˝krmu ku¯at a kr˘ùat a odchovu ku¯ic a baûant˘ ¯·dovÏ
v obsazÌch 75 aû 125 mg/kg fin·lnÌho krmiva1a ochrann· lh˘ta
je 5 dn˘. Jeho objev2, struktura3ñ5 a aktivita6,7 jako antikokci-
dika byly jiû pops·ny.

Jako ofici·lnÌ metoda zkouöenÌ v »eskÈ republice i v Ëlen-
sk˝ch st·tech EvropskÈ unie se dosud pouûÌv· difuznÌ plotno-
v· metoda na z·kladÏ inhibiËnÌho ˙Ëinku na r˘st testovacÌho
mikroorganismu Bacillus subtilis ATCC 6633 (cit.8). Obdob-
nou ofici·lnÌ metodou  je  metoda sdruûenÌ  Association of
Official Analytical Chemists9 (AOAC). Spektrofluorimetric-
k· metoda stanovenÌ lasalocidu v krmivech je rovnÏû meto-
dikou AOAC10, kter· je relativnÏ rychl· a poskytuje reproduk-
ovatelnÈ v˝sledky i p¯es sloûitou matrici a ¯adu pouûÌvan˝ch
ËistÌcÌch krok˘ extraktu v tÈto metodÏ. Lasalocid je extrahov·n
octanem ethylnat˝m v p¯Ìtomnosti acet·tovÈho pufru o pH 4,7
a takto zÌskan˝ extrakt je p¯eËiötÏn extrakcÌ s kyselinou chlo-
rovodÌkovou a n·slednÏ s hydroxidem sodn˝m. Korekce po-
zadÌ se prov·dÌ p¯evedenÌm lasalocidu do komplexu kyselina
borit·ñlasalocid, p¯iËemû doch·zÌ k posunutÌ maxima emisnÌ-
ho spektra k niûöÌm vlnov˝m dÈlk·m z 430 nm na 419 nm
a souËasnÏ doch·zÌ k hypochromnÌmu efektu11. Vlivem p¯Ì-
davku hydroxidu sodnÈho bÏhem p¯Ìpravy vzorku doch·zÌ
k retroaldolovÈmu ötÏpenÌ lasalocidu3 a v z·vislosti na mnoû-
stvÌ hydroxidu kles· rychle v˝tÏûnost metody.

StanovenÌ  lasalocidu v premixech a krmn˝ch smÏsÌch
metodou HPLC s fluorescenËnÌ detekcÌ je poprvÈ pops·no
v metodÏ12, kter· je velmi rychl· a mez detekce se pohybuje
od 3 do 15 mg/kg v z·vislosti na matrici vzorku, kdy v˝znam-
nou ˙lohu hraje vliv p¯Ìtomn˝ch karotenoid˘. Lasalocid je
extrahov·n  mobilnÌ  f·zÌ a separace  lasalocidu probÌh· na
reverznÌ f·zi. V˝sledky jsou v dobrÈ shodÏ s metodou spek-
trofotometrickou10. HPLC metoda v˝hodnÏ spojuje selektivitu
separaËnÌho procesu s velmi selektivnÌ a citlivou detekcÌ. D·le
byla pops·na ¯ada pracÌ stanovenÌ lasalocidu v r˘zn˝ch zvÌ¯e-
cÌch tk·nÌch a krvi13ñ16, kdy tyto publikace vych·zely z jiû
zve¯ejnÏnÈ pr·ce12, byla vöak nutn· modifikace extrakce lasa-
locidu ze vzorku (ethyl-acet·t/acetonitril) a d·le pak separace
na chromatografickÈ kolonÏ na silikagelu tak, aby vzhledem
k jinÈ matrici vzorku doch·zelo k separaci pÌku lasalocidu na
z·kladnÌ linii. V˝tÏûnost metody13 dosahuje v z·vislosti na
obsahu lasalocidu pouh˝ch 30 % aû 90 %; u metody16 se mez
detekce pohybuje kolem 25 µg/kg a v˝tÏûnost metody okolo
70 % pro obsahy lasalocidu 25 µg/kg aû 1 mg/kg. Metoda
HPLC stanovenÌ lasalocidu s postkolonovou derivatizacÌ17,
kter· vyuûÌv· derivatizaËnÌ reakce hydroxyskupiny molekuly
polyetherov˝ch monokarboxylov˝ch kyselin s aromatick˝m
aldehydem (vanilinem) v prost¯edÌ kyseliny sÌrovÈ p¯i teplotÏ
95 ∞C za vzniku barevnÈho aduktu. Metoda umoûÚuje stano-
venÌ monensinu, salinomycinu, narasinu a lasalocidu vedle
sebe. P¯ednostÌ metody je zanedbateln˝ vliv matrice vzorku
a pomÏrnÏ vysok· selektivita detekce; nev˝hodou je mal·
citlivost metody a vysok· mez stanovitelnosti. DerivatizaËnÌ
reakce karboxylovÈ funkËnÌ skupiny molekuly lasalocidu byly
vyuûity i p¯i p¯edkolonovÈ derivatizaci a n·slednÈm stanovenÌ
metodou HPLC s fluorescenËnÌ detekcÌ. Jako Ëinidla se pouûÌ-
vajÌ 1-(bromacetyl)pyren v acetonitrilu v alkalickÈm prost¯edÌ
triethylaminu za p¯Ìtomnosti katalyz·toru kryptofixu K-222
(cit.18) nebo 9-anthryldiazomethan19. Nev˝hodou obou uve-
den˝ch  metod je velk· experiment·lnÌ n·roËnost, celkov·
doba anal˝zy a nÌzk· reprodukovatelnost v˝sledk˘. Derivati-
zace karboxylovÈ skupiny 1-(bromacetyl)pyrenem18 vyûaduje
dvojÌ p¯eËiötÏnÌ extraktu na silikagelu ñ jednak p¯eËiötÏnÌ
extraktu p¯ed vlastnÌ derivatizacÌ a n·slednÏ i vlastnÌho deri-
v·tu. Derivatizace 9-anthryldiazomethanem19 naopak vyûadu-
je acetylaci lasalocidu jeötÏ p¯ed vlastnÌ derivatizaËnÌ reakcÌ.

Na z·kladÏ poûadavk˘ z·kona o krmivech ß7 (cit.20) Mi-
nisterstvo zemÏdÏlstvÌ »eskÈ republiky ukl·d· monitorov·nÌ
v˝skytu neû·doucÌch doplÚkov˝ch l·tek u v˝robk˘ uv·dÏn˝ch
do obÏhu. V souladu s koncepcÌ pro monitorov·nÌ neû·dou-

Obr. 1. StrukturnÌ vzorec lasalocidu
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cÌch doplÚkov˝ch l·tek bylo proto nutno vyvinout rychlou
a spolehlivou analytickou metodu, kter· umoûÚuje stanovenÌ
lasalocidu ve stopov˝ch koncentracÌch a z·roveÚ sniûuje prav-
dÏpodobnost interference matrice.

Experiment·lnÌ Ë·st

P ¯ Ì s t r o j e a z a ¯ Ì z e n Ì

Extrakce vzork˘ byla provedena na laboratornÌ t¯epaËce
LT 2 (LaboratornÌ p¯Ìstroje, »esk· republika) a p¯eËiötÏnÌ
extraktu bylo provedeno na separaËnÌ jednotce BAKER spe
12G System (J. T. Baker, USA) na kolonk·ch Sep-Pak Plus
Cartridges Silica (Waters, Milford, USA). Zakoncentrov·nÌ
extraktu bylo provedeno na koncentr·toru vzork˘ Termovap
(ECOM, »esk· republika). Odst¯edÏnÌ extraktu bylo provede-
no na laboratornÌ odst¯edivce Hermle Z 230 MR (Hermle,
Gosheim, SRN). Vöechna mÏ¯enÌ byla provedena na kapali-
novÈm chromatografu, kter˝ se skl·d· z vysokotlakÈ pumpy
W515 (Waters, Milford, USA), autosampleru W717 Plus Au-
tosampler (Waters, Milford, USA), fluorescenËnÌho detektoru
W474 (Waters, Milford, USA) a datastanice PC Compaq. Byla
pouûita chromatografick· kolona NovaPak C18, 4 µm, 3,9◊
150 mm (Waters, Milford, USA). pH roztoku bylo mÏ¯eno na
pH-metru pH 526 (WTW, SRN).

C h e m i k · l i e

Methanol, dichlormethan, kyselina octov· byly Ëistoty pro
HPLC (J.T. Baker, USA); hexan a octan ethylnat˝ Ëistoty p.a.
(Lachema Neratovice, »esk· republika); ostatnÌ chemik·lie
Ëistoty pro analysi (Merck, SRN).

ExtrakËnÌ smÏs byla p¯ipravena smÌsenÌm 200 ml octanu
ethylnatÈho a 800 ml hexanu. Prom˝vacÌ Ëinidlo pro extrakci
na silikagelu bylo p¯ipraveno smÌsenÌm 8 ml acetonu a 192 ml
dichlormethanu. EluËnÌ Ëinidlo pro extrakci na silikagelu bylo
p¯ipraveno smÌsenÌm 12 ml methanolu a 188 ml dichlorme-
thanu.

MobilnÌ f·ze byla p¯ipravena smÌsenÌm 200 ml octanovÈ-
ho pufru o pH 4,0 s s 800 ml methanolu. Octanov˝ pufr byl
p¯ipraven  rozpuötÏnÌm  3,402  g trihydr·tu  octanu  sodnÈho
v deionizovanÈ vodÏ (Milli-Q systÈm, Millipore, Bedford,
MA, USA), p¯id·nÌm 5,0 ml kyseliny octovÈ a doplnÏnÌm na
1 litr. pH tohoto roztoku bylo upraveno kyselinou fosforeËnou
na hodnotu pH 4,0.

KalibraËnÌ roztoky o koncentraci 1,0; 2,0; 4,0 a 10,0 mg.lñ1

byly p¯ipraveny postupn˝m ¯edÏnÌm z·kladnÌho roztoku lasa-
locidu (Riedel-deHaÎn, SRN) v methanolu o koncentraci
200 mg.lñ1 mobilnÌ f·zÌ.

V ˝ b Ï r v z o r k ˘

Pro anal˝zy byly pouûitÈ re·lnÈ vzorky krmn˝ch smÏsÌ
odebran˝ch v r·mci st·tnÌho odbornÈho dozoru, z·kon o krmi-
vech ß16 a ß17 (cit.20).

P r a c o v n Ì p o s t u p

Vzorek se upravÌ homogenizacÌ a mletÌm na Ë·stice o ve-
likosti 0,5 mm tak, aby se zabr·nilo p¯eh¯·tÌ vzorku. 45 g

zkuöebnÌho vzorku se extrahuje 150 ml extrakËnÌ smÏsi 30 mi-
nut  v 500  ml kÛnickÈ baÚce  na laboratornÌ t¯epaËce. Na
kolonku Spe-Pak Plus Silica, kondicionovanou 4 ml dichlor-
methanu, se odmÏ¯Ì 10,0 ml p¯efiltrovanÈho extraktu. Kolonka
se promyje 3 kr·t 3 ml prom˝vacÌho Ëinidla a lasalocid se
eluuje 8 ml eluËnÌho Ëinidla do vialky na 10 ml. Elu·t se odpa¯Ì
pod proudem dusÌku do sucha p¯i teplotÏ 50 ∞C. Odparek se
rozpustÌ ve 2,0 ml mobilnÌ f·ze, promÌch· a vytemperuje na
laboratornÌ teplotu. Takto p¯ipraven˝ extrakt se odst¯edÌ 5 mi-
nut p¯i 8 000 ot.minñ1 a nan·öÌ na chromatografickou kolonu.
HPLC podmÌnky jsou uvedeny v tabulce I.

Tabulka I
HPLC podmÌnky

Parametr Hodnota

Kolona NovaPak C18, 4 µm, 3,9◊150 mm
SloûenÌ mobilnÌ f·ze methanolñoctanov˝ pufr

pH 4,0 (800+200)
Pr˘tok mobilnÌ f·ze 1 ml.minñ1

Teplota kolony okolÌ
Objem n·st¯iku 10 µl
Detektor fluorescenËnÌ excitaËnÌ vlnov· dÈlka: 310 nm,

emisnÌ vlnov· dÈlka: 430 nm

V˝sledky a diskuse

M e z d e t e k c e a m e z s t a n o v i t e l n o s t i

Mez detekce a mez stanovitelnosti byly vypoËteny z kali-
braËnÌho modelu. Mez detekce odpovÌd· hodnotÏ koncentra-
ce, pro kterou je dolnÌ mez (1ñα)%nÌho intervalu spolehlivosti
predikce sign·lu z kalibraËnÌho modelu rovna kritickÈ ˙rovni
a mez stanovitelnosti je nejmenöÌ hodnota sign·lu, pro kterou
je relativnÌ smÏrodatn· odchylka predikce z kalibraËnÌho mo-
delu dostateËnÏ mal· a obyËejnÏ rovn· hodnotÏ 0,1 (cit.21).
Mez detekce m· hodnotu 0,04 mg.lñ1, tj. pro standardnÌ op-
eraËnÌ proceduru 30 µg.kgñ1 a mez stanovitelnosti m· hodnotu
0,08 mg.lñ1, tj. pro standardnÌ operaËnÌ proceduru 50 µg.kgñ1.

S p r · v n o s t a p ¯ e s n o s t

P¯i prekoncentraci lasalocidu na silikagelu byla sledov·na
vhodnost pouûitÈho prom˝vacÌho Ëinidla (eluce interferent˘),
spot¯eba desorpËnÌho Ëinidla a v˝tÏûek extrakce na pevnÈ f·zi.

K eluci interferent˘ byly zvoleny dva prom˝vacÌ systÈmy
ñ dichlormethan a prom˝vacÌ Ëinidlo dichlormethanñaceton
(192+8). P¯i pouûitÌ dichlormethanu byly odstranÏny pouze
l·tky s niûöÌ polaritou neû samotn˝ lasalocid (s nejvÏtöÌ prav-
dÏpodobnostÌ p¯ÌrodnÌ barviva). P¯i pouûitÌ druhÈho prom˝va-
cÌho systÈmu byly odstranÏny l·tky s vyööÌ polaritou souËasnÏ
s barvivy a lipidy. RozdÌl v pouûit˝ch prom˝vacÌch systÈmech
je patrn˝ z chromatogram˘ na obr. 2.

Spot¯eba desorpËnÌho Ëinidla je patrn· z eluËnÌho profilu
lasalocidu z pevnÈ f·ze Silica (obr. 3). MÏ¯enÌm bylo zjiötÏno,
ûe k desorpci lasalocidu postaËuje 6 ml eluËnÌho Ëinidla, p¯esto
byl vöak zvolen objem 8 ml a to z d˘vodu dokonalÈ desorpce
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Tabulka II
V˝tÏûek metody ñ v˝sledky mÏ¯enÌ a vypoËtenÈ statistickÈ
parametry

StatistickÈ parametry Hodnota

OËek·van· hodnota [mg/kg] 0,50 1,00 2,50 5,00
Nalezen· hodnota [mg/kg] 0,48 0,92 2,43 4,79
V˝tÏûek metody [%] 96,4 91,6 97,2 95,8
Interval spolehlivosti 0,01 0,01 0,03 0,11
RelativnÌ smÏrodatn· 1,66 1,20 0,92 1,92
odchylka [%]

a kvantifikace lasalocidu a promÏnlivosti matrice. Vliv matri-
ce na desorpci lasalocidu nebyl d·le studov·n.

Vzhledem k tomu, ûe neexistujÌ certifikovanÈ referenËnÌ
materi·ly, byla spr·vnost metody (tÏsnost shody zÌskanÈ hod-
noty s hodnotou skuteËnou) ovÏ¯ena anal˝zou modelov˝ch
vzork˘. Byly p¯ipraveny modelovÈ vzorky krmiva (40 % pöe-
nice, 30 % jeËmen, 10 % sojov˝ extrahovan˝ örot, 10 % ma-
sokostnÌ mouËka, 5 % ˙suöky pÌcnin a 5 % v·penec) s obsahem
lasalocidu 0,5, 1,0, 2,5 a 5,0 mg/kg. Pro kaûdou koncentraËnÌ
hladinu byl vzorek analyzov·n 5 kr·t. V˝sledky a vypoËtenÈ
statistickÈ parametry (hladina v˝znamnosti P = 0,95) jsou
uvedeny v tabulce II. Celkov· v˝tÏûnost metody pro koncen-
traËnÌ hladiny 0,5 aû 5,0 mg/kg je (95,0±3,6) %. NalezenÈ
hodnoty modelovÈho vzorku byly s oËek·van˝mi hodnotami
srovn·ny pomocÌ line·rnÌ regrese. Konstanta a regresnÌho
vztahu (konstantnÌ soustavn· odchylka) m· hodnotu ñ0,0131±
0,1162 a statisticky se neliöÌ od nuly. Konstanta b regres-
nÌho vztahu (proporcion·lnÌ soustavn· odchylka) m· hodnotu
0,9647±0,0408 a neliöÌ se statisticky od jedniËky. Metoda
tudÌû poskytuje spr·vnÈ v˝sledky.

P¯esnost metody (mÌra tÏsnosti shody mezi vz·jemnÏ ne-
z·visl˝mi v˝sledky zkouöek za p¯edem specifikovan˝ch pod-
mÌnek) byla pouze omezena na v˝poËet opakovatelnosti, kter·
byla vypoËtena ze smÏrodatnÈ odchylky rozpÏtÌ obou paralel-
nÌch stanovenÌ re·ln˝ch vzork˘, jejichû celkov˝ poËet byl 35.
Po vylouËenÌ odlehl˝ch v˝sledk˘ (Cochran˘v test) pro obsahy
0,2 aû 5,0 mg/kg m· opakovatelnost hodnotu 0,10 mg/kg.
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⁄vod

K otravÏ tÏûk˝mi kovy m˘ûe u ËlovÏka dojÌt p¯i profesio-
n·lnÌ expozici (nemoc z povol·nÌ) nebo jin˝m zp˘sobem
(nap¯. sebevraûedn˝mi pokusy, p˘sobenÌm kontaminovanÈho
ûivotnÌho prost¯edÌ, apod.). MÌra intoxikace pacienta olovem
se urËuje stanovenÌm aû Ëty¯ (nÏkdy i pÏti) parametr˘ ñ kon-
centrace olovnat˝ch iont˘ v krvi, v moËi a ve stolici a d·le sta-
novov·nÌm kyseliny δ-aminolevulovÈ (pop¯. porfyrin˘) v mo-
Ëi1.

Vzorky moËe, analyzovanÈ v tÈto pr·ci, byly odebÌr·ny p¯i
pravideln˝ch preventivnÌch prohlÌdk·ch osob·m, vystave-
n˝ch olovu v pracovnÌm prost¯edÌ.

Prov·dÏnÌ vöech uveden˝ch anal˝z podle p¯edepsan˝ch
postup˘2,3 je znaËnÏ ËasovÏ i instrument·lnÏ n·roËnÈ. Doba
kompletnÌ anal˝zy vöech Ëty¯ z·kladnÌch ukazatel˘ p¯esahuje
13 hodin (z toho asi 8ñ12 hodin se spot¯ebuje na mineralizaci
vzorku a tudÌû doba samotnÈ anal˝zy je proti tomu zanedba-
teln·). Je nutnÈ vzÌt v ˙vahu, ûe v p¯ÌpadÏ pouûitÌ voltametrie
je nutnÈ provÈst mineralizaci d˘kladnÏji, neû je tomu p¯i uûitÌ
AAS, jak plyne i z literatury4.

Vzhledem k tomu, ûe po vyöet¯enÌ pacienta je nutno v co
nejkratöÌ lh˘tÏ rozhodnout o zp˘sobu lÈËby, je rychlÈ dod·nÌ
v˝sledk˘ anal˝z velmi d˘leûitÈ. Aktu·lnÌ je proto hled·nÌ
zp˘sob˘, jak zrychlit a pop¯ÌpadÏ i zjednoduöit pot¯ebnÈ ana-
lytickÈ postupy.

Podle nÏkter˝ch pramen˘ lze nahradit mineralizaci moËi
vÌcen·sobn˝m ¯edÏnÌm demineralizovanou vodou okyselenou
kyselinou dusiËnou5, avöak tento postup je jen stÏûÌ aplikova-
teln˝ p¯i uûitÌ voltametrick˝ch metod, kde p¯Ìtomnost organic-
k˝ch l·tek p˘sobÌ ruöivÏ a hlavnÏ tyto l·tky na sebe mohou
v·zat stanovovan˝ kov.

Je zn·mo, ûe na trhu se vyskytuje mnoho typ˘ specializo-
van˝ch mineralizaËnÌch systÈm˘, avöak jejich cena se pohy-
buje v ¯·dech statisÌc˘ korun, coû si vzhledem k ekonomickÈ
situaci naöeho zdravotnictvÌ m˘ûe dovolit jen m·lokter· labo-
rato¯.

Experiment·lnÌ Ë·st

P ¯ Ì s t r o j e

Podle klasifikace literatury6 by mÏla b˝t mikrovlnn· mi-
neralizace oznaËov·na jako podtyp mokrÈho rozkladu, avöak
pro jednoduchost je v tÈto pr·ci oznaËov·na pouze jako Ñmi-
krovlnn·ì a mineralizace na mokrÈ cestÏ za atmosfÈrickÈho
tlaku jako Ñmineralizace na mokrÈ cestÏì.

Mineralizace vzork˘ na mokrÈ cestÏ byla prov·dÏna za
pomoci topnÈho hnÌzda a vodnÌ l·znÏ.

Mikrovlnn· mineralizace byla prov·dÏna v mikrovlnnÈm
mineralizaËnÌm za¯ÌzenÌ (Polaro-Sensors, spol. s r.o., Praha)
(max. v˝kon 1000 W). Maxim·lnÌ poËet souËasnÏ mineralizo-
van˝ch vzork˘ na vnit¯nÌm rotoru byl öest. Maxim·lnÌ p¯Ìpust-
n˝ tlak v za¯ÌzenÌ je 4 MPa, p¯i jeho p¯ekroËenÌ (explozi) dojde
k proraûenÌ pojistky (ochrannÈho vÌËka) a tlak je p¯epouötÏn
z n·dobky p¯epadem do expanznÌ n·dobky.

Pro voltametrick· mÏ¯enÌ byl uûit poËÌtaËem ¯Ìzen˝ Eco-
-Tribo Polarograf (Polaro-Sensors, spol. s r. o., Praha). Pra-
covnÌ metodou byla diferenËnÌ pulsnÌ anodick· stripping volt-
ametrie. Pro odstranÏnÌ vzduönÈho kyslÌku slouûilo vybubl·nÌ
dusÌkem.

C h e m i k · l i e

Pro p¯Ìdavky olovÏn˝ch iont˘ byly pouûÌv·ny standardnÌ
roztoky Astasol (Analytika, spol. s r. o., Praha) o z·kladnÌ
koncentraci 1 mg.mlñ1, kterÈ byly podle pot¯eby ¯edÏny 1:10
aû 1:100. Kyselina chlorovodÌkov·, kyselina dusiËn· i pero-
xosÌran sodn˝ (Na2S2O8) (Lachema Brno) byly Ëistoty p. a.

Mineralizace na ÑmokrÈ cestÏì

KonkrÈtnÌ postup vËetnÏ homogenizace byl pops·n hlavnÏ
v literatu¯e1,2,7.

Mineralizace moËi na mokrÈ cestÏ7,8 byla prov·dÏna tak,
ûe 100 ml moËi bylo smÌch·no se 30 ml koncentrovanÈ kyse-
liny dusiËnÈ a roztok byl odpa¯en do sucha. Odparek byl
rozpuötÏn v 5 ml 30 % H2O2 a odpa¯en znovu do sucha. Tento
proces byl opakov·n aû do vzniku bÌlÈho odparku. K nÏmu
bylo p¯id·no 5 ml 10 % KI a 3ñ5 ml koncentrovanÈ HNO3
a odpa¯ov·nÌ bylo opakov·no aû do vzniku bÌlÈho odparku,
kter˝ byl rozpuötÏn v destilovanÈ vodÏ a z¯edÏn na 10 ml.
N·sledovalo sr·ûenÌ pomocÌ 2 ml 1 M-(NH4)3PO4, 2 ml 1 M-
-NH4OH a 20 ml 30 % H2O2. N·sledoval sedimentaËnÌ proces
(30 min) a centrifugace p¯i 2500 sñ1 po dobu 10 min. Sraûenina
byla promyta suspendov·nÌm v 10 ml destilovanÈ vody s p¯Ì-
davkem 2ñ3 kapek Ëpavku a cel˝ proces centrifugace vËetnÏ
promytÌ se opakoval jeötÏ dvakr·t. Nakonec se sediment roz-
pustil v 0,5 ml koncentrovanÈ HCl a roztok se doplnil na 10 ml
destilovanou vodou.

ÑMikrovlnn·ì mineralizace

Ke 20 ml vzorku moËi bylo p¯id·no 80 ml destilovanÈ
vody. Z tohoto roztoku bylo odpipetov·no do mikrovlnnÈ
mineralizaËnÌ n·dobky 5 ml, p¯id·no 5 ml destilovanÈ vody
a 100 mg peroxosÌranu sodnÈho. N·dobka byla po uzav¯enÌ
vloûena do mineralizaËnÌ jednotky, byl nastaven v˝kon v in-
tervalu mezi 500 W aû 1000 W. Testovan· doba sepnutÌ byla
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mezi 15 s a 2 minutami. Pro ˙plnou mineralizaci bylo zkouöe-
no i opakovanÈ provedenÌ mikrovlnnÈho rozkladu, kterÈ se
prov·dÏlo po ˙plnÈm vychladnutÌ n·dobky (cca 15ñ20 min).
Po vyjmutÌ n·dobky byl mineraliz·t kvantitativnÏ p¯eveden do
k·dinky, p¯id·no 100 mg peroxosÌranu sodnÈho, provedeno
odpa¯enÌ do sucha. Mineraliz·t byl kvantitativnÏ p¯eveden do
25 ml odmÏrnÈ baÚky, p¯id·no 0,5 ml koncentrovanÈ kyseliny
dusiËnÈ a doplnÏno redestilovanou vodou po rysku.

P o s t u p s t a n o v e n Ì

25 ml mineraliz·tu bylo p¯evedeno do voltametrickÈ n·-
dobky. MÏ¯enÌ bylo prov·dÏno metodou anodickÈ diferenËnÌ
pulsnÌ voltametrie na visÌcÌ rtuùovÈ kapkovÈ elektrodÏ9 (poË·-
teËnÌ potenci·l Ein = ñ800 mV, koneËn˝ Efin = +150 mV vs.
nasycen· kalomelov· elektroda SKE, rychlost scanu 20 mV.sñ1).
PÌk olova byl registrov·n u ñ375 mV vs. SKE. SouËasnÏ bylo
moûno vyhodnocovat i pÌk kadmia p¯i ñ550 mV a mÏdi p¯i
+50 mV. Po p¯id·nÌ EDTA lze stanovit i thalium u ñ400 mV.

V˝sledky a diskuse

O p t i m a l i z a c e p o s t u p u m i k r o v l n n È
m i n e r a l i z a c e

Jako vhodnÈ oxidaËnÌ Ëinidlo byl zvolen peroxosÌran sod-
n˝. Na rozdÌl od jin˝ch obdobnÏ ˙Ëinn˝ch l·tek (nap¯. per-
oxid˘) nevykazuje takovou aktivitu, kter· by vedla k enorm-
nÌmu n·r˘stu tlaku v mineraliz·toru. 10 ml roztoku vzorku
v n·dobce je maxim·lnÌ p¯ijatelnÈ mnoûstvÌ.

Regulovateln˝ v˝kon byl nastavov·n mezi 500 W aû 1000 W
(maxim·lnÌ nastaviteln· hodnota za¯ÌzenÌ). Testovan· doba
sepnutÌ byla mezi 15 s a 2 min. Pokud se prodlouûila doba
mineralizace p¯es 1 minutu, doch·zelo asi ve 30 % pokus˘
k p¯ekroËenÌ maxim·lnÌho povolenÈho tlaku. PravdÏpodob-
nost p¯ekroËenÌ maxim·lnÌho p¯ÌpustnÈho tlaku nar˘st· i se
vzr˘stajÌcÌm v˝konem mineralizaËnÌ jednotky. P¯i dobÏ min-
eralizace 2 minuty doölo k p¯ekroËenÌ meznÌho tlaku tÈmÏ¯
v 80 % p¯Ìpad˘.

V souladu s poznatky cit.6 se jako optim·lnÌ jevilo uûitÌ
v˝konu 500 W, max. 700 W. Jak se vöak uk·zalo, u nÏkter˝ch
vzork˘ nedoölo po 60 s mineralizace k ˙plnÈmu rozkladu
a v˝sledky byly asi o 10ñ15 % niûöÌ neû u mineralizace na
mokrÈ cestÏ. Proto se jevÌ jako vhodnÈ provÈst jeötÏ jednou
mineralizaËnÌ proces. MineralizaËnÌ za¯ÌzenÌ pracuje ve spÌ-
nanÈm reûimu a nelze zaruËit, ûe v okamûiku vypnutÌ nenÌ
p¯Ìmo v Ëinnosti. Proto okamûitÈ zapnutÌ by ve v˝sledku
odpovÌdalo podstatnÏ vyööÌmu v˝konu a zv˝öilo by to pravdÏ-
podobnost p¯ekroËenÌ hornÌ hranice p¯ÌpustnÈho tlaku tÈmÏ¯
k 80 %. Uk·zalo se jako optim·lnÌ nechat n·dobku vychlad-
nout po dobu 20 minut p¯i laboratornÌ teplotÏ. Pak jiû posta-
Ëovalo p¯i stejnÈm v˝konu prov·dÏt rozklad znovu po dobu
30 s. ZbylÈ malÈ procento  p¯Ìtomn˝ch organick˝ch l·tek
v mineraliz·tu bylo moûno odstranit jeho pova¯enÌm 100 mg
peroxosÌranu sodnÈho a n·slednÈm odpa¯enÌ do sucha. Od-
parek byl p¯eveden do 25 ml odmÏrnÈ baÚky, bylo p¯id·no
0,5 ml koncentrovanÈ kyseliny dusiËnÈ a doplnÏno redes-
tilovanou vodou. Nutnost pova¯enÌ mineraliz·tu s peroxosÌra-
nem je patrn· z obr. 1, kde je vidÏt znaËnÈ potlaËenÌ pÌku olova

Tabulka I
Srovn·nÌ v˝sledk˘ stanovenÌ olova v moËi p¯i mineralizaci na
mokrÈ cestÏ a mikrovlnnou mineralizacÌ (v˝sledky mikrovl-
nnÈ mineralizace povaûov·ny za 100 %)

Pacient Pb [mg.lñ1] RozdÌl [%]

mokr· mikrovlnn·
cesta mineralizace

1 0,050 0,055 ñ9,1
2 0,083 0,087 ñ4,6
3 0,075 0,079 ñ5,1
4 0,059 0,055 7,2
5 0,019 0,021 ñ9,5
6 0,022 0,025 ñ12,0
7 0,021 0,023 ñ8,7
8 0,070 0,074 ñ5,4
9 0,037 0,037 0,0

10 0,017 0,019 ñ10,5

zb˝vajÌcÌ organickou matricÌ. StejnÏ tak je moûno usuzovat
z obr. 1, ûe ¯edÏnÌ doporuËovanÈ v cit.5, jen ztÏûÌ nahradÌ
mineralizaci.

V˝sledky srovn·nÌ obou v˝öe zmÌnÏn˝ch mineralizaËnÌch
postup˘ jsou uvedeny v tab. I. Z nich je patrno, ûe hodnoty
koncentracÌ zÌskan˝ch mineralizacÌ na mokrÈ cestÏ jsou v pr˘-
mÏru o 5ñ10 % niûöÌ neû p¯i aplikaci mikrovlnnÈho rozkladu,
coû dokazuje vÏtöÌ d˘kladnost rozkladu.

Uveden˝ postup mikrovlnnÈ mineralizace lze aplikovat
nejen p¯i stanovenÌ olova, ale i ostatnÌch prvk˘, kterÈ poskytujÌ
anodick˝ pÌk ve voltametrickÈm mÏ¯enÌ spoleËnÏ s olovem.
Jedn· se p¯edevöÌm o kadmium, mÏÔ a po p¯id·nÌ EDTA
i o thalium. P¯i klasickÈ mineralizaci na mokrÈ cestÏ v˝öe
uveden˝m zp˘sobem bylo nutno u kadmia postupovat od-
liön˝m zp˘sobem, jin˝m opÏt pro stanovenÌ mÏdi. Mikrovlnn˝
postup mineralizace se ukazuje jako univerz·lnÌ, vhodn˝ pro
vöechny v tomto odstavci uvedenÈ prvky.

Obr. 1. Srovn·nÌ voltamogram˘ p¯i stanovenÌ olova v moËi: 1 ñ bez
mineralizace, 2 ñ po mikrovlnnÈ mineralizaci bez pova¯enÌ s peroxosÌra-
nem, 3 ñ po mikrovlnnÈ mineralizaci bez pova¯enÌ s peroxosÌranem
s p¯Ìdavkem 5 µg Pb2+, 4 ñ po mikrovlnnÈ mineralizaci a pova¯enÌ s
peroxosÌranem, 5 ñ po mineralizaci a  pova¯enÌ s  peroxosÌranem
p¯Ìdavkem 5 µg Pb2+
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V ˝ s l e d k y s t a n o v e n Ì i n d i k · t o r ˘ o t r a v y

P¯i vyhodnocenÌ voltametrick˝ch mÏ¯enÌ byla pouûita me-
toda standardnÌho p¯Ìdavku. KaûdÈ mÏ¯enÌ bylo t¯ikr·t opako-
v·no a p¯i uûitÌ verze Polar Pro 1.0 for Windows10 byla pro
v˝poËet uûita vöechna t¯i mÏ¯enÌ se t¯emi p¯Ìdavky. StandardnÌ
relativnÌ odchylka11,12 samotnÈho mÏ¯enÌ byla niûöÌ neû 1 %
(vypoËtena p¯Ìmo programem Polar Pro10). MÏ¯enÌ probÌhala
za laboratornÌ teploty 298±0,5 K. Reprodukovatelnost z·zna-
m˘ byla lepöÌ neû ±1 %. Roztoky byly p¯ipraveny s pouûitÌm
redestilovanÈ vody. MÏ¯enÌ byla prov·dÏna nez·visle na obou
pracoviötÌch z˙ËastnÏn˝ch autor˘, p¯iËemû mezilaboratornÌ
rozdÌly mezi zÌskan˝mi v˝sledky nebyly pozorov·ny. TÌm
byla testov·na i reprodukovatelnost stanovenÌ, kter· se pohy-
bovala v rozmezÌ ±15 %.

Z·vÏr

Je pops·n postup mikrovlnnÈ mineralizace vzork˘ moËi,
p¯ÌpadnÏ stolice jako n·hrada za mineralizaci na mokrÈ cestÏ.
Tento nov˝ zp˘sob mineralizace je prov·dÏn za p¯Ìdavku
peroxosÌranu sodnÈho, p¯i tlaku menöÌm neû 4 MPa, a to
dvakr·t po sobÏ opakovanÏ po dobu 60 s a 30 s. Pro kompletnÌ
rozklad je t¯eba mineraliz·t jeötÏ jednou pova¯it s peroxosÌra-
nem sodn˝m a n·slednÏ odpa¯it do sucha. V˝sledky obdrûenÈ
z anal˝zy po mikrovlnnÈ mineralizaci jsou asi o 5ñ10 % vyööÌ
neû po mineralizaci klasickÈ, coû indikuje d˘kladnÏjöÌ rozklad
matrice. Doba pot¯ebn· k mikrovlnnÈ mineralizaci (cca 30 min)
je podstatnÏ kratöÌ neûli doba pot¯ebn· ke klasickÈ minerali-
zaci na mokrÈ cestÏ. Stejn˝ zp˘sob mineralizace lze aplikovat
p¯i stanovenÌ nÏkolika kov˘ v moËi najednou (nap¯. kadmia,
thalia, mÏdi a olova).

Auto¯i dÏkujÌ za grantovou podporu IGA MZ »R reg. ËÌs.
grantu 4238-3/97 a GA »R reg. Ë. grantu 203/98/P239.
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tre, Charles University, Prague): Microwave Mineralization
of Body Fluids

A procedure is described for microwave mineralization of
urine or faeces samples as replacement for wet mineralization.
The new method uses a sodium peroxosulfate solution at
pressures lower than 4 MPa in two consecutive mineraliza-
tions for 60 and  30 s. For complete decomposition, it is
necessary to boil the mixture once again with a sodium pero-
xosulfate solution and evaporate it to dryness. The results
obtained are about 5ñ10 % higher than those from classic
mineralization, which indicates a more thorough decomposi-
tion of the matrix. The time required for microwave minerali-
zation (ca. 30 min) is substantially shorter than that for wet
mineralization. The same method can be used in determination
of metals in urine simultaneously (e.g. cadmium, thallium,
copper, and lead).
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Introduction

Peroxidases are widely spread enzymes in plants, micro-
bes and animal tissues. The broad substrate specifity, multi-
functional properties and  availability  of peroxidases from
different sources allows us to apply these enzymes in various
biological and biochemical processes. From this point of view
horseradish peroxidase (HRP, EC 1.11.1.7)) is the most stu-
died and used enzyme. Colorimetric1, electrochemical2 and
chemiluminescent methods3,4 are used for the detection of
peroxidase activity. Classical colorimetric methods are gene-
rally based on the monitoring of the formation of a coloured
product from a colourless oxygen acceptor5. These compounds
include benzidine, o-tolidine, o-toluidine, pyrogallol, o-dian-
isidine, o-phenylendiamine, guaiacol, 4-chloro-1-naphthol
and many others. The chemiluminescent method is based on
the oxidation of cyclic diacylhydrazides accompanied by the
emission of light6. One of the most clearly understood systems
is the HRP/hydrogen peroxide-catalysed oxidation of luminol
in alkaline conditions. Disadvantages of the normal chemilu-
minescent  method  are overcome  by  the  enhanced chemi-
luminescent method (ECL). ECL is achieved by performing
the oxidation of luminol with HRP in the presence of chemical
enhancers (e.g. certain phenols, naphthols, etc.)7. The main
advantages of ECL are that the light emission is intense, easily
measured and the peroxidase activity can be assayed in se-
conds. Also in this field the most studied peroxidase is HRP.
ECL has provided the basis for a convenient and sensitive
assay for peroxidase and peroxidase conjugates as a qualitative
endpoint reaction in blotting assays, DNA ñ probe assays and
immunoassays.

In the present study we describe the use of the ECL method
for the estimation of peroxidase activity using the commercial
ECL Amersham kit originally designed for qualitative West-
ern blotting detections. This kit was used for the analysis of
HRP and peroxidases isolated from plant cells of different
plant species cultivated in vitro. Chemiluminescent detection
was compared with photometric detection of peroxidase activity
using two chromogenic substrates, guaiacol and pyrogallol.

Experimental

M a t e r i a l s a n d M e t h o d s

Plant cells: Strains of in vitro cultures of various species
ñ Solanum aviculare KK1N, Solanum nigrum SNC9O, Atropa
belladonna R1BC and Armoracia rusticana K62K were ob-
tained from the Collection of Plant Tissue Cultures of the
Institute of Organic Chemistry and Biochemistry, Academy
of Sciences of the »R. The plant cells were cultivated on the
medium of Linsmeier and Skoog 8 at 26 ∞C in the dark9.

Peroxidase extraction: Soluble peroxidase activities were
determined in crude extracts obtained by the procedure already
described10.

Photometric procedures: Guaiacol and pyrogallol (both
Sigma) were used for the detection of activity of commercial
HRP (Sigma) and the estimation of the reproducibility of
photometric method in comparison with ECL analysis. The
reaction with both chromogenic substrates was measured at
25 ∞C. Reaction mixtures prepared with guaiacol contained
2.6 ml of 13 mM guaiacol in 0.1 M phosphate buffer pH 6.5,
0.1 ml of 5 mM-H2O2 and 0.1 ml of the enzyme11. The pyro-
gallol mixture was prepared according to the Sigma Manual
and it contained 0.32 ml of 5 % pyrogallol, 0.16 ml of 147
mM-H2O2, 0.32 ml of phosphate buffer pH 6.5, 2.1 ml H2O and
0.1 ml of the enzyme. In both cases reactions were initiated by
the addition of the HRP sample and the change in absorbance
was continuously monitored at 470 nm with guaiacol, and at
590 nm with pyrogallol.

ECL procedure: Reagents A and B of the Amersham kit
designed for Western blotting were mixed in the ratio 1:1 and
20 µl of this mixture was added to 200 µl of glycine ñ NaOH
buffer pH 10. The chemiluminescent reaction was started by
the addition of 20 µl of the peroxidase sample of appropriate
dilution. Luminescence expressed in RLU (relative lumines-
cent units) of the reaction mixture was measured immediately
after addition of the sample of peroxidase during several
seconds with a luminometer Biocounter 1500 (Celsis LUMAC,
The Netherlands).

Results and Discussion

The reproducibility of three different methods for detec-
tion of peroxidase activity was compared. Peroxidase activity
was estimated using guaiacol or pyrogallol as substrates for
peroxidase or by the chemiluminescent method (see Table I).
As a standard sample of peroxidase pure HRP purchased from
Sigma Company in lyophilised form was used. It was dissol-
ved in 0.1 mol.lñ1 phosphate buffer pH 6.4 at an initial concen-
tration of 1 mg protein/ml. This solution was further diluted
according to the requirements of the chosen methods.

The data in Table I show that the lowest standard deviation
of the measurement of peroxidase activity was obtained by the
chemiluminescent method. This method has other advantages,
it is very sensitive3,4,12and, compared to the spectrophotomet-
ric method, coloured samples do not interfere and the whole
procedure is much faster. Using the reagents of the kit (A and
B) purchased from Amersham the error of the method which
normally needs fresh and individual mixing of the reagents
before each procedure (luminol with the enhancer solutions
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Table I
Comparison of the reproducibility of spectrophotometric and
chemiluminescent methods for the determination of horserad-
ish peroxidase (HRP) activity. (Original concentration of the
commercial HRP was 1 mg.mlñ1 diluted in phosphate buffer
pH 6.4, activities were estimated as described in Materials and
Methods.)

Spectrophotometric Chemiluminescent

guaiacol pyrogallol luminol
(nkat/mg protein) (pgl.Ua/mg protein) (RLUb/mg protein)

1147 18.8 4.6◊1010

1086 18.4 4.5◊1010

1142 23.1 4.4◊1010

964 28.2 4.0◊1010

1297 24.1 4.2◊1010

1178 23.1 4.4◊1010

φc = 1159±84.5 φc = 22.6±2.7 φc = 4.3◊1010±1.6◊109

∆ = 7 % ∆ = 12 % ∆ = 4 %

a Purpurogallin units, b relative luminescent units, c the average
value of measured activities, ∆ standard deviation

and hydrogen peroxide in required concentrations in proper
buffer) is also lower. According to the producerís manual the
shelf life of the ECL kit is one year.

In further experiments other parameters of the chemilu-
minescent method with the Amersham ECL kit were followed.
The dependence of the enzyme activity on the concentration of
lyophilised HRP is shown in Figure 1. Activity measurement
was linear from 500 to 4◊108 RLU/ml of the enzyme activity,
i.e. values corresponding to concentrations 0.2ñ15 µg pro-
tein/ml. These activities would correspond to 0.26ñ6.2 U/mg
estimated by guaiacol, the values which would not be straight-
way measurable with chromogens. Consequently the chemi-
luminescent assay is applicable for a wider peroxidase con-
centration range than methods which use the colour change of
some chromogenic substrates. It is clear that spectrophotome-
tric methods are not so sensitive as chemiluminiscent ones; on
the other hand, the enzyme amount suitable for the reaction
with chromogens to allow first-order reaction has to be much
lower than 15 µg protein/ml.

As an example the method was used for the estimation of
peroxidase activities isolated from fresh tissues of different
plant species. Peroxidase activities were determined using the
same procedure as was used for measurement of HRP activity.
In natural samples the enzyme activity can be affected by
certain effects. One is the possible interference of heme-con-
taining enzymes, other proteins etc. The possible interference
of catalase present in natural samples has been discussed4. The
authors determined simultaneously peroxidase and catalase
activities based on the additions of peroxidase standards with
25 natural samples isolated from various fruits and vegetables.
It was shown that peroxidase activities measured by the che-
miluminescent  method are in  good  agreement with those
obtained using the guaiacol method and maximal intensity of
chemiluminescence was influenced only negligibly. Similar
results were obtained in our experiments (data not shown).

An important parameter of the chemiluminescent reaction
is pH (Ref.12). Light emission is highly dependent on the pH
of the reaction mixture but peroxidases usually have much
lower optimum pH than is the optimum for the light emission.
Figure 2 shows that the chemiluminescent reaction catalysed
by peroxidases from four different plant tissues exhibited very
high  and the same  pH  optimum (pH 10) as the  reaction
catalysed by pure HRP. Many authors measuring peroxidase
activities by chemiluminescent methods used reaction pH 7.0ñ
8.0, which was definitely less advantageous. According to our
findings the use of lower reaction pH did not give accurate
results. The use of the high pH can also negatively influence
the interference of other enzymes which could affect reaction
conditions of the chemiluminiscent procedure.

The chemiluminescent method which uses the reagents
from the Amersham ECL kit offers a good alternative to the
well known colorimetric methods still widely exploited today
and it significantly improves the chemiluminescent procedure
which normally uses separate mixing of all components of the
reaction mixture. From the results presented above it can be
seen that the use of the described method increases the repro-
ducibility of the assay of peroxidase activity compared to

Fig. 1. Dependence of the activity of horseradish peroxidase
(Sigma), measured by the chemiluminescent method, on its concen-
tration

Fig. 2. pH optimum of the chemiluminescent reaction catalysed
by peroxidases isolated from different plant species, HRP ◊ com-
mercial (Sigma) horseradish (Armoracia rusticana) peroxidase prepa-
ration, K62Ku strain of A. rusticana callus, R1BC n strain Atropa
belladonna callus, SNC9O l hairy root clone of Solanum nigrum,
KK1N strain of S. aviculare callus
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colorimetric methods, and its use also accelerates the whole
procedure. The wide range of measurable peroxidase concen-
trations reduces the number of sample dilutions required, thus
decreasing the experimental error and leading to time saving.
Large series of samples can be analysed rapidly. Also the
sensitivity of the chemiluminescent method and its reasonable
price must be taken into account.

This work was supported by the grants No. 203/96/0499
and 203/99/1628 of the Grant Agency of the Czech Republic.
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The paper describes an improvement of chemiluminescent
analysis of plant peroxidases by the use of a commercial kit
originally designed for qualitative Western blotting assays.
The chemiluminescent method using the reagents of the Amer-
sham ECL kit offers a good alternative to the well known and
widely exploited colorimetric or chemiluminescent methods
using luminol. The proposed procedure significantly improves
the chemiluminescent enzyme assay with labour-consuming
separate mixing of all components by application of standard
and ready-to-use solutions.
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OSOBNÕ  ZPR¡VY

PÏtasedmdes·tiny doc. PhMr. RNDr. Ji Ì̄ho Volkeho, DrSc.

Jiû star˝ Archimedes touûil po tom, mÌt pevn˝ bod, o nÏû
by se mohl op¯Ìt a tak pohnout zemÏkoulÌ. PodobnÏ i my
ostatnÌ bychom r·di mÏli ve svÈm okolÌ pevnÈ, jakÈsi referen-
ËnÌ body, o kterÈ bychom se v p¯ÌpadÏ pot¯eby mohli pomyslnÏ
op¯Ìt. JednÌm z takov˝ch pevn˝ch bod˘ ñ osobnostÌ ñ v ⁄stavu
fyzik·lnÌ chemie J. HeyrovskÈho AV »R, tedy v mÈm, resp.
v naöem okolÌ, je i pan doktor Volke.

Jeho chemick· ûivotnÌ pouù ukazuje, jak je pro pokrok
v z·kladnÌm v˝zkumu d˘leûit· interdisciplinarita a öirokÈ
vzdÏl·nÌ. Po druhÈ svÏtovÈ v·lce vystudoval nap¯ed farmacii
na UniverzitÏ KarlovÏ, aby se pozdÏji jakoûto û·k profesora
HeyrovskÈho zab˝val fyzik·lnÌ chemiÌ, jmenovitÏ polarogra-
fiÌ. Byl jednÌm z prvnÌch aspirant˘ a pozdÏji vÏdeck˝ch pra-
covnÌk˘ tehdy zaloûenÈho PolarografickÈho ˙stavu »SAV,
kde se vÏnoval pr·vÏ farmaceuticky v˝znamn˝m slouËenin·m
a  jejich model˘m  jednak z hlediska  analytickÈho,  jednak
z hlediska studia jejich metabolick˝ch mechanism˘. Svoji
aktivitu pak rozöi¯oval i na elektrochemickÈ studium dal-
öÌch biologicky v˝znamn˝ch slouËenin (pesticid˘, herbicid˘,
NADH), tedy p¯ev·ûnÏ heterocyklick˝ch l·tek. Jiû nÏkolik
desetiletÌ je uzn·van˝m svÏtov˝m odbornÌkem ve svÈm oboru.
Publikoval dosud tÈmÏ¯ dvÏ stÏ p˘vodnÌch sdÏlenÌ, ve kter˝ch
se zab˝val hlavnÏ vztahem struktura ñ reaktivita (redox vlast-
nosti) u organick˝ch slouËenin, studiem reakËnÌch mezipro-
dukt˘, zvl·ötÏ radik·lov˝ch, elektrochemicky generovan˝ch,
v poslednÌ dobÏ se vÏnuje tÈû elektrochemickÈmu v˝zkumu
psychofarmak a problematice molekul s vÌce redox-aktivnÌmi
centry. Stal se tak spoluzakladatelem ËeskÈ organickÈ (mo-
lekul·rnÌ) elektrochemie, tÌmto smÏrem zamÏ¯enou skupinu
vedl v ⁄stavu fyzik·lnÌ chemie a elektrochemie J. Heyrov-
skÈho p¯es 30 let a vychoval p¯itom ¯adu mladöÌch vÏdeck˝ch
pracovnÌk˘. Jeho dlouholet· a velmi plodn· spolupr·ce s ka-
tedrou (nynÌ ˙stavem) organickÈ chemie na VäCHT v Praze
(kter· pokraËuje i nad·le v dalöÌ generaci) zp˘sobila i jeho
z·jem o organickou elektrosyntÈzu. IlustracÌ zde m˘ûe b˝t
i jeho zatÌm poslednÌ monografie na toto tÈma (Electrochemi-
stry in Organic Synthesis), kterou sepsal spolu s prof. Liökou
a kter· vyöla p¯ed nÏkolika lety. A to jsem nep¯ipomnÏl jeho
velikou z·sluhu na existenci a kvalitÏ Ëasopisu ChemickÈ listy,
jehoû je dlouholet˝m (a st·le Ëinn˝m) redaktorem.

Bylo by toho jeötÏ mnoho, co by se mohlo a mÏlo zmÌnit,
aby se vykreslila ve vöech odstÌnech vskutku renesanËnÌ osob-
nost pana doktora Volkeho a aby se daly zmÌnit vöechny vÏci,
za nÏû jsme mu vdÏËni jak osobnÏ, tak i vÏdecky. Protoûe je
ale form·t Ëasopisu ChemickÈ listy na to p¯Ìliö mal˝, doporu-
Ëuji se s nÌm setkat osobnÏ, v jeho laborato¯i, t¯eba nad ö·lkem
Ëaje. Vhodn˝m d˘vodem by nap¯Ìklad mohla b˝t skuteËnost,
ûe se narodil na sv·tek sv. MatÏje pr·vÏ p¯ed pÏtasedmdes·ti
lety (24.2.1926). R·di bychom mu i my touto formou pop¯·li,
aby byl st·le zdrav˝ a v dobrÈ pohodÏ a aby n·m jeötÏ dlouho
byl jednÌm z pevn˝ch bod˘ v chemickÈm vesmÌru.

Za kolegy a p¯·tele
Ji¯Ì LudvÌk

äedes·tka prof. Ing. Karla ätulÌka, DrSc.

Tak uû TÏ to, Karle, taky postihlo a za¯adil ses mezi n·s
öedes·tnÌky a öedes·tnice.

Poch·zÌö z KolÌna z uËitelskÈ rodiny, dÏtstvÌ jsi proûÌval
v harmonickÈm prost¯edÌ v Kou¯imi. Gymn·zium jsi navötÏ-
voval v KolÌnÏ, na kter˝ r·d vzpomÌn·ö. Byl jsi vûdy v˝born˝
student, s vyznamen·nÌm jsi absolvoval i Fakultu technickÈ
a jadernÈ fyziky »VUT v Praze, specializaci fyzik·lnÌ a jader-
n· chemie. BÏhem diplomovÈ pr·ce a pozdÏji aspirantury
v PolarografickÈm ˙stavu J. HeyrovskÈho (1963ñ1967) jsi
zcela propadl elektroanalytick˝m metod·m. Od roku 1967
vÏrnÏ slouûÌö P¯ÌrodovÏdeckÈ fakultÏ Univerzity Karlovy a ze-
jmÈna jejÌ kated¯e analytickÈ chemie, nejprve v r˘zn˝ch nepe-
dagogick˝ch funkcÌch, po revoluci jako docent (od roku 1990)
a od roku 1991 jako profesor analytickÈ chemie. Tehdy takÈ
nastala Tv· z·vratn· kariÈra v ¯adÏ funkcÌ: vedoucÌho katedry
analytickÈ chemie (1990ñ1997), dÏkana P¯ÌrodovÏdeckÈ fa-
kulty (od roku 1997 dodnes), p¯edsedy GrantovÈ agentury »R
(1992ñ2000), Ëlena 6 vÏdeck˝ch rad, p¯edsednictvÌ nebo Ëlen-
stvÌ v 8 r˘zn˝ch oborov˝ch komisÌch, ËlenstvÌ v poradnÌch Ëi
redakËnÌch rad·ch 8 mezin·rodnÌch Ëasopis˘ a ËlenstvÌ v me-
zin·rodnÌch organizacÌch (FECS, IUPAC, UNESCO). Uplat-
Úujeö v nich svÈ v˝bornÈ ¯ÌdÌcÌ schopnosti a jako jednoho
z m·la TÏ tyto funkce nepoznamenaly, z˘stal jsi s·m sebou.

Jelikoû jako nestranÌk jsi do revoluce û·dnÈ z tÏchto funkcÌ
nemohl zast·vat, mÏl jsi spoustu Ëasu se vÏnovat v˝uce stu-
dent˘ a zejmÈna vÏdeckÈ pr·ci. M˘ûe to dosvÏdËit Tv˝ch 60
diplomant˘, 30 doktorand˘ a ¯ada Tv˝ch koleg˘. TvÈ p¯ed-
n·öky jsou velmi oblÌbenÈ nejen pro Tv˘j zasvÏcen˝ v˝klad,
ale i pro Tv˘j zvuËn˝ p¯ednes. Jsi proto Ëasto zv·n na r˘znÈ
konference a zahraniËnÌ univerzity, nap¯. jako visiting profes-
sor v letech 1988 a 1989 na univerzitu v PadovÏ.

Tv· vÏdeck· Ëinnost je ˙ctyhodn·. Jsi autorem nebo spolu-
autorem 250 publikacÌ, vÏtöinou v mezin·rodnÌch Ëasopisech,
5 monografiÌ v ËeötinÏ, angliËtinÏ, ruötinÏ a ËÌnötinÏ, ¯ady
skript a uËebnice analytickÈ chemie. TvÈ publikace byly 1689
kr·t citov·ny. Tvoje vÏdeck· Ëinnost byla ocenÏna v roce 1990
doktor·tem chemick˝ch vÏd, ËlenstvÌm v Inûen˝rskÈ akademii
a v UËenÈ spoleËnosti »R a ¯adou medailÌ, nap¯. Louis Gordon
Memorial Award, Hanuöovou medailÌ »s. spoleËnosti chemic-
kÈ, pamÏtnÌ medailÌ UK nebo cenou rektora UK za nejlepöÌ
uËebnici roku.

Jsi velmi vöestrann˝. Svoji v˝bornou znalost angliËtiny,
kterou sis osvojil p¯i svÈm p˘sobenÌ jako pedagogick˝ asistent
na University of Strathclyde v GlasgowÏ, jsi pozdÏji uplatnil
ve svÈ p¯ekladatelskÈ Ëinnosti, kter· Ti pom·hala v 70. a 80.
letech uûivit rodinu. Jsi hlavnÏ prima kamar·d, spolehliv˝,
a proto se s Tebou dob¯e spolupracuje, coû mohu dosvÏdËit
z vlastnÌ zkuöenosti (67 spoleËn˝ch p˘vodnÌch pracÌ, 1 mono-
grafie a 8 kapitol v knih·ch).

Po sv˝ch rodiËÌch jsi zdÏdil systematiËnost a schopnost
vysvÏtlit kaûd˝ problÈm od samÈho zaË·tku. Ne nadarmo jsi
zÌskal v naöem katedr·lnÌm divadelnÌm souboru KACHERE
(kamar·di chemick˝ch reakcÌ) p¯ezdÌvku Charlie Kazatel alias
Charlie Kufr. SvÈ hereckÈ nad·nÌ jsi prok·zal v ¯adÏ postav,
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nap¯. jako pan uËitel PÌsa¯ÌËek Ëi jednook˝ Janek. TvÈ hudebnÌ
nad·nÌ, kterÈ jsi d¯Ìve uplatÚoval p¯i h¯e na housle, se nynÌ
projevuje p¯edevöÌm libozvuËn˝m pÌsk·nÌm p¯i ch˘zi po
chodb·ch  (kterÈ, jak  ¯Ìk·v·ö, nemusÌ b˝t projevem dobrÈ
n·lady) a d·le p¯i zpÏvu na katedr·lnÌch i mimokatedr·lnÌch
veËÌrcÌch.

V˝znamnÈ jsou i TvÈ sportovnÌ ˙spÏchy, nap¯. v˝stup
v Himal·ji aû do v˝öky 5 700 m, pokus o zdol·nÌ Mont Blanku
Ëi v poslednÌ dobÏ Olympu. P¯eji Ti uskuteËnÏnÌ TvÈho snu
vystoupit na Kilimandû·ro, ale nesmÌö to dlouho odkl·dat.

Dovedeö uûÌvat ûivota, m·ö r·d ûeny, dobrÈ jÌdlo a dobrÈ
pitÌ. Jak s·m ¯Ìk·v·ö, milujeö vöechny poûitky, kterÈ vöak,
s v˝jimkou jednoho, jsou bohuûel nezdravÈ.

Karlucho, aù se vöechno da¯Ì, z˘staÚ takov˝, jak˝ jsi. Do
dalöÌch let Ti p¯eji hlavnÏ to zdravÌËko

VÏra Pac·kov·

K öedes·tin·m prof. Ing. Vratislava Duch·Ëka, DrSc.

Prof. Ing. Vratislav Duch·Ëek, DrSc., vedoucÌ ˙stavu po-
lymer˘ VysokÈ ökoly chemicko-technologickÈ v Praze, se
doûÌv· dne 16.2.2001 öedes·ti let. Vystudoval VäCHT v r.
1963 na tehdejöÌ kated¯e gum·renskÈ a plastik·¯skÈ technolo-
gie u profesora Franty a od tÈ doby je jeho odborn· Ëinnost
spojena s tÌmto pracoviötÏm, kterÈ bÏhem doby prodÏlalo
nÏkolik zmÏn n·zvu. Zde v r. 1967 obh·jil kandid·tskou
disertaËnÌ pr·ci, v r. 1979 se habilitoval na kated¯e polymer˘,
hodnost doktora vÏd zÌskal v r. 1991 a profesorem ⁄stavu
polymer˘ se stal v r. 1993.

Pedagogick· Ëinnost prof. Duch·Ëka byla a je neobyËejnÏ
rozs·hl·. Zahrnuje vöechny druhy Ëinnosti ˙spÏönÈho vyso-
koökolskÈho uËitele, od v˝chovy doktorand˘ (student˘ dok-
torsk˝ch studijnÌch program˘) a p¯edn·öek student˘m v pre-
gradu·lnÌm a postgradu·lnÌm studiu aû po popularizaËnÌ p¯ed-
n·öky pro st¯edoökolskÈ studenty. (V souËasnÈ dobÏ p¯edn·öÌ
p¯edmÏty ÑGum·renskÈ suroviny a jejich zpracov·nÌì a ÑPr˘-
myslovÈ aplikace a recyklace polymer˘ì, p¯edmÏt postgra-
du·lnÌho studia ÑChemickÈ aspekty zpracov·nÌ a aplikace
polymer˘ì, voliteln˝ p¯edmÏt ÑPolymernÌ materi·lyì pro stu-
denty Fakulty chemickÈ technologie.) PosluchaËi oceÚujÌ sro-
zumitelnost v˝kladu profesora Duch·Ëka a ¯adÌ jeho p¯ed-
n·öky k nejlepöÌm. V pr˘bÏhu svÈ pedagogickÈ Ëinnosti vedl
vÌce neû pades·t diplomov˝ch pracÌ a vychoval celou ¯adu
kandid·t˘ technick˝ch vÏd, nynÌ doktor˘.

Svou vÏdeckou Ëinnost zah·jil jako vÏdeck˝ aspirant
u profesora Franty studiem kinetiky a mechanismu vulkani-
zace nenasycen˝ch uhlovodÌkov˝ch kauËuk˘ ˙Ëinkem thiur-
amdisulfidov˝ch  systÈm˘ neobsahujÌcÌch  element·rnÌ sÌru.
V dalöÌch lÈtech pak toto tÈma rozvinul, vÏnoval se i sloûi-
tÏjöÌm systÈm˘m sÌrovÈ vulkanizace urychlenÈ thiuramy i ji-
n˝mi urychlovaËi. Sv˝mi studiemi p¯ispÏl k osvÏtlenÌ spor-
n˝ch bod˘ mechanismu thiuramovÈ vulkanizace a z·vÏry jeho
pracÌ jsou v odbornÈ literatu¯e obs·hle citov·ny. DalöÌ rozs·-
hlou oblastÌ  vÏdeckÈho z·jmu prof. Duch·Ëka je v˝zkum
vÌcesloûkov˝ch polymernÌch systÈm˘. Zde vyuûil svÈ p¯ed-
ch·zejÌcÌ zkuöenosti pro modifikaci termoplast˘ kovulkani-
zacÌ s kauËuky. PodrobnÏji se zab˝v· ot·zkami mÌsitelnosti
polymernÌch sloûek, problematikou morfologie smÏsÌ poly-
mer˘, kinetikou a mechanismem dÌlËÌch reakcÌ vedoucÌch

ke vzniku sÌùovÈ struktury, sÌùov·nÌm polymernÌch smÏsÌ za
podmÌnek smykovÈho nam·h·nÌ. V˝sledky svÈho v˝zkumu
publikoval ve velkÈ ¯adÏ p˘vodnÌch sdÏlenÌ, z toho vÏtöinu
v renomovan˝ch zahraniËnÌch Ëasopisech a ve vyû·dan˝ch
p¯edn·ök·ch na zahraniËnÌch konferencÌch. Je spoluautorem
dvou anglicky vydan˝ch kniûnÌch publikacÌ, autorem a spolu-
autorem nÏkolika Ëesky vydan˝ch p¯ÌruËek, vysokoökolsk˝ch
uËebnic a uËebnÌch text˘. Rozsah jeho publikaËnÌ Ëinnosti je
vpravdÏ ˙ctyhodn˝.

Rozs·hl· je rovnÏû odbornÏ-organizaËnÌ Ëinnost profesora
Duch·Ëka. Je Ëlenem ¯ady nejr˘znÏjöÌch tuzemsk˝ch komisÌ
majÌcÌch vztah k pedagogice, vÏdeck˝ch rad, atestaËnÌch ko-
misÌ, Ëlenem redakËnÌ rady Ëasopisu Plasty a kauËuk. D·le je
Ëlenem ¯ady zahraniËnÌch institucÌ. Je Ëlenem v˝boru Interna-
tional Rubber Conference Organization, Ëlenem redakËnÌ rady
Journal of Polymer Engineering, odborn˝m lektorem Ëasopisu
Polymer International, aktivnÌm Ëlenem New York Academy
of Science, Ëestn˝m Ëlenem v˝zkumnÈ rady poradc˘ Ameri-
can Biographical Institute a rady poradc˘ International Bio-
graphical Association, Ëestn˝m profesorem Albert Schweitzer
International University, Ëlenem Polymer Network Group
a Polymer Processing Society.

Prof. Duch·Ëek pat¯Ì k p¯ednÌm osobnostem v oblasti
chemie a technologie makromolekul·rnÌch l·tek v »eskÈ re-
publice i v zahraniËÌ. Dokl·d· to jak jeho v˝öe jiû citovanÈ
ËlenstvÌ v ¯adÏ dom·cÌch i zahraniËnÌch org·n˘ a organizacÌ,
tak skuteËnost, ûe je uveden v ¯adÏ ûivotopisn˝ch p¯ehled˘:
ÑKdo je kdo v »eskÈ republice na p¯elomu 20. stoletÌì, ÑWhoís
Who in Science and Engineeringì, ÑFive Hundred Leaders of
Influenceì, ÑInternational Leaders in Achievementì, ÑDic-
tionary of International Biographyì.

My, spolupracovnÌci profesora Duch·Ëka, oceÚujeme ne-
jen jeho v˝sledky odbornÈ, ale velmi si v·ûÌme i jeho lidsk˝ch
vlastnostÌ. Blahop¯ejeme mu k jeho ûivotnÌmu jubileu a do
dalöÌch let mu p¯ejeme mnoho zdravÌ a tv˘rËÌch sil.

AntonÌn Kuta

K nedoûit̋ m pÏtadevades·tin·m doc. Ing. Artura Stoye

16. ˙nora by se doûil 95 let m˘j otec Artur Stoy, chemik,
vyn·lezce a patentov˝ pr·vnÌk. Zem¯el 1. kvÏtna 2000 v Praze,
kde se takÈ narodil a kde proûil vÏtöinu svÈho ûivota. Byl to
dlouh˝ a plodn˝ ûivot ñ uvaûte, ûe se mu poda¯ilo p¯eûÌt mj.
rakouskÈ mocn·¯stvÌ, prvnÌ i druhou »eskoslovenskou re-
publiku, tisÌciletou Rus i SovÏtsk˝ svaz vËetnÏ naöeho p¯·tel-
stvÌ k nÏmu na vÏËnÈ Ëasy.

Byl fascinov·n svÏtem kolem n·s a hled·nÌm jeho podstaty
vÏdou. NesmÌrnÏ ho  tÏöilo pozorovanÌ  p¯ekotnÈho  v˝voje
vÏdy a techniky: vûdyù se mu poda¯ilo proûÌt skoro celÈ 20.
stoletÌ, ve kterÈm se objevily automobily, r·dia, letadla, lety
do vesmÌru, modernÌ lÈËiva, a v˘bec asi tak 99 % vöeho, co
dnes pouûÌv·me k ûivotu, z·bavÏ i zamÏstn·nÌ.

Byl nejen zaujat˝m svÏdkem, ale i aktivnÌm spolutv˘rcem
celÈ tÈ exploze technologie a vÏdy, kter· bÏhem jeho ûivota
tak  d˘kladnÏ  zmÏnila  n·ö svÏt. Byl osobnÏ u zrodu  syn-
tetick˝ch vl·ken, hydrogelu, biomimetick˝ch materi·l˘ a ji-
n˝ch modernÌch obor˘. Jeho hlavnÌm z·jmem byly polymery
akrylonitrilu, u kter˝ch podstatnÏ p¯ispÏl k jejich pozn·nÌ i
vyuûitÌ. VÏtöina z jeho nÏkolika desÌtek vyn·lez˘ a patent˘ je

Chem. Listy 95, 133 ñ 135 (2001) OsobnÌ zpr·vy

134



z tohoto oboru. Velkou Ë·st pr·ce v chemii udÏlal jako docent
VäCHT v PardubicÌch, jako vedoucÌ v˝zkumnÈ skupiny plas-
t˘ z·vodu Synthesia v SemtÌnÏ a koneËnÏ v ⁄stavu makro-
molekul·rnÌ chemie »SAV v Praze, kde po lÈta spolupracoval
s ned·vno zesnul˝m akademikem O. Wichterlem (jejich p¯·-
telstvÌ a spolupr·ce zaËala vöak daleko d¯Ìve, ve v˝zkumu
firmy Baùa ve ZlÌnÏ v roce 1942). Jako chemik byl naprosto
nezdoln˝. Pracoval i na svÈ chalupÏ, v mÈ laborato¯i p¯i jeho
n·vötÏv·ch v USA a v˘bec kde byla jak·koliv p¯Ìleûitost. JeötÏ
dlouho po odchodu do d˘chodu dÏlal zajÌmavÈ a Ëasto i v˝-
znamnÈ pokusy na svÈm psacÌm stole v ob˝vacÌm pokoji ve
svÈm bytÏ na Pet¯in·ch. (Jinde nemohl, neboù moje matka ho
s tÌm zcela rezolutnÏ vyhostila z kuchynÏ; nebezpeËnÈ oper-
ace, jako pr·ci s akrylonitrilem nebo koncentrovanou kyseli-
nou dusiËnou, p·chal ovöem na balkonÏ.) ZdÏdil jsem z tÈ doby
nÏkolik jeho laboratornÌch denÌk˘ ñ je to pro mne zajÌmavÈ
a inspirativnÌ ËtenÌ i dnes.

AS takÈ v˝znamnÏ p¯ispÏl k v˝chovÏ nov˝ch chemik˘
a propagaci vÏdy vöeobecnÏ. B˝val redaktorem St·tnÌho na-
kladatelstvÌ technickÈ literatury, a s·m napsal sedm kniûnÌch
publikacÌ. Z toho bylo nÏkolik uËebnic a monografiÌ, a nÏkolik
velmi dobr˝ch popul·rnÏ-vÏdeck˝ch knÌûek (oblÌben· byla
jeho ˙tl· knÌûka NovÈ hmoty, kterou napsal koncem 50. let
s doc. F. Keblem). UËil technologii syntetick˝ch vl·ken na
VysokÈ ökole chemicko-technologickÈ v PardubicÌch a byl
z¯ejmÏ dobr˝m uËitelem vzpomÌnan˝m ¯adou student˘ a poz-
dÏjöÌch m˝ch spolupracovnÌk˘ v Akademii i v zahraniËÌ.

Jednou z jeho hlavnÌch ËinnostÌ byla patentov· ochrana
vyn·lezu. Byl kdysi referentem patentovÈho ˙¯adu (û·dn·
ostuda pro vÏdce ñ s·m Albert Einstein mÏl kdysi podobnÈ
mÌsto) a pak patentov˝m z·stupcem pro ¯adu v˝znaËn˝ch
institucÌ: Baùovy z·vody, SPOFA, Interpharma, ⁄stav ma-
kromolekul·rnÌ chemie »SAV, atd. JednÌm z jeho v˝znaËn˝ch
klient˘ byl jiû zmÌnÏn˝ Otto Wichterle. NÏkterÈ vyn·lezy mÏli
i spoleËnÏ. Vypracoval ochranu na celou ¯adu v˝znamn˝ch
vyn·lez˘, jako byly nap¯Ìklad syntetickÈ hydrogely a mÏkkÈ
kontaktnÌ ËoËky. A tyto patenty zÌskal nejen doma, ale takÈ je
s velk˝m zaujetÌm a dovednostÌ zÌsk·val a obhajoval v zahra-
niËÌ. Byl pr·vem hrd˝ na to, ûe nikdy v ûivotÏ neprohr·l
patentov˝ spor! A byly to velkolepÈ bitvy, jako nap¯Ìklad
obhajoba patentu SPOFY na tetracyklin proti American Cyan-
amide, sÈrie patent˘ na mÏkkÈ kontaktnÌ ËoËky v USA a pa-
tentu na polyamidy SILON proti firm·m IG Farben a DuPont.
A nebyl pouze patentov˝m z·stupcem: klient˘m pom·hal
ÑdovynalÈzatì jejich vyn·lezy Ëasto v˝znamn˝m zp˘sobem.
Pamatuji si, jak kdysi elegantnÏ vy¯eöil problÈm spoËÌvajÌcÌ
v tom, ûe reformaËnÌ katalyz·tor, uûÌvan˝ v tehdejöÌch Stali-
nov˝ch z·vodech a v rafinerii na zpracov·nÌ ropy stavÏnÈ
kdysi jednou Ëeskou firmou v Homsu v S˝rii, nar·ûel na
patenty firmy International Hydrogenation Co.: prostÏ vyna-

lezl, vytvo¯il a patentoval nov˝ katalyz·tor, na kter˝ se p˘vod-
nÌ patenty nevztahovaly! Uöet¯il tehdy naöÌ republice pÏknÈ
penÌze.

AS nezanedb·val pro vÏdu a chemii ostatnÌ str·nky ûivota.
Naöe rodina byla tÏûiötÏm jeho ûivota. V roce 1932 se oûenil
se svou ökolnÌ l·skou Lidmilou a proûili zbytek ûivota spolu.
Moje matka ho p¯eûila o pouhÈ dva mÏsÌce. Zanechali po sobÏ
5 dÏtÌ, vÌce neû tucet vnuk˘ a nÏjakÈ ty pravnuky na dvou
kontinentech. Otec byl na tento p¯ÌspÏvek ÑsvÏtovÈmu ge-
netickÈmu fonduì pat¯iËnÏ hrd˝.

KromÏ pr·ce a rodiny takÈ psal b·snÏ a poh·dky v nÏkoli-
ka jazycÌch, zajÌmal se o astronomii, pÏstoval ovoce, to vöech-
no se zaujetÌm, odbornÏ a dob¯e. TakÈ byl v ml·dÌ slibn˝m
boxerem, v pozdÏjöÌm vÏku pak budoval chalupu, opravoval
si sv· auta, jezdil na v˝lety doma i po zahraniËÌ, hr·l ping-
-pong a tenis, sbÌral i zcela atypickÈ houby a rozpozn·val
rostliny a hmyz. Vûdycky mne udivoval a znovu p¯ekva-
poval rozsahem i hloubkou vÏdomostÌ a dovednostÌ z r˘zn˝ch
obor˘. Budu vûdycky vzpomÌnat na naöe dlouhÈ debaty o vöem
moûnÈm, nÏkdy i dosti vzruöenÈ, ale vûdycky zajÌmavÈ.

Je s podivem, co se toho do nÏkterÈho ûivota vejde. V jeho
poz˘stalosti jsem naöel n·sledujÌcÌ epitaf:

Zde leûÌ muû.
On mnoho pracoval.
(TeÔ prstem nehne uû.)
Byl chemik a tak d·l.

Pro pr·ci nezapomnÏl snÌt
A milovat.
A kdyû to mÏlo b˝t,
I r·nu do ËelistÌ umÏl d·t.

A veröe taky nÏkdy psal
(Jen dobr˝m p¯·tel˘m,
nebo je roztrhal.)
TeÔ konec uû je sn˘m.

éivot˘ deset aspoÚ mÌt
By b˝val chtÏl
A vöechna dobr· vÌna pÌt.
To neölo, bohuûel.

DÏtÌ mÏl, chv·la bohu, dost
A tÌm se postaral
I o svou budoucnost.
Jen v nich teÔ ûije d·l.

Vystihuje ho to docela hezky. ProsÌm, vzpomeÚte si na nÏj
se mnou.

VladimÌr A. Stoy

Chem. Listy 95, 133 ñ 135 (2001) OsobnÌ zpr·vy
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