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1. ⁄vod

ObjektÌvne hodnotenie toxicity hlinÌka1,2 v ûivotnom pro-
stredÌ je z dÙvodu jeho st·le sa zv‰Ëöuj˙cej acidity veæmi
aktu·lnym problÈmom. Zniûovanie kyslosti pÙdnej reakcie
spÙsobuje zv˝öenie rozpustnosti rÙznych foriem Al s rozdiel-
nou toxicitou pre ûivÈ organizmy. To prispieva k zv‰Ëöuj˙cej
sa mobilite a reaktivite Al v pÙdnom systÈme. MonomÈrne
iÛnovÈ formy Al s˙ uvoæÚovanÈ do pÙdnych roztokov, pod-
zemn˝ch a povrchov˝ch vÙd predovöetk˝m ako polymerizo-
vanÈ alebo komplexnÈ zl˙Ëeniny vytv·ranÈ prÌtomn˝mi anor-
ganick˝mi a organick˝mi ligandami. Za najviac toxickÈ pre
ûivÈ organizmy s˙ povaûovanÈ anorganickÈ monomÈrne aqua-
a hydroxidovÈ a niektorÈ polymÈrne komplexy Al (cit.1). Zlo-
ûitosù laboratÛrnej öpeci·cie Al s˙visÌ s pouûÌvanÌm princi-
pi·lne rozdielnych metÛd pre stanovenie jednotliv˝ch foriem
Al (cit.3ñ9).

Cieæom predloûenej pr·ce je uviesù prehæad vybran˝ch
metÛd, pouûÌvan˝ch najËastejöie na öpeci·ciu Al vo vod·ch
a pÙdnych roztokoch za posledn˝ch asi desaù rokov v˝skumu
(s v˝nimkou uv·dzania staröÌch, ale pre dan˙ metodiku pod-
statn˝ch pr·c), s upozornenÌm na problÈmy a obmedzenia
t˝chto postupov.

2. Fyzik·lna öpeci·cia

MetÛdy fyzik·lnej öpeci·cie Al umoûÚuj˙ rozdelenie Ëas-
tÌc alebo molek˙l zl˙ËenÌn Al podæa ich veækosti a tvaru, z Ëoho
vypl˝va jej öetrnejöie zaobch·dzanie s prÌtomn˝mi frakciami
Al, ako v prÌpade chemickej öpeci·cie. PatrÌ sem filtr·cia
a ultrafiltr·cia, dial˝za a gÈlov· permeaËn· chromatografia
(GPC).

2 . 1 . F i l t r · c i a a u l t r a f i l t r · c i a

Membr·nov· filtr·cia a ultrafiltr·cia s˙ Ëasto vyuûÌvanÈ
na oddelenie rozpustn˝ch foriem Al od jemn˝ch miner·lnych
koloidov a makromolekulov˝ch organick˝ch foriem Al poËas
pred˙pravy vzorky. Pri separ·cii nerozpustn˝ch frakciÌ Al
membr·novou filtr·ciou sa pracuje obvykle s veækosùou pÛrov
filtra od 10 do 0,1 µm, najËastejöie sa pouûÌva veækosù 0,45 µm.
Ultrafiltr·cia vyuûÌva menöiu veækosù pÛrov, aû do 1 nm. »asto
sa vyskytuj˙cim problÈmom je adsorpcia analytu na filtri
alebo na nerozpustn˝ch Ëasticiach a rÙzny stupeÚ zanesenia
filtra, Ëo s˙visÌ s materi·lom, z akÈho je filter vyroben˝.

Menzies a spol.10 porovn·vali acet·t- a nitr·tcelulÛzovÈ
filtre s veækosùou pÛrov 0,45, 0,22, 0,05 a 0,025 µm. V˝znam-
nÈ zmeny v koncentr·cii Al nastali len pri pouûitÌ 0,025 µm
filtra pri pH 4,5 a 5,0. Ultrafilter vyuûÌvaj˙ci technolÛgiu
dutÈho vl·kna aplikovali Lydersen a spol.11,12 na separ·ciu
koloidov od ostatn˝ch nerozpustn˝ch ËastÌc Al pri s˙Ëasnom
sledovanÌ vplyvu teploty a pH na koncentr·ciu Al öpÈciÌ.
Komplex·ciu hlinÌka humÌnov˝mi l·tkami a öpÈcie Al v pÙde
ötudoval Gerke13. Kombin·ciou ultrafiltr·cie cez triacet·tce-
lulÛzov˙ membr·nu a sorpcie na anexe stanovil Ñvoæn˝ mono-
mÈrnyì Al (veækosù pÛrov filtra definovan· Mr ~ 20 000)
a Ñorganicky viazan˝ì Al. Metodika m· viacerÈ nedostatky, au-
tornevyluËuje prÌtomnosù polymÈrnych foriem Al v prvej frakcii.

Chakrabarti a spol.14 pouûili filtr·ciu (0,45 µm) a ultrafil-
tr·ciu (Mr ~ 500ñ100 000) v spojenÌ s ÔalöÌmi metÛdami na
öpeci·ciu Al a in˝ch kovov. Lu a spol.15 aplikovali filtr·ciu
a ultrafiltr·ciu pri öpeci·cii Al a in˝ch kovov v rieËnej a daû-
Ôovej vode a v snehu. Vzorky daûÔovej vody po filtr·cii cez
0,45 µm membr·nu obsahovali v nerozpustn˝ch frakci·ch aû
74,3 % (pH 3,4), resp. 69,8 % (pH 4,7) celkovÈho Al. N·sled-
nou ultrafiltr·ciou rozdelili frakcie Al podæa ich relatÌvnych
molekulov˝ch hmotnostÌ. V rieËnej vode (pH 8,0) mala naj-
vyööÌ podiel frakcia Al s Mr > 100 000, v snehu (pH 4,7) to
bola naopak frakcia Al s Mr < 500. Podobn˝m spÙsobom
stanovili aj Al frakcie s fulvokyselinami v modelovom roztoku
(pH 5,0).

Vplyv filtr·cie na v˝sledky öpeci·cie hlinÌka v pÙdnych
a modelov˝ch roztokoch pre pH 3,0 aû 8,0 sk˙mali Koûuh
a spol.16 Pracovali s roztokmi filtrovan˝mi cez nitr·tcelulÛzo-
vÈ membr·ny (0,01, 0,10 a 0,45 µm), resp. nefiltrovan˝mi
vÙbec. Vplyvom filtr·cie pÙdnych roztokov z deviatich rÙz-
nych typov pÙd sa koncentr·cie celkovÈho Al znÌûia oproti
nefiltrovan˝m roztokom na 31ñ77 % (0,45 µm) a 21ñ65 %
(0,10 µm) pÙvodnej hodnoty v z·vislosti od pH (3,7ñ6,6)
a obsahu organickej hmoty.
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Van Hees a spol.17 a van Hees a Lundstrˆm18 dosiahli
ultrafiltr·ciou oddelenie nÌzkomolekulov˝ch foriem Al (Mr ~
1000) pri stanovenÌ komplexov Al s jednoduch˝mi organic-
k˝mi kyselinami v pÙde. Riise a spol.19 podobn˝m spÙsobom
separovali koloidy (Mr > 3000), stredne veækÈ molekulovÈ
frakcie (1000 < Mr < 3000) a nÌzkomolekulovÈ frakcie (Mr <
1000) Al pri öt˙diu ich mobility v pÙde.

2 . 2 . D i a l ˝ z a

MetÛda je zaloûen· na dif˙zii foriem Al s urËitou moleku-
lovou veækosùou, tvarom a n·bojom cez polopriepustn˙ mem-
br·nu (najËastejöie 1ñ55 nm) s Ëo najv‰ËöÌm povrchom, ktor·
oddeæuje roztok vzorky (dialyz·t) od roztoku, do ktorÈho
öpÈcie Al difunduj˙ (difuz·t). Nev˝hodou dialyzaËnej techni-
ky öpeci·cie je hlavne jej Ëasov· n·roËnosù. V dialyz·te s vy-
sok˝m obsahom organickej hmoty, vznik· na membr·ne tzv.
Donnanov potenci·l, redukuj˙ci mnoûstvo predifundovanÈho
Al (cit.20,21). œalöÌm nepriazniv˝m javom pri dial˝ze je osmÛ-
za, tj. dif˙zia rozp˙öùadla z difuz·tu do dialyz·tu, ktor˝ sa
n·sledne zrieÔuje. œalöie problÈmy vyskytuj˙ce sa pri pouûÌ-
vanÌ dialyzaËn˝ch membr·n s˙ obdobnÈ ako pri filtr·cii a ul-
trafiltr·cii (napr. adsorpcia analytu).

24 hodinov˙ dial˝zu pouûili na frakcion·ciu hlinÌka
a in˝ch kovov v povrchovej vode Beneö a Steinnes22. LaZer-
te21 zistil, ûe 6ñ12 % organickej hmoty (nÌzkomolekulovÈ
fulvokyseliny a jednoduchÈ organickÈ kyseliny; Mr < 1000)
pri frakcion·cii Al v prÌrodn˝ch vod·ch preölo za 24 h cez
dialyzaËn˙ membr·nu. Salbu a spol.23 potrebovali na dosiah-
nutie rovnov·ûneho stavu in situ dial˝zy povrchovej vody tri
t˝ûdne. Dlh˝ Ëas anal˝zy zaprÌËinil zmenöenie efektÌvnej veæ-
kosti pÛrov membr·ny vplyvom adsorpcie anorganick˝ch zl˙-
ËenÌn ûeleza, ktorÈ sa nach·dzali vo vzorke.

Berggren24 dialyticky separoval poËas 48  h humÌnovÈ
kyseliny (Mr > 1000) pri öpeci·cii Al a in˝ch kovov v pÙdnom
roztoku. Morrison25 oddelil in situ dial˝zou rozpustnÈ a ko-
loidnÈ öpÈcie Al za ötyri dni. Formy hlinÌka naviazanÈho na
humÌnovÈ kyseliny a fulvokyseliny ötudovali Clarke a spol.
v pr·cach26,27, kde sa dial˝za pouûila ako referenËn· metÛda
(Mr ~ 1000; 48 h (cit.26), 96ñ120 h (cit.27)).

2 . 3 . G È l o v · p e r m e a Ë n ·
c h r o m a t o g r a f i a ( G P C )

Separ·ciu öpÈciÌ Al umoûÚuj˙ hydrofilnÈ gÈly, najËastejöie
s polymÈrnou ötrukt˙rou, ktorÈ s˙ chemicky inertnÈ. Obsahuj˙
pritom veækÈ mnoûstvo zosieùovan˝ch pÛrov. Molekuly s veæ-
kosùou v‰Ëöou, ako s˙ pÛry gÈlu, prech·dzaj˙ cez kolÛnu bez
zadrûania, k˝m menöie molekuly sa zachytia v pÛroch gÈlu
a eluuj˙ neskÙr. V˝hodou GPC je pouûÌvanie mal˝ch objemov
vzorky.

Rengasamy a Oades28 kombinovali GPC, dial˝zu a ultra-
filtr·ciu pri öt˙diu polymeriz·cie hlinÌka a interakciÌ medzi
monomÈrnym a polymÈrnym Al. äpÈcie Al v pÙdnych rozto-
koch s pouûitÌm GPC ötudovali Gardiner a spol.29 Kerven
a spol.30 sledovali distrib˙ciu Al vo vzork·ch obsahuj˙cich
fulvokyseliny. Dokonal˙ separ·ciu organickÈho Al dosiahli
pri pH 3,5. Pri vyööom pH eluovali vöetky frakcie spolu.
Rovnak˝ efekt mala aj prÌtomnosù sÌranov. GPC na frakcion·-
ciu sÌranov˝ch komplexov Al aplikovali Alva a Sumner31.
GPC, filtr·ciu a ultrafiltr·ciu pouûili Itoh a spol.32 pri separ·cii

vysokomolekulov˝ch foriem Al vo vodn˝ch vzork·ch. Al sa
nach·dzal vo frakcii s Mr > 300 000.

Van Hees a spol.17 oddelili pomocou GPC komplexnÈ
formy Al s nÌzkomolekulov˝mi jednoduch˝mi organick˝mi
kyselinami v pÙdnych roztokoch. Zistili, ûe obsahuj˙ priemer-
ne  25 % celkovÈho  Al vo  vzork·ch. V˝sledky porovnali
s hodnotami zÌskan˝mi ultrafiltr·ciou (Mr ~ 1000), ktorÈ do-
sahovali priemerne 34 % celkovÈho Al vo vzork·ch. Rozdiel
vysvetluj˙ autori nÌzkou priemernou v˝ùaûnosùou GPC (79 %)
vzhæadom na celkov˝ Al. V prefiltrovanom roztoku naopak
nevyluËuj˙ prÌtomnosù in˝ch organick˝ch molek˙l s naviaza-
n˝m Al.

3. Chemick· öpeci·cia

MetÛdy chemickej öpeci·cie poskytuj˙ za cenu vyööieho
rizika (poruöenie rovnov·ûneho stavu medzi jednotliv˝mi for-
mami Al, zmena pÙvodnej formy Al, kontamin·cia vzorky)
komplexnejöie v˝sledky. Patria sem metÛdy zaloûenÈ na roz-
dielnej kinetike vzniku stabiln˝ch komplexn˝ch zl˙ËenÌn Al,
metÛdy vyuûÌvaj˙ce iÛnov˙ v˝menu a iÛnov· chromatografia
(IC).

3 . 1 . M e t Û d y z a l o û e n È n a k i n e t i k e
v z n i k u s t a b i l n ˝ c h k o m p l e x n ˝ c h
z l ˙ Ë e n Ì n h l i n Ì k a

NajpouûÌvanejöia a najstaröia technika öpeci·cie je zaloûe-
n· na tvorbe stabiln˝ch komplexn˝ch zl˙ËenÌn hlinÌka najËas-
tejöie so spektrofotometrick˝mi a fluorometrick˝mi Ëinidlami
(organickÈ komplexotvornÈ zl˙Ëeniny). PrincÌpom techniky je
pouûitie vhodnÈho reakËnÈho Ëasu, ktor˝ rozdelÌ öpÈcie Al na
r˝chlo (prevaûne anorganickÈ monomÈrne formy Al) a poma-
ly (organickÈ formy Al) reaguj˙ce s Ëinidlom pri urËitej hod-
note pH. »inidlo sa prid·va vo veækom nadbytku, aby sa
zaruËila jednoduch· kinetika reakcie. V˝sledn˝ produkt sa v
prÌpade malej rozpustnosti vo vode extrahuje do organickÈho
rozp˙öùadla. V˝hodou metÛdy je moûnosù jej automatiz·cie
(FIA ñ Flow Injection Analysis), ktor· prispieva k lepöej
reprodukovateænosti v˝sledkov, skr·teniu Ëasu anal˝zy a pres-
nejöie definovan˝m reakËn˝m Ëasom. Metodika b˝va Ëasto
vyuûÌvan· v spojenÌ s in˝mi technikami, hlavne v kombin·cii
s iÛnovou v˝menou (odsek 3.2.).

8-hydroxychinolÌn (oxÌn)

OxÌn tvorÌ s Al vo vode m·lo rozpustn˝ trioxin·tov˝
komplex. Po extrakcii do vhodnÈho organickÈho rozp˙öùadla
sa stanovuje najËastejöie spektrofotometricky pri 390 nm ale-
bo metÛdami atÛmovej spektroskopie. Extrakcia pri pH 8
kvantitatÌvne separuje fluoridovÈ komplexy, ale ponech·va vo
vodnej f·ze dostatoËnÈ mnoûstvo oxÌnov˝ch aniÛnov na po-
kraËovanie reakcie. Pri pH 5 nastane ˙plnÈ ukonËenie reakcie,
ale bez separ·cie fluoridov˝ch komplexov.7

Barnes33 modifikovala a aplikovala oxÌnov˙ extrakËn˙
metÛdu na frakcion·ciu Al v prÌrodn˝ch vod·ch. Po filtr·cii
cez 0,1 mm membr·nu, reakcii s oxÌnom (10ñ30 s) a ˙pra-
ve pH na 8, sa komplex extrahoval methylizobutylketÛnom
(MIBK) a obsah Al sa stanovil s FAAS (atÛmov· absorpËn·
spektrometria s plameÚovou atomiz·ciou) s detekËn˝m limi-
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tom 2 µg.lñ1 pri 100-n·sobnom prekoncentraËnom faktore.
Stanoven˝ ÑreaktÌvnyì Al reprezentoval Ñr˝chlo reaguj˙ce
öpÈcie Alì.

Bloom a spol.34,35extrahovali Al trioxin·tov˝ komplex do
butylacet·tu a n·sledne merali spektrofotometricky a fluoro-
metricky jeho absorpciu s detekËn˝m limitom 0,3ñ50 µg.lñ1.
Pouûili reakËn˝ Ëas 15 min pri pH 5. James a spol.36 a James
a Riha37 upravili metÛdu podæa Blooma a spol.34 znÌûenÌm
reakËnÈho Ëasu na 15 s, aby minimalizovali disoci·ciu Al
komplexov pri anal˝ze modelov˝ch roztokov obsahuj˙cich
fluoridy a citrÛnany36 a roztokov z lesn˝ch pÙd37.

LaZerte21 zjednoduöil oxÌnov˙ extrakËn˙ metÛdu podæa
Barnesovej33. ReakËn˝ Ëas znÌûil na 15 s, pH extrakcie upravil
na 8,3ñ8,8 a obsah  extrahovanÈho  Al stanovil  s GFAAS
(atÛmov· absorpËn· spektrometria s elektrotermickou atomi-
z·ciou v grafitovej kyvete). V stanovenom Ñr˝chlo reaktÌv-
nomì Al sa potvrdila prÌtomnosù fluoridov˝ch a citrÛnanov˝ch
komplexov Al. Lalande a Hendershot38 pouûili metÛdu podæa
Blooma a spol.34 pre rÙzne reakËnÈ Ëasy a pH (15 s pre pH 5,0;
15 s pre pH 8,3 a 60 min pre pH 8,3), aby zÌskali viacerÈ frakcie
Al. Pri reakËnom Ëase 60 min a pH 8,3 stanovili viac ako 60 %
komplexnÈho Al. Podæa ich zistenia nie je oxÌnov· extrakcia
vhodn· na separ·ciu anorganick˝ch a organick˝ch foriem Al.
V˝sledky pr·c39,40 potvrdili, ûe oxÌnovou metÛdou (15 s pre
pH 5,0) sa separuj˙ sÌranovÈ, ale nie fluoridovÈ komplexy Al.
Boudot a spol.41 pouûili reakËn˝ Ëas 5 s a pH 5,0 pri öpeci·cii
hlinÌka v modelov˝ch a pÙdnych roztokoch.

Clarke a spol.26,42 aplikovali spojenie oxÌnovej metÛdy
a FIA na stanovenie Ñr˝chlo reaguj˙cehoì Al v modelov˝ch
roztokoch a prÌrodn˝ch vod·ch. Pouûili reakËn˝ Ëas 2,3 s pri
pH 5,0 a chloroform ako extrakËnÈ Ëinidlo. Stanoven· frakcia
obsahovala Al3+, kationickÈ monomÈrne hydroxidovÈ, sÌra-
novÈ, kremiËitanovÈ a uhliËitanovÈ komplexy Al. VeækÈ po-
lymÈrne hydroxidovÈ, fluoridovÈ, citrÛnanovÈ a humÌnovÈ
komplexy Al sa v tejto frakcii nenach·dzaj˙, fosforeËnanovÈ
a öùavelanovÈ komplexy Al len ËiastoËne. V˝hodou metÛdy
s detekËn˝m limitom cca 5 µg.lñ1 je mal˝ d·vkovacÌ objem
vzorky (12ñ250 µl) a vysok· vzorkovacia frekvencia (66 hñ1).
Clarke a spol.43 modifikovali uveden˙ metÛdu (pH 4,5), aby
odstr·nili komplex AlHP z meranej frakcie hlinÌka. PÙvod-
n˙ metodiku42 pouûili Clarke a spol.27 pri öt˙diu komplex·cie
Al s humÌnov˝mi kyselinami a fulvokyselinami. Simult·nnu
öpeci·ciu hlinÌka a ûeleza uskutoËnili Clarke a Danielsson44.
V povrchov˝ch vod·ch oddelili ÑvoænÈì iÛny Al3+, Fe3+ a Fe2+

s labiln˝mi komplexami Al, napr. AlS .

Pyrokatecholov· violeù (PCV)

Komplex hlinÌka s PCV je vo vode rozpustn˝ (pH ~ 6,1)
a absorbuje pri 580ñ585 nm. MetÛda, ktor· je zaloûen· na
stanovenÌ celkovÈho Al podæa Dougana a Wilsona45, je zaùa-
ûen· interferenciou so ûelezom a kremÌkom, resp. kremiËitan-
mi46,47.

Seip a spol.48 stanovili Ñcelkov˝ monomÈrnyì Al vo vod-
n˝ch vzork·ch pri reakËnom Ëase 4 min. Noller a spol.49

navrhli frakcionaËn˙ schÈmu na stanovenie ÑlabilnÈhoì Al
(monomÈrne hydroxidovÈ a fluoridovÈ komplexy). FIA v spo-
jenÌ s touto metÛdou pouûili Henshaw a spol.50, aby stanovili
ÑmonomÈrnyì Al, ktor˝ obsahoval aj fluoridovÈ komplexy Al.
Autori vyl˙Ëili vo frakcii prÌtomnosù komplexov Al s organic-
k˝mi l·tkami. Podæa ich zistenÌ humÌnovÈ l·tky redukuj˙

mnoûstvo ÑmonomÈrnehoì Al vo vzorke. K podobn˝m z·ve-
rom priöli aj Lewis a spol.51

Kerven a spol.52 navrhli reakËn˝ Ëas 60 s pre oddelenie
ÑanorganickÈho monomÈrnehoì Al v pÙdnom roztoku. Testy
s rÙznymi organick˝mi ligandami uk·zali, ûe frakcia obsahuje
aj istÈ mnoûstvo organicky viazanÈho hlinÌka. MetÛda bola
kombinovan· s filtr·ciou a ultrafiltr·ciou10. Morrison25 zistil,
ûe reakËn˝ Ëas 10 s je prÌliö dlh˝ na dokonal˙ separ·ciu
anorganickÈho Al. DÙkazom je prÌtomnosù koloidov vo frak-
cii.

AluminÛn

AluminÛn alebo kyselina aurÌntrikarboxylov· poskytuje
s hlinÌkom vo vode rozpustnÈ komplexy, ktorÈ absorbuj˙ pri
515ñ530 nm.

Blamey a spol.53 aplikovali na frakcion·ciu hlinÌka alumi-
nÛnov˙ metÛdu pre stanovenie celkovÈho Al (cit.54). Vyuûili
poznatok, ûe polymÈrne öpÈcie a fosforeËnanovÈ komplexy
Al reaguj˙ s aluminÛnom veæmi pomaly. Po reakËnom Ëase
30 min oddelili monomÈrny a polymÈrny Al. MetÛda bola
pouûit· pri öt˙diu toxicity hlinÌka na rastliny55ñ58.

Parker a spol.59 povaûuje reakËn˝ Ëas 30 min za nie do-
statoËn˝ na zreagovanie celkovÈho monomÈrneho Al. Alva
a spol.40 zistili, ûe iba Ëasù fluoridov˝ch komplexov Al reaguje
s aluminÛnom (reakËn˝ Ëas 15 s), aj keÔ Noble a spol.39

povaûuj˙ tieto öpÈcie za dostatoËne r˝chlo reaguj˙ce. Kerven
a spol.30 stanovili za 30 min 80 % Al viazanÈho na fulvokyse-
liny v meranej frakcii. 30 s reakËn˝ Ëas podæa nich umoûÚuje
lepöiu separ·ciu, hoci ich v˝sledky dokazuj˙, ûe Ñanorganick˝
monomÈrnyì Al obsahuje aj organickÈ komplexy Al.

Gintinf a spol.60 porovn·vali aluminÛnov˙ a PCV metÛdu
(reakËn˝ Ëas 30 s) pri sk˙manÌ vplyvu piatich jednoduch˝ch
organick˝ch aniÛnov na koncentr·ciu hlinÌka. Z koncentr·ciÌ
ÑreaktÌvnehoì Al vypoËÌtan˝ch z konöt·nt stability zistili, ûe
PCV metÛda t˙to frakciu nadhodnocuje, tj. podceÚuje kom-
plex·ciu organick˝ch aniÛnov. AluminÛn poskytuje lepöÌ od-
had ÑreaktÌvnehoì Al.

FerrÛn

FerrÛn (kyselina 8-hydroxy-7-jÛdchinolÌn-5-sulfÛnov·) je
deriv·tom oxÌnu a s hlinÌkom tvorÌ vo vode rozpustnÈ kom-
plexy, ktorÈ absorbuj˙ pri 370 nm. Interferencie s rovnako
absorbuj˙cimi humÌnov˝mi l·tkami zvyöuj˙ sign·l hlinÌka.

Bersillon a spol.61 aplikovali ferrÛn a reakËn˝ Ëas 30 s
na separ·ciu ÑmonomÈrnehoì a ÑpolymÈrnehoì Al. Bertsch
a spol.62 zistili, ûe nimi stanoven· frakcia monomÈrneho Al ob-
sahuje aj malÈ mnoûstvo polymÈrneho Al, a frakciu polymÈr-
neho Al identifikovali podobne ako neskÙr Parker a Bertsch63

so öpÈciami [AlO4Al12(OH)24(H2O)12]
7+. Parker a spol.64,65po-

uûili ferrÛnov˙ metÛdu na öt˙dium toxicity Al.
Jardine a Zelazny66,67 sk˙mali vplyv anorganick˝ch a or-

ganick˝ch aniÛnov na frakcion·ciu hlinÌka. Zistili, ûe niektorÈ
komplexy Al (sÌrany, fulvokyseliny) reaguj˙ s ferrÛnom rov-
nako ako monomÈrny Al. NeplatÌ to pre fluoridovÈ, fosforeË-
nanovÈ, citrÛnanovÈ a öùavelanovÈ komplexy Al. Reakciu
fluoridov˝ch a sÌranov˝ch komplexov Al s ferrÛnom ötudovali
Alva a spol.40 pre rÙzne reakËnÈ Ëasy (15 s aû 30 min). SÌranovÈ
komplexy Al reagovali kvantitatÌvne bez ohæadu na reakËn˝
Ëas, zatiaæ Ëo fluoridovÈ komplexy Al reagovali len ËiastoËne

O4
+

O4
+
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pre vöetky sledovanÈ Ëasy. Jardine a Zelazny68 oddelili mono-
mÈrny a polymÈrny Al v roztokoch s obsahom anorganick˝ch
a organick˝ch aniÛnov.

ChrÛmazurol S (CAS)

AbsorpËnÈ maximum komplexu Al s CAS leûÌ pri 545 nm.
Zˆltzer a Schwedt69 pouûili CAS v zapojenÌ FIA a CFA
(Continuous Flow Analysis), aby stanovili kineticky labiln˝
Al. Interferencie ûeleza boli potlaËenÈ prÌdavkom kyseliny
askorbovej. Kennedy a Powell70 aplikovali CAS pri pH 4,9
a zistili, ûe veækÈ polymÈrne hydroxykomplexy s CAS ne-
reaguj˙ v Ëase do 1 hod. Simpsonovi a spol.71 sl˙ûila metÛda
modifikovan· podæa Hawke a Powella72 (reakËn˝ Ëas 7 s ) ako
referenËn· pri hodnotenÌ 1,3 s oxÌnovej techniky v spojenÌ s FIA.

Kyselina 8-hydroxychinolÌn-5-sulfÛnov· (HQS)

Vo vode rozpustn˝ komplex Al(HQS)3 absorbuje pri 370
nm, kde sa prejavuj˙ interferencie humÌnov˝ch l·tok, podobne
ako v prÌpade ferrÛnu. Backes a Tipping73 pouûili na öpeci·ciu
hlinÌka HQS zmieöan˙ s NaF. MonomÈrny Al obsahuj˙ci aj
fluoridovÈ a humÌnovÈ komplexy Al reagoval r˝chlo (<1 min).
Reakcia polymÈrnych hydroxykomplexov Al bola pomal·.
HQS sl˙ûi Ëasto ako Ëinidlo pri postkolÛnovej fluorimetrickej
detekcii, hlavne pri iÛnovej chromatografii (odsek 3.3.).

EriochrÛmkyanÌn (ECR)

Komplex Al s ECR m· absorpËnÈ maximum pri 535 nm.
Kerven a spol.30 zistili, ûe ECR pre dlh˝ reakËn˝ Ëas zreaguje
s viac ako 80 % Al naviazanÈho na fulvokyseliny. Hawke
a Powell74 porovn·vali ECR  s CAS a PCV pri stanovenÌ
toxickÈho Al. Aplikovali reakËnÈ Ëasy 10 s a 10 min vo FIA
zapojenÌ. Adams a Moore75 a Adams a Hathcock76 povaûuj˙
ECR za nevhodn˝ na separ·ciu toxick˝ch foriem Al.

3 . 2 . M e t Û d y v y u û Ì v a j ˙ c e i Û n o v ˙ v ˝ m e n u

Metodika öpeci·cie hlinÌka formou iÛnovej v˝meny na
vhodnom sorbente sa Ëasto vyuûÌva kvÙli relatÌvne jednodu-
chej inötrument·cii a moûnosti separ·cie a prekoncentr·cie
analytu podobne ako pri oxÌnovej extrakcii, Ëo pri s˙Ëasnom
odstr·nenÌ prÌpadn˝ch interferentov v˝znamne zvyöuje citli-
vosù merania sign·lu. ToxickÈ anorganickÈ formy Al maj˙
kladn˝ n·boj, k˝m komplexy Al s organick˝mi l·tkami maj˙
prevaûne z·porn˝ n·boj. Pri pouûitÌ katexu sa na Úom zachytia
anorganickÈ monomÈrne labilnÈ formy Al a organickÈ frakcie
Al zostan˙ v roztoku, alebo preteË˙ cez kolÛnu, z·leûÌ na
technickom prevedenÌ (vs·dkov· alebo kolÛnov· technika).
V prÌpade anexu, ktor˝ sa na tento ˙Ëel pouûÌva menej Ëasto,
je to naopak.

V roku 1980 navrhol Driscoll77 frakcionaËn˙ schÈmu na
stanovenie rÙznych foriem Al, ktor˙ vyhodnotil a aplikoval
v neskoröÌch pr·cach78,79. Skombinoval ferrÛnov˙, resp. oxÌ-
nov˙ metÛdu podæa Barnesa33, so sorpciou na kolÛne. OxÌno-
vou metÛdou pri pH 1 stanovil Ñcelkov˝ reaktÌvnyì Al. Na
separ·ciu ÑmonomÈrnehoî Al pouûil oxÌn bez predch·dzaj˙-
ceho okyslenia. Rozdiel medzi oboma frakciami nazval ako
Ñkyslo-reaktÌvnyî Al, ktor˝ reprezentoval koloidnÈ, polymÈr-
ne a organicky viazanÈ formy Al. Frakciu ÑmonomÈrnehoì Al

sorboval na katexe Amberlite 120. Na kolÛne sa zachytil
anorganick˝ monomÈrny Ñlabiln˝ Alì, reprezentuj˙ci aqua-,
hydroxidovÈ, sÌranovÈ, kremiËitanovÈ a fluoridovÈ komplexy
Al. Organick˝ Ñnelabiln˝ Alì cez kolÛnu pretiekol. Aby sa
vyhol disoci·cii organick˝ch komplexov Al na kolÛne, ktorej
rozsah sa pohybuje medzi 0ñ34 % v z·vislosti od pomeru Al/C
vo vzorke24,30,80(pre nÌzky pomer Al/C je disoci·cia zanedba-
teæn· a naopak), zvolil dostatoËne r˝chly prietok. V˝sledky
porovnal s hodnotami frakciÌ Al zÌskan˝mi v˝poËtom z rov-
nov·h. Dobr˙ zhodu naöiel pre nÌzke obsahy organicky viaza-
n˝ch foriem Al. Goenaga a spol.81 aplikovali PCV miesto
oxÌnu. Driscollova metÛda77 bola mnoh˝mi spÙsobmi modifi-
kovan·11,12,24,80ñ87. V‰Ëöina Ôalej uv·dzan˝ch pr·c vych·dza
z pÙvodnej Driscollovej frakcionaËnej schÈmy78.

Campbell a spol.88 skombinovali filtr·ciu, sorpciu na che-
lataËnom katexe a fotooxid·ciu. Vzorka bola filtrovan· cez
0,4 µm membr·nu. Vo zvyöku na filtri stanovili po kyslom
rozklade Ñnerozpustn˝ì Al (A), vo filtr·te priamym stanove-
nÌm s GFAAS Ñ˙plne rozpustn˝ì Al (B), po ust·lenÌ rovnov·-
hy s katexom (Chelex 100) v roztoku Ñnev˝meniteæn˝ì Al (C)
a po fotooxid·cii organick˝ch l·tok vo filtr·te a aplik·cii
Chelexu 100 Ñnev˝meniteæn˝ anorganick˝ì Al (D). ÑV˝meni-
teæn˝ì Al (E) bol dan˝ rozdielom BñC a Ñnev˝meniteæn˝
organick˝ì Al (F) ako rozdiel CñD. Viac ako 85 % monomÈr-
neho anorganickÈho Al spolu s polymÈrnymi hydroxidov˝mi
komplexami Al sa na Chelex 100 nasorbovalo do 30 min.
Postup bol aplikovan˝ na povrchovÈ vody s detekËn˝m limi-
tom 1 µg.lñ1.

Hodges89 porovn·val v˝sledky öpeci·cie Al v pÙdnych
roztokoch zÌskanÈ metÛdami podæa Driscolla78 a Campbella
a spol.88 Frakcia monomÈrneho anorganickÈho Al stanoven·
druhou metÛdou bola v‰Ëöia. Autor to zdÙvodÚuje v‰Ëöou
agresivitou chelataËnÈho katexu v reakcii s komplexami Al
v porovnanÌ s kysl˝m katexom.

Landing a spol.90 pouûili na frakcion·ciu Al a in˝ch kovov
vo vod·ch s vysok˝m obsahom organickej hmoty tri sekvenË-
nÈ kolÛny (hydrofiln˝ Fractogel TSK ako filter na separ·ciu
nerozpustnÈho, koloidnÈho a vysokomolekul·rneho organic-
kÈho Al, anex Fractogel DEAE na separ·ciu rozpustn˝ch
humÌnov˝ch l·tok a ich komplexov s Al, oxÌnom derivatizo-
van˝ Fractogel TSK na separ·ciu kationick˝ch foriem Al).
Metodiku upravili a zautomatizovali Simpson a spol.71 a Po-
well91, keÔ oxÌn-gÈlom naplnili reakËn˙ kolÛnu vo FIA. Roz-
tokom NaOH eluovan· frakcia obsahovala buÔ Ñvoæn˝ì Al
(Al3+, Al(OH)2+ a labilnÈ komplexy Al) a fluoridovÈ komplexy
Al alebo hydroxidovÈ polymÈrne formy Al v z·vislosti od
koncentr·cie NaOH. MetÛda bola aplikovan· na humÌnovÈ
a pÙdne roztoky71 a pri sk˙manÌ komplexaËnej kapacity hlinÌ-
ka s fulvokyselinami91.

Miller a Andelman92 modifikovali metÛdu pre rÙzne Ëasy
sorpcie na Chelexe 100 a aplikovali ju na öt˙dium distrib˙cie
Al vo vodn˝ch vzork·ch. Duffy a spol.93 pouûili kombin·ciu
katexu a anexu na öpeci·ciu Al a in˝ch kovov v pÙdnych
roztokoch. Eluent z kolÛny s anexom bol n·sledne prepusten˝
cez kolÛnu s katexom. HlinÌk v elu·toch bol stanoven˝ s NAA
(nukle·rna aktivaËn· anal˝za). V˝sledky porovnali s hodno-
tami frakciÌ Al zÌskan˝mi oxÌnovou extrakËnou metÛdou pre
rÙzne reakËnÈ Ëasy, priËom deklarovali dobr˙ zhodu medzi nimi.

Henshaw a spol.50 aplikovali katiÛnov˙ v˝menu spolu
s PCV vo FIA zapojenÌ na prÌrodnÈ vody, aby separovali
monomÈrny Al. Achilli a spol.94 pouûili kombin·ciu katiÛno-
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vej v˝meny a PCV na oddelenie monomÈrneho a polymÈrneho
Al v podzemn˝ch vod·ch s ICP AES (atÛmov· emisn· spek-
trometria s indukËne viazanou plazmou) na detekciu sign·lu.
Quintela a spol.95 porovnali v˝sledky zÌskanÈ pouûitÌm FIA
s katexom a PCV (reakËn˝ Ëas 15 s ) s Driscollovou metÛdou78.
FIA poskytovala lepöiu reprodukovateænosù a bola r˝chlejöia,
pri Driscollovej metÛde sa dosiahla vyööia citlivosù.

Kerven a spol.30 vyhodnotili pouûitie katexu (Amberlite
200) a chelataËnÈho katexu (Chelex 100) na odstraÚovanie
anorganickÈho monomÈrneho Al z roztoku v prÌtomnosti ful-
vokyselÌn. Po aplik·cii sorbentu bol pozorovan˝ pokles pH
v roztoku. Pettersson a spol.96 separovali frakcie Al zvl·öù na
katexe a zvl·öù na anexe. Haraldsson a spol.97 pouûili chela-
taËn˝ katex na stanovenie voæn˝ch iÛnov a labiln˝ch komple-
xov, anex na komplexy s humÌnov˝mi kyselinami a C-18 na
nepol·rne organickÈ komplexy Al a in˝ch kovov. ChelataËn˝
katex Hyphan Cellulose pouûil Burba98 na öpeci·ciu Al a in˝ch
kovov. Separoval ötyri rÙzne frakcie Al v roztoku humÌnov˝ch
l·tok.

Chakrabarti a spol.14 skombinovali v öpeciaËnej schÈme
pre Al a inÈ kovy katiÛnov˙ v˝menu (Chelex 100) s filtr·ciou,
ultrafiltr·ciou a ASV (anÛdov· rozp˙öùacia voltametria). V ul-
trafiltr·te stanovili katiÛnovou v˝menou na kolÛne Ñpriemer-
ne  labiln˝ì  a vs·dkovou metÛdou Ñm·lo labiln˝ì Al. Lu
a spol.15 aplikovali  Chelex 100 na  kolÛne  a vs·dkovo na
öpeci·ciu Al a in˝ch kovov v povrchovej a daûÔovej vode
a snehu. Chemick· reaktivita Al s katexom bola meran· v ul-
trafiltrovan˝ch roztokoch.

BerdÈn a spol.99 porovnali metodiku öpeci·cie podæa Dris-
colla78 a oxÌnov˙ metÛdu s reakËn˝m Ëasom 2,3 s podæa Clarke
a spol.42 pre modelovÈ roztoky a prÌrodnÈ vody. PrÌtomnosù
flouridov˝ch komplexov Al zistili iba vo frakcii Ñlabiln˝ì Al
(cit.78), komplexy Al s citrÛnanom a humÌnov˝mi kyselinami
sa nenach·dzali ani v Ñlabilnomì Al, ani v Ñr˝chlo reaguj˙-
comì Al (cit.42). DetekËnÈ limity oboch metÛd s˙ rovnakÈ
(10 µg.lñ1), vzorkovacia frekvencia vych·dza priaznivejöie pre
FIA (66 hñ1 oproti 5 hñ1).

Moûnosti öpeci·cie Al  v  rozsahu pH  3,0ñ8,0  sk˙mali
Koûuh a spol.16 Pouûili katiÛnov˙ v˝menu na kolÛne s Chele-
xom 100 v spojenÌ s ICP AES a oxÌnov˙ spektrofotometrick˙
metÛdu podæa Jamesa a spol.36 StanovenÈ frakcie Al obsaho-
vali kladne nabitÈ monomÈrne aqua-, hydroxidovÈ a sÌranovÈ
komplexy Al. Chelex 100 eöte naviac sorboval fluoridovÈ
komplexy Al a oxÌn reagoval aj s v‰Ëöinou organickÈho Al.
Metodiku aplikovali na vodnÈ a pÙdne vzorky a modifikovali
ju pouûitÌm mikrokolÛny s Chelexom 100 v spojenÌ s GFAAS
(atÛmov· absorpËn· spektrometria s elektrotermickou atomi-
z·ciou v grafitovej kyvete)100.

Pesavento a spol.101 ötudovali öpeci·ciu Al vo vode s vy-
uûitÌm sorpcie na Chelexe 100 a sk˙mali povahu vzniknutÈho
komplexu. BÈrubÈ a BrûlÈ102 navrhli öpeciaËn˙ schÈmu pre
anal˝zu Al vo vode, ktor· obsahovala iÛnov˙ v˝menu na
kolÛne s Chelexom 100 po prefiltrovanÌ vzorky. Wickstrøm
a spol.103 porovnali p‰ù analytick˝ch metÛd na öpeci·ciu Al
v prÌrodn˝ch vod·ch, v ktor˝ch boli vyuûitÈ rÙzne frakcionaËnÈ
princÌpy (katiÛnov· v˝mena, tvorba komplexov s oxÌnom a PCV).

3 . 3 . I Û n o v · c h r o m a t o g r a f i a ( I C )

IÛnov· chromatografia s postkolÛnovou fluorimetrickou
alebo spektrofotometrickou detekciou umoûÚuje na rozdiel od

iÛnovej v˝meny priame stanovenie reaktÌvnych anorganic-
k˝ch öpÈciÌ. œalöou v˝hodou IC je veæmi mal˝ objem vzorky
potrebn˝ na stanovenie a r˝chlosù anal˝zy. Pri fluorimetrickej
detekcii je to jej nÌzky detekËn˝ limit.

Bertschovi a Andersonovi104 sa podarilo s IC separovaù
Al3+ iÛny od fluoridov˝ch (Al ), citrÛnanov˝ch a öùavelano-
v˝ch komplexov Al v modelov˝ch roztokoch pri detekËnom
limite 10 µg.lñ1. V˝sledky boli porovnanÈ s hodnotami zÌska-
n˝mi v˝poËtom z rovnov·h. Willett105 pouûil katiÛnov˙ kolÛ-
nu, K2SO4 pri pH 3,0 ako eluËnÈ Ëinidlo a PCV ako postkolÛ-
novÈ Ëinidlo pri separ·cii Al3+, Al(OH)2+ a Al od fluo-
ridov˝ch a öùavelanov˝ch komplexov Al. MetÛda je vhodn·
aj na stanovenie nÌzkych koncentr·ciÌ komplexov Al s humÌ-
nov˝mi kyselinami. Gibson a Willett106 a Jones107 aplikovali
HQS ako postkolÛnovÈ Ëinidlo pre fluorimetrick˙ detekciu na
zlepöenie detekËnÈho limitu metÛdy (1 µg.lñ1). Jones107 stano-
vil vo vode monomÈrne hydroxidovÈ komplexy Al.

IC s nepol·rnym polystyrÈndivinylbenzÈnom ako stacio-
n·rnou f·zou a s fluorimetrickou detekciou umoûnila Micha-
lasovi a spol.108 stanoviù komplexy Al s fluoridmi a kyselinou
öùavelovou, citrÛnovou a vÌnnou. Sutheimer a Cabaniss109

chromatograficky separovali fluoridovÈ, kremiËitanovÈ, octa-
novÈ a citrÛnanovÈ komplexy Al v povrchovej vode. Disoci·-
ciu komplexov na kolÛne autori vyl˙Ëili. Na fluorimetrick˙
detekciu pouûili komplex Al-lumogallion. Tiron ako postko-
lÛnovÈ Ëinidlo pouûili Boudot a spol.41 pri separ·cii monomÈr-
neho Al s IC na sorbente Dionex v pÙdnych roztokoch a po-
vrchov˝ch vod·ch.

MitroviÊ a spol.110 pouûili pre öpeci·ciu Al v öirokom
rozp‰tÌ pH techniku FPLC (r˝chlo proteÌnov· kvapalinov·
chromatografia) v Ñoff-lineì zapojenÌ s ICP AES. Kladne
nabitÈ monomÈrne öpÈcie Al boli separovanÈ od polymÈrnych,
neutr·lnych a z·porne nabit˝ch öpÈciÌ Al na katexovej FPLC
kolÛne a s NaNO3 boli eluovanÈ v troch pÌkoch. Prv˝ pÌk
(retenËn˝ Ëas 1,5 min) reprezentoval Al a sÌranovÈ,
difluoridovÈ, öùavelanovÈ a citrÛnanovÈ komplexy Al; druh˝
(4,0 min) Al(OH)2+ a fluoridovÈ komplexy Al a tretÌ (4,5 min)
Al3+ iÛny. Pri nÌzkom pH (4) eluovali citrÛnany Al v druhom
a treùom pÌku. DetekËn˝ limit metÛdy bol 120 µg.lñ1. MetÛdu
autori aplikovali na pÙdne roztoky110a po modifik·cii zmenou
eluËnÈho Ëinidla (NH4NO3) a detekËnej metÛdy (GFAAS)
s detekËn˝m limitom 3 µg.lñ1 na vodnÈ a pÙdne vzorky111.

Bantan a spol.112 pouûili na stanovenie citrÛnanov˝ch, öùa-
velanov˝ch a EDTA (kyselina etylÈndiamÌntetraoctov·) kom-
plexov Al v modelov˝ch roztokoch aniÛnov˙ FPLC s NaNO3
ako eluËn˝m Ëinidlom a ICP AES detekciou. DetekËn˝ limit
metÛdy bol 100 µg.lñ1. Bantan a spol.113 kombinovali katiÛno-
v˙ a aniÛnov˙ FPLC (Ñfast proteinì kvapalinov· chromato-
grafia) s ICP AES a s GFAAS a ES MS MS (Ñelectrosprayì
hmotnostn· spektrometria) pri öpeci·cii nÌzkomolekul·rnych
komplexov Al v rastlin·ch. Anal˝za uk·zala, ûe separovanÈ
öpÈcie so z·porn˝m n·bojom s˙ zloûenÈ predovöetk˝m z ci-
trÛnanov˝ch a akonitanov˝ch komplexov Al.

Fairman a spol.114 porovnali fluorimetrick˙ (HQS) a ICP
MS (hmotnostn· spektrometria s indukËne viazanou plazmou)
detekciu pri chromatografickom stanovenÌ Al3+ a AlF2+ öpÈciÌ
vo vode. ICP MS sa napriek v˝raznejöej interferencii pozadia
javÌ ako selektÌvnejöia metÛda. Dosiahli detekËn˝ limit 0,3ñ
0,6 µg.lñ1. Hils a spol.115 pouûili katex v iÛnovej chromatogra-
fii s ICP MS detekciou na oddelenie anorganickÈho a organic-
kÈho Al vo vodn˝ch vzork·ch.
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4. V˝poËtovÈ metÛdy

V˝poËtov˝mi metÛdami s vyuûitÌm chemick˝ch rovno-
v·ûnych modelov moûno predpovedaù rozdelenie rÙznych fo-
riem Al v danom roztoku. Pouûitie v˝poËtov˝ch programov si
vyûaduje hodnoty konöt·nt stability a rovnov·ûnych konöt·nt
prÌtomn˝ch l·tok (öpÈciÌ, komplexov, zl˙ËenÌn a pod.) v mo-
deloch zohæadÚuj˙cich ich moûnÈ vz·jomnÈ reakcie pri danej
teplote, iÛnovej sile, pH a dosiahnutÌ rovnov·ûneho stavu.
V mnoh˝ch prÌpadoch s˙ ale rovnov·ûne konötanty nezn·me,
alebo maj˙ nespr·vne hodnoty (napr. pre komplexy s humÌno-
v˝mi l·tkami). Dokonal· zhoda medzi experiment·lne zÌska-
n˝mi v˝sledkami a predpovedan˝mi hodnotami öpÈciÌ Al nie
je re·lna. Nes˙lad je zaprÌËinen˝ nedostatkami oboch prÌstu-
pov. Pri pouûitÌ v˝poËtov˝ch programov s˙ to predovöetk˝m
rozdielne ˙daje pre rovnov·ûne konötanty, ktorÈ vypl˝vaj˙
Ëasto z nedostatoËnÈho zohæadnenia reakËnej kinetiky a nedo-
statoËnÈho definovania podmienok. Vyuûitie poËÌtaËov˝ch
programov znamen· napriek tomu prÌnos pre öpeci·ciu Al,
pretoûe laboratÛrne metÛdy s˙ finanËne a Ëasovo veæmi n·roË-
nÈ. Najviac pouûÌvanÈ v˝poËtovÈ programy pre vody a pÙd-
ne roztoky s˙ napr. HALTAFALL116, SOLGASWATER 117,
ALCHEMI118, MINEQL+119, GEOCHEM-PC120.

5. Z·ver

äpeci·cia Al je v s˙Ëasnej dobe predmetom mnoh˝ch
v˝skumn˝ch a monitorovacÌch programov, v ktor˝ch je po-
trebnÈ porovnaù a vyhodnotiù v˝sledky zÌskanÈ rÙznymi labo-
ratÛriami.Veæk˝ poËet metÛd pouûÌvan˝ch na frakcion·ciu Al
je zaloûen˝ch predovöetk˝m na operaËnej öpeci·cii, pri ktorej
s˙ jednotlivÈ öpÈcie definovanÈ podæa postupu, ktor˝ bol po-
uûit˝ pre ich separ·ciu. SpoloËn˝m znakom t˝chto metÛd je
ich mal· robustnosù, tj., pri aplik·cii jednej öpeciaËnej techni-
ky sa zÌskavaj˙ rozdielne v˝sledky pri mal˝ch zmen·ch pod-
mienok analytickÈho  postupu  (pH, teplota a pod.). ⁄daje
zÌskanÈ viacer˝mi analytick˝mi metÛdami v rÙznych labora-
tÛri·ch Ëasto nie je moûnÈ porovnaù a spr·vnosù v˝sledkov
nemoûno overovaù kvÙli neexistencii certifikovan˝ch referen-
Ën˝ch materi·lov pre Al öpÈcie. V s˙Ëasnej dobe naj˙Ëinnej-
öÌm spÙsobom testovania spoæahlivosti dosiahnut˝ch v˝sled-
kov s˙ medzilaboratÛrne porovn·vania v˝sledkov zÌskan˝ch
frakcion·ciou t˝ch ist˝ch vzoriek metÛdami zaloûen˝mi na
rÙznych princÌpoch.

V˝voj metodolÛgie frakcion·cie Al vo vod·ch a pÙdnych
roztokoch smeruje ku kombin·ciam jednotliv˝ch metÛd, kto-
r˝ch princÌpy s˙ opÌsanÈ v predloûenej pr·ci. V‰Ëöinou s˙ to
ale metÛdy Ëasovo a finanËne veæmi n·roËnÈ a nie je moûnÈ
ich rutinne vyuûÌvaù v beûn˝ch laboratÛriach pre r˝chle a ak-
tu·lne poskytovanie inform·ciÌ o prÌtomnosti jednotliv˝ch
foriem Al vo vod·ch a pÙdnych roztokoch. Trendom v s˙Ëas-
nosti je preto vypracovaù r˝chlu, spoæahliv˙ a v r·mci moûnostÌ
jednoduch˙ metodiku öpÈci·cie Al, ktor· by sp·jala princÌpy
uû zn·mych technÌk za ˙Ëelom potlaËenia operaËnÈho defino-
vania öpÈciÌ a zv˝öenia robustnosti metÛdy.

Autori s˙ rieöitelia projektu VEGA (Vedeck· grantov·
agent˙ra Ministerstva ökolstva SR a Slovenskej akadÈmie vied)
Ë. 1/7390/20: ÑVypracovanie a hodnotenie analytick˝ch po-
stupov pre öpeci·ciu hlinÌka v pÙdach a pÙdnych roztokochì.
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P. Mat˙ö and J. Kubov· (Geological Institute, Faculty
of Natural Sciences, Comenius University, Bratislava, Slovak
Republic): Speciation of Aluminium in Waters and Soil
Solutions

Toxicity of aluminium depends on its chemical forms
occurring in nature. Unequivocally toxic for live organisms
are inorganic aqua/hydroxo monomeric and some polymeric
complexes of aluminium. Most laboratory speciation methods
use operational definitions of determined species, depending
on the type of the applied method. The principles of the most
frequently used laboratory methods are based on the size and
shape of particles or molecules of Al compounds (filtration
and ultrafiltration, dialysis, gel chromatography), on different
kinetics of formation of stable complex Al compounds and on
the type and bond strength in Al compounds (ion exchange
and ion chromatography). In addition to a survey of methods
of Al speciation in water and soil solutions, methods based on
chemical equilibrium calculations used for identification of
chemical forms of aluminium or for comparison with ex-
perimental results are given.
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1. ⁄vod

Medzi progresÌvne technolÛgie, ktorÈ sa v posledn˝ch
rokoch ˙speöne zaËali uplatÚovaù v rÙznych priemyseln˝ch
odvetviach, patria aj technolÛgie vyuûÌvaj˙ce mikrovlnnÈ ûia-
renie. MikrovlnnÈ ûiarenie je vyuûÌvanÈ predovöetk˝m pre
komunikaËnÈ ˙Ëely, ale m· öirokÈ uplatnenie aj v priemysle
a v dom·cnostiach ako zdroj r˝chleho objemovÈho ohrevu
potravÌn a öirokÈho sortimentu tuh˝ch aj kvapaln˝ch l·tok.
V˝znamnÈ je tieû jeho pouûitie ako intenzifikaËnÈho Ëiniteæa
rÙznych technologick˝ch procesov najm‰ v chemickom, po-
travin·rskom a keramickom priemysle. V oblasti spracovania
nerastn˝ch surovÌn bolo uplatnenie mikrovlnnÈho ûiarenia
orientovanÈ predovöetk˝m na oblasù suöenia a tepelnÈho spra-
covania nerastn˝ch surovÌn, intenzifik·cie procesov rozpojo-
vania, chemickej ˙pravy miner·lov a uhlia. SpomenutÈ moû-
nosti vyuûitia mikrovlnnÈho ûiarenia s˙ podmienenÈ vlast-
nosùami oûarovan˝ch l·tok.

2. PrincÌp mikrovlnnÈho ohrevu

VysokofrekvenËnÈ elektromagnetickÈ ûiarenie s vlnovou
dÂûkou od 1 cm do 1 m vo vöeobecnosti naz˝vame mikrovl-

nami. V technickej praxi boli pre mikrovlnn˝ ohrev vyme-
dzenÈ frekvencie 915 a 2450 MHz. ElektromagnetickÈ vlny sa
generuj˙ v magnetrÛnoch. AntÈna magnetrÛnu vyûaruje elek-
tromagnetickÈ vlnenie do pracovnÈho priestoru mikrovlnnej
pece. Rovnomern˝ ohrev vzorky sa zabezpeËuje jej ot·ËanÌm,
resp. mieöanÌm. V prÌpade potreby mÙûe v jednom pracovnom
priestore pracovaù aj viac magnetrÛnov paralelne1,2.

Mikrovlnn˝ ohrev sa odliöuje od konvenËn˝ch spÙsobov
ohrevu t˝m, ûe teplo vznik· rot·ciou pol·rnych ËastÌc (mo-
lek˙l, iÛnov) vo vysokofrekvenËnom elektromagnetickom po-
li3. V˝sledkom je vysok· r˝chlosù ohrevu v celom objeme
ohrievanÈho materi·lu. Prioritou tohto ohrevu je schopnosù
niektor˝ch kvapaln˝ch a tuh˝ch l·tok selektÌvne absorbovaù
mikrovlny a premeniù elektromagnetick˙ energiu na teplo.

3. MikrovlnnÈ zariadenia

Z·kladom ˙speönÈho vyuûitia mikrovlnnej energie je voæ-
ba vhodnÈho mikrovlnnÈho laboratÛrneho zariadenia a z·-
kladnÈ znalosti o chovanÌ a interakci·ch mikrovÂn s rÙznymi
l·tkami. V z·sade sa rozliöuj˙ dva druhy konötrukciÌ mi-
krovlnn˝ch zariadenÌ: systÈmy s rozpt˝len˝m poæom a systÈ-
my s fokusovan˝m mikrovlnn˝m poæom (öpeci·lne zariade-
nia). V prvom prÌpade  pracuje magnetrÛn generuj˙ci mi-
krovlny s rozpt˝len˝m poæom so st·lym v˝konom (v‰Ëöinou
600 aû 1000 W) a v˝kon sa menÌ, resp. zniûuje len Ëasov˝m
vypÌnanÌm a zapÌnanÌm magnetrÛnu (pulzy, ktorÈ mÙûu byù
vysielanÈ v Ëasovom rozmedzÌ aj viac ako 10 sek˙nd). Pre
fokusovanÈ pole, t.j. pole s cielen˝m ûiarenÌm na vzorku,
staËia niûöie v˝kony (do 300 W) a v˝kon magnetrÛnu je moûnÈ
meniù plynule. NajjednoduchöÌm zariadenÌm na mikrovlnn˝
ohrev materi·lov je kuchynsk· mikrovlnn· pec. KuchynskÈ
piecky sa vyr·baj˙ v‰Ëöinou s jedn˝m vlnovodom a rozptyl
elektromagnetickÈho poæa sa dosahuje kovovou vrtuæou na
v˝stupe. Pole vo vn˙tri pece je vöak nehomogÈnne a nie je
jednoduche vzorku, resp. reakËn˙ zmes umiestniù vûdy na to
istÈ miesto, najlepöie s Ëo najvyööou intenzitou ûiarenia. Nov-
öie typy dosahuj˙ce homogÈnnejöie rozloûenie poæa s˙ vyba-
venÈ dvoma vlnovodmi a otoËn˝m tanierom. Nev˝hodou vöet-
k˝ch t˝chto zariadenÌ s˙ problÈmy spojenÈ s meranÌm teploty
vo vn˙tri reakËnej zmesi (nie je moûnÈ pouûitie beûn˝ch
teplomerov z dÙvodu ich interakciÌ s mikrovlnami), problÈmy
s mieöanÌm vzorky a obmedzenÈ moûnosti uskutoËÚovania
reakciÌ zahrievanÌm k bodu varu pod sp‰tn˝m chladiËom4.

Pre realiz·ciu chemick˝ch experimentov je potrebnÈ ku-
chynsk˙ piecku jednoducho upraviù, aby mohla byù vybaven·
vonkajöÌm sp‰tn˝m chladiËom a aby bolo moûnÈ zabezpeËiù
meranie teploty a mieöanie oûarovan˝ch vzoriek. Kontinu·lne
snÌmanie teploty v mikrovlnnej peci sa realizuje prenosn˝m
infraËerven˝m pyrometrom alebo prostrednÌctvom optick˝ch
vl·kien. Pre mieöanie zrnit˝ch, alebo kvapaln˝ch mÈdiÌ v mi-
krovlnnej peci s˙ vhodnÈ mechanickÈ sklenenÈ mieöadl· alebo
magnetickÈ mieöadl·. KomerËne upravenÈ kuchynskÈ mikro-
vlnnÈ pece zabezpeËuj˙ plynul˙ zmenu v˝konu a regul·ciu
teploty. LaboratÛrne mikrovlnnÈ zariadenia s pulzn˝m systÈ-
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mom, umoûÚuj˙ pouûÌvaù meniteæn˝ v˝kon po 10 W s pulzmi
kratöÌmi neû 1 sekunda. Pece s˙ vybavenÈ magnetick˝m mie-
öanÌm, sp‰tn˝m vodn˝m chladiËom umiestnen˝m mimo mi-
krovlnn˝ priestor, ako aj meranÌm a regul·ciou teploty. V s˙-
Ëasnosti s˙ vyvÌjanÈ zariadenia s fokusovan˝m mikrovlnn˝m
poæom. So st·le sa rozöiruj˙cim uplatnenÌm mikrovlnnÈho
ûiarenia v rÙznych priemyseln˝ch odvetviach5 sa na trhu obja-
vuj˙ novÈ mikrovlnnÈ zariadenia, napr. mikrovlnnÈ vysoko-
teplotnÈ pece.

4. Vyuûitie mikrovlnnej energie v chÈmii
a prÌbuzn˝ch priemyseln˝ch odvetviach

Mikrovlnn˝ ohrev sa zaËal uplatÚovaù v potravin·rskom
priemysle pri tepelnom spracovanÌ potravÌn. NeskÙr sa zaËali
mikrovlny vyuûÌvaù pri realiz·ciÌ chemick˝ch procesov, pri
suöenÌ rÙznych materi·lov, spracovanÌ plastov a skla, vulka-
niz·cii gumy, pri spracovanÌ uhlia a keramick˝ch materi·lov,
ako aj v ÔalöÌch priemyseln˝ch odvetviach. V »eskej repub-
like a v Slovenskej republike sa mikrovlnn· energia v prie-
myselnom merÌtku vyuûÌva v pri suöenÌ dreva, organick˝ch
farbÌv a najnovöie na tavenie a spracovanie skla6. V Slovenskej
republike sa vyuûitie mikrovÂn pri spracovanÌ skla zatiaæ iba
pripravuje.

Pri uskutoËÚovanÌ chemick˝ch reakciÌ bolo pozorovanÈ,
ûe je moûnÈ v˝hodne vyuûiù niektorÈ öpecifickÈ vlastnosti
mikrovlnnÈho ohrevu, ktorÈ nie s˙ moûnÈ pri konvenËn˝ch
postupoch priebehu chemick˝ch reakciÌ. Pri mikrovlnnom
ohreve materi·lov mÙûu v objeme vzorky vznikaù hor˙ce
centr· (hot spots), Ëo mÙûe v znaËnej miere ovplyvniù rÙzne
procesy, predovöetk˝m ur˝chlenie uskutoËÚovan˝ch reakciÌ
(napr. ak jedna komponenta v tuhej f·ze absorbuje mikrovlny,
je moûnÈ t˙to vlastnosù vyuûiù k veæmi r˝chlemu a objemovÈ-
mu ohrevu celej reakËnej zmesi). Aj napriek zn·mym poznat-
kom o reflexii mikrovlnnÈho ûiarenia kovmi, jemnÈ kovovÈ
pr·öky s˙ dobr˝mi absorbentami mikrovÂn. Tieto vlastnosti
boli vyuûitÈ pri prÌprave kovov˝ch sulfidov, selenidov, teluri-
dov, boridov, nitridov, chloridov a ÔalöÌch anorganick˝ch
zl˙ËenÌn, vËÌtane supravodiËov. Aj keÔ je vyuûitie mikrovln-
nÈho ohrevu v organickej syntÈze len v poËiatoËnom öt·diu
v˝skumu, doteraz publikovanÈ v˝sledky potvrdzuj˙, ûe znaË-
n˝ poËet z·kladn˝ch organick˝ch reakciÌ mÙûe byù usku-
toËÚovan˝ za prÌtomnosti mikrovlnnÈho ûiarenia r˝chlejöie
a s dosiahnutÌm vyööÌch v˝ùaûkov neû konvenËn˝mi postup-
mi. Mikrovlnn˝ ohrev umoûÚuje nielen r˝chle dosiahnutie
reakËnej teploty v celom objeme vzorky, ale umoûÚuje, aby sa
na zahrievanÌ podieæali aj samotnÈ substr·ty Ëi rozp˙öùadl·.
PrÌËinou ur˝chlenia chemick˝ch reakciÌ mikrovlnn˝m ûiare-
nÌm je aj moûnosù prehriatia reakËnej zmesi (superheating). Je
napr. zn·me, ûe body varu rozp˙öùadiel s˙ v mikrovlnnom pro-
stredÌ aû o 30 ∞C a viac vyööie ako zn·me tabuækovÈ hodnoty7,
napr. voda 104(100) ∞C, metanol 84(65) ∞C, etanol 103(78) ∞C,
acetonitril 107(81) ∞C.

Na z·klade s˙Ëasn˝ch poznatkov je moûnÈ predpokladaù,
ûe ur˝chlenie chemick˝ch reakciÌ mÙûe byù vo v‰Ëöine prÌpa-
dov pris˙denÈ tepelnÈmu efektu, t.j. lok·lnemu prehriatiu,
priËom priemern· teplota v celkovom objeme mÙûe byù pod-
statne niûöia. Je diskutovan˝ aj tzv. öpecifick˝ mikrovlnn˝
efekt, t.j. jav na molekul·rnej ˙rovni, s˙visiaci s aktiv·ciou
reaktantov a pol·rnych v‰zieb. Tento prÌpad je veæmi aktu·lny

pri uskutoËÚovanÌ heterogÈnnych reakciÌ bez rozp˙öùadla,
hlavne v katal˝ze, pretoûe tu existuj˙ priaznivÈ podmienky pre
absorpciu mikrovlnnÈho ûiarenia adsorbovan˝mi polarizova-
n˝mi molekulami reaktantov na aktÌvnych miestach. V˝hody
mikrovlnnÈho ohrevu v katal˝ze boli zaznamenanÈ uû pri
prÌprave alebo aktiv·cii katalyz·torov. Mikrovlnn˝m ohre-
vom moûno nielen v˝znamne skr·tiù dobu suöenia, ale dosiah-
nuù aj dokonalejöie vysuöenie, rovnomernejöiu distrib˙ciu ko-
vov˝ch ËastÌc na nosiËi a vyööiu mechanick˙ odolnosù. V prÌ-
pade heterogÈnnych katalytick˝ch reakciÌ je moûnÈ nielen
zv˝öiù reakËn˙ r˝chlosù, ale aj selektivitu reakciÌ. Tieto v˝hody
s˙ zrejme spÙsobenÈ vlastnosùami mikrovÂn prenikaù hlboko
do katalyz·tora a interagovaù s kovov˝mi aktÌvnymi centrami,
u ktor˝ch pri absorpcii mikrovÂn doch·dza k lok·lnemu pre-
hriatiu aktÌvnych centier na povrchu katalyz·tora, t.j. k selek-
tÌvnemu ohrevu aktÌvnych centier. To vedie k selektÌvnej ak-
tiv·cii, prÌpadne k ötiepeniu v‰zieb adsorbovanÈho substr·tu.

Mikrovlnn· energia bola vyuûit· pri ur˝chlenÌ redukËn˝ch
procesov oxidov niklu, kobaltu a mang·nu pred l˙hovanÌm
a pri praûenÌ meden˝ch sulfidov8. Standish9 sa zaoberal apli-
k·ciou mikrovÂn pri redukcii kovov˝ch oxidov uhlÌkom. Pri
aplik·cii mikrovÂn v procesoch redukcie moûno vyuûiù pozna-
tok, ûe uhlÌk dobre pohlcuje mikrovlnn˙ energiu. Ak oxidy
vstupuj˙ce do procesu mikrovlnnÈho oûarovania nie s˙ Ñstra-
tovÈì dielektrik·, t.j. nie s˙ dobr˝mi receptormi mikrovÂn,
selektÌvny ohrev uhlÌka mÙûe napomÙcù pri ohreve t˝chto pre
mikrovlny transparentn˝ch materi·lov. Ak oxid je stratovÈ di-
elektrikum, bude dobre absorbovaù mikrovlnn˙ energiu a bude
sa ohrievaù. Aplik·cia mikrovlnnÈho ûiarenia v procesoch
redukcie oxidov uhlÌkom m· moûnosù prekonaù principi·lne
konvenËn˙ redukciu udrûiavanÌm objemovÈho ohrevu poËas
celÈho redukËnÈho procesu znÌûenÌm aktivaËnej energie, ako
aj ur˝chlenÌm redukcie8.

Dobr˝m prÌkladom je redukcia Fe2O3, ktor˝ nie je dobr˝m
mikrovlnn˝m receptorom, ale Fe3O4 je materi·lom intenzÌvne
sa ohrievaj˙cim v mikrovlnnom poli. ZaujÌmav˝m aspektom
mikrovlnnÈho ohrevu hyperaktÌvnych materi·lov, ako je Fe3O4
je, ûe dosahuj˙ teplotnÈ maxim· pri prakticky vöetk˝ch v˝ko-
nov˝ch stupÚoch bez ohæadu na vstupn˝ v˝kon. McGill a kol.10

tvrdia, ûe ohrev Fe3O4 je pr·ve tak˝ efektÌvny pri 500 W ako
pri 2000 W.

Mikrovlnn· energia sa vyuûÌva aj v keramick˝ch techno-
lÛgi·ch, napr. pri suöenÌ keramick˝ch materi·lov, spekanÌ
feritov a karbidov, syntÈze keramick˝ch pr·ökov, povrcho-
vej modifik·cii skiel, ako aj pri sp·janÌ keramÌk. Aplik·-
ciou mikrovlnnej energie v keramickom priemysle je moû-
nÈ zabezpeËiù rovnomernejöÌ ohrev keramick˝ch materi·lov.
Pri ohreve vznik· inverzn˝ tepeln˝ gradient redukuj˙ci te-
pelnÈ nap‰tia, ktorÈ by mohli spÙsobiù vznik trhlÌn poËas
ohrevu v‰ËöÌch objemov. œalöÌm dÙleûit˝m aspektom vy-
uûÌvan˝m pri spracovanÌ keramÌk je selektivita absorpcie mi-
krovÂn rÙznymi materi·lmi, Ëo sa vyuûÌva pri vylepöenÌ ich
vlastnostÌ.

5. Interakcie mikrovÂn s materi·lmi
(chemickÈ zl˙Ëeniny, miner·ly)

Interakcie mikrovÂn s materi·lmi z·visia predovöetk˝m na
dielektrick˝ch vlastnostiach, tepelnej vodivosti, hustote, mer-
nej tepelnej kapacite, chemickom zloûenÌ, obsahu prÌmesi
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oûarovan˝ch l·tok, ako aj na parametroch pouûitÈho mikro-
vlnnÈho zariadenia (frekvencii a v˝kone mikrovlnnej pece
a intenzite elektrickÈho poæa). V prÌpade vz·jomnÈho pÙsobe-
nia mikrovÂn s elektricky vodiv˝mi materi·lmi, napr. kovmi,
doch·dza k odrazu mikrovlnnÈho ûiarenia. Pri interakcii mi-
krovÂn s bezstratov˝mi dielektrikami (sklo, kremeÚ) doch·dza
k transmisii mikrovlnnÈho ûiarenia l·tkou. Pre technologickÈ
˙Ëely  je nevyhnutn· absorpcia mikrovlnnÈho ûiarenia, ku
ktorej doch·dza u materi·lov, ktorÈ dobre pohlcuj˙ mikrovlny
(pol·rne l·tky ñ napr. voda; stratovÈ dielektrik·). V˝sledkom
absorpcie mikrovlnnÈho ûiarenia je premena elektromagne-
tickej energie na tepeln˙.

Pre orientaËn˝ v˝poËet n·rastu teploty objemovej jed-
notky materi·lu v mikrovlnnom poli je moûnÈ pouûiù vzùah11:

(1)

kde T ñ teplota [K], t ñ Ëas [s], P ñ v˝kon absorbovan˝
jednotkov˝m objemom [W.mñ3], f ñ frekvencia [Hz], ñ
imagin·rna zloûka komplexnej dielektrickej permitivity, E ñ
intenzita elektrickÈho poæa [V.mñ1], ρ ñ hustota materi·lu
[kg.mñ3], c ñ mern· tepeln· kapacita materi·lu [J.Kñ1.kgñ1].

Hodnota imagin·rnej zloûky permitivity charakterizuje
veækosù dielektrick˝ch str·t a moûno ju pouûiù ako kritÈrium
pre pos˙denie vhodnosti ohrevu l·tok v mikrovlnnej peci.
V prÌpade, ak doch·dza pri ohreve v mikrovlnnej peci k f·zo-
vej premene materi·lov (sulfidy, karbon·ty), detailnejöÌ popis
ohrievacieho procesu je komplikovan˝.

Tabuæka I
Mikrovlnn˝ ohrev vybran˝ch chemick˝ch prvkov12; t ñ Ëas
mikrovlnnÈho ohrevu, T ñ teplota nameran· po Ëase t, v˝kon
mikrovlnnej pece 600 W

Chemick˝ T t
prvok [∞C] [min]

Al 577 6
C (amorf.) 1283 1
C (grafit) 1073 1,7
Co 697 3
Cu 228 7
Fe 768 7
Hg 40 6
Mg 120 7
Mo 660 4
Nb 358 6
Ni 384 1
Pb 277 7
S 163 6
Sb 390 1
Sn 297 6
Ta 177 7
V 557 1
W 690 6,2
Zn 581 3

Problematikou mikrovlnnÈho ohrevu rÙznych l·tok sa za-
oberali Walkiewicz a kol.12 Sledovali r˝chlosù ohrevu
chemick˝ch zl˙ËenÌn v mikrovlnnej peci pri v˝kone 600 W.
Maxim·lne dosiahnutÈ teploty a Ëas mikrovlnnÈho ohrevu
vybran˝ch prvkov a chemik·liÌ s˙ uvedenÈ v tabuæk·ch I a II.

Z experiment·lne zÌskan˝ch v˝sledkov vyplynuli nasledu-
j˙ce z·very:
ñ najvyööie teploty pri mikrovlnnom ohreve boli dosiahnutÈ

u NiO, MnO2, Fe3O4, Co2O3, CuO, WO3,
ñ v‰Ëöina kovov˝ch sulfidov sa v mikrovlnnom poli dobre

ohrieva,
ñ niektorÈ materi·ly sa extrÈmne r˝chlo ohrievaj˙, napr.

amorfn˝ uhlÌk dosiahol teplotu 1170 ∞C za 30 s,
ñ kovovÈ pr·öky sa ohrievaj˙ intenzÌvne,
ñ zl˙Ëeniny ZnCl2, SnCl2 sa ohrievaj˙ slabo,
ñ sprievodnÈ miner·ly, napr. kremeÚ sa v mikrovlnnom poli

neohrievaj˙.

6. V˝sledky a diskusia

6 . 1 . O h r e v m i n e r · l o v
v m i k r o v l n n e j p e c i

Vplyv mikrovlnnÈho ûiarenia na r˝chlosù ohrevu bol sle-
dovan˝ u rÙznych typov miner·lov. Vzorky miner·lov zrni-
tostnej triedy 0,2ñ0,5 mm  boli ohrievanÈ v mikrovlnnej peci

Tabuæka II
Mikrovlnn˝ ohrev vybran˝ch chemik·liÌ12; t ñ Ëas mikro-
vlnnÈho ohrevu, T ñ teplota nameran· po Ëase t, v˝kon mi-
krovlnnej pece 600 W

Chemick· T t
zl˙Ëenina [∞C] [min]

Ag2S 652 5,2
AgCl 45 4
CaS 102 4,5
CdCl2.2,5 H2O 144 2,5
CoCl2.6 H2O 153 4
Co2O3 1290 3
CuBr 722 11
CuCl 619 13
CuCl2.2 H2O 171 2,7
CuO 1012 6,2
FeCl2 33 1,5
FeCl3.6 H2O 220 4,5
Fe2(SO4)3.9 H2O 154 6
HgCl2 112 7
KCl 31 1
MgCl2.6 H2O 254 4
MgO 203 5,5
MnO 113 6
MnO2 1287 6
NiO 1305 6,2
SbCl3 224 1,7
WO3 1270 6
ZnCl2 609 7

d
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Tabuæka III
Ohrev miner·lov v mikrovlnnej peci; t ñ Ëas mikrovlnnÈho
ohrevu, T ñ teplota nameran· po Ëase t; v˝kon mikrovlnnej
pece 900 W

Miner·l Lokalita T [∞C]

1 min 5 min

Baryt (BaSO4) RudÚany 69 107
Galenit (PbS) Bansk· ätiavnica 741 ña

Hematit (Fe2O3) HaËava 118 423
Chalkopyrit (CuFeS2) Slovinky 780 ña

Chromit (FeCr2O4) Turecko 85 218
KremeÚ (SiO2) ävedl·r 65 90
Magnetit (Fe3O4) Rusko (Krivoj Rog) 547 ña

PyrhotÌn (FeS) Zlat· BaÚa 290 ña

Pyrit (FeS2) Hn˙öùa 670 ña

Sfalerit (ZnS) Bansk· ätiavnica 176 192
Siderit (FeCO3) RudÚany 152 257
Tetraedrit (Cu12Sb4S13) RoûÚava 413 ña

a Nebolo sledovanÈ

Whirlpool AVM 434 pri v˝kone 900 W v keramick˝ch n·do-
b·ch. Nav·ûka vzoriek bola 20 g. Teplota bola meran· poËas
mikrovlnnÈho ohrevu vzoriek infraËerven˝m bezkontaktn˝m
teplomerom Raynger MX4 otvorom v hornej Ëasti piecky.
DosiahnutÈ v˝sledky s˙ uvedenÈ v tabuæke III.

Na z·klade r˝chlostÌ ohrevu boli oûarovanÈ miner·ly za-
radenÈ do nasleduj˙cich skupÌn:
ñ miner·ly, slabo sa ohrievaj˙ce, alebo neohrievaj˙ce sa

v mikrovlnnom poli: kremeÚ, baryt,
ñ miner·ly, dobre sa ohrievaj˙ce v mikrovlnnom poli: py-

rhotÌn, hematit, siderit, sfalerit, chromit,
ñ miner·ly, intenzÌvne sa ohrievaj˙ce v mikrovlnnom poli:

chalkopyrit, galenit, pyrit, magnetit, tetraedrit.

6 . 2 . S u ö e n i e

Pri ˙prave nerastn˝ch surovÌn, podobne ako v ostatn˝ch
priemyseln˝ch odvetviach s˙ mikrovlny pouûÌvanÈ najm‰ na
vyvolanie termickÈho efektu, ktor˝ sa uplatÚuje priamo pri
suöenÌ alebo ohreve nerastn˝ch surovÌn13. Pri mikrovlnnom
suöenÌ doch·dza k dvom z·kladn˝m interakci·m. Prv˝ druh
predstavuje vplyv mikrovlnnÈho ûiarenia na tuh˝ komponent
s˙stavy miner·l ñ voda a druh˝ zase na vodu, ktor· sa v mi-
krovlnnom poli r˝chlo ohrieva. V prÌpade, ûe sa suöÌ miner·lna
l·tka, ktor· absorbuje mikrovlnnÈ ûiarenie lepöie ako voda,
uplatÚuje sa predovöetk˝m prv˝ druh interakcie. Voda sa
ohrieva a vyparuje v dÙsledku ohrevu od oûarovanÈho mine-
r·lu a priamy vplyv mikrovÂn na jej odparovanie nie je pod-
statn˝. V druhom prÌpade, keÔ miner·l nedostatoËne absorbuje
mikrovlnnÈ ûiarenie, prevaûuj˙ interakcie mikrovÂn s vodou.
Experiment·lne bola sledovan· r˝chlosù suöenia vybran˝ch
zrnit˝ch miner·lov ñ kremeÚa (SiO2), sideritu (FeCO3) a zmesi
kremeÚa s magnetitom (SiO2 + Fe3O4). Z teoretick˝ch a ex-
periment·lnych v˝sledkov vyplynulo:
ñ jemnejöie zrnitostnÈ triedy sideritu a kremeÚa vykazuj˙

r˝chlejöÌ priebeh suöenia v porovnanÌ s hruböÌmi triedami,

ñ r˝chlosù suöenia zmesÌ kremeÚa a magnetitu, z ktor˝ch sa
prv˝ mikrovlnami slabo a druh˝ intenzÌvne ohrieva, sa
zvyöuje s rastom podielu magnetitu.
UvedenÈ v˝sledky potvrdili moûnosù mikrovlnnÈho suöe-

nia l·tok  rÙznych vlastnostÌ  a ur˝chlenie procesu suöenia
pridanÌm l·tky, ktor· sa ˙Ëinkom mikrovÂn silne ohrieva.
EfektÌvnosù  mikrovlnnÈho  ohrevu v z·vislosti na veækosti
ËastÌc bola potvrden· aj pri suöenÌ hnedÈho uhlia. Bolo zistenÈ,
ûe r˝chlosù suöenia v mikrovlnnej peci rastie so zniûovanÌm
zrnitosti oûarovanÈho materi·lu, k˝m pri klasickom suöenÌ bol
pozorovan˝ opaËn˝ efekt.

6 . 3 . I n t e n z i f i k · c i a r o z p o j o v a n i a
a s e p a r · c i e r ˙ d

Vych·dzaj˙c z teoretick˝ch poznatkov a experiment·l-
nych v˝sledkov spr·vania sa miner·lov v mikrovlnnom poli
a na z·klade selektÌvnych interakciÌ mikrovÂn, ktorÈ mÙûu
ovplyvÚovaù pevnosù oûarovan˝ch materi·lov, je moûnÈ zv˝-
öiù efektÌvnosù rozpojovania nerastn˝ch surovÌn. V prÌpade
heterogÈnnych nerastov rÙznych dielektrick˝ch vlastnostÌ mi-
krovlny selektÌvne pÙsobia na jednotlivÈ miner·lne kompo-
nenty, medzi ktor˝mi dÙsledkom nerovnakÈho ohrevu a tepel-
nej dilat·cie vznikaj˙ pnutia a deötrukËnÈ javy, ktorÈ zniûuj˙
pevnosù upravovanej nerastnej suroviny. U miner·lov, ktorÈ
sa vplyvom tepla rozkladaj˙, sa evidentne zvyöuje uû spome-
nut˝ deötrukËn˝ ˙Ëinok. PrÌkladom s˙ chalkopyritom preras-
tanÈ sideritovÈ valËeky, u ktor˝ch doölo po 30 sekund·ch
oûarovania v mikrovlnnej peci k deötrukcii v miestach vtr˙-
senia chalkopyritu n·sledkom jeho intenzÌvneho ohrevu. Mi-
krovlnn· pred˙prava rudn˝ch miner·lov v procesoch ich roz-
pojovania umoûÚuje zv˝öiù efektÌvnosù ich selektÌvneho l˙ho-
vania, flot·cie a magnetickej separ·cie.

Intenzifik·ciu magnetickej separ·cie nerastn˝ch surovÌn
je moûnÈ vyvolaù selektÌvnou modifik·ciou ich magnetic-
k˝ch vlastnostÌ prostrednÌctvom mikrovlnnÈho ohrevu. Napr.
pri mikrovlnnom ohreve slabomagnetick˝ch sulfidick˝ch
a karbon·tov˝ch r˙d doch·dza k ich r˝chlej termickej dekom-
pozÌcii n·sledkom selektÌvneho ohrevu zloûiek obsahuj˙cich
Fe. VyvolanÈ f·zovÈ zmeny ˙ûitkov˝ch zloûiek spÙsobia zv˝-
öenie ich magnetick˝ch vlastnostÌ (magnetickej susceptibi-
lity) na mieru dostatoËn˙ k ich efektÌvnej magnetickej sepa-
r·cii.

Pred˙prava slabomagnetick˝ch r˙d mikrovlnn˝m ûiare-
nÌm bola laboratÛrne odsk˙öan· na chalkopyritovej (CuFeS2)
a sideritovej (FeCO3 ) rude. Modifik·cia magnetick˝ch vlast-
nostÌ chalkopyritu pÙsobenÌm mikrovÂn vyûaduje jeho ter-
mick˙ dekompozÌciu a vznik silne paramagnetickÈho hema-
titu (Fe2O3) pri teplote nad 680 ∞C podæa rovnice:

2 CuFeS2 + 15/2 O2 → 2 CuSO4 + Fe2O3 + 2 SO2 (2)

Oûarovanie sideritu spÙsobuje n·rast teploty a jeho dekar-
boniz·ciu podæa rovnice:

4 FeCO3 + O2 → 2 Fe2O3 + 4 CO2 (3)

MikrovlnnÈ oûarovanie bolo realizovanÈ u chalkopyrito-
vej rudy (Slovinky) zrnitostnej triedy 5ñ15 mm, ktor· bola po
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mikrovlnnom ohreve dodrven· na zrnitosù pod 0,5 mm a n·-
sledne magneticky rozdruûovan·. Zrnitostn· trieda 5ñ15 mm
bola pouûit· na z·klade experiment·lnych v˝sledkov mikro-
vlnnÈho ohrevu chalkopyritovej rudy rÙznych zrnitostn˝ch
tried. Mikrovlnn˝ ohrev bol realizovan˝ v mikrovlnnej piecke
Panasonic NN 5251 B pri v˝kone 900 W. Vzorky boli oûaro-
vanÈ v keramick˝ch n·dob·ch, Ëas oûarovania bol 60 a 90 s.
Pre magnetickÈ rozdruûovanie vzoriek bol pouûit˝ valËekov˝
elektromagnetick˝ rozdruûovaË Mechanobr typ 138 T-SEM,
urËen˝ pre such˝ proces rozdruûovania. Zv˝öenie magnetic-
k˝ch vlastnostÌ vyvolanÈ mikrovlnnou pred˙pravou chalko-
pyritovej rudy umoûnilo efektÌvne magnetickÈ rozdruûovanie,
ktorÈ u pÙvodnej rudy nebolo moûnÈ. V procese magnetickÈho
rozdruûovania sledovanej chalkopyritovej rudy, ktor· bola
oûarovan· 90 s, pri indukcii 0,65 T sa zÌskal magnetick˝
produkt, ktor˝ obsahoval 14,92 % Cu pri v˝ùaûnosti 73,23 %.
Vplyv mikrovlnnej pred˙pravy na intenzifik·ciu procesu ma-
gnetickÈho rozdruûovania bol sledovan˝ aj u vzorky rudnian-
skej sideritovej rudy. V procese magnetickÈho rozdruûovania
vzorky zrnitostnej triedy 0,5ñ1 mm, oûarovanej 15 min sa
zÌskal magnetick˝ produkt, ktor˝ obsahoval 45,6 % Fe pri
v˝ùaûnosti 97,6 %.

Vplyv mikrovlnnÈho ûiarenia na magnetickÈ vlastnosti
miner·lov ötudovali aj Kingman a Rowson14 a zistili, ûe nie-
ktorÈ materi·ly vykazovali po mikrovlnnom ohreve podstatnÈ
zmeny magnetickej susceptibility.

6 . 4 . D e s u l f u r i z · c i a u h l i a

Desulfuriz·cia uhlia roztaven˝mi hydroxidmi je mokr˝
alkalick˝ postup, urËen˝ na odsÌrenie uhlia s obsahom pyri-
tickej a organickej sÌry s pouûitÌm NaOH, resp. KOH (cit.15).
Zl˙Ëeniny, ktorÈ v procese vznikaj˙, s˙ n·sledne l˙hovanÈ
vodou, priËom doch·dza k rozpusteniu prevaûnÈho mnoûstva
zl˙ËenÌn Si, Al, S, Cr a pod.

V  s˙vislosti  s hæadanÌm  nov˝ch  postupov  odsÌrovania
uhlia bol ötudovan˝ ˙Ëinok mikrovlnnÈho oûarovania uhlia
v zmesi s alkalick˝mi hydroxidmi na znÌûenie obsahu sÌry.
Experiment·lne bolo zistenÈ, ûe uhlie sa v mikrovlnnom poli
slabo ohrieva, avöak voda, pyrit, ako aj hydroxidy (NaOH,
KOH) dobre absorbuj˙ mikrovlnn˙ energiu, Ëoho makrosko-
pick˝m prejavom je zv˝öenie teploty ohrievanej zmesi16. Za
˙Ëelom desulfuriz·cie slovenskÈho hnedÈho uhlia bol sledo-
van˝ vplyv mikrovlnnÈho ûiarenia v procese RMCL (Radia-
tion and Molten Caustic Leaching) na znÌûenie obsahu sÌry
v zmesi uhlia s alkalick˝m tuh˝m Ëinidlom (KOH). Uplat-
nenie mikrovlnnÈho ûiarenia v procese desulfuriz·cie bolo
sledovanÈ na vzorke uhlia z bane CÌgeæ, zrnitosti <3 mm.
K mikrovlnnÈmu oûarovaniu vzoriek bola pouûit· laboratÛrna
mikrovlnn· piecka Whirlpool (v˝kon 400 W). Kontinu·lne
meranie teploty zmesi (KOH + uhlie v pomere 1:1) bolo
realizovanÈ bezkontaktn˝m teplomerom. Teplota bola udrûia-
van· na hodnote od 270 do 300 ∞C. »as ohrevu bol 5, 8 a 10
min˙t. Za uveden˝ch podmienok bol po 10 min˙tach mikro-
vlnnÈho oûarovania dosiahnut˝ 85%-n˝ pokles sÌry oproti
obsahu sÌry v pÙvodnej vzorke. PorovnanÌm tohoto experi-
ment·lneho v˝sledku s konvenËn˝m tavenÌm v muflovej peci
pri teplote 380 ∞C poËas 45 min˙t bolo pozorovanÈ podstatnÈ
znÌûenie doby tepelnej ˙pravy uhlia v procese jeho desulfu-
riz·cie aplik·ciou mikrovlnnÈho ûiarenia pri dan˝ch defino-
van˝ch podmienkach.

7. Z·ver

Vyuûitie zÌskan˝ch poznatkov o interakci·ch mikro-
vÂn s materi·lmi predpoklad· öirokÈ uplatnenie mikrovln-
nej energie pri inov·cii zauûÌvan˝ch procesov ˙pravy ne-
rastn˝ch surovÌn, napr. pri ur˝chlenÌ suöenia öirokej ök·ly
materi·lov, pri intenzifik·cii procesov drvenia a mletia
nerastov, v procesoch magnetickÈho rozdruûovania slabo-
magnetick˝ch r˙d po ich mikrovlnnej pred˙prave, ako aj
pri chemickej ˙prave uhlia a miner·lov absorbuj˙cich mi-
krovlnnÈ ûiarenie.

Na z·klade dosiahnut˝ch experiment·lnych v˝sledkov
boli zistenÈ charakteristickÈ prejavy mikrovlnnÈho ohrevu:
ñ ur˝chlenie prebiehaj˙cich procesov,
ñ objemov˝ charakter ohrevu, pri ktorom sa materi·l ohrieva

v celom objeme, zvn˙tra oûarovanÈho materi·lu smerom
k vonkajöÌm vrstv·m,

ñ selektÌvnosù ohrevu materi·lov na z·klade ich dielektric-
k˝ch vlastnostÌ,

ñ v mikrovlnnej peci sa materi·l absorbuj˙ci mikrovlnn˙
energiu zaËÌna ohrievaù hneÔ po zapnutÌ pece,

ñ ekologick· nez·vadnosù procesu, nakoæko pri mikrovln-
nom ohreve nedoch·dza k vzniku ökodliv˝ch spalÌn a ply-
nov, ako pri in˝ch spÙsoboch ohrevu, pri ktor˝ch sa pece
vyhrievaj˙ pouûitÌm paliva.

Tento prÌspevok vznikol v r·mci rieöenia ˙loh VEGA
(grant Ë. 6104/2001) a Medzin·rodnÈho slovensko-ËeskÈho
projektu Ë. 25.
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1. ⁄vod

S v˝jimkou energetickÈ chemie byla v hydrochemii a tech-
nologii vody vÏnov·na chemii a biologii k¯emÌku dosud jen
okrajov· pozornost. VÏtöinou nenÌ uv·dÏn v poûadavcÌch na
jakost r˘zn˝ch druh˘ vod, s v˝jimkou poûadavk˘ na jakost
vody pro nap·jenÌ parnÌch kotl˘ a provoz turbÌn. Tato situace
se v poslednÌch letech ponÏkud mÏnÌ, protoûe nap¯. v povr-
chov˝ch vod·ch mohou b˝t vÏtöÌ koncentrace k¯emÌku p¯ÌËi-
nou nadmÏrnÈho rozvoje nÏkter˝ch organism˘. Proto se z·jem
o slouËeniny k¯emÌku ve vod·ch postupnÏ zvyöuje. Chemie
k¯emÌku je pomÏrnÏ sloûit·. Z·kladnÌ ˙daje lze najÌt v uËeb-
nicÌch chemie, nap¯.v knize Greenwooda a Ernshawa1. Byly jÌ
vÏnov·ny rozs·hlÈ, dnes jiû klasickÈ monografie2. K¯emiËi-
tany  se vöak v p¯ÌrodnÌch a uûitkov˝ch vod·ch  vyskytujÌ
v relativnÏ velmi nÌzk˝ch koncentracÌch, kde chemie k¯emÌku
je ponÏkud jednoduööÌ. V refer·tu je vÏnov·na pozornost pr·vÏ
tÈto koncentraËnÌ oblasti.

2. Geneze

K¯emÌk je po kyslÌku nejrozöÌ¯enÏjöÌm prvkem v p¯ÌrodÏ.
Avöak na rozdÌl od jin˝ch prvk˘ je rozöÌ¯en pomÏrnÏ rovno-
mÏrnÏ. Vyskytuje se zejmÈna ve formÏ k¯emiËitan˘ silnÏ
elektropozitivnÌch prvk˘; proto je k¯emÌk bÏûnou souË·stÌ
r˘zn˝ch druh˘ vod.

HlavnÌm p¯ÌrodnÌm zdrojem k¯emÌku ve vod·ch je che-

mickÈ zvÏtr·v·nÌ k¯emiËitan˘, kterÈ jsou souË·stÌ hornin a p˘d
(ûivce, slÌdy, amfiboly, pyroxeny, jÌlovÈ miner·ly aj.). Jde
o jejich rozpouötÏnÌ a hydrolytick˝ rozklad, kter˝ je pod-
porov·n p¯ÌtomnostÌ oxidu uhliËitÈho. P¯i tomto procesu se
tvo¯Ì sekund·rnÌ miner·ly a Ë·st nadbyteËnÈho k¯emÌku p¯e-
ch·zÌ do kapalnÈ f·ze. V prost˝ch podzemnÌch vod·ch je
zvÏtr·v·nÌ k¯emiËitan˘ a hlinitok¯emiËitan˘ hlavnÌm zdrojem
k¯emÌku a alkalick˝ch kov˘. ZnaËnÈ mnoûstvÌ k¯emÌku je
p¯Ìtomno ve vod·ch, jejichû geneze je spojena s vulkanickou
aktivitou.

Mechanismus hydrolytickÈho rozkladu lze demonstrovat
na rozpouötÏnÌ hlinitok¯emiËitanu (jÌlovÈho miner·lu) albitu,
p¯ÌpadnÏ na jeho transformaci na kaolinit:

Na(K)AlSi3O8 + 4 H2O + 4 H+ = Na+(K+) + Al3+ + 3 H4SiO4

(1)

2 NaAlSi3O8 + 2 H+ + 9 H2O =

= Al2Si2O5(OH)4 + 4 H4SiO4 + 2 Na+ (2)

Na hydrol˝ze se m˘ûe v˝znamnÏ podÌlet rozpuötÏn˝ oxid
uhliËit˝:

CaSiO3 + 2 CO2 + 3 H2O = Ca2+ + 2 HC + H4SiO4 (3)

p¯iËemû souËasnÏ doch·zÌ k obohacenÌ vody hydrogenuhli-
Ëitany. DalöÌm p¯Ìkladem m˘ûe b˝t reakce andezinu s oxidem
uhliËit˝m za vzniku montmorillonitu:

2 Na2CaAl4Si8O24 + 6 CO2 + 18 H2O =

= Na2Al8Si10O30(OH)6 + 2 Ca2+ + 2 Na+ +

+ 6 HC + 6 H4SiO4 (4)

Z uveden˝ch rovnic (1) aû (4) vypl˝v·, ûe pokud se p¯i
tvorbÏ chemickÈho sloûenÌ podzemnÌch vod uplatÚuje p¯e-
devöÌm zvÏtr·v·nÌ k¯emiËitanov˝ch miner·l˘ (tzv. silikato-
gennÌ vody), pak se obvykle nach·zÌ ve vod·ch l·tkov˝ pomÏr
Si:HC = 1:1 aû 1:2 a pomÏr Si:Na+ = 2:1 aû 3:1 (cit.3).

Zdrojem k¯emÌku m˘ûe b˝t i znaËn· rozpustnost samot-
nÈho amorfnÌho a krystalickÈho SiO2, kter· b˝v· p¯ÌËinou
vysok˝ch koncentracÌ k¯emÌku v podzemnÌch vod·ch hlubin-
nÈho p˘vodu.

AntropogennÌm zdrojem k¯emÌku mohou b˝t nÏkterÈ pr˘-
myslovÈ odpadnÌ vody z v˝roby skla a keramiky, kde se vöak
slouËeniny k¯emÌku vyskytujÌ p¯ev·ûnÏ v nerozpuötÏnÈ for-
mÏ. DalöÌm zdrojem k¯emÌku jsou pak pracÌ prost¯edky (viz
kap. 7.). V nÏkter˝ch p¯Ìpadech se slouËeniny k¯emÌku (vod-
nÌ sklo) p¯id·vajÌ do vody p¯i jejÌ ˙pravÏ, protoûe zabraÚujÌ
vyluËov·nÌ ûeleza a manganu a inhibujÌ korozi ocelovÈho
a litinovÈho potrubÌ (viz kap. 7.). Aktivovan· kyselina k¯e-
miËit· se d¯Ìve pouûÌvala jako pomocn˝ koagulaËnÌ prost¯edek
p¯i ˙pravÏ vody Ëi¯enÌm. NynÌ se vöak jiû tento postup ne-
pouûÌv·.

O3

−

O3

−

O3

−
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3. Formy v˝skytu, rozpustnost

P¯i rozpouötÏnÌ SiO2 ve vodÏ se tvo¯Ì p¯i 25 ∞C kyselina te-
trahydrogenk¯emiËit· H4SiO4, resp. Si(OH)4 (form·lnÏ
H2SiO3) podle rovnice:

SiO2(s) + H2O = H4SiO4 (5)

log K = ñ2,6 (pro amorfnÌ SiO2)
log K = ñ4,0 (pro k¯emen)

Rozpustnost amorfnÌho SiO2 ve vodÏ v z·vislosti na tep-
lotÏ byla podrobnÏ sledov·na4,5.P¯ehled je uveden v tabulce I.
Aû do hodnoty pH 9 je z·vislost rozpustnosti na teplotÏ mal·.
Teprve p¯i hodnot·ch pH nad 9 se rozpustnost znaËnÏ zvy-
öuje, coû je zp˘sobeno disociacÌ molekuly H4SiO4 na anion
[SiO(OH)3]

ñ. Podrobn· teplotnÌ z·vislost byla publikov·na6.
AmorfnÌ SiO2 se rozpouötÌ na prav˝ roztok s molekul·rnÌ
H4SiO4. Netvo¯Ì se koloidnÌ disperze. KrystalickÈ formy SiO2
jsou podstatnÏ mÈnÏ rozpustnÈ, nejmÈnÏ rozpustn˝ je k¯e-
men. Jeho rozpustnost p¯i 25 ∞C a hodnot·ch pH pod 9 je asi
0,1 mmol.lñ1 (asi 6 mg.lñ1 jako SiO2).

Za urËit˝ch podmÌnek m˘ûe doch·zet ke vzniku p¯esyce-
n˝ch roztok˘. Avöak rozpouötÏcÌ a sr·ûecÌ rovnov·ha se usta-
luje jen velmi zvolna. P¯esycenÈ roztoky mohou p¯etrv·vat i
nÏkolik  t˝dn˘ aû mÏsÌc˘. Z p¯esycen˝ch  roztok˘ (p¯ipra-
ven˝ch nap¯. ochlazenÌm nasycen˝ch roztok˘ nebo okysele-
nÌm alkalick˝ch roztok˘) se hydratovan˝ SiO2 vyluËuje v ko-
loidnÌ formÏ. Forma tuhÈ f·ze z·visÌ kromÏ uveden˝ch faktor˘
takÈ na rychlosti vyluËov·nÌ. Z hork˝ch pramen˘ s teplotou
nad 100 ∞C se za urËit˝ch podmÌnek vyluËuje miner·l op·l,
kter˝ je nestabilnÌ a p¯emÏÚuje se postupnÏ na chalcedon
a k¯emen.

Pokud je k¯emÌk p¯Ìtomen v pravÈm roztoku, nesr·ûÌ se
p¯Ìdavkem elektrolyt˘, kterÈ rozpustnost ovlivÚujÌ jen velmi
m·lo. Proto rozpustnost k¯emÌku v mo¯skÈ vodÏ je p¯ibliûnÏ
stejn· jako rozpustnost ve vod·ch s malou celkovou minerali-
zacÌ. Avöak SiO2 v koloidnÌ disperzi p¯Ìdavkem elektrolyt˘
koaguluje a vyluËuje se jako sraûenina. KoloidnÌ SiO2 se
snadno sorbuje na jinÈ koloidy p¯ÌtomnÈ ve vodÏ a podle
okolnostÌ doch·zÌ ke spolusr·ûenÌ.

V z·vislosti na koncentraci (v p¯esycen˝ch roztocÌch),
hodnotÏ pH a teplotÏ m˘ûe doch·zet ke vzniku polyk¯emi-
Ëitan˘. Jde o polynukle·rnÌ hydroxokomplexy. K tvorbÏ po-
lyk¯emiËitan˘ doch·zÌ p¯edevöÌm p¯i vysokÈ poË·teËnÌ kon-
centraci k¯emÌku, v alkalickÈm prost¯edÌ a p¯i vyööÌ teplotÏ.
Polymerace na koloidnÌ formy probÌh· jen velmi zvolna, tak-

Tabulka I
Rozpustnost amorfnÌho SiO2 ve vodÏ v hmotnostnÌch a l·t-
kov˝ch koncentracÌch v z·vislosti na teplotÏ (pH < 9)

Rozpustnost Teplota [∞C]

0 25 90

Si [mg.lñ1] 28ñ37 46ñ65 140ñ178
SiO2 [mg.lñ1] 60ñ80 100ñ140 300ñ380
H2SiO3 [mg.lñ1] 78ñ103 128ñ180 389ñ495
Si, SiO2, 0,996ñ1,32 1,63ñ2,31 4,98ñ6,33
H2SiO3 [mmol.lñ1]

ûe mnohÈ vody jsou dlouhodobÏ p¯esyceny vzhledem k amorf-
nÌmu SiO2. Z polyk¯emiËitan˘ p¯ich·zejÌ v ˙vahu nap¯.
[Si2O3(OH)4]

2ñ, [Si4O6(OH)6]
2ñ a [Si4O8(OH)4]

4ñ. Vznik jed-
noho z uveden˝ch komplex˘ lze zn·zornit reakcÌ7:

4 Si(OH)4 = [Si4O6(OH)6]
2ñ + 4 H2O + 2 H+ (6)

log K = ñ12,6 (25 ∞C)

V p¯ÌrodnÌch a uûitkov˝ch vod·ch b˝v· vöak zastoupe-
nÌ polymernÌch forem pomÏrnÏ malÈ a obvykle nep¯esahuje
10 % celkovÈ koncentrace k¯emÌku.

Kyselina tetrahydrogenk¯emiËit· je velmi slabou kyseli-
nou disociujÌcÌ v prvnÌm stupni na anion [SiO(OH)3]

ñ (form·l-
nÏ HSi ). DisociaËnÌ konstanta m· hodnotu asi 10ñ9,5 (25
∞C). To znamen·, ûe teprve p¯i hodnotÏ pH 9,5 je v roztoku
zastoupena disociovan· a nedisociovan· forma v l·tkovÈm
pomÏru 1:1. P¯i disociaci do druhÈho stupnÏ se uplatÚuje anion
[SiO2(OH)2]

2ñ. DisociaËnÌ konstanta do druhÈho stupnÏ m· p¯i
teplotÏ 25 ∞C hodnotu asi 10ñ12,5 (cit.7). Nutno dodat, ûe ˙daje
o disociaËnÌch konstant·ch se v literatu¯e dosti liöÌ.

V kyselÈm, neutr·lnÌm aû slabÏ alkalickÈm prost¯edÌ (asi
do hodnoty pH 8) zcela p¯evaûuje nedisociovan· molekula
H4SiO4; proto se k¯emÌk ve vod·ch chov· p¯ev·ûnÏ jako
neelektrolyt. IontovÈ formy k¯emÌku se mohou uplatÚovat ve
vod·ch ve vÏtöÌ mÌ¯e jen v silnÏji alkalickÈm prost¯edÌ, asi nad
hodnotou pH 9.

K¯emÌk tvo¯Ì s nÏkter˝mi kovy komplexy. Jde nap¯. o kom-
plexy s FeIII, nap¯. [FeSiO(OH)3]

2+ nebo [FeSiO(OH)6]
ñ. P¯i

vyööÌch koncentracÌch ûeleza p¯ich·zÌ pravdÏpodobnÏ v ˙va-
hu i  tvorba polynukle·rnÌch  komplex˘8. Vznik  v˝öe uve-
denÈho komplexu lze zn·zornit reakcÌ:

Fe3+ + Si(OH)4 = [FeSiO(OH)3]
2+ + H+ (7)

P¯i hodnotÏ pH 3,3 a koncentraci celkovÈho FeIII 0,05
mmol.lñ1 m· rovnov·ûn· konstanta reakce (7) hodnotu 0,57.
Za tohoto p¯edpokladu lze vypoËÌtat, ûe v kysel˝ch d˘lnÌch
vod·ch s hodnotou pH 3, s koncentracÌ celkovÈho k¯emÌku
1 mmol.lñ1 a celkovou koncentracÌ ûeleza 0,1 mmol.lñ1, m˘ûe
b˝t asi jedna t¯etina ûeleza komplexov·na s k¯emÌkem, coû se
m˘ûe projevit na chemick˝ch a biochemick˝ch vlastnostech
vody.

DalöÌ formou existence k¯emÌku ve vod·ch jsou nerozpuö-
tÏnÈ formy, obvykle v koloidnÌ disperzi. Jde p¯edevöÌm o hli-
nitok¯emiËitany (jÌlovÈ miner·ly). P˘vodnÌ p¯edpoklad, ûe ve
vod·ch dominuje koloidnÏ dispergovan˝ SiO2 se uk·zal jako
neopodstatnÏn˝. Uk·zalo se, ûe dominujÌcÌ formou v˝skytu
k¯emÌku ve vod·ch jsou rozpuötÏnÈ formy. Teprve v kyselÈm
prost¯edÌ a zejmÈna za vyööÌ teploty doch·zÌ postupnÏ ke
vzniku polymernÌch koloidnÏ dispergovan˝ch forem aû forem
suspendovan˝ch. Vznikl· tuh· f·ze, v podstatÏ hydratovan˝
SiO2, m· p¯ev·ûnÏ z·porn˝ povrchov˝ n·boj a vynikajÌcÌ
sorpËnÌ vlastnosti (viz kap. 7.).

4. AnalytickÈ stanovenÌ

4 . 1 . Z p ˘ s o b v y j a d ¯ o v · n Ì v ˝ s l e d k ˘

V praxi se dosud obvykle preferuje vyjad¯ov·nÌ koncen-
trace k¯emÌku ve vod·ch v hmotnostnÌch koncentracÌch jako

O3

−
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mg SiO2 v 1 litru vody. V balneologick˝ch rozborech se dosud
nÏkdy vyjad¯ujÌ v˝sledky v mg H2SiO3 v 1 litru vody. Je to
archaismus v porovn·nÌ s vyjad¯ov·nÌm vÏtöiny  ostatnÌch
sloûek (Ca, Mg, Na, K, Fe, Mn atd.). Vyjad¯ov·nÌ sloûenÌ vody
prost¯ednictvÌm obsahu oxid˘ (CaO, MgO, Na2O, SO3 atp.)
bylo uûÌv·no v 19. stoletÌ. Obvykl˝m argumentem zast·nc˘
tohoto zp˘sobu je, ûe p¯i odpa¯ov·nÌ vody a suöenÌ odparku se
zpoË·tku vyluËuje k¯emÌk jako hydratovan˝ SiO2 a po vysu-
öenÌ a vyûÌh·nÌ odparku je p¯Ìtomen jako SiO2. Na druhÈ stranÏ
je si vöak nutnÈ uvÏdomit, ûe p¯i odpa¯ov·nÌ vzorku vody
a suöenÌ odparku se v hydrogenuhliËitanov˝ch vod·ch vylu-
Ëuje v·pnÌk jako CaCO3 (po vyûÌh·nÌ jako CaO) a v sÌranov˝ch
vod·ch p¯ev·ûnÏ jako CaSO4. Obdobn· situace je i u ho¯ËÌku.
To vöak nenÌ û·dn˝ d˘vod k tomu, aby se koncentrace v·pnÌku
ve vod·ch vyjad¯ovaly jako uhliËitan nebo sÌran.

Pokud se koncentrace k¯emÌku vyjad¯uje v hmotnostnÌch
koncentracÌch, mÏlo by b˝t preferov·no vyjad¯ov·nÌ v mg Si
v 1 litru vody; ovöem z·sadnÌ p¯ednost by mÏla b˝t d·na
vyjad¯ov·nÌ sloûenÌ v l·tkov˝ch koncentracÌch (mmol.lñ1 resp.
µmol.lñ1), kterÈ jsou jednoznaËnÈ, nez·visejÌ na formÏ v˝skytu
danÈ sloûky (1 mmol Si = 1 mmol SiO2 = 1 mmol H2SiO3)
a jsou na rozdÌl od koncentracÌ hmotnostnÌch porovnatelnÈ.
Nap¯.1 mg.lñ1 SiO2 a 1 mg.lñ1 Ca neznamenajÌ stejnou kon-
centraci, protoûe obÏ sloûky majÌ rozdÌlnou mol·rnÌ hmot-
nost a poËet molekul Ëi iont˘ je ve stejnÈm objemu vody
r˘zn˝. O stejnÈ koncentraci lze hovo¯it jen tehdy, kdyû se
rovnajÌ l·tkovÈ koncentrace jednotliv˝ch sloûek, nap¯. kdyû
1 mmol.lñ1 SiO2 = 1 mmol.lñ1 Ca (cit.9). Pro p¯epoËty platÌ
n·sledujÌcÌ vztahy:

1 mg Si = 2,14 mg SiO2 = 2,78 mg H2SiO3 = 35,605 µmol

1 µmol = 28,08 µg Si = 60,10 µg SiO2 = 70,08 µg H2SiO3

4 . 2 . A n a l y t i c k È s t a n o v e n Ì

P¯Ìtomnost r˘zn˝ch forem k¯emÌku ve vod·ch m· za n·sle-
dek problÈm s jeho analytick˝m stanovenÌm. Jak z hygienic-
kÈho, hydrogeologickÈho, limnologickÈho a i technologickÈ-
ho hlediska by mÏly b˝t specifikov·ny formy v˝skytu, kterÈ
se z chemickÈho a biologickÈho hlediska chovajÌ odliönÏ (jde
o analogick˝ problÈm, jako je stanovenÌ r˘zn˝ch forem fosforu
ve vod·ch). Proto je tendence stanovovat jednak celkovou
koncentraci k¯emÌku (celkov˝, resp. veöker˝ k¯emÌk), nebo jen
nÏkterÈ jeho formy, kterÈ se vöak Ëasto p¯ekr˝vajÌ. P¯ehled
r˘zn˝ch metod lze najÌt nap¯. v cit.10,11, kde lze najÌt i dalöÌ
odkazy.

Pro oddÏlenÌ rozpuötÏn˝ch a nerozpuötÏn˝ch forem se
pouûÌv· filtrace vzorku membr·nov˝mi filtry s velikostÌ pÛr˘
0,45 µm, coû je porÈznost bÏûnÏ ve svÏtÏ akceptovan· pro tyto
˙Ëely9.

RozpuötÏnÈ formy k¯emÌku mohou b˝t p¯Ìtomny buÔ v mo-
nomernÌ nebo polymernÌ formÏ. PolymernÌ formy lze p¯evÈzt
na monomernÌ. NejËastÏji se prov·dÌ alkalick· hydrol˝za p¯i
vyööÌ teplotÏ (na vodnÌ l·zni). K alkalizaci lze pouûÌt NaHCO3,
Na2CO3 nebo NaOH (cit.10,12ñ14). Pro dÏlenÌ monomernÌch
a polymernÌch forem lze vyuûÌt i r˘znÈ reaktivity tÏchto forem
s molybdenanem. MonomernÌ formy reagujÌ na rozdÌl od
forem polymernÌch velmi rychle.

D˘leûitÈ je, ûe se musÌ pracovat s laboratornÌm n·dobÌm
z odolnÈho skla, protoûe v z·vislosti na iontovÈ sÌle, teplotÏ,

Ëasu a hodnotÏ pH se m˘ûe ze sklenÏnÈho laboratornÌho n·-
dobÌ vyluhovat k¯emÌk v mnoûstvÌ aû v jednotk·ch µmol.hñ1.
ZejmÈna v alkalick˝ch vod·ch m˘ûe b˝t podÌl vylouûenÈho
k¯emÌku ze skla pomÏrnÏ znaËn˝, coû m· velk˝ v˝znam p¯i
anal˝ze vod s nÌzkou koncentracÌ k¯emÌku15. Z tohoto d˘vodu
lze doporuËit pr·ci v laboratornÌm n·dobÌ z plast˘; to se t˝k·
i n·dob  pro odbÏr vzork˘. Vzorky  se uchov·vajÌ ve tmÏ
a nekonzervujÌ se. ZmrazenÌm vzork˘ se m˘ûe snÌûit obsah
rozpuötÏn˝ch k¯emiËitan˘ aû o 40 %. K tomu m˘ûe dojÌt i p¯i
okyselenÌ vzork˘.

Klasick· gravimetrick· metoda se pro stanovenÌ k¯emÌku
pouûÌv· jiû jen v˝jimeËnÏ. Po opakovanÈm okyselenÌ vzorku
vody kyselinou chlorovodÌkovou a odpa¯enÌ do sucha se vy-
louËen˝ hydratovan˝ SiO2 odfiltruje a vyûÌh·. V·ûÌ se SiO2.
Odpa¯ov·nÌ vzorku vody a ûÌh·nÌ zbytku se musÌ prov·dÏt v Pt
misce a kelÌmku. Aby se pro kontrolu oddÏlil Si od event.
strûen˝ch neËistot, odstranÌ se SiO2 z vyûÌhanÈho zbytku jako
SiF4 p˘sobenÌm smÏsi HF a H2SO4. Gravimetrick· metoda je
pouûiteln· pro stanovenÌ celkovÈho k¯emÌku ve vod·ch v kon-
centracÌch asi nad 10 mg Si v 1 litru.

NejvÌce se rozöÌ¯ily metody zaloûenÈ na reakci (kondenza-
ci) k¯emiËitan˘ s molybdenanem amonn˝m v kyselÈm prost¯e-
dÌ za vzniku r˘zn˝ch heteropolykyselin, zpravidla koloidnÌho
charakteru. Molybdenan reaguje s monomernÌmi formami
k¯emiËitan˘ za vzniku ûlutÈ molybd·tok¯emiËitÈ kyseliny.
AbsorpËnÌ charakteristika tohoto zbarvenÌ m· pomÏrnÏ strm˝
pr˘bÏh bez maxima, coû nenÌ pro fotometrii p¯Ìliö vhodnÈ
(mÏ¯Ì se obvykle asi p¯i 430 nm). Stanovit lze koncentrace
k¯emÌku vyööÌ neû 0,2 mg.lñ1.

»asto se prov·dÌ redukce ûlutÈ molybd·tok¯emiËitÈ kyse-
liny na smÏs slouËenin oznaËovan˝ch obvykle jako silikomo-
lybdenov· mod¯. Jako redukËnÌ Ëinidla se pouûÌvajÌ kyselina
askorbov·, kyselina 1-amino-2-naftol-4-sulfonov·, chlorid cÌ-
nat˝, hydrogensi¯iËitan sodn˝, si¯iËitan sodn˝ aj. AbsorpËnÌ
charakteristika tohoto zbarvenÌ m· v˝znamnÈ maximum asi
p¯i 820 nm. TÏmito postupy lze za vhodn˝ch podmÌnek sta-
novit k¯emÌk v koncentracÌch v desÌtk·ch µg.lñ1. Citlivost
metody zaloûenÈ na tvorbÏ heteropolymod¯i lze podstatnÏ
zv˝öit jejÌ extrakcÌ do butan-1-olu. V takovÈm p¯ÌpadÏ lze
stanovit i koncentrace v jednotk·ch µg Si v 1 litru vody14,16.

PodobnÏ jako k¯emÌk reagujÌ s molybdenanem amonn˝m
takÈ fosforeËnany. Ruöiv˝ vliv vyööÌch koncentracÌ fosforeË-
nan˘ lze potlaËit vhodnou volbou kyselosti prost¯edÌ nebo
p¯Ìdavkem l·tek, kterÈ na rozdÌl od molybd·tok¯emiËit˝ch
rozkl·dajÌ molybd·tofosforeËnÈ kyseliny. Pro tento ˙Ëel se
p¯id·v· kyselina öùavelov·, vinn· nebo citronov·. Z dalöÌch
l·tek ruöÌ stanovenÌ fluoridy, jejichû vliv se odstranÌ p¯Ìdav-
kem kyseliny boritÈ nebo hlinit˝ch solÌ10ñ14.

Metodami, p¯i nichû se pouûÌv· molybdenan amonn˝, lze
do urËitÈ mÌry dÏlit monomernÌ k¯emiËitany od polymernÌch.
DÏlenÌ je zaloûeno na rozdÌlnÈ kinetice procesu. Velmi rych-
le reagujÌ s molybdenanem monomernÌ formy (bÏhem dvou
aû t¯Ì minut), kdeûto polymernÌ formy podstatnÏ pomaleji. Za
uveden˝ch podmÌnek jsou dimernÌ formy stanoveny jen zË·sti17.

Protoûe molybdenanem nejsou stanovitelnÈ vöechny for-
my rozpuötÏnÈho k¯emÌku, objevuje se v analytice a technolo-
gii vody mÌsto stanovenÌ orthok¯emiËitan˘ termÌn ÑreaktivnÌ
k¯emÌk s molybdenanemì. »·st k¯emÌku nereagujÌcÌ s molyb-
denanem  se  naz˝v· nereaktivnÌ  k¯emÌk  s molybdenanem.
NerozpuötÏnÈ k¯emiËitany, vËetnÏ koloidnÌch disperzÌ, nere-
agujÌ s molybdenanem prakticky v˘bec.
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ÑReaktivnÌì formy majÌ v hydrochemii a hydrobiologii
zvl·ötnÌ v˝znam. To se t˝k· takÈ hydrogeochemie a hydro-
geologie.

V r·mci mezin·rodnÌch norem byly navrûeny postupy pro
stanovenÌ k¯emÌku pr˘tokovou anal˝zou18 (FIA a CFA).

Pro stanovenÌ k¯emÌku ve vod·ch se st·le vÌce uplatÚujÌ
instrument·lnÌ metody10. PouûÌv· se nap¯. atomov· absorpËnÌ
spektrometrie (AAS), kdy lze stanovit koncentrace k¯emÌku
asi od 0,5 mg.lñ1. D·le jde o r˘znÈ techniky ICP, kter˝mi lze
p¯Ìmo stanovit celkov˝ k¯emÌk ve vod·ch, protoûe koloidnÏ
dispergovanÈ formy jsou v plasmÏ destruov·ny, nap¯. ICP-
-AES, IEC+ICP-MS. PoslednÏ jmenovanou metodou lze sta-
novit i jednotky ng k¯emÌku v 1 litru vody19.

5. V˝skyt ve vod·ch

SlouËeniny k¯emÌku jsou p¯Ìtomny v kaûdÈ vodÏ. RozdÌl
mezi analyticky zjiötÏnou koncentracÌ celkovÈho (veökerÈho)
k¯emÌku a reaktivnÌho rozpuötÏnÈho k¯emÌku b˝v· jen mal˝.
To potvrzuje v˝öe uvedenÈ poznatky, ûe ve vod·ch je k¯emÌk
p¯Ìtomen p¯ev·ûnÏ v rozpuötÏnÈ monomolekul·rnÌ formÏ. V˝-
sledky se p¯ev·ûnÏ t˝kajÌ ÑreaktivnÌho k¯emÌku s molybde-
nanemì, a proto se metod·m s molybdenanem d·v· v analytice
vody  p¯ednost.  Diferenciace  mezi  celkov˝m a reaktivnÌm
k¯emÌkem se prov·dÌ jen v˝jimeËnÏ20. D·le uvedenÈ ˙daje se
t˝kajÌ p¯edevöÌm stanovenÌ reaktivnÌho k¯emÌku s molybde-
nanem.

Mimo¯·dnÏ nÌzkÈ jsou koncentrace k¯emÌku v atmosfÈric-
k˝ch vod·ch, vÏtöinou pod 1 mg.lñ1. Nap¯. v okolÌ »ertova
jezera na äumavÏ byla ve sr·ûk·ch na otev¯enÈ ploöe v letech
1992 aû 1995 zjiötÏna pr˘mÏrn· koncentrace k¯emÌku 77 µg.lñ1

(SiO2 165 µg.lñ1) a v podkorunov˝ch sr·ûk·ch byla nalezena
koncentrace k¯emÌku 159 µg.lñ1 (SiO2 340 µg.lñ1) (cit.21).

Koncentrace k¯emÌku v prost˝ch podzemnÌch a povrcho-
v˝ch vod·ch jsou pomÏrnÏ malÈ. PohybujÌ se obvykle v roz-
mezÌ od 2,3 mg.lñ1 do 14 mg.lñ1 (Si), resp. od 5 mg.lñ1 do
30 mg.lñ1 (SiO2). Tyto pomÏrnÏ nÌzkÈ koncentrace, v porov-
n·nÌ s rozpustnostÌ slouËenin k¯emÌku, jsou zp˘sobeny tÌm, ûe
tyto vody b˝vajÌ ve styku s k¯emiËitanov˝mi miner·ly jen
kr·tkou dobu. Nap¯Ìklad v labskÈ vodÏ se vyskytuje k¯e-
mÌk (Si) v koncentracÌch v jednotk·ch mg.lñ1 a nep¯esahu-
je 10 mg.lñ1. Pokud doch·zÌ v labskÈ vodÏ k mÌstnÌmu rozvoji
fytoplanktonu s vysok˝m podÌlem rozsivek, jejichû bunÏËn·

Tabulka II
Celkov· mineralizace (Σρ) a koncentrace k¯emÌku v nÏkter˝ch
miner·lnÌch vod·ch

Lokalita Σρ Si Si SiO2 H2SiO3

(pramen) [mg.lñ1] [mmol.lñ1] [mg.lñ1] [mg.lñ1] [mg.lñ1]

VelkÈ Losiny 284 1,174 32,9 70,45 82,3
Mari·nskÈ L·znÏ

(Farsk· kyselka) 578 1,231 34,5 74,0 86,2
(Ferdinand IV) 1 814 1,570 44,1 94,45 110,0

äaratice 28 066 1,346 37,8 80,9 94,3
Darkov 29 000 0,51 14,3 30,6 35,7
ZajeËice 44 874 0,20 5,6 12,0 14,0

stÏna m· vysok˝ obsah k¯emÌku, pak koncentrace k¯emÌku
kles· i pod 1 mg.lñ1 (viz kap. 7.). V roce 1999 byla pr˘mÏrn·
koncentrace k¯emÌku v ËeskÈ Ë·sti Labe asi 5 mg.lñ1 (SiO2
10,7 mg.lñ1, 0,178 mmol.lñ1) (cit.22,23).

V jezernÌch vod·ch b˝vajÌ koncentrace k¯emÌku niûöÌ neû
v tocÌch. Nap¯. v öumavsk˝ch jezerech byla zjiötÏna pr˘mÏrn·
koncentrace k¯emÌku v povrchov˝ch vrstv·ch 1,76 mg.lñ1,
u dna 2 mg.lñ1 a v p¯ÌtocÌch asi 3 mg.lñ1 (cit.24).

StanovenÌ k¯emÌku je bÏûnou souË·stÌ chemickÈho roz-
boru miner·lnÌch vod, a proto je k dispozici pomÏrnÏ velk˝
poËet ˙daj˘. V miner·lnÌch vod·ch, zejmÈna fosilnÌch, kterÈ
jsou po delöÌ dobu ve styku s k¯emiËitanov˝mi miner·ly, se
nach·zejÌ vyööÌ koncentrace k¯emÌku. Ze souboru 101 rozbor˘
miner·lnÌch vod25 vypl˝v·, ûe minim·lnÌ koncentrace k¯emÌ-
ku byla 0,107 mmol.lñ1 (Si 3,00 mg.lñ1, SiO2 6,43 mg.lñ1,
H2SiO3 7,5 mg.lñ1) a maxim·lnÌ koncentrace 1,57 mmol.lñ1 (Si
44,1 mg.lñ1, SiO2 94,4 mg.lñ1, H2SiO3 110 mg.lñ1). Nutno
dodat, ûe stanovenÌ k¯emÌku bylo v tÏchto p¯Ìpadech prov·-
dÏno gravimetricky. Nebyl nalezen vztah mezi koncentracÌ
k¯emÌku a celkovou mineralizacÌ. Naopak Ëasto vody s mi-
mo¯·dnÏ velkou celkovou mineralizacÌ (nad 10 g.lñ1) majÌ
pomÏrnÏ nÌzkÈ koncentrace k¯emÌku v porovn·nÌ s vodami
s relativnÏ nÌzkou mineralizacÌ (do 2 g.lñ1). TypickÈ p¯Ìklady
jsou uvedeny v tabulce II (cit.25). V karlovarsk˝ch prame-
nech je pr˘mÏrn· koncentrace k¯emÌku (Si) asi 30 mg.lñ1 (asi
1,07 mmol.lñ1). TakÈ v miner·lnÌch vod·ch Z·padnÌch Karpat
nep¯esahujÌ koncentrace k¯emÌku (Si) hodnotu 50 mg.lñ1 (SiO2
asi 100 mg.lñ1, 1,78 mmol.lñ1) (cit.26).

Mimo¯·dnÏ velkÈ koncentrace k¯emÌku, aû 200 mg.lñ1

(7,12 mmol.lñ1), lze zjistit v hork˝ch vulkanick˝ch vod·ch
(nap¯. ve vod·ch gejzÌr˘).V literatu¯e lze najÌt ˙daje o koncen-
traci k¯emÌku v term·lnÌch a hyperterm·lnÌch vod·ch5. Z hor-
k˝ch pramen˘ se m˘ûe  hydratovan˝ SiO2 vyluËovat jako
miner·l geysirit (op·lov˝ sintr).

V mo¯skÈ vodÏ se v povrchov˝ch vrstv·ch nach·zejÌ po-
mÏrnÏ velmi nÌzkÈ koncentrace k¯emÌku 0,5 mg.lñ1 aû 2 mg.lñ1

(SiO2), resp. jako Si 0,23 mg.lñ1 aû 0,93 mg.lñ1. Ve hluböÌch
vrstv·ch b˝vajÌ koncentrace asi desetkr·t vyööÌ. Je to zp˘so-
beno rozvojem planktonu (rozsivek) a nÏkter˝ch mo¯sk˝ch
hub ve svrchnÌch vrstv·ch vody oce·n˘ a mo¯Ì, kterÈ vyuûÌvajÌ
k¯emÌk p¯i svÈ reprodukci.

Potvrzuje se, ûe v p¯ÌrodnÌch vod·ch je koncentrace celko-
vÈho k¯emÌku a reaktivnÌho k¯emÌku p¯ibliûnÏ stejn·, takûe
obvykle dominuje monomolekul·rnÌ forma Si(OH)4 (cit.20).

V pitnÈ vodÏ se k¯emÌk bÏûnÏ nesleduje. Podle staröÌch
˙daj˘ se v 80. letech minulÈho stoletÌ nach·zely v pitnÈ vodÏ
z 8 region˘ »R koncentrace k¯emÌku, jejichû pr˘mÏrnÈ hodno-

Tabulka III
Pr˘mÏrnÈ koncentrace k¯emÌku v pitnÈ vodÏ z osmi regio-
n˘ »R

Koncentrace PitnÈ vody p˘vodu

podzemnÌho   povrchovÈho

Si [mg.lñ1] 6,5ñ8,7 3,46ñ7,7
SiO2 [mg.lñ1] 13,9ñ18,7 7,4ñ16,5
H2SiO3 [mg.lñ1] 18,0ñ24,2 9,6ñ21,4
Si, SiO2, H2SiO3 [mmol.lñ1] 0,23ñ0,31 0,12ñ0,27
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ty jsou uvedeny v tabulce III (cit.27). Koncentrace k¯emÌku (Si)
v jednotliv˝ch zdrojÌch se pohybovaly p¯ev·ûnÏ v jednotk·ch
mg.lñ1. VyööÌ koncentrace neû 10 mg.lñ1 se jiû vyskytovaly
z¯Ìdka. NejvyööÌ nalezen· jednotliv· koncentrace Si byla27 asi
19 mg.lñ1 (SiO2 40 mg.lñ1, 0,67 mmol.lñ1). Podle oËek·v·nÌ
jsou ve vod·ch povrchovÈho p˘vodu pr˘mÏrnÈ koncentrace
k¯emÌku ponÏkud niûöÌ neû u vod podzemnÌho p˘vodu.

6. Hydrochemick· a balneologick· klasifikace

DosavadnÌ bÏûn· hydrochemick· klasifikace vod bere v ˙va-
hu pouze p¯evaûujÌcÌ anionty a kationty (tj. hydrogenuhliËi-
tany, sÌrany, chloridy, dusiËnany, v·pnÌk, ho¯ËÌk, sodÌk a dras-
lÌk), nikoli neiontovÈ souË·sti vod, kam pat¯Ì i k¯emÌk. Proto
se k¯emÌk v tÈto klasifikaci nevyskytuje, coû je urËit˝m ne-
dostatkem, protoûe zahrnutÌ k¯emÌku do klasifikace umoûÚuje
odhalit nÏkterÈ dalöÌ hydrogeochemickÈ z·konitosti. To umoû-
Úuje hydrochemick· klasifikace podle mol·rnÌho schÈmatu,
kterÈ ¯adÌ sloûky podle klesajÌcÌ l·tkovÈ koncentrace bez ohle-
du na to, zda se jedn· o kation, anion nebo neiontovou sloûku28.

Balneologick· klasifikace je zaloûena v podstatÏ na stej-
nÈm principu jako hydrochemick·, s tÌm rozdÌlem, ûe se podle
okolnostÌ berou v ˙vahu jeötÏ dalöÌ sloûky vody. Hovo¯Ì se
o vod·ch se zv˝öen˝m obsahem p¯ÌsluönÈ l·tky (nap¯. F, Li,
Sr, B, Si aj.). DosavadnÌ »SN 86 8000 ÑP¯ÌrodnÌ lÈËivÈ vody
a p¯ÌrodnÌ miner·lnÌ vody stolnÌì sice u k¯emÌku limitnÌ kon-
centraci neuv·dÌ, avöak nÏkte¯Ì auto¯i25 navrhujÌ koncentraci
Si asi 25 mg.lñ1 (53,5 mg.lñ1 jako SiO2, 896 µmol.lñ1).

7. Vlastnosti a v˝znam

K¯emÌk m˘ûe ovlivÚovat chemickÈ i biologickÈ vlastnosti
vody. BiologickÈ vlastnosti se uplatÚujÌ p¯edevöÌm v povrcho-
v˝ch vod·ch, vËetnÏ vody mo¯skÈ.

K¯emÌk je hygienicky m·lo v˝znamn˝. Proto se v poûa-
davcÌch na jakost pitnÈ vody dosud neuv·dÌ. Jen zcela v˝ji-
meËnÏ se ud·v·, ûe vody s vyööÌ koncentracÌ k¯emÌku mohou
b˝t p¯ÌËinou podr·ûdÏnÌ pokoûky u citliv˝ch osob29.

Protoûe k¯emÌk m· v˝znam p¯i hydrochemickÈ a bal-
neologickÈ klasifikaci podzemnÌch vod, b˝v· bÏûnou souË·stÌ
rozbor˘ tÏchto vod, vËetnÏ vod miner·lnÌch (viz kap. 6.).

V povrchov˝ch vod·ch nenÌ k¯emÌk dosud limitov·n,
avöak ovlivÚuje jejich biologickÈ vlastnosti. K¯emÌk je esen-
ci·lnÌ prvek, kter˝ je pro nÏkterÈ vodnÌ organismy limitujÌcÌm
mikronutrientem. K¯emÌk je souË·stÌ bunÏËnÈ stÏny skupi-
ny ¯as, tzv. rozsivek (Bacillariophyta), a je proto pro jejich
rozmnoûov·nÌ a r˘st nezbytn˝. Proto takÈ p¯i vyööÌch kon-
centracÌch k¯emÌku v povrchov˝ch vod·ch m˘ûe dojÌt k nad-
mÏrnÈmu rozvoji tÏchto forem fytoplanktonu. Tvo¯Ì se tzv.
ÑrozsivkovÈ kvÏtyì, ty byly pozorov·ny nap¯. ve st¯ednÌm
a dolnÌm toku Labe. P˘vodnÌ koncentrace k¯emÌku p¯esahujÌ-
cÌ i 10 mg.lñ1 se bÏhem toku v d˘sledku tohoto rozvoje zmenöujÌ
aû na hodnoty pod 1 mg.lñ1 (viz kap. 5.). P¯i biologickÈm
rozkladu rozsivek se tvo¯Ì ¯ada ökodliv˝ch a organolepticky
z·vadn˝ch produkt˘, voda p·chne a zÌsk·v· r˘znÈ p¯ÌchutÏ,
coû se nep¯ÌznivÏ projevuje p¯i ˙pravÏ takovÈ vody na vodu
pitnou. K¯emiËitÈ schr·nky d·vno odum¯el˝ch rozsivek tvo¯Ì
vrstvy tzv. k¯emeliny (rozsivkovÈ zeminy), kter· m· v tech-
nologii vody v˝znam jako filtraËnÌ a sorpËnÌ materi·l. Z v˝öe

uveden˝ch d˘vod˘ se v poslednÌch letech p¯i sledov·nÌ eutro-
fizace povrchov˝ch vod bere v ˙vahu mezi ûivinami takÈ
k¯emÌk, nejen slouËeniny fosforu a dusÌku.

K¯emÌk je kumulov·n takÈ v nÏkter˝ch druzÌch hub. V je-
jich suöinÏ lze najÌt aû 30 % k¯emÌku2.

Klasicky se uv·dÌ, ûe ve vÏtöÌch koncentracÌch m˘ûe k¯e-
mÌk vadit v provoznÌch vod·ch p¯i v˝robÏ kvalitnÌho papÌru
a kvalitnÌho umÏlÈho hedv·bÌ. NÏkdy se uv·dÏjÌ orientaËnÌ
p¯ÌpustnÈ koncentrace asi do  20 mg.lñ1 (asi 0,7 mmol.l≠1)
(cit.30). V tÏchto p¯Ìpadech jde hlavnÏ o zadrûov·nÌ neroz-
puötÏn˝ch forem k¯emÌku ovlivÚujÌcÌch povrch vyrobenÈho
materi·lu. Proto se kvalita provoznÌ vody pro tyto ˙Ëely po-
suzuje (kromÏ dalöÌch ukazatel˘) spÌöe podle z·kalu a obsahu
nerozpuötÏn˝ch l·tek neû podle obsahu Si.

Zvl·öù nebezpeËn˝ je k¯emÌk v kotelnÌ vodÏ a v nap·jecÌ
vodÏ pro parnÌ kotle. Za vyööÌch teplot m˘ûe k¯emÌk za p¯Ìtom-
nosti Ca a Mg vytv·¯et velmi nebezpeËnÈ k¯emiËitanovÈ (si-
lik·tovÈ) n·nosy (kameny) s velmi malou tepelnou vodivostÌ.
Tepeln· vodivost je p¯ibliûnÏ desetkr·t menöÌ neû u CaSO4,
resp. CaCO3, kterÈ tvo¯Ì tzv. sÌranov˝ nebo uhliËitanov˝ k·-
men. Jde nap¯. o slouËeniny CaSiO3, 3 MgO.2 SiO2.2 H2O aj.
M˘ûe dojÌt aû k destrukci stÏny kotle. KromÏ toho se tyto
slouËeniny mohou usazovat i na lopatk·ch parnÌch turbin.
P¯Ìpustn· koncentrace k¯emÌku v tÏchto vod·ch z·visÌ na
jmenovitÈm pracovnÌm tlaku. Nap¯Ìklad v nap·jecÌ vodÏ pro
pr˘toËnÈ kotle se jmenovit˝m tlakem pod 8 MPa m· b˝t
koncentrace k¯emÌku (Si) nejv˝öe 9,35 µg.lñ1, resp. (SiO2,
20 µg.lñ1, 0,333 µmol.lñ1) (cit.31), proto se nap·jecÌ voda pro
vysokotlakÈ parnÌ kotle podrobuje tzv. desilikaci.

Pokud se t˝k· ˙pravy vody, pouûÌvajÌ se nÏkdy k¯emiËi-
tany buÔ jako inhibitory koroze, nebo jako prost¯edky pro
zabr·nÏnÌ vzniku ˙sad slouËenin ûeleza a manganu v distri-
buËnÌ sÌti.

P¯i inhibice  koroze p˘sobÌ  k¯emiËitany jako anodick˝
inhibitor, kter˝ tvo¯Ì na anodÏ koroznÌho Ël·nku reakcÌ s koro-
dovan˝m kovem Ëi koroznÌmi produkty m·lo rozpustnou slou-
Ëeninu, kter· p˘sobÌ jako ochrann· vrstva br·nÌcÌ dalöÌ korozi.
D·vkov·nÌ k¯emiËitan˘ vede ke zv˝öenÌ hodnoty pH, coû je
z hlediska protikoroznÌ ochrany v˝hodnÈ (pomÏrnÏ tÏûko se
odliöuje vliv vlastnÌho k¯emiËitanu od vlivu zv˝öenÈ hodnoty
pH). ProtikoroznÌ d·vky k¯emiËitan˘ (Si) se pohybujÌ obvykle
v rozmezÌ od asi 2 mg.lñ1 aû do 14 mg.lñ1 (jako SiO2 asi od
4 mg.lñ1 do 30 mg.lñ1). VyööÌ d·vky jsou nutnÈ u vod s vÏtöÌ
celkovou mineralizacÌ a u kysel˝ch vod. V p¯ÌpadÏ kysel˝ch
vod se nÏkdy z ekonomickÈho hlediska doporuËuje nejprve
alkalizace, nap¯. p¯Ìdavkem NaHCO3 nebo Na2CO3. K¯emiËi-
tany se Ëasto pouûÌvajÌ ve smÏsi s jin˝mi inhibitory koroze
(nap¯. s fosforeËnany nebo slouËeninami zinku).

Druhou moûnou aplikaËnÌ oblastÌ k¯emiËitan˘ p¯i ˙pra-
vÏ vody je inhibice vyluËov·nÌ hydratovan˝ch oxid˘ ûeleza
a manganu v distribuËnÌ sÌti. Pot¯ebnÈ d·vky k¯emiËitanu (Si)
pro stabilizaci ûeleza a manganu ve vodÏ se pohybujÌ obvykle
v jednotk·ch mg.lñ1, asi do 10 mg.lñ1. ⁄Ëinnost z·visÌ takÈ na
hodnotÏ pH, kter· by se mÏla pohybovat ve slabÏ alkalickÈ
oblasti, asi nad 7,5. éelezo a mangan musÌ b˝t p¯Ìtomny
v oxidovanÈ formÏ. Pro redukovanÈ formy je ˙Ëinnost pomÏr-
nÏ mal·, a proto se doporuËuje d·vkovat k¯emiËitany nap¯.
souËasnÏ s chloracÌ. VysvÏtlenÌ tohoto efektu je zaloûeno na
tvorbÏ komplex˘ mezi Fe, Mn a Si (viz kap. 3.). Inhibice
vyluËov·nÌ manganu k¯emiËitany je ˙ËinnÏjöÌ, neû je tomu
v p¯ÌpadÏ ûeleza32,33.

Chem. Listy 96, 188 ñ 193 (2002) Refer·ty

192



Z ˙prav·renskÈho hlediska je d·le v˝znamnÈ, ûe slouËeni-
ny k¯emÌku p˘sobÌ katalyticky a urychlujÌ oxidaci FeII na FeIII.
TÌm podporujÌ proces odûelezov·nÌ vody. Nap¯. p¯i hodnotÏ
pH 6,7 a p¯i koncentraci k¯emÌku 1 mmol.lñ1 je rychlost oxidace
FeII asi dvakr·t vyööÌ, neû kdyû k¯emÌk nenÌ p¯Ìtomen v˘bec.
Na druhÈ stranÏ slouËeniny k¯emÌku zpomalujÌ proces hy-
drol˝zy ûelezit˝ch iont˘3.

DalöÌ oblastÌ aplikace k¯emiËitan˘ jsou pracÌ a odmaöùo-
vacÌ prost¯edky. Pat¯Ì mezi tzv. aktivaËnÌ p¯Ìsady, kterÈ mohou
v kombinaci s jin˝mi nahradit z environment·lnÌho hlediska
ökodlivÈ polyfosforeËnany. NejËastÏji se v pracÌch prost¯ed-
cÌch pouûÌv· dik¯emiËitan Na2Si2O5, kter˝ je technickou smÏsÌ
monomeru a r˘zn˝ch oligomer˘. K¯emiËitany v pracÌch pro-
st¯edcÌch p˘sobÌ komplexnÏ. MajÌ ˙Ëinky alkalizaËnÌ, disper-
gaËnÌ, detergenËnÌ, komplexaËnÌ a inhibiËnÌ (zabraÚujÌ vy-
luËov·nÌ CaCO3 a m·lo rozpustn˝ch slouËenin ho¯ËÌku).

KoloidnÌ hydratovan˝ SiO2 m· vynikajÌcÌ sorpËnÌ vlast-
nosti. Hodnota pH nulovÈho bodu n·boje se pohybuje v kyselÈ
oblasti, asi 1,5 aû 3,0. U r˘zn˝ch hlinitok¯emiËitan˘ se pohy-
buje v rozmezÌ asi od 2,0 do 4,5. Proto je jejich povrch ve
vod·ch nabit p¯ev·ûnÏ z·pornÏ a majÌ schopnost adsorbovat
p¯edevöÌm kationty. V˝mÏna kationt˘ na hlinitok¯emiËitanech
je v˝znamn˝m procesem ovlivÚujÌcÌm chemickÈ sloûenÌ p¯Ì-
rodnÌch vod. Lze tak nap¯. vysvÏtlit n·hl˝ v˝skyt vyööÌch
koncentracÌ sodÌku ve vod·ch, kter˝ se uvolnil z hlinitok¯e-
miËitan˘ v˝mÏnou za v·pnÌk9.
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⁄vod

D˘leûit˝m procesem bÏhem zr·nÌ s˝r˘ je proteolytickÈ
ötÏpenÌ molekul kasein˘ i jejich fragment˘ zp˘sobujÌcÌ zmÏnu
textury kaseinovÈ hmoty za vzniku senzoricky v˝znamn˝ch
l·tek, kterÈ d·vajÌ jednotliv˝m typ˘m s˝r˘ charakteristickou
chuù a v˘ni1; vedle nich vöak mohou vznikat i neû·doucÌ ho¯kÈ
peptidy2. Rezidu·lnÌ mnoûstvÌ proteolytick˝ch enzym˘, kter·
se podÌlejÌ na tÏchto pochodech, mohou p¯edstavovat v s˝ra¯-
skÈ technologii p¯id·van· sy¯idla, proteolytick˝ systÈm p¯id·-
van˝ch startovacÌch mlÈËn˝ch bakteri·lnÌch kultur i p¯irozenÏ
kontaminujÌcÌch mlÈËn˝ch bakteriÌ a takÈ endogennÌ protei-
nasy mlÈka. Pr˘bÏh a produkty proteol˝zy jsou ovlivÚov·ny
nejenom koncentracÌ a specifitou p˘sobÌcÌch enzym˘, ale takÈ
fyzik·lnÏ-chemick˝mi podmÌnkami p¯i technologii (pH, kon-
centrace solÌ, obsah vody, teplota)3. Jako prvnÌ je v kaseinovÈ
micele atakov·na sy¯idlov˝mi proteasami molekula κ-kasei-
nu, kter· je na povrchu micely. OdötÏpenÌm makropeptidu je
κ-kasein konvertov·n na tzv. para-κ-kasein, coû destabilizuje
kaseinovÈ micely do tÈ mÌry, ûe agregujÌ a vypad·vajÌ z rozto-
ku v podobÏ sraûeniny. BÏhem dalöÌ technologie pak doch·zÌ
k proteol˝ze αs1-kaseinu, αs2-kaseinu i β-kaseinu, zatÌmco
para-κ-kasein je jiû k ˙Ëinku proteas odoln˝. Nejprve jsou
uvolÚov·ny velkÈ, ve vodÏ nerozpustnÈ peptidy, kterÈ jsou
postupnÏ ötÏpeny na menöÌ4. Bylo zjiötÏno, ûe ho¯kÈ kaseinovÈ
peptidy majÌ pr˘mÏrnou hydrofobicitu vztaûenou na jednu
aminokyselinu vyööÌ neû 5860 J.molñ1, zatÌmco fragmenty
s hodnotou tÈto veliËiny niûöÌ neû 5440 J.molñ1 ho¯kÈ nejsou5.
Pro p¯Ìpadn· technologick· opat¯enÌ proti ho¯kÈ chuti s˝r˘ je
nezbytnÈ posouzenÌ, zda se vznikajÌcÌ ho¯k˝ peptid v s˝ru
akumuluje, nebo zda je d·le hydrolyzov·n na neho¯kÈ frag-
menty. P¯i studiu peptid˘ odötÏpovan˝ch bÏhem zr·nÌ s˝r˘ je
extrakt obvykle frakcionov·n podle rozpustnosti nebo veli-
kosti molekuly, pomocÌ HPLC na reverznÌ f·zi jsou separo-
v·ny jednotlivÈ peptidy, kterÈ jsou  fin·lnÏ identifikov·ny
Edmanov˝m odbour·v·nÌm nebo hmotnostnÌ spektrometriÌ4,6.

Pokud jsou p¯edmÏtem separace ho¯kÈ peptidy, je intenzita
ho¯kÈ chuti jednotliv˝ch frakcÌ porovn·v·na s chutÌ standard-
nÌch roztok˘ chininu nebo kofeinu. Tento analytick˝ postup
je vöak pro provoznÌ kontrolu velice n·kladn˝ a zdlouhav˝. Za
urËit˝ch okolnostÌ by mohly b˝t vhodn˝m n·strojem ke sle-
dov·nÌ konkrÈtnÌho peptidu z molekuly kaseinu imunoche-
mickÈ metody.

PomocÌ imunostanovenÌ makropeptidu uvolÚovanÈho
z κ-kaseinu proteasami psychrotrofnÌch bakteriÌ byla prediko-
v·na trvanlivost mlÈka p¯i skladov·nÌ7. Enzymovou imuno-
anal˝zou sledovanÈ koncentrace odötÏpenÈho fosfopeptidu (f1ñ28)
z β-kaseinu p¯i zr·nÌ s˝ra umoûnily hodnotit jeho st·¯Ì8. Se-
nocq a spol.9 pouûili protil·tky proti pÏti peptid˘m z molekuly
β-kaseinu k monitorov·nÌ proteol˝zy tohoto proteinu plas-
minem a chymosinem.

V tÈto pr·ci jsme p¯ipravili protil·tky proti pÏti d¯Ìve
identifikovan˝m ho¯k˝m peptid˘m, kterÈ jsou odötÏpov·ny
z αs1-kaseinu a β-kaseinu bÏhem zr·nÌ s˝r˘10,11. Se zÌskan˝mi
protil·tkami byly sestaveny a charakterizov·ny postupy enzy-
movÈ imunoanal˝zy (ELISA) ke stanovenÌ jednotliv˝ch pep-
tid˘.

Experiment·lnÌ Ë·st

C h e m i k · l i e

HovÏzÌ sÈrov˝ albumin (BSA), o-fenylendiamin a Tween
20 byly zÌsk·ny od Sigma Chemical Company, St. Louis,
USA; ûelatina byla od firmy Fluka AG, SRN; konjug·t pero-
xidasy s Ñdruh˝miì protil·tkami (praseËÌmi imunoglobuliny
proti kr·liËÌm imunoglobulin˘m) byl zÌsk·n od Sevapharmy,
Praha (v katalogu oznaËov·n jako SwAR/Px; koncentrace
imunoglobulin˘ 8,1 mg.cmñ3, mol·rnÌ pomÏr peroxidasa/imu-
noglobulin byl 1,15). PolystyrenovÈ mikrotitraËnÌ destiËky
8◊12 jamek Costar 9018 byly dod·ny firmou Corning Costar,
USA.

P u f r o v È r o z t o k y

T¯i nejËastÏji pouûÌvanÈ pufry p¯i enzymovÈ imunoana-
l˝ze byly znaËeny n·sledujÌcÌmi zkratkami:
PBS (Ñphosphate buffered salineì) ñ fosf·tov˝ pufr  0,01

mol.lñ1, pH 7,4, obsahujÌcÌ 0,8% NaCl,
PBS-Tw ñ prom˝vacÌ pufr, PBS obsahujÌcÌ 0,05% Tween

20,
PBS-Tw (s 1% ûelatinou) ñ ¯edicÌ pufr pro vöechny imuno-

reaktanty.

P e p t i d y

Bylo syntetizov·no celkem 5 peptid˘. »ty¯i ˙seky z mole-
kuly αs1-kaseinu: 14EVLN17 (oznaËenÌ GB29), 17NENLL21

(GB30), 26APFPQVF32 (GB31), 26APFPQVFG33 (GB34) a je-
den ˙sek z β-kaseinu: 61PFPGPIPNS69 (GB33). SyntÈza byla
provedena na automatickÈm syntetiz·toru peptid˘ Novasyn
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Crystal (Calbiochem-Novabiochem, V. Brit·nie). »istota p¯i-
praven˝ch peptid˘ (>95 %) byla kontrolov·na pomocÌ HPLC
na reverznÌ f·zi s pouûitÌm n·plnÏ kolon C18 o velikosti Ë·stic
5 µm (Phenomenex, V. Brit·nie), eluce gradientem acetonitril/
voda. Identita peptid˘ byla kontrolov·na hmotnostnÌ spektro-
metriÌ. Protoûe molekulov· hmotnost vöech uveden˝ch pep-
tid˘ je natolik nÌzk·, ûe nemohou ve volnÈ podobÏ provokovat
tvorbu protil·tek, byly pro pot¯eby imunizace syntetizov·ny
imunogennÌ konjug·ty peptid˘ s BSA. Pro tyto ˙Ëely byla na
volnou aminoskupinu peptidu zavedena sulfhydrylov· skupi-
na pomocÌ 2-iminothiolan hydrochloridu (tzv. Trautovo Ëinid-
lo). Takto modifikovan˝ peptid spont·nnÏ konjuguje s BSA,
kter˝ byl aktivov·n pomocÌ sukcinimidyl 4-(N-maleinimi-
domethyl) cyklohexan-1-karboxyl·tu12. Tyto konjug·ty byly
pouûity nejen jako imunogeny k imunizaci, ale takÈ p¯i vlast-
nÌm imunochemickÈm stanovenÌ jako molekuly obsahujÌcÌ
epitopy, se kter˝mi interagujÌ p¯ipravenÈ protil·tky. V systÈ-
mu ELISA byly konjug·ty imobilizov·ny na pevnou f·zi.

P r o t i l · t k y

Polyklon·lnÌ antisÈra proti kaûdÈmu z pÏti syntetizova-
n˝ch peptid˘ byla p¯ipravena imunizacÌ kr·lÌk˘ postupem de-
tailnÏ popsan˝m d¯Ìve13. Jako imunogeny byly pouûity konju-
g·ty peptid˘ s BSA. Imunoglobulinov· frakce kaûdÈho antisÈ-
ra byla izolov·na a purifikov·na afinitnÌ interakcÌ s Proteinem
A pomocÌ komerËnÌch kolonek Prosep A (Sigma Chemical
Company, USA), mrazovÏ sublimov·na, a d·le uchov·v·na
p¯i ñ18 ∞C. Pro experimenty byl z·kladnÌ roztok protil·tky
o ¯edÏnÌ 1:100 p¯ipravov·n rozpouötÏnÌm 1 mg sublim·tu v
10 ml PBS.

E n z y m o v · i m u n o a n a l ˝ z a

Byla pouûita kompetitivnÌ nep¯Ìm· enzymov· imunoana-
l˝za (ELISA) se separacÌ v·zan˝ch a voln˝ch imunoreaktant˘
prost¯ednictvÌm zakotvenÌ na pevnou f·zi. Nejprve byl na
stÏny jamek mikrotitraËnÌch destiËek zakotven prostou sorpcÌ
p¯Ìsluön˝ protein (konjug·t peptidu s BSA nebo kasein) ñ
z·sobnÌ roztok proteinu byl vhodnÏ na¯edÏn karbon·tñbikar-
bon·tov˝m pufrem (0,05 mol.lñ1, pH 9,6) a pipetov·n do jamek
v mnoûstvÌ 200 µl; po inkubaci 18 hodin p¯i 4 ∞C byl roztok
proteinu vylit a jamky Ëty¯ikr·t promyty 200 µl PBS-Tw.
VlastnÌ kompetitivnÌ imunochemick· interakce byla zah·jena
pipetov·nÌm 50 µl roztoku peptidu (Ëi jinÈ testovanÈ l·tky)
v PBS-Tw (s 1% ûelatinou) a 50 µl vhodnÏ na¯edÏnÈ antipep-
tidovÈ protil·tky v PBS-Tw (s 1% ûelatinou). ReakËnÌ roztoky
byly inkubov·ny 1 hodinu p¯i 37 ∞C za mÌrnÈho t¯ep·nÌ. PotÈ
byly jamky Ëty¯ikr·t promyty 200 µl PBS-Tw. Kvantifikace
antipeptidovÈ protil·tky, kter· byla zprost¯edkovanÏ imuno-
chemickou reakcÌ zakotvena na stÏny jamek, byla uËinÏna
pomocÌ tzv. druhÈ protil·tky znaËenÈ peroxidasou. Do jamek
bylo pipetov·no 100 µl konjug·tu SwAR/Px ¯edÏnÈho 1:2000
v PBS-Tw (s 1% ûelatinou). Po inkubaci 1 hodinu p¯i 37 ∞C
byl nenav·zan˝ konjug·t odstranÏn Ëty¯mi promyvy 200 µl
PBS-Tw. D·le bylo do jamek pipetov·no 100 µl roztoku
peroxidasovÈho substr·tu a chromogennÌ l·tky (0,03% H2O2
v citr·tovÈm pufru 0,1 mol.lñ1, pH 5,0, s 0,05% o-fenylen-
diaminem). Enzymov· reakce byla po 15 minut·ch inkubace
p¯i 37 ∞C zastavena p¯Ìdavkem 50 µl H2SO4 (2 mol.lñ1). Ab-
sorbance reakËnÌ smÏsi byla mÏ¯ena v jamk·ch mikrotitraËnÌ

destiËky na p¯Ìstroji Multiscan MCC/340 (Labsystems, Fin-
sko).

V y h o d n o c e n Ì v ˝ s l e d k ˘

SigmoidnÌ kalibraËnÌ k¯ivky byly prokl·d·ny poËÌtaËo-
v˝m programem Microsoft Excel pomocÌ Ëty¯parametrovÈ
regresnÌ funkce

A = C + (1)

kde A je absorbance p¯i 492 nm, C je dolnÌ asymptota k¯ivky,
D je hornÌ asymptota, α charakterizuje posun line·rnÌ Ë·sti
sigmoidnÌ k¯ivky v systÈmu sou¯adnic, β charakterizuje sklon
line·rnÌ Ë·sti sigmoidnÌ k¯ivky, x je dekadick˝ logaritmus
koncentrace antigenu (log c).

DetekËnÌ limit byl poËÌt·n jako koncentrace c80% odpo-
vÌdajÌcÌ hodnotÏ absorbance, jeû p¯edstavuje 80 % z rozmezÌ
D ñ C (oznaËeno jako A80%) podle rovnice

log (c80%) = (2)

kde A80% = C + 0,8 (D ñ C)
PodobnÏ m˘ûe b˝t vyj·d¯en dalöÌ charakteristick˝ para-

metr kalibraËnÌ k¯ivky c50% pomocÌ A50%. A pomocÌ stejnÈ
rovnice (2) lze vypoËÌtat koncentraci analytu v analyzovanÈm
vzorku ze zmÏ¯enÈ hodnoty absorbance.

V˝sledky a diskuse

Bylo syntetizov·no pÏt peptid˘, kterÈ jsou odötÏpov·ny
z αs1-kaseinu a β-kaseinu bÏhem zr·nÌ s˝r˘, a proti nim byly
p¯ipraveny polyklon·lnÌ protil·tky. Se zÌskan˝mi protil·tkami
byly sestaveny a charakterizov·ny postupy enzymovÈ imu-
noanal˝zy (ELISA) ke stanovenÌ jednotliv˝ch peptid˘.

Metoda kompetitivnÌ nep¯ÌmÈ ELISA pouûÌv· obecnÏ
platnÈ uspo¯·d·nÌ analytickÈ procedury. Nejprve je standard
antigenu imobilizov·n na stÏny jamek na mikrotitraËnÌch des-
tiËk·ch,  potom je do jamek  napipetov·na protil·tka  proti
stanovovanÈmu analytu (tzv. ÑprvnÌì protil·tka) a analyzova-
n˝ vzorek s analytem (nebo roztok standardu analytu). Po
ustavenÌ rovnov·hy a vymytÌ vöech reakËnÌch sloûek nefixo-
van˝ch na stÏnu jamky je p¯id·n p¯ebytek konjug·tu enzymu
s tzv. Ñdruhouì protil·tkou (protil·tka proti ÑprvnÌì protil·tce).
Fin·lnÏ kvantifikovan· aktivita enzymu, kter˝ je zprost¯edko-
vanÏ fixov·n na jamku destiËky, je pak p¯Ìmo ˙mÏrn· mnoû-
stvÌ ÑdruhÈì, a tÌm i ÑprvnÌì protil·tky fixovanÈ na jamku,
a tudÌû nep¯Ìmo ˙mÏrn· koncentraci analytu ve vzorku. Citli-
vost a specifitu popsanÈ procedury ovlivÚuje kombinace celÈ
¯ady faktor˘, jako jsou nap¯. sorpËnÌ vlastnosti destiËek, kon-
centrace standardu antigenu v potahovacÌm roztoku, afinita
a specifita ÑprvnÌì protil·tky a jejÌ koncentrace v systÈmu.

Pro kaûd˝ ze sledovan˝ch pÏti peptid˘ byly nejprve zjiötÏ-
ny hodnoty vhodn˝ch koncentracÌ antigenu v roztoku pro imo-
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Tabulka I
Charakteristika kalibraËnÌch k¯ivek ELISA s protil·tkami proti peptid˘m

Peptid ÿedÏnÌ L·tka imobilizovan· DetekËnÌ limit [µg.cmñ3]
protil·tky na pevnou f·zi c50% c80%
v ELISA (koncentracea [mg.cmñ3])

GB29 1:200 BSA-GB29 (2) NDb NDb

GB30 1:500 BSA-GB30 (2) NDb NDb

GB31 1:1000 BSA-GB31 (2) 13,5 4,1
GB34 1:4000 BSA-GB34 (2) 9,7 2,5
GB33 1:1000 BSA-GB33 (2) 14,4 4,6
GB29 1:1000 α-kasein (4) 6,9 2,1
GB30 1:1000 α-kasein (4) 6,6 1,1
GB31 1:500 α-kasein (10) 11,4 2,6
GB33 1:500 β-kasein (10) 7,6 2,8

a Koncentrace v roztoku pro imobilizaci, b nebylo moûnÈ sestrojit kalibraËnÌ k¯ivku pro stanovenÌ peptidu (peptid v roztoku
neinhiboval interakci protil·tky s l·tkou imobilizovanou na pevnou f·zi)

bilizaci ve spojitosti s konkrÈtnÌ koncentracÌ p¯ÌsluönÈ proti-
l·tky. Aplikovan˝ experiment p¯edstavoval proceduru prezen-
tovanÈ metody ELISA bez p¯id·v·nÌ roztoku analytu do kom-
petice. JednotlivÈ ¯·dky a sloupce jamek na destiËk·ch se liöily
koncentracÌ antigenu v roztoku pro imobilizaci a koncentracÌ
ÑprvnÌì protil·tky. NamÏ¯enÈ hodnoty absorbancÌ odpovÌdajÌ
parametru D v rovnici (1) (hornÌ asymptota kalibraËnÌ k¯ivky).
VhodnÈ pro dalöÌ experimenty ELISA jsou takovÈ dvojice
hodnot koncentracÌ uveden˝ch imunoreagenciÌ, p¯i kter˝ch je
dosaûeno absorbance v rozpÏtÌ hodnot 0,8 aû 1,5.

V experimentech, kdy byl na stÏny jamek imobilizov·n
konjug·t  p¯ÌsluönÈho peptidu s BSA, se poda¯ilo sestrojit
kalibraËnÌ k¯ivky pouze pro peptidy GB31, GB34 a GB33.
Tabulka I sumarizuje d˘leûitÈ parametry tÏchto kalibraËnÌch
k¯ivek. Pro koncentrace uveden˝ch peptid˘ blÌzk˝ch hodnotÏ
c50% byla hodnota relativnÌ smÏrodatnÈ odchylky menöÌ neû
12 % (pro deset stanovenÌ v r·mci jednÈ destiËky) a menöÌ neû
9 % (pro stanovenÌ na Ëty¯ech destiËk·ch). P¯Ìklady k¯ivek

zÌskan˝ch v tomto systÈmu s protil·tkami proti GB34 jsou
uvedeny na obr. 1. Pro vöechny t¯i zmÌnÏnÈ peptidy lze shr-
nout, ûe interakci protil·tky s konjug·tem BSA-peptid fixo-
van˝m na pevnou f·zi v˘bec neinhibuje BSA, do znaËnÈ mÌry
ji inhibuje kasein, ze kterÈho peptid poch·zÌ, mnohem vÌce
vöak p¯Ìsluön˝ peptid a jeho konjug·t s BSA. Zb˝vajÌcÌ dva
peptidy (GB29 a GB30) ani ve vysok˝ch koncentracÌch ne-
zp˘sobily v˝znamnÈ snÌûenÌ hodnoty absorbance dosahovanÈ
v systÈmu s nulovou koncentracÌ peptidu v roztoku. To vypo-
vÌd· o tom, ûe schopnost interagovat s protil·tkou m· kon-
jug·t, ale ne samotn˝ peptid. M˘ûe to b˝t zp˘sobeno tÌm, ûe
se jedn· o pomÏrnÏ kr·tkÈ peptidy (tetrapeptid a pentapeptid).
DosavadnÌ pr·ce o imunochemickÈm stanovenÌ kaseinov˝ch
peptid˘ se zab˝vajÌ strukturami s 10ñ20 aminokyselinov˝mi
zbytky14,15.

Bylo zjiötÏno, ûe α-kasein interaguje s protil·tkami proti
GB29, GB30, GB31 a GB34 a ûe β-kasein interaguje s pro-
til·tkami proti GB33. TÈto skuteËnosti jsme vyuûili pro sesta-

Obr. 1. KalibraËnÌ k¯ivky pro r˘znÈ kompetitory v systÈmu ELI-
SA s imobilizovan˝m konjug·tem BSA-GB34 a s protil·tkami
proti tomuto konjug·tu: u peptid GB34, ¨ BSA, l α-kasein, n
konjug·t BSA-GB34

Obr. 2. KalibraËnÌ k¯ivky v systÈmu ELISA s imobilizovan˝m
kaseinem a s protil·tkami proti p¯ÌsluönÈmu konjug·tu BSA-pep-
tid: n GB29,u GB30,o GB31, l GB33
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venÌ ELISA, p¯i kter˝ch je na stÏny jamek imobilizov·n ka-
sein, jehoû souË·stÌ je sekvence sledovanÈho peptidu. Ve vöech
p¯Ìpadech bylo moûno sestrojit kalibraËnÌ k¯ivky (obr. 2). Pro
koncentrace analyt˘ blÌzk˝ch c50% byla hodnota relativnÌ smÏ-
rodatnÈ odchylky menöÌ neû 15 % (pro stanovenÌ v r·mci jednÈ
destiËky) a menöÌ neû 11 % (pro stanovenÌ na t¯ech destiË-
k·ch). Z d˘vodu interakce kasein˘ s protil·tkami proti pepti-
d˘m musÌ b˝t p¯ed imunochemick˝m stanovenÌm tÏchto pep-
tid˘ v extraktech s˝r˘ p¯edem odstranÏny proteiny a vyso-
komolekul·rnÌ peptidy.

Z·vÏr

Za pouûitÌ polyklon·lnÌch protil·tek proti peptid˘m byly
vypracov·ny a charakterizov·ny analytickÈ postupy kompeti-
tivnÌ nep¯ÌmÈ enzymovÈ imunoanal˝zy. DetekËnÌ limity pro
jednotlivÈ peptidy se pohybovaly v rozmezÌ 1ñ5 µg.cmñ3. Pro
koncentrace ve st¯edu kalibraËnÌ k¯ivky byly stanoveny hod-
noty relativnÌch smÏrodatn˝ch odchylek menöÌ neû 15 %.
PomocÌ v˝öe prezentovan˝ch imunochemick˝ch postup˘ bu-
de sledov·na tvorba ho¯k˝ch peptid˘ bÏhem zr·nÌ s˝r˘ s cÌlem
zjistit podmÌnky, p¯i kter˝ch k jejich tvorbÏ (resp. kumulaci)
nedoch·zÌ.

Pr·ce byla finanËnÏ podporov·na GA »R, je souË·stÌ
projektu GA »R 525/99/1507.
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Caseins

Five peptides have been targeted to be synthesised which are
correlated to bitter flavour of cheeses. Four are from αs1-casein
(14EVLN17, 17NENLL21, 26APFPQVF32, and 26APFPQVFG33)
and the fifth from β-casein (61PFPGPIPNS69). Using rabbit
polyclonal antibodies raised against conjugates of these pep-
tides with bovine serum albumine, competitive indirect ELI-
SA methods for determination of peptides have been construc-
ted and characterised. The detection limits for individual pep-
tides are in the range 1ñ5 µg.cmñ3. For concentrations in the
centre of standard sigmoid curves, values of relative standard
deviation were estimated to be less than 15 %.
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STANOVENÕ HYPERICINU IN VITRO
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⁄vod

T¯ezalka teËkovan· (Hypericum perforatum L.) je vytrva-
l· bylina n·leûÌcÌ do ¯·du Hypericaceae. Je rozöÌ¯ena v EvropÏ,
Asii, SevernÌ Africe a zdom·cnÏla takÈ v USA. Do povÏdomÌ
vstoupila jiû ve st¯edovÏku, kdy se pouûÌvala k lÈËenÌ infekcÌ
a mÌrn˝ch nervov˝ch poruch. DÌky intenzivnÌmu studiu obsa-
hov˝ch l·tek v poslednÌch letech v˝raznÏ vzrostl jejÌ v˝znam
ve farmaceutickÈm pr˘myslu pro antivirovÈ, protiz·nÏtlivÈ,
antidepresivnÌ, protirakovinnÈ a antimikrobi·lnÌ ˙Ëinky nafto-
dianthronov˝ch a floroglucinov˝ch deriv·t˘1ñ3. Typick˝mi
p¯edstaviteli naftodianthron˘ jsou hypericin a pseudohyperi-
cin (obr. 1).

V p¯ÌrodnÌch podmÌnk·ch jsou jejich obsahy limitov·ny
¯adou biotick˝ch i abiotick˝ch faktor˘ (klimatickÈ podmÌn-
ky, choroby, ök˘dci aj.). Vzhledem k tÏmto skuteËnostem
jsou p¯edmÏtem z·jmu alternativnÌ zdroje hypericinu. JednÌm
z nich mohou b˝t i tk·ÚovÈ kultury. ÿada autor˘ se zab˝v·
studiem intenzity produkce sekund·rnÌch metabolit˘ v tk·-
Úov˝ch kultur·ch. Kirakosian a spol.4 uv·dÏjÌ, ûe kalus H. per-
foratum, bunÏËnÈ a org·novÈ  kultury produkujÌ  hypericin
v extrÈmnÏ rozdÌln˝ch mnoûstvÌch. Produkce je z·visl· na
morfologickÈ diferenciaci a organogenezi. Auto¯i dokazujÌ, ûe
produkce hypericinu v buÚk·ch m˘ûe b˝t stimulov·na elici-
tory, jako je mannan5, p¯ÌpadnÏ ovlivnÏna jin˝mi faktory, jako
jsou p¯Ìdavky sacharosy nebo antibiotik do kultivaËnÌho mÈ-
dia. Tk·ÚovÈ kultury poskytujÌ p¯Ìleûitost lepöÌ manipulace
vedoucÌ ke zv˝öenÌ produkce hypericinu nad p¯irozenou hladi-
nu obsaûenou v rostlin·ch.

Vedle klasickÈ spektrofotometrie pat¯Ì k nejrozöÌ¯enÏjöÌm
metod·m pouûÌvan˝m p¯i stanovenÌ hypericinu a jeho deriv·t˘
vysoko˙Ëinn· kapalinov· chromatografie ve spojenÌ se spek-
trofotometrickou detekcÌ pomocÌ detektoru s diodov˝m polem
(DAD), fluorimetrickou detekcÌ (FLD) a detekcÌ pomocÌ hmot-
nostnÌ spektrometrie (MS)6ñ9. CÌlem tÈto pr·ce bylo vyvinout
dostateËnÏ ˙Ëinn˝ postup pro extrakci a optimalizovat pod-
mÌnky pro p¯esnÈ a citlivÈ stanovenÌ hypericinu v tk·Úov˝ch
kultur·ch pomocÌ vysoko˙ËinnÈ kapalinovÈ chromatografie
(HPLC) v kombinaci s fluorescenËnÌ detekcÌ.

Experiment·lnÌ Ë·st

C h e m i k · l i e a p ¯ Ì s t r o j e

Acetonitril Ëistoty pro HPLC, kter˝ byl pouûit, byl v˝rob-
kem firmy Merck (Darmstadt, NÏmecko). Pro veökerÈ roztoky
a ¯edÏnÌ byla pouûita deionizovan· voda Mili-Q (Millipore,
Bedford, USA). Octan sodn˝ byl analytickÈ Ëistoty (Sigma
Chemical Company, St. Louis, USA), hypericin Ëistoty HPLC
byl dod·n firmou Roth (Karlsruhe, NÏmecko). Z·sobnÌ roz-
tok standardu byl p¯ipraven rozpuötÏnÌm hypericinu v 80%
ethanolu (v/v) Ëistoty pro HPLC a jeho koncentrace byly:
40 µg.cmñ3, 4 µg.cmñ3, 1,6 µg.cmñ3, 0,8 µg.cmñ3, 0,4 µg.cmñ3

a 0,1 µg.cmñ3. Standardy byly uchov·ny ve tmÏ p¯i teplotÏ 4 ∞C.
OstatnÌ chemik·lie Ëistoty p. a. (6-(benzylamino)purin

(BAP), kinetin, 2,4-dichlorofenoxyoctov· kyselina (2,4-D),
giberelov· kyselina a sacharosa) a antibiotika (kanamycin
a ticarcillin) byly bÏûnÏ dostupnÈ komerËnÌ prepar·ty firem
Sigma (Sigma Chemical Comp., St. Louis, USA), Lachema
(Brno, »R) nebo Serva Feinbiochemica (Heidelberg/New York,
NÏmecko/USA).

Pro stanovenÌ hypericinu byl pouûit kapalinov˝ chro-
matograf HP 1100 (Hewlett Packard, Waldbronn, NÏmec-
ko) sest·vajÌcÌ z vakuovÈho odplyÚovacÌho modulu (model
G1322A), bin·rnÌ pumpy (model G1312A), autosampleru (mo-
del G1313A), termostatu kolon (model G1316A), UV/VIS
DAD detektoru diodovÈho pole (model G1315A) a FLD fluo-
rescenËnÌho detektoru (model G1321A). Separace byla pro-
v·dÏna na kolonÏ Zorbax SB C18 (75◊4,6 mm, velikost Ë·stic
5 µm) s reverznÌ f·zÌ. Byla pouûita eluce mobilnÌ f·zÌ acetoni-
tril (sloûka A) a 10 mmol.dmñ3 octan sodn˝ (sloûka B) o po-
Ë·teËnÌm sloûenÌ od A:B 40:60 v/v v Ëase 0 minut a s line·rnÌm
gradientem s pozitivnÌ smÏrnicÌ na 100:0 do 8 minut a n·slednÏ
s negativnÌ smÏrnicÌ na 40:60 B do 18 minut. Pr˘tok byl
1 cm3.minñ1 a teplota termostatu kolon byla 40 ∞C. Sign·l byl
snÌm·n fluorescenËnÌm detektorem p¯i λEx = 295 nm a λEm =
600 nm a UV/VIS DAD detektorem ve viditelnÈ oblasti p¯i
592 nm.

P¯i p¯ÌpravÏ vzork˘ byla pouûita rotaËnÌ vakuov· odparka
Model 350 (Unipan, Polsko) a ultrazvukov· l·zeÚ (Cole ñ
Parmer Instrument Comp., Chicago, USA), poËÌtaËem ¯Ìzen˝

Obr. 1. StrukturnÌ vzorce hypericinu a pseudohypericinu
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extraktor fexIKA Werke 50Æ (IKAÆ-Werke GmbH & Co.,
Staufen KG, NÏmecko) a kulov˝ ml˝n Vibrom 2S (Jebav˝
s.r.o., T¯ebechovice p. O., »R).

R o s t l i n n ˝ m a t e r i · l

SyntetickÈ schopnosti byly studov·ny na rostlin·ch Hype-
ricum perforatum L. var. Topaz poch·zejÌcÌch p˘vodnÏ z ka-
lusovÈ kultury. Organogeneze byla navozena uûitÌm 1,1 mg.dmñ3

6-benzylaminopurinu(BAP),0,45mg.dmñ3 kinetinu, 0,45 mg.dmñ3

2,4-dichlorofenoxyoctovÈ kyseliny (2,4-D) a 2 mg.dmñ3 gi-
berelovÈ kyseliny. Rostliny byly kultivov·ny 6 t˝dn˘ na mÈ-
diu ÑMurashige and Skoogì 10 v poloviËnÌ koncentraci (Mu-
rashige and Skoog ñ MS 1/2) s p¯Ìdavkem sacharosy (10, 30
a 100 g.dmñ3 mÈdia). Pro zam˝ölenou selekci transgennÌch
rostlin byla stanovov·na souËasnÏ rezistence tohoto druhu
v˘Ëi vysokÈ (150 mg.dmñ3 kanamycinu a 750 mg.dmñ3 ticar-
cillinu) a extrÈmnÌ (250 mg.dmñ3kanamycinu a 1250 mg.dmñ3

ticarcillinu) hladinÏ antibiotik.

P ¯ Ì p r a v a v z o r k ˘

Vzorky byly odebr·ny z tk·ÚovÈ kultury, zmraûeny teku-
t˝m dusÌkem a lyofilizov·ny. N·slednÏ byly homogenizov·ny
mletÌm v tekutÈm dusÌku. Byly pouûity t¯i extrakËnÌ postupy.
Ve vöech p¯Ìpadech bylo 20 mg lyofilizovanÈho materi·lu
extrahov·no celkov˝m objemem 40 cm3 80%-nÌho ethanolu
po dobu 60 minut: i) pod zpÏtn˝m chladiËem po dobu 1 hodiny
p¯i teplotÏ 80 ∞C, ii) dvoustupÚovou extrakcÌ v extraktoru11

fexIKA Werke 50Æ p¯i 80 ∞C po dobu 2◊ 30 minut nebo iii)
extrakcÌ ultrazvukem (sonikacÌ) p¯i 40 ∞C po dobu 60 minut.
Extrakty byly odpa¯eny na vakuovÈ odparce do sucha p¯i
teplotÏ 40 ∞C a odparek byl rozpuötÏn v 1 cm3 mobilnÌ f·ze
(acetonitril:10 mmol.dmñ3 octan sodn˝ = 40:60 v/v). Takto
p¯ipraven˝ vzorek byl injektov·n v mnoûstvÌ 10 mm3 do
chromatografickÈho systÈmu.

V˝sledky a diskuse

Srovn·nÌ efektivity extrakËnÌch technik bylo provedeno na
z·kladÏ porovn·nÌ ploch pÌk˘ hypericinu namÏ¯en˝ch u ex-
trakt˘ jednotliv˝ch vzork˘ (tab. I). Z uvedenÈ tabulky vypl˝v·,
ûe v p¯ÌpadÏ extrakce extraktorem fexIKA Werke 50Æ byla
v˝tÏûnost v pr˘mÏru o 30 % vyööÌ proti extrakci ultrazvukem
a o 50 % vyööÌ neû p¯i extrakci pod zpÏtn˝m chladiËem.

Tabulka I
Srovn·nÌ v˝tÏûnosti extrakËnÌch technik (uvedenÈ v miliab-
sorbanËnÌch jednotk·ch ñ mAU jako pr˘mÏrnÈ v˝öky pÌk˘)
pro shodnÈ vzorky t¯ezalky teËkovanÈ

Typ Hypericin RSDa Pseudohypericin RSD
extrakce [mAU.s] [%] [mAU.s] [%]

Ultrazvuk 41,6 5,2 97,9 4,5
Zp. chladiË 30,1 5,8 70,6 5,1
FexIKA 60,3 4,3 141,5 3,8

a Pro n = 5

Pro stanovenÌ hypericinu byla vypracov·na ˙Ëinn· metoda
HPLC s tandemovou DAD a fluorescenËnÌ detekcÌ. ExcitaËnÌ
a emisnÌ maxima byla stanovena fluorescenËnÌm detektorem
FLD HP 1100 v tzv. reûimu p¯ÌmÈho n·st¯iku standardu.
EmisnÌ vlnov· dÈlka byla snÌm·na p¯es vlnov˝ rozsah 400 aû
700 nm s konstantnÌm krokem ∆ = 2 nm a maximum bylo
stanoveno na 600 nm. ExcitaËnÌ vlnov· dÈlka byla urËena
promÏ¯enÌm v rozsahu 200 aû 350 nm s konstantnÌm krokem
∆ = 2 nm. Maximum bylo nalezeno p¯i 295 nm.

Obr. 3. AbsorpËnÌ spektra hypericinu (a) a pseudohypericinu (b)
v ultrafialovÈ a viditelnÈ oblasti spektra snÌm·na in-line UV/VIS
DAD detektorem na v˝stupu z kolony; chromatografickÈ podmÌnky
viz obr. 2

Obr. 2. Chromatogram tk·ÚovÈ kultury Hypericum perforatum
var. Topaz s detekcÌ fluorescenËnÌm λEx = 295 nm a λEm = 600 nm
(a) a UV/VIS DAD detektorem p¯i 592 nm (b); chromatografickÈ
podmÌnky: kolona Zorbax SB C18 (75◊4,6 mm, 5 µm velikost Ë·stic),
mobilnÌ f·ze acetonitril (A) a 10 mmol.dmñ3 octan sodn˝ (B) o po-
Ë·teËnÌm sloûenÌ A:B 40:60 v/v v Ëase 0 minut s line·rnÌm gradientem
na 100:0 v/v do 8 minut a na 40:60 v/v do 18 minut, pr˘tok 1 cm3.minñ1

a teplota termostatu kolon 40 ∞C
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Tabulka II
Obsah hypericinu HP (µg.gñ1) v pr˝tech Hypericum perfora-
tum L., var. Topaz kultivovan˝ch in vitro v µg.gñ1 s p¯Ìdav-
kem 3 r˘zn˝ch koncentracÌ sacharosy a p¯i nulovÈ, vysokÈ
(150 mg.dmñ3 kanamycinu a 750 mg.dmñ3 ticarcillinu) a ex-
trÈmnÌ (250 mg.dmñ3 kanamycinu a 1250 mg.dmñ3 ticarcillinu)
koncentraci antibiotik

Obsah HP na hladinÏ antibiotik
sacharosy
[g.dmñ3] nulov· vysok· extrÈmnÌ

10 41,23 24,53 0
30 28,20 41,19 20,82

100 7,55 9,23 9,82

Porovn·nÌm namÏ¯en˝ch hodnot obsah˘ hypericinu bylo
zjiötÏno, ûe koncentrace hypericinu p¯i detekci ve viditelnÈ ob-
lasti spektra (592 nm), obr. 2, vykazovaly v pr˘mÏru o 15,6 %
vyööÌ zjiötÏnÈ hodnoty neû p¯i detekci fluorescenËnÌm detek-
torem v d˘sledku souËasnÈ eluce jinÈ l·tky (pseudohyperi-
cinu) s obdobn˝m absorpËnÌm spektrem ve viditelnÈ oblasti
spektra (obr. 3). Tuto odchylku lze snadno snÌûit nebo zcela
vylouËit pouûitÌm fluorescenËnÌho detektoru, vzhledem k to-
mu, ûe pseudohypericin a dalöÌ l·tka/l·tky vych·zejÌcÌ z kolo-
ny souËasnÏ s hypericinem nevykazuje/nevykazujÌ fluores-
cenci v danÈ oblasti7. OptimalizacÌ gradientovÈho profilu (viz
v˝öe) bylo navÌc dosaûeno kvalitnÌho rozdÏlenÌ naftodian-
thronov˝ch deriv·t˘ hypericinu a pseudohypericinu i p¯i po-
uûitÌ tzv. ÑrychlÈ kolonyì (fast column ñ viz uk·zka chroma-
togramu na obr. 2). JejÌ pouûitÌ zajistÌ v˝raznÈ zkr·cenÌ doby
anal˝zy a je zvl·ötÏ v˝hodnÈ pro rychlou orientaci p¯i hodno-
cenÌ biologick˝ch pokus˘. KalibraËnÌ k¯ivka (obr. 4) byla
line·rnÌ v koncentraËnÌm rozsahu od 0,1 do 10 µg.cmñ3 hy-
pericinu s korelaËnÌm koeficientem p¯i fluorescenËnÌ detekci
R > 0,999 a limitem detekce (LOD pro 3 S/N) 0,006 µg.cmñ3.

Metoda byla aplikov·na na stanovenÌ hypericinu v tk·-
Úov˝ch kultur·ch Hypericum perforatum L. var. Topaz se
stupÚujÌcÌmi se p¯Ìdavky sacharosy do ûivnÈho mÈdia a byla
z·roveÚ testov·na odolnost tk·Úov˝ch kultur v˘Ëi antibioti-
k˘m. Rostliny kultivovanÈ p¯i vysokÈ hladinÏ sacharosy mÏly

zmÏnÏn˝  habitus (silnÏ zkr·cen· internodia a ov·ln˝ tvar
ËepelÌ list˘ vlivem omezenÌ Ëinnosti meristÈmu) v d˘sledku
osmotickÈho stresu a n·padnÈ zmÏny v pigmentaci (listovÈ
Ëepele byly hnÏdoËervenÈ barvy, kter· vöak nebyla v korelaci
s obsahem hypericinu).

ZelenÏ zbarvenÈ rostliny kultivovanÈ na mÈdiu Murashige
and Skoog ñ MS 1/2 s p¯Ìdavkem sacharosy 10ñ30 g.dmñ3

vykazovaly v˝znamnÏ vyööÌ obsah hypericinu (tab. II) neû
rostliny pÏstovanÈ za osmotickÈho stresu (100 g sacharosy na
1 dm3 mÈdia). NarozdÌl od p¯Ìdavku sacharosy vliv antibiotik
na syntÈzu hypericinu nebyl statisticky v˝znamn˝.

Rostliny Hypericum perforatum var. Topaz byly schopny
tolerovat vysokÈ aû extrÈmnÌ hladiny antibiotik za p¯edpokla-
du, ûe byl v mÈdiu souËasnÏ dostatek sacharosy. P¯i nÌzk˝ch
koncentracÌch sacharosy v mÈdiu (10 g.dmñ3 mÈdia) a extrÈm-
nÌch koncentracÌch antibiotik doch·zelo k odumÌr·nÌ rostlin
bÏhem pokusu, zatÌmco rostliny pÏstovanÈ na mÈdiu s vyööÌm
obsahem sacharosy (30 g.dmñ3 mÈdia) p¯eûÌvaly i extrÈmnÌ
koncentrace antibiotik (tab. II).

Z·vÏr

Pro stanovenÌ hypericinu v tk·Úov˝ch kultur·ch byla vy-
vinuta rychl· a selektivnÌ chromatografick· metoda. PouûitÌm
tzv. rychlÈ (fast) chromatografickÈ kolony Zorbax SB C18
(75◊4,6  mm, 5 µm velikost Ë·stic) bylo dosaûeno velice
kr·tk˝ch retenËnÌch Ëas˘ sledovan˝ch analyt˘ (do 5 minut).
Ve spojenÌ s fluorimetrickou detekcÌ bylo dosaûeno vysokÈ
selektivity, neboù p¯i dosud pouûÌvanÈ detekci ve viditelnÈ
oblasti spektra p¯i 592 nm doch·zÌ k v˝znamn˝m chyb·m p¯i
stanovenÌ hypericinu vlivem souËasnÈ eluce jednÈ nebo vÌce
l·tek s podobn˝mi absorpËnÌmi spektry. Tyto chyby jsou dÌky
pouûitÌ fluorescenËnÌho detektoru minimalizov·ny nebo zcela
odstranÏny, neboù tyto ruöÌcÌ l·tky nevykazujÌ fluorescenci
v danÈ oblasti. Metoda m˘ûe s v˝hodou slouûit jako rychl·
orientaËnÌ metoda pro sledov·nÌ dynamiky tvorby biologicky
aktivnÌch l·tek, pro fyziologickÈ a biochemickÈ studie sekun-
d·rnÌch metabolit˘ i pro dalöÌ vÏdecko-v˝zkumnÈ ˙Ëely.

Tato pr·ce byla ¯eöena v r·mci v˝zkumnÈho z·mÏru MäMT
»R reg. Ë. MSM 432100001.
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D. ätÏrbov·a, B. Klejdusa, E. Kram·¯ov·b, and V. Ku-
b·Úa (aDepartment of Chemistry and Biochemistry, Mendel
University of Agriculture and Forestry, Brno, bDepartment of
Natural Drugs, Faculty of Pharmacy, University of Veterina-
ry and Pharmaceutical Sciences, Brno): High Performance
Liquid Chromatographic Determination of Hypericin in
Plant Tissues of Hypericum perforatum Cultivated in vitro

Hypericum perforatum is a medicinal plant that has been
known in  traditional  medicine as an anti-inflamatory and

healing agent. The alcoholic extract of its aerial parts finds
wide application for its antidepressant activity. Three methods
of extraction into 80% ethanol were compared. An HPLC
method with fluorimetric detection was developed for the
identification of its constituents. The calibration curve was
strictly linear in the concentration range from 0.1 to 10 µg.cmñ3

of hypericin with the correlation coefficient R > 0.999 and the
detection limit (LOD for 3 S/N) 0.006 µg.cmñ3. HPLC with
fluorimetric detection can separate and detect naphthodian-
throne derivatives in Hypericum perforatum in the presence
of other constituents with a greater specificity than HPLC
with spectrophotometric detection at 592 nm. Hypericin was
quantified in the culture tissues of Hypericum perforatum L.
var. Topaz cultivated under different conditions (saccharose
and antibiotics concentrations) in the Murashige ñ Skoog
medium.
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