
PostavenÌ n·rodnÌch chemick˝ch spoleËnostÌ v EvropÏ

Ve dnech 5.ñ6. ¯Ìjna se seöli v Rimini z·stupci 30 n·rod-
nÌch chemick˝ch spoleËnostÌ sdruûen˝ch ve Federaci evrop-
sk˝ch chemick˝ch spoleËnosti (FECS). HlavnÌm bodem tohoto
reprezentativnÌho shrom·ûdÏnÌ byla diskuse o postavenÌ n·-
rodnÌch chemick˝ch spoleËnostÌ v legislativnÏ a ekonomicky
se sjednocujÌcÌ EvropÏ, o ˙loze uËen˝ch spoleËnostÌ ve vytv·-
¯eni standard˘ ve v˝uce a vÏdeckÈ v˝chovÏ v chemii a o etic-
kÈm kodexu chemika.

JakÈ je souËasnÈ postavenÌ FECS? Federace je organi-
zaËnÏ voln˝m seskupenÌm 56 n·rodnÌch chemick˝ch a odbor-
n˝ch spoleËnostÌ tÈmÏ¯ ze vöech evropsk˝ch zemÌch a Izraele
s v˝jimkou SrbskÈ chemickÈ spoleËnosti. Informace o Federa-
ci jsou na webov˝ch str·nk·ch Kr·lovskÈ chemickÈ spoleË-
nosti (UK) http://www.chemsoc.org/fecs. O letoönÌm setk·nÌ
prezident˘ evropsk˝ch chemick˝ch spoleËnostÌ a gener·lnÌm
shrom·ûdÏnÌ deleg·t˘ FECS se lze doËÌst na adrese http:
//www.chemsoc.org/networks/ENC/fecs/fecsrimini.htm. »len-
skÈ organizace neplatÌ zatÌm û·dn˝ p¯ÌspÏvek. N·klady na
Ëinnost FECS jsou hrazeny vÏtöinou ze zdroj˘ Kr·lovskÈ che-
mickÈ spoleËnosti a NÏmeckÈ chemickÈ spoleËnosti. Komuni-
kace mezi exekutivou FECS (7 Ëlen˘) a jednotliv˝mi n·rod-
nÌmi spoleËnostmi je Ëasto jednostrann· bez zpÏtnÈ reakce
osloven˝ch. PravidelnÈho gener·lnÌho shrom·ûdÏnÌ deleg·t˘,
po¯·danÈho jednou roËnÏ, vûdy v jinÈ evropskÈ zemi se ˙ËastnÌ
mezi 25ñ30 deleg·ty. Slabou str·nkou Federace, v dnes jiû
informaËnÏ propojenÈ EvropÏ, je absence efektivnÌ v˝mÏny
informacÌ a kvalita komunikace. Rada Ëlensk˝ch spoleËnostÌ
FECS st·le nem· svÈ vlastnÌ webovÈ str·nky a prostor jim
nabÌzÌ na sv˝ch str·nk·ch Kr·lovsk· chemick· spoleËnost.
NenÌ proto p¯ekvapujÌcÌ, ûe hlavnÌm tÈmatem setk·nÌ v Rimini
byla diskuse o zmÏn·ch v organizaËnÌ struktu¯e, kterÈ by vedly
ke zv˝öenÌ ˙Ëinnosti aktivit FECS Ëi jejÌ p¯emÏnÏ na jinou
strukturu. Na shrom·ûdÏnÌ dominovaly dva n·zorovÈ proudy.
PrvnÌ reprezentoval p¯ÌspÏvek Gerharda Erkera, prezidenta
NÏmeckÈ chemickÈ spoleËnosti, ve kterÈm byl kladen d˘raz na
uvÏdomÏnÌ si evropskÈ soun·leûitosti Ëlen˘ n·rodnÌch chemic-
k˝ch spoleËnostÌ. PrvnÌm krokem by mÏlo b˝t vytvo¯enÌ cen-
tr·lnÌ b·ze dat, aby jednotlivci byli informov·ni p¯Ìmo, bez
informaËnÌch uzl˘ n·rodnÌch spoleËnostÌ. Takov· informaËnÌ
sÌù by racionalizovala pr·ci Federace a vedla by k zÌsk·v·nÌ
informacÌ bez jakÈhokoliv zpoûdÏnÌ. Jako dalöÌ zlepöenÌ dosa-
vadnÌ struktury bylo navrûeno organizov·ni pan-evropsk˝ch
konferencÌ (nejmÈnÏ Ëty¯i n·rodnÌ spoleËnosti), kterÈ by byly
finanËnÏ podpo¯eny ze zdroj˘ EvropskÈ unie a mÏly by d·t
p¯edevöÌm p¯Ìleûitost k vÏtöÌ ˙Ëasti mlad˝m chemik˘m a tÌm
nep¯Ìmo p¯ispÌvat ke zv˝öenÌ mobility odbornÌk˘ v evropskÈm
prostoru. DosavadnÌ snahy NÏmeckÈ chemickÈ spoleËnosti na
tomto poli jsou ˙spÏönÈ a navazujÌ na jiû pÏt let probÌhajÌcÌ
˙silÌ vytvo¯it pro jednotlivÏ chemickÈ obory evropsk· infor-
maËnÌ mÈdia, schopn· konkurence vÏdeck˝m Ëasopis˘m vy-
d·van˝m Americkou chemickou spoleËnostÌ. »SCH se na tÏch-

to aktivit·ch podÌlÌ. Z·stupci Ëlen˘ FECS ze zemÌ mimo Evrop-
skou unii svÈ n·zory vyslovili prost¯ednictvÌm A. K·lm·na,
prezidenta MaÔarskÈ chemickÈ spoleËnosti. SouËasn· struk-
tura  FECS, byù nenÌ zcela funkËnÌ,  by  mÏla zatÌm z˘stat
zachov·na. To, ûe dosud tÈmÏ¯ vöechny Ëinnosti FECS jsou
finanËnÏ kryty ze zdroj˘ dvou ekonomicky siln˝ch spoleËnostÌ,
nenÌ dobrÈ. U Ëlen˘ mal˝ch n·rodnÌch chemick˝ch spoleËnostÌ
to vyvol·v· legitimnÌ pocit mÈnÏcennosti. Tomu lze p¯edejÌt
zavedenÌm ËlenskÈho poplatku, nap¯. jeden euro za Ëlena.
Individu·lnÌ  ËlenstvÌ  je vhodnÈ  pro celoevropskÈ odbornÈ
spoleËnosti nikoliv vöak pro Ëleny n·rodnÌch spoleËnostÌ. N·-
rodnÌ spoleËnosti majÌ sv˘j v˝znam nejen  v organizov·nÌ
odborn˝ch aktivit sv˝ch Ëlen˘, ale plnÌ i d˘leûitÈ osvÏtovÈ,
v˝chovnÈ a legislativnÌ posl·nÌ, p¯ispÌvajÌ k vytv·¯enÌ dobrÈho
pohledu na chemii ve svÈ vlastnÌ zemi. Tuto funkci majÌ i od-
bornÈ Ëasopisy vyd·vanÈ jednotliv˝mi spoleËnostmi v n·rod-
nÌm jazyku a jsou prozatÌm nenahraditelnÈ pro vöeobecnou
informovanost odbornÈ ve¯ejnosti v danÈ zemi.

SouËasn˝ v˝voj smÏ¯uje k vöeobecnÈ dostupnosti informacÌ
na internetov˝ch str·nk·ch, komunikace mezi jednotlivci a or-
ganizacÌ se st·le vÌce odehr·v· elektronickou formou. Podle
mÈho n·zoru by si n·rodnÌ chemickÈ spoleËnosti mÏly st·le
jeötÏ zachovat svou individu·lnÌ tv·¯. NÏkterÈ jejich funkce lze
prozatÌm tÏûko nahradit spoleËnou Evropskou chemickou spo-
leËnostÌ. Je realitou, ûe v glob·lnÌ ekonomice a p¯i existenci
svÏtovÈ informaËnÌ sÌtÏ, m· konkurenËnÌ schopnost v˘Ëi seve-
roamerickÈmu a asijskÈmu trhu pouze sjednocen· Evropa.
N·rodnÌ chemickÈ spoleËnosti organizovanÈ ve funkËnÌ struk-
tu¯e mohou plnit ¯adu konkrÈtnÌch ˙kol˘, kterÈ nenÌ moûnÈ
organizaËnÏ a technicky zvl·dnout z jednoho centra. Ot·zka
n·rodnÌ identity m˘ûe jistÏ b˝t p¯edmÏtem mnoha dalöÌch
˙vah. »esk· spoleËnost chemick· pat¯Ì mezi aktivnÌ Ëleny
FECS. JejÌ deleg·ti se podÌlejÌ na pr·ci dalöÌch evropsk˝ch
struktur jako nap¯Ìklad AllChem (http://www.allchem.org).
OsobnÏ to povaûuji za dobrou cestu jak postupnÏ smÏ¯ovat
k takovÈ struktu¯e, kter· spojÌ evropskÈ chemiky. NynÌ nÏkolik
slov ke konËÌcÌmu kalend·¯nÌmu roku. Mezi cÌle, kterÈ si »SCH
dala na zaË·tku roku a byly naplnÏny, pat¯Ì nespornÏ p¯ijetÌ
nov˝ch stanov »eskÈ spoleËnosti chemickÈ a vstup »SCH do
struktury »eskÈho svazu vÏdeckotechnick˝ch spoleËnostÌ, roz-
öÌ¯enÌ Asociace Ëesk˝ch chemick˝ch spoleËnostÌ o N·rodnÌ
komitÈt pro chemii, dalöÌ rozöÌ¯enÌ spektra publikaËnÌ aktivity
Chemick˝ch list˘ a udÏlenÌ t¯Ì cen »SCH (A. Badera, spoleË-
nostÌ MERCK a SHIMADZU). Za ne˙spÏch povaûuji od¯ek-
nutÈ kon·nÌ 33. mezin·rodnÌ chemickÈ olympi·dy v roce 2001
v »eskÈ republice, byù se na tÈto akci »SCH p¯Ìmo nepodÌlela.

Jsem p¯esvÏdËen, ûe naöe SpoleËnost v tomto roce opÏt
pokroËila smÏrem k modernÌ profesnÌ organizaci chemik˘,
respektovanÈ jak v naöÌ zemi, tak i v EvropÏ.

VilÌm äim·nek
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1. ⁄vod

V poslednÌch desetiletÌch doch·zÌ i u n·s ke zneuûÌv·nÌ
omamn˝ch drog, zvl·ötÏ l·tek zÌsk·van˝ch z opia a je nutno
bojovat proti jejich ileg·lnÌmu dovozu a paöov·nÌ a p¯edevöÌm
proti jejich zneuûÌv·nÌ obËany. P¯i ¯eöenÌ tÏchto ˙kol˘ se
uplatÚuje i elektrochemie, jak preparativnÌ (p¯i p¯ÌpravÏ no-
v˝ch deriv·t˘) tak i analytick· (pozn·nÌ jejich redoxnÌch vlast-
nostÌ, adsorptivity a k jejich specifickÈmu stanovenÌ v r˘zn˝ch
prost¯edÌch).

2. FarmakologickÈ vlastnosti

Nejv˝znamnÏjöÌ mezi morfinov˝mi alkaloidy jsou na jed-
nÈ stranÏ morfin (I), heroin (II) a kodein (III), u nichû je
zachov·na p˘vodnÌ struktura, na druhÈ stranÏ oxidaËnÌ pro-
dukty, jako je hydromorfon (IV), hydrokodon (V), oxykodon
(VI), p¯ÌpadnÏ i meziprodukt takov˝ch reakcÌ, kodeinon (VII).
Z·kladnÌ l·tka, morfin, se zÌsk·v· z opia, produktu mlÈËnÈ
öù·vy nezral˝ch makovic m·ku setÈho, tj. rostlin druhu Papa-
ver somniferum.

P¯i ËastÈm d·vkov·nÌ morfinu v mal˝ch d·vk·ch lze snad-
no udrûovat analgetickÈ ˙Ëinky. TakovÈ ËastÈ d·vkov·nÌ je ale
na obtÌû, nelze se mu vöak vyhnout pod·v·nÌm velk˝ch d·vek
v delöÌch intervalech, kterÈ zp˘sobÌ jednak p¯esahy do oblasti
otravy, jednak vöak i ËasovÈ ˙seky, kdy je koncentrace v plaz-
mÏ tak nÌzk·, ûe dojde ke ztr·tÏ analgetickÈho ˙Ëinku. I kdyû
se pot¯ebn˝ch hladin u morfinu dos·hne pomÏrnÏ snadno
peror·lnÏ i injekcemi, nelze tzv. enkefaliny vznikajÌcÌ v tÏle
pod·vat peror·lnÏ, i kdyby byly vyizolov·ny. V tom se pod-
statnÏ liöÌ od l·tek, jako je i syntetick˝ 1-methadon, kter˝ se
pouûÌv· jako substituËnÌ l·tka p¯i lÈËenÌ morfinov˝ch Ëi heroi-
nov˝ch z·vislostÌ. Tato situace svÏdËÌ tedy pro v˝znam metod,
jeû umoûÚujÌ stanovenÌ opioid˘, kup¯. v plazmÏ, ale i ve
v˝chozÌch lÈkov˝ch form·ch ve farmaceutickÈm pr˘myslu
a v lÈka¯skÈ i laboratornÌ praxi.

3. PolarografickÈ a voltametrickÈ chov·nÌ
morfinu a podobn˝ch l·tek

Od poË·tk˘ polarografie bylo zkoum·no dc-polarogra-
fickÈ chov·nÌ morfinov˝ch alkaloid˘, zvl·ötÏ morfinu (I) a ko-
deinu (III). Bylo zjiötÏno1 a pozdÏji potvrzeno v sÈrii Kirk-
patrickov˝ch pracÌ2, ûe se tyto dvÏ slouËeniny neredukujÌ
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na rtuùovÈ kapkovÈ elektrodÏ a ûe redukËnÌ vlny, kterÈ tu
byly pozorov·ny u negativnÏjöÌch potenci·l˘ a jejichû v˝öka
kles· s rostoucÌm pH ve formÏ disociaËnÌ k¯ivky, je nutno
p¯ipsat katalytickÈ redukci vodÌkov˝ch iont˘. DusÌkat· l·t-
ka se adsorbuje na povrchu rtuùovÈ kapky, kde vznik· addukt
s protonem. Tento dÏj je n·sledov·n vlastnÌ elektrochemic-
kou reakcÌ, v nÌû se redukuje proton na vodÌk a regeneruje
se b·ze alkaloidu. HeterogennÌ pr˘bÏh sice zp˘sobuje znaË-
nou citlivost i p¯i dc-polarografii (5.10-7mol.l-1jako dolnÌ mez
detekce), avöak m· za n·sledek nespecifiËnost a negativnÌ vliv
dalöÌch surfaktant˘, tj. tÈmÏ¯ vöech dalöÌch organick˝ch
l·tek.

Vzhledem k neredukovatelnosti vÏtöiny morfinov˝ch al-
kaloid˘ na r˘zn˝ch typech elektrod byly zkouöeny r˘zn˝mi
skupinami anodickÈ oxidace obou z·kladnÌch slouËenin. Slo-
venötÌ chemici3vypracovali pro morfin po extrakci z makovic
metodu zaloûenou na oxidaci na platinovÈ elektrodÏ. Morfin
d·v· dvouelektronovou anodickou vlnu jak na grafitovÈ, tak
i na platinovÈ elektrodÏ. LimitnÌ proud i hodnota oxidaËnÌho
potenci·lu ve voltametrii jsou funkcÌ hodnoty pH z·kladnÌho
roztoku. NejlÈpe definovanÈ vlny vznikajÌ na grafitovÈ elek-
trodÏ p¯i pH 11,5; p¯i pr·ci s platinovou elektrodou je v˝hod-
nÏjöÌ z·kladnÌ roztok 0,2 M-KOH. Vzhledem k pomÏrnÏ vyso-
kÈmu teplotnÌmu koeficientu limitnÌho proudu je zapot¯ebÌ
udrûovat konstantnÌ teplotu roztoku. Line·rnÌ koncentraËnÌ
oblast, v nÌû lze pracovat p¯i anal˝ze kup¯. surovÈho morfinu,
morfinu v lÈkov˝ch form·ch, ale hlavnÏ morfinu po jeho
kyselÈ extrakci z makovic do ethanolu, je mezi 10-5 aû 10-3

mol.l-1. Mechanismus oxidace byl sice navrûen velmi podrob-
nÏ, nebyl vöak preparativnÏ potvrzen: m· probÌhat p¯es pseu-
domorfin a doch·zÌ p¯i nÏm k otev¯enÌ kyslÌkovÈho m˘stku.
PodmÌnkou elektrochemickÈ oxidovatelnosti m· b˝t p¯Ìtom-
nost volnÈ fenolickÈ skupiny. V celÈ ¯adÏ l·tek byla oxidova-
telnost zjiötÏna jen u morfinu a pseudomorfinu, o ostatnÌch
l·tk·ch se publikace nezmiÚuje.

SoustavnÏji byly tyto alkaloidy prozkoum·ny p¯i oxidaci
na stacion·rnÌch i rotujÌcÌch elektrod·ch z platiny a skelnÈho
uhlÌku v pracÌch Bishopa a Husseina4. Podle nich se kodein ve
velmi dob¯e definovanÈ anodickÈ vlnÏ oxiduje na platinovÈ
a zlatÈ rotujÌcÌ elektrodÏ za v˝mÏny 4 elektron˘, jak prok·zala
i coulometrie. P˘lvlnov˝ potenci·l anodickÈ vlny leûÌ u 1,25 V
pro platinu a je asi o 30 mV pozitivnÏjöÌ na zlatÈ elektrodÏ
v z·kladnÌm roztoku 0,1 M-H2SO4. V roztocÌch o vyööÌm pH
se, zvl·ötÏ u zlatÈ elektrody, uplatÚuje adsorpce, jeû vede
k deformaci vlny, p¯ÌpadnÏ k jejÌmu vymizenÌ u pH vÏtöÌch
neû 3 na neaktivovanÈ zlatÈ elektrodÏ. Analyticky je moûno
vyuûÌt tyto anodickÈ dÏje ke specifickÈmu stanovenÌ v obvyk-
lÈm rozsahu koncentracÌ s velice uspokojivou p¯esnostÌ. Dihy-
drokodein ñ l·tka, kter· je analgeticky asi pÏtkr·t ˙ËinnÏjöÌ neû
kodein ñ se oxiduje p¯i stejnÈm potenci·lu, ale se spot¯ebou 6
elektron˘. Auto¯i navrhujÌ ñ bez izolace produkt˘ ñ tento
mechanismus: v prvÈ etapÏ se dvouelektronovÏ oxiduje alko-
holick· skupina v poloze 6 na skupinu ketonickou. Za tÌmto
dÏjem n·sleduje buÔ oxidace v poloze 9,10 nebo 9,14, ale spÌöe
odötÏpenÌ methanolu v methoxylovÈ skupiny v poloze 3 za
vzniku p¯ÌsluönÈho ketonu.

Na anodickÈ oxidaci kodeinu je zaloûeno stanovenÌ5 jed-
nak metodou pr˘tokovÈ injekËnÌ anal˝zy (FIA), jednak squa-
re-wave voltametriÌ. P˘vodnÌ mÏ¯enÌ na elektrodÏ ze skelnÈho
uhlÌku byla zdokonalena zavedenÌm chemicky modifikovanÈ
elektrody ve sloûenÌ nafion/RuO2 s tzv. pyrochlorem. Tato

elektroda m· znaËnou selektivitu a zajiöùuje zv˝öenou citli-
vost. Spojuje se v nÌ elektroanalytick· aktivita RuO2elektrody
p¯i p¯enosu elektronu s prekoncentraËnÌ aktivitou nafionu.
Square-wave voltamogramy byly registrov·ny v oblasti pozi-
tivnÌch potenci·l˘ p¯i frekvenci 15 Hz a amplitudÏ 50 mV.
Z·kladnÌ elektrolyt byl ve vÏtöinÏ pokus˘ 0,5 M-HClO4. Zv˝-
öenÌ citlivosti oproti nemodifikovanÈ elektrodÏ je asi trojn·-
sobnÈ a oxidaËnÌ potenci·l se posune k negativnÏjöÌm hod-
not·m. Line·rnÌ kalibraËnÌ k¯ivka byla zÌsk·na pro oblast
1.10-8aû 32.10-6 M s detekËnÌm limitem kolem 10 nmol.l-1. P¯i
pouûitÌ FIA s amperometrickou indikacÌ (tenkovrstv˝ detektor
ze skelnÈho uhlÌku) je kalibraËnÌ k¯ivka line·rnÌ v oblasti 0,5
aû 40.10-6 mol.l-1a detekËnÌ limit je 0,86 ng. Byl sledov·n vliv
doby akumulace na chemicky modifikovanÈ elektrodÏ a pro
koncentrace kolem 10-5 mol.l-1 bylo zjiötÏno, ûe k nasycenÌ
povrchu doch·zÌ asi za 15 s. P¯i niûöÌch koncentracÌch kodeinu
je pot¯ebn˝ Ëas pochopitelnÏ delöÌ. Vzhledem k protonizovanÈ
formÏ kodeinu v kyselÈm roztoku je vhodn˝ akumulaËnÌ po-
tenci·l spÌöe 0 V nebo nepatrnÏ negativnÌ. Pr·ce bohuûel
nep¯inesla û·dnÈ informace o oxidaËnÌm potenci·lu a mecha-
nismu oxidace, zvl·ötÏ ve srovn·nÌ s analogick˝m morfinem.
StanovenÌ kodeinu v lidskÈ plazmÏ bylo provedeno ve vzor-
cÌch zÌskan˝ch od zdrav˝ch dobrovolnÌk˘ a deproteinovan˝ch
pomocÌ 5 M-HClO4. Kodein byl p¯id·n k hornÌ vrstvÏ po
odst¯edÏnÌ. StanovenÌ lze v˝hodnÏji provÈst voltametricky,
kde se neprojevuje interference cizÌch oxidovateln˝ch l·tek.
Pr·vÏ tak byly ˙spÏönÏ analyzov·ny farmaceutickÈ prepar·ty
obsahujÌcÌ kodein (obr. 1ñ3).

4. Nep¯Ìm· stanovenÌ v morfinovÈ ¯adÏ

Vzhledem k polarografickÈ inaktivitÏ morfinu a p¯Ìbuz-
n˝ch l·tek byly vypracov·ny nep¯ÌmÈ postupy stanovenÌ, jeû
jsou vesmÏs zaloûeny na reakci, jiû v roce 1945 zavedl Bag-
gesgaard-Rasmussen6. P˘sobenÌm dusitanu sodnÈho v silnÏ
kyselÈm prost¯edÌ HCl se l·tka v roztoku p¯evede na elektro-
aktivnÌ 2-nitromorfin, kter˝ se polarografuje po alkalizaci
a doch·zÌ tu ke vÌceelektronovÈ redukci v roztoku NaOH.
P˘vodnÏ se p¯edpokl·dalo, ûe vznikajÌcÌ produkt je p¯Ìsluön˝
2-nitrosomorfin, bylo vöak prok·z·no preparativnÏ7, ûe p¯ed-
¯azen· chemick· reakce vzhledem k p¯Ìtomnosti fenolickÈ
skupiny v poloze 3 poskytuje 2-nitromorfin (VIII), kter˝ se
rovnÏû redukuje Ëty¯elektronovÏ. Se stejn˝m zjiötÏnÌm p¯iöel
autor tohoto Ël·nku, avöak s nÏkolikamÏsÌËnÌm zpoûdÏnÌm.
Metody nenÌ moûno pouûÌt pro kodein. NitraËnÌ postup byl
modifikov·n pro stanovenÌ nejnebezpeËnÏjöÌ l·tky tÈto ¯ady,
tj. heroinu (II). Tato l·tka9-12se ve svÈ p˘vodnÌ, diacetylovanÈ
formÏ v roztoku nenitruje. PodmÌnkou reaktivity je totiû p¯Ì-
tomnost volnÈ fenolickÈ skupiny v poloze 3. Po hydrol˝ze
v prost¯edÌ silnÈ miner·lnÌ kyseliny p¯i mÌrnÏ zv˝öenÈ teplotÏ
se  tato  acetylov·  skupina kvantitativnÏ  odötÏpÌ a pak lze
p¯ikroËit k nitraci a stanovenÌ heroinu v r˘zn˝ch prost¯edÌch.
Citlivost i p¯esnost stanovenÌ odpovÌd· dc-polarografick˝m
kriteriÌm. Touto derivatizaËnÌ metodou lze stanovit samotn˝
morfin (p¯ed hydrol˝zou) a morfin ve smÏsi s heroinem (po
kyselÈ hydrol˝ze).

O dalöÌ l·tce z tÈto ¯ady, N-allylnormorfinu, bylo zjiötÏno,
ûe navzdory tvrzenÌ nÏkter˝ch autor˘13 nenÌ kromÏ katalytic-
k˝ch efekt˘ elektroaktivnÌ a je ho moûno stanovit jen po svrchu
uvedenÈ derivatizaci14 (obr. 4).
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5. ElektroredukovatelnÈ deriv·ty morfinu
a kodeinu

Mezi vÏtöinou neredukovateln˝mi morfinov˝mi a kodei-
nov˝mi deriv·ty vytv·¯ejÌ odliönou v˝znamnou skupinu oxi-
daËnÌ produkty morfinu a kodeinu, jako je hydromorfon (IV),
hydrokodon (V) a oxykodon (VI). Polarografick· aktivita tÏch-
to slouËenin je podmÌnÏna p¯ÌtomnostÌ karbonylovÈ skupiny
v poloze 6 v konjugaci s kyslÌkov˝m m˘stkem (v dihydrofu-
ranovÈm  kruhu),  p¯ÌpadnÏ v  konjugaci  s  dvojnou vazbou
u kodeinonu (VII). Redukovatelnost tÏchto l·tek p¯ijetÌm 2

elektron˘ v roztocÌch o pH 2 aû 10, p¯ÌpadnÏ i alkaliËtÏjöÌch,
a moûnost v˝hodnÈho dc- nebo dp-polarografickÈho stanovenÌ
na z·kladÏ dob¯e definovan˝ch vln Ëi pÌk˘ je nespornÏ l·kav·
(obr. 5). Citlivost lze vylepöit i akumulacÌ na visÌcÌ rtuùovÈ
kapce. Jako prost¯edÌ vhodnÈ k anal˝ze se nejlÈpe osvÏdËily
acet·tovÈ a fosf·tovÈ purfy o pH do 7, p¯ÌpadnÏ i roztoky
alkalick˝ch hydroxid˘. Tato fakta zjistily, nez·visle na sobÏ,
s v˝jimkou naloxonu, dvÏ ËeskÈ pracovnÌ skupiny15-17. Srov-
n·nÌm polarografickÈho chov·nÌ tÏchto l·tek a jejich struktury
se doölo k z·vÏru, ûe redukcÌ je spÌöe zasaûen etherick˝ m˘stek
neû karbonylov· skupina v poloze 6.

Teprve v souvislosti se studiem elektrochemickÈ reduko-
vatelnosti18,19 naloxonu (VIII), antagonisty vöech uveden˝ch
l·tek, kter˝ rovnÏû podlÈh· dvouelektronovÈ redukci z·vislÈ
na pH, se p¯ikroËilo k definitivnÌmu vysvÏtlenÌ mechanismu
elektrochemickÈ redukce oxidaËnÌch produkt˘ morfinu.

Obr. 1. Square-wave voltamogram 10-6 mol.l-1 roztoku kodeinu
v 0,05 M-HClO4 na nemodifikovanÈ grafitovÈ a na chemicky modi-
fikovanÈ elektrodÏ; a pr·zdn˝ z·kladnÌ roztok, b nemodifikovan·
elektroda, c modifikovan· elektroda, (nafion/RuO2pyrochlor na grafi-
tovÈm povrchu). Amplituda 50 mV, frekvence 15 Hz, potenci·lov˝
krok 4 mV

Obr. 2. Square-wave voltamogramy kodeinu v lidskÈ plazmÏ p¯i
pouûitÌ chemicky modifikovanÈ elektrody; koncentrace se zvyöuje
v oblasti 1.10-5aû 5.10-5

M v intervalech po 1.10-5
M

Obr. 3. KalibraËnÌ z·vislost pro stanovenÌ kodeinu pomocÌ FIA
s amperometrickou indikacÌ s tenkovrstv˝m GC detektorem ze
skelnÈho uhlÌku; koncentrace od 5.10-6 do 2,5.10-5 mol.l-1 v inter-
valech po 5.10-6 mol.l-1
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Obr. 4. dc-Polarogram 2-nitro-N-allyl-nor-morfinu; l·tka byla p¯i-
pravena nitracÌ dusitanem v kyselÈm prost¯edÌ z N-allyl-nor-morfinu,
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Hydromorfon (IV), hydrokodon (V), oxykodon (VI) a nalo-
xon (VIII) se redukujÌ (obr. 5) velice podobn˝m zp˘sobem a to
ireverzibilnÏ, jak plyne kup¯. z logaritmickÈ anal˝zy polaro-
grafick˝ch k¯ivek. SmÏrnice z·vislosti E1/2 na pH je u vöech
t¯Ì podrobnÏji zkouman˝ch l·tek kolem ñ30 mV.pH-1. Vy-
bran· data jsou v tabulce I. L·tky tohoto typu lze povaûovat
za morfinovÈ 6-oxoderiv·ty. P¯edstavu, ûe u nich doch·zÌ
k redukci kyslÌkovÈho m˘stku, je nutno potvrdit elektroprepa-
rativnÌmi a chemick˝mi pokusy. Jako prvnÌ chemicky reduko-
val tento m˘stek Small18, kdyû nechal reagovat β-isomorfin
v ethanolickÈm prost¯edÌ s PtO2 za vzniku p¯ÌsluönÈho tetra-

hydropyrokatechinovÈm deriv·tu ñ tetrahydro-β-isomorfinu.
TÈû aktivovan˝m pr·ökov˝m zinkem lze redukovat l·tky tÈto
¯ady na pyrokatechinovÈ deriv·ty. Takto byl chemicky redu-
kov·n i naloxon za vzniku p¯ÌsluönÈho deriv·tu pyrokatechi-
novÈho typu, avöak jen s 55 % v˝tÏûkem.

KoneËn˝m d˘kazem mechanismu se proto stala elektro-
preparativnÌ redukce p¯i konstantnÌm potenci·lu na mÌchanÈ
velkoploönÈ rtuùovÈ  elektrodÏ v  t¯ÌelektrodovÈm  zapojenÌ.
Potenci·l redukce byl udrûov·n na hodnotÏ tÏsnÏ za p˘lvlno-
v˝m potenci·lem nebo na potenci·lu poË·tku limitnÌho prou-
du polarografickÈ vlny. Z 1 gramu bylo zÌsk·no 550 mg l·tky,
jeû byla u naloxonu identifikov·na jako 17-allyl-3,4,14-hy-
droxymorfinan-6-on (XI) o bodu t·nÌ 225ñ227 ∞C. Elemen-
t·rnÌ anal˝za odpovÌd· p¯edpokl·danÈmu sloûenÌ. HmotnostnÌ
spektrometrie poskytla molekul·rnÌ hmotnost 329,1. Spek-
trum 1H-NMR prok·zalo p¯Ìtomnost hydroxylu C-4 u 9,2 ppm,
zatÌmco rezonanËnÌ sign·l hydroxylu C-3 byl u 8,02 ppm. ObÏ

Tabulka I
Elektrochemick· data pro hydromorfon, hydrokodon a na-
loxon

SlouËenina pH E1/2
a Ep

b

Hydromorfon (IV) 2,0 ñ1,05 ñ1,05
4,0 ñ1,20 ñ1,21 (ñ1,37)
6,0 ñ1,22 ñ1,25 (ñ1,47)
8,0 ñ1,24 ñ1,25 (ñ1,58)

Hydrokodon (V) 2,0 ñ1,10 ñ1,10
4,0 ñ1,17 ñ1,21 (ñ1,39)
6,0 ñ1,19 ñ1,21 (ñ1,49)
8,0 ñ1,19 ñ1,21 (ñ1,63)

Naloxon (IX) 2,0 ñ1,10 ñ1,12
4,0 ñ1,15 ñ1,18 (ñ1,42)
6,0 ñ1,16 ñ1,18
8,0 ñ1,18 ñ1,20 (ñ1,56)

a P˘lvlnov˝ potenci·l p¯i dc-polarografii, b potenci·l pÌku p¯i
cyklickÈ voltametrii na grafitovÈ elektrodÏ p¯i rychlosti polari-
zace 50 mV.s-1

Obr. 5. dc-Polarogramy naloxonu (1), hydromorfonu (2) a hydro-
kodonu (3) p¯i koncentraci 1.10-4 mol.l-1 v z·vislosti na pH Brit-
tonova-Robinsonova pufru

4,0

2 nA

8,0 6,0

1

2,0 pH

4,08,0 6,0 2,0 pH

4,08,0 6,0 2,0 pH

2

3

2 nA

2 nA

200 mV

200 mV

200 mV

ñ0,6 V ñ0,6 V ñ0,6 V ñ0,6 V

←

← ñ 0,8 V

← ñ 0,8 V

SchÈma 1

HO

O

HOH

Nñ ñCH=CH CH2 2

O

IX

HO

O

HOH

Nñ ñCH=CH CH2 2

HO

XI

O

O

H
+2H

+

+e
ñ

+e
ñ O

O

H

O

O

H

Chem. Listy 94, 1075 ñ 1080 (2000) Refer·ty

1078



fenolickÈ skupiny lze deuterovat. InfraËervenÈ spektrum pro-
duktu nevykazuje charakteristick˝ etherick˝ m˘stek u 1220 aû
1230 cm-1. Sign·l skupiny 6-oxo je po rozötÏpenÌ m˘stku
u kratöÌ vlnovÈ dÈlky 1727 cm-1. VznikajÌcÌ produkt je na
vzduchu velice nest·l˝ a brzy doch·zÌ k jeho hnÏdoËervenÈmu
zbarvenÌ, kterÈ se neprojevuje pod dusÌkem nebo argonem.
Takov· reakce potvrzuje pyrokatechinovou strukturu stejnÏ
jako zelenÈ zabarvenÌ komplexu s FeCl3 v kyselinÏ sÌrovÈ.
Produkt tvo¯Ì s kyselinou pikrovou v benzenu CT komplex,
kter˝ po p¯ekrystalizov·nÌ z methanolu taje p¯i 190 aû 192 ∞C.
OxidativnÌ rozklad v methanolu byl sledov·n spektrofotomet-
ricky p¯i 456 nm. M· poloËas 2,5 hod a rychlostnÌ konstantu
k = 4,61.10-3min-1. VznikajÌcÌ tmavoËerven˝ produkt je z¯ejmÏ
polymernÌ a m· o-chinoidnÌ strukturu, jeû se v infraËervenÈm
spektru projevuje rezonanËnÌmi sign·ly u 1625 cm-1.

6. Elektrochemick˝ v˝zkum apomorfinu

Apomorfin (IX), kter˝ byl poprvÈ p¯ipraven asi p¯ed sto
lÈty, je l·tka, kter· se liöÌ od svrchu uveden˝ch nejen svou
strukturou, n˝brû i farmakologick˝mi vlastnostmi ñ je to totiû
silnÈ emetikum, jeû vyvol·v· zvracenÌ. V souËasnosti vzbudil
z·jem o tuto l·tku20,21v˝zkum dopaminu, jehoû strukturu lze
vysledovat i ve strukturnÌm vzorci apomorfinu. Studie byly
prov·dÏny souvislosti s lÈËenÌm Parkinsonovy nemoci.

Elektrochemick· mÏ¯enÌ, p¯edevöÌm cyklick· voltametrie,
byla prov·dÏna hlavnÏ na stacion·rnÌ grafitovÈ pastovÈ elek-
trodÏ (nujol/grafit 30/70 w/w) (obr. 6). V nep¯Ìtomnosti silnÈ-
ho nukleofilu je apomorfin ireverzibilnÏ oxidov·n za v˝mÏny
2 elektron˘ a 2 proton˘ (schÈma 2).

Podle svrchu uveden˝ch reakcÌ pak dojde k vytvo¯enÌ
novÈho oxidaËnÏ redukËnÌho systÈmu. Ten se velice silnÏ
adsorbuje na pastovÈ elektrodÏ a chov· se jako elektrokataly-
z·tor p¯i oxidacÌch, kup¯. askorbovÈ kyseliny. Odliön˝ mecha-
nismus se uplatÚuje v p¯Ìtomnosti glutathionu jako silnÈho
nukleofilu. Adsorpce oxidovanÈ formy, tj. oxo-apomorfinu na
pastovÈ elektrodÏ umoûÚuje po prekoncentraci stanovit apo-
morfin po aû t¯icetin·sobnÈm zv˝öenÌ citlivosti v oblasti kon-
centracÌ 10-6 aû 10-9 mol.l-1.

7. Z·vÏr

Je z¯ejmÈ, ûe navzdory polarografickÈ neredukovatelnosti
morfinu a kodeinu poskytujÌ polarografick· a voltametrick·
mÏ¯enÌ dobrÈ moûnosti pro stanovenÌ opiov˝ch alkaloid˘ a l·-

SchÈma 2

Obr. 6. Cyklick˝ voltamogram apomorfinu (c = 1.10-3 mol.l-1) na
grafitovÈ pastovÈ elektrodÏ v prost¯edÌ fosf·tovÈho pufru o pH 7,4 p¯i
rychlosti polarizace 3 V.min-1
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tek od nich odvozen˝ch nebo p¯Ìbuzn˝ch v lÈkov˝ch form·ch
nebo i v biologick˝ch matricÌch. NavÌc se takto zÌskajÌ i cennÈ
˙daje o jejich redoxnÌch vlastnostech. U l·tek jako je morfin
a kodein, se nejlÈpe osvÏdËila anodick· oxidace na pevn˝ch
elektrod·ch. Nejv˝znamnÏjöÌ je vöak velice p¯Ìzniv· polaro-
grafick· redukovatelnost syntetick˝ch oxidaËnÌch produkt˘
z tÈto skupiny a jim p¯ÌbuznÈho antagonisty naloxonu.

Polarografie i voltametrie mohou i s v˝hodou slouûit jako
citlivÈ detekËnÌ metody po chromatografickÈ separaci, aù uû
jde o HPLC nebo o tenkovrstvou chromatografii. Ve srovn·nÌ
s p¯Ìkladem stanovenÌ u dalöÌ Ëasto zneuûÌvanÈ drogy, kokai-
nu22, soudÌme, ûe nejv˝hodnÏjöÌm p¯ÌspÏvkem ke stanovenÌ
morfinu Ëi dalöÌch opioid˘ by byla konstrukce amperometric-
kÈho imunosenzoru. Ten je u kokainu zaloûen na chemicky
aktivovanÈ afinitnÌ membr·nÏ, umÌstÏnÈ na kyslÌkovÈ elektro-
dÏ a pracujÌcÌm s k¯enovou peroxidasou a s benzoylekgonino-
vou protil·tkou. Antigenem je stanovovan˝ kokain. ZmÏna
amperometrickÈho sign·lu je zp˘sobena inhibicÌ enzymovÈ
aktivity vznikajÌcÌ asociacÌ antigenu s imobilizovanou proti-
l·tkou. PopisovanÈ uspo¯·d·nÌ je zvl·ötÏ v˝hodnÈ svou speci-
ficitou a moûnostÌ opakovan˝ch stanovenÌ. O vzr˘stajÌcÌm
z·jmu o metody elektrochemickÈ stopovÈ anal˝zy zneuûitel-
n˝ch omamn˝ch jed˘ svÏdËÌ tÈû nov· pr·ce23, vÏnovan· sta-
novenÌ kokainov˝ch mikroË·stic v pevnÈ f·zi (na textilu Ëi
lidskÈ pokoûce) pomocÌ anodickÈ square-wave voltametrie na
impregnovanÈ grafitovÈ anodÏ.
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The article deals with polarographic and voltammetric
methods, both direct and indirect, in the study of morphine,
codeine, heroin and their oxidation products, hydromorphone,
hydrocodone, etc. Special attention is devoted to the morphine
antagonist, naloxone, which is structurally related to mor-
phine. Analytical use of electrochemical methods, their sensi-
tivity and specificity as well as the reduction mechanism with
regard to synthetic utilization are outlined. Electrochemical
activity of apomorphine, another oxidation product of mor-
phine, is discussed.
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1. ⁄vod

HlinÌk m· niektorÈ vlastnosti, ktorÈ z neho robia prioritn˝
konötrukËn˝ materi·l takmer vo vöetk˝ch oblastiach priemys-
lu. Popri priazniv˝ch protikorÛznych vlastnostiach s˙ to: nÌzka
hustota, dobr· tepeln· a elektrick· vodivosù, æahk· opracova-
teænosù a prijateæn· cena. ProtikorÛzna odolnosù hlinÌka spo-
ËÌva v tom, ûe pÙsobenÌm vzduchu sa pokr˝va s˙vislou vrstvou
oxidu  hlinitÈho  veæmi tenkej hr˙bky, ktor· plnÌ ochrann˙
funkciu. Povrchov˝mi ˙pravami ñ chemick˝mi alebo elektro-
chemick˝mi ñ moûno t˙to prirodzen˙ oxidov˙ vrstvu mno-
hon·sobne zv‰Ëöiù.

Medzi v˝znamnÈ metÛdy povrchovej ˙pravy hlinÌka patrÌ
anodick· oxid·cia, ktorou sa vytv·ra na povrchu hlinÌka och-
rann˝ konverzn˝ povlak, ktor˝ podstatne zlepöuje fyzik·lne
i chemickÈ vlastnosti anodizovanÈho povrchu. Pri anodickej
oxid·cii sa vyuûÌvaj˙ rÙzne elektrolyty, ktorÈ moûno rozdeliù
do troch z·kladn˝ch skupÌn1:
1. Elektrolyty, ktorÈ maj˙ veæmi mal˙, resp. ûiadnu schop-
nosù rozp˙öùaù oxidov˙ vrstvu. Povlaky z t˝chto elektrolytov
s˙ tenkÈ a bezpÛrovitÈ, vytv·raj˙ sa r˝chle a ich hr˙bka je priamo
˙mern· aplikovanÈmu nap‰tiu. Takto zÌskanÈ povlaky sa vy-
uûÌvaj˙ v elektrolytick˝ch kondenz·toroch a usmerÚovaËoch.
2. Elektrolyty, ktorÈ rozp˙öùaj˙ oxidy. VytvorenÈ mnoûstvo
oxidu je funkciou pr˙du a Ëasu v s˙hlase s Faradayov˝mi
z·konmi, hoci koneËn· hr˙bka oxidovej vrstvy je redukovan·
rozp˙öùacou reakciou elektrolytu, ktor· je v˝razn· v blÌzkosti
vonkajöieho povrchu oxidovej vrstvy. Povlaky tohto typu sa
vyuûÌvaj˙ na dekoratÌvny ˙Ëel.
3. Elektrolyty, ktorÈ atakuj˙ oxidov˙ vrstvu elektrochemic-
k˝m leötenÌm. Oxidy sa rozp˙öùaj˙ tak r˝chlo, ako sa tvoria.

V˝sledkom tohto procesu je, ûe na konci zostane len veæmi
tenk˝ oxidov˝ film. Tento proces vedie k hladk˝m povrchom
a zÌskava sa leskl˝ vysoko reflektÌvny povrch.

V kysl˝ch elektrolytoch vznik· procesom anodickej oxi-
d·cie oxidov˝ film zloûen˝ zo stÂpcovit˝ch oblastÌ hexagon·l-
nych buniek obsahuj˙cich okr˙hle pÛry2. Ak s˙ tieto pÛry
vyplnenÈ kovmi alebo polovodiËmi, mÙûu sa takÈto vrstvy
vyuûiù v elektrick˝ch a elektrooptick˝ch zariadeniach. Na
druhej strane, pÛrovit· ötrukt˙ra anodicky oxidovanÈho hlinÌ-
ka spÙsobuje jeho vysok˙ absorpËn˙ schopnosù a t˝m i n·chyl-
nosù na korÛziu v agresÌvnych prostrediach. Z tohto dÙvodu sa
anodicky oxidovan˝ hlinÌk utesÚuje rÙznymi metÛdami.

2. Mechanizmus anodickej oxid·cie

Prv· hypotÈza o mechanizme formovania anodick˝ch oxido-
v˝ch vrstiev bola publikovan· v roku3 1932. Do s˙Ëasn˝ch Ëias
vöak nebola vypracovan· vöeobecne platn· teÛria. Jedna z teÛ-
riÌ4 objasÚuje vznik oxidovej vrstvy tak, ûe na katÛde z neroz-
pustnÈho kovu sa vyluËuje vodÌk, zatiaæ Ëo na anÛde vzrast·
alkalita zvyöovanÌm koncentr·cie hydroxidovÈho aniÛnu:

KatÛda: 2 H2O + 2 e → H2 + 2 OHñ (1)

2 H3O
+ + 2 e → H2 + 2 H2O (2)

AnÛda: 2 Al + 6 OHñ → Al2O3 + 3 H2O + 6 eñ (3)

Na zaËiatku deja sa vplyvom prech·dzaj˙ceho pr˙du a ky-
seliny rozpustÌ urËitÈ mnoûstvo hlinÌka, ale s pokraËuj˙cou
elektrol˝zou hydroxidovÈ iÛny reaguj˙ s hlinÌkov˝mi katiÛn-
mi, priËom sa vytvorÌ povlak nerozpustnÈho hydroxidu hlini-
tÈho, ktor˝ m· izolaËnÈ vlastnosti, Ëo spÙsobuje vzrast elek-
trickÈho odporu, ËÌm nast·va ohrev vrstvy a jej n·slednou
dehydrat·ciou vznik· vrstva Al2O3.

Eloxovan˝ povlak nie je vöak iba vrstva samotnÈho oxidu
hlinitÈho, obsahuje tieû vodu, aniÛny elektrolytu, neoxidovanÈ
ËiastoËky neËistÙt a zliatinov˝ch prÌsad, ktorÈ mÙûe obsahovaù
z·kladn˝ materi·l.

Od roku 1953 je zn·ma teÛria Kellera, Huntera a Robinso-
na5. Podæa tejto teÛrie oxidov· vrstva pozost·va z hexagon·l-
nych prizmatick˝ch buniek vrstvy, ktor˝ch stredom prech·-
dzaj˙ pÛry a tieto s˙ zakonËenÈ pribliûne polguæovit˝m dnom
na bariÈrovej vrstve (obr. 1). ExaktnejöÌ v˝klad teÛrie reak-
ËnÈho mechanizmu anodickej oxid·cie hlinÌka je zaloûen˝ na
predpoklade, ûe hlinÌk je pokryt˝ vrstvou Al2O3, ktor˝ vytv·ra
veækÈ mnoûstvo pÛrov. V procese anodickej oxid·cie doch·-
dza najprv k tvorbe bariÈrovej vrstvy. N·sledne na tejto vrstve
rastie vrstva pÛrovit·. Procesy vo vn˙tri bariÈrovej vrstvy s˙
elektrochemickej povahy5-7, k˝m procesy vo vn˙tri pÛrovitej
vrstvy s˙ chemickej a fyzik·lnej povahy8-11. Sp‰tnÈ rozp˙öùa-
nie vrstvy pri z·kladni pÛrov je proces podporovan˝ elektric-
k˝m poæom, neide teda len o jednoduchÈ chemickÈ rozp˙öùa-
nie. BariÈrovou vrstvou pretekaj˙ tri zloûky pr˙du12: iÛnov˝
pr˙d, ktor˝ spÙsobuje rast pÛrovitej Ëasti vrstvy, iÛnov˝ pr˙d
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sprev·dzaj˙ci sp‰tnÈ rozp˙öùanie vrstvy a elektrÛnov˝ pr˙d.
œalöia teÛria13 vych·dza z existencie ploönej nehomogenity
bariÈrovej vrstvy. T·to vrstva sa sklad· z oblastÌ, ktorÈ sa
navz·jom lÌöia svojou elektrickou vodivosùou. Nad oblasùami
s malou elektrickou vodivosùou nemÙûe oxidov· vrstva po
dosiahnutÌ urËitej hr˙bky Ôalej narastaù a zaËn˙ sa vytv·raù
pÛry. Na povrchu hlinÌka doch·dza vplyvom vloûenÈho nap‰-
tia k vzniku hlinit˝ch katiÛnov a kyslÌkov˝ch aniÛnov, ktorÈ
putuj˙ v tejto vrstve protismerne. Ich vz·jomn· reakcia prebie-
ha v blÌzkosti dna pÛrov14.

Podæa novöÌch teÛriÌ sa predpoklad·, ûe kompaktn· bariÈ-
rov· vrstva vznik· v z·vislosti od poËtu aktÌvnych centier na
povrchu kovu. Zo z·rodkov vyrastaj˙ polguæovitÈ mikrobun-
ky, ktorÈ po urËitom Ëase zapÂÚaj˙ cel˝ povrch kovu, ËÌm
vytvoria nepÛrovit˙ bariÈrov˙ vrstvu. Na defektn˝ch miestach
sa v bariÈrovej vrstve tvoria pÛry. PÛry rast˙ kolmo na povrch
v rovnov·he s poæom, zosilnen˝m rozp˙öùanÌm oxidov na
rozhranÌ kov-oxid. AniÛny obsahuj˙ce kyslÌk (O2ñ, OHñ) mi-
gruj˙ z elektrolytu cez oxidov˙ vrstvu na dno pÛrov. Al3+

katiÛny putuj˙ cez oxidov˙ vrstvu do roztoku na rozhranie
oxid-elektrolyt (obr. 2). Na tomto rozhranÌ sa poËas rastu
pÛrovitÈho oxidu nevytv·raj˙ oxidovÈ bunky, ale vöetky ka-
tiÛny dosahuj˙ce toto rozhranie s˙ emitovanÈ do elektrolytu15.

MnohÈ s˙ËasnÈ pr·ce zameranÈ na vysvetlenie mechaniz-
mu anodickej oxid·cie vych·dzaj˙ z nasleduj˙cich faktov16:
1. Pre anodick˙ oxid·ciu hlinÌka platÌ Faradayov z·kon.
2. Poznatky zÌskanÈ pomocou elektrÛnovej mikroskopie po-
ukazuj˙ na existenciu tenkej kompaktnej oxidovej vrstvy ñ
bariÈrovej vrstvy medzi kovom a pÛrovitou oxidovou vrstvou.
3. PÛrovit· oxidov· vrstva rastie na dne pÛrov v procese
form·cie a transform·cie bariÈrovej vrstvy.

Na z·klade t˝chto faktov sa rast pÛrovitÈho oxidu vysvet-
æuje ako stacion·rny proces v dvoch stupÚoch:
a) form·cia novÈho oxidu na rozhranÌ kov ñ bariÈrov· vrstva,
b) transform·cia kompaktnÈho pÛrovitÈho oxidu na rozhranÌ

bariÈrov· vrstva ñ elektrolyt. Model vzniku anodickej oxi-
dovej vrstvy podæa Murphyho a Michelsona je na obr. 3 (cit.17).
Objasnenie premeny bariÈrovej vrstvy na pÛrovit˙ popisu-

je nasleduj˙ci mechanizmus:18 ElektrickÈ pole urËuje z jednej

strany pohyb hydroxylov˝ch iÛnov smerom ku kovu a z dru-
hej strany sa proti nim pohybuj˙ katiÛny smerom od bariÈrovej
vrstvy. HydroxylovÈ iÛny a voda na hranici medzi bariÈrovou
a pÛrovitou vrstvou spÙsobuj˙ hydrat·ciu vonkajöej Ëasti ba-
riÈrovej vrstvy. Protipohyb katiÛnov vöak spÙsobuje dehydra-
t·ciu v bariÈrovej vrstve. Dynamick· rovnov·ha tohto systÈmu
z·visÌ od teploty a koncentr·cie elektrolytu, ktorÈmu zodpove-
d· stanoven˝ elektrick˝ odpor bariÈrovej vrstvy. Zjednodu-
öene moûno proces formovania anodicky oxidovanej vrstvy
vyjadriù schÈmou:

2 Al + 6/x Rxñ + 3 H2O ñ 6 e → Al2O3 + 6/x HxR (4)

kde Rxñ je prÌsluön˝ aniÛn.
Doposiaæ nie je objasnenÈ, z ktor˝ch radik·lov alebo iÛnov

poch·dza kyslÌk, ktor˝ reaguje s hlinÌkom. Je moûnÈ, ûe reak-

Obr. 1. ätrukt˙ra pÛrovitÈho anodickÈho oxidu

Obr. 2. Rast oxidu hlinitÈho poËas anodickej oxid·cie hlinÌka
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Obr. 3. Murphyho a Michelsonov model anodicky oxidovanÈho
hlinÌka. »ierne oblasti predstavuj˙ bezvod˝ oxid hlinit˝, k˝m biele
zn·zorÚuj˙ hydroxid a hydroxo-oxid hlinit˝
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cie sa z˙ËastÚuj˙ OHñ iÛny19, inÌ autori zasa predpokladaj˙, ûe
iÛny O2ñ, ktorÈ vznikaj˙ reakciou:

6 OHñ → 3 H2O + 3 O2ñ (5)

alebo iÛny Oñ vznikaj˙ce nasledovne20:

OHñ ñ e → OH (6)

OHñ + OH → H2O + Oñ (7)

Ak sa ber˙ do ˙vahy fyzik·lne aspekty procesu formova-
nia vrstvy, d· sa predpokladaù, ûe proces spoËÌva v raste
mrieûky kyslÌkov˝ch aniÛnov na vonkajöom povrchu vrstvy
a v migr·cii hlinit˝ch katiÛnov cez oxidov˙ vrstvu vakancia-
mi kyslÌkovej mrieûky (obr. 4). HlinitÈ katiÛny sa uvolÚuj˙
z mrieûky pÙsobenÌm silnÈho elektrickÈho poæa21. Na z·klade
tohto predpokladu moûno proces formovania oxidovej vrstvy
v elektrolytoch s rozp˙öùacou schopnosùou v priebehu ano-
dickej oxid·cie rozdeliù do troch öt·diÌ:
1. migr·cia Al3+ do oxidovej vrstvy,
2. dif˙zia Al3+ cez oxidov˙ vrstvu,
3. oxidaËn· reakcia ñ tvorba vrstvy Al2O3.

Mechanizmus formovania pÛrov je zaloûen˝ na teÛrii,
podæa ktorej sp‰tnÈ rozp˙öùanie vrstvy pri z·kladni pÛrov je
proces podporovan˝ elektrick˝m poæom22.

V experimente autorov Feiyue, Khanga, a Metzgera23 sa na
sledovanie rastu oxidovej vrstvy ako elektrolyt pouûila kyseli-
na trihydrogÈnfosforeËn·. Na pozorovanie oxidovÈho filmu sa
pouûil riadkovacÌ i rastrovacÌ elektrÛnov˝ mikroskop. Uk·za-
lo sa, ûe pÛry vznikaj˙ hneÔ na zaËiatku procesu a ich poËiatoË-
n· hustota je vysok·. S rast˙cim Ëasom veækosù pÛrov rastie,
ale ich hustota kles·. Rast pÛrov mÙûe byù spÙsoben˝ atakom
vodÌkov˝ch iÛnov na bariÈrov˙ vrstvu. Ak koncentr·cia t˝chto
iÛnov kles·, tento atak je pomalöÌ aû ˙plne prestane a vytvorÌ
sa oxidov˝ film typu bariÈrovej vrstvy. BariÈrov· vrstva sa ne-
pretrûite obnovuje na dne pÛrov a udrûiava si mal˙, ale kon-
ötantn˙ hr˙bku. Stena bunky pozost·va z amorfnÈho Al2O3,
malÈho mnoûstva aniÛnov pouûitÈho elektrolytu, malÈho mnoû-
stva vody a nanokryöt·lov. Na z·klade tohto experimentu bol
navrhnut˝ nasleduj˙ci mechanizmus anodickej oxid·cie:

1) Elektroleötenie ñ vyrovn·va niektorÈ veækÈ povrchovÈ ne-
rovnosti, ale z·roveÚ vytv·ra veækÈ mnoûstvo mal˝ch pÛrov.
2) Na rozhranÌ kovñoxid doch·dza k tvorbe katiÛnov Al3+

a k ich migr·cii do oxidovej vrstvy:

Al(s) → Al3+(oxid) + 3 eñ (8)

3) Na rozhranÌ oxidñelektrolyt doch·dza k reakcii ötiepenia
vody:

3/2 H2O(l) → 3 H+(aq) + 3/2 O2ñ (oxid) (9)

4) Lok·lne rozp˙öùanie oxidu moûno vyjadriù reakciou:

1/2 Al2O3(s) + 3 H+(aq) → Al3+(aq) + 3/2 H2O(l) (10)

5) VodÌkovÈ katiÛny putuj˙ ku katÛde, kde op˙öùaj˙ elektro-
lyt vo forme plynnÈho H2:

3 H+(aq) + 3 eñ → 1/2 H2 (g) (11)

3. ätrukt˙ra anodickej oxidovej vrstvy

Anodickou oxid·ciou hlinÌka vznik· na jeho povrchu ne-
pÛrovit˝ (bariÈrov˝) alebo pÛrovit˝ oxidov˝ film8. NepÛrovit˝
film sa zÌskava z elektrolytov v ktor˝ch je vznikaj˙ci oxid
hlinit˝ m·lo rozpustn˝ alebo vÙbec nerozpustn˝ (kyselina
trihydrogÈnborit·, kyselina citrÛnov·). Tento film m· bunko-
vit˙ ötrukt˙ru a za vhodn˝ch podmienok (predÂûen˝ Ëas ano-
dickej oxid·cie, vysokÈ teploty) sa veæmi pomaly menÌ na
pÛrovit˝ typ filmu24. Anodickou oxid·ciou v elektrolytoch,
ktorÈ rozp˙öùaj˙ Al2O3 (kyselina sÌrov·, kyselina trihydrogÈn-
fosforeËn·) zÌskavame pÛrovit˝ oxidov˝ film. ätrukt˙ra t˝ch-
to oxidov bola prv˝ kr·t opÌsan· Kellerom5, ktor˝ ich charak-
terizoval ako uzavretÈ oblasti hexagon·lnych buniek, ktorÈ
maj˙ centr·lny pÛr pribliûne cylindrickÈho tvaru. Veækosù
buniek  rastie so zvyöuj˙cim sa  anodick˝m nap‰tÌm, k˝m
hustota oxidov˝ch buniek a hustota pÛrov s rast˙cim nap‰tÌm
kles·24. Rozmery pÛrov s˙ v prvom rade funkciou pouûitÈho
elektrolytu. Pravidelnosù hexagon·lnej bunkovej ötrukt˙ry z·-
visÌ od typu elektrolytu a od podmienok anodickej oxid·cie24.
Tvar pÛrov, ktor˝ sa pohybuje od pravidelnÈho kruhu po
cylindrick˝25, z·visÌ od metodiky a podmienok anodickej oxi-
d·cie. ätrukt˙ra anodickej oxidovej vrstvy Al2O3 je zn·zor-
nen· na obr. 1.

T·to vrstva pozost·va z bezpÛrovitej bariÈrovej vrstvy,
ktor· sa ako tenk· kompaktn· oxidov· vrstva nach·dza medzi
kovom a pÛrovitou oxidovou vrstvou. BariÈrov· vrstva je
nekryötalick· tuh· f·za, cez ktor˙ migruj˙ hlinÌkovÈ a kyslÌko-
vÈ iÛny. Predpoklad· sa, ûe bariÈrov· vrstva pozost·va z troch
oblastÌ:
ñ vrchn· oblasù (s afinitou k aniÛnom a nas˝ten· vodou),
ñ stredn· oblasù (s afinitou k aniÛnom),
ñ spodn· oblasù (bez afinity k aniÛnom a vode).

Ust·len˝ rast hlinÌkovÈho pÛrovitÈho oxidu je diskonti-
nu·lny proces, ktorÈho v˝sledkom je tvorba bariÈrovej vrstvy
a mÙûe byù popÌsan˝ tromi stupÚami16:
1. transform·cia existuj˙cej bariÈrovej vrstvy z kompaktnej

na pÛrovit˝ oxid, ktor· mÙûe byù dÙsledkom elektrickÈho
rozp˙öùania vrstvy,

Obr. 4. Diagram zn·zorÚuje reakciu prebiehaj˙cu na rozhranÌ
dielektrick· vrstvañkov. Na rozhranÌ oxidñelektrolyt (katÛda) sa
oxiduj˙ aniÛny O2- na atÛm O. Reakcia medzi kyslÌkem a hlinÌkom
prebieha na rozhranÌ oxidñkov (anÛda) (cit.29)

KatÛda | Al O | AnÛda
+++ ñ ñ

Aí

A

B
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2. anodick· oxid·cia hlinÌka,
3. form·cia novej bariÈrovej vrstvy:

2 Al3+ + 3 H2O → Al2O3 + 6 H+ (12)

Hr˙bka oxidovej vrstvy je priamo ˙mern· Ëasu anodickej
oxid·cie2. T˙to z·vislosù je teda moûnÈ napÌsaù:

h = kt (13)

kde h je hr˙bka povlaku, t je Ëas anodickej oxid·cie a k je
konötanta r˝chlosti rastu oxidovej oxidovej vrstvy, ktor· z·vi-
sÌ od podmienok anodickej oxid·cie. T·to konötanta rastie
s rast˙cou pr˙dovou hustotou pri danej teplote v dÙsledku
v‰Ëöieho transportu iÛnov cez bariÈrov˙ vrstvu. S rast˙cou
pr˙dovou hustotou z·roveÚ kles· pÛrovitosù, ktor· vöak rastie
s teplotou. Hr˙bka bariÈrovej vrstvy je v priamej ˙mere s veæ-
kosùou oxidovej bunky2. A pretoûe kaûd· oxidov· bunka m·
jeden pÛr, klesanÌm veækosti bunky vzrast· pÛrovitosù.

Stacion·rny proces formovania oxidovÈho povlaku moûno
demonötrovaù na z·klade z·vislostÌ, ktorÈ sa zÌskali anodickou
oxid·ciou hlinÌka v galvanostatickom reûime. Z·vislosù na
obr. 5 moûno rozdeliù do troch öt·diÌ26.

Pre prvÈ öt·dium je charakteristick˝ n·rast anodickÈho
potenci·lu. V tomto öt·diu sa vytv·raj˙ tak z·rodky oxidov˝ch
buniek, ako aj ploön· bariÈrov· oxidov· vrstva. PrvÈ bunky sa
vytv·raj˙ v miestach uzlov hranÌc medzi kryöt·lmi povrchu
hlinÌka. œalöie oxidovÈ bunky sa vytv·raj˙ i pozdÂû t˝chto
hranÌc. Vznik oxidov˝ch buniek na t˝chto miestach je spÙso-
ben˝ t˝m, ûe tieto oblasti maj˙ vyööÌ chemick˝ potenci·l
a vysok˙ koncentr·ciu kryötalografick˝ch defektov. V tejto
periÛde line·rneho rastu nap‰tia sa rozmery buniek zv‰Ëöuj˙
priamo ˙merne s rastom nap‰tia a ich mnoûstvo tieû rastie.

Na konci tohto öt·dia doch·dza k zniûovaniu n·rastu ano-
dickÈho potenci·lu a k zmenöeniu mnoûstva oxidov˝ch bu-
niek. Z·roveÚ vöak doch·dza k rastu rozmerov buniek mecha-
nizmom Ñkonkurencie rastuì (zv‰Ëöenie rozmerov oxidov˝ch
buniek na ˙Ëet in˝ch, neperspektÌvnych). S˙Ëasne vöak prebie-
ha aj zahustenie rozloûenia buniek oxidu a t˝m aj zmenöenie
voænÈho priestranstva ñ nebunkov˝ch oblastÌ voænÈho prie-
stranstva bariÈrovej oxidovej vrstvy. Tento fakt hovorÌ o tom,
ûe rast oxidov˝ch buniek neprebieha len na ˙Ëet menej per-
spektÌvnych buniek, no i cestou pripojenia nebunkov˝ch ob-
lastÌ bariÈrovÈho oxidu.

V druhom öt·diu nedoch·dza k znaËnÈmu poklesu ano-
dickÈho potenci·lu. OxidovÈ bunky narastaj˙, no r˝chlosù
tohto procesu sa podstatne zniûuje. Mnoûstvo buniek kles·.

V treùom öt·diu zost·va hodnota anodickÈho potenci·lu
zachovan·. Vrstva anodicky oxidovanÈho hlinÌka sa zv‰Ëöuje
po hr˙bke a m· bunkovo-pÛrovit˙ ötrukt˙ru. Na obr·zku 6 je
Ëasov˝ priebeh pr˙dovej hustoty pri konötantnom nap‰tÌ. Po-
ËiatoËn˝ pokles pr˙du a nasledovn˝ r˝chly rast a pomalöÌ skok
do konötantnej hodnoty je v˝sledkom dvoch procesov: expo-
nenci·lneho poklesu pr˙du pri tvorbe bariÈrovej vrstvy a prie-
behu pr˙du pri tvorbe pÛrov29.

4. Modely rastu oxidovej vrstvy

V  zn·mych teoretick˝ch modeloch,  ktorÈ  opisuj˙ rast
oxidovej vrstvy na povrchu hlinÌka sa neberie do ˙vahy ötruk-

t˙ra vrstvy a nesk˙ma sa vplyv zloûenia elektrolytu na proces
anodickej oxid·cie. Preto sa pri modelovanÌ procesu rastu
vrstvy sk˙maj˙ elektrochemickÈ reakcie na hranici oxid-elek-
trolyt a predpoklad· sa, ûe ako zdroj kyslÌka mÙûu vystupovaù
i kyslÌk obsahuj˙ce Ëastice prÌtomnÈ v elektrolyte27. Na tomto
z·klade sa zostrojil nasleduj˙ci model rastu oxidovej vrstvy.
Proces anodickej oxid·cie zaËÌna koordin·ciou aniÛnu OHñ

(resp. ROmñ) s atÛmom hlinÌka vo vrchnej vrstve oxidu:

O O
| |

OñAl + RñOmñ → OñAlñORmñ (14)
| |

O O

DruhÈ öt·dium mÙûe zahrÚovaù disoci·ciu v‰zieb RñO
a vytvorenie kv·ziiÛnov na povrchu povlaku. Tieto kv·ziiÛny
s˙ obohatenÈ kyslÌkom. œalöie öt·dium je charakteristickÈ
rÙznymi prenosmi n·boja: migr·cia kv·ziiÛnov k hranici kovñ
oxid, prenos elektrÛnov cez t˙to hranicu i migr·cia iÛnov
hlinÌka od povrchu kovu k hranici oxidñelektrolyt. Predpo-
klad· sa, ûe na povrchu oxidu v procese rastu povlaku mÙûu
vznikaù polykryötalickÈ, ale i amorfnÈ oblasti. Pri popisovanÌ
dielektrick˝ch vlastnostÌ kovu sa pouûil model Tomasa a Fer-
miho27 a vyvodili sa nasleduj˙ce z·very.

Obr. 5. »asov˝ priebeh nap‰tia poËas anodickej oxid·cie v kyseli-
ne sÌrovej pri pr˙dovej hustote 1,5 A.dm-2a teplote 20 ∞C
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Obr. 6. »asov· z·vislosù pr˙dovej hustoty poËas anodickej oxid·-
cie hlinÌka pri konötantnom nap‰tÌ
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1. V procese rastu oxidovej vrstvy, nez·visle od charakteris-
tÌk donora kyslÌka, ako prv· rastie na povrchu polykryötalick·
vrstva.
2. Po dosiahnutÌ kritickej hr˙bky polykryötalickej vrstvy sa
st·va viac pravdepodobn˝m rast amorfnej vrstvy.

DÙleûit˙ ˙lohu pri formovanÌ oxidovej vrstvy v re·lnych
procesoch oxid·cie m· chemickÈ rozp˙öùanie28. Tento vplyv
je oveæa v‰ËöÌ ako v prÌpade elektrochemickÈho rozp˙öùania
na dne pÛrov. Hlavn˝ dÙvod je v tom, ûe dÂûka pÛrov je sto aû
tisÌc-kr·t v‰Ëöia ako ich polomer. Re·lne procesy anodickej
oxid·cie moûno v z·vislosti od podmienok procesu rozdeliù na
dve skupiny:
1. procesy, v ktor˝ch sa pÛry nepretÌnaj˙,
2. procesy, v ktor˝ch sa pÛry pretÌnaj˙ natoæko, ûe sa vytv·ra

stacion·rna hr˙bka pÛrovitej vrstvy.
Pri  dÙslednom hodnotenÌ iba prÌpad  2. moûno nazvaù

stacion·rnym (elektrochemickÈ parametre i morfolÛgia ano-
dickÈho oxidu sa Ëasom nemenia). Prv˝ prÌpad je iba kv·-
zistacion·rnym, pretoûe sa s Ëasom nemenÌ iba Ëasù morfo-
logick˝ch parametrov (geometrickÈ rozmery bariÈrovej vrs-
tvy, rozmer pÛrov na ich dne), ostatnÈ parametre (hr˙bka
pÛrovitej vrstvy, rozmer pÛrov na vonkajöej strane pÛrovitej
vrstvy) sa s Ëasom menia. Stacion·rne procesy maj˙ teoretick˝
v˝znam, no kv·zistacion·rne s˙ dÙleûitÈ pre praktickÈ tech-
nolÛgie.

Pri zaoberanÌ sa kv·zistacion·rnym procesom, boli vyslo-
venÈ nasleduj˙ce predpoklady:
1. R˝chlosù chemickÈho rozp˙öùania oxidu je st·la v Ëase i po
dÂûke pÛrov a je omnoho menöia ako r˝chlosù n·rastu hr˙bky
vrstvy.
2. Hr˙bka pÛrovitej vrstvy je oveæa v‰Ëöia ako hr˙bka bariÈ-
rovej vrstvy.
3. Pr˙dov· hustota je konötantn·.

V˝sledkom t˝chto predpokladov je vytvorenie modelu
povlaku, ktor˝ pozost·va z kovu, kyslÌka a z aniÛnov elek-
trolytu. Form·ciu povlaku si potom moûno predstaviù ako
MOn(AOm)x, kde x je Ëasù aniÛnov elektrolytu pripadaj˙cich
na atÛm kovu. V prÌpade kyseliny sÌrovej je teda moûnÈ
pÌsaù: AlO3/2(SO3)x. Pri pouûitÌ 15 % H2SO4, vo forme aniÛnu
S vstupuje do povlaku od 13,5±3 do 23±8 % atÛmov
kyslÌka. Ak vyberieme z t˝chto intervalov ich prieniky, zÌ-
skame 15,75±0,75 % atÛmov kyslÌka. Z·roveÚ sa zistilo, ûe na
jeden atÛm kyslÌka pripadaj˙ 4 % sÌry.

PlatÌ teda:

x / (3/2 + 3x) = 0,04 Þ x = 0,068 (15)

Takûe v tomto prÌpade moûno pre ötrukt˙ru anodickÈho
oxidu pÌsaù: AlO3/2(SO3)0,068.

Pre anodick˙ oxid·ciu hlinÌka je moûnÈ pÌsaù nasleduj˙cu
elektrochemick˙ reakciu:

2 Al + 3 H2O → Al2O3 + 3H2 (16)

Na z·klade tejto reakcie moûno s vyuûitÌm Faradayov˝ch
z·konov pre mnoûstvo vzniknutÈho oxidu hlinitÈho pÌsaù2:

mox = ηMoxjt / (zF) (17)

kde mox je celkovÈ mnoûstvo vytvorenÈho oxidu, Mox je mo-
lekulov· hmotnosù oxidu, A je ˙pln· anodizovan· plocha, j je

pr˙dov· hustota, t je Ëas anodickej oxid·cie, z je poËet elek-
trÛnov a F je Faradayova konötanta. η je pr˙dov· ˙Ëinnosù.

Mnoûstvo pÛrovitÈho oxidu je potom:

mp = mox ñ md (18)

kde md je mnoûstvo rozpustenÈho oxidu. Pre mnoûstvo hlinÌka
(mAl)η premenenÈho na oxid hlinit˝ s vyuûitÌm Faradayov˝ch
z·konov je moûnÈ pÌsaù:

(mAl)η = 2 ηMAlAit / (zF) (19)

Pre mnoûstvo pÛrovitÈho oxidu potom moûno pÌsaù:

mp = (mAl)η + m1 ñ m2 (20)

kde m1 a m2 je hmotnosù hlinÌkovej vzorky pred a po anodickej
oxid·cii.

5. Z·ver

V predloûenom refer·te s˙ zhrnutÈ doterajöie teoretickÈ
poznatky o mechanizme procesu anodickej oxid·cie, ötrukt˙re
anodicky oxidovanÈho hlinÌka  a modeloch rastu oxidovej
vrstvy. V‰Ëöina s˙Ëasn˝ch pr·c vysvetæuje mechanizmus ano-
dickej oxid·cie na z·klade poznatkov zÌskan˝ch pomocou
elektrÛnovej mikroskopie, ktorÈ poukazuj˙ na existenciu ten-
kej kompaktnej bariÈrovej vrstvy medzi kovom a pÛrovitou
oxidovou vrstvou. Rast pÛrovitÈho oxidu sa vysvetæuje ako
stacion·rny proces, ktor˝ prebieha v dvoch stupÚoch. Prv˝m
stupÚom je form·cia novÈho oxidu na rozhranÌ kovñbariÈrov·
vrstva a druh˝m stupÚom je transform·cia kompaktnÈho pÛ-
rovitÈho oxidu na rozhranÌ bariÈrov· vrstvañelektrolyt. Sta-
cion·rny  proces formovania oxidovÈho povlaku je moûnÈ
demonötrovaù na z·klade z·vislostÌ, ktorÈ sa zÌskali anodickou
oxid·ciou hlinÌka v galvanostatickom reûime.

Pri modelovanÌ procesu rastu vrstvy sa sk˙mali elektro-
chemickÈ reakcie  na  hranici  oxidñelektrolyt, ale aj vplyv
chemickÈho rozp˙öùania. V˝sledkom t˝chto öt˙diÌ je vytvo-
renie takÈho modelu povlaku, ktor˝ pozost·va z kovu, kyslÌka
a z aniÛnov elektrolytu. Na z·klade tohto modelu moûno vy-
poËÌtaù celkovÈ mnoûstvo vzniknutÈho oxidu a tieû mnoûstvo
pÛrovitÈho oxidu.

Napriek tomu, ûe anodick· oxid·cia hlinÌka m· öirokÈ
priemyselnÈ uplatnenie, uveden˝ prehæadn˝ refer·t svedËÌ
o tom, ûe z·kladn˝ v˝skum v tejto oblasti je st·le aktu·lny.

T·to ˙loha sa rieöila v r·mci grantu Ë. 1/6251/99 Sloven-
skej agent˙ry VEGA.
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1. ⁄vod

V˝znamnou skupinou krevnÌch bÌlkovin jsou krevnÌ gly-
koproteiny Je jim proto vÏnov·na velk· pozornost jak z hledis-
ka chemickÈho, tak fyzik·lnÏ-chemickÈho1-7. P¯ed fyzik·lnÏ-
-chemick˝m studiem leûÌ d˘leûit˝ ˙kol, jak˝m je zkoumat
nejen kvantitativnÌ zastoupenÌ jednotliv˝ch glykoprotein˘, ale
i zmÏny v jejich struktur·ch spojen˝ch s procesy probÌhajÌcÌmi
v patogick˝ch stavech. Ke studiu tÏchto Ñpatologick˝chì gly-
koprotein˘ byly v poslednÌch lÈtech pouûity Ëasto n·kladnÈ
fyzik·lnÌ metody, kterÈ se jiû osvÏdËily pro studium menöÌch
organick˝ch molekul. V tomto refer·tu bude hlavnÌ pozornost
vÏnov·na orosomukoidu (alfa-1 kyselÈmu glykoproteinu),
kter˝ vzhledem k vysokÈmu obsahu cukernÈ sloûky a kyselÈ-
mu charakteru je zcela v˝jimeËnou krevnÌ bÌlkovinou. ⁄kolem
refer·tu je upozornit biochemicky zamÏ¯enÈ Ëten·¯e na moû-
nosti fyzik·lnÏ-chemick˝ch metod p¯i zkoum·nÌ struktury
glykoprotein˘ a tak je p¯ipravit pro konzultace se specialisty
v p¯Ìsluön˝ch metod·ch.

2. Obecn· charakteristika orosomukoidu

Objev kyselÈho glykoproteinu v norm·lnÌch i patologic-
k˝ch sÈrech je ˙zce spjat s polarografick˝m studiem sulfosa-
licylov˝ch filtr·t˘ krevnÌch sÈr. Tyto filtr·ty byly pouûity p¯i
BrdiËkovÏ reakci8, p¯i kterÈ se mÏ¯Ì katalytickÈ proudy bÌlko-
vin v amoniak·lnÌch pufrech obsahujÌcÌch ionty trojmocnÈho
kobaltu. HlavnÌ sloûka filtr·t˘9,10, po vysr·ûenÌ hlavnÌch krev-

nÌch bÌlkovin kyselinou sulfosalicylovou nebo chloristou, se
uk·zala b˝t bÌlkovinou o vysokÈm obsahu cukr˘. Proto byla
oznaËena jako mukoprotein MP-1. BÌlkovina, izolovan· kla-
sick˝m vysolov·nÌm smÏsnÈho sÈra sÌranem amonn˝m Wei-
merem a spol.11, byla pojmenov·na orosomukoid (ORS, ORM).
Prakticky ve stejnÈ dobÏ izoloval stejnou bÌlkovinu Schmid12

a oznaËil ji jako alfa-1 kysel˝ glykoprotein (AGP, AAG).
Vzhledem k tomu, ûe v krevnÌ plazmÏ p¯edstavuje orosomu-
koid pouze p¯ibliûnÏ jedno procento z p¯Ìtomn˝ch bÌlkovin
(u zdrav˝ch jedinc˘ 50 aû 150 mg/100 ml), bylo v˝hodnÏjöÌ
prov·dÏt jeho izolaci u Cohnovy alkoholovÈ frakce VI, kde
tvo¯Ì hlavnÌ bÌlkovinnou sloûku.

Vedle chemickÈho sr·ûecÌho postupu se k izolaci osvÏdËi-
ly chromatografickÈ metody13-15 na modifikovan˝ch celulo-
s·ch. Vzhledem k poûadavku studovat orosomukoid z indivi-
du·lnÌch norm·lnÌch i patologick˝ch sÈr bylo t¯eba p¯ed vlast-
nÌ chromatografiÌ odstranit hlavnÌ krevnÌ bÌlkoviny. To se
poda¯ilo p¯id·nÌm polyethylenglykolu a centrifugacÌ sraûeni-
ny16. Izolace byla ukonËena afinitnÌ chromatografiÌ17 na ConA
Sepharose.

Izolovan˝ orosomukoid byl charakterizov·n chemick˝mi
a fyzik·lnÏ-chemick˝mi metodami1-7. Molekulov· hmotnost se
v z·vislosti na pouûitÈ metodÏ pohybuje v rozmezÌ 41ñ43 kDa,
izoelektrick˝ bod pI 1,7ñ2,3 podle pouûitÈho pufru. Je tedy
orosomukoid nejkyselejöÌm proteinem krevnÌho sÈra. Che-
mick· anal˝za ËistÈho orosomukoidu uk·zala na p¯Ìtomnost
jednoho peptidovÈho ¯etÏzce18 o dÈlce 183 aminokyselin, p¯i-
Ëemû na 21 mÌstech je v r˘zn˝ch variant·ch proteinu moûnost
v˝skytu dvou r˘zn˝ch aminokyselin. DvÏ disulfidovÈ vazby19

jsou mezi cysteiny 5ñ147 a 72ñ164, hydrofobnÌ oblasti pak
mezi aminokyselinov˝mi zbytky 1ñ15, 85ñ105 a 140ñ147,
silnÏ hydrofilnÌ je naopak C-konec. V molekule je 8 fenylala-
nin˘, 12 tyrosin˘ a 3 tryptofany. Ze sacharid˘ byly nalezeny

Obr. 1. SchematickÈ zn·zornÏnÌ struktury orosomukoidu. V jed-
noduchÈm peptidickÈm ¯etÏzci jsou örafovan˝mi sloupeËky vyznaËe-
ny dva disulfidickÈ m˘stky s ËÌseln˝m ˙dajem mÌsta v ¯etÏzci. »ern·
koleËka p¯ÌsluöÌ pÏti oligosacharidov˝m jednotk·m p¯ipojen˝m k as-
paragin˘m. Zn·zornÏnÌ nenÌ v mÏ¯Ìtku. Upraveno podle Schmida et al.19
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manosa, galaktosa, fukosa, N-acetylglukosamin a sialov· ky-
selina19. HmotnostnÌ podÌl cukernÈ Ë·sti ËinÌ 41ñ45 %. Sacha-
ridy jsou v molekule orosomukoidu p¯Ìtomny ve formÏ pÏti
sloûit˝ch oligosacharid˘ (glykan˘)19-21 (obr. 1) , kterÈ jsou na
peptidick˝ ¯etÏzec nav·z·ny p¯es amidov˝ dusÌk asparaginu.
U glykan˘ orosomukoidu byla nalezena ¯ada glykoforem,
kterÈ se liöÌ ve stupni vÏtvenÌ, fukosylace a sialysace. Oroso-
mukoid se uk·zal jako jeden z m·la krevnÌch glykoprotein˘,
kterÈ obsahujÌ souËasnÏ glykany22,23di-, tri- a tetraantennÌho
typu. Vöem typ˘m je spoleËn˝ pentasacharid, tvo¯en˝ t¯emi
manosami a dvÏma N-acetylglukosaminy, z nichû jeden se
˙ËastnÌ vazby na bÌlkovinnou Ë·st orosomukoidu. Protoûe
glykany r˘znÈho antennÌho typu jsou v molekule orosomuko-
idu zastoupeny v r˘znÈm mnoûstvÌ a takÈ v peptidovÈ Ë·sti je
mnoho zamÏniteln˝ch aminokyselin, je orosomukoid velmi
heterogennÌ. Zvl·ötnÌ kapitolou je heterogenita determinovan·
geneticky24.

V poslednÌch lÈtech se v˝zkum orosomukoidu ubÌral v pod-
statÏ dvÏma smÏry. Jeden byl zamÏ¯en na studium struktury
modernÌmi fyzik·lnÏ-chemick˝mi metodami, jako jsou meto-
dy nukle·rnÌ magnetickÈ rezonance (NMR), hmotnostnÌ spek-
trometrie (MS), Ramanova optick· aktivita (ROA) a meto-
dy spektrofotometrickÈ. Druh˝ biochemick˝ smÏr, uûÌvajÌcÌ
chromatografick˝ch a elektroforetick˝ch metod, mÏl za ˙kol
studium mikroheterogenity ze zamÏ¯enÌm na klinickou che-
mii.

3. NMR spektroskopie glykopeptid˘
a celÈ molekuly orosomukoidu

Rozvoj nukle·rnÌ magnetickÈ rezonance do oblasti vyso-
k˝ch frekvencÌ ( 360 MHz a vyööÌch) spolu s nov˝mi pulsnÌmi
metodami25-27umoûnil rozöÌ¯it aplikace NMR na studium bio-
molekul jako jsou glykopeptidy a glykoproteiny krevnÌ plaz-
my28,29.

Pokud jde o studium orosomukoidu, bylo t¯eba nejprve
rozötÏpit jeho molekulu na nÏkolik glykopeptid˘30. Po odötÏ-
penÌ sialovÈ kyseliny byl orosomukoid redukov·n, vzniklÈ SH
skupiny karboxymethylov·ny a vzniklÈ fragmenty rozötÏpeny
proteasami a glykosidasami. DÏlenÌ glykopeptid˘ bylo prove-
deno kapalinovou chromatografiÌ. Experiment·lnÌ podmÌnky
ötÏpenÌ molekuly orosomukoidu byly voleny tak, aby glyko-
peptidy obsahovaly glykanovÈ jednotky z pÏti glykosylaËnÌch
mÌst na molekule orosomukoidu. Tato mÌsta byla oznaËena18,20

¯Ìmsk˝mi ËÌslicemi I aû V. MÌsto I odpovÌd· vazbÏ glykanu na
zbytek asparaginu Asn 15, mÌsto II Asn 38, mÌsto III Asn 54,
mÌsto IV Asn 75 (obr. 1). Glykopeptidy z tÏchto mÌst obsahujÌ

glykany sloûenÈ z galaktosy, manosy, glukosaminu a fukosy.
Podle mol·rnÌho zastoupenÌ uveden˝ch monosacharid˘, zjiö-
tÏnÈho klasick˝mi analytick˝mi metodami, byly glykopeptidy
rozdÏleny do pÏti t¯Ìd oznaËen˝ch pÌsmeny A, B, C, BF, CF.
ZjiötÏnÈ sloûenÌ monosacharid˘ u glykopeptid˘ z jednotliv˝ch
glykosylaËnÌch mÌst uk·zalo, ûe v mÌstÏ I jsou glykopeptidy
t¯Ìdy A, B a BF, v mÌstech II III, IV a V jsou t¯Ìdy B, C a CF.

Pro urËenÌ line·rnÌ struktury glykan˘ v r˘zn˝ch t¯Ìd·ch
glykopeptid˘ se osvÏdËila 360 MHz 1H NMR s Fourierovou
transformacÌ30. Pro interpretaci spekter registrovan˝ch v tÏûkÈ
vodÏ bylo pouûito rezonancÌ H-1 a H-2 proton˘ manosov˝ch
zbytk˘, H-5 a H-6 proton˘ fukosov˝ch zbytk˘ a N-acetylo-
v˝ch proton˘. Citovan· pr·ce uv·dÌ p¯ehlednÏ v tabulk·ch
u vöech tÏchto t¯Ìd hodnoty chemick˝ch posun˘ uveden˝ch
proton˘. Kdyû bylo pouûito ˙daj˘ o chemick˝ch posunech
z p¯edchozÌch pracÌ s modelov˝mi slouËeninami a glykopro-
teiny, bylo moûno uËinit z·vÏr, ûe t¯Ìda A m· biantennÌ struk-
turu, t¯Ìda B triantennÌ a t¯Ìda C teraantennÌ strukturu (obr. 2).
StrukturnÌ vzorce oligosacharid˘ vöech t¯Ìd jsou v pr·ci Four-
neta et al.30, kte¯Ì se vÏnovali glykosylaËnÌm mÌst˘m II aû V.
Glykany v mÌstÏ I studovali Schmid et al.31, kte¯Ì uve¯ejnili
p¯ehlednÈ schÈma prim·rnÌ struktury r˘znÏ antennÌch glykan˘
(obr. 2).

JinÈ NMR studie byly prov·dÏny s celou molekulou oro-
somukoidu28 spolu s jin˝mi glykoproteiny akutnÌ f·ze, a to p¯Ì-
mo v krevnÌ plazmÏ. Ve spektru zÌskanÈm metodou 500 MHz
Hahn spin-echo 1H NMR pozorovali Bell et al.29 öirokÈ pÌky
p¯i 2,04 a 2,08 ppm, kterÈ p¯i¯adili N-acetyl˘m mobilnÌch
¯etÏzc˘ N-acetylglukosaminu a N-acetylneuraminovÈ kyseli-
ny (obr. 3). V pr·ci jsou takÈ pro ilustraci uvedena spektra
lidskÈ plazmy v oboru 1 aû 3 ppm pro pÏt vzork˘ od Ëty¯
pacient˘ a jednoho zdravÈho jedince. PÌky ve spektru, ozna-
ËenÈ ¯Ìmsk˝mi ËÌslicemi I a II, se v˝raznÏ neliöÌ, a tak aû dalöÌ
pokusy rozhodnou o pouûitelnosti metody NMR pro studium
orosomukoidu v celÈ nerozdÏlenÈ krevnÌ plazmÏ.

NMR spektra alfa-1 kyselÈho glykoproteinu najdeme takÈ
v pr·ci Grootvelda et al.32, kte¯Ì srovn·vali lidsk˝ a krysÌ
orosomukoid za ˙Ëelem pouûitÌ krysy jako experiment·lnÌho
zvÌ¯ete. U krysÌho orosomukoidu tito auto¯i nalezli navÌc pÌk
u 2,14 ppm,kter˝ p¯i¯adili proton˘m skupiny O-acetyl-CH3.

DalöÌ poznatky p¯inesla pr·ce Nicholsona et al.33, kte¯Ì pro
studium lidskÈ krevnÌ plazmy pouûili 750 MHz 1H a 1H-13C
NMR  spektroskopie a  nÏkolika  dalöÌch NMR metod. Pro
alfa-1 kysel˝ glykoprotein je jako p¯Ìklad v citovanÈ pr·ci
uvedeno 600 MHz 1H-13C spektrum.

NMR se uk·zala jako relativnÏ rychl· metoda studia pri-
m·rnÌ struktury glykopeptid˘ orosomukoidu. Aplikace studia
mikroheterogenity glykopeptid˘ u individu·lnÌch sÈr v klinic-

Obr. 2. Prim·rnÌ struktura glycidov˝ch jednotek t¯Ìdy A, B a BF na glykosylovanÈm mÌstÏ lidskÈho orosomukoidu. TetraantennÌ struktury,
vyskytujÌcÌ se na ostatnÌch glykosylaËnÌch mÌstech, jsou oznaËeny C a CF. PÌsmeno F znaËÌ fukosu. Podle Schmida et al.31
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kÈ praxi bude vöak vyûadovat pomÏrnÏ n·roËnou izolaci oro-
somukoidu, jeho chemickou ˙pravu a ötÏpenÌ molekuly pep-
tidasami a glykosidasami. Metody NMR s vysok˝m rozliöe-
nÌm umoûÚujÌ p¯Ìmo stanovit orosomukoid v individu·lnÌ
plazmÏ, neposkytujÌ vöak doposud ˙daje o jeho mikrohetero-
genitÏ.

4. HmotnostnÌ spektrometrie modernÌmi
ionizaËnÌmi metodami

ModernÌ metody hmotnostnÌ spektrometrie28,34-37 (MS),
zaloûenÈ na pulsnÌm principu, d·vajÌ moûnost citlivÏ a selek-
tivnÏ charakterizovat glykoproteiny z hlediska jak sachari-
dovÈ tak peptidovÈ Ë·sti. Pro ˙spÏönÈ splnÏnÌ tohoto ˙kolu je
nutno p¯edem p¯ipravit glykopeptidy20, nap¯. tryptick˝m ötÏ-
penÌm molekuly glykoproteinu, a ty po jejich rozdÏlenÌ chro-
matografick˝mi metodami d·le rozötÏpit glykosidasami. Pro
studium peptid˘ a glykopeptid˘ byly pouûity modernÌ ioni-
zaËnÌ metody36, mezi kterÈ pat¯Ì p¯edevöÌm metoda MALDI
(Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation), ESI (Elec-
trospray Ionisation ñ ionisace elektrosprejem) a metoda FAB
(Fast Atom Bombardment). Vöechny tyto ionizaËnÌ meto-
dy umoûÚujÌ studovat velkÈ netÏkavÈ molekuly biopolymer˘
vËetnÏ glykoprotein˘ a polysacharid˘ o hmotnostech desÌtek
i vÌce kilodalton˘. Ionizace je p¯i tom tak öetrn·, ûe nedoch·zÌ
ke ötÏpenÌ molekul, jak je tomu obvykle p¯i ionizaci svazkem
elektron˘. P¯i metodÏ MALDI je glykopeptid nebo oligosa-
charid dispergov·n ve velkÈm nadbytku matrice, p¯edstavo-
vanÈ slabou aromatickou kyselinou (nap¯. sko¯icovou) a jejÌmi
deriv·ty. Matrice se vzorkem je nanesena na kovovou destiË-
ku, kter· je oza¯ov·na laserem (nap¯. pulsnÌm dusÌkov˝m
laserem o vlnovÈ dÈlce 337 nm). Z·¯iv· energie absorbovan·
matricÌ je p¯ed·na molekul·m vzorku, kterÈ jsou tÌm p¯evede-
ny do plynnÈ f·ze ve formÏ protonovan˝ch molekul (M+1)+.
Tyto ionty jsou zavedeny (extrahov·ny) do analyz·toru hmot-
nostnÌho spektrometru. NejËastÏji je jÌm spektrometr typu
TOF-MS (Time-Of-Flight MS)35. Ve v˝zkumu jsou metody
jako je tandemov· spektroskopie MS/MS, doplnÏn· metodou
CID (Collision-Induced-Dissiciation).

Tabulka I
ZastoupenÌ r˘zn˝ch antennÌch glykoforem v mÌstÏ substituce
glykan˘ v·zan˝ch na molekulu orosomukoidu p¯es asparagin
(Asn). Hodnoty v procentech byly p¯evzaty z pracÌ Sutona et
al.38 a Treuheita et al.17

MÌsto Antennost Cit.
vazby bi- tri- tetra-

Asn 16 12 87 1 38
9 91 0 17

Asn 38 ñ ñ ñ 38
61 25 14 17

Asn 54 9 40 51 38
9 32 59 17

Asn 75 2 28 70 38
0 21 79 17

Asn 85 ñ ñ ñ 38
0 15 85 17

CelkovÏ 14 38 48 17

Metodu MALDI pouûili p¯i anal˝ze pÏti glykosylaËnÌch
mÌst v molekule orosomukoidu Treuheit et al.17 P¯Ìklad MS
spektra desialyzovan˝ch forem je na obr. 4, na kterÈm jsou
pÌky odpovÌdajÌcÌ pozitivnÌm molekulov˝m iont˘m Ëty¯ r˘z-
n˝ch antennÌch glykoforem. ZastoupenÌ tÏchto forem v r˘z-
n˝ch glykosylaËnÌch mÌstech je v tabulce I. Auto¯i17 d·le
zkoumali zastoupenÌ jednotliv˝ch antennÌch forem v r˘zn˝ch
glykosylaËnÌch mÌstech I aû V u t¯Ì orosomukoidov˝ch sub-
frakcÌ (variant). Tyto varianty zÌskali dÏlenÌm orosomukoidu
lektinovou chromatografiÌ na konkanavalinu A (Con A). Nej-
pevnÏjöÌ vazba s lektinem je u subfrakce R, st¯ednÏ pevn·
vazba u subfrakce WR a subfrakce U obsahuje variantu oroso-
mukoidu, kter· se nev·ûe s lektinem. V˝sledky uvedenÈ ve
t¯ech  tabulk·ch  citovanÈ pr·ce17 platÌ pro komerËnÌ (tedy
smÏsn˝) orosomukoid. ZajÌmavÈ by bylo toto dÏlenÌ a n·sled-
nÈ MS studium u individu·lnÌch norm·lnÌch a hlavnÏ patolo-
gick˝ch sÈr, kde se d· oËek·vat r˘znÈ zastoupenÌ glykoforem.

DistribucÌ glykanov˝ch forem u smÏsnÈho orosomukoidu
se zab˝vali takÈ Sutton et al.38 Tito auto¯i metodou MALDI
monitorovali sekvenov·nÌ oligosacharid˘ po digesci glyko-
peptid˘ exoglykosidasami. Podle autor˘ jde o rychlou a citli-
vou metodu, vyûadujÌcÌ 200 pmol jednotliv˝ch glykopeptid˘.
V˝sledky jsou uvedeny spoleËnÏ s hodnotami z pr·ce Treuhei-

Obr. 3. 500 MHz spin echo 1H NMR spektrum alifatickÈ oblasti
krevnÌ plazmy s pÌky orosomukoidu (a), samotnÈho orosomukoidu
v D2O  (b).  Na vloûenÈ Ë·sti (c) jsou zvÏtöenÈ pÌky I a II, kterÈ
odpovÌdajÌ N-acetyl˘m N-acetylneuraminovÈ kyseliny a N-acetyl-
glukosaminu. Podle Bella et al.29

Obr. 4. MALDI hmotnostnÌ spektrum polysacharidov˝ch forem
orosomukoidu. Tetra ñ tetraantennÌ forma, Tri ñ triantennÌ forma,
Fu ñ formy obsahujÌ navÌc fukosu. Irel relativnÌ intenzita, m/z relativnÌ
molekulov· hmotnost4 1
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ta et al.17 v tabulce I. RelativnÏ malÈ rozdÌly v zastoupenÌ
jednotliv˝ch forem v r˘zn˝ch glykosylaËnÌch mÌstech se dajÌ
vysvÏtlit podobn˝m, i kdyû ne totoûn˝m zp˘sobem p¯Ìpravy
ötÏp˘ orosomukoidu, a hlavnÏ velkou mikroheteregenitou to-
hoto glykoproteinu, kter· se promÌt· do komerËnÌho prepar·tu.

PodobnÏ jako z lidskÈho krevnÌho sÈra byl z hovÏzÌho sÈra
izolov·n orosomukoid, oznaËovan˝ v literatu¯e jako hovÏzÌ
α1-kysel˝ glykoprotein39. Pro detekci glycidovÈ sloûky ve
fragmentech glykoproteinu po jeho enzymovÈm ötÏpenÌ bylo
pouûito ionizace elektrosprejem (ESI). Elu·t vytÈkajÌcÌ z chro-
matografickÈho sloupce tenkou kovovou kapil·rou byl ˙Ëin-
kem silnÈho elektrickÈho pole p¯emÏnÏn v jemnou mlhu mno-
hon·sobnÏ nabit˝ch Ë·steËek. Po odpa¯enÌ rozpouötÏdla byly
ionty zavedeny do prvnÌho MS analyz·toru, kter˝ rozdÏlil
proud iont˘ na mate¯skÈ ionty. Tyto ionty pokraËovaly ve svÈ
dr·ze a vstoupily do kom˘rky s koliznÌm plynem (argonem).
Zde doölo k jejich disociaci na dce¯inÈ ionty (metoda CID).
V literatu¯e je cel˝ uveden˝ postup oznaËov·n jako LC/ES-CID/
MS/MS. Metoda umoûÚuje selektivnÌ detekci glykopeptid˘
vedle peptid˘. U glykopeptid˘ je totiû p¯Ìtomen ion m/z 204
(N-acetylhexosaminov˝ oxoniov˝ ion) a ion m/z 366 (Hex-
HexNAc+). Jako moûnou praktickou aplikaci navrhujÌ auto¯i
studium glykoprotein˘ u nÏkter˝ch onemocnÏnÌ skotu.

V poslednÌ dobÏ se Stubbsovi a spol.40 poda¯ilo p¯eËistit
tetraantennÌ oligosacharidy, p¯ipravenÈ z lidskÈho asialyzova-
nÈho orosomukoidu. Metodou MALDI a protonovou NMR
s velk˝m rozliöenÌm byla urËena polylaktosaminov· extenze
tetraantennÌho glykanu. Autor˘m se osvÏdËila tyrosinami-
dov· derivatizace, kter· umoûnila sestavit oligosacharidovou
knihovnu.

DobrÈ sluûby prok·zala metoda LC/ES p¯i hled·nÌ Ñsialyl
Lewis(x) antigenuì, jehoû umÌstÏnÌ se p¯edpokl·d· na nÏkte-
rÈm z pÏti N-glykosylaËnÌch mÌst molekuly orosomukoidu. P¯i
tÏchto pokusech41byl u ¯ady glykopeptid˘ sledov·n oxoniov˝
ion o m/z 803. Anal˝za uk·zala, ûe antigen je p¯Ìtomen ve
vöech mÌstech obsahujÌcÌch N-glykopeptidy.

Protoûe je st·le ûiv· problematika vazby lÈk˘ na orosomu-
koid, byly modifikov·ny histidiny a tyrosiny diethylpyrokar-
bon·tem41. Metody (HPLC-ESI/MS) a MALDI uk·zaly na
rozdÌlnost v reaktivitÏ histidinu 97 a histidinu 100. Byly takÈ
modifikov·ny lysiny v z·vislosti na pH. Podle autor˘ m˘ûe
b˝t v˝sledk˘ vyuûito pro navrûenÌ experiment˘ pro posouzenÌ
vazby nÏkter˝ch lÈËiv na uvedenÈ aminokyseliny.

HmotnostnÌ spektrometrie se uk·zala jako velmi dobr·
a relativnÏ rychl· metoda pro urËov·nÌ struktury oligosacha-
ridovÈ Ë·sti glykoprotein˘, p¯iËemû mnoûstvÌ l·tky pot¯ebnÈ
ke studiu je p¯itom velice malÈ.

5. VibraËnÌ Ramanova optick· aktivita

P¯i RamanovÏ spektroskopii doch·zÌ p¯i excitaci molekul
laserov˝m z·¯enÌm ke vzniku rozpt˝lenÈho z·¯enÌ o vlnov˝ch
dÈlk·ch kratöÌch i delöÌch neû je intenzivnÌ z·¯enÌ excitaËnÌ.
RozdÌly mezi vlnoËty excitaËnÌho z·¯enÌ a jednotliv˝ch vlnoË-
t˘ z·¯enÌ rozpt˝lenÈho (tzv. Raman˘v posun) odpovÌdajÌ p¯e-
chod˘m ve vibraËnÏ-rotaËnÌch stavech molekuly. Tento kla-
sick˝ Raman˘v jev byl doplnÏn metodou vibraËnÌ Ramanovy
optickÈ aktivity (VROA), oznaËovanÈ takÈ jako Ramanova
optick· aktivita55,56 (ROA). P¯i technice ROA se mÏ¯Ì malÈ
rozdÌly v RamanovÏ rozptylu pravÈ a levÈ sloûky kruhovÏ

polarizovanÈho excitaËnÌho laserovÈho z·¯enÌ. Je tedy ROA
blÌzk· technice vibraËnÌho cirkul·rnÌho dichroismu (VCD).

ROA spektra poskytujÌ informaci o roztokovÈ struktu¯e
biopolymer˘57, vËetnÏ glykoprotein˘58. Zkoum·nÌ terci·rnÌ
struktury a dynamiky protein˘ je moûnÈ u nativnÌch i rozvinu-
t˝ch molekul. U glykoprotein˘, jako je nap¯. orosomukoid, se
dajÌ zÌskat informace jak o peptidovÈ tak cukernÈ Ë·sti mole-
kuly. Mimoto je moûno ze spekter vyËÌst vz·jemnÈ ovliv-
Úov·nÌ obou sloûek a posoudit stabilitu molekuly. Se spektrem
orosomukoidu se m˘ûeme setkat v pr·ci Barrona et al.57, kte¯Ì
pouûili metodu s uspo¯·d·nÌm zpÏtnÈho rozptylu (Backscat-
tered Raman). Ostrost nÏkter˝ch ROA maxim (ROA p·s˘)
ukazuje na nezvyklou rigiditu tohoto glykoproteinu (obr. 5).
Z öirokÈho pozitivnÌho maxima p¯i 1060 cm-1 a velmi ostrÈho
pozitivnÌho maxima p¯i 1308 cm-1se d· soudit na vysok˝ obsah
struktury typu beta skl·danÈho listu a nÌzk˝ obsah alfa örou-
bovice. Rozvoj metody ROA po instrument·lnÌ i teoretickÈ
str·nce vytv·¯Ì perspektivu zÌsk·nÌ dalöÌch ˙daj˘ o terci·rnÌ
struktu¯e biopolymer˘ ve vodn˝ch roztocÌch.

DalöÌ moûnostÌ vyuûitÌ Ramanova jevu ke zkoum·nÌ oro-
somukoidu je metoda SERS (Surface-Enhanced Raman Spec-
troskopy).Touto metodou studujÌ zbytky kyseliny sialovÈ v mo-
lekule orosomukoidu aû do koncentrace 10-6mol.dm-3 a to jak
v molekul·ch izolovan˝ch z norm·lnÌch sÈr tak z ascitickÈ
kapaliny pacient˘ trpÌcÌch zhoubn˝mi n·dory59.

6. Metody spektroskopickÈ (TPDS, CD)

Spektrofotometrie bÌlkovin v ultrafialovÈ oblasti je zalo-
ûena na poznatku, ûe aromatickÈ aminokyseliny ( tyrosin,
tryptofan, fenylalanin ) absorbujÌ ultrafialovÈ z·¯enÌ v oblasti
240 aû 300 nm. Tato skuteËnost byla uplatnÏna p¯i urËenÌ
absorpËnÌho koeficientu1,3 orosomukoidu E280 (1 %) = 8,9
a mol·rnÌ absorptivity ε278 = 3,57.106 m2.mol-1.

VÏtöÌ informace o aromatick˝ch aminokyselin·ch poskyt-
la metoda TPDS (Temperature Perturbation Difference Spec-
trophotometry) a derivaËnÌ spektroskopie. P¯i tÈto metodÏ se

Obr. 5. ÑBackscatteredì Ramanovo spektrum (a), RAO spektrum
(b) orosomukoidu v acet·tovÈm pufru. IR a IL ñ intenzita pravo-
a levotoËivÈ sloûky z·¯enÌ, v ñ vlnoËet v cm-1. Podle Barrona et al.45
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mÏ¯Ì rozdÌl absorbance mezi dvÏma kyvetami, naplnÏn˝mi
roztoky o stejnÈ koncentraci. P¯i mÏ¯enÌ je jedna kyveta udr-
ûov·na na konstantnÌ teplotÏ, zatÌmco teplota v druhÈ kyvetÏ
je postupnÏ zvyöov·na. Po kaûdÈm zv˝öenÌ teploty je zazna-
men·no absorpËnÌ spektrum.

Metodou TPDS bylo zjiötÏno48, ûe molekula orosomuko-
idu obsahuje Ëty¯i pro rozpouötÏdlo p¯ÌstupnÈ (volnÈ) tyrosyly
zatÌmco zb˝vajÌcÌch osm tyrosyl˘ je maskov·no v hydro-
fobnÌm j·dru molekuly. PoËet exponovan˝ch tryptofylov˝ch
zbytk˘ byl nalezen blÌzk˝ jedniËce (z celkovÈho poËtu t¯Ì
tryptofyl˘). ExpozicÌ tyrosyl˘ orosomukoidu se d·le zab˝vali
Jan·Ëkov· a Karpenko49 p¯i studiu term·lnÌ stability tÈto bÌlko-
viny. Tito auto¯i zjistili spektrofotometrickou titracÌ t¯i druhy
tyrosyl˘50, jejichû poËet (n1 = 3, n2 = 7, n3 = 2 ) je v souhlase
s hodnotami v jejich p¯edchozÌ pr·ci51.

SouËasn· technika dovoluje zÌskat derivaËnÌ spektra52 nu-
merickou derivacÌ. NejvÏtöÌho uplatnÏnÌ naöla p¯edevöÌm deri-
vaËnÌ spektra ËtvrtÈho ¯·du. Touto technikou byly u orosomu-
koidu v oblasti 245 aû 300 nm pozorov·ny dva v˝raznÏ kladnÈ
a dva z·pornÈ pÌky53 (obr. 6). Pro posouzenÌ uloûenÌ zbytk˘
aromatick˝ch aminokyselin v molekule orosomukoidu m·
p¯edevöÌm v˝znam pozitivnÌ pÌk p¯i 250 nm, p¯ÌsluöejÌcÌ zbyt-
k˘m fenylalaninu. Interpretace derivaËnÌho spektra uk·zala,
ûe 1 aû 2 zbytky fenylalanin˘ z celkovÈho poËtu 12 jsou
exponov·ny vodou jako rozpouötÏdlem.

Orosomukoid byl takÈ zkoum·n metodou cirkul·rnÌho
dichroismu  (CD) a optickÈ rotaËnÌ disperze (ORD), kterÈ
d·vajÌ obraz sekund·rnÌ struktury. Ve staröÌ pr·ci nalezli Yam-
agami a Schmid54 8 % alfa-helixu, 60 % beta struktury a 10 %
beta ohybu II. typu. V dalöÌch pracÌch za zlepöen˝ch experi-
ment·lnÌch a interpretaËnÌch podmÌnek byl up¯esnÏn obsah
alfa-helixu na hodnotu kolem 20 %. K tÈto hodnotÏ se p¯iblÌûili

Aubert a Loucheux-Lefebvre55, kte¯Ì mÏ¯enÌm i predikcÌ ud·-
vajÌ shodnÏ 21 % alfa-helixu. Stejn· hodnota se d· odeËÌst takÈ
z obr·zku v pr·ci56, pojedn·vajÌcÌ o vlivu methanolu na struk-
turu orosomukoidu. CD spektrum ORS ve fosf·tovÈm pufru
s charakteristick˝m intenzivnÌm negativnÌm pÌkem je v pr·ci
KodÌËka et al.57

DalöÌ metodou bylo mÏ¯enÌ fluorescence a zvl·ötÏ pak
ËasovÏ rozliöenÈ fluorescence. U orosomukoidu metoda piko-
sekundovÈ fluorescence umoûnila odhadnout p¯Ìstupnost tryp-
tofylov˝ch zbytk˘58 a to v souhlase s v˝sledky zÌskan˝mi
TPDS.

Vzhledem k relativnÌ jednoduchosti spektroskopick˝ch
metod a jejich dalöÌmu rozvoji se d· v blÌzkÈ budoucnosti
poËÌtat s praktick˝mi aplikacemi v biochemii a lÈka¯stvÌ.

7. Z·vÏr

Fyzik·lnÏ-chemickÈ metody rozöÌ¯ily a zp¯esnily poznat-
ky o struktu¯e orosomukoidu. Na z·kladÏ rezonance vodÌk˘
na cukern˝ch zbytcÌch byly modernÌmi NMR metodami urËe-
ny typy antÈnnÌch struktur jednotliv˝ch oligosacharid˘. MÈnÏ
˙spÏön· byla NMR p¯i studiu orosomukoidu v krevnÌ plazmÏ,
kde je moûno stanovit jeho koncentraci avöak bez urËenÌ jeho
mikroheterogenity. Metody hmotnostnÌ spektrometrie, uûÌva-
jÌcÌ ionizaËnÌch metod jako je MALDI a ESI, umoûnily po
enzymovÈ a  chemickÈ  ˙pravÏ  studovat jak cukernou, tak
peptidickou Ë·st molekuly orosomukoidu. Dokonal· technika
hmotnostnÌ spektrometrie dovolila pracovat s pikogramov˝m
mnoûstvÌm  vzork˘.  RozliöenÌ jednotliv˝ch  oligomer˘, po-
t¯ebnÈ pro posouzenÌ vztahu mezi strukturou orosomukoidu
a klinick˝m stavem pacienta, vyûaduje prozatÌm pomÏrnÏ n·-
roËnou enzymovou a chemickou modifikaci, n·sledovanou
chromatografick˝m dÏlenÌm. Z dalöÌch metod je pro studium
terci·rnÌ struktury perspektivnÌ metoda ROA a ORD. Spek-
troskopickÈ metody umoûnily citlivÏ posuzovat postavenÌ aro-
matick˝ch aminokyselin v molekule orosomukoidu. Tato sku-
pina metod, vzhledem ke svÈ relativnÌ aparaturnÌ jednodu-
chosti, se jevÌ jako perspektivnÌ pro bliûöÌ pozn·nÌ peptidickÈ
Ë·sti molekuly orosomukoidu, nap¯. z hlediska jeho hydrofob-
nÌch interakcÌ.
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1. ⁄vod

Sacharidy tvo¯Ì vÏtöinu organick˝ch materi·l˘ na Zemi.
HrajÌ roli ve vöech form·ch ûivota, jako z·soba a zdroj energie
a metabolickÈ meziprodukty. Tvo¯Ì z·klady struktury bunÏË-
n˝ch stÏn rostlin, hub a bakteriÌ. PoslednÌ studia ukazujÌ, ûe
hrajÌ takÈ d˘leûitou roli v procesech bunÏËnÈho rozpozn·v·nÌ.
OvlivÚujÌ konformace, metabolismus i biologickou aktivitu
molekul glykoprotein˘ a glykolipid˘. Z tÏchto d˘vod˘ vzr˘st·
z·jem o anal˝zy sacharid˘, a to jak o relativnÏ jednoduch·
stanovenÌ jednotliv˝ch monosacharid˘, tak o rozliöenÌ mikro-
heterogenit oligosacharid˘. Ty mohou nap¯Ìklad ovlivnit bez-
peËnost a ˙Ëinnost terapeutick˝ch glykoprotein˘ jako je ery-
tropoietin nebo tk·Úov˝ typ plazminogenovÈho aktiv·toru,
nebo lÈk˘ zaloûen˝ch na sacharidickÈ sloûce jako tetrasacha-
rid sialyl Lewisx. Ten zprost¯edkov·v· vazbu bÌl˝ch krvinek

na specifickÈ receptory v cÈv·ch a jejich n·sledn˝ pohyb
z krevnÌho ¯eËiötÏ ke tk·nÌm, stejnÏ jako betafectin, kter˝ je
rozezn·v·n neutrofily a spouötÌ imunitnÌ odezvu proti nemo-
cÌm p˘soben˝m viry nebo kvasinkami1.

StanovenÌ sacharid˘ je komplikov·no jejich izomeriÌ. Jen
monosacharid˘ existuje vÌce neû 100, mohou zaujÌmat r˘znÈ
konformace a mohou b˝t v·z·ny t¯emi aû Ëty¯mi r˘zn˝mi
zp˘soby k monosacharid˘m jin˝m. NavÌc typ glykosidickÈ
vazby m˘ûe b˝t buÔ v α nebo β konfiguraci. T¯i r˘znÈ monosa-
charidy mohou tedy tvo¯it vÌce neû 1000 trisacharid˘. Struk-
tury oligo- a polysacharid˘ mohou b˝t buÔ line·rnÌ, cyklickÈ
nebo vÏtvenÈ. D·le sacharidy obsahujÌ substituenty jako pyru-
v·tovÈ, acet·tovÈ, fosf·tovÈ a sulf·tovÈ estery, methylethery,
aminoskupiny a dalöÌ.

Existence velkÈho mnoûstvÌ r˘zn˝ch typ˘ sacharid˘, kterÈ
se od sebe Ëasto jen velmi m·lo liöÌ, znesnadÚuje identifikaci
jednotliv˝ch sacharid˘ ve smÏsÌch. NavÌc jsou velmi pol·rnÌ
a netÏkavÈ, postr·dajÌ snadno ionizovatelnÈ skupiny a vÏtöina
z nich neabsorbuje v analyticky vyuûitelnÈ oblasti svÏtelnÈho
spektra ani nefluoreskuje, coû br·nÌ citlivÈ detekci1.

Metod pro stanovenÌ sacharid˘ bylo vyvinuto nÏkolik.
Pat¯Ì mezi nÏ NMR spektroskopie, hmotnostnÌ spektrometrie,
r˘znÈ chromatografickÈ a elektroforetickÈ techniky. Jako
vhodn· separaËnÌ technika m˘ûe b˝t pouûita kapalinov· chro-
matografie a elektroforÈza (kapil·rnÌ, nebo v polyakrylami-
dovÈm gelu). NejvhodnÏjöÌ z kapalinov˝ch chromatografiÌ se
jevÌ vysoce ˙Ëinn· ionexov· chromatografie s pulsnÌ ampe-
rometrickou detekcÌ (HPIC PAD). PomocÌ tÈto techniky jsou
detegov·ny redukujÌcÌ i neredukujÌcÌ sacharidy bez chemickÈ
derivatizace a citlivost je niûöÌ neû 50 nM, navÌc se sacharidy
neinteraguje vÏtöina anorganick˝ch iont˘ a karboxylov˝ch
kyselin2. PomocÌ tÈto metody mohou b˝t separov·ny l·tky
liöÌcÌ se jednou z vazeb3, jako maltosa, isomaltosa a cellobiosa,
nebo maltooligosacharidy aû do stupnÏ polymerace 30.

StejnÏ tak kapil·rnÌ elektroforÈza je vhodn· alternativa pro
stanovenÌ mono a oligosacharid˘ i fragment˘ glykoprotein˘.
DÌky jejÌ velkÈ ˙Ëinnosti m˘ûeme v kr·tkÈm separaËnÌm Ëase
dos·hnout vysokÈho rozliöenÌ a reprodukovatelnÈ mikrokvan-
tifikace. V˝hodn· je nepatrn· spot¯eba vzorku ñ detekËnÌ
limity se pohybujÌ ve speci·lnÌch p¯Ìpadech v oblasti piko aû
attomol˘. Proti kapalinovÈ chromatografii je v˝hodn· takÈ
niûöÌ cena za¯ÌzenÌ. Kapil·rnÌ elektroforÈza m· ale takÈ nev˝-
hody: nÌzkou kapacitu p¯i preparacÌch, nebezpeËÌ ucp·nÌ kapi-
l·ry, nÌzkou reprodukovatelnost anal˝zy p¯i r˘zn˝ch koncen-
tracÌch solÌ ve vzorcÌch1.P¯ehlednÈ pr·ce na toto tÈma napsali
El Rassi a Mechref4, El Rassi5 a Oefner a Scherz1.

Pro stanovenÌ sacharid˘ pomocÌ kapil·rnÌ elektroforÈzy je
nutnÈ zajistit, aby sacharidy byly nabitÈ a detegovatelnÈ. NÏ-
kterÈ sacharidy n·boj majÌ, jsou to: aldonovÈ kyseliny, urono-
vÈ kyseliny, sialovÈ kyseliny, aminosacharidy a sacharidy
sloûenÈ ze sulfatovan˝ch sacharid˘, jako chondroitin, derma-
tan, keratan a heparin5. Neutr·lnÌm sacharid˘m je moûnÈ n·boj
udÏlit zv˝öenÌm pH do silnÏ alkalickÈ oblasti, kde doch·zÌ
k jejich disociaci, vytvo¯enÌm komplex˘ sacharid˘ s ionty,
nebo derivatizacÌ5.

Sacharidy je moûnÈ detegovat elektrochemicky pomocÌ
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oxidace na povrchu kovov˝ch elektrod. U detekce v optickÈ
oblasti m·me nÏkolik moûnostÌ. NÏkterÈ sacharidy absorbujÌ
v UV oblasti, pro neabsorbujÌcÌ pouûijeme nep¯Ìmou detekci
(do roztoku p¯id·me l·tku, kter· absorbuje p¯i urËitÈ vlnovÈ
dÈlce, v zÛnÏ analytu je tato l·tka vytÏsnÏna a na z·znamu
nalezneme negativnÌ pÌk), nebo derivatizacÌ p¯ipravÌme deri-
v·ty sacharid˘ absorbujÌcÌ v ultrafialovÈ/viditelnÈ oblasti, ne-
bo fluoreskujÌcÌ4.

2. Elektrolyty pro kapil·rnÌ elektroforÈzu
sacharid˘

2 . 1 . E l e k t r o f o r È z a v s i l n Ï a l k a l i c k È m
e l e k t r o l y t u ( v p ¯ Ì t o m n o s t i
e l e k t r o o s m o t i c k È h o t o k u )

Po¯adÌ migrace sacharid˘ je z·vislÈ na stupni ionizace.
Sacharidy, kterÈ disociujÌ nejmÈnÏ, dos·hnou detektoru jako
prvnÌ, protoûe majÌ menöÌ schopnost migrovat proti elektroos-
motickÈmu toku v nepokrytÈ k¯emennÈ kapil·¯e. Rychlost
elektroosmotickÈho toku je o ¯·d vyööÌ, neû rychlost elektromi-
grace. DisociaËnÌ konstanty sacharid˘ jsou v rozmezÌ 10-12ñ
10-14 (viz tabulka I) (cit.5). Jako elektrolyty se pouûÌvajÌ roz-
toky hydroxid˘6 sodn˝ch, draseln˝ch a lithn˝ch o pH vyööÌm
neû 12.

RedukujÌcÌ sacharidy jsou ionizov·ny lÈpe, coû je zp˘so-
beno kysel˝m charakterem poloacet·lovÈ skupiny7. Z tabul-
ky I m˘ûeme odvodit, ûe s rostoucÌm poËtem hydroxylov˝ch
skupin roste acidita sacharid˘. P¯Ìtomnost intramolekul·rnÌ
vodÌkovÈ vazby mezi hydroxylov˝mi skupinami a aniontem
kyslÌku m˘ûe vÈzt ke zmÏn·m kyselosti, vodÌkovÈ m˘stky
nap¯Ìklad stabilizujÌ vazbou vznikajÌcÌ iontov˝ n·boj. To vy-
svÏtluje niûöÌ kyselost a vyööÌ mobilitu deoxy-D-ribosy v po-
rovn·nÌ s D-ribosou, protoûe aniontov˝ kyslÌk na C1 je schop-
n˝ vazby s p¯ilehlou hydroxylovou skupinou na C2 u D-ribosy,
takov· vazba nem˘ûe existovat u deoxy-slouËenin5.

2 . 2 . K o m p l e x y s a c h a r i d ˘ s i o n t y

Sacharidy tvo¯Ì komplexy s anionty i kationty. Z aniont˘
se nejËastÏji pouûÌv· komplexace bor·ty, moûnÈ je vytvo¯it
i komplexy sacharid˘ s germananem9, cÌniËitanem10, arseni-
tanem11, molybdenanem12, wolframanem10 nebo vanadiËna-
nem13. Z kationt˘ jsou nejËastÏji pouûÌv·ny v·penatÈ14, lan-
thanitÈ15 a mÏÔnatÈ16 kationty.

2.2.1. Komplexy sacharid˘ s bor·ty

Ve vodnÈm prost¯edÌ se kyselina borit· chov· jako Lewi-
sova kyselina:

B(OH)3 + OHñ → B

V alkalickÈ oblasti je rovnov·ha tÈto reakce silnÏ posunuta
doprava. Z tohoto d˘vodu reagujÌ sacharidy s tetrahydrobo-
r·tov˝m aniontem a tvo¯Ì n·sledujÌcÌ komplexy17 (obr. 1).

Struktura sacharid˘ poskytuje moûnost tvorby r˘zn˝ch
forem, jak je z¯ejmÈ ze schÈmatu 1 na p¯Ìkladu glukosy. Ve
vodnÈm roztoku se vyskytujÌ jak line·rnÌ forma glukosy, tak
cyklickÈ formy s pÏtiËetn˝m i öestiËetn˝m cyklem5.

Tabulka I
IonizaËnÌ konstanty (hydroxylov˝ch skupin) sacharid˘ ve vo-
dÏ8 p¯i 25 ∞C

SlouËenina pKa SlouËenina pKa

2-Deoxyglukosa 12,52 glycerol 14,40
2-Doxyribosa 12,67 laktosa 11,98
D-Arabinosa 12,43 maltosa 11,94
D-Fruktosa 12,03 D-glukosa 12,35
D-Galaktosa 12,35 D-lyxosa 12,11
D-Glucitol 13,57a D-manitol 13,50a

D-Manosa 12,08 rafinosa 12,74a

D-Ribosa 12,21 sacharosa 12,51
D-Xylosa 12,29

a MÏ¯eno p¯i 18 ∞C
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–

Obr. 1. Tvorba bor·tov˝ch komplex˘ se sacharidy
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JednotlivÈ formy se liöÌ sv˝mi vlastnostmi a to hlavnÏ
schopnostÌ komplexace. Je zn·mÈ, ûe furanosovÈ a line·rnÌ
formy tvo¯Ì silnÏjöÌ bor·tovÈ komplexy18. Ke tvorbÏ komplex˘
doch·zÌ, pokud hydroxylovÈ skupiny sacharid˘ jsou vhodnÏ
situovanÈ, tj. pokud je vzd·lenost kyslÌk˘ v molekule sacha-
ridu stejn· jako je vzd·lenost kyslÌk˘ v molekule bor·tu. Proto
jsou threo-1,2-dioly stabilnÏjöÌ neû erytro-1,2-dioly, syn-1,3-
-dioly neû anti-1,3-dioly, 1,2-dioly jsou stabilnÏjöÌ neû 1,3-
-dioly17. Stabilita komplex˘ je zvyöov·na poËtem hydroxy-
lov˝ch skupin.

Komplexace je ovlivnÏna substituenty sacharid˘, z·visÌ na
n·boji a lokalizaci substituent˘. V p¯ÌpadÏ z·pornÏ nabit˝ch
substituent˘ poklesne komplexace z d˘vodu coulombickÈ re-
pulse19. Ve vodn˝ch roztocÌch vedle sebe koexistujÌ mono
a dikomplexy20. PomÏr jejich koncentracÌ je z·visl˝ na kon-
centraci bor·t˘ a polyol˘, pozici hydroxylov˝ch skupin v po-
lyolech a na p¯Ìtomnosti substituent˘. Za bÏûn˝ch podmÌnek,
p¯i kter˝ch se elektroforÈza prov·dÌ, p¯evl·dajÌ monokom-
plexy. Na elektroferogramu tvo¯Ì smÏs mono a dikomplex˘
jeden pÌk, protoûe tvorba dikomplex˘ z monokomplex˘ je
dynamick·5.

Tvorba bor·tov˝ch komplex˘ se sacharidy z·visÌ na pH,
a to pro r˘znÈ sacharidy r˘znÏ. Optim·lnÌ pH je v oblasti
10ñ11(cit.21). PomocÌ tvorby komplex˘ m˘ûeme separovat
r˘znÈ mono a disacharidy, ale takÈ homolognÌ oligoglukany,
kterÈ se navz·jem liöÌ pouze typem interglykosidickÈ vazby
jako α-(1-3) v·zanÈ laminariny, α-(1-6)isomaltoso a β-(1-
-4)celooligosacharidy22. Komplexace bor·ty umoûÚuje takÈ
separace z·vislÈ na velikosti zaloûenÈ na rozdÌlech v pomÏru
n·boj/hmotnost. N·boj je stejn˝ pro vöechny oligoglukany,
nez·visl˝ na velikosti z d˘vodu ionizace jednÈ ze t¯Ì hydroxy-
lov˝ch skupin bor·tu (pKa = 9,14), elektroforetick· mobilita
kles· s rostoucÌ molekulovou velikostÌ23.

D·le bylo zjiötÏno, ûe zv˝öenÌ teploty anal˝zy zlepöÌ ˙Ëin-
nost rozliöenÌ a zkr·tÌ dobu anal˝zy24. Zvl·öù v˝raznÏ je tento
jev zn·t na separaci glukosy a xylosy v bor·tovÈm elektrolytu.
P¯i teplotÏ 20 ∞C trv· anal˝za vÌce neû 40 minut a glukosa
a xylosa koeluujÌ v jednom öirokÈm pÌku, p¯i teplotÏ 60 ∞C trv·
anal˝za 20 minut a glukosa a xylosa jsou rozliöeny na z·kladnÌ
linii. HlavnÌ d˘vod tohoto jevu je, ûe se zv˝öenou teplotou se
sacharidy vyskytujÌ vÌce v otev¯en˝ch form·ch a ty se ˙ËastnÌ
komplexace lÈpe neû formy cyklickÈ21. (P¯i 60 ∞C je v roztoku
4◊ vÌce cyklick˝ch forem neû p¯i 20 ∞C.)

K detekci se vyuûÌv· skuteËnosti, ûe bor·tovÈ komplexy
majÌ vyööÌ absorpËnÌ koeficient p¯i 195 nm neû samotnÈ sacha-
ridy24.

2.2.2. Komplexy sacharid˘ s kovy

NejstabilnÏjöÌ komplexy tvo¯Ì trojmocnÈ kationty, kom-
plexy s dvojmocn˝mi kationty jsou slaböÌ a nejmÈnÏ silnÈ
komplexy vznikajÌ s jednomocn˝mi kationty7. Pro stabilitu
komplexu je d˘leûit˝ iontov˝ polomÏr kationtu. NejlÈpe kom-
plexujÌ kationty s iontov˝m polomÏrem 100ñ110 pm, nap¯Ì-
klad5 Ca2+ nebo La3+.

Siln· tvorba komplex˘ je u sacharid˘ s uspo¯·d·nÌm hy-
droxylov˝ch skupin axi·lnÌñekvatori·lnÌñaxi·lnÌ25 a 1,3,5-tri-
axi·lnÌ u öestiËetn˝ch kruh˘. U pÏtiËetn˝ch kruh˘ je to cis,cis-
-1,2,3-triolovÈ seskupenÌ v konformaci twist15.

NÏkterÈ slouËeniny nemajÌ añeña sekvenci ve stabilnÏjöÌ
konformaci, ale m˘ûou ji mÌt v konformaci mÈnÏ stabilnÌ (viz

schÈma 2). TakovÈ sacharidy s kovy tvo¯Ì takÈ komplexy, kterÈ
jsou vöak slaböÌ15.

Tvorby komplexu se nejËastÏji  ˙ËastnÌ  3  hydroxylovÈ
skupiny, komplexy vznikajÌ i se Ëty¯mi nebo dvÏma hydroxy-
lov˝mi skupinami15. SystÈmy s kationty jako komplexaËnÌ-
mi Ëinidly poskytujÌ jinou selektivitu, neû elektrolyty bor·to-
vÈ. RozliöenÌ je ale ve vÏtöinÏ p¯Ìpad˘ horöÌ neû v p¯ÌpadÏ
bor·t˘5.

3. Kapil·rnÌ kolona

Pro kapil·rnÌ elektroforÈzu sacharid˘ se pouûÌv· zpravidla
nepokryt· k¯emenn· kapil·ra. Vnit¯nÌ pr˘mÏr kapil·ry se po-
hybuje od 10 do 75 µm, celkov· dÈlka kapil·ry b˝v· 25 aû
80 cm, efektivnÌ dÈlka (dÈlka po detekËnÌ okÈnko) 20 aû
50 cm. NejËastÏji jsou pouûÌv·ny kapil·ry vyr·bÏnÈ firmou
Polymicro Technology, Phoenix, USA, nebo Chromatogra-
phie Service, Langerwehe, SRN.

ElektroforÈza sacharid˘ ve vodn˝ch roztocÌch (bor·to-
v˝ch nebo roztocÌch NaOH) se prov·dÌ v nepokrytÈ kapil·¯e,
protoûe vÏtöina pokrytÌ podlÈh· hydrolytickÈ degradaci p¯i
pH > 8,5. Sacharidy tvo¯Ì v alkalickÈm pH nebo s bor·ty
anionty, kterÈ jsou odpuzov·ny od z·pornÏ nabitÈho povrchu
kapil·ry, takûe nedoch·zÌ k jejich adsorpci na kapil·rnÌ stÏnu.
Pokud vöak prov·dÌme stanovenÌ v re·ln˝ch vzorcÌch, doch·zÌ
k adsorpci kationtov˝ch kontaminant˘ na povrch kapil·ry, to
m˘ûe vÈzt k nereprodukovatelnosti stanovenÌ. P¯i stanovenÌ
glykokonjug·t˘ jako glykoprotein˘ a glykopeptid˘ je pokrytÌ
kapil·ry nutnÈ, tyto l·tky jsou totiû mnohon·sobnÏ nabitÈ a p¯i
vysokÈm pomÏru povrch/objem u kapil·ry majÌ glykokonju-
g·ty silnou schopnost nav·zat se na stÏnu. TakÈ p¯i stanovenÌ
deriv·t˘ sacharid˘ jsou pouûÌv·ny pokrytÈ kapil·ry. Lze s nimi
dos·hnout vÏtöÌ ˙Ëinnosti separacÌ5.

PrvnÌ metoda pro pokr˝v·nÌ kapil·r byla pops·na Hjer-
tÈnem26, kter˝ modifikoval sklenÏnÈ nebo k¯emennÈ trubiËky
nezesÌùovan˝m polyakrylamidem. To vede k tvorbÏ mono-
molekul·rnÌ vrstvy kovalentnÏ p¯ipojenÈ ke kapil·¯e siloxano-
vou vazbou. Toto pokrytÌ m· slabou hydrolytickou stabilitu
p¯i vysokÈm pH.

Nebo byl polyakrylamidov˝ povlak p¯ipojen ke stÏnÏ ka-
pil·ry SiñC vazbou27. Takov˝ povlak vykazuje vÏtöÌ stabilitu
a reprodukovatelnost v rozsahu pH 2 aû 10,5. Huang a spol.28

imobilizovali polyakrylamid p¯es 7-oct-1-enyl-trimetoxysilan
mÌsto pouûÌvanÈho 3-methylakryloxypropyltrialkoxysilanu.
Tato vrstva ze zesÌùovanÈho siloxanu je vÌce stabilnÌ. Nasha-
beh a El Rasi29 pokryli kapil·ry polyetherov˝m povlakem, ty
vykazujÌ vysokou separaËnÌ ˙Ëinnost pro r˘znÈ biopolymery.
Smith a El Rasi p¯ipravili povlak, kter˝ mÏnÌ elektroosmotick˝
tok z anodickÈho na katodick˝ v z·vislosti na pH pouûitÈho
pufru30. Povrch kapil·r se skl·d· z nezreagovan˝ch siloxa-
nov˝ch skupin, vrstvy pozitivnÏ nabit˝ch kvartÈrnÌch amonio-
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v˝ch funkcÌ a vrchnÌ hydrofilnÌ vrstvy polyetherovÈho ¯etÏzce.
Z d˘vodu p¯Ìtomnosti pozitivnÏ i negativnÏ nabit˝ch skupin
(kvartÈrnÌch amoniov˝ch a nezreagovan˝ch silanolov˝ch sku-
pin) se n·boj povlaku m˘ûe mÏnit z kladnÈho na z·porn˝ se
zmÏnou pH.

V jin˝ch laborato¯Ìch byly p¯ipraveny dalöÌ povlaky: po-
lyvinylpyrolidinov˝31, polyethylenglykolov˝32, maltosov˝33,
arylpentafluorov˝34, polyethyleniminov˝35, hydrofobnÏ nav·-
zan· C18 s adsorbovan˝m neiontov˝m tenzidem36, poly(me-
thylglutam·tov˝)37, z polymernÌho epoxidu38, s nav·zan˝m α-
-laktalbuminem (amfoternÌ protein)39, polyvinylalkoholov˝40

a celulosov˝41.

4. Detekce sacharid˘

4 . 1 . D e t e k c e n e d e r i v a t i z o v a n ˝ c h
s a c h a r i d ˘

4.1.1. P¯Ìm· detekce sacharid˘ v UV oblasti

JednoduchÈ sacharidy jako je glukosa, fruktosa a sacharo-
sa je moûnÈ detegovat p¯Ìmo p¯i 195 nm. ExtinkËnÌ koeficient
se zv˝öÌ, provedeme-li elektroforÈzu v bor·tovÈm pufru24.
Sacharidy obsahujÌcÌ N-acetylglukosamin, N-acetylgalaktos-
amin a zbytky kyseliny sialovÈ je moûno detegovat p¯i 200 nm
(cit.42) nebo 185 nm (cit.43). Detekce p¯i tÈto vlnovÈ dÈlce nenÌ
p¯Ìliö selektivnÌ, protoûe vöechny l·tky obsahujÌcÌ aminosku-
pinu vykazujÌ silnou absorpci ve vzd·lenÈ ultrafialovÈ oblasti.
KyselÈ di- a oligosacharidy vzniklÈ z glykosaminoglykan˘ je
moûno detegovat44 p¯i 232 nm. ProblÈmem je, ûe elektrolyt
nem˘ûe obsahovat aditiva absorbujÌcÌ v tÈto oblasti spektra.
Takov· je ovöem vÏtöina bÏûn˝ch aditiv.

4.1.2. Nep¯Ìm· detekce

Nep¯Ìm· detekce je pouûÌv·na u l·tek postr·dajÌcÌch d˘le-
ûitÈ fyzik·lnÌ vlastnosti pro p¯Ìmou detekci. Do elektrolytu
p¯id·me aditivum, kterÈ udrûuje konstantnÌ sign·l pozadÌ v de-
tektoru. Kdyû dos·hne detektoru nedetegovateln˝ ion, dojde
k poklesu koncentrace iontu detegovatelnÈho v zÛnÏ analytu,
dojde k poklesu sign·lu pozadÌ a vznikne negativnÌ pÌk. Ne-
p¯Ìm· detekce m˘ûe b˝t prov·dÏn· ve stejnÈm za¯ÌzenÌ jako
detekce p¯Ìm·. V˝hodou nep¯ÌmÈ detekce je, ûe je univerz·lnÌ
a d· se aplikovat na r˘znÈ typy slouËenin bez pot¯eby pre- nebo
post-kolonovÈ derivatizace a ûe jejÌ citlivost je znaËn·. Sacha-
ridy mohou b˝t detegov·ny  v  pikomolov˝ch mnoûstvÌch.
DetekËnÌ limit pro glukosu45 m˘ûe b˝t i 2 pmoly. Tato metoda
je vhodn· p¯edevöÌm pro neredukujÌcÌ sacharidy, kterÈ nemo-
hou b˝t derivatizov·ny45.

Jako aditivum jsou vybÌr·ny jednou nabitÈ chromofornÌ
(nebo fluorofornÌ) ionty s vysokou mol·rnÌ absorptivitou (ne-
bo kvantovou ˙ËinnostÌ), kterÈ neinteragujÌ se stÏnou kapil·ry
ani s analyty a majÌ efektivnÌ elektroforetickou mobilitou
blÌzkou analyt˘m. DÌky tomu, ûe aditiva nesou jeden n·boj,
majÌ dobrÈ ËÌslo p¯emÏny (poËet molekul chromoforu nahra-
zen˝ch jednou molekulou analytu). DÌky p¯ibliûnÏ stejnÈ efek-
tivnÌ mobilitÏ aditiva a analytu nedoch·zÌ k chvostov·nÌ mi-
grujÌcÌho solutu v zÛn·ch. Pro nep¯Ìmou detekci sacharid˘
byla pouûita tato aditiva: kyselina sorbov·46 (254 nm), kyseli-
na 5-sulfosalicylov·44 (214 nm), kyselina 1,2,4-trikarboxy-

benzoov·44 (214 nm), p-nitrofenol47 (400 nm) nebo fluores-
cenËnÌ aditiva: kumarin 343 (cit.48) a fluorescein49.

D˘leûitou podmÌnkou ˙spÏönÈ anal˝zy je najÌt vhodnou
koncentraci aditiva. P¯i vyööÌch koncentracÌch se sniûuje odez-
va, protoûe na detekËnÌ fotodiodu dopadne mÈnÏ svÏtla. P¯i
niûöÌch koncentracÌch citlivost kles· z d˘vodu relativnÏ vyso-
kÈ koncentrace hydroxidov˝ch iont˘, kterÈ nahrazujÌ nabitÈ
molekuly analytu v zÛn·ch. Citlivost detekce neutr·lnÌch sa-
charid˘ je limitov·na, protoûe p¯i pH p¯ibliûnÏ 12 nenÌ kon-
centrace hydroxidov˝ch iont˘ zanedbateln· v˘Ëi koncentraci
detegovatelnÈho iontu45.

4.1.3. Elektrochemick· detekce

Tato detekce je zaloûena na elektrochemick˝ch zmÏn·ch
na povrchu elektrody. V˝hodou metody je, ûe m˘ûe b˝t prov·-
dÏna i ve velmi ˙zk˝ch kapil·r·ch, protoûe citlivost nenÌ
z·visl· na öÌ¯ce kapil·ry4. Citlivost je vysok·, mez detekce je
50 femtomol˘ pro redukujÌcÌ i neredukujÌcÌ sacharidy50. Roz-
liöujeme amperometrickou  detekci p¯i konstantnÌm poten-
ci·lu51 a pulsnÌ amperometrickou detekci52.

Nev˝hodami je, ûe detekci je moûnÈ prov·dÏt pouze p¯i
pH vyööÌm neû 12. D·le detekce vykazuje odezvu i pro l·tky
jinÈ neû sacharidy ñ pro aminokyseliny, peptidy, organickÈ
kyseliny, jednoduchÈ alkoholy, nebo alifatickÈ aminy53.

4 . 2 . D y n a m i c k y z n a Ë e n È s a c h a r i d y

Detekce cyklodextrin˘ se prov·dÌ jako detekce jejich in-
klusnÌch komplex˘ s 2-aminonaftalen-6-sulfonovou kyseli-
nou pomocÌ laserem indukovanÈ fluorescence54 (LIF). Kdyû
proch·zÌ detekËnÌm okÈnkem komplexy, sledujeme zv˝öenou
fluorescenci. Detekce cyklodextrin˘ m˘ûe b˝t takÈ prov·dÏna
pomocÌ tvorby komplex˘ s kyselinou benzoovou. P¯i vzniku
komplex˘ doch·zÌ k posunu absorpce v ultrafialovÈ oblasti
a komplexy mohou b˝t detegov·ny jako pokles absorbance
v zÛn·ch komplex˘55. Podobn˝m zp˘sobem je vyuûÌv·na
tvorba komplex˘ amylosy a amylopektinu s jodem. ModrÈ
komplexy jodu s amylosou nebo amylopektinem jsou dete-
gov·ny p¯i 560 nm (cit. 56).

5. Derivatizace sacharid˘

Derivatizace se prov·dÌ pomocÌ vazby derivatizaËnÌho
Ëinidla na redukujÌcÌ skupiny sacharid˘. DerivatizaËnÌ Ëinidlo
m· zaruËit sacharid˘m citlivou detekci a z·roveÚ n·boj v öi-
rokÈm rozsahu pH, nebo hydrofobnÌ charakter, vyuûiteln˝
v micel·rnÌ elektrokinetickÈ chromatografii. DalöÌ kriteria pro
˙spÏönou derivatizaci jsou: i) vysok˝ v˝tÏûek, ii) tvorba jed-
noduch˝ch produkt˘, iii) nedetegovatelnÈ vedlejöÌ produkty,
iv) minim·lnÌ spot¯eba vzorku p¯i derivatizaci a ËiötÏnÌ, v) mÌr-
nÈ podmÌnky, kterÈ nevedou ke ötÏpenÌ sacharidick˝ch pod-
jednotek bÏhem derivatizace4. Pro derivatizaci redukujÌcÌch
sacharid˘ jsou pouûÌv·ny dva rozdÌlnÈ zp˘soby, poskytujÌcÌ
detekËnÌ limity v rozsahu femto a attomol˘1.

5 . 1 . R e d u k t i v n Ì a m i n a c e

Tento zp˘sob derivatizace je pouûÌv·n nejËastÏji. M˘ûe
b˝t prov·dÏn dvÏma zp˘soby57.
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a) Derivatizace redukujÌcÌch sacharid˘ Ëinidlem s n·slednou
reduktivnÌ aminacÌ.

Nejprve reaguje redukujÌcÌ konec sacharidu s prim·rnÌ
aminoskupinou slouËeniny chromoforu (fluoroforu) za vzniku

Schiffovy b·ze, kter· je n·slednÏ redukov·na kyanoborhy-
dridem sodn˝m viz58 schÈma 3.

VzniklÈ deriv·ty jsou stabilnÌ v alkalickÈm i kyselÈm
prost¯edÌ. Reakce je tÈmÏ¯ kvantitativnÌ a pro monosacharidy

Obr. 2. »inidla pouûÌvan· pro derivatizaci reduktivnÌ aminacÌ
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probÌh· bez neû·doucÌch boËnÌch reakcÌ jako je β-eliminace,
epimerace nebo desialyzace. »inidla pouûÌvan· pro tento zp˘-
sob reduktivnÌ aminace jsou uvedena na (obr. 2).,,,,,,,,,,,,,

b) Derivatizace redukujÌcÌch sacharid˘ po reduktivnÌ aminaci
RedukujÌcÌ sacharid je p¯i tÈto derivatizaci p¯eveden po-

mocÌ amoniaku na 1-amino-1-deoxyderiv·t. Ten muûe reago-
vat se sukcinimidylov˝m esterem 5-karboxytetramethylrod-
aminu (TRSE) nebo s 3-(4-karboxybenzoyl)-2-chinolinkarbo-
xyaldehydem (CBQCA viz58 schÈma 4).

DetekËnÌ limit CBQCA-deriv·tu se uv·dÌ ¯·dovÏ femto aû
attomoly73. »inidlo CBQCA bylo p˘vodnÏ vyvinuto pro citli-
vou detekci aminokyselin a peptid˘. Nev˝hoda tohoto Ëinidla
je p¯esnÏ definovan˝ mol·rnÌ pomÏr sacharidu a Ëinidla, p¯i
kterÈm je moûnÈ zÌskat maxim·lnÌ v˝tÏûek. Nap¯Ìklad mol·rnÌ
v˝tÏûek derivatizace galaktosaminu byl vyööÌ p¯i mol·rnÌm
nadbytku CBQCA 1 aû 2, p¯i pomÏru 0,2 a 5 klesl v˝tÏûek na
1/10. DalöÌ nev˝hodou je derivatizace amin˘ p¯Ìtomn˝ch ve
vzorcÌch, kterÈ interferujÌ v anal˝z·ch a desialyzace p¯i pod-
mÌnk·ch nutn˝ch pro reduktivnÌ aminaci. Ale na rozdÌl od
p¯edchozÌho zp˘sobu derivatizace nenÌ nutnÈ odstraÚovat nad-
bytek Ëinidla, protoûe nezreagovanÈ Ëinidlo nefluoreskuje73.

PodobnÏ je tomu v p¯ÌpadÏ TRSE. »inidlo takÈ reaguje
s nesacharidick˝mi materi·ly. DetekËnÌ limit sacharid˘ je 60
molekul74. Pouûit· Ëinidla jsou na schÈmatu 5.
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5 . 2 . B a z i c k y k a t a l y z o v a n · k o n d e n z a c e
m e z i k a r b o n y l o v o u s k u p i n o u
r e d u k u j Ì c Ì h o s a c h a r i d u a 1 - f e n y l - 3 -
- m e t h y l - 5 - p y r a z o l o n e m ( P M P )
n e b o 1 - ( p - m e t h o x y ) f e n y l - 3 -
- m e t h y l - 5 - p y r a z o l o n e m ( P M P M P )

Pr˘bÏh reakce je zn·zornÏn57 ve schÈmatu 6.
P¯i reakci vznikajÌ bis-PMP nebo bis-PMPMP deriv·ty.

»inidlo PMPMP je vÌce reaktivnÌ a m· o 50 % vyööÌ citlivost
p¯i UV detekci. DÌky p¯Ìtomnosti ketoskupin v pyrazolono-
vÈm kruhu je moûnÈ vyuûÌt takÈ elektrochemickÈ detekce, ta
d·v· line·rnÌ odezvu v rozsahu 0,5ñ200 pmol˘. Kondenzace
je prov·dÏna p¯i alkalick˝ch podmÌnk·ch pH ~8,3. To zname-
n·, ûe nedoch·zÌ k desialyzaci. Nev˝hodou je, ûe pro deriva-
tizaci je t¯eba velk˝ nadbytek Ëinidla, kter˝ m˘ûe interferovat
p¯i anal˝ze. D·le je zde problÈm p¯i skladov·nÌ bis-PMP
a bis-PMPMP deriv·tu, kterÈ jsou v alkalickÈm prost¯edÌ la-
bilnÌ a m˘ûou tvo¯it mono-PMP nebo mono-PMPMP deriv·-
ty75. »inidla PMP a PMPMP jsou zn·zornÏna ve schÈmatu 7.

5 . 3 . D e r i v a t i z a c e s a c h a r i d ˘
s k a r b o x y l o v o u s k u p i n o u

Pro karboxylovanÈ sacharidy se pouûÌv· derivatizace ami-
ny v p¯Ìtomnosti karbodiimidu76. Reakce je zn·zornÏna ve
schÈmatu 8.

6. VyuûitÌ kapil·rnÌ elektroforÈzy sacharid˘
v praxi

Jak bylo pops·no v ˙vodu, m· kapil·rnÌ elektroforÈza
sacharid˘ öirokÈ uplatnÏnÌ v r˘zn˝ch oborech: lÈka¯stvÌ, far-
macii, zemÏdÏlstvÌ, potravin·¯stvÌ atd. Naöe laborato¯ se spe-
cializuje zejmÈna na stanovenÌ sacharid˘ v potravin·ch, proto
bude n·sledujÌcÌ kapitola zamÏ¯ena na tuto problematiku.

6 . 1 . S t a n o v e n Ì m o n o - , d i - a t r i s a c h a r i d ˘

a) NederivatizovanÈ mono-, di- a trisacharidy
Aby bylo sacharid˘m umoûnÏno migrovat v elektrickÈm

poli je t¯eba pouûÌt speci·lnÌ elektrolyty. Detekce je prov·dÏna
elektrochemicky. Tento zp˘sob byl ˙spÏönÏ pouûit na stanove-
nÌ glukosy, fruktosy a sacharosy v bÏûn˝ch n·pojÌch50. Do
elektrolytu byly p¯id·ny bor·tovÈ ionty, kterÈ zlepöily dÌky
tvorbÏ komplex˘ separace sacharid˘ s blÌzk˝mi hodnotami
pKa. TÌmto zp˘sobem byly stanoveny sacharidy v jableËn˝ch
öù·v·ch, nebo monitorov·na aktivita enzymu glukosaoxida-
sa77. Vedle toho byla pouûita k detekci sacharid˘ nep¯Ìm·
detekce. Vzhledem k tomu, ûe je tato metoda detekce mÈnÏ
citliv·, je moûnÈ ji pouûÌt pouze pro anal˝zy koncentrovan˝ch
sacharidick˝ch roztok˘. Nap¯Ìklad pro stanovenÌ cukernÈho
sloûenÌ ovocn˝ch öù·v78. Pro stanovenÌ monosacharid˘ v ovoc-
n˝ch öù·v·ch je moûnÈ pouûÌt nep¯Ìmou detekci pomocÌ p-ni-
trofenolu jako aditiva79 (obr. 3).

NederivatizovanÈ di- a trisacharidy byly analyzov·ny
v elektrolytech s vysok˝m pH50,80(nap¯Ìklad trehalosa, sacha-
rosa, laktulosa, celobiosa, rafinosa a stachyosa) za elektroche-
mickÈ detekce50, nebo byla p¯i vysokÈm  pH analyzov·na
sacharosa a maltosa a detegov·na nep¯Ìmou detekcÌ80.PomocÌ
bor·tovÈ komplexace lze navz·jem oddÏlit i nepatrnÈ rozdÌly
v typu vazby mezi stejn˝mi molekulami sacharid˘, nap¯Ìklad
glukosovÈ dimery: maltosu, isomaltosu a celobiosu. Separace
disacharid˘ provedli Plocek a ChmelÌk47 (obr. 4).
b) DerivatizovanÈ mono-, di- a trisacharidy

P¯edkolonov· derivatizace monosacharid˘ se prov·dÌ, po-

SchÈma 8
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kud je t¯eba dos·hnout vyööÌ citlivost detekce analyt˘, udÏlit
sacharid˘m n·boj, nebo zlepöit sluËitelnost sacharid˘ s urËi-
t˝m elektrolytov˝m systÈmem. Sacharidy jsou p¯Ìliö hydrofil-
nÌ, aby se mohly rozpustit v micel·rnÌch systÈmech, proto jsou
oznaËeny hydrofobnÌmi znaËkami a analyzov·ny micel·rnÌ
elektrokinetickou chromatografiÌ, jako derivatizaËnÌ Ëinidlo
se pouûÌv· nap¯Ìklad 2-aminoakridon81. Tato slouËenina m˘ûe
b˝t takÈ pouûita pro enantiomernÌ separace, kdyû jsou do
elektrolytu p¯id·ny β-cyklodextriny81. Pro separace pomocÌ
micel·rnÌ elektrokinetickÈ chromatografie byla d·le pouûita
tato Ëinidla: 4-aminobenzonitril71, nebo 1-fenyl-3-methyl-5-
-pyrazolon82. FluorescenËnÏ byly monosacharidy znaËeny po-
mocÌ 9-aminopyren-1,4,6-trisulfonovÈ kyseliny60,83. Enantio-
mernÌ separace D- a L-monosacharid˘ jsou prov·dÏny po jejich
derivatizaci 2-aminopiridinem, 5-aminonaftalen-2-sulfonovou
kyselinou, nebo 4-amino-5-hydroxynaftalen-2,7-disulfonov·
kyselina v p¯Ìtomnosti  line·rnÌch a cyklick˝ch dextrin˘61,
nebo S(ñ)-1-fenylethylaminu69. Hydrolyz·ty xylan˘ a hemi-
celulos jsou analyzov·ny pomocÌ derivatizace p-aminoben-
zoovou kyselinou a rozdÏleny na z·kladÏ rozdÌlnÈ komplexace
bor·ty65.

NÏkterÈ disacharidy vËetnÏ gentiobiosy, maltosy, laktosy,
celobiosy a melibiosy byly znaËeny 9-aminopyren-1,4,6-tri-
sulfonovou kyselinou83 a separov·ny pomocÌ kapil·rnÌ elek-
troforÈzy.

6 . 2 . S t a n o v e n Ì o l i g o s a c h a r i d ˘
a p o l y s a c h a r i d ˘

a) NederivatizovanÈ oligosacharidy a polysacharidy
Separace vyööÌch oligosacharid˘ je moûnÈ prov·dÏt po-

mocÌ bor·tovÈ komplexace maxim·lnÏ do Ëty¯ glukosov˝ch
jednotek (obr. 5). VyööÌ nederivatizovanÈ oligosacharidy ne-
lze od sebe pomocÌ kapil·rnÌ elektroforÈzy separovat.

b) DerivatizovanÈ oligosacharidy a polysacharidy
PomocÌ derivatizace a detekce v UV oblasti lze separovat

oligosacharidy aû do velikosti 30 homolognÌch zbytk˘63. SmÏs

Obr. 3. StanovenÌ monosacharid˘ vyskytujÌcÌch se v ovocn˝ch
öù·v·ch; kapil·ra: Polymicro Technologies, Phoenix, USA, 50 µm
vnit¯nÌ pr˘mÏr, dÈlka 45 cm, efektivnÌ dÈlka 30 cm, elektrolyt:
6 mmol.l-1 p-nitrofenol, 40 mol.l-1 Na2HPO4, pH 12,75, napÏtÌ 4 kV,
vzorek: 2 mmol.l-1 (1) sacharosa, (2) maltosa, (3) glukosa, (4) fruktosa
detekce byla prov·dÏna p¯i 400 nm

Obr. 4. Separace disacharid˘ jako komplex˘ s bor·ty (cit.47); ka-
pil·ra: Polymicro Technologies, Phoenix, USA, 75 µm vnit¯nÌ pr˘-
mÏr, dÈlka 70 cm, efektivnÌ dÈlka 50 cm, elektrolyt: 6 mmol.l-1 p-
-nitrofenol, 175 mmol.l-1 bor·t sodn˝, pH 10,00, napÏtÌ 6 kV, vzorek:
(1) sacharosa (15 mmol.l-1), (2) celobiosa (10 mmol.l-1), (3) maltosa
(15 mmol.l-1), (4) laktosa (15 mmol.l-1), (5) 4-O-galaktosyl-man-
nopyranosid (5 mmol.l-1), (6) isomaltosa (10 mmol.l-1), (7) fruktosa
(10 mmol.l-1), (8) melibiosa (25 mmol.l-1), (3) glukosa (15 mmol.l-1),
(S) systÈmov˝ pÌk, detekce byla prov·dÏna p¯i 400 nm

Obr. 5. Kapil·rnÌ elektroforÈza maltooligosacharid˘ jako kom-
plex˘ s bor·ty; kapil·ra: Polymicro Technologies, Phoenix, USA,
50 µm vnit¯nÌ pr˘mÏr, dÈlka 45 cm, efektivnÌ dÈlka 30 cm, elektrolyt:
6 mmol.l-1 p-nitrofenol, 400 mmol.l-1 bor·t sodn˝, pH 10,00, napÏtÌ
4 kV, vzorek: (1) sacharosa 10 mmol.l-1, (2) smÏs maltooligosacharid˘
o 5ñ9 jednotk·ch 20 mmol.l-1, (3) maltotetrosa 10 mmol.l-1, (4) mal-
totriosa 10 mmol.l-1, (5) maltosa 10 mmol.l-1, detekce byla prov·dÏna
p¯i 400 nm

∆A
mAU

400

20

0

10

10

1

ñ10

EOF

t, min
30

2

3
4

∆A
mAU

400

60

ñ2

0

0

1ñ4
EOF

t, min
120

2

3

4

5
6 7 8

9

S

∆A
mAU

400

20

0

1

ñ2

EOF

t, min
40

2

3

4

5

Chem. Listy 94, 1093 ñ 1103 (2000) Refer·ty

1100



podobn· jako na obr. 5 byla ˙spÏönÏ separov·na po derivati-
zaci kyselinou N-(4-aminobenzoyl)-L-glutamovou (obr. 6).

Pro velice citliv· stanovenÌ homolognÌch oligosacharid˘,
nap¯Ìklad maltooligosacharid˘ je pouûÌv·na derivatizace fluo-
reskujÌcÌmi Ëinidly, nejËastÏji 8-aminonaftalen-1,3,6-trisulfo-
novou kyselinou59,84. Za pomoci tÈto derivatizace je moûnÈ
separovat vÌce neû 90 oligomer˘ za mÈnÏ neû 30 minut85.
Deriv·ty Ëinidla 3-aminonaftalen-2,7-disulfonovÈ kyseliny
majÌ stejnÈ rozliöenÌ, ale separovat lze maxim·lnÏ 30 oligo-
mer˘. U deriv·t˘ maltooligosacharid˘ s 2-aminonaftalen-1-
-sulfonovou kyselinou a 5-aminonaftalen-2-sulfonovou kyse-
linou bylo rozliöeno pouze 20 oligomer˘ a byla zde menöÌ
˙Ëinnost. Doba migrace deriv·t˘ 2-aminonaftalen-1-sulfono-
vÈ kyseliny je 4 kr·t niûöÌ neû deriv·t˘ 5-aminonaftalen-2-sul-
fonovÈ kyseliny62.

Po¯adÌ derivatizovan˝ch oligosacharid˘ na obr·zku 6 je
opaËnÈ neû na obr·zku 7. V nepokrytÈ kapil·¯e (obr. 6) je
uplatnÏna elektroosmÛza, kter· funguje jako pumpa a nese
z·pornÏ nabitÈ deriv·ty ke katodÏ ñ nejprve deriv·ty s nejniûöÌ
elektroforetickou mobilitou. V pokrytÈ kapil·¯e (obr. 7) je
elektroosmÛza eliminovan· a deriv·ty putujÌ k anodÏ ñ nejprve
deriv·ty s nejvyööÌ elektroforetickou mobilitou.

7. P¯Ìklady vyuûitÌ sacharid˘ jako aditiv
v kapil·rnÌ elektroforÈze

KromÏ stanovenÌ r˘zn˝ch sacharid˘ pomocÌ kapil·rnÌ
elektroforÈzy, lze sacharidy vyuûÌt v tÈto technice jako aditiv
p¯i stanovenÌ jin˝ch l·tek.

Polysacharidy byly pouûity jako separaËnÌ mÈdia, ve kte-
r˝ch se l·tky dÏlÌ na z·kladÏ rozdÌl˘ velikostÌ. PrvnÌ pr·ce na
toto tÈma provedl Ogston a spol.86 ñ pouûil roztoky kyseliny
hyaluronovÈ pro elektroforÈzu polystyrenov˝ch Ë·stic. Sepa-
race DNA byly takÈ prov·dÏny v roztocÌch hydroxypropyl-
methylcelulosy87. KapalnÈ agarosovÈ roztoky udrûovanÈ p¯i
jejich ûelatinizujÌcÌ teplotÏ byly poprvÈ pouûity BoËkem
a Chrambachem na separace sulfatovan˝ch polystyrenov˝ch
standard˘ (do pr˘mÏru Ë·stic 2 µm) a na cirkul·rnÌ88 a line·rnÌ
DNA (cit.89).

Sacharidy byly p¯id·v·ny jako aditivum pro separace na
z·kladÏ velikostÌ. Elektroforetick· migrace uniformÏ nabit˝ch
polysacharid˘ m˘ûe b˝t ovlivnÏna p¯Ìdavkem opaËnÏ nabitÈ-
ho moder·toru. Stefansson a spol.90 pouûili aminodextran pro
zlepöenÌ separace hyaluronan˘ na z·kladÏ jejich velikosti v ge-
lovÈ kapil·rnÌ elektroforÈze. Aminodextran interaguje s nega-
tivnÏ nabit˝mi hyaluronany iontovÏ v˝mÏnn˝m mechanis-
mem. SÌla interakcÌ mezi aminodextranem a hyaluronanem
z·visÌ na dÈlce ¯etÏzce hyaluronovÈ kyseliny.

Sacharidy byly aplikov·ny jako chir·lnÌ selektory, nap¯Ì-
klad cyklodextriny pro jejich schopnost rozliöit enantiomery
mechanismem inklusnÌch komplex˘91,92. D·le byl pouûit hepa-
rin93,94 nebo chondroitin sulf·t A, B a C95,96 jako chir·lnÌ
selektor pro enantiomernÌ rozdÏlenÌ r˘zn˝ch farmaceutick˝ch
slouËenin.

Sacharidy byly pouûity jako povlaky kapil·r pro kapil·rnÌ
elektroforÈzu. Metodu pro p¯Ìpravu stabilnÌch celulosov˝ch
povlak˘ popsal Huang a spol.97 CelulosovÈ deriv·ty (nap¯Ìklad
hydroxypropylcelulosa) jsou imobilizov·ny na povrch kapil·-
ry. Takov˝ povlak je hydrolyticky stabilnÌ, vykazuje reprodu-
kovatelnÈ separace deriv·t˘ oligosacharid˘ a glykoforem pro-
tein˘ v pufrech o vysokÈm pH.

Deriv·ty sacharid˘ se pouûÌvajÌ i na dynamickÈ pokrytÌ
kapil·r. Hydroxypropylmethylcelulosa p¯idan· do katolytu,
kter˝m je kapil·ra naplnÏna d¯Ìve neû je nast¯Ìknut vzorek
a spuötÏn elektrick˝ proud, tvo¯Ì dynamickÈ pokrytÌ stÏn kapi-
l·ry a sniûuje interakce mezi proteiny a stÏnou. Mal· mnoûstvÌ
hydroxypropylmethylcelulosy p¯idan· do pufru umoûnÌ pro-
v·dÏt dynamickou izoelektrickou fokusaci protein˘ s vyso-
k˝m rozliöenÌm v nepokrytÈ kapil·¯e za p¯Ìtomnosti elektroos-
motickÈho toku98.

Obr. 6. Separace maltooligosacharid˘ od 2 do 10 glukosov˝ch
jednotek jako deriv·t˘ ABG; kapil·ra: Polymicro Technologies,
Phoenix, USA, 50 µm vnit¯nÌ pr˘mÏr, dÈlka 45 cm, efektivnÌ dÈlka 30
cm, elektrolyt: 200 mmol.l-1 bor·t sodn˝, pH 10,00, napÏtÌ 4 kV;
vzorek: ABG deriv·ty maltooligosacharid˘ s 2ñ9 jednotkami. (1)
derivatizaËnÌ Ëinidlo, (2)ñ(9) deriv·ty maltooligosacharid˘ (ËÌsla od-
povÌdajÌ poËtu glukosov˝ch jednotek) (EOF) elektroosmÛza. Detekce
byla prov·dÏna p¯i 291 nm

Obr. 7. Elektroforetick· separace oligomer˘ dextranu derivatizo-
van˝ch ANTS (cit. 85); kapil·ra: Polymicro Technologies, Phoenix,
USA, 50 µm vnit¯nÌ pr˘mÏr, dÈlka 50 cm, efektivnÌ dÈlka 35 cm,
modifikovan· na vnit¯nÌm povrchu line·rnÌm polyakrylamidem24,
elektrolyt: 0,1 mol.l-1 Tris-bor·t, pH 8,5, napÏtÌ 20 kV, fluorimetrick·
detekce: λex = 325 nm, λem = 514 nm
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8. Z·vÏr

Kapil·rnÌ elektroforÈzu lze pouûÌt pro stanovenÌ r˘zn˝ch
sacharid˘ ve vzorcÌch farmaceutick˝ch, medicÌnsk˝ch, potra-
vin·¯sk˝ch a dalöÌch. V˝hodou je p¯edevöÌm jejÌ jednoduchost
a ˙Ëinnost. PomocÌ kapil·rnÌ elektroforÈzy je moûnÈ separovat
jinak tÏûko rozliöitelnÈ izomery sacharid˘, kterÈ se liöÌ nap¯Ìk-
lad jen v jednÈ vazbÏ.

Tato pr·ce vznikla za finanËnÌ podpory N·rodnÌ agentury
pro zemÏdÏlsk˝ v˝zkum EP 9410/99.
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J. éÌdkov· and J. ChmelÌk (Institute of Analytical Che-
mistry, Academy of Sciences of the Czech Republic, Brno):
Electrophoresis of Carbohydrates

Capillary electrophoresis (CE) is well suitable for deter-
mination of saccharides in a variety of pharmaceutical, bio-
medical and food samples. It is able to distinguish subtle
differences between carbohydrate molecules which are diffi-
cult to detect and/or resolve. Other advantages of CE are its
simplicity and effectivity. The review deals with the principles
and practical aplications of determination of mono-, oligo- and
polysaccharides.
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Introduction

Combinatorial Chemistry and Combinatorial Technology
(CC/CT) are a new interdisciplinary field joining computer-
assisted combinatorial chemistry with automated parallel syn-
thesis of chemical ìlibrariesî followed by automated screen-
ing.

The main purpose of computer assisted combinatorial
chemistry is to generate thousands structurally diverse com-
pounds as libraries, maximising their diversity, which are then
considered in an experimental parallel automated synthesis
and screening on the basis of their properties. The key issue is
to integrate all important steps of CC/CT in a single, multidis-
ciplinary approach.

This nascent technology already produced more new com-
pounds in just a few years than the pharmaceutical industry
did in its entire history.

Combinatorial chemistry has turned traditional chemistry
upside down. It required chemists not to think in terms of syn-
thesizing single, well-characterized compounds but in terms
of  simultaneously  synthesizing  large  populations of  com-
pounds. It also required that those people involved with infor-
mation management and computational chemistry systems
address these same issues as the chemists.

While CC/CT had the greatest impact on the drug industry,
combinatorial methods need not be restricted to pharmaceuti-
cal applications. Whenever high numbers of compounds have
to be prepared for testing, this technique can be used. For
example, agricultural research, new materials and new cata-
lysts research and development stand to gain from this tech-
nology. However, for the time being, main emphasis is still on
pharmaceutical research. Most major pharmaceutical compa-
nies are active in the field. It is generally accepted that the
method has a great potential for finding leads in the drug
discovery process where the technology is expected to contri-
bute to the reduction in time and cost.

Many countries have emphasized the urgent need to get

acquainted with Combinatorial Technologies in order to en-
able local enterprises to remain competitive and economically
viable in the coming decades and gain expertise on application
practices of combinatorial technology. In view of global com-
petition, CC/CT together with molecular modeling may be
considered as powerful tools for the implementation and/or the
increase of a countryís capabilities in drug design, agrochem-
istry, new materials and new catalysts. The above considera-
tions become even more significant if it is taken into account
that many countries have abundant natural resources which are
presently well below their proper exploitation. Combinatorial
chemistry can enhance the potential of these resources.

Combinatorial Technologies

Combinatorial approaches were originally based on the
premise that the probability of finding a molecule in a random
screening process is proportional to the number of molecules
subjected to the screening process. In its earliest expression,
the primary objective of combinatorial chemistry focused on
the simultaneous generation of large numbers of molecules
and on the simultaneous screening of their activity. Following
this approach, the success rate to identify new leads is greatly
enhanced, while the time required is considerably reduced.

The development of new processes for the generation of
collection of structurally related compounds (libraries) with
the introduction of combinatorial approaches has revitalized
random screening as a paradigm for drug discovery and has
raised enormous excitement about the possibility of finding
new and valuable drugs in short times and at reasonable costs
(Figure 1).

However the advent of this new field in drug discovery did
not obscure the importance of ìclassicalî medicinal chemistry
approaches, such as computer-aided rational drug design and
QSAR for example, but catalyzed instead their evolution to
complement and to be integrated with combinatorial techno-
logies.

STRATEGIES

Conventional Combinatorial

ñ   One molecule at a time ñ Many molecules at a time
ñ   Make → Purity → Test ñ   Make → Test → Purity
ñ   hudreds of molecules ñ   Thousands of molecules

a month a month
ñ   Slower lead generation ñ   Faster leads generation
ñ   High risk of failure ñ   Low risk of failure

Synergy

LEAD IDENTIFICATION

Fig. 1. Principal characteristics of conventional vs. combinatorial
strategy of drug discovery
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PEPTIDES CHEMICAL DIVERSITY

Given a linear amino acid sequence of n residues
X1 ñ X2 ñ X3 ñ X4 ñ Ö ñ Xn
the total number of different peptides obtainable equals to:

yn

n = peptide length
y = number of different amino acids used in the synthesis
(usually 18)

n = 3 5.832 peptides n = 5 1.889.568 peptides
n = 4 104.976 peptides n = 6 34.012.224 peptides

Fig. 2. Number of compounds (peptides) generated by combina-
torial approach

The word ìcombinatorialî appeared in the scientific lite-
rature at the beginning of the í90, but the generation of the first
combinatorial libraries can be dated back to the beginning of
the í80. The first reports dealt with the simultaneous produc-
tion of collection of chemically synthesized peptides, pro-
duced by solid phase methods on solid supports2-6. Peptides
were particularly suited for combinatorial synthesis given the
well established synthetic protocols available, the great num-
ber of different molecules attainable, and the potential to gene-
rate leads of biological and pharmaceutical value (Figure 2).

The use of peptide libraries was greatly accelerated by the
introduction of biological methods for library preparation,
such as the phage display technology, which provided inte-
resting advantages over the synthetic counterpart7,8. At the
same time, the first papers on the generation of oligonucleotide
libraries appeared in  the  literature9,10, suggesting thus the
possibility to extend the applicability of combinatorial ap-
proaches even to other classes of synthetic or natural oligo-
meric compounds, such as carbohydrates. There are many
important biologically active glyco-conjugate drugs whose
carbohydrate constituents are associated with the molecular

mechanism by which these drugs exhibit their effect. Because
of this, the exploration of carbohydrate molecular diversity has
the potential for identifying novel agents with enhanced po-
tency (Figure 3).

The Need for Combinatorial Technologies

Drug discovery in the past has been based traditionally
about the random screening of collections of chemically syn-
thesized compounds or extracts derived from natural sources,
such as microorganisms, bacteria, fungi, plants, of terrestrial
or marine origin or by modifications of chemicals with known
physiological activities (Figure 4).

SOURCES OF MOLECULAR DIVERSITY

ñ Plant extracts
ñ Microbial extracts
ñ Collection of chemical compounds (synthetic)
ñ Oligonucleotide libraries (biological or synthetic)
ñ Oligosaccharide libraries
ñ Chemical compounds libraries (synthetic)
ñ Peptide libraries (biological or synthetic)

LIBRARIES

Collection of structurally related compounds (peptides, oli-
gonucleotides, oligosaccharides,  organic  molecules) obtai-
nable by chemical or biological means simultaneously as
a mixture and screened for activity as a mixture of compounds,
without any isolation protocol step. Identification of active
compounds derives from the synthesis/production protocol
used to generate the library. Great acceleration of leads iden-
tification since millions of different compounds can be scree-
ned simultaneously.

Fig. 4. The basic sources of molecular diversity and definition of
libraries

COMBINATORIAL DIVERSITY GENERATION

Oligometric Space

Chemical Synthesis Biochemical Synthesis

Enzymatic Synthesis Organisms

Biological Oligomers Chemical Oligomers Biological Oligomers Biological Oligomers

ñ peptides ñ peptoides ñ RNA ñ Phage proteins
ñ oligonucleotides ñ PNA ñ DNA ñ bacterial membrane
ñ oligosaccharides ñ vinylogous peptoids ñ polysomes proteins

ñ tertiary amines ñ modified DNA/RNA ñ peptide-plasmids
ñ morpholines ñ random chemistry
ñ ethylene glycols oligomers
ñ hydroxymethyl

pyrrolidinones
ñ carbamates
ñ pyrrolinones β turn

mimetics
Fig. 3. Diversity of compounds generated by combinatorial approach
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This approach has resulted in many important drugs, how-
ever the ratio of novel to previously discovered compounds
has diminished with time. In addition, this process is very time
consuming and expensive. A limiting factor is the restricted
number of molecules available or extract samples to be scree-
ned, since the success rate in obtaining useful lead candidates
depends directly upon the number of samples tested. Chemical
synthesis of new chemical entities often is a very laborious
task, and additional time is required for purification and che-
mical characterization. The average cost of creating a new
molecular entity in a pharmaceutical company is around 7500
USD/compound1. Generation of natural extracts, while very
often providing interesting new molecular structures endowed
with biological properties leads to mixtures of different com-
pounds at different concentrations, making thus activity com-
parisons very difficult. In addition, once activity is found in
a specific assay, the extract needs to be fractionated in order
to identify the active component. Quite often, the chemical
synthesis of natural compounds is extremely difficult, making
thus the lead development to in a new drug a very complex
task. The time and cost needed for the development of new
drugs have been increasing steadily during the past three
decades (Figure 5).

Estimated costs for introducing a new drug in the market
now reach around 300ñ400 millions USD, and this process
takes around 12ñ14 years after their original discovery. This
increase in time and cost is due mainly to the extensive clinical
studies of new chemical entities required by competent regu-

latory agencies, such as the Food and Drug Administration,
and to a lesser extent to the increased costs associated to
research. The time and cost required for clinical and preclinical
evaluation of new drugs is not likely to decrease in the near
future, and as a consequence, a key issue for pharmaceutical
companies to stay in the market has been to increase the
number of new drugs in their development pipeline. While the
pharmaceutical industry was demanding more rapid and cost
effective approaches to lead discovery, the advent of new
methodologies in molecular biology, biochemistry, and gene-
tics, led to the identification and production of an ever increas-
ing number enzymes, proteins, receptors, involved in biologi-
cal processes of pharmacological relevance, but also to good
candidates for the development of screening assay, compli-
cated even more this scenario. The introduction of combina-
torial technologies provided an unlimited source of new com-
pounds, capable to satisfy all these needs (Figure 6).

Applicability of Combinatorial Technologies

Up to now many active compounds have been selected to
date following combinatorial methodologies, and a considera-
ble number of those have progresses to in clinical trials.
However, combinatorial chemistry and related technologies
for producing and screening large number of molecules find
useful applications also in other industrial sectors not neces-
sarily related to pharmaceutical industry. Emerging fields of
application of combinatorial technologies are the diagnostic,
the down-stream processing, the catalysis, and the new mate-
rial sectors. In the first case, CC can be successfully applied
to the identification of previously unknown epitopes recogni-
zed by antibodies in biological fluids associated to pathologi-
cal conditions.

Combinatorial Technologies have been applied also to the
identification of new macromolecules endowed with catalytic
activity for reactions where natural enzymes are inactive. This
application even if still at the early stage, is calling conside-
rable attention from the industrial sector, since the availability
of new enzymes may reduce the production costs of many
chemicals.

Combinatorial Tools

A broad variety of new synthesis and screening methods
are currently grouped under the term combinatorial. These
methods include parallel chemical synthesis and testing of
multiple individual compounds or compounds mixtures in
solution, synthesis, and testing of compounds on solid sup-
ports, and biochemical or organism-based synthesis of biolo-
gical oligomers coupled to selection and amplification strate-
gies. Fully automated instruments for the synthesis and for the
screening of libraries of compounds are integrated tools in
combinatorial technologies, as well as computer assisted ap-
proaches for library design. A very important class of mole-
cular libraries is represented by peptide libraries. Peptides are
particularly suitable for the construction of libraries since
a high degree of structural diversification can be easily achie-
ved simply by varying the peptide sequence length or by the
introduction of different amino acids other than those naturally

Fig. 5. Time needed for new drugs development in the last decades;
FDA, clinical,     preclinical

FACTORS AFFECTING STRATEGY CHANGES
IN DRUG DISCOVERY

1. Biotechnology (genomics):
provides molecular targets of therapeutic relevance (recep-
tors, hormones, proteins).

2. Combinatorial Technology:
provide the possibility of generating huge collections of
molecules which are simultaneously produced with a built
ñ in decoding capability.

3. High Throughput Screening (HTS):
provides the possibility of handling many assays at the
same time.

Fig. 6. Key factors affecting drug discovery

Years

1963ñ69 1980ñ89 1990ñ95

8

12

4

16

Decade
1970ñ79

From Synthesis to Approval

0
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occurring. The number of different peptides obtainable by
a combinatorial approach is governed by the simple formula:

N = bx

where N is the total number of molecules obtainable, b is the
number of residues used in the construction of the library and
x is the sequence length. Generation of synthetic peptide
libraries generally follow the divide:couple:recombine pro-
cess2,5 (DCR), where different aliquots of resin for solid phase
synthesis are treated separately with solutions containing dif-
ferent activated amino acids, which are after coupling, recom-
bined, mixed, and then divided again in different aliquots. The
process is then repeated several times until the desired length
of the library is accomplished.

Peptide libraries could be synthesized even manually in
the laboratories where Combinatorial chemistry should be
applied without investments.

Another important aspect of combinatorial chemistry is the
analytical characterization of molecular libraries. Since a con-
siderable number of different molecules are tested separately
or in combination, analytical data should indicate that all the
expected components are occurring with a comparable degree
of purity. Amino acid analysis by TOF-MALDI mass spec-
trometry for peptide libraries quality control is often used. The
amino acid analysis is useful mainly for the characterization
of amino acid-based libraries (peptides, benzodiazepines, hy-
dantoins).

Different techniques such as Electrospray (ES), Matrix
Assisted Laser Desorption Ionization (MALDI), Fast Atom
Bombardment (FAB) and tandem mass spectrometry have
been successfully used to evaluate the composition and purity
of synthetic peptide mixtures, but there are no limitations for
their use with purely organic libraries. When interfaced to
HPLC or capillary electrophoresis the ES becomes the most
powerful method for the characterization of even very com-
plex mixtures, since the combination of the two techniques
allows the identification of compounds having chemical pro-
perties very similar. MALDI is a very a sensitive method and
can be used when very small amounts of sample are available.

In combinatorial chemistry, due to the high number of che-
mical manipulations required to synthesize libraries of com-
pounds and to the high number of screening steps, automation
is unavoidable (Figure 7). Many research groups, both in aca-
demia and industrial settings are developing automated instru-

ments specifically tailored to these needs, and this technology
field is acquiring an extremely important role for the develop-
ment of combinatorial technologies for the next millennium.
However, semi-automated instruments requiring little invest-
ment may be constructed in research lab with a low budget.

The screening steps required to decipher the active se-
quence from a molecular library are strictly related to the type
of library used, to the synthesis or preparation cycles needed,
and to the kind of activity wanted. Molecular libraries can be
prepared following chemical or biological approaches. For the
first case, libraries can be prepared free in solution or anchored
to solid supports, and for these two different situations diffe-
rent screening procedures are required. Resin-released libra-
ries can be conveniently used for the search of molecules able
to interfere in solution with a specific biochemical recognition
event, such as in the case of hormone-receptor, antigen-anti-
body, or inhibitor-enzyme interactions. Screening can be con-
veniently performed evaluating the inhibitory activity of sub-
libraries, where the nature of at least one functional group of
the library is known in a predetermined position, on the assay
under consideration. In combinatorial chemistry many diffe-
rent types of libraries can be produced, by using solid phase
or solution phase methods (Figure 8).

Computer-Assisted Combinatorial Chemistry
and Molecular Design

The different technologies and strategies used in the pro-
duction of combinatorial libraries are now so well developed

HIGH THROUGHPUT SCREENING REDISGNING
DRUG DISCOVERY THROUGH HTS

Automation

Synthesis Compound Dissolution High Throughput
& Distribution Assay

ñ Compound Weighing & Dissolving ñ Suitably arranged libraries
ñ Compound Distribution ñ Assay method Configured

to 96 Well Plates for Automation
ñ Coding ñ Robotic Work Station
ñ Replication of Microplates ñ Computerized data

Management

Fig. 7. Role of automation in CC/CT

COMBINATORIAL CHEMISTRY

ON SOLID PHASE IN SOLUTION

ñ large excess of reagents ñ all organic reactions
allowed can be used

ñ multistep synthesis ñ no chemistry
allowed assessment

ñ easy workup-isolation ñ no linker/cleavage
chemistry

ñ mix and split ñ unlimited product
possible quantities

Fig. 8. Characteristics of solid phase and solution phase combina-
torial chemistry
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that it is easy to plan synthetic schemes for the generation of
a huge number of compounds. Since the rate at which com-
pounds can be screened does constitute a limitation to the use
of combinatorial technologies, it is important to be selective
about the compounds which are synthesized (Figure 9).

Computational methods are very valuable from this point
of view to assist in the design of combinatorial libraries. The
main requirement for lead generation is often to maximize the
range of structural types within the library with the expectation
that a broad range of activities will result. As a consequence,
diversity analysis is an important aspect of library design. The
diversity of libraries may be measured by the use of similarity
or dissimilarity indexes which make intermolecular compari-
sons possible. Measures of chemical similarity have been
developed for similarity searching in chemical databases. The
calculation of the similarity between two molecules involves
the characterization of the molecules by using chemical/struc-

tural descriptors, and then the application of similarity coeffi-
cients to quantify the similarity.

Moreover, Molecular Design uses various sophisticated
techniques of computer chemistry/molecular mechanics and
dynamics (QSAR, neural networking, etc.) for rational search
of candidate structures with desired properties and activity
with applications in pharmaceutical and chemical companies,
and its high tech. and reasonable cost requirements render it
suitable for use in  SMEs in developing and in transition
countries. A clear tendency is observed in industrial compa-
nies developing new compounds (drugs, agrochemicals, cata-
lysts, new specialty chemicals, new polymer materials and
other) to develop both the strategies (i.e. combinatorial tech-
nology and molecular design) in synergy (Figure 10).

Biological Methods

Biological methods for library preparation are mainly lim-
ited to peptide or oligonucleotide libraries. For peptide libra-
ries, methods are based on the construction of a pool of clones
each one expressing a different peptide on its surface (Figure 11).

The peptides are fused to proteins normally expressed on
the surface of the microorganism used. Phage display libraries
are the most commonly used. Screening is accomplished by
incubation of the target molecule, adsorbed to a solid support,
with the phage population. Active phages will bind the target
even after extensive washing steps. Target-bound phages are
isolated and propagated by infection of E. coli and subjected
to an additional round of adsorption to the immobilized target.
This procedure increases both the number of active phages and
the stringency of selection, since harsher condition may be
employed in the washing steps to reduce the number of non--
specifically bound phages. As for the case of synthetic libra-
ries, iterative cycles of adsorption, washing, elution and propa-
gation in E. coli are performed to enrich the phage population
in the active or in few active sequences. Active phages may
then be subjected to DNA sequencing in order to decode the
active peptide sequence.

The use of biological display libraries for the isolation of
peptide ligands is an interesting alternative to chemical libra-
ries. Since 1985 (Ref.18), when this technique was first pub-
lished, many fields of research have benefited from its use.

Fig. 9. Chemical diversity and number of molecules produced by
various concepts of synthesis
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Web resources relevant to Combinatorial Chemistry and
Combinatorial Technologies

There is a sort of information explosion accompanying the
development of Combinatorial Chemistry and Combinatorial
Technologies and an almost exponential growth of publica-
tions and patents in the field. At the same time, several web
sites have been established providing updated information.
The most important are the following:
http://www.5z.com/divinfo/spos.html

This site is probably the best collection of papers/patents/
presentations/abstracts regarding combinatorial technologies
in all its aspects and applications.

Theoretically this link may bring the experienced scientist
almost everywhere in the field of Combinatorial Technolo-
gies, but we will highlight some other relevant web addresses:
http://www.combinatorial.com/

This site is based  on  a well known book titled ìThe
Combinatorial Indexî, written by B. Bunin and published by
Academic Press. The TOC is electronically available and the
new articles appearing are grouped consequently as for their
area. The site is devoted to synthetic organic libraries.
http://www.netsci.org/Resources/CCYP/top.html

This is the site of Network Sciences, which hosts an
electronic publication related to Combinatorial Technologies
and High Throughput Screening among other topics.
http://www.stemcorp.com/organic.htm

Website of STEM corporation, providing many links such
as: Discussion group for Organic Synthesis, Discussion group
for Drug Discovery and Synthesis, a Lab-Robotics Interest
Group and others.
http://www.dl.ac.uk/CDS/sps.html

Database of Solid Phase Synthesis from Synopsis.
http://pubs.acs.org/journals/jcchff/index.html
http://www2.interscience.wiley.com/issn/0006-3592/
http://www.bscipubl.demon.co.uk/cchts/
http://www.wkap.nl./journalhome.html/1381-1991

Websites of of the major scientific magazines in Combi-
natorial Technologies: respectively Journal of Combinatorial
Chemistry (to start in Jan 1999, ACS), Biotechnology and
Bioengineering (special issues on Combinatorial Technolo-
gies, John Wiley and Sons), Combinatorial Chemistry (Ben-
tham Science Publishers) and High Throughput Synthesis and
Molecular Diversity (Kluwer).

Information on the ICS-UNIDO programme on Combina-
torial Chemistry and Combinatorial Technologies, together
with a database on CC/CT can be found on
http://www.ics.trieste.it

Last but not least, several books and review papers dealing
with the topics of CC/CT were recently published20-25.

Conclusions

Combinatorial approaches have been introduced from the
beginning in the drug discovery field, given their tremendous
impact of the identification of new leads. Many active com-
pounds have been selected to-date, following combinatorial
methodologies, and a considerable number of those have
progressed into clinical trials. However, combinatorial chemi-
stry and related technologies for producing and screening large
numbers of molecules also find useful applications in other

industrial sectors not necessarily related to the pharmaceutical
industry. Emerging fields of application of combinatorial tech-
nologies are diagnostics, the down-stream processing, cataly-
sis and the new material sectors.

Many biotechnology/combinatorial-technology companies
have been founded in the last few years, with the primary goal
to design and produce highly diversified molecular libraries to
be screened on selected targets, and the vast majority have
definitely caught the attention of pharmaceutical companies.

At the same time, rapidly growing sectors of catalyst
design and new material design are going to influence chemi-
cal industries as well.
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A survey of basic concepts of combinatorial chemistry and
combinatorial technologies and a great impact of this new

approach on the traditional chemistry is presented. The main
fields of application of CC/CT are reviewed and the reasons
why CC/CT is so strongly needed and demanded are given.
Besides obvious utilization of CC/CT in drug discovery, agro-
chemical research and research and development of new ma-
terials and catalysts also gain from this approach. The paper
describes the origins and development of the technique, for-
med on the basis of probabilistic justifications. The applica-
bility of combinatorial technologies and main combinatorial
tools are described together with computer-assisted combi-
natorial chemistry, molecular design and biological methods
of CC/CT. A list of important Web resources relevant to the
topic is also presented.
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LABORATORNÕ  PÿÕSTROJE  A  POSTUPY

POSTUP MINERALIZACE HOÿ»ÕKEM
PRO STANOVENÕ DELORU 103 »I DALäÕCH
CHLORDERIV¡TŸ V OLEJI »I V ROZTOCÕCH

JOSEF JENÕKa, KAREL BOJDAa,
JANETTE KACÕROV¡a a LADISLAV NOVOTN›b

a⁄stav ochrany ûivotnÌho prost¯edÌ, Doubravice 41, 533 53
Pardubice 19, bUNESCO Laborato¯ elektrochemie ûivotnÌho
prost¯edÌ, ⁄stav fyzik·lnÌ chemie J. HeyrovskÈho, Akademie
vÏd »eskÈ republiky , Dolejökova 3, 182 23 Praha 8

Doölo dne 18.X.1999

KlÌËov· slova: polychlorovanÈ bifenyly, organickÈ chlorde-
riv·ty, mineralizace, anal˝za

⁄vod

Spolehliv· a relativnÏ levn· anal˝za PCB a dalöÌch chlor-
deriv·t˘ v olejÌch i v roztocÌch je dosud nedostateËnÏ vy¯eöe-
n˝m problÈmem. Vedle zaveden˝ch n·kladnÏjöÌch chromato-
grafick˝ch technik1 se prosazujÌ i nadÏjnÈ dostupnÏjöÌ metody
voltametrickÈ2. VyuûÌvajÌ zejmÈna poznatk˘ o elektrokapi-
l·rnÌ aktivitÏ uveden˝ch l·tek, jejÌ souvislosti s adsorptiv-
nÌ voltametriÌ3, speci·lnÌch kapil·r, elektrod a elektrodov˝ch
systÈm˘ a poËÌtaËem ¯Ìzen˝ch mÏ¯ÌcÌch polarografick˝ch Ëi
voltametrick˝ch analyz·tor˘4.

Potenci·lnÏ mohou b˝t tyto i jinÈ techniky vyuûity i pro
nep¯ÌmÈ stanovenÌ na z·kladÏ anal˝zy chlorid˘ vznikl˝ch
degradacÌ PCB a chlorderiv·t˘ a jejich n·slednÈho stanovenÌ
pomocÌ katodickÈ stripping voltametrie5, VIS-spektrofotome-
trie6, Ëi jinak. D˘leûit˝m krokem je vöak v takovÈm p¯ÌpadÏ
˙Ëinn˝ postup mineralizace kontaminovanÈho oleje.

CÌlem tohoto sdÏlenÌ byl popis ˙ËinnÈho zp˘sobu minera-
lizace vzorku oleje obsahujÌcÌho PCB Ëi dalöÌ chlorderiv·ty
pomocÌ ho¯ËÌku, navazujÌcÌ na d¯ÌvÏjöÌ zkuöenosti7 s obdob-
n˝m vyuûitÌm tohoto kovu. Vznik odpovÌdajÌcÌho mnoûstvÌ
chlorid˘ byl dokumentov·n s vyuûitÌm VIS-spektrofotometrie.

Experiment·lnÌ podmÌnky

Spektrofotometrick· mÏ¯enÌ byla prov·dÏna pomocÌ za¯Ì-
zenÌ Specord UV-VIS Carl Zeiss Jena, s k¯emenn˝mi kyveta-
mi 50 mm. Z·kladnÌ referenËnÌ vzorky oleje (analyzovanÈ
pomocÌ GC-MS) obsahovaly buÔ 1,76 mg nebo 1,47 mg
Deloru 103 v 1 kg transform·torovÈho oleje. Redestilovan·
voda pro p¯Ìpravu vodn˝ch roztok˘ byla p¯ipravov·na s vy-
uûitÌm za¯ÌzenÌ Milli Q+ (fy Millipore, USA); pouûitÈ chemi-
k·lie Lachema Brno byly Ëistoty p.a. MÏ¯enÌ byla prov·dÏna
p¯i laboratornÌ teplotÏ 293,15±0,3 K.

V˝sledky a diskuse

P o s t u p m i n e r a l i z a c e o l e j e

Do  sklenÏnÈ mikrozkumavky  z tÏûko  tavitelnÈho  skla
o dÈlce 10 cm byla nasyp·na smÏs pr·ökovÈho a zrnÏnÈho
ho¯ËÌku (1:1) do v˝öky max. 1 cm, pak byl p¯id·n p¯esnÏ
zv·ûen˝ Ëist˝ nebo kontaminovan˝ olej, v mnoûstvÌch 0,15 aû
0,2 g a p¯evrstven dalöÌm sloupcem smÏsi ho¯ËÌku do celkovÈ
v˝öky cca 5ñ6 cm. Zkumavka byla zah¯Ìv·na po dobu 2 minut
v propan-butanovÈm plameni smÏrem od hornÌho okraje ke
dnu zkumavky aû do celkovÈho rozûhavenÌ jejÌho obsahu.
D˘leûitÈ bylo zah¯Ìvat mikrozkumavku od hornÌho okraje
smÏrem dol˘, aby se ve vzniklÈm prstenci taveniny poËaly
mineralizovat  postupnÏ vznikajÌcÌ  p·ry oleje.  Rozûhaven·
zkumavka byla po mineralizaci ochlazena tenk˝m proudem
tekoucÌ vody tak, aby sklo stÏn popraskalo, naËeû byla cel·
i s taveninou vhozena do p¯ipravenÈ k·dinky s roztokem obsa-
hujÌcÌm 5 ml redestilovanÈ vody a 1 ml konc. kyseliny dusiËnÈ;
po rozpadu byla vznikl· smÏs tyËinkou  rozmÏlnÏna a po
rozpuötÏnÌ taveniny byla drù skla se zbytky taveniny odfiltro-
v·na a propl·chnuta 5 ml vody. Roztok vykazoval alkalickou
reakci; proto bylo k filtr·tu p¯id·no ÑËinidloì tvo¯enÈ 0,5 ml
nasycenÈho Hg(SCN)2 v CH3OH, 0,5 ml 1 mol.l-1 Fe(NO3)3
v konc. HNO3, 1 ml konc. HNO3 a 8 ml redestilovanÈ vody;
objem vzniklÈho roztoku Ëinil tedy 10 ml. ZÌskal oranûovo-
hnÏdÈ zabarvenÌ, kterÈ ve viditelnÈ oblasti vykazovalo maxi-
mum absorbance p¯i 458 nm. Fotometrick· mÏ¯enÌ byla vy-
hodnocov·na po odeËtenÌ v˝sledk˘, odpovÌdajÌcÌch ÑËistÈmu
olejiì (tj. stejn˝m zp˘sobem zmineralizovanÈho oleje neobsa-
hujÌcÌho chlor ani PCB). Pro kontrolu byly v˘Ëi redestilovanÈ
vodÏ (bez mineralizace) promÏ¯eny tÈû absorbance samotnÈho
ÑËinidlaì, poskytujÌcÌho jiû zmÌnÏnou barevnou reakci8. Po-
dobnÏ byly rovnÏû pro informaci urËeny hodnoty absorbancÌ
slepÈho pokusu oznaËenÈho ÑMg + Ëinidloì, kdy byl proveden
cel˝ popsan˝ proces vËetnÏ sp·lenÌ ho¯ËÌku, avöak bez p¯Ìdav-
ku oleje. V˝sledky mÏ¯enÌ absorbance A (tabulka I) dokumen-
tovaly urËit˝ obsah chlorid˘ jiû v pouûitÈm ho¯ËÌku. JeötÏ niûöÌ
pozadÌ chlorid˘ vyk·zal postup, p¯i kterÈm byl v˝öe zmÌnÏn˝
roztok Fe(NO3)3 v HNO3 nahrazen Fe2(SO4)3 v H2SO4 (supra-
pur, obsah Clñ max. 0,5 ppm).

S t r u Ë n ˝ s o u h r n v ˝ s l e d k ˘

Tabulka I shrnuje namÏ¯enÈ a pr˘mÏrnÈ hodnoty absor-
bance A p¯i 458 nm proti redestilovanÈ vodÏ pro ÑËist˝ olejì,
ÑËinidloì a ÑMg + Ëinidloì. Dokumentuje p¯Ìtomnost pozadÌ
chlorid˘ nebo chlorderiv·t˘ v jednotliv˝ch matricÌch.

P¯Ìklad vyhodnocenÌ obsahu sledovan˝ch organick˝ch
chlorderiv·t˘ v oleji je z¯ejm˝ z tabulky II a z n·slednÈho
postupu: Do zkumavky Ë. 1 bylo nav·ûeno 0,056 g standardu
o koncentraci 1,76 mg Deloru 103 v 1 kg oleje, bez aditiv na
b·zi chlÛru. Do zkumavky Ë. 2 bylo odv·ûeno 0,0773 g ne-
zn·mÈho vzorku kontaminovanÈho oleje. Popsan· minerali-
zace a spektrofotometrick· mÏ¯enÌ poskytla po odeËtenÌ pr˘-
mÏrnÈho pozadÌ = 0,149 ÑËistÈho olejeì (viz tab. I) jednot-A
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Tabulka I
NamÏ¯enÈ hodnoty absorbancÌ A p¯i 458 nm proti redestilo-
vanÈ vodÏ ve sklenÏn˝ch kyvet·ch o dÈlce 1 cm

Parametr »ist˝ olej »inidlo Mg + Ëinidlo

A 0,150 0,063 0,124
0,149 0,063 0,124
0,148 0,062 0,125
0,148 0,062 0,125
0,149 0,064 0,125
0,149 0,063 0,125

Tabulka II
NamÏ¯enÈ hodnoty absorbancÌ olej˘ s dominantnÌm obsahem
PCB, mÏ¯eno proti ËistÈmu oleji po mineralizaci Mg

Parametr Standard Kontaminovan˝ olej

A 0,115 0,118
0,115 0,117
0,115 0,117
0,115 0,115
0,114 0,115
0,115 0,116

livÈ hodnoty A, tvo¯ÌcÌ prvnÌ sloupec v tab. II. U kaûdÈho
vzorku byl p¯itom cel˝ postup vËetnÏ mineralizace opakov·n
pÏtkr·t. Obsah Deloru m v kontaminovanÈm oleji byl pak
vyËÌslen po p¯epoËtu pr˘mÏrnÈ absorbance na jednotkovou
nav·ûku (v gramech) = 0,115/0,056 = 2,056 a =
0,116/0,0773 = 1,5006 m = 1,76. VypoËten· hodnota m Ëinila
tedy 1,3 mg Deloru 103 na 1 kg kontaminovanÈho
oleje. Tato hodnota byla cca o 12 % niûöÌ neû v˝sledek 1,45
mg.kg-1 kontrolnÌ anal˝zy tÈhoû oleje metodou GC/MS. Na-
lezen˝ rozdÌl cca 12 % (potvrzen˝ opakov·nÌm anal˝zy vzor-
k˘) je z hlediska praktickÈho vyuûitÌ popsanÈho postupu za-
nedbateln˝m.

Z·vÏr

Popsan˝ postup mineralizace PCB Ëi jin˝ch chlorderiv·t˘
v olejÌch se uk·zal velmi ˙Ëinn˝. UmoûÚuje sledovat PCB

v olejÌch na koncentraËnÌ ˙rovni mg.l-1 (tj. ppm). Zjiöùov·nÌ
obsahu chlorderiv·t˘ ve vodn˝ch roztocÌch vyûaduje, aby
popsanÈ mineralizaci p¯edch·zela nap¯. extrakce do ropnÈho
oleje, resp. vhodnÈ uhlovodÌkovÈ frakce. V principu lze pro
vyhodnocenÌ obsahu chlorderiv·t˘ vyuûÌt jak metody stan-
dardnÌho p¯Ìdavku, tak metody kalibraËnÌ k¯ivky.

Auto¯i dÏkujÌ za finanËnÌ podporu tÈto publikace z grantu
FVRä F4-0333 a grantu IGA MZ 4238-3/09.
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⁄vod

Hydrochinon (HCH) a p-benzochinon (CH) pat¯Ì spolu
s dalöÌmi deriv·ty chinon˘ do skupiny ökodliv˝ch l·tek nach·-
zejÌcÌch se v pr˘myslov˝ch odpadnÌch vod·ch. Jejich odstra-
Úov·nÌ je proto p¯edmÏtem v˝voje p¯Ìsluön˝ch separaËnÌch
metod1-4. Mezi ˙spÏönÏ se rozvÌjejÌcÌ techniky pat¯Ì v tomto
smÏru vyuûÌv·nÌ adsorpËnÌch vlastnostÌ uveden˝ch l·tek. Jed-
n· se p¯itom o vyuûitÌ adsorpce HCH, CH a p¯Ìp. dalöÌch
chinon˘ na chemicky inertnÌch matricÌch, nap¯. na aktivnÌm
uhlÌ5-7. O ˙Ëinnosti separace chinonu z vodn˝ch roztok˘ roz-
hoduje p¯edevöÌm jejich adsorptivita. Lze ji zjiöùovat nap¯.
z mÏ¯enÌ ˙bytku sledovan˝ch l·tek p¯i adsorpci na p¯id·vanÈm
aktivnÌm uhlÌ, pop¯. z Ëasov˝ch zmÏn koncentracÌ tÏchto l·-
tek3,4. Tyto metody jsou vöak pomÏrnÏ zdlouhavÈ, a proto jsou
hled·ny postupy poskytujÌcÌ v˝sledky rychleji a efektivnÏji.
Uk·zalo se4-9, ûe sledov·nÌ adsorptivity uveden˝ch l·tek na
uhlÌkov˝ch materi·lech koreluje s jejich adsorptivitou na rtu-
ùovÈ elektrodÏ. V principu bylo moûno tyto z·vÏry potvrdit
pomocÌ tenzametrick˝ch mÏ¯enÌ s vyuûitÌm st¯ÌdavÈho proudu
nebo impedanËnÌch mÏ¯enÌ vedoucÌch k urËov·nÌ diferenci·l-
nÌch kapacit elektrody9. UvedenÈ techniky jsou vöak pro praxi
rovnÏû p¯Ìliö speci·lnÌ, n·roËnÈ a obtÌûnÏ vyuûitelnÈ. Ned·vno
byla pops·na mezif·zov· elektrokapil·rnÌ mÏ¯enÌ, jejichû cit-
livost je o 2 aû 3 ¯·dy vyööÌ neû tomu bylo u klasick˝ch metod
obdobnÈho typu10-21. Pops·ny byly rovnÏû p¯ÌsluönÈ novÈ typy
elektrodov˝ch systÈm˘10,22-30, postupy a zp˘soby vyhodno-
cov·nÌ10,31,32, kterÈ by se mohly pro dan˝ ˙Ëel jevit jako
nadÏjnÈ. CÌlem tohoto sdÏlenÌ bylo vyzkouöet uvedenÈ metody
pro rozliöenÌ adsorptivity hydrochinonu a chinonu ve vodn˝ch
roztocÌch a popsat praktick˝ postup jejich aplikace pro dan˝ ˙Ëel.

Experiment·lnÌ Ë·st

Pro elektrokapil·rnÌ mezif·zov· mÏ¯enÌ slouûila aparatura
popsan· v cit.10,13; pracovnÌ elektrodou byla rtuùov· kapkov·
elektroda v podobÏ sklenÏnÈ v¯etenovitÈ kapil·ry (o pr˘mÏ-
rech 45/135), referentnÌ elektrodou byla velkoploön· nasycen·
kalomelov· elektroda (pr˘mÏr 12 mm) a pomocnou plati-
nov· elektroda. K tomu byl pouûit soln˝ m˘stek obsahujÌcÌ
0,5 mol.l-1 Na2SO4. P¯i mÏ¯enÌ byla kombinov·na aparatura
sest·vajÌcÌ z poËÌtaËovÈho Eko-Tribo Polarografu PC-ETP
firmy Polaro-Sensors, Praha a z polarografickÈho analyz·toru

PA-3 firmy LaboratornÌ p¯Ìstroje, Praha. VodnÈ roztoky byly
p¯ipravov·ny z redestilovanÈ vody a obsahovaly 0,5 mol.l-1

KNO3 Ëistoty p.a. RovnÏû hydrochinon a p-benzochinon byly
Ëistoty p.a. od firmy Fluka Chemie AG. MÏ¯enÌ probÌhala p¯i
laboratornÌ teplotÏ 298,15±0,5 K. pH roztoku bylo kontrolo-
v·no pomocÌ pH-metru A1 firmy Altec. P¯ed mÏ¯enÌm byl
sledovan˝ roztok vybubl·n argonem.

V˝sledky a diskuse

P r a c o v n Ì p o s t u p

Do mÏrnÈ n·dobky bylo p¯id·no 10 ml vodnÈho roztoku
0,5 mol.l-1 KNO3, do kterÈho byly zasunuty pracovnÌ rtuùov·
kapkov· elektroda RKE, referentnÌ kalomelov· elektroda SKE
a pomocn· platinov· elektroda. Po vybubl·nÌ roztoku argo-
nem po dobu 7 minut byla RKE postupnÏ polarizov·na v po-
tenci·lovÈm rozsahu +300 aû ñ800 mV vs. SKE, p¯iËemû byly
zaznamen·v·ny doby kapky t (pomocÌ digit·lnÌch stopek fir-
my CASIO s p¯esnostÌ ±0,03 s) v z·vislosti na polarizaËnÌm
potenci·lu E. PotÈ byl do roztoku postupnÏ p¯id·v·n hydro-
chinon v rozsahu koncentracÌ 0,002 aû 0,02 mol.l-1 a p¯i kaûdÈ
koncentraci byla mÏ¯enÌ t-E k¯ivky t¯ikr·t opakov·na. Do
grafu byly pak vyneseny rozdÌlovÈ k¯ivky pro jednotlivÈ kon-
centrace HCH v˘Ëi k¯ivce z·kladnÌho elektrolytu. Tyto zmÏny
dob kapky ∆t byly pak p¯epoËteny podle vztahu10,11,13,15π =
(425,6/40,5).∆t, kde t = 40,5 p¯i E = ñ450 mV vs. SKE, na
hodnoty povrchov˝ch tlak˘ π a vyneseny do graf˘ π vs. E. PotÈ
byl roztok HCH zamÏnÏn za roztok ËistÈho z·kladnÌho elektro-
lytu a mÏ¯enÌ byla opakov·na za p¯Ìdavku CH, rovnÏû v kon-
centraËnÌm rozmezÌ 0,002 aû 0,02 mol.l-1. Adsorptivita obou l·-
tek byla potÈ porovn·na na z·kladÏ zÌskan˝ch sÈriÌ π-E k¯ivek.

Z m Ï ¯ e n È v ˝ s l e d k y

ZmÏ¯enÈ π-E k¯ivky jsou zn·zornÏny na obr. 1. Uk·zalo
se, ûe HCH vykazoval v˝raznou mezif·zovou aktivitu v po-
mÏrnÏ öirokÈ potenci·lovÈ oblasti +200 mV aû ñ800 mV vs.
SKE, s maximem v oblasti okolo ñ200 mV. P¯i pozitivnÏjöÌch
potenci·lech neû +300 mV se zaËÌnalo p¯i citliv˝ch mÏ¯enÌch
projevovat anodickÈ rozpouötÏnÌ rtuùovÈ elektrody. P¯i nega-
tivnÏjöÌch hodnot·ch potenci·l˘, menöÌch neû ñ900 mV, do-
ch·zelo naopak k v˝raznÈmu omezenÌ adsorpce HCH vlivem
n·r˘stu povrchovÈ koncentrace kationt˘ z·kladnÌho elektro-
lytu. Podobn˝ tvar π-E z·vislostÌ byl zÌsk·n tÈû v p¯ÌpadÏ
chinonu. Poloha maxima odpovÌdala rovnÏû cca ñ200 mV vs.
SKE, pr˘bÏh k¯ivek byl  vöak  strmÏjöÌ a obor  potenci·l˘
mezif·zovÈ aktivity uûöÌ, mezi 0 mV a ñ600 mV. Mimo tuto
potenci·lovou oblast sehr·l z¯ejmÏ v˝raznou roli opÏt n·r˘st
koncentrace iont˘ z·kladnÌho elektrolytu v mezif·zÌ. Vz·-
jemnÈ porovn·nÌ hodnot maxim k¯ivek na obr. 1 a 2 uk·zalo,
ûe adsorptivita CH je v pr˘mÏru cca 1,7-kr·t vyööÌ neû adsorp-
tivita HCH urËovan· za stejn˝ch podmÌnek. Tento v˝sledek
souhlasÌ s obdobn˝m zjiötÏnÌm, ke kterÈmu bylo moûno dospÏt
pomocÌ mÏ¯enÌ ˙bytk˘ HCH a CH v 0,5 mol.l-1 KNO3 v d˘-
sledku jejich adsorpce na aktivnÌm uhlÌ4,3.

Z·vÏr

Popsan˝ postup potvrdil moûnost vyuûitÌ diferenËnÌch mÏ-
¯enÌ povrchov˝ch tlak˘ pro pomÏrnÏ rychlÈ a dostupnÈ porov-
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n·nÌ Ëi rozliöenÌ mezif·zovÈ aktivity sledovan˝ch chinon˘.
ZÌskanÈ poznatky odpovÌdaly d¯Ìve proveden˝m separaËnÌm
mÏ¯enÌm na aktivnÌm uhlÌ.

Auto¯i dÏkujÌ za finanËnÌ podporu tÈto pr·ce grantu FRVä
Ë. F 4 ñ 0333.
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E. JÌrovcov·a and T. S·krab (aDepartment of Chemistry,
Faculty of Agriculture, University of South Bohemia, »eskÈ
BudÏjovice, bInstitute of Environment Protection,University of
Pardubice): Utilization of Difference Measurements of Sur-
face Pressures for Comparison of Adsorption Behaviour
of Hydroquinone and 1,4-Benzoquinone

Utilization of differential measurement of surface pressu-
res for a comparison of adsorption behaviour of hydroquinone
and 1,4-benzoquinone is described. The described procedure
confirms the utilization potential of the method for a rapid and
accessible comparison or distinguishing of interphase activity
of the investigated quinones. The findings obtained corres-
pond to the separation measurements on active carbon per-
formed earlier.

Obr. 1. Z·vislost zmÏn povrchovÈho tlaku π na E na rtuùovÈ
elektrodÏ v 0,5 mol.l-1 KNO3, obsahujÌcÌm hydrochinon o koncentraci
c (mol.l-1): l 0,002; n 0,005;¡ 0,01;¨ 0,02
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Obr. 2. Z·vislost π na E na rtuùovÈ elektrodÏ v 0,5 mol.l-1 KNO3,
obsahujÌcÌm p-benzochinon o koncentraci c (mol.l-1):l 0,002;n 0,005;
¡ 0,01;¨ 0,02
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⁄vod

Silymarin, p¯eËiötÏn˝ extrakt ze semen ostropest¯ce ma-
ri·nskÈho ñ Silybum marianum (L.) Gaertn., pat¯Ì v druhÈ
polovinÏ dvac·tÈho stoletÌ k intenzivnÏ sledovan˝m l·tk·m
z hlediska farmakologickÈho ˙Ëinku1. Je moûno nalÈzt nÏko-
lik set odborn˝ch Ël·nk˘, zab˝vajÌcÌch se studiem silymarinu
nebo jeho jednotliv˝ch komponent1-4.

Silymarin a jeho hlavnÌ obsahov˝ flavonolignan silybin (I)
vykazuje öirokou paletu ochrann˝ch ˙Ëink˘ proti poökozenÌ
organismu toxiny1. Chr·nÌ proti celÈ ¯adÏ jaternÌch jed˘, nap¯.
tetrachlormethanu, D-galaktosaminu, thaliu,  acetaminophe-
nu1. V organismu p˘sobÌ flavonolignany ze silymarinu jako
antioxidanty, vychyt·vajÌ volnÈ radik·ly, stabilizujÌ bunÏËnÈ
membr·ny, ovlivÚujÌ hladiny sÈrov˝ch lipid˘, majÌ antiproli-
ferativnÌ ˙Ëinky na celou ¯adu n·dor˘5,6. V˝znamn˝m ˙Ëin-
kem silymarinu je jeho schopnost p¯ispÌvat k regeneraci jater-
nÌ tk·nÏ. P¯i akutnÌch otrav·ch toxiny muchom˘rky zelenÈ
(Amanita phalloides) se pouûÌv· silybin ve formÏ bishemisuk-
cin·tu jako ˙ËinnÈ antidotum1.

V souËasnÈ dobÏ se p¯Ìpravky na b·zi silymarinu pouûÌvajÌ
nejen jako lÈËiva, ale st·le vÌce takÈ jako potravinovÈ doplÚky
zdravÈ v˝ûivy, hlavnÏ v z·padnÌ EvropÏ a USA4, jejich obliba
st·le stoup· v souladu se snahou o zdrav˝ ûivotnÌ styl. ZatÌmco
lÈky jsou pod p¯Ìsnou kontrolou z hlediska jejich schvalov·nÌ,
distribuce i monitorov·nÌ v organismu, pro potravinovÈ doplÚ-
ky nenÌ k dispozici dostatek vhodn˝ch metod ke sledov·nÌ
tÏchto l·tek v biologick˝ch materi·lech. Vzhledem k interin-
dividu·lnÌm rozdÌl˘m v citlivosti populace k medikament˘m
obecnÏ je ¯eöenÌ tohoto problÈmu velmi d˘leûitÈ.

PrvnÌ metody stanovenÌ silybinu (SB) v krevnÌm sÈru a moËi

vyuûÌvaly tenkovrstevnÈ chromatografie s fluorimetrickou de-
tekcÌ po extrakci do etheru7. NejvÏtöÌho uplatnÏnÌ nalezly
metody vysoko˙ËinnÈ kapalinovÈ chromatografie8-11. Vöech-
ny pouûitÈ metody stanovujÌ pouze SB, ani jedna nesleduje
p¯Ìmo jeho metabolity, konjug·ty s kyselinou glukuronovou
a sÌrovou. Ty jsou p¯ed chromatografickou anal˝zou enzymo-
vÏ ötÏpeny β-glukuronidasou a sulfatasou, stanoven je celkov˝
obsah, zahrnujÌcÌ nekonjugovan˝ i p˘vodnÏ konjugovan˝ SB.

Silybin existuje ve formÏ dvou diastereomer˘, ale pou-
ze nÏkterÈ postupy umoûÚujÌ jejich stanovenÌ vedle sebe8,9.
Vöechny popisovanÈ postupy vyuûÌvajÌ vÌce Ëi mÈnÏ sloûitÈ
p¯eËiötÏnÌ p¯ed vlastnÌ HPLC anal˝zou. Martinelli et al.10

stanovoval SB v lidskÈ plazmÏ a moËi po extrakci terc-butyl-
methyletherem bÏhem desetiminutovÈ anal˝zy, ale bez rozdÏ-
lenÌ diastereomer˘. K rozdÏlenÌ diastereomer˘ nedoch·zÌ ani
v p¯ÌpadÏ studie Morazzoniho et al.11, srovn·vajÌcÌ farmakok-
ineticky silipid (1:1 komplex fosfatidylcholinu se SB) a sily-
marin za pouûitÌ sorbentu Extrelut 3. Diethylether pouûili
k extrakci Rickling et al.8 i Mascher et al.9 Ten zvolil k p¯eËiö-
tÏnÌ vzorku  postup,  zahrnujÌcÌ  po extrakci  diethyletherem
vymraûenÌ vodnÈ f·ze such˝m ledem s acetonem, smÌch·nÌ
organickÈ f·ze s roztokem Na2CO3, okyselenÌ vodnÈ f·ze
a n·st¯ik na HPLC kolonu. CÌlem naöÌ pr·ce bylo modifikovat
jiû d¯Ìve publikovanÈ metody tak, aby bylo moûno co moûn·
nejjednoduööÌ preseparacÌ zÌskat analyt vhodn˝ pro HPLC
stanovenÌ ze vzork˘ krevnÌ plazmy za zachov·nÌ separace
diastereomer˘. Prezentovan· metoda je modifikacÌ metod,
pouûit˝ch p¯i studiu flavonolignan˘ v rostlinnÈm materi·-
lu12,13a metody vyuûitÈ ke stanovenÌ glykosid˘ SB v biologic-
k˝ch materi·lech14. Metoda byla aplikov·na na vzorky plazmy
dvou zdrav˝ch dobrovolnÌk˘.

Experiment·lnÌ podmÌnky

C h e m i k · l i e : Silymarin (Favea, »esk· republika) ñ
200 mg silymarinu v jednÈ tabletÏ, LegalonÆ 70 (Madaus AG,
NÏmecko) ñ 70 mg silymarinu v jednÈ tabletÏ, silybin (Galena
Opava, »esk· republika), kyselina octov· p.a., methanol p.a.
(MeOH ), redestilovan· voda, octan sodn˝ p.a., aceton p.a.,
smÏs β-glukuronidasa/arylsulfatasa (40/20 U.ml-1) z Helix
pomatia (Merck, NÏmecko).

B i o l o g i c k ˝ m a t e r i · l : Plazma byla zÌsk·na od dvou
dobrovolnÌk˘ A a B, kte¯Ì mÏsÌc p¯ed experimentem uûÌvali
t¯ikr·t dennÏ 1 tabletu Silymarinu (Favea) ñ dobrovolnÌk A
nebo 1 tabletu LegalonÆ70 (Madaus AG) ñ dobrovolnÌk B.
Dvacet Ëty¯i hodin p¯ed odbÏrem oba dobrovolnÌci nemÏli
nadmÏrnou fyzickou z·tÏû, nekou¯ili, vyvarovali se n·poj˘
a potravin, obsahujÌcÌch xanthin, jako je k·va, Ëaj a Ëokol·da.
HladovÏli  od  veËera p¯ed experimentem  a bÏhem experi-
mentu. Krev byla odebÌr·na do zkumavek s EDTA v Ëasov˝ch
intervalech 0,5, 1, a 2 hodiny od pod·nÌ tablety p¯Ìsluön˝ch
prepar·t˘. Ihned po odbÏru byla centrifugacÌ zÌsk·na plazma,
kter· byla p¯ed dalöÌm pouûitÌm zamraûena p¯i ñ20 ∞C. Plazma
pro zjiötÏnÌ n·vratnosti SB z biologickÈho materi·lu byla
zÌsk·na od dobrovolnÌk˘, kte¯Ì neuûÌvali û·dnÈ lÈky ani potra-
vinovÈ doplÚky, obsahujÌcÌ silymarin.

K a p a l i n o v · c h r o m a t o g r a f i e : Kapalinov˝ chroma-
tograf Shimadzu Class - LC 10 (Shimadzu, Japonsko) byl
v uspo¯·d·nÌ odplyÚovacÌ jednotka GT-104, pumpa LC 10AT,
termostat CTO-10AC, DAD detektor SPD-M10AVP, centr·l-
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nÌ jednotka CBM-10A, autoinjektor SIL-10ADvp s d·vkovacÌ
smyËkou 500 µl. Separace byla prov·dÏna na kolonÏ 250/4
Nucleosil 100-5 C18 AB, p¯edkolona 11/4 stejn˝ sorbent (Ma-
cherey Nagel, SRN). StanovenÌ bylo provedeno v gradientu
mobilnÌ f·ze (sloûka A: MeOH-H2O-CH3COOH 37:63:0,5;
sloûka B: MeOH, program gradientu je uveden v tabulce I).
HPLC anal˝zy byly prov·dÏny p¯i teplotÏ kolony 30 ∞C, pr˘-
toku 0,9 ml.min-1 a detekci p¯i 290 nm, nast¯ikovanÈ mnoûstvÌ
bylo 50 µl.

Tabulka I
Program gradientu mobilnÌ f·ze

»as, min 0 3,75 11,25 15 20 20,1 27
% B 0 10 35 100 100 0 STOP

P ¯ Ì p r a v a a n a l y t i c k È h o v z o r k u

1. Extrakce nekonjugovanÈho silybinu na pevnÈ f·zi

K 1 ml krevnÌ plazmy bylo p¯id·no 2 ml acet·tovÈho pufru
ñ AC (0,1 mol.l-1, pH 4). SmÏs byla nanesena na prekondi-
ciovan˝ sorbent (Spe-ed Octadecyl C18/18 %, 200 mg/3 ml
(Applied Separations, USA), kondiciov·n MeOH (2◊2 ml),
H2O (2 ml) a AC (1 ml)). Kolonka byla promyta AC (1 ml).
Analyt byl desorbov·n MeOH (2 ◊2 ml) a acetonem (1 ml) do
zkumavky, n·sledovala centrifugace p¯i 2 000 g/12 ∞C/1 min.
Po centrifugaci byl supernatant p¯efiltrov·n p¯es filtr 0,45 µm
(Sartorius, NÏmecko) a odpa¯en na vakuovÈ rotaËnÌ odparce
p¯i 45 ∞C do sucha. Odparek byl rozpuötÏn v 100 µl mobilnÌ
f·ze A a aplikov·n na HPLC kolonu.

2. StanovenÌ celkovÈho silybinu

K 1 ml krevnÌ plazmy bylo p¯id·no 1,5 ml AC a 60 µl
roztoku smÏsi β-glukuronidasa/arylsulfatasa, o aktivitÏ 0,56/
0,28 U.ml-1 (cit.15). Zkumavky byly uzav¯eny gumovou z·t-
kou, inkubov·ny 4 hod p¯i 37 ∞C ve vibraËnÌ vodnÌ l·zni, potÈ
doplnÏny 0,5 ml AC a zpracov·ny stejn˝m extrakËnÌm postu-
pem jako v bodu 1.

P ¯ Ì p r a v a s t a n d a r d n Ì c h r o z t o k ˘

Byl p¯ipraven z·sobnÌ roztok SB o koncentraci 500 µmol.l-1

v MeOH. Protoûe v tÈto pr·ci pouûit˝ SB je  smÏs dvou
diastereomer˘ v pomÏru 1:1, koncentrace kaûdÈho diastereo-
meru v z·sobnÌm roztoku byla 250 µmol.l-1. Ze z·sobnÌho
roztoku byly na¯edÏnÌm v plazmÏ p¯ipraveny kalibraËnÌ roz-
toky, obsahujÌcÌ 0,005; 0,025; 0,05; 0,25; 2,5 a 25 µmol.l-1

jednotliv˝ch diastereomer˘. Pro stanovenÌ n·vratnosti SB z bio-
logickÈho materi·lu byly p¯ipraveny standardnÌ roztoky v mo-
bilnÌ f·zi A ve stejn˝ch koncentracÌch.

V˝sledky a diskuse

Pouûitou metodou je moûno separovat diastereomery SB,
retenËnÌ Ëasy jsou 17,7 a 18,1 min, rozliöenÌ pÌk˘ Rij = 1,22.
Rovnice kalibraËnÌch p¯Ìmek pro kaûd˝ diastereomer (I a II),
sestrojenÈ v koncentraËnÌm rozsahu 0,005 aû 25 µmol.l-1 kaû-
dÈho diastereomeru majÌ tvar:

cI = 1,781.10-5 P ñ 0,018 . r2 = 0,99999
cII = 1,554.10-5 P ñ 0,017 . r2 = 0,99998

c ñ koncentrace diastereomeru [µmol.l-1]
P ñ plocha pÌku [µV.s]

Mez detekce pro kaûd˝ diastereomer je 2 nmol.l-1, mez stanovi-
telnosti 5 nmol.l-1 nekonjugovanÈho i celkovÈho SB. Program

Tabulka III
Koncentrace silybinu [nmol.l-1] ve vzorcÌch plazmy dobrovol-
nÌka A po pod·nÌ jednÈ tablety Silymarin (Favea)

»as Silybin
odbÏrua, nekonjugovan˝ celkov˝
hod D Ib D IIb D Ib D IIb

0,5 49,2±2,9 21,6±2,7 46,5±3,1 40,2±4,4
1 86,5±1,5 31,7±2,3 88,0±10,2 48,5±4,1
2 133,0±9,5 35,1±4,4 176,1±7,7 200,6±8,1

a »as odbÏru krve po pod·nÌ prepar·tu, b pr˘mÏr ± smÏrodatn·
odchylka, n = 2; D = diastereomer

Tabulka IV
Koncentrace silybinu [nmol.l-1] ve vzorcÌch plazmy dobrovol-
nÌka B po pod·nÌ jednÈ tablety LegalonÆ70

»as Silybin
odbÏrua, nekonjugovan˝ celkov˝
hod D Ib D IIb D Ib D IIb

0,5 25,5±3,5 n.d. c 30,9±6,6 6,8±1,0
1 25,5±4,8 8,9±2,5 52,9±4,4 82,2±8,7
2 139,0±15,6 7,5±3,7 127,0±14,7 67,6±12,0

a »as odbÏru krve po pod·nÌ prepar·tu, b pr˘mÏr ± smÏrodatn·
odchylka, n = 2, c nedetekov·no; D = diastereomer

Tabulka II
N·vratnost silybinu z lidskÈ plazmy p¯i extrakci na sorbent C18

Koncentrace silybinua, µmol.l-1 0,005 0,025 0,05 0,25 2,5 25
N·vratnost, % 92,4±7,2 91,7±5,8 89,4±6,7 85,1±6,3 82,8±8,4 80,5±7,6

a Pr˘mÏr ± smÏrodatn· odchylka, n = 3; n·vratnost obou diastereomer˘ byla stejn·, proto je v tabulce uv·dÏn pouze jeden ˙daj
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gradientu (tab. I) zajiöùuje na konci anal˝zy vymytÌ balastnÌch
l·tek, hydrofobnÏjöÌch neû silybin, z kolony a z·roveÚ n·vrat
do p˘vodnÌho stavu. N·vratnost SB je uvedena v tabulce II.
Byly sledov·ny zmÏny koncentracÌ diastereomer˘ SB v Ëase
v plazmÏ dvou dobrovolnÌk˘ po pod·nÌ jednÈ tablety prepar·t˘
Silymarin a LegalonÆ70 (tab. III a IV). Chromatogram sta-
novenÌ celkovÈho silybinu (jednotliv˝ch diastereomer˘) ve
vzorku plazmy dobrovolnÌka A po 2 hod od pod·nÌ jednÈ
tablety Silymarinu (Favea) po enzymatickÈm ötÏpenÌ konju-
govanÈho silybinu a extrakci na pevnÈ f·zi zachycuje obr. 1.

V porovn·nÌ s metodou Maschera et al.9 je prezentovan·
metoda stejnÏ citliv· pro stanovenÌ nekonjugovanÈho SB a cit-
livÏjöÌ o polovinu p¯i stanovenÌ celkovÈho SB (metoda Mas-
chera et al. dovoluje stanovit koncentraci 10 nmol.l-1 kaûdÈho
diastereomeru celkovÈho SB), metoda Ricklinga et al.8 do-
voluje stanovit kaûd˝ diastereomer v koncentraci 0,5 nmol.l-1

pro nekonjugovan˝ SB ovöem p¯i pouûitÌ p¯epÌn·nÌ kolon
a elektrochemickÈho detektoru. Pro celkov˝ SB m· prezen-
tovan· metoda stejnou citlivost jako metoda Ricklinga et al.8

V˝hodou pouûitÌ C18 sorbentu p¯i extrakci na pevnou f·zi
je moûnost zachytit i hydrofilnÏjöÌ deriv·ty silybinu, nap¯.
β-D-glykosidy SB14, kterÈ extrakcÌ do diethyletheru stano-
vovat nelze. V souËasnÈ dobÏ probÌhajÌ experimenty s vyuûi-
tÌm prezentovanÈ metody pro stanovenÌ p¯irozen˝ch metabo-
lit˘ SB v krevnÌ plazmÏ.

N·vratnost SB z krevnÌ plazmy p¯i pouûitÌ extrakce na
pevnou f·zi se pohybovala okolo 85 % za dostateËnÈho p¯e-
ËiötÏnÌ vzork˘.

Ve vzorcÌch plazmy po aplikaci obou p¯Ìpravk˘ byly nale-
zeny v ËasovÈ z·vislosti vzr˘stajÌcÌ koncentrace jak nekonju-
govanÈho, tak i celkovÈho SB u diastereomeru I, u dobrovol-
nÌka A se stejn˝ trend uplatÚoval i u diastereomeru II. U do-
brovolnÌka B byl rozdÌl v koncentraci diastereomeru II po
jednÈ a dvou hodin·ch od aplikace prepar·tu nev˝znamn˝.
Pozorovan˝ rozdÌl v koncentraci diastereomer˘ I a II v krevnÌ
plazmÏ je v souladu s liter·rnÌmi ˙daji15. NenÌ zn·mo, zda se
jedn· o rozdÌlnou resorpci diastereomer˘ z gastrointestin·l-
nÌho traktu, r˘znou rychlost biotransformace a vyluËov·nÌ
nebo kombinaci vöech tÏchto vliv˘.

Prepar·t Silymarin (Favea) obsahoval trojn·sobnÈ mnoû-
stvÌ silymarinu neû LegalonÆ70, rozdÌl v plazmatickÈ koncen-

traci (hlavnÏ u diastereomeru I) neodpovÌd· aplikovanÈmu
mnoûstvÌ a svÏdËÌ pro rozdÌlnou biodostupnost prepar·t˘ od-
liön˝ch v˝robc˘, coû bylo pozorov·no takÈ v pr·ci Schulze et
al.16 V˝znamnou roli v odliönÈ biodostupnosti mohou hr·t takÈ
interindividu·lnÌ rozdÌly, kterÈ mohou posuzov·nÌ biodostup-
nosti r˘zn˝ch prepar·t˘ v˝raznÏ ovlivÚovat15.

Tato pr·ce byla podpo¯ena granty MäMT »R VS 96021
a MSM 151100003, MPO PP-Z1/13/99.
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P. Kosinaa and J. Bartekb (aCentre for Bioanalytical
Research, Palack˝ University, bInstitute of Medical Chemistry
and Biochemistry, Medical Faculty, Palack˝ University, Olo-
mouc): Determination of Silybin in Blood Plasma Using
High Performance Liquid Chromatography with Solid
Phase Extraction

HPLC method with SPE preseparation step for determi-
nation of silybin, the main constituent of silymarin, in blood
plasma was optimized. A C18 sorbent for preseparation from
acidified samples was used. Diastereomers of silybin in uncon-
jugated form or total silybin are resolved by the method, the
detection limit being 2 nmol.l-1 and the limit of quantification
5 nmol.l-1 per diastereomer. The method is suitable for silybin
monitoring in human plasma after administration of drugs or
food additives based on silymarin.

Obr. 1.StanovenÌ celkovÈho silybinu (jednotliv˝chdiastereomer˘)
ve vzorku plazmy dobrovolnÌka A po 2 hod od pod·nÌ jednÈ tablety
Silymarinu (Favea) po enzymatickÈm ötÏpenÌ konjugovanÈho silybinu
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⁄vod

NedÌlnou  souË·stÌ  v˝zkumu  a v˝voje elektrochemickÈ
instrumentace je ¯eöenÌ nov˝ch typ˘ elektrod, jejich v˝zkum
a vyuûitÌ. V polarografii, voltametrii a p¯Ìbuzn˝ch oborech za-
ujala mimo¯·dnÈ postavenÌ rtuùov· kapkov· elektroda RKE1-4,
zejmÈna dÌky kvalitÏ povrchu a jeho obnovovatelnosti. Hled·-
nÌ elektrod, kterÈ by se vlastnostem RKE p¯iblÌûily, je tudÌû
d˘leûitou souË·stÌ zmÌnÏnÈho v˝zkumu zejmÈna v souvislosti
s aplikacemi vyûadujÌcÌmi pr·ci bez rtuti, vyuûitÌ netoxick˝ch
elektrodov˝ch materi·l˘, jednoduchou obsluhu, robustnost,
miniaturizaci systÈmu, jeho snadnou p¯enosnost apod., p¯i
dostateËnÈ citlivosti, selektivitÏ a dalöÌch analytick˝ch para-
metrech.

V r·mci zmÌnÏnÈho v˝zkumu jsme proto asi p¯ed pÏti
lety5-7 zamÏ¯ili pozornost tÈû na amalgamovÈ st¯ÌbrnÈ elektro-
dy, v n·vaznosti na d¯Ìve publikovanÈ poznatky o tÏchto
elektrod·ch8,9. HlavnÌm motivem byla p˘vodnÏ5-7,10-12 snaha
zavÈst elektrody typu netoxick˝ch zubnÌch amalgam, kterÈ by
za vhodn˝ch experiment·lnÌch podmÌnek a uspo¯·d·nÌ splÚo-
valy v˝öe zmÌnÏnÈ parametry. DÌky p¯Ìzniv˝m v˝sledk˘m
byly jiû prvnÌ typy tÏchto st¯Ìbrn˝ch amalgamov˝ch Hg/Ag
elektrod zavedeny do v˝roby6,7. Nasycen· tuh· amalgama
m˘ûe b˝t vytv·¯ena i na st¯ÌbrnÈ ploöce (diskovÈ Ag-elektro-
dÏ), nebo jeötÏ lÈpe amalgamacÌ p¯ÌsluönÈho pr·öku (eventuel-
nÏ pudru, pilin). Elektroda m˘ûe mÌt p¯itom nap¯. formu disku
Ëi menisku, apod. Podle pot¯eby m˘ûe b˝t vyleötÏna nebo
naopak modifikov·na, nap¯. rtuùov˝m filmem, p¯irozenÏ s tÌm,
ûe jejÌ vlastnosti pak z·visejÌ na jejÌm konkrÈtnÌm uspo¯·d·nÌ.

O znaËnÈm z·jmu o tuto problematiku svÏdËÌ i pr·ce11-16.

Experiment·lnÌ Ë·st

A p a r a t u r a

Voltametrick· mÏ¯enÌ byla prov·dÏna s vyuûitÌm poËÌta-
ËovÈho Eco-Tribo Polarografu PC-ETP (Polaro-Sensors spol.
s r.o., Praha), ve dvou nebo t¯ÌelektrodovÈm uspo¯·d·nÌ, v p¯Ì-
tomnosti vzduönÈho kyslÌku nebo po vybubl·nÌ roztoku dusÌ-
kem. Jako referentnÌ slouûila nasycen· kalomelov· elektroda
SKE. Pomocnou elektrodu tvo¯il Pt dr·tek o pr˘mÏru 1,0 mm.
a dÈlky 7 mm. Byly pouûity metody DC voltametrie (DCV),
cyklick· voltametrie (CV) a diferenËnÌ pulsnÌ voltametrie

(DPV) v reûimu Ñsquare-waveì, v˝öka pulsu 50 mV, öÌ¯ka
pulsu 100 ms. Podle pot¯eby byly tyto metody kombinov·ny
s anodick˝m, katodick˝m nebo adsorptivnÌm nahromadÏnÌm.
Roztoky byly p¯ipravov·ny z redestilovanÈ vody; vöechny
chemik·lie byly Ëistoty p.a. (Lachema Brno). Anal˝zy byly
prov·dÏny p¯i teplotÏ 293,2±0,5 K.

P ¯ Ì p r a v a a m a l g a m o v È e l e k t r o d y

SklenÏn· trubiËka (SIMAX) vnÏjöÌho pr˘mÏru 5 mm
a vnit¯nÌho pr˘mÏru 1ñ2 mm byla v urËenÈm ˙seku dÈlky asi
1 cm zah¯·ta a vytaûenÌm z˙ûena na vnit¯nÌ pr˘mÏr cca 0,4 aû
0,5 mm. Po p¯e¯ÌznutÌ trubiËky v z˙ûenÈm mÌstÏ a zaleötÏnÌ
Ëela z˙ûenÈ Ë·sti na jemnÈm smirkovÈm papÌ¯e byl do zuûujÌ-
cÌho se vnit¯nÌho prostoru vpraven st¯Ìbrn˝ pr·öek velikosti
Ë·stic 5ñ10 µm, po tÈ byl do pr˘bÏûnÈho otvoru trubiËky a do
vrstviËky pr·öku Ag zaveden platinov˝ dr·tek o pr˘mÏru
0,1 mm a vrstviËka Ag pr·öku byla upÏchov·na. ⁄stÌ bylo pak
zasunuto do lahviËky s asi 0,5 ml Hg a za postupujÌcÌ amalga-
mace ponech·no 2 hodiny. K hornÌmu konci Pt dr·tku byl pak
p¯ipevnÏn p¯Ìvod elektrickÈho kontaktu a hornÌ Ë·st elektrody
byla opat¯ena krytkou. Konstrukce vzniklÈ amalgamovÈ Hg/
Ag-elektrody je zn·zornÏna na obr. 1. Hg/Ag-elektroda s roz-
hranÌm ve formÏ ztuhlÈ st¯ÌbrnÈ amalgamy (p¯ipomÌnajÌcÌ
zubnÌ mikroplombiËku) podoby menisku nebo hemisfÈry byla
tak p¯ipravena k mÏ¯enÌ. K p¯ÌpadnÈmu vyleötÏnÌ Hg/Ag-elek-
trody byl pouûit ultrajemn˝ smirkov˝ papÌr.

Obdobn˝m postupem byly p¯ipraveny tÈû amalgamy ji-
n˝ch kov˘, nap¯. zlat·, indiov·, mÏdÏn·.

KomerËnÌ pevnÈ amalgamovÈ st¯ÌbrnÈ Hg/Ag elektrody
(Polaro-Sensors spol. s r.o., Praha) se chovaly stejnÏ jako
analogickÈ elektrody p¯ipravenÈ laboratornÏ.

Obr. 1. SchÈmata elektrod na b·zi pevnÈ kovovÈ amalgamy, nap¯.
st¯ÌbrnÈ Hg/Ag: 1 ñ pevn· pop¯. modifikovan· amalgama; 2 ñ tÏlo
elektrody; 3 ñ Pt-kontakt; 4 ñ p¯Ìvod elektrickÈho kontaktu; 5 ñ krytka
s osazenÌm elektrody
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V˝sledky a diskuse

P¯ed kaûd˝m mÏ¯enÌm byla elektroda vûdy ve stanovenÈm
reûimu polarizov·na, nap¯. vloûenÌm vhodnÈho negativnÌho
potenci·lu, nebo jeötÏ lÈpe cyklov·nÌm kup¯. 200 cykly mezi
ñ0,05 V a ñ1,2 V. Optimalizace podmÌnek stanovenÌ danÈ
l·tky  zahrnovala  tedy nejd¯Ìve nalezenÌ vhodnÈho  reûimu
elektrochemickÈho obnovenÌ povrchu Hg/Ag-elektrody a potÈ
reûimu vlastnÌ anal˝zy. V˝sledky se staly souË·stÌ konkrÈtnÌch
metodik, v praxi vyuûiteln˝ch nap¯. ve formÏ p¯Ìsluön˝ch
aplikaËnÌch list˘.

V p¯ÌpadÏ kovov˝ch iont˘ jako jsou Cd2+ Ëi Pb2+ bylo
zjiötÏno, ûe k elektrochemickÈ ˙pravÏ mÏrnÈho rozhranÌ staËi-
lo nap¯. uvedenÈ cyklov·nÌ p¯ed kaûd˝m mÏ¯enÌm p¯i danÈ
koncentraci depolariz·toru; po nÌ pak n·sledoval urËen˝ sled
krok˘  mÏ¯enÌ, podle pot¯eby zahrnujÌcÌ nebo nezahrnujÌcÌ
akumulaci stanovovan˝ch sloûek.

Obr. 2 dokumentuje vyuûitelnost popsan˝ch Hg/Ag elek-
trod pro stanovenÌ Cu, Pb, Cd, Zn. Reprodukovatelnost stano-
venÌ se pohybovala kolem ±2 %. Potenci·ly pÌk˘ odpovÌdaly
hodnot·m na visÌcÌ rtuùovÈ kapkovÈ elektrodÏ (HMDE). P¯i
dodrûenÌ popsanÈho postupu bylo moûno s Hg/Ag elektrodou
pracovat bez jejÌho mechanickÈho obnovenÌ Ëi doteku s kapal-
nou rtutÌ po dobu jednoho t˝dne. Analogicky bylo moûno
analyzovat roztoky obsahujÌcÌ Fe3+, Co2+, Ni2+, Tl+, Cr3+, In3+,
Iñ, I aj. Za optim·lnÌch podmÌnek anal˝zy bylo moûno
dos·hnout mez stanovitelnosti kov˘ na ˙rovni 1 ppb. Zvl·öù
v˝znamnou roli hr·la elektrochemick· p¯ed˙prava povrchu
elektrody p¯i stanovenÌch, kdy se v˝raznÏ uplatÚovaly mezi-
f·zovÈ Ëi povrchovÈ dÏje. P¯Ìkladem toho byla voltametrie
N za podmÌnek jejich katalyzovanÈ redukce16 ñ viz obr. 3.

VöeobecnÏ lze ¯Ìci, ûe Hg/Ag elektroda vykazuje öirok˝
rozsah polarizaËnÌch potenci·l˘ a vysokÈ p¯epÏtÌ vodÌku. P¯i
vymezenÌ katodickÈ i anodickÈ vÏtve voltametrick˝ch z·zna-
m˘ ˙rovnÌ 5 µA Ëinil nap¯. rozsah odpovÌdajÌcÌch pracovnÌch
potenci·l˘ v 0,1 M-HClO4 ñ1,23 V aû +0,47 V, v 0,1 M-NaClO4
ñ1,99 V aû +0,45 V, v 0,1 M-KCl ñ1,99 V aû +0,095 V a v 0,1
M-NaOH ñ1,99 V aû ñ0,1 V, vöe proti SKE. UvedenÈ rozsahy
byly v porovn·nÌ s HMDE za dan˝ch experiment·lnÌch pod-
mÌnek v pr˘mÏru pouze o 200ñ300 mV uûöÌ v oblasti pozitiv-
nÌch i negativnÌch potenci·l˘. P¯Ìklady vyuûitÌ Hg/Ag elektro-
dy pro stanovenÌ organick˝ch l·tek a adsorpËnÌ rozpouötÏcÌ
voltametrii ilustruje obr. 4, zn·zorÚujÌcÌ voltamogramy nitro-
benzenu a kyseliny thiodiglykolovÈ. PodobnÏ bylo moûno
registrovat i  voltamogramy SH-l·tek  a dalöÌch povrchovÏ

aktivnÌch l·tek. Obr. 4a souËasnÏ dokumentuje moûnost p¯Ì-
pravy a vyuûitÌ popsanÈho typu amalgamovÈ elektrody na b·zi
jinÈho kovu neû st¯Ìbra, v danÈm p¯ÌpadÏ zlata. Z obr·zku je
tÈû z¯ejm˝ posuv pÌku nitrobenzenu na Hg/Ag a Hg/Au v po-
rovn·nÌ s HMDE.

PopsanÈ amalgamovÈ elektrody majÌ öirokou vyuûitelnost,
zejmÈna v z·vislosti na sloûenÌ amalgamovanÈ kovovÈ Ëi
smÏsnÈ matrice, na povrchovÈ modifikaci Ëi ˙pravÏ vzniklÈ
amalgamy, na reûimu jejÌ polarizace, apod. Jejich matrice
m˘ûe b˝t p¯itom shodn· nebo se blÌûit sloûenÌ dent·lnÌch
amalgam17 (obsahujÌcÌch ve v˝chozÌ surovinÏ pro p¯Ìpravu
amalgamy nap¯. v p¯ÌpadÏ ÑSafarganu specialì, Safina Praha,
Ag, Sn a Cu v pomÏru 7:2,5:0,6) nebo m˘ûe b˝t zvoleno jinÈ
sloûenÌ ñ nap¯. na b·zi Ëasto û·doucÌch Ëist˝ch amalgam (Ag,

O3
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O3

–

Obr. 3. DP voltamogramy 30 ppm (2) v 0,04 M-CeCl3 a 0,1 M-
-KCl (1); Eac = ñ1,7 V; tac = 45 s

NO3
ñ

Obr. 2. DP voltamogramy 0,2 M acet·tovÈho pufru pH 4,8 (1)
obsahujÌcÌho 0,06 ppm Cu2+, Pb2+, Cd2+ a Zn2+ (2); doba akumulace
tac = 90 s p¯i Eac = ñ1,3 V; doba vybubl·nÌ roztoku dusÌkem tb = 300 s;
rychlost polarizace 20 mV.s-1; öÌ¯ka pulsu 100 ms
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Obr. 4. a) DP voltamogramy 0,1 M amoniak·lnÌho pufru pH 9,8 (1)
obsahujÌcÌho 10 ppm nitrobenzenu na HMDE (2) na Hg/Ag (3) a na
obdobnÈ Hg/Au (4) elektrodÏ; rychlost polarizace 20 mV.s-1; b) DP
voltamogramy 4.10-5
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ametrie; tac = 30 s; rychlost polarizace 20 mV.s-1
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Au, atd.), smÏsn˝ch Ëi kompozitnÌch amalgam, atd. Dotek
s kapalnou rtutÌ vede k tvorbÏ hemisfÈr, menisk˘ Ëi film˘.
VhodnÏ zvolenÈ amalgamy poskytujÌ Ëasto lÈpe definovanÈ
podmÌnky, vyööÌ citlivost, lepöÌ reprodukovatelnost i dalöÌ
analytickÈ parametry. RovnÏû povrch uveden˝ch elektrod m˘-
ûe b˝t upravov·n brouöenÌm, leötÏnÌm, chemick˝mi postupy,
apod., nebo m˘ûe b˝t ponech·n bez mechanick˝ch ˙prav,
nap¯. v podobÏ vytvo¯enÈho menisku Ëi filmu. Na obr. 5 jsou
pro porovn·nÌ uvedeny voltamogramy Cd2+ na HMDE, me-
niskovÈ Hg/Ag elektrodÏ p¯ipravenÈ popsan˝m postupem bez
mechanickÈ ˙pravy povrchu a na vyleötÏnÈ (diskovÈ) Hg/Ag-
-elektrodÏ (typu vyleötÏnÈ zubnÌ amalgamy). Z obr·zku je
z¯ejmÈ, ûe citlivost stanovenÌ Cd kles· v ¯adÏ HMDE ñ menis-
kov· Hg/Ag ñ vyleötÏn· Hg/Ag. U poslednÏ zmÌnÏnÈ elek-
trody doölo souËasnÏ k posunu pÌku Cd k negativnÏjöÌm po-
tenci·l˘m a k v˝raznÈmu zhoröenÌ reprodukovatelnosti.

AËkoliv popsanÈ Hg/Ag a dalöÌ amalgamovÈ elektrody
nedosahujÌ uûitn˝ch vlastnostÌ obnovovan˝ch rtuùov˝ch elek-
trod, majÌ dÌk rozsahu jejich funkËnÌch a uûitn˝ch parametr˘,
relativnÌ jednoduchosti, robustnosti a nejedovatosti öanci v˝-
znamnÏ se uplatnit v praxi. V souËasnÈ dobÏ pokraËuje v˝-
zkum vlastnostÌ a chov·nÌ zmÌnÏn˝ch amalgamov˝ch elektrod
a obdobn˝ch elektrod obsahujÌcÌch jinÈ kovy, jejich dalöÌ
v˝voj, rozöi¯ov·nÌ vyuûiteln˝ch metodik a tvorba aplikaËnÌch
list˘, s eventu·lnÌm vyuûitÌm p¯Ìstroj˘ pro automatickou v˝-
robu dent·lnÌch smÏsÌ poûadovanÈho sloûenÌ (nap¯. p¯Ìstroj fy
Degusa). ZÌskanÈ v˝sledky budou p¯edmÏtem dalöÌch sdÏlenÌ.

Auto¯i dÏkujÌ GA»R za finanËnÌ podporu tÈto publikace
v r·mci grantu Ë. 204/97/K084.
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L. Novotn˝ and B. Yosypchuk (UNESCO Laboratory of
Environmental Electrochemistry, J. Heyrovsk˝ Institute of
Physical Chemistry, Academy of Sciences of the Czech Re-
public, Prague): Solid Silver Amalgam Electrodes

Construction and properties of commercially available
non-toxic silver-mercury amalgam electrodes are described.
These electrodes can be further electrochemically or mecha-
nically modified and used for the determination of both inor-
ganic and organic substances at ppb levels with reproducibility
better than 2 %.

Obr. 5. DP voltamogramy 0,4 ppm Cd2+ v 0,2 M acet·tovÈm pufru
pH 4,8 na HMDE (1), Hg/Ag elektrodÏ bez mechanickÈ ˙pravy jejÌho
povrchu (2) a na tÈûe, avöak vyleötÏnÈ diskovÈ Hg/Ag elektrodÏ (3)
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RECENZE

M . K o d Ì Ë e k a V . K a r p e n k o :
Biofyzik·lnÌ chemie
Academia, Praha 2000. Stran 337.

Biofyzik·lnÌ chemie je v˝znamn˝ interdisciplin·rnÌ obor
zab˝vajÌcÌ se aplikacÌ fyzik·lnÌ chemie na biologickÈ problÈ-
my. SouËasn˝ prudk˝ rozvoj biochemie a biologick˝ch vÏd
akcentuje v˝znam tÈto disciplÌny pro dalöÌ rozvoj zkoum·nÌ
a pochopenÌ nejr˘znÏjöÌch biologick˝ch jev˘, ale z·roveÚ na-
znaËuje, ûe n·plÚ tohoto oboru nenÌ zdaleka uzav¯ena, ale
naopak se neust·le rozöi¯uje. Auto¯i publikace jsou si tohoto
problÈmu vÏdomi, a proto se snaûÌ diskusÌ vymezit souËasnou
n·plÚ oboru. P¯i v˝uce oboru a tedy i zpracov·nÌ uËebnice je
z·kladnÌm p¯edpokladem ˙spÏchu p¯ipravenost posluchaË˘
(adept˘) tj.  ˙roveÚ jejich  p¯edchozÌ  p¯Ìpravy, zejmÈna ve
fyzik·lnÌ chemii, biochemii a matematice. P¯edevöÌm oblast
v˝poËt˘, kter· je nedÌlnou souË·stÌ v˝uky biofyzik·lnÌ che-
mie, b˝v· zdrojem problÈm˘ u nedostateËnÏ p¯ipraven˝ch
posluchaË˘. V tomto p¯ÌpadÏ je na uËitelovi, aby citlivÏ dok·-
zal takovÈ problÈmy p¯ekonat.

Recenzovan· publikace je rozdÏlena do 10 kapitol. Po
˙vodnÌm slovÏ je logicky druh· kapitola vÏnov·na bioenerge-
tice ñ fascinujÌcÌmu systÈmu zajiöùujÌcÌmu ûivotnÌ funkce.
T¯etÌ kapitola popisuje nekovalentnÌ interakce zodpovÏdnÈ za
rozpozn·vacÌ systÈm, interakce biologicky aktivnÌch l·tek, ja-
koû i mechanismus biokatal˝zy a dalöÌch v˝znamn˝ch dÏj˘
v biologick˝ch systÈmech. »tvrt· kapitola pouËÌ Ëten·¯e o ki-
netice biologick˝ch proces˘, kterÈ jsou vöak vÌce mÈnÏ ome-
zeny na enzymovou kinetiku. P·t· a öest· kapitola by mÏly b˝t
vymÏnÏny, ale tato z·mÏna nic neubÌr· na jejich obsahu.
Problematika membr·n (kap. 6) by dle mÈho n·zoru mÏla
n·sledovat za kinetikou a pak by n·sledoval ucelen˝ blok
technik aplikovan˝ch v biofyzik·lnÌm v˝zkumu (metody elek-
trochemickÈ, spektrofotometrickÈ, radiometrickÈ a dalöÌ tech-
niky studia prostorovÈho uspo¯·d·nÌ biomakromolekul).

Z·vÏrem mohu konstatovat, ûe se jedn· o knihu zda¯ilou,
kter· bude jistÏ bohatÏ vyuûÌv·na jako uËebnice pro vysoökol-
skÈ studenty r˘znÈho chemickÈho a biologickÈho zamÏ¯enÌ,
vËetnÏ medicÌny, i jako pom˘cka a zdroj informaci pro vöech-
ny, kte¯Ì ökolu jiû p¯ed lÈty opustili.

Jan K·ö

M . F e r e n Ë Ì k , B . ä k · r k a , M . N o v · k
a L . T u r e c k ˝ :
BiochÈmia
Slovak Academic Press, Bratislava 2000. Stran 952, doporu-
Ëen· cena 950,ñ Sk.

Zn·mÌ slovenötÌ biochemici p¯ipravili rozs·hlou monogra-
fii o 32 kapitol·ch, kter· sv˝m rozsahem, odborn˝m zamÏ¯e-
nÌm i stupnÏm inovace podstatnÏ p¯ekon·v· d¯ÌvÏjöÌ dÌlo dvou
ze souËasnÈ Ëtve¯ice autor˘.

Biochemie jako öirok˝ interdisciplin·rnÌ obor m· mnoho
tv·¯Ì a zasahuje do r˘zn˝ch obor˘ (medicÌny, potravin·¯stvÌ,

zemÏdÏlstvÌ, ûivotnÌho prost¯edÌ, atd.), a proto je jako jeden
z klÌËov˝ch p¯edmÏt˘ vyuËov·na na mnoha ökol·ch s r˘zn˝m
zamÏ¯enÌm. Z tohoto d˘vodu auto¯i upravili obsah publikace
tak, aby mohla slouûit jako vysokoökolsk· uËebnice bioche-
mie posluchaË˘m medicÌny, chemie, veterin·rnÌho lÈka¯stvÌ,
p¯ÌrodnÌch vÏd, farmacie, potravin·¯stvÌ, zemÏdÏlstvÌ a ekolo-
gie. Vzhledem k svÈmu rozsahu poskytne informace i pracov-
nÌk˘m z pr˘myslovÈ praxe a v˝zkumu i vl·dnÌch organizacÌ,
kte¯Ì se ve svÈ pr·ci zaobÌrajÌ biochemickou problematikou.

V recenzovanÈm dÌle nalezneme jednak vöe z·kladnÌ co
obecnÈ biochemie obvykle obsahujÌ a navÌc nÏkterÈ speciali-
zovanÈ kapitoly, kterÈ v bÏûn˝ch biochemick˝ch monogra-
fiÌch neb˝vajÌ za¯azeny. ZnaËn· pozornost je vÏnov·na or-
ganizaci a chemickÈmu sloûenÌ organism˘, typ˘m molekul
vyskytujÌcÌch se v organismech a z·kladnÌm reakcÌm interme-
di·lnÌho metabolismu. D˘stojnÈ mÌsto zaujÌmajÌ enzymy jako
biokatalyz·tory z·kladnÌch ûivotnÌch pochod˘, je vöak i na-
znaËeno  jejich  pouûitÌ v bÏûnÈ praxi. N·sledujÌ podrobnÈ
popisy z·kladnÌch sloûek ûivÈ hmoty (sacharidy, lipidy a pro-
teiny s pochopiteln˝m rozöÌ¯enÌm o detailnÌ popis aminokyse-
lin a peptid˘, nukleotidy a nukleovÈ kyseliny). DalöÌ kapitoly
jsou vÏnov·ny molekul·rnÌ genetice, kter· je integr·lnÌ sou-
Ë·stÌ biochemie. Nejsou opomenuty funkce membr·n a infor-
maËnÌ a regulaËnÌ mechanismy.

Z tÏch kapitol, kterÈ podstatnÏ rozöi¯ujÌ obvykl˝ tematick˝
rozsah biochemick˝ch monografiÌ, uv·dÌm nap¯. rozs·hlÈ ka-
pitoly o hormonech, biochemii nervovÈho systÈmu, biochemii
imunitnÌho systÈmu, l·tky se zvl·ötnÌmi funkcemi, metabo-
lismus mikroorganism˘, rostlinn˝ch pletiv a ûivoËiön˝ch tk·nÌ
a  p¯edevöÌm  z·klady patobiochemie a  klinickÈ biochemie
a transformace xenobiotik a lÈËiv. Tematick˝ rozsah mono-
grafie je opravdu ˙ctyhodn˝, ale na druhÈ stranÏ mÏ trochu
p¯ekvapuje, ûe auto¯i neza¯adili alespoÚ struËnou kapitolu
o laboratornÌch technik·ch biochemie, t¯eba s odkazem na
jejich, jinÈ jiû publikovanÈ, dÌlo.

Z·vÏrem mohu konstatovat, ûe recenzovan· monografie
p¯in·öÌ rozs·hl˝ soubor poznatk˘ z modernÌ biochemie a bude
cenn˝m zdrojem informacÌ pro studenty nejr˘znÏjöÌch zamÏ-
¯enÌ a pracovnÌky obor˘, kde biochemie a biotechnologie hraje
v˝znamnou ˙lohu. Vzhledem k blÌzkosti naöich jazyk˘ nalez-
ne jistÏ mnoho Ëten·¯˘ i v »eskÈ republice.

Jan K·ö

H . S c o t t F o g l e r :
Elements of Chemical Reaction Engineering
Prentice Hall PTR, 1999, 3. vyd·nÌ. Stran 967, 1 CD.

Kniha o z·kladech chemickÈho reaktorovÈho inûen˝rstvÌ
pat¯Ì v souËasnosti mezi  nejpopul·rnÏjöÌ uËebnice danÈho
oboru. Poch·zÌ od renomovanÈho autora, kter˝ dlouho p˘sobÌ
na University of Michigan v Ann Arboru. VlastnÌ text je
rozvrûen do 14 kapitol, pokr˝vajÌcÌ celou öirokou oblast che-
mick˝ch reaktor˘. V ˙vodnÌch kapitol·ch se autor vÏnuje
bilancov·nÌ vs·dkov˝ch a pr˘toËn˝ch reaktor˘, kterÈ je dopl-
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nÏno fotografiemi pr˘myslov˝ch apar·t˘. V˝klad pokraËuje
pas·ûemi o n·vrhu izotermnÌho reaktoru, d·le se pojedn·v·
o mÏ¯enÌ a anal˝ze kinetick˝ch dat. V dalöÌ Ë·sti textu jsou
probÌr·ny sloûitÈ reakËnÌ soustavy a p¯Ìpady, kdy kinetika
reakce  nenÌ  jednoduch·. Zde jsou diskutov·ny p¯edevöÌm
reaktory pro polymerace a bioprocesy. UËebnice d·le obsahu-
je kapitoly o n·vrhu neizotermnÌch reaktor˘ pracujÌcÌch jak
v ust·lenÈm, tak neust·lenÈm stavu, jsou samoz¯ejmÏ probÌ-
r·ny takÈ  katalytickÈ  reaktory  a  vliv  difuze vnÏ a uvnit¯
katalyz·toru na chov·nÌ reaktoru. V poslednÌch kapitol·ch je
Ëten·¯ obezn·men s popisem distribuce doby zdrûenÌ reakËnÌ
smÏsi v reaktoru a jsou uv·dÏny p¯ÌsluönÈ modely pro popis
neide·lnÌch reaktor˘. Kaûd· kapitola je zakonËena vybran˝mi
odkazy na p˘vodnÌ ËasopiseckÈ pr·ce, ve kter˝ch p¯Ìpadn˝
z·jemce zÌsk· podrobnÏjöÌ informace.

UËebnice je urËena jak student˘m z·kladnÌho kurzu che-
mickÈho reaktorovÈho inûen˝rstvÌ, tak poskytuje znaËn˝ pro-
stor takÈ student˘m postgradu·lnÌho studia. Text je doplnÏn
Ëetn˝mi p¯Ìklady s diferencovanou obtÌûnostÌ pro r˘znÈ stupnÏ
v˝uky. VÏtöina ˙loh vyûaduje p¯i ¯eöenÌ numerickÈ v˝poËty,
na mnoha mÌstech je uk·z·no, jak lze k jejich ¯eöenÌ vhodnÏ
vyuûÌt programovÈ produkty MATLAB nebo POLYMATH.
Proto je takÈ kniha doplnÏna mnoha uûiteËn˝mi p¯Ìlohami.

Na monografii je zvl·ötÏ sympatickÈ to, ûe je vybavena
kompaktnÌm diskem, kter˝ usnadÚuje studium textu, jsou zde
hlavnÏ shrnuty podstatnÈ pas·ûe probÌranÈ l·tky a takÈ ot·zky
k jednotliv˝m kapitol·m a ¯eöenÈ p¯Ìklady. »ten·¯ na p¯Ìsluö-
nÈm mÌstÏ textu knihy najde odkaz na CD.

Z·vÏrem lze konstatovat, ûe recenzovan· uËebnice je mo-
dernÌ a pÏknÏ vypraven·. Lze ji proto doporuËit k pozornosti
kaûdÈmu z·jemci o problematiku chemick˝ch reaktor˘. Zvl·ö-
tÏ studenti, kte¯Ì r·di ke studiu vyuûÌvajÌ poËÌtaËe, jistÏ ocenÌ
p¯iloûen˝ kompaktnÌ disk.

Ji¯Ì Hanika

W . A . H e r r m a n n ( E d . ) :
Synthetic Methods of Organometallic and Inorganic
Chemistry, Vol. 9; Transition Metals, Part 3
GeorgThiemeVerlag,Stuttgart2000.Stran221;cena198,ñDEM.

Recenzovan˝ svazek je poslednÌ Ë·stÌ p¯ehledu syntÈz
slouËenin p¯echodn˝ch kov˘ vybran˝ch editorem na z·kladÏ
jejich öiröÌho aplikaËnÌho v˝znamu (Ë·sti 1 a 2 jsou publikov·ny
jako Vol. 7 a 8 serie Synthetic Methods rozvrûenÈ do 10 svaz-
k˘). AËkoliv nenÌ obvyklÈ v recenzÌch uv·dÏt podrobnÏji ob-
sah dÌla, v tomto p¯ÌpadÏ, vzhledem k r˘znosti strukturnÌch ty-
p˘ ve svazku uveden˝ch l·tek, lze snad tento p¯Ìstup omluvit.

⁄vodnÌ kapitola je vÏnov·na syntÈze alkenyl, allyl, dienyl
a polyenyl slouËenin p¯echodn˝ch kov˘ a doplnÏna o popis
p¯Ìpravy slouËenin prvk˘ hlavnÌ skupiny pouûit˝ch k zavedenÌ
uveden˝ch nenasycen˝ch skupin na atom p¯echodnÈho kovu
(nap¯. vinyllithia, tetrallylstananu, cyklopentadienidu drasel-
nÈho apod.). Kapitola 2 se zab˝v· komplexy p¯echodn˝ch
kov˘ s 5-Ëlenn˝mi heterocyklick˝mi ligandy s h5-koordinacÌ
(pyrrolyl, azacyklopentadienyl, fosfolyl, bifosfolyl, azaboro-
lyl). P¯Ìprava tÏchto, ve srovn·nÌ s karbocyklick˝mi analogy,
m·lo st·l˝ch komplex˘ vyûaduje specifick·, v kapitole uve-
den· experiment·lnÌ ¯eöenÌ. DalöÌ skupinu p¯edstavujÌ kom-
plexy p¯echodn˝ch kov˘ s N-heterocyklick˝mi karbeny od-

vozen˝mi od imidazolu, pyrazolu, triazolu a thiazolu (kap. 3).
Tyto ligandy stabilizujÌ jak elektronovÏ bohatÈ p¯echodnÈ
kovy, tak i elektronovÏ chudÈ kationty kov˘ hlavnÌch sku-
pin. Vzhledem k jejich moûnÈmu vyuûitÌ ke stabilizaci kata-
lyz·tor˘ redox proces˘ je v˝bÏr p¯Ìprav komplex˘ uvede-
n˝ch v tÈto kapitole pod¯Ìzen tomuto z·mÏru. Vysok· ˙Ëin-
nost CH3ReO3 jako katalyz·toru epoxidace a metatÈze alken˘
byla podnÏtem k uvedenÌ p¯Ìprav oxo- a alkoxy komplex˘
rhenia, technecia, molybdenu a wolframu (kap. 4). DalöÌ kapi-
tola je vÏnov·na syntÈze pentakarbonyltantal·t˘ (kyano, hy-
drido, terc-butylisonitrilo a ammino) jako p¯Ìkladu vysoce
redukovan˝ch karbonyl komplex˘ tantalu. Z hlediska homo-
gennÌ katal˝zy je p¯Ìnosem (kap. 6) p¯ehled syntÈz vodoroz-
pustn˝ch komplex˘ p¯echodn˝ch kov˘ se sulfonovan˝mi fos-
fany. Z nich pr˘myslovÈho nasazenÌ se jiû doËkaly nap¯.
komplexy rhodia (hydroformylace alken˘). Kapitola 7 shrnu-
je p¯Ìpravy nÏkter˝ch dalöÌch komplex˘ kov˘ s potenci·l-
nÌm v˝znamem pro organickou katal˝zu, jako pentamethyl-
cyklopentadienylov˝ch komplex˘ ruthenia, allyl-, aryl- a fos-
fanrhodn˝ch komplex˘, alkylidenov˝ch komplex˘ ruthenia
a wolframu (metatÈze, cyklopropanace) Ëi bisiminokomplexy
ûeleza, niklu a palladia (polymerace).

Svazek je opat¯en seznamem v nÏm zmÌnÏn˝ch komplex˘
(s grafick˝m odliöenÌm str·nek s podrobn˝m popisem p¯Ì-
pravy) a d·le kumulativnÌm indexem komplex˘ p¯echodn˝ch
kov˘ uveden˝ch v p¯edchozÌch dÌlech serie.

Recenzovan˝ dÌl je peËlivÏ graficky proveden, a aû na kap.
4, 5 a 7 i shodnÏ redakËnÏ upraven: v ˙vodu kapitol jsou
shrnuty obecnÈ metody syntÈzy danÈho typu komplex˘, p¯Ì-
padnÏ jejich strukturnÌ charakterizace; podrobn˝ popis p¯Ìpra-
vy jednotliv˝ch komplex˘ p¯ÌpadnÏ organokovov˝ch Ëinidel
pouûit˝ch p¯i jejich p¯ÌpravÏ je rozöÌ¯en o popis vlastnostÌ
a doplnÏn p¯Ìsluön˝mi odkazy. Pat¯iËn· pozornost je vÏnov·-
na zdravÌ ökodliv˝m ˙Ëink˘m dan˝ch slouËenin i p¯Ìpadn˝m
rizik˘m p¯i manipulaci s nimi.

Recenzovan˝ dÌl tak beze zbytku splÚuje z·mÏr autor˘
serie Synthetic  Methods of Organometallic and Inorganic
Chemistry systematicky shrnout ovÏ¯enÈ receptury syntÈz vy-
bran˝ch komplex˘ p¯echodn˝ch kov˘ obecnÏjöÌho v˝znamu.
Je nutnÈ ocenit, ûe se neomezujÌ jen na tyto komplexy, ale
uv·dÏjÌ i novÏjöÌ typy, jejichû v˝znam nenÌ dosud dostateËnÏ
rozpozn·n Ëi docenÏn. V tomto smÏru tak auto¯i nabÌzÌ vedle
laboratornÌch praktik i inspiraci.

Posuzovan˝ svazek je souË·stÌ dÌla, kterÈ by jako celek
nemÏlo chybÏt v knihovn·ch pracoviöù zab˝vajÌcÌch se syn-
tÈzou organokovov˝ch slouËenin Ëi laborato¯Ìch studujÌcÌch
strukturu a vlastnosti tÏchto l·tek p¯ÌpadnÏ jejich vyuûitÌ v or-
ganickÈ syntÈze.

Ji¯Ì Hetflejö

P . S c h u s t e r , W . M i k e n d a ( E d s . ) :
Hydrogen Bond Research
(Zvl·ötnÌ vyd·nÌ Monatshefte f¸r Chemie/Chemical Monthly,
Vol. 130, No. 8, 1999)
Springer-Verlag, Wien 1999. Stran 115, obr·zk˘ 44; cena
135,ñ USD.

Studium vodÌkov˝ch vazeb zaËalo ve dvac·t˝ch letech
dvac·tÈho stoletÌ a od tÈ doby neust·v·. Rozvoj experiment·l-
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nÌch technik (nap¯. rezonanËnÌ spektroskopie a laserovÈ infra-
ËervenÈ spektroskopie) a teoretick˝ch metod (hlavnÏ ab initio
metod se zahrnutÌm podstatnÈ Ë·sti korelaËnÌ energie) dovo-
luje studovat vodÌkovÈ vazby v mezimolekulov˝ch komple-
xech do znaËn˝ch detail˘. ChemickÈ a biologickÈ d˘sledky
tvorby vodÌkov˝ch vazeb jsou tak rozmanitÈ a v˝znamnÈ, ûe
n·s z·kladnÌ v˝zkum v oblasti vodÌkov˝ch vazeb bude prov·-
zet jeötÏ po dlouhou dobu.

Toto speci·lnÌ vyd·nÌ Chemical Monthly p¯in·öÌ soubor
sedmi p¯ehledn˝ch Ël·nk˘ a p˘vodnÌch pracÌ vÏnovan˝ch vo-
dÌkov˝m vazb·m. Toto ËÌslo si neklade za cÌl podat reprezen-
tativnÌ pohled na oblast vodÌkov˝ch vazeb (a ani p¯i ponÏkud
skromnÈm rozsahu nem˘ûe), spÌöe pod·v· svÏdectvÌ o v˝zku-
mu, kter˝ se prov·dÌ v tÈto oblasti na rakousk˝ch univerzit·ch.

CelÈ ËÌslo je uvedenÈ p¯ehledn˝m Ël·nkem P. Schustera
a P. Wolschanna, ÑVodÌkov· vazba: od mal˝ch klastr˘ k bio-
polymer˘mì. Tento rozsahem nevelk˝ Ël·nek je uûiteËn˝m
p¯ehledem a ˙vodem k dalöÌm studiÌm. Shrnuje z·kladnÌ po-
znatky o vodÌkov˝ch vazb·ch v mal˝ch bin·rnÌch komplexech
(s detaily zÌskan˝ch experiment·lnÌch a teoretick˝ch v˝sledk˘
v dimeru vody), v klastrech se sÌtÌ vodÌkov˝ch vazeb (se
zvl·ötnÌm z¯etelem na jejich aditivitu), vÏnuje se roli vodÌko-
v˝ch vazeb na strukturu nukleov˝ch kyselin a protein˘. Tento
refer·t je dobr˝m zdrojem citacÌ na z·kladnÌ pr·ce o vodÌko-
v˝ch vazb·ch.

N·sledujÌcÌ p¯ehledn˝ Ël·nek R. Konrata, M. Tollingera,
G. Kotaxise a B. Kr‰utlera je vÏnov·n NMR technik·m p¯i
studiu vodÌkov˝ch vazeb v kapalnÈm prost¯edÌ. RozebÌr· ex-
periment·lnÌ aspekty vyuûitÌ interakËnÌch konstant, izotopo-
v˝ch frakËnÌch faktor˘ a mezimolekulov˝ch v˝mÏnn˝ch pro-
ces˘ p¯i r˘znÈm pH.

P˘vodnÌ pr·ce A. Kolla a P. Wolschanna je vÏnovan·
intramolekolv˝m vodÌkov˝m vazb·m v Mannichov˝ch b·-
zÌch. Auto¯i studujÌ strukturu a vlastnosti 75 r˘zn˝ch b·zÌ
v roztocÌch p¯ev·ûnÏ pomocÌ I» spektroskopie. PomocÌ nÏko-
lika experiment·lnÌch technik studovali dynamiku a termody-
namickÈ vlastnosti intramolekulovÈho p¯enosu protonu mezi
donorem a akceptorem vodÌkovÈ vazby s typick˝m energetic-
k˝m profilem se dvÏma minimy, a to v z·vislosti na pH,
solventu a teplotÏ.

A. Simperler a W. Mikenda zde publikujÌ teoretickou pr·ci
o kompetici konformacÌ a vodÌkov˝ch vazeb v 2,6-disubsti-
tuovan˝ch fenolech se substituenty COOH, COOCH3, CHO,
COCH3 a CONH2. V˝poËty metodou funkcion·lu hustoty
(DFT, Density Functional Theory), B3LYP/6-31G(d,p), jsou
doplnÏny o v˝poËty solvataËnÌch efekt˘ vyuûitÌm jednoduchÈ-
ho modelu (reaction field model) s promÏnnou dielektrickou
konstantou (aû do hodnoty ε = 37,5, odpovÌdajÌcÌ vodÏ). P¯ed-
povÏdÏnÈ v˝sledky posloupnosti stabilit a konformaËnÌch rov-
nov·h porovnanÈ s experiment·lnÌmi I» spektroskopick˝mi

daty jsou ve v˝bornÈ shodÏ. Na z·kladÏ anal˝zy teoretick˝ch
v˝poËt˘ dospÏli k z·vÏru, ûe stabilita izomer˘ je d·na neva-
zebn˝mi OÖR-C interakcemi a nikoliv vodÌkov˝mi vazbami
typu O-HÖO=C.

Teoretick· pr·ce o dimeru kyanodiacetylenu od A. Kar-
phena studuje moûnost tvorby vodÌkovÈ vazby a patrovÈho
dimeru uvedenÈ slouËeniny. Autor pouûil MP2 metody se
st¯ednÏ velk˝mi a velk˝mi b·zemi. Platnost teoretickÈho po-
stupu ovÏ¯il srovn·nÌm strukturnÌch a spektroskopick˝ch dat
pro monomer a monomery podobn˝ch  l·tek a srovn·nÌm
s v˝poËty na vyööÌ ˙rovni (CCSD(T)). Autor doöel k z·vÏru,
ûe antiparalelnÌ patrov· struktura je stabilnÏjöÌ, neû line·rnÌ
s tvorbou vodÌkovÈ vazby o nejmÈnÏ 8 kJ.mol-1.

K. Wolf, A. Simperler a W. Mikenda studovali moleku-
lovou dynamiku p¯enosu protonu v dimeru kyseliny mra-
venËÌ a v 5,8-dihydroxy-1,4-naftochinonu. Ke studiu pouûili
Blˆchlovu metodu PAW (Projector Augmented Wave), zalo-
ûenou na molekulovÏ dynamickÈm postupu Cara a Parrine-
liho, kter· kombinuje klasickou dynamiku s kvantovÏ mecha-
nick˝mi silami a poskytuje ˙pln˝ molekulovÏ dynamick˝
popis v koneËn˝ch teplot·ch a pikosekundovÈm ËasovÈm mÏ-
¯Ìtku. V˝poËty trajektoriÌ byly provedeny v Ëasech do 20 ps
v rozsahu teplot od 500 do 700 K. BÏhem dynamiky rozliöili
obdobÌ ûivota s dvÏma klasick˝mi vodÌkov˝mi vazbami, ob-
dobÌ aktivace, v kterÈm je proton na poloviËnÌ cestÏ od donoru
k akceptoru a velice kr·tkÈ obdobÌ, ve kterÈm proton p¯ejde
na stranu akceptoru a tÈmÏ¯ ihned se vracÌ zpÏt. ZatÌmco
v dimeru kyseliny doch·zÌ k p¯enosu obou proton˘ souËasnÏ,
u chinonu jde o dva n·slednÈ p¯enosy. D˘vod spat¯ujÌ v exis-
tenci metastabilnÌho tautomeru s p¯enesen˝m jednÌm proto-
nem u chinonu, kter˝ u dimeru kyseliny mravenËÌ neexistuje.

PonÏkud odliön˝ charakter m· pr·ce E. LibowitzkÈho,
kter· pojedn·v· o korelaci O-H vibraËnÌch frekvencÌ a dÈlek
vodÌkov˝ch vazeb O-HÖO v miner·lech. Korelace mezi vi-
braËnÌ frekvencÌ a dÈlkou, vych·zejÌcÌ ze 125 p·r˘ dat 65
miner·l˘, m· exponencion·lnÌ tvar s relativnÏ znaËn˝m roz-
ptylem okolo ide·lnÌ k¯ivky. Tento rozptyl je p¯ipisov·n exis-
tenci ohnut˝ch a rozötÏpen˝ch geometriÌ vodÌkovÈ vazby, ex-
istenci dynamick˝ch vlastnostÌ protonu a iontov˝m efekt˘m.

Tento svazek Chemical Monthly, vÏnovan˝ vodÌkov˝m
vazb·m, pokr˝v· jen nÏkterÈ aspekty rozs·hlÈ problematiky
vodÌkov˝ch vazeb. Je vÏnov·n p¯ev·ûnÏ klasick˝m vodÌko-
v˝m vazb·m u mal˝ch organick˝ch molekul (s v˝jimkou
poslednÌho p¯ÌspÏvku). Zcela je opomenuta oblast biologic-
k˝ch aplikacÌ, a to p¯esto, ûe v ˙vodnÌm slovÏ Schustera
a Wolschanna je jim vÏnov·na znaËn· pozornost a na rakous-
k˝ch univerzit·ch tato tematika nechybÌ. NicmÈnÏ uvedenÈ
Ël·nky stojÌ za p¯eËtenÌ, jsou dob¯e napsanÈ a citujÌ literaturu
aû do doby uve¯ejnÏnÌ.

ZdenÏk Havlas

OPRAVA

V Ël·nku V. Janda a M. ävecov·: VedlejöÌ produkty dezinfekce pitnÈ vody ñ  Chem. Listy 94, 905 (2000) ñ byly nespr·vnÏ
vys·zeny jednotky v tabulce I: LimitnÌ koncentrace [mg.l-1] m· b˝t [µg.l-1].
Autor˘m se velmi omlouv·me.

Redakce
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ODBORN¡  SETK¡NÕ

EUROANALYSIS XI

Tato celoevropsk· konference organizovan· DivizÌ ana-
lytickÈ chemie Federace evropsk˝ch chemick˝ch spoleËnos-
tÌ ˙spÏönÏ demonstrovala rostoucÌ roli analytickÈ chemie
v modernÌ spoleËnosti. TÈmÏ¯ 500 ˙ËastnÌk˘ prakticky ze
vöech evropsk˝ch i ¯ady z·mo¯sk˝ch zemÌ zasedalo ve 12
sekcÌch vÏnovan˝ch elektroanalytickÈ chemii, senzor˘m, v˝-
voji nov˝ch analytick˝ch metod, strategii vzorkov·nÌ, pr˘to-
kovÈ anal˝ze, environment·lnÌ analytickÈ chemii, chemic-
kÈ metrologii, teoretick˝m p¯Ìstup˘m k analytickÈ chemii,
speciaci stopov˝ch kov˘, leg·lnÌm aspekt˘m analytickÈ che-
mie, v˝uce a historii analytickÈ chemie. 30 pozvan˝ch p¯ed-
n·öek, 91 p¯edn·öek v sekcÌch a 425 poster˘ dokumentova-
lo pokroky prakticky ve vöech oblastech analytickÈ chemie.

Z hlediska ËeskÈho ˙ËastnÌka bylo potÏöitelnÈ mimo¯·dnÏ vy-
sokÈ zastoupenÌ modernÌch elektrochemick˝ch metod, jejichû
poË·tky lze bezesporu spat¯ovat v pr˘kopnick˝ch pracech
profesora J. HeyrovskÈho. VeökerÈ konferenËnÌ materi·ly
jsou k dispozici u autora tohoto Ël·nku, jehoû ˙Ëast na konfer-
enci byla umoûnÏna laskavou podporou »eskÈho liter·rnÌho
fondu.

Ji¯Ì Zima
tajemnÌk odbornÈ skupiny analytickÈ chemie

»eskÈ spoleËnosti chemickÈ
Katedra analytickÈ chemie P¯F UK

Albertov 2030, 128 43 Praha 2
tel: 2195 2295, fax: 2491 3538

e-mail: Zima@natur.cuni.cz

CETA-V⁄OS ñ TESTOV¡NÕ CHEMIK¡LIÕ

Centrum ekologie, toxikologie a analytiky V⁄OS, a.s. je v souËasnosti jedin˝m pracoviötÏm v »eskÈ
republice, kterÈ disponuje kompletnÌ z·kladnou pro zkouöenÌ chemik·liÌ tak, jak je vyûaduje nov· legislativa,
kter· vznikla implementacÌ z·sad EvropskÈ unie pro tuto oblast. Ta vyûaduje zjiötÏnÌ ¯ady ˙daj˘ o fyzik·lnÌch
a chemick˝ch vlastnostech v˝robku, zjiötÏnÌ moûnosti poökozenÌ zdravÌ, ûivotnÌho prost¯edÌ a dalöÌch. DoloûenÌ
tÏchto vlastnostÌ je nezbytnou podmÌnkou pro uvedenÌ novÈho v˝robku chemickÈho charakteru na trh. Cel˝ proces
je mimo¯·dnÏ sloûit˝ a n·kladn˝ a je naprosto nezbytnÈ, aby probÏhl podle zcela p¯esn˝ch a jasnÏ dan˝ch
postup˘ a za dokonalÈ kontroly jejich pr˘bÏhu a hodnocenÌ. K tomu slouûÌ systÈm Spr·vnÈ laboratornÌ praxe,
definovan˝ OECD (Organization for Economic Cooperation and Development) kter˝ lze do urËitÈ mÌry p¯irovnat
ke zn·m˝m systÈm˘m ISO nebo akreditace. HlavnÌ rozdÌl je ve v˝raznÏ p¯ÌsnÏjöÌch poûadavcÌch na pracoviötÏ,
jeho technickÈ i person·lnÌ vybavenÌ, dokumentaci a p¯edevöÌm dodrûov·nÌ zpracovan˝ch pracovnÌch postup˘.

Centrum ekologie, toxikologie a analytiky V⁄OS, a.s. proölo v minul˝ch dnech n·roËnou provÏrkou N·rodnÌm
inspekËnÌm org·nem SLP, kter˝ je z¯Ìzen Ministerstvem ûivotnÌho prost¯edÌ a stalo se tak prvnÌm pracoviötÏm
v »R, kterÈ splÚuje poûadavky zmÌnÏn˝ch z·kon˘. V˝sledky pracoviötÏ jsou bez problÈm˘ uzn·v·ny v celÈm
svÏtÏ, protoûe pracoviötÏ jiû nÏkolik let disponuje rovnÏû certifik·tem SLP (GLP ñ Good Laboratory Practice)
vydan˝m zahraniËnÌm inspekËnÌm org·nem (nÏmeck˝ BgVV).
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1. ⁄vod

RozhodujÌcÌ  roli p¯i  formov·nÌ  didaktiky  chemie jako
vÏdnÌ disciplÌny sehr·l stejnÏ jako v chemii Bacon˘v systÈm
metod vÏdeckÈho pozn·v·nÌ a zvl·ötÏ jeho z·kladnÌ kompo-
nenty ñ experiment·lnÌ metoda a tzv. vÏdeck· indukce. Zakla-
datelÈ didaktiky chemie (pop¯. metodiky chemie nebo peda-
gogiky chemie), za kterÈ lze povaûovat R. Arendta, F. Wil-
branda a E. Armstronga, tento metodologick˝ p¯Ìstup vyuûili
jako teoretickÈ v˝chodisko p¯i koncipov·nÌ novÈho oboru.
V historickÈm v˝voji pak doch·zelo a doch·zÌ k tvorbÏ didak-
tick˝ch soustav na jednÈ stranÏ preferujÌcÌch vÏdeckou deduk-
ci, analogicky k axiomaticky pojat˝m didaktick˝m soustav·m
matematiky a na druhÈ stranÏ didaktick˝ch soustav zaloûe-
n˝ch na z·kladnÌch metodologick˝ch n·strojÌch chemickÈho
pozn·v·nÌ, tj. na prostÈm a ¯ÌzenÈm pozorov·nÌ a na re·lnÈm
experimentu. Mezi obÏma krajnostmi vznikajÌ rozpory, kterÈ
p¯etrv·vajÌ ve svÏtovÈm mÏ¯Ìtku aû do dneönÌ doby.

V˝voj chemie jako vÏdy dal vznik didaktice chemie
a ovlivÚuje ji stejnÏ tak jako rozvoj pedagogickÈ teorie a pra-
xe. Anal˝za historick˝ch souvislostÌ p¯ispÌv· k objasnÏnÌ vz·-
jemn˝ch vztah˘, specifikaci terminologie a orientaci vÏdecko-
-v˝zkumnÈ Ëinnosti v r·mci didaktiky chemie, jako samostat-
nÈho interdisciplin·rnÌho vÏdnÌho oboru.

2. PoË·tky chemie a formov·nÌ jejÌho v˝znamu
v procesu vzdÏl·v·nÌ

PoË·tky chemie je nutno hledat ve starÈ »ÌnÏ, v Indii,
v EgyptÏ a v ÿecku. Od samÈho zaË·tku se chemie vyvÌje-
la jako praktick· lidsk· Ëinnost, spojen· zejmÈna s rozvo-
jem metalurgie, barvÌ¯stvÌ, v˝roby keramiky, lÈka¯stvÌ atp.
a s pokusem o vysvÏtlenÌ p¯Ìsluön˝ch jev˘. Chemie jako vÏ-
da vznikala z alchymie aû na p¯elomu XVI. a XVII. stole-
tÌ. SpoleËn˝m rysem chemie a alchymie je pozorov·nÌ p¯Ì-
rodnÌch jev˘, kterÈ se vöak liöÌ v podmÌnk·ch, za nichû je
pozorov·nÌ realizov·no. Alchymici pozorujÌ vliv p¯ÌrodnÌch
promÏnn˝ch parametr˘ p˘sobÌcÌch na p¯ÌrodnÌ jevy, nap¯.
vliv sluneËnÌch penetracÌ. Chemik si naopak vytv·¯Ì pod-
mÌnky a zkoum· jejich vliv na p¯ÌrodnÌ jevy a p¯itom mno-
hon·sobnÏ, je-li to nutnÈ, opakuje p¯ÌsluönÈ experimenty.
Z·sadnÌ rozdÌl v pojÌm·nÌ skuteËnosti vypl˝v· ze z·mÏny
scholastickÈ logiky novÏjöÌmi filozofick˝mi n·zory, jejichû
tv˘rci byli p¯edevöÌm Giordano Bruno a Francis Bacon. Podle
F. Bacona je cÌlem vÏdy pozn·nÌ z·kon˘ p¯Ìrody a jejich
pouûitÌ pro dobro ËlovÏka. K uskuteËnÏnÌ tohoto poûadav-
ku vytvo¯il novou metodologii, jejÌû principy lze vyj·d¯it tak-
to:
1) zkuöenost je zdrojem a kritÈriem pozn·nÌ,
2) zkuöenost musÌ vypl˝vat z logickÈ anal˝zy p¯ÌrodnÌho

jevu,
3) k anal˝ze experiment·lnÌch v˝sledk˘ je nutno vyuûÌvat

metody indukce.
Bacon vyloûil uvedenÈ metodologickÈ n·zory v dÌle No-

vum Organum v roce 1610 a nespornÏ tak ovlivnil i proces
utv·¯enÌ chemie jako vÏdy. Za prvnÌho skuteËnÈho chemika je
moûno pokl·dat Roberta Boyla. Je tv˘rcem korpuskul·rnÌ
teorie stavby l·tek, ËÌmû doch·zÌ k urËitÈ renezanci staro¯ec-
kÈho demokritovskÈho atomismu. SouËasnÌkem F. Bacona
i R. Boyla je Ëesk˝ filozof a pedagog J. A. Komensk˝, majÌcÌ
ucelen˝ n·zor na v˝znam p¯ÌrodnÌch vÏd v procesu vzdÏl·v·-
nÌ mladÈho pokolenÌ. J. A. Komensk˝ byl v urËitÈm slova
smyslu û·kem F. Bacona, jako velkÈho propag·tora vÏdec-
kÈ indukce, kter· sehr·la v˝znamnou roli ve formov·nÌ che-
mickÈ vÏdeckÈ soustavy a pozdÏji poznamenala i proces utv·-
¯enÌ chemick˝ch didaktick˝ch soustav. J. A. KomenskÈho
lze pokl·dat i za tv˘rce metodik v˝uky p¯ÌrodovÏdn˝m p¯ed-
mÏt˘m. TvrdÌ, ûe je nezbytnÈ vytvo¯it u mladÈho ËlovÏka
schopnost ch·p·nÌ jev˘ a jejich podstaty za souËasnÈho roz-
vÌjenÌ jeho pamÏti a dovednosti pouûÌvat jak rozum, tak i ru-
ce. Roli uËitele spat¯uje p¯edevöÌm ve schopnosti objevovat
v û·cÌch jejich p¯edpoklady pro p¯ÌsluönÈ Ëinnosti. Proti tehdy
panujÌcÌmu dogmatickÈmu uËenÌ p¯edkl·d· uËenÌ na z·-
kladÏ d˘kazu s vyuûitÌm vöech smysl˘ a s poûadavkem na
uplatnÏnÌ snahy pochopit podstatu vÏci. Z nalezenÈ korespon-
dence vypl˝v·, ûe J. A. Komensk˝ udrûoval styky s R. Boy-
lem. R. Boyle vysoce cenil J. A. KomenskÈho jako jedi-
neËnÈho vykladaËe Campanely a jako toho, jenû ho podnÌtil
k pochybnostem o spr·vnosti aristotelovsk˝ch n·zor˘ na po-
jetÌ hmoty.
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3. PoË·tky v˝uky chemie a prvnÌ uËebnice
chemie

Za skuteËnou prvnÌ uËebnici chemie lze pokl·dat Demeri-
ho Kurz chemie z roku 1697. Tato uËebnice se doËkala t¯in·cti
vyd·nÌ, poslednÌ z r. 1756. Kniha byla p¯eloûena do ¯ady
jazyk˘, a byla vyuûÌv·na i v Ëesk˝ch zemÌch. M. Demeri ch·pe
chemii jako demonstraËnÌ vÏdu a za z·klad vöech ˙vah pok-
l·d· chemick˝ experiment. V popisu struktury l·tek se opÌr·
o n·zory R. Boyla.

V r. 1732 zpracoval rozs·hlou uËebnici chemie H. Boer-
haave, nazvanou Elementa Chemiae. Toto dÌlo slouûilo po
dlouhou dobu jako model tvorby uËebnic chemie v celÈ teh-
dejöÌ EvropÏ. V r. 1739 vzniklo v »ech·ch tzv. Dispensarium
Medico-Pharmaceuticum Pragensae, jako z·kladnÌ p¯ÌruËka
lÈka¯˘ a lÈk·rnÌk˘.

Charakteristick˝m rysem uËebnic chemie vydan˝ch od
druhÈ poloviny XVII. stoletÌ, jako nap¯. Magnerova Elemen-
ta Chemiae, Baumeho Chimie experimentalle et raisonÈe
z r. 1673, Wenzlovo Lehre der Verwandschaft der Kˆrper
z r. 1677, podobnÏ jako Raffova Naturgeschichte f¸r Kinder
z r. 1781, byla aplikace flogistonovÈ hypotÈzy na v˝klad che-
mick˝ch dÏj˘. Poznamenejme, ûe neölo o uËebnice v pravÈm
smyslu, ale spÌöe to byly knihy popisujÌcÌ tehdejöÌ stav pozn·nÌ
v oblasti chemie a jako takovÈ byly pouûÌv·ny ve v˝uce che-
mie v novÏ utvo¯en˝ch Grammar Schools v Anglii a Collège
ve Francii. Rozsah zprost¯edkov·van˝ch vÏdomostÌ v tÏchto
ökol·ch byl mal˝, protoûe û·ci byli p¯edevöÌm vzdÏl·v·ni jako
p¯ÌötÌ ˙¯ednÌcipro tehdy,zejmÈnav Anglii, se rozvÌjejÌcÌ pr˘mysl.
PodobnÏ tomu bylo v Belgii, v Holandsku a ve Francii. Che-
mie jako p¯edmÏt v˝uky nalezl svÈ mÌsto aû na ökol·ch vyso-
k˝ch. Jiû koncem XVIII. stol. je vyuËov·no chemii na uni-
verzitÏ v Oxfordu, kde vznikly prvnÌ vÏdeckÈ laborato¯e, kterÈ
byly z·hy vyuûÌv·ny i pro pedagogick˝ proces. V MoskvÏ
zakl·d· M. V. Lomonosov na univerzitÏ prvnÌ fyzik·lnÏ-
-chemickou laborato¯. LÈka¯sk· fakulta Univerzity Karlovy
v Praze p¯ijÌm· v r. 1746 rozhodnutÌ o zavedenÌ fyziky a chemie
do uËebnÌch pl·n˘ pro studenty medicÌny. V tÈûe dobÏ se p¯ed-
n·öÌ chemie v nÏmeckÈm Halle. Ve Francii byla poprvÈ zavedena
v˝uka chemie v Jardin du Roi. A to jiû delöÌ dobu existovaly
instituce, v nichû se pÏstovala chemick· vÏda, od r. 1657 nap¯.
Academia del Climenti ve Florencii, Kr·lovsk· Akademie vÏd
v Lond˝nÏ od r. 1662, AcadÈmie des sciences v Pa¯Ìûi od
r. 1666. Od r. 1770 funguje v BerlÌnÏ Akademie der Wissen-
schaften a v Peterburgu Rossijskaja Akademija Nauk. Pozna-
menejme vöak, ûe vöechny uvedenÈ instituce mÏly charakter
mal˝ch spoleËnostÌ. V r. 1792 se ujÌm· pedagogickÈ Ëinnosti
v tzv. MagisterskÈ  akademii  v anglickÈm  Manchesteru J.
Dalton, pro chemii jedna z nejv˝raznÏjöÌch osobnostÌ.

Konec XVIII. a zaË·tek XIX. stoletÌ znamen· pro chemii
novou v˝vojovou etapu. Doch·zÌ k popisov·nÌ a systematizo-
v·nÌ vÏdeck˝ch pozorov·nÌ a to nejenom statick˝ch proces˘,
ale zejmÈna jejich dynamiky, v˝voje a pohybu. Statick· p¯Ì-
rodovÏda je nahrazov·na postupnÏ p¯ÌrodnÌ vÏdou dynamic-
kou. V tÈto etapÏ v˝voje chemie lze zaznamenat celou ¯adu
nov˝ch objev˘:
1. UpevnÏnÌ pojmu chemick˝ prvek, a to v souvislosti s ob-

jevem celÈ ¯ady prvk˘.
2. Rozpracov·nÌ atomovÈ a molekulovÈ teorie.
3. Kvantifikace vztah˘ v z·kladnÌch chemick˝ch jevech.

4. Pokus o aplikaci atomovÈ a molekulovÈ teorie k objasnÏnÌ
kvalitativnÌch vlastnostÌ l·tek.

5. PrvnÌ pokusy klasifikovat anorganickÈ l·tky.
6. Pokus o systematizaci organick˝ch slouËenin.

Pro toto v˝vojovÈ obdobÌ je rovnÏû charakteristick˝ r˘st
chemickÈho pr˘myslu: jde o v˝robu barviv, farmaceutick˝ch
prepar·t˘ a prvnÌch l·tek pro vyuûitÌ v zemÏdÏlstvÌ. K rozvoji
chemickÈho pr˘myslu doch·zÌ p¯edevöÌm v NÏmecku a teprve
pozdÏji v ostatnÌch Ë·stech svÏta. Pot¯eba rozvoje chemickÈho
pr˘myslu stimulovala v˝voj chemick˝ch v˝zkum˘ a pro tuto
oblast se zv˝öila i pot¯eba chemickÈho vzdÏl·v·nÌ. ZatÌmco
k rozvoji chemickÈho pr˘myslu doch·zelo zejmÈna v NÏmec-
ku, teoretick· chemie se zaËala z·hy rozvÌjet i dÌky slovan-
sk˝m vÏdc˘m, p¯edevöÌm D. I. MendÏlejeva. V˝sledkem tÏch-
to vÏdeck˝ch snah je systematizace popisnÈho materi·lu a roz-
voj schopnostÌ formulovat vÏdeckÈ hypotÈzy, coû ve sv˝ch
d˘sledcÌch vede k prohloubenÌ teoretick˝ch z·klad˘ chemie.
VznikajÌ novÈ uËebnice chemie, zaloûenÈ na:
1) empirickÈm uËenÌ o prvcÌch,
2) atomovÈ teorii,
3) principu dualismu,
4) unit·rnÌ teorii,
5) atomovÈ a molekulovÈ teorii.

P¯Ìkladem uËebnice, zaloûenÈ na prvnÌm principu m˘ûe
b˝t TraitÈ ÈlÈmentaire de chimie, jejÌû autorem je Antoine-
-Laurent Lavoisier. UËebnice vyöla poprvÈ v r. 1789. VysvÏt-
luje nespr·vnost flogistonovÈ teorie, a co je pro n·s zejmÈna
d˘leûitÈ, obsahuje i nÏkterÈ n·zory chemicko-didaktickÈ. Au-
tor uv·dÌ, ûe chemie je sloûena z fakt˘, kterÈ tvo¯Ì samu n·plÚ
chemie, z pojm˘, kterÈ jsou jejich odrazem, a ze slov, kter· je
vyjad¯ujÌ. Proto A. L. Lavoisier zd˘razÚuje v˝znam odbornÈ
nomenklatury, kter· by se mÏla st·t souË·stÌ didaktickÈ sou-
stavy. Jeho didaktickÈ n·zory lze shrnout n·sledovnÏ:
1) nikdy nepostupovat jinak neû od zn·mÈho k nezn·mÈmu,
2) nikdy nevytv·¯et z·vÏry jinak, neû na z·kladÏ pozorov·nÌ

nebo experimentov·nÌ,
3) fakty a z·kony uspo¯·d·vat tak, ûe se zaËne od nejjedno-

duööÌch.
ZajÌmav· je jistÏ i struktura uËebnice: teplo, skupenskÈstavy,

molekulov· teorie, atmosfÈra, kyslÌk ñ air vital, sÌra, fosfor,
uhlÌk, termochemickÈ v˝poËty, l·tky organickÈ. A. L. Lavoi-
sier zav·dÌ pojem oxidace a kyselost, a formuluje z·kon za-
chov·nÌ hmotnosti. VÏtöina uËebnic chemie celÈho XIX. sto-
letÌ a dokonce zaË·tku XX. stoletÌ kopÌruje strukturu vypraco-
vanou Lavoisierem.

V r. 1809 zpracoval J. Dalton uËebnici nazvanou A New
System of Chemical Philosophy. V tÈto knize se Daltonovi
poda¯ilo spojit pojem atomu s kvantitativnÌmi vztahy v che-
mick˝ch reakcÌch. Zav·dÌ se pojem atomov· hmotnost. Struk-
tura jeho uËebnice je n·sledujÌcÌ: nauka o teple, skupenskÈ
stavy a chemick· syntÈza.

Za zmÌnku stojÌ i Berzeliova uËebnice z r. 1823, zaloûen·
na t¯etÌm principu. Jde o rozs·hlÈ pÏtisvazkovÈ kompendium
nazvanÈ Lehrbuch der Chemie, v nÏmû autor uvedl hodnoty
nÏkter˝ch jÌm stanoven˝ch atomov˝ch hmotnostÌ prvk˘. Au-
tor se rovnÏû vÏnuje problematice afinity mezi prvky s ohle-
dem na jejich chemickÈ chov·nÌ. Dualistickou teorii vyuûÌv·
k dÏlenÌ l·tek na vaûitelnÈ a nevaûitelnÈ, jako je nap¯. svÏtlo,
elekt¯ina, magnetismus apod.

Na unit·rnÌ teorii je zaloûena uËebnice K. F. Gerhardta
TraitÈ de chimie. Poch·zÌ z r. 1848.
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Na atomovÏ-molekulovÈ teorii je zaloûena uËebnice ital-
skÈho chemika S. Cannizzara Koncept kurzu teoretickÈ che-
mie, uveden˝ na tzv. Faradayovsk˝ch p¯edn·ök·ch v JanovÏ
a v Lond˝nÏ. S. Cannizzaro klade d˘raz na rozvoj intelektu·l-
nÌch dovednostÌ studenta v pr˘bÏhu jeho studia. Zd˘razÚuje
ch·p·nÌ teoriÌ a hypotÈz, kterÈ je nutno vysvÏtlovat pomocÌ
atomovÈ teorie, a ne za pouûitÌ indukce.

4. ⁄loha experiment·lnÌ metody p¯i formov·nÌ
didaktiky chemie v NÏmecku

Ve druhÈ polovinÏ XIX. stoletÌ sehr·l d˘leûitou roli jak pro
chemii jako vÏdu, tak pro jejÌ didaktiku Justus Liebig. PoprvÈ
zavedl tzv. experiment·lnÌ metodu jako didaktickou, a tÌm
p¯evedl tÏûiötÏ v˝uky z p¯edn·öek do laboratornÌch cviËenÌ.
TÈto problematice vÏnoval ¯adu sv˝ch pracÌ1-5. Jako prvnÌ
v historii vyuËovanÌ chemii zavedl pojem cÌle. Pochopil v˝-
znam chemie pro vöeobecnÈ vzdÏl·nÌ. Podle nÏho chemie
pom·h· rozvÌjet intelektu·lnÌ a manu·lnÌ schopnosti, a to
pomocÌ ¯ÌzenÈho procesu pozorov·nÌ a experimentov·nÌ. Ex-
periment·lnÌ metoda je jÌm pojÌm·na tak, ûe s jejÌ pomocÌ je
moûnÈ sezn·mit studenty se z·kladnÌmi chemick˝mi z·kony,
s vlastnostmi l·tek a jejich praktick˝m pouûitÌm. Podle J. Lie-
biga p¯ipomÌn· v˝uka chemie studium cizÌho jazyka. Je t¯eba
zn·t slova, jejich zapisov·nÌ, gramatick· pravidla a urËit˝
algoritmus jejich praktickÈho pouûÌv·nÌ. Slova, jako nap¯.
chlor nebo rtuù, je vûdy nutno spojovat s jejich podstatnou
vlastnostÌ. Zdroj pozn·v·nÌ vlastnostÌ l·tek je chemick˝ expe-
riment. Je vöak nutno mÌt na pamÏti, ûe nejde jenom o pozn·-
v·nÌ vnÏjöÌ str·nky vÏci, ale i o pozn·v·nÌ jejÌ podstaty. Tomu
slouûÌ teoretickÈ vÏdomosti. Lze tedy ¯Ìci, ûe podle J. Liebiga
se v p¯edn·ök·ch m· student nauËit abecedÏ vÏdy a m· b˝t
uveden do laboratornÌ Ëinnosti. JedinÏ v laborato¯i se vöak
nauËÌ ËÌst Ñknihu p¯Ìrodyì.

Chemie jako vyuËovacÌ p¯edmÏt vöeobecnÏ vzdÏl·vacÌ
ökoly jen velmi pomalu hledala a zÌsk·vala svÈ mÌsto v uËeb-
nÌch pl·nech ökol tehdejöÌ Evropy. Podle BritskÈ kr·lovskÈ
komise se v letech 1864ñ1868 chemii vyuËovalo jen ve 128
ökol·ch. Komise doporuËila zavedenÌ chemie jako vöeobecnÏ
vzdÏl·vacÌho p¯edmÏtu do vöech ökol, a to s jednou t˝dennÌ
vyuËovacÌ hodinou. SouËasnÏ doporuËila experiment·lnÌ me-
todu jako jedinou vhodnou pro v˝uku chemie.

Sedmdes·t· lÈta XIX. stoletÌ jsou velmi v˝znamn· pro
rozvoj, zejmÈna teoretickÈ chemie. Tento v˝voj je spjat se
jmÈny dvou v˝znamn˝ch chemik˘, a to D. I. MendÏlejeva
a W. Ostwalda.

D. I. MendÏlejev je objevitelem periodickÈho z·kona a pe-
riodickÈ soustavy prvk˘7. Z ËistÏ didaktick˝ch hledisek je
periodick˝ systÈm prvk˘ i v˝znamnou heuristickou pom˘c-
kou, kter· sehr·la d˘leûitou roli ve v˝voji didaktiky chemie.
Z anal˝zy z·kladnÌho MendÏlejevova dÌla vypl˝v·, ûe podob-
nou strukturu jako Osnovy chimii7, majÌ i jinÈ uËebnice che-
mie, a to zejmÈna nÏmeck˝ch a polsk˝ch autor˘. RovnÏû
ËeskÈ uËebnice byly v˝raznÏ poznamen·ny MendÏlejevov˝m
vlivem. Jako p¯Ìklad uveÔme uËebnice äafa¯Ìkovy a VotoËko-
vy8-9.

V rozpracov·nÌ koncepce vysokoökolskÈ v˝uky fyzik·lnÌ
chemie sehr·l nezastupitelnou roli velk˝ nÏmeck˝ chemik
Wilhelm Ostwald, kter˝ zast·val n·zor, ûe chemie se nutnÏ
musÌ opÌrat o v˝sledky re·lnÈho experimentu. V tomto ohledu

se jeho n·zory shodujÌ s Liebigov˝mi. Ve svÈ knize10 W. Ost-
wald pravÌ: VÏda se musÌ opÌrat toliko o re·ln· fakta, p¯iËemû
re·ln· je toliko naöe vlastnÌ zkuöenost.

Pro pot¯eby element·rnÌho chemickÈho vzdÏl·v·nÌ napsal
W. Ostwald p¯ÌruËku11, vydanou poprvÈ v r. 1910. Kniha
byla p¯eloûena do mnoha jazyk˘, tÈû do Ëeötiny a sehr·la
v˝znamnou ˙lohu v rozöÌ¯enÌ chemick˝ch vÏdomostÌ v öiro-
k˝ch lidov˝ch vrstv·ch. ZajÌmav· je jejÌ forma. Je naps·na
jako scÈn·¯ s ot·zkami, kterÈ klade û·k a na kterÈ mu odpovÌd·
uËitel.

W. Ostwald byl p¯esvÏdËen, ûe je moûno vybudovat racio-
n·lnÌ strukturu obsahu vyuËov·nÌ chemii. DoporuËuje zavÈst
jen omezen˝, pomÏrnÏ mal˝ poËet slouËenin a pomocÌ nich
uk·zat v˝znam obecn˝ch chemick˝ch z·kon˘ a pravidel.
V uËebnici uplatnil princip jednoty vöeobecnÏ teoretickÈho
a faktografickÈho uËebnÌho materi·lu. Jeho pedagogick· kon-
cepce vych·zÌ z n·sledujÌcÌch p¯edpoklad˘:
a) teoretick· zobecnÏnÌ je nutno dÏlat na vhodn˝ch mÌstech

didaktickÈ struktury,
b) obecnÈ pojmy je nutno pouûÌvat v dalöÌch kapitol·ch v˝-

uky chemie tak, aby se upevÚovaly,
c) pojmy je t¯eba koncipovat tak, aby se postupnÏ rozvÌjely

s rozöi¯ov·nÌm uËebnÌ l·tky.
UveÔme, ûe Ostwaldovy didaktickÈ n·zory nespornÏ ov-

livnily didaktickÈ myölenÌ ve vöech vyvinut˝ch zemÌch teh-
dejöÌho svÏta. Z filozofickÈho hlediska je W. Ostwald p¯edsta-
vitelem neopozitivistickÈ ökoly, tzv. empiriokriticismu. U n·s
byl nejv˝znamnÏjöÌm chemikem tohoto zamÏ¯enÌ prvnÌ profe-
sor teoretickÈ chemie na »VUT v Praze Frantiöek Wald.
Pokusil se o vytvo¯enÌ origin·lnÌ soustavy z·klad˘ chemie.

V n·sledujÌcÌm obdobÌ vznikajÌ v EvropÏ dvÏ odliönÈ
koncepce v˝uky chemie. PrvnÌ do znaËnÈ mÌry koresponduje
s chemick˝m vÏdeck˝m systÈmem. P¯edstavuje v jistÈm slova
smyslu jeho miniaturizaci. Zd˘razÚuje v˝znam dedukce v po-
zn·vacÌm procesu a v mnohÈm vych·zÌ z MendÏlejevov˝ch
didaktick˝ch p¯edstav. Druh· koncepce vÌce odpovÌd· n·zo-
r˘m Ostwaldov˝m a nez¯Ìk· se vÏdeckÈ indukce. V dalöÌm
v˝vojovÈm obdobÌ lze zaznamenat vz·jemnÈ se ovlivÚov·nÌ,
pop¯. pronik·nÌ obou tÏchto koncepcÌ. To vedlo ke vzniku
r˘zn˝ch obmÏn chemick˝ch didaktick˝ch systÈm˘. Metodic-
kÈ n·zory se Ëasto rodily spolu s nov˝mi chemick˝mi objevy,
coû mÏlo za n·sledek, ûe velcÌ chemici se Ëasto zajÌmali
o problÈmy v˝uky chemie. Didaktiku chemie vöak jeötÏ neby-
lo moûno pokl·dat za i jen relativnÏ samostatnou vÏdnÌ discip-
lÌnu.

5. Vznik didaktiky chemie jako vÏdnÌho oboru

PrvnÌm vÏdcem, kter˝ vypracoval z·klady didaktiky che-
mie byl profesor polytechniky a gymn·zia v Lipsku Rudolf
Arendt. AË byl p¯edevöÌm chemikem, mÏl znaËnÈ vÏdomosti
z pedagogiky a psychologie. Z pozice uvÏdomÏlÈho Ñherbar-
tovceì uzn·val v˝chovnou funkci v˝uky chemie. Jako prvnÌ
p¯Ìmo vyhled·val v chemickÈm obsahu v˝chovnÈ elementy.
SvÈ pedagogickÈ n·zory publikoval v r. 1894 v Lipsku12. Pro
v˝uku chemie zd˘razÚuje v˝znam induktivnÌ logiky. Byl p¯e-
svÏdËen o tom, ûe vöechny chemickÈ z·kony jsou v podstatÏ
dÌlem induktivnÌho myölenÌ. Pro v˝uku chemie uzn·v· n·sle-
dujÌcÌ formy pr·ce jako optim·lnÌ:
a) hromadÏnÌ fakt˘ a abstraktnÌch pojm˘,
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b) uvÏdomÏlÈ hled·nÌ p¯ÌËin studovan˝ch jev˘,
c) vyvozov·nÌ z·kon˘ cestou indukce.

R. Arendt je prvnÌm chemikem, kter˝ hovo¯Ì o z·sadnÌm
rozdÌlu  mezi  vÏdeck˝m a didaktick˝m systÈmem chemie.
V˝uka chemie m·, podle nÏho, zaËÌnat blÌzk˝mi fakty a pojmy
a ne obecn˝mi teoriemi. Je vyznavaËem podobn˝ch princip˘
jako p¯ed nÌm J. A. Komensk˝. Samostatn·, experiment·lnÌ
cviËenÌ jsou integr·lnÌ souË·stÌ v˝uky chemie. To vyj·d¯il
n·zornÏ ve svÈ knize Technik der Experimentalchemie13. Ne-
doporuËuje zav·dÏt v ˙vodnÌm element·rnÌm kurzu chemic-
kou symboliku a n·zvoslovÌ. ChemickÈ z·kony je nutno vy-
vozovat pomocÌ indukce, tj. anal˝zy a komparace fakt˘ z po-
zorov·nÌ. Faktografick˝ materi·l by mÏl b˝t uspo¯·d·n tak,
aby bylo moûno na jeho z·kladÏ postupnÏ zav·dÏt novÈ pojmy
a chemickÈ z·kony. Na uveden˝ch z·sad·ch R. Arendt vypra-
coval svoji uËebnici chemie14, v kterÈ vöak chybÌ skuteËn·
chemick· systematika.

Jin˝m v˝znamn˝m nÏmeck˝m chemikem byl F. Wilbrand.
TakÈ on se zab˝val didaktikou chemie. DomnÌval se, ûe vy-
uËov·nÌ chemie by mÏlo do znaËnÈ mÌry imitovat vÏdeck·
b·d·nÌ. Nejd˘leûitÏjöÌ funkcÌ v˝uky chemie je podle nÏho
p¯Ìprava û·ka na samostatnou intelektu·lnÌ pr·ci. NenÌ proto
v˝znamnÈ uv·dÏt p¯Ìliö rozs·hl˝ soubor fakt˘, ale v˝chodis-
kem m· b˝t vhodn˝ soubor problÈmov˝ch, zejmÈna experi-
ment·lnÌch ˙loh, umoûÚujÌcÌch prov·dÏt hlubokou anal˝zu
chemick˝ch jev˘, kter· p¯iv·dÌ pozn·vajÌcÌ subjekt k formu-
lov·nÌ nejpravdÏpodobnÏjöÌho pr˘bÏhu chemickÈ reakce.
Tento p¯edpoklad vyûaduje ovÏ¯enÌ, a to induktivnÌ cestou
b·d·nÌ. Ve svÈm dÌle15 se o tom vyjad¯uje n·sledovnÏ: M˝m
cÌlem je nauËit induktivnÏ myslit, hledat a zd˘vodÚovat p¯ÌËin-
nÈ vztahy, jakoû i sezn·mit û·ky s experiment·lnÌmi metodami
a koneËnÏ nauËit je opatrnosti ve vztahu k vyslovov·nÌ z·vÏr˘.
Protoûe uspo¯·d·nÌ uËebnÌ l·tky je u F. Wilbranda pod¯Ìzeno
badatelskÈ metodÏ, tvrdÌ, ûe nenÌ nutno vych·zet od prvk˘ ke
slouËenin·m, ale p¯Ìmo naopak. é·k by mÏl nap¯ed studovat
vlastnosti slouËeniny, nap¯. chloridu sodnÈho a teprve pak
vlastnosti prvk˘ chloru a sodÌku.

NÏkterÈ n·zory R. Arendta a F. Wilbranda nalezly ohlas
nejen v NÏmecku, ale nap¯. i v Anglii a do znaËnÈ mÌry
i ve Spojen˝ch st·tech. N·sledovnÌky R. Arendta a F. Wil-
branda byli H. Lˆwenhardt16, K. Winderlich17 a zejmÈna pak
K. Scheid18, kte¯Ì p˘sobili v obdobÌ po prvnÌ svÏtovÈ v·lce.
Typick˝m p¯edstavitelem tohoto obdobÌ je v nÏmeckÈ didak-
tice chemie K. Scheid18. Podle jeho n·zor˘ by se v˝uka chemie
mÏla dÌt v n·sledujÌcÌch etap·ch:
a) pro û·ky 10ñ13letÈ spoleËn· v˝uka integrovanÈ p¯Ìro-

dovÏdy, jejÌû souË·stÌ je i chemie; hlavnÌm cÌlem je nauËit
û·ky pozorovat p¯ÌrodnÌ jevy,

b) pak n·sleduje prvnÌ, tzv. propedeutick˝ stupeÚ v˝uky che-
mie; tento stupeÚ lze tÈû oznaËit jako metodick˝,

c) systematick˝ cyklus v˝uky chemie.
I kdyû jsou jednotlivÈ etapy chemickÈho vzdÏl·v·nÌ v Schei-

dovÏ pojetÌ poznamen·ny nadmÌrou faktografie, je jejich z·-
kladem n·cvik p¯esnÈho pozorov·nÌ, experimentov·nÌ a uva-
ûov·nÌ.

J. Liebig, W. Ostwald, R. Arendt, F. Wilbrand a K. Scheid
vytvo¯ili z·klady teorie a praxe vyuËov·nÌ chemii. SouËasnÈ
nÏmeckÈ didaktickÈ soustavy chemie p¯edstavujÌ pokraËov·nÌ
dom·cÌ tradice z let 1875ñ1925. Existuje zde cel· ¯ada soubor˘
uËebnic pro oba stupnÏ sekund·rnÌ ökoly. U n·s je nejzn·mÏjöÌ
a do Ëeötiny p¯eloûen˝ soubor19 Elemente I a Elemente II.

6. V˝voj chemickÈho vzdÏl·v·nÌ ve Francii

ZajÌmavÈ je sledovat v˝voj didaktick˝ch idejÌ ve Francii.
Tato zemÏ ovlivnila v˝voj ökolstvÌ v celÈ ¯adÏ zemÌ. V˝uka
chemie je ve Francii tÏsnÏ v·z·na na v˝uku fyziky. Chemie
jako vÏda i jejÌ v˝uka je pokl·d·na za integr·lnÌ souË·st tzv.
fyzik·lnÌch vÏd a jejich v˝uky. Lze zaznamenat urËit˝ vliv
nÏmeckÈ metodickÈ ökoly, jak je to patrnÈ nap¯. z ˙vodnÌch
slov uËebnÌch osnov chemie20: CÌlem fyziky a chemie je uve-
denÌ û·ka do experiment·lnÌ metody, aniû by byl p¯etÏûov·n
nadmÏrn˝m mnoûstvÌm faktografickÈ uËebnÌ l·tky. Je zd˘raz-
Úov·n v˝znam myölenkov˝ch cviËenÌ, rozvoj pozorovacÌch
dovednostÌ, formulov·nÌ z·vÏr˘ a jejich verifikov·nÌ pomocÌ
experimentu. Velk· pozornost je vÏnov·na dovednostem uËi-
tele demonstrovat re·lnÈ experimenty a pod·vat jejich v˝klad.
PomÏrnÏ m·lo mÌsta je vÏnov·no teoretickÈmu uËivu. Tak
nap¯. periodick˝ z·kon je jen souË·stÌ tzv. Ëetby, tedy jako
nepovinnÈ uËivo.

Pro francouzskou ökolu je typick˝ princip koncentrismu.
Na ˙rovni prvnÌho cyklu je v˝uka chemie spojen· s fyzikou.
Toto pojetÌ se podob· nÏmeckÈmu wilbrandovskÈmu a m·
tedy propedeutick˝ charakter. K tradiËnÌm uËebnicÌm pat¯ily
p¯ÌruËky Faucherovy21. V öedes·t˝ch letech se objevila ¯ada
nov˝ch uËebnic chemie. Jde nap¯. o sÈrii uËebnic chemie
J. Cessaca a M. Treherna22-23, H. Joyala24, K. Dreyfuse a C. Do-
nadiniho25 a jinÈ. V osmdes·t˝ch a devades·t˝ch letech byly
vyd·ny novÈ uËebnice. Nap¯. v r. 1989 byly u Nathana vyd·ny
uËebnice I. E. De Colognyho a kol.26 a v r. 1993 A. Tomasina
a C. Lorrina27, v nichû je proti klasickÈmu pojetÌ zd˘raznÏna
motivace, nap¯. v 2. roËnÌku lycea praktick˝mi pracemi z
agrochemie.

Z hlediska v˝uky chemie je ve Francii na z·kladnÌ ökole
typickou formou pr·ce samostatn· Ëinnost û·k˘, spojen· s ¯e-
öenÌm jednoduch˝ch, Ëasto experiment·lnÌch, ˙loh na mÏ¯enÌ,
nap¯. objem˘ kapalin a plyn˘. Naopak na lyce·lnÌm stupni jde
zejmÈna o p¯edn·öky s demonstraËnÌmi pokusy. Mal· pozor-
nost je vÏnov·na systematickÈmu provÏ¯ov·nÌ û·kovsk˝ch
vÏdomostÌ. I kdyû francouzsk˝ racionalismus a tradicionalis-
mus a priori odmÌt· cizÌ vlivy, v poslednÌch desetiletÌch nelze
vylouËit v˝raznÈ vlivy zejmÈna americk˝ch didaktick˝ch sys-
tÈm˘.

7. V˝voj chemickÈho vzdÏl·v·nÌ v Anglii

Velmi zajÌmav˝ je v˝voj chemie jako vÏdy a p¯edmÏtu
v˝uky v Anglii. Anglie znaËnou mÏrou p¯ispÏla k rozvoji
chemickÈ vÏdy. Vûdyù J. Dalton, M. Faraday, H. Moseley,
T. Huxley, G. Stokes byli BritovÈ. Kdyû v letech 1900ñ1904
probÌh· prvnÌ ökolnÌ reforma, p˘sobÌ v Kr·lovskÈ edukaËnÌ
komisi v oddÏlenÌ p¯ÌrodnÌch vÏd ¯ada v˝znamn˝ch anglic-
k˝ch chemik˘.  Jde  o zavedenÌ  chemie jako  p¯edmÏtu do
vöeobecnÏ vzdÏl·vacÌch ökol. Chemie se st·v· ve vöeobecnÏ
vzdÏl·vacÌ ökole v˝bÏrov˝m, tj. fakultativnÌm p¯edmÏtem,
laboratornÌ pr·ce nejsou p¯itom povinnÈ. NÏkte¯Ì ËlenovÈ ko-
mise, nap¯. W. Thomson a W. Ramsey jsou toho n·zoru, ûe by
se chemii mÏlo vyuËovat jiû od prvnÌho roËnÌku st¯ednÌ ökoly,
tj. dÏti ve vÏku 11ñ12 let, a to proto, ûe Ñchemie, resp. p¯Ìro-
dovÏda nenÌ obtÌûnÏjöÌ neû aritmetikaì. Chemie byla v Anglii
prvnÌm p¯ÌrodovÏdn˝m p¯edmÏtem, kter˝ byl zaveden v r·m-
ci vöeobecnÈho vzdÏl·v·nÌ a komise doporuËovala zavedenÌ
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i aplikovan˝ch p¯ÌrodovÏdn˝ch disciplÌn, jako je agrochemie,
aplikovan· mechanika apod.

Do konce XIX. stoletÌ p¯edstavovala v˝uka chemie na
anglick˝ch st¯ednÌch ökol·ch v podstatÏ zredukovan˝ vysoko-
ökolsk˝ kurz. PrvnÌ pokus o vytvo¯enÌ na vÏdeckÈ soustavÏ
ne zcela z·vislÈ v˝uky chemie na st¯ednÌ ökole poch·zÌ od
E. Armstronga. E. Armstrong byl profesorem chemie r˘zn˝ch
vysok˝ch ökol v Anglii a nadöencem v˝uky p¯ÌrodnÌm vÏd·m
v podmÌnk·ch vöeobecnÏ vzdÏl·vacÌch britsk˝ch ökol. Na
z·kladÏ pomÏrnÏ komplikovan˝ch didaktick˝ch v˝zkum˘ se-
stavil uËebnÌ osnovy, kterÈ pak po dlouh· lÈta ovÏ¯oval a po-
stupnÏ zdokonaloval. O tÈto svÈ Ëinnosti napsal zajÌmavÈ dÌlo
The Teaching of Scientific Method, kterÈ vydal28 v r. 1898.
Uv·dÌ, ûe v˝znam p¯ÌrodnÌch vÏd a jejich vyuËov·nÌ spoËÌv·
p¯edevöÌm v jejich praktickÈ hodnotÏ. P¯ÌrodovÏdnÈ vyuËov·-
nÌ umoûÚuje, podle autora, specificky orientovan˝ rozvoj inte-
lektu, Ëehoû nelze dos·hnout ani liter·rnÌm, ani ËistÏ matema-
tick˝m vzdÏl·v·nÌm. Jde mu zejmÈna o rozvoj schopnostÌ
pozorovat, experimentovat a uvaûovat. E. Armstrong vyuûÌv·
tzv. heuristickou metodu, tj. takov˝ zp˘sob v˝uky, p¯i nÏmû
se û·ci mohou relativnÏ samostatnÏ zmocÚovat nov˝ch po-
znatk˘. Podle Armstronga vÏda vyûaduje absolutnÌ svobodu
myölenÌ, svobodu ducha zbavenou vöech dogmat. Svoji me-
todu charakterizuje jako ÑobyËejn˝ zp˘sob vÏdeckÈho b·-
d·nÌì, realizovan˝ v podmÌnk·ch st¯ednÌ ökoly. Zd˘razÚuje,
ûe û·k musÌ samostatnÏ dospÌvat k objevov·nÌ fakt˘. Heuris-
tickou metodu obecnÏ zformuloval jiû v r. 1897 H. Spencer29.
E. Armstrong ji zaktualizoval a aplikoval na v˝uku p¯ÌrodnÌm
vÏd·m, zejmÈna chemii. VyznavaËem heuristickÈ metody se
stal i jin˝ anglick˝ didaktik chemie J. Smittels, kter˝ ve svÈm
Ël·nku30, zd˘raznil v˝znam dvou jejÌch charakteristik:
1) samostatnÈ prov·dÏnÌ experiment˘ û·ky,
2) experiment je prost¯edkem objevov·nÌ Ëehosi dosud ne-

poznanÈho.
Heuristickou metodu ve v˝uce chemii d·le rozpracovali

G. Fowles31 a D. Newbury32. Byla vöak p¯edmÏtem kritiky
p¯edsedy BritskÈ asociace p¯ÌrodovÏdc˘ B. Gregoryho33,34.

V r. 1962 vznikl ve VelkÈ Brit·nii novÏ koncipovan˝ kurz
v˝uky chemie, a to v tzv. NuffieldovÏ fondu35. Tato soustava
vych·zÌ z dom·cÌch armstrongovsk˝ch tradic s nesporn˝m
vlivem didaktiky americkÈ a nÏmeckÈ. Je zde, pro anglosaskÈ
didaktickÈ soustavy tak charakteristick·, menöÌ systematiË-
nost, a to na ˙kor vÏtöÌ samostatnosti zÌsk·v·nÌ poznatk˘
samotn˝mi pozn·vajÌcÌmi subjekty, zvl·ötÏ jedn·-li se o expe-
riment·lnÌ Ëinnosti. PozdÏji, zejmÈna v sedmdes·t˝ch a osm-
des·t˝ch letech prodÏlala didaktick· soustava chemie vznikl·
v NuffieldovÏ fondu znaËnÈ promÏny. Bylo odstoupeno od
jednostrannÈho aplikov·nÌ heuristickÈmetody a volnosti skladby
jednotliv˝ch tematick˝ch okruh˘. Lze dokonce ¯Ìci, ûe doölo
k urËitÈmu obratu ve prospÏch klasickÈho pojetÌ. Jako reakce
na to vznikl pracovnÌ t˝m univerzity v Yorku, kter˝ pokraËuje
v rozvÌjenÌ britskÈ didaktickÈ soustavy chemie v armstrongov-
skÈm duchu.

8. V˝voj chemickÈho vzdÏl·v·nÌ v USA

Nelze opomenout ani v˝voj didaktick˝ch systÈm˘ chemie
ve Spojen˝ch st·tech. Od poloviny XIX. stoletÌ je zde typickou
ökolou tzv. High School. Dodnes je univerz·lnÌ vöeobecnÏ
vzdÏl·vacÌ, byù znaËnÏ diferencovanou st¯ednÌ ökolou. M· dva

stupnÏ: niûöÌ Ëty¯letou Junior High School a vyööÌ, t¯Ì anebo
Ëty¯letou Senior High School.

PojetÌ americkÈ ökoly vych·zÌ zpoË·tku z filozofie prag-
matismu a Thorndikovy teorie36. V˝znamnou osobnostÌ prag-
matickÈ pedagogiky je J. Dewey, kter˝ v˝raznÏ ovlivnil i utv·-
¯enÌ koncepce vyuËov·nÌ chemii v americkÈ ökole. J. Dewey
pokl·d· pojmy a teorie za instrumenty, kterÈ pom·hajÌ prak-
tickÈ Ëinnosti a myölenÌ v procesu permanentnÌ adaptace. Ve
vyuËov·nÌ jde o povzbuzov·nÌ z·jmu o vÏc a o realizaci
praktick˝ch û·kovsk˝ch ËinnostÌ. Tyto ideje jsou typickÈ i pro
navazujÌcÌ systÈmy, viz nap¯. zn·mÈ Taylorovo dÌlo37, v nÏmû
autor nespat¯uje jako hlavnÌ ˙kol ovl·dnutÌ danÈho souboru
konkrÈtnÌch vÏdomostÌ, ale rozvoj ËlovÏka jako jedince. Kro-
mÏ tÏchto idejÌ se v USA prosazoval i tzv. tradicionalismus,
kter˝ poûadoval neust·lÈ zvyöov·nÌ teoretickÈ ˙rovnÏ vöech
z·kladnÌch vyuËovacÌch p¯edmÏt˘.

V USA existovaly n·sledujÌcÌ typy koncepcÌ, jÌmû odpo-
vÌdajÌ i p¯ÌsluönÈ uËebnice chemie:
1. AnalogickÈ s anglick˝mi, vËetnÏ element·rnÌho p¯edmÏtu

General Science.
2. Systematick· koncepce, analogick· s vÏtöinou koncepcÌ

evropsk˝ch.
3. Praktick·, o nÌû G. I. Richardson38 tvrdÌ, ûe je Ñvykrade-

n˝m kurzem collegeì.
AmeriËanÈ s oblibou hodnotÌ vlastnÌ historick˝ v˝voj ökol-

stvÌ a to z r˘zn˝ch hledisek. Tak nap¯. jiû v r. 1902 analyzuje
A. Smith39 v USA existujÌcÌ uËebnice chemie a dÏlÌ je na:
1) heuristickÈ, se znaËn˝m d˘razem na experiment, zejmÈna

na laboratornÌ û·kovskou Ëinnost; tyto uËebnice, podle
autora, odpovÌdajÌ anglick˝m a byly zpracov·ny na z·kla-
dÏ armstrongovsk˝ch v˝chodisek,

2) teoretickÈ, kterÈ zd˘razÚujÌ v˝znam z·kon˘, princip˘
a chemickÈ teorie,

3) historicko-systematickÈ, zd˘razÚujÌcÌ v˝znam popisnÈho
materi·lu.
ZajÌmav˝ je popis ÑamerickÈ cesty vyuËovacÌch kurz˘ pro

vöechnyì40. Tato staù  obsahuje  kritiku  st·vajÌcÌch  uËebnic
a pojetÌ, jako pro û·ky nezajÌmav˝ch, obtÌûn˝ch, obsahujÌcÌch
nadmÌru faktografie, pojm˘ a teoriÌ. V poslednÌch 40ñ50 le-
tech vzniklo v USA mnoho r˘zn˝ch kurz˘ chemie, ale jenom
nÏkterÈ  z nich  se doËkaly  relativnÏ delöÌho  ûivota. Podle
reprezentanta uËitel˘ chemie v UNESCO z konce 60. let
F. Mayburyho byly v tÈ dobÏ v 50ñ60 % americk˝ch st¯ednÌch
ökol pouûÌv·ny uËebnice M. Bradburyho Chemistry and You
z r. 1957, d·le B. Yaffeho New World of Chemistry z r. 1955
a E. C. Weavera a L. C. Fostera Chemistry for Our Times, tÈû
z r. 1955. Tyto uËebnice se svojÌ strukturou p¯Ìliö neliöily od
vÏtöiny uËebnic evropsk˝ch.

Prudk˝ rozvoj chemickÈ vÏdy a techniky, zejmÈna v po-
slednÌch desetiletÌch, zp˘sobil pot¯ebu revize dosavadnÌho
zp˘sobu v˝uky chemie. Jde zejmÈna o takov· tÈmata jako
z·klady termodynamiky, chemickÈ kinetiky a z nÌ vypl˝vajÌcÌ
teorie reakËnÌch mechanism˘. Pr·vÏ tyto skuteËnosti vedly
k pokus˘m o vytvo¯enÌ adekv·tnÏjöÌch didaktick˝ch systÈm˘
chemie, a to i pro vöeobecnÏ vzdÏl·vacÌ americkou st¯ednÌ
ökolu. A tak v roce 1963 vznikajÌ hned dvÏ konkurenËnÌ
didaktickÈ soustavy, a to CBA41 a Chem Study42 (CBA ñ Che-
mical Bond Approach Project, Chem Study neboli CHEMS ñ
Chemistry and Experimental Science). Oba tyto systÈmy p¯ed-
stavujÌ novou v˝vojovou etapu chemick˝ch didaktick˝ch sou-
stav USA. Jde o systÈmy a k nim adekv·tnÌ uËebnice urËenÈ
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pro Senior High School. Jejich spoleËn˝m charakteristick˝m
rysem je:
1) vysok· teoretick· ˙roveÚ,
2) p¯ikl·d·nÌ znaËnÈho v˝znamu uËivu o stavbÏ l·tek, struk-

tu¯e a energetick˝ch zmÏn·ch, jde tu o urËitou reminis-
cenci n·zor˘ Ostwaldov˝ch,

3) zavedenÌ element˘ kvantovÈ teorie, a to poprvÈ na ˙rovni
st¯ednÌ vöeobecnÏ vzdÏl·vacÌ ökoly, jakoû i o urËitÈ sous-
tavy z·kladnÌch pojm˘ termodynamick˝ch, nap¯. entropie
(v systÈmu CBA).
P¯itom je dost znaËn· pozornost vÏnov·na ökolnÌmu, ze-

jmÈna û·kovskÈmu experimentu s urËit˝mi aspekty meto-
dologick˝mi, nap¯. uvedenÌ metody Ñblack boxì apod. V˝-
voj koncepcÌ chemickÈho vzdÏl·v·nÌ ovlivnil didaktiky che-
mie v celÈ ¯adÏ zemÌ, vËetnÏ tehdejöÌho »eskoslovenska, kde
v r. 1964 vznik· v r·mci ChemickÈ spoleËnosti jejÌ sekce
v˝uky chemie.

Poznamenejme, ûe novÈ americkÈ didaktickÈ systÈmy ne-
byly vöemi, p¯edevöÌm uËiteli, ale i nÏkter˝mi didaktiky a che-
miky, nap¯. R. J. Gillespiem, p¯ijaty jednoznaËnÏ pozitiv-
nÏ. PozdÏji vznikly novÈ, lze ¯Ìci, ûe hybridnÌ kursy chemie
a k nim p¯ÌsluönÈ uËebnice, nap¯. R. C. Smoota43. UËebni-
ce byla vyd·na u Merrill Publishing v Ohiu, prvnÌ vyd·nÌ
v r. 1987. Tato uËebnice je v bÏûnÈm pouûÌv·nÌ pro Senior
High School doposud. SvojÌ koncepcÌ p¯edstavuje hybrid kla-
sickÈ koncepce s nÏkter˝mi ÑosvÏdËen˝miì prvky uveden˝ch
experiment·lnÏ n·roËn˝ch didaktick˝ch systÈm˘.

9. V˝voj chemickÈho vzdÏl·v·nÌ v Rusku

V˝znamnÈ je sledovat i v˝voj v˝uky chemie v Rusku,
neboù tato zemÏ spolu s NÏmeckem, Velkou Brit·niÌ, FranciÌ
a USA nejvÌce p¯ispÏla k rozvoji didaktiky chemie.

VÏnovali jsme se jiû v˝raznÈmu p¯edstaviteli ruskÈ chemie
D. I. MendÏlejevovi, a to zejmÈna pro jeho nespornÏ origin·lnÌ
p¯Ìstup  ke  koncipov·nÌ  didaktickÈ soustavy  chemie, kter·
zÌskala v naöich podmÌnk·ch dÌky velkÈmu ËeskÈmu chemik-
ovi B. Braunerovi z·hy znaËn˝ ohlas.

Velmi v˝znamnou osobnostÌ v oblasti organickÈ chemie
byl A. Butlerov, kter˝ je opr·vnÏnÏ pokl·d·n, spolu s F. A. Ke-
kulÈm, za tv˘rce novodobÈ teorie stavby organick˝ch slouËe-
nin. Tato teorie se stala v˝chozÌ p¯i tvorbÏ uËebnic organickÈ
chemie. SvÏdectvÌ o tom podal v ˙vodu svÈ uËebnice organic-
kÈ chemie v˝znamn˝ Ëesk˝ chemik E. VotoËek44.

Na z·kladÏ origin·lnÌch idejÌ vznikla jiû v p¯edrevoluËnÌm
obdobÌ ¯ada zajÌmav˝ch uËebnic chemie. PrvnÌm didaktikem
chemie byl v Rusku S. I. Sozonov. Jeho n·zory byly ovlivnÏny
zahraniËnÌmi didaktiky chemie, zejmÈna R. Arendtem, F. Wil-
brandem a E. Armstrongem, i kdyû se snaûil o origin·lnÌ,
vlastnÌ teoretick˝ model v˝uky chemie, p¯edevöÌm na p¯e-
drevoluËnÌ st¯ednÌ vöeobecnÏ vzdÏl·vacÌ ökole. V r. 1923 byla
v tehdejöÌ sovÏtskÈ ökole zavedena tzv. komplexnÌ metoda
v˝uky. Byl zruöen systematick˝ v˝klad z·klad˘ jednotliv˝ch
p¯ÌrodnÌch vÏd a nahrazen Ñlogikou obklopujÌcÌho n·s svÏtaì.
Z·kladnÌm objektem studia se stala pr·ce lidÌ, v˝roba a spo-
leËnost. A protoûe nelze nÏkter· odvÏtvÌ lidskÈ Ëinnosti vy-
svÏtlit bez znalostÌ z·klad˘ chemie, byla jako p¯edmÏt za¯aze-
na jiû do p·tÈ t¯Ìdy vöeobecnÏ vzdÏl·vacÌ ökoly. Osnovy byly
rozdÏleny do nÏkolika Ë·stÌ. V prvnÌ Ë·sti byl obsaûen obecn˝
n·zev tÈmatu a n·zvy jeho chemick˝ch Ë·stÌ. Druhou Ë·st

tvo¯ilo chemicko-technologickÈ uËivo a v t¯etÌ Ë·sti byl soupis
p¯Ìsluön˝ch laboratornÌch ËinnostÌ. PoslednÌ Ëtvrt· Ë·st obsa-
hovala teoretickÈ informace, s nimiû je nezbytnÈ sezn·mit
û·ky. Tak byly zpracov·ny osnovy pro vöechny postupnÈ
roËnÌky. V r. 1927 byly tyto osnovy podrobeny kritice, ponÏ-
vadû pr˝ postr·daly hlavnÌ polytechnickou linii. K splnÏnÌ
uvedenÈ funkce byli û·ci p¯inuceni vykon·vat p¯ÌsluönÈ ma-
nu·lnÌ Ëinnosti. UveÔme jako p¯Ìklady tematiku 5. roËnÌku ñ
Ekonomick· pÏtiletka naöeho z·vodu a 6. roËnÌku ñ Rekon-
strukce n·rodnÌho hospod·¯stvÌ v r·mci pÏtiletÈho pl·nu. äko-
la se mÏla st·t centrem organizujÌcÌm spoleËenskou Ëinnost
dÏtÌ. MÌsto p¯edmÏt˘ nastoupily brig·dy, buÚky apod. Chemii
se vyuËovalo pomocÌ speci·lnÌch pracovnÌch seöit˘, klasickÈ
uËebnice  neexistovaly. Tato situace  trvala aû  do r. 1932.
Z rozhodnutÌ nejvyööÌch org·n˘ byly od r. 1933 stanoveny tzv.
stacion·rnÌ uËebnice. HlavnÌm autorem uËebnic se stal p¯ed-
revoluËnÌ chemik a p˘vodnÏ asistent MendÏlejev˘v V. N. VÏr-
chovskij, kter˝ spoleËnÏ s I. S. Goædfarbem a L. N. Smorgov-
sk˝m napsali pomÏrnÏ dobrÈ a obs·hlÈ uËebnice chemie pro
tzv. sovÏtskou desetiletku45,46. Ty byly pouûÌv·ny aû do pade-
s·t˝ch let. VedoucÌ teoriÌ byl periodick˝ z·kon MendÏlejev˘v
a jeho systÈm prvk˘ jako z·kladnÌ heuristick· pom˘cka. N·-
sledovala element·rnÌ systematick· organick· chemie, vych·-
zejÌcÌ z Butlerovovy teorie stavby organick˝ch slouËenin. älo
o n·vrat k tradiËnÌ ruskÈ ökole, s pokusy o aplikaci socialistic-
kÈ teorie v˝chovy. P¯ipomeÚme, ûe ölo o dobrÈ uËebnice, kterÈ
byly p¯eloûeny do celÈ ¯ady jazyk˘. V dalöÌm v˝vojovÈm
obdobÌ öedes·t˝ch a sedmdes·t˝ch let probÌh· rovnÏû v tehde-
jöÌ sovÏtskÈ ökole tzv. modernizaËnÌ proces, t˝kajÌcÌ se jak
obsahu, tak i metod a postup˘ v˝uky. Z tohoto obdobÌ jsou
zn·my uËebnice LevËenkovy47, Chodakovovy48 a CvÏtkovo-
vy49, kterÈ v r˘zn˝ch modifikacÌch a zjednoduöenÌch p¯eËkaly
aû do revoluËnÌch p¯emÏn konce osmdes·t˝ch let. Devades·t·
lÈta, poznamenan· snahou po demokratizaci ruskÈ spoleËnos-
ti, neminula ani oblast ökolstvÌ. Byla obnovena gymn·zia
a lycea. Vedle st·tnÌch ökol se objevily ökoly soukromÈ a cÌr-
kevnÌ a byly vyd·ny novÈ ¯ady uËebnic50-52, kterÈ navazujÌ na
ruskÈ tradice a z·roveÚ akceptujÌ souËasnÈ zp˘soby v˝uky
chemie ve svÏtÏ.

10. Z·vÏr

V Ël·nku je pod·n p¯ehled v˝voje chemickÈho vzdÏl·v·nÌ
v souvislosti s rozvojem chemickÈ vÏdy ve v˝znamn˝ch ze-
mÌch Evropy a v USA.

V˝voji chemie jako vÏdy a p¯edmÏtu vyuËov·nÌ, vËetnÏ
formov·nÌ didaktiky chemie jako vÏdnÌho oboru v Ëesk˝ch
zemÌch, by mÏla b˝t vÏnov·na zvl·ötnÌ samostatn· pozornost.
Proto na z·vÏr uveÔme jen to, ûe se v naöich podmÌnk·ch
prolÌnaly vöechny proudy, o nichû jsme se zmiÚovali v p¯ed-
chozÌch ˙vah·ch.

InspiracÌ pro vznik tÈto studie byly takÈ dalöÌ pr·ce ruskÈ-
ho didaktika chemie L. N. SmorgonskÈho. Za poskytnutÌ tÏchto
materi·l˘ pat¯Ì dÌk Ëlenu-korespondentu APN L. N. CvÏtkovi.
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J. Hellberg and M. Bilek (Department of Chemistry,
Pedagogical Faculty, University of Hradec Kr·lovÈ): The
Development of Chemical Education in Connection with
the Development of Chemistry as a Science

Historical relations of the development of chemistry as
a science and a teaching subject on one hand and the formation
of didactics of chemistry as an interdisciplinary science branch
on the other are dealt with in the paper. The consequences are
described of the formation of first chemistry textbooks and
efforts at introducing chemistry as a general education subject
at different levels of education systems. The analysis of chemi-
cal teaching in Germany, England, France, U.S.A. and Russia
confirms the raison díÍtre of an independently developed
science branch ñ didactics of chemistry.
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