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10 let soutě�e o cenu firmy Merck 

Ve dnech 5. a 6. února 2007 proběhl v areálu konfe-
renčního centra V�CHT Praha na Ji�ním Městě  jubilejní 
10. ročník soutě�e o nejlep�í studentskou vědeckou práci 
v oboru analytická chemie o cenu firmy Merck. Kromě 
příjemné povinnosti poděkovat organizátorům této soutě�e 
z Ústavu analytické chemie V�CHT Praha pod vedením 
doc. RNDr. Pavla Matějky, CSc.  za dokonalou organizaci 
a vytvoření velmi příjemného a důstojného prostředí, se mi 
tak naskytla mo�nost ohlédnout se za uplynulým desetile-
tím. Činím tak právě v úvodníku k tomuto číslu Chemic-
kých listů, kde jsou shromá�děny vybrané soutě�ní práce 
dokumentující podle mého názoru neustále rostoucí úro-
veň této soutě�e. Jako člen poroty téměř v�ech ročníků 
s potě�ením sleduji rostoucí formální i obsahovou úroveň 
soutě�ních prezentací, která podle mého názoru odrá�í 
rostoucí úroveň vědecko-pedagogické práce reprezentova-
ných kateder a ústavů analytické chemie. Rád bych této 
příle�itosti vyu�il k odpovědi na dvě otázky, které jsou mi 
v souvislosti s touto soutě�í často kladeny: proč odborná 
skupina analytické chemie zvolila právě tuto formu soutě�e 
zalo�enou na veřejné prezentaci soutě�ních prací před 
�irokým kolektivem soutě�ících a porotců a proč usilujeme 
o oti�tění vybraných soutě�ních prací v časopise Chemické 
listy. V odpovědi na první otázku bych rád zdůraznil, �e 
předchozí forma soutě�e o nejlep�í diplomovou práci 
z oboru analytické chemie se neosvědčila jednak proto, �e 
lze obtí�ně posoudit skutečný podíl diplomanta na kvalitě 
odevzdané diplomové práce a jednak proto, �e výsledky 
soutě�e musely pochopitelně být vyhla�ovány s několika-
měsíčním zpo�děním a v té době bylo obtí�né vypátrat 
místo aktuálního pobytu soutě�ících. Mnohem vět�í roli 
v�ak hrála skutečnost, �e tato dodatečná forma nijak vý-

razně nepřispívala k aktivizaci studentů analytické chemie. 
Pravý opak platí a soutě�i o cenu firmy Merck v její sou-
časné podobě, za kterou vděčíme jednak laskavému spon-
zorování firmy Merck a jednak práci �irokého kolektivu 
pracovníků ze v�ech kateder či ústavů analytické chemie, 
kde se tato soutě� postupně konala. Hlásí se do ní a často 
velmi úspě�ně vystupují i studenti ni��ích ročníků a příjem-
ná odborná i společenská atmosféra soutě�e sama přitahu-
je soutě�ící. Tomu bezesporu napomáhá i vět�í počet oce-
něných soutě�ících na rozdíl od řady dal�ích cen, kde 
�vítěz bere v�e�, co� činí trochu potí�e při získávání soutě-
�ících, kteří často mají pocit, �e na nejvy��í stupeň stejně 
nedosáhnou. V případě soutě�e o cenu firmy Merck lze bez 
nadsázky říci, �e samotná nominace studenta do této sou-
tě�e je jeho úspěchem, tak�e studenti skutečně mají pocit 
naplnění starého olympijského hesla �není důle�ité vyhrát, 
ale zúčastnit se�. Stejně nasnadě je i odpověď na druhou 
otázku. Oti�tění vybraných soutě�ních prací v na�em časo-
pise jednak �zviditelňuje� tuto soutě� a jednak vytváří 
budoucí zárodek nového autorského kolektivu pro ná� 
časopis. A to je věc, bez ní� se �ádný slu�ný chemický ča-
sopis pochopitelně neobejde. Navíc mám pocit, �e vět�ina 
soutě�ních prací má úroveň, za ní� se ani studenti ani je-
jich pracovi�tě rozhodně nemusí stydět. Na závěr bych � 
kromě radostné povinnosti poděkovat firmě Merck za ve�-
kerou její mnohostrannou a velmi účinnou podporu čin-
nosti České společnosti chemické � rád vyslovil přání, aby 
webovské stránky této soutě�e (http://www.csch.cz/
merck.html) se i v pří�tím desetiletí utě�eně rozrůstaly 
a aby v�ichni soutě�ící i organizátoři soutě�e měli i nadále 
dobrý pocit, ze dělají něco u�itečného. 

Jiří Barek 

Redakce časopisu Chemické listy  
děkuje firmě Merck za její podporu aktivit  

České společnosti chemické 
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1. Úvod � Pittcon 2005 
 
Ka�doročně se v USA koná významná konference 

Pittcon, kde jsou představovány nejnověj�í výrobky a ino-
vace v oblasti analytické chemie. Jedná se o největ�í výsta-
vu svého druhu na světě. V rámci výstavy je věnován 
značný prostor také separačním technikám. Na základě 
poznatků z konference konané v roce 2005 lze stručně 
shrnout současné trendy v oblasti vysokoúčinné chromato-
grafie do několika následujících bodů1: 
− zkracování kolon a zmen�ování velikosti částic sor-

bentu, 
− pou�ívání kolon s men�ím vnitřním průměrem, tj. 

mikro a kapilárních kolon, 
− komplexní miniaturizace celých separačních systémů, 
− důraz na automatizaci analýz, 
− vyu�ití ultravysokých tlaků v chromatografii, 
− stále rostoucí význam techniky LC-MS. 

  V posledních letech je patrná silná tendence ke 
zmen�ování rozměrů zrn/částic sorbentů. Před deseti lety 
byly nejpou�ívaněj�í stacionární fáze 5 µm, dnes jsou nej-
roz�ířeněj�í fáze 3 µm. Stále bě�něji jsou komerčně do-
stupné i sorbenty s velikostí částic pod 2 µm. Zmen�ování 
sorbentu jde ruku v ruce se zkracováním chromatografic-
kých kolon. Výsledkem je podstatné zkrácení dob analýz 
bez ztráty účinnosti ve srovnání se separacemi provedený-
mi na kolonách tradiční délky (25 cm) plněných 5 µm 
sorbentem. Doby analýz na krátkých kolonách (5 cm, 2 cm 
i men�ích) určených pro tzv. rychlou chromatografii bývají 
kolem 1 a� 2 minut. Tyto kolony jsou s výhodou u�ívány 
zejména pro tzv. vysokoprostupné (�high-throughput�) 
analýzy v oblastech, kde jsou denně zpracovávány stovky 
a� tisíce vzorků. Jako příklad lze uvést chromatografickou 
analýzu kombinatoriálních knihoven. Krátké kolony se ale 
začínají prosazovat i v �bě�ných� chromatografických 
aplikacích a celá řada firem poskytuje rostoucí sortiment 
kolon těchto nových formátů.  

 Vedle zkracování kolon dochází postupně také ke 
zmen�ování jejich vnitřního průměru. Tradiční průměr 
analytických kolon 4,6 mm je postupně opou�těn a nahra-
zován dnes ji� bě�něj�ími průměry kolem 3−4 mm. 
S nástupem techniky LC-MS vzrostla popularita kolon 
o průměru 2 mm a men�ím. Tento trend souvisí nejen se 
snahou o zrychlení analýz, ale také s úsilím o zlep�ení 
ekonomiky provozu chromatografických laboratoří 
a v neposlední řadě i s hledisky ekologickými. Spotřeba 
mobilních fází, obvykle obsahujících organická rozpou�tě-
dla, a mno�ství vznikajících odpadů mů�e být tímto způso-
bem řádově sní�eno. Navíc nově se rozvíjející obory, např. 
proteomika, vy�adují provádění separací v kolonách kapi-
lárních a men�ích, proto�e mno�ství vzorků bývají velmi 
malá a nároky na mez detekce vysoké. Splnění těchto po-
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�adavků klade velké nároky nejen na vývoj stále lep�ích 
sorbentů, ale i instrumentálních systémů. Čerpadla mobilní 
fáze musí generovat potřebné tlaky, mimokolonové obje-
my je třeba minimalizovat stejně jako rozměry detekčních 
cel, příslu�né časové konstanty musí být sní�eny apod. 
Podrobněj�í diskuse nových trendů v oblasti chromatogra-
fické instrumentace je ov�em mimo rámec tohoto příspěv-
ku. Nicméně, v této souvislosti je vhodné alespoň upozor-
nit na první komerční systém pro ultravysokoúčinnou ka-
palinovou chromatografii (UPLC) schopný generovat tlaky 
kolem 100 MPa (Waters), který byl představen na výstavě 
Pittcon 2005. Pozoruhodný je také první komerční HPLC-
čip s LC-MS rozhraním (Agilent Technologies), který 
vyu�ívá mikrofluidní technologii a integruje na plo�e men-
�í ne� kreditní karta obohacovací kolonu, analytickou ko-
lonu, �esticestný ventil, elektrosprejovou jehlu, elektrické 
kontakty a identifikační mikročip. Je zřejmé, �e právě mi-
niaturizace je v současnosti jedním z hlavních směrů 
v oblasti separačních technik, kde se otevírá obrovské pole 
působnosti nejen pro dal�í rozvoj instrumentace, ale i vý-
voj nových stacionárních fází. 

Pokud se jedná o separační mody HPLC, je mo�no 
konstatovat, �e dělení na reverzních fázích (RP) je stále 
nejroz�ířeněj�í technikou, přitom dominantní postavení 
mají ji� tradičně partikulární vázané fáze na bázi silikage-
lu. Ze silikagelových RP jsou dlouhodobě nejpopulárněj�í 
C18 modifikace s tím, �e tyto fáze představovaly kolem 
50 % v�ech RP kolon nově uváděných na trh v roce 2005. 
S velkým odstupem následují modifikace C8 (13 %), fluo-
rované fáze, alkylované fáze s řetězci del�ími ne� 18 uhlí-
ků, fenylové fáze, fáze se zabudovanou polární funkční 
skupinou, C4 modifikace a dal�í. Vedle silikagelových 
partikulárních sorbentů se v moderní RP-HPLC stále více 
prosazují materiály nové, jako např. anorganicko-
organické hybridy a modifikované oxidy kovů. Velmi 
perspektivní jsou také monolitické kolony. 

 
 

2. Současné trendy ve vývoji HPLC sorbentů 
 
Ačkoliv vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

patří ke �zralým� analytickým technikám, tempo vývoje 
sorbentů rozhodně nepolevuje a na trh jsou uváděny stále 
pokročilej�í materiály s lep�ími vlastnostmi. Tyto inovace 
přiná�ejí nejen nové chemické modifikace na stávajících 
matricích, ale také vyu�ití moderněj�ích matric a změny 
vlastního formátu separačního lo�e. 

 
2 . 1 .  P o r é z n í  s o r b e n t y  

 
Porézní sorbenty si zachovávají dlouhobobě domi-

nantní postavení v HPLC. Začátkem sedmdesátých let byl 
připraven mikropartikulární silikagel s velikostí zrn men�í 
ne� 10 µm. Brzy poté byly připraveny jeho první chemic-
ky modifikované formy, včetně reverzní fáze. Zpočátku 
byly částice silikagelu nepravidelného tvaru, ale postupně 
se podařilo zvládnout technologii výroby vedoucí ke sfé-
rickým částicím, a tak zlep�it separační účinnost, ale i dal�í 

vlastnosti výsledných sorbentů. 
Jedním z cílů při vývoji nových chromatografických 

sorbentů v�dy bylo dosa�ení vysoké separační účinnosti, 
která úzce souvisí s morfologií porézních částic. Vět�ina 
povrchu typických porézních sorbentů je tvořena difuziv-
ními póry. Zmen�ení velikosti částic sorbentu zlep�uje 
inter- i intra-partikulární přenos hmoty. V porézní částici 
putuje solut z pohybující se mobilní fáze do stagnantní 
mobilní fáze, a pak do stacionární fáze uvnitř pórů, kde 
dochází k jeho interakci. Následně se analyt uvolní ze sta-
cionární fáze a musí difundovat zpět do pohybující se mo-
bilní fáze. Tímto mnohonásobně se opakujícím procesem 
analyt postupuje kolonou. V případě pou�ití malých zrn 
sorbentu je difuzní proces rychlej�í. Pomalý přenos hmoty 
ve stacionární fázi bývá hlavní příčinou malé separační 
účinnosti spojené s roz�iřováním píků a následně nedosta-
tečným chromatografickým rozli�ením. Výroba sférických 
plně porézních částic řízené velikosti (a s úzkou distribucí) 
je v současnosti dobře zvládnuta. Jak bylo vý�e uvedeno, 
v oblasti porézních částic jsme v současnosti svědky po-
kračujícího trendu, který byl �nastartován� ji� v 90. letech, 
tedy zmen�ování velikosti sorbentu, zkracování, a také 
zmen�ování průměru kolon.  

 
2 . 2 .   N e p o r é z n í  a  p o v r c h o v ě  p o r é z n í  

s o r b e n t y  
 

Snaha o urychlení přenosu hmoty ve stacionární fázi 
vedla k vývoji neporézních materiálů. Lze je rozdělit na 
neporézní silikagelové a neporézní polymerní částice. Ne-
porézní sorbenty připomínají chromatografické náplně 
u�ívané v počátcích HPLC, li�í se v�ak velikostí. Současné 
neporézní částice mají rozměry kolem 2 µm (viz cit.2). 
Vlastní stacionární fáze je nanesena ve velice tenké vrstvě 
na povrchu neprostupné mikročástice. Přenos hmoty ve 
stacionární fázi je velmi rychlý a vysoké účinnosti jsou 
dosahovány i při velkých průtocích mobilní fáze nejen při 
dělení malých molekul, ale i syntetických polymerů a bio-
makromolekul3. Nevýhodou těchto materiálů je jejich malá 
sorpční kapacita v důsledku značně omezené velikosti 
povrchu stacionární fáze. Uvedené sorbenty lze snadno 
přetí�it, a proto nejsou vhodné pro preparativní dělení. 
Navíc vzhledem k malým rozměrům částic sorbentu se na 
kolonách generuje vysoký tlak, podstatně vy��í ne� na 
mikropartikulárních plně porézních sorbentech s velikostí 
5 µm. 

Povrchově porézní sorbenty jsou podobné neporéz-
ním, ale neprostupné jádro bývá vět�í, kolem 5 µm, a vrst-
va stacionární fáze silněj�í. Tlaky na koloně plněné těmito 
materiály jsou tedy ni��í ne� na kolonách s neporézními 
sorbenty, naopak sorpční kapacita je vět�í, a přitom dosa-
hované účinnosti bývají lep�í ne� na plně porézních mate-
riálech. 

 
2 . 3 .  P e r f u z n í  s o r b e n t y  

  
Perfuzní sorbenty byly vyvinuty Afeyanem, Regnie-

rem a spol.4,5 a komercializovány firmou Perseprive Biosys-
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tems (Massachusetts, USA) koncem 80. let. Uvedené sor-
benty jsou určeny předev�ím pro separace biomakromole-
kul. Na rozdíl od konvenčních porézních materiálů obsahují 
perfuzní sorbenty dva typy pórů: difuzivní a tzv. �through 
pores�. Difuzivní póry jsou analogické jako u bě�ných po-
rézních sorbentů a zaji�ťují dostatečnou sorpční kapacitu 
materiálu, proto�e vět�ina povrchu sorbentu je tvořena prá-
vě těmito póry. �Through pores� jsou řádově vět�ích roz-
měrů a díky nim část mobilní fáze prochází přímo zrny 
sorbentu. Tak se vytváří konvektivní proudění uvnitř částic 
a výrazně se zrychluje přenos hmoty ve stacionární fázi. 
Výsledkem je vysoká separační účinnost i při rychlých 
analýzách makromolekul. 

Komerční perfuzní materiály jsou polymerní sorbenty 
poněkud vět�ích rozměrů ne� v současnosti vyráběné po-
rézní stacionární fáze, bě�ně nad 12 µm. Jejich velkou 
předností je nejen vysoká separační účinnost, ale i dobrá 
rigidita při značných průtokovým rychlostech mobilní 
fáze. 

 
2 . 4 .  M o n o l i t y  

  
Na rozdíl od partikulárních sorbentů, kdy je chroma-

tografická kolona naplněna velkým mno�stvím jednotli-
vých zrn vhodného materiálu, monolitická kolona obsahu-
je pouze jeden blok zhotovený z porézní hmoty. Podobně 
jako u perfuzních sorbentů monolity obsahují dva typy 
pórů odli�ných velikostí (viz 2.3.). Rozdíl ov�em spočívá 
v tom, �e monolitem prochází v�echna mobilní fáze,  čím� 
je dosa�eno je�tě rychlej�ího přenosu hmoty. Monolitické 
kolony se velmi rychle prosazují v�ude tam, kde je třeba 
provádět rychlé a ultra rychlé separace. Vzhledem k velké 
sorpční kapacitě jsou velmi dobře pou�itelné pro dělení 
v preparativním měřítku. Současně s tím mají také vynika-
jící předpoklady pro aplikace v mikroměřítku. Mohou být 
zhotoveny v nejrůzněj�ích geometriích. Jejich příprava, 
zvlá�tě rigidních polymerních monolitů, je přitom mimo-
řádně jednoduchá. V současné době se velmi rychle prosa-
zují i komerčně. Vzhledem k převratnosti konceptu bude 
monolitům dále věnována samostatná kapitola. 

 
  

3.  Vybrané moderní stacionární fáze  
pro RP-HPLC 
  
Vývoj nových materiálů pro chromatografii 

v obráceném módu není zdaleka ukončen a lze jej pova�o-
vat za kontinuální proces. Kvalita sorbentů se stále zvy�uje 
díky vy��í čistotě vstupních surovin, detailněj�í kontrole 
výrobních procesů, vyu�ití nových poznatků atd. Řada 
zlep�ení nemá charakter revolučních změn, častěji se jedná 
spí�e o pozvolný plynulý proces. Přesto ale občas dochází 
i ke změnám zásadním, které otevírají nové mo�nosti 
a předurčují budoucí trendy. V následující části bude 
věnována pozornost vybraným aspektům, které podstatně 
ovlivnily rozvoj a současný stav stacionárních fází pro 
RP-HPLC. 

3 . 1 .  R e v e r z n í  f á z e  n a  b á z i  s i l i k a g e l u  �  
s t r u č n ý  v ý v o j  a  s o u č a s n ý  s t a v  

  
Reverzní fáze na bázi silikagelu, a zejména okta-

decylová (C18) modifikace, představují stále nejroz�ířeněj�í 
typ sorbentů v HPLC. Podle odhadů v odborné literatuře 
existuje na trhu více ne� 400 těchto vázaných fází6. Jejich 
vlastnosti se ov�em vzájemně podstatně li�í v závislosti na 
mnoha faktorech. Atraktivita silikagelu, jako výchozí mat-
rice pro následnou chemickou modifikaci vedoucí ke vzni-
ku reverzní fáze, je dána řadou jeho vynikajících vlastnos-
tí: 
− mo�nost přípravy monodisperzních částic sorbentu,  
− mo�nost �ladění� velikosti a distribuce pórů, 
− mo�nost přípravy sorbentu s velkým specifickým po-

vrchem, 
− snadná chemická modifikovatelnost povrchu, a tedy 

mo�nost přípravy celé řady modifikací včetně obráce-
ných fází, 

− vysoká mechanická stabilita. 
Chemii silikagelu byly věnovány pěkné přehledné 

články a knihy, např.7−9. 
Silikagel pro kapalinovou chromatografii má nejčas-

těji porézní amorfní formu o slo�ení SiO2 ⋅ x H2O. Voda je 
chemicky vázána v nestechiometrickém mno�ství za vzni-
ku silanolových skupin Si-OH. Pro HPLC v analytickém 
měřítku se v současné době nejčastěji u�ívá porézní sili-
kagel o velikosti částic 3−5 µm, s povrchem v rozmezí od 
50−500 m 2g−1 a velikostí pórů kolem 10 nm. Silanolové sku-
piny udělují povrchu silikagelu polární charakter a jsou pro 
svoji reaktivitu vyu�ívány k přípravě kovalentně vázaných 
fází. Koncentrace silanolů na plně hydroxylovaném sili-
kagelu je obvykle kolem 9,0 µmol m−2. Na  obr. 1 jsou 
znázorněny různé typy silanolových skupin, které jsou 
v nestejné míře rozprostřeny na povrchu silikagelu a vyka-
zují rozdílnou kyselost. Silanolové skupiny a jejich typ 
mají velký vliv na chromatografické chování silikagelu. 
Díky silanolovým skupinám má silikagel vlastnosti měniče 
kationtů. V prostředí pufrů jsou protony silanolových sku-
pin vyměňovány za kationty elektrolytu. Tento proces je 
silně závislý na pH mobilní fáze a na vlastnostech silikage-
lu. Hodnota pKa silanolových skupin je teoreticky rovna 7, 
ale prakticky bývá podstatně ni��í, kolem 4 (cit.10). 
V literatuře uváděné hodnoty je třeba v�dy chápat jen jako 
průměrné. Ve skutečnosti mohou být, a bývají, na povrchu 
silikagelu silanoly značně různé kyselosti a je známo, �e 
i velmi malá populace extrémně kyselých silanolových 
skupin mů�e zásadně měnit vlastnosti sorbentu jako cel-
ku11,12. 

Reverzní fáze na bázi silikagelu jsou dnes nejbě�něji 
připravovány reakcí vhodného monofunkčního organosila-
nu (např. ethoxydi(methyl)oktadecylsilanu) se silikagelem. 
Kovalentně vázaný alifatický řetězec, kterým je nejčastěji 
oktadecylová nebo oktylová skupina, uděluje vzniklé staci-
onární fázi hydrofobní charakter. Je ov�em prokázáno, �e 
silanizace vede ke zreagování jen asi poloviny v�ech pří-
tomných silanolových skupin na povrchu silikagelu13. Za 
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jistých okolností se zbytkové silanoly mohou spolupodílet 
(vedle �ádoucí hydrofobní interakce) na retenci analytů. 
Tato obvykle ne�ádoucí interakce je často doprovázena 
sní�ením separační účinnosti a chvostováním píků. Uvede-
ný efekt se projevuje předev�ím při dělení bazických látek, 
které mohou být protonizovány, co� vede k jejich zadr�o-
vání na deprotonizovaných silanolech elektrostatickou 
interakcí. Právě  tyto ne�ádoucí sekundární iontově-
výměnné interakce na povrchu silikagelových reverzních 
fází v�dy do jisté míry omezovaly jejich univerzální pou�i-
telnost. Jednoduché ře�ení tohoto problému, tj. sní�ení 
protonizace báze zvý�ením pH pufru, toti� není mo�né 
vzhledem k rozpustnosti silikagelu při vy��ím pH. Elimi-
naci nebo alespoň potlačení iontové výměny na reverzních 
silikagelových fázích bylo věnováno mimořádné úsilí také 
proto, �e celá řada důle�itých analytů (léčiv apod.) má 
bazickou povahu. 

 
3.1.1. Zlep�ení kvality výchozího silikagelu 

Koncem 80. a začátkem 90. let bylo jasně ukázáno, �e 
kvalita výchozího silikagelu (před jeho modifikací na re-
verzní fázi) má mimořádnou důle�itost. �ádná následující 
chemická modifikace nevede ke vzniku kvalitní reverzní 

fáze, pokud samotný výchozí materiál nemá vhodné 
a dobře kontrolované vlastnosti. V tomto směru byly velmi 
přínosné práce Köhlera a Kirklanda, kteří experimentálně 
prokázali tehdy poměrně překvapivou skutečnost, �e re-
verzní fáze s omezenou ne�ádoucí sorpcí bazických látek 
jsou připraveny na těch silikagelech, které před RP modifi-
kací nesou velké mno�ství homogenně distribuovaných 
asociovaných silanolových skupin. Naopak přítomnost 
malého počtu silanolů, a zvlá�tě silně kyselých izolova-
ných silanolů, je  nevhodná7,8. Nawrocki a spol. hledali 
příčiny velké kyselosti některých silanolových skupin 
a v této souvislosti odhalili negativní roli kovových nečis-
tot v silikagelové matrici14. Na základě uvedených po-
znatků se začalo intenzivně pracovat na vývoji tzv. bazic-
ky deaktivovaných fází (�base deactivated phases�). Vět�i-
nou �lo o přípravu velmi čistého silikagelu s  homogenní 
distribucí asociovaných silanolových skupin. (V souvislos-
ti s velmi čistými silikagely se kromě označení �base de-
activated silica� mů�eme v odborné literatuře setkat také 
s označením �type B silica�.) Dnes ji� prakticky v�echny 
světově významné chromatografické firmy vyrábějí a pro 
přípravu vázaných fází pou�ívají ultračisté silikagely uve-
deného typu. Výrobní technologie je zvládnuta natolik, �e 
výrobci s kolonou dodávají i detailní informace o fyzikál-
ně-chemických vlastnostech sorbentu. Pro jejich charakte-
rizaci se vyu�ívají moderní analytické metody jako infra-
červená spektroskopie a nukleární magnetické rezonance 
v kombinaci s řadou chromatografických testů. Vzhledem 
k tomu, �e silikagel je připravován z velmi čistých vstup-
ních surovin za důkladně kontrolovaných podmínek, lze 
dnes např. mno�ství příměsí kovů v matrici kontrolovat na 
úrovni jednotek miligramů  na kilogram (ppm) sorbentu a 
méně. Výsledné reverzní fáze poskytují pro vět�inu látek, 
včetně bazických, symetrické píky s vysokou účinností 
nejen v kyselých mobilních fázích, ale i při neutrálním pH. 

 
3.1.2.  Zlep�ení chemické odolnosti reverzních  

silikagelových fází   
 Jednou z velkých slabin reverzních fází na bázi sili-

kagelu je jejich omezená stabilita v bazickém a silně kyse-
lém prostředí. Rozpustnost silikagelu ve vodném prostředí 
je silně závislá na jeho formě a fyzikálně-chemických cha-
rakteristikách. Typická C18 fáze je stabilní jen v úzkém 
rozsahu pH, asi 3�9, často se dokonce uvádí jen 3−7, po-
kud je míněna dlouhodobá stabilita. Jakmile je pH mobilní 
fáze ni��í ne� 3, dochází ke kysele katalyzované hydrolýze 
siloxanové vazby mezi silikagelem a organosilanem13. 
Tento proces vede ke kontinuální ztrátě vázané fáze a ve 
svém důsledku ke ztrátě chromatografické retence pro 
hydrofobní analyty. Při hodnotě pH nad ~ 9 nastává nao-
pak rozpou�tění silikagelové matrice15. Rozpou�tění sili-
kagelu je doprovázeno poklesem účinnosti, vznikem vol-
ného prostoru v koloně, nakonec dojde k úplné destrukci 
stacionární fáze. 

Navíc je vhodné si uvědomit, �e dal�ím důle�itým fak-
torem ovlivňujícím stabilitu stacionární fáze je teplota13. 
V současnosti bývá chromatografická kolona v průběhu 
separace umístěna v termostatu a analýza obvykle probíhá 
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Obr. 1. Různé typy funkčních skupin na povrchu silikagelu; 
1 − vicinální silanolové skupiny; 2 − geminální silanolové skupi-
ny; 3 − siloxanové skupiny; 4 − asociované silanolové skupiny; 
5 − izolovaná silanolová skupina 
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za konstantní teploty, často poněkud vy��í ne� je teplota 
laboratoře, proto�e díky poklesu viskozity a zrychlení pře-
nosu hmoty dochází ke zlep�ení separační účinnosti. Tep-
lotní stabilita reverzních fází na bázi silikagelu bývá uvá-
děna v rozmezí od 5 °C do asi 100 °C. Obecně ov�em pla-
tí, �e zvy�ování teploty v�dy vede k rychlej�í degradaci 
sorbentu, co� se zejména projeví při extrémních (z hledis-
ka dané stacionární fáze) hodnotách pH. 

Nejjednodu��ím ře�ením problému omezené stability 
sorbentu je striktní udr�ování pH mobilních fází v rozmezí 
od 3 do 7−9, co� v�ak zásadně omezuje mo�nost optimali-
zace slo�ení mobilní fáze. Například při dělení bazických 
léčiv je často vhodné u�ít mobilní fázi buď silně kyselou, 
nebo naopak zásaditou. V silně kyselé oblasti pH dochází 
k potlačení ne�ádoucích iontových interakcí mezi protoni-
zovanou bází a silanolovými skupinami, proto�e silanoly 
jsou  zde nedisociovány. Eliminace sekundárních (iontově-
výměnných) interakcí vede ke zvý�ení separační účinnosti 
a zlep�ení symetrie píků bazických látek. Naopak zvý�ení 
pH mobilní fáze nad 7 mů�e vést k deprotonizaci bazické-
ho analytu, a tím ke zvý�ené retenci na obrácené fázi 
v důsledku nárůstu hydrofobicity analytu, a tím také ke 
zlep�ené účinnosti separace a rozli�ení. 

Z vý�e uvedených důvodů byla a je motivace pro 
vývoj silikagelových stacionárních fází s roz�ířeným roz-
sahem stability vzhledem k hodnotám pH a teplot velmi 
silná. 

 
Zlep�ení stability v kyselém prostředí 

 Ji� koncem 80. tých let bylo prokázáno, �e zvět�ení 
velikosti a hydrofobicity organosilanu vázaného na sili-
kagel vede ke zvý�ení odolnosti připravené fáze vůči kyse-
lé hydrolýze16. C18 fáze je tedy z tohoto pohledu stabilněj�í 
ne� C8 > C4 > C1. Předpokládá se, �e objemný alkyl lépe 
chrání siloxanovou vazbu před hydrolýzou. 

Jiné přístupy vedoucí ke zvý�ené odolnosti sorbentu 
vůči silně kyselému prostředí jsou zalo�eny na vzniku 
vět�ího počtu kovalentních vazeb mezi silikagelem a mo-
difikujícím silanem (�multi-dentate approach�). Například 
pro vznik vázané fáze lze pou�ít difunkční (R2SiX2) nebo 
trifunkční (RSiX3) organosilany (X=Cl, OR). Oba reagen-
ty se budou vázat více kovalentními vazbami na povrch 
silikagelu, ale současně bude docházet v určité míře 
i k tvorbě polymerních struktur na povrchu stacionární 
fáze. Uvedený postup sice sni�uje riziko kyselé hydrolýzy 
fáze, je ale poměrně málo reprodukovatelný, a navíc vede 
ke tvorbě nových reaktivních silanolových skupin. Moder-
ní vázané fáze jsou proto dnes téměř výhradně připravová-
ny s vyu�itím monofunkčních organosilanů17. Komerčně 
nejúspě�něj�í je zatím pou�ití tzv. stericky chráněných 
silanů. Tato cesta přípravy byla vyvinuta a patentována 
Glajchem a spol.16,18. Stericky chráněné silany jsou tvoře-
ny jedním alkylem (C3, C8, C18) nebo fenylem, dvěma 
objemnými isopropylovými nebo isobutylovými skupina-
mi a jednou reaktivní funkční skupinou (Cl), vázanými na 
křemíkový atom. Vzniklé fáze jsou stabilní i v agresivních 
podmínkách, např. v 0,1% trifluoroctové kyselině při 
pH ~ 0,9 za teploty 90 °C (cit.13,16). Isobutylová i isopro-

pylová skupina velmi dobře stíní kovalentní siloxanovou 
vazbu vůči kyselé hydrolýze. 

 
Zlep�ení stability v alkalickém prostředí 

Úsilí o zlep�ení odolnosti vázaných fází v alkalickém 
prostředí bylo zaměřeno na zvý�ení stupně pokrytí sili-
kagelové matrice hydrofobními funkčními skupinami a na 
její odstínění. Pouhé prodlou�ení alkylových modifikují-
cích řetězců vede ke zlep�ené odolnosti v alkalickém pro-
středí pravděpodobně v důsleku zlep�eného stínění sili-
kagelové matrice13. Tento přístup v�ak neposkytuje dosta-
tečnou ochranu fáze a bylo nutno hledat efektivněj�í alter-
nativy. Jinou mo�ností jsou dodatečné modifikující reakce 
(�endcapping�). Technika je zalo�ena na modifikaci po-
vrchu organosilanem s příslu�ně dlouhou hydrofobní sku-
pinou a následné dodatečné modifikaci povrchu reakcí 
např. s trimethylchlorsilanem nebo hexamethyldisilaza-
nem9. Malé rozměry endkapujících činidel jim umo�ní 
lépe proniknout k povrchu silikagelu. Tak dojde ke zreago-
vání dal�ího podílu silanolových skupin, které byly pro 
objemněj�í organosilan pou�itý v prvním stupni modifika-
ce nepřístupné. Proces vede k dramatickému zlep�ení 
odolnosti fáze vůči alkalickému prostředí. Technika tzv. 
dvojitého endkapingu (�double endcapping�) poskytuje 
je�tě lep�í odstínění matrice15,19,20. 

 
3.1.3.  Speciální sorbenty určené pro RP-HPLC 

v mobilních fázích s vysokým obsahem vody  
Při chromatografii v obráceném módu mů�e analytik 

ovlivňovat kvalitu separace mnoha faktory. Zásadní vliv 
má slo�ení mobilní fáze: volba organické slo�ky a volba 
jejího mno�ství, výběr pufru a jeho pH, přídavek aditiva 
(povrchově aktivní látky, iontově párového činidla, chirál-
ního selektoru, apod.), resp. volba teploty. Optimalizace 
slo�ení mobilní fáze je poměrně obtí�ná při chromatografii 
silně polárních látek na obrácených fázích. Jejich velmi 
malá retence vy�aduje u�ití minimálního mno�ství orga-
nického modifikátoru v mobilní organicko-vodné fázi ne-
bo dokonce jeho úplnou eliminaci. Za takových podmínek 
ov�em dochází v případě konvenčních alkylovaných re-
verzních fází k tzv. �kolapsu fáze�, kdy analyty (leckdy i 
poměrně hydrofobní) eluují z kolony velmi rychle a bez 
separace. Mechanismus fázového kolapsu byl v literatuře 
poměrně hojně diskutován; kromě jiného přitom bylo ex-
perimentálně prokázáno, �e u�ívaný pojem �kolaps fáze� 
je částečně zavádějící, neboť skutečná podstata procesu je 
odli�ná21. Bylo navr�eno několik způsobů ře�ení problémů 
se ztrátou retence ve 100% vodném prostředí22: a) u�ití 
�neendkapovaných� obrácených fází s krátkým alkylovým 
řetězcem, b) u�ití stacionárních fází naopak (a poněkud 
překvapivě) s velmi dlouhým řetězcem, C30 fáze, c) aplika-
ce makroporézních sorbentů, d) vyu�ití hydrofilních 
a �polárně endkapovaných� stacionárních fází, e) pou�ití 
sorbentů se zabudovanou polární funkční skupinou 
v alkylovém řetězci (�polar-embedded alkyl phases�, 
PEP). Zvlá�tě posledně zmíněná skupina moderních sor-
bentů pro RP-HPLC ve vodném prostředí je v současnosti 
početná a zasluhuje samostatnou pozornost. 
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Reverzní fáze se zabudovanou polární funkční skupinou  
Podobně jako v případě nejtypičtěj�ích reverzních 

fází zalo�ených na silikagelu modifikovaném dlouhými 
alifatickými (nejčastěji oktadecylovými) řetězci je 
v případě PEP silikagel kovalentně modifikován dlouhými 
alifatickými zbytky, ale tentokrát je do struktury těchto 
ligandů navíc zabudována určitá polární funkční skupina, 
v�dy lokalizovaná v těsné blízkosti povrchu silikagelu. 
Díky včlenění polární skupiny do alifatického řetězce ne-
dochází k fázovému kolapsu, stacionární fáze zůstává plně 
solvatovaná i v prostředí 100% vodné mobilní fáze a alky-
lové řetězce si zachovávají svou konformační volnost 
a schopnost interagovat s analyty. Navíc experimentální 
poznatky ukazují, �e zabudované polární skupiny vstupují 
do interakcí se zbytkovými silanolovými skupinami na 
povrchu silikagelu, tím dochází k jejich stínění a omezení 
ne�ádoucího vlivu na separaci některých, zejména bazic-
kých, analytů. 

Bouřlivý rozvoj PEP stacionárních fází nastal teprve v 
nedávné době. Postupně byly do alkylového řetězce zabu-
dovány různé polární strukturní motivy, např. močovina, 
ethery, aminy, směsné amidy a jiné. Řada výrobců detailní 
chemickou strukturu PEP fází neuvádí z důvodů utajení. 

Koncept sorbentů se zabudovanou polární funkční 
skupinou přiná�í řadu výhod: 
− předev�ím sorbenty mohou být u�ity i ve 100% vod-

ném prostředí bez nebezpečí fázového kolapsu, tento 
rys je zvlá�ť důle�itý pro dělení vysoce polárních 
látek, 

− sorbenty vykazují obvykle ni��í retenci a odli�nou 
selektivitu pro polární analyty ve srovnání 
s konvenčními čistě alkylovanými fázemi, 

− analyty schopné tvořit vodíkové můstky mohou po-
měrně intenzivně interagovat se zabudovanými polár-
ními skupinami a jejich retence bývá vět�í ne� na 
konvenčních fázích, 

− sorbenty se vyznačují potlačenou aktivitou silanolo-
vých skupin, co� vede ke sní�ení chvostování zásadi-
tých látek zejména při neutrálním pH mobilní fáze, 

− díky vodíkovým vazbám je na povrchu sorbentu pří-
tomno více vody ne� na klasických alkylovaných 
fázích, čím� dochází k zeslabení interakce 
s bazickými látkami. 
  

3 . 2 .  H y b r i d n í  a n o r g a n i c k o - o r g a n i c k é  
s o r b e n t y  p r o  R P - H P L C  

 
Velmi odli�ný, zajímavý a komerčně úspě�ný přístup 

k syntéze odolněj�ích reverzních fází na bázi silikagelu 
navrhl a poprvé publikoval Unger a spol.23. Koncept vyu-
�ívá reakce anorganického alkoxysilanu s organickým 
alkoxysilanem za vzniku anorganicko-organické hybridní 
částice24. 

Hybridní anorganicko-organické stacionární fáze 
kombinují nejlep�í vlastnosti silikagelu, tj. vysokou účin-
nost a vynikající mechanickou stabilitu, s nejlep�ími vlast-
nostmi polymerních sorbentů, tj. mimořádnou pH stabili-

tou a sní�eným efektem reziduálních silanolů. V roce 1999 
byla na trh uvedena první generace hybridních fází pod 
názvem XTerra firmou Waters24. Syntéza je zalo�ena na 
reakci dvou organosilanů, jeden z nich tvoří silikagelovou 
matrici a druhý do vznikající matrice vná�í methylsiloxa-
nové jednotky. Konkrétně se jedná o reakci tetraethoxy-
silanu s methyltriethoxysilanem. Vzniklé hybridní částice 
obsahují methylsiloxanové jednotky, a to jak uvnitř matri-
ce sorbentu, tak na povrchu. Stechiometrický poměr reak-
tantů 2:1 se osvědčil jako optimální z hlediska vlastností 
připraveného sorbentu. Pro potřeby RP-HPLC je povrch 
následně kovalentně modifikován buď trifunkčními silany 
za vzniku fází MS C8 a MS C18, optimalizovaných pro 
maximální chemickou stabilitu a určených pro LC-MS, 
a nebo monofunkčními silany za vzniku fází RP8 a RP18, 
s vlo�enými karbamáty, optimalizovaných pro minimální 
chvostování bazických látek. Experimentálně bylo proká-
záno, �e selektivita MS C8 a C18 stacionárních fází pro 
hydrofobní i polární analyty je obdobná jako na bě�ných 
silikagelových reverzních fázích24. Obdobně také selektivi-
ta hybridů se zabudovanou karbamátovou polární funkční 
skupinou se téměř neli�ila od čistě silikagelových karba-
mátových kolon. Tato skutečnost se dá vhodně vyu�ít při 
přenosu chromatografických metod z konvenčních sili-
kagelových sorbentů na materiály hybridní, kdy často není 
nutná nová optimalizace separačních podmínek. Vzhledem 
k tomu, �e na povrchu hybridu je ve srovnání s klasickými 
silikagelovými materiály asi jen třetina silanolových sku-
pin, chvostování bazických látek je na hybridních fázích 
výrazně omezeno a symetrie píků daleko lep�í. Hybridy 
vykazují velkou odolnost vůči vysoké hodnotě pH mobilní 
fáze. Hybridní reverzní fáze byly úspě�ně testovány 
v rozmezí pH 1,2 a� 11,5 (cit.25). Analyty bazické povahy 
tak mohou být často separovány ve formě volných bází 
s daleko lep�í separační účinností a odli�nou selektivitou 
ne� v kyselém prostředí. Dal�í důle�itou vlastností hybrid-
ních sorbentů je jejich zlep�ená odolnost vůči zvý�ené 
teplotě mobilní fáze24. Mo�nost chromatografie při teplo-
tách i kolem 60 °C přiná�í řadu výhod: sní�ení viskozity 
mobilní fáze, a tím tlaku na koloně, zlep�ení separační 
účinnosti a zmen�ení závislosti účinnosti kolony na rych-
losti průtoku (velmi zajímavý a důle�itý efekt); tím se 
vytváří příznivé podmínky pro uplatnění uvedených sor-
bentů při velmi rychlých separacích. 

V minulém roce byl úspě�ně dokončen vývoj druhé 
generace hybridních sorbentů. Ty jsou připravovány reakcí 
tetraethoxysilanu s bis(triethoxysilyl)ethanem26. Ve srov-
nání se sorbenty XTerra byla dále podstatně zvý�ena che-
mická odolnost v silně bazickém prostředí a separační 
účinnost26.  

     
3 . 3 .  R e v e r z n í  f á z e  z a l o � e n é  n a  o x i d e c h  

h l i n í k u ,  z i r k o n i a  a  t i t a n u  
 

Vzhledem k omezené chemické odolnosti silikagelu 
v alkalickém prostředí byly hledány jiné chemicky odol-
něj�í materiály pou�itelné pro přípravu obrácených fází. 
Ukázalo se, �e oxidy hliníku, zirkonia a titanu jsou pod-
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statně stabilněj�í v silně alkalickém prostředí ne� sili-
kagel27,28. Navíc jsou tyto nové materiály v bazickém pro-
středí stabilní i při zvý�ené teplotě, co� neplatí pro sili-
kagelové fáze. Zvý�ená stabilita a pracovní rozsah pH 
přiná�í řadu výhod, kromě jiného i mo�nost regenerace 
kolon za velmi agresivních podmínek bez nebezpečí po-
�kození sorbentu. Srovnávací testy jednotlivých oxidů 
prováděné za extrémních podmínek ukázaly, �e oxid zir-
konia je stabilněj�í ne� oxid hliníku jak v silně kyselém, 
tak alkalickém prostředí. Oxid zirkonia je naprosto stabilní 
v rozsahu pH 1−14, také oxid titanu je údajně stabilní 
ve stejném rozsahu, ale jednoznačný experimentální důkaz 
zatím podán nebyl. Naproti tomu, oxid hliníku je nezane-
dbatelně rozpustný v kyselém prostředí, zvlá�tě v kyselině 
chlorovodíkové. Mechanická odolnost vůči vysokému 
tlaku je u v�ech zmíněných oxidů velmi dobrá, plně srov-
natelná nebo lep�í ne� v případě silikagelu. 

Chemické vlastnosti povrchu oxidů hliníku, zirkonia 
a titanu jsou podstatně odli�né od silikagelu27. Zatímco 
nemodifikovaný silikagel má povahu měniče kationtů, 
zmíněné oxidy mají amfoterní charakter a jsou tedy schop-
ny v závislosti na pH mobilní fáze vystupovat buď jako 
měniče kationtů, nebo aniontů. Druhou velmi významnou 
odli�ností je skutečnost, �e na povrchu oxidů zmíněných 
kovů jsou místa s vlastnostmi Lewisovy kyseliny. Tato 
centra umo�ňují interakce na bázi ligandové výměny. 
Obecně lze říci, �e chemie povrchu oxidů kovů je velmi 
slo�itá, mnohem komplikovaněj�í ne� v případě silikagelu, 
např. na povrchu oxidů kovů jsou podobně jako na po-
vrchu silikagelu lokalizovány hydroxylové skupiny, ale 
konkrétně v případě oxidu titanu se v litaratuře uvádí, �e je 
třeba rozli�ovat 12 různých typů −OH skupin29.   

Pro RP-HPLC aplikace je nezbytná hydrofobizace 
povrchu oxidů hliníku, zirkonia a titanu. Dosud neexistuje 
�ádná modifikační technika vedoucí k úplnému odstínění 
povrchu sorbentů, a proto je nutno v�dy počítat s tím, �e 
konečná interakce s analytem nemusí mít čistě hydrofobní 
charakter. Pokud se jedná o způsoby modifikace povrchu, 
lze je třídit do několika skupin: a) dynamická modifikace 
se provádí přídavkem látky, která silně interaguje 
s povrchem sorbentu, do mobilní fáze, b) permanentní 
kovalentní chemická modifikace vyu�ívá reaktivity vhod-
ných modifikujících činidel za vzniku stabilní vazby mezi 
povrchem sorbentu a činidlem, c) podstatou fyzikální mo-
difikace povrchu je pokrytí povrchu vhodným polymerem 
nebo vrstvou uhlíku. 

Silanizační techniky, velmi úspě�né při přípravě 
silikagelových obrácených fází, které měly vést ke kova-
lentní modifikaci povrchu oxidů kovů, se příli� neosvěd-
čily. Experimentálně byla potvrzena platnost řady hydro-
lytické stability vazby mezi křemíkem a kyslíkem v pořa-
dí: Si-O-Si-R >> Zr-O-Si-R > Ti-O-Si-R >> Al-O-Si-R. 
Důsledkem toho je fakt, �e vět�ina pokusů o stabilní sila-
nizaci povrchů oxidů kovů monofunkčními silany byla 
neúspě�ná. Modifikace provedené trifunkčními silany 
v některých případech alespoň částečně k úspěchu vedly, 
ale otázkou zůstává, zda tento výsledek nespočíval spí�e 
v horizontální polymeraci trifunkčních silanů na porchu 

oxidů kovů. Navíc pokud jsou pro silanizaci vyu�ity tri-
funkční silany, vzniknou nevyhnutelně reakcí s povrchem 
i skupiny M-O-Si-OH (M = Al, Zr nebo Ti), které svou 
velkou kyselostí dále přispějí k značné heterogenitě modi-
fikovaného povrchu. Příprava současných komerčně do-
stupných RP sorbentů na bázi oxidů kovů proto není zalo-
�ena na vyu�ití silanizačních reakcí. Nejdůle�itěj�í postupy 
spočívají v pokrývání povrchu vhodnými hydrofobními 
vrstvami. Nejčastěji jsou oxidy kovů modifikovány poly-
butadienem (PBD), který má pro neionizovatelné látky 
podobnou separační selektivitu jako silikagelové C8 a C18 
fáze, nebo polystyrenem (PS), který je svou selektivitou 
spí�e blízký fenylové modifikaci silikagelu. Je třeba ale 
zdůraznit, �e nabité a ionizovatelné látky se chovají na 
PBD a PS modifikacích oxidů kovů podstatně odli�ně ne� 
na silikagelových reverzních fázích, co� je důsledek sil-
ných iontových a ligandově-výměnných interakcí mezi 
nedokonale odstíněným povrchem oxidů kovů a analyty. 
Pro uvedené sorbenty je proto typické, �e volba typu pufru 
a jeho koncentrace má daleko vět�í vliv na retenční časy 
ionizovatelných analytů a na tvar píků, ne� je bě�né 
v případě silikagelových reverzních fází. PBD sorbenty 
vykazují velmi dobrou pH stabilitu, pro oxid hliníku 
v rozmezí pH 3−12, pro oxid zirkonia v rozmezí pH 1−14. 
Kromě toho také tepelná odolnost zvlá�tě zirkoniových 
PBD fází je mimořádná. K degradaci nedochází ani při 
aplikaci 1 mol l−1 hydroxidu sodného při 100 °C. Velmi 
dobrou pH a tepelnou stabilitu mají i kovové oxidy pokry-
té vrstvou polystyrenu, které mohou být provozovány 
v rozmezí pH nejméně 1−13 a při teplotách a� do 160 °C. 
Vedle PBD a PS byl povrch oxidu zirkonia úspě�ně modi-
fikován také pyrogenním uhlíkem30. Tato stacionární fáze 
je schopná velmi citlivě rozli�ovat analyty podle tvaru 
jejich molekul, a je proto vhodná pro dělení geometrických 
isomerů31. 

Důle�itou vlastností moderních PBD, PS a uhlíko-
vých fází je skutečnost, �e separační účinnosti pro neutrál-
ní analyty jsou plně srovnatelné s účinnostmi dosahovaný-
mi na silikagelových fázích C18 a C8, co� znamená, �e 
přenos hmoty ve stacionární fázi je dostatečně rychlý. 
V této souvislosti je třeba upozornit, �e plně polymerní 
sorbenty, na bázi např. styren-divinylbezenu nebo poly
(methylmethakrylátu) jsou také vysoce chemicky stálé, ale 
účinnosti na nich dosahované bývají zpravidla podstatně 
ni��í ne� na silikagelových reverzních fázích, pravděpo-
dobně v důsledku přítomnosti mikropórů. 

Kompatibilita sorbentů s vysokými teplotami nabízí 
mnoho zajímavých aplikačních výhod. Řada z nich ji� byla 
vý�e zmíněna, zde lze navíc připomenout mo�né vyu�ití 
samotné vody jako mobilní fáze. Je toti� známo, �e při 
teplotě 200 °C má voda podobnou polaritu jako methanol 
při laboratorní teplotě32. Tímto způsobem lze dosáhnout 
sní�ení spotřeby organických rozpou�tědel. Navíc vylou-
čení organických solventů mů�e nabídnout i nové detekční 
mo�nosti (např. měření ve vzdálené UV oblasti < 210 nm). 

V budoucnu lze předpokládat dal�í rozvoj sorbentů 
odvozených od oxidů kovů. Je například pravděpodobné, 
�e budou připraveny monolitické fáze. Také se dá očeká-
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vat, �e bude pokračovat vývoj modifikačních technik, kte-
ré povedou k dokonalej�ímu odstínění matrice stacionární 
fáze. Nejnověj�í způsoby pokrývání oxidů kovů vrstvami 
uhlíku a mo�nosti jejich následující chemické modifikace 
jsou v tomto směru velkým příslibem.  

  
3 . 4 .  M o n o l i t i c k é  s t a c i o n á r n í  f á z e  p r o  

R P - H P L C  
 
Monolity jsou zvlá�tní separační média, která nemají 

interpartikulární prostory33,34. Lze si je představit jako 
jednu jedinou velkou částici sorbentu. Morfologie monoli-
tů je ji� dnes natolik vyladěna, �e monolitické kolony mo-
hou být často provozovány při ~ 5× vět�ích průtocích ne� 
konvenční kolony plněné 5 µm sorbentem, přitom tlaky 
jsou srovnatelné. Podrobná teorie procesu přenosu hmoty 
v monolitických médiích byla nedávno vypracována Liapi-
sem35,36 a Tallarekem37. 

 
3.4.1. Makroporézní monolitické disky 

Přesto�e první pokusy o přípravu monolitických ko-
lon se datují ji� do �edesátých a sedmdesátých let minulé-
ho století38, prakticky pou�itelné materiály se objevily a� 
později. Jedním z prvních chromatograficky vyu�itelných 
formátů monolitických médií byly monolitické disky 
(monolitické membrány). Tyto materiály různého chemic-
kého slo�ení a v mnoha geometriích byly poprvé úspě�ně 
připraveny a� v polovině 80. let, předev�ím za účelem 
rychlých separací bílkovin. Brzy se potvrdilo, �e pro dosa-
�ení dobrého dělení stačí jen poměrně tenká membrána, a 
tím se vytvořil �iroký prostor pro dal�í vývoj konceptu 
monolitických médií ve formě disku. Na výzkumu se vý-
znamně podíleli i pracovníci Ústavu makromolekulární 
chemie v Praze. V současnosti jsou ji� monolitické disky 
komerčně dostupné, konkrétně např. od firmy CIM (BIA 
Separations). Disky o tlou�ťce do 3 mm jsou při vlastní 
separaci umístěny ve speciálním dr�áku, kam mů�e být 
vlo�eno i několik různých membrán li�ících se chemickou 
modifikací, a tak lze provádět vícerozměrné separace. 

Hlavní vyu�ití tohoto formátu dnes stále spočívá pře-
dev�ím v oblasti rychlého dělení velkých biomolekul gra-
dientovou elucí39. Vět�ina komerčních disků je připravová-
na z reaktivních monomerů, např. glycidylmethakrylátu, 
které jsou následně vhodně chemicky modifikovány pro 
jejich pou�ití v různých separačních modech. 

 
3.4.2. Rigidní makroporézní polymerní monolitické kolony 

Začátkem devadesátých let připravili �vec a spol. 
první rigidní makroporézní monolitické kolony40. Jejich 
syntéza se provádí velmi jednoduchým způsobem, a to in 
situ polymerací vhodných monomerů přímo v chroma-
tografické koloně. Příprava spočívá v naplnění trubice 
směsí monomerů, radikálového iniciátoru a porogenů. 
Následně je trubice uzavřena, utěsněna a provedena poly-
merace za pečlivě kontrolované teploty. Koncová těsnění 
jsou potom nahrazena standardními koncovkami pro 
HPLC a připravená monolitická kolona je připojena 
k separačnímu systému. Nezreagované látky jsou vymyty 

vhodným solventem, a tím je kolona připravena k provozu.   
Tyto rigidní monolity byly s úspěchem vyrobeny 

nejen ve formátu typických nerezových HPLC kolon, ale 
i v kapilárách41,42, které nacházejí velké uplatnění při spo-
jení kapalinové chromatografie s hmotnostní spektromet-
rií. Jejich velkou předností je fakt, �e provedení polymera-
ce přímo v kapiláře je snaz�í ne� její plnění  mikročástice-
mi konvenčního sorbentu. 

Syntéza monolitů pou�itelných v různých chromato-
grafických modech je uskutečnitelná několika postupy. 
Tak například přímá polymerace styrenu a divinylbenzenu 
vede ke stacionární fázi velmi vhodné pro RP-HPLC pep-
tidů a proteinů. Jinou mo�ností je aplikace reaktivních 
funkcionalizovaných monomerů a následná modifikace 
vzniklého polymeru v podobném smyslu, jak bylo zmíně-
no v předchozí kapitole. V neposlední řadě je třeba upo-
zornit i na mo�nost roubování monolitů s vyu�itím UV 
záření, které umo�ňuje přípravu stacionárních fází 
s vysokou separační kapacitou. 

 
3.4.3. Tubulární monolitické kolony s radiálním tokem 

Principiálně by v�e nasvědčovalo tomu, �e monolitic-
ké kolony by mohly být velmi zajímavé také pro prepara-
tivní separace. Problém je ov�em v tom, �e radikálová 
polymerace v koloně je exotermní proces, při kterém se 
uvolňuje velké mno�ství tepla. Polymerace probíhá bez 
míchání a odvod tepla je obtí�ný. Zatímco při výrobě mo-
nolitů pro analytické aplikace je tato komplikace zvládnu-
telná, dostatečně přesná kontrola tepelných poměrů při 
polymeraci velkých monolitů je mimořádně obtí�ná43. 
Takovéto monolity mají v důsledku vytvořeného teplotní-
ho gradientu nehomogenní distribuci pórů v radiálním 
směru, a to vede ke zhor�ení chromatografických paramet-
rů. 

Tato obtí� byla do značné míry elegantně vyře�ena 
konceptem tubulárních monolitů s radiálním tokem44. Jed-
ná se o trubice s definovanou tlou�ťkou monolitem tvoře-
ných stěn, mobilní fáze a analyty procházejí přes stěnu 
v radiálním směru. Tyto kolony mohou mít objemy i ko-
lem 10 litrů, pou�ívané průtoky jsou asi 10 l min−1 a mno�-
ství separovaných proteinů nebo oligonukleotidů mů�e 
dosahovat i 200 g v jednom nástřiku. 

 
3.4.4. Silikagelové monolitické kolony 

První silikagelové monolity byly syntetizovány Tana-
kou45. Na rozdíl od rigidních makroporézních  polymer-
ních médií, silikagelové monolity analytických rozměrů 
nemohou být připraveny přímo v chromatografické kolo-
ně, neboť při solidifikaci během hydrolyticky iniciované 
polykondenzace tetraalkoxysilanů v prostředí polyethylen-
glykolu (porogen), dochází k výraznému zmen�ování obje-
mu. Nejprve je tedy připraven monolit, ten je pak zatěsněn 
do kolony odpovídajících rozměrů, a nakonec obvykle 
následuje chemická modifikace povrchu podle účelu pou-
�ití monolitu. Vzhledem ke srá�ení monolitu při jeho syn-
téze je obtí�né připravit média s délkou nad ~ 15 cm. Prav-
děpodobně z podobných důvodů není snadná ani výroba 
monolitů s průměrem men�ím ne� 3 mm. Komerčně jsou 
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zatím dostupné kolony od firem Merck (Německo)46 
a Phenomenex (USA), ov�em jen ve dvou průměrech 
4,6 mm (pro separace v analytickém měřítku), a pak a� 
100 µm (pro kapilární chromatografii). Platí, �e příprava 
silikagelových monolitů v kapilárním měřítku je snaz�í 
a reprodukovatelnějí ne� výroba kolon vět�ích rozměrů, 
a to proto, �e kapiláry se s úspěchem polymerují podobně 
jako rigidní polymerní monolity, tedy přímým in situ pro-
cesem. 

Silikagelové tyče obsahují jak velké póry o velikosti 
kolem 1 µm,  tak i velké mno�ství mesoporů, a proto má 
výsledný monolit poměrně značně velký povrch, co� je 
vlastnost důle�itá zvlá�tě při izokratických separacích 
v reverzním módu. Monolitické silikagelové kolony jsou 
vhodné pro rychlé separace předev�ím malých a středně 
velkých molekul. Tím se li�í od v�ech ostatních typů mo-
nolitů, proto�e ty jsou naopak vět�inou u�ívány pro dělení 
makromolekulárních látek, vět�inou v gradientovém uspo-
řádání. 

 
3.4.5. Monolity � stacionární fáze budoucnosti 

Podle některých odborníků představují monolitická 
média největ�í průlom v oblasti chromatografie od dob 
jejího vzniku47. Monolitická média jsou někdy označována 
jako �stacionární fáze čtvrté generace� s přesně laděnými 
vlastnostmi48. V ka�dém případě jim je v současnosti vě-
nována velká pozornost mnoha vědeckými týmy a firma-
mi. Je zřejmé, �e potenciál monolitů je�tě není plně vyu�it. 
Díky jejich unikátním vlastnostem, tj. snadné přípravě a 
toleranci k vysokým průtokům, jsou ji� dnes v řadě kon-
krétních případů preferovány před klasickými partikulární-
mi sorbenty. Vzhledem k tomu, �e monolitické kolony 
patří mezi nové stacionární fáze, není zatím jejich sorti-
ment tak pestrý jako v případě částicemi plněných kolon, 
ale tento stav se pravděpodobně rychle změní. 

 
 

4. Závěr 
 
Moderní trendy ve vývoji a výrobě stacionárních fází 

pro RP-HPLC směřují k produkci fází se stále vět�í me-
chanickou, chemickou a tepelnou odolností. Rozměry ko-
lon a sorbentů se postupně zmen�ují, co� umo�ňuje zvý�it 
separační účinnost, zrychlit analýzy, zlep�it detekční limi-
ty, a přitom sní�it spotřebu solventů. 

Vysoce čistý silikagel se stále dobře osvědčuje jako 
výchozí matrice pro přípravu moderních vázaných fází. 
Ov�em hybridní  anorganicko-organické materiály navíc 
vykazují vynikající odolnost vůči alkalickému prostředí. 
Nadějné jsou pravděpodobně i stacionární fáze zalo�ené na 
oxidech zirkonia a titanu. Velmi perspektivní, a dosud ani 
zdaleka nevyčerpanou oblastí jsou monolitická média. 

 
Práce byla podpořena výzkumným záměrem M�MT 

ČR MSM 6046137307: �Fyzikálně-chemické metody ana-
lýzy a popisu chemických systémů a biosystémů�. 
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and M. Zvolánkováa (a Department of Analytical Chemis-
try, Institute of Chemical Technology, Prague, bDepart-
ment of Physical and Macromolecular Chemistry, Faculty 
of Science, Charles University, Prague): Modern Station-
ary Phases for RP-HPLC 

 
Reversed-phase high performance liquid chromatog-

raphy (RP-HPLC) is one of the most utilized chroma-
tographic methods. Current trends towards more mechani-
cally and chemically stable RP-HPLC stationary phases 
are discussed in the review. Column dimensions, sorbent 
particle size and solvent consumption are continuously 
decreasing. This enables faster and more efficient analy-
ses. Highly pure silica still holds its position as the most 
frequently utilized starting material for RP preparation. 
However, hybrid silica-based stationary phases are signifi-
cantly more stable in alkaline buffers. Also sorbents based 
on zirconia, alumina and titania seem to be promising. 
A bright future is envisioned for monolithic media. 
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1. Úvod 

 
Aminokyseliny (AMK) mají pro �ivé organismy zá-

sadní význam. AMK jsou základními stavebními kameny 
proteinů − biologických makromolekul, které na jedné 
straně katalyzují biochemické reakce (enzymy) a na druhé 
straně vytvářejí pevné struktury buněk, tkání a celých or-
ganismů. AMK jsou základní strukturou peptidů, které 
často plní funkci předev�ím informačních molekul 
(hormony). Z AMK je syntetizována řada biologicky ak-
tivních molekul jako jsou např. neurotransmitery, mezi 
které patří adrenalin, noradrenalin, serotonin, dopamin 
a dal�í1,2. AMK vstupují v organismu do intermediárního 
metabolismu a jejich oxidace přispívá za normálních pod-
mínek asi v  10�20 % k oxidačnímu metabolismu organis-
mu. Za nefyziologických podmínek se stávají významným 
zdrojem energie organismu (např. hladovění).  

Proteiny jsou v �ivých organismech slo�kou v�ech 
tkání. Význam jejich metabolismu se v�ak  v jednotlivých 
tkáních mění. Ve tkáních jsou proteiny �těpeny na AMK 
a z aminokyselin se  opět vytvářejí nové proteiny. Průbě�-
ně se doplňuje zásoba (pool) aminokyselin v těle hydrolý-
zou bílkovin z potravy nebo jejich syntézou. Proto�e místa 
uvolňování a spotřeby AMK jsou vět�inou prostorově 

oddělena, musí docházet k přenosu aminokyselin mezi 
jednotlivými tkáněmi. AMK jsou v organismu transporto-
vány ve volné formě rozpu�těné v krevní plasmě. Nalezne-
me je ov�em jako volné i v ostatních tělních tekutinách, 
jako je tkáňový mok, moč, plodová voda a mozkomí�ní 
mok. Stanovení jejich koncentrací v těchto biologických 
tekutinách je důle�itým klinickým ukazatelem. Poukazuje 
nejen na aktuální vý�ivový stav organismu, ale zvý�ené 
popř. sní�ené hladiny některých AMK jsou přímým ukaza-
telem některých vrozených metabolických vad, jako je 
argininémie, citrulinemie, homocystinurie, choroba javoro-
vého sirupu (maple syrup urine disease), hypermethioniné-
mie, tyrosinemie či argininsukcináturie3−5.  

 
 

2. Elektroforetická separace aminokyselin 
 
V biochemických laboratořích jsou standardně pro 

stanovení AMK pou�ívány automatické jednoúčelové 
analyzátory pracující na principu iontověvýměnné chroma-
tografie nebo chromatografie na chemicky vázaných fá-
zích s postkolonovou derivatizací ninhydrinem6,7. Vývoj 
nových velmi rychlých a spolehlivých analytických metod 
zalo�ených na moderní instrumentaci je pro současnou 
klinickou praxi nezbytný. Velký potenciál pro stanovení 
AMK ve velmi slo�itých matricích, jako jsou biologické 
tekutiny, nabízí moderní přístroje pro vysokoúčinnou kapi-
lární elektroforézu (CE). Předností CE je předev�ím vyso-
ká separační účinnost, malý objem vzorku potřebný 
k analýze, nízká spotřeba mobilní fáze a vysoká rychlost 
analýzy8−11. Vysoká rychlost analýzy ve spojení s automa-
tizací umo�ňuje provádět analýzy velkých souborů vzorků 
a tím splnit po�adavky, které klade současný klinický vý-
zkum. 

Proteinogenní AMK jsou nízkomolekulární látky 
vhodné pro elektroforetickou separaci ve volném roztoku 
elektrolytu bez pou�ití nosného média. AMK obsahují ve 
své chemické struktuře slabé disociovatelné skupiny: kar-
boxylovou skupinu, aminoskupinu a některé je�tě disocio-
vatelnou skupinu v postranním řetězci. Celkový elektrický 
náboj AMK závisí na pH pou�itého separačního elektroly-
tu. Při postupném zvy�ování pH separačního pufru od silně 
kyselé a� po silně zásaditou oblast bude AMK postupně 
uvolňovat dva protony a  přecházet od kationtu AH2

+, přes 
neutrální zwitterion AH0 a� po anion A− (obr. 1, cit.12). 
U AMK s disociovatelnou skupinou v postranním řetězci 
je nutné uva�ovat i disociaci této skupiny. pKA karboxylo-
vé skupiny proteinogenních AMK se nachází v rozmezí 
1,7�2,4 a pKA aminoskupiny v rozmezí 8,7�10,5 (cit.13). 
AMK lze elektroforeticky stanovovat v jejich kationtové 
formě v kyselém prostředí kolem pH 2 nebo jako anionty 
kolem pH 9.  

Z pohledu vlastní elektroforetické separace není pro-
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blematické stanovení celého profilu proteinogenních AMK 
v jejich nativní volné formě, ve které se vyskytují v biolo-
gických tekutinách �ivých organismů. V současné praxi je 
ov�em pouze okrajovou zále�itostí. Komplikovaná je de-
tekce separovaných AMK. Pouze AMK s aromatickou 
strukturou v postranním řetězci absorbují v UV oblasti 
spektra, volné nativní AMK neobsahují fluorofory a elek-
trochemicky aktivních AMK je pouze několik. Tento pro-
blém CE analýzy aminokyselin se obchází převedením 
neaktivních AMK na jejich aktivní deriváty, které posky-
tují odezvu při pou�ití příslu�né detekční techniky. Dete-
govat v�ech 20 proteinogenních AMK v jejich volné for-
mě je mo�né pouze při pou�ití nepřímé UV detekce, de-
tekce vodivostní, popř. méně dostupných a velmi náklad-
ných detekčních technik, jako je hmotnostní a NMR de-
tekce8−11,14−16. Poslední dvě zmiňované detekční techniky 
nebudou pro svůj malý význam při CE stanovení AMK 
v tomto článku dále rozebírány.   

 
 

3.  Fotometrická detekce v UV oblasti a detekce 
fluorescenční 
 
Fotometrická detekce v UV oblasti spektra (UV) 

obecně nedosahuje v CE takové citlivosti jako v LC, co� 
se v konečném výsledku projeví ve vy��ích hodnotách 
limitu detekce (LOD) v CE. K absorpci záření v CE do-
chází na velice krátké optické dráze, která je rovna vnitřní-
mu průměru elektroforetických kapilár (20�100 µm). Na-
víc z proteinogenních AMK absorbují v UV oblasti elek-
tromagnetického spektra pouze Phe, Trp, Tyr a His a ani 
tyto AMK nenesou silné chromofory. Mnohem citlivěj�í 
detekční technikou pro CE je detekce fluorescenční (FD), 
zejména její varianta, laserem indukovaná fluorescence 
(LIF). Ale také fluorescenční detekce nará�í na nepřítom-
nost fluoroforů ve struktuře nativních AMK8−11,14−16. Obě 
tyto detekční techniky jsou z dlouhodobého hlediska nej-
významněj�ími pro detekci AMK a jejich strategie je zalo-
�ena v zabudování silných chromoforů popřípadě fluorofo-
rů do struktury AMK. Derivatizaci je mo�né provést před 
vlastní CE separací (pre-column), v průběhu separace (on-
column) nebo a� po separaci (post-column). Z těchto tří 
mo�ných variant významně převa�uje předkolonová deri-
vatizace. Mezi nejvýznamněj�í derivatizační činidla patří: 
3-(4-karboxybenzoyl)chinolin-2-karbaldehyd (CBQCA), 
5-(dimethylamino)naftalen-1-sulfonylchlorid známý pod 

názvem dansylchlorid (DnsCl), fluoreskamin, fluorenyl-9-
-methyl-chloroformiát (FMOC), naftalen-2,3-dikarb-
aldehyd (NDA), ftaldialdehyd (OPA) a fluoresceinisothio-
kyanát (FITC). Tato derivatizační činidla reagují přednost-
ně s primární aminoskupinou AMK. V tabulce I jsou uve-
deny příklady vyu�ití nejbě�něj�ích derivatizačních činidel 
při CE stanovení AMK v biologických materiálech. 
K separaci derivatizovaných AMK se vyu�ívá nejen kapi-
lární zónové elektroforézy (CZE) ve volném roztoku elekt-
rolytu, ale také micelární elektrokinetické chromatografie 
(MECK, cit.17). V MECK se do vodného separačního puf-
ru přidává detergent, který zde vytváří hydrofobní micely 
a k separaci dochází na základě rozdílné hydrofobnosti 
analytů. 

Derivatizace je v současné praxi nejroz�ířeněj�í stra-
tegií CE analýzy AMK a lze při ní dosáhnout velmi níz-
kých LOD, v oblasti nanomolárních koncentrací. Je nutné 
si ov�em uvědomit, �e derivatizační proces s sebou přiná�í 
i komplikace. Předev�ím prodlu�uje vlastní analýzu o do-
bu nutnou pro průběh derivatizačních reakcí, tyto reakce 
nejsou pro v�echny AMK stejně rychlé, výsledné produkty 
jsou obvykle málo stabilní a cena derivatizačních činidel je 
poměrně vysoká. Navíc některé AMK obsahují primární 
aminoskupinu také v postranním řetězci a  potom při deri-
vatizaci vzniká z jedné AMK více produktů.  

 
 

4. Elektrochemická detekce 
 
Elektrochemická detekce (ECD) zalo�ená na oxidaci 

nebo redukci analytu na elektrodě se vyznačuje vysokou 
selektivitou a citlivostí. Z proteinogenních AMK jsou na 
bě�ných tuhých elektrodách (Pt, Au, uhlík) elektrochemic-
ky aktivní pouze Tyr a Trp, v omezené míře té� Cys a Met 
(cit.38−40). Vyu�ití elektrochemické detekce je opět jako 
v případě UV a fluorescenční detekce ře�eno převedením 
AMK na jejich elektrochemicky aktivní deriváty. Byly 
popsány CE/ECD stanovení AMK derivatizovaných OPA 
(cit.41) a NDA (cit.42−46), které byly vyu�ity při analýzách 
biologických materiálů − piva44, erytrocytů45, makrofágů46, 
neuronů43. LOD CE/ECD se pohybuje v rozmezí  10−7−10−6 M. 
Dal�í mo�ností vyu�ití ECD je stanovení obecně neelektro-
aktivních AMK v jejich volné formě na měděné, popř. 
niklové elektrodě. Existují patrně dva rozdílné mecha-
nismy v elektrochemickém chování AMK na těchto elek-
trodách; v neutrálním a slabě alkalickém prostředí jde 

Obr. 1. Schéma postupné deprotonizace AMK při zvy�ování pH separačního elektrolytu od kyselé po zásaditou oblast 
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o tvorbu komplexů AMK s Cu2+ a Cu+ ionty na povrchu 
elektrody, zatímco v silně alkalickém prostředí jde elektro-
katalytický děj47−50.  

Elektrochemické detektory ov�em nenalezly v CE 
takové uplatnění jako v LC. Z tohoto důvodu také nejsou 
elektrochemické detektory pro CE komerčně dostupné 
a jednotlivé laboratoře si je vyrábějí samy. Tento fakt má 
přímou souvislost s ru�ivým vlivem silného separačního 
pole na vlastní signál elektrochemického detektoru51.  

 
 

5. Nepřímá fotometrická detekce 
 
Elegantní metodou pro detekci látek, které neobsahují 

ve své struktuře vhodné chromofory, je nepřímá fotomet-
rická detekce s vyu�itím bě�ně dostupného UV detektoru. 
Princip nepřímé UV detekce spočívá  v přídavku silně 
absorbující látky do separačního pufru. Silně absorbující 
ion separačního pufru by měl být zvolen tak, aby měl stej-
né znaménko náboje jako sledovaný analyt; byl tedy jeho 
koiontem. Vlivem CE separace je v zóně migrujícího ana-
lytu ni��í koncentrace absorbujícího koiontu ne� 
v okolním separačním elektrolytu. Průchod této zóny foto-

metrickým detektorem se projeví sní�ením odezvy detek-
toru a zóna je na elektroferogramu patrna jako záporný 
pík, tzv. dip52,53. Některé příklady testovaných absorbují-
cích koiontů při praktických analýzách směsí proteinogen-
ních AMK jsou shrnuty v tabulce II. 

Nespornou výhodou nepřímé fotometrické detekce je 
mo�nost stanovení volných nativních forem AMK fotome-
trickým detektorem, který je standardní součástí elektrofo-
retických přístrojů. Pou�ití nepřímé UV detekce je ov�em 
spojeno s volbou málo koncentrovaných separačních elekt-
rolytů, co� do značné míry limituje aplikaci této techniky 
na stanovení  látek v biologických tekutinách, které jsou 
charakteristické vysokým obsahem anorganických solí. 

 
 

6. Bezkontaktní vodivostní detekce 
 
Zóny analytů v CE mají obecně rozdílnou elektrickou 

vodivost ve srovnání s vodivostí okolního separačního 
elektrolytu a pro jejich detekci lze vyu�ít univerzální de-
tekční techniku � detekci vodivostní60,61. Vodivostní detek-
ce je zalo�ena na měření elektrické vodivosti roztoku 
v detekční cele mezi dvěma kovovými elektrodami, které 

Tabulka I  
Vybrané aplikace pou�ití derivatizačních činidel v kapilární elektroforéze při stanovení AMK v biologických materiálech 

Činidlo CE mód Podrobnosti LOD Lit. 
CBQCA CZE-LIF plasma 40 nM 4 
CBQCA CZE-LIF mikrodialyzát �edé hmoty mozkové nM 18 
DnsCl MEKC-UV rostlinný materiál − 19 
Fluoreskamin CZE-LIF cytochrom hydrolyzovaný trávicími enzymy 10 nM 20 
Fluoreskamin CZE-UV taurin v plasmě nM 21 
Fluoreskamin CZE-LIF Arg, citrulin v neuronech 5 nM−17 µM 22 
Fluoreskamin CZE-LIF AMK a peptidy v neuronech nM 23 
FMOC MEKC-UV chirální separace AMK s cyklodextriny − 24 
FMOC CZE-UV chirální separace AMK s vankomycinem − 25 
FMOC CZE-LIF hydroxyprolin a prolin v kolagenu nM 26 
NDA MEKC-LIF Asp enantiomery, vzorky potkaního mozku 2 nmol g−1 27 
NDA MEKC-LIF Trp enantiomery, biologické vzorky 33 nM 28 
NDA CZE-LIF Glu, Asp � monitorování potkanů in vivo − 29 
OPA MECK-LIF Asp, Glu v tělesných tekutinách 100 nM 30 
OPA + FITC MECK-UV hydroxyprolin v kolagenu kosterního svalstva − 31 
OPA CZE-FD hydrolyzát sojových bobů 2,5−10 µM 32 
OPA CZE-LIF obsah AMK v jedné buňce 4 nM−13 µM 33 

FITC CZE-LIF deriváty Arg v lidském séru 0,05 µM 34 
FITC CZE-LIF AMK v mikrodialyzátu bazálního ganglia − 35 
FITC CZE-LIF AMK v mikrodialyzátu thalamu − 36 
FITC CZE-LIF Glu, Gln v mozkomí�ním moku − 37 
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jsou umístěny na výstupu separační kapiláry. V tomto 
klasickém uspořádání, kdy jsou měřicí elektrody v přímém 
kontaktu s měřeným roztokem, nedosáhla vodivostní de-
tekce v CE významného uplatnění stejně jako ostatní mó-
dy elektrochemické detekce zalo�ené na oxidaci nebo re-
dukci analytu. V posledních letech se stala velmi populární 
vodivostní detekce prováděná v bezkontaktním uspořádá-
ní62−66. Nová konstrukce bezkontaktních vodivostních de-
tektorů (CCD) pro CE byla popsána koncem 90. let minu-
lého století67,68. Jde o CCD tvořené dvěma tubulárními, 
popř. semitubulárními69 elektrodami, které jsou umístěny 
za sebou kolem vněj�ího povrchu separační kapiláry a jsou 
od sebe odděleny detekční mezerou (obr. 2). Na jednu 
elektrodu je vkládán střídavý signál z generátoru, signál 
prochází přes stěnu separační kapiláry, je ovlivněn vodi-
vostí zóny v detekční mezeře a poté snímán druhou vodi-
vostní elektrodou. Umístění vodivostních elektrod za se-
bou podél separační kapiláry přispělo k výraznému zvý�e-
ní citlivosti CCD v CE v porovnání s původním snímáním 
vodivostního signálu v jednom místě napříč kapilárou70,71. 
Navíc toto nové uspořádání CCD umo�ňuje měřit vodivost 
při relativně nízkých frekvencích střídavého signálu (od 
desítek kHz po 1 MHz), co� výrazně zjednodu�í elektro-
nické zpracování signálu detektoru. Zásadní výhodou CCD 
je fakt, �e měřicí elektrody nejsou v přímém kontaktu 
s analyzovaným roztokem. U CCD se nerozpou�tí materiál 

elektrody, látky se neadsorbují na povrch elektrody a ne-
probíhají děje, které vedou ke stárnutí elektrody. Pou�itím 
CCD v kombinaci s CE je vyře�en i problém interference 
silného separačního elektrického pole se signálem vodi-
vostního detektoru51.  

Z těchto důvodů se CCD stává jednou 
z nejvhodněj�ích detekčních technik pro CE stanovení 
malých anorganických iontů v reálných matricích, jako je 
pitná72 a de�ťová voda73 nebo lidské sérum74. Kromě sta-
novení anorganických iontů byly mo�nosti kombinace CE/
CCD demonstrovány i pro analýzy organických látek ne-
absorbujících v UV. V literatuře byly naznačeny mo�nosti 
aplikace CE/CCD i na biochemicky významné skupiny 
molekul jako jsou mastné kyseliny75,76, monosacharidy 
a disacharidy77, aminokyseliny78,79, peptidy80 a proteiny81.  

 
 

7. Praktické stanovení aminokyselin kapilární 
elektroforézou s bezkontaktní vodivostní  
detekcí 

 
V na�í laboratoři se zabýváme aplikací CE/CCD 

(cit.82) pro stanovení celého profilu AMK v biologických 
tekutinách. Vysoká účinnost CE umo�ňuje během jedné 
analýzy úplné oddělení v�ech 20 proteinogenních AMK. 
Ukázkový elektroferogram modelové směsi (obr. 3) de-
monstruje úplnou CE separaci 20 proteinogenních AMK 
a dal�ích 11 látek, které se bě�ně vyskytují v biologických 
vzorcích. Jako optimální separační pufr se ukázala 1,7 M 
octová kyselina s přídavkem 0,1 % (hydroxyethyl)celulosy 
(w/v) o pH 2,15. Při tomto pH migrují AMK v elektrickém 
poli jako kationty. Jeliko� koiontem ke kladně nabitým 
AMK jsou vysoce vodivé H3O+ ionty separačního elektro-
lytu, poskytují AMK v CCD záporné píky. Poměrně vyso-
ká koncentrace octové kyseliny v separačním elektrolytu 
zaji�ťuje dobrou pufrační kapacitu a přídavek (hydroxy-
ethyl)celulosy chrání vnitřní povrch kapiláry před ne�á-
doucí adsorpcí látek z biologického vzorku. LOD dosa�e-
né za optimalizovaných separačních podmínek se pohybují 
v rozmezí 1,5 µM pro Arg do 6,7 µM pro Asp (Arg má při 
pH 2,15 nejvy��í migrační rychlost, zatímco Asp nejni��í). 

Tabulka II 
Vybrané aplikace pou�ití nepřímé UV detekce pro stanovení AMK v biologických vzorcích 

Absorbující koion Podrobnosti Lit. 
4-Aminobenzoová kyselina modelová směs AMK 54 
4-(Dimethylamino)benzoová kyselina modelová směs 54 
4-Aminobenzoová kyselina plasma, supernatant makrofágové kultury, LOD 2−20 µM 55 
Salicylová kyselina modelová směs 53 
Chininsulfát nádorové buňky 56 
Kalixareny modelová směs 57 
Benzoová kyselina rostlinný materiál, LOD 10−50 mM 58 
Adenosinmonofosfát AMK + fosforylované AMK, LOD 3−6 µM 59 

Obr. 2. Schéma bezkontaktního vodivostního detektoru pro 
CE s válcovými elektrodami 

vysílací válcová 
elektroda 

přijímací válcová 
elektroda 

separační 
kapalina 

elektronický 
obvod 

detekční mezera 

generátor 
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Tato citlivost CE/CCD je dostatečná pro stanovení v�ech 
20 proteinogeních AMK v krevní plasmě83 i plodové vo-
dě84, viz obr. 4 a obr. 5.  

Popsaná technika CE/CCD umo�ňuje citlivé stanove-
ní celého profilu AMK v jejich volné formě, ve které se 

vyskytují v �ivých organismech. Plasma nebo plodová 
voda jsou pouze deproteinizovány přídavkem organického 
rozpou�tědla a poté přímo dávkovány do separační kapilá-
ry. Tím odpadá zdlouhavá úprava vzorku, kterou vy�aduje 
pou�ití fotometrické popř. fluorescenční detekce, a úplnou 

Obr. 3. CE/CCD separace modelové směsi 20 proteinogenních aminokyselin a dal�ích 11 biogenních látek rozpu�těných v systému 
voda/acetonitril 1:1 (v/v) v ekvimolární koncentraci 10 µM (Asp a 4-hydroxyprolin 15 µM). Separační pufr: 1,7 M octová kys. + 0,1 % 
(hydroxyethyl)celulosa, pH 2,15. Kapilára: délka 80 cm, k detektoru 67 cm, vnitřní průměr 75 µM. Napětí +20 kV, proud +20 µA. 
Hydrodynamické dávkování 50 mbar po dobu 20 s. Identifikace píků: 1 ethanolamin, 2 cholin, 3 kreatinin, 4 β-Ala, 5 ornithin, 6 Lys, 
7 4-aminomáselná kys., 8 Arg, 9 His, 10 methylhistidin, 11 karnitin, 12 Gly, 13 Ala, 14 2-aminomáselná kys., 15 Val, 16 Ile, 17 Leu, 
18 Ser, 19 Thr, 20 Asn, 21 Met, 22 Trp, 23 Gln, 24 citrulin, 25 Glu, 26 Phe, 27 Tyr, 28 Pro, 29 cystin, 30 Asp, 31 4-hydroxyprolin  

Obr. 4. CE/CCD elektroferogram krevní plasmy po deproteinizaci acetonem 1:1 (v/v); hydrodynamické dávkování 50 mbar po 
dobu 6 s. Experimentální podmínky a identifikace píků stejné jako v obr. 3 
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analýzu je mo�né provést do 60 minut. Navíc CE/CCD 
umo�ňuje pou�ití separačních pufrů o vysoké koncentraci 
slo�ek, co� má kladný vliv na CE separaci biologických 
tekutin s velkým přebytkem anorganických iontů.   

 
 

8. Závěr 
 
Moderní přístroje CE jsou vhodnou alternativou jed-

noúčelových analyzátorů při stanovení AMK 
v biologických vzorcích. Problém CE analýzy AMK je 
předev�ím v nedostatku vhodných chromoforů a fluorofo-
rů ve struktuře AMK. Pro pou�ití rutinních detekčních 
technik zalo�ených na fotometrické detekci v UV oblasti 
a detekci fluorescenční je nutné AMK derivatizovat a poté 
stanovovat ve formě absorbujících derivátů. Naopak pou-
�ití CCD umo�ňuje citlivé stanovení AMK v jejich volné 
nativní formě, ve které se vyskytují v �ivých organismech. 
Citlivost spojení CE a CCD je dostatečná pro analýzu celé-
ho profilu proteinogenních AMK v biologických tekuti-
nách s tím, �e není nutné provádět slo�itou úpravu biolo-
gického materiálu před vlastní CE analýzou.  

 
Tato práce byla podporována  Grantovou agenturou 

ČR (grant č. 203/04/0519 a č. 203/03/D094) a M�MT 
České republiky (výzkumný záměr č. MSM0021620814). 

  
S e z n a m  z k r a t e k  p r o t e i n o g e n n í c h   
a m i n o k y s e l i n  
 
Ala alanin 
Arg arginin 
Asn asparagin 
Asp asparagová kyselina  
Gln glutamin 

Glu glutamová kyselina  
Gly glycin 
His histidin 
Ile isoleucin 
Leu leucin 
Lys lysin 
Met methionin 
Phe fenylalanin 
Pro  prolin 
Ser serin 
Thr threonin 
Trp tryptofan 
Tyr tyrosin 
Val valin 
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P. Tůma and E. Samcová (Centre of Biomedical 
Sciences, 3rd Faculty of Medicine, Charles University, 
Ruská 87, 100 00 Prague 10, Czech Republic): Determi-
nation of Free Amino Acids in Biological Fluids Using 
Capillary Electrophoresis 

 
Determination of amino acids (AA) in biological flu-

ids plays an important role in clinical research. Attention 
has been focused on separation methods offering a high 
separation efficiency, small volume of injected sample and 
short time of analysis. Capillary electrophoresis (CE) is 
one of the analytical methods that meets all these demands 
and, in addition, allows to overcome some technical obsta-
cles in analysis of biological materials. This article pro-
vides a review of recent progress in the CE analysis of 
proteinogenic AAs in biological fluids. Principles and 
applications of various CE detection techniques are dis-
cussed, including those based on direct UV photometry, 
fluorimetry, indirect photometry, electrochemistry and 
conductivity. It is shown that the contactless conductivity 
detection (CCD) is superior to other detection techniques 
in the CE analysis of the whole profile of proteinogenic 
AAs occurring in their native forms in biological fluids. 
Apart from a high sensitivity, the CE/CCD method makes 
it possible to avoid complicated pretreatment of biological 
samples.  
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1. Úvod 

 
Nanoporézní materiály jsou definovány jako disperzní 

tuhé látky, které obsahují póry o velikosti 1 a� 100 nm. 
Objem pórů zpravidla dosahuje hodnot 1,5 a� 2,0 cm3 g−1, 
plocha jejich povrchu se blí�í 1500 m2 g−1. Pro mnoho 
nanoporézních materiálů je charakteristická dokonalá ar-
chitektura porézního systému, který je vytvořen pravidelně 
uspořádanými póry tého� tvaru a té�e velikosti. 

Vysoká plocha povrchu pórů dodává nanoporézním 
materiálům řadu vlastností, které neporézní tuhé látky 
tého� chemického slo�ení nemají. Vzhledem k tomu nano-
porézní materiály nacházejí nejvíce přímých či potenciál-
ních aplikací v adsorpčních a separačních procesech, kata-
lýze a fotokatalýze, senzorice, mikroelektronice a v někte-
rých biotechnologiích. Pro v�echny uvedené aplikace je 
podstatné, aby povrch pórů byl dobře dostupný pro mole-
kuly z vněj�í kapalné či plynné fáze. Naproti tomu pro 
některé jiné aplikace  −  např. v izolační technice  −  je 
důle�ité, aby póry byly uzavřeny uvnitř tuhé fáze. 

Standardní klasifikace porézních materiálů dle 
IUPAC, je� rozli�uje tři typy pórů1, není identická s defini-
cí nanoporézních materiálů. Póry, které mají průměr men�í 
ne� 2 nm, jsou označovány jako mikropóry. Průměr mezo-
pórů je v intervalu 2 a� 50 nm a makropóry mají průměr 
vět�í ne� 50 nm. Nanoporézní materiály tedy mohou obsa-
hovat v�echny tři typy pórů; tomuto označení se vymykají 

jen některé vysloveně mikroporézní látky (např. zeolity) 
nebo naopak čistě makroporézní látky (např. některé anor-
ganické izolační materiály). 

V tabulce I jsou uvedeny základní charakteristiky 
nanoporézních materiálů, rozčleněných do �esti skupin 
podle chemického slo�ení2. Je zřejmé, �e snaha o zahrnutí 
v�ech skupin do tohoto příspěvku by vedla k povrchnosti 
a výrazně by sní�ila jeho informační hodnotu. Omezím se 
proto jen na křemičitany a hlinitokřemičitany, které nále�í 
k nejvýznamněj�ím materiálům pro separační a katalytické 
procesy. Pominu čistý oxid hlinitý (uspořádanou mezopo-
rézní aluminu), neboť jeho problematika je zcela specific-
ká3−5 a bylo by zapotřebí ji popsat ve zvlá�tním sdělení. 
Příspěvek jsem zaměřil na křemičitany a hlinitokřemičita-
ny s uspořádanou mezoporézní strukturou, připravené 
supramolekulárním templátováním. Jsou nazývány té� 
organizované mezoporézní materiály nebo mezoporézní 
molekulová síta. V závěru se zmíním o materiálech kom-
pozitních, které obsahují dva porézní systémy, mikropo-
rézní a mezoporézní. V mikroporézním systému nastávají 
po�adované adsorpční či katalytické děje; mezoporézní 
systém pak umo�ňuje rychlej�í transport molekul z plynné 
či kapalné fáze k mikropórům6. I kdy� kompozitní materi-
ály se mohou částečně vymykat definici materiálů nanopo-
rézních, jsou zde pro svou důle�itost uvedeny. 

Literatura týkající se materiálů uvedených struktur-
ních typů je velmi rozsáhlá. Téměř v�echny důle�ité práce 
byly publikovány v časopisech Chemical Communicati-
ons, Journal of the American Chemical Society, Journal of 
Physical Chemistry B, Langmuir, Chemistry of Materials, 
Angewandte Chemie a Microporous and Mezoporous Ma-
terials. Mnoho informací je shrnuto ve sborních z konfe-
rencí věnovaných mezoporézním molekulovým sítům7. 
Vzhledem k tomu, �e problematika syntézy mezoporéz-
ních tuhých látek byla ji� několikrát přehledně zpracová-
na2,8−13, zmiňuji v tomto příspěvku principy supramoleku-
lárního templátování jen velmi stručně. Poněkud podrob-
něji jsem se zaměřil na problematiku charakterizace nano-
porézních materiálů, neboť je stejně významná jako jejich 
syntéza. V oblasti přípravy nanoporézních materiálů zdů-
razňuji několik vybraných aspektů, o nich� se domnívám, 
�e v pří�tích létech nabudou největ�í důle�itosti. Do svého 
příspěvku jsem nezahrnul postsyntézní modifikace a funk-
cionalizace povrchu nanoporézních křemičitanů a hlini-
tokřemičitanů. Tato problematika vytváří rozsáhlou vý-
zkumnou oblast a bylo by zapotřebí ji zpracovat ve zvlá�t-
ním přehledném článku. 

 
 

2. Nanoporézní křemičitany 
 
Kry�tof Kolumbus je v�eobecně pokládán za objevite-

le Ameriky. Leif Erisson sice dosáhl tohoto kontinentu 
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o několik století dříve, av�ak teprve po Kolumbovi se ob-
jev Ameriky stal milníkem ve světových dějinách. Podob-
ně pracovníci americké společnosti Mobil jsou velmi často 
pokládáni za objevitele organizovaných mezoporézních 
křemičitanů a hlinitokřemičitanů; syntézu těchto nanopo-
rézních materiálů patentovali v roce 1991 (cit.14) a publi-
kovali v roce 1992 (cit.15). První syntéza křemičitanového 
materiálu s organizovanou mezoporézní strukturou byla 
v�ak patentována ji� o dvacet let dříve, v roce 1971 (cit.16). 
Autoři patentu neprozkoumali v�echny vlastnosti připrave-
ného materiálu a pouze konstatovali, �e jejich materiál 
vyniká extrémně nízkou zdánlivou hustotou. Té� japon�tí 
autoři, kteří syntetizovali templátovaný oxid křemičitý 
v roce 1990, si nebyli vědomi významu svého objevu17 
a svůj výsledek publikovali sice v angličtině, av�ak jen 
v japonském časopise. Pracovníci společnosti Mobil vyvi-
nuli nezávisle na zmíněném patentu i na japonských auto-
rech jednoduchý a spolehlivý postup pro syntézu templáto-
vaných mezoporézních křemičitanů a hlinitokřemičitanů. 
Na rozdíl od svých předchůdců připravené materiály 
podrobně prozkoumali a ukázali, �e porézní struktura těch-
to materiálů má v mezoporézním měřítku tyté� vlastnosti, 
jaké mají mikroporézní molekulová síta (např. zeolity)18. 
Teprve v roce 1997 bylo zji�těno při reprodukci jednoho 
z postupů, popsaných v citovaném patentu z roku 1971, �e 
takto syntetizovaný porézní křemičitan je shodný s mezo-
porézním molekulovým sítem MCM-41 syntetizovaným 
podle postupu společnosti Mobil19. 

Hlinitokřemičitanová a křemičitanová mezoporézní 
molekulová síta, vyvinutá společností Mobil, představova-
la dlouholetý sen výzkumníků v oblasti katalýzy a adsorp-
ce. Jejich objev zahájil neobyčejně intenzivní výzkum, 
který rychle vytvořil rozsáhlou oblast problematiky poréz-
ních materiálů20. Jak je zřejmé z historie tohoto objevu, 
velmi významnou roli hraje studium vlastností těchto ma-

teriálů. Vzhledem k tomu první část této kapitoly věnuji 
charakterizaci mezoporézních molekulových sít. Dal�í 
části budou nále�et novým trendům syntéz zalo�ených na 
supramolekulovém templátování. 

 
2 . 1 .  C h a r a k t e r i z a c e  

 
Úplnou charakterizaci mezoporézních molekulových 

sít není mo�no provést pouze pomocí jedné experimentální 
techniky. Jestli�e chceme získat komplexní pohled na po-
rézní strukturu a tvar a velikosti částic, je nezbytné pou�ití 
transmisní a rastrovací elektronové mikroskopie, fyzikální 
adsorpce a rentgenové difrakce. 

Na obr. 1 je uveden snímek porézního systému mezo-
porézního molekulového síta MCM-41. Tento systém je 
vytvořen rovnobě�nými kanály, které mají přibli�ně �esti-

Tabulka I 
Klasifikace nanoporézních materiálů 

Vlastnost 
 polymery uhlík skla hlinito-křemičitany a oxidy b kovy 
Velikost pórů mezo-makro mikro-mezo mezo-makro mikro-mezo mikro-mezo mezo-makro 
Plocha povrchu nízká vysoká nízká vysoká střední nízká 
Porozita c > 0,6 0,3−0,6 0,3−0,6 0,3−0,7 0,3−0,6 0,1−0,7 
Permeabilita nízká-střední nízká-střední vysoká nízká nízká-střední vysoká 
Pevnost střední nízká vysoká nízká nízká-střední vysoká 
Teplotní stabilita nízká vysoká střední střední-vysoká střední-vysoká vysoká 
Chemická stabilita nízká-střední vysoká vysoká vysoká velmi vysoká vysoká 
Cena nízká vysoká vysoká nízká-střední střední střední 
�ivotnost krátká dlouhá dlouhá střední-dlouhá dlouhá dlouhá 

Materiál 

a Včetně aluminy a oxidu křemičitého, b typickými představiteli jsou oxid titaničitý (anatas) a zirkoničitý, c poměr objemu 
pórů a vněj�ího objemu porézní látky 

Obr. 1. Mezoporézní molekulové síto MCM-41; snímek 
z transmisního elektronového mikroskopu 

 10 nm 
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úhelníkový průřez a jsou uspořádány do hexagonální vo�ti-
nové struktury. Velikost kanálů činí 3,4 nm a tlou�ťka 
jejich stěn je 1,2 nm. 

Mikroskopický snímek poskytuje přímý pohled na 
porézní strukturu, av�ak ukazuje jen velmi malou její část. 
Základní parametry porézní struktury, které se vztahují 
k makroskopickému mno�ství materiálu, získáme pomocí 
adsorpčních technik. Jako standardní adsorpční technika je 

v�eobecně pou�íváno měření adsorpčních a desorpčních 
izoterem dusíku při 77 K (tj. při teplotě normálního bodu 
varu tohoto adsorbátu). 

Adsorpční a desorpční izotermy dusíku při 77 K na 
typických mezoporézních molekulových sítech jsou uve-
deny na obr. 2 a 3. Na těchto izotermách pozorujeme tři 
oblasti. V oblasti A , tj. za nízkých relativních tlaků p/p0 
(kde p je rovnová�ný tlak, p0 tlak nasycených par dusíku 
při teplotě měření) probíhá na celém povrchu monomole-
kulární a polymolekulární adsorpce (vyjádřená v milimo-
lech adsorbovaného dusíku vzta�ených na 1 g adsorbentu). 
V oblasti B dusík kondenzuje v mezopórech a zcela zapl-
ňuje jejich objem. Jeliko� mezoporézní molekulová síta 
MCM-41 a SBA-15 mají válcovité póry konstantního prů-
měru, nastává kondenzace dusíku v mezopórech téměř 
skokem a projevuje se strmým vzrůstem adsorbovaného 
mno�ství. V oblasti C probíhá polymolekulární adsorpce 
na vněj�ím povrchu částic. Molekulové síto MCM-41 má 
průměr mezopórů 3,4 nm. Jeliko� v pórech, jejich� průměr 
je men�í ne� cca 3,6�3,8 nm, Kelvinovská kapilární kon-
denzace par dusíku nenastává, vyprazdňují se mezopóry 
molekulového síta MCM-41 při rovnová�ném tlaku, který 
je shodný s tlakem, při něm� probíhá jejich zaplňování. 
Tento děj je obvykle nazýván kapilární kondenzace bez 
hystereze. Zaplňování mezopórů molekulového síta SBA-
15 o průměru 6,5 nm nastává v důsledku Kelvinovské 
kapilární kondenzace. Vzhledem k tomu, �e meniskus 
kapalného dusíku má při zaplňování a vyprazdňování pórů 
různý poloměr křivosti, probíhají tyto děje při odli�ných 
relativních tlacích, co� způsobuje, �e na izotermě pozoru-
jeme hysterezní smyčku. Molekulové síto SBA-16 má 
kulovité póry o průměru 6 nm s okny o průměru 4 nm; tyto 
mezopóry se opět zaplňují mechanismem Kelvinovské 
kapilární kondenzace. Jeliko� v�echna okna mají tý� prů-
měr, probíhá desorpce ve velmi úzkém intervalu relativ-
ních tlaků. 

Kvalitativní popis adsorpčních dějů na mezoporéz-
ních látkách nám ukazuje, které strukturní parametry je 
mo�no z adsorpčních izoterem nalézt. K těmto paramet-
rům zejména nále�í celková plocha povrchu, objem, veli-
kost a plocha povrchu mezopórů a plocha vněj�ího po-
vrchu částic. Pro kvantitativní analýzu adsorpčních izote-
rem na uspořádaných mezoporézních materiálech byla 
vyvinuta řada metod, zalo�ených na semiempirických či 
relativně přesných statisticko-termodynamických přístu-
pech. Popis těchto metod nalezne čtenář v monografii21 
a v literatuře, je� je v ní citována. 

Informace o tvaru mezopórů, získané z adsorpčních 
izoterem, nejsou zcela jednoznačné; dal�í důle�ité infor-
mace, týkající se zejména vzájemného uspořádání mezo-
pórů a tlou�ťky jejich stěn jen z adsorpčních izoterem zís-
kat nelze. Částice s uspořádanou mezoporézní strukturou 
obsahují pravidelně se střídající motiv stěna póru � objem 
póru. Z tohoto důvodu poskytují při měření rentgenové 
difrakce Braggovy reflexe i přesto, �e vlastní stěny pórů 
jsou amorfní. Na difraktogramu mezoporézního molekulo-
vého síta MCM-41 (obr. 4) jsou patrné čtyři dobře rozli�i-
telné difrakční linie, které za předpokladu hexagonální 
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Obr. 3. Adsorpční izotermy dusíku na mezoporézních moleku-
lových sítech SBA-15 (!) a SBA-16 (") při 77  K; plné body 
označují desorpci 

Obr. 2. Adsorpční izoterma dusíku na mezoporézním moleku-
lovém sítě MCM-41 při 77  K; plné body označují desorpci 
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2 . 2 .  S y n t é z a   
 
Po uveřejnění objevu syntézy templátovaných mezo-

porézních křemičitanů a hlinitokřemičitanů společností 
Mobil bylo úsilí mnoha výzkumných pracovi�ť zaměřeno 
na studium mechanismů tvorby uspořádané anorganicko-
organické mezofáze, tj. studium samoorganizace organické 
(tenzidových micel) a anorganické slo�ky (nejčastěji kře-
mičitanových aniontů). Nejvíce prací bylo provedeno 
s čistě křemičitanovými materiály, které se projevily jako 
nejtvárněj�í a umo�nily největ�í variabilitu porézních 
struktur. Prvními dobře definovanými mezoporézními 
materiály se staly: hexagonální molekulové síto MCM-41 
s vo�tinovou mezoporézní strukturou (obr. 1) a kubické 
molekulové síto MCM-48 s trojrozměrným mezoporézním 
systémem. Tato síta byla syntetizována za přítomnosti 
tetraalkylamoniových tenzidů (např. hexadecyltrimethyla-
moniových solí), jejich� micely byly templátem 
(�ablonou), kolem ní� se vytvářely stěny pórů. Parametry 
jejich porézní struktury závisí jednak na pou�itém tenzidu, 
jednak na syntézních podmínkách. Typické hodnoty, vy-
počtené z adsorpčních izoterem dusíku, jsou uvedeny 
v tabulce II. 

Současně s výzkumem mechanismů supramolekulár-
ního templátování probíhal vývoj nových mezoporézních 
materiálů. Jeliko� syntézy publikované pracovníky společ-
nosti Mobil byly zalo�eny na aplikaci kvartérních amonio-
vých tenzidů jako činidel určujících strukturu mezoporéz-
ních molekulových sít, byla největ�í pozornost ve vývoji 
nových syntéz věnována tenzidům tohoto typu. V roce 
1996 publikoval Stucky se spolupracovníky rozsáhlou 
studii, v ní� popsal pou�ití celkem osmi kationických ten-
zidů v syntézách templátovaných křemičitanů provede-
ných v různých reakčních podmínkách22. Tyto materiály 
jsou označeny jako SBA; nejznáměj�í z nich jsou SBA-1 
a SBA-3. (Strukturní parametry jsou uvedeny v tabulce II.) 
Významný pokrok v oblasti syntéz představovaly receptu-
ry zalo�ené na pou�ití neionických tenzidů jako činidel 
určujících architekturu porézní struktury. První pou�ití 
neionického tenzidu publikovali Pinnavaia a spol. v roce 
1995 (cit.23); připravené materiály označili MSU-X (X je 
pořadové číslo materiálu). V roce 1998 Stucky a spol. 

Obr. 4. Rentgenový difraktogram mezoporézního molekulové-
ho síta MCM-41 
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Tabulka II 
Typické strukturní parametry mezoporézních molekulových sít 

Mezoporézní  
molekulové síto 

Difrakční 
symetrie 

Plocha povrchu 
[m2 g−1] 

Objem mezopórů 
[cm3 g−1] 

Průměr mezopórů 
[nm] 

MCM-41 hexagonální 900�1200 0,9�1,1 2,0�5,0 
MCM-48 kubická 900�1100 0,9�1,1 2,5�3,5 
SBA-1 kubická 1000−1100 0,6�0,7 3,0 
SBA-3 hexagonální 1100−1300 0,7�0,9 3,0 
SBA-15 hexagonální 700�900 0,9−1,2 6,0�10,0 
SBA-16 kubická 600−950 0,4�1,0 3,0�8,0 a 

a Průměr vstupních oken kolísá v mezích 1,0�6,0 nm 

symetrie P6mm mohou být indexovány jako (100), (110), 
(200) a (210). 

Jeliko� vznik Braggových reflexí je způsoben pravi-
delným uspořádáním stěn pórů, tj. uspořádáním ve vět�ích 
vzdálenostech ve srovnání s uspořádáním na atomové nebo 
molekulové úrovni, pozorujeme tyto reflexe v oblasti ma-
lých úhlů 2 Θ. U dobře uspořádaného porézního systému 
mů�eme rozli�it nejméně 4�5 reflexí, které umo�ňují sta-
novit difrakční symetrii porézního systému. Nejčastěji se 
setkáváme s kubickou (např. Im3m, Pm3m), 2D nebo 3D 
hexagonální (P6mm, P63/mmc) či lamelární symetrií. 

Kombinace vhodné adsorpční metody s rentgenovou 
difrakcí umo�ňuje stanovit tlou�ťku stěn pórů jako rozdíl 
mezi mří�kovým parametrem vypočteným z difraktogramu 
a velikostí pórů zji�těnou z adsorpční izotermy. 
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publikovali dal�í rozsáhlou studii24, v ní� popsali řadu 
templátovaných křemičitanů, připravených s pou�itím 
30 různých neionických tenzidů; i tyto materiály označili 
zkratkou SBA. V�echny pou�ité tenzidy obsahovaly poly-
ethylenoxidový řetězec (EOn) jako hydrofilní část, hydro-
fobní část tvořil buď polyisopropylenoxidový řetězec 
(POm) nebo nejrůzněj�í uhlovodíkové řetězce. Z těchto 
tenzidů nalezly v syntézách největ�í uplatnění triblokové 
kopolymery typu EOnPOmEOn, vyráběné společností 
BASF pod názvem Pluronic. Nejznáměj�í mezoporézní 
křemičitany syntetizované s triblokovými kopolymery jsou 
SBA-15 a SBA-16. (Strukturní parametry jsou uvedeny 
v tabulce II.) 

Jestli�e srovnáme kationický tenzid bromid hexa-
decyltrimethylamonný C16H33(CH3)3NBr s neionickým 
tenzidem Pluronic P123 HO(CH2CH2O)20[C(CH3)HCH2O]70
(CH2CH2O)20H, pak vidíme, �e molekula tohoto tenzidu 
má nejen jinou konstituci, ale je i podstatně vět�í. Rozma-
nitost pou�itých tenzidů způsobuje, �e připravené materiá-
ly se li�í typem difrakční symetrie i tvarem a velikostí 
mezopórů. Velikost micel  −  a tedy i velikost mezopórů  −  
je předev�ím dána velikostí hydrofobního řetězce moleku-
ly tenzidu; tvar micel pak určuje parametr uspořádání g 
(packing parameter), definovaný vzorcem 

g  =  V/a0 l            (1) 
kde V a l jsou objem a délka hydrofobního řetězce, a0 
efektivní plocha hydrofilní části molekuly tenzidu. Kulové 
micely vznikají, jestli�e g < 1/3; kdy� 1/3 < g < 1/2, jsou 
micely válcovité. Jestli�e g > 1/2, molekuly tenzidu vytvá-
ří flexibilní či rovinné (g = 1) dvojvrstvy. 

Základní typy interakcí křemičitan/tenzid jsou shrnuty 
v tabulce III pomocí bě�ně pou�ívané symboliky. Ka�dá 
reakční cesta je charakterizována nábojem tenzidu S 
a anorganické slo�ky I; schéma reakční cesty dále zahrnuje 
pomocné iontové slo�ky, k nim� nále�í H+ (proton) či 
vhodný anion X− nebo kation M+. Jak je zřejmé z obr. 5, 
pH reakční směsi určuje charakter interakce křemičitan/
tenzid. V oblasti A (pH > 11) dochází k rozpou�tění 
oxidu křemičitého a mezofáze proto nevzniká. V oblasti 
B (11 > pH > 2) probíhá tvorba mezofáze reakční cestou 1 
z micel kationického tenzidu a z křemičitanových aniontů 
obsahujících disociované silanolové skupiny Si-O−. Tento 
děj mů�e výrazně ovlivňovat přítomnost solí. Jestli�e je-

jich koncentraci (normalizovanou na 1) označíme x, pak 
realističtěj�í schéma interakcí v mezofázi je (1�x) S+I− + 
x M+X−. V izoelektrickém bodě (pH 2, skupiny Si-OH) je 
interakce tenzid/křemičitan zprostředkována vhodným 
aniontem X− (cesta 2) nebo vodíkovou vazbou (cesta 3). 
V oblasti C (pH < 2) jsou křemičitanové skupiny protono-
vané a mají kladný náboj (skupiny Si-OH2

+). Interakce se 
tenzidem je proto zprostředkována aniontem X− (reakční 
cesty 4 a 5). 

V posledních letech, zejména pak po roce 2000, lze 
v literatuře pozorovat úsilí zaměřené na vývoj syntéz, které 
umo�ňují precizně řídit architekturu pórů. Tvar micel byl 
optimalizován pou�itím směsí tenzidů, které byly zvoleny 
tak, aby parametr g měl pro daný tvar micel optimální 
hodnotu25,26. Pomocí směsí neionických triblokových ten-
zidů Pluronic F127 [(EO)106(PO)70(EO)106] a Pluronic 
P123 [(EO)20(PO)70(EO)20] v kombinaci s vhodnou volbou 
reakčních podmínek Ryoo a spol. připravili řadu moleku-
lových sít SBA-16 s póry ve tvaru kulových dutin o prů-
měru 4,5−9 nm a okny o velikosti několik desetin a� 6 nm 

Tabulka III 
Interakce křemičitan/tenzid 

Reakční cesta Typ interakce Tenzid Schematický vzorec a Připravený materiál 
1 S+I- kationický Cn-NR3

+ MCM-41, MCM-48 
2 S+X-I0 kationický Cn-NR3

+ SBA-1 
3 S0I0 neionický Cn-(EO)n MSU 
4 S+X-I+ kationický Cn-NR3

+ SBA-1, SBA-3 
5 (S0H+)(X-I+) neionický (EO)m(PO)n(EO)mCn-(EO)m SBA-15, SBA-16 
a Cn označuje nejdel�í uhlovodíkový řetězec (n = 8 a� 22), R různé men�í uhlovodíkové skupiny 

Obr. 5. Vliv pH na rychlost kondenzace křemičitanových iontů 
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(cit.27). 
Velikost a tvar tenzidových micel i charakter interakce 

křemičitan/tenzid v mezofázi ovlivňují přídavky anorganic-
kých solí do reakční směsi28. Tímto způsobem lze modifi-
kovat jak mezoporézní systém, tak i vznik a velikost částic. 
Např. přídavek NaCl do reakční směsi pro syntézu MCM-
41 způsobil vznik koloidních částic tohoto mezoporézního 
molekulového síta29. Naopak přídavek KCl umo�nil provést 
syntézu SBA-15 při teplotě blízké teplotě okolí30. 

Pro aplikační účely je zpravidla výhodné, jestli�e 
částice porézní látky mají definovaný tvar a stálou veli-
kost. Kulovité částice pak vynikají tím, �e nejsnadněji 
vytvářejí uspořádané struktury. Unger31 a Stucky32 se spo-
lupracovníky modifikovali klasický Stöberův postup33 pro 
syntézu monodisperzních kuliček SiO2 mikrometrové veli-
kosti zalo�ený na řízené hydrolýze emulze tetraal-
kylorthokřemičitanu. Disperzní prostředí pro tuto emulzi 
tvoří voda s přídavkem vhodného alkoholu; jako katalyzá-
tor je přidán NH3 nebo NaOH. Při přípravě mezoporézních 
křemičitanů je v disperzním prostředí rozpu�těn té� tenzid, 
jeho� micely vytvářejí mezoporézní strukturu vznikajících 
částic. Mou a spol.34 provedli syntézy kulovitých částic 
analogickým postupem; na rozdíl od předchozích receptur 
byla hydrolýza tetraalkylorthosilikátu katalyzována kysele. 
Pokud pečlivě zvolili a dodr�ovali podmínky syntézy, tj. 
slo�ení, pH a teplotu a způsob míchání reakční směsi, při-
pravili mezoporézní koule o průměru a� 1,5 cm, které ne-
vykazovaly �ádné makroskopické defekty. V nedávné 
době byla popsána podobná syntéza mezoporézního mole-
kulového síta SBA-16 s kulovitými částicemi mikrometro-
vé i milimetrové velikosti35. Pomocí rastrovací elektronové 
mikroskopie bylo prokázáno, �e tyto částice vznikají aglo-
merací koloidních částic a následným zaplňováním mezi-
částicových prostorů amorfní silikou. 

Pro některé aplikace  −  zejména pro vyu�ití v optic-
kých zařízeních  −  mohou být významná mezoporézní 
křemičitanová vlákna mikrometrového průměru a milimet-
rové délky. Tato vlákna byla syntetizována na rozhraní 
dvou kapalných nemísících se fází; nevodná fáze obsaho-
vala tetraalkylorthosilikát, vodná fáze tenzid. První synté-
za byla publikována v roce 1997 (cit.36), podrobněj�í práce 
byla uveřejněna v roce 2001 (cit.37). Takto připravená 
vlákna se vyznačují pozoruhodnou porézní strukturou, 
neboť hexagonálně uspořádané póry jsou těsně stočeny 
kolem osy vlákna. Mezoporézní molekulové síto MCM-41 
s vláknitými částicemi bylo té� syntetizováno tzv. homo-
genním srá�ením38. V této metodě se mezofáze vytváří 
v alkalickém prostředí; sní�ení pH reakční směsi, nutné 
pro kondenzaci křemičitanových iontů (obr. 5), je dosaho-
váno hydrolýzou esteru kyseliny octové. Na rozdíl od vlá-
ken připravených ve dvoufázovém systému má tento mate-
riál mezopóry orientovány paralelně s osou vláken. 

V literatuře byla popsána té� příprava tenkých mezo-
porézních filmů, které by mohly nalézt uplatnění zejména 
v optice, mikroelektronice či senzorice. Jednoduchou, av�ak 
velmi efektivní metodu pro syntézu precizně uspořádaných 
tenkých mezoporézních filmů rozpracoval Brinker39. 

Syntetické zeolity, které jsou mikroporézními mole-

kulovými síty, téměř v�dy vytvářejí krystaly, jejich� plo-
chy odpovídají příslu�né krystalografické symetrii40. Na-
proti tomu částice mezoporézních molekulových sít vzhled 
krystalů obvykle nemají. Pravidelné částice s dobře vyvi-
nutými plochami byly připraveny jen v případě mezopo-
rézních molekulových sít s krychlovou symetrií, a to pouze 
za speciálně optimalizovaných podmínek. Jeliko� tyto 
částice mají krystalický vzhled, jsou v literatuře bě�ně 
nazývány krystaly  −  i kdy� na rozdíl od skutečných krys-
talů nejsou uspořádány na atomární úrovni. První 
�krystaly� mezoporézního síta MCM-48 připravili Ryoo 
a spol.41; později Mokaya a Xia syntetizovali pravidelné 
částice tohoto materiálu o velikosti 0,5�2 µm ohraničené 
dvanácti rovinami42. Přípravu dokonalých �krystalů� 
mezoporézních molekulových sít SBA-1 a SBA-16 publi-
koval v nedávné době Mou  a spol.43,44. Dobře definovaný 
tvar těchto částic je důsledkem velmi pomalého růstu, 
který probíhal při pH 2 a� 3, tj. v oblasti, v ní� je rychlost 
kondezace křemičitanových iontů velmi nízká (obr. 5). 

Syntéza pravidelně ohraničených částic mezoporéz-
ních molekulových sít s krychlovou symetrií je zřejmým 
důsledkem templátování porézního systému kulovými 
nebo krátkými rozvětvenými micelami. U hexagonálních 
molekulových sít MCM-41 a SBA-15 jsou mezopóry tem-
plátovány micelami, které mají tvar dlouhých ohebných 
tyčinek. Proto lze očekávat, �e v důsledku fluktuací jsou 
micely náhodně přetrhávány; tyto defekty pak znemo�ňují 
vznik částic s krystalickým vzhledem, tj. ohraničených 
pravidelně uspořádanými plochami. 

 
 

3. Inkorporace hliníku 
 
Úsilí o zavedení hliníku do neutrálního křemičitano-

vého skeletu mezoporézních molekulových sít bylo zpo-
čátku motivováno snahou získat kyselý katalyzátor pro 
krakování velkých molekul, které nelze krakovat pomocí 
standardních katalyzátorů na bázi zeolitu Y. Hlinitokřemi-
čitanová mezoporézní molekulová síta, je� by vykazovala 
dostatečnou stabilitu a kyselost nutnou pro krakovací pro-
ces, v�ak dosud syntetizována nebyla; naproti tomu se tato 
síta osvědčila v řadě katalytických přeměn velkých mole-
kul, je� nevy�adují vysoce kyselá aktivní místa45. 

Ačkoliv první syntéza hlinitokřemičitanového mole-
kulového síta MCM-41 byla publikována ji� v roce 1992 
(cit.15,18), nelze přímou syntézu templátovaných mezopo-
rézních hlinitokřemičitanů pova�ovat za zcela vyře�ený 
problém. Hlinitokřemičitanové materiály typu MCM-41 
nebo SBA-15 obecně nedosahují úrovně uspořádání čistě 
silikátových materiálů. Přímá hydrotermální syntéza hlini-
tokřemičitanových materiálů je nejčastěji prováděna za 
přítomnosti kationtů alkalických kovů, které jsou odstraňo-
vány z kalcinovaných forem iontovou výměnou za kation-
ty amonné; amonné kationty jsou pak odstraněny dal�í 
kalcinací. Tento postup v�ak nejen po�kozuje porézní 
strukturu, ale způsobuje i ztrátu tetraedricky koordinova-
ných atomů hliníku, tj. úbytek kyselých hydroxylových 
skupin. Syntéza hlinitokřemičitanového mezoporézního 
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síta mů�e být provedena té� v kyselém prostředí bez pří-
tomnosti kationtů alkalických kovů. Příkladem je příprava 
molekulového síta SBA-15 za pou�ití tetraethylorthokře-
mičitanu jako zdroje křemíku46. K zabudování atomů hliní-
ku do stěn pórů v�ak dochází jen při sní�ení kyselosti re-
akční směsi, co� má za následek zhor�ení kvality mezopo-
rézní struktury. 

Dal�í mo�ností inkorporace hliníku je impregnace 
křemičitanových materiálů vhodnou sloučeninou tohoto 
prvku. Nejčastěji je pou�íván isopropoxid nebo chlorid-
hydroxid hlinitý47. Tento postup sice vede ke zvý�ení ky-
selosti molekulových sít, av�ak je doprovázen po�kozením 
jejich mezoporézní struktury. 

 
 

4. Kompozitní materiály 
 
Z předchozí části je zřejmé, �e mezoporézní moleku-

lová síta nevykazují dostatečnou teplotní stabilitu, zvlá�tě 
po zabudování kationtů hliníku do křemičitanového skele-
tu, a jejich kyselost je nedostatečná pro nasazení v kysele 
katalyzovaných reakcích. Z těchto důvodů je věnována 
velká pozornost přípravě kompozitních molekulových sít 
(tzv. hierarchických struktur), které vyu�ívají jako staveb-
ní jednotky nanočástice krystalických zeolitů pro tvorbu 
mezoporézních materiálů. Výsledkem tohoto postupu jsou 
materiály obsahující mikroporézní i mezoporézní strukturu 
a přítomnost zeolitických částic zvy�uje jejich termickou 
stabilitu a kyselost. 

Byly popsány dva základní postupy přípravy těchto 
kompozitních materiálů. Podle prvního postupu jsou pře-
dem připravená mezoporézní molekulová síta rekrystalizo-
vána za podmínek klasické hydrotermální syntézy zeoli-
tů48. Druhý postup je dvoukrokový: v prvním kroku jsou 
připraveny nanočástice zeolitu o velikosti pod 50 nm, které 
jsou v druhém kroku přetvořeny do mezoporézních mole-
kulových sít49. Z dosud popsaných syntéz vyplývá, �e dru-
há cesta je mnohem nadějněj�í, neboť rekrystalizace ji� 
připraveného mezoporézního molekulového síta vede 
v bazických podmínkách k jeho částečnému rozpadu. Nao-
pak pou�ití nanočástic zeolitů (ZSM-5, zeolit Y, zeolit L, 
Beta) jako stavebních jednotek pro přípravu mezoporézní-
ho molekulového síta umo�nilo připravit katalyzátory 
o podstatně vy��í tepelné stabilitě a kyselosti. Tyto kataly-
zátory vykazují vy��í aktivitu v kysele katalyzovaných 
reakcích ne� původní mezoporézní molekulová síta 
a mnohdy i ne� samotné zeolity50. 

 
 

5. Závěr 
 
Templátovaná křemičitanová a hlinitokřemičitanová 

mezoporézní molekulová síta nále�í k nanoporézním mate-
riálům s vysokým aplikačním potenciálem. V důsledku 
pravidelné vnitřní architektury těchto materiálů je jejich 
jakákoliv vlastnost vlastností celého porézního systému či 
celého vnitřního povrchu pórů. Tato skutečnost umo�ňuje 
řadu vědeckých aplikací mezoporézních molekulových sít. 

Typickým příkladem je oblast fyzikální adsorpce plynů, 
je� je �iroce vyu�ívána pro charakterizaci tuhých látek. 
Mezoporézní molekulová síta, studovaná jako modelové 
adsorbenty, umo�nila kalibraci metod pro stanovení textur-
ních parametrů tuhých látek a výrazně přispěla k rozvoji 
teorie adsorpce. Podobně tomu je i v oblasti heterogenní 
katalýzy, kde aktivita katalyzátorů na bázi mezoporézních 
molekulových sít mů�e být snáze korelována s charakte-
rem aktivních center. 

Úspě�ná příprava kompozitních materiálů, které obsa-
hují uspořádané mikroporézní a mezoporézní systémy, 
zahájila intenzivní výzkum zaměřený na optimalizaci jejich 
katalytických vlastností. Zvládnutí řízené syntézy těchto 
hierarchických struktur nále�í v současné době 
k nejaktuálněj�ím problémům v oblasti porézních materiálů. 

Technologické aplikace mezoporézních molekulo-
vých sít či materiálů připravených na jejich bázi dosud 
nebyly oznámeny. Lze je očekávat, a to nejen ve vysoce 
kvalifikovaných separačních procesech či v kvalifikované 
heterogenní katalýze, ale i v řadě jiných oborů, jejich� 
výčet přesahuje rámec tohoto článku. 

 
Tato práce vznikla za finanční podpory grantu GA ČR 

203/05/0197. Autor děkuje Prof. Jiřímu Čejkovi (Ústav 
fyzikální chemie Jaroslava Heyrovského, AV ČR) za kritic-
ké pročtení rukopisu. 
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A. Zukal (J. Heyrovský Institute of Physical Chemis-
try, Academy of Sciences of the Czech Republic, 
Dolej�kova 3, Prague 8): Recent Trends in the Synthesis 
of Nanoporous Materials 

 
This contribution reviews recent trends and poten-

tials in the synthesis of advanced nanoporous materials. 
The discovery of these materials has accelerated the de-
velopment of methods of their characterization. The first 
part of this review describes the characterstics of typical 

organized mesoporous silicas. For the preparation of 
templated mesoporous silicas, many synthetic routes 
have been developed. Recent advances in this field are 
presented and structural and morphological properties of 
resulting materials are described in the second part. In 
the third part, the incorporation of aluminum into the 
pore walls is briefly summarized. The last part is devoted 
to the composite micro/mesoporous materials with the 
special emphasis on the composites involving nanozeoli-
tic particles. 
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octová, dále kyselina mravenčí a máselná, a z vy��ích pak 
kyseliny kapronová, kaprylová, kaprinová, laurová, myris-
tová a dal�í. Tyto vznikají jako vedlej�í produkty kva�ení8 
a v malém mno�ství bývají v ovocných destilátech přítom-
ny (těkají s vodní parou) buď ve volné formě nebo jako 
estery. 

Různorodé chemické slo�ení jednotlivých destilátů 
způsobené mnoha faktory9,10 (druh a kvalita pou�ité suro-
viny, aktivita kvasinek, fermentační podmínky, technolo-
gický postup destilace, konečná úprava destilátu) naznaču-
je mo�nost rozli�ení základních typů těchto alkoholických 
nápojů na základě identifikace markerů specifických pro 
daný druh destilátu, a tak i zabránění mo�ného fal�ování 
lihovin. 

 
 

Experimentální část 
 
K analýze byly vybrány pálenky z meruněk, �vestek, 

jablek a hru�ek. U vzorků ovocných destilátů, které zahr-
novaly výrobky z domácí, palírenské i průmyslové výroby, 
byly vybrány dvě skupiny potenciálních markerů. Skupina 
nízkomolekulárních látek zahrnovala 1-propanol, 2-pro-
panol, 2-methyl-1-propanol, 2-methyl-1-butanol, 3-methyl- 
-1-butanol, ethyl-acetát a 1,1-diethoxyethan. Druhou sku-
pinu tvořily ethylestery vy��ích mastných kyselin, a to 
ethyl ester kyseliny kaprylové, kaprinové, laurové, myris-
tové, palmitové a stearové. Tyto látky byly vybrány jako 
univerzální (i kdy� málo specifické) markery přítomné ve 
v�ech typech ovocných destilátů. 

Pro měření obsahu látek v destilátech byl pou�it ply-
nový chromatograf HP 6890 s hmotnostním detektorem 
5973 N (Agilent, USA),  knihovnou spekter NIST 98 
(USA) a kolonou HP-5MS (5%-difenyl-95%-poly-
dimethylsiloxan) s parametry 30 m × 0,25 mm × 0,25 µm. 
Podmínky GC separace: i) nízkomolekulární látky: 40 °C 
(2 min) � 10 °C min−1 � 200 °C (5 min); nástřik: 0,2 µl, 
split 50:1; ii) ethylestery vy��ích mastných kyselin: 50 °C 
(2 min) � 10 °C min−1 � 300 °C (5 min); nástřik: 1 µl, dáv-
kovací pulz 280 kPa, 24 s. Nosným plynem bylo helium 
(99,998 %; rychlost průtoku: i) 0,6 ml min−1, ii) 0,9 
ml min−1; SIAD, Bergamo, Itálie). 

Hmotnostní obsah jednotlivých markerů ve vzorcích 
byl určen metodou kalibrační přímky. Byly připraveny dva 
základní zásobní roztoky standardních látek: i) roztok níz-
komolekulárních látek a ii) roztok ethylesterů vy��ích 
mastných kyselin. Ethanolické zásobní roztoky byly ná-
sledně ředěny 10×, 50× a 250× 50% ethanolem (v případě 
ethylesterů vy��ích mastných kyselin 96% ethanolem). 

ANALÝZA MARKERŮ PRO  
CHARAKTERIZACI DESTILÁTŮ 
 
MARCELA KORHOŇOVÁ*, RADKA  
HEJDOVÁ, PETR BARTÁK, PETR BEDNÁŘ 
a LUBOMÍR ČÁP 
 
Katedra analytické chemie, Přírodovědecká fakulta, 
Univerzita Palackého v Olomouci, Třída Svobody 8, 
771 46 Olomouc 
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Do�lo 16.6.06, přijato 19.10.06.  
 
 

Klíčová slova: destiláty, plynová chromatografie, faktoro-
vá analýza, markery, estery 

 
 
Úvod 
 

Destiláty patří mezi alkoholické nápoje obsahující 
nejméně 20 obj.% alkoholu, při jejich� výrobě se smí pou-
�ívat výhradně kvasný ethanol1, který je tvořen během 
fermentace ze zkvasitelných surovin činností vhodných 
mikroorganismů (kvasinek) a izolován následnou destilací.  

Mimo ethanolu a vody, které tvoří podstatnou část 
destilátů, jsou přítomny i dal�í látky2, které mají vliv na 
senzorické vlastnosti3,4 destilátu a na jeho kvalitu. Tyto 
látky mohou pocházet z původní suroviny2,5 (samotná su-
rovina, ale i kvas), mohou vznikat při fermentačním proce-
su6 nebo při skladování a zrání7. Zastoupeny jsou přede-
v�ím dal�í ni��í alifatické alkoholy2 (methanol, 1-pro-
panol, 1-butanol, 2-methyl-1-propanol, 2-methyl-1-buta-
nol, 3-methyl-1-butanol i dal�í alkoholy). Z aromatických 
a heterocyklických alkoholů vznikají při kva�ení benzylal-
kohol, 2-fenylethanol a furfurylalkohol. V�echny se vy-
značují výraznými senzorickými vlastnostmi. Z více-
mocných alkoholů se v ovocných destilátech vyskytuje 
2,3-butandiol a glycerol. Dal�í skupinu, která podstatným 
způsobem ovlivňuje senzorické vlastnosti ovocných desti-
látů, tvoří aldehydy. Ty pocházejí1 jednak ze zpracované 
suroviny a jednak vznikají2 během kvasného procesu 
i během destilace a staření. Mezi hlavní zástupce této sku-
piny chemických látek patří acetaldehyd, benzaldehyd 
a furankarbaldehyd. V ovocných destilátech jsou také za-
stoupeny těkavé alifatické kyseliny2,3, předev�ím kyselina 

CENA MERCK 
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Výsledky a diskuse 
 
Ve sledovaných destilátech byla metodou kalibrační 

přímky stanovena koncentrace 1-propanolu, 2-propanolu, 
2-methyl-1-propanolu, 2-methyl-1-butanolu, 3-methyl-1-  
-butanolu, ethyl-acetátu, 1,1-diethoxyethanu a ethylesteru 
kyseliny kaprylové, kaprinové, laurové, myristové, palmi-
tové a stearové. Přímá interpretace takto obsáhlých výsled-
ků analýzy ovocných destilátů je poměrně komplikovaná 
právě pro velký počet naměřených dat, jejich vzájemnou 
provázanost a vysokou variabilitu u jednotlivých pálenek. 
Pro rychlé statistické zpracování takových rozsáhlých sou-
borů dat a pro vyhledání a přehledné znázornění jejich 
vnitřní struktury se často vyu�ívá faktorová analýza 
(�Factor Analysis� � FA). Tato vícerozměrná statistická 
metoda11 umo�ňuje určit rozbor struktury vzájemných 
závislostí proměnných, popis struktury dat a vyhledat vý-
znamné faktory (jevy) a souvislosti, které je tě�ké určit 
analýzou jednotlivých ukazatelů či jejich dvojic. 

Pro analýzu byly dále vybrány dva soubory dat, vzor-
ky meruňkovice a slivovice. Výsledek FA (obr. 1) ukázal, 
�e do�lo k rozdělení vzorků meruňkovice a vzorků slivovi-
ce na dvě skupiny. Tento výsledek naznačuje mo�nost 
rozli�ení daného druhu destilátu na základě analýzy obsa-

hu uvedených analytů. Po vyloučení skupiny ethylesterů 
vy��ích mastných kyselin a zú�ení souboru vstupních dat 
na skupinu nízkomolekulárních látek, do�lo k mírnému 
překrytí obou souborů, av�ak bylo dosa�eno rovně� uspo-
kojivého rozli�ení (obr. 2). Samotná analýza ethylesterů 
vy��ích mastných kyselin ji� neposkytla dobré rozli�ení 
(obr. 3). U sledovaných destilátů tedy koncentrace bě�-
ných nízkomolekulárních látek obsahují překvapivě více 
specifickou informaci a uvedené látky jsou tedy lep�ími 
kvalitativními markery ne� ethylestery vy��ích mastných 
kyselin. Následující analýza vzorků jablkovice a hru�kovi-
ce, co� jsou pálenky z jádrového ovoce, přinesla obdobné 
výsledky jako analýza meruňkovice a slivovice. I v tomto 
případě bylo mo�né odli�it pálenky z jednotlivých surovin 
na základě analýzy sledovaných markerů (obr. 4). 

Při analýze pálenek ze stejného typu ovoce 
(peckovice resp. jádrové ovoce) dochází k dobrému rozli-
�ení jak při FA analýze, její� matice zahrnuje v�echny 
studované analyty, tak při analýze, kde vstupní matici tvoří 
pouze nízkomolekulární látky. U sledovaných vzorků tedy 
ethylestery vy��ích mastných kyselin nemají podstatný 
vliv na výsledek FA analýzy. Lze předpokládat, �e pro jiný 
druh ovoce resp. pro jinou výchozí surovinu, která nebyla 
zahrnuta do této studie, mů�e být právě obsah ethylesterů 
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Obr. 2. FA nízkomolekulárních látek vzorků meruňkovice 
a slivovice; ! vzorky slivovice, " vzorky meruňkovice 
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Obr. 1. FA vzorků meruňkovice a slivovice; ! vzorky slivovi-
ce, " vzorky meruňkovice 

Obr. 3. FA ethylesterů vy��ích mastných kyselin vzorků me-
ruňkovice a slivovice; ! vzorky slivovice, " vzorky meruňko-
vice 



Chem. Listy 101, 217−219 (2007)                                                                                                                                      Cena Merck 

219 

vy��ích mastných kyselin charakteristickým ukazatelem. 
Z porovnání koncentrací navr�ených markerů 

v jednotlivých typech destilátů je zřejmé, �e tyto markery 
jsou obsa�eny prakticky ve v�ech destilátech ve srovnatel-
ných koncentracích. Přes nízkou specifičnost je mo�né 
pomocí těchto markerů poměrně dobře odli�it určité typy 
destilátů. Z obr. 5 je ov�em vidět, �e spojením v�ech uve-
dených ovocných pálenek do vstupní matice ji� nedochází 
k dobrému rozli�ení. Z uvedených výsledků je zřejmé, �e 
pro komplexněj�í charakterizaci bude nutné vyhledat dal�í, 
specifičtěj�í markery destilátů. Nadějnou skupinu předsta-
vují např. terpeny, mezi nimi� lze najít látky, které jsou do 
značné míry specifické pro jednotlivé druhy ovoce. 

 
 

Závěr 
 
Různé druhy ovocných destilátů byly matematicky 

analyzovány vícerozměrnou statistickou metodou, faktoro-
vou analýzou, která dokázala rozli�it podobné druhy ovo-
ce, pálenky pocházející z peckovin a pálenky pocházející 
z jádrového ovoce. Společnou analýzou v�ech ovocných 
destilátů v�ak nebylo mo�né dosáhnout dostatečného rozli-
�ení jednotlivých druhů ovoce. Výrazné zlep�ení lze před-
pokládat při pou�ití specifičtěj�ích markerů (např. terpe-
nů). Jejich vyhledání je důle�itým úkolem budoucího vý-
zkumu. Vybrané nízkomolekulární látky představují pře-
kvapivou a perspektivní skupinu univerzálních markerů 
destilátů. 

 
Autoři děkují Ministerstvu �kolství mláde�e a tělový-
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M. Korhoňová, R. Hejdová, P. Barták, P. Bednář, 

and L. Čáp (Department of Analytical Chemistry, Faculty 
of Science, Palacký University, Olomouc): Analysis of 
Markers for Characterization of Distillates 

 
Fruit distillates, such as apricot-brandy, plum vodka 

�Slivovitz�, cider-brandy and pear-brandy, originating 
from domestic production, small distilleries and manufactur-
ing production, were analysed by gas chromatography with 
mass spectrometry. Less specific, but universal markers 
present in all types of distillates were selected for first ex-
periments: propan-1-ol, propan-2-ol, ethyl acetate, 2-methyl-
propan-1-ol, 3-methylbutan-1-ol, 2-methylbutan-1-ol, 1,1-di-
ethoxyethane, ethyl octanoate, ethyl decanoate, ethyl dode-
canoate, ethyl tetradecanoate, ethyl palmitate and ethyl 
stearate. Quantitative data were statistically evaluated by 
factor analysis. Regarding the minute specificity of se-
lected markers, unexpectedly good resolution was ob-
served in this case. The results of factor analysis indicate 
a possibility of differentiation of products from different  
fruits. Samples of apricot-brandy and plum vodka (drupes) 
can be differentiated. In the same way, distillates from 
apples and pears (pomes) can be easily differentiated. Al-
though, the full resolution of all samples requires discov-
ery of other specific markers, the proposed set of low-
molecular-weight compounds is a promising group of uni-
versal markers for characterisation of distillates. 
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Obr. 5. FA vzorků meruňkovice, slivovice, jablkovice a hru�-
kovice; ! vzorky slivovice, " vzorky meruňkovice, # vzorky 
jablkovice, ! vzorky hru�kovice 
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�Deconvolution Reporting Software� začína v prvej časti 
softvérového balíka − MSD Chemstation � program na 
obsluhu GC-MS a vyhodnocovanie analýz. Tu sa uskutoč-
ní be�ná identifikácia analytov podľa elučného času a po-
merov intenzít preddefinovaných selektívnych iónov 
a kvantitatívna analýza s pou�itím zvolenej kalibračnej 
metódy. Následne sa uskutoční dekonvolúcia chromato-
grafických píkov a identifikácia cieľových analytov v dru-
hej časti softvérového balíka, v programe AMDIS. Tento 
program slú�i na automatickú elimináciu �umu z meraní 
a spektrálnu dekonvolúciu chromatografických píkov5. 
Identifikáciu uskutočňuje porovnávaním dekonvoluova-
ných spektier s referenčnými spektrami vo zvolenej kni�-
nici, v prípade pesticídov je to kni�nica RTLPest 2, ktorá 
obsahuje spektrá 567 aktívnych látok. Následne sa v�etky 
dekonvoluované spektrá, ktoré boli v programe AMDIS 
identifikované ako cieľové analyty, e�te raz porovnávajú 
so spektrami v kni�nici NIST�02 (obsahuje 147000 rôz-
nych zlúčenín) s pou�itím programu MS Search. Výstu-
pom je správa obsahujúca tabuľku identifikovaných zlúče-
nín spolu s �match� faktorom vyjadrujúcim zhodu dekon-
voluovaného spektra s referenčným spektrom a mno�-
stvom látky. V dostupnej literatúre sa v�ak neuvádzajú 
medze detekcie, pri ktorých je automatická procedúra 
spoľahlivá4. Na medze detekcie rôznych látok vplývajú 
dva faktory. Prvým je medza detekcie pou�itého GC-MS, 
teda mno�stvo látky, pri ktorom sa zaznamená dostatočne 
kvalitné hmotnostné spektrum a druhým je kvalita dekon-
volúcie v programe AMDIS. Tu je dôle�ité, aby bolo mo�-
né účinne eliminovať �um merania a spektrálne odlí�iť 
píky analytov od píkov pochádzajúcich z matrice vzorky.  

Cieľom tejto práce je odhadnúť najni��iu koncentrá-
ciu, pri ktorej je mo�ná automatická dekonvolúcia 
a identifikácia rezíduí pesticídov v ovocí a zelenine prog-
ramom AMDIS (Automated Mass � spectral Deconvolu-
tion and Identification System) a výpočet medze detekcie 
vybraných pesticídov pri rýchlej GC�MS analýze v re�ime 
�Full Scan�. 

 
 

Experimentálna časť 

 
Chromatografické analýzy boli vykonané na GC-MS 

6890N (Agilent Technologies, USA) s hmotnostným de-
tektorom 5973N (Agilent Technologies, USA) s PTV dáv-
kovačom (Programmed Temperature Vaporizer � dávko-
vač s programovanou teplotou odparovania) a autosample-
rom 7683. Plynový chromatogram bol v on-line zapojení s 
počítačom pracujúcim so softvérom na kontrolu priebehu 
analýzy a spracovanie dát v MSD Chemstation D.01.02. 

Na analýzu bola pou�itá kapilárna kolóna s malým 

AUTOMATICKÁ SPEKTRÁLNA 
DEKONVOLÚCIA NA ANALÝZU 
REZÍDUÍ PESTICÍDOV METÓDOU 
RÝCHLEJ GC-MS 
 
MICHAL KIRCHNER, SILVIA ONDREKOVÁ*  
a EVA MATISOVÁ 
 
Ústav analytickej chémie, Fakulta chemickej a potravinár-
skej technológie, Slovenská technická univerzita, Radlin-
ského 9, 812 37 Bratislava  
eva.matisova@stuba.sk 
 
Do�lo 5.5.06, prijaté 7.11.06.  
 
 

Kľúčové slová: GC-MS, analýza rezíduí pesticídov, auto-
matická spektrálna dekovolúcia, AMDIS 

 

 
Úvod 

 
Zvy�ovanie rýchlosti analýz plynovou chromatogra-

fiou sa stalo zaujímavým u� v období uvedenia kapilár-
nych kolón. Jednou z mo�ností zvy�ovania rýchlosti GC 
separácie je pou�itie krátkych kolón s malým vnútorným 
priemerom. Pou�ívajú sa kapilárne kolóny s malým vnú-
torným priemerom (I.D.) � 0,1 alebo 0,15 mm narrow-bore 
kolóny a s dĺ�kou zvyčajne do 15 m. Výhodou takýchto 
kolón je predov�etkým vysoká separačná účinnosť porov-
nateľná, alebo dokonca vy��ia ako v prípade konvenčných 
GC kolón1,2. K nevýhodám kapilárnych kolón s malým 
I.D. patrí nízky prietok nosného plynu, čo mô�e významne 
komplikovať dávkovanie vzorky a ich otázna odolnosť 
voči málo prchavým súčastiam matrice prítomným vo 
vzorke3. Chromatografické píky po separácii na kolónach 
s malým I.D. majú malú �írku, čo kladie vysoké nároky na 
detekciu, predov�etkým v prípade pou�itia hmotnostno-
spektrometrických detektorov.  

K času potrebnému na získanie analytického výsledku 
významne vplýva okrem samotnej separácie aj úprava 
vzorky a vyhodnotenie nameraných údajov. Firma Agilent 
Technlogies vyvinula softvér �Deconvolution Reporting 
Software�4, ktorý má slú�iť na automatickú identifikáciu 
pesticídov (prípadne inej skupiny analytov) podľa kni�nice 
hmotnostných spektier (RTLPest 2) a na kvantitatívnu 
analýzu metódou GC-MS. Detekcia analytov v GC-MS sa 
uskutočňuje pri snímaní v re�ime �Full Scan� (snímanie 
celých spektier). Vyhodnocovanie s pou�itím 

* Silvia Ondreková sa s touto prácou úspe�ne zúčastnila súťa�e O cenu firmy Merck 2006 za najlep�iu �tudentskú vedeckú prácu v odbo-
re analytickej chémie. 
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vnútorným priemerom typu CP-Sil 8 CB Low Bleed/MS s 
rozmermi 15 m × 0,15 mm s hrúbkou stacionárnej fázy 
0,15 µm so zlo�ením 95 % dimetyl 5 % fenylsiloxán od 
firmy Chrompak-Varian (Middelburg, Holandsko). Ako 
nosný plyn bolo pou�ité hélium s čistotou 5,0 od firmy 
Linde Technoplyn (Bratislava, SR). 
Optimalizované chromatografické podmienky: 

Podmienky PTV dávkovača: re�im studený splitless, 
počiatočná teplota: 150 °C, počiatočný čas: 0,00 min, 
1. teplotný gardient gradient: 400 °C min−1 do 300 °C 
(2,00 min), 2. teplotný gradient 400 °C min−1 do 350 °C 
(0,5 min), tlak 363,5 kPa, splitless čas 1,13 min, prietok 
deličom 160 ml min−1, dávkovaný objem: 2 µl.  

Teplotný program termostatu pece: počiatočná teplota 
130 °C izotermicky 1,13 min, teplotný gradient 27,25 °C 
min−1, konečná teplota 290 °C  6,00 min. 
Podmienky MS detektora: teplota GC-MS prevodníka 
290 °C, re�im �Full Scan� so začiatkom merania po 
2,50 min, rozsah skenovaných m/z 50�450, vzorkovací 
parameter 1, teplota iónového zdroja 250 °C, energia elek-
trónov 70 eV, teplota kvadrupólu 150 °C. 

�tandardy pesticídov sme získali z rôznych zdrojov 
(tab. I). Zásobný roztok pesticídov s pribli�nou koncentrá-
ciou 0,5 mg ml−1 bol pripravený v toluéne (Supra-
SolvMerck KgaA, Darmstadt, Nemecko). 

Metóda úpravy vzoriek bola prevzatá z literatúry6. Zo 
zhomogenizovanej vzorky jablka (odroda jonatán), sa 
odobralo 25 gramov do kadičky a extrahovalo sa s pou-
�itím homogenizátora Ultra-Turrax T25 basic (Ika Werke, 
Staufen, Nemecko) (19 000 ot min−1, 3 min) s 50 ml aceto-
nitrilu (Suprasolv, Merck, Bratislava). Po filtrácii zmesi 
cez filtračný papier zo sklenených mikrovlákien 
a prídavku 2,5 g NaCl sa oddelená organická fáza presu�i-
la s 2 g bezvodého MgSO4. Extrakt (25 ml) sa na vákuovej 
odparke odparil do objemu pribli�ne 1 ml. Získaný kon-
centrát sa prečisťoval na 500 mg SPE NH2− kolónke 
(Bond-elut, IST, Midglamorgan, UK) elúciou 15 ml acetó-
nu (Suprasolv, Merck, Bratislava). Efluent sa prúdom čis-
tého dusíka odparil do sucha a doplnil toluénom na objem 
5 ml. Zakoncentrovací faktor úpravy vzorky bol 2,5.  

 
 

Výsledky a diskusia 
 
P o u � i t i e  s o f t v é r u  A M D I S  n a   
a u t o m a t i c k ú  d e k o n v o l ú c i u   
a  d e t e k c i u  a n a l y t o v  

 
Na posúdenie mo�ností vyu�itia softvéru AMDIS 

v stopovej analýze rezíduí pesticídov s pou�itím rýchlej 

Tabuľka I 
Zoznam sledovaných pesticídov, zaradenie do chemických skupín, pôvod, elučný čas (t), koeficient determinácie (R2), 
vypočítaná medza detekcie (LOD) a cieľový (kvantifikačný) ión 

Pesticíd 
  

Skupina Zdroj t 
[min] 

R2 LOD 
[ng µl−1] 

Cieľový ión 
[m/z] 

Dimethoate organofosfát Cheminova Agro 3,79 0,9990 0,30 87 
Diazinon organofosfát Agrovita 3,97 0,9990 0,32 276 
Terbuthylazine triazín Ciba-Geigy 3,99 0,9990 0,28 214 
Pyrimethannil anilíno-

pyrimidín 
Schering 4,06 0,9993 0,22 198 

Chlorpyrifos-methyl organofosfát Dr,Ehrenstorfer 4,37 0,9994 0,20 286 
Fenitrothion organofosfát Sumimoto Chemical 4,63 0,9994 0,28 277 
Chlorpyrifos organofosfát Dow Chemical co, 4,72 0,9990 0,28 314 
Cyprodinil anilíno-

pyrimidín 
Ciba-Geigy 5,02 0,9991 0,26 225 

Penconazole triazol Ciba-Geigy 5,06 0,9991 0,26 248 
Captan ftalamid Agrovita 5,17 0,9888 1,10 79 
Methidathion organofosfát Ciba-Geigy 5,25 0,9990 0,28 145 
Myclobutanil triazol Dow Agro science 5,50 0,9990 0,28 179 
Kresoxim-methyl oximinoacetát Dr,Ehrenstorfer 5,58 0,9990 0,30 131 
Tebuconazole triazol Agrovita 6,23 0,9989 0,30 250 
Phosalone organofosfát Dr,Ehrenstorfer 6,73 0,9991 0,30 367 
Bitertanol triazol Bayer 7,15 0,9983 0,40 170 
Cypermethrin pyretroid Agrovita 7,65 0,9966 1,04 181 
Etofenprox neesterový 

pyretroid 
Mitsui Toatsu Chemicals 7,71 0,9992 0,24 163 



Chem. Listy 101, 220−224 (2007)                                                                                                                                      Cena Merck  

222 

GC je potrebné zistiť najni��iu koncentráciu rôznych pesti-
cídov, pri ktorej je e�te mo�ná spoľahlivá identifikácia 
s pou�itím automatickej dekonvolúcie. Na tento experi-
ment sme zvolili zmes 18 pesticídov (tab. I), reprezentujú-
cu zastúpenie látok z viacerých chemických skupín pesticí-
dov. Pripravili sme roztoky �tandardov pesticídov v extra-
kte z jabĺk s rozdielnymi koncentráciami: 10; 5; 1; 0,5; 
0,1; 0,05; 0,01 ng µl−1, čo odpovedá 4; 2; 0,4; 0,2; 0,04; 
0,02; 0,004 mg kg−1 v pôvodnej vzorke jablka. Čistota 
pou�itých jabĺk neo�etrovaných pesticídovými prípravka-
mi bola overená6. Roztok ka�dej koncentračnej hladiny 
sme analyzovali na GC-MS prístroji 7× vo �full scan� 
re�ime. Celkový čas analýzy bol 12,92 min a �írky sledo-
vaných píkov pre v�etky analýzy boli v rozmedzí od 0,72 
do 1,02 sek. Pre rýchlu GC �írka píku by mala byť 
v rozmedzí 1�3 sek podľa definície1,2. Počet zaznamena-
ných spektier na chromatografický pík (�írka píku pri zá-
kladni) bol v rozmedzí 11�13. 

Na vyhodnotenie získaných GC-MS súborov sme 
pou�ili prednastavené parametre softvéru AMDIS, v�etky 
nastavenia vyhovovali vlastnostiam GC-MS záznamov 
z rýchlej GC-MS. Výsledkom z analýzy údajov v prog-
rame AMDIS je �report� obsahujúci tabuľku identifikova-
ných látok spolu s niekoľkými faktormi vyjadrujúcimi 
podobnosť dekonvoluovaných spektier so spektrami 
v kni�nici. V tab. II sú zhrnuté počty, vyjadrujúce koľkok-
rát pri ka�dej koncentračnej hladine bola identifikácia da-

ného analytu úspe�ná. Pri vysokých koncentráciách 10 a 5 
ng µl−1 bola automatická identifikácia úspe�ná vo v�etkých 
prípadoch. Pri koncentrácii 1 ng µl−1 boli v�etky pesticídy 
úspe�ne  identifikované, výnimkou bol tebuconazole, ktorý 
bol identifikovaný len 4×, captan nebol identifikovaný pri 
koncentrácii 0,5 ng µl−1 a bitertanol bol identifikovaný pri 
tejto koncentrácii len 2×. Pri koncentrácii 0,1 ng µl−1 boli 
identifikované v�etky zlúčeniny okrem captanu, tebucona-
zolu, bitertanolu a cypermethrinu; dimethoate bol identifi-
kovaný len 3×. V�eobecne mô�eme kon�tatovať, �e s kle-
sajúcou koncentráciou klesá úspe�nosť identifikácie rezí-
duí pesticídov tak, ako to vyplýva z tab. II. Pri koncentrá-
cii 0,01 ng µl−1 boli identifikované len pyrimethanil 
a cyprodinil 1×. 

Úspe�nosť automatickej identifikácie pesticídov na 
určitej koncentračnej hladine závisí od bohatosti hmotnost-
ného spektra danej látky a účinnosti ionizácie. Hmotnostné 
spektrum diazinonu, uvedené na obr. 1, má dostatočný 
počet intenzívnych iónov: 137, 152, 179, 199, 304 a preto 
diazinon bol úspe�ne identifikovaný vo v�etkých koncen-
tračných hladinách okrem 0,01 ng µl−1. Obr. 1 zobrazuje 
namerané hmotnostné spektrum bitertanolu, ktoré má jedi-
ný intenzívny ión s m/z 170, čo spôsobilo, �e bol úspe�ne 
identifikovaný len v rozmedzí koncentračných hladín 10 
a� 1 ng µl−1. Pri koncentrácii 0,5 ng µl−1 bol identifikovaný 
len 2× a v rozmedzí koncentrácií 0,1�0,01 ng µl−1 u� nebol 

Tabuľka II  
Početnosť pozitívnej identifikácie jednotlivých pesticídov na rôznych koncentračných hladinách, n=7 

Pesticíd 
 koncentrácia [ng µl−1] 
 10 5 1 0,5 0,1 0,05 0,01 
Dimethoate 7 7 7 7 3 0 0 
Diazinon 7 7 7 7 7 7 0 
Terbuthylazine 7 7 7 7 7 6 0 
Pyrimethannil 7 7 7 7 7 7 1 
Chlorpyrifos-methyl 7 7 7 7 7 7 0 
Fenitrothion 7 7 7 7 7 4 0 
Chlorpyrifos 7 7 7 7 7 7 0 
Cyprodinil 7 7 7 7 7 7 1 
Penconazole 7 7 7 7 7 7 0 
Captan 7 7 7 0 0 0 0 
Methidathion 7 7 7 7 7 0 0 
Myclobutanil 7 7 7 7 7 0 0 
Kresoxim-methyl 7 7 7 7 7 5 0 
Tebuconazole 7 7 4 7 0 0 0 
Phosalone 7 7 7 7 7 1 0 
Bitertanol 7 7 7 2 0 0 0 
Cypermethrin 7 7 7 7 0 0 0 
Etofenprox 7 7 7 7 7 1 0 

Početnosť pozitívnej identifikácie jednotlivých pesticídov  
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identifikovaný. Z toho vyplýva, �e čím má daná látka men-
�í počet intenzívnych iónov v hmotnostnom spektre, tým je 
hor�ie a ťa��ie identifikovateľná. 

Na obr. 2 je znázornená závislosť NET faktora vyjadru-
júceho podobnosť dekonvoluovaného spektra s referenčným 
spektrom v kni�nici RTLPest2 od koncentrácie pesticídov 

v analyzovanom roztoku. Ako z grafu vyplýva, takmer v�etky 
látky boli úspe�ne identifikované s NET faktorom nad 90 na 
koncentračných hladinách 10 a 5 ng µl−1. S klesajúcou kon-
centráciou analytov a zni�ujúcou sa komplexnosťou MS 
spektier sledovaných látok klesá aj NET faktor podobnosti 
dekonvoluovaných hmotnostných spektier. 
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Obr. 1. a) Hmotnostné spektrum diazinonu z kni�nice NIST�02, b) hmotnostné spektrum bitertanolu; namerané za podmienok uve-
dených v experimentálnej časti, dávkovaná koncentrácia 0,05 ng µl−1, dávkovaný objem 2 µl   
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Obr. 2. Závislosť NET faktora charakterizujúceho podobnosť dekonvoluovaných spektier pesticídov programom AMDIS s refe-
renčnými spektrami v kni�nici RTLPest2 od koncentrácie pesticídov v analyzovanom roztoku; koncentrácia pesticídov v jednot-
kách ng µl−1 
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K a l i b r á c i a  a  v ý p o č e t  m e d z e  d e t e k c i e  
 
Na uskutočnenie kalibrácie sme vykonali integráciu 

plôch jednotlivých iónových extrahovaných chromatogra-
mov zo záznamu celkového iónového toku (TIC) pre �pe-
cifické ióny zodpovedajúce jednotlivým pesticídom, tak 
ako sú uvedené v tab. I. Vypočítali sme priemernú plochu 
píkov pre ka�dú koncentračnú hladinu. Opakovateľnosť 
meraní plôch píkov (n=7), vyjadrená ako relatívna smero-
dajná odchýlka sa zhor�ovala s klesajúcou koncentráciou 
analyzovaných roztokov a pohybovala sa pribli�ne 
v rozmedzí do 4 % pre koncentrácie pesticídov do 1 ng µl−1. 
Pre ni��ie koncentrácie sa RSD pohybovala a� do 40 %. 
V tab. I sú uvedené vypočítané hodnoty koeficientu deter-
minácie R2, ktorý sa pou�íva na zhodnotenie linearity odo-
zvy metódy. Koeficient determinácie je najvy��í pre chlor-
pyrifos-methyl a fenitrothion (0,9994) a najni��í pre cap-
tan (0,9888). Zo �túdia vyplýva, �e odozva je lineárna 
v rozsahu koncentrácií 10�0,01 ng µl−1.  

Pomocou postupu výpočtu medze detekcie (LOD) 
podľa literatúry7 sme vypočítali medze detekcie, ktoré sú 
uvedené v tab. I. LOD je najni��ia pre chlorpyrifos-methyl 
0,20 ng a najvy��ia pre captan 1,10 ng. Zaujímavé je po-
rovnanie vypočítaných medzí detekcie získaných z plôch 
píkov extrahovaných iónových chromatogramov a schop-
nosti programu AMDIS pozitívne identifikovať prítomné 
pesticídy na základe dekonvoluovaných spektier. AMDIS 
dokázal identifikovať mnohé analyty aj na koncentračnej 
hladine podstatne ni��ej ako LOD vypočítaná metódou 
�Upper Limit Approach�7. 

 
 

Záver 
 
Na posúdenie mo�nosti pou�itia rýchlej GC-MS 

a automatického vyhodnocovania analýz programom AM-
DIS sme ako modelovú vzorku zvolili roztoky �tandardov 
vybraných pesticídov v extrakte matrice jabĺk s koncen-
tráciami, ktoré zodpovedajú mno�stvám 4; 2; 0,4; 0,2; 
0,04; 0,02; 0,004 mg kg−1 v pôvodnej vzorke jablka. Pri 
vysokých koncentráciách 4 a 2 mg kg−1 bola automatická 
identifikácia úspe�ná vo v�etkých prípadoch, pri koncen-
trácii 0,4 mg kg−1 bola automatická identifikácia neúspe�-
ná pre captan a bitertanol. S ďal�ím poklesom koncentrácií 
sledovaných pesticídov v analyzovaných roztokoch sa 
zni�oval počet úspe�ne identifikovaných látok, ako aj po-
dobnosť dekonvoluovaných spektier s referenčnými spek-
trami v kni�nici vyjadrená ako NET faktor. Vypočítali sme 
medzu detekcie LOD, ktorá sa pohybuje v rozmedzí 
0,20 ng µl−1 pre chlorpyrifos po 1,10 ng µl−1 pre captan. 
Zo získaných výsledkov vyplýva, �e navrhovaná kombiná-
cia rýchlej GC-MS a automatickej identifikácie 

s programom AMDIS nie je dostatočne citlivá na identifi-
káciu v�etkých rezíduí pesticídov v rastlinných komodi-
tách. Závisí to od po�adovaných hodnôt maximálnych 
reziduálnych limitov (MRL), ktoré sa pre rôzne kombiná-
cie pesticídov a komodít pohybujú v rozmedzí 0,01�10 
mg kg−1. Veľmi nízke MRL (0,01 mg kg−1) sú vy�adované 
pre detskú vý�ivu. 

 
Táto práca bola podporovaná Agentúrou na podporu 

výskumu a vývoja na základe Zmluvy č. APVV-20-000705. 
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M. Kirchner, S. Ondreková, and E. Matisová 
(Institute of Analytical Chemistry, Faculty of Chemical 
and Food Technology, Slovak University of Technology, 
Bratislava, Slovakia): Automated Mass Spectral Decon-
volution for Pesticide Residues Analysis by Fast GC-
MS  

 
The aim of this study was to estimate the lowest con-

centration of pesticide residues in non-fatty food matrix at 
which the residues can be successfully identified by auto-
matic spectral deconvolution software AMDIS. For GC-
MS measurements fast GC with narrow capillary column 
was utilized. For a mixture of 18 pesticides, the identifica-
tion was successful at  concentration levels 4�0.4 mg kg−1 
in real matrix samples (apples). With decreasing concen-
tration, the number of identified pesticides and the quality 
of deconvoluted spectra decreased. The calculated limits 
of full-scan detection ranged from 0.20 ng for chlorpyrifos 
to 1.10 ng for captan. Software AMDIS with the used ex-
perimental set-up is not sufficiently sensitive for reliable 
identification of pesticide residues in non-fatty food matri-
ces with low maximal residual limits (e.g. baby food 
0.01 mg kg−1). 

 

 

 



Chem. Listy 101, 225−231 (2007)                                                                                                                                      Cena Merck  

225 

sloučenin, jako jsou glutathion a fytochelatiny (PC). Gluta-
thion je malý tripeptid skládající se z glutaminu, cysteinu 
a glycinu (γ-glutamyl-cysteinyl-glycin). Je nejroz�ířeněj-
�ím neproteinovým thiolem vyskytujícím se prakticky ve 
v�ech buňkách rostlinných i �ivoči�ných organismů, hub 
a v některých prokaryotických organismech. Glutathion 
mů�e v organismu existovat ve dvou stavech: redukova-
ném (GSH) a oxidovaném (GSSG). Z glutathionu (GSH) 
tzv. transpeptidizační reakcí probíhá syntéza PC katalyzo-
vaná enzymem γ-Glu-Cys dipeptidyl transpeptidasou 
(triviálně fytochelatin syntetasa, PC-syntetasa)5,6. Fytoche-
latiny mají základní strukturu (γ-Glu-Cys)n-Gly5,6, kde se 
dipeptidická repetice glutamové kyseliny a cysteinu (γ-
Glu-Cys) mů�e opakovat 2 a� 11× (nejčastěji 2�5×)7.  

Existují rozličné metody pro analýzu thiolových slou-
čenin8−17. Nejčastěji se vyu�ívá vysoce účinná kapalinová 
chromatografie ve spojení s různými typy detektorů12−14,18. 
K charakterizaci thiolových sloučenin lze také vyu�ít elek-
trochemických metod, jako jsou diferenční pulzní voltame-
trie8 či chronopotenciometrická rozpou�těcí analýza19, kde 
nachází své uplatnění kromě visící rtuťové kapkové elek-
trody také pevné elektrody, předev�ím zlatá elektroda20, 
jejich� povrchy mohou být vhodně modifikovány. 

V na�í práci byl studován vliv kademnatých iontů na 
růst rostlin kukuřice. Sledovali jsme hladinu kadmia 
v jednotlivých částech rostliny kukuřice a navíc bylo vyu-
�ito vysokoúčinné kapalinové chromatografie 
s elektrochemickou detekcí (HPLC-ED) pro simultánní 
stanovení devíti různých thiolových sloučenin. 

 
 

Experimentální část 
 

C h e m i k á l i e  
 
Acetonitril a methanol (čistota pro HPLC) byly získá-

ny od firmy Merck (Darmstadt, Německo). Standardy PC2, 
PC5 a DesGlyPC jsme získali od firmy Clonestar Brno. 
V�echny dal�í chemikálie byly zakoupeny u firmy Sigma-
Aldrich (USA) pokud není uvedeno jinak. Zásobní roztoky 
standardů (koncentrace 100 µg ml−1) byly připraveny 
v ACS vodě (Aldrich, USA) a uchovány ve tmě při 4 °C. 

 
K u l t i v a c e  r o s t l i n  

 
Pokusnou rostlinou byla kukuřice setá (Zea mays L.) 

F1 hybrid Gila. Sedmidenní klíční rostliny byly umístěny 
do opěrných novodurových nádobek a takto vysazeny do 
kultivačních van naplněných vodou. Kultivační vany byly 
umístěny v termostatovaném boxu (Sanyo, Japonsko), kde 
byly udr�ovány konstantní podmínky (teplota 20 °C, vlh-
kost 65 %, 14 h světlo). Po osmi dnech kultivace byla voda 
ve vanách nahrazena vodnými roztoky o různé koncentraci 
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Úvod 
 
Díky antropogennímu působení dochází v �ivotním 

prostředí k nárůstu celé řady �kodlivých sloučenin, jako 
jsou pesticidy, ale také tě�ké kovy. V mnoha zemích je 
koncentrace tě�kých kovů v �ivotním prostředí záva�ným 
problémem v ochraně zdraví a produkci potravin1,2. Je 
známo, �e tě�ké kovy jsou vzhledem ke svým vlastnostem 
jedny z nejnebezpečněj�ích látek, které se v �ivotním pro-
středí vyskytují3−6. Proto�e je jejich přítomnost vysoce 
ne�ádoucí, byly rostliny i �ivočichové nuceni vyvinout 
řadu ochranných mechanismů pro jejich detoxikaci. Je 
velmi zajímavé, �e byly objeveny rostlinné druhy, které 
jsou schopny tě�ké kovy akumulovat bez viditelné deprese 
a zpomalení růstu. Této schopnosti je právě mo�né vyu�í-
vat v nových biotechnologických procesech zvaných fyto-
remediace1.   

Je známo, �e pokud jsou rostliny vystaveny účinkům 
tě�kých kovů, zahájí rostlinné buňky syntézu thiolových 

* Ondřej Zítka se s touto prací úspě�ně zúčastnil soutě�e O cenu firmy Merck 2006 za nejlep�í studentskou vědeckou práci v oboru analy-
tická chemie.  
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kadmia (0, 50, 100, 150, 200, 400 a 500 µM) ve formě 
CdCl2. Expozice rostlin Cd trvala 6 dnů, přičem� po 24 h 
intervalech byly odebírány čtyři rostliny od ka�dé pokusné 
varianty. Odebrané rostliny byly omyty třikrát 
v destilované vodě a jednou v roztoku 0,5 M EDTA, 
a následně rozděleny na část listovou a kořenovou. 

 
P ř í p r a v a  v z o r k u  p r o  s t a n o v e n í   
t h i o l o v ý c h  s l o u č e n i n  

 
Listy a kořeny kukuřice (průměrně 0,2 g svě�í hmot-

nosti) byly zmra�eny kapalným dusíkem pro destrukci 
buněk21−23. Zmrazené části rostlin byly rozetřeny v třecí 
misce a poté byly do misky přidány 2 ml fosfátového puf-
ru o pH 7,0. Vzniklý roztok byl homogenizován na třepač-
ce Vortex�2 Genie (Scientific Industries, USA) po dobu 
30 min při 4 °C. Homogenát byl centrifugován (15 000 
ot min−1) 30 min při 4 °C pomocí centrifugy Universal 32 R 
(Hettich-Zentrifugen GmbH, Německo). Supernatant byl 
před analýzou filtrován přes membránový filtr (0,45 µm, 
Millipore, USA). 

 
E l e k t r o c h e m i c k é  s t a n o v e n í  k a d m i a  

 
Elektrochemické měření bylo prováděno na přístroji 

AUTOLAB (EcoChemie, Nizozemí) ve spojení s VA-
Stand 663 (Metrohm, �výcarsko). Byl pou�it tříelektrodo-
vý systém, který se skládal z visící rtuťové kapkové elek-
trody (HMDE) jako pracovní elektrody s plochou 
0,4 mm2, argentochloridové elektrody (Ag/AgCl/ 3 mol l−1 
KCl) jako referentní elektrody a platinového drátku jako 

pomocné elektrody. GPES software (EcoChemie, Nizoze-
mí) byl pou�it pro zpracování hrubých dat. Acetátový pufr 
o pH 3,6 (0,2 mol l−1, CH3COOH + CH3COONa) byl pou-
�it jako základní elektrolyt. Vzorky kukuřičných obilek 
byly zbaveny kyslíku probubláváním argonem (99,999 %) 
po dobu 120 s. Koncentrace kadmia byla měřena pomocí 
diferenční pulzní anodické rozpou�těcí voltametrie 
(DPASV). Anodický sken byl započat při �0,7 V a zasta-
ven u �0,4 V. Kadmium bylo vylučováno na HMDE při 
potenciálu �0,7 V s dobou akumulace 120 s za laboratorní 
teploty. Roztok byl během vylučování míchán (1450 
ot min−1). Dal�í pou�ité parametry metody byly: modulač-
ní čas 0,02 s, potenciálový krok 1,05 mV, rychlost skenu 
10,5 mV s−1, modulační amplituda 49,5 mV. 

 
V y s o k o ú č i n n á  k a p a l i n o v á   
c h r o m a t o g r a f i e  s  e l e k t r o c h e m i c k o u  d e t e k c í  

 
HPLC-ED systém byl slo�en ze dvou chromatografic-

kých pump Model 582 ESA (ESA Inc., Chelmsford, 
USA), chromatografické kolony s reverzní fází Polaris 
C18A (150 × 4,6; 3 µm velikost částic, Varian, USA) 
a osmikanálového elektrochemického detektoru CoulArray 
(Model 5600A, ESA, USA). Detektor je slo�en z průtočné 
analytické komůrky (Model 6210, ESA, USA) obsahující 
čtyři sériově řazené cely. Ka�dá cela obsahuje jednu pra-
covní uhlíkovou elektrodu, dvě referentní (hydrogen-
paládiové) a dvě pomocné elektrody (uhlíkové). Chroma-
tografická kolona a elektrochemický detektor jsou ter-
mostatovány na stejnou teplotu. Vzorek (5 µl) byl injekto-
ván manuálně přes dávkovací ventil (Rheodyne). 
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Obr. 1. a) Fotografie rostlin kukuřice (Zea mays L.) kultivovaných po dobu 144 h; charakteristické růstové křivky rostlin kukuřice 
vystavené působení 0, 150, 400 a 500 µM koncentraci CdCl2 získané vá�ením svě�í hmotnosti b) nadzemní části a c) kořenů; rostliny 
byly kultivovány za podmínek aerohydroponie po dobu 144 h, při teplotě 20 °C, 65 % vzdu�né vlhkosti a světelném re�imu: 14 h světlo 
a 10 h tma; 1 − 0 µM CdCl2, 2 − 150 µM CdCl2, 3 − 400 µM CdCl2, 4 − 500 µM CdCl2  
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Výsledky a diskuse 
 
Elektrochemické metody se v posledních letech do-

stávají do popředí zájmů různých vědních i průmyslových 
odvětví pro jejich rychlost, velmi dobrou citlivost, repro-
dukovatelnost, nízké provozní náklady a předev�ím mo�-
nost miniaturizace. Jak je ukázáno v řadě prací, jsou vhod-
né pro stanovení �irokého spektra biologicky významných 
látek19,24−27 včetně iontů kovů10,21,28−31. Lze je tedy vyu�ít 
nejen pro určení aktuální koncentrace studované látky, ale 
také pro sledování jejich změn v závislosti na čase a druhu 
sledovaného organismu či slo�ky �ivotního prostředí.  

 
M o r f o l o g i c k é  z m ě n y  

 
Kademnaté ionty jsou pro vět�inu organismů velmi 

toxické a z toho důvodu jsou vyu�ívány jako model toxici-
ty13,32. Rostliny kukuřice (Zea mays L.) byly vystaveny 
působení 0, 50, 150, 200, 300, 400 a 500 µM CdCl2 po 
dobu �esti dnů. U v�ech aplikovaných koncentrací kadem-
natých iontů jsme pozorovali růstovou depresi ve srovnání 
s kontrolou, přičem� výrazný toxický vliv kadmia na rost-
liny byl velmi zřejmý u nejvy��ích aplikovaných dávek 
kadmia, kde se kromě růstové deprese objevovala poléha-
vost a chloróza (obr. 1). 

 
A n a l ý z a  k a d e m n a t ý c h  i o n t ů  v  r ů z n ý c h  
č á s t e c h  k u k u ř i c e  

 
Pro zji�tění obsahu kademnatých iontů v různých 

částech kukuřice bylo vyu�ito diferenční pulzní anodické 
rozpou�těcí voltametrie (DPASV) v 0,2 M acetátovém 
pufru (pH 3,6). Kadmium bylo akumulováno na rtuťové 
kapkové elektrodě (tvorba sloučeniny kadmia se rtutí) při 
potenciálu �0,7 V po dobu 120 s. Poté byla vzniklá slouče-
nina kadmia a rtuti rozpou�těna. Signál studovaného kad-
mia byl pozorován při potenciálu �0,53 V. Za vý�e uvede-
ných podmínek bylo postupně k základnímu elektrolytu 
(0,2 M acetátový pufr, pH 3,6) přidáváno zvy�ující se 
mno�ství CdCl2. Pozorované voltametrické signály lineár-
ně vzrůstaly s rostoucí koncentrací kadmia (y = 0,0013 x; 
R2 = 0,9935) (obr. 2). Ze získaných experimentálních dat 
bylo mo�né určit limit detekce kademnatých iontů (určený 
jako 3 S/N) 335 fM s chybou stanovení 1,5 %. Elektroana-
lytická metoda byla pou�ita pro analýzu volných kademna-
tých iontů v biologickém vzorku (extrakty z kořenů a listů 
kukuřice). Na DPAS voltamogramech reálných vzorků byl 
pozorován velmi dobře vyvinutý, DPASV symetrický sig-
nál kadmia při potenciálu �0,53 V (obr. 2). Zjistili jsme, �e 
rostliny kukuřice přijaly kořeny průměrně 6 pg g−1 kadmia 
za hodinu (u dávky kadmia 50 µM) a 23 pg g−1 kadmia za 
hodinu (u dávky 500 µM). Obsah kadmia v rostlinách vel-
mi rychle stoupá do aplikované dávky 200 µM, pak ji� 
jeho obsah stoupá méně strmě (obr. 3). Nejvy��í obsahy 
kadmia byly pozorovány v kořenech od 0,5 ± 0,1 ng g−1 
(na počátku experimentu) a� do 4 ± 0,3 ng g−1 (ve čtvrtém 
dni). Obsahy kadmia v listové části rostlin byly do čtvrté-
ho dne velmi nízké a pohybovaly se do 1 ± 0,2 ng g−1.  

Jak je známo, kořeny jsou místem prvního kontaktu 
rostliny s okolním prostředím, ve kterém je přítomno mno-
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Obr. 2. a) Kalibrační závislost proudové odpovědi na koncentraci kademnatých iontů detegovaných v prostředí 0,2 M acetátového 
pufru (pH 3,6); anodický sken byl započat při �0,7 V a ukončen při �0,4 V. Kadmium bylo vylučováno na HMDE při potenciálu �0,7 
V s dobou akumulace 120 s za laboratorní teploty. Roztok byl během vylučování míchán (1450 ot.min-1). Dal�í pou�ité parametry metody 
byly: modulační čas 0,02 s, potenciálový krok 1,05 mV, rychlost skenu 10,5 mV.s-1, modulační amplituda 49,5 mV; b) Voltamogramy 
kademnatých iontů o různé koncentraci, které byly přidány do vzorku získaného z kukuřice vystavené působení 500 µM koncent-
raci CdCl2; elektrochemická analýza probíhala v prostředí 0,2 M acetátového pufru (pH 3,6) 
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ho látek, např. volné ionty. Rostliny byly proto nuceny 
k vytvoření velmi důmyslných aktivních mechanismů 
příjmu, aby v takovém prostředí byly schopny existence. 
Pravděpodobně díky těmto ochranným mechanismům byl 
obsah kadmia právě v kořenech nejvy��í, přičem� 
k transportu tě�kého kovu dále rostlinou docházelo pouze 
minimálně. Kadmium je nejvíce imobilizováno v buňkách 
rhizodermis. V pátém dni experimentu byl pozorován vel-
mi výrazný pokles obsahu kadmia v kořenech kukuřice, 
přičem� v �estém dnu do�lo pouze k minimálnímu zpětné-
mu nárůstu (obr. 3). Oproti tomu velmi prudce stoupal 
obsah kadmia ve star�ích listech v pátém a �estém dni. 
Nárůst obsahu kadmia ve star�ích listech mů�e souviset 
s transportem kadmia do části rostlin, kde je toxický kov 
více imobilizován. �estý den obsah kadmia mírně klesal, 

co� mů�e být způsobeno selháním obranných mechanis-
mů, které souvisí s vá�ným po�kozením rostlin vedoucím 
k jejich smrti. Zjistili jsme, �e v pátém dni experimentu 
byl pozorován výrazný nárůst obsahu oxidovaného gluta-
thionu, co� právě souvisí s nárůstem obsahu kadmia 
v rostlinách a vzestupem mno�ství kyslíkových radikálů. 
V ostatních částech rostlin byly obsahy kadmia velmi níz-
ké. Pozorovaný jev pravděpodobně souvisí s poru�ením 
ochranných mechanismů v kořenech rostlin. Zatím není 
zcela zřejmé, proč nedochází k výraznému nárůstu obsahu 
kadmia v mlad�ích listech (vy��í metabolická aktivita, 
intenzivněj�í transpirační tok), ale pouze v listech star�ích. 
U mlad�ích listů byla pozorována výrazná variabilita 
v obsahu kadmia, av�ak jeho obsah v listech s aplikovanou 
dávkou kademnatých iontů roste. Nejvy��í obsah kadem-
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natých iontů byl pozorován ve třetím dni experimentu. 
V �estém dni experimentu obsah kademnatých iontů mírně 
vzrůstal, co� podporuje hypotézu o poru�ení ochranných 
mechanismů u rostliny. 

 
Z m ě n y  o b s a h u  d e t e g o v a n ý c h  t h i o l ů  
v  r o s t l i n á c h  k u k u ř i c e   

 
Pomocí námi nedávno publikované metodiky jsme 

studovali obsah thiolových sloučenin v různých částech 
kukuřice vystavené působení různých koncentrací kadem-
natých iontů14,15. V této práci jsme se zaměřili na studium 
cysteinu, redukovaného a oxidovaného glutathionu a fyto-
chelatinu 2 (obr. 4). Pro analýzu jsme vyu�ili vysokoúčin-
né kapalinové chromatografie s elektrochemickou detekcí. 
Na obr. 4b je  chromatografický záznam analýzy rostlinné-
ho extraktu z kořenů kukuřice vystavené působení 150 µM 
CdCl2. Na chromatogramu jsou velmi dobře rozli�itelné 
a odečitatelné píky v�ech studovaných thiolů. Na základě 
řady analýz jsme zjistili, �e obsah cysteinu u v�ech rostlin 
se vzrůstající koncentrací kademnatých iontů a dobou ex-
pozice vzrůstá přibli�ně o 500�800 % (v porovnání 
s kontrolou). �estý den experimentu byl pozorován mírný 
pokles obsahu cysteinu, co� mů�e souviset s intenzivním 
zapojením této látky do metabolismu rostliny právě 

v detoxikačním procesu. Obsah GSH a PC2 po celou dobu 
experimentu velmi rychle vzrůstal. Ji�  první den experi-
mentu byl při nejvy��í aplikované koncentraci pozorovaný 
nárůst obsahu thiolů o více ne� 200 % (v porovnání 
s kontrolou). Po následující dva dny expozice se obsah 
GSH a PC2 zvy�oval přibli�ně o 30�60 % v závislosti na 
aplikované dávce kadmia vyjma kontrolních rostlin. Od 
třetího dne experimentu byly tyto změny pozvolněj�í 
(nárůst obsahu o 10�30 %). Pozorovaný jev pravděpodob-
ně souvisí s výraznou toxicitou kadmia, která byla ve tře-
tím dni experimentu velmi dobře patrná jak na růstové 
křivce, tak na morfologii rostlin. Obsah GSSG v rostlinách 
s rostoucí aplikovanou dávkou kadmia a dobou expozice 
také rostl. V �estém dni experimentu byl jeho obsah o 100 
a� 600 % vy��í v porovnání s kontrolou. Takový nárůst 
obsahu GSSG ukazuje na poru�ení glutathionového cyklu 
a silný oxidační stres exponovaných  rostlin (obr. 5). 

 
 

Závěr 
 
Vzrůstající mno�ství polutantů různého druhu a půvo-

du v �ivotním prostředí vede organismy k aktivaci detoxi-
kačních mechanismů. Studium způsobu adaptace na jed-
notlivé druhy zneči�tění je velmi důle�itým úkolem mo-

Obr. 4. a) Chemická struktura L-cysteinu, redukovaného glutathionu (GSH), oxidovaného glutathionu (GSSG) a fytochelatinu. b) 
Chromatogram současného stanovení několika thiolů ve vzorku kořenů kukuřice exponovaných 150 µM CdCl2 po 144 h kultivace 

a 

b 

L-cystein 

GSSG 
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GSH 
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derní analytické chemie, biochemie a molekulární biolo-
gie. Jak je ukázáno, elektrochemické stanovení 
v průtokovém systému umo�ňuje citlivé, rychlé a automa-
tizované měření řady thiolů, které jsou rostlinami aktivně 
syntetizovány proti působení tě�kých kovů. Kadmium také 
ovlivňuje růst  rostlin kukuřice. Vstup kadmia do rostlin 
kukuřice je ovlivněn řadou ochranných mechanismů.      

 
Práce na tomto příspěvku byla financována díky pro-

jektům: GAČR  522/07/0692, MSMT 6215712402 a Vý-
zkumného centra 1 M06030. 
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O. Zítkaa,b, K. Stejskala,b, A. Kleckerováb, 

V. Adamb, M. Beklovád, A. Hornae, V. �upálkovác, 
L. Havelc, and R. Kizekb (a Department of Biochemistry, 
Faculty of Science, Masaryk University, Brno, 
b Department of Chemistry and Biochemistry, and 
c Department of Plant Biology, Faculty of Agronomy, Men-
del University of Agriculture and Forestry, Brno, 
d Department of Veterinary Ecology and Environmental 
Protection, University of Veterinary and Pharmaceutical 
Sciences, Brno, e Radanal Ltd., Pardubice, f Department of  
Food Engineering, Faculty of Technology, Zlín): Utilizing 
Electrochemical Techniques for Detection of Biological 
Samples 

 
Heavy metals rank among the most toxic compounds 

occurring in the environment; they are also dangerous due 
to bioaccumulation. Plants and animals have developed 
a number of protective mechanisms. The detoxification 
mechanisms of heavy metals in different organisms have 
been intensively studied for many years. We aimed at in-
vestigation of detoxification mechanisms of maize plants 
treated with 0, 50, 100, 150, 200, 400 and 500 µM Cd(II) 
solutions for six days. In particular, we observed their 
growth and determined the Cd content (by differential 
pulse anodic stripping voltammetry) and thiol concentra-
tion (by HPLC) in the treated plants. Maize plants took up 
6 pg of Cd per gram per hour at the lowest dose and 23 pg 
Cd per g per hour at the  highest Cd dose. The relations of 
glutathione and phytochelatin contents, applied Cd dose, 
cultivation time, growth curve and plant morphology were 
investigated. 
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sledok, 
− posúdenie neistoty výsledkov zalo�ené na vedeckej 

znalosti teoretických základov metódy a na praktic-
kých skúsenostiach.  
Validácia metódy v praxi znamená aj to, �e výsledky 

analýz, získané počas validácie, sa musia podrobiť �tatis-
tickej analýze. Na hodnotenie nameraných dát v skú�ob-
ných laboratóriách u� v súčasnej dobe existuje bohatá po-
nuka profesionálnych počítačových programov. Pre skúse-
ného u�ívateľa tieto komerčné programy dávajú �irokú 
mo�nosť �tatistického hodnotenia výsledkov. Pre skú�obné 
laboratória je často výhodné mať metódy, vytvorené pre 
konkrétne potreby laboratória, ktoré mô�u vyu�ívať bez 
�peciálneho vzdelania v oblasti �tatistiky. 

Cieľom predlo�enej práce bolo stanoviť vybrané vali-
dačné charakteristiky analytickej metódy stanovenia kad-
mia metódou AAS v rastlinnom materiáli pomocou �tatis-
tickej metódy vytvorenej vo vlastných laboratóriách 
v programe Excel. 

 
 

Experimentálna časť 
 
P o u � i t é  p r í s t r o j e  a  z a r i a d e n i a  

 
− Na stanovenie kadmia  sa pou�il atómový absorpčný 

spektrofotometer SpectrAA�200 fy. Varian, Australia. 
Merania sa uskutočnili  vyu�itím techniky elektroter-
mickej atomizácie s deutériovou kompenzáciou poza-
dia s modulom GTA-100, 

− mineralizačný autokláv ZA-1. 
 
C h e m i k á l i e  a  r e a g e n t y  
 
− kyselina dusičná, suprapur, Merck 
− peroxid vodíka p.a. Merck s certifikátom 
− pou�itý �tandard na zostrojenie kalibračnej závislosti: 

Cadmium standard solution, koncentrácia 0,0015 mg l−1, 
dodávateľ Merck. Pracovné roztoky sa pripravili rie-
dením základného roztoku v 1% (v/v) roztoku HNO3. 

−
 pou�itý referenčný materiál na overenie správnosti 

metódy: Standard Reference Material N 1570a, Trace 
Elements in Spinach Leaves, NIST USA, dodávateľ 
Chemmea s.r.o. Bratislava, obsah Se je 2,89 ± 1,0 
mg kg−1 

− deionizovaná voda 
 

P o d m i e n k y  m e r a n i a  
 
Pri pou�ití elektrotermickej atomizácie sa na meranie 

pou�ila katódová kadmiová výbojka, prúd na lampe 
10 mA, vlnová dĺ�ka 228,8 nm, �írka �trbiny 1,0 nm, 

VALIDÁCIA METÓDY STANOVENIA 
KADMIA METÓDOU ETA-AAS 
 
SOŇA FÁNDLYOVÁa, ONDREJ HEGEDŰSa,b 
a AL�BETA HEGEDŰSOVÁa 

 
a Katedra chémie, Prírodovedecká fakulta, Univerzita 
Kon�tantína Filozofa v Nitre, Tr. A. Hlinku 1, 949 74 Nit-
ra, b Regionálny úrad verejného zdravotníctva so sídlom 
v Nitre, �tefánikova 58, 949 63 Nitra, Slovenská republika  
ahegedusova@ukf.sk, labodbor@zoznam.sk 
 
Do�lo 14.6.06, prijaté 30.11.06.  
 
 

Kľúčové slová: stanovenie kadmia, ETA-AAS, validácia 

 
 
 
Úvod 

 
Akreditácia skú�obných laboratórií znamená preuká-

zať zhodu s po�iadavkami európskej normy EN ISO/IEC 
17025:2005, ktorá bola v priebehu roka 2005 vydaná 
v Slovenskej republike vo forme národnej normy s identic-
kým obsahom. Táto norma stanovuje v�eobecné po�iadav-
ky na spôsobilosť vykonávať skú�ky alebo kalibrácie vrá-
tane vzorkovania. Popisuje po�iadavky na skú�anie a ka-
librácie, ktoré sa vykonávajú pou�itím normalizovaných 
metód, nenormalizovaných metód a metód vyvinutých 
laboratóriom. V technických po�iadavkách normy sú popí-
sané po�iadavky na skú�obné a kalibračné metódy a vali-
dáciu metód. Podľa normy STN EN ISO/IEC 17025:2005 
(cit.1) validácia je potvrdenie preskúmaním a podaním 
objektívnych dôkazov, �e po�iadavky, ktoré sa kladú na 
uva�ované �pecifické pou�itie, sú splnené, a musí byť taká 
rozsiahla, koľko treba na splnenie po�iadaviek daného 
pou�itia alebo oblasti pou�ívania. Citovaná norma striktne 
neurčuje rozsah a formu validácie, túto úlohu necháva na 
laboratória, ktoré metódy navrhujú, vyvíjajú, modifikujú, 
resp. pou�ívajú vo svojich �pecifických podmienkach. 
Validácia má byť taká rozsiahla, aby výsledky skú�ania 
validovanými metódami zodpovedali potrebám zákazní-
kov. Odporúčajú sa rôzne techniky alebo ich kombinácia:  
− kalibrácia pou�itím referenčných etalónov alebo refe-

renčných materiálov, 
− porovnanie s výsledkami dosiahnutými inými metóda-

mi, 
− medzilaboratórne porovnania, 
− systematické posúdenie faktorov ovplyvňujúcich vý-

* Soňa Fándlyová  sa s touto prácou úspe�ne zúčastnila súťa�e o cenu firmy Merck 2006 za najlep�iu �tudentskú vedeckú prácu v odbore 
analytická chémia.  
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s deutériovou kompenzáciou pozadia. Dávkovaný objem 
vzorky 10 µl. Pou�ité modifikátory: 1% H3PO4  
v dávkovanom objeme 10 µl. Pre vyhodnotenie výsledkov 
sa pou�ila metóda kalibračnej krivky.  

 
V a l i d á c i a  m e t ó d y    

 
Validácia sa uskutočnila �tatistickou analýzou name-

raných dát pre nasledovné parametre2: presnosť metódy � 
ako opakovateľnosť, vyjadrenú relatívnou smerodajnou 
odchýlkou; správnosť metódy � analýzou matricových 
referenčných materiálov (RM). Ako RM sa pou�il: Stan-
dard Reference Material N 1570a, Trace Elements in Spi-
nach Leaves, USA; linearita metódy v oblasti očakávaných 
koncentrácií z kalibračnej závislosti podľa rovnomernosti 
nárastu relatívnej odozvy prístroja k príslu�ným koncentrá-
ciám; limitné hodnoty analytickej metódy − medza dôkazu 
(LOD), medza stanoviteľnosti (LOQ) zo zistenej kalibrač-
nej závislosti y = 77,1 ⋅ x � 0,012 metódou ULA (cit.3); 
neistota analytickej metódy, vyjadrená ako roz�írená kom-
binovaná neistota pomocou počítačového programu 
Metro2003, verzia: 3.02 (cit.4). Na pracovisku autorov boli 
vytvorené také výpočtové tabuľky v programe Excel, ktoré 
umo�nia jednoznačné hodnotenie nameraných dát podľa 
konkrétnych po�iadaviek laboratória na validáciu metódy5. 
Výpočtové tabuľky umo�ňujú výpočet a hodnotenie name-
raných dát so slovným hodnotením plnenia po�iadavky na 
jednotlivé validačné charakteristiky tak, aby dali jedno-
značnú odpoveď u�ívateľovi o ďal�ej nutnej činnosti. Pos-
tup jednotlivých krokov výpočtu sledovaných validačných 
charakteristík je popísaný v publikovanej literatúre autorov 
článku6. 

 
A n a l y z o v a n ý  m a t e r i á l  

 
Na analýzy sa pou�ili vzorky su�enej mrkvy. Vzorky 

mrkvy sa odoberali z výskumných políčok Výskumného 
ústavu zeleninárskeho v Nových Zámkoch, vo fáze zberu 
po aplikácii remediačnej techniky pomocou rôznych ad-
sorbentov.  

 
S p r a c o v a n i e  v z o r i e k   

 
Vzorky konzumnej časti mrkvy po očistení sa zhomo-

genizovali a pou�ili na mineralizáciu, resp. na prípravu 
su�iny.  

Su�ina sa pripravila su�ením čerstvých homogenizo-
vaných vzoriek v su�iarni pri teplote 105 °C. 

Mineralizácia  vzoriek: 1 g náva�ku su�iny mrkvy po 
homogenizácii v trecej porcelánovej miske sa  priamo 
nava�ovala do mineralizačných autoklávov typu ZA-1. 
K navá�eným vzorkám su�iny sa pridal na zvlhčenie 1 ml 
deionizovanej vody. Ku vzorkám sa pridalo 5 ml konc. 
HNO3 a 2 ml H2O2. Vzorky sa uzavreli do kovových plá�-
ťov mineralizačných autoklávov a mineralizovali sa 
v horkovzdu�ných sterilizátoroch v trvaní 120 min pri 
teplote 140 °C.  

Úprava mineralizátov pre ETA-AAS: Po vychladnutí 

mineralizačných autoklávov sa mineralizáty kvantitatívne 
preniesli do 25 ml odmerných baniek a doplnili deionizo-
vanou vodou po rysku. 

 
 

Výsledky a diskusia 
 
Rôzne zeleninové druhy predstavujú matricu, ktorú 

nie je mo�né priamo bez úpravy vzorky analyzovať a ktorá 
tzv. matricovým efektom významne mô�e ovplyvniť prie-
beh analýzy. Nakoľko sa jedná o stanovenie nízkych kon-
centrácií sledovanej látky, bolo treba pou�iť metódu 
s vysokou citlivosťou.  

Moderné prístroje AAS sú vybavené technikou lineár-
nej kalibrácie s počiatkom v bode 0, ako aj s nenulovým 
úsekom, pričom sa pracuje v �normálnom kalibračnom 
móde� s kalibráciou vo vodných roztokoch. Predpokladom 
pou�itia tejto techniky je, �e metóda musí mať po�adovanú 
výťa�nosť a vplyv matrice na výsledok merania musí byť 
malý7.  

Porovnaním kalibračných závislostí vodných rozto-
kov a mineralizátov so �tandardným prídavkom kadmia sa 
zistilo, �e metóda ETA-AAS dávala len o málo odli�nú 
smernicu závislosti, čo poukazuje na malý vplyv matrice 
na výťa�nosť stanovenia vzoriek zelenín.  

Mo�nosť stanovenia reálnych koncentrácií Cd 
v analyzovaných vzorkách sa sledovala porovnávaním 
výsledkov meraní slepých vzoriek s výsledkami meraní 
reálnych vzoriek. Merania sa vykonali sériami analýz sle-
pých vzoriek a vzoriek mrkvy celým analytickým postu-
pom vrátane mineralizácie technikou ETA-AAS. Absor-
bancia merania slepých vzoriek na AAS sa porovnala 
s hodnotami absorbancie vzoriek mrkvy (tab. I). Z výs-
ledkov meraní vyplýva jednoznačná a po analýze série 

Tabuľka I 
Porovnanie absorbancie merania slepých vzoriek a vzoriek 
mrkvy 

 Vzorka 
  slepé vzorky mrkva 

1 0,0005 0,0020 
2 0,0006 0,0021 
3 0,0005 0,0023 
4 0,0008 0,0022 
5 0,0009 0,0021 
6 0,0004 0,0019 
7 0,0008 0,0020 
8 0,0007 0,0021 
9 0,0008 0,0021 

10 0,0009 0,0021 
11 0,0006 0,0023 
12 0,0005 0,0020 

Smerodajná odchýlka 0,00017 0,00011 

Absorbancia  
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vzoriek bezpečná rozlí�iteľnosť absorbancie slepých vzo-
riek od absorbancie vzoriek mrkvy. Znamená to, �e metó-
da mô�e byť úspe�ne pou�itá aj na stanovenie nízkych 
koncentrácií Cd v mrkve. 

Validita metódy sa overila analýzou reálnych vzoriek. 
Analýzou série vzoriek v podmienkach opakovateľ-

nosti sa vypočítala opakovateľnosť metódy. Vypočítaný 
výberový variačný koeficient merania je 4,73 % (tab. II), 
čo je ni��ia hodnota ako kladená po�iadavka. Analýzou 

referenčného materiálu sa dokázalo, �e sledovaná metóda 
pracuje s veľmi dobrou výťa�nosťou, pričom relatívny 
rozptyl výsledkov okolo správnej hodnoty je malý 
(tab. III). 

Kadmium ako kontaminant, je prítomné v be�ných 
vzorkách rastlinného materiálu v relatívne malom mno�stve, 
čo predurčuje na jeho stanovenie pou�iť metódu, ktorou je 
mo�né jeho nízke koncentrácie bezpečne stanoviť. Ako vy-
plýva z výsledkov analýzy v tab. IV, medza stanovenia je 
0,27 µg l−1

, kým medza dôkazu je 0,090 µg l−1, čo v prepočte 
na náva�ok vzorky v mno�stve 1 g pre medzu stanovania 
je 6,8 µg kg−1, pre medzu dôkazu 2,3 µg kg−1. Tieto hod-
noty dávajú istotu, �e hodnoty kadmia, ktoré sa vyskytujú 
v stanovovaných vzorkách, sa mô�u bezpečne stanovovať. 

Tabuľka II 
Hodnotenie opakovateľnosti metódy stanovenia Cd v mo-
delových vodných roztokoch 

Poradové 
číslo merania 

Meraná hodnota 
[mg l−1]  

1 0,2213  
2 0,2310  
3 0,2180  
4 0,2223  
5 0,2438  
6 0,2298  
7 0,2480  
8 0,2448  
9 0,2446  

10 0,2338  
Parameter 
Aritmetický priemer, mg l−1  

 x 0,234 

Smerodajná odchýlka, mg l−1  s 0,011 
Výberový variačný koeficient,  
%  

 
sR =100.s / 

4,73 

Hodnota 

x

Tabuľka III 
Hodnotenie správnosti metódy stanovenia Cd 
v referenčnom materiáli 

Poradové 
číslo  
merania 

Referenčná 
hodnota 

[mg kg−1] 

Stanovená  
hodnota 
[mg l−1] 

Výťa�nosť
[%] 

1  2,90 100,3 
2 2,89 2,70 93,4 
3  3,01 104,2 

Parameter Hodnota 
Aritmetický priemer, mg l−1  

 x 99,31 

Smerodajná odchýlka, mg l−1  s 0,157 
Výberový variačný  
koeficient,  %  

 
sR =100.s / 

5,48 
x

Tabuľka IV 
Výpočet detekčných limitov stanovenia z kalibračnej zá-
vislosti 

Hodnotenie posunu kalibračného vzťahu v kalibračnej 
závislosti a  
m,  l mg−1 77,01 
b −0,012 
H0: b = 0 H1: b ≠ 0 
tvyp 5,5 
tkrit 2,1 

kD (n−2; 0,05) 2,15 
sy 0,0035 
bmax 

b 0,021 
LOD, µg l−1 0,090 
LOQ, µg l−1 0,27 

Výpočet medze dôkazu a medze stanovenia z kalibračnej 
závislosti a   

a Absorbancia = f (c), pričom c je koncentrácia [mg l−1], 
podľa hodnotenia kalibračnej závislosti platí kalibračný 
model:  y = m⋅ x + b; b najväč�í dovolený posun regresnej 
priamky 

Tabuľka V 
Výpočet kombinovanej neistoty metódy 

Parameter Hodnota 
Stanovovaná veličina Cd 
Stanovená hodnota, µg kg−1 16,0 
Kombinovaná �tandardná neistota, µg kg−1 2,1 
Roz�írená �tandardná neistota, µg kg−1 ± 4,7 
Expanzný koeficient 2,26 
Pravdepodobnosť 95% 
Počet stupňov voľnosti 9 
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Táto skutočnosť sa dokázala aj porovnaním absorbancií 
sledovaných slepých vzoriek a vzoriek mineralizátov mrk-
vy, ktoré sú uvedené v tab. I. 

Výpočet kombinovanej �tandardnej neistoty metódy 
vy�aduje odhaliť v�etky zdroje neistoty počas celého ana-
lytického procesu. Pou�itý výpočtový program na základe 
výpočtového vzorca stanovovaného analytu zostrojí Ishi-
kawov diagram, pomocou ktorého sú jednotlivé neistoty 
priraďované k výsledku stanovenia. Výsledkom výpočtu je 
kombinovaná �tandardná neistota, ktorú uvádza tab. V.  

V�etky vypočítané a jednotlivo hodnotené validačné 
charakteristiky sa premietli do súhrnnej tabuľky 
v programe Excel, v ktorej sa na základe výsledkov hod-
notenia jednotlivých validačných charakteristík hodnotila 
validácia ako celok5. Z dosiahnutých výsledkov validácie 
(tab. VI) vyplýva, �e metódu mo�no úspe�ne pou�ívať na 
analýzu sledovaných vzoriek. 

 
 

Záver 
 
Výpočtom sledované validačné charakteristiky stano-

venia kadmia metódou ETA-AAS, počítané vo výpočto-
vých tabuľkách v programe Excel dokazujú, �e metóda sa 
vyznačuje s po�adovanou hodnotou opakovateľnosti 
a správnosti, linearita merania je zabezpečená v celom 
rozsahu kalibrácie. Po vypočítaní detekčných limitov me-
tódy je zrejmé, �e obsah kadmia, ktorý sa vyskytuje 
v stanovovaných vzorkách rastlinného pôvodu, sa mô�e 
bezpečne stanovovať. Vypočítaná kombinovaná neistota 
merania v sledovanom koncentračnom rozsahu zodpovedá 
po�iadavkám kladeným na metódu. 
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S. Fándlyováa, O. Hegedűsa,b, and A. Hegedűsováa 

(a Department of Chemistry, Constantine the Philosopher 
University in Nitra, b Regional Authority of Public Health, 
Nitra, Slovak Republic): Validation of ETA-AAS Met-
hod of Cadmium Determination  

 
An ETA (electrothermal atomization)-AAS method of 

Cd determination in plants was validated by determining 
its accuracy (under repeatability conditions), trueness, 
calibration curve and linearity, limit of detection, limit of 
determination and combined standard uncertainty. The 
results showed that the method is suitable for the determi-
nation of low cadmium contents in vegetables.  

Tabuľka VI 
Hodnotenie sledovaných validačných charakteristík metódy 

Validačné charakteristiky 

 po�iadavka namerané plnenie 
Medza detekcie, µg l−1 LOD < 0,1 0,090 splnená 
Medza stanovenia, µg l−1 LOQ < 0,30 0,27 splnená 
Horná hranica rozsahu merania, µg l−1 min. 1000 1300 splnená 
Opakovateľnosť metódy, % sR  < 10,0 4,7 splnená 
Kalibračný graf :       

− linearita, % ∆A rel a + 20,0 11,7−17,3 splnená 
− spoľahlivosť regresie, % sy rel b < 10,00 2,9 splnená 

Správnosť metódy, % 100 + 10,0 101,7 splnená 
Kombinovaná �tandardná neistota, % uc < 30,0 29,3 splnená 

Hodnota 

a Maximálna dovolená odchýlka od priemernej relatívnej odozvy; 
b relatívna reziduálna smerodajná odchýlka 
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mnohé významné objevy z teoretického, ale i praktického 
hlediska. 

Sedimenty rybničního a říčního dna jsou významným 
místem, kde se často kumulují po různě dlouhou dobu 
organické látky a kde mů�eme očekávat přítomnost řady 
mikroorganismů včetně zástupců ří�e Archaea. 

Analýza fosfolipidových mastných kyselin (PLFA) je 
jednou z nejmoderněj�ích biochemických metod, kterou 
lze vyu�ít k popisu a charakterizaci mikrobiálních spole-
čenstev. Mastné kyseliny poskytují informace jednak 
o v�eobecné struktuře aktivních mikrobiálních společen-
stev a jednak také o biomase určitých skupin mikroorga-
nismů1,2. 

Fosfolipidy nejsou zásobními látkami, v �ivých buň-
kách je jejich mno�ství přibli�ně konstantní; po smrti buň-
ky se velice rychle odbourávají. Z toho důvodu dobře ur-
čují velikost biomasy �ivých buněk. Analýza celkové bio-
masy je relativně jednoduchá a je zalo�ena na izolaci fos-
folipidové frakce a kolorimetrickém stanovení fosforu3 
nebo na stanovení nespecifických mastných kyselin 
(kyselina palmitová)4. 

Některé mastné kyseliny jsou naopak velmi specific-
ké pro určitou skupinu organismů, pro určitý rod nebo 
dokonce druh. Doposud je známa celá řada různě specific-
kých biomarkerů a jejich počet neustále stoupá 
v souvislosti s pokračujícím mikrobiologickým výzku-
mem. Například větvené a cyklické mastné kyseliny se 
vyskytují převá�ně v bakteriích a výskyt těchto mastných 
kyselin bývá spojován s bakteriální aktivitou5. Nenasycené 
cyklické mastné kyseliny by mohly být potenciálními bio-
markery bakterií rodu Clostridium včetně mezofilních, 
termofilních a psychrofilních bakterií6. 

Archaebakterie se li�í od ostatních bakterií obsahem 
unikátní skupiny tzv. etherových lipidů, ve kterých jsou 
uhlovodíkové řetězce spojeny s glycerolem etherovou 
vazbou místo esterové7. Hlavní lipidy jsou diethery či 
tetraethery, které jsou velmi odolné k degradaci. Jejich 
přítomnost v biomembránách sni�uje jejich prostupnost 
pro ionty a protony a umo�ňuje pře�ívání archaebakterií 
v extrémních podmínkách. Polární etherové lipidy tvoří 
80�95 % membránových lipidů archaebakterií. Zbývají-
cích 5�20 % tvoří převá�ně neutrální skvaleny (C30) a jiné 
isoprenoidy8. 

Dietherové lipidy archaebakterií jsou schopné vytvá-
řet bě�nou lipidovou dvojvrstvu díky interakcím proti sobě 
orientovaných fytanylových řetězců. Délka fytanylového 
řetězce je shodná s délkou řetězce mastných kyselin u bě�-
ných lipidů bakterií a eukaryot a tak je i celá dvojvrstva 
podobná bě�né fosfolipidové membráně. 

Cílem této práce je ověření praktické vyu�itelnosti 
analýzy lipidových markerů (esterově i etherově váza-
ných) při charakterizaci reálných vzorků sedimentů a bio-
logických kalů. 
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Úvod 

 
Biologické membrány jsou předmětem velkého zájmu 

badatelů, jeliko� jsou s nimi úzce spjaté mnohé �ivotně 
důle�ité procesy, jako je transport látek, transformace 
energie, regulace metabolismu, koordinace biologických 
procesů či buněčná diferenciace. 

Během evoluce se ka�dý �ivý systém vyvíjel a při-
způsoboval změnám a existenci v novém prostředí. U bu-
něčných membrán docházelo během tohoto procesu nejen 
k velkým strukturním změnám, ale i k významným změ-
nám jejich funkce. 

Viditelné znaky přizpůsobení se organismu nehostin-
ným a často extrémním podmínkám prostředí je mo�né 
pozorovat u archaebakterií (Archaea). Extrémní teploty 
a hodnoty pH, vysoké koncentrace solí nebo striktně anae-
robní prostředí byly nesporně důvodem k tomu, �e tyto 
organismy jsou vybavené nezbytnými komponentami 
a jedinečnými biologickými procesy. Jedním z nejdůle�i-
těj�ích biochemických rysů archaebakterií je kromě jiného 
také unikátní lipidové slo�ení a z toho odvozená specifická 
struktura membrány, co� také slou�í jako hlavní chemota-
xonomický znak této skupiny mikroorganismů. 

Studium archaebakteriálních membrán otvírá nové 
a doposud nevyře�ené problémy membranologie. Mů�eme 
předpokládat, �e zavedení metod molekulární biologie, 
které zatím u Archaea nejsou příli� aplikovány, přinese 

* Stanislav Oplu�til se s touto prací úspě�ně zúčastnil soutě�e O cenu firmy Merck 2006 za nejlep�í studentskou vědeckou práci v oboru 
analytická chemie. 
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Experimentální část 
 
P ř í s t r o j e  a  c h e m i k á l i e  

 
Měření byla prováděna na plynovém chromatografu 

HP 6890 s hmotnostním spektrometrem 5973 N MSD 
(Agilent, Palo Alto, USA). Byla pou�ita nepolární kolona 
HP-5 MS (30 m × 0,25 mm × 0,25 µm) s teplotním progra-
mem 50 °C � 1 min � 10 °C min−1 � 150 °C � 5 °C min−1 � 
300 °C � 19 min a heliem jako nosným plynem s průtokem 
0,9 ml min−1 (99,998 %, SIAD, Bergamo, Itálie). Rozpou�-
tědla (methanol, hexan, chloroform) a bě�né chemikálie 
(hydroxid draselný, kyselina octová) byly čistoty p.a. 
(Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, ČR). Jako standard etherové-
ho lipidu byl pou�it dipalmitylglycerolether (O,O�-di-
hexadecylglycerol) (Larodan Fine Chemicals AB, Malmö, 
�védsko). 

 
A n a l ý z a  e s t e r o v ý c h  l i p i d ů  

 
Bě�ný postup analýzy fosfolipidových mastných ky-

selin  zahrnuje extrakci lipidů organickými rozpou�tědly, 
frakcionaci a izolaci fosfolipidů chromatografií na sili-
kagelu, transesterifikaci mastných kyselin a analýzu me-
thylesterů plynovou chromatografií9. 

37 g vlhkého sedimentu (obsah vody do 35 %), 30 ml 
fosfátového pufru (0,05 mol l−1, pH 7,4), 37,5 ml chloro-
formu a 75 ml methanolu bylo sonifikováno 20 min v ul-
trazvukové lázni. Kapalná fáze byla oddělena centrifugací 
a přenesena do dělící nálevky. Po přídavku 37,5 ml chloro-
formu a 37,5 ml redestilované vody byl vzorek protřepá-
ván 20 min a ponechán přes noc. 

Spodní organická fáze byla oddělena, zfiltrována přes 
fritu a odpařena do sucha při teplotě nepřesahující 37 °C. 
Extrakt byl rozpu�těn v 1 ml chloroformu a přenesen na 
silikagelové kolonky (Bond Elute-SI, 500 mg, 3 ml) pře-
dem promyté 5 ml směsi methanol / chloroform (4:1). 
Neutrální lipidy a glykolipidy byly postupně vymyty 5 ml 
chloroformu a 5 ml acetonu. Nakonec byly eluovány fos-
folipidy 5 ml methanolu a roztok byl odpařen do sucha. 
Fosfolipidová frakce byla rozpu�těna v 1 ml směsi to-
luen / methanol (1:1) a 1 ml methanolického roztoku hyd-
roxidu draselného (0,2 mol l−1) a inkubována 15 min při 
37 °C. Vzorek byl zneutralizován 0,2 ml kyseliny octové 
(1 mol l−1), byly přidány 2 ml směsi hexan / chloroform 
(4:1) a 2 ml destilované vody. Vzorek byl protřepán a or-
ganická fáze (horní) byla oddělena. Vodná fáze byla dva-
krát extrahována 2 ml směsi hexan / chloroform (4:1). 
Spojený extrakt byl odpařen na objem 1ml a analyzován 
plynovou chromatografií. 

Pro označení mastných kyselin byly pou�ity obvyklé 
zkratky ve formátu: <počet atomů uhlíku> : <počet dvoj-
ných vazeb> ω <poloha první násobné vazby od methylo-
vého konce řetězce>. Tak například palmitolejová kyselina 
obsahující 16 uhlíkových atomů a jednu dvojnou vazbu na 
sedmém uhlíkovém atomu (od CH3 konce) je označena 
16:1ω7. Pro rozvětvené iso- (methylskupina na druhém 

uhlíku od CH3 konce řetězce) a anteiso- (methylskupina na 
třetím uhlíku od CH3 konce řetězce) kyseliny a pro cyklic-
ké kyseliny odvozené od cyklopropanu  bylo pou�ito ozna-
čení i-, a-, a cy-. Označení 10Me- znamená methylskupinu 
na desátém atomu uhlíku od karboxylového konce řetězce. 

 
A n a l ý z a  e t h e r o v ý c h  l i p i d ů  

 
Pro analýzu etherových lipidů byl pou�it stejný ex-

trakční postup. Směs lipidů (bez frakcionace na silikagelu) 
byla hydrolyzována 20 ml roztoku hydroxidu draselného 
(1 g KOH, 4 ml H2O, 16 ml methanolu) v ultrazvukové 
lázni (5 min při 25 °C) a ponechána 3 h při 60 °C. Po 
ochlazení byly etherové lipidy extrahovány třikrát 5 ml 
směsi hexan / chloroform (4:1) a odpařeny do sucha. Vol-
ná hydroxyskupina etherových lipidů byla silylována 
250 µl bis(trimethylsilyl)trifluoracetamidu (BSTFA) 12 h 
při 60 °C, vzorek byl odpařen v proudu dusíku do sucha, 
rozpu�těn v 1 ml hexanu a analyzován plynovou chroma-
tografií10. 

 
 

Výsledky a diskuse 
 
Pro analýzu esterově vázaných mastných kyselin byly 

fosfolipidy izolované ze vzorků sedimentů transesterifiko-
vány na odpovídající methylestery mastných kyselin 
a analyzovány plynovou chromatografií spojenou s hmot-
nostní spektrometrií. Jednotlivé methylestery byly identifi-
kovány na základě elučních (retenční časy) a spektrálních 
(hmotnostní spektra) dat. 

Relativní zastoupení (v %) jednotlivých fosfolipido-
vých mastných kyselin ve vybraných typech sedimentů je 
uvedeno v tabulce I. V�echny uvedené vzorky jsou charak-
teristické výrazným zastoupením nasycené kyseliny palmi-
tové (16:0) a nenasycených kyselin palmitolejové (16:1ω7) 
a olejové (18:1ω9). Tyto kyseliny bývají označovány jako 
tzv. nespecifické a mohou slou�it jako nespecifické marke-
ry biologické kontaminace, např. při hodnocení biofilmu 
usazeného na vnitřní stěně vodovodního potrubí11. Isomery 
kyseliny palmitolejové, označené 16:1ω6 a 16:1ω8, jsou 
pova�ovány za biomarkery methanotrofních bakterií. Je-
jich významněj�í zastoupení v �anaerobněj�ím� říčním 
sedimentu odebraném ve stojaté vodě nad jezem odpovídá 
předpokládané produkci methanu v rezervoáru. Kyselina 
linolová (18:2ω6) bývá uváděna jako typický biomarker 
hub. Její vysoký obsah v aktivovaném kalu z čistírny od-
padních vod dobře odpovídá předpokládané přítomnosti 
mikroskopických hub, které jsou bě�nou součástí vloček 
aktivovaného kalu. Vzorek písku z vodárenského filtru je 
charakteristický mnohem jednodu��ím profilem mastných 
kyselin. Tento fakt je v dobrém souladu s předpokládanou 
nepatrnou bakteriální kontaminací surové podzemní vody. 
Odhady počtu mikrobiálních buněk ve vzorku písku 
z vodárenského filtru (~106 buněk/g su�iny při pou�ití 
konverzního faktoru 0,5 fmol fosfolipidu na buňku) jsou 
o jeden a� dva řády ni��í ne� odpovídající počty buněk 
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nalezených v říčních sedimentech (~108 buněk/g su�iny). 
Pro analýzu etherových fosfolipidů se nejlépe osvěd-

čil postup zalo�ený na extrakci lipidů stejnou extrakční 
směsí jako u bě�ných esterových lipidů a následné hydro-
lýze esterově vázaných mastných kyselin. Bě�né, esterově 
vázané lipidy jsou tak převedeny na polární nízkomoleku-

lární produkty a nehydrolyzovatelné etherově vázané lipi-
dy pak mohou být extrahovány směsí hexan � chloroform. 
Volnou hydroxyskupinu (po hydrolýze fosfátu) je vhodné 
silylovat bis(trimethylsilyl)trifluoracetamidem (BSTFA) 
a vzniklé trimethylsilylethery analyzovat GC-MS. Jako 
srovnávací látka pro analýzu etherových lipidů byl pou�it 

Tabulka I 
Relativní zastoupení (v %) esterově vázaných fosfolipidových mastných kyselin ve vybraných vzorcích (zkrácená nomen-
klatura mastných kyselin je vysvětlena v experimentální části) 

Mastné kyseliny Říční sediment 
(anaerobní) 

Říční sediment 
(aerobní) 

Aktivovaný kal Vodárenský písek 

Nasycené         
12:0 1,2 0,5 7,5 5,7 
14:0 1,6 2,3 5,6 4,6 
15:0 0,7 1,4 3,3 − 
16:0 12,5 22,2 13,4 35,5 
18:0 1,9 −  2,9 − 
20:0 1,0 0,2 3,3 − 
21:0 0,7 0,1 −  − 
22:0 1,7 0,2 0,07 − 
23:0 0,6 0,1 ~0,01 − 
24:0 1,5 0,2 ~0,01 − 
26:0 0,7 0,1  − − 
28:0 0,6 −  0,01 − 
30:0 0,2 −   − − 

Nenasycené         
16:1ω6 4,6 2,5 3,5 − 
16:1ω7 33,3 11,4 22,0 35,5 
16:1ω8 1,4 0,5 −  − 
18:1ω7 10,9 9,7 14,0 6,2 
18:1ω9 3,9 9,8 11,5 − 
18:2ω6 2,6 2,7 4,2 − 
20:1 0,3 0,1 0,01 − 
20:4 0,3 0,8 0,1 − 
20:5 0,1 1,7 ~0,01 − 
22:6 −  0,3 −  − 

Větvené a cyklické         
i14:0 1,0 2,0 −  − 
i15:0 3,7 6,0 2,4 12,5 
a15:0 4,8 12,0 6,2 − 
i16:0 1,4 1,7 − − 
10Me16:0 3,0 5,6 − − 
i17:0 0,5 1,6 − − 
cy17:0 2,4 2,6 − − 
cy19:0 0,8 1,7 − − 
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dipalmitylglycerolether (O,O�-dihexadecylglycerol) v je-
ho� hmotnostním spektru (obr. 1) byl pozorován jako nej-
intenzivněj�í ion o m/z 130 odpovídající pravděpodobně 
zbytku molekuly po od�těpení obou alkoxyskupin 

(CH2=CH-CH2-O-Si(CH3)3). Tento fragment je společný 
v�em O,O�-dialkylglycerolům a selektivní monitorování 
iontu o m/z 130 tak dovoluje citlivou a specifickou detekci 
dietherových fosfolipidů. 
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Obr. 1. Hmotnostní spektrum O,O�-dihexadecylglycerolu 
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Obr. 2. Iontový chromatogram vzorku vyhnilého kalu (m/z 130) 
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Na obr. 2 je uveden iontový chromatogram vyhnilé-
ho kalu z čističky odpadních vod rekonstruovaný pro ion 
o m/z 130. Ve vzorku se podařilo nalézt dva etherové lipi-
dy, které byly identifikovány na základě hmotnostních 
spekter jako O,O�-bis(3,7,11-trimethyldodecyl)glycerol  
(tR1= 31,55 min) a O,O�-bis(3,7,11,15-tetramethylhexa-
decyl)glycerol (tR2 = 39,23 min). 

 
 

Závěr 
 
Vět�ina dosud známých lipidových biomarkerů mik-

roorganismů byla navr�ena na základě analýzy čistých 
kultur získaných kultivačním způsobem (in vitro). V této 
práci byly studovány praktické mo�nosti vyu�ití popsa-
ných lipidových biomarkerů při charakterizaci reálných 
vzorků sedimentů a vyhnilého kalu (bez kultivace). Dosa-
�ené výsledky naznačují, �e dosud navr�ené biomarkery 
dovolují přibli�nou kvantifikaci mikrobiální biomasy 
v sedimentech a hrubou charakterizaci společenstva např. 
ve smyslu převládajícího způsobu získávání energie. Jeli-
ko� se počet známých specifických biomarkerů neustále 
zvět�uje (např. 10Me18:0 pro aktinomycety), lze předpo-
kládat, �e řada z nich se dobře osvědčí i při charakterizaci 
mikrobiálních společenstev v reálných ekosystémech. Na-
dějnou skupinou jsou nehydrolyzovatelné etherové lipidy 
specifické pro mikroorganismy ří�e Archaea, jejich� vý-
zkum konvenčními metodami je komplikován mimo jiné 
i značnými experimentálními tě�kostmi při jejich kultivaci. 
Studium biochemické, genetické a molekulárně-biologické 
podstaty Archaeabakterií přitom má klíčový význam nejen 
pro porozumění evoluční biologii, ale například i pro bio-
technologické vyu�ití těchto výjimečných (extremofilních) 
organismů. 

 
Autoři děkují Ministerstvu �kolství, mláde�e a tělový-

chovy za finanční podporu (projekt MSM 6198959216) 
a Ing. M. Urbánkové z Čistírny odpadních vod Olomouc za 
pomoc při odběru vzorků z vyhnívacích nádr�í. 
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Most known lipid biomarkers were found by analysis 

of pure bacterial cultures in vitro. The practical impact of 
a biomarker including possible interferences should be 
tested in extensive research of target strains in real ecosys-
tems. Phospholipid fatty acids identified in river sedi-
ments, activated sludge and waterworks sand filters corre-
spond with those proposed  previously as biomarkers typi-
cal of expected microorganisms. Two ether lipids regarded 
as specific biomarkers of the Archaea kingdom were iden-
tified in digested sludge from a sewage water plant. 
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RTIL jsou fyzikálně-chemickými vlastnostmi podob-
né taveninám kovových solí a v roztoku se chovají jako 
ionty1. 

Teplotní rozsah pou�itelnosti těchto kapalin je od 
jejich teploty tání a� po teplotu rozkladu, tedy v rozmezí 
do 250 a� 350 °C. Jejich viskozita sice značně kolísá 
v závislosti na teplotě, ale přesto tenze par v celém teplot-
ním rozsahu pou�itelnosti zůstává velmi nízká, a� téměř 
zanedbatelná5. 

Fyzikálně-chemické vlastnosti iontových kapalin, 
jako jsou povrchové napětí, teplota tání, viskozita, hustota 
a tepelná stabilita, jsou závislé na struktuře kationtu i ani-
ontu6. Délka alkylového řetězce a dal�í substituenty na 
skeletu cyklu ovlivňují dipólové, π-π a  n-π interakce mezi 
iontovou kapalinou a dal�ími molekulami či ionty. Proto 
s prodlu�ující se délkou alkylového řetězce klesá rozpust-
nost iontových kapalin v polárních a středně polárních 
rozpou�tědlech7. 

Výměnou aniontu v iontové kapalině je mo�né zcela 
změnit její  fyzikálně-chemické vlastnosti a to zejména 
rozpustnost. Příkladem  mů�e být iontová kapalina 
EMIM-BF4 (1-ethyl-3-methylimidazolium-tetrafluoroborát), 
která je ve vodě dobře rozpustná. Pouhou výměnou anion-
tu BF4 

− za PF6
− se tato iontová kapalina stane ve vodě 

zcela nerozpustnou8. 
Iontové kapaliny se v dne�ní době vyu�ívají jako ná-

hrada za klasická těkavá organická rozpou�tědla, jako pro-
gresivní reakční systémy v organických syntézách, reakční 
prostředí nebo jeho součást při biokatalytických transfor-
macích9,10 a katalyzátory v organických syntézách11. Dále 
se pou�ívají při extrakcích kapalina-kapalina12, jako velmi 
málo těkavé matrice pro MALDI-MS (cit.13) a pro svou 
nehořlavost jsou atraktivními kandidáty na elektrolyty 
v lithiových bateriových článcích14. Dal�í vyu�ití na�ly při 
voltametrických metodách pro svou  schopnost roz�iřovat 
vyu�itelný potenciálový rozsah a jako základní elektrolyty 
s dobrou vodivostí15. 

V současné době se věnuje značná pozornost experi-
mentálnímu vyu�ití iontových kapalin jako stacionárních 
fází v plynové rozdělovací chromatografii a jako mobil-
ních fází ve vysokoúčinné kapalinové chromatografii4. 

 
 

Experimentální část 
 

P ř í s t r o j e  
 
Analýza vzorků byla provedena na přístroji HP 5890 

series II s plamenově-ionizačním detektorem (FID) a dáv-
kovačem s děličem toku. Dělící poměr byl 1:100, nosným 
plynem byl vodík o průtoku 1,26 ml min−1. V�echny sepa-
race probíhaly za izotermických podmínek (100 °C). Tep-
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Úvod 

 
Jako iontové kapaliny označujeme sloučeniny 

s obecným slo�ením organický kation a organický nebo 
anorganický anion a teplotou tání ni��í ne� 100 °C (cit.1). 
Ve druhé polovině 20. století byly syntetizovány iontové 
kapaliny s bodem tání ni��ím ne� je laboratorní teplota2. 
Pro odli�ení se začalo pou�ívat označení RTIL (room tem-
perature ionic liquid). 

Fyzikálně-chemické vlastnosti iontových kapalin úzce 
souvisí se strukturou obou iontů. Podmínku nízké teploty 
tání splňují soli s objemnými ionty, delokalizovaným ná-
bojem a nízkým stupněm symetrie kationtu. Do této skupi-
ny patří sloučeniny obsahující kvartérní atom dusíku, jako 
jsou pyridiniové, imidazoliové a amoniové soli, dále také 
fosfoniové a sulfoniové soli. Jako nekoordinující anionty 
se nejčastěji pou�ívají tetrachlorohlinitany, hexafluorofos-
fáty,  tetrafluoroboráty, ale i nitrát, acetát, trifluoroacetát, 
bis(trifluoromethansulfonyl)amidát a dal�í3. 

Od 60. let 20. století se iontové kapaliny dostaly do 
povědomí téměř v�ech chemických i ekologických oborů 
pro své velmi zajímavé fyzikálně-chemické vlastnosti. 
Velký zájem projevují pracovníci zabývající se tzv. zele-
nou chemií3,4. Iontové kapaliny toti� umo�ňují sni�ování 
emisí těkavých organických sloučenin (VOC) a s tím spo-
jené omezování spotřeby klasických rozpou�tědel. 

* Michal Zapadlo se s touto prací úspě�ně zúčastnil soutě�e O cenu firmy Merck 2006 za nejlep�í studentskou vědeckou práci v oboru 
analytická chemie. 
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lota nástřiku byla 250 °C a teplota detektoru 300 °C. Byl 
dávkován 1 µl vzorku technikou horké jehly. 

 
P ř í p r a v a  i o n t o v ý c h  k a p a l i n  

 
Obecná syntéza iontových kapalin imidazolové struk-

tury, které byly pou�ity v této studii, je zalo�ena na reakci 
alkyl a N-alkylimidazolu s halogenalkanem, resp. dihalo-
genalkanem za laboratorní teploty bez přístupu světla. 
Reakční směs se několikrát promyje ethyl-acetátem pro 
odstranění vedlej�ích reakčních produktů. Nadbytek ethyl-
acetátu je odpařen ve vakuové odparce a zbytek je rozpu�-
těn ve vodě. Výměna aniontu se provádí ve vodném pro-
středí a výsledný monomer iontové kapaliny je uchováván 
bez přístupu světla nad P2O5 (cit.16,17). 

  
S t a c i o n á r n í  f á z e   

 
V této studii byly při separacích pou�ity iontové ka-

paliny jako stacionární fáze pro kapilární plynovou chro-
matografii. Jednotlivé stacionární fáze a parametry příslu�-
ných kolon jsou uvedeny na obr. 1. Iontové kapaliny 
i kapilární kolony byly připraveny týmem spolupracovníků 
pod vedením prof. D. W. Armstronga z Iova State Univer-
zity, USA17.  
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Obr. 1. Struktura a parametry testovaných kolon 

Obr. 2. Ukázka separace alkoholů; 11-1: dodekan-1-ol; 11-2:  
2-methylundekan-1-ol; 11-3: 2-ethyldekan-1-ol; 11-4: 2-propyl-
nonan-1-ol;  11-5:  2-butyloktan-1-ol; 12-1: tridekan-1-ol; 12-2: 
2-methyldodekan-1-ol; 12-3: 2-ethylundekan-1-ol; 12-4: 2-propyl-
dekan-1-ol; 12-5: 2-butylnonan-1-ol; 12-6: 2-pentyloktan-1-ol; 
13-1: tetradekan-1-ol; 13-2: 2-methyltridekan-1-ol; 13-3: 2-ethyl-
dodekan-1-ol; 13-4: 2-propylundekan-1-ol; 13-5: 2-butyldekan-1-ol; 
13-6: 2-pentylnonan-1-ol; 13-7: 2-hexyloktan-1-ol 
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A n a l y t y  
 
Analyzovány byly produkty hydroformylace alkenů 

C11-C13. Hydroformylací alkenů vzniká směs rozvětve-
ných aldehydů. Následnou hydrogenací vzniká směs pří-
slu�ných alkoholů, které jsou důle�itými meziprodukty při 
průmyslové výrobě detergentů18. Dále byly připraveny 
deriváty a analoga alkoholů. Byly připraveny acetáty 
a trifluoracetáty alkoholů a příslu�né bromalkany. Pro 
označení jednotlivých analytů bylo pou�ito zkratek ve 
formátu: a-b, kde a udává počet uhlíkových atomů výcho-
zího alkenu, b udává polohu dvojné vazby výchozího alke-
nu (např. pro tridekan-1-ol zkratka 12-1). 

  
 

Výsledky a diskuse 
 
Na obr. 2 jsou ukázky separace modelové směsi alko-

holů na třech různých stacionárních fázích.  
V závislosti na pou�ité stacionární fázi se mění eluční 

pořadí kritických párů isomerů. Na následujících výřezech 
z chromatogramů budou demonstrovány výhody pou�ití 
iontových kapalin jako stacionárních fází pro separaci 
isomerů s podobnou teplotou varu. 

Při pou�ití kolony se stacionární fází C4(mim)2-NTf2 
separace alkoholů 12-5, 12-6 a 11-1 neprobíhala. Stejný 
případ je i u alkoholů 13-5, 13-6, 13-7, které eluují společ-
ně s alkoholem 12-1. 

Při pou�ití kolony se směsí dvou iontových kapalin 
(Hvim-NTf2; C9(vim)2-NTf2) anebo pouze s C9(vim)2-NTf2 
se změnilo eluční pořadí alkoholů 12-5 a 12-6 (obr. 3). 

U druhého kritického páru isomerů je zřetelněj�í změ-
na elučního pořadí způsobená kombinací dvou iontových 
kapalin. Při pou�ití směsné stacionární fáze byly odděleny 
alkoholy 13-6 a 13-7 od alkoholu 13-5, který eluoval 
s alkoholem 12-1 a alkohol 13-4 eluoval z kolony na 
chvostu alkoholů 12-1 a 13-5 (obr. 4). 

Změnou stacionární fáze, resp. jejího slo�ení se změ-
nilo eluční pořadí v porovnání se směsnou stacionární fází 
(společný základ v pou�ití iontové kapaliny C9(vim)2-
NTf2). Touto změnou se oddělily alkoholy 13-6 a 13-7 od 
isomeru 13-5. Alkoholy 12-1 a 13-4 eluovaly spolu 
(obr. 5). 

Iontové kapaliny jako stacionární fáze skýtají obrov-
ský potenciál při pou�ití v plynové chromatografii. Na 
výřezech chromatogramů (obr. 3−5) je demonstrována 
výhoda jejich pou�ití. Pouhou změnou slo�ení stacionární 
fáze je mo�né změnit eluční pořadí isomerů.  

Pro exaktní popis elučního chování jednotlivých slo-
�ek modelové směsi hydroformylačních produktů bylo 
vyu�ito retenčních indexů. Kovatsovy retenční indexy 
alkoholů na kolonách s iontovými kapalinami a koloně 
HP-5 jsou uvedeny v tabulce I. 

Jako dal�í parametr popisu jednotlivých stacionárních 
fází byl zvolen vý�kový ekvivalent teoretického patra jako 
míra účinnosti separačního procesu19. 

Obr. 3. Chromatogram alkoholů; kolona 2, výřez I 

Obr. 4. Chromatogram alkoholů; kolona 2, výřez II 

Obr. 5. Chromatogram alkoholů; kolona 3, výřez II 
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Porovnáním počtu pater, resp. jejich vý�ky, která 
zohledňuje i délku kolony, je mo�né konstatovat, �e na 
základě naměřených retenčních dat a vypočtených hodnot 
jsou kolony s iontovými kapalinami srovnatelně účinné 
jako referenční kolona HP-5 (tab. II). Srovnání kolon 2 a 3 
s kolonou HP-5 ukazuje, �e vý�kové ekvivalenty teoretic-
kých pater jsou srovnatelné. Rozdíly ve vý�ce teoretického 
patra u kolon 2 a 3 jsou způsobeny iontovou kapalinou 
Hvim-NTf2, která je kopolymerována s iontovou kapalinou 
C9(vim)2-NTf2. Volný hexylový řetězec naru�uje jednot-
nost filmu a vná�í do stacionární fáze znaky nepolární 
fáze. 

Tyto kolony mají dobrou účinnost a v budoucnosti se 
dají vyu�ít pro dosa�ení volitelného stupně selektivity při 
separaci bohatých směsí alkylovaných sloučenin. Dal�í 
�iroké a specifické pou�ití iontových kapalin je otázkou 
vývoje a výzkumu nových stacionárních fází. 

Závěr 
 
V této studii byla testována pou�itelnost iontových 

kapalin jako stacionárních fází v  plynové chromatografii. 
Pro jednoduchý popis pou�itých stacionárních fází byla 
zvolena modelová směs hydroformylačních produktů 
(alkoholy, příslu�né deriváty a analoga). 

Na základě retenčních dat byly vypočteny retenční 
indexy slo�ek modelových směsí a bylo popsáno eluční 
chování jednotlivých slo�ek modelových směsí 
v závislosti na pou�ité stacionární fázi. Pro srovnání byly 
modelové směsi separovány i na komerčně vyráběných 
kolonách. Jako referenční byla pou�ita kolona HP-5. 

Na základě uvedených výsledků lze konstatovat, �e 
iontové kapaliny mají velký potenciál pro pou�ití 
v plynové chromatografii. Vhodnou volbou iontové kapali-
ny, či směsi iontových kapalin je mo�né dosáhnout změn 

Tabulka I 
Kovatsovy retenční indexy slo�ek modelové směsi alkoholů  

Označení Název Kolona 1 Kolona 2 Kolona 3 HP5 
11-1 dodekan-1-ol 1558 1617 1649 1675 
11-2 2-methylundekan-1-ol 1503 1566 1590 1634 
11-3 2-ethyldekan-1-ol 1495 1556 1581 1628 
11-4 2-propylnonan-1-ol 1479 1540 1563 1613 
11-5 2-butyloktan-1-ol 1472 1535 1556 1607 
12-1 tridekan-1-ol 1639 1701 1736 1776 
12-2 2-methyldodekan-1-ol 1591 1648 1678 1735 
12-3 2-ethylundekan-1-ol 1583 1638 1668 1728 
12-4 2-propyldekan-1-ol 1566 1617 1649 1713 
12-5 2-butylnonan-1-ol 1558 1613 1638 1707 
12-6 2-pentyloktan-1-ol 1558 1610 1638 1704 
13-1 tetradekan-1-ol 1735 1787 1822 1880 
13-2 2-methyltridekan-1-ol 1686 1734 1768 1837 
13-3 2-ethyldodekan-1-ol 1677 1725 1758 1830 
13-4 2-propylundekan-1-ol 1659 1708 1736 1814 
13-5 2-butyldekan-1-ol 1655 1701 1729 1806 
13-6 2-pentylnonan-1-ol 1655 1695 1725 1803 
13-7 2-hexyloktan-1-ol 1655 1695 1725 1803 

Tabulka II 
Počet teoretických pater a vý�ka teoretického patra 

12-2 Kolona 2  Kolona 3  SP-2340  HP-5  
  n H [mm] n H [mm] n H [mm] n H [mm] n H [mm] 
Alkohol 13686 0,365 25287 0,396 18764 0,533 −  −  70215 0,266 
Acetát 16757 0,298 31875 0,314 20795 0,481 22382 0,447 83284 0,225 
Trifluoracetát 16109 0,310 27588 0,363 26192 0,382 17195 0,582 77012 0,243 
Bromalkan 18668 0,268 28573 0,350 38555 0,259 18048 0,554 68320 0,274 

Kolona 1  
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v elučním pořadí řetězových isomerů s blízkou teplotou 
varu. Tato vlastnost velice ovlivní mo�nosti kvalitativní 
i kvantitativní analýzy reálných vzorků. 

 
S e z n a m  s y m b o l ů  a  z k r a t e k  

 
C4(mim)2-NTf2 1,4-bis(3-methylimidazolium)butan-bis

(trifluoromethansulfonyl)imid 
Hvim-NTf2 1-hexyl-3-vinylimidazolium-bis

(trifluoromethansulfonyl)imid 
C9(vim)2-NTf2 1,9-bis(3-vinylimidazolium)nonan-bis

(trifluoromethansulfonyl)imid 
 
 
Autoři děkují prof. Danielu W. Armstrongovi z Iowa 

State University za zapůjčení testovaných kolon a Minis-
terstvu �kolství, mláde�e a tělovýchovy ČR  (projekt MSM 
6198959216) a programu CEEPUS za finanční podporu. 
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M. Zapadloa, E. Benickáb, J. Mydlováb, 
K. Vítkováa, and J. Krupcikb (a Department of Analytical 
Chemistry, Faculty of Science, Palacký University, Olo-
mouc, Czech Republic; b Institute of Analytical Chemistry, 
Faculty of Chemical and Food Technology, Slovak Techni-
cal University, Bratislava, Slovakia): Using Ionic Liquids 
for Separation in Gas Chromatography 

 
Room temperature ionic liquids (RTIL) are organic 

salts composed of an organic cation and organic or inor-
ganic anion, with a melting point below room temperature. 
They have been used as novel solvent systems in organic 
synthesis, solvents immiscible with water and polar sol-
vents in liquid-liquid extraction, new background electro-
lytes for voltammetric studies and batteries, non-volatile 
matrices for MALDI-MS, stationary phases in gas chroma-
tography and mobile phases in HPLC. In this study, RTILs 
were used as stationary phases in capillary gas chroma-
tography. Kovats retention indexes of model mixtures of 
hydroformylating products of undec-1-ene, dodec-1-ene 
and tridec-1-ene, were measured. The measured data 
were confronted with those on classical (commercial) 
nonpolar column HP-5 (5 % poly(diphenylsiloxane) � 
95 % poly(dimethyl-siloxane)) and polar column SP-2340 
(100 % poly[bis(3-cyanopropyl)siloxane]). 
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mé vazbě mezi PLGA a aniontovým porfyrinem nedochází 
v důsledku odpudivých elektrostatických sil mezi záporně 
nabitými karboxylovými skupinami PLGA a záporně nabi-
tým porfyrinovým derivátem11. Tato vazba je v�ak mo�ná 
prostřednictvím kationtového porfyrinu, který slou�í jako 
mezičlánek odstiňující elektrostatický vliv PLGA a umo�-
ňující aniontovému porfyrinu utvořit chirální konjugát. 
Tento efekt byl zatím pozorován při pou�ití měďnatého 
derivátu 5,10,15,20-tetrakis(N-methylpyridinium-4-yl)por-
finu (CuTMPyP)  jako�to kationtového a 5,10,15,20-tetra-
kis(4-sulfonatofenyl)porfinu (TPPS) jako�to aniontového 
porfyrinu, kdy vznikají vysoce stabilní supramolekulární 
komplexy vykazující molekulární paměť12,13. Vzniklé 
komplexy se stávají nezávislé na konformaci matrice 
a svou strukturu nemění ani při výrazné změně pH a ionto-
vé síly roztoku12,13. Důle�itou roli při vzniku vy��ích mole-
kulárních struktur hrají, kromě pH a iontové síly, dal�í 
podmínky, jako je teplota a koncentrace látek, zejména 
poměr koncentrací polypeptidu a porfyrinu [P]/[D], kde 
[P] a [D] jsou látkové koncentrace polypeptidu a porfyri-
nu12. 

V této práci byla studována indukce cirkulárního di-
chroismu při interakci porfyrinů s polypeptidovou matricí 
mající konformaci α-helikální nebo PL-II. Kromě kation-
tového porfyrinu CuTMPyP byly pou�ity dal�í dva kation-
tové porfyriny: 5,10,15,20-tetrakis(1-methylpyridinium-4-  
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Úvod 

 
Porfyriny jsou látky, které se zúčastňují biologicky 

důle�itých pochodů. Jsou to ale také sloučeniny významné 
z hlediska praktického vyu�ití, známé je např. jejich pou�i-
tí ve fotodynamické terapii při léčbě rakoviny1. Cílem této 
práce bylo ověřit, zda dochází k přenosu chirální informa-
ce z matrice prostřednictvím kationtového porfyrinu na 
porfyrin aniontový. 

Jako matrice byla zvolena poly(L-glutamová kyselina) 
(PLGA), její� konformaci lze měnit změnou pH roztoku2-4. 
Dobře definované α-helikální konformace je mo�né do-
sáhnout nastavením pH na dostatečně nízkou hodnotu 
(pH 3−5), při vy��ích hodnotách pH přechází PLGA do 
konformace označované historicky jako nahodilé klubko, 
nově jako PP-II, která je blízká rozvolněné levotočivé 
�roubovici5 typické pro jednu ze struktur poly(L-prolinu).  

Vhodným nástrojem pro zji�ťování přenosu chirální 
informace je spektroskopie elektronového cirkulárního 
dichroismu (ECD),  pomocí ní� je mo�né sledovat jak 
konformaci PLGA matrice  v UV oblasti, tak případný 
vznik indukovaného cirkulárního dichroismu porfyrinů 
v oblasti Soretova pásu ve viditelné části spektra. Induko-
vaný cirkulární dichroismus mů�e být vyvolán pro původ-
ně achirální porfyrin jeho vazbou na chirální matrici nebo 
chirálním uspořádáním ve vzniklých komplexech. 

Pomocí ECD (cit.6−8) a vibračního cirkulárního di-
chroismu9,10 bylo ukázáno, �e za vhodných podmínek do-
chází k interakci PLGA s kationtovými porfyriny. K  pří-
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Obr. 1. Struktura pou�itých porfyrinových derivátů 

* Ondřej Julínek se s touto prací úspě�ně zúčastnil soutě�e O cenu firmy Merck 2005 za nejlep�í studentskou vědeckou práci v oboru 
analytická chemie.  
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-yl)porfin-tetrachlorid (TMPyP) a  5,10,15,20-tetrakis{4-   
-[(trimethylamonio)methyl]fenyl}porfyrin-tetrachlorid 
(TATP). Dále bylo ověřeno chování ternárního komplexu 
PLGA+CuTMPyP+TPPS a dosa�ené výsledky byly srov-
nány se systémy PLGA + TMPyP + TPPS a PLGA + 
TATP + TPPS s cílem potvrdit nebo vyvrátit vznik podob-
ných konjugátů pro tyto dal�í porfyrinové deriváty.  

 
 

Experimentální část 
 

M a t e r i á l y  a  m e t o d y  
 
Jako chirální matrice byla pou�ita kyselina poly(L-     

-glutamová) ve formě sodné soli s průměrnou molekulo-
vou hmotností 13 000 g mol−1 (Sigma). Jako aniontový 
porfyrin byl zvolen 5,10,15,20-tetrakis(4-sulfonatofenyl)
porfin ve formě sodné soli (TPPS) (Sigma).  Jako kationto-
vé porfyriny byly zvoleny 5,10,15,20-tetrakis{4-[(tri-
methylamonio)methyl]fenyl}porfyrin-tetrachlorid (TATP, 
cit.14), 5,10,15,20-tetrakis(1-methylpyridinium-4-yl)porfin-  
-tetrachlorid (TMPyP) (Porphyrin Systems) a jeho měďna-
tý derivát (CuTMPyP) ve formě chloridu, který byl připra-
ven na Ústavu analytické chemie rutinní metalací15. Struk-
tura pou�itých porfyrinů je znázorněna na obr. 1.  

Spektra ECD byla měřena na spektrofotometru J-810 
Jasco, s rozli�ením 0,5 nm, časovou konstantou 1 s a rych-
lostí záznamu 100 nm s−1. Koncentrace matrice PLGA 
byla c(PLGA) = 1⋅10−3 mol l−1, vzta�ena na aminokyseli-
nový zbytek, v případě ternárního komplexu při pH 3,6 
byla tato koncentrace c(PLGA) = 2⋅10−4 mol l−1. Koncent-
race  porfyrinu byla dána po�adovaným poměrem [P]/[D] 
látkových koncentrací PLGA a porfyrinu. 

      
 

Výsledky a diskuse 
 
Konformace PLGA ve vodném prostředí byla sledo-

vána pomocí ECD v UV oblasti při 180−250 nm. 
V kyselém prostředí PLGA poskytuje ECD spektrum 
s kladným maximem u 192 nm a zápornými maximy u 209 
a 222,5 nm (obr. 2, spektrum 1). Tento spektrální průběh 
je charakteristický pro α-helikální konformaci. Při pH 9 
PLGA poskytuje ECD spektrum se záporným maximem 
u 196,5 nm, které je charakteristické pro konformaci PL-II 
(obr. 2, spektrum 2). 

Vznik makromolekulárního komplexu mezi α-heli-
kální PLGA a kationtovým porfyrinem se projevuje indu-
kovaným cirkulárním dichroismem (obr. 3) původně achi-
rálního porfyrinu.  

Při pH 9, kdy se matrice PLGA nachází v  konformaci 
PP-II, nebyl v roztocích PLGA a kationtového porfyrinu 
změřen �ádný ECD signál v Soretově oblasti, který by 
odpovídal chirálnímu uspořádání porfyrinů; v oblasti ma-
xim absorpčních pásů je pozorován pouze vy��í �um.  

Zatímco u binárních směsí kationtových porfyrinů 
a matrice PLGA mající α-helikální konformaci byl pozo-

rován dobře reprodukovatelný signál ECD v oblasti ab-
sorpčních Soretových pásů kationtových porfyrinů, 
v případě konformace PP-II se spektrum ECD pohybuje na 
úrovni �umu, který je způsobený vysokou absorpcí porfy-
rinu v této oblasti vlnových délek. Z toho usuzujeme, �e 
indukce optické aktivity je podmíněna konformací matrice, 
nikoli pouhou vazbou porfyrinu na chirální matrici, a do-
chází tedy k přenosu chirální informace z matrice na por-
fyrinovou část komplexu. 

Vznik ternárních komplexů byl studován pro obě 
konformace polypeptidové matrice. Titrace binárních 
komplexů PLGA a kationtového porfyrinu aniontovým 
porfyrinem TPPS při pH 9, kdy polypeptidová matrice má 
konformaci PP-II, nevede ke vzniku indukovaného cirku-
lárního dichroismu. Odtud plyne, �e ke vzniku ternárního 
chirálního komplexu za těchto podmínek nedochází. 

Obr. 2. ECD spektrum PLGA; pH 3,75 (1), pH 9 (2) 

Obr. 3. ECD spektra komplexu PLGA s kationtovými porfyri-
ny; [P]/[D] = 50, pH 4,5; PLGA-CuTMPyP (1), PLGA-TMPyP 
(2), PLGA-TATP (3) 
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Dal�í spektrální studie vzniku ternárních komplexů 
byla provedena pro v�echny tři kationtové porfyriny při 
pH 3,6, kdy se polypeptidová matrice nachází v α-heli-
kální konformaci, a při koncentracích c(PLGA) = 2⋅10−4 
mol l−1, c(kationtový porfyrin) = 4⋅10−6 mol l−1 (obr. 4). 
Tyto podmínky se ukázaly pro vznik komplexu optimál-
ní12. Při pou�ití kationtových porfyrinů TMPyP a CuTM-
PyP se pozoruje zřetelné spektrum ECD, přičem� induko-
vaná optická aktivita vzniklého komplexu je přibli�ně 
30krát vy��í u měďnatého porfyrinu. To potvrzuje existen-
ci vysoce uspořádaných stabilních supramolekulárních 
komplexů mezi molekulami CuTMPyP a TPPS (cit.13). 
Ze spekter na obr. 4 je zřejmé, �e za stejných podmínek 
dochází k přenosu chirality také prostřednictvím porfyrinu 
TMPyP. Indukovaná optická aktivita je v�ak v tomto pří-
padě výrazně men�í ne� v případě měďnatého porfyrinu 
CuTMPyP. TATP za daných podmínek �ádné indukované 
chirální uspořádání aniontového porfyrinu v komplexu 
neumo�ňuje. 

 
 

Závěr 
 
Pomocí spektroskopie cirkulárního dichroismu v UV 

a viditelné oblasti byly studovány podmínky přenosu chi-
rální informace z chirální matrice na původně achirální 
kationtové a aniontové porfyrinové deriváty. Byly naleze-
ny optimální podmínky pro vznik chirálního komplexu 
kationtového a aniontového porfyrinu s uspořádáním por-
fyrinových jednotek vycházejících z geometrie matrice. 
Pro binární komplexy byl prokázán přenos chirální infor-

mace z α-helikálně uspořádané matrice kyseliny polyglu-
tamové na tři kationtové porfyriny CuTMPyp, TMPyp a 
TATP. V případě, �e se polyglutamová kyselina nachází 
v konformaci PP-II, se �ádný signál indukovaného cirku-
lárního dichroismu nepozoruje a tedy porfyrinové moleku-
ly jsou navázány neuspořádaně.  

U ternárních směsí polyglutamové kyseliny, anionto-
vého porfyrinu TPPS a kationtového porfyrinu bylo zji�tě-
no, �e optimálním kationtovým porfyrinem pro vznik chi-
rálního ternárního komplexu na polyglutamové matrici je 
metalovaný derivát CuTMPyP. Při pou�ití nemetalované-
ho porfyrinu TMPyP chirální ternární komplex také vzni-
ká, intenzita cirkulárně dichroických pásů je v�ak řádově 
ni��í. 

 
Tato práce byla podpořena Ministerstvem �kolství, 

mláde�e a tělovýchovy ČR v rámci projektů MSM 
6046137307 a OC-135. 

 
LITERATURA 
 
  1.  Sternberg E. D., Dolphin D., Bruckner C.: Tetra-

hedron 54, 4151 (1998). 
  2.  Fasman G. D., Lindblow C., Bodenheimer E.: Bioche-

mistry 3, 155 (1964). 
  3.  Olander D. S., Holtzer A.: J. Am. Chem. Soc. 90, 

4549 (1968). 
  4.  Nagasawa M., Holtzer A.: J. Am. Chem. Soc. 86, 538 

(1963). 
  5.  Dukor R. K., Keiderling T. A.: Biopolymers 31, 1747 

(1991). 
  6.  Ikeda S., Nezu T., Gotthold E.: Biopolymers 31, 1257 

(1991). 
  7.  Nezu T., Ikeda S.: Bull. Chem. Soc. Jpn. 66, 18 

(1993). 
  8.  Aoudia M., Rodgers M. A.: J. Am. Chem. Soc. 119, 

9063 (1997). 
  9.  Urbanová M., Setnička V., Král V., Volka K.: Bio-

polymers 60, 307 (2001). 
10.  Palivec L., Urbanová M, Volka K.: J. Peptide Sci. 11, 

536 (2005). 
11.  Purello R., Scolaro L. M., Bellacchio E., Gurrieri S., 

Romeo A.: Inorg. Chem. 37, 3647 (1998). 
12.  Purello R., Raudino A., Monsù Scolaro L., Loisi A., 

Bellacchio E., Lauceri R.: J. Phys. Chem., B 104, 
10900 (2000). 

13.  Lauceri R., Raudino A., Scolaro L. M., Micali N., 
Purrello R.: J. Am. Chem. Soc. 124, 894 (2002). 

14.  Kubát P., Lang K., Anzenbacher P., Jursíková K., 
Král V., Ehrenberg B.: J. Chem. Soc., Perkin Trans. 1 
2000, 933. 

15.  Pasternack R. F., Spiro E. G., Tlach M.: J. Inorg. 
Nucl. Chem 36, 599 (1974). 

Obr. 4. ECD spektra ternárních komplexů PLGA-kationtový 
porfyrin-TPPS; c(PLGA) = 2⋅10−4 mol l−1, c(kationtový porfy-
rin) = 4⋅10−6 mol l−1, pH 3,6; poměr [TPPS]/[kationtový porfyrin] 
= 1:1. Kationtový porfyrin: CuTMPyP (1), TMPyP (2), TATP (3)  

-25

0

25

50

300 400 500
λ, nm

1

2

3

600

    , 
mdeg

θ



Chem. Listy 101, 246−249 (2007)                                                                                                                                      Cena Merck  

249 

O. Julíneka and M. Urbanováb ( a Department of 
Analytical Chemistry and b Department of Physics and 
Measurements, Institute of Chemical Technology, Prague, 
Czech Republic): The Study of Induced Circular Di-
chroism in the Porphyrin-Poly(L-glutamic acid) Com-
plexes 

 
The formation conditions for the binary complexes 

composed of poly(glutamic acid) and cationic porphyrins 
5,10,15,20-tetrakis{4-[(trimethylammonio)methyl]phenyl}
porphyrin tetrachloride (TATP), 5,10,15,20-tetrakis(1-       
-methyl-pyridinum-4-yl)porphyrin (TMPyP) and its Cu(II) 

derivative (CuTMPyP), and the ternary complexes com-
posed of poly(glutamic acid), the same cationic porphyrins 
TATP, TMPyP and CuTMPyP and anionic porphyrin 
5,10,15,20-tetrakis(4-sulfonatophenyl)porphyrin were stu-
died by electronic circular dichroism spectroscopy. The 
binary chiral complexes are formed if any of the three 
cationic porphyrins is used and the polypeptidic matrix 
possesses the α-helical structure. The ternary chiral com-
plexes are formed if  the matrix exhibits α-helical structure 
and cationic porphyrins TMPyP or CuTMPyP are used. 
When the metal porphyrin is used, the intensity of circular 
dichroism bands in spectrum is one order higher. 
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matografie (HPLC) nebo kapilární elektroforézy (CE).  
Z analogie s doposud rozpoznanými defekty PDNS 

lze předpokládat, �e v případě defektu PDNS akumulova-
né substráty prostupují přes buněčnou membránu jako 
ribosidy. Detekce těchto látek v tělních tekutinách slou�í 
k jejich diagnostice. V této práci je popsána syntéza, či�tě-
ní, základní elektromigrační a spektrální vlastnosti imida-
zolových ribosidů − defosforylovaných meziproduktů 
PDNS. Tyto látky obsahují imidazolový kruh, co� umo�-
ňuje provádět jejich identifikaci na základě absorpce záře-
ní v UV oblasti. 

 
 

Materiál a metody  
 
P ř í p r a v a  a  č i � t ě n í  r i b o s i d ů  
 

V�echny ribosidy s výjimkou SAICAr byly připrave-
ny chemicky, analogicky k popsaným syntézám ribotidů 
a analyzovány kapilární elektroforézou. 

(5-Aminoimidazol)ribosid (AIr), odpovídající defos-
forylovanému �estému meziproduktu PDNS, byl připraven 
z komerčně dostupného AICAr (Toronto Research Chemi-
cals Inc., North York, Kanada) alkalickou hydrolýzou 
a následnou dekarboxylací4. 1 g AICAr byl zahříván 
v 6 mol l−1 NaOH. Směs byla poté ochlazena a pH bylo 
nastaveno na 4,7 ledovou kyselinou octovou. Spontánní 
dekarboxylace probíhala za probublávání argonem po do-
bu 18 hodin. Po odpaření na rotační vakuové odparce byl 
vzorek ulo�en do exsikátoru. Výtě�ek syntézy byl 80 %. 

(5-Amino-4-karboxyimidazol)ribosid (CAIr), odpoví-
dající sedmému defosforylovanému meziproduktu PDNS, 
byl připraven alkalickou hydrolýzou5 jako AIr. Produkt 
sirupovité konzistence byl opakovaně rozetřen a dekanto-
ván nejprve s ethanolem a následně s methanolem. Hnědý 
pevný produkt byl ulo�en do exsikátoru. Výtě�ek provede-
né reakce byl 99 %. 

[5-Amino-4-(aspartát-N-karbamoyl)imidazol]ribosid 
(SAICAr) byl připraven enzymaticky s pou�itím rekombi-
nantní adenylosukcinátlyasy6. Autoři děkují Dr. J. Krijtovi 
a M. Zikánové (Ústav dědičných metabolických poruch 
v Praze, V�eobecná fakultní nemocnice Praha) za poskyt-
nutí této látky. 

Syntéza (5-formamido-4-karbamoylimidazol)ribosidu 
(FAICAr), odpovídajícího předposlednímu defosforylova-
nému intermediátu PDNS, byla popsána ve dvou publika-
cích7,8. Námi provedená příprava dle prvního postupu7 
nebyla úspě�ná, během reakce neprobíhala formylace. 
Syntéza byla proto provedená podle druhého publikované-
ho postupu8. 1 g AICAr byl zahříván ve formylační směsi 
slo�ené z 1,1 g NaOH, 13,6 ml kyseliny mravenčí a 25 ml 
acetanhydridu. Výsledné produkty byly lyofilizovány 
a uschovány v exsikátoru. Výtě�ek syntézy byl 50 %.  

UV SPEKTRÁLNÍ A ELEKTRO-
MIGRAČNÍ CHARAKTERISTIKY  
IMIDAZOLOVÝCH RIBOSIDŮ  
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Úvod 
 

Dědičné metabolické poruchy patří k velmi záva�ným 
onemocněním. Při chybné sekvenci DNA kódující určitý 
enzym se sni�ují jeho katalytické vlastnosti. To má za 
následek akumulaci substrátu enzymové reakce. Substrát 
mů�e být pro buňku toxický, a proto se jej sna�í elimino-
vat. Purinová de novo syntéza (PDNS) je metabolickou 
dráhou vedoucí ke vzniku purinových nukleotidů z fosfori-
bosyldifosfátu. Probíhá v deseti stupních, jejich� koneč-
ným meziproduktem je inosinmonofosfát (Schéma 1). 
V současné době jsou známy pouze tři enzymové defekty 
v metabolické dráze PDNS. Superaktivita regulačního 
enzymu − fosforibosylpyrofosfátsynthetasy1 − se projevuje 
nadměrnou produkcí kyseliny močové. Deficit bifunkční 
adenylosukcinátlyasy2 (katalyzuje osmý stupeň PDNS 
a dále konverzi sukcinyladenosinmonofosfátu na AMP) se 
projevuje intracelulární akumulací [5-amino-4-(aspartát-N-
-karbamoyl)imidazol]ribotidu (SAICAR) a také sukcinyl-
adenosinmonofosfátu. Odpovídající ribosidy [5-amino-4-  
-(aspartát-N-karbamoyl)imidazol]ribosid (SAICAr) a suk-
cinyladenosin jsou jako metabolity vylučovány do tělních 
tekutin. Nedávno bylo objeveno3, �e akumulace (5-amino-
4-karbamoylimidazol)ribotidu (AICAR) v buňkách a pří-
slu�ného ribosidu (AICAr) v tělních tekutinách je proje-
vem defektu AICAR-transformylasy. Diagnostika metabo-
lických defektů purinového a pyrimidinového metabolis-
mu se provádí technikami vysokoúčinné kapalinové chro-

* Petra Vyskočilová se s touto prací úspě�ně zúčastnila soutě�e O cenu firmy Merck 2005 za nejlep�í studentskou vědeckou práci v oboru 
analytická chemie.  
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CAIr a SAICAr neobsahovaly �ádné vedlej�í produk-
ty. FAICAr byl zneči�těn pouze výchozí látkou syntézy � 
AICAr. AIr obsahoval ze v�ech syntetizovaných ribosidů 
nejvíce nečistot. Oba tyto surové ribosidy jsme přečistili 
na katexu Dowex 50WX8 v NH4

+ − cyklu. Při jejich či�tě-
ní byl �ádaný produkt FAICAr získán na ionexové koloně 
jako nezadr�ený podíl elucí vodou. V případě AIr byl suro-
vý produkt nanesen na rekondiciovanou kolonu, která byla 
promývána vodou a čistý AIr byl pak eluován 1 mol l−1 
NH4OH. V obou případech byly jednotlivé frakce eluátů 
analyzovány kapilární elektroforézou a frakce obsahující 
po�adovaný produkt byly spojeny a lyofilizovány. 

 
K a p i l á r n í  e l e k t r o f o r é z a ,  e l e k t r o m i g r a č n í  
a  s p e k t r á l n í  v l a s t n o s t i  a n a l y t ů  

 
Analýzy produktů syntéz a přeči�těných ribosidů 

(obr. 1) byly prováděny na přístroji P/ACE 5510 vybave-
ném spektrofotometrickým detektorem s polem diod 
(Beckman Instruments, Fullerton, CA, USA). Separace 
byly prováděny za konstantního napětí s náběhovou napě-
ťovou rampou 30 s ve vnitřně nepokryté křemenné kapilá-
ře o vnitřním průměru 50 µm a vněj�ím průměru 375 µm 
(Polymicro CE and CEC Technologies, Phoenix, AZ, 
USA). Efektivní délka kapiláry byla 20 cm a celková délka 
27 cm. Pro analýzy byla vyu�ita dříve publikovaná meto-
da9. Separace byly prováděny při napětí 10 kV a teplotě 30 
°C v módu micelární elektroforetické chromatografie 
v alkalickém základním elektrolytu o slo�ení 60 mmol l−1 
H3BO3 + 80 mmol l−1 dodecylsulfát sodný (SDS). Hodnota 
pH 9,6 byla nastavena pomocí 2-amino-2-methyl-propan-   
-1-olu. Přídavek micelotvorných činidel byl zvolen s ohle-
dem na budoucí pou�ití pro analýzu biologických tekutin 
s obsahem proteinů. 

Při studiu elektromigračních vlastností ribosidů 

Schéma 1. Purinová de novo syntéza 

Obr. 1. Analýza přeči�těných imidazolových ribosidů kapilár-
ní micelární elektrokinetickou chromatografií; základní elek-
trolyt: 60 mmol l−1 H3BO3 + 80 mmol l−1 SDS, upraveno na pH 
9,6 přídavkem 2-amino-2-methyl-propan-1-olu ; vnitřní/vněj�í 
průměr křemenné kapiláry 50/375 µm, efektivní/celková délka 
20/27 cm, napětí 10 kV, proud 45 µA, teplota 30 °C 



Chem. Listy 101, 250−254 (2007)                                                                                                                                      Cena Merck  

252 

v závislosti na pH byl ka�dý z ribosidů analyzován kapi-
lární zónovou elektroforézou. Při analýzách byly pou�ity 
vý�e popsané podmínky, pouze s jinými základními elekt-
rolyty (tabulka I) o různém pH, jejich� slo�ení bylo vybrá-
no podle hodnot pK. Nastavení pH bylo prováděno titrová-
ním pufrů roztokem NaOH. V případě roztoků o pH 3 a 5 
by doba analýzy byla příli� dlouhá, proto byl přidán kati-
ontový tenzid hexadecyltrimethylamoniumbromid (CTAB) 
v submicelární koncentraci a experiment probíhal při obrá-
cené polaritě. Tyto analýzy poskytly informace o elektro-
migračních a spektrálních vlastnostech studovaných látek. 
Efektivní pohyblivosti ribosidů byly vypočteny dle vztahu 
µef = ( lt·ld / tanal ·U ) � ( lt·ld / tEOF ·U ) 
kde lt je celková délka kapiláry [cm], ld je délka kapiláry 
k detektoru [cm], tanal je migrační čas analytu [s], tEOF je 
migrační čas značky elektroosmotického toku [s] a U  je 
vlo�ené napětí [V]. Pro stanovení pohyblivosti elektroos-
motického toku byl jako značka pou�it mesityloxid.  

Proto�e neznáme přesnou koncentraci syntetizova-
ných ribosidů v analyzovaných roztocích, vycházeli jsme 
při výpočtu molárních absorpčních koeficientů 
z publikovaných hodnot10−13 a uva�ovali vztah  
εx =  Ax · εy / Ay 
kde εx je molární absorpční koeficient [l mol−1 cm−1], εy 
je publikovaný molární absorpční koeficient při pH 7 
[l mol−1 cm−1], Ax je korigovaná plocha píku [mAU cm], 
Ay je korigovaná plocha píku při pH 7 [mAU cm]. Kori-
gované plochy píků byly odečítány při vlnové délce, která 
je uvedena v literatuře10−13. 

 
 

Výsledky a diskuse 
 
Je v�eobecně známo, �e pH prostředí ovlivňuje diso-

ciaci a protonizaci ionogenních skupin analytu. Míru ioni-
zace a velikost náboje vyjadřují hodnoty efektivních elek-
troforetických pohyblivostí analytů, které jsou prezento-
vány v tabulce II. Ve struktuře AIr se při pH < 5 protoni-
zuje aminoskupina vázaná na imidazolovém kruhu 
a v této oblasti pH se tedy AIr chová jako kationt. CAIr 
má ve své struktuře kromě aminoskupiny také karboxylo-
vou skupinu. Při pH 3 se chová jako kationt, ale při pH 5 
je nenabitý (migruje s elektroosmotickým tokem). Při pH 

> 5 se chová jako aniont, neboť karboxylová skupina je 
plně disociována a aminoskupina není protonizována. 
Dal�í zvy�ování pH disociaci neovlivňuje. SAICAr má ve 
své struktuře dvě karboxylové skupiny a při pH > 7 se 
prokazatelně chová jako aniont. AICAr obsahuje ami-
noskupinu a amidovou skupinu. Při pH < 3 se chová jako 
kationt, při vy��ím pH ji� nenese �ádný náboj. Jinak je tomu 
u FAICAr, kde je aminoskupina chráněná formylovou skupi-
nou, a proto se neprotonizuje. Při pH ≥ 9 disociuje enolfor-
ma aldehydové skupiny a FAICAr se chová jako aniont.  

Kromě elektromigračních vlastností se mění i vlast-
nosti spektrální. Hodnoty molárních absorpčních koefici-
entů ve spektrálních maximech ribosidů analyzovaných 
při různém pH jsou uvedeny v tabulce III. Na obr. 2 jsou 
uvedena UV spektra studovaných ribosidů při pou�itých 
pH. U SAICAr a AICAr se při pH < 3 zvy�uje absorbance 
v oblasti 245 nm. U CAIr se významně měnila UV spekt-
ra v závislosti na pH. Při pH 3 jsou zřejmá dvě absorpční 
maxima. Se sni�ujícím se pH se zvy�uje absorbance 
v oblasti 243 nm. Při pH 7 splývají obě maxima do jedno-
ho v oblasti 253 nm, které se s rostoucím pH nemění. 
U AIr se s rostoucím pH posunuje absorpční maxi-
mum směrem k ni��ím vlnovým délkám. Naopak 
spektra FAICAr zůstávají při v�ech hodnotách pH stejná.  

Elektromigrační vlastnosti ribosidů jsou velmi u�i-
tečné pro jejich analýzu kapilární elektroforézou. Infor-
mace o spektrálních vlastnostech roz�iřují mo�nosti iden-
tifikace ribosidů i na jiné separační techniky vyu�ívající 
UV detekce. Znalosti spektrálních vlastností ribosidů byly 
vyu�ity při potvrzení identity látek analyzovaných kapi-
lární elektroforézou. Jednotlivé ribosidy byly tak 

Tabulka I 
Přehled pufrů u�itých při studiu vlastností imidazolových ribosidů  

pH Slo�ení pufru a Iontová síla d 
3 20 mmol l−1 kyselina citronová (pK1 3,13) − 0,8 mmol/l CTAB b 0,009 
5 20 mmol l−1 kyselina octová (pK 4,76) − 0,8 mmol/l CTAB b 0,014 
7 20 mmol l−1 kyselina fosforečná (pK2 7,21) 0,035 
9 20 mmol l−1 TABS c (pK 8,90) 0,011 
a Příslu�ná hodnota pH byla nastavena titrací pufrů roztokem NaOH, b hexadecyltrimetylamoniumbromid, c (N-tris
[hydroxymethyl]methyl-4-aminobutansulfonová kyselina, d za laboratorní teploty  

Tabulka II 
Efektivní pohyblivosti (µef ·109 [m2 V−1 s−1]) imidazolo-
vých ribosidů v závislosti na pH při teplotě 30 °C 

Ribosid pH 3 pH 5 pH 7 pH 9 
AIr 22,2 15,9 0 0 
CAIr 4,9 0 −15,3 −15,5 
SAICAr 0 0 −23,4 −22,8 
AICAr 5,5 0 0 0 
FAICAr 0 0 0 −3,0 
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s jistotou identifikovány na základě svých spektrálních 
vlastností. 

 
 

Závěr 
  
Byly připraveny meziprodukty purinové de novo syn-

tézy ve formě ribosidů a tyto ribosidy byly přeči�těny. Pro 
identifikaci ribosidů kapilární elektroforézou jsou stě�ejní 
spektrální a elektromigrační vlastnosti. Na základě elektro-
foretických analýz při různém pH s UV detekcí byly získá-
ny poznatky o ionizaci imidazolových ribosidů a o jejím 
vlivu na UV spektra. Zejména informace o spektrálních 

vlastnostech roz�iřují mo�nost odhalit doposud neobjevené 
enzymové defekty druhé poloviny purinové de novo synté-
zy, a to elektroseparačními technikami s UV detekcí.  

 
 Tato práce vznikla za podpory grantů IGA MZČR 

NR/7796-3 a MSM 6198959205. 
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Tabulka III 
Molární absorpční koeficienty (ε [l mol−1 cm−1]) imidazolových ribosidů 

Ribosid λ [nm] pH 3 pH 5 pH 7 pH 9 
AIr 260 5969 4735 2400 7769 
CAIr 260 7531 8281 10080 8912 
SAICAr 270 24605 32180 13300 30347 
AICAr 267 9844 11270 12600 9557 
FAICAr 248 4798 4216 6590 4477 
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téměř charakteristické pro americké učebnice této řady 
(srovnej např. John E. McMurry, Eric E. Simanek: Funda-
mentals of Organic Chemistry). Tato učebnice toti� malin-
ko pokulhává, pokud se týče ztvárnění chirality a jejích 
aspektů, zejména v reflexi pravidel a doporučení IUPAC. 
Nicméně, lze ji i tak doporučit jako dobrý zdroj informací 
pro studenty organické chemie i biochemie a příbuzných 
disciplin.  

Pavel Dra�ar 

 
E b e r h a r d  B r e i t m a i e r  
 
Terpenes: Flavors,  
Fragrances, Pharmaca,  
Pheromones 
 
Vydal J. Wiley-VCH, v srpnu 2006. 
Pevná vazba, 223 stran,  
cena � 52.50.  
ISBN: 978-3-527-31786-8 
 
Tento kompaktní přehled chemie 

terpenů a jejich pou�ití pokrývá jak strukturní aspekty 
�iroké skupiny přírodních isoprenoidů, jejich zdroje, biolo-
gické a farmakologické vlastnosti a u vybraných látek 
ukazuje té� mo�nosti totální a průmyslové syntézy.  

Tato, dalo by se říci, skromná příručka o terpenech pro 
�začátečníky� přiná�í dobrý přehled základních informací 
z této oblasti chemie přírodních látek. Hlavní součásti, resp. 
jejich výčet poskytnou dostatečný obrázek: Význam, struk-
tury a biosyntéza terpenů; Hemi-, mono-, sesqui-, di-, sester-
, tri-, tetra- a polyterpeny; Biologické, olfaktoriální a farma-
kologické vlastnosti; vybrané syntézy terpenů; Izolace 
a určování struktur v chemii terpenů. Je vybavena m.j. sekcí 
o biogenezi, polycyklických terpenech, gingkoloidech, neo-
hopanech, ba i o kanabinoidech. 

Kniha se hodí pro studenty či začínající odborníky 
v oblasti chemie přírodních látek, biochemie, biologie 
a farmacie, či obecně pro kohokoliv, kdo se o problematiku 
zajímá. Kniha je dobře vyvedena, tisk i sazba si nezasluhují 
negativních připomínek. U�itečnou příručku lze jen doporučit. 

Autor, Eberhard Breitmaier získal PhD na Universite 
v Tübingen, v Německu, jako člen týmu Ernsta Bayera. Po 
stá�i v University of Houston se vrátil do Tübingen. Získal 
profesuru v oboru organické a analytické chemie na Uni-
verzitě v Bonnu. Je autorem mnoha publikací a několika 
učebnic o NMR-spektroskopii, organické chemii a přírod-
ních látkách. 

Pavel Dra�ar 

 

 

J o h n  E .  M c M u r r y  
 
Organic Chemistry,  
A Biological Approach 
 
1. vydání, ISBN 0-495-11127-9/  
0-495-01525-3, 1024 stran,  
© 2006/2007, cena knihy v měkké 
vazbě GBP 40, nově ve vazbě pev-
né, $155,95, jako eBook: $77,99. 

 
Je pozoruhodné, jak málo autorů se pustilo do učebni-

ce k disciplině, kterou mů�eme nazvat biologická chemie. 
Dne�ní doba, která dychtí po bezpečněj�ích a nových a 
nových lékových substancích a v obecném hledisku po 
prodlou�ení a zkvalitnění �ivota a která si začala hrát 
s genetickou výbavou člověka potřebuje odborníky, kteří 
nejen�e rozumí biologii, biochemii, medicíně a genetice, 
ale zejména (a to zahrnuje i vý�e jmenované) rozumí orga-
nické chemii, jako jejich molekulární základně.  

McMurryho učebnice, vydaná v bro�ovaném vydání 
vloni, která vychází letos i v pevné vazbě a s celou řadou 
kni�ních i elektronických souputníků, je kandidátem na 
stupně vítězů v pomyslné soutě�i knih o biologické che-
mii. Biologická chemie toti� nejen�e nepřiná�í chemii do 
biologie, ale vrací se k tomu, co bylo kdysi nazváno mole-
kulární biologie a co se tomu molekulárnímu ji� mnohdy 
vzdálilo � chemickému popisu fungování přírody. Jak je 
ji� zvykem, je napsána příjemně, dobře technicky zvládnu-
ta v barvě a je jen málo co, co se jí dá vytknout. Autor, 
John E. McMurry (Získal bakalářský titul na Harvardově 
universitě a Ph.D. na Columbia University. Je poctěn 
�fellowship� v American Association for the Advance-
ment of Science a Alfred P. Sloan Research Foundation. 
Napsal řadu knih o organické chemii.) je znám svým sty-
lem, jen� si studenti oblíbili, John McMurry vidí v této 
knize chemii jinak. Vidí biologické a přírodní souvislosti 
a zamý�lí se nad jejich důsledky. 

Výčet témat knihy mluví za v�e: Struktura a chemická 
vazba, kyseliny a báze, organické reakce, stereochemie, 
určování struktury (MS, IR, UV), po přehledu základní 
systematiky organické chemie přicházejí aminokyseliny, 
peptidy a proteiny, cukry, lipidy, nukleové kyseliny 
a sekundární metabolity jako úvod do chemie přírodních 
látek, v�dy doplněné zmínkou o metabolismu.  

Cosi, co následovalo po �estém vydání slavného 
�McMurryho� je tím, co opět potě�í nestora české chemic-
ké pedagogiky, prof. Pacáka. Na nějakých 1000 stranách 
s mnoha obrazy a schématy, 3D-modely nám autor přiná�í 
lehký a čerstvý pohled na dobrý základ biologické chemie 
s mnoha důle�itými konotacemi k naukám o �ivé přírodě, 
průmyslu a �ivotnímu prostředí. 

Pan John E. McMurry se v�ak dopou�tí nectnosti 
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C h r i s t m a n n ,  M a t h i a s  /  
B r ä s e ,  S t e f a n  ( e d . )  
 
Asymmetric Synthesis -  
The Essentials 
 
Vydal Wiley-VCH, Weinheim,  
1. vydání, říjen 2006. 
346 stran, bro�ovaná vazba,  
cena 89 eur  
ISBN-10: 3-527-31399-0  

 

Zajímavý sborník pokrývající �íři asymetrické katalý-
zy aplikované v kontextu soudobé chemie, který přiná�í 
dobrý přehled stavu v oblasti. Kní�ka je také příručkou 
"Who's who" autorů z oboru, ale pohříchu pouze 
s domicilem v Anglii, Dánsku, Francii, Japonsku, Němec-
ku, Nizozemsku, �výcarsku a USA, jakoby se jinde v této 
oblasti chemie nic nedělo. Redaktoři ale takové právo vý-
běru mít musí. S předmluvou od Dietra Seebacha přiná�í 
kniha 59 příspěvků od vedoucích osobností asymetrické 
syntézy, včetně (a proto usiluje o titul "Who's who") �ivo-
topisů 87 autorů. 

Kniha je rozdělena do pěti oddílů: Nástrojem řízené 
asymetrické syntézy, Asymetrická katalýza, Bio-
inspirovaná katalýza, Asymetrická syntéza přírodních lá-
tek a konečně Asymetrická syntéza v průmyslu. 

Počínaje základními koncepcemi asymetrické syntézy 
s pou�itím diastereoselektivních metod a asymetrické kata-
lýzy se ohnisko obrací k jejich pou�ití v syntéze přírodních 
látek a, jak bylo vý�e řečeno, v průmyslu, co� je chvály-
hodné. Studenti vy��ích cyklů, výzkumníci a průmysloví 
chemici naleznou v knize jistě plno inspirace pro práci 
a náplně pro výuku. 

V dne�ní době, kdy hodně produktů chemického 
a farmaceutického průmyslu jsou chirální látky, je taková 
příručka mimořádně cenná. Po thalidomidové aféře 
v polovině minulého století to ani jinak nejde nikde kolem 
nás, jmenujme např. v potravinářském, farmaceutickém, 
voňavkářském průmyslu, v zemědělské a lesnické chemii 
atd atd.. Na�těstí, posledních několik let za�ívá významný 
pokrok v metodách u�ívajících biokatalýzu, organo- 
a organokovovou katalýzu, a podobné metody, přispívající 
k tomu, �e pou�ívané metody jsou efektivněj�í, ekonomič-
těj�í, ale i přátel�těj�í k �ivotnímu prostředí.  

Kniha je zajímavá i tím, �e přiná�í názory vědců na 
jimi zpracovanou tematiku. 

Výsledkem je u�itečné shrnutí východisek a metod 
pro chemii přírodních látek, lékových substancí, agroche-
mikálií, ale i biokatalýzu, které by nemělo chybět 
v knihovně �ádného organického či farmaceutického che-
mika v laboratoři či průmyslu.  

Autoři, pánové Mathias Christmann pracují jako 
�assistant professor� na univerzitě v Aachen a Stefan Brä-
se jako výzkumník na univerzitě v Karlsruhe.  

 
Pavel Dra�ar 

L o u p y  A n d r é  ( e d . ) :   
 
Microwaves in Organic  
Synthesis  
 
Vydal Wiley-VCH, Weinheim,  
2. kompletně přepracované a o 30 % 
roz�ířené vydání, 2 díly, pevná vaz-
ba, 1007 stran. Cena 299 eur 
ISBN-10: 3-527-31452-0 
 

 
Přepracovaná příručka přiná�í zřejmě v�e, co chemik 

potřebuje vědět o tomto dramaticky se rozvíjejícím oboru, 
včetně novinek, jako je pou�ití iontových kapalin, syntéz 
cukrů, multikomponentních reakcí, syntézy peptidů na 
pevné fázi a� k, jak by dnes jinak, uhlíkatým nanotrubicím 
a fullerenům. 

Kniha se dále podrobně zabývá tématy jako interakce 
materiálů s mikrovlnami a jejich dielektrické vlastnosti, 
vývoj a navrhování laboratorních mikrovlnných zařízení, 
pou�ití tlakových nádob, netermální efekty mikrovln 
v organické syntéze, selektivita reakcí, katalýza s fázovým 
přenosem, reakce na nosičích, heterocyklická chemie, cyk-
loadice, katalýza, chemie polymerů, reakce katalyzované 
přechodovými kovy, kombinatoriální syntéza, radioche-
mie, fotochemie a extrakce vonných olejů. 

Autor, či spí�e redaktor, André Loupy pracuje v Uni-
versité Paris-Sud, Orsay, Francie a kromě této knihy se 
podílel na řadě úspě�ných titulů.  

Od prvého praktického zavedení kuchyňské mikro-
vlnné trouby na trh v roce 1955 za�ila oblast praktického 
pou�ití mikrovln k �vaření� exponenciální rozvoj. V roce 
1981 byla pak publikovaná prvá práce o pou�ití mikrovln 
v organické chemii. Dnes najdeme v literatuře přes 2500 
prací, které se touto tematikou zabývají. Je sympatické, �e 
kniha je m.j. ovlivněna té� mezinárodní spoluprací v rámci 
akce COST D32 Chemistry in High Energy Environment. 
I tím mů�e být způsobeno příjemné zji�tění, �e mezi 51 
autory podílejících se na knize, najdeme i odborníky z na�í 
kotliny, pp. Vladimíra Církvu, Milana Hájka a Petra Klá-
na, ostatní autoři reprezentují pak �v�echny kouty světa�. 

Kniha je velmi přehledně uspořádána, opatřena kvalit-
ními rejstříky, vypravena dobrým materiálem obrazovým, 
schémata a vzorce následují doporučení IUPAC, knize 
nelze zřejmě nic vytknout. Patří do knihovny ka�dého 
zvídavého organického chemika, ale i potravináře, farma-
ceutického chemika či voňavkáře. 

Pavel Dra�ar 
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Biology Oriented Synthesis

In the lecture the trains of thought leading to the Biology Oriented Synthesis
concept will be detailed, including the development of a Structural Clustering
of Natural Products (SCONP) in a tree-like arrangement and its combined use
with Protein Structure Similarity Clustering (PSSC) as hypothesis generators
for the development of NP-derived and –inspired collections, the chemical
feasibility of their synthesis on the solid phase and in solution and the
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biological assays.
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Advances in Transition Metal Lewis Acid –
Mediated and Catalyzed Reactions

New powerful applications in asymmetric synthesis and catalysis have put
half-sandwich complexes of the type MCpLn and M(arene)Ln into the limelight.
Efficient synthetic access and new ligands are instrumental to further
development and new applications. This lecture will focus on several aspects
of the synthesis of electron-poor half sandwich complexes. The 16-electron
half-sandwich complexes CpM(P*P)]+ (M = Fe, Ru) and [IndRu(P*P)]+ where
P*P are electron poor bidentate fluoroaryl-phosphinite ligands are efficient
catalysts for asymmetric [4+2] cycloaddition reactions between enals and
dienes.
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