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Cena firmy Merck 

Na�i čtenáři se v tomto čísle ji� tradičně setkávají 
s výběrem soutě�ních prací studentů prezentovaných na 
soutě�i o nejlep�í studentskou vědeckou práci v oboru ana-
lytické chemie o cenu firmy Merck. Je na čtenáři, aby po-
soudil odbornou i formální úroveň těchto příspěvků vytvo-
řených studenty magisterského studia - a v některých pří-
padech dokonce studia bakalářského � na �pičkových ana-
lytických pracovi�tích na�ich vysokých �kol. Za sebe mohu 
prohlásit, �e sledování těchto příspěvků při vlastní soutě�i 
i jejich příprava k tisku mne vede k přesvědčení, �e se na�i 
mladí kolegové rozhodně nemusí stydět. Je potě�ující spo-
lupracovat se studenty, kteří mají opravdu rádi analytic-
kou chemii a věnují jí mnohem více ne� je předepsáno 
studijními osnovami. Je to dobře pro ně i pro nás � jejich 
učitele. Oni si ověří své schopnosti a dovednosti, získají 
zku�enosti potřebné pro jejich pozděj�í vystupovaní na 
nejrůzněj�ích vědeckých setkání, bez nich� je jejich úspě�-
ná kariéra v moderní vědě jen obtí�ně představitelná. Zba-
ví se neopodstatněné nedůvěry ve své schopnosti, trémy 
i občasného nedostatku sebedůvěry. My si uvědomíme, �e 
i v době převládajících kvantitativních kriterií při hodno-
cení vědecké a pedagogické práce stojí za to věnovat svoji 
energii a čas početně sice méně významné skupině nada-
ných studentů s vyhraněným zájmem o studovaný obor, 
av�ak skupině velmi důle�ité. Jedná se o studenty, kteří 
představují �pičky ve svých ročnících a kteří mo�ná jednou 
budou patřit ke �pičkám ve svém oboru. A pocit, �e jsme 
k tomu třeba nějakým způsobem dopomohli, je jistě velmi 
příjemný. Stejně příjemná byla a je atmosféra na těchto 
soutě�ích, kde vznikají přátelské vztahy mezi studenty jed-
notlivých �kol. A bylo by jistě nádherné, kdyby tyto vztahy 
byly zárodkem budoucí týmové spolupráce, která posune 
na�í analytickou chemie k novým vý�inám. V neposlední 
řadě přispívají podobné soutě�e i ke zlep�ení vzájemné 
informovanosti o pokrocích a trendech na jednotlivých 

analytických pracovi�tích a nabízejí i srovnání s trendy 
světovými. V�echny tyto aspekty by měly být motivací jak 
pro studenty analytické chemie, tak i pro pracovi�tě, která 
je na tuto soutě� vysílají. Dal�í motivací, kromě příjemné 
finanční odměny pro stupně vítězů, laskavě poskytnuté 
firmou Merck, je i nepsané pravidlo, �e právě vítězové 
těchto soutě�í reprezentují mladé členy na�í společnosti na 
sjezdech spřátelených chemických společností na základě 
dohod mezi polskou, českou a slovenskou chemickou spo-
lečností. To je jistě příjemný příspěvek k lidskému i odbor-
nému růstu těch studentů, kteří jsou ochotni udělat něco 
navíc pro analytickou chemii, pro své katedry či ústavy 
i pro sebe samotné. Rovně� nabízená a vyu�ívaná mo�nost  
publikovat své výsledky v na�em časopise jistě katalyzuje 
pohyb studentů směrem k jejich budoucí vědecké práci. Je 
proto jistě namístě poděkovat v�em, bez nich� by nich� by 
nic z vý�e uvedených pozitiv neexistovalo. Ať u� je to firma 
Merck, bez její� finanční podpory a iniciativy by tato sou-
tě� neexistovala, pedagogové, kteří organizaci této soutě�e 
věnují značné mno�ství času a energie, �kolitelé soutě�í-
cích studentů, bez jejich� působení by vět�ina soutě�ních 
příspěvku vůbec nevznikla. A zejména studenti, kteří 
v době nadmíru ekonomicky orientované, najdou čas 
a odvahu zahledět se do vědy a jejího dal�ího rozvoje, bez 
ohledu na ekonomickou trestuhodnost a neuvá�enost tako-
vé naivity. A na závěr jedno přání a jednu prosbu. Přání, 
aby rostl  počet takových studentů, neboť jedině oni mohou 
v budoucnu pečovat o dal�í rozvoj na�í analytické chemie. 
A prosbu, aby ka�dý z nás na svém místě a podle svých 
mo�ností pečoval právě o takovéto studenty, pomáhal jim 
při jejich práci a  odborném i lidském růstu, pomáhal jim 
hledat nové a krásné cestičky a zá�itky v půvabném 
a okouzlujícím světě analytické chemie. 

 
Jiří Barek 
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1. Úvod  

 
Termoplastické vulkanizáty (TPV) jsou díky svým 

vlastnostem nejdynamičtěji se rozvíjející skupinou termo-
plastických elastomerů (TPE)1,2.  Prvním průmyslovým 
výrobkem byl Santopren od firmy Monsanto, uvedený na 
trh v roce 1981, který se vyrábí dosud3,4. Je směsí polypro-
pylenu a ethylen-propylen-dienového kaučuku (EPDM).  
Kaučuk  je dispergován v termoplastu ve formě částic 
o velikosti  1 a� 5 µm.  Odli�ně   od   �iroce   pou�ívaných   
nevulkanizovaných   směsí,   tzv.  termoplastických polyo-
lefinů (TPO),  je  kaučuk v TPV zcela vulkanizován, co� 
dává řadu výhod, jako vět�í odolnost proti rozpou�tědlům, 
lep�í mechanické vlastnosti a mo�nost pou�ití přísad bě�ně 
zpracovávaných v průmyslu.  

Po�adované vlastnosti nemohou být dosa�eny bě�ný-
mi způsoby míchání slo�ek (míchání tavenin, roztoků nebo 
emulgace). Speciální způsob míchání byl vyvinut   Gessle-
rem a Fischerem  v roce 1978  a prakticky pou�it firmou 
Monsanto3,4. Získal název dynamická vulkanizace. V sou-
časné době TPV vyrábí přes 20 firem. Nejbě�něj�í termo-
plastické komponenty jsou polyethylen (PE), polypropylen 
(PP), polyamidy (PA), polystyren (PS), kopolymery styre-
nu s akrylonitrilem (SAN), nebo jeho terpolymery s akry-
lonitrilem a butadienem (ABS), polyakryláty, polyestery, 

polykarbonáty. Elastickými  slo�kami jsou často kaučuky 
přírodní (NR), isoprenový (IR), butadienový (BR), butadi-
en-styrenový (SBR) a butadien-akrylonitrilový (NBR), 
butylový (IIR), ethylen-propylenový (EPM) a ethylen-
propylen-dienový  (EPDM). Na první pohled se zdá, �e 
výběr komponentů je omezen pouze jejich technologickou 
sná�enlivostí, která, je-li �patná, nedovoluje získat po�ado-
vané mechanické vlastnosti v důsledku slabé adheze mezi 
fázemi a dobré termodynamické sná�enlivosti mů�e být 
dosa�eno jen při poměrně malé molární hmotnosti  slo-
�ek5,6. Problematika je v�ak slo�itěj�í. Zejména je třeba 
počítat s významným vlivem zpracovatelských podmínek. 
Proto je účelem tohoto referátu posoudit vznik vhodné 
morfologie a vlastností TPV krok za krokem. 

 
2. Dynamická vulkanizace   

 
Přes své více ne� dvacetileté pou�ívání je proces dy-

namické vulkanizace je�tě málo prozkoumán. Má několik 
stupňů. Prvním krokem je roztavení termoplastu, potom se 
postupně přidává v malých mno�stvích nevulkanizovaný 
kaučuk, nebo se kaučuk a termoplast míchají najednou. 
Způsob a parametry míchání jsou nejdůle�itěj�ími faktory 
pro vytvoření správné morfologie směsi.  Při míchání je 
nutno dosáhnout rovnoměrného rozlo�ení slo�ek v celém 
objemu materiálu. Během míchání se kontroluje teplota 
směsi, tlak, krouticí moment.  Proces mů�eme rozdělit na 
několik etap: příprava komponentů (su�ení, ohřev apod.), 
předbě�né míchání (suché míchání, homogenizace, rozbí-
jení aglomerátů), vlastní míchání a odplynění7,8. 

Kaučuk a termoplast jsou nesná�enlivé látky. Z tohoto 
důvodu jejich směsi mají dva druhy morfologií. Jsou to 
diskrétní a ko-kontinuální fázové struktury. Existují dva 
názory na problém fázové rovnováhy a změny fázové 
struktury směsi během míchání. Jeden z nich, který zastá-
val Utracki, posuzuje dvoufázové taveniny polymerů jako 
emulze8−13. Mechanismus změn fázové struktury zále�í na 
poměru viskozity, objemového poměru slo�ek a úrovni 
namáhání. Existují určité poměry viskozity a objemových 
podílů polymeru, při jejich� překročení je za stálého namá-
hání fázová inverze  neodvratná. Jiný názor, prezentovaný 
De Boerem13 a Weberem14, definuje proces vzniku fázové 
struktury jako důsledek stálého  slučování a rozbíjení ka-
pek roztavených polymerů během míchání, a fázová inver-
ze zále�í na poměru rychlosti obou procesů. Při míchání se 
nejdříve formují dlouhá vlákna. Ta  při malé úrovni smy-
kového napětí koagulují v poměrně velké kapky (o rozmě-
ru a� 100 µm). Je-li úroveň napětí vy��í ne� určitá kritická 
hodnota, vlákna se rozpadnou na poměrně malé částice 
(o rozměru 5 a� 10 µm).  Platí, �e vět�í kapky taveniny se 
rozbijí snadněji ne� men�í. Při určité úrovni napětí existuje 
určitá nejmen�í velikost kapek, kterou mů�eme získat. 
Dal�í míchání vyvolává jen deformace kapek. K dosa�ení 
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co nejmen�í velikosti kapek je nutno na vět�í kapky půso-
bit vysokým smykovým napětím, aby do�lo k  jejich rozbi-
tí. Přitom čím vět�í je poměr viskozit kapky a kontinuální 
fáze, tím tě��í je rozbít kapku na men�í8,9. Pro zformování 
diskrétní fázové struktury musí být čas potřebný pro koa-
gulaci del�í ne� čas nutný pro rozpad kapek polymeru ve 
směsi. Proti míchání se staví na odpor i síly povrchového 
napětí, které limitují minimální velikost kapek. Ověření 
těchto názorů si vy�ádá dal�í experimentální práce. 

Teplota směsi musí být dostatečná k roztavení termo-
plastu a normálnímu průběhu vulkanizace.  Kdy� je směs 
dobře rozmíchána, přidává se vulkanizační systém. Dále 
míchání pokračuje do kompletního ukončení procesu vul-
kanizace. Čím rychlej�í je vulkanizace, tím intenzivněj�í 
musí být míchání3,4,7,14. Jinak mů�e být získána obyčejná 
kaučuková směs bez vlastností termoplastického elastome-
ru, v důsledku vývoje vláknitých struktur kaučuku místo 
diskrétních částic, nebo vznikne materiál s ko-konti-
nuálními fázemi, který také obvykle nemá  vlastnosti ter-
moplastického elastomeru14,15. Oproti tomuto názoru Parke 
a Karger-Kocsis16 neodmítají výrobu TPV s ko-konti-
nuálními fázemi, o jejich� existenci v klasických TPV 
existují data. V ka�dém případě je �ádoucí, aby se fázová 
struktura zformovala před začátkem vulkanizace17. 

Průběh vulkanizace se kontroluje krouticím momen-
tem  na rotorech míchacího stroje nebo spotřebou energie. 
Časová závislost krouticího momentu (obr. 1) má  zvlá�tní 
tvar, ka�dá část křivky odpovídá určité fázi procesu a urči-
té morfologii materiálu17−19. V průběhu tavení a homogeni-
zace komponentů krouticí moment klesá a dosáhne mini-
ma při dosa�ení rovnová�né struktury taveniny17,18. K fá-
zové inverzi dochází stoupáním viskozity kaučuku vlivem 
vulkanizace. Je tím výrazněj�í, čím více kaučuku je 
ve směsi. V bodě fázové inverze, která se projeví jistým 
plató na křivce, jsou domény kaučuku u� natolik tuhé, �e 
míchací stroj ji� nerozru�uje kapky kapaliny, ale drtí části-
ce pry�e. Například,  podle  Choplina17, pro kompozice 
typu kopolymer ethylenu s vinylacetátem (EVAC)/PP 
dochází k fázové inverzi, kdy� kaučuk obsahuje 60 % ne-
rozpustného podílu (gelu). Dál křivka roste do maxima, 
které znamená dovr�ení vulkanizace17,19.  Vý�ka  maxima  

souvisí  s  mno�stvím  energie nutné k drcení vulkanizova-
ného kaučuku, zmen�uje se s růstem  koncentrace termo-
plastu. Vysvětlení této skutečnosti není slo�ité. Vy��í podíl 
taveniny termoplastu o nízké viskozitě musí zákonitě vést 
ke sní�ení viskozity celého systému a tudí� i krouticího 
momentu při míchání směsi polymerů. Po dosa�ení maxi-
ma hodnota krouticího momentu  postupně klesá a ustálí se 
na určité úrovni odpovídající  viskozitě systému po inverzi 
fází. Podle jiných údajů19,20 mů�e vulkanizace pokračovat 
i po dosa�ení maxima, ale viskozitu systému  ji� neovlivní. 
V ka�dém případě v�ak časová závislost krouticího mo-
mentu poskytuje důle�ité údaje o procesech probíhajících 
při dynamické vulkanizaci a mo�nost zdokonalení techno-
logie i receptury.  

Během prvních pokusů získat TPV se výzkumníci 
potkali s nepříjemným účinkem organického peroxidu 
pou�itého jako vulkanizační činidlo pro EPDM, který sou-
časně degradoval polypropylenovou matrici. Bylo vyvinu-
to několik antidegradačních systémů, ale ty zmen�ovaly 
dosa�itelný stupeň vulkanizace21, co� je pochopitelné, 
neboť ta také probíhá radikálovým mechanismem. Z  toho 
vyplývá, �e přidávaná  vulkanizační činidla, aktivátory, 
urychlovače, katalyzátory, změkčovadla a plniva musejí 
být vybírána opatrně. Změkčovadla a  plniva se mohou 
přidávat před nebo po vulkanizaci.  

Vy��í dávkování slo�ek vulkanizačního systému vy-
volává vět�í stupeň vulkanizace18,19, podobně jako vy��í 
teplota a rychlost míchání17−19. Je pochopitelné, �e za vy�-
�ích teplot je rychlost vulkanizace vět�í. Napětí působící 
na směs v důsledku míchání v�ak vyvolává růst teploty. 
Obyčejně platí, �e rychlost míchání musí odpovídat rych-
losti vulkanizační reakce, tj. čím ni��í je rychlost reakce, 
tím pomaleji se musí směs míchat15,17,19,20. Jinými slovy, 
před ukončením vulkanizace se musí ustálit konečná fázo-
vá struktura, jinak je výsledkem směs drti kaučuku a ter-
moplastu, která má hor�í mechanické vlastnosti. 

Doba míchání a posloupnost přidávání komponentů 
jsou také důle�ité. Například je mo�no přidávat vulkani-
zační činidlo postupně, čím� zabráníme prudkému růstu 
viskozity kaučuku a dosáhneme lep�í disperze jeho čás-
tic22. 

V současné době se pou�ívají jako vulkanizační čini-
dla síra s urychlovači (např. bis(benzothiazolyl)
disulfidem) a aktivátory (např. oxidem  zinečnatým a kyse-
linou stearovou), organické peroxidy (např. dikumylpero-
xid) s aktivátory (např. triallylkyanurátem), různé druhy 
fenolických pryskyřic (např. resoly) s katalyzátory (např. 
chlorid zinečnatý, cínatý, dibutylcín) atd. Obecně platí, �e 
komplexní vulkanizační systémy jsou účinněj�í ne� jednot-
livá vulkanizační činidla23.  

Obyčejně i nízký stupeň vulkanizace je dostatečný 
k výraznému zlep�ení vlastností takových směsí. Pevnost 
a ta�nost rostou a výrazně klesá trvalá deformace 
v porovnání s bě�nými směsemi elastomerů a termoplas-
tů4,24. Na druhou stranu u směsi kopolymeru ethylenu 
s methylakrylátem (EMA) a PP nebylo dosa�eno sní�ení 
trvalé deformace v porovnání se směsí  analogického slo-
�ení bez dynamické vulkanizace19, ale do�lo k výraznému 

2. tavenina před začátkem vulkanizace 

3. inverze fází 

4. dovr�ení vulkanizace 

1. začátek míchacího procesu 

Obr. 1. Schematické znázornění časové závislosti krouticího 
momentu při dynamické vulkanizaci  
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vzrůstu pevnosti a ta�nosti22.  Mezi tzv. plně vulkanizova-
né TPV se počítají  jen  ty, které mají koncentraci elasticky 
účinných řetězců sítě (síťovou hustotu) kaučukové fáze 
vět�í ne� 7⋅10−5 mol cm−3. Ta se bě�ně kontroluje objemo-
vým botnáním v rozpou�tědlech příslu�ného kaučuku. 

Kromě dynamické vulkanizace se občas pou�ívá mí-
chání jemné drti vulkanizovaného kaučuku s taveninou 
termoplastu. Takovým způsobem se vyrábí např. materiál 
s  polyethylentereftalátovou (PETP)  matricí16.  Z hlediska 
mechanických vlastností je v�ak dynamická vulkanizace 
nejvhodněj�í3. Existuje také mo�nost výroby TPV z  TPO, 
např. typu  EPM/PP, přidáním vulkanizačního činidla 
a následující dynamickou vulkanizací25. Výhodou je pří-
tomnost Zeiglerova-Nattova katalyzátoru, který slou�í jako 
aktivátor vulkanizace, přímo v  materiálu a předem vytvo-
řená struktura směsi. Zkoumán byl také poměrně exotický 
způsob získání TPV z roztoku směsi ethylen-butylenový 
kaučuk/PP v  propanu26.  Směs se míchala v  kapalném 
propanu za vysoké teploty a tlaku kolem 65 MPa. Dále se 
přidávalo vulkanizační činidlo. Potom se směs vstřikovala 
za stálé teploty do speciální komory s normálním tlakem, 
nebo se chladila izobaricky. V prvním případě byl získán 
TPV s vláknitou strukturou a vysokou rázovou hou�evna-
tostí. Ve druhém byly domény kaučuku pórovité a materiál 
měl nízkou hustotu. Při opakovaném roztavení materiál 
neztratil svou morfologii. Nicméně, k průmyslové realizaci 
tento způsob rozhodně vhodný není. 

 
3. Morfologie TPV 

  
Z vý�e uvedeného vyplývá, �e TPV jsou mikrohetero-

genní směsi a li�í se od TPO a jiných TPE. Výzkumy do-
kázaly, �e TPV jsou jemnou disperzí vulkanizovaného 
kaučuku v termoplastické matrici, čím� se li�í od kopoly-
merních TPE, které mají naopak termoplastické domény 
rozptýleny v kaučukové matrici, a TPO, jejich� struktura 
je tvořena ko-kontinuálními fázemi3−5. Jemné disperze 
mů�e být dosa�eno za podmínky poměrně blízkých hodnot 
povrchového napětí (smáčivosti) kaučuku a termoplastu4. 
Nejsou-li tyto hodnoty blízké, dochází v důsledku nesná-
�enlivosti polymerů ke změně rozlo�ení molekulárních 
hmotností v hraničních vrstvách a velkému vnitřnímu na-
pětí. Potom je nutno pou�ít spojovacích činidel 
(kompatibilizátorů), které jako povrchově aktivní látky 
sni�ují povrchové napětí, brání sloučení kapek kaučuku 
a tvoří stabilněj�í hraniční vrstvy. Pou�ívají se v koncent-
raci 0,5 a� 1 %. Bě�ně to jsou blokové nebo roubované 
kopolymery obsahující polární a nepolární části. Ty zaji�-
ťují interakce mezi fázemi. Chemické slo�ení kompatibili-
zátorů často odpovídá slo�kám  TPV. 

Nejoblíbeněj�ím činidlem k modifikacím směsí poly-
merů je maleinanhydrid26−29 a dále chlorovaný  polyethy-
len, nebo fenolové  a epoxidové pryskyřice, kterými se ze 
základního termoplastu nebo kaučuku roubováním získá-
vají kompatibilizátory. Modifikace výrazně zlep�uje vlast-
nosti směsí i poměrně sná�enlivých polymerů, jako je 
EPDM/PP (cit.15) a zejména nesná�enlivých, např. EPDM/
polyamid 6 (PA-6, cit.22,27). Je nutno uvést, �e kompatibili-

zace zu�uje pásmo ko-kontinuálních fází a občas mů�e 
posunout fázovou inverzi28. Jedním ze způsobů stanovení 
sná�enlivosti polymerů je diferenciální řádkovací kalori-
metrie (DSC). Jsou-li komponenty směsi zcela nesná�enli-
vé, rozdíl mezi teplotami jejich skelného přechodu se po 
zamíchání zvět�í, s rostoucí sná�enlivostí polymerů se 
tento rozdíl naopak zmen�uje. Při přípravě  směsí polyme-
rů  je nutno nejenom správně vybrat  komponenty o vhod-
né struktuře a vhodných molekulárních hmotnostech, ale 
i  podmínky míchání zaji�ťující potřebnou strukturu smě-
si22,29. 

Je známo, �e men�í rozdíl hodnot viskozity kaučuku 
a termoplastu usnadňuje míchání směsi a podporuje vznik 
jemněj�ích částic. Příli� malý rozdíl v�ak mů�e vyvolat 
problémy s fázovou inverzí3−5,17,19,22,30. Při správném po-
měru viskozit a objemových dílů slo�ek jsou polymery 
před začátkem vulkanizace ko-kontinuálními fázemi, nebo 
u� je kaučuk dispergován v termoplastu, co� usnadňuje 
míchání a tvoří jemněj�í směs. Proces dynamické vulkani-
zace podporuje vytvoření disperze kaučuku v termoplastu 
tím, �e zvy�uje viskozitu kaučuku. Vhodný poměr viskozit 
mů�e být dosa�en mastikací kaučuku20 před dynamickou 
vulkanizací, nebo přidáním oleje ke směsi22, který navíc 
dovoluje získat měkčí a více elastické druhy TPV. Některé 
publikace3,4,31 obsahují údaje, �e vět�ina přidaného oleje  
po vulkanizaci opou�tí termoplastickou fázi a koncentruje 
se v kaučuku a jeho men�í část je obsa�ena v mezifázové 
oblasti. Ale podle jiných zdrojů32 olej chybí jen 
v krystalických oblastech termoplastu, amorfní oblasti jej 
obsahují poměrně velké mno�ství. S tím lze  souhlasit za 
předpokladu podobnosti polarit slo�ek polymerní směsi, 
neboť pak amorfní fáze termoplastů musí mít k olejům 
(změkčovadlům) podobnou afinitu jako amorfní fáze kau-
čuků. Pochopitelně, čím více je termoplastu ve směsi, tím 
men�í je objemový podíl oleje v něm. V ka�dém případě 
proto bude vět�í objemový podíl oleje obsahovat kaučuk. 
Obsahuje-li směs plniva, např. talek, vytvoří v oleji sus-
penzi, co� usnadní zpracování. Olej nesmí být prchavý 
a náchylný k migraci uvnitř směsi. Její morfologii výrazně 
ovlivňuje hodnota napětí způsobovaného stři�nými silami 
během míchání směsi. 

Stupeň vulkanizace kaučuku výrazně ovlivňuje vlast-
nosti a morfologii TPV. S obsahem kaučuku stoupá teplota 
tání TPV, co� lze vysvětlit skutečností, �e s obsahem kau-
čuku vzrůstá také rychlost jeho síťování33. Zřejmě stoupá 
i stupeň sesíťování, neboť při vět�ím podílu kaučuku ve 
směsi bude relativně men�í část vulkanizačního systému 
přítomna v termoplastické fázi. Čím vět�í bude stupeň 
vulkanizace, tím výrazněj�í (díky sni�ující se plasticitě 
a zvy�ující se elasticitě kaučuku) bude hranice mezi fáze-
mi, men�í rozměr kaučukových domén a lep�í mechanické 
vlastnosti TPV, díky lep�í interakci mezi fázemi. Je zná-
mo, �e i poměrně malý nárůst koncentrace příčných vazeb 
způsobuje znatelný růst pevnosti v tahu, sní�ení trvalé 
deformace, botnání v rozpou�tědlech atd. S růstem stupně 
vulkanizace stoupá viskozita taveniny a zmen�ují se veli-
kosti domén i rozdíly mezi nimi34. 

Vlastnosti TPV výrazně ovlivňuje i krystalizace mat-
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rice. Zpravidla mají TPV men�í stupeň krystalizace termo-
plastické fáze ne� původní termoplast, a to pro vět�í mno�-
ství poruch struktury, které brání růstu krystalických ob-
lastí. Bylo zji�těno, �e vulkanizované směsi kaučuků 
a termoplastů mají vět�í stupeň krystalizace ne� nevulkani-
zované, neboť v nich brání roz�íření krystalických oblastí 
rozsáhlá kaučuková fáze. Mno�ství přidaného vulkanizač-
ního činidla neovlivňuje stupeň krystalizace22,35, ale čím 
vět�í je mno�ství kaučukové fáze, tím vět�í je stupeň krys-
talizace termoplastické matrice. V TPV jsou toti� centry 
krystalizace domény kaučuku, navíc mezifázová oblast 
pevně spojená s kaučukem má vět�í náchylnost ke krystali-
zaci. Pou�ití kompatibilizátorů vyvolává výrazný růst stup-
ně a teploty krystalizace22,24,36,37. Obsahuje-li směs olej, 
vysoký stupeň krystalizace brání jeho migraci v mate-
riálu14. 

 
4. Mechanické vlastnosti  

 
Rozmezí hodnot mechanických a některých dal�ích 

vlastností TPV, důle�itých z hlediska jejich aplikací, uvádí 
tab. I. Podle své povahy, jako jiné TPE, projevují TPV 
vlastnosti kaučuků i termoplastů. Mo�nost snadného získá-
ní materiálu s nízkou  tvrdostí je velkou výhodou TPV, 
jeliko� ostatní druhy TPE jen zřídka mají tvrdost ni��í ne� 
90 ShA (cit.3,4). Je známo, �e materiály s ni��í tvrdostí 
mají vět�í rázovou hou�evnatost. Podobá-li se závislost 
napětí na deformaci tvrdých  druhů TPV  analogické závis-
losti termoplastů, pak měkké druhy se chovají spí�e jako 
pry�e stejné tvrdosti, ale potřebují del�í dobu k uvolnění 
napětí. Například během zkou�ky tahem nevzniká u vět�i-
ny TPV krček, co� je chování typické pro pry�e. Je zají-
mavé, �e čím ni��í je teplota, tím více se vlastnosti vulka-
nizovaných kaučuků projevují. U směsí EPDM/PP bylo 
zji�těno, �e při  obsahu EPDM kolem 20 % projevuje ma-
teriál jen termoplastické vlastnosti, při 50 % EPDM ji� 
vysokou elasticitu, ale s evidentním vlivem termoplastu. 
Dokonce i při 87 % EPDM má termoplastická slo�ka vý-
razný vliv na mechanické vlastnosti směsi38. Se zvy�ová-

ním obsahu EPDM ztu�ení materiálu výrazně klesá, klesá 
v�ak také trvalá deformace. 

Vysokou elasticitu TPV je mo�no vysvět-
lit následovně. Částice kaučuku různé velikosti ve formě 
blízké elipsoidu jsou rozptýleny v termoplastické matrici 
a spojeny poměrně tenkými můstky termoplastu (tlou�ťka 
můstků je výrazně men�í ne� poloměr částic kaučuku)39, 
které v�ak významně ovlivňují mechanické vlastnosti 
TPV. Mezi částicemi kaučuku jsou také celkem velké 
a tvrdé domény termoplastu. Při prvním namáhání rozli�u-
jeme několik etap. Zpočátku se můstky pru�ně deformují. 
Potom se za zvý�eného napětí začínají plasticky deformo-
vat a dosahovat meze ztu�ení. Během namáhání se ov�em 
částice kaučuku také deformují. Jejich deformace je ome-
zena tvrdými termoplastickými doménami, které fungují 
jako tvrdé plnivo, nedeformují se, jen se pohybují ve smě-
ru deformační síly a přená�ejí napětí dál. Prota�ení můstků 
dovoluje částicím kaučuku deformovat se je�tě více. Po 
zru�ení deformační síly se kaučukové částice navracejí 
k původnímu tvaru, můstky částečně relaxují, částečně se 
ohýbají. Tento ohyb můstků přispívá k men�í trvalé defor-
maci tělesa v důsledku pevných vazeb mezi kaučukem 
a termoplastem v materiálu. Různé velikosti částic kauču-
ku jsou následovány různými velikostmi trvalé deformace 
můstků; proto čím men�í budou rozdíly ve velikostech 
částic kaučuku, tím lep�í budou mechanické vlastnosti 
směsi. Při prvním namáhání odporuje napětí vět�inou kau-
čuková fáze. S tím je spojen jev změkčení TPV po prvním 
namáhání za poměrně malých napětí40. Pokles tuhosti při 
opakovaném namáhání byl pozorován i u pry�e a nazván 
Mullinsovým efektem, ale v případě TPV má jinou podstatu.            

TPV mají poměrně dobrou odolnost proti zvý�eným 
teplotám, zejména ve srovnání s TPO, ale hor�í, ne� mají 
teplovzdorné pry�e. Hodnota modulu pru�nosti v ohybu 
a modulu pru�nosti v tahu se podle tvrdosti TPV mění od 
hodnoty typické pro tvrdé pry�e do hodnoty typické pro 
měkké plasty. Strukturní pevnost a odolnost vůči oděru 
mají TPV srovnatelnou s pry�emi na základě EPDM nebo 
chloroprenového kaučuku (CR). Také dynamické vlastnos-

Tabulka I 
Přehled mechanických a některých dal�ích vlastností TPV 

Vlastnosti Rozpětí hodnot 
Hustota, g cm−3                                                  0,94 a� 0,97 
Modul pru�nosti v tahu, MPa 40 a� 900 
Pevnost v tahu, MPa 2 a� 30 
Ta�nost, %     200 a� 600 
Trvalá deformace, %  6 a� 60 
Rázová hou�evnatost Charpy, kJ m−2                                             >20 
Tvrdost, Shore 28 A a� 65 D 
Tvarová stálost Vicat 5 kg, °C  40 a� 80 
Teplota pou�ití, °C −60 a� 130 
Měrný povrchový odpor, Ω m 1012 a� 1015 
Nasákavost (za 24 h při 23°C a relativní vlhkosti 50 %), % 0,1 
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ti mají podobné jako bě�né vulkanizované kaučuky. Lep�í 
vlastnosti vykazují jen pry�e na základě NR (cit.4). Teplo-
tu křehnutí  v�ak mají mnohé TPV ni��í. Podobně jako 
pry�e mají TPV vysokou rázovou hou�evnatost a vynikají-
cí odolnost vůči trvalému namáhání, která je vy��í ne� 
u vulkanizátů některých bě�ných kaučuků. Údaje o trvalé 
deformaci materiálu jsou důle�ité např. pro výrobu růz-
ných těsnění, vlo�ek apod. Trvalá deformace TPV je ko-
lem 25 a� 50 %, co� je více, ne� mají pry�e podobné tvr-
dosti. Je zřejmé, �e čím vět�í je tvrdost TPV, tím vět�í je 
jeho trvalá deformace, co� je spojeno s obsahem termo-
plastu a také s jemností směsi a stupněm vulkanizace čás-
tic kaučuku3,4.  

 
5.  Odolnost k agresivním prostředím  

a atmosféře 
 
Různé druhy TPV projevují v závislosti na jejich slo-

�ení různou odolnost proti agresivním látkám a rozpou�tě-
dlům. Nicméně je zřejmé, �e i nejbě�něj�í kompozice 
EPDM/PP má odolnost vůči rozpou�tědlům lep�í ne� IR 
nebo NR. Teplotní odolnost takové kompozice je a� 135 °C, 
co� odpovídá teplotní odolnosti bě�ně pou�ívaných pry�í. 
Směsi NBR/polyamid mají vynikající teplotní odolnost 
a odolnost proti horkým olejům. Jejich vlastnosti úplně 
odpovídají po�adavkům, které jsou kladeny na pry�e 
z NBR a epichlorhydrinových kaučuků. Vět�ina TPV pro-
jevuje lep�í odolnost proti mrazu, ozonu, UV záření a ji-
ným vlivům atmosféry ne� bě�ně pou�ívané pry�e4,41.  

 
6.  Místo TPV mezi elastomery a perspektivní 

typy TPV 
 
Na základě vý�e uvedených informací mů�eme do-

spět k závěru, �e TPV z hlediska ceny i fyzikálních a che-
mických vlastností mohou být ekvivalentní pry�ím na 
základě BR, EPDM a CR nebo dokonce  lep�í. Některé 
druhy TPV mohou dlouhodobě pracovat v horkých olejích 
i při jiných nepříznivých podmínkách za stejnou nebo ni��í 
cenu ne� analogické pry�e. Výhodou je, �e mů�eme snad-
no regulovat jejich vlastnosti a vybírat nejvhodněj�í ty-
py3,4. 

V součastně době se roz�iřuje vývoj nových perspek-
tivních typů TPV. Rozvoj probíhá ve směrech pou�ití nově 
vyvinutých komponentů, modernizace technologie, získání 
nových vlastností, vývoje nových směsí. V poslední době 
byly provedeny experimenty s  kopolymery  EVAC, EMA 
a silikonovými kaučuky. �íří se pou�ití modifikátorů. 
Zkoumají se nová vulkanizační činidla, např. směsi silanů 
a diolů.  

V roce 1999 byl vyvinut TPV na základě ethylen-
oktenového kaučuku modifikovaného organosilanem a PP, 
který nepotřebuje su�ení komponentů během výroby ani 
produktu  během zpracování14, co� dovoluje odstranit 
značnou nevýhodu TPV.  

Zajímavý materiál byl získán na základě směsi SBR/
PA. Má poměrně dobré mechanické vlastnosti a vysokou 

rázovou hou�evnatost, podle své elasticity se nachází na 
hranici mezi termoplastickými  elastomery a vysoce hou-
�evnatými termoplasty. Je zajímavé, �e sesíťování kauču-
ku proběhlo bez vulkanizačního činidla a směs neobsahuje 
kompatibilizátory20,42.  

Perspektivní jsou TPV na základě NR a polyolefinů 
z důvodu dobré sná�enlivosti a dobrých mechanických 
vlastností43,44. Velmi zajímavé vlastnosti má  Zeotherm od 
firmy Zeon Chemicals, vyrobený na základě směsi akrylá-
tový kaučuk (ACM)/PA. Má vynikající odolnost proti 
olejům a zvý�eným teplotám. Vysokopevnostní materiály 
byly získány na základě polyethylenmethakrylátu a poly-
butylentereftalátu28. Nicméně je nutno říci, �e v současné 
době se vět�inou pou�ívají TPV na základě EPDM, EPM 
a NBR a termoplastickou matricí je obyčejně PP nebo PA. 
Takovýto stav je pravděpodobně důsledkem �irokého pou-
�ití jmenovaných slo�ek a jejich poměrně nízké ceny.  

 
7. Zpracování  

 
Zpracování TPV má výhody a nedostatky zpracování 

termoplastů. K výhodám patří, �e se snadno zpracovávají  
jako termoplasty, co� je levněj�í a rychlej�í ne�  vulkaniza-
ce. Navíc je mo�né pou�ít zařízení, která se pou�ívají při 
zpracování termoplastů. TPV mů�e být také snadno barven 
přidáním speciální barvy pro termoplasty. Je to obyčejně 
koncentrát pigmentu v termoplastu sná�enlivém s mate-
riálem matrice. Samozřejmě, je zde mo�nost  recyklovat 
technologický odpad a nekvalitní výrobky. Vá�ným nedo-
statkem valné vět�iny TPV je nutnost opatrného su�ení 
surovin před zpracováním, opět podobně jako u termoplas-
tů. Stupeň su�ení vět�inou zále�í na materiálu matrice, 
například polypropylen mů�e být zpracován při vět�ím 
obsahu vody ne� polyamid. Bě�ně platí, �e matrice vyro-
bené polymerací jsou méně náchylné k degradaci ne� po-
lykondenzáty; maximální opatrnosti je zapotřebí při zpra-
cování polyesterů. Různé způsoby zpracování také potře-
bují různý stupeň su�ení, např. vytlačování je k obsahu 
vlhkosti tolerantněj�í ne� vstřikování. Nejdůle�itěj�í  výho-
dou je, �e TPV se dodává ve formě granulátu, který po 
su�ení mů�e být snadno pou�it, zatímco při výrobě vulka-
nizátů musejí být slo�ky kaučukové směsi  napřed smíchá-
ny a směs  potom vulkanizována, co�  spotřebuje hodně 
času a energie3,4.  

Často se přidávají plniva za účelem zlep�ení vlastnos-
tí nebo sní�ení ceny. Zatím je málo zkoumán vliv nanočás-
tic na vlastnosti TPV. Wu a Chu45 uvedli údaje o mo�nosti 
výroby nanokompozitu na základě TPV (EPDM/PP) 
a nanočástic oxidu křemíku. PP byl modifikován malein-
anhydridem a oxid křemíku hexadecyltrimethylamonium-
bromidem. Do�lo ke zvět�ení hodnot pevnosti a modulu 
pru�nosti v tahu a sní�ení hodnoty ta�nosti. Zji�těný vzrůst 
stupně krystalizace byl přičten vlivu maleinanhydridu, 
zatímco nanočástice  stupeň krystalizace neovlivnily45,46. 
Nagatani a spol.47 přidávali modifikovanou celulosu, co� 
výrazně zvý�ilo rázovou hou�evnatost. Bez modifikace 
slo�ek nemá kompozice dobré mechanické vlastnosti. Zvý-
�ení mno�ství maleinanhydridu vedlo k usnadnění disper-
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gace nanočástic a zlep�ení mechanických vlastností. Proti 
tomu v�ak svědčí některé údaje Mirzazadeha a  Katbaba43. 
Ti nalezli na analogické kompozici (EPDM/PP), �e přídav-
kem celulosového plniva stupeň krystalizace a také stupeň 
vulkanizace kaučuku klesly, mo�ná v důsledku adsorpce 
síry nanočásticemi. Toto plnivo vyvolalo mírný růst tvr-
dosti a modulu pru�nosti, výrazný růst rázové hou�evna-
tosti a mírně sní�ilo pevnost. Byl vyvinout zajímavý způ-
sob recyklace pneumatik48. Drcená a termicky degradova-
ná pry� se přidávala do směsi EPDM/polyethylen o nízké 
hustotě (PE-LD) nebo NR/PE-LD a vulkanizovala se sírou 
nebo dikumylperoxidem. Přídavek surového kaučuku do-
volil získat dobrou adhezi mezi matricí a pry�í.  

Zajímavou vlastností TPV je, �e viskozita taveniny 
výrazně závisí na smykovém napětí. Růst smykového na-
pětí vyvolává značné sní�ení viskozity, zatímco stoupání 
teploty způsobí jen její mírné klesání. Tento jev se proje-
vuje výrazněji u TPV ne� u bě�ných termoplastů, zřejmě 
kvůli aglomerátům částic vulkanizovaného kaučuku, které 
jsou spojeny společnou termoplastickou matricí. Proto při 
malých namáháních projevují TPV výrazně vy��í viskozi-
tu. Při vět�ích se aglomeráty rozru�ují a viskozita poměrně 
prudce klesá, co� dovoluje zpracovaní při ni��ích teplotách 
a �iroce se proto tohoto jevu vyu�ívá3,4,49. Ve směsi obsa-
hující do 40 % kaučuku je vliv termoplastické matrice na 
reologické vlastnosti  dominantní. S narůstáním obsahu 
kaučuku stoupá viskozita směsi a její závislost na smyko-
vém napětí.  

Nejbě�něj�ími způsoby zpracování TPV jsou vytlačo-
vání, lisování, válcování, vstřikování a vyfukování. TPV 
projevují dobrou adhezi k  podobným materiálům, co� 
dovoluje vyrábět dvou a vícevrstvé výrobky. Pro spojování 
s jinými materiály (např. kovy)  se pou�ívají různé druhy 
lepidel14. Zpracování TPV musí probíhat za stejné nebo 
poněkud vy��í teploty, ne� za které probíhala jejich výro-
ba. Morfologie materiálu se nemění, jen částice kaučuku 
mění svůj tvar (např. na elipsoidní). Po zpracování občas 
narůstá stupeň krystalizace termoplastické matrice22,50. 

 
8.  Předpověď vlastností TPV podle  

charakteristik jejich slo�ek 
 
Na základě diskutovaných údajů mů�eme vyvodit 

vztahy mezi vlastnostmi základních slo�ek směsí a získa-
ného výsledného materiálu4,30. Je zřejmé, �e hodnoty tako-
vých veličin,  jako jsou pevnost v tahu, modul pru�nosti 
a ta�nost, ukazují alespoň hranice, uvnitř kterých se mo-
hou nacházet mechanické vlastnosti předpokládaného 
TPV. Samozřejmě, �e pevnost nebude vy��í ne� pevnost 
termoplastu a elasticita bude ni��í ne� pry�e. 

Poměrně silně na mechanické vlastnosti působí stu-
peň krystalizace termoplastické slo�ky. Jeho vzrůst zlep�u-
je jak mechanickou integritu materiálu, tak jeho elastické 
zotavení4.  

Při výběru páru elastomer-termoplast je nutno věno-
vat pozornost rozdílu hodnot kritického povrchového na-
pětí, resp. smáčivosti (některé zdroje pou�ívají hodnotu 
měrné energie koheze). Obě dvě odpovídají energii in-

terakce makromolekul slo�ek a vyjadřují hodnotu napětí 
mezi fázemi materiálu při míchání. Pochopitelně, �e čím 
ni��í  je napětí mezi fázemi při míchání, tím vět�í homoge-
nitu materiál získá. Při rozdílu hodnot kritického povrcho-
vého napětí 10 mN m−1 u� nemohou být �ádané mechanic-
ké vlastnosti dosa�eny a je nutno pou�ít spojovacích čini-
del (kompatibilizátorů)3,4. 

Délky segmentů makromolekul uva�ovaných materiá-
lů jsou také důle�ité. Pochopitelně, čím krat�í je segment, 
tím pohyblivěj�í je makromolekula. Vysoká pohyblivost 
makromolekuly dovoluje vznik vláknitých struktur, které 
pronikají do druhé fáze a tím zlep�ují mechanické vlast-
nosti výsledného materiálu4. 

 
9. Závěr 

 
Termoplastické elastomery jsou poměrně mladou, ale 

u� �iroce vyu�ívanou skupinou polymerních materiálů1,2. 
Jejich různé druhy mají velmi různé chemické slo�ení 
a morfologii. Jejich pou�ívání stále stoupá díky jednodu-
ché a poměrně levné technologii zpracování. Nejvíce je to 
zřejmé  u velmi dynamicky se rozvíjející podskupiny ter-
moplastických vulkanizátů, které nepotřebují drahá zaříze-
ní k výrobě a mají �iroký rozsah svých vlastností, vhod-
ných pro nejrůzněj�í aplikace. Právě z tohoto důvodu v�ak 
lze v oblasti TPV očekávat dal�í významné výzkumné 
aktivity, zejména na poli zpracování polymerů. 

 
Tato práce vznikla v souvislosti s ře�ením výzkumné-

ho záměru M�MT ČR č. MSM 6046137302. 
 

P o u � i t é  z k r a t k y 
 
ABS kopolymer akrylonitrilu s butadienem  

a styrenem 
ACM akrylátový kaučuk    
BR butadienový kaučuk 
CR chloroprenový kaučuk 
EMA kopolymer ethylenu s methylmethakrylátem 
EPDM ethylen-propylen-dienový kaučuk 
EPM ethylen-propylenový kaučuk 
EVAC kopolymer ethylenu s vinylacetátem 
IIR isobutylen-isoprenový kaučuk (butylkaučuk) 
IR isoprenový kaučuk 
NBR butadien-akrylonitrilový kaučuk (nitrilkaučuk) 
NR přírodní kaučuk 
PA polyamid 
PA-6 polyamid 6 
PE polyethylen 
PE-LD polyethylen o nízké hustotě (rozvětvený) 
PETP polyethylentereftalát 
PP polypropylen 
PS  polystyren 
SAN kopolymer styrenu s akrylonitrilem 
SBR butadien-styrenový kaučuk 
TPE termoplastický elastomer 
TPO termoplastický polyolefin 
TPV termoplastický vulkanizát 
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S. Dubinin and V. Ducháček (Department of Poly-
mers, Institute of Chemical Technology, Prague, Czech 
Republic): Thermoplastic Vulcanizates 

 
Thermoplastic vulcanizates, dispersions of fully vul-

canized rubber in a thermoplastic matrix, are a young but 
already widely used group of thermoplastic elastomers. 
Although a special mixing process is needed for their pro-
duction, their processing is easy. Thermoplastic vulcani-
zates show properties suitable for various  applications. 
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1. Úvod 

 
Začiatok vývoja biosenzorov mô�eme datovať od 

roku 1962 keď Clark a Lyons1, Updike a Hicks2, 
Guilbault3 a ďal�í autori v oblasti bioelektrochemického 
výskumu vyu�ili katalytické vlastnosti enzýmov k vývoju 
biosenzorov. Podstatu biosenzora tvorí spojenie biologic-
kej látky schopnej na molekulárnej úrovni �pecificky rozo-
znávať analyzovaný biologický element a fyzikálneho 
prevodníka schopného detegovať chemický signál 
a premeniť ho na fyzikálny. Biosenzory sú analytické ná-
stroje, ktoré mô�u byť pou�ité na selektívne stanovenie 
koncentrácie rôznych látok v zlo�itých roztokoch a pred-
stavujú potenciálne uplatnenie v �irokej oblasti výskumu 
a praxe, kde je dopyt po rýchlej, lacnej a presnej analýze. 
V prípade ampérometrických techník je základným proce-
som elektrónový transfer medzi analytom reagujúcim 
s biologickou rozpoznávacou molekulou (napr. oxidačno-
redukčným enzýmom) a prevodníkom, ktorým 
je elektródový materiál. Rýchlosť elektrónového transferu 
v�ak mô�e byť ovplyvnená viacerými faktormi ako naprí-
klad ulo�ením redoxného centra hlboko vo vnútri terciár-
nej �truktúry polypeptidov4, a tým aj jeho efektívnou izolá-

ciou od okolitého prostredia bielkoviny5, alebo denaturá-
ciou bielkoviny pri absorpcii na povrch elektródy6, ako aj 
nevhodnou orientáciou bielkoviny na povrchu elektródy7. 
Spôsoby, ktorými je mo�né dosiahnuť účinnú elektrickú 
komunikáciu a nábojový prenos, v značnej miere závisia 
na postupe prípravy aktívneho povrchu elektródy. Z tohto 
hľadiska sa mô�u rozdeliť ampérometrické biosenzory na 
tri generácie, ktoré budú charakterizované v predkladanej 
práci, pričom hlavný dôraz bude kladený na postupy pri 
kon�trukcii tretej generácie biosenzorov s mo�nosťou pria-
meho elektrónového transferu a bude načrtnuté aj mo�né 
vyu�itie nanotechnológií v tejto oblasti. 

 
 

2.  Ampérometrické biosenzory � definícia  
a delenie 
 
Biosenzorová technológia je oblasť, ktorá spája viace-

ré vedecké disciplíny ako biológiu, chémiu, fyziku a mate-
matiku, ktoré sa navzájom prelínajú a dopĺňajú, pričom 
výsledným produktom je biosenzor. Pre biosenzor je cha-
rakteristické a súčasne nevyhnutné spojenie biologicky 
citlivého materiálu s prevodníkom. Najroz�írenej�ia a ak-
ceptovaná definícia charakterizuje biosenzor ako analytic-
ké zariadenie pozostávajúce z biologického rozpoznáva-
cieho elementu (napr.: enzým, protilátka, antigén, receptor, 
oligonukleotid, biomembrána, bunková organela, tkanivo, 
celá bunka), ktorý je v tesnom kontakte s vhodným meni-
čom (napr.: elektrochemický, optický, piezoelektrický, 
termálny) a ktorý konvertuje biologickú rozpoznávaciu 
reakciu alebo biokatalytický proces na merateľný signál8. 

Najčastej�ie pou�itý prístup pri návrhu biosenzorov 
predstavujú ampérometrické enzýmové biosenzory9, ktoré 
patria do skupiny enzýmových elektród, keď�e kombinujú 
elektrochemický prevodník s enzýmovým biokomponen-
tom. Ampérometria je metóda zalo�ená na meraní prúdu 
generovaného z elektrochemickej oxidácie alebo redukcie 
elektroaktívnych látok. Oxidáciu alebo redukciu spôsobuje 
aplikované kon�tantné napätie, ktoré predstavuje elektro-
chemickú riadiacu silu a elektroaktívne látky sú produk-
tom oxidačno-redukčných enzýmov (tzv. oxidoreduktáz). 

Oxidoreduktázy katalyzujú elektrónový transfer 
v oxidačno-redukčných reakciách10, pričom oxidovaný 
substrát je pova�ovaný za donora vodíka alebo elektrónov. 
Medzi v�eobecne pou�ívané patria oxidázy, nikotínamida-
deníndinukleotid (NAD+) dependentné dehydrogenázy, 
pyrolochinolínchinón (PQQ) dependentné dehydrogenázy, 
peroxidázy a multikofaktorové enzýmy obsahujúce pri-
márne redoxné centrum (flavínadeníndinukleotid (FAD) 
alebo PQQ) vnútorne prepojené s elektrónovým akcepto-
rom (hémovými centrami)11. V ampérometrických biosen-
zoroch sú najčastej�ie pou�ívané oxidázy12, ktoré katalyzu-
jú oxidáciu substrátu, pričom v tomto procese akceptujú 
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elektróny a menia sa na redukovanú formu. Pri navrátení 
sa do ich aktívneho oxidovaného �tádia prená�ajú elektró-
ny na svoj prirodzený kosubstrát a elektrónový akceptor 
molekulu kyslíka, pričom vzniká peroxid vodíka alebo 
voda13:  

substrát + O2  →  produkt + H2O2 (resp. H2O) 
Keď�e kyslík aj peroxid vodíka sú elektroaktívne moleku-
ly, biochemickú reakciu a tým aj koncentráciu reagujúceho 
substrátu mô�eme sledovať prostredníctvom koncentrač-
ných zmien14: 
− zvy�ujúcou sa koncentráciou H2O2 (oxidácia H2O2 na 

pracovnej elektróde), 
− zni�ujúcou sa koncentráciou, spotrebou O2 (redukcia 

O2 na pracovnej elektróde). 
Koncentračné zmeny sú elektrochemicky detegované 

a priamo úmerné koncentrácii substrátu. Takýto typ ampé-
rometrických biosenzorov, kde je sledovanie detegovanej 
látky zalo�ené na prirodzených podmienkach enzýmovej 
reakcie oxidáz, radíme do ampérometrických biosenzorov 
prvej generácie. V prípade druhej generácie ampérometric-
kých biosenzorov je prirodzený elektrónový akceptor kys-
lík, nahradený tzv. mediátorom � redoxnou látkou, zvyčaj-
ne s nízkou molekulovou hmotnosťou. Ak je elektrón pria-
mo prená�aný z enzýmu na elektródu (alebo naopak), ho-
voríme o priamom elektrónovom transfere a tretej generá-
cii ampérometrických biosenzorov. 

 
 

3.  Sprostredkovaný a priamy elektrónový  
transfer 

 
3 . 1 .   P r v á  a  d r u h á  g e n e r á c i a   

a m p é r o m e t r i c k ý c h  b i o s e n z o r o v  
 
Prvá generácia je zalo�ená na elektroaktivite produktu 

(alebo substrátu) enzýmovej reakcie, ktorý sa voľne roz-
ptýli k elektróde a spôsobí vznik elektrického signálu 
(obr. 1). Najjednoduch�ie ampérometrické biosenzory sú 
zalo�ené na Clarkovej kyslíkovej elektróde, ktorá sa pou-
�íva na meranie koncentrácie kyslíka. Kyslík sa pri nega-
tívnom potenciáli redukuje a redukčný prúd je priamo 
úmerný jeho koncentrácii v roztoku15. Výhodou tohto 
usporiadania je, �e sa pracuje pri negatívnom potenciáli, 

pri ktorom interferuje len veľmi málo endogénnych látok. 
Limitujúcim faktorom je koncentrácia kyslíka, jednak jeho 
nedostatočné mno�stvo vo vzorke a jednak jeho meniaca 
sa koncentrácia počas merania, čo má vplyv na lineárny 
merací rozsah biosenzora, na jeho presnosť a reprodu-
kovateľnosť16−19. 

Ďal�ia alternatíva pri sledovaní biochemickej reakcie 
je zalo�ená na detekcii oxidácie peroxidu vodíka. Apliká-
ciou potenciálu 0,6�0,7 V na elektródu zo vzácneho kovu 
(napr. Pt, Au) oproti referenčnej elektróde sa peroxid vodí-
ka oxiduje na anóde:  

H2O2 → O2 + 2 H+ + 2 e−  
a dochádza ku generovaniu signálu. Na tomto princípe 
pracuje aj prvý komerčne dostupný elektrochemický bio-
senzor, ktorý uviedla na trh v roku 1975 americká spoloč-
nosť Yellow Springs Instruments20. Tento glukózový bio-
senzor sa osvedčil ako vysoko úspe�ný a získal si priazni-
vé prijatie v klinických aj nemocničných laboratóriách pre 
jeho spoľahlivosť a presnosť merania koncentrácie krvnej 
glukózy21. Niektoré ďal�ie príklady biosenzorov prvej 
generácie a ich parametre sú uvedené v tabuľke I. 

K pozitívam tohto typu biosenzora patrí rýchlej�ia 
odpoveď, vy��ia citlivosť ako pri detekcii kyslíka a tie� 
lep�ia mo�nosť miniaturizácie12. Nevýhody sú v aplikácii 
vysokého pracovného napätia, pri ktorom sa oxidujú aj 
rôzne iné elektroaktívne látky ako napr. kyselina askorbo-
vá, kyselina močová, glutatión a cysteín17,29. Kvôli týmto 
interferenciám sa pou�ívajú ochranné membrány na pra-
covnej elektróde, ich stúpajúca hrúbka v�ak predl�uje čas 
odpovede systému. Ďal�ou nevýhodou je závislosť 
na fluktuáciách kyslíka ako v prípade biosenzorov zalo�e-
ných na detekcii kyslíka. 

V snahe predísť hlavným nedostatkom prvej generá-
cie ampérometrických biosenzorov boli navrhnuté ako 
elektrónové prená�ače nové redoxné látky, schopné recyk-
lovať molekulu enzýmu pri ni��om pracovnom napätí. 
Tieto látky sa nazývajú mediátory. Mediátory sú umelé 
elektrónové prená�ače, zvyčajne s nízkou molekulovou 
hmotnosťou, schopné preniknúť k aktívnemu miestu enzý-
mu, reagovať tam a následne sa rozptýliť von a reagovať 
s povrchom elektródy30 (obr. 2). Mediátory sú molekuly 
s rôznorodou �truktúrou a vlastnosťami, so �irokým rozsa-
hom redoxných potenciálov (tab. II). 

Pou�itie mediátorov má veľký význam aj v prípade 
enzýmov, ktorých kosubstráty sa regenerujú na povrchu 
elektród pri veľmi vysokých napätiach. Napríklad NAD+-
dependentné dehydrogenázy na rozdiel od oxidáz neobsa-
hujú aktívne redoxné centrum zabudované priamo 
v molekule enzýmu, ale plnia svoju katalytickú funkciu 
pomocou voľne rozptýleného kofaktora NAD+. Pre rege-
neráciu NADH na platinovej elektróde je potrebné napätie 
a� 1,1 V, čo spôsobuje počas dlh�ieho pou�ívania elektró-
dy jej neúmerné zaná�anie oxidačnými produktmi vysokej 
molekulovej hmotnosti a vznik dimérov31. Prostredníc-
tvom mediátora sa zabezpečí oxidácia NADH a jeho elek-
trokatalytická regenerácia pri ni��ích potenciáloch 
(blízkych potenciálu redoxnej dvojice mediátora). 

Molekuly mediátora by mali vykazovať nasledovné 
Obr. 1. Princíp prvej generácie biosenzorov; S � substrát, P � 
produkt, E � enzým, Sc � kosubstrát, Pc � koprodukt 
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dôle�ité vlastnosti20,31−33: 
− rýchlu homogénnu kinetiku pre enzýmovú reakciu 

v roztoku,  
− reverzibilnú kinetiku elektrónového transferu na po-

vrchu elektródy, 
− nízky a na pH nezávislý potenciál na regeneráciu 

oxidovanej formy, 
− stabilitu v oxidovanej aj redukovanej forme, 
− redukovaná forma by nemala reagovať s kyslíkom. 

Ďal�ím dôle�itým faktorom, ktorý by sa mal brať do 

Tabuľka I 
Príklady glukózových biosenzorov prvej generácie s GOx bioreceptorom 

Systém EW 
[mV] 

S 
  

LR 
[mmol l−1] 

Km 
[mmol l−1] 

T 
[s] 

DL 
[µmol l−1] 

Lit. 

Uhlíková elektróda modifikova-
ná Pt, Pd s adsorbovanou GOx 

0 0,044 
A(mol/l)−1 

0,3 0,320±0,03 120 10 22 

Uhlíková elektróda modifikova-
ná Pt, Pd s adsorbovanou GOx 

50 0,041 
A(mol/l)−1 

0,3 −   − 22 

Polypyrolová matica  
so zachytenou GOx 

650 0,23⋅10−3 
A(mol/l)−1cm-2 

10 − 2 − 23 

Polymérová matica 
z dopamínovej oxidácie  
so zachytenou GOx 

600 − 0,05�9 9,6 15 3 24 

Biotinylovaná fosfolipidová 
dvojvrstva na pevnom povrchu 
so streptavidín-GOx 

670 − 7 10 45 100 25 

Porózna polymerická matica  
so zachytenou GOx 

600 6,82⋅10−3 
A(mol/l)−1cm−2 

0,005�3 7,3 30 0,5 26 

Biotinylovaná fosfolipidová 
membrána na pevnom podklade 
s avidín-GOx 

670 − 10 0,66±0,18 40 100 27 

Tiolová SAM s kovalentne 
naviazanou GOx 

670 6,88⋅10−6 
A(mol/l)−1cm−2 

− 6,84±0,73 149 ± 17 200 28 

Tiolová SAM s dendrimérom 
s kovalentne naviazanou GOx 

670 0,53⋅10−3 
A(mol/l)−1cm−2 

1,5 1,01±0,27 74 ± 7 6 28 

Pozn: EW � pracovný potenciál, S � citlivosť alebo �pecifická citlivosť podľa referencie, LR � lineárny rozsah, Km � zdanli-
vá Michaelis-Mentenovej kon�tanta, DL � detekčný limit, T � čas odozvy systému. Pt, Pd modifikovaná uhlíková elektróda 
s adsorbovanou GOx zachytenou �elatínou 

Obr. 2. Operačný princíp sprostredkovaného elektrónového 
transferu v druhej generácii biosenzorov; S � substrát, P � 
produkt, Eox, Ered � oxidovaný, redukovaný enzým, Mox, Mred � 
oxidovaný, redukovaný mediátor 

Tabuľka II 
Niektoré mediátory pou�ívané s glukózaoxidázou 

Mediátor Redox potenciál 
(oproti SCE)  

[mV] 
1,1�-Dimetylferocén 
Ferocén 
Vinylferocén 
Ferocénkarboxylová kyselina 
(Hydroxymetyl)ferocén 
Hexakyanidrubenát [Ru(CN)6]4− 
Benzochinón 
N-Metylfenazínium (NMP) 
Tetratiafulvalén (TTF) 
Tetrakyanchinodimetán (TCNQ) 
Ferokyanid [Fe(CN)6]4− 

100 
165 
250 
275 
185 
685 
39 

−161 
300 
127 
180 
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úvahy pri pou�ití elektrónového mediátora je jeho imobili-
zácia do enzýmovej vrstvy. V najjednoduch�ích usporiada-
niach sú enzým aj mediátor voľne rozptýlené v roztoku, 
vtedy ide o tzv. homogénny transfer34. Táto konfigurácia 
ale nie je vhodná pri aplikácii v biosenzoroch35 a pou�íva 
sa skôr na určenie rýchlostných kon�tánt pri enzým-
mediátorovej reakcii a na meranie reakčnej rýchlosti medzi 
mediátorom a redoxným centrom enzýmu36,37. O hetero-
génnom transfere hovoríme, keď je imobilizovaný buď 
enzým alebo mediátor, alebo sú imobilizované oba kom-
ponenty súčasne. V tomto prípade dochádza k početným 
kombináciám usporiadania biosenzora. Mediátor mô�e byť 
imobilizovaný nekovalentnými metódami (napr. 
v uhlíkovej paste alebo na jej povrchu38, alebo fyzikálne 
zachytený v matrixe kombinovaných elektród43, či 
vo vodivých polyméroch44), ktorých hlavnou nevýhodou, 
obmedzujúcou ich praktické pou�itie, je uvoľňovanie me-
diátora z elektródy. Aby nedochádzalo ku kontaminácii 
vzorky, často sa pristúpi ku kovalentnému naviazaniu me-
diátora. Takéto usporiadania biosenzora, kde sú oba kom-
ponenty (enzým aj mediátor) pevnou súčasťou aktívnej 
vrstvy, neuvoľňujú sa z nej a nie je potrebné ani pridanie 
ďal�ieho činidla, sa nazývajú tzv. bezreagenčné biosenzory 
a javia sa z hľadiska pou�iteľnosti biosenzora veľmi vý-

hodné. Kon�trukcia bezreagenčných biosenzorov je mo�ná 
len s enzýmami s pevne viazaným redoxným centrom 
a elektrónový transfer sa uskutočňuje buď priamym elek-
trónovým tunelovaním (bude opísané v časti 3.2.) alebo 
prostredníctvom pevne imobilizovaných redoxných prená-
�ačov (�redox relays�)45. 

Mediátory mô�u byť kovalentne imobilizované buď na 
povrch elektródy, do matrixu alebo na samotný enzým. 
V poslednom prípade hovoríme o tzv. elektroenzýmoch46−48. 
Pri tomto prístupe sa predpokladá, �e naviazaný mediátor 
skráti vzdialenosť elektrónového transferu medzi hlboko 
ulo�eným redoxným centrom enzýmu a povrchom elektró-
dy. Elektroenzýmy rozpustené v roztoku zvyčajne aj vyka-
zujú rýchlu kinetiku elektrónového transferu 
s elektródou49,50. Ale ich kovalentná imobilizácia na kostru 
vodivého polyméru � polypyrolu má za následok len malé 
prúdové signály51. A to aj napriek tomu, �e mediátory boli 
na enzým naviazané prostredníctvom flexibilných reťaz-
cov (�spacer chains�), čím bola zvý�ená ich pohyblivosť 
vo vrstve. Predpokladá sa, �e naviazaný mediátor sa 
�prehupne� tesne k aktívnemu centru enzýmu (�whip-
mechanism�) a po tomto prvom kroku elektrónového 
transferu je elektrón prená�aný 1) buď na ďal�ie mediátory 
naviazané na susediacich enzýmoch (�electron-hopping 

Tabuľka III 
Príklady senzorov druhej generácie 

Systém a mediátor EW 
[mV] 

S 
  

LR 
[mmol l−1] 

Km 
[mmol l−1] 

T 
[s] 

DL 
[µmol l−1] 

Lit. 

Fenoxazínom modifikovaná GOx 400 − 3−8 65,6 ± 8,1 120 3000 2 
Zlaté NP s GOx, s rozpustným Fc 300 8,8±0,2  

A(mol/l)−1cm−2 
0,02�5,7 4,3 8 8,2 

  
4 

Polypyrolová matica so zachyte-
nou GOx a Fc 

400 1,5⋅10−3  
A(mol/l)−1cm−2 

10 − 2 − 23 

Kobaltový pentamér 
s imobilizovanou GOx 

400 − 11 14,91 ± 0,46 5 10 
  

8 

Zlaté NP s dendrimérom 
s imobilizovanou HRP 
s rozpustným hydrochinónom 

− 530 
A(mol/l)−1cm−2 

0,01�2,5 0,52 − 2 
  

9 

Grafit teflónová matica so zachyte-
nými LOD a HRP s Fc 

0 (2,98±0,06).10−3 
A(mol/l)−1 

0,005�0,1 − − 0,9 43 

polymérová matica modifikovaná 
Os komplexom s imobilizovanou 
QH-ADH 

300 0,336±0,025 
A(mol/l)−1cm−2 

0,001�0,25 183 ± 11 − 1 52 

Os-Modifikovaný vodivý polymér 
s imobilizovanou HRP 

−50 0,12⋅10−3 
A(mol/l)−1 

0,13 − 75 − 54 

Os-Modifikovaný vodivý polymér 
s imobilizovanou TOP 

−50 0,06⋅10−3 
A(mol/l)−1 

0,05 − 25 − 54 

Pozn: EW � pracovný potenciál, S � citlivosť alebo �pecifická citlivosť podľa referencie, Km � zdanlivá Michaelis-
Mentenovej kon�tanta, DL � detekčný limit, T � čas odozvy systému, NP � nanočastice, Fc � ferocén, HRP � chrenová pe-
roxidáza, LOD � laktátoxidáza, QH-ADH � chinohemoproteín alkoholdehydrogenáza, TOP � tabaková peroxidáza 
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mechanism�) a� k povrchu elektródy 2) alebo sa transfer 
elektrónu uskutoční cez vodivý polymér, ktorý predstavuje 
molekulárny drôt medzi enzýmom a povrchom 
elektródy51. 

Hlavným dôvodom neefektívneho elektrónového 
transferu pri elektroenzýmoch imobilizovaných vo vodi-
vom polyméri je zrejme nízka lokálna koncentrácia mediá-
torov. Predpokladá sa, �e polymér, na ktorého kostre budú 
kovalentne a pritom flexibilne naviazané redoxné prená�a-
če, bude elektricky spájať enzým s povrchom elektródy, 
čím sa zvý�i miera elektrónového transferu. Takýmto re-
doxným polymérom mô�u byť napr. hydrogély alebo vodi-
vé polyméry. Hydrogély sú dobre priliehavé hydrofilné 
filmy, ktoré vo vodnom prostredí vykazujú zvý�enú flexi-
bilitu. Zabudovaním chinohemoproteín-alkoholdehydroge-
názy (QH-ADH, multikofaktorový enzým s primárnym 
PQQ redoxným centrom a hémovými kofaktormi) do hyd-
rogélu poly(1-vinylimidazolu) s naviazaným osmiovým 
komplexom vznikol citlivý etanolový biosenzor 
s dlhodobou stabilitou52. Vodivé polyméry vznikajú elek-
trochemickou polymerizáciou presne na ploche pracovnej 
elektródy, majú kontrolovateľnú hrúbku a aj schopnosť 
zabraňovať niektorým interferujúcim látkam v prístupe 
k elektróde. Ich nevýhodou je v�ak men�ia flexibilita, čo 
sa dá zlep�iť napríklad naviazaním redoxných prená�ačov 
cez dlh�ie reťazce (�spacer chains�)53,54. Tento prístup sa 
úspe�ne pou�il aj v prípade redoxných hydrogélov55,56. 
Vybrané príklady biosenzorov druhej generácie s rôznymi 
mediátormi a ich parametre sú uvedené v tabuľke III. 

Výhodou pou�itia mediátorov v biosenzoroch je ich 
men�ia závislosť na koncentrácii kyslíka a zvý�enie lineár-
nej odpovede pri vy��ích koncentráciách16. Takisto sa zní�i 
pracovný potenciál na elektróde na úroveň redoxného po-
tenciálu mediátora, čím mo�no značne obmedziť interfe-
rencie. Aj tento sprostredkovaný prenos elektrónov má 
niektoré nedostatky ako napr. uvoľňovanie mediátora 
z povrchu elektródy alebo enzýmovej vrstvy a tie� toxicitu 
v biologických tkanivách33. Treba brať do úvahy, �e re-
doxné mediátory nie sú selektívne, ide skôr o v�eobecné 
redoxné katalyzujúce látky, ktoré uľahčujú nielen transfer 
elektrónov medzi enzýmom a elektródou, ale aj rôzne in-
terferujúce reakcie29, napr. oxidované ferocény mô�u byť 
redukované kyselinou askorbovou33 a niektoré mediátory 
často súťa�ia s prirodzeným enzýmovým kosubstrátom 
oxidáz � kyslíkom29. 

 
3 . 2 .  P r i a m y  e l e k t r ó n o v ý  t r a n s f e r  �   

t r e t i a  g e n e r á c i a  a m p é r o m e t r i c k ý c h  
b i o s e n z o r o v  

 
Priamy elektrónový transfer medzi enzýmom 

a elektródou bez pou�itia mediátorov sa javí ako najvý-
hodnej�í prístup pri kon�trukcii biosenzorov. Biosenzory 
vyu�ívajúce tento princíp tvoria tretiu generáciu ampéro-
metrických biosenzorov. Niektorí autori vnímajú túto defi-
níciu �ir�ie a zaraďujú do tretej generácie aj biosenzory, 
v ktorých je mediátor integrovaný spolu s enzýmom 
a elektródou, prená�ajúc pri tom elektróny medzi redox-

ným centrom enzýmu a polarizovanou elektródou9, vtedy 
ide vlastne o tzv. bezreagenčné biosenzory, ktoré sme opí-
sali pri druhej generácii biosenzorov v časti 3.1. Treba 
v�ak podotknúť, �e hranica medzi druhou a treťou generá-
ciou, teda medzi sprostredkovaným a priamym elektróno-
vým transferom, je niekedy ťa�ko rozlí�iteľná. 

Pri priamom elektrónovom transfere preberá oxidač-
no-redukčný enzým rolu elektrokatalyzátora medzi mole-
kulou substrátu a elektródou, pričom do tohto procesu nie 
je zahrnutý mediátor (obr. 3). Elektrónový transfer nastáva 
medzi aktívnym redoxným centrom enzýmu a elektródou 
a mal by sa teda objaviť pri redoxných potenciáloch sa-
motnej prostetickej skupiny enzýmu57. 

Podľa Marcusovej teórie7 kinetika elektrónového 
transferu medzi dvomi redoxnými látkami závisí od hnacej 
sily (napr. od rozdielu potenciálov medzi dvomi redoxný-
mi centrami), od reorganizačnej energie (ktorá kvalitatívne 
odrá�a �trukturálnu rigiditu redoxných látok v oxidovanej 
a redukovanej forme) a od vzdialenosti medzi dvomi re-
doxnými centrami58. Zvyčajne v�ak vzdialenosť medzi 
prostetickou skupinou enzýmu a elektródovým povrchom 
býva väč�ia ako je potrebné pre priamy elektrónový trans-
fer. Tento fakt je spôsobený tienením proteínového obalu 
enzýmu a elektrónový transfer cez tunelový mechanizmus 
sa preto vyskytuje pomerne zriedkavo59. Optimálne navrh-
nuté elektródové usporiadanie by teda malo zabezpečiť, 
aby vzdialenosť elektrónového transferu medzi imobilizo-
vaným redoxným proteínom a vhodným povrchom elek-
tródy bola čo najmen�ia60. S tým súvisí aj vhodná orientá-
cia enzýmu, enzým s prostetickou skupinou priamo nato-
čenou k povrchu elektródy mô�e značne zvý�iť mieru 
elektrónového transferu45 (obr. 4). Enzýmy imobilizované 
v prvej monovrstve vykazujú najkrat�iu vzdialenosť redox-
ného centra od povrchu elektródy, musia v�ak byť správne 
orientované, aby bola miera elektrónového transferu dosta-
točná. Proteíny ne�pecificky absorbované priamo na mate-
riál elektródy ako uhlík, zlato alebo platina majú sklon 
čiastočne denaturovať, zvyčajne nastáva zaná�anie elektró-
dy a orientácia enzýmu je náhodná61, tak�e podmienky pre 
priamy elektrónový transfer sú nevýhodné. 

Jeden z prístupov na optimalizáciu priameho elektró-
nového transferu je návrh vhodných povrchov pre anizot-

Obr. 3. Priamy elektrónový transfer v tretej generácii biosen-
zorov; S � substrát, P � produkt, Eox, Ered � oxidovaný, redukova-
ný enzým 
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ropickú a orientovanú imobilizáciu enzýmov, napr. samo-
usporiadané monovrstvy (SAMs). Samousporiadaná vrstva 
predstavuje jedinú vrstvu molekúl na substráte, zvyčajne 
formovanú spontánne ponorením pevného substrátu do 
roztoku pozostávajúceho z amfifilných molekúl. SAMs 
preukazujú vysoký stupeň orientácie, molekulárneho uspo-
riadania a tesnenia62,63. Prichytenie molekúl proteínu 
k SAM mô�e byť neorientované, t.j. náhodné alebo orien-
tované (obr. 5). Ak reaktívna funkčná skupina SAM reagu-
je �pecificky s jedinou skupinou na povrchu proteínu, 
usporiadanie molekúl je orientované, čo zvýhodňuje pria-
my elektrónový transfer64. 

Prvá monovrstva imobilizovaného enzýmu na SAM 
predstavuje najväč�í potenciál pre priamy elektrónový 
transfer a vzhľadom na ohraničený priestor v tejto mono-
vrstve aj samotná veľkosť molekuly enzýmu zohráva dôle-
�itú úlohu pri maximálnom vzraste signálu senzora. Čím 
men�ia je molekula, tým vy��í je jej počet v monovrstve 
a zvyčajne aj lep�ia prístupnosť aktívneho centra cez difú-
ziu substrátu65. Napríklad pou�itie mikroperoxidázy MP-
11, čo je fragment cytochrómu c s nízkou molekulovou 
hmotnosťou, imobilizovanej na alkántiolovej vrstve na 
zlate oproti chrenovej peroxidáze (HRP) zväč�í povrchovú 
koncentráciu molekúl a zmen�í vzdialenosť elektrónového 
transferu, čo spôsobí dramatický nárast signálu pochádza-
júceho z elektrokatalytickej redukcie peroxidu vodíka65. 

SAMs sa ukazujú ako výhodné aj vzhľadom na mo�-
nosť variability ich chemických parametrov. Napríklad 
vzdialenosť elektrónového transferu mô�e byť prispôsobe-
ná zmenou dĺ�ky hydrofóbneho reťazca, vlo�ením vhod-
ných funkčných skupín alebo integráciou vodivých oligo-
mérov do reťazca66. 

Odli�ným prístupom na optimalizáciu priameho elek-
trónového transferu v ampérometrických biosenzoroch 
mô�e byť zachytenie enzýmov vo vodivých materiáloch. 
Týmito materiálmi mô�u byť často pou�ívané vodivé poly-
méry, ktoré by mali predstavovať rozvetvenú sieť moleku-
lárnych �káblov� v blízkosti enzýmov a umo�niť tak pria-
mu elektrickú komunikáciu medzi enzýmom a povrchom 
elektródy67. Hoci bola vo vodivých polyméroch zachytená 

u� celá �kála rôznych enzýmov, vo väč�ine prípadov sa 
elektrónový transfer vyskytol na základe prirodzených 
alebo umelých voľne rozpustených mediátorov a jeho me-
chanizmus nebol dobre definovateľný, pričom sa preuká-
zala aj nízka citlivosť45. Ak je v�ak redoxné centrum enzý-
mu lokalizované v blízkosti jeho proteínového plá�ťa, je 
dostupnej�ie a ak sú navy�e medzi polymérom a enzýmom 
vhodné nábojové interakcie, elektrónový transfer je prav-
depodobnej�í. Multikofaktorový enzým QH-ADH 
(chinohemoproteín alkoholdehydrogenáza) má hlboko 
skryté primárne redoxné centrum PQQ, ktoré sa regeneruje 
vnútro-proteínovým elektrónovým transferom na hémo-
vých centrách nachádzajúcich sa na povrchu enzýmu. Za-
budovaním tohto enzýmu do polypyrolu sa umo�nil pria-
my elektrónový transfer medzi hémovými centrami a poly-
pyrolovými reťazcami67. 

Priamy elektrónový transfer medzi redoxnými prote-
ínmi a rôznymi elektródovými materiálmi je predmetom 
intenzívneho �túdia posledných 20 rokov. Aj keď je tento 
prístup veľmi atraktívny, efektívny priamy elektrónový 
transfer bol popísaný len pri obmedzenom počte oxidačno-
redukčných enzýmov, pričom väč�ina z nich obsahuje 
kovové centrá, obzvlá�ť hém59. Enzýmy vhodné pre návrh 
biosenzorov tretej generácie by mali mať priamo dostupné 
redoxné centrum45. Túto podmienku spĺňajú najmä men�ie 
redoxné proteíny, ktoré nemajú enzymatickú aktivitu32 
(napr. cytochrómy, feredoxíny, flavoproteíny). Aj prvé 
publikácie ohľadom priameho elektrónového transferu sa 
týkali malého redoxného proteínu cytochrómu c, ktorý je 
aktívny v biologických reťazcoch pri elektrónovom 
transfere59. Priamy elektrónový transfer u väč�ích redox-
ných proteínov s enzymatickou aktivitou (oxidačno-
redukčné enzýmy) bol dokázaný o dva roky neskôr. Laká-
za a peroxidáza na uhlíkových elektródach vykazovali 
priamy elektrónový transfer v prítomnosti svojho 
substrátu47. Aj pri niektorých ďal�ích enzýmoch, v ktorých 
hĺbka ulo�enia prostetickej skupiny znevýhodňuje pod-
mienky pre priamy elektrónový transfer (napr. v prípade 
glukózaoxidázy je FAD ulo�ený 0,8 nm od povrchu 
enzýmu5), bol napriek tomu pozorovaný. Pár príkladov je 
uvedených v tabuľke IV. 

Napríklad systém, v ktorom je glukózaoxidáza (GOx) 
zachytená v poly(N-metylpyrole) elektrochemicky pripra-
venom na zlatej elektróde, prená�a elektróny na povrch 
elektródy71. Jiang a spol. po prvýkrát pozorovali priamy 
elektrónový transfer v prípade GOx imobilizovanej na 

Obr. 4. Vplyv orientácie imobilizovaného enzýmu na priamy 
elektrónový transfer 

Obr. 5. Schéma náhodnej (vľavo) a orientovanej (vpravo) 
imobilizácie molekúl proteínu na samousporiadanú monovrs-
tvu 
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SAMs (cit.72). Monovrstva enzýmu bola imobilizovaná na 
elektróde v jednokrokovom postupe zahŕňajúcom homobi-
funkčné činidlo bis(sulfosukcínimidyl)-3,3�-ditiodi-
propionát (DTSSP), ktoré sa najprv kovalentne navia�e 
cez svoju esterovú skupinu na lyzínovú ε-aminoskupinu na 
povrchu GOx a následne vytvorí na zlatom povrchu SAM. 
Vzniknuté usporiadanie Au-DTSSP-GOx ľahko podstupu-
je reverzibilný nábojový transfer, pričom autori dokázali, 
�e elektrónový transfer je dôsledok oxidácie prostetickej 
skupiny GOx a nie voľne rozpusteného FAD. Takto uspo-
riadaná vrstva vykazuje aj katalytický prúd po pridaní 
glukózy do roztoku. Aj v prípade sulfátoxidázy imobilizo-
vanej na monovrstve undekánu-1-tiolu na zlate bol doká-
zaný priamy elektrónový transfer73. 

Rozdielny prístup reprezentuje prvotná imobilizácia 
aktívneho centra enzýmu na samousporiadanú vrstvu na 
elektróde a následné pridanie apoenzýmu a vytvorenie 
aktívneho imobilizovaného holoenzýmu. Predpokladá sa, 
�e orientovanie prostetickej skupiny smerom k povrchu 
elektródy skráti vzdialenosti elektrónového transferu. Ten-
to prístup bol napríklad pou�itý pri HRP, kde bol cez flexi-
bilný reťazec imobilizovaný hemín a následne apo-HRP. 
Vzdialenosť pre elektrónový transfer ostávala v�ak napriek 
tomu veľká, preto autori začlenili ďal�í prená�ač � PQQ 
medzi monovrstvu a flexibilný reťazec, čím dosiahli znač-
né zvý�enie elektrónového transferu74. 

Napriek rôznym prístupom a značnému úsiliu sa dote-
raz nepodarilo vyvinúť komerčne úspe�ný biosenzor 
s priamym elektrónovým transferom, aj keď sa tento prí-
stup javí ako najsľubnej�í. Tento typ biosenzora by ponú-
kal väč�iu selektívnosť, keď�e pracuje v ni��ích potenciá-
loch, bli��ích redoxnému potenciálu samotného enzýmu, 
menej podlieha vplyvu interferujúcich látok a zároveň nie 
je potrebné v reakčnej schéme ďal�ie činidlo v podobe 
mediátora. Väč�ie začlenenie biomolekuly spolu 
s povrchom elektródy mô�e tie� zvý�iť citlivosť biosenzo-
ra. Ďal�ím pozitívom by mohlo byť potenciálne zjednodu-
�enie kon�trukcie tohto typu biosenzora30,59,60. Vo vývoji 
a zlep�ení parametrov biosenzorov tretej generácie zrejme 

bude hrať kľúčovú úlohu aj syntéza nových nano�truktúr-
nych materiálov a ich komerčná dostupnosť. 

 
 

4. Pou�itie nanočastíc na uľahčenie  
elektrónového transferu 
 
Jedinečné chemické a fyzikálne vlastnosti nanočastíc 

ich robia mimoriadne vhodnými pre návrh nových 
a zlep�ených senzorových zariadení, obzvlá�ť elektroche-
mických senzorov a biosenzorov. V týchto typoch senzo-
rov u� boli pou�ité viaceré druhy nanočastíc ako kovové 
nanočastice, nanočastice oxidov, polovodičové nanočastic 
alebo zlo�ené nanočastice60. V tejto kapitole sa zameriame 
na ich úlohu pri zvý�ení elektrónového transferu. Vo v�e-
obecnosti kovové nanočastice majú excelentnú vodivosť 
a katalytické vlastnosti, čo z nich robí vhodných kandidá-
tov pre elektrónové vodiče na zvý�enie elektrónového 
transferu medzi redoxným centrom proteínov a povrchom 
elektródy a tie� pre katalyzátory na zvý�enie elektroche-
mických reakcií. 

Za pomoci zlatých nanočastíc bol pozorovaný zvý�e-
ný elektrónový transfer pre GOx (cit.61). Zlaté nanočastice 
veľké 1,4 nm boli funkcionalizované molekulou N6-(2-       
-aminoetyl)-FAD a následne bol k nim pridaný apo-enzým 
GOx a vytvorili usporiadanú monovrstvu ditiolov na zlatej 
elektróde. Alternatívny postup predstavoval najprv uspo-
riadanie zlatých funkcionalizovaných nanočastíc a a� ná-
sledne pridanie apo-GOx. Výsledná enzýmová elektróda 
vykazovala veľmi rýchly elektrónový transfer medzi re-
doxným centrom enzýmu a elektródou a enzýmová elek-
tróda mohla byť pou�itá pre detekciu glukózy bez interfe-
rencií, keď�e bola necitlivá voči kyslíku a aj iným interfe-
rentom ako napr. kyseline askorbovej. 

Okrem zlatých nanočastíc boli pre zlep�enia elektró-
nového transferu úspe�ne pou�ité aj nanočastice striebra. 
Strieborné nanočastice boli usporiadané na pyrolytické 
uhlíkové elektródy a následne sa na nich imobilizoval cy-
tochróm c (cit.77). Priamy elektrónový transfer pomocou 

Tabuľka IV 
Príklady ampérometrických biosenzorov s priamym elektrónovým transferom 

Systém EW 
[mV] 

S 
  

LR 
[mmol l−1] 

Km 
[mmol l−1] 

T 
[s] 

DL 
[µmol l−1] 

Lit. 

Vysoko orientovaný pyrolitický 
grafit s imobilizovanou GOx 
  

900 − 0,4�7,5 2,52 − 200 68 

HRP imobilizovaná na koloidné 
zlato 

−400 0,307  
A(mol/l)−1cm−2 

0,0008�1 1,3±0,3   0,4 69 

Dvojnásobná polyetylénimín/
GOx dvojvrstva 

300 8,8 ± 0,2  
A(mol/l)−1cm−2 

0,02�5,7 4,3 8 8,2 70 

Pozn: EW � pracovný potenciál, S � citlivosť alebo �pecifická citlivosť podľa referencie, Km � zdanlivá Michaelis-
Mentenovej kon�tanta, DL � detekčný limit, T � čas odozvy systému 
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strieborných nanočastíc bol dokázaný aj pre myoglobín78. 
Taktie� niektoré nekovové nanočastice ako nanočastice 
oxidov79 alebo polovodičové nanočastice80 mô�u zvý�iť 
elektrónový transfer medzi proteínmi a elektródami. 

Efektívne zvý�enie elektrónového transferu nezávisí 
len na vodivosti nanočastíc, ale tie� na usporiadaní medzi 
nanočasticami a biomolekulami. Je predpoklad, �e vytvo-
renie definovaného a usporiadaného zoskupenia nanočastíc 
pomocou nanotechnológií je sľubný prístup ku kon�trukcii 
biosenzorov so zlep�enými vlastnosťami elektrónového 
transferu75. 

Ďal�ím z radov nanočastíc pre pou�itie v biosenzo-
roch na zlep�enia elektrónového transferu sú uhlíkové 
nanorúrky (CNT). Uhlíkové nanorúrky preukazujú jedi-
nečnú kombináciu vynikajúcich mechanických, elektric-
kých a elektrochemických vlastností, ktoré podnietili stú-
pajúci záujem o ich vyu�itie ako komponentov 
v biosenzoroch. Nanorúrky majú vzhľadom ku svojej ma-
lej objemovej veľkosti rozsiahlu povrchovú plochu, čo im 
dovoľuje �zapojenie� do proteínov, a tým umo�ňuje pria-
my elektrónový transfer aj s enzýmami ako GOx, ktorých 
redoxné centrá nebývajú za be�ných podmienok 
dostupné81. Navy�e majú vynikajúcu schopnosť sprostred-
kovať rýchlu kinetiku elektrónového transferu pre �iroký 
rozsah elektroaktívnych látok, ako peroxid vodíka alebo 
NADH (cit.82). Nanorúrky sa tak stávajú ideálnymi kandi-
dátmi na vyu�itie pri vývoji biosenzorov ako elektródy 
alebo ako prevodníkové komponenty. 

Napríklad ich pou�itie na modifikáciu elektród mô�e 
zabezpečiť schopnosť rýchlej�ieho elektrónového transferu 
a tie� väč�iu odolnosť pred zaná�aním elektródy. Ako 
efektívna metóda sa ukazuje rast uhlíkových nanorúrok 
priamo na sklovitej uhlíkovej elektróde alebo na kovových 
substrátoch. Tento prístup zlep�uje elektronický kontakt 
a neznečisťuje povrch elektródy nečistotami zo surfaktan-
tov alebo iných látok zabezpečujúcich väzbu nanorúrok na 
elektródu. Navy�e umo�ňuje zostrojiť elektródy s vertikál-
ne zoradenými poliami nanorúrok, ktoré vykazujú vy��iu 
elektrokatalytickú aktivitu spojenú zároveň s rýchlym 
elektrónovým transferom83,84. 

Ďal�ím prístupom je kovalentné prichytenie enzýmov 
do siete uhlíkových nanorúrok na povrchu elektródy, čo 
často umo�ňuje priamy elektrónový transfer k aktívnemu 
centru enzýmu. Napríklad kovalentná imobilizácia GOx na 
pole nanorúrok prichytených na zlatom povrchu elektródy 
prostredníctvom SAM umo�ňovala priamy elektrónový 
transfer85. Najprv v�ak bolo imobilizované redoxné cen-
trum enzýmu � FAD a a� potom apo-GOx. 

Priamy elektrónový transfer bol dokázaný aj pre GOx 
fyzikálne adsorbovanú na povrch CNT (cit.86). Povrch 
nanorúrok bol pokrytý vrstvou molekúl povrchovo aktív-
nej látky � kationického surfaktantu a počas zmie�avania 
CNT suspenzie s GOx nastala ich fyzikálna adsorpcia na 
CNT. Vrstva sa naviazala na elektródu zo sklovitého uhlí-
ka a na finálnu úpravu bol pou�itý Nafionový film na zlep-
�enie stability. Aj v iných prípadoch fyzikálne adsorbova-
ná GOx na CNT preukazovala priamy elektrónový 
transfer87. 

CNT sú teda materiálom vhodným na uľahčenie elek-
trochemických procesov v proteínoch, ale ich pou�itie je 
zároveň limitované niektorými ich vlastnosťami, ako ich 
sklon tvoriť agregáty vo väč�ine roztokov a ich silná inter-
akcia s proteínmi, čo mô�e zapríčiniť stratu biologickej 
aktivity enzýmov88 (napr. niektoré výsledky naznačujú, �e 
priamy elektrónový transfer GOx na CNT mô�e byť vý-
sledkom čiastočnej denaturácie enzýmu, ktorá skráti vzdia-
lenosť elektrónového transferu priblí�ením FAD bli��ie 
k povrchu CNT, cit.89). 
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V. Polohová and M. �nejdárková (Institute of Ani-
mal Biochemistry and Genetics, Slovak Academy of Sci-
ences, Ivanka pri Dunaji, Slovak Republic): Electron 
Transfer in Amperometric Biosensors 

 
At present direct electron transfer between an elec-

trode and protein ranks among promising areas of biosen-
sor research. This review focuses on current trends and 
methods in the development of third-generation am-
perometric biosensors. It describes the construction of the 
biosensors of three  generations and enzyme immobiliza-
tion techniques. The design of the electrode interface and 
biosensor architecture are essential in bioelectrocatalysis, 
fast electron transfer and electrode construction. Differ-
ences in the architectures usually reflect specific electron 
transfer mechanisms. In the second-generation biosensors, 
the preferred design consists of biosensors with mediators 
tightly bound in the active layer of the electrode surface. 
Attempts at the direct electron transfer employ techniques 
like self-assembled monolayers, conducting polymers, 
reconstitution of the prosthetic group and apoenzyme in 
active holoenzyme and integration of nanotechnology. 
Despite considerable efforts, no commercially available 
biosensors based on the direct electron transfer have been 
developed so far. Modern approaches such as redox pro-
teins and enzymes with engineered electron pathways can 
make this type of biosensors commercially attractive. 
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1. Úvod 

 
Vět�ina aplikací průtokové cytometrie se zaměřuje na 

výzkum lidských, �ivoči�ných a rostlinných buněk. 
V posledním desetiletí se průtoková cytometrie tě�í stále 
vět�ímu zájmu mikrobiologů, kde je aplikována zejména 
ve výzkumu kvasinek coby stále významněj�ího modelu 
vy��ích eukaryot. V biotechnologických procesech, které 
jsou zalo�eny na kvasinkách jako biologickém činiteli, 
vzniká potřeba proces optimalizovat z několika hledisek, 
mezi které patří stav populace kvasinek. Průtoková cyto-
metrie se nabízí jako analytický nástroj zji�ťování stavu 
kvasinek, neboť je schopna ve spojení s vhodným fluo-
rescenčním barvením ve velice krátkém časovém úseku 
velice přesně vyhodnotit změny v populaci kvasinek. 

 
 

2. Průtoková cytometrie 
 
Průtoková cytometrie patří mezi metody luminiscenč-

ní analýzy. Je to fluorescenčně optická metoda, při ní� je 
vzorek uná�en proudem nosné kapaliny. Ka�dý průtokový 
cytometr sestává z několika základních součástí, a to exci-
tačního zdroje, měřící optické cely, �forward scatter� de-
tektoru, �side scatter� detektoru, systému zrcadel, optic-

kých filtrů a několika fluorescenčních detektorů seřaze-
ných podle vzrůstající vlnové délky emitované fluorescen-
ce (obr. 1). Některé cytometry jsou vybaveny tzv. třídiči 
(sortery), co� jsou přídavná zařízení, fungující na několika 
odli�ných principech, schopná třídit procházející částice na 
základě zvolených charakteristik.   

Excitačním zdrojem bývá buď laser dané vlnové dél-
ky (nejčastěji argonový s vlnovou délkou 488 nm) nebo 
rtuťová výbojka. Vysokotlaké rtuťové výbojky emitují 
světlo různých vlnových délek a různé energie. U průtoko-
vých cytometrů se k excitaci pou�ívá hlavně čárové spekt-
rum rtuťových výbojek od 365 po 546 nm. Výstupní vý-
kon vysokotlakých rtuťových výbojek je 50 W, 100 W 
nebo 200 W. Tyto typy se od sebe li�í velikostí a jasem1.  

 
2 . 1 .  A n a l ý z a  č á s t i c  

 
V měřící cele ze speciálního optického plastu dojde 

ke střetu světla z excitačního zdroje a buňkami procházejí-
cími jednotlivě kapilárou. Světlo se pak rozptýlí, odrazí 
nebo při určité vlnové délce vyvolá fluorescenci, jen� se 
�íří v�emi směry od svého zdroje. Úhel rozptylu světla ve 
směru toku paprsku deteguje tzv. �forward scatter detek-
tor�, jeho� odezva je určujícím parametrem velikosti bu-
něk. Světlo rozptýlené pod úhlem 90° vzhledem ke směru 
toku excitačního paprsku je detegováno tzv. �side scatter 
detektorem�, jeho� signál odpovídá granularitě buněk. 
Světlo excitačního zdroje je v souladu se známou poučkou 
v�dy ni��í vlnové délky ne� je vlnová délka vyvolané fluo-
rescence, která je detegována několika fluorescenčními 
detektory (obr. 2)1−3.  

 
2 . 2 .   P o u � i t í  p r ů t o k o v é  c y t o m e t r i e  

v  b i o t e c h n o l o g i c k ý c h  v ý r o b á c h  
 
Metodou průtokové cytometrie lze získat informace 

o rozlo�ení velikosti, granularity buněk v populaci, o intra-
celulárních komponentech kvasinek (bílkoviny, nukleové 
kyseliny, steroly), dále lze sledovat změny v rychlosti 
růstu, určit počet mrtvých a �ivých buněk v populaci, hod-
notit mutace, sledovat buněčný cyklus, měřit velikost, 
počet buněk, intracelulární pH či dokonce buňky třídit 
podle zadaných charakteristik. Vzhledem k tomu se 
v průtokové cytometrii mluví o multidimensionální analý-
ze. Výhodou metody je, �e lze získat informace o velkém 
souboru buněk v relativně krátkém čase1,4,5. 

 
2.2.1. Hodnocené parametry 

Výsledky jsou zobrazovány ve formě histogramů 
a obtisků (dot plot diagramy). Histogram obsahuje distri-
buci hodnot sledovaného parametru a skládá se 
z volitelného počtu kanálů. Dot plot diagram představuje 
rozlo�ení odpovídajících bodů dvou zvolených parametrů 
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v dvourozměrném prostoru1,6. 
Bě�ně dostupné průtokové cytometry jsou schopny 

zachytit 6 a� 12 parametrů proměřované částice. Jde 
zejména o tyto parametry: 
− relativní distribuce velikosti částic ve formě histogra-

mu − měřena dopředným rozptylem svetla (FSC � 
�forward scatter�) 

− relativní distribuce granularity částic ve formě histo-
gramu � měřena bočným rozptylem světla (SSC � 

�side scatter�) 
− relativní distribuce fluorescence různých vlnových  

délek FL1 ......FLn 
 

Velikost, granularita a koncentrace buněk 
Zatímco velikost buněk je poměrně známý a dobře 

představitelný parametr, granularita odpovídá jak rozptylu 
laserového paprsku způsobeném povrchovými vlastnostmi 
buňky, tak rozptylu paprsku způsobeným odrazem od vnit-

Obr. 1. Základní schéma uspořádání typického průtokového cytometru 

Obr. 2. Detail analýzy buněk v měřící cele průtokového cytometru  
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robuněčných struktur. Vět�ina cytometrů je vybavena 
funkcí �true volume counting�, která je schopna určit kon-
centraci buněk přímo v daném roztoku. Např. při zkoumá-
ní morfologie a fyziologického stavu pivovarských kvasi-
nek bylo zji�těno, �e buňky s nízkou aktivitou a buňky 
mrtvé jsou v odpovídající fázi vývoje podstatně men�í ne� 
buňky vitální7,8. Pivovarské kvasnice podléhají změnám 
velikosti během procesu kva�ení, které jsou typické pro 
ka�dý kmen9. Variabilita velikosti během kva�ení u kvasi-
nek svrchního kva�ení se pohybuje od 2,5 µm do 17,5 µm, 
u kvasinek spodního kva�ení od 2,5 µm do 22,0 µm. Na 
počátku kva�ení je pozorován pokles plochy aktivního 
povrchu buněk, který souvisí s velkým počtem pučicích 
kvasinek v tomto období9,10. Pro optimální průběh kultiva-
ce je důle�itá také velikost nově vzniklých dceřinných 
buněk. Mateřské buňky s velkými dceřinnými buňkami, 
vznikající v exponenciální fázi růstu populace, jsou �ádou-
cí, neboť velké buňky jsou schopné zahajovat buněčný 
cyklus téměř okam�itě a to následně zkracuje dobu kulti-
vace11,12.  

Jedním z velmi často hodnocených parametrů je přes-
ná koncentrace buněk v objemové jednotce média. Tento 
parametr se pomocí průtokové cytometrie zji�ťuje velmi 
dobře. Základní podmínkou v�ak je, �e nejde o vláknité 
mikroorganismy a nebo takové, které tvoří shluky, jeliko� 
ty přístroj vyhodnocuje jako jednu částici. Vět�ina průto-
kových cytometrů je dnes opatřena automatickým počíta-
cím zařízením částic1,13. 

 
Třídění (sorting) buněk 

Pomocí průtokového cytometru lze třídit jednotlivé 
buňky na principu fyzikální separace. Buňky lze dělit 
podle jedné nebo více charakteristik. Při třídění dochází 
k přeměně tekutého proudu kapaliny uná�ející vzorek na 
aerosol, jeho� kapénky obsahují jednotlivé buňky. Po ozá-
ření kapének laserem dochází k lomu na kapénkách a řídící 
systém rozhodne o druhu částice a provede následnou se-
paraci buněk. Třídiče částic se vyu�ívá při separaci apop-
tických buněk, ve výzkumu rakovinných buněk, při přípra-
vě synchronizovaných buněčných linií a v poslední době 
na subcelulární úrovni pro třídění intracelulárních kom-
partmentů a chromosomů14. 

 
2.2.2.  Aplikace fluorescenčních barviv při sledování stavu 

kvasinek 
Fluorescenční barviva čili fluorofory jsou chemická 

agens organické povahy, jejich� molekuly jsou excitova-
telné a při přechodu do původního stavu emitují fluo-
rescenční světlo. Fluorescenční barviva se dělí do dvou 
obecných tříd: 
− vlastní � jsou součástí biologického materiálu vlastní-

ho vzorku, 
− nevlastní � jsou přidány ke vzorkům, které nemají 

vhodné fluorescenční vlastnosti.  
V průtokové cytometrii se téměř výhradně vyu�ívají 

barviva nevlastní, která lze podle povahy vazby na biolo-
gickou matrici rozdělit na fluorescenční sondy a fluo-

rescenční značky. Pokud se molekula barviva vá�e na bio-
logickou matrici kovalentně, nazývá se fluorescenční znač-
ka, pokud se vá�e nekovalentně, jde o fluorescenční sondu.  

Při výzkumu kvasinek se vyu�ívají jak fluorescenční 
značky, tak fluorescenční sondy. Stav kvasinek je obvykle 
posuzován z hlediska jejich viability a vitality. Viabilita 
označuje procento buněk v populaci, které jsou �ivé 
a schopné dal�ího rozmno�ování, vitalita odrá�í fyziolo-
gický stav kvasinek.  

 
Počet �ivotaschopných buněk v populaci 

�ivotaschopnost (viabilita) je klíčovým analytickým 
parametrem buněčné populace ve v�ech oblastech biotech-
nologického průmyslu, lze jmenovat kvasné výroby 
(pivovarství, lihovarství), potravinářský průmysl 
(dro�ďárenství, mlékárenství), zpracování odpadů (výroba 
krmné biomasy), speciální biotechnologie (výroba léčiv, 
tkáňové kultury), atd. Nejspolehlivěj�í metodou pro její 
určení jsou kultivační techniky, které jsou v�ak v praxi 
téměř nepou�itelné, proto�e časový úsek mezi odebráním 
vzorku a zji�těným údajem je příli� velký. 
Z fluorescenčních barviv pou�ívaných k určení viability 
buněk průtokovou cytometrií  lze jmenovat: propidium-
jodid (3,8-diamino-5-[3-(diethylmethylamonio)propyl]-6-      
-fenylfenanthridin-5-ium-dijodid fluorescein-diacetát), FDA 
(fluorescein-diacetát), BCECF (5(6)-karboxy-2�,7�-bis(3-  
-karboxypropyl)fluorescein), Hoechst 34580 (N,N-di-
methyl-4-[5-(4-methylpiperazin-1-yl)-2,5�-bibenzimidazol-   
-2�-yl]anilin) a dal�í desítky komerčně bě�ně dostupných 
barviv15,16.  

 Při kontrole viability kvasinek se vět�inou vyu�ívá 
kombinace dvou barviv např. propidium jodidu, který pro-
niká buněčnou stěnou mrtvých či po�kozených kvasinek 
a kovalentně se vá�e na DNA a fluorescein diacetátu, který 
proniká do v�ech buněk, ale pouze �ivými s vy��í esteraso-
vou aktivitou je aktivován na fluorescenční fluorescein. 
Mrtvé buňky pak emitují fluorescenci v červené oblasti 
spektra, zatímco �ivé v zelené oblasti (obr. 3). Dne�ní prů-
tokové cytometry jsou navíc vybaveny funkcí, která umo�-

Obr. 3. Rozli�ení mrtvých a �ivých buněk na základě fluo-
rescenčního barvení; zvět�ení 10 × 40 
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ňuje odli�it buňky �ivé, mrtvé a subletálně po�kozené17−19.  
Sledování buněčného cyklu 

Buněčný cyklus je stále častěji sledovaným paramet-
rem nejen v cytologii �ivoči�ných a rostlinných buněk, ale 
také při zkoumání proliferace kvasinek a některých plísní. 
Metody průtokové cytometrie pro stanovení jednotlivých 
fází buněčného cyklu vychází z poznatku, �e DNA 
v buňkách lze (po enzymatickém odstranění RNA) barvit 
kvantitativně fluorescenčními barvivy. Intenzita fluores-
cence poté odpovídá obsahu DNA v buňce. Pro stanovení 
koncentrace DNA se nejčastěji pou�ívají fluorescenční 
značky jako propidium-jodid (3,8-diamino-5-[3-(diethyl-
methylamonio)propyl]-6-fenylfenanthridin-5-ium-dijodid 
fluorescein-diacetát), akridinová oran� (N,N,N�,N�-tetra-
methylakridin-3,6-diamin-hydrochlorid), DAPI (2-(4-karb-
amimidoylfenyl)indol-6-karboximidamid-dihydrochlorid), 
Hoechst 33342 (2�-(4-ethoxyfenyl)-N,N-dimethyl-5-(4-     
-methylpiperazin-1-yl)-2,5�-bibenzimidazol) atd. (tab.  I) 
(cit.20−23). 

Za předpokladu, �e mezi intenzitou emitované fluo-
rescence a obsahem DNA v buňkách platí přímá úměra, se 
buňky s dvojnásobnou intenzitou emitované fluorescence 
vyhodnocují jako buňky v G2 a M-fázi buněčného cyklu 
(obr. 4). Bylo např. zji�těno, �e při nasazování pivovar-
ských kvasnic k hlavnímu kva�ení je výhodné zakva�ovat 
kulturou, ve které je podíl buněk v G2 a M-fázi maximální. 
Po nasazení takových kvasnic do provzdu�něné mladiny se 
buňky rychle rozmno�í a přejdou do produkční fáze (G1-
fáze), kdy má populace nízkou aktivitu mno�ení, ale vyso-
kou metabolickou aktivitu projevující se rychlým úbytkem 
extraktu, tvorbou ethanolu, co� se projeví rychlej�í dobou 
kva�ení11, 24. 

 
Enzymové aktivity, intracelulární pH 

Určení enzymových aktivit pomocí fluorescenčních 
sond je spí�e orientační a určuje, která buňka má vy��í tu 

kterou enzymovou aktivitu v porovnání s jinou buňkou. 
Velmi dobře je popsáno určení esterasové aktivity buněk 
s pou�itím fluorescenčních sond v neaktivní (acetoxy-
methyl estery a nebo diacetáty) formě, která snadno proni-
ká do buňky. Vnitrobuněčné esterasy �těpí molekulu barvi-
va na aktivní fluoreskující barvivo a molekulový zbytek 
(aceton), vlastní neaktivní molekula barviva je tedy sub-
strátem v enzymové reakci. Vzniklá fluorescence je podle 
některých prací přímo úměrná dané enzymové aktivitě. 
Z barviv lze jmenovat FDA fluorescein diacetát a CFDA 
5,6-dikarboxyfluorescein-diacetát3,25,26.  

Určení vnitrobuněčného pH je zalo�eno na vlastnosti 
některých barviv měnit intenzitu fluorescence v závislosti 
na pH. Na základě kalibrace in vivo nebo in vitro lze těmi-
to sondami poměrně přesně určit intracelulární pH buněk. 
U kvasinek je např. intracelulární pH ukazatelem jejich 
vitality27. Jednou z klíčových prací v oblasti je práce Slaví-
ka28. 

Z bě�ně pou�ívaných barviv lze jmenovat fluo-
rescein-diacetáty, BCECF, SNARF 1 atd.29 

 
Koncentrace fyziologicky významných látek 

Z fyziologicky významných látek kvasinek lze pomo-
cí průtokové cytometrie sledovat koncentraci glykogenu 
(acriflavine)30, trehalosy (FITC-concavaline A)31, proteinů 
(FITC fluoresceinisothiokianát), neutrálních lipidů (nilská 
červeň) a sterolů (nystatin)32. 

 
Sledování apoptózy 

Apoptóza je vysoce regulovaná forma programované 
buněčné smrti. Apoptický proces umo�ňuje rychlé odstra-
nění nepotřebných, po�kozených, nebo infikovaných bu-
něk. Jádro apoptických buněk je men�í ne� u normálních 
buněk, co� je mo�no zachytit pomocí řady barviv (např. 
řady Hoechst). Dal�í mo�ností, jak sledovat apoptózu, je 
pozorování zvý�ené permeability membrán s pou�itím 
barviva YO-PRO1. Fluorescenčně lze dále apoptózu testo-
vat např. s pou�itím konjugátů annexinu V, a to měřením 
aktivity specifických proteas. U pivovarských kvasinek se 
nepotvrdil významněj�í význam podíl apoptických buněk 
v populaci, co� je připisováno stabilitě polyploidních kme-
nů33,34. 

 
 

3. Závěr 
 
Průtoková cytometrie je mikrobiology stále oblíbeněj-

�í a častěji vyu�ívaná metoda, jejím� jediným limitujícím 
faktorem pro praktické pou�ití v biotechnologických výro-
bách je její cena. Ve spojení s vhodným fluorescenčním 
barvením je schopna velice dobře popsat okam�itý stav 
populace stejně jako přesně zachytit jakékoli její změny. 
Kvasinka Saccharomyces cerevisiae se zdá být vhodným 
modelovým organismem vy��ích eukaryot a je vhodným 
objektem pro metody průtokové cytometrie. Obr. 4. Automatické vyhodnocení poměru buněk v jednot-

livých fázích buněčného cyklu na průtokovém cytometru 
Partec PAS III; FL3 − relativní intenzita fluorescence zachycená 
detektorem FL3   
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J. Novák, G. Basařová, J. Fiala, and P. Dostálek 
(Department of Fermentation Chemistry and Bioengineer-
ing, Institute of Chemical Technology, Prague): Applica-
tion of Flow Cytometry of Yeast in Research and Prac-
tice 

 
Flow cytometry as a rapid technique can be used for 

monitoring the yeast (Saccharomyces cerevisiae) growth 
in biotechnological processes. The technique permits 
analysis of single cells in suspension and thus to obtain 
cell size distribution, granularity, intracellular contents of 
DNA, proteins, and sterols, viability, cell cycle, intracellu-
lar pH and enzyme activities. Flow cytometry can also be 
used for cell sorting. Despite the advantages of flow cy-
tometry, implementation of the technique in biotechnologi-
cal laboratories is still limited. 
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vaných laboratorních metod, závisejí na pou�ité metodě. 
Bohu�el, v provozních podmínkách získávané údaje 
o chování tých� vápenců jsou rozdílné. Tyto rozdíly byly 
doposud vysvětlovány z různých pohledů. Pou�ité techni-
ky měření sledují pouze samotné vápence nebo jejich kal-
cináty. �ádná z nich nezohledňuje mo�ný vliv popelovin 
uhlí, příp. z nich vznikajícího popele na reaktivitu kalciná-
tu. Toté� se týká negativních dopadů oxidů křemíku, hliní-
ku a �eleza vznikajících při kalcinaci nečistot vápenců či 
dolomitů na reaktivitu kalcinací vznikajících oxidů vápní-
ku a hořčíku s SO2 v reálných podmínkách kotle při spalo-
vání tuhých fosilních paliv. 

 
 

Teoretické základy suché vápencové  
technologie odsiřování spalin  
 
P r i n c i p  p r o c e s u  

 
Technologie odsíření spočívá v injektá�i směsi vzdu-

chu a jemně rozemletého vápence do kotle nebo v přidává-
ní mletého vápence do uhlí před mlýny. V procesu odsíře-
ní probíhají reakce: 

CaCO3  → CaO + CO2                                             (1) 

CaO + SO2 + 0,5 O2  →  CaSO4                                                (2)  
Kalcinace vápence (1) probíhá obecně při teplotách 

800−900 °C, reakce mezi vzniklým CaO a SO2 (2) probíhá 
významněj�í rychlostí mezi 600−1000 °C. Produktem re-
akce vedle nezreagovaného volného CaO je síran vápenatý 
CaSO4. Siřičitan vápenatý při teplotách nad 600 °C není 
termostabilní a disproporcionuje dle reakce: 

4 CaSO3 → 3 CaSO4 + CaS                                     (3)                           
přičem� sulfid vápenatý (CaS) se dále oxiduje na CaSO4. 
Kalcinaci vápence při teplotě nad 1050 °C ji� není vhodné 
realizovat, proto�e při této teplotě ji� dochází k deaktivaci 
vzniklého kalcinátu (přepálení) v důsledku změny porézní 
struktury.  

 
K i n e t i c k á  c h a r a k t e r i s t i k a  p r o c e s u  

 
Z kinetického hlediska představuje reakce mezi CaO 

a SO2 heterogenní reakci �tuhá látka-plyn�. Počáteční sta-
dium reakce lze vyjádřit kinetickým zákonem reakce 1. 
řádu, s rychlostí úměrnou koncentraci SO2.  Při záchytu 
SO2 na povrchu zkalcinované částice se tvoří vrstva CaSO4, 
která způsobuje, �e dal�í podíl SO2 se dostává do částice 
difuzí přes tuto vrstvu. Tím se proces zpomaluje.   

To je také důvod, proč nelze u prá�kových kotlů touto 
technologií dosáhnout vysokého stupně odsíření při stechi-
ometricky únosném mno�ství vápence a při omezené době 
styku obou reagujících fází. U kotlů s fluidním spalováním 

NOVÁ METODA CHARAKTERIZACE 
VÁPENCŮ POU�ÍVANÝCH V KOTLÍCH 
S FLUIDNÍ VRSTVOU PRO ODSÍŘENÍ 
SPALIN  
 
PETR BURYANa, JOSEF VEJVODAa, PETR 
CHALUPAa, MARTIN MARY�KAa, JIŘÍ  
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166 28 Praha 6, b Energetika Kladno s.r.o. 
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Klíčová slova: odsíření spalin, fluidní kotel, hnědé uhlí, 
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Úvod 

 
Cílem dávkování vápenců do komor energetických 

fluidních kotlů spalujících hnědé nebo černé uhlí je sní�ení 
emisí oxidů síry. Dávkovaný vápenec bude dále označo-
ván názvem �sorbent�. Pro optimalizaci průmyslového 
vyu�ití této odsiřovací metody byla vyvinuta ji� celá řada 
laboratorních metod umo�ňujících předpověď chování 
těchto sorbentů SO2 ve spalovacím procesu.  

Obecně aplikované metody posuzující reaktivitu pří-
rodních vápenců sledují předev�ím obsah vápníku, hořčí-
ku, uhličitanů a dal�ích doprovodných minoritních prvků 
ve vápenci, dále jsou zaměřeny na stanovení tvrdosti uhli-
čitanů, krystalickou strukturu, velikosti krystalitů, geolo-
gický původ, strukturu a distribuci částic a jejich pórů před 
a po jejich kalcinaci, adsorpční mohutnost, vliv teploty 
a doby zdr�ení na koncentraci SO2 ve vystupujících spali-
nách1−7. 

Pro hodnocení pro mokrý vápencový způsob odsiřo-
vání spalin jsou pou�ívané metody zalo�eny na stanovení  
relativního porovnání rychlostí rozpou�tění vápenců 
v kyselinách nebo při jejich styku s SO2 ve vodní suspen-
zi5−7. 

Pro hodnocení vápenců pro odsiřování za vysokých 
teplot (suché odsíření) bylo vypracováno nepoměrně méně 
metod. Základem metod je porovnání relativní rychlosti 
reakce samotného kalcinovaného vápence s oxidem siřiči-
tým8−11. 

 
Spolehlivost předpovědi 

Předpovědi, které jsou získány pomocí dosud pou�í-

LABORATORNÍ PŘÍSTROJE A POSTUPY 
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paliv je prodlení vápence ve fluidní vrstvě nepoměrně 
del�í a mů�e v průměru dosáhnout řádově i tisíce sekund. 
Při této době styku, při optimální teplotě sulfatace 800 a� 
850 °C, kdy kalcinace vápence je následována sulfatací, 
není limitující vliv difuze SO2 tak významný. Ov�em, 
vzhledem k tomu, �e CaSO4 má vy��í molární objem ne� 
CaO, dochází během reakce k ucpávání pórů kalcinátu, 
a proto nelze ani u tohoto typů kotlů dosáhnout kompletní 
přeměny sorbentu. Nicméně, pro vápence různého původu 
byly zji�těny významné rozdíly zachycení síry i při spalo-
vání uhlí ve fluidních kotlích.  

 
 

Experimentální část 
 
V případě této práce byla zvolena metoda izotermic-

kého reaktoru se stacionární a fluidní vrstvou zkou�eného 
zkalcinovaného vzorku a s měřením výstupní koncentrace 
SO2 oproti vstupní koncentraci. Schéma aparatury je uve-
deno na obr. 1. 

 
P o p i s  a p a r a t u r y  

 
Dávkování látek: k aparatuře (obr. 1) byly připojeny 

dvě tlakové lahve, a to čistý dusík a směs modelující spali-
ny s obsahem 8300 mg m−3 SO2, 13 % CO2 a 7 % O2 
v dusíku. Při testech s vlhkým plynem bylo do pomocného 
proudu dusíku dávkováno definované mno�ství vody, kte-
rá se zplynila v odpařovači. Průtoky plynů a dávkované 
vody byly regulovány pomocí elektronicky řízených venti-
lů z centrální jednotky. 

Reaktor: Vlastní reaktor byl sestaven ze dvou kře-
menných trubic spojených zábrusem. Horní odnímatelná 

část byla opatřena u��í trubicí zakončenou fritou, v ní� byl 
umístěn vzorek. Ve spodní části byl v křemenné výplni 
umístěn termočlánek pro snímání teploty. Reaktor byl 
umístěn v elektrické peci a přívodní trubičky (rovně� 
i horní část reaktoru nad zábrusem) byly vyhřívány odpo-
rovým topením na 105 °C, aby nedocházelo ke kondenzaci 
vody v případě vlhkého modelového plynu. 

Postup měření: Testovací plyn byl přiváděn do spodní 
části trubice reaktoru. Průchodem přes křemennou drť se 
promísil (v případě testování vlhkým plynem, kdy byl 
přiváděn druhý pomocný proud obsahující vodní páru) 
a dostatečně předehřál. Po opu�tění reaktoru byl testovací 
plyn ochlazen a analyzován kontinuálním analyzátorem 
SO2 Servomex Xentra 4900 s dvoukanálovým  měřením 
SO2 a jednokanálovým měřením kyslíku. 

 
C h e m i c k é  s l o � e n í  s l e d o v a n ý c h  v á p e n c ů  

 
Měření reaktivit bylo zaměřeno na vápenec 

z Čí�kovic (křída) a z Laho�tě (kalcit). Jejich chemické 
slo�ení je uvedeno v tab. I, obsah příměsí uvádí tab. II, 

Obr. 1. Schéma aparatury; 1 � regulační jednotka, odpařovač, 2 - odpařovač, 3 - reaktor, 4 - drcený křemen, 5 � křemenný reaktor se 
vzorkem, 6 - teploměr, 7 - vodní chladič, 8 - zachycovač kondenzátu, 9 - chladící  agregát, 10 � analyzátor, 11 - plynoměr 

Tabulka I 
Chemické slo�ení posuzovaných vápenců v hm.%  

Parametr Čí�kovice Laho�ť 
Vlhkost 0,86 0,23 
CaCO3 73,57 96,84 
CaSO4 0,17 0,03 
CaO 41,61 54,23 
MgO 0,72 0,65 
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povrchy nekalcinovaných a kalcinovaných vzorků při tep-
lotě 850 °C jsou uvedeny v tab. III. 

 
 

Výsledky  a diskuse 
 
M ě ř e n í  s e  s u c h ý m  m o d e l o v ý m  p l y n e m  

 
Pro vysvětlení rozdílů v reaktivitách sledovaných 

vápenců v průmyslových podmínkách odsíření fluidních 
kotlů spalujících hnědé uhlí z dolu Bílina byly vzorky vá-
penců z lokality Čí�kovice a Laho�ť nejprve podrobeny 
testům se suchým modelovým plynem při teplotách 750 °C, 
850 °C a 950 °C při statickém uspořádání reakčního lo�e. 
Výsledky získané při těchto podmínkách, které jsou doku-
mentovány na obr. 2, dokladují, �e teplota kalcinace vá-
penců 850 °C odpovídající provozním podmínkám fluid-
ních kotlů pro spalování hnědého uhlí je pro kalcinaci 
obou vzorků optimální. Za zvolených podmínek adsorpční 
schopnost vápence z Čí�kovic byla vy��í ne� vápence 
z Laho�tě, co� ale neodpovídalo provozním zku�enos-
tem12,13, kdy vápenec z lokality Čí�kovice vykazoval pod-
statně hor�í odsiřovací vlastnosti. 

 
M ě ř e n í  s  v l h k ý m  p l y n e m  

 
Obdobné pořadí reaktivit, které neodpovídá provoz-

ním zku�enostem, bylo prokázáno u odsíření modelového 
plynu obsahujícího 8300 mg m−3 SO2 za přítomnosti 15 % 

vodní páry12,13, porovnání chování kalcinátů obou vápenců 
ve stacionární a fluidní vrstvě (obr. 3) nebo jejich porovná-
ní po přídavku popele získaného spálením hnědého uhlí 
z dolu Bílina k ji� předpřipraveným kalcinátům. 

 
M ě ř e n í  z a  s o u č a s n é h o  s p a l o v á n í  u h l í  

 
Vzhledem k tomu, �e ani přídavek samotného popele 

ke zkou�eným vápencům neprokázal významněj�í změny 
reaktivit kalcinátů vápenců, byly provedeny pokusy, je-
jich� cílem bylo zjistit, jak se chovají vzorky sorbentů při 
současném spalování uhlí. Byly připraveny vzorky směsí 
10 % vápence a 90 % uhlí z dolu Bílina s granulometrií 
vápenců 0,3�0,6 mm, vzorky byly zahřívány v muflové 
peci na 850 °C. Pokusy odsíření v reaktoru byly provedeny 
za stejných podmínek jako předchozí testy reaktivity. Vý-
sledky těchto měření jsou znázorněny na obr. 4. 

Tabulka II 
Obsah příměsí ve zkou�ených vápencích v hm.%  

Prvek Čí�kovice Laho�ť 
Na 0,056 0,018 
Mg 0,522 0,402 
Al 3,680 0,675 
Si 8,630 1,340 
P 0,059 0,102 
S 0,061 0,130 
K 0,919 0,694 
Ti 0,186 0,034 
Mn 0,020 0,021 
Fe 1,220 0,301 

Tabulka III 
Měrné povrchy kalcinovaných a nekalcinovaných vápenců 
v m2 g−1 

Vápenec Povrch před  
kalcinací 

Povrch po  
kalcinaci při 850 °C 

Laho�ť 2,63 8,44 
Čí�kovice 16,24 8,05 
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Obr. 3. Porovnání reaktivit vzorků vápenců s SO2 ve stacio-
nární a fluidní vrstvě  při 750 °C; navá�ka 3 g frakce 0,3−0,6 
mm;    1 − Laho�ť, stacionární vrstva, 2 � Laho�ť, fluidní vrstva, 
3 �  Čí�kovice stacionární vrstva,  4 � Čí�kovice,  fluidní vrstva, 
c − výstupní koncentrace SO2 z reaktoru, F − hmotnostní tok SO2 
do reaktoru  
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Obr. 2. Vliv teploty na reaktivitu vápenců; navá�ka 3 g frakce 
0,3−0,6 mm, 1 � Laho�ť 750 °C, 2 � Laho�ť 850 °C, 3 � Laho�ť 
950 °C, 4 � Čí�kovice 750 °C, 5 � Čí�kovice 850 °C, 6 � Čí�ko-
vice 950 °C, c − výstupní koncentrace SO2 z reaktoru, F − hmot-
nostní tok SO2 do reaktoru 
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Významným zji�těním bylo, �e zatím co reaktivita 
vzorku kalcitu kalcinovaného s uhlím se příli� neli�ila od 
samotného vápence, čí�kovický vápenec po spálení 
s uhlím při 850 °C vykázal velmi významné zhor�ení reak-
tivity. Toto zji�tění vedlo k závěru, �e kalcinací vznikající 
CaO z čí�kovické křídy reaguje ve fluidním ohni�ti za 
teploty vy��í ne� cca 800 °C se vznikajícími oxidy vlast-
ních nečistot (viz tab. I), jílů, resp. popelovin z uhlí za 
vzniku řady aluminosilikátů, přičem� dochází k blokování 
povrchu pórů (zaslepování pórů). Slinutý povrch částic 
adsorbentu omezuje přístup SO2 ze spalin k povrchu sor-
bentu. O tom svědčí i klesající hodnoty měrného povrchu 
kalcinátu u vápence Čí�kovice (tab. II), na rozdíl od ná-
růstu měrného povrchu kalcinátu vápence z Laho�tě. 

K potvrzení uvedené hypotézy byl proveden výzkum 
směřující k prokázání tvorby těchto sloučenin pomocí fá-
zové analýzy RTG. Kalcinační testy laboratorně připrave-
ných směsí analytických vzorků (10 % uhlí + 90 % vápen-
ce) byly provedeny při 800 °C po dobu 4, 10 a 15 min. 

Tabulka IV 
Vybrané výsledky RTG analýzy v %  

Kr. fáze Albit Larnit Garnet Gehlenit Nakrit 
Slo�ení Na0,14Ca0,16Al1,16Si2,84O8 Ca2SiO4 Ca3Al2Si3O12 Ca2Al(AlSiO7) Al21Si2O5(OH)4 
Teplota      
950 °C − 14 2 11 11 
1000 °C 29 19 − 7 8 

Pozn.: kalcinace 4 minuty  

Obr. 5. RTG analýza lo�ového popele 

 

0 1 2 

5

0

10

1 4 2
3

F [g min-1] 

c [g m-3] 

Obr. 4. Porovnání  reaktivit surových vápenců s SO2 po sa-
motné kalcinaci a kalcinaci v přítomnosti hnědého uhlí Bíli-
na; 1 � Čí�kovice, 2 � Čí�kovice po kalcinaci za přítomnosti uhlí, 
3 � Laho�ť, 4 � Laho�ť  po kalcinaci za přítomnosti uhlí, c − 
výstupní koncentrace SO2 z reaktoru, F − hmotnostní tok SO2 do 
reaktoru  
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Vybrané výsledky získané analýzou RTG jsou uvedeny 
v tab. IV, resp. na obr. 5 je uvedena analýza RTG lo�ové-
ho popele z provozu pou�ívajícího k odsíření vápenec 
Čí�kovice. 

Testování reaktivit takto připravených kalcinátů je 
znázorněno na obr. 4. Ten dokládá, �e při společném spá-
lení uhlí s čí�kovickým vápencem dochází k výraznému 
sní�ení jeho schopnosti reagovat s SO2 ve fluidní vrstvě. 
V případě testování vápence Laho�ť připraveného za stej-
ných podmínek pokles reaktivity není zřejmý. 

Výsledky ukazují, �e v  laboratorně připravených 
kalcinátech z vápence z Čí�kovic byla prokázána přítom-
nost krystalických reaktantů oxidu vápenatého s oxidy, 
které tvoří významnou část jílových slo�ek hnědého uhlí, 
uhlí z dolu Bílina nevyjímaje. 

 
 

Závěr 
 
Testování reaktivity dvou samotných vápenců 

v laboratoři prostřednictvím dosud pou�ívaných metod 
porovnávajících adsorpční mohutnost kalcinátů vápenců 
prokázalo, �e vy��í účinek v podmínkách zvoleného expe-
rimentu má vápenec z Čí�kovic, který je křídového půvo-
du a nemá vyvinutou krystalovou strukturu. Druhý vápe-
nec (Laho�ť) − vysokoprocentní kalcit, sice v laboratorním 
měřítku vykázal hor�í afinitu vůči oxidu siřičitému, nicmé-
ně při odsiřování spalin v provozních kotlích  poskytuje 
jednoznačně lep�í výsledky.  

Získané poznatky RTG analýzy vedou k závěru, �e 
výsledky získané s čí�kovickým vápencem 
v průmyslových podmínkách jsou ovlivněny typickými 
reakcemi mezi CaO a příslu�nými oxidy popelovin uhlí, 
zejména SiO2, Al2O3 a Fe2O3, o čem� svědčí i klesající 
povrch kalcinátu zji�těný v laboratoři, kterým proniká SO2 
do zrn CaO. Vzniklé reakční produkty CaO a oxidů Si, Al 
a Fe ji� nereagují s SO2, tzn., �e se nepodílejí na odsíření 
spalin a ovlivňují velmi negativně spotřebu vápence pou�í-
vaného k odsíření spalin ve fluidní vrstvě kotle.  

Na základě výsledků byl navr�en nový postup určová-
ní reaktivity anorganických uhličitanů (sorbentů) a jejich 
odsiřovacích schopnosti. Postup spočívá v tom, �e vápenec 
je před měřením odsiřovací reaktivity podroben nejprve 
kalcinaci jeho směsi s uhlím (např. v poměru 1:10), při 
teplotě respektující návaznou aplikaci (700 a� 1000 °C), 
při reakční době odpovídající  době zdr�ení ve fluidní vrst-
vě (3−5 min). Vlastní měření odsiřovací aktivity je pak 
provedeno ve fluidní vrstvě a� s takto získaným reakčním 
produktem po sítové předúpravě respektující fluidizační 
podmínky aparatury (např. frakce 0,3−0,6 mm). 

Získané poznatky lépe vystihují reakční schopnosti 
vápenců odsiřovat spaliny v provozních podmínkách ne� 
přímé aplikační testy zalo�ené na reakci s oxidem siřiči-
tým a mohou tak významně přispět  k lep�í optimalizaci  
nákladů na mno�ství vápence potřebného pro splnění 
emisních limitů pro SO2. 

Část výsledků této práce byla získána za finanční 
podpory, kterou autoři obdr�eli v rámci úkolu MSM ČR 
604 613 7304. 
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A new reliable two-step method for the prediction of 

limestone reactivity in desulfurization of coal combustion 
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tion of the mixture with sulfur dioxide in a tubular reactor 
is measured. The results of the method better correspond 
to the behaviour of limestone in industrial kettles with 
a fluid layer. 



Chem. Listy 102, 193 (2008)                                                                                                                                              Cena Merck  

193 

jmenovitě Mgr. Mirce Bittové,  Ph.D. , Ing. Blance Hégro-
vé, prof. RNDr. Viktoru Kanickému, Dr.Sc.,  doc. RNDr. 
Přemyslu Lubalovi, Ph.D. a  Mgr. Petru Táborskému,  
Ph.D. za dokonalé organizační zabezpečení celé akce a za 
vytvoření neobyčejně příjemné a přátelské atmosféry, kte-
rá vyvrcholila závěrečným rautem. Dík v�ech účastníků 
patří pochopitelně i firmě Merck a v�em jejím zástupcům 
přítomným na soutě�i, jmenovitě panu Arturu Stawiské-
mu, řediteli divize Chemie a laboratorních produktů, paní 
Ing. Lence Ungrmanové, mana�erce prodejního týmu 
a panu Mgr. Zdeňku Haváčovi, oblastnímu zástupci firmy 
Merck. 

Na závěr nezbývá ne� sdělit, �e 12. ročník této soutě-
�e se uskuteční na Univerzitě Pardubice v únoru 2009 
a tě�it se na dal�í pokračování této zajímavé a u�itečné 
akce. 

 
Jiří Barek 

11. ročník soutě�e o nejlep�í studentskou  
vědeckou práci v oboru analytická chemie  
�O cenu firmy Merck� 2008 

 
Ve dnech 5. a  6. února 2008 se na Chemickém ústavu 

Přírodovědecké fakulty Masarykovy Univerzity v Brně 
uskutečnil ji� 11. ročník soutě�e mladých analytických 
chemiků �O cenu firmy Merck�. Tuto soutě� letos organi-
zoval Chemický ústav Přírodovědecké fakulty Masaryko-
vy univerzity v Brně ve spolupráci s Odbornou skupinou 
analytické chemie České společnosti chemické za tradiční 
a účinné podpory firmy Merck spol. s r. o. 15 účastníků ze 
7 předních analytických pracovi�ť jasně dokumentovalo 
kvalitu vědecko-výzkumné práce v oboru analytické che-
mie na svých pracovi�tích i své schopnosti prezentovat na 
vysoké úrovni získané poznatky. Bez ohledu na dosa�ené 
umístění je proto na místě poděkovat v�em soutě�ícím 
studentům za odvedenou práci. Nelehký úkol poroty i vy-
rovnanost soutě�ních prací dokumentuje i skutečnost, �e 
byly uděleny dvě 2. ceny a celkem 5 zvlá�tních cen poroty.  

První místo získal Vít Novotný (Univerzita Karlova 
v Praze) s prací �Voltametrické a amperometrické stanove-
ní acifluorfenu, nitrofenu a oxyfluorfenu na stříbrné pevné 
amalgamové elektrodě� a o druhé místo se podělila Pavla 
Foltýnová (Masarykova Univerzita v Brně) s prací �Off-
line spojení kapilární elektroforézy, laserové desorpce 
a hmotnostní spektrometrie s indukčně vázaným plazma-
tem (CE-LD ICP MS)� a Jakub Rak (V�CHT v Praze) 
s prací �Iontové kapaliny a jejich hydrofobicita�. Zvlá�tní 
cenu poroty získala Petra Hinnerová (Univerzita Palacké-
ho v Olomouci) za práci �Analýza mikroorganismů a bu-
něk kapilární elektroforézou�, Petra Hřibová (Veterinární 
a farmaceutická fakulta Brno) za práci �Fenolické látky 
z rostlin rodu Cuscuta�, Al�běta Kokaislová (V�CHT 
v Praze) za práci �Příprava SERS � aktivního měděného 
povrchu�, Hana Velínská (Univerzita Pardubice) za práci 
�Charakterizace přírodních směsí triacylglycerolů pomocí 
off-line dvourozměrné HPLC/MS� a Pavel �vátora 
(V�CHT v Praze) za práci �Sledování způsobu vazby mo-
delových látek na nanočástice stříbra�. 

Fotografie z celého průběhu soutě�e, výsledky a dal�í 
informace je mo�né najít na internetových stránkách http://
www.chemi.muni.cz/~analytika/. Zde je jistě namístě po-
děkovat celému týmu kolegů z Masarykovy univerzity, 

CENA MERCK 

Foto: Vítězové soutě�e �O cenu firmy Merck� 2008; zleva: ředi-
tel divize Chemie a laboratorních produktů firmy Merck pan 
Artur Stawisky, mana�erka prodejního týmu firmy Merck paní 
Ing. Lenka Ungrmanová, Bc., Vít Novotný (Univerzita Karlova 
v Praze), Jakub Rak (V�CHT Praha), Bc. Pavla Foltýnová 
(Masarykova Univerzita v Brně) a oblastní zástupce firmy Merck 
pan Mgr. Zdeněk Haváč. 
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ty cyklenu v čistotě po�adované pro klinickou praxi. Mo�-
ným ře�ením se zdá být pou�ití HPLC, které nebylo u této 
skupiny látek dosud popsáno ani v analytickém ani v pre-
parativním měřítku.  

Studované deriváty cyklenu často nemají ve svých 
molekulách �ádný výrazný chromofor a nejvíce absorbují 
záření a� při vlnových délkách kolem 200 nm. V této ob-
lasti UV jsou v�ak spektrální odezvy analytů ru�eny ab-
sorpcí methanolu a acetonitrilu, tedy rozpou�tědel bě�ně 
pou�ívaných jako součást mobilní fáze pro vysokoúčinnou 
kapalinovou chromatografii s reverzními fázemi (RP-
HPLC). Jedním z mo�ných ře�ení problému detekce studo-
vaných látek je pou�ití bezkontaktního vodivostního de-
tektoru (CCD − Contactless Conductivity Detector, 
v literatuře někdy také označovaný C4D − Capacitively-
Coupled Contactless Conductivity Detector)3,4. Ačkoli jde 
o poměrně častou metodu detekce v kapilární zónové elek-
troforéze5,6, v literatuře byly zatím popsány jen dva přípa-
dy pou�ití CCD v RP-HPLC (cit.7,8). Důvodem malého 
počtu prací mů�e být to, �e metodou RP-HPLC je separo-
váno poměrně málo látek majících náboj, který je hlavní 
podmínkou pro pou�ití CCD. Nevýhodou této metody 
detekce je závislost signálu nejen na vodivosti analyzova-
ného roztoku, ale také na jeho elektrické permitivitě. Proto 
i malá změna obsahu vody v mobilní fázi způsobí velkou 
změnu signálu CCD, co� vede např. k výrazným systémo-
vým píkům9,10. 

Cílem této práce bylo vyvinout metodu separace poly-
karboxylátových derivátů cyklenu pomocí RP-HPLC, kte-
rá by umo�nila rychlou kontrolu čistoty jednotlivých frakcí 
při dělení reakčních směsí sloupcovou chromatografií 
a dala se případně v budoucnu vyu�ít pro preparativní 
HPLC. Dal�ím úkolem bylo pou�ití prototypu CCD jako 
vhodného detektoru pro vizualizaci polykarboxylátových 
derivátů cyklenu a jeho porovnání s UV detektorem při 
separaci těchto látek v RP-HPLC. 

 
 

Experimentální část 
 
P ř í s t r o j o v é  v y b a v e n í  

 
Měření byla prováděna na kapalinovém chromatogra-

fu, který se skládal z čerpadla LCP 4000, dávkovacího 
ventilu s 10 µl smyčkou a spektrofotometrického UV de-
tektoru LCD 2084 (v�e Ecom, ČR). Současně byl pou�it 
prototyp bezkontaktního vodivostního detektoru s izolova-
nými drátkovými elektrodami11 zkonstruovaný na katedře 
analytické chemie Univerzity Karlovy v Praze. Jako zdroj 
vysokofrekvenčního sinusového napětí pro CCD  byl pou-
�it generátor FG 503 (Motech Industries, USA). Získaná 
data byla zpracována softwarem CSW 1.7 (DataApex, 
ČR). 

HPLC SEPARACE POLYKARBOXYLÁ-
TOVÝCH DERIVÁTŮ CYKLENU 
S VYU�ITÍM BEZKONTAKTNÍ  
VODIVOSTNÍ DETEKCE 
 
ANNA HAMPLOVÁa*, PAVEL COUFALa,  
ZUZANA BOSÁKOVÁa, FRANTI�EK OPEKARa 
a VOJTĚCH KUBÍČEKb 
 
a Univerzita Karlova v Praze, Přírodovědecká fakulta, 
Katedra analytické chemie, Albertov 6, 128 43 Praha 2,  
b Univerzita Karlova v Praze, Přírodovědecká fakulta, 
Katedra anorganické chemie, Albertov 6, 128 43 Praha 2 
annahamplova@volny.cz 
 
Do�lo 16.10.07, přijato 27.12.07.  
 
 

Klíčová slova: HPLC, deriváty cyklenu, bezkontaktní 
vodivostní detektor (CCD) 

  
 
Úvod 

 
Počet lidí v České republice, které ka�dý rok postihne 

nádorové onemocnění, se ka�dým rokem zvy�uje. Včasné 
odhalení nádoru a zahájení léčby výrazně zvy�uje �ance 
pacienta na úplné vyléčení. Proto se vedle vývoje nových 
léčiv věnuje velká pozornost diagnostice a zobrazování 
nádorů. Jednou z nejúčinněj�ích neinvazivních diagnostic-
kých metod je v současnosti tomografie magnetické rezo-
nance (MRI − Magnetic Resonance Imaging)1. K dosa�ení 
lep�ího zobrazení nádoru se u této metody pou�ívají kon-
trastní látky, jejich� základem jsou paramagnetické látky 
zalo�ené převá�ně na Gd3+ iontu. Pro vyu�ití v klinické 
praxi musí být tento, pro tělo velmi toxický ion, aplikován 
ve formě komplexu, který je dostatečně stabilní jak z hle-
diska termodynamického, tak z hlediska kinetického. Li-
gandy pou�ívané k tomuto účelu nejčastěji jsou polykarbo-
xylátové deriváty cyklenu (1,4,7,10-tetraazacyklododekan) 
schopné koordinovat ion gadolinitý osmi koordinačně-
kovalentními vazbami a vytvořit tak velmi stabilní kom-
plex2.   

Polykarboxylátové deriváty cyklenu (obr. 1) se vět�i-
nou připravují poměrně slo�itou několikastupňovou synté-
zou. Či�tění jednotlivých reakčních meziproduktů je obtí�-
né, proto�e vedle �ádané látky nelze zabránit vzniku ved-
lej�ích produktů s velmi podobnými fyzikálně-chemickými 
vlastnostmi. I s vyu�itím opakované nízkotlaké sloupcové 
chromatografie je obtí�né získat polykarboxylátové derivá-

 

 

* Anna Hamplová získala 3. místo v soutě�i O cenu firmy Merck 2007 za nejlep�í studentskou vědeckou práci v oboru analytická chemie.  
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K vývoji metody separace byly pou�ity tyto kolony: 
RP Select B (C8), 125 × 4 mm, velikost částic 5 µm 
(Merck, SRN), Biospher PSI 200 NH, 150 × 4,6 mm, veli-
kost částic 7 µm (Labio, ČR), Ascentis RP-Amide, 250 × 
4,6 mm, velikost částic 5 µm (Supelco, USA) a Discovery 
HSF5, 150 × 4,6 mm, velikost částic 5 µm (Supelco, 
USA).  

 
P o u � i t é  c h e m i k á l i e  

 
Methanol a acetonitril LiChrosolv pro HPLC a kyseli-

na mravenčí (98�100%) byly zakoupeny od firmy Merck 
(Darmstadt, Německo). Kyselina octová (99%), kyselina 
trifluoroctová (98%) a triethylamin (99,5%) byly zakoupe-
ny od firmy Fluka (Neu-Ulm, Německo). Kyselina fosfo-
rečná (85%), hydrogenfosforečnan sodný, dihydrogenfos-
forečnan sodný a hydroxid draselný, v�e v čistotě p.a., 
byly zakoupeny od firmy Lachema (Brno, ČR).  

V�echny studované polykarboxylátové deriváty cyk-
lenu s čistotou vět�í ne� 95 % dle NMR byly syntetizová-
ny na Katedře anorganické chemie Univerzity Karlovy 
v Praze12�14. Deionizovaná voda byla připravena přístro-
jem Milli-Q (Millipore Corporation, USA). 

 
P ř í p r a v a  m o b i l n í c h  f á z í  a  v z o r k ů  p r o  
a n a l ý z u  

 
K analýzám byly pou�ívány roztoky polykarboxyláto-

vých derivátů cyklenu v mobilní fázi o koncentraci 1⋅10�4 
mol dm�3, které byly uchovávány ve tmě v chladu. Mobilní 
fáze byly připraveny smísením organického rozpou�tědla 
s deionizovanou vodou nebo pufrem o koncentraci 0,01 
mol dm�3 v daném poměru a před pou�itím 15 min ultra-
zvukovány přístrojem Elmasonic S15H (P-LAB, ČR). 
Fosforečnanový pufr (pH 7,1) byl připraven rozpu�těním 
příslu�ného mno�ství hydrogenfosforečnanu sodného 
a dihydrogenfosforečnanu sodného v deionizované vodě. 
Octanový (pH 4,7), mravenčanový (pH 3,5) a fosforečna-
nový pufr (pH 2,1) byly připraveny částečným zneutralizo-
váním příslu�ných kyselin hydroxidem draselným. Hodno-
ty pH vodné slo�ky mobilní fáze byly měřeny na pH metru 
Jenway 4330 (Essex, Velká Británie) s kombinovanou 
skleněnou elektrodou, který byl kalibrován na standardní 
pufry o pH 4 a 7. 

 

E x p e r i m e n t á l n í  p o d m í n k y  
 
V�echna měření byla prováděna při laboratorní teplo-

tě. Vzorek (10 µl) byl dávkován manuálně přes dávkovací 
ventil, průtok mobilní fáze byl 0,5 ml min�1. Pro UV de-
tekci byla zvolena vlnová délka 200 nm. Zdroj vyso-
kofrekvenčního napětí pro CCD pracoval při frekvenci 
100 kHz a amplitudě 4 V. Detektory byly zapojeny v sérii, 
přičem� CCD byl za výstupem z UV detektoru. 

 
 

Výsledky a diskuse 
 
S e p a r a c e  

 
Molekuly studovaných látek (obr. 1) obsahují vedle 

nepolárních částí také značně polární funkční skupiny. 
Separace tedy mů�e být zalo�ena na hydrofilních i hydro-
fobních interakcích analytů se stacionární fází, které se 
budou uplatňovat různou měrou podle konkrétní sloučeni-
ny. Dal�í, pro chromatografii velmi důle�itou, vlastností 
polykarboxylátových derivátů cyklenu je schopnost tvořit 
amfionty. V�echny studované deriváty cyklenu ve svých 
molekulách obsahují jednak aminoskupiny schopné proto-
nizace, ale také karboxylové a fosfinátové skupiny, které 
mohou naopak deprotonizovat12,15. Výsledný náboj jejich 
molekul se pak pohybuje od +3 do �4 podle pH mobilní 
fáze (obr. 2).  

Pro vývoj metody separace polykarboxylátových deri-
vátů cyklenu byla v této práci zvolena RP-HPLC, která je 
jednou z nejroz�ířeněj�ích analytických metod ve farma-
ceutickém průmyslu. Z velkého mno�ství dostupných sta-
cionárních fází byly vyzkou�eny tyto čtyři: klasická re-
verzní fáze C8 (kolona RP Select B), amidová (kolona 
Ascentis RP-Amide), aminopropylová (kolona Biospher 
PSI) a pentafluorofenylpropylová (kolona Discovery HS 
F5). 

První experimenty byly provedeny na klasické reverzní 
fázi C8 (kolona RP Select B), která je díky deaktivovaným 
silanolovým skupinám doporučována pro analýzu bazických 
látek. Vzhledem k tomu, �e molekuly v�ech analyzovaných 
látek obsahují několik silně polárních skupin, bylo mo�né 
předpokládat jejich malou retenci na tomto typu kolony. 
Výrazněj�í interakci s klasickou reverzní stacionární fází 
mů�e poskytovat pouze látka H4DO3APABn, u které se opro-
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Obr. 1. Struktury studovaných polykarboxylátových derivátů cyklenu 
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ti ostatním studovaným látkám mohou navíc uplatnit hyd-
rofobní interakce aromatického kruhu. Na této koloně byly 
testovány mobilní fáze obsahující od 15 do 85 obj.% orga-
nického modifikátoru (methanolu nebo acetonitrilu). 
V�echny studované látky eluovaly téměř s mrtvým ča-
sem kolony a k jejich separaci tedy nedo�lo. Retenční čas 
H4DO3APABn se od retenčních časů ostatních polykarbo-
xylátových derivátů cyklenu prakticky neli�il. Hodnota pH 
mobilní fáze byla postupně upravována pomocí pufrů o pH 
2 a� 7 s cílem změnit celkový náboj molekul studovaných 
látek. Výrazněj�í zadr�ování polykarboxylátových derivátů 
cyklenu přesto nebylo pozorováno. 

Lep�í rozli�ení látek obtí�ně separovatelných na kla-
sické reverzní fázi C8 (C18) poskytují obvykle stacionární 
fáze se zakotvenou polární skupinou, proto�e k separaci na 
nich přispívají i hydrofilní interakce, zejména tvorba vodí-
kových vazeb16. Zakotvené polární skupiny navíc fungují 
jako velmi účinné chránění volných silanolových skupin17, 
a jsou tudí� doporučovány pro analýzu bazických a amfio-
nických látek, jakými jsou i polykarboxylátové deriváty 
cyklenu. Pro separaci studovaných látek byla zvolena ko-
lona Ascentis RP-Amide, která podle údajů výrobce obsa-
huje zakotvený amidový ligand. Opět byly testovány mo-
bilní fáze s obsahem methanolu, resp. acetonitrilu, od 15 
do 85 obj.% a pufry s hodnotou pH v rozmezí od 2 do 7. 
K úspě�né separaci polykarboxylátových derivátů cyklenu 
v�ak nedo�lo. V�echny studované látky eluovaly prakticky 
s mrtvým časem kolony bez ohledu na pou�itou mobilní 
fázi. Jediným výrazněj�ím rozdílem oproti výsledkům 
získaným na koloně RP-Select B byla vět�í symetrie píků 
studovaných látek, co� bylo patrně způsobeno lep�ím chrá-
něním volných silanolových skupin zakotvenou amidovou 
skupinou ne� trimethylsilanovými skupinami na koloně 
RP Select B. 

Jako dal�í v pořadí byla testována aminopropylová 
stacionární fáze (kolona Biospher PSI 200 NH), nejpolár-
něj�í stacionární fáze z testovaných sorbentů. Při pou�ití 

mobilních fází obsahujících 35 a� 85 obj.% methanolu 
jako organického modifikátoru studované látky z kolony 
neeluovaly ani po 120 minutách nebo byly jejich píky ji� 
natolik rozmyté, �e splynuly se základní linií. Vysvětlení 
mů�e spočívat v charakteru sorbentu, neboť aminoskupiny 
stacionární fáze jsou za podmínek separace protonizovány, 
díky čemu� se tato kolona chová jako slabě bazický anion-
tový iontoměnič. Separované látky patrně byly na koloně 
pevně zadr�ovány a k jejich vymytí by bylo třeba mobilní 
fáze o pH vy��ím či ni��ím ne� dovoluje stabilita stacio-
nární fáze (tj. mimo interval pH 2�7,5).  

Experimenty provedené na předchozích třech kolo-
nách ukázaly, �e k úspě�né separaci polykarboxylátových 
derivátů cyklenu je třeba nalézt takovou stacionární fázi, 
na které se budou uplatňovat zejména hydrofilní interakce, 
které budou navíc doplněny o interakce hydrofobní. 
Z dostupných stacionárních fází byla vybrána pentafluoro-
fenylpropylová stacionární fáze s deaktivovanými silano-
lovými skupinami (kolona Discovery HS F5), její� základ-
ní charakteristikou je tzv. �U-shape retention�18. Při sepa-
raci polárních analytů se toti� tato kolona podle mno�ství 
organického rozpou�tědla v mobilní fázi chová buď jako 
reverzní, nebo jako normální fáze. Pokud je závislost re-
tence na mno�ství organického modifikátoru v mobilní 
fázi vynesena do grafu, výsledkem je křivka ve tvaru pís-
mene U. Je-li pou�ita mobilní fáze s vysokým obsahem 
organického modifikátoru, měly by převa�ovat interakce 
hydrofilní, zejména iontově výměnné a tvorba vodíkových 
vazeb mezi analytem a stacionární fází.  

Polykarboxylátové deriváty cyklenu se podařilo 
úspě�ně separovat na této koloně při pou�ití mobilních fází 
obsahujících od 65 do 95 obj.% organického modifikátoru, 
tedy za podmínek, kdy kolona Discovery HS F5 pracuje 
spí�e v modu normální fáze. Pokud byl jako organický 
modifikátor mobilní fáze pou�it acetonitril místo methano-
lu, nebyl pozorován �ádný zásadní rozdíl ve tvaru píků 
studovaných látek. Podobných retenčních časů jednotli-
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vých derivátů cyklenu bylo dosa�eno, pokud mobilní fáze 
obsahovala asi o 10 obj.% méně acetonitrilu ne� methano-
lu. Čím více organického modifikátoru mobilní fáze obsa-
hovala, tím více byly separované látky na koloně zadr�o-
vány, ale tím hor�í byl také tvar jejich píků. Nejlep�ího 
dělení studovaných látek bylo dosa�eno v mobilní fázi 
o slo�ení methanol-voda (85:15, v/v), která je vhodným 
kompromisem mezi retencí jednotlivých separovaných 
látek a rozmýváním jejich píků (obr. 3). Píky jednotlivých 
studovaných látek byly symetrické a oddělené a� 
k základní linii.  

V dal�í části práce bylo studováno chování polykar-
boxylátových derivátů cyklenu na této stacionární fázi při 
pou�ití mobilních fází s malým obsahem organického mo-
difikátoru (15�35 obj.%), tedy za podmínek, kdy kolona 
Discovery HS F5 pracuje spí�e v modu reverzní fáze. Stu-
dované látky, s výjimkou H4DO3APABn, nebyly zadr�ová-
ny ani při pou�ití mobilní fáze o slo�ení methanol-voda 
(15:85, v/v). Látka H4DO3APABn obsahující ve své mole-
kule aromatický kruh, byla na této stacionární fázi pracují-
cí v reverzním módu zadr�ována (k = 0,86), ačkoli na 
klasické reverzní fázi C8 eluovala prakticky s čelem. 
Hlavním důvodem zadr�ování H4DO3APABn jsou pravdě-
podobně π-π interakce mezi aromatickými kruhy stacio-
nární fáze a analyzované látky. 

 
D e t e k c e  

 
Polykarboxylátové deriváty cyklenu poskytují i při 

vlnové délce odpovídající maximu absorpční křivky (λ = 

200 nm) poměrně slabý signál, zejména pokud je jako 
organický modifikátor mobilní fáze pou�it methanol 
(obr. 3a). Na základě této skutečnosti byl za klasický UV 
detektor zařazen je�tě CCD, kterým je mo�né detegovat 
nabité látky, jakými jsou polykarboxylátové deriváty cyk-
lenu, a to i ve velmi malých koncentracích.  

Pokud byla pro separaci studovaných látek pou�ita 
mobilní fáze s malou vodivostí, tzn. neobsahující kyselinu 
ani pufr, poskytoval CCD, v souladu s očekáváním, pod-
statně vět�í odezvu ne� standardní UV detektor. To je jas-
ně patrné z chromatogramů jednotlivých studovaných lá-
tek získaných na koloně Discovery HS F5 v optimální 
mobilní fázi methanol-voda (85:15, v/v) při současné UV 
(obr. 3a) a CCD detekci (obr. 3b). Poměr signálu a �umu 
(S/N) v�ech studovaných látek byl pro CCD vět�í, 
v případě látky H5DO3APPrA dokonce více ne� desetkrát, 
ve srovnání s UV detektorem (tab. I). 

Píky zaznamenané CCD vykazují vět�í asymetrii 
oproti těm, které byly získány UV detektorem. To je způ-
sobeno pravděpodobně tím, �e CCD byl zařazen a� jako 
druhý v pořadí, co� vedlo k výrazněj�ímu rozmývání zón 
analytů. Díky vět�í citlivosti vodivostní detekce jsou 
v chromatogramech na obr. 3b vidět nečistoty eluující 
s retenčním časem kolem 3 min, které při pou�ití UV de-
tekce téměř zanikají v �umu základní linie. Chromato-
gramy navíc ukazují, �e jak vzorek H5DO3APPrA, tak 
H4DO3APABn je znečistěn malým mno�stvím H4DOTA, 
co� při UV detekci není vůbec patrné. 

 

a         b 

Obr. 3. Chromatogramy vzorků H4DOTA (1), H5DO3APPrA (2) a H4DO3APABn (3); systémový pík je v chromatogramech označen 
písmenem S. Stacionární fáze: Discovery HSF5; mobilní fáze: methanol-voda (85:15, v/v); průtok: 0,5 ml min�1; (a) UV detekce (λ = 
200 nm), (b) CCD detekce (f = 100 kHz, A = 4 V) 
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Závěr 
 
V rámci této práce bylo studováno chromatografické 

chování polykarboxylátových derivátů cyklenu. Byly vy-
zkou�eny čtyři typy moderních stacionárních fá-
zí:  klasická reverzní fáze C8 (kolona RP Select B), amino-
propylová (kolona Biospher PSI 200 NH), amidová 
(kolona Ascentis RP-Amide) a pentafluorofenylpropylová 
(kolona Discovery HS F5). Ze studovaných stacionárních 
fází je k separaci polykarboxylátových derivátů cyklenu 
vhodná pouze kolona Discovery HS F5, na které se uplat-
ňují jak hydrofilní, tak hydrofobní interakce separovaných 
látek se stacionární fází. Nejlep�ího výsledku separace 
bylo dosa�eno při pou�ití mobilní fáze o slo�ení methanol-
voda (85:15, v/v). 

Bylo zji�těno, �e CCD, zatím pou�ívaný převá�ně 
v kapilární zónové elektroforéze, je vhodný pro detekci 
nabitých látek i v RP-HPLC, kterou lze uplatnit zejména, 
jde-li o látky slabě absorbující v UV oblasti. Neobsahuje-li 
mobilní fáze kyselinu ani pufr, poskytuje CCD lep�í vý-
sledky ne� bě�ný UV detektor. Signály studovaných látek 
byly při pou�ití CCD natolik zřetelné, �e bylo mo�né iden-
tifikovat ve vzorcích nečistoty, které na záznamu poříze-
ném UV detektorem nebyly patrné. 

 
 

S e z n a m  s y m b o l ů  a  z k r a t e k  
 
A amplituda, V 
CCD bezkontaktní vodivostní detekor  
f frekvence, Hz 
MRI tomografie magnetické rezonance 

(�Magnetic Resonance Imaging�) 
RP-HPLC vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

s reverzními fázemi 
H4DOTA kyselina 1,4,7,10-tetraazacyklododekan-   

-1,4,7,10-tetraoctová 
H4DO3APABn   kyselina-1,4,7,10-tetraazacyklododekan-   

-4,7,10-trioctová-1-{methyl[(4-amino-
fenyl)methyl]fosfinová} 

H5DO3APPrA kyselina-1,4,7,10-tetraazacyklododekan-  
-4,7,10-trioctová-1-[methyl(2-karboxy-                        
ethyl)fosfinová] 

k  retenční faktor 
S/N poměr signálu a �umu 
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Tabulka I  
Poměr signálu a �umu (S/N) pro UV a bezkontaktní vodi-
vostní detekci 

Látka UV detektor 
S/N 

CCD detektor 
S/N 

H4DOTA 24 58 
H5DO3APPrA 10 128 
H4DO3APABn 63 77 
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Polycarboxylate derivatives of cyclen are potential La
(III) ion carriers for application in medicine, e.g. in mag-
netic resonance imaging (MRI). The compounds are pre-
pared in multistep syntheses and hence the development of 
efficient separation and analytical methods for the determi-
nation of purity of the products and intermediates is desir-
able. This work was focused on  HPLC methods suitable 
for the purpose. Out of the four modified stationary 
phases, only the pentafluorophenylpropyl modification, 

offering mix-mode interactions, was found suitable. The 
effect of the mobile phase composition was investigated 
using aqueous methanol, acetonitrile and buffers of differ-
ent pH. The best results were obtained with a methanol-
water mixture (85:15, v/v). UV detection is unsuitable for 
the purpose because of its low absorption coefficients, 
even at short wavelengths. A new type of contactless con-
ductivity detector provided a better  sensitivity than the 
UV detector. 
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dojít k výraznému sní�ení účinnosti generování příslu�né 
těkavé sloučeniny. Tyto dva po�adavky jsou v�ak obvykle 
protichůdné a musí být proto nalezen vhodný kompromis.  

Velmi často pou�ívanou elektrolytickou průtokovou 
celou pro generování těkavých sloučenin je tenkovrstvá 
cela5,6, která dnes existuje v řadě modifikací7−9. Společným 
rysem těchto cel je v�dy iontově výměnnou membránou 
oddělený katodový a anodový prostor zhotovený z různého 
materiálu (plexisklo, teflon, polypropylen). Elektrody mají 
odli�nou velikost, tvar a mohou být z různých materiálů 
(olovo, uhlík, platina). 

Cílem této práce byla konstrukce a optimalizace dvou 
různých typů miniaturních elektrolytických průtokových 
cel s minimálním vnitřním objemem pracujících v re�imu 
kontinuální průtokové analýzy. Jedná se o konstrukčně 
nové typy bez iontově výměnné membrány.  

 
 

Experimentální část 
 
K o n s t r u k č n í  t y p y  c e l   

 
V této práci byly připraveny dva typy elektrolytic-

kých průtokových cel s miniaturizovaným katodovým 
a anodovým prostorem.  

Jako první byla vyrobena cela A (obr. 1), která je 
zhotovena z jediného bloku plexiskla, ve kterém jsou vyvr-
tány otvory pro katodový a anodový prostor. Tyto prostory 
svírají vzájemně ostrý úhel ve tvaru písmene V. 
V  katodovém prostoru je umístěna olověná katoda 
a v anodovém prostoru pak platinová anoda. Elektrolyt 
obsahující modelový prvek (selen) je zaváděn pouze jed-
ním přívodním kanálkem vyúsťujícím do katodového pro-
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Úvod 
 
Alternativní metodou k dnes ji� důkladně prostudova-

nému chemickému generování těkavých sloučenin1 je me-
toda elektrochemického generování. Tato metoda překoná-
vá řadu komplikací spojených s chemickým generováním. 
Pro redukci analytu na hydrid je pou�it místo chemického 
redukčního činidla elektrický proud v prostředí velmi čis-
tých minerálních kyselin2. Tím odpadá mo�nost kontami-
nace roztoku analytu z redukčního činidla (popř. interferu-
jícími ionty), co� vede k mo�nosti dosáhnout ni��ích mezí 
detekce a stanovitelnosti. Dal�í výhodou je úspora relativ-
ně drahého redukčního činidla nutného pro chemické ge-
nerování. Při chemickém generování těkavých sloučenin je 
mo�né generovat těkavé sloučeniny některých prvků pou-
ze z ni��ích oxidačních stavů tohoto prvku. Zredukování 
vy��ích oxidačních stavů na ni��í výrazně prodlu�uje dobu 
rutinních analýz. Tento předredukční krok u elektroche-
mického generování odpadá3. 

Technika elektrochemického generování těkavých 
sloučenin je prostředkem pro zavádění vzorku v plynné 
fázi v atomových spektrálních metodách. Mů�e být také 
pou�ita jako derivatizační technika při spojení separační 
techniky (např. kapalinové chromatografie, CZE) s detekcí 
některou prvkově selektivní spektroskopickou metodou při 
speciační analýze4. Základním po�adavkem u této kombi-
nované techniky je co nejmen�í mrtvý objem celé aparatu-
ry; v daném případě zejména minimální objem elektroly-
tické cely a separátoru fází. Současně by ov�em nemělo 

 

* Jakub Hraníček získal s touto prací 2. místo v soutě�i o nejlep�í studentskou vědeckou práci v oboru analytické chemie O cenu firmy 
Merck 2007.  

Obr. 1. Elektrolytická cela A; 1 � katodový prostor, 2 � anodový 
prostor, 3 � závit pro upevnění katody, 4 � závit pro upevnění 
anody, 5 � kanálek se závitem pro přívodní hadičku elektrolytu, 
6 � kanálek se závitem pro odvod plynných produktů 
z anodového prostoru, 7 � kanálek se závitem pro odvod plyn-
ných produktů a elektrolytu z katodového prostoru 
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storu. Oba elektrodové prostory jsou vzájemně propojeny, 
tak�e elektrolyt mů�e volně proudit přes katodový prostor 
i do prostoru anodového. Výhodou tohoto konstrukčního 
uspořádání je mo�nost výrazně přiblí�it konce obou elek-
trod k sobě (men�í vkládané napětí) ani� by do�lo 
k přeru�ování kontinuální elektrolýzy nahromaděnými 
plynnými produkty. Plynné produkty elektrolýzy (včetně 
elektrolytů) jsou rychle odváděny samostatnými výstupy 
od elektrod a je jim zamezena sorpce na povrchu okolních 
stěn. Výstup z anodového prostoru byl zaváděn do odpadu, 
výstup z katodového prostoru pak do miniaturního separá-
toru fází vlastní konstrukce, kde docházelo k oddělení 
kapalné a plynné fáze. Plynná fáze byla dále uná�ena nos-
ným plynem (argon � 99,998 %) do odporově vyhřívaného 
křemenného atomizátoru (950 °C) umístěného v optické 
ose atomového absorpčního spektrometru.  

U druhé zkonstruované cely B (obr. 2) jsou elektrodo-
vé prostory uspořádány do tvaru písmene U. Oba elektro-
dové prostory jsou kolmo propojeny kanálkem a mají svůj 
vlastní přívod a odvod elektrolytu a produktů. Elektrody 
jsou vsazeny z horní části do příslu�ných elektrodových 
prostorů. Anodovým prostorem proudí pouze čistý elektro-
lyt a katodovým prostorem pak elektrolyt s analytem. Vý-
hodou tohoto uspořádání, oproti cele A, kdy elektrolyt 
vstupuje do elektrolytické cely dvěma vstupy, je rychlej�í 
vymývání analytu po předchozím měřicím cyklu. 

Obr. 2. Elektrolytická cela B; 1 � katodový prostor, 2 � anodový 
prostor, 3 � závit pro upevnění katody, 4 � závit pro upevnění 
anody, 5 a 6 � místo pro přívodní hadičku elektrolytu, 7 �  místo 
pro odvod plynných produktů a elektrolytu z katodového prosto-
ru, 8 � místo pro odvod plynných produktů a elektrolytu 
z anodového prostoru 

Obr. 3. Schéma aparatury pro kontinuální elektrochemické generování (zde s celou TC); 1 � přívod katolytu, 2 � přívod anolytu, 3 � 
katoda, 4 � anoda, 5 � peristaltická pumpa, 6 � tenkovrstvá průtoková cela, 7 � elektronický průtokoměr, 8 � nosný plyn, 9 � odpad, 10 � 
separátor fází, 11 − atomizátor 
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Pro srovnání parametrů nově připravených generač-
ních cel byla pou�ita klasická tenkovrstvá cela s iontově 
výměnnou membránou TC popsaná ji� dříve. 

Objemy katodového prostoru jednotlivých cel byly 
následující: cela A 289 mm3, cela B 321 mm3 a cela TC 
(referenční) 654 mm3. Jedná se v�dy o objem katodového 
prostoru zmen�eného o vlastní objem vlo�ené elektrody. 
U v�ech cel byla katoda vyrobena z olověného drátu 
o průměru 1 mm a čistoty 99,999 % (Aldrich, USA). Ano-
da byla vyrobena z platinového drátu o průměru 1 mm 
a čistoty 99,99 % (Goodfellow, UK). Schéma zapojení 
aparatury pro kontinuální elektrochemické generování 
těkavých sloučenin ve spojení s AAS detekcí je na obr. 3. 

 
P ř í s t r o j o v é  v y b a v e n í   

  
Při optimalizaci pracovních parametrů elektrolytic-

kých cel a zji�ťování základních charakteristik stanovení 
Se byl pou�it atomový absorpční spektrometr Solar 939 
(Unicam, UK) se Se výbojkou s vysokou září s vlastním 
napájecím zdrojem (18 mA, λSe = 196,0 nm, �ířka spektrál-
ního intervalu 1,0 nm, Photron, Rakousko). Pro čerpání 
elektrolytů bylo pou�ito programovatelné osmikanálové 
peristaltické čerpadlo MasterFlex® L/S (Cole-Parmer 
USA). Jako zdroj konstantního proudu byl pou�it labora-
torní lineární zdroj LPS 303 firmy American Reliance, 
USA. Jako atomizátor byl pou�it externě vyhřívaný kře-
menný atomizátor (délka atomizačního ramene 170 mm, 
vnitřní průměr 12 mm). 

 
C h e m i k á l i e  

 
Pracovní roztoky SeIV o po�adované koncentraci byly 

připravovány ředěním ze standardního roztoku SeIV o kon-
centraci 1,000±0,002 g l−1 (Analytika, Praha). Pro ředění 
v�ech roztoků byla pou�ívána deionizovaná voda připrave-
ná zařízením Milli QPLUS firmy Millipore, USA. Kyseliny 
H2SO4 (96 %), HCl (37 %) a H3PO4 (85 %) byly čistoty 
Suprapure, firmy Merck, Německo. 

  
Výsledky a diskuse  

 
Pro optimalizaci pracovních parametrů elektrolytic-

kých cel i zji�tění základních charakteristik stanovení 
s těmito celami byl vybrán jako analyt selen. Pracovní 
parametry i základní charakteristiky byly srovnávány 
s výsledky získanými s tenkovrstvou elektrolytickou celou 
TC. Experimenty byly prováděny v re�imu kontinuální 
průtokové analýzy. 

 
O p t i m a l i z a c e  p r a c o v n í c h  p o d m í n e k  

 
U obou cel byly optimalizovány následující paramet-

ry, které mohou výrazným způsobem ovlivnit dosa�enou 
citlivost stanovení: odtahová rychlost, velikost a umístění 
elektrod, typ elektrolytu, zavádění nosného plynu, průto-
ková rychlost nosného plynu, průtoková rychlost elektroly-

tu(ů), generační proud a koncentrace elektrolytu (H2SO4). 
Ve v�ech případech byl hodnocen dosa�ený signál pro 
koncentraci Se 60 ng ml−1. 

Při průchodu elektrolytu se stanovovaným prvkem 
elektrolytickou průtokovou celou dochází na katodě 
ke kontinuální redukci analytu a� na těkavý hydrid, který 
je spolu se vznikajícím vodíkem po oddělení kapalné fáze 
v separátoru fází uná�en proudem inertního plynu do ato-
mizátoru. Aby se v elektrolytické cele A i B ustavila hyd-
rostatická rovnováha mezi přiváděným a odváděným elek-
trolytem a plynnými produkty elektrodových reakcí, musel 
být výstup směsi elektrolytu a plynných produktů 
z anodového prostoru řízen peristaltickým čerpadlem. Po-
kud byla nastavena malá odtahová rychlost, docházelo 
vlivem přetlaku vyvíjejících se plynných produktů na ano-
dě k vytlačování elektrolytu z anodového prostoru do kato-
dového prostoru a k přeru�ování elektrodové reakce. 
V případě velké odtahové rychlosti nastala podobná situa-
ce v katodové části elektrolytické cely. Proto byla nejdříve 
u elektrolytické cely A nalezena optimální odtahová rych-
lost produktů z anodového prostoru (1,6 ml min−1). U cely 
B byla pozorována podobná závislost na odtahové rychlos-
ti z anodového prostoru a byla zji�těna optimální hodnota 
5,3 ml min−1.  

Délka vlo�ené platinové anody nebyla rozhodující pro 
průběh elektrodové reakce. U olověné katody bylo třeba 
upravit délku tak, aby konec elektrody nezasahoval u obou 
cel do prostoru mezi přívodním kanálkem pro elektrolyt 
a místem spojení obou elektrodových prostor. Nakonec 
byla délka katody volena tak, aby její konec zasahoval 
těsně nad přívodní kanálek katolytu. V tomto případě ne-
docházelo k přeru�ování elektrolýzy. 

Při pou�ití HCl (katolyt bě�ně pou�ívaný v tenko-
vrstvých generačních celách) jako elektrolytu byl pro roz-
tok Se (60 ng ml−1) pozorován nulový signál v obou celách 
A i B. Důvodem je pravděpodobně plynný chlor vznikající 
na anodě a částečně pronikající do katodového prostoru 
a rozkládající vznikající selenovodík. Dále byla vyzkou�e-
na H3PO4 a H2SO4. Pro dal�í experimenty byla nadále pou-
�ívána H2SO4 (1,0 mol l−1), se kterou bylo dosa�eno nej-
vy��í citlivosti stanovení. 

Nosný plyn byl zaváděn těsně za výstup 
z elektrolytické cely. Zavádět nosný plyn před elektrolytic-
kou celu se ukázalo nepraktické, proto�e průchod nosného 
plynu malými prostory elektrolytické cely způsoboval 
náhodné přeru�ování elektrolýzy, co� se výrazně projevo-
valo na zhor�ení stability signálu. Závislost signálu na 
průtokové rychlosti nosného plynu vykazovala shodně 
u obou typů cel výrazné maximum při průtoku 
10,0 ml min−1. 

Při sledování vlivu průtokových rychlostí elektrolytů 
nebyly pro obě cely zji�těny významné rozdíly. Pracovní 
rozsahy průtokových rychlostí mají svou spodní limitní 
hodnotu; při překročení dojde k přeru�ení elektrolýzy 
(pokles hladiny).  

Typická závislost absorbance na velikosti vlo�eného 
generačního proudu je na obr. 4 (cela A). Při hodnotách 
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proudu do 0,1 A ke vzniku hydridu prakticky nedochází, 
při vy��ích hodnotách generačního proudu (0,15�0,35 A) 
je nárůst výrazný a křivka je v této oblasti nejstrměj�í. 
V dal�í části pak dochází k mírnému poklesu strmosti křiv-
ky. Signál lze zaznamenávat i při vy��ích hodnotách ne� je 
optimálně zvolená hodnota 0,4 A; elektrolyt se v�ak ji� 
velmi zahřívá a dochází k pronikání vodní páry do spojo-
vacího materiálu aparatury a následně a� do atomizátoru. 

Posledním optimalizovaným parametrem byla kon-
centrace elektrolytu (H2SO4). Opět shodně pro obě cely 
byl zji�těn klesající signál se stoupající koncentrací elekt-
rolytu. Experimentálně bylo zji�těno, �e je výhodněj�í 
pou�ít vy��í koncentraci elektrolytu v kombinaci s vy��í 
hodnotou generačního proudu (men�í zahřívání elektroly-
tů). 

Optimální pracovní podmínky (zahrnující hodnotu 
vlo�eného generačního proudu, průtokovou rychlost nos-
ného plynu, průtokovou rychlost elektrolytu, koncentraci 

elektrolytu a odtahovou rychlost) pro celu typu A, B a TC 
jsou uvedeny v tab. I.  

 
 

Z á k l a d n í  c h a r a k t e r i s t i k y  s t a n o v e n í   
s e l e n u  t e c h n i k o u  H G A A S  
s  e l e k t r o c h e m i c k ý m  g e n e r o v á n í m  

 
Při optimálních pracovních podmínkách byla promě-

řena pro elektrolytické cely A, B a TC kalibrační závislost 
pro stanovení Se technikou HGAAS s elektrochemickým 
generováním selenovodíku v rozsahu koncentrací 0 a� 20 
ng ml−1 a 0 a� 250 ng ml−1. Z kalibračních závislostí a dal-
�ích měření byly stanoveny základní parametry charakteri-
zující stanovení Se s nově konstruovanými elektrolytický-
mi celami. Tyto dosa�ené parametry spolu s parametry 
získaným s referenční celou TC jsou uvedeny v tab. II. 

 
 

Závěr 
 
Ze srovnání nově připravených elektrolytických prů-

tokových generačních cel pro generování těkavých slouče-
nin s referenční tenkovrstvou celou vyplývá, �e obě cely 
mají přibli�ně poloviční objem katodového prostoru ve 
srovnání s celou TC. Zároveň v nich není pou�ita iontově 
výměnná nafionová membrána, která velmi často u tenko-
vrstvých cel způsobuje jejich �stárnutí� a postupné zhor�o-
vání generačních charakteristik cel (deformace membrány, 
její zanesení...).  

U elektrolytické cely A vedla miniaturizace k poklesu 
citlivosti a zároveň i zhor�ení detekčního limitu stanovení 
Se. U cely B bylo naopak pozorováno zvý�ení citlivosti 
a sní�ení meze detekce a stanovitelnosti ve srovnání 
s celou TC.  

Dal�í předností nových cel je sní�ení vkládaného ge-
neračního napětí; to vede k výraznému zvý�ení �ivotnosti 
elektrolytických cel (odpadá silné zahřívání elektrolytů 
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Obr. 4. Závislost absorbance na velikosti generačního proudu 
pro celu A; průtoková rychlost nosného plynu 10,0 ml min−1, 
koncentrace elektrolytu 1 mol dm−3, průtoková rychlost elektroly-
tu 2,5 ml min−1, odtahová průtoková rychlost 1,6 ml min−1, dáv-
kovaná koncentrace selenu 60 ng ml−1 

Tabulka I 
Optimální pracovní podmínky pro stanovení Se technikou 
hydridové AAS při pou�ití cel A, B a TC 

Elektrolytická cela A B TC 
Generační proud, A 0,40 0,50 1,20 
Průtoková rychlost  
nosného plynu, ml min−1 

10,0 10,0 20,0 

Průtoková rychlost  
elektrolytu, ml min−1 

2,5 2,5 2,0 

Koncentrace katolytu, 
mol dm−3 

1 1 1 

Odtahová průtoková  
rychlost, ml min−1 

1,6 5,3 --- 

Tabulka II 
Základní charakteristiky stanovení Se technikou hydridové 
AAS s elektrochemickým generováním při pou�ití cel A, 
B a TC 

Elektrolytická cela A B TC 
Mez detekce, ng ml−1 2,23 0,32 0,60 
Mez stanovitelnosti, 
ng ml−1 

7,44 1,06 2,01 

Citlivost stanovení,   
× 103 ng−1 ml 

1,53 7,32 4,86 

Opakovatelnost � RSD, 
% 

1,40 0,56 0,62 

Korelační koeficient 0,9982 0,9988 0,9995 
Lineární dynamický 
rozsah, ng ml−1 

7,44−100 1,06−100 2,01−100 
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vedoucí a� k postupné deformaci cely). 
Závěrem lze konstatovat, �e nově zkonstruovaná elek-

trolytická průtoková cela B splňuje po�adavek na miniatu-
rizaci katodového prostoru za současného zvý�ení citlivos-
ti stanovení. Tato cela má poloviční vnitřní katodový ob-
jem ve srovnání s tenkovrstvou průtokovou celou TC 
a bylo u ní pozorováno 1,5násobné zvý�ení citlivosti ve 
srovnání s klasickou tenkovrstvou celou. Vzhledem 
k jejímu minimálnímu vnitřnímu objemu bude výhodné 
tuto celu vyu�ít v derivatizační jednotce při speciační ana-
lýze selenu a jiných hydridotvorných prvků po jejich před-
chozí separaci na chromatografické koloně. 

 
 
Práce vznikla s podporou grantu A400310507/2005 

Grantové agentury Akademie věd ČR a projektu M�MT č. 
MSM0021620857. 
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J. Hraníček, V. Červený, and P. Rychlovský 
(Department of Analytical Chemistry, Faculty of Natural 
Science, Charles University, Prague) Miniaturization of 
Flow-Through Electrolytic Cells for Electrochemical 
Generation of Volatile Compound in AAS 

 
Two types of miniaturized flow-through electrolytic 

cells, without exchange membranes and with minimal 
inner volume, for electrochemical hydride generation in 
AAS were designed. For one of these cells, a higher sensi-
tivity and better limit of detection in Se determination by 
hydride-generation AAS and electrochemical generation of 
Se hydride were attained than in the classical thin-layer 
flow-through cell.   
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stopových kovů a fosforu ve vzorku rozemletých �itných 
vloček. Jedná se o potravinu, která se bě�ně konzumuje 
i bez tepelné úpravy. Vhodnou metodou pro speciační 
analýzu prvků v biologických matricích je kapalinová 
chromatografie se selektivní detekcí prvků. Pro speciační 
frakcionaci prvků v lu�těninách6,7 a obilovinách8 se osvěd-
čilo spojení gelové permeační chromatografie (SEC) 
a ICP-MS.  

 
 

Experimentální část  
 
C h e m i k á l i e  a  č i n i d l a  

 
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) pou�itý pro 

přípravu mobilní fáze a extrakčního činidla byl získán od 
firmy Fluka (Neu-Ulm, SRN). Kyselina dusičná (65 %) 
čistoty Suprapur, stejně jako standardní roztoky Rh, Mn, 
Fe, Zn, Mo, Cu, Ni, Co, Cd a P pocházely od firmy Merck 
(Darmstadt, SRN). Vepřový pepsin pocházel od firmy 
Fluka a vepřový pankreatin (tj. směs pankreatických tráví-
cích enzymů) od firmy Sigma (St. Louis, USA). Pro úpra-
vu pH byly pou�ity NH4HCO3 čistoty p.a a roztok amonia-
ku čistoty Suprapur firmy Merck. K přípravě a ředění 
v�ech roztoků byla pou�ita destilovaná demineralizovaná 
voda (Milli-Q, Millipore, Bedford, USA). 

 
V z o r e k  

 
Vzorek �itných vloček (Pro-Bio s.r.o., Staré Město 

pod Smrkem) byl zakoupen v obchodní síti. Před stanove-
ním byly vločky namlety ve vibračním mlýně. Nutriční 
hodnoty �itných vloček deklarované výrobcem byly 
10,5 % bílkovin, 70,2 % sacharidů, 2 % lipidů, vyu�itelná 
energie 1385 kJ/100 g. 

 
 

P ř í p r a v a  n a t r á v e n é h o  v z o r k u  
 
K navá�ce 2 g rozemletých vloček v polypropylenové 

nádobce 60 ml bylo přidáno 40 ml 0,02 mol l−1 HCl 
a 50 mg pepsinu. Po uzavření byla nádobka protřepávána 
po dobu 12 h při teplotě 37 °C. Poté byla směs ochlazena a 
pH suspenze bylo upraveno přídavkem roztoku 1 mol l−1 
NH4HCO3 a 1 mol l−1 amoniaku na hodnotu 7,5. Po pří-
davku 100 mg pankreatinu a uzavření nádobky následova-
la opět inkubace při 37 °C po dobu 12 h. Vzniklá suspenze 
byla po ochlazení převedena do polypropylenové odměrné 
baňky 100 ml a doplněna demineralizovanou vodou po 
značku. Směs byla odstředěna (20 000 g, 20 min, 4 °C) 
a horní vrstva byla pou�ita k dal�ím analýzám. 
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NA SPECIACI PRVKŮ V �ITNÝCH 
VLOČKÁCH* 
 
MARTIN JUŘÍČEKa, RICHARD KOPLÍKb  
a OTO MESTEKa 
 

a Ústav analytické chemie, b Ústav chemie a analýzy potra-
vin, Vysoká �kola chemicko-technologická, Technická 5, 
166 28 Praha 6 
oto.mestek@vscht.cz 
 
Do�lo 24.4.07, přijato 8.1.08.  
 
 

Klíčová slova: stopové prvky, speciace, ICP-MS, �itné 
vločky 

 
 

Úvod 
 
Prvky obsa�ené v biologických materiálech mohou 

být přítomny v mnoha fyzikálních a chemických formách1. 
S ohledem na studium toxicity, biologické vyu�itelnosti, 
hromadění a transportu stopových prvků v organismu je 
nezbytné mít o prvcích více informací ne� jen informaci 
o celkovém obsahu. Odpovědi na tyto otázky mů�e dát 
speciační analýza. Původní chemická speciace prvků 
v potravinových surovinách mů�e být změněna během 
výroby potravin, zejména během tepelného zpracování, 
které způsobuje denaturaci metaloproteinů a jiných meta-
lobiomolekul a mohou se změnit rozpustnosti prvků2.  
Tyto změny jsou doprovázeny uvolněním iontů kovů 
z chelátů s organickými ligandy. K nejpodstatněj�ím che-
mickým změnám ve struktuře specií kovů v�ak dochází 
během trávicích procesů probíhajících v gastrointestinál-
ním traktu. Přesto počet dosud publikovaných prací zabý-
vajících se těmito změnami je minimální. Tak např. byl 
sledován podíl �eleza vázaného v hemu a �eleznatých 
a �elezitých iontů ve směsi vzniklé simulovaným trávením 
různých typů stravy ze �kolních jídelen ve �panělsku3 
nebo podíl celkového a anorganicky vázaného arsenu 
v roztoku po simulovaném trávení různých mořských řas4. 
Dal�í publikovaná studie se týká také speciace arsenu: 
iontově výměnnou chromatografií ve spojení s hmotnostní 
spektrometrií s indukčně vázaným plazmatem (ICP-MS) 
byl sledován obsah různých specií po enzymové digesci 
různých typů dětské vý�ivy5.  

Cílem této úvodní studie je zkoumat vliv simulované-
ho trávení za podmínek in vitro na speciaci vybraných 

 

* Tato práce byla úspě�ně prezentována v soutě�i O cenu firmy Merck 2007 za nejlep�í studentskou vědeckou odbornou práci v oboru 
analytická chemie. 
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P ř í p r a v a  e x t r a k t u  
 
Vzorek rozemletých vloček (2 g) byl v polypropy-

lenové lahvičce extrahován třepáním s 50 ml tlumivého 
roztoku 0,02 mol l−1 Tris-HCl (pH 7,5) při teplotě 20 °C. 
Suspenze byla odstředěna (20 000 g, 20 min, 4 °C) a horní 
vrstva byla pou�ita k dal�ím analýzám. 

 
S t a n o v e n í  c e l k o v ý c h  o b s a h ů  p r v k ů  

 
Vzorek vloček (0,5 g) resp. extraktu nebo natrávené-

ho vzorku (10 ml) byl mineralizován 3 ml konc. HNO3 
tlakovým mikrovlnným rozkladem v nádobce z PTFE  
(110 ml) v mineralizátoru Uniclever BM1-Z (Plazma-
tronika-Service, Wroclaw, Polsko) po dobu 10 min. Obsah 
rozkladné nádobky byl poté převeden do odměrné baňky 
50 ml a doplněn demineralizovanou vodou po značku. 
Před stanovením stopových prvků metodou ICP-MS (cit.9) 
byly mineralizáty vzorků a příslu�né slepé vzorky zředěny 
a k roztokům byl přidán srovnávací roztok prvků (Ge, Rh, 
In a Bi) v takovém mno�ství, aby výsledná koncentrace 
těchto prvků činila 50 µg l−1. 

 
O n - l i n e  s p o j e n í  g e l o v é  p e r m e a č n í  
c h r o m a t o g r a f i e  a  I C P - M S   

 
Aparatura se skládala z vysokotlakého čerpadla Vari-

an Inert 9012 (Varian, Walnut Creek, USA) zaji�ťujícího 
průtok mobilní fáze (0,02 mol l−1 roztok Tris-HCl, pH 7,5) 
0,5 ml min−1, skleněné předkolony s náplní Chelex 100 
v NH4

+ cyklu, prvního injektoru (pro nástřik vzorku) se 
smyčkou 100 µl z materiálu PEEK, separační kolony Su-
perdex 75 o rozměrech 300×10 mm (Amersham Pharma-
cia Biotech, Uppsala, �védsko), druhého injektoru (pro 
nástřik kalibračních roztoků) se smyčkou 200 µl 
z polymeru PEEK a z detektoru ICP-MS (spektrometr 
Elan 6000, Perkin-Elmer, Norwalk, USA), Tok efluentu 

z chromatografické kolony byl T-kusem spojen s tokem 
srovnávacího roztoku (50 µg l−1 Rh) a směs byla dopravo-
vána peristaltickým čerpadlem (průtok 1,3 ml min−1) do 
pneumatického zml�ovače ICP-MS. Ke spojení jednotli-
vých částí aparatury byly pou�ity kapiláry z polymerních 
materiálů PTFE a PEEK. Nástřik kalibračních roztoků 
kovů se provedl během prvních deseti minut po nástřiku 
vzorku před elucí prvních slo�ek vzorku z kolony. Nástřik 
kalibračních roztoků fosforu se provedl ve 40. minutě od 
nástřiku vzorku, kdy byla eluce slo�ek vzorku ji� ukonče-
na. Podrobnosti lze nalézt v pracích6,10. 

 
 

Výsledky a diskuse 
 
Tabulka I shrnuje údaje o celkovém obsahu prvků 

v původním pevném vzorku, podílu pře�lém do extraktu 
a podílu pře�lém do natráveného vzorku. Je patrné, �e za-
tímco podíl prvků rozpustných  v tlumivém roztoku je 
poměrně nízký (6�42 %), podíl převedený během trávení  
do rozpustných forem je podstatně vy��í (50�99 %). Podí-
ly pro�lé chromatografickou kolonou  vypovídají o zastou-
pení stabilních komplexů v příslu�ně upravených vzorcích.  

Obr. 1 znázorňuje eluční křivky sloučenin sledova-
ných prvků v extraktu a natráveném vzorku �itných vlo-
ček. U fosforu si obě eluční křivky dobře odpovídají. Jsou 
zde patrné dva hlavní píky, jeden v oblasti středních mole-
kulových hmotností (cca 5 kDa), druhý v nízkomoleku-
lární oblasti (cca 2 kDa). Trávením přejde do roztoku 
mnohem vět�í část specií fosforu (93 % celkového obsahu) 
ne� extrakcí (25 %). Také chromatografická výtě�nost 
vzta�ená na obsah prvku v extraktu resp. natráveném vzor-
ku je vy��í v natráveném vzorku (93 %) proti extraktu 
(76 %). Jinak je tomu v případě manganu. Vliv simulova-
ného trávení je sice přibli�ně stejný jako u sloučenin fosfo-
ru (extrakcí a trávením je solubilizováno 24 % resp. 99 % 
celkového Mn), chromatografická výtě�nost je v�ak velice 

Tabulka I  
Elementární slo�ení �itných vloček (v µg g−1) 

 P Mn Fe Co Ni Cu Zn Mo Cd Pb 
Celkový obsah 3040 17,9 25,5 0,005 0,250 3,58 34,0 2,00 0,007 0,018 
Podíl extrahovatelný do 
0,02 mol l−1 Tris-HCl 
(pH 7,5)a 

772 
(25 %) 

4,27 
(24 %) 

1,58 
(6 %) 

0,001 
(20 %) 

0,039 
(16 %) 

0,786 
(22 %) 

2,55 
(8 %) 

0,834 
(42 %) 

0,002 
(29 %) 

0,005 
(27 %) 

Podíl pro�lý  
SEC kolonoub 

585 
(76 %) 

0,013 
(0,3 %) 

n.d. n.d. 0,043 
(110 %) 

0,653 
(83 %) 

1,33 
(52 %) 

0,872 
(104 %) 

n.d. n.d. 

Podíl uvolněný trávením 2830 
(93 %) 

17,8 
(99 %) 

12,7 
(50 %) 

0,003 
(52 %) 

0,130 
(52 %) 

1,91 
(53 %) 

25,0 
(74 %) 

1,25 
(62 %) 

0,006 
(85 %) 

0,017 
(94 %) 

Podíl pro�lý  
SEC kolonouc 

2640 
(93 %) 

0,029 
(0,2 %) 

11,2 
(88 %) 

n.d. 0,150 
(115 %) 

1,31 
(69 %) 

2,63 
(11 %) 

1,20 
(96 %) 

n.d. n.d. 

a Procenta jsou vzta�ena k celkovému obsahu; b procenta jsou vzta�ena k obsahu v extraktu; c procenta jsou vzta�ena 
k obsahu v natráveném vzorku; n.d.: obsah prvku nebyl detegován 
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nízká (<1 %). Je to způsobeno malou stabilitou komplex-
ních sloučenin manganu. Ionty manganu z původního roz-
toku se adsorbují na gelové náplni kolony. Přesto je 
v extraktu patrný jeden ostrý pík v nízkomolekulární ob-
lasti (<2 kDa) a v roztoku natráveného vzorku jeden �ir�í 
pík ve vysokomolekulární oblasti. Eluční křivky sloučenin 

�eleza rovně� ukazují na určitý vliv simulovaného trávení 
na tyto species. Po trávení přechází do roztoku přibli�ně 
polovina celkového obsahu �eleza, kde�to po extrakci 
pouze asi 6 % z celkového obsahu �eleza. Natrávený vzo-
rek poskytuje jeden pík odpovídající frakci o molekulové 
hmotnosti cca 20 kDa s výtě�ností 88 %. V extraktu nebyl 
detegován �ádný pík sloučenin �eleza. U niklu extrakt 
poskytuje jediný pík nízkomolekulární frakce (<2 kDa). 
Chromatogram natráveného vzorku obsahuje navíc je�tě 
dal�í pík sloučenin niklu v oblasti okolo 20 kDa. 
V důsledku kontaminace při manipulaci se vzorkem chro-
matografická výtě�nost niklu mírně přesahuje 100 %. Po-
díly rozpustných sloučenin niklu v extraktu a natráveném 
vzorku jsou 16 % a 52 %  z celkového obsahu niklu ve 
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Obr. 1.  Eluční křivky sloučenin sledovaných prvků v natrá-
veném vzorku (černá čára) a extraktu (�edá čára), a � P, b � Mn, 
c � Fe, d � Mo, e � Cu, f � Zn, g � Ni  
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vzorku. Sloučeniny mědi v extraktu jsou obsa�eny v jediné 
nízkomolekulární (<2 kDa) frakci, přičem� jejich chroma-
tografická výtě�nost činí 83 %. V natráveném vzorku je 
měď rozdělena do dvou frakcí: první je toto�ná s frakcí 
v extraktu, druhá, o přibli�ně dvojnásobném obsahu Cu, 
spadá do vysokomolekulární oblasti (cca 120 kDa). Celko-
vá chromatografická výtě�nost mědi v natráveném vzorku 
je ni��í (69 %). Podíl rozpustných sloučenin mědi 
v extraktu a natráveném vzorku představuje přibli�ně jed-
nu pětinu resp. jednu polovinu celkového obsahu mědi. 
U zinku mají extrakt i natrávený vzorek společný jeden 
ostrý pík v nízkomolekulární oblasti (<2 kDa). Natrávený 
vzorek navíc obsahuje dal�í tři men�í frakce sloučenin 
zinku. Speciace sloučenin zinku je procesem trávení ovliv-
něna nejvíce ze v�ech stanovovaných prvků. V extraktu 
představuje rozpustný podíl zinku 8 % celkového obsahu 
Zn, v natráveném vzorku je to 74 %. Chromatografické 
výtě�nosti v�ak mají opačný trend, v extraktu dosahuje 
tento parametr hodnoty 52 %, v natráveném vzorku je to 
pouze 11 %. Eluční křivky molybdenu se velmi dobře 
shodují. Extrakt i natrávený vzorek poskytují jeden ostrý 
pík v nízkomolekulární oblasti (cca 2−3 kDa). Rozpustný 
podíl molybdenu v extraktu činí 42 % a v natráveném 
vzorku 62 % z celkového obsahu.  Chromatografické vý-
tě�nosti molybdenu se blí�í 100 %. Ostatní stanovované 
prvky se v natráveném vzorku a zejména extraktu vzorku 
nacházely v nízkých koncentracích a poskytovaly velmi 
slabé signály, které neumo�ňovaly správnou kvantifikaci. 

Je patrné, �e do  natráveného vzorku přechází vy��í 
podíl prvků ne� do extraktu, co� je způsobeno uvolněním 
prvků vázaných na biopolymery v důsledku jejich �těpení 
trávicími enzymy. Srovnáním retenčních časů specií jed-
notlivých prvků v natráveném vzorku a extraktu je patrné, 
�e některé species Ni, Zn, Fe a Cu mají stejné retenční 
časy. Jedná se o specie Ni a Zn (tR = 16,8 min), Fe a Ni (tR 
= 24,6 min) a Ni, Cu a Zn (tR = 32,2 min). Lze tedy před-
pokládat, �e tyto prvky mohou být vázány v extraktu 
i v natráveném vzorku na stejné ligandy.  

 
 
Tato práce vznikla za podpory výzkumného záměru 

M�MT ČR MSM 6046137307. 
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M. Juříček, R. Koplík, and O. Mestek (Institute of 

Chemical Technology, Prague): The Effect of Simulated 
Digestion on Element Speciation in Rye Flakes 

 
To investigate element speciation in digested rye 

flakes, a simulated digestion using pig�s pepsin and pan-
creatin was performed at 37 °C. The digest was analyzed 
by SEC/ICP-MS (Superdex 75, 0.02 mol l−1 Tris-HCl 
buffer). Most elements in flakes are solubilized by enzy-
matic hydrolysis. P and Mo recoveries in SEC analysis of 
the digest approach to 100 %, those of Fe and Cu range 
from 60 to 80 % and that of Zn varies from 10 to 40 %. 
Ionic species or labile complexes were not recovered. The 
proportions of elements change as a result of enzyme di-
gestion. No Fe is recovered in SEC analysis of flake ex-
tracts. Most Fe in the digest is bonded to a medium-
molecular-weight fraction. Low-molecular-weight 
(<2 kDa) fractions with bonded Cu and Zn partly persist in 
the digest. 
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hlediska výhodnými, vlastnostmi jsou nízká toxicita 
a snadná odbouratelnost.  

Vazba metallakarboranu (obr. 2) do lipofilních kavit 
CD je umo�něna díky interakcím mezi opačně nabitými 
vodíky3 (dále H-H můstky), které stabilizují vznikající 
inkluzní komplexy. Polarizované H-H můstky obsahují 
v�dy vodík z CD s kladným parciálním nábojem a vodík 
se záporným parciálním nábojem vázaný na elektropozi-
tivní bor. 

 
 

Experimentální část 
 
V�echna spektra 1H NMR byla měřena na NMR spek-

trometru Varian, model Mercury Plus (pracovní frekvence 
300 MHz). Spektra byla vzta�ena vůči methylovému sig-
nálu terc-butanolu umístěnému v uzavřené kapiláře vlo�e-
né do NMR kyvety s měřeným roztokem. Jako rozpou�tě-
dlo byla pou�ita deuterovaná voda (99,8 %-D Sigma Ald-
rich). Měření byla prováděna za konstantní teploty 298 K, 
v případě γ-CD při 323 K kvůli urychlení chemické výmě-
ny. 

Pou�ité chemikálie: kobalt(3+) bis(1,2-dikarbollid) 
sodný (obr. 2), 18,2 hm.% vody (určeno termogravimetrií, 
ověřeno metodou Karla Fishera a elementární analýzou), 
rozměry − průměr 0,51 nm, délka 0,91 nm. α-CD (6 glu-
kosových jednotek), 10,0 hm.% vody (určeno elementární 
analýzou), rozměry � vnitřní průměr kavity 0,52−0,57 nm 
a hloubka kavity 0,80 nm. β-CD (7 glukosových jednotek), 
13,7 hm.% vody (určeno elementární analýzou), rozměry � 
vnitřní průměr kavity 0,64−0,78 nm a hloubka kavity 
0,80 nm. γ-CD (8 glukosových jednotek), 8,9 hm.% vody 
(určeno elementární analýzou),  rozměry � vnitřní průměr 
kavity 0,75−0,95 nm a hloubka kavity 0,80 nm. 

Pro různé koncentrace jednotlivých CD byly měřeny 
1H NMR titrační křivky, tj. sledovány změny chemických 
posunů po přídavcích metallakarboranu, přičem� celková 
koncentrace CD byla udr�ována konstantní. U v�ech CD 
byl sledován předev�ím signál  1H-3 (obr. 3) nacházející se 
na �ir�ím vnitřním okraji kavity, který vykazuje největ�í 
změny chemického posunu. U signálu 1H-5 jsou změny 
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Úvod 

 
V této práci byla sledována interakce vybraného zá-

stupce ikosahedrálních metallakarboranů se třemi cyklo-
dextriny (dále CD) li�ícími se velikostí vnitřní kavity. 

Metallakarborany jsou nově objevenou skupinou inhi-
bitorů HIV-1 proteasy zodpovědné za replikaci viru 
a představují tedy potenciální virostatika pro léčbu HIV 
infekce1. Mezi významné vlastnosti metallakarboranů  
patří vysoká stabilita, rigidita skeletu a delokalizace náboje 
po jejich povrchu. Hydrofobní charakter metallakarboranů 
způsobuje jejich nízkou rozpustnost a spontánní agregaci 
ve vodném prostředí2, s čím� souvisí problémy při testová-
ní i potenciálním farmaceutickém vyu�ití. 

Nezbytnou podmínkou pro léčbu je předev�ím trans-
port účinné látky do buněk. Jednou z mo�ností solubilizace 
inhibitorů a zlep�ení transportu je vytvoření optimálně 
stabilního komplexu s látkami schopnými procházet bu-
něčnou stěnou. Tento komplex má být natolik stabilní, aby 
zároveň zabránil vzniku ne�ádoucího komplexu metalla-
karboranu se sérovým albuminem přítomným v relativně 
vysokých koncentracích v krvi. Vhodnými stericky a tva-
rově komplementárními ligandy pro komplexaci metalla-
karboranů jsou právě CD. Jsou to obecně cyklické oligosa-
charidy tvořené několika jednotkami α-D-glukopyranosy 
(obr. 1) spojenými vazbou α-1,4. Mají tvar dutého kornou-
tu s relativně lipofilněj�í kavitou ve srovnání s vněj�ím 
hydrofilním povrchem. Jejich dal�ími, z farmaceutického 

 

* Jakub Rak získal za tuto práci zvlá�tní cenu poroty v soutě�i O cenu firmy Merck 2007 za nejlep�í studentskou vědeckou práci v oboru 
analytická chemie. 

Obr. 1. Tvar molekuly α-, β-, γ-CD (n = 6,7,8) s číslováním 
atomů 
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chemického posunu podstatně men�í a nelze je sledovat 
v průběhu celé titrace, proto�e nastává překryv se signálem 
1H-6. Změny chemických posunů pro dal�í vodíky CD 
jsou pro vyhodnocení příli� malé a signály vodíků z OH 
skupin nelze sledovat v deuterované vodě kvůli probíhající 
chemické výměně s jádry deuteria z rozpou�tědla.  

Roztoky byly v�dy připravovány bezprostředně před 
vlastním měřením a byly sonifikovány pro zaji�tění homo-
genity. Bylo ověřeno, �e pozorovaná změna chemického 
posunu je časově nezávislá v rámci několika hodin. Po 
několikadenním stání se roztoky stávají nehomogenními � 
zřejmě v důsledku agregace obou slo�ek samotných 
a pravděpodobně i vzniku směsných agregátů CD a metal-
lakarboranu.  

 
 

Výsledky a diskuse 
 
Největ�í změny chemického posunu α-CD, β-CD 

i γ-CD byly pozorovány v�dy na signálu 1H-3 nacházejí-
cím se na �ir�ím vnitřním okraji kavity. S rostoucí vzdále-

ností od �ir�ího okraje změny chemických posunů ostat-
ních 1H signálů klesají, z čeho� lze usuzovat na vnořování 
metallakarboranu do kavity CD �ir�ím hrdlem. Analogicky 
největ�í změny chemických posunů signálů 13C byly pozo-
rovány při �ir�ím okraji CD. Vzhledem k nejvy��í citlivosti 
ke komplexaci byly pro vyhodnocení vybrány signály 1H-3. 
Příklad pozorovaných změn ve spektru při titraci α-CD je 
uveden na obr. 3. 

Pro vyhodnocení titračních křivek a určení parametrů 
bylo vyu�ito matematického modelování, tj. navr�ení mo�-
ných produktů komplexačních rovnováh v souladu 
s teoretickými předpoklady a naměřenými daty a nalezení 
parametrů tohoto modelu.  

Uva�ované komplexy jsou schematicky znázorněny 
na obr. 4. Nejjednodu��í komplex 1:1 spočívá v inkluzi 
metallakarboranu do kavity CD,  relativně mělké zanoření 
dané velikostmi obou látek umo�ňuje vznik symetrického 
komplexu 2:1. Komplex 1:1 mů�e komplexovat dal�í vol-
ný metallakarboran a vzniká tak komplex 1:2. Komplex 
2:2 si lze představit jako neinkluzní komplex dvou inkluz-
ních komplexů 1:1. Očekávaná interakce mezi dvěma me-
tallakarborany v komplexech 1:2 a 2:2 by mohla vzniknout 
přiblí�ením volných (tj. bez CD) subklastrů metallakarbo-
ranů, mezi nimi� by se nacházel solvatovaný sodný kation.  

Vznik různých typů komplexů AiBj (A značí cyklo-
dextrin a B metallakarboran) podle rovnic  

 
  

lze popsat rovnová�nými konstantami  

Pro pozorovanou změnu chemického posunu signálu 1H-3 
cyklodextrinu jako sledované látky platí v případě rychlé 
chemické výměny vztah  

kde c(A) je celková analytická koncentrace cyklodextrinu, 
jeho� signál je sledován.  Minimalizací sumy kvadrátů 
odchylek experimentálních a modelovaných hodnot ∆δobs 
se získají optimalizované hodnoty parametrů matematické-
ho modelu.  

[A B ]
K

[A] [B]
i j
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Obr. 2. Ikosahedrální metallakarboran - kobalt(3+) bis(1,2-di-
karbollid) sodný 

Obr. 3. 1H NMR spektra metallakarboranu (nahoře), α-CD 
(uprostřed) a jejich směsi (dole); měření prováděno v D2O 
s vnitřní kapilárou pro referencování, spektra obsahují zbytkové 
signály rozpou�tědla 

Obr. 4. Schematické znázornění mo�ných typů komplexů CD 
(lichobě�ník) s metallakarboranem (ovál): 1:1, 2:1, 1:2, 2:2 

         5,00                         4,50                          4,00                          3,50 
ppm (f1)  

A B A Bi ji j ⎯⎯→+ ←⎯⎯
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Pro zkoumanou soustavu rovnováh byl vytvořen mo-
del, kde ka�dý produkt je popsán dvěma parametry: kon-
stantou stability komplexu Kij a tzv. �complexation indu-
ced shift� ∆δij, tj. rozdílem chemického posunu daného 
signálu v komplexu oproti posunu nekomplexovaného CD. 
V případě nesymetrických komplexů obsahujících více ne� 
jednu molekulu sledované látky (cyklodextrinu) odpovídá 
∆δij zprůměrované hodnotě ∆δ v�ech molekul sledova-
né látky z komplexu. Snahou bylo pou�ít pro daný 
systém minimální počet vznikajících komplexů � v této 
práci i, j ∈ {1, 2}. Pou�ívání víceparametrových modelů je 
obecně ne�ádoucí, proto�e hrozí vzájemná korelace mezi 
parametry. 

Naměřené titrační křivky pro systém α-CD + metalla-
karboran odpovídají kvalitativně komplexaci se stechiome-
trií 1:1, jak lze očekávat podle zlomu na křivce získané pro 
nejvy��í koncentraci α-CD. Pro vyhodnocení konstanty 
stability jsou vhodné5 křivky změřené při dvou ni��ích 
koncentracích. Hodnotu konstanty stability komplexu 
a prolo�ení titračních křivek je vidět na obr. 5. Hodnota 
konstanty stability byla nezávisle ověřována pomocí iso-
termální kalorimetrie (ITC). Získaná hodnota konstanty 
stability pro vznik komplexu se stechiometrií 1:1 se sice 
poměrně dobře shoduje s hodnotou získanou z NMR, ale 
s ohledem na rozpustnost  látky le�ela tato hodnota na 
hranici měřitelnosti ITC. Model předpokládající vznik 
komplexů 1:1 a 2:1 dává lep�í prolo�ení v�ech čtyř křivek 
najednou, co� ov�em mů�e být i důsledek vět�ího počtu 
nastavitelných parametrů. Na druhou stranu takový model 
vychází z velikosti a symetrie metallakarboranu a velikosti 
kavity CD a z analogie s výsledky u systému β-CD + me-
tallakarboran.  

Průběh titračních křivek u systému β-CD + metalla-
karboran na obr. 6  vylučuje, �e by se mohlo jednat vý-
hradně o komplex 1:1. Jednotlivé titrační křivky lze prolo-

�it modelem 1:1 a 2:1, pro současné prolo�ení v�ech kři-
vek v�ak tento model selhává. Teprve model zahrnující 
vznik produktů se stechiometrií 1:1, 2:1, 1:2, 2:2 splňuje 
v�echny nezbytné podmínky a vztahy mezi jednotlivými 
parametry a výsti�ně prokládá naměřená data. Komplexace 
je určitě výrazně silněj�í, co� odpovídá hlub�ímu zanoření 
metallakarboranu do vět�í kavity CD. Rovně� průběh kři-
vek ITC svědčí o vzniku více typů komplexů a o řádově 
silněj�í komplexaci ve srovnání s α-CD. Pro průkazněj�í 
popis komplexace u tohoto systému bude třeba současně 
vyhodnotit výsledky z více analytických metod, co� bude 
předmětem dal�ího studia.  

Jednotlivé křivky γ-CD + metallakarboran (obr. 7) 
mají sice podobný průběh jako v případě β-CD, ale 
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Obr. 5. Závislost změny chemického posunu signálu 1H-3 α-CD, 
∆δobs, na poměru látkových koncentrací metallakarboranu 
vůči α-CD, n, při teplotě 298 K; koncentrace α-CD v mmol l−1:  
0,15(!); 0,38("); 2,3(#); 8,5($). Prolo�ení křivek pomocí mode-
lu 1:1 s konstantou stability 899 a hodnotou ∆δ11 = 89,2 Hz 
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Obr. 6. Závislost změny chemického posunu signálu 1H-3 
β-CD, ∆δobs, na poměru látkových koncentrací metallakarbora-
nu vůči β-CD, n, při teplotě 298 K; koncentrace β-CD v mmol l−1:  
0,16 (#); 0,47 ("); 1,5 (!). Data propojena pro lep�í přehlednost 

Obr. 7. Závislost změny chemického posunu signálu 1H-3 γ-CD, 
∆δobs, na poměru látkových koncentrací metallakarboranu 
vůči γ-CD, n, při teplotě 323 K; koncentrace γ-CD v mmol l−1: 
1,9 (!); 4,3 ("); 14 (#). Data propojena pro lep�í přehlednost 
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k vysti�ení jejich průběhu se dvěma extrémy nestačí model 
1:1 a 2:1. Celkově v�ak ani model vyu�itý u β-CD (tj. 1:1, 
2:1, 1:2, 2:2) není schopen uspokojivého prolo�ení v�ech 
naměřených dat najednou. Je mo�né, �e vzniká je�tě více 
typů komplexů, také zde mů�e díky vět�í velikosti kavity 
docházet ke vzniku slo�itěj�ích směsných agregátů. Přesto 
lze předpokládat srovnatelné konstanty stability s β-CD 
vzhledem k velikosti kavity (vět�í oproti α-CD i β-CD, ale 
umo�ňující je�tě efektivní tvorbu H-H můstků). Za labora-
torní teploty je ve spektrech pozorována pomalá chemická 
výměna znemo�ňující odečet změn chemického posunu, 
proto byla měření prováděna při teplotě 323 K. U kom-
plexace β-CD bylo v�ak ověřeno, �e průběh titrační křivky 
touto změnou teploty není výrazně ovlivněn.   

Kromě vzniku inkluzních  komplexů CD mů�e rovno-
váhu ovlivňovat také agregace metallakarboranu, její� 
průběh je v�ak znám pouze na kvalitativní úrovni2. K in-
tenzivní agregaci dochází paradoxně při velmi nízkých 
koncentracích metallakarboranu a potom předev�ím při 
velmi vysokých koncentracích. Je známo, �e agregaci me-
tallakarboranu lze potlačit přídavkem methanolu. V této 
práci v�ak bylo pozorováno, �e u� 10 % methanolu ve 
vodě zcela zabrání tvorbě komplexu s CD (data nejsou 
ukázána). Rovnová�ný proces mů�e dále ovlivnit také 
agregace CD, která se uplatňuje při koncentracích vy��ích 
ne� 3 mM (cit.4). Zahrnutí těchto fenoménů do popisu 
rovnováhy sice způsobí zlep�ení průběhu prolo�ení experi-
mentálních dat, av�ak za cenu dal�ího nárůstu počtu opti-
malizovaných parametrů matematického modelu.  

 
 

Závěr 
 
V práci bylo ukázáno, �e cyklodextriny mohou slou�it 

pro komplexaci ikosahedrálních metallakarboranů a �e lze 
velikostí kavity modulovat stabilitu komplexu. Tento fakt 
je důle�itým kritériem v dal�ím testování metallakarboranů 
pro uvedené farmakologické aplikace. Tvorba stabilních 
inkluzních komplexů otevírá mo�nost formulační strategie 
pro potenciální léčiva. 

 
Tato práce vznikla za finanční podpory Výzkumného 

záměru M�MT ČR č. 6046137307, Centra pro výzkum 
nových antivirotik a cytostatik 1M0508 M�MT ČR a Cent-
ra LC 512. 
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        J. Raka, M. Tkadlecováa, P. Cíglera,b, and 
V. Krála,c (a Department of Analytical Chemistry, Institute 
of Chemical Technology, Prague, b Gilead Sciences Re-
search Center, Institute of Organic Chemistry and Bio-
chemistry, Academy o Sciences of the Czech Republic, 
c Zentiva Co. Prague): NMR Study of  Complexation of 
Metallacarboranes with Cyclodextrins 

 
Metallacarboranes and their derivatives are the re-

cently discovered inhibitors of HIV protease. The main 
goal of this work was to study the interaction of parent 
metallacarborane derivatives  with cyclodextrins (CD) 
differing in the inner cavity size. This interaction can im-
prove the drug solubility and its transport to the cells. For 
α-, β- and γ-CD, NMR titrations with sodium cobalt(III) 
bis(1,2-dicarbollide) were performed at various CD con-
centrations. It was found that the greatest change in the 1H 
NMR chemical shift is observed at position 3 of CD on the 
inner broader rim of the cone-shaped molecule of CD. For 
α-CD, the NMR titration curves correspond to the 1:1 
stoichiometry and to the stability constant ca. 900. For β-
CD, simultaneous formation of 1:1 and 2:1 complexes and 
higher stability constants at least by two orders of magni-
tude follow from the titration curves. For γ-CD, more than 
two types of complexes are present. It was shown for β-
CD that the increased temperature does not significantly 
influence the titration curves. The model, consisting of 
a high number of adjustable parameters, for the determina-
tion of stability constants of the complexes must be con-
firmed by independent analytical methods such as isother-
mal calorimetry and X-ray structure determination. 
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ná pro měření Cu a Cd. Podobných výsledků bylo dosa�e-
no při pou�ití gelu kopolymeru kyseliny akrylové a akryl-
amidu24. Popsána jsou také sorpční média zalo�ená na 
jiném principu ne� na iontové výměně, např. na srá�ení. 
Pro stanovení fosfátů tak bylo vyu�ito oxidů �eleza25 a pro 
stanovení sulfidů jodidu stříbrného fixovaného v sorpčním 
gelu12,26. 

V této práci byly studovány vlastnosti nového specific-
kého sorpčního gelu na bázi selektivního iontoměniče Sphe-
ron-Oxin® s vázanými funkčními skupinami 8-hydroxy-
chinolinu pro vyu�ití v technice DGT ke stanovení vybra-
ných kovů (Cd, Cu, Ni a Pb) zajímavých z hlediska cha-
rakterizace některých součástí �ivotního prostředí. Byla 
optimalizována syntéza nového sorpčního gelu, stanoveny 
pomocné parametry slou�ící k vyhodnocení charakteristik 
záchytu analytů (eluční faktor, kapacita sorpčních disků), 
dále byly studovány faktory ovlivňující selektivitu sorpce 
(pH, iontová síla), vliv potenciálně konkurujících iontů 
(Mg) a modelových komplexujících ligandů (kyselina 
iminodioctová), simulujících vliv přírodních součástí vod-
ních systémů. Vlastnosti nového sorpčního gelu byly srov-
nány s vlastnostmi sorpčního gelu obsahujícího bě�ně pou-
�ívaný chelatační iontoměnič Chelex 100 s vázanou kyse-
linou iminodioctovou. 

 
 

Experimentální část 
 
C h e m i k á l i e  

 
Pro přípravu difuzních a sorpčních gelů byl pou�it 

akrylamid (40%, Merck, Darmstadt, SRN), patentované 
síťovadlo (DGT Research, Ltd., Lancaster, UK), peroxosí-
ran amonný (Sigma-Aldrich, Steinheim, SRN) 
a N,N,N�,N�, tetramethylethylendiamin (TEMED; Sigma-
Aldrich). Pro přípravu sorpčních gelů byl dále pou�it Che-
lex 100 (Na-forma, velikost zrn 38−75 µm, Bio-Rad Labo-
ratories, Hercules, USA) a Spheron-Oxin® 1000 (velikost 
zrn 63−100 µm, Lachema Brno, ČR). Ve v�ech experi-
mentech byly pou�ity chemikálie čistoty p.a. a deionizova-
ná voda připravená přístrojem Milli-Q Academic firmy 
Millipore. Pro přípravu modelových roztoků byly pou�ity 
standardní roztoky Cd, Cu, Ni a Pb o koncentraci 1 mg ml−1 
(Astasol®, Analytika Praha, ČR). 

 
P ř í s t r o j e  

 
Obsah kovů v eluátech sorpčních gelů a v roztocích 

odebraných před a po aplikaci sond DGT byl stanoven 
plamenovou a bezplamenovou atomovou absorpční spekt-
rometrií na přístrojích AA 3110 a AAnalyst 600 (Perkin 
Elmer Analytical Instruments, USA) za podmínek bě�ně 
doporučovaných výrobcem. 
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Klíčová slova: technika difuzního gradientu v tenkém fil-
mu (DGT), Spheron-Oxin® 
 

Úvod 
 
Technika difuzního gradientu v tenkém filmu 

(Diffusive Gradients in Thin Films Technique − DGT) 
vyvinutá v 90. letech minulého století1 je v současnosti 
s úspěchem pou�ívána k měření in situ stopových koncent-
rací2 celé �kály převá�ně labilních kovových specií 
v přírodních vodách3−10, sedimentech11−16 a půdách17−20. 

K přednostem techniky DGT patří jednoduchost pro-
vedení, nízké náklady, vysoká citlivost, prekoncentrační 
schopnosti, vyu�ití při současném stanovení více prvků a 
mo�nost speciační analýzy. Technika DGT je zalo�ena na 
Fickových zákonech difuze. Vyu�ívá tenké vrstvy hydro-
gelu, která řídí transport kovů z roztoku k sorpčnímu mé-
diu, v něm� se akumulují labilní specie kovů8. Nejpou�íva-
něj�ím sorpčním médiem pro stanovení kovů technikou 
DGT je chelatační iontoměnič Chelex 100 s vázanými 
skupinami kyseliny iminodioctové, který je selektivní pro 
volné ionty přechodných kovů a jejich ionty vázané ve 
slabých komplexech. 

Klíčovou roli při stanovení specií kovů technikou 
DGT hraje nalezení vhodného sorpčního gelu umo�ňující 
stanovení �ir�ího spektra chemických specií. 

V posledních letech byla vyzkou�ena řada nových 
sorpčních gelů. Pro měření radionuklidů Cs a Sr ve vodách 
byl pou�it sorpční gel obsahující iontoměnič AG50W-X8 
(cit.21) nebo gel obsahující vázaný fosfomolybdenan amon-
ný22. Jako sorpční médium byly rovně� pou�ity membrány 
na bázi celulosy s funkčními skupinami kyseliny fosforeč-
né23. Tato modifikace techniky DGT se ukázala být vhod-

 

* Tato práce byla úspě�ně prezentována v soutě�i O cenu firmy Merck 2007 za nejlep�í studentskou vědeckou práci v oboru analytické 
chemie.  



Chem. Listy 102, 213−217 (2008)                                                                                                                                      Cena Merck  

214 

P r a c o v n í  p o s t u p y  
 
Difuzní gel i sorpční gely, tj. gely se zakomponova-

nými iontoměniči, byly připravovány dle postupů přeja-
tých od DGT Research Ltd., Lancaster, UK (cit.27). 
Z plátků gelů byly speciálním no�em vyřezány kruhové disky 
o průměru 25 mm. Disky difuzního gelu byly před pou�itím 
stabilizovány a uchovávány v 0,01 mol l−1 NaNO3. Z disků 
sorpčních gelů byly opakovaně elucí v 1 mol l−1 kyseliny 
dusičné je�tě před jejich pou�itím odstraněny analyty, sor-
bované během syntézy. Přeči�těné gely byly nakonec 
uchovávány v deionizované vodě. 

Vzorkovací jednotky DGT pístového tvaru8,27 byly 
sestaveny těsně před expozicí tak, �e na vnitřní cylindric-
kou část jednotky byl umístěn disk sorpčního gelu, který 
byl překryt diskem difuzního gelu a následně ochranným 
membránovým hydrofilním polyethersulfonovým filtrem 
(Supor®-450, Pall Corporation, USA, póry 0,45 µm), který 
zabraňoval mechanickému po�kození gelů. Tyto vrstvy 
pak byly uzavřeny druhou prstencovou částí jednotky 
DGT s expozičním okénkem o průměru 2 cm. 

Po expozici v modelových roztocích iontů vybraných 
kovů (Cd, Cu, Ni a Pb) za zvolených podmínek byly jed-
notky DGT rozebrány a jednotlivé vrstvy gelů odděleny. 
Sorpční gely byly eluovány po dobu 24 h v 1 ml 1 mol l−1 
kyseliny dusičné v uzavřených, předem vyči�těných, plas-
tových nádobkách. Pro srovnávací měření byly z modelo-
vých roztoků odebírány vzorky roztoku před a po expozici 
jednotek DGT, které byly filtrovány přes membránový filtr 
s póry o velikosti 0,45 µm (Supor®-450) k oddělení podílu 
kovů nacházejících se v koloidních částicích. 

 
 

Výsledky a diskuse 
 
S y n t é z a  s o r p č n í h o  g e l u  a  s t a n o v e n í   
p o m o c n ý c h  c h a r a k t e r i s t i k  

 
Předbě�né experimenty ukázaly, �e při přípravě 

sorpčního gelu bylo mo�no zabudovat a� 0,2 g Spheron-
Oxinu® na 1 ml gelového roztoku. Toto mno�ství iontomě-
niče tak poskytovalo dostatečnou sorpční kapacitu disku 
jednotky DGT, jak je ukázáno ní�e, umo�ňující dlouhodo-
bou expozici disku v reálných vodných systémech �ivotní-
ho prostředí. Pro dosa�ení homogenního rozlo�ení Sphe-
ron-Oxinu® v sorpčním gelu, které je třeba dodr�et pro 
získání reprodukovatelných výsledků zvlá�tě při eluci za-
chycených kovů, je vhodné iontoměnič před polymerací 
ponechat po dobu 72 h botnat v gelovém roztoku. 

Vykrojené disky připravených sorpčních gelů byly 
nejprve charakterizovány stanovením pomocných parame-
trů dovolujících vyhodnotit záchyt iontů sledovaných kovů 
v sorpčním gelu, a to objem roztoku obsa�eného v sorpčním 
gelu disku, kinetiku eluce a účinnost eluce (eluční faktor) za-
chycených kovů 1 ml 1 mol l−1 kyseliny dusičné. Dále byla 
stanovena celková sorpční kapacita disku sorpčního gelu, 
dovolující odhadnout prakticky vyu�itelnou kapacitu disků. 

Z úbytku hmotnosti připravených disků su�ením při 
105 °C (gel obsahuje více ne� 95 % vody) a rovně� ze 
známého průměru disku 25 mm a jeho tlou�ťky změřené 
mikrometrem byl zji�těn objem disku Vg 0,19 cm3, o který 
je třeba navý�it objem Ve přidaného elučního roztoku při 
stanovení zachyceného mno�ství kovu. Eluční faktor fe, 
který vyjadřuje výtě�ek jednorázové eluce při zvoleném 
objemu elučního činidla, byl zji�těn z poměru mno�ství 
kovu uvolněného v jednom jednodenním elučním stupni a 
z celkového mno�ství kovu získaného vyluhováním během 
několika po sobě jdoucích jednodenních elucí tého� expo-
novaného disku stejným mno�stvím roztoku kyseliny. 
Zji�těné hodnoty elučních faktorů činily pro Cd 0,98, pro 
Cu 0,66, pro Ni 0,86 a pro Pb 0,93. Pořadí elučních fakto-
rů Cd>Pb>Ni>Cu koresponduje se stoupajícími hodnotami 
konstant stability β1  (log β1 činí 7,2; 9,0; 9,9 a 12,2; cit.28) 
komplexů iontů kovů s 8-hydroxychinolinem do prvního 
stupně. Měření kinetiky eluce kovů v intervalu do 24 h 
ukázala, �e ustavení eluční rovnováhy nastává ji� po 
30 min u v�ech sledovaných kovů. Uvolnění sorbovaných 
kovů z disků se Spheron-Oxinem® je tedy reverzibilní 
a velmi rychlé. 

Eluční faktory pro Cd, Cu, Ni a Pb u bě�ně pou�íva-
ného sorpčního gelu s iontoměničem Chelex 100 nabývají 
hodnot kolem 0,80 (cit.8). 

Pro srovnání s bě�ným sorpčním gelem obsahujícím 
Chelex 100 byla stanovena té� sorpční kapacita disků 
sorpčního gelu se Spheron-Oxinem®. Při několikanásob-
ném přetí�ení disku ionty mědi ve statickém uspořádání 
dosahovala kapacita disků hodnoty 3 µmol/disk, jak uka-
zuje obr. 1. Tato hodnota je ni��í oproti teoretické hodnotě 
8 µmol/disk vypočtené ze známé kapacity pou�itého ionto-
měniče pro Cu (0,25−0,3 mmol g−1; cit.29) a objemu sorpč-
ního gelu. Sní�ení kapacity je pravděpodobně vyvoláno 

Obr. 1. Závislost sorbovaného mno�ství mědi nCu na vlo�eném 
mno�ství mědi iCu (sorpční izoterma Cu) pro sorpční gel se 
Spheron-Oxinem® při pH 7, teplotě 24 °C a poměru fází 2 ml 
roztoku na disk 
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zabudováním iontoměniče do struktury polyakrylamidové-
ho gelu. Lineární oblast sorpční izotermy, v ní� má disk 
praktické analytické vyu�ití, odpovídá asi 10 % celkové 
kapacity sorpčního gelu, která je dostatečně vysoká pro 
několikatýdenní a� několikaměsíční expozici jednotky 
DGT s tímto sorpčním gelem v přírodních vodných systé-
mech. 

Z měření závislosti sorpce niklu na době expozice 
disků při několikanásobném přetí�ení byla odvozena cel-
ková kapacita disku 2,4 µmol Ni, která velmi dobře odpo-
vídala celkové kapacitě disku pro Cu, zji�ťované ve static-
kém uspořádání. 

Bě�né disky sorpčních gelů s iontoměničem Che-
lex 100 mají kapacitu asi 5 µmol/disk Cd (cit.8). Kapacity 
sorpčních gelů se Spheron-Oxinem® a s Chelexem 100 tak 
dosahují přibli�ně stejných hodnot, a proto mohou být 
aplikovány za srovnatelných podmínek. 

 
O v ě ř e n í  f u n k č n o s t i  t e c h n i k y  D G T   
v y u � í v a j í c í  s o r p č n í  g e l  

 
Z koncentrace Ce [ng cm−3] jednotlivých kovů 

v eluátech sorpčních gelů a z hodnot elučních faktorů byla 
vypočtena mno�ství kovů vázaných na Spheron-Oxin® 
v jednotlivých discích, a dále pak koncentrace kovů v roz-
toku CDGT  [ng cm−3] stanovená technikou DGT, přičem� 
pro výpočet byly pou�ity tabelované hodnoty difuzních 
koeficientů D [cm2 s−1] převzaté z literatury8, experimen-
tálně zji�těná tlou�ťka ∆g [cm] difuzního gelu 0,08 cm, 
příslu�ná doba expozice  t  [s] a průřez A [cm2] difuzního 
okénka 3,14 cm2 (dle 1. Fickova zákona CDGT = Ce . (Ve + 
Vg) . ∆g / fe . D . t . A). Porovnáním koncentrace kovů nale-
zených technikou DGT CDGT a koncentrace kovů CSOL 
stanovených přímo v roztocích odebraných vzorků expo-
zičních roztoků byly nalezeny poměry CDGT / CSOL  0,98 ± 
0,11 pro Cd, 1,07 ± 0,10 pro Cu, 0,94 ± 0,11 pro Ni a 1,16 
± 0,09 pro Pb (hodnoty ± reprezentují roz�ířenou nejistotu 
měření). Tyto výsledky ukazují, �e technika DGT se 
sorpčním gelem na bázi Spheron-Oxinu® poskytuje spo-
lehlivé výsledky pro v�echny sledované kovy. 

 
V l i v  f a k t o r ů  o v l i v ň u j í c í c h  s o r p c i   
n a  s o r p č n í  g e l  

 
Vliv pH vněj�ího roztoku 

Vliv kyselosti vněj�ího roztoku na záchyt Cd, Cu a Ni 
byl sledován v oblasti pH 3−8 (pou�ití sorpčních gelů 
v alkalické oblasti je omezeno botnacími efekty polyakry-
lamidového gelu30). Sorpční gel se Spheron-Oxinem® 
účinně zachycuje kovy z roztoku o pH 6−8 (viz obr. 2) 
a mů�e tedy být vyu�it pro stanovení kovů ve vět�ině pří-
rodních vod. Zmíněné rozmezí pH je velmi podobné oblas-
ti zji�těné pro sorpční gel s Chelexem 100 (cit.8). Výrazný 
pokles záchytu Cd při hodnotě pH 3 na gelu se Spheron-
Oxinem® je podobný chování sorpčního gelu 
s Chelexem 100 (cit.8). 

 

Vliv iontové síly 
Vliv iontové síly na záchyt kovů na sorpčním gelu se 

Spheron-Oxinem® byl sledován při pH 7 na modelových 
roztocích kadmia s koncentrací NaNO3 rostoucí a� 
k hodnotě odpovídající koncentraci sodných iontů 
v mořské vodě, a to v rozsahu 2,5⋅10−5 − 0,6 mol l−1. 
Z výsledků měření vyplynulo, �e změna iontové síly 
v rámci experimentální nejistoty (<5 %) nemá vliv na 
sorpci kadmia v celém rozsahu a �e tedy technika DGT 
mů�e poskytovat spolehlivé výsledky jak při stanovení 
kovů ve velmi čistých sladkých vodách, tak i ve vodách 
mořských. Zároveň výsledky ukazují, �e záchyt iontů pře-
chodných kovů je značně selektivní proti bě�ným alkalic-
kým kovům, které se mohou v přírodních systémech 
s vysokou solností nacházet a� v několikařádovém přebyt-
ku vůči kovům přechodným. 

Některé z předchozích studií uvádějí, �e koncentrace 
nalezená technikou DGT ve vodách s nízkou iontovou 
silou mů�e být nadhodnocena díky tomu, �e sodná forma 
iontoměniče Chelexu 100, vytvářející záporný koncentrač-
ní gradient v difuzním gelu, mů�e ovlivňovat transport 
iontů gelem v roztocích s nízkou iontovou silou < 2⋅10−4 
mol l−1 (cit.31). Rovně� v práci32 byl zmiňován vliv nízké 
iontové síly (1⋅10−2 mol l−1 NaNO3) na výsledky nalezené 
technikou DGT.  Podobné efekty v�ak nebyly při pou�ití 
sorpčních gelů se Spheron-Oxinem® pozorovány, patrně 
proto, �e funkční skupiny nejsou při pH blízkém neutrální-
mu v sodné formě. Z tohoto pohledu se pou�ití nového 
sorpčního gelu jeví výhodněj�í. 

 
Vliv hořečnatých iontů 

Funkční skupiny Chelexu 100 (kyselina iminodiocto-
vá) a Spheron-Oxinu® (8-hydroxychinolin) tvoří relativně 
stabilní komplexy s vápníkem a hořčíkem, které jsou velmi 
často přítomny v přírodních vodách. Jak vyplývá z hodnot 
konstant stability pro oba typy ligandů, pevnost komplexu 

Obr. 2. Závislost sorpce Cd, Cu a Ni na hodnotě pH vněj�ího 
roztoku stabilizovaného 0,02 mol l−1 octanovým pufrem a s kon-
centrací ka�dého z kovů 30 µg l−1, ! Cd, ! Cu, " Ni 
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hořčíku je proti komplexu vápníku vy��í. I kdy� je kon-
stanta stability komplexu 8-hydroxychinolinu s hořčíkem 
ni��í ve srovnání s komplexy s Cd, Cu, Ni a Pb, mů�e pří-
tomnost hořčíku ovlivňovat výsledky nalezené technikou 
DGT v důsledku mnohonásobně vy��í koncentrace hořčíku 
ne� sledovaných přechodných kovů v přírodních vodách. 
Z rozdílu konstant stability hořčíku a jednotlivých kovů 
vyplývá (konstanty stability komplexů kovů Mg, Cd, Cu, 
Ni a Pb s kyselinou iminodioctovou do prvního stupně β1, 
vyjádřené jako log β1 činí 2,94; 5,35; 10,55; 8,26 a 7,45; 
a pro komplexy s 8-hydroxychinolinem činí 4,50; 7,20; 
12,20; 9,90 a 9,02; cit.27,33), �e vliv hořčíku by se měl nej-
více projevit na sorpci kadmia a nejméně na sorpci mědi. 
Proto byl zkoumán vliv přítomnosti hořčíku jako potenci-
álního přírodního interferentu, který by mohl negativně 
ovlivňovat výsledky získávané technikou DGT. 

Vliv přítomnosti hořečnatých iontů při pH 7 na sorpci 
kovů v sorpčních gelech s Chelexem 100 a se Spheron-
Oxinem® byl sledován v rozmezí koncentrací 0−0,05 mol l−1 

dusičnanu hořečnatého. Horní mez intervalu odpovídá 
koncentraci hořečnatých iontů v mořské vodě. V celém 
rozsahu koncentrací neměl v rámci experimentální nejisto-
ty (<5 %) obsah hořečnatých iontů vliv na sorpci Cd, Cu, 
Ni a Pb i při teoretickém přetí�ení kapacity disků sorpč-
ních gelů hořečnatými ionty o dva řády a při molárním 
koncentračním poměru hořčíku a sledovaného kovu 105, 
co� odpovídá horní mezi zkoumaného intervalu. Tento 
vliv se neprojevil ani při sorpci kadmia, kde by se měl vliv 
hořečnatých iontů nejvíce projevit. Afinita obou sorbentů 
k iontům alkalických zemin je tedy ni��í, ne� by se dalo 
očekávat podle analogie s homogenními komplexními 
rovnováhami v roztocích. Z výsledků také vyplývá, �e oba 
typy sorpčních gelů mohou být pou�ity při stanovení kon-
centrace kovů ve vodách s vysokou tvrdostí. 

Vliv kyseliny iminodioctové 
Při aplikaci jednotek DGT v přírodních systémech se 

mů�e projevit vliv některých konkurujících komplexujících 
slo�ek, jako např. huminových látek. Jako ligand, který by 
simuloval vliv konkurující látky přítomné v přírodním vod-
ném systému, byla pro modelové experimenty vybrána kyse-
lina iminodioctová. Vliv tohoto konkurenčního činidla na 
výtě�ek záchytu Cd, Cu, Ni a Pb byl studován při pH 7 pro 
sorpční gely se Spheron-Oxinem® i s Chelexem 100. 

Z výsledků na obr. 3 a 4 je patrné, �e s růstem koncent-
race kyseliny iminodioctové klesá koncentrace kovů stanove-
ných technikou DGT. Vliv rostoucí koncentrace kyseliny 
iminodioctové CIDA na relativní výtě�ek záchytu je vyjádřen 
jako podíl zdánlivého difuzního koeficientu DAPP pro defino-
vanou koncentraci kyseliny iminodioctové a tabelovaného 
difuzního koeficientu DTAB, odpovídajícího nulové koncentra-
ci kyseliny iminodioctové. Přitom je zdánlivý difuzní koefici-
ent vyjádřen ve smyslu 1. Fickova zákona jako tok iontů kovu 
normalizovaný na jednotkovou tlou�ťku difuzní vrstvy a jed-
notkovou koncentraci kovu v roztoku. Zlom na křivce závis-
losti nastává ji� při poměrně nízkých koncentracích konkuru-
jícího ligandu. Podle odhadu dosahuje koncentrace funkčních 
skupin v gelovém roztoku sorpčního disku s Chelexem 100 
hodnoty 3⋅10−2 mol l−1. Při této koncentraci kyseliny iminodi-
octové ve vněj�ím roztoku by se měly koncentrace volných 
iontů kovů v obou roztocích vyrovnat. Z grafů lze tedy vyvo-
dit, �e se v roztoku s volnými funkčními skupinami tvoří 
stabilněj�í komplexy ne� s fixovanými v sorpčním gelu. 

Průběhy závislostí pro sorpční gely s Chelexem 100 i se 
Spheron-Oxinem® jsou velmi podobné (obr. 3 je pro jednodu-
chost uveden jen graf pro Cd). V rozmezí koncentrací kyseli-
ny iminodioctové 1⋅10−8−1⋅10−4 mol l−1 výtě�ky kolísají 
v rámci experimentální chyby (<5 %) oproti výsledku pro 
nulovou koncentraci kyseliny iminodioctové (na obr. 3 a 4 je 

Obr. 3. Závislost relativního výtě�ku záchytu Cd na sorpčním 
gelu obsahujícím Chelex 100 a Spheron-Oxin® na koncentraci 
kyseliny iminodioctové (pH 7), CIDA v mol l−1, DAPP/DTAB je 
poměr zdánlivého a tabelovaného difuzního koeficientu,  
! CHELEX 100, ! SPEHERON-OXIN 

Obr. 4. Závislost relativního výtě�ku záchytu Ni na sorpčním 
gelu obsahujícím Chelex 100 a Spheron-Oxin® na koncentraci 
kyseliny iminodioctové (pH 7), CIDA v mol l−1, DAPP/DTAB je 
poměr zdánlivého a tabelovaného difuzního koeficientu,   
! CHELEX 100, ! SPEHERON-OXIN  
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tento bod znázorněn v hodnotě log CIDA = −12). Výtě�ek 
záchytu kovů klesá při hodnotě 1⋅10−3 mol l−1 kyseliny 
iminodioctové, a to úměrně konstantám stability kyseliny 
iminodioctové s těmito kovy (viz vý�e). 

U niklu byl na základě hodnot konstant stability před-
pokládán rozdíl asi jeden a půl řádu mezi sorpčním gelem 
s Chelexem 100 a se Spheron-Oxinem®. Experimentálně 
zji�těný rozdíl činil přibli�ně jeden řád (obr. 4), co� potvr-
dilo předpoklad sorpčních vlastností. Tohoto rozdílu lze 
s výhodou vyu�ít ve speciační analýze různých chemic-
kých forem niklu v reálných systémech. U Cd, Cu a Pb 
v�ak nebyly očekávané rozdíly vyplývající z rozdílu kon-
stant stability potvrzeny, co� je mo�né přisoudit vlivu po-
lyakrylamidového gelu na Spheron-Oxinu®. Vhodný po-
stup přípravy sorpčních gelů s neovlivněnými vlastnostmi 
funkčních skupin se proto v budoucnu bude muset je�tě 
cíleně zkoumat. 

 
Tato práce byla uskutečněna v rámci Výzkumného 

záměru AVO Z40310501 "Moderní analytické techniky pro 
bioanalýzu, ekologii a nanotechnologie". 
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M. Gregu�ováa,b, B. Dočekalb, and H. Dočekalováa  
(a Institute of Chemistry and Technology of Environmental 
Protection, Faculty of Chemistry, Brno University of Tech-
nology, Brno, b Institute of Analytical Chemistry, Academy 
of Sciences of the Czech Republic, Brno): Characteriza-
tion of Resin Gels for Diffusive Gradient in Thin Films 
Technique  

 
The diffusive gradient in the film technique (DGT) is 

a new approach to the in-situ determinations of labile 
metal species in aquatic systems. The DGT device accu-
mulates labile species from solution and therefore con-
tamination problems associated with conventional collec-
tion and filtration procedures are eliminated. The tech-
nique employs a hydrogel layer to control the diffusive 
transport of metals to a cation-exchange resin, which is 
selective for free or weakly complexed metal ion species. 
This study deals with the use of a new resin based on the 
Spheron-Oxin® ion exchanger in the DGT technique. The 
resin with a selectivity for trace metal species higher than 
Chelex 100 could provide more information on metal 
speciation in aquatic systems. Its performance was tested 
for Cd, Cu, Ni and Pb under laboratory conditions. The 
new resin provides reliable results in the pH range 6−8, 
independently of ionic strength (25 mmol l−1− 0.6 mol l−1) 
and also in the presence of Mg(NO3)2  (10 µmol l−1 − 0.05 
mol l−1). The effect of iminodiacetic acid, as a model com-
petitive ligand on the metal uptake measured by DGT 
probe was also assessed. 
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oblast. V ka�dém případě lze konstatovat, �e jednotlivé 
kapitoly věnované významným oblastem výzkumu a vývo-
je farmaceutických substancí představují velmi kvalitně 
sepsaná review na daná témata, která nesou v�echny znaky 
textů psaných odborníky s dlouholetou praxí v uvedených 
oborech. Čtenářskou komunitou publikace �Výzkum 
a vývoj léčiv� by měly být rovně� studenti farmaceutic-
kých oborů, kterým texty jednotlivých kapitol pomohou 
odhalit zajímavá témata současného farmaceutického prů-
myslu a umo�ní vytvořit komplexněj�í obraz tohoto vý-
znamného průmyslového odvětví.   

      Petr Kačer 
 
 

 
Dennis A. Smith,   
Han van de Waterbeemd, 
Don K. Walker:  
 
Pharmacokinetics  
and Metabolism in Drug Design  
 
Vydal Wiley-VCH, Weinheim 2006. 
První vydání, 187 stran. 
ISBN 3-527-31368-0 

 
Koncept předkládané publikace je plně vysti�en jejím 

názvem a je zaměřen na osud léčiva v organismu 
s důrazem na etapu metabolických přeměn léčiva jako 
velmi důle�itých pochodů, které je nutné respektovat ji� 
v raných stádiích výzkumu a vývoje nových léčiv. Snahou 
autorů je zařazení a respektování důle�itosti farmakokine-
tiky jako samostatného odvětví v rámci farmakologie, 
pota�mo medicinální chemie a zdůraznění jejího neopomi-
nutelného významu při návrhu a vývoji nových léčiv, jeli-
ko� pouze porozumění a respektování farmakokinetických 
zákonitostí  mů�e vést k úspě�nému vývoji nového léčiva, 
jeho� účinnost byla primárně potvrzena in vitro.  

Publikace �Farmakokinetika a metabolismus 
při návrhu nových  léčiv� je vyvá�eným textem, v kterém 
lze nalézt podrobně popsané základní kapitoly farmakoki-
netiky, které bývá dosti často zcela neopodstatněně ve 
farmakologických textech věnován pouze omezený 
prostor. Rovně� jsou zde popsány nové oblasti, které se 
v rámci farmakokinetiky rozvinuly v posledním desetiletí. 
Základní linie jednotlivých kapitol (Fyzikální aspekty far-
makokinetiky, Adsorpce, Distribuce, Clearence, Renální 
clerence, Jaterní �metabolická clearence, Vzájemné in-
terakce léčiv, Toxicita léčiv atd.) je vedena záměrem auto-
rů ka�dou část rozčlenit na popis fundamentálních principů 
a na konkrétních příkladech ukázat jejich význam pro ná-
vrh a vývoj nových léčiv. Tento aspekt je nutné vyzdvih-
nout s ohledem na dlouholetou praktickou zku�enost auto-

Mukund S. Chorghade 
(ed.):  
 
Drug Discovery  
and Development 
Vol. 2: Drug Development  
 
Vydal Wiley-VCH, Weinheim 2007. 
První vydání, 387 stran. 
ISBN 978-0471-39847-9 

 
Druhý svazek série �Výzkum a vývoj léčiv� je věno-

vaný oblasti vývoje léčiv a představuje volné pokračování 
prvního dílu, který byl věnován oblasti výzkumu nových 
léčiv, přičem� logicky zapadá do editorem vymezeného 
konceptu vytvořit ucelenou řadu věnovanou farmaceutic-
kému průmyslu od výzkumu v oblasti nových biologicky 
aktivních struktur přes vývoj procesu, výrobu, klinické 
testování a� po marketing. Podle slov editora M. S. 
Chorghadeho by tak toto encyklopedicky pojaté dílo mělo 
zaplnit mezeru, kterou představuje popis tak komplexního 
procesu, kterým se ka�dodenně zabývají farmaceutické 
firmy. Moderní výzkum a vývoj léčiv v dne�ních dnech 
vy�aduje spolupráci �irokého spektra odborníků z často 
velmi vzdálených oblastí lidské činnosti, jako jsou vědečtí 
pracovníci z oblasti chemie, biologie, medicíny, farmako-
logie, přes techniky z in�enýrských oblastí a� po marketin-
gové a dal�í ekonomicko-právnické profese. Editor vědom 
si této skutečnosti oslovil řadu odborníků a týmů pracují-
cích v jednotlivých oblastech výzkumu, vývoje a prodeje 
farmaceutických substancí, kteří vytvořili jednotlivé kapi-
toly věnované významným tématům na cestě vývoje far-
maceutického procesu.  

 Publikace �Výzkum a vývoj léčiv� v patnácti kapito-
lách detailně popisuje důle�ité etapy vývoje farmaceutic-
kých substancí. Některé kapitoly jsou věnovány 
�moderním�  tématům farmaceutického průmyslu, např. 
screeningu biologicky aktivních látek obsa�ených 
v rostlinách a jejich vyu�ití pro inspiraci k syntéze jejich 
analog, steroselektivním aspektům syntézy léčiv, úloze 
stereoselektivních katalytických systémů, technologické-
mu aspektu �zvět�ení měřítka�, problematice solí a poly-
morfismu, roli �outsourcingu� při výrobě léčiv, legislativ-
ním aspektům spojeným s výrobním procesem, databázo-
vým systémům a jejich vyu�ití při vyhledávání léčiv, kli-
nickému výzkumu atd.      

Publikace �Výzkum a vývoj léčiv� je zajímavým po-
kusem obsáhnout komplexní proces, který začíná syntézou 
potenciálně biologicky aktivní substance a končí jejím 
úspě�ným zavedením na trh. Zda se tento úkol, který si 
editor vytyčil, zdařil, asi nejlépe posoudí sami čtenáři, 
mezi které bude patřit �iroká obec pracovníků farmaceutic-
kého průmyslu, stejně jako čtenářů se zájmem o uvedenou 
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rů v oblasti výzkumu a vývoje nových léčiv ve farmaceu-
tických firmách Astra-Zeneca, případně Pfizer, stejně jako 
jejich �cit� pro předávání informací a zku�eností z jejich 
působení v universitním prostředí (University Liverpool, 
University Bern, University Basel). Výsledkem je pak 
vysoce konsistentní, vyvá�ený, moderně pojatý text farma-
kokinetiky, který neopomine �ádnou z kapitol uvedeného 
odvětví a rovně� nenechá �ádnou z prezentovaných částí 
expandovat do oblasti vysoce specializované, která by 
nesplňovala podmínku základního farmakokinetického 
textu. 

Kni�ní publikace �Farmakokinetika a metabolismus 
při návrhu nových  léčiv� je koncepčně sestavena tak, �e 

není určena pouze pro skupinu odborníků pracujících 
v oblasti farmakokinetických studií, ale poskytuje pohled 
na uvedenou oblast mnohem �ir�ímu okruhu čtenářů, a to 
i těm, kteří nejsou s uvedenou oblastí detailně seznámeni. 
Text publikace je mimořádně čtivý a lze jej proto doporu-
čit nejen čtenářům zajímajícím se o oblast výzkumu a vý-
voje nových léčiv, případně studentům, kteří pocítí nedo-
statečný rozsah farmakokinetických kapitol při studiu far-
makologických, případně farmaceutických oborů, ale 
v�em, kteří se cítí osloveni oblastí interakce léčiva s �ivým 
organismem. 

    
   Petr Kačer 
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Topic: Mg and Zn-Organometallics

Speaker: Professor Paul Knochel

ÚOCHB AV ÈR

Lecture Hall 10:00 am

Functionalized Mg and Zn-Organometallics
for Organic Synthesis

The preparation of highly functionalized organozinc compounds will be
emphasized using zinc powder in the presence of LiCl. In a second part, the
preparation of polyfunctional magnesiated heterocycles using either a X/Mg-
exchange triggered by i-PrMgCl-LiCl or by a direct deprotonation using new
soluble Mg-bases such as TMPMgCl-LiCl or (TMP)2Mg-2LiCl. Finally, the
synthesis of aminated heterocycles using an oxidative amination procedure
with chloranil will be described.
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Topic: Geminal Fluorination

Speaker: Professor Wes Borden

ÚOCHB AV ÈR

Lecture Hall 10:00 am

Theoretical Studies of the Schizophrenic Effects of
Geminal Fluorination on Organic Reactions:

Explanations and Predictions

Dolbier and coworkers have found that geminal fluorination has a large effect
on lowering the barrier to cis–trans isomerization of 1,2-dimethyl-
cyclopropane. Lemal and coworkers have shown that geminal fluorination
actually stabilizes [2.2.2]propellane toward ring opening. In order to
understand these very different effects of geminal fluorination, ab initio

calculations have been performed and, from the results, explanations
proposed and experimentally testable predictions made.

Ústav organické chemie a biochemie AV ÈR, v. v. i.
Flemingovo nám. 2, Praha 6

Department of Chemistry
University of North Texas, Denton, Texas, USA
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