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Evropsk· komise vydala poË·tkem roku 2000 tzv. BÌlou
knihu o zdravotnÌ nez·vadnosti potravin1, kter· shrnuje cÌle
novÈ potravinovÈ legislativy, kterÈ jsou zaloûeny na opat¯e-
nÌch z oblasti potravin, krmiv, zdravÌ a ochrany zvÌ¯at, hygie-
ny, reziduÌ aû po tzv. novÈ potraviny vËetnÏ geneticky upra-
ven˝ch, a tvo¯Ì r·mec pro vytv·¯enÌ a zp˘sob pr·ce kontrolnÌch
org·n˘. Uveden· kniha byla konkrÈtnÌ reakcÌ na prohl·öenÌ
p¯edsedy EvropskÈ komise Romana Prodiho, kter˝ ihned po
svÈm n·stupu do funkce avizoval revizi celÈho potravinovÈho
pr·va ES a vytvo¯enÌ nadn·rodnÌ instituce, kter· by dohlÌûela
na dodrûov·nÌ  hygienick˝ch  p¯edpis˘  ve vöech Ëlensk˝ch
st·tech unie. Uveden· kniha avizovala vznik nov˝ch a jasn˝ch
p¯edpis˘ v oblasti celÈho potravinovÈho ¯etÏzce od farmy ke
spot¯ebiteli, kterÈ zahrnujÌ problematiku veterin·rnÌ (zdravÌ
zvÌ¯at, zootechniku, pÈËi o zvÌ¯ata, ve¯ejnÈ zdravÌ), fytosani-
t·rnÌ (zdravÌ rostlin, hygiena rostlin, pesticidy a kontaminanty)
vËetnÏ v˝ûivy zvÌ¯at a potravin (oznaËenÌ, aditiva, novÈ potra-
viny atd.). V tomto dokumentu jsou tÈû avizov·ny prov·dÏcÌ
postupy pro Ëinnost kontrolnÌch org·n˘ a stanoveny odpovÌda-
jÌcÌ ˙¯ednÌ kontroly na n·rodnÌ i evropskÈ ˙rovni. Z¯ÌzenÌ
nez·vislÈho EvropskÈho ˙¯adu pro bezpeËnost potravin po-
vaûuje Evropsk· komise za nejvhodnÏjöÌ n·stroj, jak zajistit
vysok˝ stupeÚ zdravotnÌ nez·vadnosti potravin.

Uveden˝ dokument deklaruje jednotn˝ systÈm, kter˝ vy-
ûaduje zajiöùov·nÌ zdravotnÌ nez·vadnosti potravin v celÈm
potravinovÈm ¯etÏzci a poûaduje lepöÌ koordinaci a sjednocenÌ
jak na ˙rovni spoleËenstvÌ, tak i na ˙rovni n·rodnÌ. Podle tÈto
koncepce vych·zÌ politika bezpeËnosti (nez·vadnosti) potra-
vin z anal˝zy rizika, kter· zahrnuje t¯i z·kladnÌ prvky, kterÈ
musÌ b˝t vz·jemnÏ propojenÈ a jejichû fungov·nÌ musÌ b˝t
koordinov·no. Jde o posouzenÌ rizika, management rizika
a komunikaci o riziku.

V »eskÈ republice je v souËasnÈ dobÏ z·kladnÌm aspektem
potravinovÈ legislativy ochrana zdravÌ spot¯ebitel˘ i ochrana
jejich ekonomick˝ch z·jm˘. OdpovÏdnost v˝robce za jakost
a zdravotnÌ nez·vadnost produktu, kter˝ uv·dÌ do obÏhu, je
stÏûejnÌm principem v˝roby v celÈm ¯etÏzci od zemÏdÏlskÈ
prvov˝roby aû po prodej spot¯ebiteli. Pro zabezpeËenÌ ochrany
spot¯ebitele, ale i vz·jemnÈ d˘vÏry mezi dodavateli a odbÏ-
rateli, funguje systÈm kontroly, kter˝ tuto odpovÏdnost zo-
hledÚuje. SystÈm kontroly stanovuje povinnost podnikatel˘m
prov·dÏt pravidelnou kontrolu dodrûov·nÌ poûadavk˘ stano-

ven˝ch pr·vnÌmi p¯edpisy, a d·le pak je stanoven st·tnÌ dozor,
reprezentovan˝ st·tnÌmi dozorov˝mi org·ny. NynÏjöÌ systÈm
st·tnÌ kontroly je zaloûen na vysoce odbornÏ specializovan˝ch
dozorov˝ch org·nech, kterÈ ve vz·jemnÈ spolupr·ci garantujÌ
spot¯ebiteli ˙Ëinnost p¯edpis˘ zajiöùujÌcÌch bezpeËnou cestu
v˝robku od prvov˝robce po koneËnÈho spot¯ebitele i nez·vad-
nost v˝robku samÈho. Kompetence a pravomoci jednotliv˝ch
˙¯ad˘ jsou stanoveny v p¯Ìsluön˝ch z·konech, kter˝mi se v˝öe
uvedenÈ org·ny dozoru ¯ÌdÌ. Jde zejmÈna o z·kon Ë. 110/1997
Sb., o potravin·ch a tab·kov˝ch v˝robcÌch, v platnÈm znÏnÌ,
z·kon Ë. 258/2000 Sb., o ochranÏ ve¯ejnÈho zdravÌ, z·kon
Ë. 166/1999 Sb., o veterin·rnÌ pÈËi, v platnÈm znÏnÌ, z·kon
Ë. 63/1986 Sb., o »eskÈ zemÏdÏlskÈ a potravin·¯skÈ inspekci,
v platnÈm znÏnÌ, kter˝ bude od 1.1.2003 nahrazen nov˝m
z·konem Ë. 146/2002 Sb., o St·tnÌ zemÏdÏlskÈ a potravin·¯skÈ
inspekci, z·kon Ë. 91/1996 Sb., o krmivech, v platnÈm znÏnÌ
a v neposlednÌ ¯adÏ z·kon Ë. 147/1996 Sb., o rostlinolÈka¯skÈ
pÈËi, v platnÈm znÏnÌ.

V kontextu naöeho vstupu do EU je ze strany EvropskÈ
komise kladen velk˝ d˘raz pr·vÏ na zajiötÏnÌ kritÈriÌ zdravotnÌ
nez·vadnosti v celÈm potravinovÈm ¯etÏzci. Z tohoto d˘vodu
si v roce 2001 Evropsk· komise vyû·dala od 12 kandid·tsk˝ch
zemÌ zpracov·nÌ Strategie bezpeËnosti (nez·vadnosti) potra-
vin, kterou vypracovala »R tak jako ostatnÌ kandid·tskÈ st·ty.
Politick· priorita tÈto problematiky byla zmiÚov·na pr·vÏ
v souvislosti s nÏkolika krizemi v zemÌch EU, kterÈ se t˝kaly
zdravotnÌ nez·vadnosti potravin, krmiv a v˝skytu nemocÌ zvÌ-
¯at p¯enosn˝ch na ËlovÏka. CÌlem tÈto iniciativy je zajiötÏnÌ
stejnÈho p¯Ìstupu k bezpeËnosti potravin ve st·tech unie i v kan-
did·tsk˝ch zemÌch. Evropsk· komise poûaduje d˘kazy o p¯e-
vzetÌ veökerÈ klÌËovÈ legislativy ES vËetnÏ kontrolnÌho systÈ-
mu jeötÏ p¯ed vstupem do EU. V tÈto souvislosti vöak nejde
pouze o harmonizaci naöeho pr·va, ale d˘raz je kladen na spl-
nÏnÌ vöech povinnostÌ, kterÈ z p¯Ìsluön˝ch p¯edpis˘ vypl˝vajÌ.

SystÈm zajiötÏnÌ zdravotnÌ nez·vadnosti potravin je v »R
(stejnÏ jako v ostatnÌch kandid·tsk˝ch zemÌch) permanentnÏ
podrobov·n detailnÌmu rozboru a kontrole ze strany org·n˘
EvropskÈ komise. InspekËnÌ mise pracovnÌk˘ z Food and
Veterinary Office (FVO), kter· problematiku bezpeËnosti (ne-
z·vadnosti) potravin, zejmÈna p¯ipravenost st·tnÌch org·n˘,
sledovala v celÈm komplexu, probÏhla 14.ñ18. kvÏtna loÚskÈ-
ho roku. CÌlem tÈto mise bylo provÏ¯enÌ org·n˘ a struktur
odpovÏdn˝ch za  tuto  oblast,  t˝kala  se stavu harmonizace
legislativy a moûnosti jejÌho vynucov·nÌ (kontrolnÌho systÈmu
nad bezpeËnostÌ potravin). Z·vÏrem bylo konstatov·no, ûe
systÈm zajiötÏnÌ zdravotnÌ nez·vadnosti potravin  v »R je
funkËnÌ a na dostateËnÈ ˙rovni, nicmÈnÏ bylo doporuËeno
urychlit proces harmonizace a prohloubit spolupr·ci a koordi-
naci jednotliv˝ch st·tnÌch org·n˘ p˘sobÌcÌch v celÈm procesu
v˝roby potravin Ñod pole aû po vidliËkuì. Proces inspekcÌ ze
strany org·n˘ EvropskÈ komise se v souËasnÈ dobÏ v˝raznÏ
zintenzivnil a je zamÏ¯en na urËitÈ specifickÈ oblasti, nap¯. na
dodrûov·nÌ veterin·rnÏ-hygienick˝ch poûadavk˘ p¯i v˝robÏ
potravin, kontrolu potravin na hranicÌch, p¯ipravenost a ˙ro-
veÚ pr·ce laborato¯Ì, systÈm rychlÈ v˝strahy apod. V dobÏ
vstupu naöÌ zemÏ do EU musÌ »R splÚovat veöker· kritÈria
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bezpeËnosti (nez·vadnosti) potravin a kontrolnÌ org·ny Ev-
ropskÈ komise budou tuto skuteËnost bedlivÏ sledovat.

Jako reakci na zmÌnÏn· doporuËenÌ FVO z Dublinu p¯ijala
vl·da »R koncem loÚskÈho roku usnesenÌ Ë. 1320, na jehoû
z·kladÏ byla ustavena mezirezortnÌ KoordinaËnÌ skupina bez-
peËnosti potravin, kter· je poradnÌm a iniciaËnÌm org·nem
ministra zemÏdÏlstvÌ. Byl schv·len harmonogram legislativ-
nÌch ˙kol˘ souvisejÌcÌch s implementacÌ dosud plnÏ nehar-
monizovan˝ch pr·vnÌch p¯edpis˘ ES a d·le pak bylo rozhod-
nuto o z¯ÌzenÌ tzv. vÏdeck˝ch v˝bor˘, jejichû Ëinnost bude
zamÏ¯ena na hodnocenÌ rizik. VÏdeck˝ v˝bor pro potraviny
bude ustaven p¯i St·tnÌm zdravotnÌm ˙stavu v Praze, veteri-
n·rnÌ vÏdeck˝ v˝bor bude pracovat p¯i V˝zkumnÈm ˙stavu
veterin·rnÌho lÈka¯stvÌ v BrnÏ, vÏdeck˝ v˝bor pro v˝ûivu
zvÌ¯at p¯i V˝zkumnÈm ˙stavu ûivoËiönÈ v˝roby v Praze ñ
Uh¯ÌnÏvsi a vÏdeck˝ v˝bor pro oblast fytosanit·rnÌ a ochranu
ûivotnÌho prost¯edÌ p¯i V˝zkumnÈm ˙stavu rostlinnÈ v˝roby
v Praze ñ Ruzyni. VÏdeckÈ v˝bory nejsou ¯Ìzeny KoordinaËnÌ
skupinou ñ organizaËnÌ a technickÈ z·zemÌ majÌ v jednotliv˝ch
˙stavech, ËlenovÈ vÏdeck˝ch v˝bor˘ jsou vybranÌ experti, za
stanoviska vyd·van· vÏdeck˝m v˝borem odpovÌd· p¯edseda
v˝boru, a nikoli ¯editel ˙stavu. OrganizaËnÌ uspo¯·d·nÌ je
zn·zornÏno na obr·zku 1.

Ze strany EvropskÈ komise avizovanÈ na¯ÌzenÌ stanovujÌcÌ
obecnÈ principy a poûadavky na potravinovÈ pr·vo zahrnujÌcÌ
tÈû problematiku krmiv, z¯izujÌcÌ Evropsk˝ ˙¯ad pro bezpeË-
nost potravin a stanovujÌcÌ postupy v z·leûitostech zdravotnÌ
nez·vadnosti, bylo poË·tkem tohoto roku p¯ijato Evropsk˝m
parlamentem a Radou a zve¯ejnÏno v ⁄¯ednÌm vÏstnÌku ES
pod ËÌslem 178/2002. UstanovenÌ tohoto na¯ÌzenÌ se vztahujÌ
na celÈ potravinovÈ ¯etÏzce od prvov˝roby, zpracov·nÌ aû po

uv·dÏnÌ do obÏhu vËetnÏ prodeje koneËnÈmu spot¯ebiteli a za-
¯ÌzenÌ spoleËnÈho stravov·nÌ, nevztahujÌ se na prvov˝robu pro
soukromÈ dom·cÌ pouûitÌ nebo na dom·cÌ p¯Ìpravu potravin.
PoprvÈ je zde na ˙rovni ES legislativnÏ definov·na potravina
(jako jak·koli l·tka nebo produkt zpracovan˝, Ë·steËnÏ zpra-
covan˝ nebo  nezpracovan˝, kter˝ je  urËen ke  konzumaci
ËlovÏkem, nebo u nÏhoû to lze oËek·vat, vËetnÏ ûv˝kaËek,
n·poj˘ a vody, kter· je z·mÏrnÏ p¯id·v·na do potraviny bÏhem
jejÌ v˝roby) a dalöÌ termÌny nezbytnÈ pro stanovenÌ poûadavk˘
na potravinovÈ pr·vo, p¯iËemû potravinov˝m pr·vem se ch·-
pou p¯edpisy t˝kajÌcÌ se potravin vËetnÏ jejich zdravotnÌ ne-
z·vadnosti, a to na ˙rovni n·rodnÌ i ES, zahrnujÌcÌ tÈû cel˝
potravinov˝ ¯etÏzec vËetnÏ krmiv pouûÌvan˝ch v chovech
hospod·¯sk˝ch zvÌ¯at.

Z obecn˝ch z·sad pro potravinovÈ pr·vo vypl˝v·, ûe p¯Ì-
sluönÈ p¯edpisy (jak na ˙rovni n·rodnÌ i ES) musÌ zajiöùovat:
ñ vysokou ˙roveÚ ochrany lidskÈho ûivota a zdravÌ,
ñ ochranu z·jm˘ spot¯ebitel˘ vËetnÏ poctivÈho jedn·nÌ p¯i

obchodov·nÌ,
ñ podle pot¯eby zohlednit ochranu zdravÌ zvÌ¯at, pohodu

zvÌ¯at, ochranu rostlin a ûivotnÌho prost¯edÌ.
P¯edpisy musÌ vÈst k tomu, aby bylo ve SpoleËenstvÌ

dosaûeno volnÈho pohybu potravin a krmiv vyroben˝ch a uve-
den˝ch na trh podle poûadavk˘ stanoven˝ch v tomto na¯ÌzenÌ.

Pro dosaûenÌ vysokÈ ˙rovnÏ ochrany lidskÈho ûivota
a zdravÌ se musÌ p¯ÌsluönÈ potravinovÈ pr·vo opÌrat o anal˝zu
rizika2, kter· v sobÏ zahrnuje 3 vz·jemnÏ propojenÈ prvky.
TÌm prvnÌm je hodnocenÌ rizika, kter˝m se ch·pe vÏdecky
podloûen˝ proces skl·dajÌcÌ se ze 4 krok˘ ñ identifikace ne-
bezpeËÌ3, charakterizace nebezpeËÌ, odhad expozice a charak-
terizace rizika. DalöÌm prvkem je management rizika, kter˝

Obr. 1. OrganizaËnÌ schÈma koordinace bezpeËnosti potravin v »eskÈ republice
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spoËÌv· ve zvaûov·nÌ strategick˝ch moûnostÌ, prov·dÏnÌ kon-
zultacÌ se zainteresovan˝mi stranami a zohlednÏnÌ hodnocenÌ
rizika a dalöÌch faktor˘ p¯i zvolenÌ vhodn˝ch moûnostÌ a n·-
stroj˘ prevence a kontroly. Za zvl·ötnÌch okolnostÌ je v r·m-
ci managementu pot¯eba uplatnit z·sadu prevence, zejmÈna
v p¯ÌpadÏ, kdy p¯etrv·v· vÏdeck· nejistota p¯i hodnocenÌ moû-
nosti ökodliv˝ch ˙Ëink˘ na zdravÌ ñ tato opat¯enÌ vöak musÌ
b˝t p¯imÏ¯en· a ËasovÏ omezen· do doby, neû dojde k vyjas-
nÏnÌ vÏdeckÈ nejistoty a k provedenÌ komplexnÏjöÌho hodno-
cenÌ rizika. TÌm t¯etÌm prvkem v ¯adÏ je komunikace o riziku,
kterou se rozumÌ v˝mÏna informacÌ a stanovisek v r·mci
anal˝zy rizika. T˝k· se zejmÈna vnÌm·nÌ rizik, a to mezi tÏmi,
kdo hodnotÌ rizika, manaûery rizika, spot¯ebiteli, v˝robnÌmi
podniky, akademickou obcÌ a dalöÌmi zainteresovan˝mi stra-
nami, vËetnÏ vysvÏtlov·nÌ v˝sledk˘ hodnocenÌ rizik a z·klad˘
pro rozhodnutÌ v r·mci managementu rizika.

DalöÌm ˙kolem potravinovÈho pr·va je ochraÚovat z·jmy
spot¯ebitele (prevence p¯ed podvody, falöov·nÌm a klamav˝mi
praktikami) a zajistit, aby mÏl k dispozici dostatek informacÌ,
kterÈ mu usnadnÌ v˝bÏr. PodrobnÏ je rozpracov·n poûadavek
na nez·vadnost potravin a krmiv s tÌm, ûe na trh nem˘ûe b˝t
uvedena potravina, kter· m˘ûe poökodit lidskÈ zdravÌ nebo se
nehodÌ k lidskÈ spot¯ebÏ, stejnÏ tak krmivo, kterÈ se nepova-
ûuje za zdravotnÏ nez·vadnÈ nebo m· nep¯Ìzniv˝ ˙Ëinek na
zdravÌ nebo zp˘sobuje, ûe potraviny zÌskanÈ z hospod·¯sk˝ch
zvÌ¯at nejsou bezpeËnÈ pro lidskou spot¯ebu. Vysledovatelnost
p˘vodu potravin, krmiv a hospod·¯sk˝ch zvÌ¯at a jakÈkoliv

l·tky, kter· je pouûita k v˝robÏ potravin nebo krmiv, je dalöÌm
z·kladnÌm principem, kter˝ musÌ podnikatelÈ zajistit v celÈm
¯etÏzci. JednoznaËnÏ je stanovena odpovÏdnost podnikatel˘ na
vöech stupnÌch v˝roby, zpracov·nÌ a uv·dÏnÌ do obÏhu za
plnÏnÌ poûadavk˘ potravinovÈho pr·va. »lenskÈ st·ty pak
majÌ povinnost zavÈst systÈm ˙¯ednÌch kontrol, vËetnÏ opa-
t¯enÌ a pokut p¯i poruöenÌ ustanovenÌ potravinovÈho pr·va.

V˝znamnÈ mÌsto v systÈmu zajiötÏnÌ bezpeËnosti potravin
na ˙rovni spoleËenstvÌ m· Evropsk˝ ˙¯ad pro bezpeËnost
potravin (EUBP), kter˝ bude slouûit jako referenËnÌ pracoviötÏ
pro oblast hodnocenÌ rizik a komunikace o riziku v r·mci ES.
Posl·nÌm ˙¯adu je poskytov·nÌ vÏdeck˝ch doporuËenÌ a sta-
novisek, vÏdeckÈ a technickÈ podpory p¯i p¯ÌpravÏ pr·vnÌch
p¯edpis˘ v oblastech, kterÈ majÌ p¯Ìm˝ nebo nep¯Ìm˝ vliv na
bezpeËnost potravin a krmiv a poskytov·nÌ nez·visl˝ch infor-
macÌ vËetnÏ komunikace o riziku. ⁄¯ad bude shromaûÔovat
a analyzovat data, aby mohl charakterizovat a sledovat moû-
n· rizika. D·le bude ˙¯ad poskytovat doporuËenÌ, vÏdeckou
i technickou podporu v ot·zk·ch v˝ûivy, vÏdeck· stanoviska
k problematice zdravÌ zvÌ¯at, pohody zvÌ¯at a zdravÌ rostlin
a v neposlednÌ ¯adÏ k v˝robk˘m t˝kajÌcÌm se geneticky modi-
fikovan˝ch organism˘. »lensk˝m st·t˘m se stanovuje povin-
nost spolupracovat s tÌmto ˙¯adem s cÌlem zajistit plnÏnÌ jeho
posl·nÌ. Z·kladnÌmi ˙koly jsou zejmÈna ñ poskytovat institu-
cÌm ES a Ëlensk˝m st·t˘m vÏdeck· stanoviska, podporovat
a koordinovat v˝voj jednotliv˝ch metodik hodnocenÌ rizika,
poskytovat vÏdeckou a technickou podporu EvropskÈ komisi,
a to i v p¯Ìpadech krizovÈho ¯ÌzenÌ v oblasti potravin a krmiv,
zad·vat vÏdeckÈ studie, shromaûÔovat a analyzovat vÏdeck·
data, podnikat opat¯enÌ k identifikaci a charakterizaci vznika-
jÌcÌch rizik, poskytovat vÏdeckou a technickou pomoc pro
zlepöenÌ spolupr·ce s kandid·tsk˝mi zemÏmi, mezin·rodnÌmi
organizacemi a t¯etÌmi zemÏmi, zajiöùovat vËasnÈ, spolehlivÈ
a komplexnÌ informace smÏrem k ve¯ejnosti a plnit dalöÌ ˙koly
zadanÈ Evropskou komisÌ. OrganizaËnÌ uspo¯·d·nÌ je uvedeno
na obr·zku 2.

Je stanoven zp˘sob Ëinnosti p¯i plnÏnÌ jednotliv˝ch ˙kol˘
˙¯adu, zejmÈna p¯i vyd·v·nÌ vÏdeck˝ch stanovisek vËetnÏ
¯eöenÌ rozdÌln˝ch stanovisek, zpracov·nÌ studiÌ, shromaûÔo-
v·nÌ a analyzov·nÌ dostupn˝ch ˙daj˘, identifikaci moûn˝ch
rizik i napojenÌ na systÈm rychlÈho varov·nÌ a propojenÌ na
ostatnÌ organizace p˘sobÌcÌ v oblastech posl·nÌ ˙¯adu. Velmi
siln˝ d˘raz je kladen na nez·vislost, transparentnost a d˘vÏr-
nost p¯i veöker˝ch Ëinnostech ˙¯adu, nenÌ opomenuta povin-
nost  sdÏlovat  ve¯ejnosti  a vöem zainteresovan˝m stran·m
informace o v˝sledcÌch pr·ce ˙¯adu vËetnÏ öirokÈho p¯Ìstupu
k dokument˘m, kterÈ vlastnÌ.

SystÈm rychlÈho varov·nÌ (RAS ñ Rapid Alert System),
krizovÈ ¯ÌzenÌ a mimo¯·dnÈ ud·losti jsou p¯edmÏtem kapitoly
IV zmÌnÏnÈho na¯ÌzenÌ. SystÈm rychlÈho varov·nÌ ve formÏ
sÌtÏ pro ohlaöov·nÌ p¯ÌmÈho nebo nep¯ÌmÈho rizika pro lidskÈ
zdravÌ, vypl˝vajÌcÌho z potraviny nebo krmiva, zahrnuje Ëlen-
skÈ st·ty, Evropskou komisi a Evropsk˝ ˙¯ad pro bezpeËnost
potravin. Za spr·vu sÌtÏ je odpovÏdn· Evropsk· komise. Tento
systÈm byl p˘vodnÏ koncipov·n na z·kladÏ smÏrnice o obecnÈ
bezpeËnosti v˝robk˘ (zahrnoval veökerÈ v˝robky vËetnÏ po-
travin); postupnÏ se systÈm rozdÏlil na 2 Ë·sti, z nichû jedna
se t˝kala v˝hradnÏ potravin a druh· ostatnÌch pr˘myslov˝ch
v˝robk˘. Na¯ÌzenÌm EC Ë.178/2002 se tak z¯izuje samostatn˝
systÈm vËasnÈho varov·nÌ pro potraviny a krmiva vËetnÏ
vymezenÌ jeho p˘sobnosti, prov·dÏcÌch opat¯enÌ, poûadavk˘

Obr. 2. OrganizaËnÌ schÈma EvropskÈho ˙¯adu pro bezpeËnost
potravin
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Aditiva v potravin·ch, aromata,
pomocnÈ l·tky a materi·ly p¯ich·zejÌcÌ

do styku s potravinami

Aditiva, produkty a l·tky
pouûÌvanÈ p¯i v˝ûivÏ zvÌ¯at

ZdravÌ rostlin, p¯Ìpravky na ochranu
rostlin a jejich rezidua

Geneticky modifikovanÈ organismy

Produkty urËenÈ k v˝ûivÏ,
v˝ûiva a alergie

Biologick· nebezpeËÌ

Kontaminanty v potravnÌm ¯etÏzci
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8 vÏdeck˝ch panel˘:
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org·n˘ Ëlensk˝ch zemÌ
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na jeho Ëinnost a moûnosti ˙Ëasti dalöÌch st·t˘ a mezin·rod-
nÌch organizacÌ. Evropsk· komise i ËlenskÈ st·ty mohou p¯i-
jmout mimo¯·dn· opat¯enÌ spoËÌvajÌcÌ v z·kazu uv·dÏnÌ po-
travin nebo krmiv (poch·zejÌcÌch ze zemÌ ES i dovezen˝ch)
na trh ES nebo stanovenÌ speci·lnÌch podmÌnek pro uv·dÏnÌ
na trh, pokud tyto potraviny nebo krmiva p¯edstavujÌ v·ûnÈ
riziko pro lidskÈ zdravÌ, zdravÌ zvÌ¯at nebo ûivotnÌ prost¯edÌ.
PodmÌnky pro jejich p¯ijetÌ jsou p¯edmÏtem Ël·nku 53 a 54.
V r·mci krizovÈho ¯ÌzenÌ je Evropsk· komise povinna ve spo-
lupr·ci s Evropsk˝m ˙¯adem pro bezpeËnost potravin a Ëlen-
sk˝mi st·ty EU sestavit obecn˝ pl·n krizovÈho ¯ÌzenÌ a z¯Ìdit
krizov˝ öt·b.
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E. »ern· (Ministry of Agriculture of the Czech Republic,
Prague): New System of Food Safety in the European
Union and the Czech Republic

The revision of the existing and the adoption of new

legislation as well as the establishment of the independent
European Food Safety Authority has become the main tool of
the food safety policy of the European Commission. The food
safety issue represents the system throughout the whole food
chain from farm to table based on risk analysis. The risk ana-
lysis consists of three interconnected elements ñ risk assess-
ment, risk management and risk communication. The basic
requirements obligatory for the EU countries were set in the
Regulation No. 178/2002 of the European Parliament and of
the Council of 28 January 2002 laying down general principles
and requirements of food law, establishing the European Food
Safety Authority and laying down procedures in matters of
food law.  The  Czech Government  adopted  the resolution
No.1320/2001 concerning food safety strategy and ackno-
wledged that food safety is one of the main priorities of the
Government with regard to the accession of the Czech Repub-
lic to the EU. The Czech Government adopted organizational
safeguarding of the strategy. An interdepartmental coordina-
tion team working as an advisory and initiative body of the
Minister of Agriculture plays the key role in this field. Esta-
blishment of scientific boards and their activities will support
the decision-making of the ministries and control bodies, and
will serve as a basis for the risk communication. The boards
will also cooperate with scientific panels of the European Food
Safety Authority.
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1. ⁄vod

Vysokou spot¯ebu hnojiv, pesticid˘ a dalöÌch agroche-
mik·liÌ lze v budoucnu v »R oËek·vat pouze v oblastech
s nejvyööÌ produktivnostÌ (ONVP) a s vysokou produktivnostÌ
(OVP) zemÏdÏlstvÌ, kde se budou rozvÌjet i novÈ systÈmy
technologickÈ, kontrolnÌ, organizaËnÌ aj., nap¯. tzv. ÑpreciznÌ
zemÏdÏlstvÌì1. Tyto oblasti (zhruba 50 % zemÏdÏlskÈ p˘dy
»R) jsou vhodnÈ pro intenzivnÌ zemÏdÏlskou v˝robu a zajistÌ
prakticky celou naöi spot¯ebu zemÏdÏlsk˝ch produkt˘. Zb˝va-
jÌcÌ plodiny z oblastÌ s mÈnÏ p¯Ìzniv˝mi podmÌnkami (oblasti
LFA ñ less favoured areas) jsou p¯ev·ûnÏ urËeny pro nepotra-
vin·¯skÈ vyuûitÌ produkce a pro neprodukËnÌ vyuûitÌ p˘dy.
ProdukujÌ vöak v pr˘mÏru 72,64 GJ.hañ1 ËistÈho energetickÈho
zisku, kter˝ je z·visl˝ na hustotÏ skotu v soustavÏ2. Mohou b˝t
tedy dob¯e vyuûity k v˝robÏ energie z naakumulovanÈ ener-
gie sluneËnÌ, zachycenÈ rostlinami3. Spot¯eba agrochemik·liÌ
v oblastech LFA bude zcela minim·lnÌ 4.

2. VymezenÌ oblastÌ LFA v »R5

Evropsk· komise EU p¯edloûila 18. 3. 1998 v r·mci tzv.
ÑAgendy 2000ì svÈ n·vrhy k reformÏ  zemÏdÏlstvÌ,  kter·
vstoupila v platnost v roce 2000. Tato reforma m· p¯edevöÌm
zajistit konkurenceschopnost evropskÈho zemÏdÏlstvÌ. Oblas-
ti LFA zahrnujÌ  horskÈ oblasti (kde snÌûenou v˝nosovost
p˘sobÌ nadmo¯sk· v˝öka, svaûitost a klimatickÈ podmÌnky)
a ostatnÌ oblasti s p˘dami, kterÈ majÌ nÌzkou v˝nosovost,
obtÌûnou obdÏlatelnost, s niûöÌ produktivitou p¯ÌrodnÌho pro-
st¯edÌ, s nÌzkou populacÌ p¯ev·ûnÏ z·vislou na zemÏdÏlstvÌ
a oblasti, postiûenÈ specifick˝mi p¯ek·ûkami ñ nap¯. kontami-
nacÌ imisemi aj.6

V r·mci celÈ EU je do LFA za¯azeno zhruba 51 % veökerÈ
zemÏdÏlskÈ p˘dy. RozdÌly jsou vöak velkÈ: nap¯. v Belgii
23 %, ve Francii 40 %, ve äpanÏlsku 63 % a v Lucembursku
tÈmÏ¯ 100 %.

V˝chozÌm t¯ÌdicÌm kriteriem pro stanovenÌ zemÏdÏlsk˝ch
oblastÌ v »R byla zvolena v˝nosovost zemÏdÏlskÈho ˙zemÌ
(V˝zkumn˝ ˙stav zemÏdÏlskÈ ekonomiky Praha), stanoven·
pro jednotlivÈ bonitovanÈ p˘dnÏ-ekologickÈ jednotky (BPEJ)7.
HraniËnÌm limitem pro vymezenÌ oblastÌ s p¯Ìzniv˝mi a ne-
p¯Ìzniv˝mi podmÌnkami se stala hodnota v˝nosovosti 35 bo-
d˘, tj. 76 % celost·tnÌho pr˘mÏru. (V »R je pr˘mÏrn· v˝noso-
vost 3 035 KË.hañ1 zemÏdÏlskÈ p˘dy, a to je 46,2 bodu.) K tÈto
hodnotÏ se dospÏlo po anal˝ze vöech p¯ÌrodnÌch a soci·lnÏ-de-
mografick˝ch kritÈriÌ tak, jak jsou r·mcovÏ poûadov·ny EU
(cit.8).

V »R pat¯Ì do oblastÌ LFA (horskÈ, ostatnÌ oblasti a oblasti
se specifick˝mi p¯ek·ûkami) 48,83 % veökerÈho zemÏdÏl-
skÈho p˘dnÌho fondu.

3. Agrochemick· charakteristika
p˘d oblastÌ LFA9ñ12

Z celkovÈ plochy oblastÌ LFA v »R tvo¯Ì LFA se spe-
cifick˝mi p¯ek·ûkami pouze 7,21 % v˝mÏry. P¯evaûujÌ te-
dy oblasti LFA horskÈ a podhorskÈ, a proto za oblast v˝-
zkumu p˘d byla  zvolena jihov˝chodnÌ  äumava, zahrnujÌ-
cÌ horskÈ i podhorskÈ lokality. DalöÌm zdrojem informacÌ
byly zpr·vy ⁄st¯ednÌho kontrolnÌho a zkuöebnÌho ˙stavu
zemÏdÏlskÈho  (⁄KZ⁄Z) Brno se svodn˝mi ˙daji z okre-
s˘ »R13.

3 . 1 . Z m Ï n y p H 11,12,14

V˝sledky ⁄KZ⁄Z Brno v tabulce I dokazujÌ zmÏnou
procentickÈho zastoupenÌ p˘d v kategoriÌch A a B (extrÈmnÏ
kyselÈ a silnÏ kyselÈ p˘dy), ûe k nejsilnÏjöÌmu a z·roveÚ
nejrychlejöÌmu okyselenÌ orn˝ch p˘d doölo v jihoËeskÈm re-
gionu a k okyselenÌ p˘d pod trval˝mi travnÌmi porosty v z·-
padoËeskÈm regionu. ZmÏna podÌlu p˘d v tÏchto kategoriÌch
v jihoËeskÈm regionu se zv˝öila 3ñ4◊ proti pr˘mÏru »eskÈ
republiky a zmÏna podÌlu p˘d tÏchto kategoriÌ pod trval˝-
mi travnÌmi porosty v z·padnÌch »ech·ch je dokonce 15ñ20◊
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Tabulka I
ProcentickÈ zastoupenÌ p˘d podle kategorie p˘dnÌ kyselosti a jeho zmÏny ve vzorcÌch orn˝ch p˘d a p˘d pod trval˝mi travnÌmi
porosty ve srovn·vacÌm obdobÌ 1990ñ1992 a 1993ñ1998 podle ⁄KZ⁄Z Brno; A ñ extrÈmnÏ kysel·, B ñ silnÏ kysel·, C ñ kysel·,
D ñ slabÏ kysel·

Region ObdobÌ Orn· p˘da TrvalÈ travnÌ porosty

A B C D A B C D

JihoËesk˝ 1990ñ92 2,08 6,52 13,54 45,04 5,43 10,40 14,14 36,03
1993ñ98 2,79 9,12 16,78 53,52 7,01 12,62 15,78 43,89
rozdÌl 0,71 2,60 3,24 8,48 1,58 2,22 1,64 7,86

St¯edoËesk˝ 1990ñ92 1,05 3,56 7,61 30,05 4,68 10,47 14,36 40,41
1993ñ98 1,56 3,79 8,58 34,69 5,12 10,26 16,17 49,26
rozdÌl 0,51 0,23 0,97 4,64 0,44 ñ0,21 1,81 8,85

Z·padoËesk˝ 1990ñ92 1,32 6,48 16,01 53,56 4,87 9,21 16,33 48,58
1993ñ98 1,93 7,38 17,07 59,43 10,34 11,91 18,56 43,15
rozdÌl 0,61 0,90 1,06 5,87 5,47 2,70 2,23 ñ5,43

V˝chodoËesk˝ 1990ñ92 0,96 3,10 9,00 44,10 7,20 8,50 13,10 40,73
1993ñ98 1,37 3,67 9,26 46,35 7,13 8,56 14,47 45,09
rozdÌl 0,41 0,57 0,26 2,25 ñ0,07 0,06 1,37 4,36

»esk· republika 1990ñ92 1,23 4,20 9,69 36,27 6,82 10,74 14,48 37,14
1993ñ98 1,47 4,78 10,63 40,03 7,15 10,98 15,97 42,49
rozdÌl 0,24 0,58 0,94 3,76 0,33 0,24 1,49 5,35

Tabulka II
Pr˘mÏrnÈ hodnoty pH/KCl a p¯ÌstupnÈho v·pnÌku (mg.kgñ1) v orn˝ch p˘d·ch jihoËeskÈho regionu ve srovn·vacÌm obdobÌ
1990ñ1992 a 1993ñ1998 podle ˙daj˘ ⁄KZ⁄Z Brno

Okres pH/KCl P¯Ìstupn˝ v·pnÌk

1990ñ1992 1993ñ1998 rozdÌl 1990ñ1992 1993ñ1998 rozdÌl

»esk˝ Krumlov 6,3 6,0 ñ0,3 2 063 1 945 ñ118
Pelh¯imov 6,0 5,7 ñ0,3 1 696 1 736 +40
Prachatice 6,1 5,9 ñ0,2 2 154 1 952 ñ202
JihoËesk˝ region 6,0 5,9 ñ0,1 1 743 1 861 +118

vyööÌ, coû je p¯i relativnÏ kr·tkÈm ËasovÈm intervalu 3ñ6 let
v˝sledek öokujÌcÌ, i kdyû v pr˘mÏru »R jsme se zmÏnami
p˘dnÌho pH nadmÌru spokojeni. PodÌvejme se do tabulky II na
zmÏny pH/KCl orn˝ch p˘d v jednotliv˝ch okresech jihoËes-
kÈho regionu.

ZmÏny  pH/KCl se Ëasto d·vajÌ do  souvislosti s elucÌ
v·pnÌku a p¯ekvapivÏ malÈ okyselenÌ p˘d v celÈ »eskÈ repub-
lice se vysvÏtluje dvÏma p¯ÌËinami: snÌûen˝m okyselovacÌm
efektem aplikovan˝ch pr˘myslov˝ch hnojiv, hlavnÏ dusÌka-
t˝ch, protoûe v souËasnosti pouûÌv· Ës. zemÏdÏlstvÌ zhruba jen
30 % Ëist˝ch ûivin NPK proti stavu hnojenÌ v roce 1987; dalöÌ
p¯ÌËinou je podle nÏkter˝ch autor˘ dostateËn· z·soba p˘dnÌho
v·pnÌku, kter˝ se st·le uvolÚuje z hrubÏ mlet˝ch v·penc˘,
aplikovan˝ch v dob·ch vysokÈ intenzity v·pnÏnÌ ñ do roku
1990 (cit.13). Je to jistÏ jedna z mnoha p¯ÌËin. Z tabulky II je
z¯ejmÈ, ûe v okrese Pelh¯imov doölo k pomÏrnÏ rychlÈmu
okyselenÌ p˘d a obsah p¯ÌstupnÈho v·pnÌku se v tÏchto p˘d·ch
dokonce zv˝öil, i kdyû je nutno vidÏt, ûe jeho celkovÈ mnoûstvÌ
v tÏchto p˘d·ch je v pr˘mÏru niûöÌ. Z tabulek vöak lze jedno-

znaËnÏ vyvodit z·vÏr, ûe okresy s podhorsk˝mi a horsk˝mi
polohami v˝znamnÏ ovlivÚujÌ ˙roveÚ rychlÈho okyselov·nÌ
p˘d vzhledem k cel˝m region˘m a ûe v p˘d·ch tÏchto okres˘
doch·zÌ k ˙bytku v˝mÏnnÈho v·pnÌku. Zvl·öù je to markantnÌ
v p˘d·ch pod trval˝mi travnÌmi porosty.

3 . 2 . ⁄ b y t e k p ¯ Ì s t u p n ˝ c h û i v i n 6,9,11,13

Prudk˝ pokles intenzity hnojenÌ (v roce 1987 byla spot¯eba
z·kladnÌch ûivin NPK 238 kg.hañ1 zemÏdÏlskÈ p˘dy, v roce
1991 jen 65 kg.hañ1 a v roce 1998 jen 73,2 kg.hañ1 zemÏdÏlskÈ
p˘dy) vede pochopitelnÏ ke snÌûenÌ z·soby p¯Ìstupn˝ch ûivin,
fosforu a zvl·ötÏ draslÌku. Z obr. 1 a 2 je z¯ejmÈ, ûe pokles
obsahu p¯Ìstupn˝ch ûivin v okresech horsk˝ch a podhorsk˝ch
poloh je mnohem v˝raznÏjöÌ a ûe zvl·ötÏ ˙bytek draslÌku pod
trval˝mi travnÌmi porosty p¯es relativnÏ kr·tkÈ sledovacÌ ob-
dobÌ je uû zlovÏstn˝. Protoûe v celÈ »eskÈ republice poklesl
obsah p¯ÌstupnÈho draslÌku pod trval˝mi travnÌmi porosty za
toto obdobÌ o 19 mg.kgñ1, je zhoröenÌ tÈto situace v horsk˝ch
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Obr. 1. Pr˘mÏrn˝ obsah p¯ÌstupnÈho draslÌku p˘d pod trval˝mi travnÌmi porosty (a) a u orn˝ch p˘d (b) v obdobÌ 2 cykl˘ agrochemickÈho
zkouöenÌ p˘d

Obr. 2. Pr˘mÏrn˝ obsah p¯ÌstupnÈho fosforu u orn˝ch p˘d v ob-
dobÌ 2 cykl˘ agrochemickÈho zkouöenÌ p˘d
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Obr. 3. Pufrovitost P p˘d (a), obsah Corg p˘d (b) a sorpËnÌ kapacita T u p˘dnÌch vzork˘ (c) pod trval˝mi travnÌmi porosty vybran˝ch
okres˘ v roce 1999
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a podhorsk˝ch  poloh·ch  2ñ3 n·sobnÈ  (na orn˝ch  p˘d·ch
zhruba 2 n·sobnÈ) (cit.6).

3 . 3 . H o d n o t y p r v k ˘ p ˘ d n Ì ˙ r o d n o s t i 9,11,12,18

V obr. 3 je moûno vidÏt stejn˝ trend, pronikavÏ horöÌ
hodnoty dalöÌch dynamick˝ch i konzervativnÌch prvk˘ p˘dnÌ
˙rodnosti1,9,18 v okresech horsk˝ch a podhorsk˝ch poloh proti

poloh·m nÌûinn˝m a vrchovinn˝m. NÌzk· pufrovitost p¯i vy-
sokÈm obsahu Corg p˘d okresu »esk˝ Krumlov a Prachatice
dokazuje, ûe organick· hmota tÏchto p˘d m· nÌzk˝ stupeÚ
humifikace. PotvrzujÌ to i nÌzkÈ hodnoty sorpËnÌ kapacity p˘d
tÏchto okres˘15.

V p˘d·ch horsk˝ch a podhorsk˝ch poloh pod trval˝mi
travnÌmi porosty (TTP) v okrese »esk˝ Krumlov a Prachatice
ve srovn·nÌ s relativnÏ ˙rodn˝mi p˘dami pod TTP v okrese

Obr. 4. PomÏr aktivnÌho uhlÌku Chws a vodorozpustnÈho uhlÌku Cw k celkovÈmu organickÈmu uhlÌku Corg p˘d pod trval˝mi travnÌmi
porosty a) z horsk˝ch a podhorsk˝ch oblastÌ äumavy a b) z ˙rodn˝ch vrchovinn˝ch oblastÌ okresu »eskÈ BudÏjovice; (Chws/Corg).100,
¡ (Cw/Corg).100
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»eskÈ BudÏjovice bylo zjiötÏno, ûe hodnoty celkovÈho uhlÌku
Corg a aktivnÌho organickÈho uhlÌku Chws (cit.16) jsou relativnÏ
vyööÌ, naopak obsah vodorozpustnÈho uhlÌku Cw (cit.17) je
v˝raznÏ niûöÌ (obr. 4).

SnÌûenÌ mnoûstvÌ humusu a jeho zhoröen· kvalita v p˘d-
nÌch vzorcÌch p˘d horsk˝ch a podhorsk˝ch oblastÌ se podÌlÌ
(proti srovn·vacÌ skupinÏ vzork˘ p˘d ˙rodn˝ch vrchovinn˝ch
oblastÌ okresu ». BudÏjovice) na pr˘mÏrnÈm snÌûenÌ sorpËnÌ
kapacity o 33 %, snÌûenÌ pH/KCl o 7,5 % a snÌûenÌ z·soby
p¯Ìstupn˝ch ûivin ñ fosforu o 20 %, draslÌku o 23 %, v·pnÌku
o 29 % a ho¯ËÌku o 22 %. Zvl·ötÏ pokles obsahu p¯ÌstupnÈho
fosforu je znaËn˝. (V celÈ »eskÈ republice v p˘d·ch pod TTP
obsah fosforu v rozmezÌ let 1992ñ1998 v˘bec neklesl13 a ve
srovn·vacÌ skupinÏ p˘d okresu ». BudÏjovice je v souËasnosti
proti p˘d·m pod TTP celÈ »R zaznamen·n pokles o pouh˝ch
9 %.)

3 . 4 . Z v ˝ ö e n Ì k o n c e n t r a c e p ¯ Ì s t u p n È h o
û e l e z a F e A V a l a b i l n Ì h o h l i n Ì k u
A l L A B a s n Ì û e n Ì m i k r o b i · l n Ì
a k t i v i t y p ˘ d 6,10,11,19

PoË·teËnÌ respirace (1ñ3 dny) (cit.11,20,21), baz·lnÌ respira-
ce (4ñ7 dn˘) (cit.11,20,22) i dlouhodob· respirace p¯i 35dennÌ
inkubaci 11,23 je v sÈrii p˘dnÌch vzork˘ z horskÈ a podhor-
skÈ oblasti jihov˝chodnÌ äumavy ve srovn·nÌ se vzorky p˘d
z ˙rodnÈ vrchovinnÈ oblasti okres˘ »eskÈ BudÏjovice a T¯e-
boÚ v˝raznÏ niûöÌ. V horsk˝ch p˘d·ch doch·zÌ souËasnÏ s po-
klesem respiracÌ ke vzestupu ÑaktivnÌho p˘dnÌho uhlÌkuì Chws
(cit.11,22,23), coû je nelogickÈ. Zjistili jsme, ûe souËasnÏ v tÏchto
vzorcÌch v˝raznÏ vystupuje vysok˝ obsah p¯ÌstupnÈho ûe-
leza11,24,25 nebo labilnÌho hlinÌku11,25,26, vÏtöinou obou kov˘
souËasnÏ. DomnÌv·me se proto, ûe neobvyklou mikrobi·lnÌ
nerozloûitelnost frakce uhlÌkat˝ch zdroj˘, charakterizovan˝ch
Chws, p˘sobÌ prosycenÌ p˘dnÌ organickÈ hmoty soly ûeleza
a hlinÌku. Protoûe v p˘dnÌch podmÌnk·ch horsk˝ch poloh
äumavy nekles· pouze baz·lnÌ respirace, ale vlivem nep¯Ìzni-
v˝ch podmÌnek, hlavnÏ nÌzkÈho pH, takÈ uhlÌk biomasy mi-
kroorganism˘ CBM (cit.11,27), Hendrix˘v index biologickÈ ak-
tivity p˘dy28 paradoxnÏ nekles·, nebo relativnÏ m·lo. Je tedy
HBAP pro hodnocenÌ biologickÈ aktivity p˘d v tÏchto extrÈm-
nÌch podmÌnk·ch zcela nespolehliv˝ a zkresluje kritick˝ stav
podhorsk˝ch a horsk˝ch p˘d.

4. EkonomickÈ zhodnocenÌ dosaûen˝ch v˝sledk˘

DynamickÈ prvky p˘dnÌ ˙rodnosti p˘d horsk˝ch a podhor-
sk˝ch oblastÌ se s poklesem intenzity hnojenÌ a v·pnÏnÌ v ob-
dobÌ 1988ñ1998 zhoröujÌ 2ñ3◊ rychleji, neû je pr˘mÏr »eskÈ
republiky; soustavnÈ vyrovn·v·nÌ tÏchto dynamick˝ch prvk˘
proto nebude ekonomicky ˙nosnÈ. I konzervativnÌ prvky p˘d-
nÌ ˙rodnosti jsou zde öpatnÈ6,9ñ12.

S p¯edstavami klasickÈ intenzivnÌ zemÏdÏlskÈ v˝roby v ob-
lastech LFA je nutno se rozlouËit.

5. N·vrh vyuûitÌ oblastÌ LFA v »R

ObecnÏ se uv·dÌ, ûe oblasti LFA musÌ obsahovat soustavy
hospoda¯enÌ s extenzivnÌm vyuûitÌm p˘dy a s v˝znamn˝mi

mimoprodukËnÌmi p¯Ìnosy29. P¯edstava, ûe kromÏ podp˘r-
n˝ch program˘ EU i vl·dy »R bude obyvatelstvo LFA ûivit
ochrana a tvorba krajiny, ochrana vodnÌch zdroj˘, agroturis-
tika a ekologickÈ zemÏdÏlstvÌ, je trochu m·lo p¯esvÏdËiv·.
ÿeöenÌm by byl intenzivnÌ chov skotu s produkcÌ mlÈka a ma-
sa, ale o tyto produkty nenÌ dostateËn˝ obchodnÌ z·jem. Zv˝-
öenÌ poËtu zvÌ¯at by zlepöilo uhlÌkovou bilanci v p˘dÏ a zasta-
vilo pokles p˘dnÌ ˙rodnosti v tÏchto oblastech30. ExtenzivnÌ
zemÏdÏlsk· v˝roba znamen· nevyuûitÌ sluneËnÌ energie, a je
tedy a priori nehospod·rn·31. HumidnÏjöÌ klima a nen·roËnost
nÏkter˝ch trav na p˘dnÌ podmÌnky vedly k n·vrhu vyuûÌt
oblasti LFA k produkci obnoviteln˝ch zdroj˘ energie2,32. Kro-
mÏ energetick˝ch plodin k p¯ÌmÈmu spalov·nÌ33 se zde uvaûu-
je o v˝robÏ methanu34ñ36 a jeho kogeneracÌ na elektrickou
energii altern·tory, poh·nÏn˝mi plynov˝mi motory, nÏkdy
jen upraven˝mi z vy¯azen˝ch automobil˘37, anaerobnÌm vy-
hnÌv·nÌm travnÌ hmoty z nehnojen˝ch ploch kofermentacÌ
s v˝kaly skotu38. Odpady z anaerobnÌ degrese by bylo nutno
zpracovat na organominer·lnÌ hnojiva39, kter· by spolu s ome-
zenÌm spot¯eby vnÏjöÌ energie ekonomicky, ekologicky i v˝-
robnÏ stabilizovala zemÏdÏlskou soustavu oblastÌ LFA(cit.40).

6. Moûnosti chemickÈho pr˘myslu a v˝zkumu
p¯i vyuûitÌ oblastÌ LFA

Snaha p¯emÏnit v˝znamnou Ë·st zemÏdÏlskÈ v˝roby z pro-
dukce potravin·¯skÈ na nepotravin·¯skou v celÈ »R a zvl·ötÏ
v oblastech LFA bez pomoci chemie je nemysliteln·. Moû-
nosti spolupr·ce lze struËnÏ vyjmenovat takto:
a) nepotravin·¯skÈ vyuûitÌ klasick˝ch produkt˘ ûivoËiönÈ v˝-

roby, p¯edevöÌm mlÈka,
b) nepotravin·¯skÈ vyuûitÌ klasick˝ch produkt˘ rostlinnÈ v˝-

roby, p¯edevöÌm obilnin, ¯epky, travnÌ hmoty (zatÌm bo-
huûel v tÈto kategorii m·me jen bionaftu z methylizova-
nÈho ¯epkovÈho oleje a problematick˝ bioethanol slabÏ
konkurujÌcÌ syntetickÈmu),

c) energetickÈ vyuûitÌ hmoty energetick˝ch plodin a tech-
nologie jejich zpracov·nÌ (kromÏ klasick˝ch postup˘ p¯Ì-
mÈho spalov·nÌ a anaerobnÌ degrese je z·jem o modernÌ
technologie pyrolytickÈ, zvl·ötÏ s produkcÌ vodÌku41),

d) v˝roba nepotravin·¯sk˝ch produkt˘ z netradiËnÌch zemÏ-
dÏlsk˝ch plodin, zvl·ötÏ pro farmaceutick˝ pr˘mysl, nap¯.
imunogennÌ rostliny Echinacea purpurea42, adaptogen-
nÌch rostlin Hippophae rhamnoides43 a Leuzea carthamoi-
des44,

e) v˝roba zuölechtÏn˝ch produkt˘ z tradiËnÌch zemÏdÏlsk˝ch
plodin pro öirokou spot¯ebu v pr˘myslu, nap¯. novÈ typy
levn˝ch modifikovan˝ch ökrob˘, kterÈ by konkurovaly
velkÈmu dovozu pro pot¯eby potravin·¯skÈho, textilnÌho
a papÌrenskÈho pr˘myslu; v˝hodnÈ by bylo k tomuto ˙Ëelu
vyuûitÌ obilnin, mÈnÏ jiû brambor a kuku¯ice45,

f) vyuûitÌ organick˝ch odpad˘ k v˝robÏ levn˝ch organomi-
ner·lnÌch  hnojiv;  souËasn· miner·lnÌ hnojiva jsou pro
oblasti LFA vzhledem k v˝nosovosti p¯Ìliö drah· a navÌc
vyuûitÌ jejich ûivin je nÌzkÈ. Je nutno zv˝öit bioenergetick˝
potenci·l p˘d30,46, a to lze p¯i nÌzk˝ch stavech skotu (v »R
0,34 VDJ.hañ1, ve vyspÏl˝ch zemÌch EU 1,2ñ2 VDJ.hañ1)
jedinÏ organominer·lnÌmi hnojivy (VDJ ñ velk· dobytËÌ
jednotka, tj. 1 kus skotu o hmotnosti 500 kg; ostatnÌ zvÌ¯ata
se p¯epoËÌt·vajÌ pomocÌ koeficient˘).
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7. Z·vÏr

Stav prvk˘ p˘dnÌ ˙rodnosti v oblastech LFA naöeho st·tu
je öpatn˝ a nedostatkem finanËnÌch prost¯edk˘ i mal˝m z·j-
mem o produkty ûivoËiönÈ v˝roby, a tÌm o zv˝öenÌ stavu skotu
se d·le zhoröuje. Nem·-li 48,83 % ËeskÈho zemÏdÏlskÈho
p˘dnÌho fondu (oblasti LFA) b˝t z·vislÈ pouze na podpor·ch
vl·dy  a EU, je  pomoc  chemickÈho  v˝zkumu a pr˘myslu
ËeskÈmu zemÏdÏlstvÌ naprostou nutnostÌ. Tato pomoc by vöak
byla ne˙Ëinn·, kdyby se mÏla realizovat pouze formou v˝voje
a v˝roby miner·lnÌch hnojiv, pesticid˘ a ostatnÌch agroche-
mik·liÌ.

ZjiötÏnÈ v˝sledky byly zÌsk·ny s finanËnÌ podporou grantu
MäMT, id kÛd: CEZ: J 06/98:122200002.
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The Institute investigated in 1986ñ1987 the quality of
water flowing away from nine small areas, which are parts of
the Vltava and Malöe catchment areas. Fifteen years later, the
quality of running water in the same areas has been re-esti-
mated, using the same methodology of sampling and labora-
tory tests. The aim of this investigation was to assess the
impact of landscape management consisting in extensive gras-
sing, decreasing the cattle density to a half, and the associated
radical decrease in perennial fodder crops in crop rotations and
the preference of technical crops, in particular rape (Brassica
napus L.). Regarding the hydrological aspects, the transport
of dissolved substances and of all cations and anions has
decreased. The nitrate nitrogen fell to 66.3 % and the ammo-
nium nitrogen even to 7.1 % of the previous values. On the
contrary, the value of CHSKMn, expressing the proportion of
slightly degradable organic substances, has increased. The
C/N and N/P ratios increased. The saprobic index has de-
creased significantly especially in comparable spring periods.
Variability has decreased in most cases.

Zaveden· farmaceutick· firma
hled· do v˝zkumnÈho oddÏlenÌ

absolventy Vä ñ specialisty

na v˝voj a validace analytick˝ch metod (HPLC, GC, titrace).
Praxe v oboru a znalost AJ nutn·.

é·dosti s profesnÌm ûivotopisem zaölete na:
Interpharma Praha, a.s., Komo¯ansk· 955, 143 10 Praha 12,
fax: 02/41773235, e-mail: interpharma@ interpharma-praha.cz
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1. ⁄vod

LesnÌ ekosystÈm p¯edstavuje z biologickÈho hlediska spo-
leËenstvÌ niûöÌch organism˘, rostlin a ûivoËich˘; jeho v˝voj je
vöak ovlivÚov·n vnÏjöÌmi vlivy jak po str·nce klimatickÈ, tak
i chemickÈ. JednÌm z proces˘, kter˝mi se ËlovÏk podÌlÌ na
ovlivÚov·nÌ lesnÌch ekosystÈm˘, je zv˝öen˝ p¯Ìnos r˘zn˝ch
chemick˝ch l·tek z jeho Ëinnosti, tzv. antropogennÌ ovlivnÏnÌ
zdravotnÌho stavu les˘. CizorodÈ l·tky se do les˘ dost·vajÌ ve
formÏ plynn˝ch slouËenin nebo aerosol˘, nebo padajÌ rozpuö-
tÏnÈ v deöùov˝ch a snÏhov˝ch sr·ûk·ch, pop¯ÌpadÏ v tuhÈ
formÏ jako prachovÈ Ë·stice.

Depozice jsou vöechny l·tky, kterÈ se z atmosfÈry usazujÌ
v lesnÌm prost¯edÌ. AtmosfÈrick· depozice je tvo¯ena mokrou
depozicÌ, kdy jsou Ë·stice prachu, aerosoly a plyny Ñvym˝v·-
nyì z atmosfÈry deöùov˝mi Ëi snÏhov˝mi sr·ûkami a s nimi
deponov·ny do lesnÌch ekosystÈm˘, a suchou depozicÌ, kdy
pevnÈ Ë·stice, oxidy sÌry a dusÌku a aerosoly fluorovodÌku
a chlorovodÌku a dalöÌch slouËenin p¯Ìmo ulpÌvajÌ na vlhkÈm
povrchu asimilaËnÌho apar·tu nebo p˘dy nebo jsou p¯ijÌm·ny
listov˝mi pr˘duchy. Such· depozice p¯evaûuje v p¯ÌpadÏ obdobÌ
beze sr·ûek a je vÏtöÌ v oblastech blÌûe ke zdroj˘m zneËiötÏnÌ,
kdy Ë·stice p¯ech·zejÌ p¯Ìmo z niûöÌch vrstev atmosfÈry na
povrch list˘, p˘dy apod. Na vÏtöÌ vzd·lenosti jsou p¯en·öeny
hlavnÏ st¯ednÌ a malÈ Ë·stice a aerosoly obsahujÌcÌ i plynnÈ
oxidy sÌry a dusÌku, kterÈ se z oblak˘ Ëi z vyööÌch vrstev
atmosfÈry uvolnÌ aû se sr·ûkami1,2. PodÌl suchÈ depozice na
volnÈ ploöe je pomÏrnÏ mal˝, pro SOx a NOx se uv·dÌ 15 %,

pro NH3 20 % a 20ñ30 % pro bazickÈ kationty2. Such· a mokr·
depozice na volnÈ ploöe tvo¯Ì dohromady depozici celkovou,
kter· charakterizuje celkovou ˙roveÚ zneËiötÏnÌ ovzduöÌ.

V lesnÌch porostech se analyzujÌ tzv. podkorunovÈ sr·ûky,
coû je sr·ûkov· voda pronikajÌcÌ korunami strom˘. V tÈto vodÏ
jsou obsaûeny l·tky, kterÈ se zachytily na povrchu list˘ nebo
jehlic a vÏtvÌ jako podstatn· Ë·st suchÈ depozice v porostu
a byly sr·ûkovou vodou smyty, a l·tky, kterÈ p¯ich·zejÌ p¯Ìmo
se sr·ûkovou vodou (mokr· depozice), a Ë·steËnÏ takÈ l·tky,
kterÈ se sr·ûkami vym˝vajÌ z list˘ nebo jehlic. DalöÌ sloûkou je
stok po kmeni, neboli voda stÈkajÌcÌ po kmenech na povrch p˘-
dy, kter˝ je v˝znamn˝ nap¯. v porostech buku, je¯·bu a b¯Ìzy.

ChemickÈ sloûenÌ depozice z·visÌ na nÏkolika faktorech ñ
na ˙rovni zneËiötÏnÌ ovzduöÌ, a tÌm i na vzd·lenosti od zdroj˘
zneËiötÏnÌ,  na meteorologick˝ch podmÌnk·ch  (p¯evl·dajÌcÌ
proudÏnÌ vzduchu, v˝skyt inverznÌch situacÌ, horizont·lnÌch
sr·ûek apod.), na p¯ÌrodnÌch podmÌnk·ch (nadmo¯sk· v˝öka,
s nÌû souvisÌ mnoûstvÌ sr·ûek, a expozice terÈnu v˘Ëi proudÏnÌ
vzduchu), na charakteristik·ch lesnÌch porost˘ (druh d¯eviny,
vÏk) a na charakteru vegetaËnÌho pokryvu p˘dy.

V uplynul˝ch desetiletÌch v˝znamnÏ ovlivÚovaly lesnÌ
ekosystÈm p¯edevöÌm imise SO2, NOx, HF a prachovÈ Ë·stice,
v souËasnosti dominuje vliv NOx. Je prok·z·no, ûe p˘sobenÌ
Ñkysel˝ch imisÌì negativnÏ ovlivÚuje lesnÌ p˘du a p˘dnÌ mi-
kroflÛru. ZmÏny p˘dnÌho chemismu mohou zp˘sobit uvolÚo-
v·nÌ nÏkter˝ch iont˘ kov˘ z jinak pevn˝ch komplex˘ a orga-
nick˝ch vazeb. Spolu s p¯Ìm˝m vstupem tÏchto l·tek z depozic
se takto zvyöuje i koncentrace jejich p¯Ìstupn˝ch forem v p˘dÏ
a p˘dnÌm roztoku Ëasto aû na hodnoty, kterÈ prokazatelnÏ
p˘sobÌ v lesnÌm ekosystÈmu toxicky, tzn. ûe ohroûujÌ jak
ko¯enov˝ systÈm d¯evin, bylinnÈ patro, d˘leûitou p˘dnÌ mi-
kroflÛru, tak i kvalitu odtÈkajÌcÌ vody. Schematicky jsou tyto
vazby zn·zornÏny na obr·zku 1.  JednotlivÈ sloûky ekosystÈ-
mu jsou proto sledov·ny i s ohledem na riziko pr˘niku nebez-
peËn˝ch nebo neû·doucÌch l·tek do potravnÌho ¯etÏzce. Pozor-
nost je vÏnov·na zejmÈna obsahu tÏûk˝ch kov˘ v p˘d·ch
a takÈ v houb·ch a mechu, kterÈ jsou povaûov·ny za vhodnÈ
bioindik·tory. K objasnÏnÌ pohybu tÏchto l·tek v ekosystÈmu
p¯ispÌv· i jejich sledov·nÌ ve vodÏ sr·ûek (celkov· depozice),
v p˘dnÌ vodÏ (nejËastÏji pod humusov˝m horizontem) i ve
vodÏ odtÈkajÌcÌ z lesnÌho prost¯edÌ do vodnÌch zdroj˘.

Obr. 1. Vazba proces˘ v lesnÌch ekosystÈmech na kvalitu potrav-
nÌho ¯etÏzce
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»·st l·tek se v ekosystÈmu sorbuje v nezmÏnÏnÈ podobÏ,
Ë·st je biologicky a chemicky degradov·na. Podle rozsahu
sorpce l·tek a biochemick˝ch zmÏn v organismech m˘ûe b˝t
lesnÌ ekosystÈm mÌrnÏ aû v·ûnÏ naruöen a jeho naruöenÌ se
promÌtne i do ostatnÌch sloûek ûivotnÌho prost¯edÌ. CÌlem
tohoto Ël·nku je pouk·zat na vliv antropogennÌ z·tÏûe na urËitÈ
zmÏny chemismu lesnÌch p˘d, kterÈ nakonec ovlivÚujÌ potrav-
nÌ ¯etÏzec a kvalitu pitnÈ vody.

2. Metody studia ovlivnÏnÌ lesnÌch ekosystÈm˘

Metody studia vych·zejÌ z monitoringu zdravotnÌho stavu
strom˘, chemick˝ch zmÏn v p˘dÏ, chemick˝ch zmÏn v listo-
v˝ch org·nech, zjiöùov·nÌ depozice l·tek v ekosystÈmu a po-
dÌlu intercepce korun na tomto procesu a ze zjiöùov·nÌ zmÏn
chemismu p˘dnÌ vody a chemismu l·tek ve vod·ch odtÈkajÌ-
cÌch z lesnÌho prost¯edÌ do vodnÌch zdroj˘.

Monitoring zdravotnÌho stavu lesa se prov·dÌ v celÈ Evro-
pÏ v projektu ÑICP Forestsì zapoËatÈm v roce 1986 na z·kladÏ
⁄mluvy o d·lkovÈm p¯enosu l·tek zneËiöùujÌcÌch ovzduöÌ p¯es
hranice st·t˘ (CLRTAP) jako reakce na neust·lÈ zhoröov·nÌ
zdravotnÌho stavu les˘. Postupy hodnocenÌ jsou p¯edeps·ny
manu·lem3. Na ploch·ch intenzivnÌho monitoringu lesnÌch
ekosystÈm˘ se sledujÌ depozice pod korunami strom˘ a na
volnÈ ploöe, v listnat˝ch porostech d·le chemismus stoku po
kmeni, hlavnÏ u buku. Pohyb a p¯emÏny l·tek z depozic
v lesnÌm ekosystÈmu je moûnÈ studovat jako zmÏnu p˘dnÌho
chemismu a hlavnÏ jako zmÏny chemismu p˘dnÌho roztoku.
SloûenÌ p˘dnÌho roztoku je rovnÏû limitujÌcÌm faktorem kva-
lity vody odtÈkajÌcÌ z lesa do vodnÌch zdroj˘.

Na monitoring projektu ICP Forests ˙zce navazuje Minis-
terstvem zemÏdÏlstvÌ »R garantovan˝ monitoring l·tek vstu-
pujÌcÌch do potravnÌho ¯etÏzce, kter˝ zahrnuje sbÏr, anal˝zu
a vyhodnocenÌ toxick˝ch a z·tÏûov˝ch prvk˘ v houb·ch a po-
vrchov˝ch vod·ch odtÈkajÌcÌch z lesnÌch ekosystÈm˘ do zdro-
j˘ pitnÈ vody.

K odbÏru vzork˘ sr·ûkovÈ vody na volnÈ ploöe byly po-
uûity polyethylenovÈ n·doby s kruhovou z·chytnou plochou
0,033 m2, v porostech byla pouûita t¯i koryta z polyethylenu,
kaûdÈ se z·chytnou plochou 0,4 m2. Voda z nich byla sv·dÏna
do z·sobnÌch n·dob umÌstÏn˝ch v zemnÌ sondÏ, aby byly
vzorky chr·nÏny p¯ed p˘sobenÌm sluneËnÌho z·¯enÌ a tepla,
hlavnÏ v letnÌm obdobÌ.

Povrchov· voda byla odebÌr·na p¯Ìmo z drobn˝ch vodnÌch
tok˘, pramen˘ a ostatnÌch vodnÌch zdroj˘ do plastov˝ch vzor-
kovnic.

Ve vzorcÌch sr·ûkovÈ a povrchovÈ vody byly stanoveny
n·sledujÌcÌ parametry ñ pH, alkalita, vodivost, kationty Ca2+,
Mg2+, K+, Na+, N , Al3+, Mn2+, Fe3+, anionty N , S ,
Clñ, Fñ a z kov˘ Cu a Zn. Tyto parametry jsou d·ny manu·lem
programu ICP Forests3. Hodnoty pH byly stanoveny potencio-
metricky, alkalita titraËnÏ do pH 4,5, N spektrometricky
a anionty (Clñ, S , N , Fñ) metodou iontovÈ chromato-
grafie. Kationty byly stanoveny na optickÈm emisnÌm spek-
trometru s indukËnÏ v·zanou plazmou s ultrazvukov˝m zml-
ûovaËem (OES-ICP).

P˘dy byly odebÌr·ny v souladu s p¯edepsanou metodikou
ICP Forests3, oddÏlenÏ organickÈ horizonty a miner·lnÌ hori-
zonty. P¯ÌstupnÈ kationty v miner·lnÌch horizontech byly sta-
noveny ve v˝luhu 0,1 M-BaCl2, kovy v organick˝ch horizon-

tech ve v˝luhu luËavkou kr·lovskou, vöe ze vzduönosuch˝ch
vzork˘ a potÈ p¯epoËÌt·no na suöinu (105 ∞C). Plodnice hub
byly na mÌstÏ sbÏru oËiötÏny a do laborato¯e dopraveny v pa-
pÌrov˝ch s·ËcÌch. Po rozkr·jenÌ nerezov˝m noûem byly suöe-
ny na plastov˝ch sÌtech suöiËky urËenÈ pro suöenÌ potravin.
As, Cd, Cu, Cr, Ni, Pb a Zn byly stanoveny metodou OES-ICP,
Hg analyz·torem na jedno˙ËelovÈm spektrometru AMA 254.

3. V˝sledky a diskuse

3 . 1 . D e p o z i c e

V˝voj depozice v »R na ploch·ch intenzivnÌho monitorin-
gu V⁄LHM, kde se depozice sledujÌ delöÌ dobu a je moûno
porovnat dvÏ oblasti s r˘znou ˙rovnÌ imisnÌho zatÌûenÌ, zn·-
zorÚujÌ obr. 2ñ7. Experiment·lnÌ plocha éelivka na okraji
»eskomoravskÈ vrchoviny (povodÌ PekelskÈho potoka) p¯ed-
stavuje relativnÏ Ëistou oblast a Moldava v Kruön˝ch hor·ch
oblast v minulosti silnÏ imisnÏ zatÏûovanou s devastovan˝mi
lesnÌmi porosty. Na ploöe éelivka, sledovanÈ od roku 1973,
byl v sedmdes·t˝ch letech zaznamen·n n·r˘st spadu kyselin
(iont˘ H+) se sr·ûkami a pokraËoval aû do prvnÌ poloviny
osmdes·t˝ch let, kdy na volnÈ ploöe (holÈ seËi) dosahoval
1 kg.hañ1.rokñ1 a v dospÏlÈm smrkovÈm porostu 2 kg.hañ1.rokñ1.
Postupn˝ pokles v dalöÌm obdobÌ zp˘sobil snÌûenÌ depozice vo-
dÌkov˝ch iont˘ na konci devades·t˝ch let na volnÈ ploöe pod
0,1 kg a v porostu smrku na hodnoty okolo 0,1 kg.hañ1.rokñ1

(cit.4).
Ve stejn˝ch obdobÌch byl tÈû nejvyööÌ roËnÌ spad S ,

na volnÈ ploöe aû 80 kg.hañ1 a pod porostem >200 kg.hañ1.
Koncem devades·t˝ch let a i v souËasnosti se pohybujÌ roËnÌ
depozice S na volnÈ ploöe okolo 20 kg.hañ1 a pod porostem
smrku okolo 50 kg.hañ1.

RoËnÌ spad dusÌku (N + N ) na volnÈ ploöe od
poloviny osmdes·t˝ch let do poloviny devades·t˝ch let p¯e-
kraËoval 10 kg a v porostu 30 kg.hañ1. V poslednÌch letech
kolÌs· na volnÈ ploöe okolo 10 kg.hañ1 a pod porostem okolo
20 kg.hañ1.

Na ploch·ch Moldava na volnÈ ploöe (holÈ seËi) p¯esaho-
val spad iont˘ H+ v letech 1981 aû 1984 1,5 kg.hañ1.rokñ1 a po
roce 1990 poklesl na cca 0,2 kg.hañ1.rokñ1. NejvÏtöÌ depozice
S na volnÈ ploöe byla zjiötÏna v letech 1981ñ1984 v mnoû-
stvÌ >80 kg.hañ1.rokñ1 a na konci devades·t˝ch let poklesla na
<40 kg.hañ1.rokñ1. RovnÏû spad dusÌku (N + N ) se ve
stejnÈm obdobÌ snÌûil z 15ñ20 kg na <10 kg.hañ1.rokñ1.

V porostu smrku na MoldavÏ dosahoval v letech 1978ñ
1980 roËnÌ spad kyselin vÌce neû 5 kg.hañ1. Po sm˝cenÌ porostu
na seËi (volnÈ ploöe) poklesl na ˙roveÚ volnÈ plochy. V˝voj
porostu je¯·bu depozici vodÌkov˝ch iont˘ nezv˝öil, a ta je
spÌöe niûöÌ neû na volnÈ ploöe. RoËnÌ spad S dosahoval
v porostu smrku okolo 400 kg.hañ1, koncem devades·t˝ch let
a v poslednÌch letech je v porostu je¯·bu niûöÌ neû 50 kg.hañ1.
Vysok· depozice dusÌku (N + N ) v porostu smrku
40 kg.hañ1.rokñ1 v letech 1978ñ1980 po jeho sm˝cenÌ poklesla
a od poloviny devades·t˝ch let se v je¯·bu pohybuje v rozmezÌ
10 aû 20 kg.hañ1.rokñ1 (cit.5,6).

Hodnoty pH sr·ûkovÈ vody na éelivce se pohybovaly
v letech 1973ñ78 v rozmezÌ 3,95ñ4,50 na volnÈ ploöe a 3,55ñ
4,51 v porostu, nejniûöÌ byly v obdobÌ 1979ñ85 (mezi 3,80ñ4,35
na seËi a 3,15ñ3,45 v porostu). Od poloviny 80. let doch·zÌ
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k n·r˘stu a v letech 1986ñ93 se hodnoty pH pohybovaly
v porostu mezi 3,35ñ3,90 a na seËi 4,15ñ4,85; v obdobÌ 1994ñ
2000 mezi 4,14ñ4,80 v porostu a 4,56ñ5,19 na seËi. V roce
2001 byly hodnoty pH v porostu 4,61 a na seËi 4,90. Na
MoldavÏ byly hodnoty pH nejniûöÌ v porostu smrku v letech

1978ñ80 (3,25ñ3,35), po sm˝cenÌ se zv˝öily na 3,60ñ4,20
v obdobÌ 1981ñ84. PozdÏji se zaËal projevovat vliv nar˘stajÌ-
cÌho je¯·bu, hodnoty pH se v obdobÌ 1985ñ94 pohybovaly
mezi 4,05ñ4,95 a v obdobÌ 1995ñ2000 mezi 5,10ñ5,42. Na
volnÈ ploöe byly hodnoty pH v obdobÌ 1978ñ80 mezi 4,05ñ

Obr. 2. Celkov· depozice vodÌkov˝ch iont˘ na ploch·ch éelivka
(kg.hañ1.rokñ1); l smrkov˝ porost,u seË, n bukov˝ porost

Obr. 3. Celkov· depozice vodÌkov˝ch iont˘ na ploch·ch Moldava
(kg.hañ1.rokñ1); l porost,u seË

Obr. 5. Celkov· depozice sÌran˘ (S ) na ploch·ch Moldava
(kg.hañ1.rokñ1); l porost,u seË
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Obr. 6. Celkov· depozice dusÌku (N + N ) na ploch·ch
éelivka (kg.hañ1.rokñ1); l smrkov˝ porost,u seË, n bukov˝ porost
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4,30, nejniûöÌ pak byly v letech 1981ñ84 (3,70ñ4,05). PotÈ do-
ch·zÌ ke sniûov·nÌ kyselosti sr·ûkovÈ vody, v obdobÌ 1985ñ94
se pH pohybuje mezi 4,05ñ4,85 a v obdobÌ 1995ñ2000 mezi
4,49ñ5,45. V roce 2001 byly hodnoty pH v porostu je¯·bu 4,67
a na volnÈ ploöe 4,76.

Na ploöe éelivka je patrnÈ mÌrnÈ zpoûdÏnÌ poklesu hodnot
na p¯elomu osmdes·t˝ch a devades·t˝ch let ve srovn·nÌ s ob-
lastÌ intenzivnÏ imisnÏ zatÏûovanou (KruönÈ hory-Moldava).
Obdobn˝ trend je vidÏt takÈ z v˝voje hodnot pH sr·ûkovÈ vody
ñ pokles pH na p¯elomu sedmdes·t˝ch a osmdes·t˝ch let a od
poË·tku devades·t˝ch let postupnÈ sniûov·nÌ kyselosti sr·û-
kovÈ vody. Depozice dusÌku nekles·, na éelivce je po poklesu
bÏhem osmdes·t˝ch let trend v poslednÌm obdobÌ spÌöe opaË-
n˝. TakÈ na MoldavÏ doch·zÌ v poslednÌch letech k mÌrnÈmu
n·r˘stu. Vlivem  vyööÌch  sr·ûkov˝ch ˙hrn˘ dosahuje spad
dusÌku (N + N ) s podkorunov˝mi sr·ûkami v dospÏ-
l˝ch (staröÌch) smrkov˝ch lesÌch horsk˝ch poloh 20 a vÌce
kg.hañ1.rokñ1 (cit.7,8).

Mezi toxickÈ prvky vstupujÌcÌ do lesnÌho prost¯edÌ pat¯Ì
tÏûkÈ kovy (zejmÈna Cd, Hg a Pb, ale i ¯ada dalöÌch z toxiko-
logickÈho hlediska pro lesnÌ ekosystÈmy mÈnÏ v˝znamn˝ch
prvk˘ jako nap¯. As, Cu, Ni, Cr a Zn), kterÈ poch·zejÌ jak ze
zdroj˘ p¯ÌrodnÌho p˘vodu (zvÏtr·v·nÌ miner·l˘, sopeËn· Ëin-
nost apod.), tak z pr˘myslov˝ch v˝rob a mobilnÌch zdroj˘.
Jako p¯enosov· mÈdia vystupujÌ vzduch a voda. ZejmÈna
v atmosfÈ¯e mohou b˝t pevnÈ Ë·stice aerosol˘ i plynnÈ orga-
nokovovÈ slouËeniny p¯en·öeny na velkÈ vzd·lenosti. Z·vaû-
n˝m aspektem emisÌ tÏûk˝ch kov˘ je pomÏr jejich p¯ÌrodnÌho
a antropogennÌho p˘vodu9.

Na imisÌch se podÌlÌ v˝znamnou mÏrou i d·lkov˝ p¯enos
ze zahraniËÌ10. ⁄daj˘ o depozici tÏûk˝ch kov˘ do lesnÌch
ekosystÈm˘ v »eskÈ republice je cel· ¯ada11ñ14, mÈnÏ je zn·mo
o jejich dalöÌm osudu.

Depozice tÏûk˝ch kov˘ se vzhledem k nÌzk˝m koncentra-
cÌm ve sr·ûkovÈ vodÏ sledujÌ lÈpe pomocÌ vhodn˝ch bioindi-
k·tor˘. Ve sr·ûkov˝ch vod·ch se relativnÏ p¯esnÏ analyzujÌ
jen prvky, kterÈ se vyskytujÌ ve vyööÌch koncentracÌch, viz
tabulky I a II. NejdelöÌ pozorov·nÌ je k dispozici na ploöe
éelivka, kde je patrn· vyööÌ depozice kov˘ pod smrkov˝m
porostem neû na volnÈ ploöe a jejÌ pokles zejmÈna pod poros-
tem smrku v druhÈ polovinÏ devades·t˝ch let (pokles suchÈho
spadu).

Pro tÏûkÈ kovy se uk·zaly nejvhodnÏjöÌmi bioindik·tory
epifytickÈ mechy12,13,15, nÏkterÈ liöejnÌky a plodnice hub16,17.
TÏûkÈ kovy byly nalezeny takÈ ve vnit¯nÌch org·nech i ve
svalovinÏ volnÏ ûijÌcÌ zvÏ¯e ñ baûanti, prase divokÈ, danÏk,
jelen, liöka, kuna, srnec, zajÌc a dalöÌ18,19.

P¯i ¯eöenÌ ˙kolu Ministerstva zemÏdÏlstvÌ »R ÑMonitoring
cizorod˝ch l·tek v lesnÌch ekosystÈmech s vazbou na potravnÌ
¯etÏzecì byly v letech 1997ñ2000 sbÌr·ny plodnice jedl˝ch
druh˘ hub na vybran˝ch ploch·ch monitoringu projektu ICP
Forests a v nÏkolika dalöÌch lokalit·ch v hojnÏ navötÏvova-
n˝ch rekreaËnÌch oblastech. VyhodnocenÌ obsahu rizikov˝ch
element˘ bylo porovn·no s hygienick˝mi limity20. Uk·zalo se,
ûe nÏkterÈ prvky v˝jimeËnÏ  vykazujÌ i nadlimitnÌ obsahy
(tabulka III). Plochy monitoringu jsou vûdy souË·stÌ vÏtöÌho
komplexu lesa, kde je omezena nebo i vylouËena doprava,
kter· by obsah nÏkter˝ch kov˘ (nap¯. Cd a Pb) mohla v˝znam-
nÏ ovlivnit. Obsah  analyt˘  v houb·ch z tÏchto ploch tak
p¯edstavuje p¯ev·ûnÏ z·tÏû z d·lkovÈho p¯enosu a v˝znam-
n˝ch lok·lnÌch zdroj˘.

Tabulka I
RoËnÌ depozice vybran˝ch kov˘ na volnÈ ploöe éelivka
(kg.hañ1.rokñ1)

ObdobÌ Al Cu Fe Mn Zn

1973ñ77 ñ ñ 0,239 0,212 0,545
1978ñ80 2,202 ñ 0,136 0,244 0,608
1981ñ85 1,277 ñ 0,153 0,190 0,677
1986ñ90 1,571 ñ 0,210 0,303 0,509
1991ñ95 0,821 ñ 0,120 0,186 0,274
1996ñ2000 0,153 0,028 0,103 0,241 0,255

Tabulka II
RoËnÌ depozice vybran˝ch kov˘ ve staröÌm porostu smrku na
ploöe éelivka (kg.hañ1.rokñ1)

ObdobÌ Al Cu Fe Mn Zn

1973ñ77 ñ ñ 0,680 3,822 1,263
1978ñ80 3,001 ñ 1,059 5,869 1,606
1981ñ85 3,223 ñ 0,889 6,760 0,815
1986ñ90 3,550 ñ 0,773 4,179 0,960
1991ñ95 2,036 ñ 0,616 4,964 0,711
1996ñ2000 0,675 0,024 0,266 3,896 0,460

Tabulka III
»etnost p¯ekraËov·nÌ limitu pro tÏûkÈ kovy v suöinÏ hub
(vyj·d¯eno v % celkovÈho poËtu vzork˘)

Rok As Cd Cr Cu Hg Ni Pb Zn PoËet
vzork˘

1998 0,0 8,0 0,0 0,0 8,0 0,0 1,0 0,0 136
1999 2,3 3,6 0,0 0,0 39,2 0,0 0,0 0,0 167
2000 2,4 11,2 0,0 0,0 33,5 0,0 0,8 0,0 251

ZmÌnÏn· vyhl·öka uv·dÌ limity speci·lnÏ pro houby v p¯Ì-
rodnÌm stavu jen pro Cd, Hg a Pb. Pro ostatnÌ prvky se uûÌvajÌ
limity, kterÈ platÌ pro potraviny typu B (potravinovÈ doplÚky),
kam se houby za¯azujÌ. VÏtöina druh˘ Ëerstv˝ch hub obsahuje
aû 90 % vody, takûe koncentrace jednotliv˝ch element˘ v Ëer-
stv˝ch houb·ch je na rozdÌl od hodnot v suöinÏ tÈmÏ¯ desetkr·t
niûöÌ. Za nebezpeËnÈ pro lidskÈ zdravÌ m˘ûeme tedy povaûo-
vat jen ty vzorky hub, kde byl limit p¯ekroËen vÌce jak deseti-
n·sobnÏ. NejËetnÏjöÌ jsou p¯Ìpady p¯ekraËov·nÌ limitu pro
suchÈ houby u rtuti.

Vlivu tÏûk˝ch kov˘ na lesnÌ ekosystÈmy vÏnovali pozor-
nost Augustin a Andreae21 ve svÈ studii o kauz·lnÌch je-
vech a interakcÌch v lesnÌm prost¯edÌ. Tento materi·l navazuje
na podrobnÏjöÌ studii zpracovanou rovnÏû pro projekt ICP
Forests22. Z poznatk˘ shrnut˝ch v obou studiÌch vypl˝v·, ûe
toxicita tÏûk˝ch kov˘ velmi z·visÌ na druhu organismu, na
vlastnostech jednotliv˝ch element˘, na zp˘sobu p¯Ìjmu a jeötÏ
na ¯adÏ dalöÌch faktor˘. TakÈ mechanismy toxicity jednot-
liv˝ch kov˘ se liöÌ. ToxickÈ koncentrace kov˘ b˝vajÌ Ëasto
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odvozov·ny od fyziologick˝ch poruch, jako je ovlivnÏnÌ r˘s-
tu, transpirace a alokace uhlÌku. Mechanismus ˙Ëinku souvisÌ
s interakcÌ kov˘ s enzymy a se struktur·lnÌmi zmÏnami bunÏË-
n˝ch membr·n. Organismy vystavenÈ zv˝öen˝m hladin·m
tÏûk˝ch kov˘ se mohou buÔ vyhnout jejich p¯Ìjmu, a tÌm i je-
jich stresovÈmu p˘sobenÌ, nebo je p¯ijÌmat a postupnÏ si na stres
p¯ivyknout. Cesty p¯Ìjmu a odmÌtnutÌ mohou b˝t n·sledujÌcÌ21:
ñ aktivnÌ v˝mÏna v rhizosfÈ¯e,
ñ vazba kov˘ na vnit¯nÌ povrchy mykorrhiznÌch hub a ko¯e-

nov˝ch bunÏk,
ñ detoxifikace speci·lnÌmi chelataËnÌmi agens nebo kom-

plexem organick˝ch kyselin,
ñ zabr·nÏnÌ p¯Ìstupu vnÏjöÌmi mykorrhiznÌmi vl·kny nebo

v ko¯enov˝ch appoplastech,
ñ distribuce xylemem (moûn· i floemem) k mÌstu uskladnÏnÌ

a p¯ÌpadnÏ vylouËenÌ.
P¯Ìm· adsorpce povrchem list˘ nebo jehliËÌ je pro Cd

zanedbateln·, pro Zn nÌzk· a pro Pb vysok·.
U vÏtöiny sbÌran˝ch druh˘ hub tvo¯Ì hmotnost klobouk˘

nÏkolikan·sobek hmotnosti t¯eÚ˘, takûe je moûnÈ tvrdit, ûe se
na celkovÈm obsahu mÏ¯en˝ch prvk˘ podÌlejÌ hlavnÏ klobou-
ky. U plodnic bedly vysokÈ a muchom˘rky r˘ûovky byla
prok·z·na nejvyööÌ sorpce z prost¯edÌ u As, Cu, Pb a druh·
nejvyööÌ sorpce u Hg a Zn. D˘vodem nejvyööÌho p¯Ìjmu je
pravdÏpodobnÏ velk· plocha klobouku staröÌch plodnic, kterÈ
byly p¯i sbÏru vöech druh˘ up¯ednostÚov·ny. Plocha i povrch
klobouku muchom˘rky r˘ûovky jsou srovnatelnÈ s plochou
bedly vysokÈ a takÈ porÈznost klobouku je podobn·. DalöÌ
faktor, kter˝ sorpci v˝znamnÏ ovlivÚuje, je stanoviötÏ. Na
okrajÌch porost˘ a v pro¯edÏn˝ch porostech je p¯Ìm· depozice
nÏkter˝ch kov˘ do p˘dy, a tÌm i na plodnice hub, vyööÌ neû
v zapojen˝ch porostech.

Na kvalitu podkorunov˝ch sr·ûek m· velk˝ vliv druhov·
skladba porostu a jeho st·¯Ì. V listnat˝ch porostech je depozice
kysel˝ch l·tek obecnÏ niûöÌ neû v jehliËnat˝ch, protoûe listn·-
Ëe jsou podstatnou Ë·st roku bez list˘ a v dobÏ olistÏnÌ majÌ
jednak menöÌ z·chytnou listovou plochu, jednak koruny vyka-
zujÌ vyööÌ schopnost tlumit protony v˝mÏnou za bazickÈ kat-
ionty23. Ve smrkov˝ch porostech je sr·ûkov· voda pronikajÌcÌ
korunami obohacov·na kysel˝mi analyty ze suchÈ depozice
vÌce neû nap¯. v porostech borov˝ch24.

3 . 2 . O v l i v n Ï n Ì p ˘ d n Ì h o c h e m i s m u
s o h l e d e m n a r i z i k o v È l · t k y

Pod korunami strom˘ po smyvu sr·ûkovou vodou dopad·
na povrch p˘dy voda Ëasto mnohem vÌce zneËiötÏn· neû na
volnÈ ploöe. Povrch asimilaËnÌho apar·tu je v p¯ÌpadÏ lesa
10ñ20 n·sobkem povrchu p˘dy bez vegetace25. LesnÌ p˘dy
jsou acidifikacÌ ohroûeny podstatnÏ vÌce neû p˘dy zemÏdÏl-
skÈ, a to nejen dÌky vÏtöÌ z·chytnÈ ploöe (povrchu vegetace),
ale takÈ proto, ûe kysel· depozice m˘ûe b˝t v p¯ÌpadÏ zemÏ-
dÏlskÈ p˘dy kompenzov·na a upravov·na agrotechnick˝mi
z·sahy.

V poslednÌch letech se Ëasto poukazuje na Ñdegradaciì
lesnÌch p˘d v r·mci celÈ »R. Tento pojem skr˝v· ¯adu che-
mick˝ch reakcÌ spojen˝ch s dlouhodob˝m okyselov·nÌm p˘d.
Klimo26 ud·v· snÌûenÌ hodnot pH svrchnÌch organominer·l-
nÌch horizont˘ o 0,7 jednotek v regionu Moravskoslezsk˝ch
Beskyd v obdobÌ 1950ñ1983. DlouhodobÏjöÌ interval po-
rovn·nÌ obsahuje tabulka IV. Z rozmezÌ ud·van˝ch hodnot je

Tabulka IV
Porovn·nÌ rozsahu hodnot p˘dnÌ reakce nap¯ÌË »R mezi roky
1926 a 1995

Rok JehliËnatÈ porosty ListnatÈ porosty PoËet vzork˘ p˘d

pH pH organo-miner·lnÌ
aktivnÌ v˝mÏnnÈ aktivnÌ v˝mÏnnÈ horizont A

1926 4,4ñ6,9 ñ 4,8ñ7,0 ñ 97 (cit.27)
1991 3,2ñ5,1 2,8ñ4,4 3,5ñ6,9 3,0ñ6,5 207
1995 3,5ñ4,7 2,9ñ4,1 ñ ñ 108

Tabulka V
RozloûenÌ dat do t¯Ìd pro v˝mÏnnÈ pH (CaCl2) a procento
nasycenÌ b·zemi v organo-miner·lnÌch horizontech A vöech
typ˘ p˘d (poËet mÏ¯enÌ 107)

T¯Ìda pHa % nasycenÌ b·zemia

NÌzk· <3,5 (32,7) <10 (48,5)
St¯ednÌ 3,5ñ4,5 (67,3) 10ñ22 (42,1)
Vysok· >4,5 (0,0) >25 (12,1)

a »etnost pozorov·nÌ v % je uvedena v z·vork·ch

patrnÈ snÌûenÌ pH nejmÈnÏ o 1 jednotku. Je vöak t¯eba dodat,
ûe se nejedn· o totoûnÈ porosty.

Tvorba slab˝ch kyselin je p¯irozen˝m v˝sledkem chemic-
k˝ch proces˘ v p˘dÏ, zejmÈna p¯i rozkladu organickÈ hmoty.
Tento proces je vöak velmi pomal˝, v p¯ÌpadÏ bazick˝ch p˘d
je v rovnov·ze se zvÏtr·v·nÌm mateËnÈ horniny a je v podstatÏ
zanedbateln˝. AcidifikacÌ jsou ohroûeny p¯edevöÌm p¯irozenÏ
kyselÈ p˘dy v horsk˝ch oblastech (horskÈ smrËiny). Kyselou
depozicÌ se do p˘d dost·vajÌ silnÈ kyseliny, acidifikace probÌ-
h· rychle a je spojena s n·r˘stem koncentrace H+ v p˘dnÌm
roztoku a snÌûenÌm koncentracÌ p¯Ìstupn˝ch bazick˝ch ûivin
v p˘dnÌm sorpËnÌm komplexu, hlavnÏ Mg, Ca, K. UvolnÏnÈ
bazickÈ prvky jsou vym˝v·ny buÔ do hluböÌch vrstev p˘dy,
kde  jsou jiû pro  ko¯eny nedostupnÈ,  nebo  jsou  odn·öeny
s odtÈkajÌcÌ vodou. U silnÏ kysel˝ch a chud˝ch p˘d nenÌ
moûnÈ tlumenÌ iont˘ H+ vytÏsÚov·nÌm bazick˝ch kationt˘ ze
sorpËnÌho komplexu, proto doch·zÌ k uvolÚov·nÌ iont˘ Al3+,
kterÈ jsou ve vÏtöÌ mÌ¯e pro ko¯eny toxickÈ28. UvolnÏnÈ ionty
Al3+ odch·zejÌ potom do povrchov˝ch zdroj˘ pitnÈ vody.

Jak bylo v˝öe zmÌnÏno, nebezpeËÌ pro lesnÌ p˘dy p¯edsta-
vuje v poslednÌch letech p¯edevöÌm zv˝öen· depozice dusÌ-
ku7,8. Pr˘mÏrn· spot¯eba dusÌku z depozice se v lesnÌch eko-
systÈmech pohybuje okolo 10 kg.hañ1.rokñ1. MnoûstvÌ z·visÌ
na stanoviötnÌch a porostnÌch pomÏrech. P¯ibliûnÏ polovina
dusÌku, a ve zneËiötÏn˝ch oblastech i vÌce, p¯ich·zÌ v amonnÈ
formÏ. Ionty N jsou v p˘dÏ z Ë·sti nitrifikov·ny a p¯i
tomto procesu jsou do p˘dnÌho prost¯edÌ uvolÚov·ny ionty H+

(cit.29). Doch·zÌ-li k vym˝v·nÌ vznikl˝ch iont˘ N odtÈka-
jÌcÌ vodou do zdroj˘, potom tyto zmÏny p¯ispÌvajÌ k acidifikaci
p˘dy a vÏtöÌ kontaminaci vody povrchov˝ch zdroj˘ nitr·ty.
Proto takÈ zdroje v horsk˝ch lesÌch, kde jsou vyööÌ sr·ûky
a vÏtöÌ promyvnost p˘d, majÌ i vyööÌ koncentrace N neû
zdroje v lesÌch niûöÌch vegetaËnÌch stupÚ˘. VÏtöÌ schopnost
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odËerp·vat dusiËnany z p˘dnÌho roztoku majÌ listnatÈ porosty
neû jehliËnany (prok·z·no hlavnÏ pro smrk)23,30.

V lesÌch »eskÈ republiky, kde p¯evaûujÌ smrkovÈ porosty,
je v·ûn˝m problÈmem dalöÌ okyselov·nÌ v d˘sledku st·le
vysokÈ depozice dusÌku. Tabulka V shrnuje v˝sledky monito-
ringu p˘d projektu ICP Forests z roku 1995, ze kter˝ch je patr-
nÈ relativnÏ vysokÈ zastoupenÌ, tj. 32,7 % kysel˝ch p˘d (orga-
no-miner·lnÌho horizontu A) ve smrkov˝ch porostech a jeötÏ
vyööÌ zastoupenÌ ñ 45,8 % p˘d s nÌzk˝m procentem nasycenÌ
tohoto horizontu bazick˝mi kationty ñ Ca, K, Mg (cit.17).

MÌru acidifikace ovlivÚuje ˙roveÚ depozice (mnoûstvÌ ky-
sel˝ch l·tek vstupujÌcÌch do p˘dy), charakter mateËnÈ (podloûnÌ)
horniny jako potenci·lnÌho zdroje bazick˝ch iont˘ a kvali-
ta opadu, kter˝ spolu s podmÌnkami mikroklimatu p˘sobÌ
na biologickou Ëinnost p˘dnÌch mikroorganism˘, a ovlivÚuje
tak procesy humifikace a mineralizace. DalöÌm faktorem je
i stupeÚ promyvnosti p˘dy a rozvoj p¯ÌzemnÌ vegetace, kter·
odËerp·v· hlavnÏ slouËeniny dusÌku, a sniûuje tak jejich vy-
m˝v·nÌ. Nep¯ÌznivÈ formy humusu s vysokou akumulacÌ or-
ganickÈho materi·lu, kterÈ se pomalu rozkl·dajÌ (nap¯. ve
smrkov˝ch porostech), blokujÌ bazickÈ kationty p¯ijatÈ stromy
bÏhem r˘stu, tzn. ûe zaost·v· biologick˝ kolobÏh.

Monitoring lesnÌch p˘d v letech 1995/96 byl zamÏ¯en i na
stanovenÌ tÏûk˝ch kov˘ v organick˝ch horizontech. StruËn˝
p¯ehled o v˝skytu tÏûk˝ch kov˘ ud·v· tabulka VI. U tÈmÏ¯
29 % hodnocen˝ch ploch byla zjiötÏna vysok· akumulace Pb
a u 69 % hodnocen˝ch stanoviöù vysok· akumulace Cu. Na
vÏtöÌm poËtu ploch byly nalezeny i vyööÌ koncentrace As a Hg,
pro kterÈ zatÌm chybÌ kritÈria urËenÌ toxicity v lesnÌm p˘dnÌm
prost¯edÌ.

VÌce neû 30 % stanoviöù vykazuje velmi nÌzkÈ pH v rhizo-
sfÈ¯e, a tak se zvyöuje nebezpeËÌ uvolÚov·nÌ pro ko¯eny toxic-
k˝ch kovov˝ch iont˘. ZjiötÏnÈ tÏûkÈ kovy jsou vöak organicky
v·z·ny a nemusÌ vûdy p¯edstavovat pro rostliny p¯ÌmÈ nebez-
peËÌ. Tato Ñz·sobaì se st·v· nebezpeËnou aû p¯i vytvo¯enÌ
podmÌnek, kdy se z organick˝ch vazeb uvolÚujÌ a st·vajÌ se
v iontovÈ podobÏ Ñdostupn˝miì pro rostliny, p˘dnÌ mikroflÛ-
ru a mikrofaunu. Kovy Ñdostupn˝miì pro rostliny jsou p¯ede-
vöÌm  kovovÈ  ionty v p˘dnÌm roztoku, d·le kovovÈ ionty
v·zanÈ na p˘dnÌ koloidy, nap¯. v˝mÏnn˝ komplex. Dostupnost
tÏûk˝ch kov˘ z·visÌ velkou mÏrou na p˘dnÌch podmÌnk·ch,
jako je pH, redox potenci·l a mnoûstvÌ a typ jÌlu a organickÈ
hmoty. ObecnÏ platÌ, ûe dostupnost kov˘ v p˘dÏ se zvyöuje
spolu s klesajÌcÌ hodnotou pH. NejniûöÌ koncentrace v p˘dnÌch
roztocÌch, p¯i nichû byl zaznamen·m vliv na pÏstovanÈ kultu-
ry, byly tyto (v µg.lñ1): 20 pro Cd, 20ñ30 pro Cu, 100ñ200 pro
Pb a 200ñ300 pro Zn. Pb, stejnÏ jako Cr a Cu z p˘dnÌch roztok˘
jsou obvykle p¯ÌtomnÈ jako organokovovÈ komplexy; o tÏch
je zn·mo, ûe jsou pro rostliny s cÈvnÌmi svazky mÈnÏ toxickÈ
neû volnÈ ionty31. RelativnÌ toxicita v ekvimol·rnÌch koncen-
tracÌch jednotliv˝ch kov˘ v roztocÌch pro pÏstov·nÌ kultur
se sniûuje v tomto po¯adÌ CH3Hg(methylrtuù)>Hg>Cd>Cu>
Pb>Zn (cit.32).

TÏûkÈ kovy mohou inhibovat rozvoj mykorrhiznÌch hub
a interakce mezi houbami a rostlinou, coû m˘ûe vÈst k nedo-
stateËnÈmu p¯Ìjmu ûivin, ko¯enov˝m onemocnÏnÌm a stresu
suchem. NÏkterÈ mykorrhiznÌ houby vöak majÌ vysokou kapa-
citu pro ochranu hostitelskÈ rostliny p¯ed zv˝öen˝m p¯Ìjmem
tÏûk˝ch kov˘. Pr·vÏ s mykorrhizou souvisÌ zv˝öen· citlivost
bylin a listnat˝ch d¯evin ke kontaminaci tÏûk˝mi kovy ve
srovn·nÌ s jehliËnany s jejich vÌce rozvinutou metal-tolerantnÌ

Tabulka VI
RozloûenÌ dat do t¯Ìd pro obsah tÏûk˝ch kov˘ v organic-
k˝ch horizontech lesnÌch p˘d »R. Zdroj projektu ICP Forests,
V⁄LHM 1996 (poËet mÏ¯enÌ 108). KritÈria rozdÏlenÌ podle
Tylera31

T¯Ìda Pba Cda Cua Zna

[mg.kgñ1] [mg.kgñ1] [mg.kgñ1] [mg.kgñ1]

NÌzk·a <15 (0,0) <0,35 (88,9)  <5 (0,0) <35 (2,8)
St¯ednÌ 15ñ150 (71,3) 0,35ñ3,5 (10,2) 5ñ20 (31,5) 35ñ300 (96,3)
Vysok· >150 (28,7) >3,5 (0,9) >20 (68,5) >300 (0,9)

a »etnost pozorov·nÌ v % je uvedena v z·vork·ch b dvojn·-
sobnÈ pozadÌ

ektomykorrhizou. ⁄Ëinky tÏûk˝ch kov˘ se velmi liöÌ mezi
r˘zn˝mi typy mykorrhizy. Ko¯eny citlivÏjöÌch druh˘ d¯evin
a bylin mohou b˝t inhibov·ny uû p¯i koncentracÌch 45 mg Zn
a 19ñ34 mg Cu v kg p˘dy, tyto prvky jsou jako esenci·lnÌ p¯i
p¯Ìjmu up¯ednostÚov·ny.

P¯ijatÈ kovy jsou ve d¯evin·ch nejËastÏji deponov·ny v ko¯e-
nech a kmeni. NÏkterÈ rostliny mohou akumulovat vysokÈ kon-
centrace, aniû by vykazovaly jakÈkoliv symptomy poökozenÌ,
nap¯. Sambucus, Vaccinium spp., Populus tremula a dalöÌ.

3 . 3 . O d t È k a j Ì c Ì v o d a

ChemickÈ sloûenÌ p˘dnÌho roztoku m· vliv na v˝ûivu
lesnÌch d¯evin a vytv·¯Ì prost¯edÌ pro jejich ko¯eny. P¯i pr˘niku
humusov˝m horizontem se obecnÏ zvyöujÌ koncentrace iont˘
H+ a N a dalöÌch biogennÌch prvk˘ (K, Mg, Ca, P, Fe). P¯i
spot¯ebÏ iont˘ H+ v miner·lnÌ p˘dÏ (rhizosfÈ¯e) doch·zÌ k vy-
tÏsÚov·nÌ bazick˝ch kationt˘. P¯i nedostatku bazick˝ch ka-
tiont˘ v sorpËnÌm komplexu a souËasnÈm okyselov·nÌ p˘d-
nÌho prost¯edÌ se do p˘dnÌho roztoku uvolÚujÌ koncentrace
Al3+ a v p˘dÏ se mohou tvo¯it komplexnÌ slouËeniny S
s hlinÌkem33,34. ZatÌmco jeötÏ v osmdes·t˝ch letech 20. stoletÌ
se koncentrace S v p˘dnÌ vodÏ dÌky tÈto vazbÏ sniûovaly,
v souËasnosti se i p¯es v˝razn˝ pokles depozice sÌry koncen-
trace sÌran˘ na mnoha mÌstech ve vodÏ zdroj˘ zvyöujÌ.

N·r˘st koncentracÌ S ve vodÏ zdroj˘ imisemi zasaûe-
n˝ch oblastÌ po poklesu depozice slouËenin sÌry5,8 je vysvÏt-
lov·n jejich postupn˝m uvolÚov·nÌm z komplexnÌch reverzi-
bilnÌch slouËenin hlinÌku s S v p˘dnÌm prost¯edÌ, kterÈ
vznikly v p¯edchozÌm obdobÌ33,34. Tyto slouËeniny se akumu-
lovaly p¯edevöÌm v hluböÌch p˘dnÌch horizontech a minim·lnÏ
ovlivÚujÌ p¯ÌzemnÌ vegetaci. Na povodÌch, kde p¯evaûuje p¯Ì-
m˝ odtok sr·ûkovÈ vody do zdroj˘ a v minulosti nebyly vy-
tvo¯eny podmÌnky pro tvorbu komplexnÌch slouËenin S
s oxidy hlinÌku (nap¯. äumavsk· jezera) nebo neprobÌh· jejich
rozpad, sleduje pokles  koncentracÌ  sÌran˘ ve  vodÏ zdroj˘
snÌûenÌ jejich spadu.

Vlastnosti p˘dnÌho prost¯edÌ a v nÏm obsaûenÈho p˘dnÌ-
ho roztoku majÌ rovnÏû v˝znamn˝ vliv na chemickÈ sloûenÌ
vodnÌch zdroj˘. Voda tÏchto zdroj˘ je tvo¯ena zpoË·tku p¯e-
v·ûnÏ vodou podpovrchovou, vyvÏrajÌcÌ ve formÏ pramen˘,
pramennÌch v˝vÏr˘ a v lesnÌch porostech Ëast˝ch prameniöù
(lesnÌ typy kategorie V). Po soust¯edÏnÌ do drobn˝ch vodnÌch
tok˘ je doplÚov·na vodou z povrchovÈho odtoku, kter˝ je
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p¯Ìmo z·visl˝ na v˝öi a ËasovÈm i prostorovÈm rozloûenÌ
sr·ûek.

Antropicky podmÌnÏnÈ zmÏny chemismu jednotliv˝ch p˘d-
nÌch profil˘, kter˝mi voda v pr˘bÏhu podpovrchovÈho a pod-
zemnÌho odtoku proch·zÌ, majÌ spolu s p¯Ìm˝m vlivem depo-
zic a transportem l·tek z povrchovÈho odtoku odraz i v kon-
centraci jednotliv˝ch slouËenin ve vodÏ. ChemickÈ sloûenÌ
vody odtÈkajÌcÌ z lesnat˝ch povodÌ je v˝znamnÈ jak z hlediska
jejÌho p¯ÌmÈho vyuûÌv·nÌ jako sloûky potravnÌho ¯etÏzce, tak
i z hlediska p¯ÌznivÈho vlivu na prost¯edÌ vodnÌch biocenÛz
a celospoleËenskÈho vyuûitÌ vodnÌch zdroj˘ (z·vlahy, rekre-
aËnÌ vyuûitÌ aj.).

ChemickÈ sloûenÌ odtÈkajÌcÌ vody na r˘zn˝ch dlouhodo-
bÏjöÌch v˝zkumn˝ch ploch·ch V⁄LHM je sledov·no spolu
s monitoringem depozic a p˘d jiû celou ¯adu let. P¯i hodnocenÌ
v˝voje chemismu vody povrchov˝ch zdroj˘ v horsk˝ch zales-
nÏn˝ch povodÌch je z¯ejm˝ n·r˘st pr˘mÏrn˝ch hodnot pH po-
Ë·tkem devades·t˝ch let oproti hodnot·m stanoven˝m v osm-
des·t˝ch letech. V dalöÌm obdobÌ podlÈhalo pH vody zdroj˘
v˝kyv˘m ovlivnÏn˝m pr˘tokem. VyööÌ sr·ûkovÈ ˙hrny a po-
vodÚovÈ situace zvyöujÌ p¯Ìm˝ (povrchov˝) odtok sr·ûkovÈ
vody a sniûujÌ moûnost spot¯eby iont˘ H+ v p˘dÏ a zvÏtralino-
vÈm pl·öti. NejvÏtöÌ v˝kyv byl patrn˝ na povodÌ s miner·lnÏ
chud˝mi p˘dami a podloûÌm v zimÏ roku 1995/96.

Na horsk˝ch zalesnÏn˝ch povodÌch se v devades·t˝ch
letech takÈ sniûovaly koncentrace N jako d˘sledek snÌûenÌ
depozice dusÌku do lesnÌch ekosystÈm˘. Tento pokles v povr-
chov˝ch zdrojÌch se v druhÈ polovinÏ devades·t˝ch let tÈmÏ¯
zastavil. Pokles koncentrace N v poslednÌm desetiletÌ se
net˝k· zdroj˘ na objektu éelivka, kde je patrn˝ spÌöe n·r˘st
(pr˘mÏrnÈ roËnÌ koncentrace se pohybujÌ v rozmezÌ 2ñ3 mg.lñ1).
LesnÌ ekosystÈmy sledovan˝ch povodÌ jsou schopny zadrûet
roËnÏ 10 kg.hañ1 dusÌku p¯ich·zejÌcÌho se sr·ûkami.

BÏhem devades·t˝ch let se projevil nejednotn˝ trend ve
v˝voji koncentracÌ S ve vod·ch sledovan˝ch povrcho-
v˝ch zdroj˘. V Beskydech se zejmÈna na povodÌch se sm˝ce-
n˝mi a obnoven˝mi porosty koncentrace sÌran˘ sniûovala na
mÈnÏ  neû 20  mg.lñ1. Na povodÌ U vod·rny  v JesenÌk·ch
a v oblasti äerlichu v Orlick˝ch hor·ch se koncentrace S
naopak zvyöovaly. Na MoldavÏ v Kruön˝ch hor·ch v povo-
dÌ s n·hradnÌmi d¯evinami vysazen˝mi po sm˝cenÌ porost˘
smrku na poË·tku osmdes·t˝ch let ve vodÏ pramene nar˘staly
koncentrace S aû na >20 mg.lñ1 a v souËasnÈ dobÏ mÌrnÏ
klesajÌ. Ve vodÏ potoka v objektu éelivka je pozorov·n n·r˘st
koncentrace sÌran˘ (obr·zky 8ñ10). Na povodÌ ZdÌkov (äuma-
va) a p¯edevöÌm na objektu VojÌ¯ov u Jind¯ichova Hradce
se z¯etelnÏ projevil zv˝öen˝ spad iont˘ H+ a S v zimÏ
1995/1996 poklesem pH a n·r˘stem sÌran˘ ve vodÏ. Tyto
v˝kyvy doznÌvaly i v dalöÌch letech a byly spojeny se zv˝öe-
n˝mi koncentracemi hlinÌku35.

V pr˘bÏhu let 2000ñ2001 probÏhlo orientaËnÌ öet¯enÌ drob-
n˝ch vodnÌch tok˘ a pramen˘ ve vÏtöinÏ z 41 lesnÌch oblastÌ
»eskÈ republiky v rozsahu 150 vzork˘. CÌlem bylo posoudit
jakost vody odtÈkajÌcÌ z lesnÌch ekosystÈm˘ jako potenci·lnÌ-
ho zdroje vody pro dalöÌ vyuûitÌ v krajinÏ i v urbanizovanÈm
prostoru. Tedy mimo jinÈ rovnÏû jako potenci·lnÌ zdroj pitnÈ
vody v p¯ÌpadÏ nÌûe leûÌcÌch vod·rensk˝ch odbÏr˘. Z·kladem
hodnocenÌ jsou vybranÈ ukazatele dle vyhl·öky Ministerstva
zdravotnictvÌ Ë. 376/2000 Sb. (cit.36) z hlediska chemickÈho
sloûenÌ vody. Nebyly hodnoceny fyzik·lnÌ, biologickÈ a mi-
krobiologickÈ ukazatele.

Z hlediska acidity vody leûelo 78,7 % vzork˘ v rozpÏtÌ
normovan˝ch hodnot pH 6,5ñ9,5 pro pitnou a povrchovou
vodu vod·rensk˝ch zdroj˘, u 21,3 % vzork˘ bylo zjiötÏno pH
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Obr. 8. V˝voj hodnot pH vody odtÈkajÌcÌ z lesnÌch porost˘ do
zdroj˘ pitnÈ vody; l éelivka ñ potok,uMoldava ñ pramen

Obr. 9. V˝voj koncentracÌ dusiËnan˘ (N ) ve vodÏ odtÈkajÌcÌ z
les˘ do zdroj˘ pitnÈ vody (mg.lñ1); l éelivka ñ potok,u Moldava
ñ pramen
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Obr. 10. V˝voj koncentracÌ sÌran˘ (S ) ve vodÏ odtÈkajÌcÌ z les˘
do zdroj˘ pitnÈ vody (mg.lñ1); l éelivka ñ potok, u Moldava ñ
pramen
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niûöÌ neû 6,5 (minim·lnÌ hodnota pH 3,83). Jako z·vaûnÈ
riziko je nutno hodnotit v˝skyt nÌzk˝ch hodnot pH, kterÈ
v mnoha p¯Ìpadech navÌc korespondujÌ s vysok˝m obsahem
hlinÌku. Jak jiû bylo uvedeno, hlinÌk je uvolÚov·n z p˘dnÌho
prost¯edÌ pr·vÏ v d˘sledku okyselenÌ a rozkladu komplexnÌch
slouËenin. Z pohledu kyselosti byly nejkritiËtÏjöÌ lesnÌ oblasti
JizerskÈ hory (83 % vzork˘ s pH niûöÌm neû 6,5), Krkonoöe
a KruönÈ hory. U 59,4 % vzork˘ s pH niûöÌm neû 6,5 byla z·-
roveÚ p¯ekroËena meznÌ hodnota pro obsah hlinÌku (0,2 mg.lñ1).
Celkem byla meznÌ hodnota p¯ekroËena u 14 % vzork˘.

Z dalöÌch prvk˘ bylo jiû v mnohem menöÌ mÌ¯e zjiötÏno
p¯ekroËenÌ normovan˝ch ukazatel˘ u ûeleza (18,7 %), hodnoty
mÏdi, zinku, fluorid˘, ani sÌran˘ nep¯ekroËily ukazatele vyhl.
376/2000 Sb. v û·dnÈm p¯ÌpadÏ. Koncentrace rtuti byla zjiö-
ùov·na v roce 2000 na omezenÈm souboru 44 lokalit. Ve vöech
p¯Ìpadech byly v˝sledky negativnÌ ñ koncentrace pod mezÌ
detekce pouûitÈ metody stanovenÌ, tedy menöÌ neû 0,05 µg.lñ1.
P¯esto jde o velmi v˝znamn˝ ˙daj, neboù u analyzovan˝ch
vzork˘ hub bylo naproti tomu p¯ekroËenÌ obsahu rtuti zazna-
men·no v ¯adÏ p¯Ìpad˘.

Koncentrace dusiËnan˘ (N ) byly v odebran˝ch vzor-
cÌch pomÏrnÏ nÌzkÈ. MeznÌ hodnota 50 mg.lñ1 pro pitnou vodu
nebyla p¯ekroËena v û·dnÈm p¯ÌpadÏ a d¯Ìve uv·dÏn· doporu-
Ëen· hodnota 15 mg.lñ1 (pro kojeneckou vodu) byla p¯ekroËe-
na pouze v 9 % vöech vzork˘. Koncentrace amoniak·lnÌho
dusÌku (N ) byly rovnÏû nÌzkÈ (pr˘mÏr 0,093 mg.lñ1) a p¯e-
kroËenÌ meznÌ hodnoty 0,5 mg.lñ1 nebylo zaznamen·no.

V jednom p¯ÌpadÏ bylo zjiötÏno p¯ekroËenÌ meznÌ hodnoty
pro chloridy, celkov˝ pr˘mÏr je ale velmi nÌzk˝. RovnÏû velmi
nÌzkÈ byly obsahy fosforu, zv˝öenÈ koncentrace byly zazna-
men·ny pouze v lokalit·ch, kde je moûnÈ urËitÈ ovlivnÏnÌ
splachem ze zemÏdÏlsk˝ch p˘d.

Specifick˝mi prvky jsou z hlediska prov·dÏnÈho hodno-
cenÌ ho¯ËÌk a v·pnÌk. U ho¯ËÌku uv·dÌ vyhl·öka doporuËenou
koncentraci nad 10 mg.lñ1 a u v·pnÌku doporuËenou koncen-
traci nad 30 mg.lñ1. ZjiötÏnÈ hodnoty u ho¯ËÌku jsou ale velmi
nÌzkÈ. Pr˘mÏrn· hodnota skuteËnÏ zjiötÏn˝ch koncentracÌ je
pouze 6,9 mg.lñ1, nedosahuje tedy ani minim·lnÌ doporuËenÈ
hodnoty. Celkem 78 % vzork˘ m· koncentraci Mg menöÌ neû
doporuËen˝ch 10 mg.lñ1. Ze zdravotnÌho hlediska proto m˘ûe
b˝t problÈmem spÌöe nedostateËn˝ obsah tohoto prvku, defi-
citnÌho ve v˝ûivÏ rostlin a z¯ejmÏ i ËlovÏka. NejniûöÌ pr˘mÏrnÈ
koncentrace vykazujÌ lesnÌ oblasti Krkonoöe, jihoËesk· p·nev,
NovohradskÈ hory a äumava. Pr˘mÏrn˝ obsah v·pnÌku ve
vzorcÌch byl 25,9 mg.lñ1. Hodnoty nedosahujÌcÌ doporuËen˝ch
30 mg.lñ1 byly zjiötÏny v 60,7 % vzork˘, p¯ev·ûnÏ v lesnÌch
oblastech pohraniËnÌch poho¯Ì. Zde jde nejvÏtöÌ mÏrou stejnÏ
jako u ho¯ËÌku o vliv nÌzkÈho obsahu tÏchto prvk˘ ve sloûenÌ
miner·lnÌho podloûÌ a p˘d.

4. Z·vÏr

P¯irozenÏ kyselÈ lesnÌ p˘dy v »R jsou ohroûeny dalöÌ
acidifikacÌ vlivem neust·vajÌcÌ depozice kyselinotvorn˝ch l·-
tek, i kdyû souËasnÈ depozice jiû nedosahujÌ vysok˝ch hodnot
zaznamenan˝ch v 80. letech minulÈho stoletÌ. Spektrum depo-
zic se v poslednÌm desetiletÌ mÏnÌ spÌöe ve prospÏch dusÌka-
t˝ch l·tek oproti sirnat˝m, ale celkovÈ zatÌûenÌ p˘dy protony
se v˝raznÏ nemÏnÌ. SouËasn· depozice tÏûk˝ch kov˘ nezna-
men· z·vaûnÈ riziko pro potravnÌ ¯etÏzec, pouze u rtuti byla

zjiötÏna rizikov· akumulace v plodnicÌch jedl˝ch hub. Acidi-
fikace p˘d znamen· neust·lÈ nebezpeËÌ uvolÚov·nÌ toxick˝ch
iont˘ z p˘dnÌho prost¯edÌ do p˘dnÌho roztoku a jejich kolobÏh
v lesnÌm ekosystÈmu a odtok do zdroj˘ pitnÈ vody. Voda
odtÈkajÌcÌ do zdroj˘ pitnÈ vody je Ëasto kysel· s vyööÌm
obsahem hlinÌku a chud· na ho¯ËÌk, kter˝ je spolu s v·pnÌkem
z lesnÌch p˘d jiû do znaËnÈ mÌry vyplaven.

LITERATURA

1. äantroch J.: VyhodnocenÌ mÏ¯enÌ kvality ovzduöÌ a sr·ûek
na region·lnÌch stanicÌch za rok 1982ñ1984 (z·vÏreËn·
zpr·va). »HM⁄, Praha 1985.

2. De Vries W., Reinds G. J., Deelstra H. D., Klap J. M., Vel
E. M.: Intensive Monitoring of Forest Ecosystems in
Europe (Technical report 1999), str. 173. Brussels, Ge-
neva 1999.

3. Manual on Methods and Criteria for Harmonized Sam-
pling, Assessment, Monitoring and Analysis of the Effects
of Air Pollution on Forests (PCCW-BFH, ed.). UN/ECE-
-CLRTAP, Hamburg 1998.

4. Lochman V.: LesnictvÌ ñ Forestry 43, 529 (1997).
5. Lochman V.: LesnictvÌ ñ Forestry 42, 437 (1996).
6. Lochman V., äebkov· V.: LesnictvÌ ñ Forestry 44, 549

(1998).
7. Lochman V., Chlebek A., Ja¯ab·Ë M.: Zpravodaj Beskydy

Vliv imisÌ na lesy a lesnÌ hospod·¯stvÌ Beskyd, str. 53.
MZLU, Brno 1999.

8. Lochman V.: SbornÌk OpoËno 31.8.ñ1.9.2000, str. 31.
V⁄LHM, JÌloviötÏ-Strnady 2000.

9. Fara M., Kurf¸rst J: SbornÌk OvzduöÌ í97, LuhaËovice,
23.ñ26.3.1997, str. 27. Masarykova univerzita, Brno 1997.

10. Markert B., Herpin U., Berlekamp J., Ohlmann J., Gro-
dzinska K., Mankovska B., Suchara I., Sievers U., Wec-
kert V., Lieth H.: Sci. Total Environ. 193, 85 (1996).

11. R¸hling A.: Atmospheric Heavy Metal Deposition in
Europe ñ Estimations Based on Moss Analysis, str. 53.
Nord, 1994.

12. Sucharov· J., Suchara I.: Biomonitoring of the Atmo-
spheric Deposition of Metals and Sulphur Componds
Using Moss Analysis in the Czech Republic. Results of
the International Biomonitoring Programme 1995, str.
183. V⁄OZ, Pr˘honice 1998.

13. Sucharov· J., Suchara I.: Sci. Total Environ. 223, 37
(1998).

14. UhlÌ¯ov· H., Miovsk· B., Fabi·nek P.: Zpr·vy les. v˝zk.
40(2), 27 (1995).

15. UhlÌ¯ov· H., Lochman V., är·mek V., Sovov· Z.: Chem.
Listy 92, 807 (1998).

16. Lepöov· A., Mejst¯Ìk V.: Sci. Total Environ. 76, 117
(1988).

17. UhlÌ¯ov· H.,  Hejdov· J.: Zpr·vy les. v˝zk. 44(3), 1
(1999).

18. Bukovjan K.: V˝sledky kontroly a monitoringu cizoro-
d˝ch l·tek. Situace v roce 1995, str. 72. MZe »R, Praha
1995.

19. Bukovjan K.: RoËenka MZe »R 1996, 78.
20. Vyhl·öka Ministerstva zdravotnictvÌ Ë. 298/1997 Sb., P¯Ì-

loha Ë. 3: KontaminujÌcÌ l·tky v potravin·ch. »·stka 99,
str. 5553.

O3
−

H4
+

Chem. Listy 96, 598 ñ 606 (2002) Refer·ty

605



21. Augustin S., Andreae H.: Cause-Effect-Interactions in
Forest Condition. State of Current Knowledge. UN/ECE/
CLRTAP/ICP Forests, Hamburg 1998.

22. Andreae H.: Ecological Impacts of Some Heavy Metals
Related to Long-Range Atmospheric Transport. UN/ECE
ICP Forest. S‰chsische Landesanstalt f¸r Forsten, Ham-
burg 1996.

23. Lochman V.: Pr·ce V⁄LHM 82, 125 (2000).
24. Lochman V.: LesnictvÌ ñ Forestry 39, 58 (1993).
25. MÌchal I.: Ekologick· stabilita, str. 37. MéP »R, Praha

1994.
26. Klimo E., Kulhav˝ J.: Air Pollution and Stability of

Coniferous Forest Ecosystems, str. 93. Vysok· ökola
zemÏdÏlsk·, Brno 1985.

27. NÏmec A., Kvapil K.: SbornÌk v˝zkumn˝ch ˙stav˘ zemÏ-
dÏlsk˝ch 21/5, str. 44. Ministerstvo zemÏdÏslstvÌ Repub-
liky »eskoslovenskÈ, Praha 1926.

28. Ulrich B., Meyer R., Khanna P. K.: Schriften. Forstl. Fak.
Univ. Gˆttingen 58, 2. vyd., str. 291. Sauerl‰nderís Ver-
lag, Frankfurt/M. 1981.

29. Khanna P. K., Ulrich B.: Proc. Symp. Air Pollution and
Stability of Coniferous Forest Ecosystems. Ostravice,
October 1ñ5, 1984, str. 23. Vysok· ökola zemÏdÏlsk·,
Brno 1985.

30. Rothe A., Kˆlling Ch., Moritz K.: AFZ/ Der Wald 6, 291
(1998).

31. Tyler G.: SNV ñ Rep. 4078. SNV, Solna 1992.
32. Godbold D. L.: Water, Air, Soil Pollut. 56, 823 (1991).
33. Alewell C., Matzner E.: Water, Air, Soil Pollut. 71, 155

(1993).

34. Manderscheid B., Matzner E., Meiwes K. J.: Water, Air,
Soil Pollut. 79, 3 (1995).

35. Lochman V., BÌba M., Bucek J., Fadrhonsov· V.: Com-
mun. Inst. For. Bohem. 20, (2002), v tisku

36. Vyhl·öka Ministerstva zdravotnictvÌ Ë. 376/2000 Sb.,
kterou se stanovÌ poûadavky na pitnou vodu a rozsah
a Ëetnost jejÌ kontroly, p¯Ìloha 1.

H. UhlÌ¯ov·, V. Fadrhonsov·, M. BÌba, and V. Loch-
man (Research Institute of Forestry and Game Management,
Prague): Deposition and Movement in Forest Ecosystems
of Selected Substances with Connection to the Food Chain

Disturbance of equilibrium in forest ecosystems by high
deposition of substances with acidifying action manifests itself
in other environment components. The article deals with the
effect of deposition on the forest ecosystem of selected sub-
stances which eventually affect the quality of the food chain
and drinking water. The methods of study of affecting forest
ecosystems start with determination of deposition of substan-
ces into the ecosystem and the contribution of treetop inter-
ception to the process as well as determination of the effect of
chemical changes in soil on the quality of the soil solution and
of the water flowing off the forest environment into water
resources. The quality of that water is evaluated from the
chemical composition in accord with the regulation of the
Ministry of Health No. 376/2000. The content of heavy metals
in mushrooms as a part of the food chain is evaluated in relation
to hygienic limits (regulation of the Ministry of Health No.
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1. ⁄vod

Aktu·lnÌm trendem v oblasti v˝roby zemÏdÏlsk˝ch komo-
dit a n·slednÏ potravin se stala produkce kvalitnÌch, a p¯ede-
vöÌm zdravotnÏ nez·vadn˝ch produkt˘. Tento trend do znaËnÈ
mÌry souvisÌ i se sledov·nÌm obsahu exogennÌch toxick˝ch
l·tek, mezi nimiû d˘leûitÈ mÌsto bezesporu zaujÌmajÌ mykoto-
xiny.

Po 11. z·¯Ì 2001 zÌskalo tÈma mykotoxin˘ i jinou neblahou
aktu·lnost v souvislosti s jejich moûn˝m zneuûitÌm k teroris-
tick˝m cÌl˘m. Jednou z doposud nejv˝znamnÏjöÌch skupin
mykotoxin˘ jsou trichotheceny1. S instrukcemi, jak se zacho-
vat p¯i jejich zneuûitÌ, se dnes lze setkat na webov˝ch str·n-
k·ch Ëetn˝ch americk˝ch nebo britsk˝ch ˙¯ad˘. TakovÈto
varovanÌ rozhodnÏ nenÌ lichÈ, neboù z v·leËnÈ historie jsou
zn·my p¯Ìpady uûitÌ substance zvanÈ Ñûlut˝ dÈöùì, jejÌû z·klad
byl tvo¯en nÏkter˝mi trichotheceny a jeû byla pravdÏpodobnÏ
uûita p¯i konfliktech v Laosu, Kambodûi a n·slednÏ i v Afgh·-
nist·nu2. I kdyû jsou tyto l·tky p¯edmÏtem mezin·rodnÌ kon-
vence o biologick˝ch zbranÌch (The Biological Weapons Con-
vention), existuje i podez¯enÌ na jejich pouûitÌ ve v·lce v Ko-
reji a PerskÈm z·livu3ñ7. P¯ibliûnÏ 50letÈ historii objevenÌ
˙Ëinku trichothecen˘ a specielnÏ houbÏ, jeû dala vzniknout
jmÈnu tÈto skupiny l·tek, je vÏnov·n tento Ël·nek.

2. V˝skyt mykotoxin˘

Mykotoxiny jsou toxickÈ sekund·rnÌ metabolity mikro-
skopick˝ch vl·knit˝ch hub, vyvol·vajÌcÌ r˘znÈ toxickÈ syn-
dromy naz˝vanÈ souhrnnÏ mykotoxikÛzy. Mykotoxiny se vy-
skytujÌ na vöech ˙rovnÌch potravnÌho ¯etÏzce8, ke kontaminaci

m˘ûe doch·zet uû v dobÏ pÏstov·nÌ na poli, stejnÏ tak i bÏhem
skladov·nÌ9. Bennet (1987) (cit.10) definoval mykotoxiny jako
p¯ÌrodnÌ produkty hub, kterÈ evokujÌ toxickou odezvu organis-
mu uû i ve velice mal˝ch koncentracÌch; z tohoto d˘vodu je
jak·koliv kontaminace toxinogennÌmi houbami potenci·lnÏ
znaËnÏ nebezpeËn·. NejvÌce zn·mÈ mykotoxinogennÌ druhy
n·leûÌ do rod˘ Aspergillus, Penicillium a Fusarium11, nicmÈnÏ
v poslednÌ dobÏ vystupujÌ do pop¯edÌ i dalöÌ z·stupci, jako jsou
rody Alternaria, Paecilomyces, Rhizopus, Trichoderma a Tri-
chothecium. Vöechny tyto houby se obecnÏ vyskytujÌ v p˘dÏ
a ve formÏ spÛr pak bÏûnÏ ve vzduchu12. Mezi v˝znamnÈ
skupiny mykotoxin˘ jsou ¯azeny: aflatoxiny, trichotheceny,
n·melovÈ alkaloidy, zearalenony, ochratoxiny, sterigmato-
cystin, cyklopiazonov· a peniciliov· kyselina, patulin, citri-
nin, rubratoxiny, fumonisiny a tremorgeny.

D˘sledky expozice organismu mykotoxin˘m jsou zn·my
u lidÌ i zvÌ¯at uû z d·vnÈ minulosti, kdy byly nÏkterÈ otravy
(ergotismus) ûivnou p˘dou pro öÌ¯enÌ n·boûensk˝ch povÏr,
stejnÏ tak z minulosti pomÏrnÏ ned·vnÈ, nap¯. ˙mrtÌ 17 000
lidÌ v d˘sledku aliment·rnÌ toxickÈ aleukie (ATA), vyvolanÈ
poûitÌm kontaminovanÈho obilÌ za II. svÏtovÈ v·lky v b˝valÈm
SovÏtskÈm svazu8,13. KoneËnÏ i v dneönÌ dobÏ je ökodliv˝ vliv
mykotoxin˘ na populaci patrn˝6, a to hlavnÏ v rozvojov˝ch
zemÌch14.

3. Trichotheceny

Trichotheceny jsou jako skupina sekund·rnÌch metabolit˘
hub systematicky popisov·ny jiû od roku 1948, kdy byl na
z·kladÏ sv˝ch inhibiËnÌch vlastnostÌ15ñ18 objeven Freemanem
a Morrissonem v houb·ch Trichothecium roseum (pers Fr.)
Link19 prvnÌ z·stupce tÈto skupiny nazvan˝ trichothecin20.
Producenti trichothecen˘ tvo¯Ì dnes jiû pomÏrnÏ öirokÈ spek-
trum z·stupc˘21 a od tÈ doby bylo objeveno dalöÌch asi 170
trichothecen˘22,23.

Z hlediska praktickÈho v˝skytu trichothecen˘ v kontami-
novan˝ch potravin·ch je zn·mo, ûe hlavnÌm kontaminantem
b˝v· deoxynivalenol. Jde naötÏstÌ o jeden z mÈnÏ toxick˝ch
trichothecen˘8. HygienickÈ limity v »R pro tento mykotoxin
jsou stanoveny pro obilÌ, r˝ûi a kuku¯ici 2 mg.kgñ1 a pro mouku
1 mg.kgñ1. Pro jinÈ trichotheceny nejsou v »R z·konnÈ limity
urËeny24.

Trichotheceny jsou vÏtöinou charakterizov·ny jako tricy-
klickÈ seskviterpeny se dvÏma öestiËlenn˝mi a jednÌm pÏti-
Ëlenn˝m kruhem8. VÏtöina z nich m· dvojnou vazbu v poloze
9,10 a obsahuje epoxyskupinu v poloze 12,13 (cit.9). Mohou
b˝t rozdÏleny do Ëty¯ typ˘ (A, B, C, a D). Typ A se vyznaËuje
nep¯ÌtomnostÌ oxoskupiny v poloze 8 a p¯Ìkladem je vysoce
toxick˝ HT-2 a T-2 toxin. Typ B je v˝znaËn˝ p¯ÌtomnostÌ
oxoskupiny na C-8 a p¯Ìkladem by mohl b˝t deoxynivalenol
(DON), naz˝van˝ tÈû vomitoxin. Skupina trichothecen˘ typu
C je charakteristick· dalöÌ epoxyskupinou v poloze 7,8 nebo
i 9,10 a lze sem za¯adit nap¯Ìklad krotocin. Typ D obsahuje
makrocyklus mezi C-4 a C-15 s nÏkolika esterov˝mi vazbami,
jehoû p¯Ìkladem je verukarin A (cit.8,9).
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Kontaminace organismu trichotheceny m· za n·sledek
öirokou paletu projev˘. VesmÏs jde o silnÈ inhibitory syntÈzy
protein˘ a DNA (cit.1). P¯i vystavenÌ organismu ˙Ëink˘m
trichothecen˘ m˘ûe doch·zet k rozliËn˝m syndrom˘m, nap¯Ì-
klad ke sniûov·nÌ p¯Ìjmu nebo tot·lnÌmu odmÌt·nÌ potravy,
k podr·ûdÏnÌ k˘ûe aû k derm·lnÌm nekrÛz·m, zvracenÌ, pr˘j-
m˘m a krv·civosti. Trichotheceny jsou pops·ny i jako imuno-
supresory25ñ29. Bez v˝jimky vöechny trichotheceny vykazujÌ
vÏtöÌ Ëi menöÌ stupeÚ toxicity pro ûivoËichy, vykazujÌ i insek-
ticidnÌ efekt1,30. Byla pops·na i fytotoxick· aktivita1,31. Toxi-
cita je vysvÏtlov·na p¯edevöÌm p¯ÌtomnostÌ epoxyskupiny32.
V minulosti se trichotheceny staly pro svou toxicitu p¯edmÏ-
tem z·jmu vojenskÈho v˝zkumu, kter˝ n·slednÏ odhalil u nÏ-
kter˝ch z·stupc˘ (nap¯. T-2 toxin) vlastnosti splÚujÌcÌ p¯edpo-
klady pro jejich bojovÈ vyuûitÌ. Jedn· se nap¯Ìklad o schop-
nosti vyvolat poökozenÌ k˘ûe a oËÌ uû od d·vky nÏkolika
ngñµg, v·ûnÈ poökozov·nÌ nervovÈ soustavy, respiraËnÌ, ga-
strointestin·lnÌ a hematologickou toxicitu spojenou s mnoho-
ËetnostÌ zp˘sob˘ pr˘niku do organismu33ñ35.

Trichothecium roseum je celosvÏtovÏ rozöÌ¯en· patogennÌ
houba36 hojnÏ se vyskytujÌcÌ na r˘znÈm ovoci37 i lÌskov˝ch
o¯ÌöcÌch38, v naöich podmÌnk·ch pak p¯edevöÌm na jablk·ch39.
Trichotheceny izolovanÈ z hub Trichothecium roseum (tri-
chothecin) nebo Stachybotris cylindrospora40 vyk·zaly anti-
fung·lnÌ aktivitu spojenou s inhibicÌ konkurenËnÌch hub20,41.
Farmakologicky zajÌmavou fungicidnÌ aktivitu, kter· nenÌ do-
prov·zena cytotoxick˝mi ˙Ëinky, vykazujÌ nap¯. trichothece-
ny izolovanÈ z houby Trichoderma harzianum42. Trichothece-
ny p¯ekvapivÏ nevykazujÌ û·dnou nebo tÈmÏ¯ û·dnou aktivitu
v˘Ëi r˘zn˝m bakteriÌm nebo kvasink·m42,43. Byly u nich vöak
zjiötÏny antivir·lnÌ ˙Ëinky, a to jak u rostlinn˝ch vir˘ (tobacco
necrosis virus, TNV)44, tak vir˘ ˙Ëinn˝ch u ËlovÏka (Epstein-
-Barr virus EBV-EA, Herpes simplex virus)45ñ47. Velmi zajÌ-
mav· je i velmi vysok· aktivita nÏkter˝ch trichothecen˘ na
mal·rii48. Na skupinu trichothecen˘ se tedy v celku nelze dÌvat
pouze jako na toxiny, ale mezi r˘zn˝mi ˙Ëinky tÏchto l·tek lze
nalÈzt i medicÌnsky vyuûitelnÈ aktivity.

Anal˝za trichothecen˘ je dnes jiû rutinnÌ z·leûitostÌ. Pod-
kladem pro vÏtöinu souËasn˝ch metod je metoda, kterou za-
vedl Scott (1970) (cit.49). Dodnes se tato metoda v r˘zn˝ch
modifikacÌch uplatÚuje p¯i detekci velkÈho mnoûstvÌ mykoto-
xin˘. Jako dalöÌ metodu pro stanovenÌ lze zmÌnit nap¯. detekci

pomocÌ kultur na agarov˝ch plotn·ch, kterou p¯edstavil Fil-
tenborg a Frisvad (1980) (cit.50). Z·kladem metod je dnes uûitÌ
TLC, HPLC nebo pokroËil˝ch metod GC-MS nebo HPLC-
-MS. NavÌc jsou komerËnÏ pouûÌv·ny i metody zaloûenÈ na
kitech vyuûÌvajÌcÌch immunodetekci nebo afinitnÌ chromato-
grafii51.

4. Roseotoxiny a destruxiny

Trichothecium roseum produkuje jak jiû zmÌnÏnÈ tricho-
theceny, tak mÈnÏ zn·mÈ roseotoxiny a destruxiny52. Roseo-
toxiny a destruxiny po chemickÈ str·nce n·leûÌ do skupiny
cyklick˝ch depsipeptid˘53. TermÌn cyklickÈ depsipeptidy po-
prvÈ uûil Shemyakin (1960) (cit.54) a p¯edstavuje cyklickÈ
peptidy skl·dajÌcÌ se z aminokyselin a hydroxykyselin. Pepti-
dov· vazba je tudÌû v mÌstech napojenÌ hydroxykyseliny na-
hrazena esterovou vazbou. O cyklick˝ch depsipeptidech lze
hovo¯it jako o öirokÈ skupinÏ l·tek s mnoha r˘zn˝mi bio-
logick˝mi ˙Ëinky. Byly u nich objeveny nap¯Ìklad insekti-
cidnÌ55,56 nebo protivirovÈ57 ˙Ëinky a takÈ nap¯. cytotoxicita
k leukemick˝m buÚk·m58.

Roseotoxiny jsou skupinou mykotoxin˘ origin·lnÏ produ-
kovan˝ch pouze patogennÌ houbou Trichothecium roseum52.
Roseotoxiny jsou sloûeny z pÏti aminokyselin a jednÈ hydro-
xykyseliny a vyznaËujÌ se p¯ÌtomnostÌ neobvyklÈ aminokyse-
liny trans-3-methylprolinu. Pops·ny byly roseotoxiny A, B
a C, kterÈ byly pojmenov·ny dle retence na silikagelu52,53,59,
a roseotoxin S liöÌcÌ se poËtem hydroxykyselin v cyklu60.

Destruxiny jsou roseotoxin˘m p¯ÌbuznÈ hexadepsipepti-
dy61,62obsahujÌcÌ jednu α-hydroxykyselinu. Jedinou odliönos-
tÌ je substituce trans-3-methylprolinu u roseotoxin˘ prolinem
u destruxin˘63. Destruxiny jsou produkovanÈ houbou T. ro-
seum a nÏkolika dalöÌmi vÏtöinou entomopatogennÌmi houba-
mi55,64ñ68. V souËasnosti je zn·mo okolo 30 destruxin˘. P¯ed-
pokl·d· se, ûe tato skupina  metabolit˘ je  pravdÏpodobnÏ
syntetizov·na extraribosomov˝m multienzymatick˝m systÈ-
mem69, a pr·vÏ tento aspekt je z¯ejmÏ p¯ÌËinou velkÈ rozma-
nitosti tÏchto metabolit˘55,70.

Obr. 1. Struktura trichothecen˘1
Obr. 2. Struktury destruxinu A a roseotoxinu B (cit.61)

destruxin A: 1 2-hydroxypent-4-enov· kyselina, 2 Pro, 3 Ile, 4 MeVal,
5 MeAla, 6 β-Ala

roseotoxin B: 1 2-hydroxypent-4-enov· kyselina, 2 3-Me-Pro, 3 Ile,
4 MeVal, 5 MeAla, 6 β-Ala
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Biologick· aktivita roseotoxin˘ a destruxin˘ byla a je
i dnes p¯edmÏtem v˝zkumu. Byla u nich zjiötÏna nezanedba-
teln· insekticidnÌ55,64ñ66,71,72, nematocidnÌ73, imunomodulaË-
nÌ74 nebo fytotoxick· aktivita67,68 a nemÈnÏ zajÌmav· toxicita
testovan· na modelech teplokrevn˝ch ûivoËich˘75. Lze zmÌnit
i ned·vno objeven˝ kardiostimulaËnÌ ˙Ëinek roseotoxinu B
a destruxin˘ A, B (cit.61).

Biologick· aktivita cyklodepsipeptid˘ tedy rovnÏû potvr-
zuje, ûe i zde jsou nalÈz·ny zajÌmavÈ a vyuûitelnÈ vlastnosti,
a tudÌû nelze na tyto l·tky pohlÌûet jen jako na mykotoxiny.
Hranice mezi uûiteËnostÌ a toxicitou m˘ûe b˝t vöak znaËnÏ
˙zk·, jako je tomu i u jin˝ch biologicky aktivnÌch l·tek.

5. Z·vÏr

Po mnoha letech od popisu prvnÌho trichothecenu z houby
T. roseum si dnes p¯ipomÌn·me tuto skupinu l·tek v nov˝ch
souvislostech. Sekund·rnÌ produkty hub mohou p˘sobit akut-
nÌ i chronickÈ otravy a stejnÏ tak se mohou st·t v˝znamn˝mi
lÈËivy. P¯ÌslovÌ s mincÌ o dvou stran·ch n·s bezpochyby nutÌ
ke snaze hloubÏji a d˘kladnÏji tÏmto p¯ÌrodnÌm l·tk·m poro-
zumÏt.

Tato pr·ce byla podpo¯ena Grantovou agenturou »eskÈ
republiky (grant Ë. GA »R 203/02/1417) a MSM JO6/98:
122200002.
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Co., Research Unit, »eskÈ BudÏjovice): Comeback of the
Fungus That Gave Name to Trichothecenes

The investigation of mycotoxins is the topic of current
concern in food production at present, when the food quality
is often replaced by only quantitative criteria of production.
Special attention attracts the potential use of mycotoxins in
terrorist attacks. In contrast, some of the compounds can find
interesting pharmaceutical use. The paper is dedicated to the
55th anniversary of discovery of trichothecenes, which were
first found in the Trichothecium roseum fungus appearing as
a natural contaminant in some agricultural commodities.
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1. ⁄vod

TÏûkÈ kovy prov·zejÌ lidstvo z¯ejmÏ po celou dobu jeho
existence1. ExistujÌ z·znamy o pouûitÌ olova z doby okolo
2000 let p¯.n.l., hojnÏ byl tento kov pouûÌv·n i v dobÏ antiky.
Ve starÈm EgyptÏ byl vyuûÌv·n nap¯. arsen jako aditivum do
barev. Velmi dlouho je zn·mÈ i ökodlivÈ p˘sobenÌ nÏkter˝ch
kov˘ na ËlovÏka a ostatnÌ organismy2, nÏkterÈ slouËeniny
olova, antimonu a mÏdi oznaËuje jako jedy uû Ebers˘v papyrus
(cca 1500 let p¯.n.l.), jeden z nejstaröÌch existujÌcÌch soubor˘
lÈka¯sk˝ch z·znam˘. Naopak ¯ada kov˘ byla objevena mno-
hem pozdÏji. P¯Ìkladem m˘ûe b˝t kadmium, kterÈ bylo poprvÈ
zÌsk·no aû v r.1817 ze zinkovÈ rudy, ve kterÈ se vûdy vyskytuje
jako doprovodn˝ prvek. Lze proto p¯edpokl·dat, ûe kovy pat¯Ì
k nejdÈle zn·m˝m toxick˝m l·tk·m. V ekosystÈmech se mo-
hou tÏûkÈ kovy pohybovat specifick˝mi cestami sv˝ch bio-
geochemick˝ch cykl˘. Z tÏchto cykl˘ v r˘zn˝ch momentech
vystupujÌ a kumulujÌ se velmi Ëasto nap¯. v p˘d·ch nebo
v ûiv˝ch organismech. S mobilitou kovu je ˙zce spjata roz-
pustnost slouËenin ve vodÏ ñ ËÌm je slouËenina rozpustnÏjöÌ,
tÌm je mobilita kovu vyööÌ. U rozpuötÏn˝ch l·tek je podstatnÈ,
zda jde o nest·lou hydratovanou iontovou slouËeninu nebo

o stabilnÌ komplex. D˘leûit· je takÈ rozpustnost slouËenin
tÏûk˝ch kov˘ v kyselin·ch, zejmÈna v kyselinÏ sÌrovÈ a du-
siËnÈ, kterÈ jsou Ëasto p¯ÌtomnÈ v ûivotnÌm prost¯edÌ. P¯i
nadmÏrnÏ vysokÈ kyselosti vodnÌch sr·ûek, p¯ÌpadnÏ prosaku-
jÌcÌ vody, se mohou slouËeniny tÏûk˝ch kov˘ vym˝vat z p˘dy,
pronikat do rostlin a strom˘ a ohroûovat zdroje pitnÈ vody. Na
druhÈ stranÏ je vöak nutnÈ p¯ipomenout, ûe toxicita souvisÌ
s dosaûenÌm urËitÈ prahovÈ koncentrace danÈho kovu v orga-
nismu. Ve stopov˝ch koncentracÌch je ¯ada kov˘ pro organis-
my dokonce nezbytn·. VÏtöinou jde o esenci·lnÌ prvky jako
mÏÔ, zinek, chrom nebo ûelezo, kterÈ jsou nap¯. souË·stÌ
nÏkter˝ch enzym˘ a jejichû nedostatek se m˘ûe projevit z·-
vaûn˝m onemocnÏnÌm. V˝razn˝ z·jem o kovy a jejich chov·-
nÌ v ûivotnÌm prost¯edÌ je vyvol·n zejmÈna jejich rozs·hl˝m
pr˘myslov˝m vyuûitÌm. Z toho takÈ vypl˝v· ne˙mÏrnÈ zatÏ-
ûov·nÌ  ûivotnÌho prost¯edÌ st·le se zvyöujÌcÌm mnoûstvÌm
produkovan˝ch odpad˘, kterÈ Ëasto obsahujÌ tento typ zneËiö-
ùujÌcÌch l·tek v nadlimitnÌm mnoûstvÌ.

2. Z·kladnÌ pojmy

Ke kov˘m se ¯adÌ asi osmdes·t prvk˘ periodickÈ soustavy,
z nichû je p¯ibliûnÏ t¯icet oznaËov·no jako kovy toxickÈ,
p¯ÌpadnÏ tÏûkÈ. TermÌny stopovÈ kovy (trace metals), tÏûkÈ
kovy (heavy metals) a toxickÈ kovy (toxic metals) jsou Ëasto
navz·jem zamÏÚov·ny3. PouûÌvajÌ se pro skupinu kovov˝ch
prvk˘, kterÈ p¯edstavujÌ urËitÈ riziko  pro  biotiku. TermÌn
stopovÈ kovy se vztahuje na kovy, kterÈ jsou p¯ÌtomnÈ v orga-
nismu nebo v ûivotnÌm prost¯edÌ ve velmi nÌzk˝ch koncentra-
cÌch odpovÌdajÌcÌch nÏkolika Ë·sticÌm v milionu Ë·stic okol-
nÌho prost¯edÌ, ¯·dovÏ tedy v jednotk·ch ppm (v lidskÈm
organismu nap¯. zinek, chrom a ûelezo). Jako tÏûkÈ kovy jsou
oznaËov·ny kovy, jejichû specifick· hmotnost je vyööÌ neû
5 g.cmñ3 (nap¯. kadmium, rtuù, olovo). ToxickÈ kovy jsou
takovÈ kovy, kterÈ p¯i urËit˝ch koncentracÌch p˘sobÌ ökodlivÏ
na ËlovÏka a ostatnÌ biotickÈ sloûky ekosystÈm˘. Ekotoxiko-
logick· terminologie up¯ednostÚuje v p¯ÌpadÏ kov˘ nebezpeË-
n˝ch pro biotiku termÌn tÏûkÈ kovy a do tÈto skupiny zahrnuje
p¯edevöÌm mÏÔ, zinek, kadmium, rtuù, olovo, chrom, nikl,
mangan a ûelezo,  k nimû  navÌc  p¯i¯azuje polokovy  selen
a arsen.

V p¯ÌrodÏ se kovy vyskytujÌ jako ryzÌ nebo ve formÏ solÌ.
V urËit˝ch nÌzk˝ch koncentracÌch jsou p¯irozenou souË·stÌ
zemskÈ k˘ry. Lok·lnÏ se mohou vyskytovat mnohon·sobnÏ
vyööÌ p¯irozen·  mnoûstvÌ  kov˘, vÏtöinou  jde o zakoncen-
trov·nÌ tÏchto prvk˘ v p¯Ìsluön˝ch rud·ch. SlouËeniny kov˘
zahrnujÌ vöechna skupenstvÌ; jsou mezi nimi tuhÈ l·tky, kapa-
liny i plyny a mohou tvo¯it i aerosoly. V ûivotnÌm prost¯edÌ
se kovy pohybujÌ v geochemick˝ch a biologick˝ch cyklech.
Prost¯ednictvÌm biologick˝ch cykl˘ p¯ech·zejÌ do ûiv˝ch Ë·stÌ
ekosystÈm˘, do organism˘. MigraËnÌ cykly kov˘ mohou b˝t
p¯irozenÈ (p¯ÌrodnÌ) nebo mohou mÌt antropogennÌ p˘vod.
V p¯ÌpadÏ nÏkter˝ch kov˘, nap¯. rtuti, zaËÌnajÌ mnoûstvÌ ko-
vu migrujÌcÌho antropogennÌmi zp˘soby p¯evaûovat nad p¯i-
rozen˝mi cestami migrace. NÏkterÈ mikroorganismy, zejmÈna
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Tabulka I
MeznÌ hodnoty koncentracÌ tÏûk˝ch kov˘ v p˘dÏ

TÏûk˝ kov MeznÌ koncentrace [mg.kgñ1 suöiny]

bÏûnÈ p˘dy pÌsky, hlinitÈ pÌsky
a ötÏrkopÌsky

Olovo 60 55
Arsen 20 15
MÏÔ 60 45
Zinek 120 105
Kadmium 0,5 0,4
Rtuù 0,3 0,3
Chrom 90 55
Nikl 50 45

Tabulka II
MeznÌ hodnoty koncentracÌ tÏûk˝ch kov˘ v kalech (pro pouûitÌ
na zemÏdÏlskÈ p˘dÏ)

TÏûk˝ kov MeznÌ koncentrace [mg.kgñ1 suöiny]

Olovo 200
Arsen 30
MÏÔ 500
Zinek 2500
Kadmium 5
Rtuù 4
Chrom 200
Nikl 100

p˘dnÌ, umoûÚujÌ vstup toxick˝ch kov˘ do komplex˘ s orga-
nick˝mi l·tkami, ty mohou b˝t z hlediska toxicity nebez-
peËnÏjöÌ neû p˘vodnÌ forma kovu (nap¯. methylrtuù). Vzhle-
dem k tomu, ûe na rozdÌl od l·tek organick˝ch kovy nikdy
nedegradujÌ, je t¯eba poËÌtat s jejich postupnou akumulacÌ
v ûivotnÌm prost¯edÌ.

Z toxikologick˝ch ˙daj˘ zab˝vajÌcÌch se situacÌ v »R jsou
z·vaznÈ ukazatele pro hodnocenÌ p˘d a kal˘, kterÈ jsou obsa-
hem p¯Ìloh Ë. 2 a Ë. 3 k vyhl·öce Ë. 382/2001 Sb. Ministerstva
ûivotnÌho prost¯edÌ »R. MeznÌ hodnoty koncentracÌ vybra-
n˝ch tÏûk˝ch kov˘ v p˘d·ch a kalech vymezujÌcÌ maxim·lnÌ
hodnoty koncentracÌ, po jejichû p¯ekroËenÌ by mohlo dojÌt
k poökozov·nÌ funkcÌ p˘dy a sloûek ûivotnÌho prost¯edÌ, jsou
uvedeny v tabulk·ch I a II.

3. Zdroje tÏûk˝ch kov˘

Vzhledem k mnohostrannÈmu vyuûitÌ nejr˘znÏjöÌch slou-
Ëenin tÏûk˝ch kov˘ existuje mnoho zdroj˘4ñ8a moûnostÌ ˙niku
tÏchto nebezpeËn˝ch l·tek do vöech sloûek ûivotnÌho prost¯e-
dÌ. Jedn· se o r˘zn· odvÏtvÌ pr˘myslu i zemÏdÏlstvÌ, kter·
mohou b˝t jak lok·lnÌmi, tak i celoploön˝mi zdroji tÏûk˝ch
kov˘. P¯ehled nejd˘leûitÏjöÌch zdroj˘ kontaminace tÏûk˝mi
kovy, kterÈ se nejËastÏji vyskytujÌ v ûivotnÌm prost¯edÌ, je uve-

Tabulka III
Nejd˘leûitÏjöÌ zdroje kontaminace ûivotnÌho prost¯edÌ tÏûk˝-
mi kovy

TÏûk˝ kov Zdroje kontaminace

Olovo ˙pravny rud, hutÏ, rafinerie, chemick˝ pr˘mysl,
akumul·tory, pigmenty do barev, olovnatÈ sklo,
p¯Ìdavky do glazur, zemÏdÏlstvÌ (hnojiva, insek-
ticidy), spalov·nÌ fosilnÌch paliv, automobilov˝
provoz (pouûÌv·nÌ olovnatÈho benzinu)

Arsen zpracov·nÌ rud, aditiva do skla, zemÏdÏlstvÌ (hno-
jiva, insekticidy), kou¯enÌ, lÈËiva pro veterin·rnÌ
medicÌnu, ochrannÈ prost¯edky na d¯evo

Selen zpracov·nÌ rud, komun·lnÌ odpady, spalov·nÌ fo-
silnÌch paliv, povrchovÈ ˙pravy kov˘, polovodiËe

MÏÔ elektrotechnick˝ materi·l, slitiny (mosazi, bron-
zy), komun·lnÌ odpad, chemick˝ pr˘mysl, zemÏ-
dÏlstvÌ (fungicidy), mÏdÏnÈ dr·ty a plechy

Zinek galvanizace, pigmenty do barev a keramick˝ch
glazur, slitiny (mosazi, bronzy), zemÏdÏlstvÌ, ko-
mun·lnÌ odpad, kou¯enÌ

Kadmium doprovodn˝ kov v zinkov˝ch a olovÏn˝ch ru-
d·ch, zemÏdÏlstvÌ (fosf·tov· hnojiva), pigmenty
pro barvy a plasty, baterie, spalov·nÌ fosilnÌch
paliv, kou¯enÌ

Rtuù zpracov·nÌ rud, zemÏdÏlstvÌ (herbicidy, fungici-
dy), elektrochemie, katalytickÈ procesy, baterie,
lÈka¯stvÌ (teplomÏry, zubnÌ amalgamy), spalo-
v·nÌ fosilnÌch paliv

Chrom chemick˝ pr˘mysl, pigmenty do barev, ochrannÈ
prost¯edky na d¯evo, zpracov·nÌ k˘ûe, v˝roba
cementu, pokovov·nÌ, slitiny, spalov·nÌ fosilnÌch
paliv

Nikl ˙pravny rud, hutÏ, rafinerie, baterie, pokovov·nÌ,
slitiny, kosmetickÈ p¯Ìpravky (öampony, laky na
vlasy), kou¯enÌ

den v tabulce III. Z uveden˝ch ˙daj˘ je z¯ejmÈ, ûe ¯ada tÏchto
kov˘ poch·zÌ ze shodn˝ch odvÏtvÌ antropogennÌ Ëinnosti. Jde
nap¯. o nÏkterÈ v˝robnÌ procesy s rizikem intoxikace kovy,
jako je zpracov·nÌ rud zahrnujÌcÌ jejich drcenÌ nebo mletÌ, p¯i
kterÈm vznik· prach, d·le tavenÌ zp˘sobujÌcÌ horeËku z ko-
v˘ (horeËka slÈvaË˘) nebo praûenÌ, p¯i kterÈm vznikajÌ p·ry
a d˝my kov˘ ohroûujÌcÌ d˝chacÌ ˙strojÌ. Do ûivotnÌho pro-
st¯edÌ se v tÏchto p¯Ìpadech dost·v· zejmÈna olovo, arsen,
selen, kadmium, rtuù a nikl. JinÈ pr˘myslovÈ procesy mohou
zp˘sobit kontaminaci ûivotnÌho prost¯edÌ kromÏ jiû uveden˝-
mi kovy takÈ slouËeninami chromu. P¯Ìkladem takov˝ch pro-
ces˘ je spalov·nÌ fosilnÌch paliv, kdy m˘ûe do atmosfÈry
unikat pestr· smÏs l·tek obsahujÌcÌch slouËeniny olova, sele-
nu, kadmia, rtuti a chromu Ëasto v nadlimitnÌch koncentracÌch.
Podobn˝m zdrojem kontaminace tÏûk˝mi kovy m˘ûe b˝t i ze-
mÏdÏlsk· v˝roba. Jde nap¯. o vyuûitÌ pr˘myslov˝ch hnojiv,
zejmÈna fosf·tov˝ch, p¯i jejichû aplikaci se do p˘d dost·v·
p¯edevöÌm kadmium nebo olovo a d·le vyuûitÌ pesticid˘ (her-
bicid˘, insekticid˘ a fungicid˘) nezbytn˝ch  pro  zamezenÌ
poklesu zemÏdÏlskÈ produkce, kterÈ se vyznaËujÌ rovnÏû nad-
mÏrn˝m obsahem olova, arsenu, mÏdi, kadmia a rtuti. JinÈ
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zdroje kontaminace jsou naopak charakteristickÈ pro urËit˝
kov, nap¯. chrom je uvolÚov·n z roztok˘ pouûÌvan˝ch jako
konzervaËnÌ prost¯edky pro ochranu d¯eva, p¯ÌpadnÏ jako Ëi-
nidlo pro zpracov·nÌ k˘ûe, nebo rtuù, kter· se vyuûÌv· v elek-
trochemick˝ch procesech nebo v lÈka¯stvÌ. »ast˝m zdrojem
expozice  tÏûk˝mi kovy,  zejmÈna  kadmia a niklu, je  takÈ
tab·kov˝ kou¯. P˘vodnÏ hlavnÌ zdroj kontaminace ûivotnÌho
prost¯edÌ slouËeninami olova, poch·zejÌcÌ z v˝fukov˝ch plyn˘
spalovacÌch motor˘, by se mÏl zavedenÌm pouûÌv·nÌ bezolov-
natÈho benzinu v˝znamnÏ omezit.

4. Pr˘nik tÏûk˝ch kov˘ do organism˘

Ionty tÏûk˝ch kov˘ mohou p¯ech·zet do organism˘, p¯i-
Ëemû hlavnÌmi vstupnÌmi branami jsou d˝chacÌ ˙strojÌ, tr·vicÌ
˙strojÌ a k˘ûe, v p¯ÌpadÏ teratogennÌch a embryotoxick˝ch
l·tek i placenta. Ionty jsou do tÏla vst¯eb·ny a po urËitÈ dobÏ
pronikajÌ do krve, jejÌmû prost¯ednictvÌm jsou transportov·ny
na r˘zn· cÌlov· mÌsta v organismu. P¯i transportu je kov
v nÏkter˝ch p¯Ìpadech obsaûen p¯Ìmo v Ëerven˝ch krvink·ch,
nejËastÏji vöak ve specifick˝ch bÌlkovin·ch krevnÌ plazmy
(nap¯. v α-2-makroglobulinu nebo v β-2-mikroglobulinu).
Jako cÌlovÈ jsou oznaËov·ny org·ny, kterÈ jsou p¯Ìsluön˝m
kovem ovlivÚov·ny nebo je v nich kov ukl·d·n. OvlivnÏnÌ
specifick˝ch cÌlov˝ch org·n˘ jednotliv˝mi kovy9,10 je uvede-
no v tabulce IV.

NejvÌce vnÌmavÌ k toxickÈmu p˘sobenÌ tÏûk˝ch kov˘ jsou
sta¯Ì lidÈ a malÈ dÏti. Rychl˝ r˘st bunÏk a jejich rychlÈ dÏlenÌ
v dÏtskÈm organismu navÌc znamen· p¯i xenobiotickÈ z·tÏûi
i riziko genotoxick˝ch efekt˘. PoökozenÌ organismu je p¯Ìmo
˙mÏrnÈ dobÏ, po kterou jsou ionty kovu v organismu p¯Ìtom-
ny. Z tohoto d˘vodu se pro kaûd˝ kov zjiöùuje hodnota jeho
biologickÈho poloËasu. Je to doba, za kterou tÏlo vylouËÌ
polovinu naakumulovanÈ toxickÈ l·tky. Hodnoty biologic-
k˝ch poloËas˘ pro jednotlivÈ kovy se od sebe znaËnÏ liöÌ.
U arsenu, chromu a kobaltu se jedn· o hodiny aû dny, zatÌmco
u kadmia a olova jde o dvacet aû t¯icet let. U iont˘ rtuti ËinÌ
biologick˝ poloËas pouze nÏkolik dnÌ, jedn·-li se o vylouËenÌ
z krve. Hodnota biologickÈho poloËasu se vöak prodluûuje na
nÏkolik mÏsÌc˘, pokud jde o tÏlo jako celek. V ¯adÏ p¯Ìpad˘ je
biologick˝ poloËas silnÏ ovlivnÏn i formou, v jakÈ se kov
v organismu vyskytuje. Chemick· forma kovu a jeho mocen-
stvÌ urËujÌ jak mÌru absorpce, tak distribuci kovu v organismu,
Ëasto i typ a sÌlu toxickÈho efektu. P¯Ìkladem mohou b˝t
alkylslouËeniny, jako je methylrtuù nebo tetraethylolovo, kterÈ
majÌ lipofilnÌ charakter, a proto se v ochrann˝ch myelinov˝ch
vrstv·ch nervov˝ch vl·ken rozpouötÏjÌ lÈpe neû anorganickÈ
soli tÏchto kov˘.

MnoûstvÌ toxickÈho kovu se Ëasto mÏ¯Ì v krvi, moËi a ve
vlasech. V˝hodou stanovenÌ ve vlasech je moûnost sledov·nÌ
vlasu po segmentech, a tedy s up¯esnÏnÌm, jak tÏlo vst¯eb·valo
toxikant v r˘zn˝ch Ëasov˝ch ˙secÌch.

Dispozici lidskÈho tÏla absorbovat kovy mohou ovlivnit
stravovacÌ n·vyky, a to jak pozitivnÏ, tak negativnÏ. Tak nap¯.
vitamin C v˝znamnÏ sniûuje absorpci kadmia a olova, prav-
dÏpodobnÏ proto, ûe zvyöuje absorpci ûeleza, kterÈ je jejich
antagonistou. Naopak konzumace mlÈka absorpci nÏkter˝ch
kov˘ zvyöuje. Vedle  sloûenÌ potravy je  vst¯eb·v·nÌ  kov˘
organismem ovlivnÏno i jin˝mi faktory, nap¯. konzumacÌ al-
koholu nebo kou¯enÌm, jejichû ökodlivost v souvislosti s toxi-

Tabulka IV
OvlivnÏnÌ cÌlov˝ch org·n˘ jednotliv˝mi tÏûk˝mi kovy

TÏûk˝ kov CÌlov˝ org·n

Olovo dlouhÈ kosti, mozek, j·tra, ledviny,placenta
Arsen centr·lnÌ nervov˝ systÈm, k˘ûe, vlasy
Kadmium ledviny, j·tra, varlata
Rtuù mozek, j·tra, ledviny, imunitnÌ systÈm
Chrom plÌce, j·tra, ledviny, pohlavnÌ org·ny, k˘ûe
Nikl plÌce, srdce, imunitnÌ systÈm, k˘ûe

citou tÏûk˝ch kov˘ byla mnohokr·t potvrzena. Cigaretov˝
kou¯ obsahuje kromÏ ¯ady jin˝ch sloûek i nÏkterÈ toxickÈ kovy
(kadmium, nikl) a ovlivÚuje negativnÏ p¯edevöÌm funkËnost
plic. Alkohol vedle jin˝ch ökodliv˝ch ˙Ëink˘ zasahuje ruöivÏ
do hospoda¯enÌ organismu s miner·lnÌmi l·tkami. P¯Ìdavek
chelataËnÌho Ëinidla m˘ûe naopak p¯ispÏt ke snÌûenÌ nebo
zamezenÌ toxickÈho ˙Ëinku vazbou kovu do iontovÈho kom-
plexu. Pokles toxicity se v tomto p¯ÌpadÏ projevuje zejmÈna
u kov˘, kterÈ se v organismu hromadÌ, tzv. kumulativnÌch
kov˘.

5. Toxicita tÏûk˝ch kov˘

ToxickÈ ˙Ëinky tÏûk˝ch kov˘ jsou mnohostrannÈ11ñ13. TÏû-
kÈ kovy mohou b˝t p¯ÌËinou zaûÌvacÌch potÌûÌ, r˘zn˝ch der-
matitid, nep¯Ìzniv˝ch zmÏn v krevnÌm obraze, poökozenÌ d˘-
leûit˝ch org·n˘ (mozku, jater, ledvin), rakovinn˝ch proces˘
atd. UrËujÌcÌ veliËinou pro metabolickÈ chov·nÌ a toxickÈ
p˘sobenÌ kovu je jeho biologick˝ poloËas. Protoûe ionty kov˘
p˘sobÌ ökodlivÏ uvnit¯ bunÏk, je jejich negativnÌ p˘sobenÌ
nejp¯esnÏji vyj·d¯eno d·vkou kovu, kter· do jednotliv˝ch
bunÏk pronikne. KonkrÈtnÏ jsou negativnÏ ovlivÚov·ny spe-
cifickÈ biochemickÈ procesy (nap¯. enzymatickÈ reakce) a po-
ökozena cÌlov· mÌsta, zejmÈna bunÏËnÈ membr·ny a organely.
Toxick˝ efekt kovu je obvykle v˝sledkem interakce mezi
voln˝m iontem a cÌlov˝m mÌstem. Toxicita na celul·rnÌ ˙rovni
je urËena i dalöÌmi faktory, nap¯. chemickou formou iontu,
oxidaËnÌm stavem kovu nebo jeho ligandovou vazbou. Vaz-
bou na bunÏËnÈ membr·ny br·nÌ ionty kovu (nap¯. mÏdi,
kadmia, rtuti, olova) transportnÌm proces˘m p¯es bunÏËnÈ
stÏny, a blokujÌ tak p¯Ìsun ûivin do bunÏk. Velkou roli p¯i tom
hraje tvarov· podobnost molekuly nebo Ë·stice obsahujÌcÌ kov
s molekulou l·tky, kter· je pro buÚku pot¯ebn·. Tato tvarovÏ
podobn· uskupenÌ jsou oznaËov·na jako molekul·rnÌ mimi-
kry.

Kovy vytv·¯ejÌ elektrofilnÌ kationty. Pro vÏtöinu tÏchto
kationt˘ je typick· siln· afinita k sÌ¯e, a proto atakujÌ nap¯.
thiolovÈ ñSH skupiny v enzymech, ËÌmû doch·zÌ k jiû zmÌnÏ-
nÈmu potlaËenÌ nebo zkreslenÌ enzymatick˝ch funkcÌ. Kation-
ty tÏûk˝ch kov˘ se rovnÏû velmi ochotnÏ navazujÌ i na karbo-
xylovou skupinu ñCOOH a aminoskupinu ñNH2 , kterÈ jsou
charakteristickÈ nap¯. pro l·tky souvisejÌcÌ s genetickou infor-
macÌ. Afinita k fosf·tovÈ skupinÏ zp˘sobuje, ûe tÏûkÈ kovy
v organismech sr·ûejÌ fosf·tovÈ bioslouËeniny nebo katalyzu-
jÌ jejich rozklad. Velmi nebezpeËn· je schopnost kov˘ akumu-
lovat se v r˘zn˝ch tÏlnÌch tk·nÌch. Dlouh· retence tÏchto
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xenobiotik nast·v· zvl·ötÏ p¯i akumulaci kov˘ v kostech, kter·
je aktu·lnÌ nap¯. pro ionty olova nebo kadmia.

Velk˝ rozdÌl v toxicitÏ existuje mezi anorganick˝mi a or-
ganick˝mi slouËeninami kov˘, a to jak v kvalitÏ, tak i v in-
tenzitÏ toxickÈho p˘sobenÌ. OrganokovovÈ slouËeniny pat¯Ì
k nejtoxiËtÏjöÌm l·tk·m, jsou lipofilnÌ a proch·zejÌ snadno
a nezmÏnÏny p¯es bunÏËnÈ membr·ny. Jejich dealkylace na
anorganickÈ soli je velmi pomal·.

AkutnÌ otravy slouËeninami kov˘ nebo kovy samotn˝mi
jsou vÏtöinou otravy profesnÌ. Jde zejmÈna o poökozenÌ plic
(nap¯. plicnÌ fibrÛzy po nad˝ch·nÌ kovovÈho prachu), r˘znÈ
dermatitidy (nap¯. p˘sobenÌ iont˘ chromu nebo niklu) nebo
poruchy zaûÌvacÌho ˙strojÌ (tÈmÏ¯ vöechny tÏûkÈ kovy). P¯i
vstupu kationt˘ do organismu poûitÌm je vst¯eb·nÌ kovu v˝-
raznÏ usnadnÏno kysel˝m prost¯edÌm v tr·vicÌm ˙strojÌ.

ChronickÈ otravy vÏtöinou znamenajÌ tÏûkÈ poökozenÌ po-
stiûenÈho organismu a jsou zp˘sobeny p¯edevöÌm akumulaËnÌ
schopnostÌ kov˘. JednÌm z nejz·vaûnÏjöÌch chronick˝ch ˙Ëin-
k˘ tÏûk˝ch kov˘ je jejich karcinogenita. KarcinogennÌ ˙Ëinky
jsou dokonce v nÏkter˝ch p¯Ìpadech pokl·d·ny za urËujÌcÌ pro
p¯i¯azenÌ prvku do skupiny tÏûk˝ch kov˘. Kovy jsou karcino-
gennÌ ve formÏ sv˝ch iont˘. V ¯adÏ p¯Ìpad˘ vöak kationty kovu
karcinogennÌ proces p¯Ìmo nevyvol·vajÌ, ale Ëasto p˘sobÌ jako
promotory nebo kokarcinogeny v souËinnosti s karcinogennÌ-
mi organick˝mi l·tkami, nap¯. s polyaromatick˝mi uhlovodÌ-
ky. Karcinogenita je Ëasto doprov·zena i ˙Ëinky mutagennÌmi
(kadmium, olovo, selen, arsen, chrom, nikl) a embryotoxick˝-
mi (olovo, rtuù zejmÈna ve formÏ methylrtuti).

6. ToxickÈ p˘sobenÌ jednotliv˝ch
tÏûk˝ch kov˘14ñ20

6 . 1 . O l o v o

PodobnÏ jako rtuù pat¯Ì i olovo k nejdÈle zn·m˝m a hojnÏ
vyuûÌvan˝m tÏûk˝m kov˘m, coû vedlo mimo jinÈ z·hy i ke
zjiötÏnÌ jeho toxick˝ch ˙Ëink˘.

Do souËasnÈ doby nebyl zjiötÏn û·dn˝ esenci·lnÌ v˝znam
olova. V lidskÈm organismu se chov· jako antagonista v·pnÌ-
ku. P¯ibliûnÏ 90 % olova p¯ijatÈho organismem se kumuluje
v kostech, kde ovlivÚuje negativnÏ krvetvorbu (ruöÌ syntÈzu
hemoglobinu), a je proto p¯ÌËinou anemick˝ch stav˘. V obdo-
bÌ, kdy m· tÏlo nedostatek v·pnÌku (nap¯. v obdobÌ tÏhoten-
stvÌ), m˘ûe se akumulovanÈ olovo z kostÌ mobilizovat, vstu-
povat do krevnÌho ¯eËiötÏ a toxicky p˘sobit na dalöÌ org·ny.
Doch·zÌ tak k poökozenÌ jater, ledvin a reprodukËnÌho systÈ-
mu. Toxicky p˘sobÌ rovnÏû na nervov˝ systÈm, zejmÈna u dÏtÌ,
kde m˘ûe b˝t p¯ÌËinou jejich ment·lnÌ retardace. OlovnatÈ
ionty, podobnÏ jako ionty dalöÌch tÏûk˝ch kov˘, jsou karcino-
gennÌ. Olovo je zvl·ötÏ nebezpeËnÈ pro tÏhotnÈ ûeny, protoûe
podobnÏ jako nÏkterÈ slouËeniny rtuti m˘ûe p¯estupovat jinak
velmi striktnÌ ochrannou bariÈru placenty a poökozovat nervo-
v˝ systÈm plodu nebo zp˘sobit potrat. Pro lidsk˝ organismus
je nejvÌce rizikov˝ vstup olova do organismu poûitÌm, protoûe
vede k nejvyööÌ z·drûi tohoto xenobiotika (aû 60 % p¯ijatÈho
mnoûstvÌ oproti 30 % z inhalace). Jako antagonistÈ olova
mohou p˘sobit prepar·ty na b·zi zinku.

Do trofick˝ch ¯etÏzc˘ se olovo dost·v· p¯edevöÌm z p˘dy
absorpcÌ autotrofnÌmi organismy (obtÌûnÏji neû kadmium).
V p¯ÌrodÏ existujÌ nÏkterÈ typy rostlin, kterÈ jsou p¯ÌstupnÈ

p¯Ìjmu znaËnÏ vysok˝ch koncentracÌ olova, aniû by byl poöko-
zen jejich v˝voj a r˘st. Autotrofy jsou n·slednÏ konzumov·ny
heterotrofnÌmi organismy a rezistentnÌ ionty olova jimi p¯e-
ch·zejÌ do dalöÌch Ël·nk˘ potravnÌch cest. Byla zjiötÏna vysok·
toxicita olova pro divok· zvÌ¯ata.

P¯es veökerÈ uvedenÈ ökodlivÈ ˙Ëinky na lidsk˝ organis-
mus je vöak olovo z celÈ skupiny tÏûk˝ch kov˘ nejmÈnÏ
toxickÈ v˘Ëi dafniÌm (drobn˝m kor˝ö˘m), kterÈ jsou povaûo-
v·ny za hlavnÌ testovacÌ organismy v monitoringu ûivotnÌho
prost¯edÌ.

6 . 2 . A r s e n

Arsen se v ûivotnÌm prost¯edÌ vyskytuje v ovzduöÌ, p˘dÏ
i ve vod·ch21. V pitnÈ vodÏ je p¯Ìtomen ve formÏ sv˝ch roz-
pustn˝ch anorganick˝ch slouËenin. OrganickÈ komplexnÌ slou-
Ëeniny mohou b˝t souË·stÌ potravy mo¯sk˝ch ûivoËich˘ (ko-
r˝ö˘). PouûÌv·nÌ pesticid˘ na b·zi arsenu je d˘vodem p¯Ìtom-
nosti tohoto polokovu v nÏkter˝ch kulturnÌch rostlin·ch, ale
nap¯. i ve vinn˝ch n·pojÌch.

Arsen se vyskytuje jako doprovodn˝ prvek nejËastÏji v ru-
d·ch mÏdi, st¯Ìbra a olova a p¯i zÌsk·v·nÌ tÏchto kov˘ z rud se
uvolÚuje do ûivotnÌho prost¯edÌ.

SlouËeniny arsenu jsou silnÏ toxickÈ s vysokou kumula-
tivnÌ schopnostÌ v organismech. Ukl·dajÌ se v j·trech a ledvi-
n·ch, charakteristick· je jejich akumulace ve vlasech, nehtech
a k˘ûi. P¯estupujÌ i p¯es jednu z nejp¯ÌsnÏjöÌch ochrann˝ch
bariÈr v tÏle ñ bariÈru placenty, a mohou tak zp˘sobovat
teratogennÌ poökozenÌ plodu. ZasahujÌ rovnÏû nervov˝ sys-
tÈm. Otravu arsenem je moûnÈ identifikovat i senzoricky. Je
totiû spojen· s nadmÏrn˝m rohovatÏnÌm k˘ûe a jejÌ charakte-
ristickou pigmentacÌ (öedozelenÈ zabarvenÌ). ObjevujÌ se bÌlÈ
prouûky na nehtech a z dechu je cÌtit Ëesnekov˝ z·pach.
ObecnÏ lze ¯Ìci, ûe rozpustnÈ anorganickÈ slouËeniny arsenu
jsou toxiËtÏjöÌ neû organickÈ a trojmocn· forma arsenu je
nebezpeËnÏjöÌ neû pÏtimocn·.

PodobnÏ jako kationty ostatnÌch tÏûk˝ch kov˘ reaguje
i trojmocn˝ kation arsenu s thiolov˝mi skupinami enzym˘. To
je p¯ÌËinou ruöiv˝ch z·sah˘ do metabolismu tuk˘ a cukr˘
a n·slednÈ blokace tvorby metabolickÈ energie.

Arsen b˝v· oznaËov·n jako protoplazmatick˝ jed, protoûe
m˘ûe pronikat bunÏËn˝mi membr·nami do protoplazmatickÈ-
ho prostoru, a hluboce tak postihovat ûivou hmotu. Je klasifi-
kov·n i jako kapil·rnÌ jed, protoûe zp˘sobuje propustnost stÏn
krevnÌch kapil·r.

AkutnÌ otravy slouËeninami arsenu jsou spojeny s bolest-
mi hlavy, z·vratÏmi a nÏkdy velmi bou¯liv˝mi zaûÌvacÌmi
potÌûemi, kterÈ mohou vy˙stit v selh·nÌ krevnÌho obÏhu a smrt
organismu. ChronickÈ otravy zp˘sobujÌ z·nÏty k˘ûe, trvalÈ
zaûÌvacÌ potÌûe, aplastickou anÈmii a poökozenÌ nervovÈho
systÈmu projevujÌcÌ se mimo jinÈ i mravenËenÌm v konËeti-
n·ch. Nejv·ûnÏjöÌmi chronick˝mi efekty jsou rakovina k˘ûe
a plic spojenÈ s p˘sobenÌm slouËenin trojmocnÈho arsenu
a d·le ˙Ëinky mutagennÌ a teratogennÌ.

V˝znaËn· je i ekotoxicita arsenu. Ve vysok˝ch koncentra-
cÌch je arsen toxick˝ pro rostliny. Na polÌch oöet¯ovan˝ch
opakovanÏ pesticidy s obsahem arsenu se arsen zabudov·v·
do p˘dy a zp˘sobuje snÌûenÌ ˙rodnosti kulturnÌch rostlin, jako
jsou nap¯. jeËmen nebo vojtÏöka. Na arsen takÈ citlivÏ reagujÌ
stromy. Na zvÌ¯ata m· trojmocn˝ arsen teratogennÌ ˙Ëinky
a prok·z·na byla jeho ökodlivost pro vËely.
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6 . 3 . S e l e n

Selen pat¯Ì mezi polokovy a pro v˝znamnou Ë·st biotiky
se ¯adÌ k esenci·lnÌm prvk˘m. V lidskÈm organismu je souË·stÌ
metaloenzym˘, p˘sobÌ jako ˙Ëinn˝ antioxidant22 a jeho p¯Ì-
tomnost sniûuje toxicitu kadmia, rtuti, methylrtuti, thalia a st¯Ì-
bra tÌm, ûe mÏnÌ jejich metabolismus.

Selen je znaËnÏ rozöÌ¯en v pedosfÈ¯e, zvl·ötÏ v sedimen-
t·rnÌch typech hornin. Do ûivotnÌho prost¯edÌ se dost·v· p¯i
erozi p˘d a hornin a jeho p¯enos do biotiky je v˝znamnÏ
podpo¯en mikrobi·lnÌ degradacÌ.

VyööÌ d·vky selenu mohou p˘sobit toxicky, ale otravy lidÌ
nejsou p¯Ìliö bÏûnÈ. PodstatnÏ z·vaûnÏjöÌ a frekventovanÏjöÌ
jsou otravy zvÌ¯at, zejmÈna skotu.

Do lidskÈho organismu selen vstupuje prost¯ednictvÌm
trofick˝ch ¯etÏzc˘ jednak z obiln˝ch produkt˘, ale takÈ z mas-
n˝ch a mlÈËn˝ch v˝robk˘. U ËlovÏka doch·zÌ k otrav·m
selenem velmi z¯Ìdka. P¯Ìznaky tÏchto pomÏrnÏ vz·cn˝ch
otrav jsou r˘znÈ dermatitidy, poökozenÌ neht˘ a zub˘, vypa-
d·v·nÌ vlas˘ a zasaûenÌ nervovÈho systÈmu. PodstatnÏ v˝-
znamnÏjöÌ je ekotoxicita selenu pro skot. K otrav·m vÏtöinou
doch·zÌ v oblasti pastvin s podloûÌm obsahujÌcÌm vysokÈ
koncentrace selenu. Rostliny na tÏchto podloûÌch pomÏrnÏ
snadno akumulujÌ selen ve sv˝ch pletivech aû do ˙rovnÏ
p¯ekraËujÌcÌ pr·h toxicity pro pasoucÌ se skot. ZvÌ¯ata pak trpÌ
cirhÛzou jater, malformacemi kopyt, vypad·v·nÌm srsti, ˙byt-
kem v·hy, ztr·tou orientace v prostoru (ch˘ze v kruzÌch)
a mladÌ jedinci mohou oslepnout.

Biologicky dob¯e p¯Ìstupnou formou selenu pro rostliny a zvÌ-
¯ata jsou rozpustnÈ selenany Se , kterÈ se bÏûnÏ v p¯ÌrodÏ
za oxidaËnÌch podmÌnek v alkalickÈm prost¯edÌ tvo¯Ì. Anae-
robnÌ bakterie dok·ûou selenany redukovat na methylderiv·ty
selenu, kterÈ jsou tÏkavÈ a mohou p¯ech·zet do atmosfÈry.

6 . 4 . M Ï Ô

MÏÔ je v ûivotnÌm prost¯edÌ zastoupena p¯ev·ûnÏ ve formÏ
sv˝ch rud, ale v nÏkter˝ch p¯Ìpadech i v ryzÌ formÏ a podobnÏ
jako zinek pat¯Ì k esenci·lnÌm prvk˘m. Je souË·stÌ nÏkter˝ch
metaloenzym˘, nap¯. tyrosinasy, a jejÌ p¯Ìtomnost je nutn· pro
funkci jin˝ch, zejmÈna oxidativnÌch enzym˘. D˘leûit· je rov-
nÏû pro bezchybn˝ metabolismus ûeleza v lidskÈm organismu
a jejÌ nedostatek m˘ûe b˝t p¯ÌËinou zhoröenÈ syntÈzy hemo-
globinu a n·slednÏ anemick˝ch stav˘. Absorpci mÏdi organis-
mem sniûuje p¯Ìtomnost zinku a kadmia v tÏle. VyööÌ koncen-
trace  mÏdi  v organismu  mohou  vÈst  naopak  k v·ûnÏjöÌm
zdravotnÌm potÌûÌm. MÏÔ pat¯Ì k akumulaËnÌm xenobiotik˘m
a hromadÌ se p¯edevöÌm v j·trech a kostnÌ d¯eni. RozpustnÈ
soli mÏdi mohou kromÏ anemie zp˘sobit i poökozenÌ jater
a ledvin, p¯ÌpadnÏ zaûÌvacÌ potÌûe spojenÈ s krv·cenÌm do
zaûÌvacÌho traktu.

Soubor zdravotnÌch problÈm˘ souvisejÌcÌch s chronickou
akumulacÌ mÏdi v j·trech, ledvin·ch, mozku a oËnÌ rohovce je
oznaËov·n jako Wilsonova nemoc. Doch·zÌ k poökozenÌ uve-
den˝ch org·n˘ a k jejich funkËnÌ nedostateËnosti.

Mankesova choroba je vyvol·na negativnÌm p˘sobenÌm
mÏdi na dÏti mladöÌ neû t¯i roky. U tÏchto dÏtÌ je poökozen
nervov˝ systÈm s n·slednou duöevnÌ i fyzickou retardacÌ,
v krajnÌch p¯Ìpadech konËÌcÌ smrtÌ.

MÏÔ je nep¯Ìliö toxick· pro zvÌ¯ata a mÌrnÏ toxick· pro
rostliny a ¯asy. ZnaËnou toxicitu m· tento kov pro niûöÌ orga-

nismy typu plÌsnÌ, bakteriÌ a niûöÌch hub. Z tohoto d˘vodu se po-
uûÌv· zejmÈna modr· skalice (sÌran mÏÔnat˝ CuSO4.5 H2O),
nÏkdy ve smÏsi s v·pnem, jako fungicidnÌ prost¯edek v zemÏ-
dÏlstvÌ, nap¯. k oöet¯enÌ vinnÈ rÈvy.

6 . 5 . Z i n e k

Je to relativnÏ mÏkk˝ kov namodralÈ barvy tvo¯ÌcÌ s ostat-
nÌmi kovy pr˘myslovÏ d˘leûitÈ slitiny. HojnÏ vyuûÌvanÈ jsou
zejmÈna slitiny s mÏdÌ (mosazi) a slitiny s mÏdÌ a cÌnem
(bronzy). Dithiokarbam·ty zinku byly pouûÌv·ny p¯i odvykacÌ
protialkoholnÌ lÈËbÏ (antabus), avöak v souËasnÈ dobÏ se od
pouûÌv·nÌ tÏchto prepar·t˘ upouötÌ z d˘vodu podez¯enÌ na
jejich karcinogenitu.

Zinek pat¯Ì k esenci·lnÌm prvk˘m, urËit· nÌzk· koncentra-
ce tohoto prvku je nezbytn· pro ËlovÏka, zvÌ¯ata i rostliny.
V organismech je souË·stÌ vÌce neû dvaceti metaloenzym˘
a dalöÌch sto enzym˘ pot¯ebuje zinek ke svÈ funkci. Hraje takÈ
d˘leûitou roli v metabolismu bÌlkovin a nukleov˝ch kyselin.

Metabolismus zinku mohou negativnÏ ovlivnit nÏkterÈ
lÈky. Jedn· se zejmÈna o chelataËnÌ Ëinidla, ale takÈ o nÏkter·
antibiotika, nap¯. penicilin.

Nedostatek zinku je z·vaûn˝ zvl·ötÏ pro dÏti, u chlapc˘
m˘ûe zp˘sobit poruchy p¯i dospÌv·nÌ. NedostateËn· koncen-
trace zinku v tÏle m˘ûe b˝t p¯ÌËinou neuropsychick˝ch abnor-
malit, dermatitid i v·ûnÈho poökozenÌ imunitnÌho systÈmu.
VelkÈ expozice zinku mohou naopak vyvolat v·ûnÈ zdravotnÌ
problÈmy. Rizikov˝ je inhalaËnÌ a or·lnÌ vstup tohoto kovu
do organismu. Po inhalaci par oxidu zineËnatÈho (vÏtöinou
se jedn· o profesnÌ expozice) se s nÏkolikahodinovou laten-
cÌ m˘ûe projevit tzv. horeËka z kov˘. Typick˝mi p¯Ìznaky
jsou ˙nava, bolesti hlavy, kaöel, vysokÈ teploty, dehydrata-
ce pocenÌm a bÌlkoviny v moËi. P¯ÌËinou je alergick· reakce
na bÌlkoviny denaturovanÈ pr·vÏ p˘sobenÌm d˝m˘ oxidu zi-
neËnatÈho. Tento typ intoxikace je zn·m˝ i u ¯ady dalöÌch
tÏûk˝ch kov˘, nap¯. mÏdi, kadmia, rtuti, olova, niklu, cÌnu
a ûeleza.

RozpustnÈ slouËeniny zinku, nap¯. sÌran zineËnat˝ nebo
chlorid zineËnat˝ majÌ mÌstnÌ leptavÈ ˙Ëinky. Jejich poûitÌ
vyvol·v· ûaludeËnÌ potÌûe, zvracenÌ a pr˘jmy.

Zinek je rozöÌ¯en ve vöech abiotick˝ch mÈdiÌch ûivotnÌho
prost¯edÌ ñ atmosfÈ¯e, p˘dÏ a vodÏ. Pro vodnÌ organismy je
zinek toxiËtÏjöÌ neû pro ËlovÏka, a to jak pro ryby, tak pro
zooplankton. Efekt zineËnat˝ch iont˘ je p¯itom vÏtöÌ v mÏkkÈ
vodÏ neû ve vodÏ tvrdÈ. RovnÏû fytocenÛza m˘ûe b˝t ve svÈm
v˝voji negativnÏ ovlivnÏna vysok˝mi koncentracemi zineËna-
t˝ch iont˘ v p˘dnÌm prost¯edÌ.

6 . 6 . K a d m i u m

Je to mÏkk˝ kov st¯Ìb¯itÈho lesku vyuûÌvan˝ nÏkter˝mi
modernÌmi technologiemi zejmÈna pro svou vysokou odolnost
v˘Ëi korozi. Na rozdÌl od zinku, kter˝ Ëasto doprov·zÌ v r˘z-
n˝ch zinkov˝ch rud·ch, vöak nepat¯Ì mezi esenci·lnÌ prvky
a na biotiku p˘sobÌ vysoce toxicky. Vzhledem k podobnÈmu
atomovÈmu polomÏru vöak m˘ûe kadmium zinek nahrazovat
v biochemick˝ch struktur·ch organismu, a tÌm m˘ûe mÏnit
jejich funkËnost (nap¯. zp˘sobit inaktivaci nÏkter˝ch enzy-
m˘). Je jednou z p¯ÌËin vysokÈho krevnÌho tlaku, zp˘sobuje
poökozenÌ ledvin, reprodukËnÌch org·n˘, destrukci Ëerven˝ch
krvinek a m˘ûe vyvolat i rakovinu plic. KademnatÈ ionty jsou

O4
2−

Chem. Listy 96, 611 ñ 617 (2002) Refer·ty

615



rovnÏû p¯ÌËinou k¯ehnutÌ kostÌ, kterÈ p¯i dostateËnÈ akumulaci
kadmia v tÏle vede aû ke zborcenÌ kostnÌho skeletu.

Kadmium se vyskytuje p¯irozenÏ v p˘dÏ jako stopov˝
prvek, p¯iËemû kontaminacÌ m˘ûe b˝t jeho koncentrace vÌce
neû tisÌckr·t zv˝öena. NÏkterÈ pr˘myslovÈ rostliny fungujÌ
jako hyperakumul·tory kadmia, a mohou tudÌû ve sv˝ch ple-
tivech tento kov oproti p˘dÏ mnohon·sobnÏ zakoncentrovat
(nap¯. sÛja, pöenice, nÏkterÈ druhy zeleniny). Jednou z tÏchto
rostlin je i tab·k, a to je p¯ÌËinou nezanedbatelnÈho v˝skytu
kadmia v cigaretovÈm kou¯i. Kadmium je podobnÏ jako ostat-
nÌ tÏûkÈ kovy znaËnÏ kumulov·no vyööÌmi houbami, p¯ede-
vöÌm h¯ibovit˝mi. Tento kov se rovnÏû velmi dob¯e zaËleÚuje
do trofick˝ch ¯etÏzc˘. Soli kadmia mohou b˝t vymyty z p˘d do
vodnÈho prost¯edÌ, kde se kadmium jevÌ jako vysoce toxick˝
prvek v˘Ëi vodnÌ biotice. Ve zv˝öenÈ mÌ¯e kumulujÌ kadmium
ve sv˝ch organismech nÏkte¯Ì mo¯ötÌ ûivoËichovÈ, zejmÈna
muöle, ˙st¯ice a krabi. V menöÌ mÌ¯e hromadÌ tento kov ryby.

U testovan˝ch zvÌ¯at byly zaznamen·ny teratogennÌ ˙Ëin-
ky kadmia, p¯iËemû bylo zjiötÏno pozitivnÌ antagonistickÈ
p˘sobenÌ zinku a selenu, kterÈ toxicitu kadmia sniûovaly.

6 . 7 . R t u ù

Pat¯Ì k nejdÈle zn·m˝m toxick˝m kov˘m23. Z hlediska
toxikologickÈho je  velmi  d˘leûit· forma, ve  kterÈ se rtuù
vyskytuje. Charakteristick˝m toxick˝m p˘sobenÌm se od sebe
odliöujÌ kovov· rtuù, p·ry rtuti, anorganickÈ slouËeniny rtuti
a organickÈ slouËeniny rtuti. Toxicita je navÌc p¯Ìmo ovlivnÏ-
na dÈlkou expozice. Rtuù se vyznaËuje velmi silnou afinitou
k sÌ¯e. Proto se pevnÏ v·ûe na thiolovÈ skupiny bÌlkovin vËetnÏ
enzym˘, a negativnÏ tak ovlivÚuje jejich funkËnost. RovnÏû
se v·ûe na sÈrov˝ albumin a hemoglobin, a tÌm poökozuje
krevnÌ buÚky. Vazba rtuti na bunÏËnÈ membr·ny m˘ûe inhi-
bovat aktivnÌ transport ûivin, zejmÈna cukr˘, membr·nami
a zvyöovat permeabilitu membr·n pro draslÌk. N·sledkem ne-
dostateËnÈho transportu cukru do mozkov˝ch bunÏk m˘ûe
dojÌt k energetickÈmu deficitu v tÏchto buÚk·ch. Zv˝öen·
propustnost membr·n pro draslÌk zp˘sobuje poruchy p¯enos˘
nervov˝ch impulz˘ z mozku.

Element·rnÌ rtuù je po poûitÌ Ëasto vylouËena bez dopadu
na organismus. Jedn· se o nejmÈnÏ toxickou formu rtuti.
NebezpeËÌ spoËÌv· v moûnosti p¯evedenÌ kovovÈ rtuti metha-
nogennÌmi bakteriemi na velmi toxickou methylrtuù. NavÌc se
kovov· rtuù kontinu·lnÏ odpa¯uje do ovzduöÌ.

P·ry rtuti jsou po nadechnutÌ rychle adsorbov·ny do krev-
nÌho obÏhu, kter˝m jsou dopraveny do cÌlovÈho org·nu, moz-
ku. MÌrnÈ expozice zp˘sobujÌ poökozenÌ centr·lnÌho nervovÈ-
ho systÈmu, kterÈ m˘ûe vyvolat ˙navu, podr·ûdÏnost, nespa-
vost, poruchy jemnÈ motoriky vËetnÏ t¯esu konËetin a poruchy
pamÏti. SilnÈ expozice mohou mÌt aû smrtÌcÌ ˙Ëinek n·sled-
kem z·vaûnÈho poökozenÌ plic.

AnorganickÈ slouËeniny rtuti jsou mÌrnÏ toxickÈ, p¯iËemû
slouËeniny jednomocnÈ rtuti (rtuùnÈ) jsou obecnÏ mÈnÏ ökod-
livÈ neû  slouËeniny  rtuti dvojmocnÈ (rtuùnatÈ), p¯edevöÌm
z d˘vodu jejich menöÌ rozpustnosti ve vodÏ i v kyselÈm pro-
st¯edÌ. Zvl·ötÏ vnÌmavÈ jsou v˘Ëi ˙Ëink˘m rtuti dÏti, podobnÏ
jako v p¯ÌpadÏ olova. Pr·vÏ u dÏtÌ mohou b˝t rtuùnÈ slouËeniny
p¯ÌËinou tzv. r˘ûovÈ nemoci. Jde o hypersenzitivnÌ reakci na
tento typ l·tek zp˘sobujÌcÌ hypersekreci potnÌch ûl·z, svÏtlo-
plachost, horeËku, charakteristicky zbarvenou vyr·ûku (odtud
n·zev nemoci), otoky prst˘, zdu¯enÌ mÌznÌch a slezinn˝ch

uzlin a rohovatÏnÌ s n·sledn˝m olupov·nÌm pokoûky. Anor-
ganickÈ slouËeniny rtuti mohou poökozovat rovnÏû ledviny.
PomocÌ mikroorganism˘ je lze p¯evÈst na toxiËtÏjöÌ organickÈ
slouËeniny rtuti.

Methylrtuù pat¯Ì mezi nejnebezpeËnÏjöÌ slouËeniny rtuti
a vznik· z anorganick˝ch slouËenin p˘sobenÌm methanogen-
nÌch bakteriÌ v anaerobnÌm prost¯edÌ, nap¯. v sedimentech
sladk˝ch i slan˝ch vod. Protoûe je rozpustn· ve vodÏ i v tucÌch,
z˘st·v· ve vodnÈm prost¯edÌ, odkud p¯ech·zÌ snadno do rybÌ-
ho masa. Methylrtuù v rybÌm mase je vydatn˝m zdrojem rtuti
pro potravnÌ ¯etÏzec vedoucÌ aû k ËlovÏku, p¯iËemû v jednot-
liv˝ch Ël·ncÌch ¯etÏzce doch·zÌ k jejÌmu zakoncentrov·nÌ.
Toxicita methylrtuti vypl˝v· p¯edevöÌm z jejÌ schopnosti p¯e-
stupovat dvÏ z nejp¯ÌsnÏjöÌch ochrann˝ch bariÈr v lidskÈm
organismu ñ plodovou placentu a hematoencefalickou bariÈru
mezi krvÌ a mozkem. Z tohoto d˘vodu pat¯Ì methylrtuù mezi
embryotoxickÈ a mutagennÌ l·tky, a je tudÌû nebezpeËn· ze-
jmÈna pro tÏhotnÈ ûeny, protoûe m˘ûe vyvolat poökozenÌ
plodu nebo spont·nnÌ potrat. Toxick· je rovnÏû pro malÈ dÏti.
U nich zp˘sobuje p¯edevöÌm smyslovÈ poruchy aû ˙plnÈ se-
lh·nÌ nÏkter˝ch funkcÌ (hluchota, slepota, ztr·ta chuti). U do-
spÏl˝ch jedinc˘ pak m˘ûe vyvolat t¯es tÏla.

V ekosystÈmech je rtuù p¯Ìtomna hlavnÏ ve vodnÈm pro-
st¯edÌ, p¯ev·ûnÏ ve formÏ jiû zmiÚovanÈ methylrtuti. Sladko-
vodnÌ i mo¯skÈ ryby (nap¯. tuÚ·k, ûralok) majÌ schopnost
znaËnÏ kumulovat rtuù ve sv˝ch tk·nÌch. Od urËitÈ koncentraË-
nÌ hranice je pak pro tyto organismy toxick·, p¯iËemû sladko-
vodnÌ organismy jsou mÈnÏ odolnÈ v˘Ëi tomuto kovu neû
organismy mo¯skÈ. P¯ÌËinou je urËit˝ obsah selenu v mo¯skÈ
vodÏ, kter˝ je antagonistou rtuti. Rtuù poökozuje i ¯asy a bez-
obratlÈ organismy, z nichû nejcitlivÏjöÌ v˘Ëi toxick˝m ˙Ëin-
k˘m je dafnie.

V p˘d·ch, zejmÈna humÛznÌch, je rtuù v·z·na do znaËnÏ
stabilnÌch komplex˘ s organick˝mi sloûkami. To je takÈ p¯Ì-
Ëinou nÌzkÈ dostupnosti rtuti pro rostliny. VyööÌ obsah rtuti byl
vöak zaznamen·n nap¯. u nÏkter˝ch obilnin.

6 . 8 . C h r o m

Vzhledem ke sv˝m vlastnostem m· chrom öirokÈ pr˘my-
slovÈ vyuûitÌ. V ûiv˝ch organismech je ve stopovÈm mnoûstvÌ
v˝znamn˝m  esenci·lnÌm prvkem,  a  to zejmÈna ve  formÏ
chromitÈho kationtu Cr3+, na rozdÌl od chromu öestimocnÈho,
kter˝ je  klasifikov·n jako silnÏ toxick· l·tka. SlouËeniny
öestimocnÈho  chromu jsou v˝znamnÈ karcinogeny (vedou
k rakovinÏ plic), nÏkterÈ majÌ i mutagennÌ ˙Ëinky, poökozujÌ
j·tra a ledviny a zp˘sobujÌ vnit¯nÌ krv·cenÌ. Mohou b˝t rovnÏû
p¯ÌËinou  alergick˝ch  reakcÌ, projevujÌcÌch  se vesmÏs jako
z·vaûnÈ dermatitidy.

äestimocn˝ chrom je klasifikov·n jako jeden z nejv˝-
znamnÏjöÌch kontaminant˘ ûivotnÌho prost¯edÌ, zejmÈna at-
mosfÈry, ale i ostatnÌch abiotick˝ch sloûek, jako je pedosfÈra
a hydrosfÈra. Na rozdÌl od chromitÈho kationtu, öestimocn˝
kation Cr6+ je v ûivotnÌm prost¯edÌ velmi mobilnÌ, a to zvl·ötÏ
v p˘dnÌch vod·ch. P¯Ìznivou okolnostÌ je jeho moûn· detoxi-
kace na Cr3+ nÏkter˝mi organick˝mi l·tkami, kterÈ majÌ re-
dukËnÌ ˙Ëinky. Pro vÏtöinu rostlin je öestimocn˝ chrom znaËnÏ
toxick˝, p¯i vysokÈm obsahu chromu v p˘dÏ kles· jejÌ ˙rod-
nost. Toxicita k rostlin·m je ale pozitivnÌ v tom smyslu, ûe se
chrom obvykle neakumuluje v potravnÌch ¯etÏzcÌch. NÏkterÈ
rostliny (vËetnÏ pr˘myslov˝ch, nap¯.obilÌ) mohou p¯ijmout
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urËitou koncentraci chromu z p˘dy, ale vÏtöinou ji zadrûÌ ve
svÈm ko¯enovÈm systÈmu, a chrom tak nep¯ech·zÌ do dalöÌch
pletiv tvo¯ÌcÌch nadzemnÌ Ë·sti. Podle nÏkter˝ch autor˘ rost-
liny vst¯eb·vajÌ chrom pouze v chelatovanÈ formÏ, a nikoliv
anorganickÈ slouËeniny chromu rozpuötÏnÈ v p˘dnÌm prost¯edÌ.

Z potravin obsahujÌ zv˝öenÈ mnoûstvÌ chromu nap¯. nÏ-
kterÈ druhy ko¯enÌ, nerafinovan˝ cukr a maso. Mal· mnoûstvÌ
chromu byla zjiötÏna v ryb·ch, ovoci a rostlinn˝ch olejÌch.

6 . 9 . N i k l

Nikl vykazuje v˝raznÈ toxickÈ ˙Ëinky na lidsk˝ organis-
mus v nÏkter˝ch slouËenin·ch, jako je chlorid, dusiËnan, fos-
foreËnan nebo sÌran. ZejmÈna prach vznikajÌcÌ p¯i zpracov·nÌ
r˘zn˝ch niklov˝ch nebo poniklovan˝ch souË·stÌ m˘ûe b˝t
p¯ÌËinou vzniku rakoviny plic nebo rakoviny nosnÌ a krËnÌ
sliznice. Mutagenita tohoto kovu vöak byla prok·z·na pouze
u testovan˝ch zvÌ¯at. Kontakt pokoûky se slouËeninami niklu
m˘ûe vÈst k z·vaûn˝m dermatitid·m, kterÈ mohou p¯ech·zet
aû do formy chronick˝ch ekzÈm˘. ChronickÈ otravy majÌ za
n·sledek poökozenÌ srdeËnÌho svalu, ledvin a centr·lnÌho ner-
vovÈho systÈmu. éeny jsou obecnÏ k negativnÌmu p˘sobenÌ
tohoto kovu vnÌmavÏjöÌ neû muûi. Nezanedbateln˝m zdrojem
niklu v lidskÈm organismu mohou b˝t i poniklovanÈ hlavice
umÏl˝ch kloub˘ a podobnÏ jako u kadmia i kou¯enÌ.

Nikl se m˘ûe vyskytovat jako kontaminaËnÌ sloûka ve
vöech typech abiotickÈho prost¯edÌ ñ v atmosfÈ¯e, hydrosfÈ¯e
i v pedosfÈ¯e. Jeho zdrojem mohou b˝t metalurgickÈ provozy,
ale i spalovny komun·lnÌho odpadu.

Kontaminace vodnÈho prost¯edÌ niklem neb˝v· p¯Ìliö v˝-
razn·, p¯iËemû vodnÌ ¯asy a bezobratlÌ ûivoËichovÈ kumulujÌ
tento kov vÌce neû ryby. SladkovodnÌ organismy jsou v˘Ëi
toxicitÏ nikelnat˝ch iont˘ obvykle citlivÏjöÌ neû organismy
mo¯skÈ. V akvatick˝ch trofick˝ch ¯etÏzcÌch m˘ûe doch·zet ke
kumulaci niklu.

ZneËiötÏnÌ p˘d niklem m˘ûe b˝t oproti vod·m v˝znamnÏj-
öÌ s v˝razn˝m negativnÌm dopadem na souvisejÌcÌ fytocenÛzu.
Jde zejmÈna o lokality v blÌzkosti hutÌ a rafineriÌ niklu, kde
doch·zÌ Ëasto k ˙plnÈ devastaci p¯irozenÈ vegetace. Proto nikl
obvykle nevstupuje do  trofick˝ch  ¯etÏzc˘  vych·zejÌcÌch z
autotrofnÌch organism˘.

7. Z·vÏr

Kovy jsou v ûivotnÌm prost¯edÌ doslova vöudyp¯ÌtomnÈ.
»lovÏk kovy ani nestvo¯il, ani je nem˘ûe chemicky destruovat.
M˘ûe ale v˝znamnÏ p¯ispÏt jak k jejich zv˝öenÈ mobilitÏ
v ûivotnÌm prost¯edÌ, tak k jejich lok·lnÌ akumulaci v urËit˝ch
Ë·stech zemskÈho ekosystÈmu. Sledov·nÌ a hodnocenÌ jejich
obsahu v jednotliv˝ch sloûk·ch ûivotnÌho prost¯edÌ se tudÌû
st·v· st·le v˝znamnÏjöÌm.
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1. HmotnostnÌ spektrometrie
na pricipu MALDI-TOF

V souËasnÈ dobÏ doch·zÌ k prudkÈmu n·r˘stu vyuûitÌ
nov˝ch metod hmotnostnÌ spektrometrie v oblasti biochemie.
Jednou z nejv˝znamnÏjöÌch je v tomto smÏru metoda na prin-
cipu MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption/ioniza-
tion time-of-flight ñ MALDI-TOF MS).

Vzorek pro MALDI-TOF hmotnostnÌ anal˝zu se p¯ipravu-
je smÌch·nÌm analytu s p¯ebytkem matrice, coû je obvykle
slab· organick· kyselina. SmÏs se pak nanese na desku, kter·
se po vysuöenÌ vzorku zasune do evakuovanÈho MALDI-TOF
p¯Ìstroje (obr. 1). K desorpci a ionizaci vzorku doch·zÌ oz·¯e-
nÌm krystal˘ smÏsi laserov˝m pulzem. V˝znam matrice spo-
ËÌv· v tom, ûe silnÏ absorbuje laserovÈ z·¯enÌ; teplotnÌ relaxace
excitovan˝ch molekul matrice vede k jejÌmu vypa¯ov·nÌ, ËÌmû
doch·zÌ i k p¯echodu netÏkav˝ch molekul analytu do plynnÈ
f·ze. Z·roveÚ matrice p˘sobÌ jako ionizaËnÌ Ëinidlo, jelikoû
protonuje nebo deprotonuje analyt; nejËastÏji p¯itom vznikajÌ
molekuly analytu s jednotkov˝m n·bojem. Matrice i intenzita
laserovÈho z·blesku jsou voleny tak, aby nedoch·zelo k frag-
mentaci molekul analytu.

Hmotnost iontu m˘ûe b˝t obecnÏ urËena zmÏ¯enÌm jeho
rychlosti po urychlenÌ v elektrickÈm poli. V TOF spektrometru
se mÏ¯Ì Ëas letu iontu p¯ev·ûnÏ v oblasti s nulov˝m elektric-
k˝m polem po dod·nÌ definovanÈ kinetickÈ energie. PulznÌ
laser pouûÌvan˝ v MALDI je p¯itom ide·lnÌ pro spojenÌ s TOF
spektrometrem, neboù p¯esnÏ urËuje okamûik vzniku iontu.

Detektor umÌstÏn˝ na konci separ·toru pak mÏ¯Ì Ëas letu
kaûdÈho iontu. Vzhledem k tomu, ûe Ë·sticÌm se stejn˝m
n·bojem je urychlenÌm v elektrickÈm poli dod·na stejn· kine-
tick· energie, pohybujÌ se lehkÈ ionty rychleji neû tÏûkÈ. Vztah
mezi dobou letu a hmotnostÌ iontu je pops·n v rovnici (1), kde
t je doba letu, U urychlovacÌ napÏtÌ, z n·boj iontu a m hmotnost
iontu. Ze vztahu vypl˝v·, ûe skuteËnÏ mÏ¯enou veliËinou nenÌ
hmotnost, ale pomÏr hmotnost/n·boj pro kaûd˝ iont. Konstan-
ta v rovnici (1) je pro kaûdÈ mÏ¯enÌ urËena kalibracÌ.

t = konst. ◊ (1)

SouËasnÈ MALDI-TOF spektrometry obsahujÌ dalöÌ prv-
ky, kterÈ v˝znamnÏ zvÏtöujÌ rozliöenÌ p¯Ìstroje: zpoûdÏnou
extrakci iont˘ (delayed ion extraction) a reflektor. ZpoûdÏn·
extrakce iont˘, kter· spoËÌv· v malÈm ËasovÈm posunu mezi
desorpcÌ vzorku (z·bleskem laseru) a aplikacÌ urychlovacÌho
napÏtÌ, do znaËnÈ mÌry vyrovn·v· rozdÌly v p˘vodnÌch rych-
lostech iont˘, kterÈ vznikajÌ v pr˘bÏhu desorpce. Optim·lnÌ
Ëasov˝ posun ovöem z·visÌ na hmotnosti iontu, proto nelze ce-
l˝ hmotnostnÌ rozsah mÏ¯it najednou s maxim·lnÌm rozliöenÌm.

Reflektor vyuûÌv· elektrostatickÈho pole pro odraûenÌ ion-
t˘ na druh˝ detektor v malÈm ˙hlu k p˘vodnÌmu smÏru letu.
RozliöenÌ se zvyöuje jednak prodlouûenÌm dr·hy letu, jednak
zaost¯ovacÌm efektem, neboù ionty se stejn˝m pomÏrem hmot-
nost/n·boj, ale vyööÌ kinetickou energiÌ, proniknou hloubÏji do
reflektoru, ËÌmû se prodlouûÌ doba letu v˘Ëi iont˘m s niûöÌ
kinetickou energiÌ. MÏ¯enÌ v reflektorovÈm mÛdu je velmi
vhodnÈ zejmÈna pro detekci peptid˘ s molekulovou hmotnostÌ
menöÌ neû 5000 Da. Dosahuje se zde fascinujÌcÌ p¯esnosti,
dovolujÌcÌ bezpeËnÏ rozliöit molekuly liöÌcÌ se nap¯. o jeden
neutron (izotopovÈ rozliöenÌ, obr. 2).

Zrod techniky MALDI-TOF MS lze datovat do roku 1989,
kdy spojenÌ ioniz·toru MALDI a hmotnostnÌho separ·toru

m z

U

/

Obr. 1. SchÈma MALDI-TOF hmotnostnÌho spektrometru; 1 ñ
laser, 2 ñ regulaËnÌ filtr, 3 ñ optick˝ hranol, 4 ñ deska se vzorkem, 5 ñ
urychlovacÌ napÏtÌ, 6 ñ deflektor, 7 ñ vakuovÈ pumpy, 8 ñ reflektorov˝
detektor, 9 ñ reflektor, 10 ñ line·rnÌ detektor
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TOF poprvÈ pouûili R. Beavis a B. Chait. Historie obou
komponent je ale mnohem delöÌ. Spektrometry TOF se zaËaly
pouûÌvat v 50. letech, ale kv˘li öpatnÈmu rozliöenÌ nebyly d·le
rozvÌjeny, a na v˝voji techniky MALDI zaËali jejÌ auto¯i
F. Hillenkamp a M. Karas pracovat v roce 1971 (cit.1). Jejich
snaha byla motivov·na cÌlem vytvo¯it hmotnostnÌ spektrometr
pro mÏ¯enÌ spekter protein˘. P˘vodnÌ n·vrh, vypa¯ov·nÌ plaz-
my organickÈho vzorku vysoce v˝konn˝m laserem, byl opuö-

tÏn. V roce 1980 ale auto¯i poprvÈ zpozorovali vliv matri-
ce, kdyû se poda¯ilo souËasnÏ zaznamenat spektrum alaninu
a tryptofanu za podmÌnek, kdy oËek·vali pouze desorpci tryp-
tofanu. Ten v danÈ smÏsi ovöem fungoval jako matrice pro
alanin. DalöÌ v˝voj öel cestou hled·nÌ nejvhodnÏjöÌ kombinace
frekvence laseru a matricÌ, p¯iËemû dnes nejpouûÌvanÏjöÌ du-
sÌkov˝ laser s vlnovou dÈlkou 337 nm se v p¯ÌstrojÌch objevil
aû po roce 1989; struktury matric, o nichû je zmÌnka v tomto
p¯ehledu, jsou uvedeny na obr·zku 3. Zvyöov·nÌ rozliöenÌ
separ·toru TOF bylo umoûnÏno rozvojem digit·lnÌ techniky,
p¯elomov˝m okamûikem pak bylo znovuobjevenÌ a vyuûitÌ
zpoûdÏnÈ extrakce iont˘ v roce 1995.

V oblasti biologick˝ch vÏd je MALDI-TOF hmotnostnÌ
spektrometrie v souËasnÈ dobÏ vyuûÌv·na p¯edevöÌm k detekci
a identifikaci protein˘2, sekvenaci DNA (cit.3), identifikaci
bodov˝ch mutacÌ4, sekvenaci peptid˘5 a identifikaci bakteri·l-
nÌch kmen˘6.

Ke studiu prostorovÈ struktury protein˘ byla zpoË·tku
technika MALDI-TOF MS vyuûÌv·na pouze ojedinÏle, avöak
postupnÏ bylo vyvinuto nÏkolik metod, p¯iËemû tÈmÏ¯ kaûdou
z nich lze pouûÌt ke studiu nÏkolika ˙rovnÌ struktury protein˘
(nap¯. struktura aktivnÌho mÌsta enzymu nebo vazebnÈho mÌs-
ta proteinu, posttranslaËnÌ modifikace, stabilita protein˘, od-
had prostorovÈ struktury, tvorba nekovalentnÌch komplex˘).
Z tohoto d˘vodu je n·sledujÌcÌ p¯ehled t¯ÌdÏn p¯ev·ûnÏ podle
principu metody s p¯Ìklady jednotliv˝ch pouûitÌ.

2. Charakterizace protein˘
proteolytick˝m ötÏpenÌm

Z·kladem pro identifikaci bÌlkoviny nebo zÌsk·nÌ podrob-
nÏjöÌch informacÌ o jejÌ struktu¯e pomocÌ MALDI-TOF MS je

Obr. 2. P¯Ìklad MALDI-TOF hmotnostnÌho spektra. Lidsk˝ sÈrov˝ albumin po redukci disulfidov˝ch m˘stk˘, zablokov·nÌ thiolov˝ch skupin
jodacetamidem a ötÏpenÌ trypsinem. Ve v˝¯ezu izotopovÈ rozliöenÌ peptidovÈho iontu (MH+) o hmotnosti 1910,86 Da

Obr. 3. StrukturnÌ vzorce matricÌ zmiÚovan˝ch v tomto Ël·nku;
2,6-dihydroxyacetofenon (I), 2,5-dihydroxybenzoov· kyselina (II),
6-aza-2-thiothymin (III), 3,5-dimethoxy-4-hydroxy-sko¯icov· kyseli-
na (IV), α-kyano-4-hydroxysko¯icov· kyselina (V), p-nitroanilin (VI)
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specifickÈ enzymovÈ nebo chemickÈ ötÏpenÌ proteinu a mÏ¯enÌ
hmotnostnÌch spekter proteolytick˝ch ötÏp˘. Jednotliv˝m pÌ-
k˘m ve spektru pak lze p¯i¯adit sekvence peptid˘, a to porov-
n·nÌm hmotnostÌ ötÏp˘ zÌskan˝ch experiment·lnÏ s hmotnost-
mi odvozen˝mi na z·kladÏ znalosti prim·rnÌ struktury protei-
n˘ a ötÏpicÌch mÌst. Z tohoto d˘vodu je proteolytickÈ ötÏpenÌ
souË·stÌ tÈmÏ¯ vöech d·le uveden˝ch metod. NicmÈnÏ uû
z pr˘bÏhu samotnÈho ötÏpenÌ lze zÌskat ñ vzhledem k jedno-
duchosti postupu ñ velmi zajÌmavÈ poznatky o stabilitÏ a kon-
formaci protein˘. NativnÌ bÌlkoviny jsou obvykle odolnÈ proti
proteol˝ze, ale odolnost v˝znamnÏ kles· jiû p¯i Ë·steËnÈm
rozbalenÌ molekuly7,8. Studiem ËasovÈ z·vislosti proteol˝zy
lysozymu a cytochromu c v r˘zn˝ch koncentracÌch guanidin-
hydrochloridu bylo zjiötÏno, ûe s rostoucÌ koncentracÌ denatu-
raËnÌho Ëinidla se nejen urychluje proteol˝za, ale mÏnÌ se takÈ
sloûenÌ uvolÚovan˝ch fragment˘9. To umoûÚuje z¯etelnÈ roz-
liöenÌ denaturaËnÌch stav˘ i p¯i mal˝ch zmÏn·ch koncentrace
denaturaËnÌho Ëinidla.

Obdobn· metoda byla vyuûita pro studium konformace
Cdk inhibitoru p21 (cit.10), kdy bylo zjiötÏno, ûe koncentrace
denaturaËnÌho Ëinidla nem· vliv na pr˘bÏh proteol˝zy, a pro-
tein tudÌû nem· rigidnÌ strukturu. OmezenÌm popsan˝ch metod
je samoz¯ejmÏ stabilita proteolytickÈho enzymu p¯i denaturaË-
nÌch podmÌnk·ch, p¯ÌpadnÏ je nutnÈ zohlednit pokles jeho
aktivity.

Metody proteolytickÈho ötÏpenÌ bylo takÈ vyuûito p¯i de-
tekci konformaËnÌch zmÏn UDP-N-acetylglukosaminenolpy-
ruvyltransferasy p¯i vazbÏ substr·tu11, kdy doch·zÌ ke zv˝öenÌ
odolnosti v˘Ëi ötÏpenÌ zp˘sobenÈ snÌûenÌm flexibility protei-
nu.

PonÏkud odliönou aplikacÌ tÈto metody je mapov·nÌ epi-
topu antigenu limitovanou proteol˝zou komplexu antigenñ
protil·tka12. Protil·tka blokuje p¯Ìstup k epitopu, peptid tvo¯ÌcÌ
epitop proto nenÌ na rozdÌl od zbytku molekuly ötÏpen. Po
odstranÏnÌ proteolytick˝ch fragment˘ a disociaci komplexu
lze peptidy, ˙ËastnÌcÌ se na v˝stavbÏ antigennÌ determinanty,
s v˝hodou analyzovat technikou MALDI-TOF MS.

3. V˝mÏna vodÌkov˝ch a deuteriov˝ch iont˘

Isotopov· v˝mÏna se bÏûnÏ pouûÌv· p¯i zÌsk·v·nÌ infor-
macÌ o struktu¯e peptid˘ a bÌlkovin. Principem tÈto metody je
skuteËnost, ûe amidovÈ protony proteinu se mohou vymÏÚovat
s protony rozpouötÏdla. Pokud rozpouötÏdlo obsahuje deute-
riovÈ ionty, doch·zÌ k izotopovÈ v˝mÏnÏ, ta je p¯itom rychlejöÌ
v povrchov˝ch amidov˝ch skupin·ch. KromÏ NMR je hlavnÌ
detekËnÌ technikou v˝mÏny hmotnostnÌ spektrometrie na prin-
cipu elektrospray ionizace (ESI MS). MALDI-TOF MS byla
pro detekci v˝mÏny vodÌkov˝ch iont˘ za deuteriovÈ pouûita
poprvÈ v roce 1998, modelov˝m proteinem byla cAMP-de-
pendentnÌ proteinkinasa13. Deuterace byla provedena p¯Ìdav-
kem D2O a po okyselenÌ roztoku byl protein ötÏpen pepsinem.
V kyselÈm prost¯edÌ je omezena zpÏtn· v˝mÏna izotop˘, kter·
sniûuje reprodukovatelnost experimentu, a dÌky tomu se po-
da¯ilo detegovat zastoupenÌ deuteria v jednotliv˝ch proteoly-
tick˝ch fragmentech, a tak odhadnout intezitu kontaktu jed-
notliv˝ch Ë·stÌ molekuly proteinu s rozpouötÏdlem. Jin˝m
p¯Ìstupem k omezenÌ zpÏtnÈ v˝mÏny je pouûitÌ deuterovanÈ
matrice14. Metody v˝mÏny H/D bylo takÈ pouûito pro detekci
konformaËnÌch zmÏn peptid˘ bradykininu, melittinu a hormo-

nu stimulujÌcÌho α-melanocyty p¯i p¯Ìdavku D2O do roztok˘
uveden˝ch peptid˘ v r˘zn˝ch organick˝ch rozpouötÏdlech15.
S rostoucÌ polaritou rozpouötÏdla doch·zelo k rozvolÚov·nÌ
struktury peptid˘, a tÌm i k intenzivnÏjöÌ izotopovÈ v˝mÏnÏ.

StejnÈ v˝sledky jako v˝mÏna H/D poskytuje postup opaË-
n˝, kdy je protein plnÏ deuterov·n za denaturaËnÌch podmÌnek
a po renaturaci doch·zÌ k v˝mÏnÏ D/H. V˝hodou tÈto metody
je, ûe zpÏtn· v˝mÏna neovlivÚuje negativnÏ v˝sledek, ale na
druhou stranu je omezena na proteiny s vratnou denaturacÌ14.
V˝mÏny D/H bylo vyuûito k identifikaci vazebn˝ch mÌst pro
ATP a inhibitor cAMP-dependentnÌ proteinkinasy16. Protein
je deuterov·n, zpÏtn· v˝mÏna probÌh· za p¯Ìtomnosti ligand˘.
Po okyselenÌ je protein ötÏpen pepsinem a proteolytickÈ frag-
menty analyzov·ny MALDI-TOF MS. »·sti peptidovÈho ¯e-
tÏzce, kterÈ se ˙ËastnÌ vazby, jsou mÈnÏ p¯ÌstupnÈ rozpouötÏd-
lu, zpÏtn· v˝mÏna probÌh· pomaleji a obsah deuteria v nich
z˘stane vyööÌ.

4. SpecifickÈ modifikace
aminokyselinov˝ch zbytk˘

PouûitÌ MALDI-TOF MS pro detekci chemick˝ch reakcÌ
p¯edstavuje rychlou a efektivnÌ metodu pro urËov·nÌ pro-
storovÈ struktury protein˘. Obecn˝ postup lze popsat n·sle-
dujÌcÌmi kroky17: chemick· modifikace protein˘, odstranÏnÌ
p¯ebytku modifikaËnÌho Ëinidla, ötÏpenÌ proteinu specifickou
proteasou, mÏ¯enÌ hmotnostnÌch spekter proteolytick˝ch frag-
ment˘ a urËenÌ mÌst modifikace, interpretace dat ve vztahu
k prostorovÈ struktu¯e proteinu.

Modifikace histidinov˝ch zbytk˘ v rhM-CSF-β (Recom-
binant Human Macrophage Colony-Stimulating Factor β) po-
mocÌ diethylpyrokarbon·tu bylo vyuûito ke zjiötÏnÌ ˙lohy
histidin˘ v interakci ligandñreceptor18. TryptickÈ ötÏpy rhM-
-CSF-β byly identifikov·ny MALDI-TOF MS, spr·vnost iden-
tifikace byla ovÏ¯ena Edmanov˝m odbour·v·nÌm po rozdÏlenÌ
na HPLC. Modifikace histidinov˝ch zbytk˘ byla doprov·zena
80ñ90 % ztr·tou vazebnÈ aktivity, coû dok·zalo ˙Ëast histidi-
nov˝ch zbytk˘ ve vazebnÈ interakci. Reaktivita jednotliv˝ch
histidinov˝ch zbytk˘ s modifikaËnÌm Ëinidlem se zvyöovala
s jejich povrchovou dostupnostÌ vypoËtenou na z·kladÏ kry-
stalografick˝ch ˙daj˘. ModifikaËnÌ specifita diethylpyrokar-
bon·tu a vliv reakËnÌch podmÌnek pak byly testov·ny na
inzulÌnu a angiotensinu II (cit.19). Studie uk·zala, ûe jiû v malÈ
molekule inzulÌnu jsou v˝znamnÈ rozdÌly v reaktivitÏ histidi-
nov˝ch zbytk˘, kterÈ lze vysvÏtlit rozdÌln˝mi strukturnÌmi
povrchov˝mi rysy. K detekci modifikacÌ byla kromÏ MALDI-
-TOF MS pouûita ESI MS.

ChemickÈ modifikace lysinov˝ch zbytk˘ pomocÌ anhy-
dridu kyseliny jantarovÈ a jejich detekce MALDI-TOF MS
bylo vyuûito pro rozliöenÌ konformaËnÌch stav˘ nativnÌho a ve
vodÏ rozpuötÏnÈho porinu Rhodobacter capsulatus20,21. Bylo
zjiötÏno, ûe p¯i modifikaci nativnÌho porinu doch·zÌ k sukci-
nylaci t¯Ì lysinov˝ch zbytk˘ na vnit¯nÌ stranÏ kan·lu, zatÌmco
modifikace ve vodÏ rozpuötÏnÈho porinu vede k sukcinylaci
t¯Ì jin˝ch lysinov˝ch zbytk˘, kterÈ jsou v nativnÌm proteinu
nep¯ÌstupnÈ. Rentgenovou krystalografiÌ bylo ovÏ¯eno, ûe mo-
difikace nezp˘sobuje zmÏnu prostorovÈ struktury porin˘.

MALDI-TOF MS byla takÈ testov·na pro detekci peptid˘
obsahujÌcÌch nitrovan˝ tyrosin22. P¯edchozÌ v˝zkumy uk·zaly,
ûe hladina nitrovan˝ch protein˘ se zvyöuje p¯i nÏkter˝ch one-
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mocnÏnÌch, nap¯. p¯i AlzheimerovÏ chorobÏ a atherosklerose.
ModelovÈ peptidy byly vytvo¯eny tryptick˝m ötÏpenÌm ho-
vÏzÌho sÈrovÈho albuminu nitrovanÈho tetranitromethanem.
Uk·zalo se, ûe nitrovanÈ peptidy poskytujÌ p¯i mÏ¯enÌ speci-
fickou sÈrii iont˘, jejichû vznik je d·n chemick˝mi p¯emÏnami
nitrofenolu bÏhem desorpce a ionizace.

Informaci o vz·jemn˝ch vzd·lenostech povrchov˝ch ami-
nokyselin lze zÌskat pouûitÌm bifunkËnÌch Ëinidel, kter· vedou
k prok¯ÌûenÌ aminokyselinov˝ch zbytk˘. BifunkËnÌ Ëinidla pro
lysin byla pouûita nap¯. pro zÌsk·nÌ informacÌ o struktu¯e CMP-
-NeuAc synthetasy, HIV-1 integrasy17 a acetylcholinovÈho
receptoru23. Jako bifunkËnÌ Ëinidlo byl pouûit bissulfosukcin-
imidylsuber·t, respektive dimethylsuberim·t. BifunkËnÌ Ëi-
nidla mohou vytv·¯et i mezimolekulovÈ vazby, p¯Ìtomnost
n·hodnÏ spojen˝ch peptid˘ by ovöem ztÏûovala hmotnostnÌ
anal˝zu. Proto byla po modifikaci reakËnÌ smÏs p¯eËiötÏna
gelovou chromatografiÌ23.

Jako bifunkËnÌ Ëinidla pro cysteinovÈ zbytky byly testo-
v·ny deriv·ty arsenit˝ch kyselin24 (melarsen oxid, 4-amino-
fenylarsenit· kyselina a pyridinyl-3-arsenit· kyselina), a to
na redukovanÈm hovÏzÌm pankreatickÈm inhibitoru trypsinu
a redukovanÈm peptidu oxytocinu. ProteolytickÈ ötÏpenÌ po
modifikaci bylo provedeno p¯Ìmo na MALDI-TOF terËi p¯i-
d·nÌm roztoku enzymu. NejlepöÌm z pouûit˝ch Ëinidel se
uk·zal b˝t melarsen oxid z d˘vod˘ vysokÈ rozpustnosti a takÈ
pomÏrnÏ vysokÈ molekulovÈ hmotnosti.

ObdobnÏ lze MALDI-TOF MS pouûÌt pro urËenÌ mÌst
modifikace u protein˘, kterÈ byly pro dalöÌ pouûitÌ stabilizo-
v·ny prok¯ÌûenÌm. P¯Ìkladem je identifikace mÌst modifikace
oxyhemoglobinu, ve kterÈm byly lysinovÈ zbytky prok¯Ìûeny
bis(3,5-dibromosalicyl) sukcin·tem25. V˝znam takto uprave-
n˝ch hemoglobin˘ spoËÌv· v moûnÈm vyuûitÌ jako krevnÌ
n·hrady.

Metodu detekce chemick˝ch modifikacÌ pomocÌ MALDI-
-TOF MS lze, podobnÏ jako metodu proteolytickÈho ötÏpenÌ,
vyuûÌt k mapov·nÌ epitop˘26. V˝hodou metody modifikaËnÌch
reakcÌ vöak je, ûe umoûÚujÌ charakterizaci konformaËnÌch
epitop˘, nikoliv pouze line·rnÌch. Jako modelov˝ systÈm byl
pouûit lysozym vajeËnÈho bÌlku a odpovÌdajÌcÌ monoklon·lnÌ
protil·tka typu IgM. Pouûit˝mi modifikaËnÌmi reakcemi byla
jodace tyrosinu, acetylace lysinu a modifikace argininu 1,2-
-cyklohexandionem. Epitop byl identifikov·n na z·kladÏ roz-
dÌl˘ mezi modifikacÌ komplexu antigenñprotil·tka, ve kterÈm
jsou aminokyselinovÈ zbytky epitopu chr·nÏny proti modifi-
kaci protil·tkou, a modifikacÌ samotnÈho lysozymu. P¯esnost
vymezenÌ epitopu je d·na hustotou modifikovan˝ch aminoky-
selin na povrchu proteinu a poËtem proveden˝ch modifikacÌ.

5. Identifikace posttranslaËnÌch modifikacÌ

MALDI-TOF MS je takÈ vyuûÌv·na k detegov·nÌ protein˘
modifikovan˝ch in vivo, tedy k identifikaci posttranslaËnÌch
modifikacÌ. UrËenÌ mÌst posttranslaËnÌch modifikacÌ pak p¯i-
spÌv· k poznatk˘m o prostorovÈ struktu¯e protein˘. Nutnou
podmÌnkou je opÏt znalost prim·rnÌ struktury protein˘. MALDI-
-TOF MS a ESI MS byly pouûity k urËenÌ mÌst fosforylace
a glykosylace hovÏzÌho chromograninu A z d¯enÏ nadledvi-
nek27 na z·kladÏ porovn·nÌ hmotnostÌ proteolytick˝ch ötÏp˘
nativnÌho a defosforylovanÈho nebo deglykosylovanÈho chro-
mograninu A. SmÏs tryptick˝ch ötÏp˘ proteinu byla vzhledem

k velkÈmu poËtu ötÏpicÌch mÌst pro jednoznaËnou identifikaci
peptid˘ p¯Ìliö sloûit·, proto bylo nejprve provedeno ötÏpenÌ
bromkyanem, rozdÏlenÌ na kolonÏ s reverznÌ f·zÌ a potÈ tryp-
tickÈ ötÏpenÌ. Takto zjednoduöenÈ smÏsi bylo jiû moûnÈ p¯Ìmo
analyzovat hmotnostnÌ spektrometriÌ.

FosforylaËnÌ mÌsta kaseinomakropeptidu byla identifiko-
v·na MALDI-PSD-MS (PSD ñ post source decay) (cit.28).
Uk·zalo se, ûe fosforylovanÈ serinovÈ zbytky jsou bÏhem PSD
nestabilnÌ, ztr·cejÌ fosf·tovou skupinu a fosfoserin se mÏnÌ na
dehydroalanin, kter˝ je ve spektru detegov·n. To je rozdÌl
oproti fosfotyrosinu, kter˝ je p¯i PSD stabilnÌ. Jin˝m p¯Ìkla-
dem je porovn·nÌ fosforylace parafusinu in vivo a in vitro
peptidov˝m mapov·nÌm proteinu pomocÌ MALDI-TOF MS
(cit.29).

Jako p¯Ìklad vyuûitÌ MALDI-TOF MS pro studium glyko-
sylace lze uvÈst urËenÌ mÌst N-glykosylace a velikosti oligo-
sacharid˘ kvasniËnÈ invertasy30 nebo studium heterogenity
glykosylace lidskÈho interferonu γ (cit.31).

6. Disulfidov· struktura protein˘

Disulfidov· struktura protein˘ je souË·stÌ jejich kovalentnÌ
struktury, ale z·roveÚ vypovÌd· o prostorovÈm uspo¯·d·nÌ
protein˘, zejmÈna u protein˘ s velk˝m poËtem disulfidov˝ch
m˘stk˘. Disulfidovou strukturu protein˘ s mal˝m poËtem
cysteinov˝ch zbytk˘ lze pomocÌ MALDI-TOF MS urËit na
z·kladÏ anal˝zy proteolytick˝ch ötÏp˘. Takto byly nap¯Ìklad
identifikov·ny t¯i disulfidovÈ m˘stky lidskÈ β-hexosaminida-
sy B (cit.32). P¯i vyhodnocov·nÌ spekter proteolytick˝ch ötÏp˘
je ovöem nutnÈ br·t v ˙vahu zvl·ötnÌ chov·nÌ disulfidov˝ch
vazeb bÏhem ionizace. P¯i pouûitÌ α-kyano-4-hydroxysko¯i-
covÈ kyseliny a 2,5-dihydroxybenzoovÈ kyseliny jako matric
a p¯i vyööÌch intenzit·ch laseru totiû doch·zÌ ke ötÏpenÌ disul-
fidov˝ch vazeb a p¯ÌsluönÈ peptidy pak sv˝mi hmotnostmi
odpovÌdajÌ redukovan˝m33.

Pro proteiny s velk˝m poËtem disulfidov˝ch vazeb lze
k jejich identifikaci vyuûÌt kombinaci MALDI-TOF MS a N-
-koncovÈ sekvenace peptid˘. Touto metodou byla urËena di-
sulfidov· struktura extracelul·rnÌ domÈny lidskÈho epider-
m·lnÌho receptoru pro r˘stov˝ faktor, kter· obsahuje 25 di-
sulfidov˝ch vazeb34. Izolovan· domÈna byla ötÏpena brom-
kyanem a sÈriÌ proteas; po kaûdÈm ötÏpenÌ byly fragmenty
izolov·ny pomocÌ HPLC a identifikov·ny hmotnostnÌ spek-
trometriÌ a sekvenov·nÌm. Znalost disulfidovÈ struktury umoû-
nila navrhnout prostorov˝ model domÈny.

7. P¯Ìm· detekce nekovalentnÌch komplex˘

MALDI-TOF MS byla dlouhou dobu povaûov·na za ne-
vhodnou techniku pro detekci nekovalentnÌch komplex˘,
a proto byla k tomuto ˙Ëelu pouûita aû v roce 1995 (cit.35).
PostupnÏ se vöak metodu poda¯ilo aplikovat k detekci kom-
plex˘ proteinñsulfonovÈ barvivo36,37, proteinñkovov˝ iont35,
proteinñpeptid35,38a proteinñprotein38,39. HlavnÌm problÈmem
je zajistit, aby komplexy, kterÈ se tvo¯Ì v roztoku, byly zacho-
v·ny i po vykrystalizov·nÌ smÏsi vzorekñmatrice na terËi. Jak
bude blÌûe pops·no d·le, nejd˘leûitÏjöÌ obmÏnou standardnÌho
postupu p¯Ìpravy vzorku je pouûitÌ neutr·lnÌ matrice nebo
kyselÈ matrice neutralizovanÈ p¯id·nÌm vzorku. Pro ˙spÏönou
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detekci specifick˝ch komplex˘ proteinñprotein a proteinñpep-
tid je p¯edpokladem zachov·nÌ terci·rnÌ struktury proteinu.

Komplexy nÏkolika modelov˝ch peptid˘ a protein˘ se
sulfonov˝mi barvivy (Cibacron blue F3GA a Direct Yellow
50) byly detegov·ny pomocÌ MALDI-TOF MS za pouûitÌ
p-nitroanilinu jako matrice36. Bylo dok·z·no, ûe v komplexu
interagujÌ sulfon·tov˝ anion a kladnÏ nabitÈ (bazickÈ) postran-
nÌ ¯etÏzce aminokyselin. PoËet nav·zan˝ch molekul barviva
odpovÌdal poËtu dostupn˝ch bazick˝ch skupin modelov˝ch
molekul, a metodu je proto moûno vyuûÌt ke zjiötÏnÌ poËtu
povrchov˝ch bazick˝ch skupin protein˘. V n·vaznÈ studii
byla testov·na cel· ¯ada dalöÌch sulfon·t˘37. ZajÌmavÈ byly
jednoduööÌ sulfon·ty (nap¯. naftalen-1,5-disulfonov· kyseli-
na), kterÈ se v·zaly pouze k argininu a kter˝ch je tedy moûnÈ
pouûÌt jako specifick˝ch ÑmodifikaËnÌchì Ëinidel.

Neutr·lnÌ roztok α-kyano-4-hydroxysko¯icovÈ kyseliny
byl pouûit jako matrice pro detekci komplexu zineËnat˝ch
iont˘ a zinek v·ûÌcÌch peptid˘ (zinc finger peptides)35. V ky-
selÈm prost¯edÌ totiû doch·zÌ k vytÏsnÏnÌ zineËnatÈho iontu
z komplexu protony rozpouötÏdla. Ve stejnÈ studii bylo pouûi-
to neutr·lnÌho roztoku 3,5-dimethoxy-4-hydroxysko¯icovÈ ky-
seliny jako matrice pro detekci komplexu enzymñsubstr·t
(aminopeptidasa I a peptid).

DalöÌ moûnostÌ je pouûitÌ 6-aza-2-thiothyminu jako matri-
ce bez dalöÌch organick˝ch rozpouötÏdel38; pomocÌ nÌû byly
detegov·ny nekovalentnÌ komplexy RNasy S a dimer˘ nÏkte-
r˝ch peptid˘ (leucine zipper polypeptides).

Moûnosti MALDI-TOF MS pro mÏ¯enÌ nekovalentnÌch
komplex˘ proteinñprotein byly studov·ny u protein˘ tvo¯ÌcÌch
v roztoku homooligomery (streptavidin, kvasniËn· alkoholde-
hydrogenasa a hovÏzÌ jaternÌ katalasa)39. Jako nejvhodnÏjöÌ
matrice se v tomto p¯ÌpadÏ uk·zal b˝t 2,6-dihydroxyacetofe-
non rozpuötÏn˝ v tetrahydrofuranu (byl ale pouûit laser o vl-
novÈ dÈlce 355 nm). Poda¯ilo se detegovat tetramery vöech t¯Ì
protein˘, p¯iËemû intenzita pÌku komplexu byla vûdy vÏtöÌ neû
intenzita pÌku monomer˘. Pr·vÏ pomÏr intenzit je d˘leûit˝ pro
odliöenÌ p¯irozen˝ch komplex˘ a adukt˘, kterÈ bÏûnÏ vznikajÌ
p¯i mÏ¯enÌ. Intenzita pÌk˘ tÏchto adukt˘ totiû b˝v· daleko
menöÌ neû intezita pÌku monomeru. Velmi zajÌmavou, ale
tÏûko vysvÏtlitelnou skuteËnostÌ, byla z·vislost charakteru
spektra na zp˘sobu mÏ¯enÌ. PÌk komplexu byl totiû intenzivnÌ
jen p¯i prvnÌ st¯ele laseru do jednoho mÌsta; p¯i dalöÌch st¯el·ch
jeho intenzita v˝znamnÏ klesala. P¯es ˙spÏönost detekce uve-
den˝ch komplex˘ nelze popsan˝ postup povaûovat za univer-
z·lnÏ pouûiteln˝, coû lze ilustrovat skuteËnostÌ, ûe se autor˘m
nepoda¯ilo detegovat velmi siln˝ komplex streptavidinñbio-
tin.

MALDI-TOF MS je takÈ vyuûÌv·na k detekci komplex˘
proteinñDNA. Jako matrice byly pouûity nap¯. 6-aza-2-thio-
thymin40 a 2,5-dihydroxybenzoov·kyselina41. Vzhledem k ion-
tovÈ povaze interakce proteinñDNA je pro tvorbu komplex˘
opÏt urËujÌcÌ zvolenÈ pH (cit.41).

8. Z·vÏr

Z uveden˝ch p¯Ìklad˘ vypl˝v·, ûe MALDI-TOF MS lze
vyuûÌt pro ¯eöenÌ öirokÈho spektra problÈm˘ prostorovÈ struk-
tury protein˘. V˝hodou tÏchto metod je zejmÈna jejich rych-
lost a jednoduchost. Na druhÈ stranÏ byly popsanÈ metody
Ëasto pouûity pouze pro omezen˝ poËet modelov˝ch protein˘

a aplikace na re·lnÈ problÈmy, p¯ÌpadnÏ spojenÌ jednotliv˝ch
metod pro komplexnÌ charakterizaci protein˘ s nezn·mou
strukturou, st·le z˘st·v· zajÌmavou v˝zvou.

Pr·ce vznikla s podporou grantu GrantovÈ agentury »eskÈ
republiky 203/02/0922.

LITERATURA

1. Hillenkamp F., Karas M.: Int. J. Mass Spectrom. Ion
Processes 200, 71 (2000).

2. Lamer S., Jungblut P. R.: J. Chromatogr., B 752, 311
(2001).

3. Wang B. H., Hopkins C. E., Belenky A. B., Cohen A. S.:
Int. J. Mass Spectrom. Ion Processes 169/170, 331
(1997).

4. Griffin T. J., Smith L. M.: Trends Biotechnol. 18, 77
(2000).

5. Franzen J., Frey R., Holle A., Krauter K.: Int. J. Mass
Spectrom. Ion Processes 206, 275 (2001).

6. Baar B.: FEMS Microbiol. Rev. 24, 193 (2000).
7. Yang H. J., Tsou C. L.: Biochem. J. 305, 379 (1995).
8. Fontana A., Zambonin M., Laureto P. P., Filippis V.,

Clementi A., Scaramella E.: J. Mol. Biol. 266, 223 (1997).
9. Yang H. H., Li X. C., Amft M., Grotemeyer J.: Anal.

Biochem. 258, 118 (1998).
10. Kriwacki R. W., Wu J., Tennant L., Wright P. E., Siuzdak

G.: J. Chromatogr., A 777, 23 (1997).
11. Krekel F., Oecking C., Amrhein N., Macherous P.: Bio-

chemistry 38, 8864 (1999).
12. Water J., Deininger S. O., Macht M., Przybylski M.,

Gersgwin M. E.: Clin. Immunol. Immunopathol. 85, 229
(1997).

13. Mandell J. G., Falick A. M., Komives E. A.: Anal. Chem.
70, 3987 (1998).

14. Villanueva J., Canals F., Villegas V., Querol E., AvilÈs
F. X.: FEBS Lett. 472, 27 (2000).

15. Figueroa I. D., Russell D. H.: J. Am. Soc. Mass Spectrom.
10, 719 (1999).

16. Mandell J. G., Falick A. M., Komives E. A.: Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 95, 14705 (1998).

17. Gibson B. W., Kuntz I. D., Tang N., Dollinger G., Oshiro
C. M., Hempel J. C., Taylor E.: PCT Int. Appl. WO
2000-072004; Chem. Abstr. 134, 27293 (2001).

18. Gocker M. O., Kalkum M., Yamamoto R., Schreurs J.:
Biochemistry 35, 14625 (1996).

19. Kalkum M., Przybylski M., Glocker M. O.: Bioconjugate
Chem. 9, 226 (1998).

20. Buhler S., Schnaible V., Glocker M. O., Michels J., Zeth
K., Walte W., Przybylski M.: Adv. Mass Spectrom. 14,
C017030/1 (1998).

21. Walte W., Diederchs K., Przybylski M., Glocker M. O.,
Benz R., Breed J.: NATO ASI Ser., Ser. C 510, 239
(1998).

22. Sarver A., Scheffler N. K., Shetlar M. D., Gibson B. W.:
J. Am. Soc. Mass Spectrom. 12, 439 (2001).

23. Watty A., Weise C., Dreger M., Franke P., Hucho F.: Eur.
J. Biochem. 252, 222 (1998).

24. Happersberger H. P., Przybylski M., Glocker M. O.:
Anal. Biochem. 264, 237 (1998).

Chem. Listy 96, 618 ñ 623 (2002) Refer·ty

622



25. Yang T., Horejsh D. R., Mahan K. J., Zaluzec E. J.,
Throck J. W., Gage D. A.: Anal. Biochem. 242, 55 (1996).

26. Fiedler W., Borchers C., Macht M., Deininger S. O.,
Przybylski M.: Bioconjugate Chem. 9, 236 (1998).

27. Bauer S. H. J., Zhang X., Dongen W., Clayes M., Przy-
bylski M.: Anal. Biochem. 274, 69 (1998).

28. Talbo G. H., Suckau D., Malkoski M., Reynolds E. C.:
Peptides 22, 1093 (2001).

29. Kussmann M., Hauser K., Kissmehl R., Brees J., Plattner
H., Roepstorff P.: Biochemistry 38, 7780 (1999).

30. Zeng C., Biemann K.: J. Mass Spectrom. 34, 311 (1999).
31. Harmon B. J., Gu X., Wang D. I.: Anal. Chem. 68, 1465

(1996).
32. Schuette C. G., Weisgerber J., Sandhoff K.: Glycobiolo-

gy 11, 549 (2001).
33. Patterson S. D., Katta V.: Anal. Chem. 66, 3727 (1994).
34. Abe Y., Odaka M., Inagaki F., Schlessinger J., Kohda D.:

J. Biol. Chem. 273, 11150 (1998).
35. Woods A. S., Buchsbaum J. C., Worrall T. A., Berg J. M.,

Cotter R. J.: Anal. Chem. 67, 4462 (1995).
36. Salih B., Zenobi R.: Anal. Chem. 70, 1536 (1998).
37. Friess S. D., Zenobi R.: J. Am. Soc. Mass Spectrom. 12,

810 (2001).
38. Glocker M. O., Bauer S. H. J., Kast J., Volz J., Przybylski

M.: J. Mass Spectrom. 31, 1221 (1996).

39. Cohen L. R. H., Strupart K., Hillenkamp F.: J. Am. Soc.
Mass Spectrom. 8, 1046 (1997).

40. Lin S., Cotter R. J., Woods A. S.: Proteins Suppl. 2, 12
(1998).

41. Tang X., Callahan J. H., Zhou P., Vertes A.: Anal. Chem.
67, 4542 (1995).

V. KadlËÌk, M. KodÌËek, and M. Hassman (Department
of Environmental Chemistry, Institute of Chemical Techno-
logy, Prague): Utilization of MALDI-TOF Mass Spectro-
metry for Study of Spatial Structure of Proteins

MALDI-TOF MS, a technique developed in the late 1980ís,
is today a routine method for detection and identification of
proteins but its utilization for study of spatial structure of
proteins is ever-growing. The main approaches are detection
of chemical and post-translational modifications of proteins,
characterization of protein structure by proteolysis, detection
of protium-deuterium ion exchange, characterization of the
disulfide structure of proteins and direct detection of non-co-
valent complexes. MALDI-TOF is thus the technique that can
replace some much more time-consuming and experimentally
demanding methods but it can also afford information inac-
cessible by other methods.
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⁄vod

JednÌm ze z·kladnÌch ukazatel˘, jenû charakterizuje ˙spÏö-
nost zÌsk·v·nÌ sacharosy z cukrovky, je v˝tÏûnost bÌlÈho cu-
kru. Z ekonomickÈho pohledu je zapot¯ebÌ kl·st d˘raz na
minimalizaci v˝robnÌch n·klad˘ p¯i maxim·lnÌ v˝tÏûnosti. Na
v˝tÏûnost cukru m· vliv cel· ¯ada faktor˘, zejmÈna technolo-
gick· jakost cukrovky, technika pouûit· jak p¯i sklizni, tak i p¯i
n·slednÈm zpracov·nÌ a technologick· k·zeÚ u zpracovatele
v cukrovaru.

Technologickou jakostÌ cukrovky se rozumÌ komplex mno-
ha vlastnostÌ ¯epy, mezi kterÈ pat¯Ì vedle chemickÈho sloûe-
nÌ tÈû vlastnosti biologickÈ, fyzik·lnÏ-chemickÈ i mechanic-
kÈ. Z biologick˝ch vlastnostÌ jsou to zejmÈna: tvar, velikost
a hmotnost bulvy, jejÌ vyzr·lost, zdravotnÌ stav, odolnost v˘-
Ëi skl·dkov˝m chorob·m, aktivita enzym˘ (p¯edevöÌm inver-
tasy) a mikrobiologick· Ëinnost. Z mechanick˝ch vlastnostÌ
jsou d˘leûitÈ, jak z hlediska skliznÏ, dopravy a skladov·-
nÌ, tak i vlastnÌho zpracov·nÌ: pevnost, pruûnost a odpor k ¯e-
z·nÌ. KoneËnÏ z fyzik·lnÏ-chemick˝ch vlastnostÌ se uplatÚu-
jÌ p¯i tÏûenÌ a ËiötÏnÌ öù·vy pH ¯epnÈ öù·vy a jejÌ osmotick˝
tlak.

Ot·zce technologickÈ jakosti cukrovky se vÏnuje zv˝öen·
pozornost jak ze strany pÏstitel˘, tak i cukrovarnick˝ch tech-
nolog˘ u n·s i v mezin·rodnÌm mÏ¯Ìtku. V˝znamnÈ aktivi-
ty vyvÌjÌ zejmÈna mezin·rodnÌ organizace cukrovarnick˝ch
technolog˘ C.I.T.S., kter· m· ustavenou sekci Technologick·
jakost cukrovky. Na zased·nÌch vÏdeckÈho v˝boru C.I.T.S.,
jsou pak prezentov·ny odbornÈ refer·ty1,2 k tomuto tÈmatu
prakticky ze vöech cukrovarnicky v˝znamn˝ch zemÌ Evropy.

ChemickÈ sloûenÌ cukrovky m· rozhodujÌcÌ vliv na kvalitu
öù·v a je d·no zejmÈna obsahem popelovin (tj. draseln˝ch
a sodn˝ch solÌ), dusÌkat˝ch slouËenin (α-aminodusÌk, betain
a jinÈ) a d·le nap¯. monosacharid˘, organick˝ch kyselin aj.
Z hlediska kvality cukrovky jsou nejd˘leûitÏjöÌ tzv. melaso-
tvornÈ l·tky, jeû majÌ schopnost zvyöovat rozpustnost sacha-
rosy. KvantitativnÏ je melasotvornost (neboli mÌra zadrûenÌ
cukru v melase) vyj·d¯ena melasotvorn˝m koeficientem ne-

cukr˘ MK. Je to bezrozmÏrnÈ ËÌslo vyj·d¯enÈ hmotnostÌ cukru,
kterou jednotka hmotnosti necukru zadrûuje v melase. Z hle-
diska melasotvornosti se necukry rozdÏlujÌ do t¯Ì skupin:
ñ silnÏ melasotvornÈ (MK > 2,4)
ñ st¯ednÏ melasotvornÈ (0,8 ≤ MK ≤ 1,1)
ñ slabÏ melasotvornÈ (MK < 0,8)

K nejvÌce melasotvorn˝m necukr˘m pat¯Ì sodÌk, draslÌk
a α-aminodusÌk. Tyto l·tky se takÈ nejvÌce vyskytujÌ v em-
pirick˝ch vztazÌch, kterÈ jsou v r˘zn˝ch zemÌch odvozov·ny
s cÌlem kvantifikovat uvedenÈ efekty. V naöich p¯edchozÌch
pracÌch3,4 jsme uvedli p¯ehled v˝poËetnÌch vztah˘, pouûÌva-
n˝ch pro v˝poËet teoretickÈho z˘statku cukru v melase v z·-
vislosti na sloûenÌ ¯epy a provedli rozbor dvou nejzn·mÏjöÌch
v˝poËetnÌch vztah˘, a sice Reinefeldova vzorce5 a novÈho
BraunschweigskÈho vzorce6.

Obecn˝ tvar vztahu pro v˝poËet teoretickÈho z˘statku
cukru v melase v z·vislosti na koncentraci alkalick˝ch kov˘
a amidovÈho dusÌku lze vyj·d¯it rovnicÌ:

CM = a [K + Na] + b [αN] + c (1)

kde CM je teoretick˝ z˘statek cukru v melase (hm.%, vztaûeno
na ¯epu), [K + Na] ñ koncentrace iont˘ K+ a Na+ v ¯epÏ
(mol/dt = mmol/100 g ¯epy), [αN] ñ koncentrace α-aminodu-
sÌku v ¯epÏ (mol/dt), a, b, c ñ empirickÈ koeficienty.

Nejzn·mÏjöÌm vztahem je Reinefeld˘v vzorec5:

CM = 0,343 [K + Na] + 0,094 [αN] ñ 0,31 (2)

V˝sledkem n·kladnÈho v˝zkumu, kter˝ byl organizov·n
Zuckerinstitutem Braunschweig v NÏmecku, byl tzv. nov˝
Braunschweigsk˝ vzorec6 pro v˝poËet CM, kde jako promÏnnÈ
opÏt vystupujÌ analytickÈ hodnoty koncentrace iont˘ alkalic-
k˝ch kov˘ a amidovÈho dusÌku v ¯epÏ:

CM = 0,12 [K + Na] + 0,24 [αN] + 0,48 (3)

Vhodnost uveden˝ch vztah˘ byla ovÏ¯ov·na i pro naöe
podmÌnky4. Jak uk·zaly vypoËtenÈ v˝sledky, pro aplikaci
vztah˘ v podmÌnk·ch jin˝ch zemÌ, a to platÌ i pro »eskou
republiku, je nezbytnÈ provÈst zp¯esnÏnÌ vztahu rozs·hl˝m
doplÚov·nÌm provoznÌch dat a jejich statistick˝m zpracov·-
nÌm nebo na z·kladÏ vlastnÌch experiment˘.

V tÈto pr·ci shrnujeme rozs·hlÈ experimenty z oblasti
hodnocenÌ kvality cukrovky, kterÈ byly prov·dÏny v minulÈm
desetiletÌ na ⁄stavu chemie a technologie sacharid˘ VäCHT
ve spolupr·ci s VUC Praha, a. s. V˝zkum byl zaloûen na
vlastnÌ metodice, kter· vych·zela z krystalizaËnÌch test˘ s tÏû-
kou öù·vou. DÌlËÌ v˝sledky v˝zkumu byly publikov·ny v nÏ-
kolika p¯edchozÌch sdÏlenÌch7ñ10.

Experiment·lnÌ Ë·st

HlavnÌ oblasti experiment·lnÌ pr·ce je moûno shrnout do
Ëty¯ z·kladnÌch okruh˘:
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ñ v˝voj metodiky na stanovenÌ technologickÈ kvality cukrovky,
ñ zp˘sob v˝bÏru rajÛn˘, odbÏru a zpracov·nÌ vzork˘,
ñ n·vrh, simulace  a modelov·nÌ krystalizaËnÌch postup˘

s tÏûkou öù·vou, vËetnÏ vypracov·nÌ pot¯ebnÈho software,
ñ vyhodnocenÌ vztah˘ mezi teoretick˝m z˘statkem cukru

v melase a sloûenÌm cukrovky.
V˝voj a ovÏ¯enÌ metodiky byly z·kladnÌmi a podmiÚujÌ-

cÌmi parametry pro ¯eöenÌ zadan˝ch cÌl˘. Bylo nutno vy¯eöit
p¯edevöÌm zp˘sob vzorkov·nÌ odpovÌdajÌcÌch si vzork˘ ¯epy
a tÏûkÈ öù·vy, navrhnout a realizovat krystalizaËnÌ aparaturu
vËetnÏ separaËnÌch a regulaËnÌch prvk˘, a koneËnÏ vyvinout
software pro bilance, modelov·nÌ, simulace, p¯Ìpravu a vyhod-
nocov·nÌ krystalizaËnÌch test˘. Uveden˝ soubor ˙kol˘ byl
¯eöen v pr˘bÏhu celÈho projektu a na z·kladÏ zÌskan˝ch v˝-
sledk˘ byl neust·le zp¯esÚov·n a zdokonalov·n. Cel· metodi-
ka i jejÌ jednotlivÈ Ë·sti a podp˘rnÈ programy byly jiû Ë·steËnÏ
publikov·ny8,9,11, a proto budou v dalöÌm textu zmÌnÏny pouze
hlavnÌ principy.

P r i n c i p m e t o d y n a s t a n o v e n Ì
t e c h n o l o g i c k È k v a l i t y c u k r o v k y

Z·kladnÌ ˙vahy p¯i n·vrhu metody jsou graficky zn·zor-
nÏny na obr·zcÌch 1 a 2. Na obr·zku 1 je schematicky zn·zor-
nÏn standardnÌ a dosud pouûÌvan˝ postup zkoum·nÌ vlivu
kvality ¯epy na v˝tÏûnost v p¯edch·zejÌcÌch pracÌch. Porovn·-
nÌ mezi sloûenÌm ¯epy  a odpovÌdajÌcÌ  melasy je  zatÌûeno
znaËnou nep¯esnostÌ, neboù Ëasov· diference mezi okamûikem
zpracov·nÌ ¯epy a zÌsk·nÌm melasy je aû nÏkolik dn˘, coû
tÈmÏ¯ znemoûÚuje zÌskat zcela korespondujÌcÌ vzorky. Situace
je d·le zkomplikov·na faktem, ûe v nÏkter˝ch cukrovarech je
souËasnÏ zpracov·v·n surov˝ cukr z jin˝ch  z·vod˘ a do
procesu jsou vn·öeny necukry s jin˝m sloûenÌm. Tyto necukry
tÈû p¯ech·zejÌ spolu s ¯epn˝mi necukry do melasy. UvedenÈ
z·vÏry vysvÏtlujÌ p¯ÌËiny velk˝ch rozdÌl˘ mezi skuteËn˝mi
ztr·tami cukru v melase a mezi hodnotami vypoËten˝mi z teo-
retick˝ch vztah˘ zahrnujÌcÌch sloûenÌ vybran˝ch ¯epn˝ch ne-
cukr˘, coû ve svÈm d˘sledku br·nÌ uplatnÏnÌ zÌskan˝ch po-
znatk˘ v praxi.

N·ö n·vrh ¯eöÌ v˝öe uvedenÈ problÈmy zp˘sobem, jenû je
schematicky naznaËen na obr·zku 2. Jako meziprodukt plnÏ
charakterizujÌcÌ sloûenÌ melasotvorn˝ch necukr˘ ¯epy a kores-
pondujÌcÌ zpracov·vanÈ partii ¯epy, byla vybr·na tÏûk· öù·va.
ZdrûenÌ mezi ¯epou a tÏûkou öù·vou je jen nÏkolik hodin,
a metoda tak umoûÚuje zÌskat odpovÌdajÌcÌ si vzorky. Z dal-
öÌch v˝hod je moûno uvÈst, ûe sloûenÌ necukr˘ nenÌ ovlivnÏno
û·dn˝m cizÌm vstupem.

HlavnÌm procesem navrûenÈ metodiky je transformace
tÏûkÈ öù·vy na melasu. Tento proces byl modelov·n podle
skuteËnÈ pr˘myslovÈ v˝roby v cukrovaru, tj. s cÌlem zachovat
z·kladnÌ podmÌnky, p¯i nichû v˝roba cukru probÌh·. Podstatou
procesu je dvoustupÚov· krystalizace, jejÌû schÈma je zobra-
zeno na obr·zku 3. V prvnÌm stupni probÌh· krystalizace za
izotermnÌho odpa¯ov·nÌ, mateËn˝ sirob je po dosaûenÌ urËitÈ
Ëistoty (p¯Ìp. danÈho obsahu krystal˘ v cukrovinÏ) odseparo-
v·n a podroben anal˝ze. Zbytek sirobu je podroben krystali-
zaci ve druhÈm stupni. Zde proces nejprve probÌh· opÏt za
izotermnÌho odpa¯ov·nÌ a pak n·sleduje chladicÌ krystalizace
za atmosfÈrickÈho tlaku. Po dosaûenÌ rovnov·hy se opÏt odse-
paruje mateËn˝ sirob (v tomto stupni odpovÌd· melase) a pro-
vede se jeho rozbor.

Sacharizace S (rozpuötÏn· suöina v %) a polarizace P
(obsah cukru v %) mateËnÈho sirobu v rovnov·ûnÈm stavu, tj.
rozpustnost sacharosy p¯i danÈ teplotÏ a sloûenÌ necukr˘, je
hlavnÌm v˝stupem krystalizaËnÌch test˘. Z tÏchto dat je vypoË-
ten koeficient nasycenÌ Kn a pomÏr necukr˘ N/W. Koeficient
nasycenÌ Kn je definov·n jako pomÏr mezi rozpustnostÌ sacha-
rosy v technickÈm a v ËistÈm cukernÈm roztoku p¯i stejn˝ch
podmÌnk·ch. Rozpustnosti jsou zde vyj·d¯eny jako hmotnost-
nÌ pomÏry sacharosy a vody. Obsah neËistot, kterÈ se v cukro-
varnictvÌ naz˝vajÌ necukry, se vyjad¯uje jako hmotnostnÌ po-
mÏr necukr˘ N(%) a vody W(%).

Pro kaûdou zkoumanou tÏûkou öù·vu je pot¯eba provÈst 6
aû 8  krystalizaËnÌch test˘ v  rozmezÌ  koncentracÌ  necukr˘
odpovÌdajÌcÌch re·lnÏ dosahovan˝m hodnot·m v praxi. Pomo-
cÌ namÏ¯en˝ch a vypoËten˝ch hodnot dvojic veliËin Kn a N/W
je pro kaûdou tÏûkou öù·vu vyhodnocen pr˘bÏh tzv. rozpust-

Obr. 1. SchÈma postupu p¯i vyhodnocov·nÌ vztahu mezi sloûenÌm
¯epy a v˝tÏûnostÌ cukru

Obr. 2. SchÈma metody navrûenÈ v tÈto pr·ci
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nostnÌ k¯ivky (tj. z·vislost koeficientu nasycenÌ Kn na pomÏru
necukr˘ N/W):

Kn = A . N/W + B + (1 ñ B).exp(C . N/W) (4)

DalöÌ d˘leûitou ideou navrûenÈho postupu je v˝poËet Ëis-
toty melasy pro tzv. ÑstandardnÌ podmÌnkyì, jeû je moûno
definovat pro dan˝ region (st·t) a pro dan˝ standardnÏ pouûÌ-
van˝ technologick˝ postup v˝roby cukru. Pro podmÌnky »es-
kÈ republiky navrhujeme na z·kladÏ dlouholet˝ch technolo-
gick˝ch ukazatel˘ n·sledujÌcÌ data: teplota t = 40 ∞C, koneËnÈ
p¯esycenÌ mateËnÈho sirobu Kp = 1,075 a pomÏru necukr˘
N/W = 2,4. Koeficient p¯esycenÌ Kp je definov·n jako pomÏr
mezi koncentracÌ sacharosy v p¯esycenÈm a nasycenÈm cuker-
nÈm roztoku. Koncentrace sacharosy jsou zde opÏt vyjad¯o-
v·ny jako hmotnostnÌ pomÏry sacharosy a vody. V nÏkter˝ch
zemÌch EU je Ëistota p¯i standardnÌch podmÌnk·ch naz˝v·na
jako ÑTarget Molasses Purityì (TMP).

Hodnota stanovenÈ Ëistoty melasy ñ TMP p¯i zvolen˝ch
standardnÌch podmÌnk·ch je charakteristikou danÈ ¯epy a od-
povÌdajÌcÌ tÏûkÈ öù·vy a m˘ûe b˝t tedy korelov·na s analytic-
k˝mi rozbory danÈ ¯epy a p¯ÌsluönÈ tÏûkÈ öù·vy. BilanËnÌm
v˝poËtem za pouûitÌ vyhodnocenÈ veliËiny TMP a sloûenÌ
p¯ÌsluönÈ tÏûkÈ öù·vy je moûno zÌskat ˙daj o mnoûstvÌ cukru
v melase. P¯i zahrnutÌ v˝robnÌch ztr·t, nap¯. 0,6 hm.%, vztaûe-
no na ¯epu, m˘ûeme vypoËÌtat v˝tÏûnost bÌlÈho cukru z ¯epy.
Vztahy zÌskanÈ v dostateËnÏ rozs·hlÈho poËtu mÏ¯enÌ umoû-
ÚujÌ pozvednout metodiku hodnocenÌ kvality cukrovky na
kvalitativnÏ mnohem vyööÌ ˙roveÚ a poskytujÌ ¯adu velmi
cenn˝ch v˝stup˘:
ñ n·kup cukrovky podle skuteËnÏ zÌskatelnÈho cukru,
ñ ocenÏnÌ sort cukrovky z hlediska ölechtitelskÈho,
ñ volbu nejvhodnÏjöÌ odr˘dy v danÈm rajonu,
ñ optimalizaci zp˘sobu v˝ûivy cukrovky,
ñ vhodnost danÈho druhu cukrovky pro alternativnÌ uûitÌ.

Z p ˘ s o b v ˝ b Ï r u r a j Û n ˘ , o d b Ï r u
a z p r a c o v · n Ì v z o r k ˘

P¯i v˝bÏru mÌst odbÏr˘ vzork˘ v cukrovarech bylo nutno
br·t v ˙vahu, zda v˝kup a zpracov·nÌ cukrovky v cukrovaru
jsou organizov·ny postupnÏ podle jednotliv˝ch pÏstitel˘. To
znamen·, ûe po urËitou dobu (poûadov·ny alespoÚ 2 smÏny)
je zpracov·v·na ¯epa od jednoho dodavatele.

D·le bylo nutno sledovat, zda je v cukrovaru pouûÌv·n
standardnÌ zp˘sob epurace (ËiötÏnÌ öù·v), tj. bez zmÏkËov·nÌ
öù·v v˝mÏnou iont˘, bez p¯Ìdavku MgO a dalöÌch z·sah˘ ñ
nap¯. p¯Ìdavek fosforeËnanu sodnÈho na odparce, alkalizace
öù·v a pod. Bylo nutno stanovit co nejp¯esnÏji zdrûenÌ mezi
vstupem ¯Ìzk˘ do extraktoru a v˝stupem odpovÌdajÌcÌ tÏûkÈ
öù·vy z odparky.

P¯i vlastnÌm odbÏru a zpracov·nÌ vzork˘ se postupovalo
n·sledujÌcÌm zp˘sobem:
ñ v dobÏ zpracov·nÌ ¯epy od danÈho pÏstitele byly po dobu

12 aû 16 hodin odebÌr·ny v hodinov˝ch intervalech sladkÈ
¯Ìzky a po stanovenÈ dobÏ zdrûenÌ po stejnou dobu a ve
stejn˝ch intervalech vzorky tÏûkÈ öù·vy (1 kg öù·vy za
hodinu nebo 0,5 kg öù·vy kaûd˝ch 30 minut),

ñ pro jednu vyhodnocovanou partii cukrovky se celkem
odebralo 10 l öù·vy, kterÈ se spojily do 1 vzorku. Pro lepöÌ
skladovatelnost byl vzorek konzervov·n formaldehydem
a skladov·n v chladnÈ mÌstnosti,

ñ u ¯Ìzk˘ byla stanovena polarizace, α-aminodusÌk a popel,
v˝luh byl d·le skladov·n ve zmraûenÈm stavu pro pozdÏjöÌ
stanovenÌ obsahu alkalick˝ch kov˘ a zemin, betainu, redu-
kujÌcÌch l·tek (glukosy a fruktosy) a p¯ÌpadnÏ i dalöÌch l·tek,

ñ u vzork˘ tÏûkÈ öù·vy byla stanovena sacharizace, polari-
zace a popel a Ë·st vzorku byla uchov·na pro dalöÌ rozbory,

ñ byl sestaven grafick˝ pr˘bÏh jednotliv˝ch sledovan˝ch
parametr˘, a tÌm bylo moûno zkontrolovat, zda se jedn·
o cukrovku s vyrovnan˝mi vlastnostmi, a p¯ÌpadnÏ vylou-
Ëit Ë·st krajnÌch vzork˘.
PouûitÈ analytickÈ metody vych·zejÌ ze standardnÌ meto-

diky pro cukrovarnickÈ laborato¯e12.

N · v r h , s i m u l a c e a m o d e l o v · n Ì
k r y s t a l i z a Ë n Ì c h p o s t u p ˘
s t Ï û k o u ö ù · v o u v Ë e t n Ï v y p r a c o v · n Ì
p o t ¯ e b n È h o s o f t w a r e

RozhodujÌcÌm procesem celÈ vyvinutÈ metody jsou kry-
stalizaËnÌ testy s tÏûkou öù·vou. Cel˝ krystalizaËnÌ proces
i experiment·lnÌ aparatura proch·zely bÏhem ¯eöenÌ projektu
v˝vojem s cÌlem zÌskat obecnÏji pouûitelnou metodu pro cu-
krovarnickÈ laborato¯e a d·le zv˝öit produktivitu pr·ce, tj.
zkr·tit proces a provÈst v danÈm ËasovÈm ˙seku na danÈm
za¯ÌzenÌ co nejvÏtöÌ poËet test˘.

PrvnÌ n·vrh krystalizaËnÌho postupu zjednoduöen˝m zp˘-
sobem modeloval proces probÌhajÌcÌ v pr˘myslov˝ch apar·-
tech. Jednalo se o schÈma, jehoû blokov˝ diagram je zn·zor-
nÏn na obr·zku 3. V prvnÌm stupni byl krystalizov·n sbÏrn˝
vzorek tÏûkÈ öù·vy. Po zahuötÏnÌ p¯i 80 ∞C na p¯esycenÌ 1,10ñ
1,15 a zaoËkov·nÌ krystaly o st¯ednÌ velikosti 0,02ñ0,05 mm
byla tÏûk· öù·va nav·¯ena p¯i stejnÈ teplotÏ po dobu 4ñ5 h. Ze
zÌskanÈ cukroviny (suspenze) byly oddÏleny 3 vzorky, kterÈ
byly pouûity jako z·klad pro n·slednÈ krystalizace ve druhÈm
stupni. Krystaly byly tlakovÏ odfiltrov·ny a zÌskan˝ mateËn˝

Obr. 3. NavrûenÈ schÈma krystalizaËnÌho procesu
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sirob byl pouûit k nav·¯enÌ ve druhÈm stupni, kterÈ probÌhalo
opÏt za podtlaku p¯i 80 ∞C po dobu 3ñ6 h. Rovnov·ûnÈho stavu
pak bylo dosaûeno n·sledujÌcÌ chladicÌ krystalizacÌ v z·vislosti
na koneËnÈ ËistotÏ mateËnÈho sirobu za 12ñ20 h. Po skonËenÌ
pokusu byl nasycen˝ mateËn˝ sirob separov·n na tlakovÈm
filtru. CÌlem tedy bylo zÌskat 3 cukroviny, jejichû mateËnÈ
siroby mÏly pomÏr necukry/voda v rozmezÌ hodnot 1,5 aû
3,0 g necukr˘ na 1 g vody. Tento proces sice splnil zadanÈ
poûadavky a byl ˙spÏönÏ aplikov·n nap¯. p¯i ¯eöenÌ projektu7

GA »R, ale na druhÈ stranÏ byl velmi pracn˝ a v˝sledn·
produktivita byla nÌzk·. Vzhledem k v˝öe popsan˝m d˘vod˘m
byly studov·ny dalöÌ krystalizaËnÌ postupy. Jako nejlepöÌ ¯e-
öenÌ byla vyhodnocena jednostupÚov· odpa¯ovacÌ krystaliza-
ce s periodick˝m odbÏrem tuhÈ f·ze. Tato metoda8 zv˝öila
produktivitu pr·ce na jednÈ laboratornÌ aparatu¯e na dvojn·-
sobek, tj. bÏhem 1 t˝dne bylo moûno provÈst na 1 za¯ÌzenÌ
krystalizaËnÌ test se 4 r˘zn˝mi tÏûk˝mi öù·vami.

KrystalizaËnÌ aparatura a postup pr·ce

Vyvinut· krystalizaËnÌ aparatura umoûnila studovat r˘znÈ
f·ze a typy postup˘ p¯i krystalizaci tÏûkÈ öù·vy i jin˝ch technic-
k˝ch cukern˝ch roztok˘, coû umoûnilo urËitou optimalizaci
p¯i v˝bÏru a modifikacÌch navrhovan˝ch postup˘. P¯i tÏchto pra-
cÌch byla zÌsk·na ¯ada cenn˝ch v˝sledk˘ i v oblastech modelo-
v·nÌ a dynamickÈ simulace proces˘, vyhodnocov·nÌ kinetick˝ch
parametr˘ krystalizace a nukleace, poËÌtaËovÈho monitoro-
v·nÌ a ¯ÌzenÌ krystalizaËnÌho procesu a hmotnostnÌ a entalpickÈ
bilance proces˘10,11,13. SchÈma pouûitÈ laboratornÌ krystalizaË-
nÌ aparatury a jeho podrobn˝ popis, vËetnÏ pracovnÌho postu-
pu a zp˘sobu odbÏru vzork˘ bylo detailnÏ pops·no v pr·ci8.

Postup p¯i vyhodnocov·nÌ v˝sledk˘

Z rozbor˘ nasycen˝ch mateËn˝ch roztok˘ byly vypoËteny
hodnoty  koeficient˘ nasycenÌ Kn a  hmotnostnÌho  pomÏru
necukr˘ a vody N/W. RegresnÌ anal˝zou byly vypoËteny koe-
ficienty z·vislosti Kn = f(N/W), naz˝vanÈ tÈû rozpustnostnÌ
k¯ivka. PomocÌ rozpustnostnÌ k¯ivky byla pro zvolenÈ stan-
dardnÌ podmÌnky vypoËtena Ëistota ÑcÌlovÈì melasy, TMP.
Pro cukrovary v »eskÈ republice byly navrûeny podle dlou-
hodob˝ch pr˘mÏrn˝ch v˝sledk˘ rozbor˘ melas n·sledujÌcÌ
standardnÌ podmÌnky: koneËn· teplota chlazenÌ zadinovÈ cu-
kroviny 50 ∞C, koeficient p¯esycenÌ Kp = 1,075 a hmotnostnÌ
pomÏr necukr˘ a vody N/W = 2,4 g necukr˘ na 1 g vody.
»istota TMP m˘ûe slouûit buÔ p¯Ìmo ke korelaci se sloûenÌm
nap¯. tÏûkÈ öù·vy nebo m˘ûe b˝t pouûita k v˝poËtu teoretickÈ-
ho z˘statku cukru v melase Ëi v˝tÏûnosti cukru z ¯epy nebo
z tÏûkÈ öù·vy.

V˝sledky a diskuse

O v Ï ¯ e n Ì m e t o d i k y
n a m o d e l o v ˝ c h v z o r c Ì c h

O tom, ûe metodu krystalizaËnÌch test˘ je moûnÈ aplikovat
na p¯edpovÏÔ teoreticky dosaûitelnÈ v˝tÏûnosti cukru z danÈ
tÏûkÈ öù·vy, svÏdËÌ v˝sledky test˘ s modelov˝mi roztoky tÏûkÈ
öù·vy, ve kter˝ch byl mÏnÏn obsah hlavnÌch melasogennÌch
necukr˘ ñ draslÌku, sodÌku, αN (reprezentovanÈho kyselinou

Tabulka I
V˝sledky krystalizaËnÌch test˘ s modelov˝mi roztoky tÏûkÈ
öù·vy

Obsah P˘vodnÌ P¯Ìdavek
l·tky tÏûk· [K + Na] [Mg] [αN]
[%] öù·va 100 % 200 % 100 % 100 %

K 0,47 0,94 1,41 0,47 0,47
Na 0,09 0,18 0,27 0,09 0,09
MgO 0,23 0,23 0,23 0,55 0,23
Kys. glutamov· 0,030 0,030 0,030 0,030 0,060
Kys. asparagov· 0,003 0,003 0,003 0,003 0,006
QTMS 57,4 62,7 64,8 55,7 63,0

glutamovou a asparagovou) a takÈ ho¯ËÌku. V˝sledky jsou
dokumentov·ny v tabulce I.

P¯Ìdavek melasogennÌch l·tek zv˝öil rozpustnost sacharo-
sy, coû mÏlo za n·sledek zÌsk·nÌ v˝slednÈho mateËnÈho sirobu
o vyööÌ ËistotÏ. Zdvojn·sobenÌ obsahu alkalick˝ch kov˘ vyvo-
lalo zv˝öenÌ Ëistoty melasy z 57,4 na 62,7, ztrojn·sobenÌ
obsahu tÏchto l·tek d·le zv˝öilo Ëistotu melasy na 64,8 %.
Podobnou tendenci zv˝öenÌ Ëistoty vyk·zal tÈû zdvojn·soben˝
p¯Ìdavek kyseliny glutamovÈ a asparagovÈ (zv˝öenÌ Ëistoty na
63,0 %). OpaËn˝ ˙Ëinek prok·zal p¯Ìdavek MgO, kde v˝sledn·
Ëistota melasy poklesla na hodnotu 55,7 % oproti p˘vodnÌmu
vzorku tÏûkÈ öù·vy.

V y t v o ¯ e n Ì d a t a b a n k y p r o p Ï s t i t e l e
i z p r a c o v a t e l e c u k r o v k y

JednÌm z hlavnÌch cÌl˘ pr·ce bylo vyhodnotit vztah mezi
teoretick˝m z˘statkem cukru v  melase (v˝tÏûnostÌ  cukru)
a sloûenÌm cukrovky, pokud moûno s co nejöiröÌm rozsahem
platnosti. Proto bylo snahou vybrat cukrovary ve vöech v˝-
znamn˝ch ¯epn˝ch rajÛnech »ech a Moravy. MÏ¯enÌ probÌha-
lo v n·sledujÌcÌch oblastech: severnÌ »echy (éatecko), st¯ednÌ
»echy a KolÌnsko, v˝chodnÌ »echy (PolabÌ), st¯ednÌ Morava
(Han·), severnÌ Morava a Slezsko.

Rozs·hlÈ experimenty byly prov·dÏny v minulÈm deseti-
letÌ na ⁄stavu chemie a technologie sacharid˘ VäCHT ve
spolupr·ci s VUC Praha. ⁄vodnÌ nejrozs·hlejöÌ soubor dat byl
zÌsk·n p¯i ¯eöenÌ grantovÈho projektu7 GA »R. Po ukonËenÌ
projektu byla vzhledem k velkÈ n·roËnosti pokus˘ v dalöÌch
letech prov·dÏna jen jednotliv· mÏ¯enÌ urËen· k ovÏ¯enÌ zÌs-
kan˝ch dat i v mÏnÌcÌch se klimatick˝ch podmÌnk·ch. Celkem
bylo odebr·no 83 sÈriÌ vzork˘ ¯epy a tÏûkÈ öù·vy, coû je
dohromady vÌce neû 1700 vzork˘. Jako sÈrie se rozumÌ 10 po
sobÏ odebran˝ch vzork˘ sladk˝ch ¯Ìzk˘ a tÏûkÈ öù·vy, jeû
odpovÌdajÌ jednÈ partii ¯epy ñ od jednoho dodavatele, z jedno-
ho rajÛnu. Z kaûdÈ sÈrie odebran˝ch tÏûk˝ch öù·v byl proveden
jeden krystalizaËnÌ test.

V y h o d n o c e n Ì v z t a h ˘ m e z i v ˝ t Ï û n o s t Ì
c u k r u z c u k r o v k y a j e j Ì m s l o û e n Ì m

V˝sledky rozbor˘ odpovÌdajÌcÌch si vzork˘ cukrovky a tÏû-
kÈ öù·vy a z krystalizaËnÌch test˘ s tÏûkou öù·vou byly zpraco-
v·ny statistick˝mi metodami, p¯edevöÌm regresnÌ a korelaËnÌ
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anal˝zou. Byly hled·ny a vyhodnocov·ny vztahy umoûÚujÌcÌ
v˝poËet  teoretickÈho z˘statku cukru  v melase (v˝tÏûnosti
cukru) jako funkce sloûenÌ rozhodujÌcÌch melasotvorn˝ch ne-
cukr˘ obsaûen˝ch v cukrovce (tj. koncentrace sodÌku, draslÌku
a α-aminodusÌku). KromÏ tÏchto hlavnÌch necukr˘ byl studo-
v·n i vliv dalöÌch l·tek, p¯edevöÌm betainu, redukujÌcÌch l·tek
(tj. glukosy a fruktosy) a nÏkter˝ch kationt˘. Obdobn˝m zp˘-
sobem byly hled·ny i vazby mezi sloûenÌm cÌlovÈ melasy
a v˝tÏûnostÌ cukru z tÏûkÈ öù·vy.

Pro korelaci se sloûenÌm cukrovky nenÌ hodnota Ëistoty
cÌlovÈ melasy TMP vhodn·, protoûe nezahrnuje ztr·ty cukru
ve v˝robÏ. Proto bylo poËÌt·no s pomÏrov˝mi veliËinami CM
nebo CMTä, kterÈ ud·vajÌ mnoûstvÌ cukru p¯ech·zejÌcÌho do
melasy. ObÏ uvedenÈ veliËiny byly vypoËteny pomocÌ hmot-
nostnÌ bilance za p¯edpokladu, ûe mnoûstvÌ necukr˘ v tÏûkÈ
öù·vÏ a melase, jeû z nÌ byla vyrobena, jsou z hlediska p¯esnosti
tÏchto v˝poËt˘ shodnÈ. Pro v˝poËet veliËiny CM je nutno d·le
uvaûovat v˝robnÌ ztr·ty. Ve shodÏ se zahraniËnÌmi zkuöenost-
mi i naöÌ praxÌ byla zvolena hodnota 0,6 % hmotnosti ¯epy.

V dalöÌm textu budou uvedeny hlavnÌ v˝sledky dosaûenÈ
korelacÌ.

Korelace mezi teoretick˝m z˘statkem cukru
v melase CM a sloûenÌm cukrovky

Obsah draslÌku a sodÌku [K + Na] (mmol/100 g ¯epy)

Byla vyhodnocena z·vislost ve tvaru:

CM = 0,19 [K + Na] + 1,38 (5)

kde korelaËnÌ koeficient r = 0,60, smÏrodatn· odchylka s =
0,23 (10,1 %).

Konduktometrick˝ popel A (%)

U tÈto veliËiny byla prok·z·na korelace a nalezen˝ kore-
laËnÌ koeficient dos·hl hodnoty 0,64, smÏrodatn· odchylka s =
0,28 (12,1 %). Korelace byla  provedena v  n·vaznosti  na

statistickou  anal˝zu,  kter· umoûnila vy¯adit data zatÌûen·
hrubou chybou, jejÌû p¯ÌËina nebyla bÏhem mÏ¯enÌ odhalena.

CM = 6,01 A ñ 0,50 (6)

α-AminodusÌk αN (mmol/100 g ¯epy)

Pr˘bÏh tÈto z·vislosti ukazuje, ûe vliv α-aminodusÌku je
prokazateln˝ i p¯i jeho samostatnÈ korelaci s hodnotou CM,
a potvrzuje tak v˝znamn˝ vliv tohoto necukru na v˝tÏûnost
cukru:

CM = 0,29 [αN] + 1,47 (7)

kde korelaËnÌ koeficient r = 0,74 a smÏrodatn· odchylka s =
0,19 (8,4 %).

Glukosa, fruktosa, v·pnÌk a betain

Pro doplnÏnÌ tÈto anal˝zy byly jeötÏ zkoum·ny korelace
mezi CM a obsahy glukosy, fruktosy, v·pnÌku a betainu v cu-
krovce. V û·dnÈm z uveden˝ch vztah˘ se z·vislost prok·zat
nepoda¯ilo.

Celkov˝ v˝sledn˝ vztah pro v˝tÏûnost

Koeficienty rovnice, vyjad¯ujÌcÌ z·vislost mezi teoretic-
k˝m z˘statkem cukru v melase CM a sloûenÌm ¯epy byly
vypoËteny  pro  cel˝ soubor experiment·lnÌch dat. ZÌskan·
v˝sledn· rovnice m· tvar:

CM = 0,11 [K + Na] + 0,23 [αN] + 1,10 (8)

kde smÏrodatn· odchylka s = 0,17 (7,4 %). Hodnoty namÏ¯enÈ
i vypoËtenÈ z rovnice (8) jsou zn·zornÏny v prostorovÈm grafu
na obr·zku 4.

V˝sledky ukazujÌ velmi d˘leûit˝ z·vÏr, ûe α-aminodusÌk
m· stoupajÌcÌ nep¯Ìzniv˝ vliv na teoretick˝ z˘statek cukru
v melase, a tÌm na v˝tÏûnost cukru. Z ËÌseln˝ch hodnot koefi-

Obr. 4. V˝sledky statistickÈho zpracov·nÌ namÏ¯en˝ch dat pro z·vislost obsahu cukru v melase na obsahu draslÌku, sodÌku a α-amino-
dusÌku
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cient˘ v rovnici (8) je z¯ejmÈ, ûe koeficient u [αN] je tÈmÏ¯
dvakr·t vyööÌ neû u [K + Na], coû odpovÌd· dvojn·sobnÏ
vyööÌmu efektu α-aminodusÌku na v˝tÏûnost, neû je vliv kon-
centrace alkalick˝ch kov˘.

Korelace mezi sloûenÌm tÏûkÈ öù·vy
a Ëistotou cÌlovÈ melasy QTMP

U z·vislosti QTMP na koncentraci alkalick˝ch kov˘ [K +
Na]Tä v tÏûkÈ öù·vÏ byl vypoËten korelaËnÌ koeficient 0,65.
Korelace mezi QTMP a obsahem redukujÌcÌch l·tek RL, stejnÏ
jako mezi QTMP a obsahem betainu nebyla prok·z·na, korelaË-
nÌ koeficient byl v obou p¯Ìpadech menöÌ neû 0,3.

Korelace mezi sloûenÌm tÏûkÈ öù·vy a teoretick˝m
z˘statkem cukru v melase CMTä
(vztaûeno na cukr v tÏûkÈ öù·vÏ)

Z·vislost veliËiny CMTä na koncentraci alkalick˝ch kov˘
[K + Na]Tä v tÏûkÈ öù·vÏ se uk·zala b˝t, jak bylo oËek·v·no, ze
vöech sledovan˝ch z·vislostÌ nejtÏsnÏjöÌ. To dokazuje i hod-
nota korelaËnÌho  koeficientu  0,70. U dalöÌch sledovan˝ch
l·tek v tÏûkÈ öù·vÏ, tj. u betainu, redukujÌcÌch l·tek a v·pnÌku
dosahovaly korelaËnÌ koeficienty pouze hodnot niûöÌch neû
0,5.

Z·vÏr

Pro vyhodnocenÌ kvality cukrovky byla navrûena a ˙spÏö-
nÏ ovÏ¯ena experiment·lnÌ metodika zaloûen· na krystalizaË-
nÌch testech s tÏûkou öù·vou. Byl navrûen standardnÌ postup
odbÏr˘ vzork˘ a jejich zpracov·nÌ vËetnÏ program˘ pro p¯Ì-
pravu, ¯ÌzenÌ a vyhodnocenÌ test˘. Metodiku je moûno vyuûÌt
u ölechtitel˘, pÏstitel˘ i zpracovatel˘ cukrovky pro hodnocenÌ
technologickÈ kvality cukrovky.

S vyuûitÌm novÏ vyvinutÈ metodiky byla vyhodnocena
kvalita cukrovky v r˘zn˝ch rajÛnech »R. Na z·kladÏ dosaûe-
n˝ch v˝sledk˘ je moûno uvÈst tyto hlavnÌ z·vÏry:
ñ Statisticky byl prok·z·n vliv sloûenÌ cukrovky a tÏûkÈ

öù·vy na z˘statek cukru v melase, resp. z·vislost v˝tÏûnosti
cukru na koncentraci draslÌku, sodÌku a α-aminodusÌku.
Byla vyhodnocena rovnice umoûÚujÌcÌ vypoËÌtat teoretic-
k˝ z˘statek cukru v melase ze sloûenÌ cukrovky nebo tÏûkÈ
öù·vy a d·le i oËek·vanou Ëistotu cÌlovÈ melasy.

ñ V˝znamn· korelace byla zÌsk·na i mezi obsahem konduk-
tometrickÈho popela v cukrovce a tÏûkÈ öù·vÏ a v˝tÏûnostÌ
cukru.

ñ Vliv obsahu redukujÌcÌch l·tek (glukosy a fruktosy), ho¯-
ËÌku a v·pnÌku nebyl prok·z·n.

ñ Cukernatost ¯epy neprok·zala statisticky v˝znamnou ko-
relaci s v˝tÏûnostÌ.

ñ Navzdory tomu, co vypl˝v· ze st·vajÌcÌch rovnic popisujÌ-
cÌch vztah mezi teoretick˝m z˘statkem cukru v melase,
resp. v˝tÏûnostÌ cukru, a sloûenÌm cukrovky, byl nalezen
v˝raznÏ stoupajÌcÌ vliv α-aminodusÌku.
P¯i rozs·hl˝ch experimentech byl zÌsk·n cenn˝ soubor dat,

kter˝ m· v˝znam i jako dokument souËasnÈho stavu kvality

cukrovky v »R. Je moûno zÌskat i pohled na pouûÌvanÈ agro-
technickÈ zp˘soby (nap¯. hnojenÌ), p¯ÌpadnÏ i na kvalitu r˘z-
n˝ch odr˘d a vliv p˘dnÌch podmÌnek v danÈm rajÛnu. Vöechny
zÌskanÈ ˙daje jsou uloûeny u autor˘ tohoto Ël·nku a jsou
k dispozici jednotliv˝m z·vod˘m, pÏstitel˘m i jin˝m z·jem-
c˘m.

LITERATURA

1. Proceedings of the 20th General Assembly of C.I.T.S.,
Munich, 26ñ30 June 1995, str. 85. Verlag, Berlin 1996.

2. Proceedings of the 21st General Assembly of C.I.T.S.,
Antwerp, 25ñ28 May 1999. Verlag, Berlin 2000.

3. Br˘hov· P., BubnÌk Z., Kadlec P.: Listy cukrov. rep. 111,
153 (1995).

4. Kadlec P., BubnÌk Z.: Listy cukrov. rep. 113, 294 (1997).
5. Reinefeld E., Emmerich A., Baumgarten G., Winner C.,

Beiss U.: Zucker 27, 2 (1974).
6. Buchholz K., M‰rl‰nder B., Puke H., Glattkowski H.,

Thielecke K.: Zuckerindustrie 120, 113 (1995).
7. BubnÌk Z.: Z·vÏreËn· zpr·va projektu GA »R 510/93/

0956 (1996).
8. BubnÌk Z., Kadlec P.: 12th Congress CHISA, Prague,

25ñ30 August l996.
9. BubnÌk Z., Kadlec P.: Meeting of C.I.T.S., Marrakech,

15ñ18 June 1997.
10. BubnÌk Z., Kadlec P.: Proc. ACoFoP IV (Aut. Control of

Food and Biological Processes). Gotenborg, 18ñ21 Sept.
1998, str. 344.

11. BubnÌk Z., Kadlec P.: Ind. Aliment. Agric. 113, 536
(1996).

12. Friml M, Tich· B.: LaboratornÌ kontrola cukrovarnickÈ
v˝roby, dÌl A a B. V⁄PP STIPP, Praha 1986.

13. BubnÌk Z., Kadlec P.: 12th International Conference on
Crystal Growth ICCG-12, Jerusalem, 26ñ31 July 1998.
Book of Abstracts, str. 434.

Z. BubnÌk and P. Kadlec (Department of Carbohydrate
Chemistry and Technology, Institute of Chemical Technology,
Prague): Quality Evaluation of Sugar Beet by Crystal-
lization Tests with Thick Juice

The article deals with the evaluation of sugar beet based
on crystallization tests of thick juice. A standard methodology
was developed of measuring the yield of sugar based on
crystallization tests with thick juice, including programs for
preparation, control and evaluation of tests and the relations
between the composition of nonsugars in sugar beet and the
sugar residue in molasses or the yield of sugar. The methodo-
logy can be utilized by cultivators and processors of sugar beet
for evaluation of technological quality of sugar beet. A valua-
ble result of the project is the extensive data bank of properties
of sugar beet pertinent to current conditions of its cultivation
in the Czech Republic. The data bank can be used by sugar
beet cultivators, the sugar manufacture community and in
projects dealing with new perspectives and potentials of sugar
beet utilization.
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⁄vod

Trimethoprim (obr. 1), 5-(3,4,5-trimethoxybenzyl)pyrimi-
din-2,4-diamin, se pouûÌv· ve veterin·rnÌ medicÌnÏ nejËastÏji
v kombinaci se sulfadiazinem, sulfadoxinem nebo sulfame-
thoxazolem v pomÏru 1:5 jako antibakteri·lnÌ lÈËivo1 a je
˙Ëinn˝ proti öirokÈmu spektru mikroorganism˘. JednÌm ze
zp˘sob˘ jeho pod·v·nÌ je jako souË·st fin·lnÌho krmiva. Pro-
toûe rezidua trimethoprimu majÌ nep¯Ìzniv˝ vliv na ËlovÏka,
zejmÈna na chronicky nemocnÈ, staröÌ lidi a tÏhotnÈ ûeny,
zamÏ¯uje se vÏtöina analytick˝ch metod stanovenÌ trimetho-
primu na jeho stanovenÌ ve vlastnÌm lÈËivu nebo v d·vce lÈËiva
a d·le ve zvÌ¯ecÌch tk·nÌch, mase a mlÈce2ñ7. Ke stanovenÌ
trimethoprimu ve vlastnÌch lÈËivech nebo v d·vce lÈËiva se
pouûÌvajÌ spektrofotometrickÈ metody8ñ10 nebo metody chro-
matografickÈ11,12. Metody stanovenÌ trimethoprimu v krmi-
vech se omezujÌ vÏtöinou na simult·nnÌ stanovenÌ trimetho-
primu i p¯ÌsluönÈho sulfonamidu. Pro detekci 25 nebo 29
veterin·rnÌch lÈËiv pouûÌvan˝ch v krmivech jako profylakti-
ka, resp. r˘stovÈ stimul·tory, byla aplikov·na metoda HPLC
(cit.13). HlavnÌ v˝hodou tÈto metody je rychl· identifikace
jednoho  nebo  vÌce tÏchto  aditiv za  pouûitÌ  dvou  r˘zn˝ch
eluËnÌch systÈm˘ HPLC (gradientov˝ a isokratick˝ mÛd za
pouûitÌ mobilnÌ f·ze o sloûenÌ acetonitril + voda + acet·tov˝
pufr) na reverznÌ f·zi C8. K simult·nnÌmu stanovenÌ sulfadi-
midinu, sulfamethoxypyridazinu a trimethoprimu v premi-
xech tÏchto l·tek  byla  vypracov·na  metoda HPLC  s UV
detekcÌ p¯i 254 nm (cit.14). K extrakci trimethoprimu pouûili
auto¯i p¯Ìmo mobilnÌ f·zi acetonitril + 0,05 M-H2SO4 (11+39)
a po na¯edÏnÌ mobilnÌ f·zÌ se extrakt p¯Ìmo pouûije k HPLC
anal˝ze v isokratickÈm mÛdu. Metoda stanovenÌ trimethopri-
mu a sulfadiazinu v medikovan˝ch krmivech pro ryby byla

publikov·na v roce 1990 (cit.15). Sledovan· aditiva byla opa-
kovanÏ extrahov·na methanolem a po spojenÌ extrakt˘ a na-
¯edÏnÌ se extrakt pouûije p¯Ìmo k HPLC anal˝ze v isokratic-
kÈm mÛdu za pouûitÌ mobilnÌ f·ze voda + acetonitril + HClO4
(300+100+0,2) s UV detekcÌ p¯i 230 nm. Jin· metoda stano-
venÌ trimethoprimu a sulfadiazinu v krmivech pro ryby pouûÌ-
v· extrakci 0,7 % trichloroctovou kyselinou v acetonu za
p˘sobenÌ ultrazvuku p¯i 40 ∞C. Po na¯edÏnÌ extraktu fosf·to-
v˝m pufrem (0,01 M-Na2HPO4, pH 3 + acetonitril (4+1)) se
takto zÌskan˝ extrakt pouûije p¯Ìmo k HPLC anal˝ze v isokra-
tickÈm mÛdu na reverznÌ f·zi C18 za pouûitÌ mobilnÌ f·ze 0,01
M-Na2HPO4, pH 2,8 (obsahujÌcÌ 0,1 % triethylaminu) + aceto-
nitril (79 + 21) s UV detekcÌ p¯i 270 nm. Jako internÌ standard
se pouûÌv· sulfadimidin. V˝tÏûnost metody je 100ñ105 % pro
trimethoprim16. Nev˝hodou obou p¯edchozÌch metod stanove-
nÌ trimethoprimu je velmi nÌzk· hmotnost nav·ûky vzorku
pouûitÈho k anal˝ze (1 g), kter· nem˘ûe obs·hnout nehomo-
genitu fin·lnÌho medikovanÈho krmiva p¯i obvyklÈm d·vko-
v·nÌ trimethoprimu 32 mg.kgñ1. NavÌc jsou obÏ p¯edchozÌ
simult·nnÌ metody stanovenÌ trimethoprimu pouûitelnÈ pouze
pro koncentrace trimethoprimu vyööÌ neû 250 mg.kgñ1. Z tÏch-
to d˘vod˘ jsme se rozhodli vyvinout takovou analytickou
metodu, kter· by umoûnila stanovenÌ trimethoprimu v krmi-
vech i pro nÌzkÈ koncentraËnÌ ˙rovnÏ trimethoprimu a z·roveÚ
snÌûila pravdÏpodobnost interference matrice.

Experiment·lnÌ Ë·st

P ¯ Ì s t r o j e a z a ¯ Ì z e n Ì

Extrakce vzork˘ byla provedena na laboratornÌ t¯epaËce
LT 2 (LaboratornÌ p¯Ìstroje, »esk· republika). P¯eËiötÏnÌ ex-
traktu bylo provedeno na separaËnÌ jednotce Baker spe 12G
System (J. T. Baker, USA) na kolonk·ch Sep-Pak Plus Car-
tridges C18 (500 mg), resp. OASIS poly(N-vinylpyrrolidon-
-co-divinylbenzen) (60 mg) (Waters, Milford, USA). Zakon-
centrov·nÌ extraktu bylo provedeno na koncentr·toru vzork˘
Termovap (ECOM, »esk· republika). Odst¯edÏnÌ extraktu
bylo provedeno na laboratornÌ odst¯edivce Hermle Z 230 MR
(Hermle, Gosheim, SRN). Vöechna mÏ¯enÌ byla provedena na
kapalinovÈm chromatografu, kter˝ se skl·dal z vysokotlakÈ
pumpy W515, autosampleru W717 Plus Autosampler, spek-
trofotometrickÈho detektoru W486, fluorescenËnÌho detekto-
ru W474 (vöe Waters, Milford, USA) a datastanice PC Com-
paq. Byla pouûita chromatografick· kolona NovaPak C18,
4 µm, 3,9 ◊ 150 mm (Waters, Milford, USA). pH roztoku bylo
mÏ¯eno pH-metrem pH 526 (WTW, SRN) s kombinovanou
sklenÏnou elektrodou, kter˝ byl kalibrov·n dvoubodovou ka-
libracÌ komerËnÏ dod·van˝mi pufry CertiPUR pH 4,01 a pH
9,18 (Merck, SRN).

C h e m i k · l i e

Acetonitril a kyselina octov· byly Ëistoty pro HPLC (J. T.
Baker, USA), sodn· s˘l kyseliny hexan-1-sulfonovÈ Ëistoty
98+ % (Sigma-Aldrich, USA), triethylamin p.a. (FLUKA,
äv˝carsko), dichlormethan, methanol, kyselina sÌrov· a chlo-
rid sodn˝ Ëistoty p.a. (Lachema Neratovice, »esk· republika),
octan sodn˝ trihydr·t, kyselina borit·, hydroxid sodn˝ a kyse-Obr. 1. StrukturnÌ vzorec trimethoprimu
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lina fosforeËn· Ëistoty UltraPure (Merck, SRN), o-ftaldialde-
hyd a 2-merkaptoethanol Ëistoty BioChemika (FLUKA, äv˝-
carsko).

ExtrakËnÌ smÏs pro premixy byla p¯ipravena smÌsenÌm 200
ml methanolu a 800 ml z¯edÏnÈ kyseliny sÌrovÈ (0,15 mol.lñ1).
Prom˝vacÌ Ëinidlo pro extrakci na pevnÈ f·zi bylo p¯ipraveno
smÌsenÌm 5 ml methanolu a 95 ml vody. ExtrakËnÌ roztok
k extrakci kapalinañkapalina byl p¯ipraven smÌsenÌm 450 ml
z¯edÏnÈ kyseliny sÌrovÈ (0,15 mol.lñ1) a 50 ml nasycenÈho
roztoku chloridu sodnÈho. Bor·tov˝ pufr byl p¯ipraven roz-
puötÏnÌm 2,47 g kyseliny boritÈ ve 200 ml vody a pH bylo
upraveno roztokem 1 mol.lñ1 NaOH na hodnotu 9,5. Derivati-
zaËnÌ Ëinidlo bylo p¯ipraveno rozpuötÏnÌm 100 mg o-ftaldial-
dehydu (OPA) v 9 ml methanolu; potom bylo p¯id·n 1 ml
bor·tovÈho pufru, 100 µl 2-merkaptoethanolu a smÏs byla
promÌch·na. Octanov˝ pufr byl p¯ipraven rozpuötÏnÌm 19,05 g
trihydr·tu octanu sodnÈho v 1000 ml vody a pH bylo upraveno
kyselinou octovou na hodnotu 7,0.

MobilnÌ f·ze I byla p¯ipravena smÌsenÌm 170 ml acetoni-
trilu, 830 ml demineralizovanÈ vody (Milli-Q systÈm, Milli-
pore, Bedford, USA), 4 ml kyseliny fosforeËnÈ a 2 ml triethyl-
aminu. V mobilnÌ f·zi se rozpustilo 0,9411 g sodnÈ soli ky-
seliny hexan-1-sulfonovÈ (0,005 mol.lñ1) a pH mobilnÌ f·ze se
upravila triethylaminem na hodnotu pH 3,0.

MobilnÌ f·ze II byla p¯ipravena smÌsenÌm 180 ml acetoni-
trilu a 820 ml octanovÈho pufru pH 7,0.

KalibraËnÌ roztoky o koncentraci 4,0; 8,0; 16,0 a 40,0 mg.lñ1

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

P r i n c i p m e t o d y

Trimethoprim se extrahuje methanolick˝m roztokem ky-
seliny sÌrovÈ nebo dichlormethanem pro premixy, resp. medi-
kovanÈ krmnÈ smÏsi. V p¯ÌpadÏ premix˘ se extrakt se na¯edÌ,
v p¯ÌpadÏ fin·lnÌch krmn˝ch smÏsÌ se p¯eËistÌ reextrakcÌ z¯edÏ-
nou kyselinou sÌrovou a extrakcÌ na pevnÈ f·zi C18. Trime-
thoprim se stanovÌ na reverznÌ f·zi s iontov˝mi p·ry a UV
detekcÌ p¯i 271 nm.

S t a n d a r d n Ì o p e r a Ë n Ì p o s t u p

Vzorek se upravÌ homogenizacÌ a mletÌm na Ë·stice o ve-
likosti 0,5 mm tak, aby se zabr·nilo jeho p¯eh¯·tÌ. 6 g zkuöeb-
nÌho vzorku premixu se extrahuje 150 ml extrakËnÌ smÏsi po
dobu 30 minut v kÛnickÈ baÚce 500 ml na laboratornÌ t¯epaËce.
Takto p¯ipraven˝ extrakt se odst¯edÌ 5 minut p¯i 10 000 ot·Ë-
k·ch za  minutu  a po  na¯edÏnÌ mobilnÌ  f·zÌ se  nan·öÌ na
chromatografickou kolonu. P¯i anal˝ze medikovan˝ch krm-
n˝ch smÏsÌ se postupuje n·sledovnÏ: 20 g zkuöebnÌho vzorku
krmnÈ smÏsi se extrahuje 120 minut v SoxhletovÏ extraktoru
150 ml dichlormethanu tak, aby bÏhem jednÈ hodiny doölo
nejmÈnÏ ke Ëty¯em p¯etok˘m dichlormethanu. Po tÈto dobÏ
se extrakce p¯eruöÌ, dichlormethanov˝ extrakt se odpa¯Ì pod
proudem dusÌku na poloviËnÌ objem a dichlormethanem se
kvantitativnÏ p¯evede do odmÏrnÈ baÚky na 100 ml. P¯eËiötÏnÌ
extraktu se provede reextrakcÌ trimethoprimu do z¯edÏnÈ ky-
seliny sÌrovÈ (0,15 mol.lñ1) a n·slednou preseparacÌ na pevnÈ
f·zi C18. 40 ml zÌskanÈho dichlormethanovÈho extraktu se 4◊
reextrahuje 25 ml z¯edÏnÈ kyseliny sÌrovÈ (0,15 mol.lñ1), p¯i-

Ëemû tyto extrakty se jÌmajÌ v odmÏrnÈ baÚce na 100 ml.
Zbytky  dichlormethanu se odfoukajÌ p¯i teplotÏ asi 50 ∞C
proudem dusÌku a odmÏrn· baÚka se doplnÌ vodou po znaËku.
Na kolonku C18 kondicionovanou 5 ml methanolu a 5 ml vody
se pipetuje 5,0 ml extraktu. Kolonka se promyje 5 ml prom˝-
vacÌho Ëinidla (methanol + voda, 5+95) a zbytky prom˝vacÌho
Ëinidla se odstranÌ proudem vzduchu asi 1 minutu. Trimetho-
prim se eluuje 2 ml methanolu do odmÏrnÈ baÚky na 2 ml.
Elu·t se odpa¯Ì pod proudem dusÌku p¯i 55 ∞C tÈmÏ¯ k suchu
a odparek se rozpustÌ v mobilnÌ f·zi. Takto p¯ipraven˝ extrakt
se odst¯edÌ 5 minut p¯i 10 000 ot·Ëk·ch za minutu a d·vkuje
na chromatografickou kolonu. PodmÌnky pro HPLC jsou uve-
deny v tabulce I.

Tabulka I
PodmÌnky pro HPLC

Parametr Hodnota

Pr˘tok mobilnÌ f·ze 0,8 ml.minñ1

Teplota kolony 38 ∞C
Detektor UV 271a nm (288 b nm)
Objem n·st¯iku 25 µl
Kolona NovaPak C18, 4 µm, 3,9 ◊ 150 mm

a Pro mobilnÌ f·zi I, b pro mobilnÌ f·zi II

D e r i v a t i z a c e t r i m e t h o p r i m u

Ke zv˝öenÌ selektivity a citlivosti je moûnÈ pouûÌt p¯edko-
lonovou derivatizaci trimethoprimu o-ftaldialdehydem. Re-
akËnÌ mechanismus derivatizaËnÌ reakce byl jiû pops·n a je
moûnÈ pouûÌt p¯edkolonovÈ derivatizace17 nebo derivatizace
za kolonou18 za vzniku deriv·t˘ s excitaËnÌm maximem mezi
330 aû 360 nm a emisnÌm maximem 450 nm. P¯edkolonov·
derivatizace trimethoprimu byla uskuteËnÏna v odmÏrnÈ baÚ-
ce na 2 ml n·sledovnÏ: ke 100 µl standardu nebo vzorku se
p¯idalo 200 µl bor·tovÈho pufru, 100 µl roztoku derivatizaË-
nÌho Ëinidla OPA, vöe se promÌchalo a poËkalo se 200 s. PotÈ
se smÏs neutralizovala 100 µl 0,75 mol.lñ1 kyseliny chlorovo-
dÌkovÈ, doplnila vodou po znaËku a promÌchala. K separaci
deriv·tu byl pouûit line·rnÌ gradient mobilnÌ f·ze A od 55 %
do 80 % z 0 do 10 minut p¯i teplotÏ 38 ∞C, potÈ byl gradient
vr·cen bÏhem 1 minuty na poË·teËnÌ hodnotu a kolona ekvi-
librov·na 5 minut. Jako mobilnÌ f·ze A byla pouûita mobilnÌ
f·ze o sloûenÌ acetonitril + voda (60/40, v/v) a mobilnÌ f·zÌ B
byl octanov˝ pufr pH 7,0. Gradient mobilnÌ f·ze ani teplota
nebyly optimalizov·ny.

V˝sledky a diskuse

S p r · v n o s t a p ¯ e s n o s t

Vzhledem k tomu, ûe certifikovanÈ referenËnÌ materi·ly
nejsou dostupnÈ, byla spr·vnost metody (tÏsnost shody zÌska-
nÈ hodnoty s hodnotou skuteËnou) ovÏ¯ena anal˝zou modelo-
v˝ch vzork˘. Byly p¯ipraveny modelovÈ vzorky krmiva (45 %
pöenice, 25 % jeËmen, 12 % sÛjov˝ extrahovan˝ örot, 8 %
masokostnÌ  mouËka, 5 %  ˙suöky  pÌcnin a 5 % v·penec)
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s p¯Ìdavkem trimethoprimu o koncentraËnÌ hladinÏ 15, 25, 35
a 45 mg.kgñ1. Pro kaûdou koncentraËnÌ hladinu byl vzorek
analyzov·n 5◊. V˝sledky a vypoËtenÈ statistickÈ parametry
(hladina v˝znamnosti P = 0,95) jsou uvedeny v tabulce II.
Celkov· v˝tÏûnost metody pro koncentraËnÌ hladiny 15 aû
45 mg.kgñ1 je (99,4±5,7) %. NalezenÈ hodnoty modelovÈho
vzorku byly s oËek·van˝mi hodnotami srovn·ny pomocÌ li-
ne·rnÌ regrese. OËek·vanÈ hodnoty byly povaûov·ny za nez·-
visle promÏnnÈ, nalezenÈ hodnoty za z·visle promÏnnÈ. Kon-
stanta a regresnÌho vztahu (konstantnÌ soustavn· odchylka) m·
hodnotu 1,4021±3,6194 a statisticky se neliöÌ od nuly. Kon-
stanta b regresnÌho vztahu (proporcion·lnÌ soustavn· odchyl-
ka) m· hodnotu 0,9403±0,1117 a neliöÌ se statisticky od jed-
niËky. Metoda poskytuje spr·vnÈ v˝sledky.

Tabulka II
V˝tÏûnost metody ñ v˝sledky mÏ¯enÌ a vypoËtenÈ statistickÈ
parametry pro vzorky krmn˝ch smÏsÌ (hladina v˝znamnosti P
= 0,95)

StatistickÈ parametry Hodnota

OËek·van· hodnota [mg.kgñ1] 16,3 25,2 34,8 45,7
Nalezen· hodnota [mg.kgñ1] 17,1 24,5 34,5 44,4
V˝tÏûek metody [%] 104,6 97,0 99,1 97,0
Interval spolehlivosti [%] 2,8 3,0 2,0 2,8
RelativnÌ smÏrodatn· odchylka [%] 0,30 0,46 0,44 0,79

V o l b a p ¯ e Ë i ö t Ï n Ì e x t r a k t u

Byla sledov·na v˝tÏûnost extrakce kapalinañkapalina v sys-
tÈmu dichlormethan ñ0,15 mol.lñ1 kyselina sÌrov·, spot¯eba
desorpËnÌho Ëinidla a v˝tÏûek extrakce na pevnÈ f·zi.

Pro v˝poËet v˝tÏûku extrakce kapalinañkapalina byl sta-
noven distribuËnÌ koncentraËnÌ pomÏr Dc = 81,6. Pro pomÏr
objemu obou f·zÌ r = 0,625 je v˝tÏûek dÏlenÌ R = 0,981 pro
jeden stupeÚ extrakce n = 1. Pro kvantitativnÌ v˝tÏûek trime-
thoprimu R = 0,9999 je nutn˝ poËet stupÚ˘ extrakce n = 2,33
p¯i zachov·nÌ stejnÈho pomÏru objemu obou f·zÌ. Ze zÌska-
n˝ch experiment·lnÌch dat je z¯ejmÈ, ûe p¯i v˝öe uveden˝ch
podmÌnk·ch extrakce trimethoprimu extrakcÌ kapalinañkapa-
lina je v˝tÏûek extrakce kvantitativnÌ.

K p¯eËiötÏnÌ extraktu na pevnÈ f·zi byly zkoum·ny dva
chromatografickÈ systÈmy ñ extrakce na pevnÈ f·zi C18
a OASIS. Postup extrakce byl u obou sorbent˘ stejn˝, ale
protoûe jsme u pevnÈ f·ze OASIS pouûili pouze 60 mg sor-
bentu, byly vzhledem k niûöÌ sorpËnÌ kapacitÏ snÌûeny objemy
extraktu a prom˝vacÌho Ëinidla na 1 ml. Pr˘mÏrn˝ v˝tÏûek
extrakce ze t¯Ì mÏ¯enÌ na sorbentu C18 byl 98,4 % a na
sorbentu OASIS pouh˝ch 71,8 %, proto jsme d·le optimalizo-
vali pouze extrakci na sorbentu C18. Spot¯eba desorpËnÌho
Ëinidla je patrn· z eluËnÌho profilu trimethoprimu z pevnÈ f·ze
C18 (obr. 2). MÏ¯enÌm bylo zjiötÏno, ûe ke kvantitativnÌ de-
sorpci trimethoprimu postaËujÌ 2 ml methanolu.

P¯esnost metody (mÌra tÏsnosti shody mezi vz·jemnÏ ne-
z·visl˝mi v˝sledky zkouöek za p¯edem specifikovan˝ch pod-
mÌnek) byla pouze omezena na v˝poËet opakovatelnosti, kter·
byla vypoËtena ze smÏrodatnÈ odchylky rozpÏtÌ obou paralel-
nÌch stanovenÌ re·ln˝ch vzork˘, jejichû celkov˝ poËet byl 15.

Po vylouËenÌ odlehl˝ch v˝sledk˘ (Cochran˘v test) pro obsahy
22,0 aû 34,0 mg.kgñ1 m· opakovatelnost hodnotu 2,3 mg.kgñ1.

O p t i m a l i z a c e e x t r a k c e
p e v n · f · z e ñ k a p a l i n a

Extrakce byla optimalizov·na sledov·nÌm v˝tÏûku extrak-
ce p¯i zmÏnÏ pomÏru nav·ûky a objemu extrakËnÌho Ëinidla
a doby extrakce. Tato optimalizace byla provedena pouze
u premix˘ doplÚkov˝ch l·tek, ve kter˝ch je koncentrace tri-
methoprimu ¯·dovÏ 200ñ500◊ vyööÌ neû ve fin·lnÌch mediko-
van˝ch krmivech. Byl p¯ipraven modelov˝ vzorek premixu
trimethoprimu o koncentraËnÌ hladinÏ 23 000 mg.kgñ1. PomÏr
nav·ûky a objemu extrakËnÌho Ëinidla byl upravov·n zmÏnou
objemu extrakËnÌho Ëinidla p¯i konstantnÌ hmotnosti nav·ûky
5 g. Pro kaûdou koncentraËnÌ hladinu byl vzorek analyzov·n
3◊. Z experimentu je z¯ejmÈ, ûe jiû od doby extrakce 10 minut
dost·v·me kvantitativnÌ v˝tÏûky trimethoprimu pro pomÏr
nav·ûky a objemu extrakËnÌho Ëinidla 1:25 aû 1:50.

O p t i m a l i z a c e m o b i l n Ì f · z e

MobilnÌ f·ze byla optimalizov·na tak, aby kapacitnÌ po-
mÏr byl k ≥ 2,5, poËet teoretick˝ch pater N ≥ 5 000 a asyme-
trick˝ faktor ta ≤ 1,2. V obou mobilnÌch f·zÌch byl sledov·n
vliv koncentrace acetonitrilu a u mobilnÌ f·ze I vliv koncen-
trace iontovÈho p·ru (protiiontu) v mobilnÌ f·zi na kapacitnÌ
pomÏr a vliv pH mobilnÌ f·ze na retenËnÌ faktor.

Vliv koncentrace organickÈho rozpouötÏdla ϕ (vyj·d¯enÈ
jako mol·rnÌ zlomek) v mobilnÌ f·zi na retenËnÌ faktory chro-
matografovanÈ l·tky k byl pops·n rovnicÌ19:

k = ka (1)

kde retenËnÌ faktor ka je retenËnÌ faktor v ËistÈ vodÏ jako
eluentu, zÌskan˝ extrapolacÌ experiment·lnÌch ˙daj˘ a m je
parametr p¯Ìmo z·visl˝ na sÌle organickÈho rozpouötÏdla a po-
vaze rozpouötenÈ l·tky. V logaritmickÈ formÏ p¯ejde rovnice
na tvar

log k = log ka ñ mϕ (2)

10
ñmϕ

Obr. 2. EluËnÌ profil trimethoprimu na pevnÈ f·zi Sep Pak Silica
(R ñ v˝tÏûnost, V ñ objem desorpËnÌho Ëinidla)
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a logaritmy retenËnÌch faktor˘ se sniûujÌ s klesajÌcÌ koncentra-
cÌ organickÈho rozpouötÏdla v mobilnÌ f·zi. Experiment·lnÏ
byla zjiötÏna line·rnÌ z·vislost mezi koncentracÌ acetonitrilu
(v koncentraËnÌm rozmezÌ ϕ = 0,14 aû 0,22) a logaritmem
retenËnÌho faktoru a rovnice pro mobilnÌ f·zi I m· tvar log k =
2,129 ñ 9,638 ϕ, korelaËnÌ koeficient r = ñ0,9997. Pro mobilnÌ
f·zi II m· rovnice tvar log k = 1,920 ñ 8,2942 ϕ, korelaËnÌ
koeficient r = ñ0,9971.

Vliv koncentrace protiiontu na retenËnÌ faktor byl sledo-
v·n pro l·tkovÈ mnoûstvÌ 2,5; 5,0; 7,5 a 10 mmol.lñ1 sodnÈ soli
kyseliny hexan-1-sulfonovÈ v mobilnÌ f·zi. Podle p¯edpokladu
retence trimethoprimu roste s koncentracÌ protiiontu a opti-
m·lnÌ koncentrace leûÌ v rozmezÌ 5 aû 7,5 mmol.lñ1, kdy se
mÏnÌ retence trimethoprimu vlivem koncentrace protiiontu
nejmÈnÏ (obr. 3).

Tabulka III
Porovn·nÌ chromatografick˝ch charakteristik optimalizova-
n˝ch mobilnÌch f·zÌ

Chromatografick· MobilnÌ f·ze
charakteristika I II

RetenËnÌ Ëas [min] 4,96 4,89
RetenËnÌ faktor k 2,54 2,49
PoËet teoretick˝ch pater N 5 500 5 900
Asymetrick˝ faktor ta 1,11 1,15

P¯i sledov·nÌ vlivu pH mobilnÌ f·ze na retenËnÌ faktor
trimethoprimu bylo pH mobilnÌ f·ze upraveno vûdy triethyl-
aminem nebo kyselinou fosforeËnou na poûadovanou hodno-
tu. Optim·lnÌ pH mobilnÌ f·ze leûÌ v oblasti pH 2,7 aû 3,7, kdy
nedoch·zÌ ke zmÏnÏ retence trimethoprimu (obr. 4). Vliv pH
mobilnÌ f·ze II na retenËnÌ faktor trimethoprimu nebyl opti-
malizov·n.

Teplota separace nebyla optimalizov·na. Porovn·nÌ chro-
matografick˝ch parametr˘ pro obÏ optimalizovanÈ mobilnÌ
f·ze je uvedeno v tabulce III.

L i n e a r i t a

Nezn·mÈ koncentrace byly vyhodnocov·ny z kalibraËnÌ
p¯Ìmky. P¯i v˝poËtu hodnot koeficient˘ a, b se vych·zelo
z platnosti modelu regresnÌ z·vislosti, kter˝ p¯edpokl·d· kon-
stantnÌ rozptyl pro vöechny hodnoty z·visle promÏnnÈ, pouûi-
tÌm metody nejmenöÌch Ëtverc˘. Rovnice kalibraËnÌ p¯Ìmky
m· pro mobilnÌ f·zi I tvar: plocha = (6 265±927) + (24 809±42)
◊ koncentrace (mg.lñ1), korelaËnÌ koeficient r = 0,99999; pro
mobilnÌ f·zi II m· rovnice kalibraËnÌ p¯Ìmky tvar: plocha =
(ñ5 863±2 568) + (31 12280) ◊ koncentrace (mg.lñ1), korelaËnÌ
koeficient r = 0,99999. KalibraËnÌ p¯Ìmky jsou line·rnÌ v roz-
sahu 0,1ñ1,0 mg.

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

Mez detekce a mez stanovitelnosti byly vypoËteny z ka-
libraËnÌho modelu. Mez detekce odpovÌd· hodnotÏ koncentra-
ce, pro kterou je dolnÌ mez (1 ñ α) procentnÌho intervalu
spolehlivosti predikce sign·lu z kalibraËnÌho modelu rovna
kritickÈ ˙rovni a mez stanovitelnosti je nejmenöÌ hodnota
sign·lu, pro kterou je relativnÌ smÏrodatn· odchylka predikce
z kalibraËnÌho modelu dostateËnÏ mal· a obyËejnÏ se pokl·d·
rovn· hodnotÏ 0,1 (cit.20). Pro mobilnÌ f·zi I byly vypoËteny
n·sledujÌcÌ hodnoty: mez detekce m· hodnotu 0,35 mg.lñ1, tj.
pro dan˝ standardnÌ operaËnÌ postup 0,7 mg.kgñ1 a mez stano-
vitelnosti m· hodnotu 0,52 mg.lñ1, tj. pro dan˝ standardnÌ
operaËnÌ postup 1,0 mg.kgñ1. Pro mobilnÌ f·zi II byly vypoË-
teny n·sledujÌcÌ hodnoty: mez detekce m· hodnotu 2,3 mg.lñ1,
tj. pro dan˝ standardnÌ operaËnÌ postup 4,6 mg.kgñ1 a mez
stanovitelnosti m· hodnotu 2,8 mg.lñ1, tj. pro dan˝ standardnÌ
operaËnÌ postup 5,6 mg.kgñ1.

D e t e k c e

AbsorpËnÌ spektra trimethoprimu jsou z·visl· na pH pro-
st¯edÌ a vykazujÌ dvÏ absorpËnÌ maxima p¯i 225 nm a 288 nm
p¯i pH 7 (cit.21). SnÌûenÌm pH prost¯edÌ doch·zÌ k hypso-
chromnÌmu posunu druhÈho absorpËnÌho maxima na 271 nm.
P¯Ìprava vzorku, p¯eËiötÏnÌ extraktu a n·sledn· separace tri-
methoprimu na chromatografickÈ kolonÏ zaruËuje dostateË-
nou citlivost i selektivitu stanovenÌ trimethoprimu i za pouûitÌ
UV detekce p¯i 271 nm, resp. 288 nm v z·vislosti na pouûitÈ
mobilnÌ f·zi a nedoch·zÌ k û·dn˝m kolonov˝m interferencÌm
(obr. 5).

PouûitÌm derivatizace trimethoprimu doölo k v˝raznÈmu
zv˝öenÌ citlivosti a snÌûenÌ meze stanovitelnosti. K fluores-
cenËnÌ  detekci  byla pouûita emisnÌ vlnov· dÈlka 450 nm
s excitaËnÌ vlnovou dÈlkou 330 nm. KalibraËnÌ p¯Ìmka je
line·rnÌ v rozsahu 5ñ50 pg, mez detekce m· hodnotu 3,4 µg.lñ1,

Obr. 3. Vliv koncentrace c protiiontu sodnÈ soli hexan-1-sulfonovÈ
kyseliny v mobilnÌ f·zi na retenËnÌ faktor k trimethoprimu

Obr. 4. Vliv pH mobilnÌ f·ze na retenËnÌ faktor k trimethoprimu

2,45 2,7 3,7
pH

3,0

2,0

2,5

1,5
2,2

k

3,2

5,0 7,5 10,0
c, mmol.l

ñ1

3,5

2,0

2,5

1,5
2,5

k

3,0

Chem. Listy 96, 631 ñ 635 (2002) LaboratornÌ p¯Ìstroje a postupy

634



tj. pro  dan˝  standardnÌ  operaËnÌ  postup  6,8 µg.kgñ1, mez
stanovitelnosti m· hodnotu 4,1 µg.lñ1, tj. pro dan˝ standardnÌ
operaËnÌ postup 8,2 µg.kgñ1.
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M. Douöa (Central Institute for Supervising and Testing
in Agriculture, PlzeÚ): Optimization of the HPLC Method
of Trimethoprim Determination in Additive Premixes and
Medicated Fodders

An HPLC method was developed for rapid determination
of trimethoprim in additive premixes, in final fodders, and in
contaminated final fodders. Trimethoprim is extracted from
the sample with acidified aqueous methanol or dichlorome-
thane and, after dilution of the methanolic extract or purifi-
cation of the dichloromethane extract by re-extraction into
0.15 mol.lñ1H2SO4 and on the solid phase C18, it is determined
by reverse-phase chromatography on C18 with UV detection.
The composition of the mobile phase was optimized. The limit
of determination (2 mg.kgñ1) and the yield of the method
at trimethoprim concentrations 15ñ45 mg.kgñ1 (99.4±5.7 %)
were determined. The repeatability was not determined due to
a low number of real samples of final fodders. To lower the
limit of determination, fluorescent detection was used after
precolumn derivatization of trimethoprim with phthalaldehy-
de. The calculated limit of detection was then 15 mg.kgñ1.

Obr. 5. Separace trimethoprimu na chromatografickÈ kolonÏ C18; a ñ s iontop·rov˝m Ëinidlem ñ krmn· smÏs s obsahem 30 mg.kgñ1,
chromatografickÈ podmÌnky viz tabulka I, b ñ standard trimethoprimu 8 µg.lñ1, chromatografickÈ podmÌnky v textu
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lina cichorov·

⁄vod

V poslednÌ dobÏ se zaËÌn· i u n·s vÏnovat zv˝öen· pozor-
nost alternativnÌm zp˘sob˘m hospoda¯enÌ na zemÏdÏlskÈ p˘-
dÏ, zejmÈna v okrajov˝ch hraniËnÌch oblastech. Jednou z moû-
n˝ch alternativ je pÏstov·nÌ nov˝ch nebo netradiËnÌch druh˘
lÈËiv˝ch rostlin, kterÈ by mohly b˝t buÔ surovinou pro farma-
ceutick˝ pr˘mysl, anebo by extrakty z nich mohly slouûit jako

potravnÌ doplÚky, resp. potraviny urËenÈ pro zvl·ötnÌ v˝ûivu.
JednÌm z hojnÏ studovan˝ch druh˘ lÈËiv˝ch rostlin v poslednÌ
dobÏ jsou i rostliny rodu Echinacea.

Rostliny rodu Echinacea poch·zejÌ ze SevernÌ Ameriky,
kde je pouûÌvali jako lÈËivÈ rostliny (ko¯eny) p¯i ¯adÏ nemocÌ
jiû ameriËtÌ Indi·ni1. Do Evropy se Echinacea dostala asi p¯ed
300 lety a zpoË·tku byla pÏstov·na jen jako okrasn· rostlina.
V souËasnÈ dobÏ se Echinacea purpurea (L.) Moench (t¯apat-
ka nachov·) ˙spÏönÏ pÏstuje ve velkÈm jako lÈËiv· rostlina
nejen v Americe, ale i v EvropÏ a v Austr·lii. KromÏ t¯apatky
nachovÈ se pÏstuje i E. angustifolia DC. (t¯apatka ˙zkolist·),
mÈnÏ pak E. pallida (Nutt.) Nutt. (t¯apatka bled·).

T¯apatky obsahujÌ celou ¯adu l·tek s lÈËebn˝mi ˙Ëinky.
Prepar·ty z t¯apatek se nejËastÏji pouûÌvajÌ p¯i onemocnÏnÌ
hornÌch cest d˝chacÌch a ch¯ipk·ch. Na imunostimulaËnÌch
˙ËincÌch se podÌlÌ cel˝ komplex l·tek jak pol·rnÌch, tak lipo-
filnÌch1ñ3. Jsou to nap¯. deriv·ty kyseliny k·vovÈ (kyselina
kaftarov·, chlorogenov·, cichorov·), echinakosid, verbako-
sid, polysacharidy, glykosidy kvercetinu, prysky¯ice, silice,
polyeny, polyyny, alkylamidy. Na obr·zku 1 jsou uvedeny
vzorce nÏkter˝ch fenolick˝ch l·tek nach·zejÌcÌch se v t¯apat-
k·ch. Z fenolick˝ch l·tek je nejvÌce pozornosti vÏnov·no ky-
selinÏ cichorovÈ a echinakosidu. Kyselina cichorov· a kafta-
rov· jsou hlavnÌ sloûkou ko¯ene a nadzemnÌ Ë·sti t¯apatky
nachovÈ, echinakosid je dominantnÌ fenolickou l·tkou ko¯ene
t¯apatky ˙zkolistÈ a t¯apatky bledÈ.

Obsah kyseliny cichorovÈ v ko¯enech t¯apatky nachovÈ
dosahuje aû 20 mg v 1 g suöiny4. RozdÌl v obsahu kyseliny
cichorovÈ v r˘zn˝ch genetick˝ch liniÌch t¯apatky nachovÈ
m˘ûe b˝t aû Ëty¯n·sobn˝5. MnoûstvÌ kyseliny cichorovÈ a os-

Obr. 1. SchematickÈ vzorce nÏkter˝ch fenolick˝ch l·tek z t¯apatek

OH

OH

HOOC

O

O

OH

OH

COOH

OH

OH

OH

OH

OH

OO

OH

HOOC

COOH

OH

OH

OO

HOOC

COOH

O O

OH

OH

O
O

O

O

OH

OH

OH

OH

O-Glc

OHRha-O

kyselina k·vov·

kyselina kaftarov· kyselina cichorov·

kyselina chlorogenov·

echinakosid

Chem. Listy 96, 636 ñ 639 (2002) LaboratornÌ p¯Ìstroje a postupy

636



tatnÌch l·tek samoz¯ejmÏ z·visÌ na dobÏ skliznÏ, na zp˘sobu
suöenÌ a zp˘sobu extrakce rostlinnÈho materi·lu. NejöetrnÏj-
öÌm zp˘sobem suöenÌ je lyofilizace. P¯i suöenÌ hork˝m vzdu-
chem (40 ∞C) doch·zÌ k 10ñ15 % ztr·tÏ kyseliny cichorovÈ.
Podle liter·rnÌch ˙daj˘6 m˘ûe b˝t p¯i suöenÌ p¯i 25 ∞C ztr·ta aû
50 %, p¯i 70 ∞C je ztr·ta asi 80 %. Bylo zjiötÏno, ûe mnoûstvÌ
˙Ëinn˝ch l·tek v t¯apatce nachovÈ se zvyöuje p¯i p¯ebytku
dusÌku v substr·tu vzhledem k ostatnÌm ûivin·m7.

K laboratornÌ extrakci fenolick˝ch l·tek se pouûÌv· p¯e-
v·ûnÏ such˝ rozemlet˝ rostlinn˝ materi·l. Extrahuje se nejËas-
tÏji methanolem v SoxhletovÏ p¯Ìstroji. Bauer a spol.8 extra-
hujÌ 1 g suchÈ drogy 1 hodinu v SoxhletovÏ p¯Ìstroji 50 ml
methanolu. Jako optim·lnÌ pro t¯apatku nachovou doporuËuje
Kim a spol.6 5 hodinovou extrakci 1 g suchÈ drogy 50 ml
methanolu v GoldfischovÏ p¯Ìstroji. Optim·lnÌ pro spoleËnou
extrakci kyseliny cichorovÈ a alkylamid˘ je podle Stuarta
a Willse9 60% ethanol. ÑINA Methods Validation Programsì10

navrhuje extrahovat 0,125 g suchÈho materi·lu 25 ml smÏsi
ethanolñvoda (70:30). NÏkte¯Ì auto¯i pouûÌvajÌ k extrakci 70%
ethanol v kombinaci s ultrazvukem5,11. Nepol·rnÌ l·tky se
z extrakt˘ odstraÚujÌ ËiötÏnÌm p¯es SPE kolonky s n·plnÌ C18
(cit.6,12). NÏkte¯Ì auto¯i odstraÚujÌ z rostlinnÈho materi·lu nej-
prve nepol·rnÌ l·tky, a to extrakcÌ chloroformem, potÈ n·sle-
duje extrakce methanolem13.

Kyselina cichorov· podlÈh· velmi rychle enzymatickÈ
degradaci, proto öù·vy p¯ipravovanÈ z Ëerstv˝ch rostlin neob-
sahujÌ prakticky û·dnou kyselinu cichorovou. Kyselina cicho-
rov· se p¯i enzymatickÈ hydrol˝ze rozpad· na kyselinu kafta-
rovou a k·vovou14.

Extrakty z t¯apatky nachovÈ se pouûÌvajÌ jako potravnÌ
doplÚky (potraviny urËenÈ pro zvl·ötnÌ v˝ûivu), nejËastÏji ve
formÏ tinktur, vodnÏ-ethanolov˝ch extrakt˘ a öù·v z Ëerstv˝ch
rostlin. Such· droga, vÏtöinou nadzemnÌ Ë·st t¯apatky nacho-
vÈ, se pouûÌv· i k p¯ÌpravÏ bylinn˝ch Ëaj˘.

Jak je vidÏt z v˝öe uvedenÈho liter·rnÌho p¯ehledu, ˙daje
t˝kajÌcÌ se obsahu ˙Ëinn˝ch l·tek v extraktech a zp˘soby
extrakce se navz·jem velice liöÌ. LiöÌ se, nebo chybÌ nejen
˙daje o zp˘sobech extrakce, ale i chromatografick· data pro
dominantnÌ fenolickÈ l·tky. NÏkterÈ staröÌ ˙daje uv·dÏjÌ i re-
tenËnÌ data, kter· neodpovÌdajÌ novÏjöÌm ˙daj˘m. K tomu
vöemu je t¯eba p¯ipoËÌtat problÈm standard˘. Firmy vÏtöinou
nabÌzejÌ provedenÌ anal˝z jiû hotov˝ch extrakt˘, kterÈ z·kaz-
nÌk m˘ûe s·m dodat. HlavnÌm cÌlem naöÌ pr·ce bylo tedy
prostudovat vliv organick˝ch pol·rnÌch rozpouötÏdel a vody
na mnoûstvÌ kyseliny kaftarovÈ, k·vovÈ a cichorovÈ v r˘zn˝ch
extraktech z nadzemnÌ Ë·sti t¯apatky nachovÈ p¯i pouûitÌ ma-
cerace drogy jako nejbÏûnÏjöÌ techniky extrakce a ovÏ¯it ˙daje
v literatu¯e t˝kajÌcÌ se retenËnÌch dat hlavnÌch fenolick˝ch
l·tek v podmÌnk·ch vysoko˙ËinnÈ kapalinovÈ chromatografie.

Experiment·lnÌ Ë·st

P o u û i t È c h e m i k · l i e

Methanol a acetonitril (LiChrosolv Gradient grade, Merck),
85% kyselina o-fosforeËn· (Lachema), kyselina k·vov· a ky-
selina chlorogenov· (Aldrich), kyselina kaftarov· (Dalton Che-
mical Laboratories, Kanada), rutin (Sigma), kyselina trifluo-
roctov· (Fluka), potravin·¯sk˝ 96 % ethanol (ObilnÌ lihovar
Kralupy nad Vltavou).

P ¯ Ì s t r o j e

Kapalinov˝chromatografHP1050(Hewlett-Packard,USA),
DAD detektor HP 1054 (Hewlett-Packard, USA), kolona C18
3 µm, 2◊150 mm (Luna Phenomenex, USA). Nast¯ikovan˝
objem byl 5 µl, anal˝za probÌhala v gradientu acetonitrilñvoda
s p¯Ìdavkem 0,15 % trifluoroctovÈ kyseliny, sledovanÈ l·tky
byly detegov·ny p¯i 330 nm (data byla zaznamen·na v rozsahu
190ñ600 nm).

Centrifuga (Tomy Tech PMC ñ 060, USA), noûov˝ ml˝-
nek VIPO (»R).

R o s t l i n n ˝ m a t e r i · l

Rozemlet· suöen· nadzemnÌ Ë·st t¯apatky nachovÈ, rok
skliznÏ 2000 (mletÌ rostlinnÈho materi·lu po dobu 2 min na
ml˝nku VIPO).

V˝sledky a diskuse

Ve vöech extrakËnÌch pokusech se vych·zelo z 0,2 g roze-
mletÈ suöenÈ drogy, ke kterÈ bylo nejprve p¯id·no prvnÌ ex-
trakËnÌ Ëinidlo v mnoûstvÌ 1,5 ml a po uplynutÌ extrakËnÌ doby
byl k tÈto smÏsi p¯id·n 1 ml druhÈho extrakËnÌho Ëinidla.
BÏhem extrakce byla smÏs nÏkolikr·t intenzivnÏ prot¯ep·na.
Po uplynutÌ extrakËnÌ doby byla smÏs centrifugov·na, roztok
byl odebr·n a uloûen p¯i ñ18 ∞C. Pouze p¯i extrakci vroucÌ
vodou byl cel˝ objem vody (2,5 ml) p¯id·n najednou a po dobu
15 minut byla teplota udrûov·na blÌzko bodu varu. PotÈ byla
smÏs ochlazena a centrifugov·na. PodrobnÈ schÈma extrakce
je v tabulce I.

Z tabulky II je vidÏt, ûe ËistÈ alkoholy extrahujÌ p¯i poko-
jovÈ teplotÏ jen velmi nepatrnou Ë·st sledovan˝ch fenolick˝ch
l·tek, p¯iËemû o nÏco ˙ËinnÏjöÌ je methanol, zejmÈna pro
kyselinu cichorovou. Jestliûe pouûijeme pro extrakci samot-
nou vodu nebo smÏs vodañmethanol, je extrakËnÌ efekt pro
kyselinu cichorovou velmi slab˝, stejnÏ jako v p¯ÌpadÏ Ëist˝ch
alkohol˘. U kyseliny kaftarovÈ, kter· v podmÌnk·ch kapalino-
vÈ chromatografie na reverznÌ f·zi C18 eluuje d¯Ìve neû kyse-
lina cichorov· (je tedy relativnÏ o nÏco pol·rnÏjöÌ), je v˝tÏûek
extrakce pouhou vodou daleko vÏtöÌ neû v˝tÏûek extrakce
alkoholy, jak je takÈ vidÏt z pomÏru kyseliny cichorovÈ a kaf-
tarovÈ (poslednÌ sloupec tabulky II). Pouûijeme-li k extrakci
25% methanol, doch·zÌ ke zhruba dvojn·sobnÈmu zv˝öenÌ
v˝tÏûku u obou kyselin.

NejpouûÌvanÏjöÌ zp˘sob extrakce je podle nÏmeckÈho lÈ-
kopisu zp˘sob, kdy je droga nejd¯Ìve extrahov·na ethanolem,
potÈ se p¯id· tolik vody, aby mnoûstvÌ ethanolu Ëinilo 60 obj.%
a extrahuje se d·le po stejnou dobu jako u ËistÈho alkoholu.
V naöem p¯ÌpadÏ Ëinily v˝tÏûky (v soustavÏ ethanol, potÈ
stejnÈ mnoûstvÌ vody) 60 % pro kyselinu cichorovou a 73 %
pro kyselinu kaftarovou. Doba extrakce nehraje v tomto sys-
tÈmu podstatnou roli. Jak je vidÏt z tabulky II, doch·zÌ po
dvouhodinovÈ extrakci k poklesu v˝tÏûku pouze u kyseliny
kaftarovÈ o cca 8 %. Z·mÏnou ethanolu za methanol, coû ale
nenÌ systÈm vhodn˝ pro farmaceutickou, resp. potravin·¯skou
v˝robu, zÌsk·me maxim·lnÌ mnoûstvÌ obou kyselin, a tato ËÌsla
byla zvolena jako referenËnÌ vztaûn· hladina pro v˝poËet
v˝tÏûku extrakce u ostatnÌch systÈm˘.
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Tabulka I
SchÈma extrakce fenolick˝ch l·tek z nadzemnÌ Ë·sti t¯apatky
nachovÈ

ExtrakËnÌ Doba extrakce [h] Teplota PoËet
metoda 1. extr. Ëinidlo 2. extr. Ëinidlo [∞C] vzork˘

1. 24 24 25 2
ethanol ethanol

2. 24 24 25 4
methanol methanol

3. 24 24 25 6
H2O H2O

4. 24 24 4 2
H2O H2O

5. 24 24 25 4
25% methanol 25% methanol

6. 24 24 25 3
methanol H2O

7. 168 168 25 3
ethanol H2O

8. 1 1 25 3
ethanol H2O

9. 24 24 25 4
H2O methanol

10.a 0,25 100 3
H2O

a Ke vzorku jednor·zovÏ p¯id·no 2,5 ml vody

Tabulka II
Obsah kyseliny cichorovÈ a kyseliny kaftarovÈ v extraktech

ExtrakËnÌ Kyselina
metoda cichorov· kaftarov· cichorov·/

[%] [%] kaftarov·

1. 0,4 0,3 5,7
2. 14,9 4,2 14,4
3. 4,8 42,9 0,5
4. 3,0 17,2 0,7
5. 40,7 80,3 2,1
6. 100a 100a 4,1
7. 59,8 73,3 3,4
8. 58,3 64,8 3,8
9. 19,9 48,7 1,7

10. 78,4 125,1 2,6

a Obsah kyseliny cichorovÈ v methanol-vodnÈm extraktu (Ë. 6)
je 16,055 mg.gñ1, obsah kyseliny kaftarovÈ je 3,904 mg.gñ1

suchÈ drogy

NejzajÌmavÏjöÌ jsou v˝sledky zÌskanÈ p¯i extrakci t¯apatky
nachovÈ vroucÌ vodou, p¯i kterÈ doch·zÌ k 80 % v˝tÏûku
u kyseliny cichorovÈ, ale 125 % v˝tÏûku u kyseliny kaftarovÈ
ñ Ëaj p¯ipraven˝ z t¯apatky bude tedy obsahovat velkÈ mnoû-
stvÌ pol·rnÌch (fenolick˝ch) l·tek. Je vidÏt, ûe mnoha staletÌmi

provÏ¯en· lidsk· zkuöenost v p¯ÌpravÏ n·lev˘ m· takÈ svÈ
racion·lnÌ j·dro.

Obsah kyseliny k·vovÈ je nejvyööÌ v extraktu vodañme-
thanol (0,22 mg.gñ1 suchÈ drogy), o nÏco mÈnÏ je kyseliny k·-
vovÈ v extraktu 25% methanolem (0,18 mg.gñ1). U vodnÏ-al-
koholov˝ch extrakt˘ je obsah kyseliny k·vovÈ 0,10ñ0,12 mg.gñ1.
U ostatnÌch extrakt˘ je obsah kyseliny k·vovÈ podstatnÏ niûöÌ.

ZajÌmav· jsou i data o rozptylu namÏ¯en˝ch hodnot v˝tÏû-
k˘  extrakcÌ  (R.S.D.). NejvÏtöÌ  rozptyl hodnot (72 %) byl
zjiötÏn u obsahu kyseliny cichorovÈ ve vzorcÌch extrahova-
n˝ch vodou p¯i pokojovÈ teplotÏ. Hodnoty kolem 30 % by-
ly zjiötÏny v extraktu vodañmethanol a v extraktu 25% me-
thanolem. Velmi mal˝ rozptyl hodnot je u vodnÏ-ethano-
lov˝ch extrakt˘ (5ñ8 %) a u extrakt˘ vroucÌ vodou (necel·
2 %).

Jak je vidÏt z proveden˝ch extrakËnÌch pokus˘, je nej-
vhodnÏjöÌm extrakËnÌm postupem skuteËnÏ dvoustupÚov· ex-
trakce (nejd¯Ìve Ëist˝ alkoholñethanol, pak po urËitÈ dobÏ
voda). Takto p¯ipravenÈ extrakty obsahujÌ jak l·tky pol·rnÌ,
tak i l·tky mÈnÏ pol·rnÌ. Vöechny extrakty byly analyzov·ny
pomocÌ kapalinovÈ chromatografie za podmÌnek popsan˝ch
v experiment·lnÌ Ë·sti. Vzhledem k tomu, ûe nebyl k dispozici
standard kyseliny cichorovÈ, byla mÏ¯ena relativnÌ retenËnÌ
data hlavnÌch fenolick˝ch  l·tek a byla zjiötÏna vynikajÌcÌ
shoda s jedin˝mi dosud publikovan˝mi ˙daji relativnÌch re-
tenËnÌch dat10. RetenËnÌ Ëasy sledovan˝ch l·tek byly takÈ
porovn·v·ny s retenËnÌmi Ëasy nÏkter˝ch dalöÌch l·tek uv·dÏ-
n˝ch v literatu¯e6,15, p¯iËemû byly pouûity r˘znÈ mobilnÌ f·ze
(vodañacetonitrilñtrifluoroctov· kyselina, vodañacetonitrilñky-
selina o-fosforeËn·) i gradienty. K dispozici byly standardy
rutinu, kyseliny kaftarovÈ, kyseliny k·vovÈ a kyseliny chloro-
genovÈ. MnoûstvÌ kyseliny cichorovÈ bylo poËÌt·no z kali-
braËnÌ k¯ivky pro kyselinu kaftarovou. Na obr·zku 2 je uk·zka
chromatogramu extraktu t¯apatky nachovÈ s vyznaËenÌm hlav-
nÌch fenolick˝ch l·tek.

Obr. 2. Chromatogram vodnÏ-methanolovÈho extraktu z t¯apatky
nachovÈ; HPLC: mobilnÌ f·ze A 5% acetonitril + 0,15% kyselina
trifluoroctov·, mobilnÌ  f·ze B 80% acetonitril + 0,15%  kyselina
trifluoroctov·, gradient: 0ñ20 % B (25 min), 20 % Bñ40 % B (35 min),
pr˘tok: 0,25 ml.minñ1; 1 ñ kyselina kaftarov·, 2 ñ kyselina k·vov·, 3 ñ
kyselina cichorov·
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Tato studie byla podpo¯ena v˝zkumn˝m z·mÏrem ⁄EK AV
»R Ë. AV0Z6087904 s n·zvem:ÑEkologie ËlovÏkem ovlivÚova-
nÈ krajinyì.
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cInstitute of Preventive Medicine, Faculty of Medicine, Masa-
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Compounds of Echinacea purpurea (L.) Moench

The main goal of this study was the investigation of various
extraction procedures of the Echinacea purpurea plant mate-
rial in order to optimize the yield of phenolic compounds, such
as caftaric acid, caffeic acid, cichoric acid, to establish their
relative HPLC retention data together with retention data of
rutin and chlorogenic acid and to compare them with the
literature data. The most useful was the extraction with me-
thanol or ethanol, followed by extraction with dilute alcohols
(60 % v/v) after addition of water. Almost the same results
were obtained with boiling water. The measured relative re-
tention data for the phenolic compounds are in good agreement
with the data found in the very recent literature.
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